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schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen mit geringerer Affinität blockieren als 

unter stark einwärtsgleichrichtenden Bedingungen, könnte dies mit einer Veränderung 

der Konformation von Strukturen nahe des Selektivitätsfilters unter schwach 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen in Zusammenhang stehen. 

Im Versuch wurden Zellen wie in 3.3. transfiziert und eine Konzentrations-Wirkungs-

Kurve für den GIRK-Kanal-Block durch Ba2+-Ionen bei -90 mV Membranpotential 

unter stark und unter schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen bestimmt. Dazu 

wurde der Membranstrom in der Whole-Cell-Konfiguration bei -90 mV 

Membranpotential ohne bzw. in Gegenwart von 1 µM, 10 µM, 40 µM, 140 µM, 1 mM 

und 2 mM Ba2+ bestimmt. Zur Normierung der Daten wurde der durch 2 mM Ba2+-

Ionen geblockte Membranstrom als maximal geblockter GIRK-Kanal-Strom definiert 

(vgl. 2.4.2.).  

In Abbildung 8 ist die resultierende Konzentrations-Wirkungs-Kurve unter stark 

(schwarz) und unter schwach (rot) einwärtsgleichrichtenden Bedingungen dargestellt.  

 

 
Abbildung 8: Konzentrations-Wirkungs-Kurve des GIRK-Kanal-Blocks durch Ba2+-Ionen unter 

stark und unter schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen  

GIRK-Kanäle wurden unter stark (schwarz) und schwach (rot) einwärtsgleichrichtenden Bedingungen 
durch 10 µM Noradrenalin (NA) maximal aktiviert. Das Ausmaß des GIRK-Kanal-Blocks durch Ba2+-
Ionen wurde bei einem Membranpotential von -90 mV als Verhältnis des geblockten Membranstroms in 
Gegenwart von der angegebenen Konzentration Ba2+ (IGIRK(Ba2+)) zum maximal geblockten 
Membranstrom bei 2 mM Ba2+ (IGIRK) bestimmt. Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve wurde mit Hilfe 
der Software Origin 6.1 als Konzentrations-Wirkungs-Kurve gemäß Formel 2 genähert (n=3 (schwach 
einwärtsgleichrichtend) und n=5 (stark einwärtsgleichrichtend)).  
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Das Ausmaß des GIRK-Kanal-Blocks zeigte sowohl in Gegenwart von 1mM als auch 

von 2 mM Ba2+ zwischen stark und schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen 

keinen statistisch signifikanten Unterschied. In Gegenwart von 10 µM und 40 µM Ba2+ 

wurