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1 Einleitung 
1.1 Die Familie der Kaliumkanäle 

Ein entscheidender Schritt in der Entstehung des Lebens war, neben der Bildung erster 

organischer Makromoleküle und der Entwicklung von einfachen Stoff- und 

Energiestoffwechselvorgängen, die Abgrenzung zur Außenwelt durch Membranen und damit die 

Schaffung eines eigenen Reaktionsmilieus im Inneren der Zelle. Diese Trennung ermöglichte es 

den Zellen, überlebenswichtige Metaboliten für den Zellstoffwechsel zu akkumulieren und sich 

gegenüber äußeren Umweltfaktoren abzuschirmen. Biologische Grundlage dieser Barriere sind 

Biomembranen, die aus einer Doppelschicht amphiphiler Lipide aufgebaut sind. Aufgrund der 

semipermeablen Eigenschaften der Membran kann die Diffusion von notwendigen Ionen und 

geladenen Molekülen, im Gegensatz zu Gasen oder lipophilen Substanzen, an dieser Grenze 

nicht uneingeschränkt stattfinden. Vielmehr regulieren integrale Transmembranproteine den 

notwenigen aktiven und passiven Transport von Ionen und kleineren hydrophilen Molekülen 

zwischen Extra- und Intrazellulärraum. Ionenkanäle erreichen dabei, entlang eines 

elektrochemischen Gradienten, hohe Durchflussraten von 107 Ionen pro Sekunde über die 

Plasmamembran (Hille, 2001). Verschiedene Arten von Ionenkanälen für Natrium, Kalium, 

Chlorid und Kalzium kommen in allen Zellen des menschlichen Körpers vor und ermöglichen 

die Umwandlung elektrischer in chemische Signale, die wiederum eine entscheidende Funktion 

bei der Aufrechterhaltung der Zellfunktionen wie der zellulären Repolarisation, der Steuerung der 

Immunfunktion, der Hormonsekretion, der Muskelkontraktion, der Nervensignalübertragung, 

der Regulation osmotischen Drucks und der Veränderung der Genexpression spielen (Vyas, 

Parikh, Ramani, & Ghate, 2018). 

Unter allen Ionenkanälen bilden die kaliumselektiven Ionenkanäle die komplexeste und 

vielfältigste Gruppe. Bislang wurden über 80 kodierende Gene im menschlichen Genom 

identifiziert. Ihre Diversität wird durch alternatives Splicing, posttranslationaler Modifikationen 

und Heteromerbildungen zusätzlich erweitert (Maljevic & Lerche, 2013). Kaliumkanäle spielen 

eine Schlüsselrolle bei einer Vielzahl von physiologischen Prozessen, wie der Generierung und 

Fortleitung von Aktionspotenzialen in Nervenzellen, der Kontraktion von Herz-, Skelett- und 

glatten Muskelzellen, dem epithelialen Transport von Nährstoffen und der Hormonsekretion. Sie 

lassen sich hinsichtlich ihrer Architektur in vier übergeordnete Familien einordnen: 

Spannungsaktivierte Kanäle (Kv, engl. voltage activated), kalziumaktivierte Kanäle (KCa), einwärts-

rektifizierende Kanäle (Kir, engl. inwardly rectifiying) und Zwei-Porendomänen-Kaliumkanäle (K2P) 

(Abb.1.). 
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Alle Kaliumkanäle besitzen eine tetramere Grundstruktur, in der sich vier identische 

Untereinheiten zu einem symmetrischen Komplex zusammenlagern. Jede Untereinheit setzt sich 

aus zwei Transmembrandomänen (TMD) und je einer Porenschleife (P) zusammen (2TMD/1P). 

Die konservierten Aminosäuresequenzen T-V/I-G-Y/F-G der porenbildenen Domänen bilden 

nach Assemblierung der vier Untereinheiten die engste Stelle des Kanals, den Selektivitätsfilter 

(SF) (Kuang, Purhonen, & Hebert, 2015). Dieser ist für die hohe Ionenselektivität maßgeblich, in 

dem er mit Hilfe der Carbonylverbindungen des Proteinrückgrats die Dehydratation der 

Kaliumionen koordiniert und so eine Permeationsrate nahe dem Diffusionslimit ermöglicht 

(Abb.2). Der Selektivitätsfilter besitzt neben den zentralen Ionenbindungsstellen S1- S4 noch 

zwei periphere Bindungsstellen am Porenein- bzw. -ausgang S0 und S5. Während andere Ionen 

wie Rubidium und Thallium den Selektivitätsfilter passieren können, sind Natriumionen dazu 

nicht in der Lage. Ursächlich sind dabei die höhere Dehydratationsenergie und die kleinere 

Größe der Natriumionen, was dazu führt, dass eine Koordination der Sauerstoffatome des 

Grundgerüsts nicht mehr möglich ist (Doyle et al., 1998). 

Abbildung 1: Verwandschaftsbeziehung der K2P-Kanäle (A) Phylogenetischer Stammbaum der Kaliumkanäle. 
Die Äste werden jeweils von einwärts gleichrichtenden (Kir), Ca2+-aktivierten (KCa), spannungsregulierten (Kv), durch 
zyklische Nukleotide aktivierbaren (CNG/ HCN) und Zwei- Porendomänen- Kaliumkanälen (K2P) gebildet. Der 
strukturelle Aufbau der einzelnen Superfamilien dabei vereinfacht dargestellt. (B) Dendogramm der K2P-Kanäle 
basierend auf einer Analyse der Sequenzhomologie. Die K2P-Kanäle lassen sich aufgrund der Sequenzähnlichkeit in 
sechs Unterfamilien unterteilen: TRAAK/TREK (TRAAK, TREK-1 und TREK-2), TWIK (TWIK-1 und TWIK-2), 
TALK (TALK-2 und TASK-2), THIK (THIK-1 und THIK-2), TASK (TASK- 1, TASK-3 und TASK-5) und 
TRESK. Kanäle, für die kein funktionelle Expression nachgewiesen wurde, sind kursiv gesetzt. (Brohawn et al., 
2012) 
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Die Sequenz aus zwei Transmembrandomänen und den verbindenden P-Domänen ist den 

meisten Ionenkanal-Untereinheiten gemeinsam. Diese Grundstruktur findet man an Kir-Kanälen 

wie dem für die pankreatische Insulinausschüttung verantwortlichen KATP-Kanal und dem 

ROMK (engl. Renal Outer Medullary K+ channel), der an der Elektrolyt- und Wasserregulation der 

Niere beteiligt ist (Hibino et al., 2010). Über diesen gemeinsamen Aufbau hinaus besitzen KV-

Kanäle zusätzlich vier weitere Transmembrandomänen (S1-S6) pro porenformende Untereinheit 

(6TM/1P). In der S4-Helix der Transmembrandomänen findet sich der charakteristische 

Spannungssensor, dessen positiv geladene Aminosäuren bei Depolarisation des 

Membranpotenzials zu einer Konformationsänderung des Selektivitätsfilters führen und damit 

den Kanal öffnen. Kv-Kanäle wie der Kv11.1 (hERG) bewirken unter anderem die Re- und 

Hyperpolarisation und damit die Beendigung des Aktionspotentials in Herzmuskelzellen 

(Vandenberg, Perozo, & Allen, 2017). Kalziumaktivierte Kaliumkanäle (KCa) besitzen zwischen 6 

und 7 Transmembrandomänen und neben dem Spannungssensor in S und der porenformenden 

Domäne zusätzlich eine kalziumbindende und eine regulatorische Domäne. Die Spannungs- und 

Ca2+-aktivierten K+ (BK)-Kanäle sind an der Freisetzung von Neurotransmittern und der 

neuronalen Erregbarkeit beteiligt (Kaczorowski, Knaus, Leonard, McManus, & Garcia, 1996). 

Die zuletzt entdeckte Familie der Zwei-Poren-Kaliumkanäle bilden Dimere, wobei eine 

Untereinheit aus jeweils 4 Transmembrandomänen sowie zwei porenformenden Domänen (PD1 

und PD2) zusammensetzt (Abb. 3). Die biophysikalischen Eigenschaften dieser Kanalfamilie 

werden in der vorliegenden Arbeit untersucht. 

Abbildung 2: Strukturelle Darstellung des Selektivitätsfilters. (A) Kristallografische Struktur des KcsA-Kanals 
mit Selektivitätsfilter (SF). Die Kaliumionen sind violett dargestellt. Unterhalb des SF ist ein hydratisiertes 
Kaliumion dargestellt. Die vordere und hintere Porendomäne des tetrameren Kanals wurden zur besseren 
Übersichtlichkeit entfernt (B) Der Selektivitätsfilter wird durch die konservierte Aminosäurensequenz T-V/I-G-
Y/F-G gebildet. Die Sauerstoffatome koordinieren K+ an den Bindungsstellen S1-4. Während der Permeation wird 
die Hydrathülle der Ionen abgestreift (Kopec et al, 2019). 

 

A B 
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1.2 K2P-Kanäle 

1.2.1 Aufbau und Struktur 

Der Name „Zwei-Poren-Domäne" Kalium(K2P)-Kanäle wurde der Kanalfamilie auf der 

Grundlage der besonderen Topologie der K+-Kanal-Untereinheiten gegeben (Abb. 3). Im 

Gegensatz zu allen anderen Kaliumkanaluntereinheiten, die durch eine porenformende Domäne 

gekennzeichnet sind, besitzt jede Untereinheit zwei Porenschleifen-bildende (P)-Domänen. 

Dementsprechend dimerisieren die K2P-Untereinheiten und bilden so den funktionellen 

Selektivitätsfilter, der sich als Charakteristikum aller Kaliumkanäle aus vier P-Domänen 

zusammensetzt. Daneben besitzen die K2P-Kanal-Untereinheiten vier Transmembransegmente 

(TM1-TM4). Die N- und C-terminalen Enden der Proteinsequenz liegen auf der intrazellulären 

Seite der Zellmembran (Abb.4.) (Feliciangeli, Chatelain, Bichet, & Lesage, 2015). 

Durch die Aufklärung der Röntgenkristallstruktur der TWIK-1- und TRAAK-Kanäle konnte 

gezeigt werden, dass K2P-Kanäle zusätzlich zwei extrazelluläre Cap-Helix-Strukturen (C1 und C2) 

besitzen, die aus einem extrazellulären TM1-P1-Linker jedes K2P-Monomers gebildet werden 

(Brohawn, Del Mármol, & MacKinnon, 2012; Miller & Long, 2012). Dieser für Ionenkanäle 

einzigartigen Struktur wird neben einer Schutzfunktion vor Toxinen und Kanalblockern auch 

eine bedeutsame Rolle bei der Dimerisierung der K2P-Monomere zugeschrieben (Zúñiga & 

Zúñiga, 2016). 

Ferner konnten in den Kristallisationsexperimenten zwei seitliche Öffnungen, sogenannte Side 

fenestrations, unmittelbar unterhalb des Selektivitätsfilters beschrieben werden. Diese Öffnungen 

werden aus Anteilen von M2 und M4 geformt und bilden eine Verbindung zwischen dem 

Inneren der Kanalpore und der Plasmamembran (Dong et al., 2015). Der Grundaufbau der 

4TMD/2PD-Struktur definiert die Mitgliedschaft in der K2P-Kanalfamilie.  

Abbildung 3 Übersicht über die Subklassen der K+-Kanäle KIR-Kanäle mit 2 Transmembrandomänen (TMD)-
Untereinheiten tetramerer Anordnung enthalten zentral je eine Porenbildendedomäne (PD) Die K2P-Kanäle bilden 
Dimere aus 2TMD-Tandem-Strukturen und formen so 4TMD-Untereinheiten mit je zwei PD und zusätzlich 
verlängerter TMD1-PD1-Schleife. Die porenbildenden 2TMD-Abschnitte einer 6TMD-Grundstruktur 
tetramerisieren und formen funktionelle Kanäle mit 4 zusätzlichen regulatorischen TMD pro Untereinheit. Die 
Spannungsregulierung der KV-Kanäle wird durch positiv geladene Seitenketten, primär der vierten TMD, ermöglicht 
und ist gemeinsames Merkmal mit Ca2+-aktivierten BKCa-Kanälen der 7TMD-Struktur (modifiziert nach Schulz, 
2021). 



 

5 
 

1.2.2 Vorkommen und Funktion der K2P-Kanäle 

Bereits Anfang der 1950er Jahre wurde die Bedeutung sogenannter K+-Leckströme als kleine, 

weitgehend spannungsunabhängige Hintergrundleitfähigkeit für die Aufrechterhaltung des 

Ruhemembranpotenzials und die neuronale Erregbarkeit erkannt (Hodgkin, Huxley, & Katz, 

1952). Der kontinuierliche Ausstrom von K+-Ionen über die Zellmembran, auch als 

Hintergrundstrom bezeichnet, ist entscheidend für die Etablierung und Aufrechterhaltung eines 

hyperpolarisierten Ruhemembranpotenzials. Darüber hinaus beeinflusst er unmittelbar die 

Wahrscheinlichkeit, Dauer und Frequenz der Auslösung von Aktionspotenzialen. (Enyedi & 

A 
 

B 
 

C 
 

Abbildung 4: Die Struktur der K2P-Kanäle (A) Topologie der K2P-Kanäle mit Struktur des N-terminalen Teils 
der beiden. Jede K2P-Untereinheit umfasst zwei porenbildende Domänen, PD1 und PD2. Diese beiden 
Domänen enthalten zwei Transmembran-Helices (M1-M2 und M3-M4), die durch eine Porenhelix (P1 und P2) 
und einen Selektivitätsfilter (SF1 und SF2) überbrückt werden., sowie extrazellulären Cap-Helices (C1 und C2) s 
(Renigunta, Schlichthörl, & Daut, 2015) (B) Computerbasiertes Homologiemodell eines K2P-Kanalbasierend 
auf einer Struktur von TRAAK (Natale, Deal, & Minor, 2021). (C) Ansicht des K2P-Homologiemodells von der 
zytoplasmatischen Seite aus, die die Bildung der Kanalpore durch Dimerisierung veranschaulicht. 



 

6 
 

Czirják, 2010) 

Erst mit der Klonierung des ersten K2P-Kanals 1996 wurden die für die Hintergrundströme von 

K+ verantwortlichen Ionenkanäle identifiziert (Lesage et al., 1996). Bis heute wurden bei 

Säugetieren mindestens 15 verschiedene K2P-Kanäle entdeckt, die entsprechend ihrer 

Sequenzhomologie sowie biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften in sechs 

Unterfamilien (TWIK, THIK, TASK, TREK, TALK und TRESK) unterteilt werden können.  

Neben wichtigen biophysikalischen Stimuli wie Veränderungen des pH-Werts, der Temperatur, 

der Membrandehnung, interagierenden ungesättigten Fettsäuren sowie Phosphorylierungen 

können K2P-Kanäle auch durch eine Reihe klinisch wichtiger Medikamente wie Inhalations- und 

Lokalanästhetika, Antipsychotika und Antidepressiva beeinflusst werden (Feliciangeli et al., 2015). 

Lange Zeit glaubte man, dass diese Kanäle im Gegensatz zu klassischen Kaliumkanälen 

kontinuierliche, nicht blockierbare Ströme über den gesamten Bereich des Membranpotentials 

erzeugten. Jedoch konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass diese Kanäle erst nach 

Aktivierung zu linear nach außen gleichrichtenden "Hintergrundlecks" für K+-Ionen werden. 

Man nimmt an ,dass K2P-Kanäle dabei die Funktion der Hintergrundkanäle bei der Einstellung 

des Ruhemembranpotenzials sowie der Bildung und Repolarisation von Aktionspotenzialen 

einnehmen (Enyedi & Czirják, 2010). Aufgrund ihrer vielseitigen Regulation sind sie daher, im 

Gegensatz zu einfachen „Leckkanälen“, in der Lage, die zelluläre Erregbarkeit durch eine 

Vielzahl von biochemischen und physiologischen Prozessen zu modulieren. Über die 

zugrundliegenden molekularen und strukturellen Mechanismen, die es den K2P-Kanälen 

ermöglichen auf so unterschiedliche Stimuli zu reagieren, ist bisher noch wenig bekannt 

(Renigunta, Schlichthörl, & Daut, 2015). 

K2P-Kanäle zeigen im menschlichen Körper sehr unterschiedliche Expressionsmuster. Sie finden 

sich in fast allen Geweben und sind an unterschiedlichen physiologischen Vorgängen beteiligt. So 

kommt TWIK-1 fast ubiquitär in allen Geweben vor (Lesage et al., 1996). Neben Sinnes- und 

Epithelzellen des audio-vestibulären Systems wurde er in Nephronen und Kardiomyozyten 

beschrieben und könnte dort an der Phosphat- und Wasserresorption, sowie der Entstehung von 

Herzrhythmusstörungen bei Hypokaliämie beteiligt sein (Nattel, 2002; Nicolas, Barhanin, Reyes, 

& Demêmes, 2003; Nie et al., 2005). TWIK-2 findet sich an glatten Muskelzellen des 

Gefäßsystems. Mutationen des Gens werden mit dem Auftreten von vaskulärer und pulmonaler 

Hypertonie in Verbindung gebracht (Lavannya M. Pandit et al., 2015). TREK-1 findet sich 

überwiegend in Zellen des Zentralnervensystems in der Amygdala, den Basalganglien, dem 

Kortex, den Spinalganglien, dem Thalamus und der Blut-Hirn-Schranke (Bittner, Ruck, 

Fernández-Orth, & Meuth, 2014; Hervieu et al., 2001; Vivier, Bennis, Lesage, & Ducki, 2016). 
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TREK-1-Kanäle spielen eine wesentliche Rolle in der Pathophysiologie neurologischer 

Erkrankungen wie Depressionen, chronischen Schmerzen und zerebralen Ischämien (Djillani, 

Mazella, Heurteaux, & Borsotto, 2019). 

Die ebenfalls mechanosensitiven Kanäle TREK-2 und TRAAK sind neben TREK-1 in der 

mechanischen und thermischen Sinneswahrnehmung involviert (Pereira et al., 2014). TRAAK 

konnte in den Ranvier‘schen Schnürringen nachgewiesen werden und könnte dort bei der 

Fortleitung von Aktionspotentialen an myelinisierter Nervenfasern beteiligt sein (Brohawn et al., 

2019). 

TRESK-Kanäle findet man ebenfalls im zentralen und peripheren Nervensystem, wo ihnen eine 

Rolle bei der Entstehung von Migräne sowie der Nozizeption zugeschrieben wird(Enyedi & 

Czirják, 2015). Die pH-empfindlichen TASK-Kanäle wirken u.a. als Chemorezeptoren in 

Glomuszellen der A. Carotis und als CO2-Rezeptoren im Atemzentrum des Hirnstamms. TASK -

3 findet sich im ZNS und ist bei der Regulation des Schlafes beteiligt (Yoshida et al., 2018). 

Ferner modulieren TASK-Kanäle das Aktionspotential an Herzmuskelzellen und die 

Aldosteronsekretion in der Niere (Decher, Kiper, Rolfes, Schulze-Bahr, & Rinné, 2015). Der im 

Organismus ubiquitär vorkommende THIK-1 könnte bei der Zellschrumpfung während der 

Apoptose eine Rolle spielen (Sakamaki et al., 2016). 

1.3 K2P-Kanäle der TALK-Subfamilie 
Die Kaliumkanäle TALK-1 und TALK-2 bilden zusammen mit dem TASK-2 aufgrund ihrer 

nahen phylogenetischen Verwandtschaft und funktionellen Eigenschaften die eigene K2P-

Unterfamilie TALK (TWIK-related alkaine-senstive K+-Channel). Nachdem TASK-2 erstmals 

aus der menschlichen Niere kloniert worden war, wurde der Kanal zunächst der TASK-

Unterfamilie zugeordnet. Aufgrund seiner hohen Sequenzhomologie zu TALK-1 und TALK-2 

sowie seiner ausgeprägten Sensitivität gegenüber alkalischen pH-Werten erfolgte später jedoch 

eine Reklassifizierung in die TALK-Unterfamilie (Enyedi & Czirják, 2010). Da über die 

strukturellen Mechanismen von TALK-1 und TALK-2 im Vergleich zu TASK-2 bislang nur 

wenig bekannt ist, wurden diese im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht. 

1.3.1 Regulation 

Wie andere K2P-Kanäle werden TALK-1 und TALK-2 durch verschiedene endogene sowie 

exogene Reize reguliert. Beide Kanäle sind bei einem physiologischen pH-Wert 7,4 weitgehend 

(TALK-1) oder fast vollständig (TALK-2) geschlossen und werden, im Gegensatz zu den meisten 

K2P-Kanälen, durch Alkalisierung des extrazellulären pH aktiviert (Enyedi & Czirják, 2010; Reyes 

et al., 1998). Bei symmetrischen Kaliumkonzentrationen zeigt sich eine Auswärtsrektifizierung 
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und eine langsame Spannungsaktivierung (Kang & Kim, 2004). Auch konnte eine Stromzunahme 

der Kanäle durch endogene Stickoxid- und reaktive Sauerstoffspezies als auch Membranlipide 

wie Olelyl-CoA beobachtet werden (Duprat, Girard, Jarretou, & Lazdunski, 2005; Riel et al., 

2022). In einem umfassenden pharmakologischen Screening wurde der Einfluss gängiger 

Antiarrhythmika auf TALK-2 untersucht. Dabei zeigte sich eine signifikante Aktivierung des 

Kanals durch Propafenon, Chinidin, Mexiletin, Propranolol und Metoprolol. Darüber hinaus 

wurden die TALK-2-vermittelten Ströme durch Amiodaron, Sotalol, Verapamil und Ranolazin 

gehemmt. (Staudacher et al., 2018). 

Zusätzlich konnte eine Aktivierung durch das Anticholinergikum Drofenine, dem 

Strukturanaloga 2-APB am TALK-2 beschrieben werden, sowie BL-1249 an TALK-1 und 

TALK-2 (Jürs, 2021; Schewe et al., 2019; Seyler, Schweizer, Zitron, Katus, & Thomas, 2014). 

Klassische K+-Kanalblocker wie Tetraethylammonium (TEA), 4-Aminopyridin (4-AP) und 

Caesiumionen (Cs+), sowie die Lokalanäesthetika Bupivacain und Lidocain zeigten bei 

extrazellulärer Applikation keinen oder einen geringen Effekt. Lediglich durch Ba2+ konnte eine 

starke inhibitorische Wirkung erzielt werden (Decher et al., 2001).  

1.3.2 Vorkommen und Expression 

Interessanterweise bilden Mitglieder dieser Unterfamilie einen Gencluster auf dem menschlichen 

Chromosom 6 innerhalb einer 150-kb-Region. TALK-1 (KCNK16) und TALK-2 (KCNK17) 

sind zu 37% identisch und zu 60% homolog (Girard et al., 2001). Während TALK-2 die höchste 

Expression in den exokrinen Azinuszellen des Pankreas zeigt, beschränkt sich das Vorkommen 

des TALK-1 ausschließlich auf endokrinen β- und δ- Zellen der Langerhans’schen Inseln des 

Pankreas (Rorsman & Ashcroft, 2018; Vierra et al., 2015). TALK-2 wird im Parenchym von 

Leber, Lunge, Plazenta, Gehirn und Herz exprimiert. Im menschlichen Herzen erfolgt die 

Expression überwiegend in den Vorhöfen und den Zellen des Erregungsleitungssystems des 

Herzens, während sie in den Ventrikeln vergleichsweise gering ausgeprägt ist. (Decher et al., 

2001; Friedrich et al., 2014; Girard et al., 2001). 

1.3.3 Physiologische und pathophysiologische Bedeutung 

Die physiologische Bedeutung der in dieser Arbeit untersuchten Kanäle TALK-1 und TALK-2 

ist bisweilen noch unzureichend geklärt. Allerdings geht man davon aus, dass beide Kanäle bei 

unterschiedlichen (patho)physiologischen Vorgängen beteiligt sind.  

TALK-1 

Große epidemiologische, genomweite Analysen konnten zeigen, dass ein Polymorphismus des 

KCKNK16 Gens mit dem Auftreten von Diabetes Mellitus Typ II (DM II) assoziiert ist. 
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Aufgrund der hohen Expressionslevel von TALK-1 in den Langerhans’schen Inseln wurde 

vermutet, dass die Genvariante eine Rolle bei der Modulation der Insulinsekretion spielt, und 

damit für die Entstehung von DM II prädisponieren könnte (Cho et al., 2013). In anschließenden 

elektrophysiologischen Experimenten konnten die molekularen Mechanismen hinter dem 

krankheitsassoziierten Polymorphismus aufgeklärt werden: So könnte eine erhöhte TALK-1-

Kanalaktivität durch Hyperpolarisation der β-Zellen zu einer Herabsetzung der Ca2+- vermittelten 

Glukose-abhängigen Insulinsekretion und damit zu erhöhten Blutglukosespiegeln führen. 

Kürzlich konnte die Entstehung einer seltenen Form des familiären Diabetes, des sog. Maturity-

onset diabetes of the young (MODY), einer Gain-of-function-Mutation im KCKNK16 Gens 

zugeordnet werden. Damit konnte die erste monogenetische Erkrankung am TALK-1 

identifiziert werden (Graff et al., 2021). Zudem modulieren TALK-1-Kanäle eine durch Glukose 

hervorgerufene Veränderung des zytosolischem Ca2+ und beeinflussen die Sekretion von 

Somatostatin (Vierra et al., 2018). In Knockout-Experimenten an Mäusen wurde ferner 

demonstriert, dass TALK-Kanäle eine Schlüsselrolle bei der Anpassung an metabolische 

Stressbedingungen und der Entwicklung einer Insulinresistenz spielen könnten (Vierra et al., 

2015). 

TALK-2 

Verschiedene Studien konnten eine Dysregulation der TALK-2 Expression am Herzen als eine 

Ursache bei der Entstehung von Herzrhythmusstörungen und Herzinsuffizienz (HI) 

identifizieren. So konnte bei Patienten mit Vorhofflimmern (VHF) eine verminderte Expression 

von TALK-2-Kanälen in Kardiomyozyten nachgewiesen werden (Schmidt, Wiedmann, Zhou, et 

al., 2017). Zudem konnte in epidemiologischen Studien eine Assoziation zwischen einer 

genetischen K2P17.1-Variante und dem Auftreten ischämischer Schlaganfälle bei Europäern, nicht 

aber bei einer chinesischen Kohorte, weitere Hinweise auf eine Beteiligung von TALK-Kanälen 

bei der Pathogenese von VHF liefern (Domingues-Montanari et al., 2010; He et al., 2014). 

Darüber hinaus wird die TALK-2-Expression im linksventrikulären Gewebe von HI-Patienten 

im Vergleich zu Patienten mit erhaltener Herzfunktion supprimiert. In Knock-down 

Experimenten des KCNK17-Gens konnte eine Verlängerung des kardialen Aktionspotenzials 

gezeigt werden was möglicherweise eine Rolle bei der Entstehung der HI haben könnte (Chai et 

al., 2017). Im Gegensatz dazu konnte der Einfluss einer Gain of Function Mutation am 

KCKN17 Gen eines Patienten mit einer schweren familiären progressiven kardialen 

Reizleitungsstörung (PCCD) und idiopathischen Kammerflimmern nachgewiesen werden 

(Friedrich et al., 2014). 
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Die hohe Expression der alkalisch aktivierten K2P-Kanäle in Organen, die besonders alkalische 

Sekrete sezernieren, deutete auf ihre Beteiligung am exokrinen Sekretionsmechanismus hin. Die 

von den Epithelzellen der exokrinen Bauchspeicheldrüse produzierten Hydrogenkarbonat-Ionen 

(HCO3
−) erhöhen den pH-Wert des Pankreassaftes auf 8. Das alkalische Pankreassekret 

neutralisiert den angesäuerten Darminhalt nach der Magenpassage und schafft damit ein 

optimales Milieu für die Verdauungsenzyme. Die Sekretion wird hauptsächlich durch die 

Hormone Sekretin und Cholecystokinin über die cAMP und Ca2+ Signalkaskade reguliert und 

aktiviert die Chlorid-Kanäle CFTR (engl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) bzw. CaCC 

(engl. calcium-activated chloride channels). Der Anionenausstrom ist dabei elektrogen und erzeugt ein 

lumennegatives Potenzial. Der apikale Efflux von Kalium über TALK-Kanäle könnte durch 

einen Ladungsausgleich den Anionentransport und damit die Bikarbonatsekretion erleichtern 

(Enyedi & Czirják, 2015; Fong, Argent, Guggino, & Gray, 2003). Da die endogene Freisetzung 

von Stickstoffmonoxid (NO) Teil der neuronalen Regulation der Pankreassekretion ist, erscheint 

eine Beteiligung der NO-sensitiven TALK-Kanäle plausibel. Darüber hinaus könnte die 

Aktivierung von TALK-Kanälen durch pathologisch freigesetzte Stickstoff- und 

Sauerstoffspezies zur Entstehung und Aufrechterhaltung entzündlicher Prozesse im Pankreas 

beitragen. (Duprat et al., 2005) 

1.4 Gating von Ionenkanälen 

Ionenkanäle können sich in einem geschlossenen (deaktivierten, nichtleitenden) oder einem 

geöffneten (aktivierten, leitenden) Zustand befinden. Im geschlossenen Zustand ist die Pore für 

Ionen undurchlässig, während im geöffneten Zustand die Permeation von Ionen entlang ihres 

elektrochemischen Gradienten ermöglicht wird. Der Übergang zwischen dem geöffneten und 

dem geschlossenen Zustand wird als Gating bezeichnet. Als Gate wird dabei der Bereich des 

Ionenkanals bezeichnet, der im geschlossenen Zustand die Diffusion permeierender Ionen durch 

die Pore verhindert. 

Ionenkanäle werden neben ihrer Ionenselektivität vor allem anhand ihres 

Aktivierungsmechanismus klassifiziert. Grundsätzlich lassen sich drei Hauptgruppen 

unterscheiden. Ligandengesteuerte Ionenkanäle, wie beispielsweise GABA-Rezeptoren, besitzen 

konservierte Strukturdomänen, die als Bindungsstellen für spezifische Liganden dienen. Die bei 

der Ligandenbindung freiwerdende Energie wird genutzt, um eine Konformationsänderung des 

Kanals auszulösen und das Gate zu öffnen. Protonengesteuerte Ionenkanäle, wie der bakterielle 

Kaliumkanal KcsA, werden durch Änderungen des Protonierungszustands titrierbarer 

Aminosäurereste reguliert. Diese können sich in funktionell relevanten Domänen oder über das 

https://de.wikipedia.org/wiki/Hydrogencarbonate
https://de.wikipedia.org/wiki/PH-Wert
https://de.wikipedia.org/wiki/Chymus
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gesamte Protein verteilt befinden und vermitteln pH-abhängige Konformationsänderungen des 

Kanals. Eine dritte Gruppe umfasst Ionenkanäle, deren Gating durch physikalische Reize wie 

Änderungen des Membranpotenzials, der Temperatur oder mechanische Belastung gesteuert 

wird(Goldschen-Ohm & Chanda, 2017). Den in dieser Arbeit untersuchten Ionenkanäle der K2P-

Kanäle kommt dabei eine besondere Rolle zu, da sie ähnlich den TRPV-Kanälen durch 

unterschiedlichste Stimuli reguliert werden (Feliciangeli et al., 2015; Voets, Talavera, Owsianik, & 

Nilius, 2005). 

1.4.1 Gating Mechanismen in Kaliumkanälen 

Für K+-Kanäle. wurden bisher drei verschiedene Schaltmechanismen beschrieben, die den Fluss 

der Ionen durch den Kanal regulieren: die C-Typ bzw. N-Typ-Inaktivierung und das 

elektromechanische Coupling am Helix Bundle Crossing (Yellen, 2002) (Abb. 5). 

Helix-Bundle-Crossing 

Durch Vergleich von Röntgen-Kristallstrukturen der beiden prokaryotischen Kaliumkanäle 

KCSA und MTHK konnte gezeigt werden, dass bewegliche, hydrophobe Aminosäurehelices den 

zytoplasmatischen Eingang in die Kanalpore für K+-Ionen öffnen und schließen. In 

geschlossenem Zustand überkreuzen sich die Amionsäurehelices dabei auf der intrazellulären 

Seite der Membran und formen das so genannte Helix-Bundle-Crossing (Cuello et al., 2011; Jiang 

et al., 2002). Das Öffnen des Kanals geschieht durch Biegung der Helices über ein bewegliches 

Scharnier an einem in Kaliumkanälen hochkonservierten, Glycinrest unterhalb des 

Selektivitätsfilters (Guda, Bourne, & Guda, 2007). In Kv-Kanälen kontrolliert die Position der 

spannungsempfindlichen Transmembrandomänen über die elektromechanische Kopplung die 

Bewegung und damit die Konformationsänderung des Helix-Bundle-Crossing (Labro & Snyders, 

2012). 

N-Typ-Inaktivierung  

An KV-Kanälen, insbesondere dem Shaker-Kanal, wurde neben „geöffnet“ und „geschlossen“ 

mit der „N-Typ Inaktivierung“ noch ein weiterer Funktionszustand beschrieben. Die schnelle 

Inaktivierung erfolgt über ein kurzes N-terminales „Ball“-Peptid, welches über einen 

Proteinlinker flexibel an der ersten Transmembrandomäne fixiert und die Kanalpore verschließen 

kann. Die geöffneten Kanäle inaktivieren sich noch während der Depolarisation und können in 

diesem Zustand nicht, sondern erst nach Repolarisation der Membranspannung geöffnet werden 

(Hoshi, Zagotra, & Aldrich, 1990). 
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Abbildung 5: Gatingmechanismen in K*-Kanälen (A) Das Gating kann über Konformationsänderungen am 
Helix-Bundle-Crossing  erfolgen. Die inneren Helices blockieren physikalisch den Eintritt von Kaliumionen in der 
Kanalpore. Bei Aktivierung biegen sich die inneren Helices auf und geben den Zugang zur Pore frei. Die schwarzen 
Kugeln stehen für  K*. (B) Die N-Typ-Inaktivierung resultiert aus der Bindung eines autoinhibitorischen „Ball-
Peptid“ an das Helix-Bundle-Crossing, das den Eintritt von Ionen in den Hohlraum physisch blockiert. (C) C-Typ-
Inaktivierung dabei verhindert ein teilweiser Kollaps des Filters die Leitung von K+ durch die Pore, selbst wenn das 
Helix-Bundle-Corssing geöffnet ist. (Eigene Darstellung) 

 

C-Typ-Inaktivierung 

Neben der schnellen Inaktivierung wurde in Experimenten an Shaker Kanälen, bei denen das 

„Ball“-Peptid molekularbiologisch entfernt wurde, eine deutliche langsamere Inaktivierung des 

Kanals beobachtet. Darüber hinaus zeigten Wild-Typ Kanäle mit intaktem Peptid einen 

biexponentiellen Zeitverlauf der Kanalinaktivierung. In Anlehnung an die „N-Typ-Inaktivierung“ 

wurde dieser weitere Schaltmechanismus als „C-Typ-Inaktivierung“ bezeichnet (K. L. Choi, 

Aldrich, & Yellen, 1991). Weiterführende Untersuchungen mit Kanalblockern wie TEA und 

Mutationen an Aminosäureresten in unmittelbarer Umgebung des Selektivitätsfilters konnten 

dessen Konformationsänderungen und den damit verbundenen Verlust der 

Koordinationsfähigkeit und Selektivität für K+-Ionen als zugrundliegendes Wirkungsprinzip 

identifizieren. In KCSA-Kanäle konnte gezeigt werden, dass neben der Stärke der 

Wasserstoffbindungen zwischen den Aminosäureresten des Selektivitätsfilters und der 

angrenzenden Pore auch die Besetzung mit Ionen die Geschwindigkeit und das Ausmaß der C-

Typ-Inaktivierung bestimmen (Cordero-Morales et al., 2007; Y. Zhou & MacKinnon, 2003). 

Zudem konnten strukturelle Analysen eine Kopplung des Funktionszustandes (Konformation) 

des Selektivitätsfilters mit der Öffnung des Helix-Bundle-Crossing in KCSA-Kanälen (Cuello, 
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Jogini, Cortes, & Perozo, 2008), KV- (Yellen, 2002) und Kir-Kanälen (Schulte, Weidemann, 

Ludwig, Ruppersberg, & Fakler, 2001) zeigen. 

1.4.2 Gating in K2P-Kanälen 

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass die pH-Regulation von K2P-Kanälen viele Eigenschaften 

mit der sogenannten C-Typ-Inaktivierung von KV- und Kir-Kanälen teilt (Niemeyer, Cid, Pen̈a-

Münzenmayer, & Sepúlveda, 2010; Sandoz, Douguet, Chatelain, Lazdunski, & Lesage, 2009). 

Aufgrund der multimodalen Regulation von TREK-1-Känlen durch mechanischen Stress, hohe 

Temperaturen, negativ geladene Lipide, ungesättigte Fettsäuren und niedrigen intrazellulären pH-

Werten wurde eine Beteiligung des proximalen Abschnittes des C-Terminus an verschiedenen 

Gating-Mechanismen diskutiert (Honoré, 2007). Verschiedene Experimente konnten die zentrale 

Bedeutung des Selektivitätsfilters an den Schaltvorgängen in K2P-Kanälen hervorheben (Piechotta 

et al., 2011; Schewe et al., 2016, 2019). Zudem konnte demonstriert, werden dass die 

verschiedenen Stimuli am C-Terminus registriert, über Drehungen der TMD-4- fortgeleitet 

werden und die Konformation des Selektivitätsfilters beeinflussen (Bagriantsev, Peyronnet, Clark, 

Honoré, & Minor, 2011). 

Bisherige Strukturuntersuchungen deuteten nicht daraufhin, dass das Helix-Bundle-Crossing an 

den Schaltvorgängen von K2P-Kanälen beteiligt ist. So konnten intrazellulär applizierte 

porenblockierenden Moleküle am TREK-1 Kanal zeigen, dass das Helix-Bundle-Crossing in K2P-

Kanälen dauerhaft geöffnet ist und die primären Gating-Prozesse in unmittelbarer Nähe oder 

direkt am Selektivitätsfilter stattfinden (Piechotta et al., 2011). Jedoch schlossen die 

durchgeführten Untersuchungen die Möglichkeit nicht aus, dass die M2 und M4 Proteinhelices 

unter geeigneten Voraussetzungen ein Gate analog der Schaltmechanismen Kv und Kir Kanäle 

bilden könnten (Renigunta et al., 2015).  

Dies wurde mit der Aufklärung der Röntgenkristallstruktur des TASK-1-Kanals und der 

Identifikation eines einzigartigen zytosolischen Gates, das sog. X-Gate bestätigt. Durch Biegung 

der distalen c-terminalen M4-Transmembranhelices wird dabei der Poreneingang durch 

Kreuzung zweier hydrophober Seitenketten verschlossen. Diese Struktur des dimeren X-Gates 

hat überraschenderweise wenig mit der des "Helix-Bundle-Crossing“ in tetramerischen K+-

Kanälen, welches trichterförmig durch vier parallele Transmembranhelices gebildet wird, 

gemeinsam. Entscheidend für die Formung des X-Gates ist dabei die Sequenz von sechs 

Aminosäureresten (V243LRFMT248), welche gleichzeitig eine Rolle in der Regulation durch 

zahlreiche pharmakologische und physiologische Stimuli einnimmt. Interessanterweise führten 

Mutationen eines beliebigen Rests innerhalb dieses Sequenzmotivs zur Öffnung des X-Gates und 

damit zu einer Zunahme des Stroms, sowie zu einer erhöhten Sensitivität durch spezifische 
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Kanalblocker. Die Bindung der TASK-1-Inhibitoren erfordert dabei ein geöffnetes X-Gate, 

wodurch die Moleküle an die Bindungsstelle unterhalb des Selektivitätsfilters gelangen und dort 

binden können (Rödström et al., 2020). 

Kurze Zeit später wurde auch im pH-sensitiven TASK-2-Kanal mithilfe einer 

Röntgenkristallstruktur ein zusätzliches zytosolisches Gate identifiziert, das sich an einer dem X-

Gate in TASK-1 entsprechenden Position befindet. Diese Struktur lieferte zugleich Einblicke in 

den Mechanismus der Regulation durch intra- und extrazelluläre pH-Änderungen. Die 

Protonierung eines Lysinrests in der inneren Transmembranhelix führt zu einem mechanischen 

Verschluss des zytosolischen Poreneingangs. Demgegenüber bewirkt die Protonierung eines 

Argininrests auf der Kanaloberfläche eine direkte Konformationsänderung des Selektivitätsfilters 

und moduliert dadurch die Leitfähigkeit des Kanals. (Li, Rietmeijer, & Brohawn, 2020).  Damit 

wurden funktionelle Studien gestützt die zeigen, dass die pH-Regulation am TASK-2-Kanal 

zeigen jedoch, dass die intrazellulären pH-Alternationen sich nicht auf die auf das 

Selektivitätsfiltergate auswirken (Bustos et al., 2020). 

Die Kristallstrukturen der K2P-Kanäle von TREK-2, TWIK und TRAAK zeigten in Kontrast 

dazu, dass diese Kanäle einen unbehinderten zytosolischen Zugang zum Selektivitätsfilter haben 

(Brohawn et al., 2012; Dong et al., 2015; Turney, Li, & Brohawn, 2022). Die Kanäle konnten 

sowohl in einem „Up“-Zustand (leitend) mit geschlossenen Seitenfenstern (side fenestrations) als 

auch in einem „Down“-Zustand (nichtleitend) mit geöffneten Seitenfenstern kristallisiert werden. 

Die Kristallisation der Kanäle in Anwesenheit des Aktivators Norfluoxetin offenbarte darüber 

hinaus einen weiteren möglichen Gating-Mechanismus. Demnach sind die Seitenfenster im 

Down-Zustand von Lipidketten besetzt, die unmittelbar unterhalb des Selektivitätsfilters liegen 

und die Permeation von Ionen blockieren. Durch eine Rotation der porenbildenden 

Transmembranhelices könnten diese Lipidketten verdrängt werden, wodurch der Kanal in den 

leitenden Up-Zustand übergeht und die Permeation von Ionen ermöglicht wird. (Dong et al., 

2015). Während der Mechanoaktivierung der TREK/TRAAK-Kanäle, kommt es durch lateralen 

Zug zu einer Vergrößerung der Querschnittsfläche des Kanals welche dem leitenden „Up“ 

Zustand begünstigt (Brohawn, Su, & MacKinnon, 2014). 

Gating über die Kappenstruktur 

Untersuchungen zur funktionellen Bedeutung der extrazellulären Proteinkappe der K2P-Kanäle 

deuten darauf hin, dass geladene Aminosäurereste im Permeationsweg der K+-Ionen die Gating-

Mechanismen sowie die Regulation durch zweiwertige Kationen und Protonen beeinflussen. 

Bislang werden hierfür zwei Erklärungsansätze diskutiert. Zum einen könnte die Protonierung 

von Histidinresten eine direkte Konformationsänderung des Selektivitätsfilters auslösen. Zum 
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anderen könnten basische Aminosäurereste der extrazellulären Proteinkappe die lokale K+-

Konzentration im Bereich des Poreneingangs verändern und dadurch die Belegung des 

Selektivitätsfilters beeinflussen. Dieser Effekt könnte auf der pH-abhängigen Protonierung 

beziehungsweise Deprotonierung von Histidin-, Arginin- oder Lysinresten beruhen (Renigunta et 

al., 2015).  

Frühere Studien über die K2P-Kanäle deuteten in erste Linie auf eine Regulation über ein SF-

Gate, welches der klassischen C-Typ-Inaktivierung an den besser untersuchten KV- und Kir-

Kanälen ähnelt, hin (Bagriantsev et al., 2011; Piechotta et al., 2011; Schewe et al., 2016, 2019). 

Neuere, insbesondere kristallografische, Untersuchungen zeigen, dass auch die Bindung von 

Lipidketten sowie strukturelle Verengungen innerhalb Kanalpore den Ionenfluss unterhalb des 

SF blockieren (Dong et al., 2015; Li et al., 2020; Rödström et al., 2020). Ob die Aktivierung der 

TALK-Kanäle über ein inneres Gate – analog zu einem Helix-Bundle-Crossing anderer K+-

Kanalfamilien – erfolgt oder auf einer direkten, durch die Transmembran- und Porenhelices 

vermittelten Konformationsänderung des Selektivitätsfilters beruht, ist bislang ungeklärt. 

1.5 Quartäre Ammoniumionen und ihre Rolle in der Elektrophysiologie 
Seit Beginn der Elektrophysiologie helfen pharmakologische Experimente, Einblicke über die 

Entitäten und den funktionellen Aufbau von Ionenkanälen, sowie deren Rolle bei der 

elektrischen Signalübertragung von erregbaren Zellen zu gewinnen (Hille, 2001). Durch 

Entdeckung spezifischer und reversibler Inhibitoren der Na+-Leitfähigkeit durch die tierischen 

Giften Tetrodotoxin und Saxitoxin gelang erstmals der Nachweis von ionenselektiven 

Transmembranporen. Für K+-Kanälen gelang dies durch TEA und seine Derivate (TnA), auch 

bekannt als quaternäre Ammoniumionenverbindungen (QA+), die nach Applikation zu einer 

Verlängerung des Aktionspotenzials in Nervenzellen führten (Hille, 1967). Bestehend aus einem 

zentralen Stickstoffatom und vier gebundenen n-Alkylketten sind sie aufgrund ihrer hydrophilen 

Eigenschaften nicht in der Lage passiv durch Biomembranen zu diffundieren. Sie wirken in 

klassischen Kv- und Kir-Kanälen als offene Kanalblocker, was bedeutet, dass sich der Kanal erst 

öffnen muss, bevor das TnA-Molekül in die Kanalporen eindringen und diese verschließen kann.  

Insbesondere der intrazelluläre Block durch QA+ hat sie sich als hilfreiches Instrument bei der 

Untersuchung von Gating-Mechanismen erwiesen. Darüber hinaus lieferten weitere Experimente 

mit den Kanalblockern Erkenntnisse über die Struktur des Permeationsweges (Armstrong, 1971; 

Baukrowitz & Yellen, 1996; Holmgren, Smith, & Yellen, 1997; Wilkens & Aldrich, 2006). 

Da K2P-Kanäle jedoch nur schlecht durch extrazellulären TEA inhibiert werden, galten sie lange 

Zeit als TEA unempfindlich und ihre Reaktion auf intrazellulär applizierte QA+ wurde 
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weitgehend ignoriert (Lotshaw, 2007). Nur in einer einzigen Studie am TASK-2 Kanal, wurde die 

Sensitivität eines K2P-Mitglieds gegenüber zytosolischem TEA nachgewiesen (Cotten, Zou, Liu, 

Au, & Yost, 2004). 

Piechotta et. al. konnten in wegweisenden Experimenten TEA und deren langkettigen 

Alkylrestderivate als porenblockierende Moleküle der Familie der K2P-Kanäle darlegen. Es  

konnte gezeigt werden, dass der Inhibitionsmechanismus der TEA-Derivate, jenem in anderen 

Kaliumkanalklassen, wie spannungsgesteuerten Kaliumkanälen gleicht und somit der 

intrazelluläre Block durch Quartäre Ammoniumionen als gemeinsame Eigenschaft aller 

Kaliumkanäle postuliert werden konnte (Piechotta et al., 2011). 

Durch Untersuchungen des Bindungsverhaltens der Kanalblocker konnten zudem neue 

Erkenntnisse über den Aufbau der Kanalpore und des Gatings von K2P-Kanälen gewonnen 

werden. So konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu anderen Kaliumkanälen kein 

zytosolisches Gate für das Öffnen und Schließen des Kanals verantwortlich ist (Rapedius et al., 

2012). Daraus wurde geschlussfolgert, dass die Konformität des Selektivitätsfilters für die 

Regulation und damit die Permeation der Kalium Ionen entscheidend ist.  
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1.6 Fragestellung 
In den letzten zehn Jahren hat das Wissen um die physiologische und pathophysiologische 

Bedeutung von K2P-Kanälen deutlich zugenommen und so stellen sie heute wichtige potenzielle 

Therapieziele bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Depressionen, Schmerz- und 

Gedächtnisstörungen sowie Schmerzsyndromen und Migräne dar (Heurteaux et al, 2006; Barel et 

al, 2008; Bayliss and Barrett, 2008; Lafreniere et al, 2010). Im Gegensatz zu diesen rasch 

zunehmenden Erkenntnissen über ihre physiologische Rolle sind die strukturellen Grundlagen 

und molekularen Mechanismen der K2P-Kanalansteuerung und -regulation jedoch noch kaum 

verstanden (Cohen, Ben-Abu, & Zilberberg, 2009; Mathie, Al-Moubarak, & Veale, 2010). Dabei 

fehlen gezielt an K2P-Kanälen wirkende Pharmaka, die unter physiologischen Bedingungen im 

Menschen angewendet werden können. Als Vorlage für mögliche in vivo Experimente dient die 

mechanistische Aufklärung der vielfältigen Regulationsmechanismen in in-vitro Untersuchungen. 

Aktuelle Röntgenkristallstrukturen ergänzen dabei frühere funktionelle Studien und 

unterstreichen dabei Komplexität der Struktur-Funktions-Beziehung in der Regulation von K2P-

Kanälen. Für K2P-Kanälen wurde lange eine Konvergenz verschiedener Stimuli an einem einzigen 

Gate, dem Selektivitätsfilter, angenommen, welcher durch Konformationsänderung den Kanal 

öffnet. Im Gegensatz dazu konnten neue Studien ein zusätzliches intrazelluläres Gate zeigen 

(Bagriantsev et al., 2011; Li et al., 2020; Rödström et al., 2020). Für die in der vorliegenden Arbeit 

untersuchten Kanäle konnte die Wechselwirkung zwischen den strukturellen Eigenschaften und 

der Gatingmechanismen noch nicht aufgeklärt werden. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Erkenntnisse über die Regulation, das Gating sowie die 

Struktur-Funktions-Beziehungen der TALK-Kanäle zu gewinnen. Hierzu wurde zunächst die 

Wirkung etablierter Kanalblocker auf ausgewählte K2P-Kanäle untersucht. Anschließend wurde 

der Einfluss verschiedener endogener und pharmakologischer Stimuli auf die Aktivität von 

TALK-1 und TALK-2 analysiert sowie deren Auswirkungen auf die Affinität der Kanalblocker 

bestimmt. Darüber hinaus wurde der Block der Kanäle mithilfe gezielter Mutagenese und des 

Einsatzes Cystein-modifizierender MTS-Reagenzien weiter charakterisiert. Auf Grundlage dieser 

Ergebnisse konnten Rückschlüsse auf die Struktur der Kanalpore sowie auf mögliche 

Konformationsänderungen während des Gating-Prozesses gezogen und daraus Hypothesen zu 

den zugrunde liegenden Struktur-Funktions-Beziehungen entwickelt werden.. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.1.1 Gewinnung von cRNA 

Für die Gewinnung der Plasmid-DNA wurden zunächst kompetente E. coli DH5α Bakterien 

transformiert und über Nacht bei 37°C auf Ampicilin LB-Agar-Platten (LB-Medium 

Luria/Miller, Roth, Karlsruhe, Deutschland) kultiviert. Aus einer der so entstandenen 

Einzelkolonien wurden mit dem Nährmedium LB angeimpft und über Nacht bei 37°C als 

Schüttelkultur inkubiert. Nach Zentrifugation und alkalischer Lyse der Bakterien erfolgte die 

Isolierung der DNA unter Zuhilfenahme des Midiprep-Kit (PureYield™ Plasmid Midiprep 

System, Promega Madison, Wisconsin, USA) nach Angaben des Herstellers. Anschließend wurde 

die Plasmid-DNA durch Zugabe eines Restriktionsenzyms linerarisiert und mit Hilfe eines 

Reinigungskits (Nucleo Spin Gel and PCR-Clean-Up, Macherey. Nagel, Düren, Deutschland) 

aufbereitet. Aus der gereinigten DNA erfolgte daraufhin die RNA-Synthese unter Einsatz eines 

in vitro Transkriptionskits (AmpliCap-Max T7 High Yield Message Maker Kit, Cellscript, 

Madioson Wisconsin, USA). Nach der Synthesereaktion wurde das DNA-Template durch eine 

DNase abgebaut. Im nächsten Schritt wurde die RNA durch eine Fällung mit Ammoniumacetat 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland), aufbereitet und das Pellet in RNase-freiem Wasser 

resuspendiert. Abschließend erfolgte eine qualitative Analyse der cRNA durch Gelelektrophorese 

auf einem Agarose-Gel (1% Agarose in Tris-Acetat-Ethylendiamintetraessigsäure-Puffer) sowie 

eine photometrische Quantifizierung der Konzentration (Nanodrop, Nanodrop Products, 

Wilmington, USA). Die hergestellten cRNAs wurden bis zur Injektion bei -20°C gelagert. 

Die Expression der RNA in Xenopus laevis Oozyten setzt das Vorhandensein der 

Ionenkanalkonstrukte in einem geeigneten Vektorsystem voraus. Für die elektrophysiologischen 

Untersuchungen wurden folgende Klone der K2P-Kanal Wildtypen (WT) verwendet:  

Tabelle 1: Übersicht der in dieser Arbeit verwendeten K2P-Kanäle 

Name GenBank-Acc. Nr. Expressionsvektor Resistenz 
rTREK-1b NM_172042 pFAW Ampicilin 
hTASK-3 XM_011517102 pFAW Ampicilin 
hTRESK NM_181840.1 pFAW Ampicilin 
hTALK-1 NM_032115.3 pFAW Ampicilin 
hTALK-2 EU978944.1 pFAW Ampicilin 

Die Abkürzungen „r“ (rat) bzw. „h“ (human) beschreiben des Ausgangsorgansimus 

https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Madison+(Wisconsin)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYhX0TUzKL8_MUNMIzi5Pz84oz8zQBDkGmaFkAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjV2pi_ltrjAhWuM-wKHcVKBM4QmxMoATATegQIDRAH


 

19 
 

Unter der GenBank-Accession-Nummer sind die verwendeten Klone in der DNA-

Sequenzdatenbanken des National Center for Biotechnology Information, USA inventarisiert.  

2.1.2 Mutagenese 

Die gezielte Einführung von Punktmutationen in die Basensequenz der WT-Kanäle erfolgte 

mittels des Pfu DNA Polymerase Kit (Roboklon GmbH, Berlin, Deutschland) und einer 

Desoxyribonucleinsäure (dNTP-Mix, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). Dazu 

wurde das Plasmid durch eine Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert, deren Primerpaar die 

gewünschte Mutation enthielt. Im Anschluss wurde die methylierte, doppelsträngige Matrizen-

DNA durch Zugabe der Restriktionsendonuclease DPnl (ER1702, Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, USA) zerschnitten und abgebaut. Die mutierten und linearisierten Plasmide 

wurden daraufhin in E. coli transformiert, durch Sequenzierung (Eurofins Genomics Germany 

GmbH, Ebersberg, Deutschland) kontrolliert und als Template zur RNA-Synthese genutzt.  

2.2 Heterologe Expression von Ionenkanälen  

2.2.1 Expressionssystem Xenopus laevis 

Die Expression von Transmembranproteinen in einem geeigneten biologischen System bildet die 

Grundvoraussetzung für die Aufklärung der Struktur-Funktions-Beziehungen von Ionenkanälen. 

Für die Untersuchung der biophysikalischen Eigenschaften dieser Proteine an lebenden Zellen 

haben sich dabei die Oozyten des Afrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis als verlässliches 

und vielseitiges heterologes Expressionssystem bewährt.  

Die Vorteile der X. laevis-Oozyten kennzeichnet deren Eigenschaft zur hocheffizienten 

Transkription, Translation und Verarbeitung von Proteinen. Als echte eukaryotische Zellen 

übersetzen sie die mRNA nicht nur in die korrekte Proteinsequenz, sondern führen auch 

posttranslationalen Modifikationen einschließlich Falten, Glykosylierung, Zusammenbau von 

Untereinheiten und - im Falle von Membranproteinen - korrekte Membraninsertion, durch, die 

erforderlich sind, um das funktionsfähige Protein zu erhalten. Darüber hinaus sind X. laevis sehr 

große Zellen (mehr als 1 mm Durchmesser), die sich durch einfache operative Gewinnung, 

Handhabung und Injektion mit cDNA/cRNA als Zielsystem eignen.  

Zudem exprimieren die Zellen nur eine geringe Anzahl endogener Ionenkanälen, wovon sich die 

spannungsabhängigen Auswärtsströme des Ca2+-aktivierten Cl-Kanals durch EGTA 

(Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsäure) suffizient inhibieren lassen, ohne 

die Funktion der neu eingebrachten Kanäle zu stören (Miledi & Parker 1984). Da es sich in der 

vorliegenden Arbeit, mit Ausnahme des TREK-1-Kanals, um humane Kaliumkanäle handeln, 

bilden die elektrophysiologischen Resultate nur unter Vorbehalt die physiologischen Vorgänge im 

https://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleins%C3%A4ure
https://de.wikipedia.org/wiki/Sequenzdatenbank
https://de.wikipedia.org/wiki/National_Center_for_Biotechnology_Information
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menschlichen Organismus ab und sollten in einem homologen Expressionssystem zusätzlich 

validiert werden. Für die Exploration der grundlegenden biophysikalischen Eigenschaften der 

Kanäle sind sie jedoch umfänglich geeignet. 

2.3 Gewinnung und Präparation der Oozyten 
Alle Messungen in der vorliegenden Arbeit wurden an Xenopus laevis Oozyten durchgeführt. Die 

operative Entnahme erfolgte an weiblichen, adulten Fröschen, die vor dem Eingriff für 8-10 

Minuten mit einer 0,125%igen, 3-Aminobenzoesäureethylester (Tricain) Lösung betäubt wurden. 

Nach Lagerung des narkotisierten Frosches auf Eis wurde die benötigte Menge des Ovargewebes 

über einen Bauchschnitt entnommen und die Wunde mit resorbierbarem Nahtmaterial 

(Glycolon, Resorba Medical GmbH, Nürnberg) versorgt. Die gewonnenen Oozyten wurden 

mehrfach manuell und mechanisch in OR1- Lösung gewaschen, geteilt und vereinzelt. Durch 

Zugabe von Kollagenase (Typ II, 360 U/mg Endkonzentration 0,2%) erfolgte der enzymatische 

Abbau des, im Follikelgewebe, vorhandenen Kollagens, während einer einstündigen Inkubation 

bei Raumtemperatur. Zur Beendigung der Kollagenaseaktivität wurde die Oozyten mit einer 

kalziumhaltigen Lösung (OR2) erneut gewaschen und das Follikelgewebe entfernt. Abschließend 

wurden die Oozyten bis zur RNA-Injektion bei ND96- Lösung bei 17°C im Brutschrank gelagert 

Die operativen Eingriffe erfolgten in einem Intervall von mindestens 12 Wochen und wurden an 

jedem Tier bis zu sechsmal durchgeführt.  

2.3.1 cRNA-Injektion und Expression 

Zur cRNA- Injektion wurden ausschließlich Oozyten der Reifestadien V-VI nach Dumont 

(Dumont, 1972). verwendet, die optisch selektiert und manuell defollikuliert wurden. Die 

Injektionspipetten aus dünnwandigem Borosilikatglas (Science Products GmbH, Hofheim, 

Deutschland) wurden mit einem Mikropipettenpuller (Model P-1000, Sutter Instruments Co., 

USA auf einen Innendurchmesser von 10-15 µM ausgezogen und unter mikroskopischer 

Kontrolle schräg an einem Platinfilament abgebrochen. Die Oozyten wurde mit Hilfe einer 

Injektionspumpe mit jeweils mit 50 nl der entsprechenden RNA unter optischer Kontrolle am 

animalen Pol injiziert. Nach der Injektion wurden die Oozyten in mit Testlösung gefüllten TC- 

Platten (24 Well, Standard F, Sarstedt, Nürnberg, Deutschland) zwischen einem und sieben 

Tagen im Brutschrank bei 17°C inkubiert. Vor Beginn einer elektrophysiologischen Messung 

wurde die jeweilige Oozyte in Badlösung gelegt und die Vitellinschicht mit zwei Pinzetten 

entfernt. 
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2.4 Elektrophysiologische Methoden 

2.4.1 Patch-Clamp-Technik 

Die Patch-Clamp-Technik stellt, seit ihrer Entwicklung, den Goldstandart elektrophysiologischer 

Messungen an Ionenkanälen dar. Mit dieser Methode können makroskopische Ionenbewegungen 

(Strom) über die gesamte Zelloberfläche oder einem definierten Stück (engl. Patch) der 

Plasmamembran bei einer festgelegten Klemmspannung (engl. Clamp) kontinuierlich gemessen 

werden. Die Öffnung der Ionenkanäle führt dabei zu einer Abweichung der Membranspannung 

(eng. Voltage) wobei der benötigte Kompensationsstrom zur Wiederherstellung der vorgegeben 

Klemmspannung detektiert werden kann. Während der Messungen kann in der sog. Voltage-

Clamp-Konfiguration durch Klemmspannung gezielt geändert und die Ionenbewegung zwischen 

Mess- und Referenzelektrode über der Plasmamembran genau bestimmt werden. Zur 

Charakterisierung der biophysikalischen Eigenschaften der untersuchten Ionenkanäle wurden 

dafür zwei unterschiedliche Spannungsprotokolle verwendet. Im sog. Spannungsrampenprotokoll 

(engl. Voltage ramps) wurde ausgehenden von einem eingestellten Haltepotenzial von -80 mV 

mit einer konstanten Rate (0,2*10-3 [V]/ 10-3 [s]) eine Spannungsänderung bis zu + 80 mV 

generiert. Im Gegensatz dazu wurde die Stromantwort bei einer gleichbleibenden Spannung von 

+40 oder +60mV kontinuierlich im sog. Continous-Spannungsprotokoll gemessen.  

Voraussetzung für störungsfreie Patch-Clamp-Messungen stellt die Bildung eines versiegelten 

Abdichtwiderstandes von mehreren Gigaohm (engl. Gigaseal) zwischen der Plasmamembran und 

der Messpipette dar (engl. Cell-Attached). Durch ruckartiges Zurückziehen kann aus dieser 

Position ein Patch in der sog. Inside-out Konfiguration exzidiert werden. (Abb. 6) Vorteil dieser 

Methode ist die Möglichkeit der Manipulation der intrazellulären sowie extrazellulären 

Plasmamembran durch Änderung der Bad- bzw. Pipettenlösung. Auf diese Weise können die 

Auswirkungen von verschiedenen, auf die Außen- oder Innenseite der Membran applizierten, 

Substanzen auf die Ionenkanalaktivität untersucht werden. 

 

Abbildung 6: Patch-Clamp-Konfiguration nach Formung des Gigaseals durch Andrücken der Pipettenspitze an 
die Plasmamembran mitels Unterdruck (engl. Cell-attached), folgt die Exzision des Patches durch ruckartiges 
Zurückziehen der Pipette die Inside-out-Konfiguration (modifiziert nach C. Chen, 2017). 
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2.4.2 Elektrophysiologische Messungen an Xenopus-laevis-Oozyten 

In Vorbereitung der Patch-Clamp-Messungen wurden, die inkubierten und devitellinisierten 

Oozyten in eine, mit Badlösung gefüllte, Messkammer transferiert. Die Unterseite der Kammer 

ist mit einem Deckglasboden versehen und über dem Objektträger eines Lichtmikroskopes (Zeis 

Axiovert 40 CFL, Carl- Zeiss, Jena, Deutschland) montiert. Über ein Applikationssystem mit 

zehn Thetaglasröhrchen (engl. Barrel) konnte ein schneller Austausch von verschiedenen 

Substanzen oder Lösungskonzentrationen gewährleistet werden. Dabei wurde mittels eines 

Mikromanipulators (SM 1, Luigs-Neumann, Ratingen, Deutschland) das jeweilige Barrel 

erschütterungsfrei vor den exzidierten Patch bewegt. Ein Absaugsystem (Schego, Offenbach, 

Deutschland) ermöglichte den kontinuierlichen Abfluss der zugegebenen Lösungen.  

Für die Herstellung der Patchpipetten wurden dickwandige Borosilikatglaskapillaren (Science 

Products GmbH, Hofheim, Deutschland) mittels eines Mikropipetten-Pullers (Model P-1000, 

Sutter Instruments, USA und DMZ- Universal Puller, Zeitz Instruments GmbH, Martinsried, 

Deutschland) ausgezogen und im Anschluss auf einen Durchmesser von 30-50 µM hitzepoliert, 

was einem Öffnungswiderstand von 300-500 kΩ entspricht. Unmittelbar vor jeder Messung 

wurden die Pipetten, zur Erleichterung des Zellkontaktes, in flüssiges Paraffin-Öl eingetaucht 

und unter Zuhilfenahme eines Quartzglas- Filaments (MicroFil, World Precision Instruments, 

Sarasota, USA), mit einer leitfähigen Pipettenlösung befüllt. Im Anschluss wurde sie über eine 

chlorierte Silberdraht-Messelektrode des Pipettenhalters eingespannt und in die Badlösung 

eingetaucht, wodurch sich der Stromkreis mit der in der Messkammer befindlichen 

Referenzelektrode schloss. (Abb.7) Nach Abgleich der Potentialdifferenz wurde die Patchpipette 

unter kontinuierlichem Überdruck an die Zellmembran der Oozyte angedrückt und durch einen 

abrupten Wechsel zu Unterdruck das Gigaseal erzeugt. Durch ruckartiges Zurückziehen der 

Patchpiptte wurde der Patch aus der Zellmembran exzidiert, und in die „inside-out“ 

Konfiguration überführt. Im Anschluss erfolgte die intrazelluläre Lösungsmodulation mit Hilfe 

des Applikationssystems.  

Alle in dem vorliegenden Arbeiten durchgeführten Messungen wurden in der „inside-out“-

Konfiguration an großen Membranstücken (engl. Giant patches) bei Raumtemperatur (22-24°C) 

durchgeführt. Um mechanische und elektrische Störungen zu minimieren, befand sich die 

gesamte Anordnung auf einem schwingungsgedämpften Tisch innerhalb eines Faraday’schen 

Käfigs. Von allen verwendeten Substanzen wurden Stammlösungen angesetzt, welche bei -20°C 

lichtgeschützt gelagert wurden. Die Stammlösungen wurden unmittelbar vor den Patch-Clamp-

Messungen mit der Messlösung auf die entsprechenden Konzentrationen verdünnt.  
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Schaltplans für die elektrophysiologischen Messungen mittel Patch-
Clamp-Technik. Geschlossener Stromkreis zwischen der Messelektrode in der Pipette und der Referenzelektrode in 
der Messkammer. Gemessene Signale werden über die Verstärker amplifiziert über die Schnittstelle konvertiert und 
in einem Messrechner überspielt. 

2.5 Datenerhebung, statistische Auswertung und Ergebnisdarstellung 
Alle Messdaten wurden mittels eines digital-gesteuerten Verstärkers (HEKA, EPC 10 USBB 

Single, HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht/Pfalz, Deutschland) aufgenommen 

und über eine integrierte Softwareschnittstelle (PatchMaster v2X72) auf einem Desktopcomputer 

(DELL Pentium 5000, Dell Computers, USA; Windows 7, Microsoft Corporation, Redmond, 

USA) elektronisch weiterverarbeitet. Eingehende Signale wurden mit einer Abtastrate von 10 

kHz aufgenommen und bei einer Frequenz von 3kHz gefiltert. (Abb. 7) Die Analyse der Daten 

erfolgte über die Software FitMaster (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht/Pfalz, 

Deutschland), die statistische Auswertung durch die Programme Excel (Microsoft-Office, 

Microsoft Corporation, Redmond, USA) und IBM SPSS Statistics (International Business 

Machines Corporation, Armonk, USA). Die erhobenen Messdaten wurden unter Verwendung 

des arithmetischen Mittels (MW): 

𝑥̅𝑥 =
1
𝑛𝑛
�𝑥𝑥𝑖𝑖

𝑛𝑛

𝑖𝑖=1

 

der dazugehörigen Standartabweichung (SD): 

 

𝑆𝑆𝑆𝑆 = � 
1

𝑛𝑛 − 1
�(𝑥𝑥𝑖𝑖 − 𝑥̅𝑥)2
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und des entsprechenden Standardfehlers des Mittelwertes (SEM) ausgewertet: 

 

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 =  
𝑠𝑠
√𝑛𝑛

 

 

n = Stichprobengröße 

𝑥𝑥𝑖𝑖 = individueller Datenpunkt 

𝑥̅𝑥 = Mittelwert 

s = Stichproben-Standardabweichung 

 

Mit einem Shapiro-Wilk-Test oder Kolmogorow-Smirnow-Test wurden alle Messungen auf 

Normalverteilung getestet. Die statistische Signifikanz zwischen zwei Gruppen wurde mit dem 

Student`s t-Test oder dem Wilcoxon Rank-Test nach der f-Test-Anwendung bestätigt. Der 

eigentliche Nullwert wurde durch gestrichelte Linien in allen Abbildungen repräsentiert.  

Für die Auswertung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen (engl. Dose-respone-curves) wurden, die 

einzelnen Datenpunkte für jedes Experiment auf die maximale Stromamplitude normiert und mit 

der Hill-Gleichung die halbmaximale Inhibition (IC 50), approximiert:  

 

𝐼𝐼
𝐼𝐼max  

=  
1

1 + � 𝑥𝑥
𝑥𝑥1/2

�
𝐻𝐻 

 

I     = Strom bei Applikation von x 

Imax = Maximalamplitude des Stroms 

x    = Konzentration der applizierten Substanz 

x1/2 = Konzentration der applizierten Substanz für einen halbmaximalen Effekt  

H   = Hill-Koeffizient  

 

Der Faktor der relativen Stromzunahme (engl. Fold change) nach Aktivierung errechnete sich 

folgendermaßen: 

 

𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟 𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆ℎ𝑚𝑚𝑚𝑚 =  
𝐼𝐼𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚

𝐼𝐼𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏
 

 

Imax   = maximale Stromantwort 

Ibasal = Strom unter Ausgangsbedingungen 
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Die Zeitkonstante τ für die Modifikation der TALK-2 L145C und TALK-2 WT-Kanäle wurde 

über eine doppeltexponentieller Fitfunktion bestimmt. Die ermittelten Werte beschreiben den 

zeitlichen Verlauf irreversiblen Modifikationsreaktion der eingeführten Cysteinreste der Kanäle. 

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der Datenverarbeitungssoftware 

IGOR Pro v6.36A (WaveMetrics, Inc. Lake Oswego, USA), PowerPoint (Microsoft-Office, 

Microsoft Corporation, Redmond, USA), Adobe Illustrator (Adobe Inc. San José, USA) sowie 

BioRender (Science Suite Inc., Toronto, Kanada). Computersimulationen der K2P-

Kanalstrukturen wurden mit Pymol (Schrödinger, LLC, New York, USA) erstellt. 
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2.6 Verwendete Lösungen und Chemikalien 

2.6.1 Inkubationslösungen 

Tabelle 2: OR1-Lösung für die Lagerung der Oozyten während der 
Kollagenaseverdauungsreaktion; pH 7,4 

Verbindung Konzentration [mM] 
NaCl 82,5  
KCl 2  

MgCl2  1  
HEPES 5  

 

Tabelle 3: OR2-Lösung zum Abbruch der Kollagenaseverdaureaktion, pH 7,4 

Verbindung Konzentration [mM] 
NaCl 96 
KCl 2 

CaCl2 1,8 
MgCl2 1 

HEPES 5 
 

Tabelle 4: ND96 für die Lagerung der uninjizierten Oozyten im Brutschrank, pH 7,4 

Verbindung Konzentration [mM] 
NaCl 96  
KCl 2 

MgCl2 1 
HEPES 5 
CaCl2 1,8 

 

Tabelle 5: TEST-Lösung für die Lagerung nach Injektion der Oozyten pH 7,4: 

Verbindung Konzentration [mM] 
NaCl 54 
KCl 30 

NaHCO3 2,4 
MgSO4 0,82 
CaCl2  0,41 

Ca(NO3)2  0,33 
Tris 7,7 

Peniciliin 100 U ml-1 
Streptomycin 100 µg ml-1 
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2.6.2 Messlösungen 
 

Tabelle 6: Pipettenlösung pH 7,4-10 

Verbindung Konzentration [mM] 
NMDG 116 

KCL 4 
HEPES 10 
CaCl2 3,6 

 

Tabelle 7: Badlösung pH 7,4 

Verbindung Konzentration [mM] 
KCL 120 

HEPES 10 
EGTA 2 

Pyrophosphat 1 
 

Tabelle 8: Rubidium-Lösung pH 7,4 

Verbindung Konzentration [mM] 
RbCl 120 

HEPES 10 
EGTA 2 
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2.6.3 Chemikalien 

Tabelle 9: Übersicht der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien. Die Bezugsquelle ist kursiv 
gedruckt. 

Name CAS-Nummer Lösungsmittel 

Biochrom AG, Lenorenstraße 2-6, 12247 Berlin, Deutschland 

Benzylpenicilin-Natrium; 69-57-8 Wasser 

Streptomycinsulfat 2810-74-0; Wasser 

Kollagenase Typ II CLS II 9001-12-1 Wasser 

   

SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, Eschenstraße 5, 82024 Taufkirchen, Deutschland 

2-Aminoethyl-Diphenylborinat (2-APB) 524-95-8 Wasser 

Ethyl-3-aminobenzoat-Methansulfonat (Tricaine) 886-86-2 Wasser 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA); 6381-92-6 Wasser 

Ethylenglycol-bis(aminoehtylether)-N,N,N‘,N‘-

tetraessigsäure (EGTA); 

67-42-5 Wasser 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

(HEPES); 

7365-45-9 Wasser 

N-Methyl-D-glucamin (NMDG) 6284-40-8 Wasser 

Tetrabutylammoniumchlorid (TBA-Cl) 1112-67-0 Wasser 

Tetraethylammoniumchlorid (TEA-Cl); 56-34-8 Wasser 

Tetrahexylammoniumchlorid (THexA-Cl) 5922-92-9 Methanol 

Tetrapentylammoniumchlorid (TPA-Cl) 4965-17-7 Wasser 

Tetrapropylammoniumchlorid (TPro-Cl) 5810-42-4 Wasser 

   

Toronto Research Chemicals Inc., 2. Brisbane R. Toronta M3J 2J8; Ontario, Kanada 

8-(Tributylammonium)octyl-Methanthiosulfonat-

Bromig (MTS-TBAO) 

N/A Methanol 

 

Von allen verwendeten Substanzen wurden Stammlösungen angesetzt, welche bei -20°C 

eingefroren wurden. Die Stammlösungen wurden mit der Messlösung auf die entsprechenden 

Konzentrationen verdünnt. 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=524-95-8&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=de&region=DE&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1112-67-0&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=5810-42-4&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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3 Ergebnisse 

In diesem Teil der Arbeit werden die Ergebnisse der elektrophysiologischen Messungen an den 

K2P-Kanälen TREK1, TASK-3, TRESK und insbesondere TALK-1 und TALK-2 dargestellt und 

erläutert. Zuerst wurde dazu die Eigenschaft von einem etabliertem Kanalblocker auf 

ausgewählte K2P-Kanäle untersucht. Anschließend wurden der Einfluss verschiedener endogener 

und pharmakologischer Stimuli auf TALK-1 und TALK-2 überprüft und die Abhängigkeit der 

Blocker-Affinität bestimmt. Aufgrund der besonderen Eigenschaften des TPA-Blockes am 

TALK-2 wurde die Abhängigkeit der Alkylkettenlänge der TEA-Derivate auf die Blockeraffinität 

untersucht, sowie durch Mutagenese und der Verwendung von Cystein-modifizierenden MTS-

Reagenzien der Block weiter charakterisiert. 

3.1 TPA-Inhibition in K2P-Kanälen 
Die Interaktion von intrazellulär applizierten, symmetrischen QA+s wurde bereits an drei 

verschiedenen Mitgliedern der K2P-Kanalfamilie; TRESK, TASK-3 und TREK 1 untersucht. Um 

die Affinität von TEA und der langkettigen Alkyrestderivate zu quantifizieren, wurden dazu 

jeweils die IC50 Werte der Blockermoleküle bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden, dass QA+s 

einen ungehinderten Zugang zur Kanalpore haben und den Kanal blockieren (Piechotta et al., 

2011). Diese Ergebnisse sollen für TPA wiederholt und für die beiden Mitglieder der bisher nicht 

untersuchten TALK-Familie, TALK-1 und TALK-2 übertragen werden. 

Dazu wurde in Dosis-Wirkungs-Kurven die Abhängigkeit der Inhibition des Stroms durch 

Applikation von TPA in mindestens fünf verschiedenen Konzentrationen an allen untersuchten 

Kanälen bestimmt und mit der Hill-Gleichung gefittet (Abb. 8). Dabei konnten die, von 

Piechotta et. al ermittelten IC50 für TREK-1 (16 µM ± 3 µM, (HC) = 0.8 ± 0.04, n = 9.), TASK-3 

(1,3 µM ± 0,3 µM, (HC) = 0.7 ± 0.1, n = 6.) und TRESK (IC50= 0.12 ± 0.02 µM, HC = 0.8 ± 

0.02, n = 9) bestätigt werden. Im Gegensatz zu der effektiven Strominhibition an den bisher 

untersuchten Kanälen gegenüber TPA war diese an TALK-1 Kanälen reduziert (IC50 328 µM ± 

44 µM HC = 0.5 ± 0,03, n = 5). Überraschenderweise ließ sich auch mit sehr hohen 

Konzentrationen von 10 mM TPA keine wirksame Inhibiton des Grundstroms an TALK-2-

Kanälen (n = 6) beobachten. Zur Bestimmung des Ausmaßes der Wirkung und Selektivität des 

K2P-Kanalinhibitors wurde auch die prozentuale Reduktion der Kanalfunktion ermittelt. Wie in 

Abb. 9. zu sehen ist, lässt sich der Grundstrom der untersuchten K2P-Kanäle, mit Ausnahme des 

TALK-2, mit einer Konzentration von 1 mM TPA fast vollständig blockieren. Dieses Resultat 

suggeriert, dass TPA in TALK-2.Kanälen nicht wie in andere K2P-Kanäle einen offenen Zugang 
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zur Kanalpore hat, um diese effektiv zu blockieren. Dies steht im Gegensatz  zu der Annahme 

eines potenten, universellen intrazellulären Blocks durch quartäre Ammoniumionen an 

Kaliumionenkanälen (Piechotta et al., 2011). 
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.  

Abbildung 8: Dosis-Wirkungs-Kurven von Tetrapentylammonium an K2P-Kanälen (A) links: Repräsentative 
Messung zur Inhibition von TREK-1 in symmetrischen K+ -Konzentrationen und pH-Werten von 7,4 durch 
aufsteigende Konzentrationen 0.01 µM bis 10 mM TPA bei +40 mV. Rechts: Entsprechende Dosis-Wirkungskurve 
mit der Hill-Gleichung gefittet. EC50= 16.09 ± 2.7 µM, Hill-Koeffizient (HC) = 0.76 ± 0.04 bei n = 9. Jeder 
Datenpunkt entspricht dem Durchschnittswert ± SEM. (B)-(E) Messungen wie (A) für den jeweiligen 
Kanal.  TRESK IC50= 0.12 ± 0.02 µM, HC = 0.76 ± 0.02, n = 9; TASK-3 IC50 = 1.27 ± 0.32 µM, HC = 0.74 ± 
0.07, n=6; TALK-1 IC50= 327 ± 44 µM, HC = 0.47 ± 0,03, n = 5; TALK-2 zeigt selbst durch sehr hohen 
Konzentrationen TPA keine Inhibition des Grundstromes. Zur Kontrolle der Patchqualität und Expression wurden 
TALK-1 und TALK-2 zunächst mit Rubidium-Ionen aktiviert. 
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Abbildung 9: Vergleich der TPA-Affinität der K2P-Kanäle: (A) Vergleich der mit der Hill-Gleichung gefitteten 
Dosis-Wirkungskurven von TREK-1, TASK-3, TRESK, TALK-1 und TALK-2. Allein TALK-2 (türkis) wird nicht 
durch TPA inhibiert. (B) Anteil des blockierten Stroms in Prozent nach Applikation von 1 mM TPA gemessen bei + 
40 mV bei symmetrischer K+-Konzentration und intra- und extrazellulärem pH-Wert 7,4. TREK-1 99 ± 1 %, n = 9; 
TRESK 98 ± 0,5 %, n = 9; TASK-3 97 ± 1, n = 6; TALK-1 65  ± 1 % n = 5; TALK-2 7  ±  2% n = 6. 

 

3.2 Charakterisierung der Kanäle TALK-1 und TALK-2 
TALK-1 und TALK-2 unterscheiden sich hinsichtlich ihrer TPA-Affinität stark von anderen K2P-

Kanälen, deshalb wurde deren Bindungsverhalten weiter untersucht. Zunächst wurde daher der 

Einfluss unterschiedlicher Stimuli getestet.  Beide Kanäle werden aufgrund ihrer hohen 

Sequenzhomologie und dem alkalischen Spektrum ihrer pH-Sensitivität einer gemeinsamen 

Subfamilie zugeordnet (Enyedi & Czirják, 2015). Wie in Kap. 1.3.1 beschrieben, werden K2P-

Kanäle durch eine Vielzahl pharmakologischer und endogener Stimuli reguliert. Um TALK-1 

und TALK-2 besser miteinander zu vergleichen untersuchte ich beide Kanäle unter identischen 

experimentellen Bedingungen auf deren Aktivierung durch unterschiedliche Mechanismen: der 

Stabilisierung am Selektivitätsfilter durch Rubidiumionen, der Gabe des Pharmakons 2-

Aminoethoxydiphenylborat (2-APB), sowie BL-1249 und der Alkalisierung des extrazellulären 

pH (Abb.10). 
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3.2.1 Aktivierung durch Permeation von Rubidiumionen 

Wie die meisten K2P-Kanäle sind auch TALK1 und TALK2 spannungsabhängig aktivierbar 

(Schewe et al., 2016). Die Spannungsempfindlichkeit resultiert dabei aus der Bewegung von drei 

bis vier Ionen entlang der Triebkraft eines hohen elektrochemischen Gradienten in das 

elektrische Feld des inaktiven Selektivitätsfilters. Der Ionenfluss von K+ führt zu einer Belegung 

des SF und öffnet dadurch den Filter und den Kanal. Der Rückstrom der Ionen während der 

Repolarisation zur führt zu Inaktivierung des SF und zu einer Schließung des Kanals. Dieser 

Effekt kann durch die Substitution von intrazellulären Kalium- durch Rubidumionen deutlich 

verstärkt werden. Die Aktivierung der Kanäle durch Membranspannung lieferte starke Hinweise 

für die Rolle des Selektivitätsfilters als primäres Gate von K2P Kanälen. 

Um beide Kanäle hinsichtlich des Grads der Filteraktivierung zu Vergleichen, wurden jeweils die 

Stromzunahme zwischen intrazellulärer 120 mM Kalium bzw. der Applikation 120 mM 

Rubidiumionlösung bei einer Spannung von +40mV ermittelt (Abb. 11A). Dieser Betrug bei 

TALK-1 5 ± 1 (n = 8) und war damit kleiner als bei TALK-2 mit 7 ± 1 (n = 7). 

 

Abbildung 10: Strukturelle Darstellung der Modulationsorte in K2P-Kanälen: Der Cartoon zeigt die 
Bindungsstellen verschiedener K2P-Regulatoren: Die Aktivierung durch die Substitution von K zu Rb-(rot) wirkt 
unmittelbar am Selektivitätsfilter. Der extrazelluläre pH-Sensor Arginin an Position 242 am extrazellulären Ende von 
TM4 (blau) BL-1249 bindet am Eingang der Seitenfenestrierungen (orange), der Bindungsort für 2-APB wird im 
zytoplasmatischen Carboxyterminus angenommen (grün). Daneben sind die Strukturformeln von BL-1249 und 2-
APB dargestellt. Da bislang keine Röntgenkristallstruktur von TALK-1 oder TALK-2 vorliegt diente für den 
Cartoon die Struktur von TREK-2 als Grundlage. Eigene Darstellung. 

intrazellulär 

BL-1249 2-APB 

Rubidium-Ionen 

pHex 

extrazellulär 

K242 
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Abbildung 11: Aktivierung der TALK-Kanäle durch exogene und endogene Stimuli Repräsentative I/V-
Messungen von -80 mV bis + 80 mV von TALK-1 und TALK-2 durch (A) intrazellulärer Austausch durch Rb+-
Ionen (rot) (B) der Alkalisierung des pHo= 10 (blau) (C) der Applikation von 1mM 2-APB (grün) und (D) 100 µM 
BL-1249 (orange). Neben den I/V Messung ist die Quantifizierung der Stromzunahme durch den entsprechenden 
Aktivator (A-D) gemessen bei +40 mV als Fold-Change (Imax/Imin) dargestellt. Für Rb+: TALK-1 5 ± 1 (n=8), 
TALK-2 7 ± 1 (n=7), pHo= 10: TALK-1 3 ± 1 TALK-2 40 ± 10 (n=6), 2-APB: TALK-1 4 ± 0,3 (n=8) TALK-2 25 
± 3 (n=10), BL-1249: TALK-1 18 ± 5 (n=4) TALK-2 214 ± 26  (n=11) 
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3.2.2 Aktivierung durch Alkalisierung des extrazellulären pH-Wert 

Namensgebend für die Kanäle der TALK-Familie (TWIK-related alkaline-sensitive K+channel) 

ist deren Eigenschaft, durch Alkalisierung des extrazellulären pH aktiviert zu werden (Kang & 

Kim, 2004; Reyes et al., 1998). Niemeyer et al. konnten den Mechanismus hinter der pH-

Aktivierung entschlüsseln und eine einzige Amnionsäure als „Sensor“ des extrazellulären pH-

Wertes identifizieren. Die Erhöhung des extrazellulären pH-Wertes führt dabei zu einer 

Neutralisation der basischen Aminosäure R224 in TASK 2, einem weiteren Mitglied der TALK-

Familie. Die Position der Aminosäure liegt in unmittelbarer Nähe des Selektivitätsfilters und übt 

durch Deprotonierung einen elektrostatischen Effekt auf dessen Belegung mit Kaliumionen und 

somit die Leitfähigkeit des Kanals aus (Niemeyer et al., 2010; Zúñiga et al., 2011). An homologer 

Position zu TASK-2 R224 ist an den beiden weiteren Mitgliedern der TALK-Familie mit R333 in 

TALK-1 und K242 in TALK-2 eine basische Aminosäure konserviert, die als pH-Sensor 

fungiert. 

Um die pH-Aktivierung beider Kanäle miteinander zu vergleichen, wurde der jeweilige Strom bei 

+ 40 mV bei einem extrazellulären pH-Wert von 7,4 und 10 gemessen (Abb. 11B). Da in einem 

exzidierten inside-out Patch nur die intrazellulären Bedingungen innerhalb eines Experimentes 

variiert werden können, exzidierte ich Patches mit jeweils gleich großem Pipettendurchmesser 

aber unterschiedlicher Pipettenlösung an ein und derselben Oozyte. Durch Division des Stromes 

bei pHex = 10 durch den Strom bei pHex= 7,4 kann die Aktivierung durch den alkalischen pH-

Wert abgeschätzt werden. Dabei zeigte TALK-2 eine deutlich stärkere alkalische Aktivierung von 

40 ± 11 (n = 6) im Vergleich zu TALK-1 3 ± 1 (n = 9). 

3.2.3 Aktivierung durch das Pharmakon 2-APB 

Die synthetische Verbindung 2-Aminoethoxydipehnylborat (2-APB) wurde ursprünglich als 

membrangängiger Inhibitor der intrazellulären IP3-induzierten Ca2+ Freisetzung beschrieben 

(Maruyama, Kanaji, Nakade, Kanno, & Mikoshiba, 1997). Auf der Suche nach potenten 

Aktivatoren bzw. Inhibitoren wurde 2-APB erstmals von Beltran et. al an K2P-Kanälen getestet 

und als effektiver Aktivator von Mitgliedern der TREK/TRAAK-Subfamilie identifiziert 

(Beltrán, Beltrán, Aguado, Gisselmann, & Hatt, 2013). 

Zhuo et al. konnten den Wirkmechanismus und eine Bindungsstelle von 2-APB am TREK-2 

aufklären. Demnach ist ein Histidin an Postition 368 im zytosolischen proximalen C-Terminus an 

der Kanalregulation beteiligt (Zhuo et al., 2015). Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung 

durch 2-APB im Gegensatz zur pH- nicht auf unmittelbare Interkation mit dem Selektivitätsfilter 

zurückzuführen ist. Dagegen soll eine Konformationsänderung des C-Terminus durch Bindung 

von 2-APB zur Öffnung des Kanals führen. 2-APB konnte bereits als wirksamer intrazellulärer 
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TALK-2 Aktivator beschrieben werden.(Jürs, 2021) Für TALK-1 war noch keine Wirkung 

bekannt. Die relative Stromzunahme beim TALK-2 betrug unter intrazellulärer Applikation von 

2-APB bei einer Konzentration von 1 mM 25 ± 3 (n=10). TALK-1 zeigte, bei gleicher 2-APB-

Konzentration, ein deutlich geringe Stromzunahme 4 ± 0,3 (n=8) angegeben werden (Abb. 11C). 

3.2.4 Aktivierung durch das Pharmakon BL-1249 

Das Versuchspharmaka BL-1249 ((5,6,7,8-Tetrahydro-naphthalen-1-yl)-[2-(1Htetrazol-5-yl)-

phenyl]-amin konnte bei pharmakologischen Untersuchungen an Blasenmyozyten erstmals als 

potenzieller Aktivator von K+-Kanälen identifiziert werden (Tertyshnikova et al., 2005). Die 

agonistische Wirkung, des zu den nicht steroidalen Antiphlogistka strukturverwandete, Moleküls 

konnte später am TREK-1 gezeigt werde (Veale et al., 2014). BL-1249 bindet im TREK-2 Kanal 

unmittelbar unterhalb des Selektivitätsfilters, wo es durch eine negative Ladung innerhalb des 

Moleküls die Ionenbelegung des SF beeinflusst. Dies wiederrum führt zur Stabilisierung des SF 

und zur Öffnung des Kanals (Schewe et al., 2019). Die Wirkung von BL-1249 konnte von 

Schewe et. al erstmals an verschiedenen K2P-Kanälen beschrieben werden. Zur besseren 

Vergleichbarkeit von TALK-1 und TALK-2 wurden beide Kanäle mit 100µM BL-1249 aktiviert 

(Abb. 11D). Dabei zeigte TALK-2 ein deutlich größere relative Stromzunahme von 214 ± 26 

(n=11) im Vergleich zu TALK-1 18 ± 5 (n=4). 

 

3.3 TPA-Block bei unterschiedlichen Aktivatoren  
Da beide Kanäle ein ähnliches Aktivitätsprofil durch Modulation zeigten, sich jedoch der TPA-

Block deutlich unterschied, wurde im nächsten Schritt der Einfluss des Aktivierungsmechanismus 

auf die Blockwirkung bei TPA-Applikation untersucht. 

3.3.1 TALK 1 

Um die Bindungsaffinität von TPA bei verschiedenen Aktivierungsmechanismen zu 

quantifizieren, wurde der Kanal jeweils zunächst mit einem der oben genannten Aktivatoren 

aktiviert. Unter kontinuierlicher Applikation wurde das Erreichen eines stabilen Plateaus 

abgewartet und die Stromantwort nach Zugabe von TPA aufsteigender Konzentration von 0.01 

µM bis 10 mM gemessen. Die daraus resultierende Stromabnahme wurde mit Hilfe der Hill-

Gleichung gefittet und der IC50 bestimmt (Abb. 12). 
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Abbildung 12: Inhibition durch TPA an aktivierten TALK-1 Kanälen (A) links: repräsentative I/V- Dosis-
Wirkungs-Kurve von -80 mV bis +80 mV an durch Rb+ aktivierten TALK-1 Kanälen. (roter Graph) und der 
schrittweisen Applikation von TPA in angegebener Konzentration (schwarze Graphen) rechts: Dosis-Wirkungs-
Beziehung gemessen bei +40 mV IC50= 242 ± 18 µM, HC = 0,73 ± 0,15, n = 8 m Vergleich zum Kalium Grundstrom 
(grauer Graph).  (B) Messung wie in (A) Aktivierung durch pHex= 10 (blauer Graph). pHo= 10 IC50= 219 ± 173 µM, HC 
= 0,40 ± 0,03, n = 7 (C) Aktivierung durch 100 µM BL-1249 (orangener Graph) IC50= 8  ± 1 µM HC = 1,13 n = 4 (D) 
2-APB aktiviert TALK-1 nur sehr gering. Daher wurde keine Dosis-Wirkungs-Kurve aufgezeichnet. Inhibition 
(Imax/Iblock) bei Applikation von 1 mM TPA gemessen bei + 40 mV. 2-APB 80 ± 3 % (n=6)  
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Aufgrund der sehr geringen Aktivierbarkeit des Kanals durch 2-APB wurde keine Dosis-

Wirkungs-Kurve aufgenommen und somit auch kein IC50-Wert bestimmt. Der Anteil des 

blockierten Stroms bei 1mM TPA bei 80 ± 3 % n=6 (Abb. 12D). 

Im Vergleich zum ermitteltet IC50 des TPA-Blocks im Grundzustand (IC50 = 328 ± 44 µM, 

HC=0.5 ± 0.03 n=5) des TALK-1 zeigte sich kein deutlicher Unterschied der TPA-Sensitivität 

des Kanals in Bezug auf die Art der Aktivierung. Der IC50 nach Aktivierung des Kanals durch 

Rb+ betrug 242 µM ± 18 (HC= 0.73 ± 0.05 n=8) und nach Alkalisierung des pHex10  219 ±  61 

µM HC= 0.4 ± 0.03 n=7 (Abb. 12A-C). 

Unabhängig von der Art der Aktivierung zeigte sich bei Applikation von 1mM TPA eine 

effektive Inhibition des Stroms am TALK-1 für Rb+ 76%, 2-APB 78%, pHex10 78%, BL-1249 

92% im Vergleich zum Grundzustand des Kanals mit K+ 85% (Abb.14). Diese Ergebnisse 

weisen auf eine Unabhängigkeit des TPA-Blockes von der Art der Aktivierung von K2P-Kanälen 

wie bereits am TREK-1 beschrieben (Jürs, 2021). 

3.3.2 TALK-2 

An TALK-2-Kanälen wurde beobachtet, dass die Affinität des TPA-Blocks von der Art der 

Aktivierung abhängt. Es zeigte sich, dass der Kanal nach Aktivierung durch 2-APB nahezu 

vollständig durch TPA blockiert wurde. Bei der Aktivierung durch eine Erhöhung des 

extrazellulären pH-Werts oder durch die Substitution von Kalium- durch Rubidumionen ließ sich 

dieser Block nur partiell beobachten. Im Gegensatz dazu konnte am TREK-1-Kanal keine 

unterschiedliche Affinität von TPA bei verschiedenen Aktivatoren festgestellt werden (Jürs, 

2021). 

Die Quantifizierung des TPA-Blocks an TALK-2 Kanälen sollte wie bei den Messungen am 

TALK-1 erfolgen (Abb. 13). Für die Aktivierung des Kanals mit Rubidium und Alkalisierung des 

pH-Werts konnte aufgrund der Unvollständigkeit des Blocks selbst bei sehr hohen TPA-

Konzentrationen von 10 mM wie im Kaliumstrom keine IC50 Werte bestimmt werden.  

Allerdings zeigte sich eine deutliche Zunahme der TPA-Inhibiton im Vergleich zum Grundstrom 

nach Aktivierung.  

Im Gegensatz dazu ließ sich der Kanal bei Aktivierung durch 2-APB ausgesprochen gut durch 

TPA inhibierten. Die Dosis-Wirkungs-Kurve konnte durch die Hill-Gleichung gefittet werden 

(IC50 = 24 ± 5 µM, HC = 0.7 ± 0.3 n = 10). Dabei zeigte sich, dass nur durch Aktivierung mit 2-

APB ein annähernd vollständiger Block des Stroms durch TPA möglich war. Der Anteil des 

blockierten Stroms nach Aktivierung durch 1mM TPA, veranschaulicht dies in Abb. 14.  

Gleiches galt bei Aktivierung durch BL-1249 (IC50 = 27 ± 5 µM, HC = 1 ± 0.05 n = 9). 
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Bei Aktivierung der TALK-2-Kanäle durch 2-APB und BL-1249 zeigte sich eine hohe 

Empfindlichkeit gegenüber TPA. Dies könnte auf strukturelle Veränderungen im Kanal 

hinweisen. Eine solche Strukturänderung könnte zu einer Erweiterung des Durchmessers im 

intrazellulären Porenbereich geführt haben, was den Zugang des Blockers zur Bindungsstelle 

unterhalb des SF ermöglicht. Dabei ist denkbar, dass die Größe des Poreneingangs durch die 

Veränderung der Größe des Blockermoleküls abgeschätzt werden kann. 
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Abbildung 13: Inhibition durch TPA an aktivierten TALK-2 Kanälen (A) links: Repräsentative Dosis-
Wirkungskurve ab durch Rb+ aktivierten TALK-2 gemessen bei +40 mV und stufenweiser Applikation von TPA in 
steigender Konzentration von 0,1 µM bis 10 mM rechts: Dosis-Wirkungs-Beziehung durch Hill-Funktion gefittet, 
gemessen bei +40 mV. Bei Aktivierung durch Rb+ (n= 8) und Alkalisierung des pH (n=8) konnte aufgrund des 
unvollständigen Blocks durch TPA kein IC50-Wert ermittelt werden Zum Vergleich ist die Dosis-Wirkungskurve von 
TPA Am TALK-2 im Grundzustand (grauer Graph) dargestellt. (B) Messung wie in (A) für pH0=10, (C) mit 100 
µM BL-1249 (IC50 = 27 ± 4 µM, HC= 1 ± 0,05, n=9) und (D) mit 1 mM 2-APB (IC 50 = 24 ± 5,0 µM, HC= 0,7 ± 
0,1, n=9.  
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3.4 QA+-Block unterschiedlicher Alkylkettenlänge am TALK-2 
Um die mögliche Größe des Poreneingangs zu bestimmen und die Eigenschaften der TPA-

Inhibition am TALK-2 zu untersuchen, wurde die Abhängigkeit der Alkylkettenlänge der TEA-

Derivate von der Blockeraffinität analysiert. Armstrong et al. konnten zeigen, dass die Zunahme 

der Hydrophobizität durch Verlängerung der Seitenketten die Affinität von QA+-Blockern erhöht 

(Armstrong, 1971). Ausgehend von diesen Resultaten demonstrierten Piechotta et al., dass die 

Verlängerung der Alkylketten in symmetrischen QA-Ionen zu einer bemerkenswerten Zunahme 

der Wirksamkeit des Blockes an K2P-Kanälen führte. Dabei erwies sich Tetrapentylammonium 

(TPA) dabei als praktikabelster Blocker, da es in geringer Konzentration zu einem unmittelbaren, 

reversiblen Block der untersuchen Kanäle führte und im Gegensatz zu den noch affineren, 

längeren QA+s wie Tetrahexylammonium (THA) oder Tetraheptylammonium, die Kinetik der 

Wiederherstellung des Grundstroms nach Inhibition deutlich schneller war (Piechotta et. al 

2011). 

Um dies an TALK-2-Kanälen zu untersuchen, wurde dieser, aufgrund der niedrigen 

Grundaktivität, zunächst durch intrazelluläre Rubidiumionen aktiviert und anschließend die QA+s 

in steigender Kettenlänge (Tetraethylammninium [TEA], Tetrapropylammonium [TProA], TBA, 

TPA, THA) in je ein 1 mM Konzentration nacheinander hinzugefügt. (Abb. 15) Nach der 

Abbildung 14 Vergleich der Inhibition durch TPA nach Aktivierung an TALK-Kanälen (A) Inhibition 
(Imax/Iblock) in % nach Applikation von 1 mM TPA am TALK-1 gemessen bei + 40 mV. Rb+ 74 ± 2 % n=8, 
pHex=10 78± 2 % n=7, 2-APB 76 ± 3 % n=6, BL-1249 94, ± 1 % n=4 (B) TALK-2 Rb+ 33 ± 4% n= 8, pHex=10 
8,7% ± 0,3 %, 2-APB 92 ± 2, % n=10, BL-1249 92 %± 1% 
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jeweiligen Exposition des aktivierten Kanals wurde der Blocker wieder ausgewaschen. Dabei 

zeigte sich bei Applikation von TEA und TProA keine effektive Blockierung des Stroms (4 ± 

0.1%) bzw. (4 ± 0.2%). Durch TBA, mit einer Kettenlänge von C4, ließ sich eine deutliche 

Abnahme des Ausgangsstrom registrieren (26 ± 0.2%). Im Vergleich zu TBA blockierte das um 

ein C-Atom längere TPA nur etwas stärker (35 ± 0.2%), wohingegen THA eine deutlich höhere 

Affinität (86 ± 0.1%) zeigte. Der „wash-out“ von Tetrahexylammonium wurde aufgrund der 

langsamen Kinetik und der abnehmenden Qualität des Patch über die Dauer der Experimente 

nicht immer erreicht.  

Für die Versuche mit 2-APB wurde als Konzentration der TEA-Derivate 100µM gewählt. Diese 

Konzentration führte in vorhergegangen Experimenten zu einer Blockierung von ca. 75% des 

aktivierten Kanals durch TPA und eignete sich daher gut, um die Affinität der weiteren QA+s zu 

untersuchen. Wie bei der Aktivierung durch Rubidium zeigte sich bei 2-APB aktivierten TALK-2 

Kanälen kein Effekt von TEA (2 ± 0.1%). Dagegen zeigte sich beim 2-APB aktivierten Kanal 

bereits nach Applikation von TProA eine signifikante Abnahme des Stroms (10 ± 0.2%). 

Überraschenderweise war ein deutlicher Sprung der Blockeraffinität von TBA (16 ± 0.2%) zu 

TPA (69 ± 6.1%) beobachtet. Gleichwohl nahm die Affinität mit zunehmender Hydrophobizität 

der Blocker weiter zu, wobei THA zu einer Inhibition von 90 ± 3% führte. 

Unabhängig vom Aktivierungsmechanismus, stieg die Affinität des Blockers mit zunehmender 

Kettenlänge an. Wobei es deutliche Unterschiede der einzelnen TEA-Derivate in Bezug auf 

deren Inhibitionspotenzial je nach Aktivator gibt. So zeigt sich eine ausgeprägte Reduktion der 

Stromantwort nach 2-APB Aktivierung bereits ab einer Kettenlänge von 5. Im Gegensatz dazu 

wird der Rubidiumstrom erst ab einer Kettenlänge von 6 C-Atomen deutlich inhibiert. Zusätzlich 

gilt zu berücksichtigen, dass für die Experimente am 2-APB-aktivierten TALK-2 Kanal eine um 

den Faktor 10 geringere Konzentration der QA+s zu einer nahezu identischen Blockade des 

Maximalstroms führte. 

Im nächsten Schritt untersuchte ich den Einfluss des potentesten Blockers THA auf TALK-2-

Kanäle bei Aktivierung durch Rubidium mittels einer Dosis-Wirkungs-Kurve (Abb. 15D u. E). 

Es ließ sich mit der höchsten Konzentration von 1 mM kein vollständiger Block erreichen. Dies 

galt auch für die Verwendung des Blockers TBA. Interessanterweise konnte TBA auch bei 

Aktivierung der Kanäle durch 2-APB nur einen partiellen Block am TALK-2 erzeugen (Abb. 15 

F). 

Die Ergebnisse zeigen, dass der TALK-2-Kanal nach Aktivierung durch Rubidium oder 2-ABP 

durch QA+ blockiert werden kann. Dabei ist die Inhibition nach 2-APB-Applikation stärker 
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ausgeprägt, während die Affinität der Blockierung mit zunehmender Seitenkettenlänge 

unabhängig vom Aktivierungsmechanismus konstant bleibt. Im untersuchten K2P-Kanal TALK-2 

zeigen symmetrische QA+ mit einer Seitenkettenlänge von Sechs die höchste Affinität. 

Interessanterweise wurde die gleiche optimale Seitenkettenlänge für den internen QA+-Block an 

TREK1-Kanälen und hERG-Kanälen beschrieben (K.-H. Choi, Song, Shin, & Park, 2011; 

Piechotta et al., 2011). 
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Abbildung 15: QA+-Block unterschiedlicher Kettenlänge an aktivierten TALK-2-Kanälen (A) 3-D- 
Strukturformal von TEA. An das zentrale Stickstoffatom (blau) binden vier Alkylseitenketten (grau). Die 
Wasserstoffatome sind weiß dargestellt. Rechts: Strukturformel von QA+ von TEA bis THA. TBA (türkis), TPA 
(pink) und THA (violett) sind farblich hervorgehoben. (B) Repräsentative Messung an durch 2-APB aktivierten 
TALK-2-Kanälen zeigt eine steigende Affinität des Blocks durch QA+ bei zunehmender Alkylrest-Länge in einer 
Konzentration von jeweils 100 µM gemessen bei + 40 mV. Anteil des blockierten Stroms in Abhängigkeit der 
Alkylkettenlänge. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert ± SEM (C) Messung wie in (B) wobei die 
Aktivierung von TALK-2 durch die Applikation durch Rb+ erfolgte.  (D) Repräsentative Dosis-Wirkungs-Kurven 
für THA am aktivierten TALK-2 gemessen bei +40 mV (E) Vergleichende Dosis-Wirkungs-Kurven der durch 
Rubidium aktivierten TALK-2-Kanäle und der Inhibition durch TBA (orange) und TPA (Türkis) und THA. 

TEA TEA 
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3.5 Mutation der potenziellen TPA-Bindungsstelle in TALK-2 
 Da die Blockeigenschaften nach 2-APB-Aktivierung bei TALK-2-Kanälen keine Unterschiede zu 

anderen K2P-Kanälen zeigten, wurde die TPA-Bindungsstelle im TALK-2-Kanal näher 

untersucht. Eine QA+-Bindungsstelle innerhalb der Kanalpore wurde zuvor in anderen K+-

Kanälen identifiziert (Armstrong, 1971; K. L. Choi et al., 1991). Insbesondere wurde 2001 ein 

KcsA-Kanal mit einem gebundenen TBA-Molekül kristallisiert (M. Zhou, Morais-Cabral, Mann, 

& MacKinnon, 2001). Wie in Kapitel 1.5 beschrieben, konnte durch systematische Mutation der 

Pore die TPA-Bindungsstelle am TREK-1 ermittelt werden. Dabei führte der Austausch von 

ausgewählten Aminosäuren zu Cysteinen zu einer Erhöhung des IC50-Wertes von TREK-1 WT-

Kanälen für TPA. Zusätzlich konnten Computersimulationen, die auf Grundlage von 

Röntgenkristallstrukturen des TRAAK und des TWIK-1 Kanals erstellt wurden, den Bindungsort 

aus zwei Threoninen in P1 (T157) und P2 (T266) und drei hydrophoben Resten in TM2 und 

TM4 (I182, L189 und L304) unmittelbar unterhalb des Selektivitätsfilter bestätigen. Diese Region 

ist bei der Familie der K2P-Kanäle hochkonserviert, weshalb man den gleichen Bindungsort von 

TPA am TALK-2 Kanal annimmt (Abb. 16). 

Um diese Hypothese zu testen, wurde an Position 260 der Aminosäuresequenz des Kanalproteins 

ein hydrophobes Isoleuchin durch ein Cystein ersetzt und die Affinität des TPA-Blocks unter 2-

APB Aktivierung untersucht. In Abbildung 17 sind die I/V-Graphen von TALK-2 Kanälen 

unter 2-APB Aktivierung und der Inhibition mit TPA dargestellt. Während sich der Strom des 

Abbildung 16: Strukturelle Darstellung der TPA-Bindungsstelle Übersicht: Kristallographisch erstelltes Modell 
von TREK-2. Ausschnitt: Die Aminosäuren der Bindungsstelle von TPA (türkis) in TREK-1 wurden rot markiert. 
Die Mutante I260C ist im Ausschnitt blau dargestellt. Die weiteren Aminosäurereste der TPA-Bindungsstelle 
wurden rot markiert.  
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TALK-2-WT nach 2-APB Applikation durch 1mM TPA fast vollständig (92 ±- 2%, n = 9) 

blockieren ließ, zeigten Messungen der Mutante TALK-2-I260C eine deutlich geringere 

Stromreduktion von 63 ± 5 % (n = 5). Diese Ergebnisse suggerieren, dass TPA am gleichen Ort 

wie in TREK-1-Kanälen bindet.  

3.6 Zustandsabhängige Modifikation in der Pore von TALK-2-Kanälen 
Da sich die TPA-Bindungsstelle mutmaßlich nicht von der in TREK-Kanälen unterscheidet, 

wurde der Einfluss von strukturellen Veränderungen durch die Zustandsabhängigkeit des Blocks 

weiter charakterisiert. In den meisten K-Kanälen ermöglicht die Öffnung des Helix-Bundle-

Crossings einen Ionenfluss durch den Kanal. Eine etablierte Methode zur Überprüfung ob ein 

Kanal  durch ein  Helix-Bundle-Crossing Gate geschaltet wird darin, besteht daraus zu testen, ob 

Porenblocker wie z.B. QA+, die auf dem Weg zu ihrer Bindungsstelle eben dieses passieren 

müssen, auch im geschlossenen Zustand des Kanals zu einer effektiven Inhibition des 

Stromflusses führen. Am Shaker Kanal konnte gezeigt werden, dass der Kanal nur im aktivierten 

Zustand, also bei geöffnetem Gate durch QA-Ionen blockierbar ist. Im Gegensatz dazu lieferten 

Untersuchungen am pH- oder mechanisch aktivierten TREK-1-Kanal mit THexA Hinweise auf 

einen zustandsunabhängigen Block der QA+ an K2P-Kanälen (Piechotta et al., 2011). 

Um die Beteiligung des Helix-Bundle-Crossing am Gating des TALK-2 auszuschließen und die 

Abhängigkeit der Zugangsmöglichkeit der Pore von der Art der Aktivierung zu überprüfen, 

Abbildung 17: Auswirkung von Mutationen der TPA-Bindungsstelle auf die Inhibition von TALK-2 
Kanälen durch TPA (A) Repräsentative I/V-Graphen TALK-2-Kanälen in symmetrischeren K+-Konzentrationen 
und pH 7,4 (grauer Graph) nach Aktivierung durch 1 mM 2-APB (grüner Graph) und Inhibition (violetter Graph) 
durch 1mM TPA. (B) Repräsentative I/V-Graphen der I260C Mutante der TALK-2-Kanäle gemessen wie in (A). 
(C) Anteil des durch 1mM TPA blockierten, durch 2-APB aktivierten Stroms in Prozent von TALK-2-WT Kanälen 
(92 ±2 %; n=9) und TALK-2-I260C-Mutanten (63± 5 %; n= 5) gemessen bei +40mV. 
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wurde ein weiteres Verfahren angewendet. Zur Untersuchung des zustandsabhängigen Zugangs 

zur Pore des TALK-2-Kanals, wurde dazu die hydrophobe Substanz 8-

(Tributylammonium)octyl-Methanthiosulfat (MTS-TBAO) verwendet. MTS-TBAO besitzt 

mehrere besondere Eigenschaften: Zum einen geht der Methanthiosulfonat (MTS-)teil der 

Verbindung eine schnelle irreversible Bindung mit einer Thiolgruppe (-SH) eines Cysteinrestes in 

der Kanalpore ein, zum anderen enthält es eine quartäre Ammoniumgruppe (-TBAO) die, 

ähnlich dem TPA, den Kanal blockiert. Darüber hinaus ist es deutlich hydrophober und größer 

als TPA oder THA, was einen Zugang zur Pore nur bei ausreichender Öffnung des 

intrazellulären Poreneingangs möglich macht. 

Da die TPA-Bindungsstelle vermutlich an der gleichen Lokalisation wie diejenige am TREK-1-

Kanal liegt, wurde ein modifiziertes Cystein an der angenommenen Bindungsstelle von TPA in 

der Pore des TALK-2-Kanals eingeführt, und zwar an Position G186C, analog zu L145C im 

TREK-1. Vorangegangene Experimente zeigten, dass die G186C-Mutation in TREK-1 eine 

höhere Sensitivität gegenüber QA-Ionen im Vergleich zum Wildtyp-Kanal (WT) besitzt. Daraus 

wurde geschlussfolgert, dass ein Cystein an dieser Stelle in Richtung der Pore zeigen und in 

unmittelbarer Nähe der vorher festgelegten QA+-Bindungsstelle liegen würde (Rapedius et al., 

2012). Um eine Modifikation endogener Cysteinreste innerhalb der Pore des TALK-2-WT 

auszuschließen, wurden 20 µM MTS-TBAO auf den durch 2-APB aktivierten Kanal zugegeben. 

Dabei zeigte sich nur ein schwacher und reversibler Block. Im Gegensatz dazu zeigte sich an den 

L145C-Kanälen eine biphasische Inhibition des Stroms, wobei die schnelle Abnahme auf den 

Block durch die TBAO-Gruppe und die langsamere durch die irreversible Bindung der MTS-

Gruppe an den eingeführten Cysteinrest zurückzuführen ist.  



 

48 
 

 

 

Abbildung 18: Aktivierungsabhängige Modifikation von TALK-2-Kanälen durch intrazelluläres MTS-
TBAO (A) Applikation von 20 µM des Porenblockers MTS-TBO führen zu einem schwachen reversiblen Block an 
aktivierten TALK-2 Kanälen (B) Die Anwendung von MTS-TBAO auf TALK-2-L145C-Mutantenkanäle führt zu 
einem ersten schnellen Block, gefolgt von einem monoexponentiellen Zeitverlauf [τ] für die Modifikation dieses 
Cysteins, das den Strom irreversibel reduziert. (C) Normierte Stromantwort der unterschiedlichen Aktivierung von 
TALK-2 L145C-Kanälen nach MTS-TBAO Gabe, gemessen bei +40 mV(D) Statistische Auswertung der 
Modifikation an TALK-2 L145C unter Aktivierung mit Rubidium (t1/2= 1.6 ± 0.1 s, n = 5), 2-APB (t1/2 = 0.3 ± 0.02, 
n = 7) und der Kontrolle in Kalium (t1/2= 1.8 ± 0.2 n = 7). (D) der Cartoon illustriert, dass die eingeführten 
Cysteinreste an Position L145C nur nach Aktivierung durch 2-APB durch MTS-TBAO modifiziert werden. 

 

Um den Zugang zur Kanalpore in Abhängigkeit der Art der Aktivierung zu untersuchen, wurde 

durch wiederholte Messungen, die Modifikationsrate, für die durch 2-APB und Rubidumionen 

geöffneten Kanäle bestimmt und mit den Werten der Modifikation des Kalium-Grundstromes 

verglichen. (Abb. 18) Dabei wurde nach Aktivierung der Kanäle zusätzlich 20 µM MTSTBAO 

appliziert. Der Zeitverlauf der Modifikation der TALK-2-L145C-Kanäle nach 2-APB Exposition 

(τ=0,3 ± 0,02 s, n=7) unterschied sich dabei dramatisch von der durch Rubidium (τ = 1,6 ± 0,1 

s, n=5) und Kalium (τ =1,8 ±0,2 s, n=7).  

Die Zunahme der Modifikationsrate deutet darauf hin, dass sich ein Zugang öffnet, der es MTS-

TBAO ermöglicht, das Cystein zu erreichen. Diese Beobachtung lässt vermuten, dass die 

eingeführten Cysteinreste durch das Molekül MTS-TBAO in Abhängigkeit vom 

Rb+      K+ 2-APB 

SH SH L145C 
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Aktivierungsmechanismus modifiziert, werden können. Die unterschiedlichen Modifikationsraten 

liefern jedoch Hinweise auf eine bisher nicht bekannte Verengung, die den Zugang des Moleküls 

erschweren könnte. Eine Aktivierung des Kanals durch 2-APB könnte dabei eine sterische 

Veränderung der Pore bewirken und diese Einengung aufheben. 
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4 Diskussion 

Ziel dieser Arbeit war es neue Erkenntnisse über die Regulation, das Schaltverhalten und die 

Struktur-Funktions-Beziehung in K2P-Kanälen zu gewinnen. Dazu wurde zunächst die 

Eigenschaft von einem etablierten Kanalblocker auf ausgewählte K2P-Kanäle untersucht. 

Anschließend wurden der Einfluss verschiedener endogener und pharmakologischer Stimuli auf 

TALK-1 und TALK-2 überprüft und untersucht welche Auswirkung die Aktivierung der Kanäle 

auf die pharmakologischen Eigenschaften hat. Zusätzlich wurden durch Mutagenese sowie die 

Einführung von Cystein- modifizierenden MTS-Reagenzien der Block weiter charakterisiert. 

4.1 QA+ als Schlüsselmoleküle bei der Aufklärung von Struktur-

Funktionsbeziehungen in Kaliumkanälen 
Lange vor der Aufklärung der Röntgenkristallstruktur des ersten Kaliumionenkanals konnten 

durch Experimente mit quartären Ammoniumionen wie TPA strukturelle Eigenschaften und 

Funktionsweisen von Ionenkanälen entschlüsselt werden. Obwohl sich nicht alle Kaliumkanäle 

durch extrazellulär applizierte QA+ inhibieren lassen, zeigen doch die meisten eine Reduktion des 

Stroms nach intrazellulärer Applikation. Insbesondere diese Eigenschaft hat sich in der 

Vergangenheit als nützliches Werkzeug bei der Untersuchung des Schaltverhaltens und dem 

Aufbau der Kanalpore vieler K+-Kanalklassen erwiesen (Piechotta et al., 2011). Als die K2P-

Kanäle erstmalig charakterisiert wurden, wurde ihre Unempfindlichkeit gegenüber den 

klassischen K+-Kanalblockern wie TEA, Ba2+, Cs+ und 4-AP als großer Unterschied zu den Kv- 

und Kir-Kanälen beschrieben (Feliciangeli et al., 2015). Später konnte im Gegensatz dazu gezeigt 

werden, dass die intrazelluläre Pore der K2P-Kanäle durch QA-Ionen in sehr ähnlicher Weise wie 

in Kv-Kanälen blockiert werden kann, so dass der intrazelluläre Block als gemeinsame 

Eigenschaft aller K+-Kanäle angesehen wird (Piechotta et al., 2011). 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die K2P-Kanäle TRESK, TREK-1 und 

TASK-3 entsprechend früheren Publikationen sehr gut durch mikromolare Konzentrationen 

TPA blockiert werden können. Für TALK-1 wurde erstmals der IC50-Wert für TPA bestimmt 

und zeigt im Vergleich zu anderen K2P-Kanälen geringere Affinität des Blockermoleküls. TALK-

2 nimmt unter den untersuchten K2P-Kanälen eine Sonderstellung ein, da er sich selbst gegenüber 

sehr hohe (10 mM) Konzentrationen von TPA unempfindlich zeigt. Dies scheint eine 

einzigartige Eigenschaft innerhalb der Familie der Kaliumkanäle zu sein. TEA, das am besten 

untersuchte QA+, konkurriert mit Kalium an den Ionenbindungsstellen des Selektivitätsfilters 

und ist in der Lage, den Ionenfluss von beiden Seiten des Kanals mit vergleichbarer Affinität zu 
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blockieren. Wie Kalium interagiert TEA als Ion direkt mit Sauerstoffliganden des 

Selektivitätsfilters, kann von diesen allerdings nicht dehydriert werden (Lenaeus, Vamvouka, 

Focia, & Gross, 2005). Hingegen binden QA+ mit steigender Alkykettenlänge und damit 

zunehmender Hydrophobizität mit höherer Affinität von intrazellulär (Armstrong, 1971). Die 

Einführung von hydrophoben Aminosäureresten im Shaker-Kanal erhöhte die Affinität der 

Blockermoleküle, wohingegen der Austausch zu hydrophileren Resten erstaunlicherweise nur 

einen geringen Effekt auf die Affinität der QA+ hatte. Dies wurde dadurch erklärt, dass zwei 

konkurrierende Bindungsstellen für langkettige QA+s existieren: eine hydrophile 

Kopfgruppenbindungsstelle (entsprechend der intrazellulären TEA-Bindungsstelle) und eine 

hydrophobe Bindungsstelle innerhalb eines Hohlraums der Pore, die durch elektrostatische 

Interaktion eine zentralere Position des QA+s ermöglicht (Baukrowitz & Yellen, 1996). 

Kristallisationsexperimente des Modellkaliumkanal KcsA in Anwesenheit von TBA konnten 

demonstrieren, dass TBA direkt unter dem Selektivitätsfilter bindet und auch mit konservierten 

Threoninresten innerhalb des Filtermotivs interagiert, ohne dessen Konformation zu 

beeinflussen (Lenaeus, Burdette, Wagner, Focia, & Gross, 2014). Die TBA-Bindung wird im 

Hohlraum durch günstige van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten des 

Blockers und den hydrophoben Seitenketten der inneren Seitenketten stabilisiert. TBA ist dabei 

so konfiguriert, dass alle alkylischen Seitenketten in einer Ebene liegen (Yohannan, Hu, & Zhou, 

2007). Weiterführende Experimente zeigten, dass auch die Ammoniumgruppe der langkettigen 

QA+s THA und TOA an der an gleichen Stelle unter dem Selektivitätsfilter bindet und innerhalb 

der Pore die gleiche Ausrichtung der Alkylketten in Bezug auf die Symmetrieachsen wie TBA 

besitzen (Lenaeus et al., 2014). 

In Computersimulationen der Bindungsvorgänge von QA+s in TREK-1 konnte beobachtet 

werden, dass das Stickstoffatom der kurzkettigen QA+ (z.B. TEA und TButA) nicht exakt in 

einer zentralen Position unterhalb des SF lokalisiert ist. Eine Erhöhung der Alkylkettenlänge 

zentrierte das QA+ innerhalb der Bindungsstelle und ermöglicht eine bessere Interaktion mit den 

durch funktionelle Experimente ermittelten Aminosäureresten der Bindungsstelle und damit 

einen potenteren Block des Moleküls (Piechotta et al., 2011). Dies steht im Einklang mit meinen 

experimentell ermittelten Daten, die eine deutliche Zunahme der Bindungsaffinität bzw. 

Inhibitionswirkung der QA+s mit steigender Alkylkettenlänge zeigen. In Abhänigkeit von der Art 

der Aktivierung des Kanals durch Rb+ oder 2-APB ließ sich dies am TALK-2 beobachten, jedoch 

zeigen die Experimente am Rb+-Aktivierten Kanal zum einen das deutlich höhere 

Konzentrationen (10-fach) der QA+-Moleküle notwendig waren, um den TALK-2 signifikant zu 

blockieren, zum anderen ist selbst der Kanal durch die Applikation von 1mM THA nicht 
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vollständig inhibierbar. In bisherigen Publikationen wurde der IC50 für THA in TASK-3, TREK-

1 und TRESK < 1µM angeben (Piechotta et al., 2011). 

4.2 Unterschiede zwischen TALK-1 und TALK-2 
Aufgrund der bisher fehlenden selektiven Wirkung von pharmakologischen Wirkstoffen konnte 

die genauere physiologische und pathophysiologische Funktion der TALK-Kanäle in vivo bisher 

nur unzureichend aufgeklärt werden. Ein Ziel dieser Arbeit war, die regulatorischen und 

pharmakologischen Eigenschaften der untersuchenden Kanäle in vitro zu untersuchen, um 

potenzielle Wirkmechanismen für weitere in vivo Untersuchungen zu identifizieren. Dazu wurde 

zunächst der Einfluss verschiedener bekannter Aktivierungsmechanismen auf TALK-1 und 

TALK-2 vergleichend betrachtet. Trotz ihrer engen Verwandschaftsbeziehung zeigten TALK-1 

und TALK-2 deutliche Unterschiede hinsichtlich ihrer pharmakologischen und regulatorischen 

Eigenschaften. So wurde TALK-2 durch Alkalisierung des extrazellulären pH-Werts vom 

physiologischen pH 7,4 zu pH 10 im Vergleich zu TALK-1 (~12-fach) deutlich stärker aktiviert. 

Eine mögliche Erklärung könnte sein, dass TALK-1 im Gegensatz zu TALK-2 bereits bei einem 

Referenz-pH von 7,4 teilweise geöffnet ist, sodass durch Aktivierung insgesamt weniger Kanäle 

weiter geöffnet werden können (Girard et al., 2001). 

Hinsichtlich der Aktivierung durch die Substitution des permeierenden Ions von Kalium zu 

Rubidium am Selektivitätsfilter könnte ebenfalls ein geringerv Effekt der schon geöffneten 

TALK-1 eine kleinere Zunahme des relativen Stroms erklären. Beide Resultate sind mit 

bisherigen Forschungsergebnissen kongruent. Dies gilt auch für die Aktivierung der TALK-

Kanäle durch das NCA BL-1249. Sowohl TALK-1 als auch TALK-2 werden wirkungsvoll durch 

BL-1249 aktiviert. Schewe et. al konnten darlegen, dass Kaliumkanäle die durch Rb+ Permeation 

am SF aktiviert werden, auch durch negativ-geladene Aktivatoren potent aktiviert werden. Dabei 

stellt der Anstieg der Ionenbelegung innerhalb des SF das gemeinsame mechanistische Prinzip 

dar (Schewe et al., 2016, 2019). 

Im Gegensatz dazu ist 2-APB nur ein wirksamer Aktivator am TALK-2. Die Stromzunahme am 

TALK-1 fiel deutlich geringer aus. Auch unterschieden sich beide Kanäle deutlich in Bezug auf 

die Abhängigkeit der TPA-Inhibition durch verschiedene Aktivierungsmechanismen. TALK-1 

war dabei stets vollständig nach Aktivierung durch verschiedene Modulatoren inhibierbar. Dies 

gilt nicht für TALK-2, der sich lediglich nach Aktivierung durch die (Versuchs)Pharmaka BL-

1249 und 2-APB vollständig blockieren ließ. Daher wurde das Blockerverhaltens am TALK-2 

weiter untersucht. 
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4.3 TPA-Inhibition bei verschiedenen Aktivierungsmechanismen im TALK-2 
Bei der Charakterisierung der Wirkung von QA+ auf K2P-Kanäle zeigten die Eigenschaften des 

intrazellulären Blocks starke Ähnlichkeit zum ungehinderten Zugang der Blockermoleküle zur 

intrazellulären Pore in Kv-Kanälen. Daraus schlussfolgerten die Autoren, dass die Struktur der 

inneren Pore der beider Kanäle ähnlich sein müsse (Piechotta et al., 2011). Kv und Kir Kanäle 

müssen jedoch im Gegensatz zu K2P-Kanälen zunächst geöffnet werden damit das 

Blockermolekül seine Bindungsstelle erreichen kann, was schließlich durch das Vorhandensein 

des Helix-Bundle-Crossings erklärt wurde (Armstrong, 1971). Im Kontrast dazu lieferten 

funktionelle Untersuchungen am K2P-Kanal TREK-1 Hinweise, darauf dass die QA+s 

unabhängig von geöffnetem oder geschlossenem Zustand des Kanals mit der Bindungsstelle 

interagieren können. Diese Erkenntnisse legten nahe, dass das primäre Gate in K2P-Kanälen in 

der Nähe oder innerhalb des Selektivitätsfilters liege muss und nicht das Öffnen oder Schließen 

eines HBC erfordert (Piechotta et al., 2011; Rapedius et al., 2012). 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen im Gegensatz zu der bisher vermuteten 

Annahme, dass der intrazelluläre Zugang zum Selektivitätsfilter für QA+ in K2P-Kanälen 

zustandsunabhängig jederzeit möglich ist. TALK-2 war weder im geschlossenen Zustand noch 

im durch Rb+ oder Alkalisierung des extrazellulären pH-Wertes geöffneten Zustand vollständig 

durch TPA blockierbar. Erst nach Applikation der beiden Versuchspharmaka 2-APB und BL-

1249 konnte der Kanal effektiv durch TPA inhibiert werden. Für TALK-1 und TREK-1 gilt dies 

nicht (Jürs 2019). 

Eine Erklärung hierfür, könnte im bisher noch unvollständig aufgeklärten Wirkmechanismus von 

2-APB liegen. In TREK-2 Kanälen konnte gezeigt werden, dass 2-APB eine Bewegung der 

porenbildenden Transmembranhelices induziert und durch eine Konformationsänderung den 

Selektivitätsfilter stabilisiert (Zhuo et al., 2015).  Denkbar wäre, dass eine Verengung innerhalb 

der Pore erst durch eine durch 2-APB induzierte Bewegung der Transmembranhelices beseitigt 

wird, die den ungehinderten Zugang von TPA an die Bindungsstelle unterhalb des SF verhindert. 

TPA kompetiert nicht um die Bindungsstelle von 2-APB an TREK-1 und TREK-2 Kanälen 

(Schewe 2019). Bisherige Studien haben gezeigt, dass 2- APB durch die Wirkung auf den 

zytosolischen proximalen C-Terminus K2P-Kanäle aktiviert und die Pore unabhängig von der 

ursprünglichen Konformation des SF-Gates öffnet (Zhuo et al., 2016, Zhuo et al., 2015a). Diese 

allosterische Transduktion wird von zytosolischem C-Terminus initiiert und über Bewegungen 

des TM4 an das SF-Gate weitergeleitet. Darüber hinaus induzieren Veränderungen des 

extrazellulären pH-Wertes über einen externen Sensor eine direkte Konformationsänderung des 
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SF-Gates in K2P-Kanälen (Clarke et al., 2008; Cohen et al., 2008; Stansfeld et al., 2008; Niemeyer 

et al., 2010; Ma et al., 2011; Zúñiga et al., 2011). Durch direkte Interaktion bzw. Stabilität der 

Konformation des SF führt  Rb+ zu einer Aktivierung des Kanals am SF-Gate (Schewe et al., 

2016). 

Bewegung der inneren Porenhelices sind ein gewöhnliches Merkmal bei Schaltvorgängen in 

Kalium-Kanälen. So öffnen beispielsweise Translations- und Rotationsbewegung der TMD2-

Porenhelix den KCSA-Kanal. Ähnliche Bewegungen in der äquivalenten TMD6-Transmembran-

Helix von Kv-Kanälen sind für die allosterische Kopplung zwischen den Porenhelices und des 

SF-Gates verantwortlich (Cuello et al., 2008). Molekulare Grundlage dieser Flexibilität sind Reste 

der Aminosäuren Prolin und Glycin, die durch ihre Eigenschaft alpha-helikale 

Sekundärstrukturen zu biegen bzw. brechen als bewegliche Scharnierregionen in den 

Tramsmembranhelices fungieren. In Kv- und Kir-Kanälen ermöglichen diese Scharnierregionen 

das Neigen und Schwenken der Transmembranhelices und Bilden dadurch die strukturelle 

Grundlage des Helix-Bundle-Crossing Gates (Labro & Snyders, 2012). Die Flexibilität und 

Bewegung der Transmembrandomänenen ist ebenfalls bei der Regulation von K2P-Kanälen von 

Bedeutung. Die K2P-Kanäle von Säugetieren besitzen einen konservierten Glycin-(G)-Rest in den 

Transmembrandomänen TMD2 und TMD4, der inneren Porenhelixen, die in der Mitte dieser 

Helixen für Flexibilität sorgen (Al-Moubarak, Veale, & Mathie, 2019). In kristallographischen 

Untersuchungen an Gain of Function Mutanten des TRAAK-Kanals konnten strukturelle 

Veränderungen in dieser Region nachgewiesen werden, welche suggerieren, dass 

Konformationsänderung in diesem Bereich bei der Aktivierung des Kanals beteiligt sind. Die 

Beweglichkeit von TMD4 um den konservierten Glycinrest zeigt in diesem Zusammenhang 

starke strukturelle Ähnlichkeit zu den oben beschriebenen Schlachtvorgängen in anderen 

Kaliumkanalklassen (Lolicato, Riegelhaupt, Arrigoni, Clark, & Minor, 2014). Bei der Integration 

intrazellulärer Stimuli in die Regulation von K2P-Kanälen trägt der zytosolische C-Terminus 

wesentlich zur Kontrolle der Kanalaktivität bei. Ähnlich einem Sensor werden dort verschieden 

Reize detektiert und über Bewegungen der TMD4-Helices an das SF-Gate transduziert 

(Bagriantsev et al., 2011).    

Bisherige Studien an TREK-1 und TREK-2 Kanälen haben gezeigt, dass 2-APB an den 

zytosolischen proximalen C-Terminus bindet und dort über Bewegung der TMD4 (Zhuo et al., 

2015a), unabhängig von der ursprünglichen Konformation, das SF-Gate öffnet. Untersuchungen 

mit BL-1249 zeigten das Mutationen die, die Verbindung zwischen dem C-Terminus und dem SF 

entkoppeln, zu einer reduzierten Kanalantwort führten. Dabei stellte sich die Integrität des C-

Terminus sowie der Transmembrandomänen als wesentliche Vorrausetzung für eine Antwort des 
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Kanals auf BL-1249 heraus (Pope, Lolicato, & Minor, 2020). Gleichzeitig konnte in den von 

Locatio et. al. identifizierten Gain-of-Function-Mutation am TREK.1 eine reduzierte Wirkung 

von BL-1249 im Vergleich zum Wildtyp demonstriert werden (Veale et al., 2014). Beide 

Beobachtungen legen nahe, dass der Effekt von BL-1249 und anderer negativ-geladener 

Aktivatoren (engl. negativley charged activators NCA) ebenfalls auf Bewegungen der 

Transmembrandomänen basiert. Im Gegensatz dazu konnten Ko-Kristallisationsexperimente 

von TREK-2 in Anwesenheit von bromierten BL-1249 die Bindungsstelle am Eingang der 

Seitenfenestrierungen unterhalb des SF in der zentralen Porenkavität identifizieren. BL-1249 

interagiert direkt mit dem Aminosäurerest von Leuchin an Position 320 in der TMD4, wobei die 

negative Ladung des Tetrazolrings elektrostatisch die Konzentration von K+ im den 

Porenhohlraum fördert, dadurch die Ionenbesetzung in der SF beeinflusst und diesen aktiviert. 

Dabei umgeht BL-1249 spezifische Gatingmechanismen und öffnet Kaliumkanäle, die über das 

SF-Gate geschaltet werden, direkt. Jedoch konnte nicht ausgeschlossen werden, dass nicht-

elektrostatische Wechselwirkungen der NCAs mit ihren jeweiligen Bindungsstellen ebenfalls zur 

Stabilisierung des aktiven SF-Zustands beitragen. In Kompetitionsassays mit THexA konnte 

gezeigt werden, dass die NCAs diese innerhalb der konservierten QA+-Bindungsstelle unterhalb 

des SF binden, seinen aktiven Zustand stabilisieren und dadurch die Ionenpermeation 

ermöglichen. Interessanterweise werden, Kaliumkanäle, die durch das Helix-Bundle-Crossing 

geschaltet werden, weder durch Rb+ noch NCAs aktiviert (Schewe et al., 2019). 

Meine Ergebnisse weisen auf eine Konformationsänderungen der Pore nach Bindung von BL-

1249 am TALK-2 hin. Die Interaktion von BL-1249 führt indirekt zu einer Stabilisierung des SF 

und aktiviert so den Kanal. Die Substitution von K+ zu Rb+ stabilisiert den ebenfalls SF öffnet 

dieses dadurch. Allerdings wird der Kanal nur nach Aktivierung durch BL-1249 effektiv durch 

TPA inhibierbar und nicht durch Rb+. Gleiches gilt für die Aktivierung durch 2-APB, was 

wahrscheinlich am C-Terminus bindet und über eine Konformationsänderungen der 

Transmembrandomänen das Selektivitätsfiltergate aktiviert.  

In einer Studie zu pharmakologischen reversiblen loss of function Mutationen in den TMD2 und 

TMD4 der inneren Pore von TREK-1 Kanälen konnten ebenfalls auf eine wechselseitige 

Wechselwirkung zwischen der Bindung von NCAs und der Bewegung der TMD4 durch 

Regulatoren hin, die am C-Terminus des Kanals wirken, wobei alle am SF-Gate zusammenlaufen 

(Al-Moubarak et al., 2019). 
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4.4 Zusätzliches Gate am TALK-2? 
Basierend auf kristallographischen und funktionellen Daten wurde angenommen, dass K2P-

Kanäle in erster Linie über ein SF-Gate am extrazellulären Poreneingang reguliert oder über eine 

Lipidbindung unterhalb des SF, die Ionenpermeation blockiert werden (Bagriantsev et al., 2011; 

Brohawn et al., 2014; Piechotta et al., 2011; Schewe et al., 2016, 2019). Neuere Strukturstudien 

haben jedoch ein zusätzliches unteres Gate unterhalb des SF in TASK-2- und TASK-1-Kanälen 

aufgedeckt (Li et al., 2020; Rödström et al., 2020). Für die in dieser Arbeit untersuchten Kanäle 

wurden noch keine Kristallstrukturen veröffentlicht, daher sollen anhand der funktionell 

gewonnen Erkenntnisse, mögliche Gatingmechanismen diskutiert werden.  

Bei Aufklärung der Röntgenkristallstruktur des TASK-1-Kanals konnte ein einzigartiges 

zytosolisches Gate, das sog. X-Gate identifiziert werden. Durch Biegung der distalen c-

terminalen M4-Transmembranhelices wird dabei der Poreneingang durch Kreuzung zweier 

hydrophobe Seitenketten verschlossen. Diese Struktur, des dimeren X-Gates, hat 

überraschenderweise wenig mit der des Helix-Bundle-Crossing in tetramerischen K+-Kanälen, 

welches trichterförmig durch vier parallele Transmembranhelices gebildet wird, gemeinsam. 

Entscheidend für die Formung des X-Gates ist dabei die Sequenz, von sechs Aminosäureresten 

(V243LRFMT248), welche gleichzeitig eine Rolle in der Regulation durch zahlreiche 

pharmakologische und physiologische Stimuli einnimmt. Interessanterweise führten Mutationen 

eines beliebigen Rests innerhalb dieses Sequenzmotivs zur Öffnung des X-Gates und damit zu 

einer Zunahme des Stroms, sowie zu einer erhöhten Sensitivität durch spezifische Kanalblocker.  

Die Bindung der TASK-1-Inhibitoren erfordert dabei ein geöffnetes X-Gate, wodurch die 

Moleküle an die Bindungsstelle unterhalb des Selektivitätsfilters gelangen und dort binden 

können. Grundsätzlich scheint ein solches zusätzliches Gate im TALK-2 denkbar, da er ähnlich 

wie der TASK-1 eine niedrige Grundaktivität zeigt. Vergleicht man jedoch die beiden 

Aminosäuresequenzen der beiden Kanäle verfügt der TALK-2 nicht über entsprechende X-Gate 

formenden Sequenzabschnitte. In Experimenten konnte gezeigt werden, dass TASK-1 mit 

TALK-2 Heterodimere formen. Dies ist insofern außergewöhnlich da beide Kanäle aufgrund 

ihrer unterschiedlichen Eigenschaften anderen Subfamilien zugehörig sind und wahrscheinlich 

über andere Gating-Mechanismen geschaltet werden. So bindet das volatile Anästhetikum 

Halothan an die beschriebene X-Gate-Sequenz und führt zu in TASK-1-Homodimeren zu einer 

effektiven Stromzunahme, wohingegen es in TALK-2 zu signifikanter Abnahme des Stroms 

führt. In Heteromere führt die Applikation von Halothan zu verstärkten Stromantwort des 

Kanals, die jedoch kleiner als die Zunahme an TASK-1-Homomeren ist (Suzuki, Tsutsumi, 

Miyamoto, Yamamura, & Imaizumi, 2017).  
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Die Kristallstrukturen von TWIK-1 zeigen, dass der zytoplasmatische Eingang der Pore mit 

anderen K+-Kanalstrukturen, von denen angenommen wird, dass sie eine funktionell offene 

Konformation besitzen, vergleichbar sind. Jedoch zeigen TWIK-1-Kanäle eine sehr niedrige 

intrinsische Grundaktivität. Als ein Erklärungsansatz wurde postuliert, dass hydrophobe 

Seitenketten innerhalb der Pore, eine Barriere bei der Verdrängung von Wasser bzw. der 

Hydrathülle bilden und damit der Permeation der K+-Ionen verhindern. Durch Substitution des 

permierenden Ions zu Rubidium konnten deutlich größere Auswärtsströme gemessen werden, 

die jedoch nicht durch 50µM des QA+s THexaA inhibierbar waren.  Der Austausch einer der 

hydrophoben Aminosäure Leucin an Position 146 zu Asparagin führte nicht nur zu einer 

Zunahme der Stromantwort von Kalium als permeriende Ionen, sondern auch zu größeren Rb+-

Strömen. Zudem konnten die zur insensitiven Ströme des TWIK-1 WT in der Mutante L146N 

mit 50 µM THexaA um > 90 % und mit 1 µM um > 70% blockiert werden. Eine mögliche 

Erklärung dafür könnten die elektrostatischen Eigenschaften der Pore sein, die erst durch 

Einbringung des hydrophilen Aminosäurerest die Verdrängung der Hydrathülle ermöglicht und 

damit THexa Zugang zur Pore gewährt (Aryal, Abd-wahab, Bucci, Sansom, & Tucker, 2014). 

Ergänzenden dazu konnte kürzlich eine neue Art des SF-Gatings bei der Regulation durch 

Veränderungen des pH-Werts gezeigt am TWIK-1 werden. Dabei führt die Protonierung der 

Aminosäure Histidin zu einer Bewegung von SF-nahen Transmembrandomänen TMD2 und 

TMD4 was dadurch eine Störung der K+-Koordinationsstellen S0 und S1 im SF zu Folge hat., 

wodurch sich der obere Teil der Kanalpore verschließt. Gleichzeitig führen die Bewegungen zu 

einer Öffnung der Seitenfenster auf der intrazellulären Seite der Membran, was die Bindung von 

Lipidketten im Kanalhohlraum ermöglicht und auf diese Weise die Permeation verhindert 

(Turney et al., 2022). 

Ein solche hydrophobe Barriere oder Gate innerhalb der Pore könnte auch am TALK-2 für die 

in der vorliegenden Arbeit demonstrierte reduzierte TPA-Sensivität nach Aktivierung des Kanals 

durch Rubidium erklären. Das in dieser Arbeit Ausgetauschte L145C am TALK-2 entspricht der 

L146N-Mutante in TWIK-1.  

Überraschenderweise zeigt auch die analoge G186C Mutante in TREK-1 eine höhere Sensitivität 

zu QA+ als im TREK-1-WT. Die Modifikationsrate war im geschlossenen Zustand (pH 8) 

schneller als im geöffneten (pH 5) was wahrscheinlich durch die höhere chemische Reaktivität 

des Cysteine bei alkalischen pH-Wert wiederspiegelt.(Piechotta et al., 2011; Rapedius et al., 2012) 

Die unterschiedlichen Modifikationsraten am TALK-2 liefern jedoch Hinweise auf eine bisher 

nicht bekannte Verengung, die den Zugang des Moleküls erschweren könnte. Eine Aktivierung 
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des Kanals durch 2-APB könnte dabei eine sterische Veränderung der Pore bewirken und diese 

Einengung aufheben Weitere funktionelle Hinweise auf eine solche Barriere bzw. Gate konnten 

in einer kürzlich veröffentlichen Studie konnten gezeigt werden. So konnte Aminosäurereste in 

TM2 und TM4 identifiziert werden, die an der Bildung eines „unteren“ Gates beteiligt sind.  Es 

konnte demonstriert werden, dass es starke positive Kopplung zwischen dem SF-Gate und der. 

intrazellulären Verengung besteht. (Neelsen et al., 2024).  

Mehrere Studien konnten zeigen, dass in K+-Kanälen eine Kopplung zwischen dem SF und der 

Öffnung des Helix-Bundle-Crossing besteht (Cuello et al., 2008; Schulte et al., 2001; Yellen, 

2002). In K+-Kanälen, die kein Helix-Bundle-Crossing besitzen, wurde eine zentrale Regulation 

über das Öffnen des SF postuliert (Piechotta et al., 2011; Schewe et al., 2019). Untersuchung den 

K2P-Kanälen TASK-1 und TASK-2 suggerieren, dass zusätzlich ein unteres Gate unterhalb des 

SF ein Hindernis im Ionenpermeationsweg bilden (Li et al., 2020; Rödström et al., 2020). 

Entscheidend für das Schalten des Kanals bleibt dabei Stabilisierung des SF, dies kann durch 

direkte Interaktion mit dem SF oder über strukturelle Veränderungen der TMD erreicht werden 

(Natale, Deal, & Minor, 2021; Neelsen et al., 2024).  

In der vorliegenden Arbeit wurde TALK-2 durch verschiedene Stimuli aktiviert. 

Interessanterweise zeigte sich eine der Kanal gegenüber TPA im Grundzustand unempfindlich. 

Jedoch konnte ein bei Aktivierung unmittelbar am SF durch Alkalisierung des pHs und der 

Substitution von K+ durch Rb+ bei hohen Konzentrationen ein partieller Block des Stroms 

erreicht werden. Durch die Aktivierung mit BL-1249 und 2-APB konnte eine deutliche Zunahme 

der TPA-Affinität beobachtet werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass auch die Aktivierung am SF 

zu strukturellen Veränderungen der TMD innerhalb der Kanalpore führen konnten, was sich in 

der Zugänglichkeit durch TPA widerspiegelt. Dabei könnte die Aktivierung durch BL-1249 und 

2-APB zu einer weiteren Öffnung der Kanalpore durch direkte Interaktionen mit den TMD als 

durch die vom SF hervor gerufene (Abb. 19). Interessanterweise zeigen Untersuchung am MthK, 

dass das Vorhandensein eines Helix-Bundle-Crossings oder eine hydrophobe Barriere für die 

Ionenpermeation ein sterisches Hindernis darstellt, nicht aber zwingend erforderlich für eine 

nichtleitende Konformation des Kanals sind (Kopec, Rothberg, & de Groot, 2019). So könnte 

der SF weiter das zentrale Schaltelement im TALK-2 darstellen, welcher allerdings durch 

Liganden-induzierte Konformationsänderungen (z.B. 2-APB) an einem zusätzlichen unteren 

Gate stabilisiert wird. 



 

59 
 

 

4.5 Die TPA-Bindungsstelle in TALK-2 
Durch systematischen Austausch einzelner Aminosäuren zu Cysteinen der Inneren Helices von 

TREK-1 konnte die Bindungsstelle für TPA identifiziert werden. Dabei resultierten eingeführte 

hydrophobe Seitenkette des Cysteins zu einem erhöhten IC50-Wert und damit zu einer geringeren 

Affinität vom TPAs an den TREK-1 Mutanten. Die Doppelmutante T157C –L189C zeigte eine 

dramatische Reduktion der Sensitivität. Da noch keine Kristallstruktur des TREK-1 mit 

gebunden TPA war vorhanden ist wurden verschiedene Homologiemodelle auf der Basis der 

verfügbaren Strukturmodelle anderer Kaliumkanäle wie KCSA, TWIK-1 und TRAAK erstellt 

und die Wechselwirkung von TPA in silico simuliert (Piechotta et al., 2011; Rapedius et al., 2012). 

Von den fünf Aminoäurenresten T157, I182, L189, T266 und L304 der Pore, die mit dem TPA-

Molekül interagieren, sind vier an gleicher Stelle mit dem TALK-2 Kanal homolog. Lediglich das 

hydrophobe Leucin an Position 304 ist im TALK-2 durch ein Isoleucin ausgetauscht. Dieses 

Isoleucin wurde entsprechend dem systematischen Cysteinscan von TREK-1 am TALK-2 

ebenfalls durch ein Cystein ersetzt. Die Ergebnisse der Messungen der durch 2-APB aktivierten 

TALK-2 I260C zeigen, dass die TPA-Sensitivität im Vergleich zu TALK-2 WT reduziert ist. 

Geschlossen 

 

Geöffnet 

H+ 

Rb+ 

2-APB 

BL-1249 

Abbildung 19: Gating-Modell für TALK-2 Das Homologiemodell von TALK-2 auf Basis der Kristallstruktur von 
TASK-1auf der linken Seite zeigt eine Verengung der Kanalpore auf der intrazellulären Seite (unteres Gate). Dies 
verhindert den Zugang des Blockermoleküls TPA an dessen angenommener Bidnungsstelle unterhalb des 
Selektivitätsfilters (SF-Gate) im Ruhezustand. Nach Aktivierung des Kanals durch die Substitution von K+ durch 
Rb+, Alkalisierung oder die Applikation der Pharmaka BL-1249 und 2-APB führen Konformitätsänderung zu einer 
Öffnung der Pore, ermöglicht den Zugang von TPA woraus eine Inhibition der Ionenpermeation folgt. Abbildung 
modifiziert nach (Neelsen et al., 2024). 
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Aufgrund dessen ist anzunehmen, dass TREK-1 und TALK-2 einen sehr ähnlichen Aufbau der 

Pore besitzen und die TPA-Bindungsstelle für beide Kanäle identisch ist.  

Das Threonin an Position 157 liegt innerhalb des hochkonservierten TIGFG-

Selektivitätsfiltermotiv und ist maßgeblich für die Spannungsaktivierung von K2P-Kanälen. 

Mutationen dieser Aminosäure führen zu einer Änderung der Belegung des Selektivitätsfilters 

und zum Verlust der Spannungsaktivierung. Interessanterweise ist die Hydroxylgruppe dieser 

Threonine die einzige Seitenkette innerhalb des Filters die direkt mit K+-Ionen über 

Bindungsstelle S4 interagiert. Die Substitution von K+ durch Rb+ ändert die Ionenbelegung der 

S4-Bindungsstelle und aktiviert dadurch den Kanal. Blocker wie TPA, die an die Threonin-

Seitenketten binden konkurrieren mit Ionen um die Belegung der S4-Bindungsstelle. Dies zeigt 

sich in einer Verminderung der TPA-Affinität in Gegenwart von Rubidiumionen (Schewe et al., 

2016). In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass, der bei physiologischen 

Kaliumkonzentrationen TPA unempfindliche TALK-2, nach Austausch der intrazellulären Ionen 

eine sensitiver auf TPA reagiert. Dies wirft weitere Fragen nach der TPA-Bindungsstelle im 

TALK-2 auf. Um die definitive TPA-Bindungsstelle am TALK-2 zu identifizieren wäre eine 

weitere systematische Mutagenese der Kanalpore erforderlich. 

4.6 Pharmakologische Bedeutung 
In den letzten Jahren konnte die klinische Bedeutung der K2P-Känäle in der Pathogenese durch 

die Identifikation von krankheitsverursachenden genetischen Mutationen und Varianten die mit 

Vorhofflimmern (TASK-1), pulmonaler arterieller Hypertonie (TASK-1), Entwicklungsstörung, 

(TASK-1), familiärer Migräne mit Aura (TRESK) und das familiäre Birk-Barel-Syndrom (TASK-

3), das durch mentale Retardierung, Hypotonie sowie Gesichts- und Skelettdysmorphien 

gekennzeichnet ist, assoziiert werden, hervorgehoben werden (Barel et al., 2008; Lafrenière et al., 

2010; Ma et al., 2013; Schmidt et al., 2015; Sörmann et al., 2022). Die physiologische Rolle und 

das therapeutische Potenzial kardialer TALK-2-Kanäle konnte jedoch bisher noch nicht 

vollständig aufgeklärt werden, da weder spezifische TALK-2 Kanalblocker in vitro oder in vivo 

verfügbar noch etablierte Tiermodelle auf den Menschen übertragbar sind, da Mäuse den Kanal 

nicht exprimieren (Wiedmann et al., 2016). 

Allerdings konnte durch Exomsequenzierung eines an einer PCCD erkrankten Patienten gezeigt 

werden, dass eine Gain-of-Function-Mutation im TALK-2 Gen in Kombination mit einer 

SCNA-1-Mutation zu einer Verkürzung des kardialen Aktionspotenzials und damit durch die 

gestörte Erregungsweiterleitung zur Entstehung einer schweren Herzrhythmusstörung führt  

(Friedrich et al., 2014). K2P-Kanäle verändern das Ruhemembranpotential und sind durch 



 

61 
 

Auswärtsströme an der Repolarisation des Aktionspotentials in erregbaren Zellen beteiligt 

(Enyedi & Czirják, 2015). Die pharmakologische Modulation der Kanalaktivität könnte demnach 

eine wichtige Rolle bei der Behandlung von Herzrhythmusstörungen wie VF oder KF sein.  

Die komplexen und heterogenen Pathomechanismen von Herzrhythmusstörungen erfordern 

eine differenzierte antiarrhythmische Therapie mit geeigneten, spezifischen Ansätzen, da sowohl 

eine Verlängerung als auch eine Verkürzung der Aktionspotenzialdauer eine wichtige Rolle bei 

der Entstehung von Herzrhythmusstörungen einnehmen (Nattel, Maguy, Le Bouter, & Yeh, 

2007). 

In der Arrhythmogenese von Vorhofflimmern tragen die Verkürzung der atrialen 

Leitungsgeschwindigkeit, des Aktionspotenzials sowie der relativen Refraktärzeit zur Entstehung 

der kreisender Vorhoferregung bei. Bei Patienten mit persistierendem oder permanentem 

Vorhofflimmern, bei denen keine schwere Herzinsuffizienz vorliegt, konnten diese 

Veränderungen beobachtet werden (Schmidt, Wiedmann, Kallenberger, et al., 2017). Auf 

zellulärer Ebene sind erhöhte Kaliumströme für die Verkürzung der Repolarisation des AP und 

folglich der Refraktion verantwortlich (Schmidt, Kisselbach, Schweizer, Katus, & Thomas, 2011; 

Schotten, Verheule, Kirchhof, & Goette, 2011). Staudacher et. al. demonstrierten, dass kardiale 

TALK-2-Kanäle durch verschiedene Antiarrhythmika reguliert werden (Seyler et al., 2014; 

Staudacher et al., 2018). Eine Hemmung der repolarisierenden TALK-2-Ströme könnte dabei die 

Dauer des AP verlängern und die Entstehung von VF wirksam unterbinden. Im Gegensatz dazu 

könnte bei Pateinten mit bestehender Herzinsuffizienz, wo das atriale Aktionspotenzial aufgrund 

der reduzierten Kanalexpression im Rahmen des Remodelings in ähnlicher Weise verlängert ist, 

eine Aktivierung der Kanäle und damit der Verkürzung der Refraktärzeit als antiarrhythmisches 

Prinzip eingesetzt werden (Chai et al., 2017). Ob die in vitro-Membranhyperpolarisation durch 

die TALK-2 Aktivierung jedoch die die in vivo ausgelöste Aktivität unterdrücken kann, muss in 

zukünftigen Studien mit spezifischen, hochaffinen Aktivatoren und geeigneten Tiermodellen 

noch überprüft werden. 

Die Entwicklung hochspezifischer Agonisten und Antagonisten der TALK-Kanäle ist 

Vorrausetzung, um die antiarrhythmischen Effekte ihrer jeweiligen Inhibition oder Aktivierung 

zu beurteilen. Denkbare wäre beispielsweise im Sinne einer personalisierten Behandlung bei 

genetischem Nachweis einer krankheitsinduzierenden Mutation im Kanal-Gen gezielte 

Behandlung mit Hilfe eines hochspezifischen Kanalblockers einzuleiten, um das Risiko eines 

VHF zu reduzieren und eine verbesserte Rhythmuskontrolle zu ermöglichen. Durch 

Exomsequenzierung konnte in einer Familie mit MODY-Diabetes eine Mutation im KCNK16-

Gen identifiziert werden. Dabei führt die Substitution von Leucin zu Prolin zu einer 



 

62 
 

Konformationsänderung im SF und eine deutliche Zunahme der Kanalaktivität im TALK-1 

ergab. Es konnte demonstriert werden, dass dies in einer deutlichen Abnahme der 

glukosestimulierten Insulinsekretion im Vergleich zu TALK-1 WT resultierte. Aufgrund des 

ausschließlich auf endokrinen β- und δ- Zellen der Langerhans’schen Inseln des Pankreas 

Vorkommen von TALK-1 im Menschen, könnten spezifische Blocker für TALK-1 ein 

wirksames und selektives therapeutisches Ziel für die KCNK16-assoziierte MODY-Diabetes 

darstellten. (Graff et al., 2021) 

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse über die Pharmakologie der K2P-Kanäle 

insbesondere des TALK-2 und TALK-1 sollen zukünftige pharmakologische Untersuchungen 

fördern und erleichtern. Die Identifizierung der funktionellen K2P-Kanalstrukturen ermöglicht 

dabei besseres Verständnis der pharmakologischen Anforderungen an potenzielle Therapeutika, 

die so als Entwurf von zielgerichteten chemischen Verbindungen dienen können. 

In einer kürzlich veröffentlichten Studie wurde erstmals die therapeutische Wirksamkeit von TPA 

in einem Tiermodell untersucht. An spinal-geschädigten Ratten konnte bei perioperativer 

Applikation von TPA eine Reduktion bei der Entwicklung von postoperativen neuropathischen 

Schmerzen sowie ängstlichem Verhalten beobachtet werden (Z. Chen, Wei, Sagalajev, Koivisto, 

& Pertovaara, 2019). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es Ausnahmen der 

angenommen ubiquitäre Inhibition von Kaliumkanäle und insbesondere den K2P-Kanälen gibt. 

Bei der Entwicklung zukünftiger Pharmaka beispielsweise Analgetika sollte dies zu Vermeidung 

möglicher unerwünschter Nebenwirkungen in Betracht gezogen werden.  

Moleküle, die die Aktivität spezifischer Ionenkanäle gezielt blockieren oder modulieren, stellen 

sowohl wichtige Therapeutika als auch unverzichtbare Werkzeuge der Grundlagenforschung dar. 

Die Anwendung vieler niedermolekularer Ionenkanalmodulatoren, wie beispielsweise 

Tetrapentylammonium, wird jedoch durch zwei grundlegende Limitationen eingeschränkt: zum 

einen durch die fehlende Zielgerichtetheit gegenüber spezifischen Zellpopulationen und zum 

anderen durch eine begrenzte Selektivität beziehungsweise Spezifität gegenüber einzelnen 

Ionenkanal-Isoformen. Das Zusammenwirken dieser Faktoren kann zu Off-Target-Effekten 

führen, welche die therapeutische Anwendbarkeit einschränken und zugleich die Interpretation 

experimenteller Ergebnisse erschweren. 

Ein vertieftes Verständnis der Struktur-Funktions-Beziehungen sowie der vielfältigen 

Regulationsmechanismen der K2P-Kanäle ist daher eine wesentliche Voraussetzung für die 

Entwicklung hochselektiver pharmakologischer Modulatoren. Die in der vorliegenden Arbeit 

gewonnenen Erkenntnisse tragen dazu bei, die molekularen Grundlagen der Kanalregulation 
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besser zu verstehen, und könnten langfristig die rationale Entwicklung neuer Wirkstoffe mit 

verbesserter Spezifität und einem geringeren Risiko für Off-Target-Effekte unterstützen 
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4.7 Limitationen 

Ein grundlegendes Verständnis der Struktur-Funktions-Beziehungen von Ionenkanälen, ihrer 

physiologischen Rolle, der Mechanismen, durch die ihre Fehlfunktion zur Entstehung von 

Erkrankungen beiträgt, sowie die Entwicklung neuartiger Moleküle zur gezielten Modulation 

ihrer Aktivität zählen zu den zentralen Fragestellungen der aktuellen Ionenkanalforschung. Die 

Verwendung heterologer Expressionssysteme in Kombination mit rekombinanten DNA-

Technologien hat sich dabei als zuverlässiger experimenteller Ansatz etabliert. Für die Aufklärung 

der physiologischen Funktion einzelner Ionenkanäle sind jedoch in der Regel Untersuchungen an 

nativen Zellen und Geweben erforderlich. Ein detailliertes Verständnis der zugrunde liegenden 

biophysikalischen Mechanismen und molekularen Wirkprinzipien erfordert darüber hinaus 

ergänzende elektrophysiologische Untersuchungen, MD-Simulationen sowie strukturbiologische 

Verfahren, beispielsweise die Röntgenkristallographie oder Kryo-Elektronenmikroskopie. 

K2P-Kanäle zeichnen sich durch eine einzigartige Struktur und ein außergewöhnlich komplexes 

Regulationsverhalten aus. Entsprechend sind die molekularen Mechanismen, die ihrer Regulation 

sowie ihrer Wechselwirkung mit endogenen und pharmakologischen Modulatoren zugrunde 

liegen, bislang nur unvollständig verstanden. In der vorliegenden Arbeit konnten neue 

Erkenntnisse zu den Struktur-Funktions-Beziehungen sowie zu den Mechanismen des Gatings 

und der Kanalblockade von TALK-Kanälen gewonnen werden. Dennoch bedarf es weiterer 

Untersuchungen, um die komplexen molekularen Mechanismen, die der Regulation dieser Kanäle 

zugrunde liegen, vollständig aufzuklären. 

.  
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5 Zusammenfassung 
Die Zwei-Porendomänen-Kaliumkanäle (K2P) nehmen eine zentrale Funktion bei der Einstellung 

des Ruhemembranpotenzials, sowie der Bildung und Repolarisation von Aktionspotenzialen ein. 

Sie sind in der Lage, die zelluläre Erregbarkeit durch eine Vielzahl von biochemischen und 

physikalischen Reizen zu modulieren. In den letzten zehn Jahren konnte die physiologische und 

pathophysiologische Bedeutung von K2P-Kanälen deutlich hervorgehoben werden und so stellen 

sie heute wichtige potenzielle Therapieziele bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen, 

Stoffwechselerkrankungen, Depressionen und neurologischen Erkrankung dar. Im Gegensatz zu 

diesen rasch zunehmenden Erkenntnissen über ihre physiologische Rolle, sind die strukturellen 

Grundlagen und molekularen Mechanismen der K2P-Kanalsteuerung und -regulation jedoch noch 

kaum verstanden. 

Ziel dieser Arbeit war es daher, in elektrophysiologischen Untersuchungen neue Erkenntnisse 

über die Regulation, das Schaltverhalten (Gating) und die Struktur-Funktions-Beziehung der 

Kanäle zu gewinnen. Dazu wurde zunächst die Eigenschaft von etablierten Kanalblockern auf 

ausgewählte K2P-Kanäle untersucht. Anschließend wurde der Einfluss verschiedener endogener 

und pharmakologischer Stimuli auf die insbesondere im Pankreas und im Herzen exprimierte, 

Kanale TALK-1 und TALK-2 überprüft und die Abhängigkeit der Blocker-Affinität getestet. 

Zusätzlich wurde durch Mutagenese und Verwendung von Cystein-modifizierenden MTS-

Reagenzien der Block weiter charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass TALK-2 in der 

Familie der Kaliumkanäle eine Sonderrolle einnimmt, da er sich im Ruhezustand nicht durch 

quartäre Ammoniumionen blockieren ließ. Nach vorheriger Aktivierung konnte der Kanal doch 

vollständig durch Tetrapentylammonium (TPA) inhibiert werden. Eine zustandsabhängige 

Modifikation innerhalb der Kanalpore konnte die Annahme stützen, dass in der Regulation von 

TALK-2 neben einer zentralen Schaltstelle am Selektivitätsfilter eine weitere intrazelluläre 

Barriere, ähnlich einem Helix-Bundle-Crossing in spannungsabhängigen Kaliumkanälen 

existieren könnte. 

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse konnten Schlussfolgerungen hinsichtlich der Struktur der 

Kanalpore TALK-2 und möglicher Konformationsänderungen während des Gating-Prozesses 

gezogen werden. Das daraus gewonnene Wissen über die Struktur-Funktions-Beziehung und der 

vielfältigen Regulationsmechanismen könnte dabei die Grundlage für die Identifizierung 

potenzieller spezifischer pharmakologischen Modulatoren in der Behandlung von verschiedenen 

Erkrankungen wie Diabetes Mellitus und Herzrhythmusstörungen bilden. 
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Abstract 
Two-pore-domain potassium (K2P) channels play a key role in the setting of the resting 

membrane potential, as well as the formation and repolarization of action potentials. They 

modulate cellular excitability through a variety of biochemical and physical stimuli. Over the past 

decade, physiological and pathophysiological significance of K2P channels has been highlighted as 

they now represent important potential therapeutic targets in cardiovascular diseases, metabolic 

disorders, depression, memory disorders and migraine. In contrast to these rapidly increasing 

insights into their physiological role, the structural basis and molecular mechanisms of K2P 

channel control and regulation are still poorly understood. 

Therefore, the aim of this work was to gain new insights into the regulation, switching behavior 

(gating), and structure-function relationship of the channels in electrophysiological studies. To 

this end, the properties of established channel blockers on selected K2P channels were first 

investigated. Subsequently, the influence of different endogenous and pharmacological stimuli on 

TALK-1 and TALK-2 channels, which are expressed in particular in the pancreas and heart, was 

examined and the dependence of blocker affinity was tested. In addition, mutagenesis as well as 

the introduction of cysteine-modifying MTS reagents was used to further characterize the block. 

It was shown that TALK-2 takes a special role in the potassium channel family, as it could not be 

blocked by TPA. Interestingly, the channel could be completely inhibited by TPA upon 

activation. A state-dependent modification within the channel pore could support the assumption 

that in the regulation of TALK-2, besides a central gate at the selectivity filter, another 

intracellular barrier, similar to a helix-bundle crossing in voltage-gated potassium channels, might 

exist. 

Based on these results, conclusions could be drawn regarding the structure of the TALK-2 

channel pore and possible conformational changes during the gating process could be made. The 

knowledge gained about the structure-function relationship and the multiple regulatory 

mechanisms could thereby form the basis for the identification of potential specific 

pharmacological modulators in the treatment of various diseases such as diabetes mellitus and 

cardiac arrhythmias. 
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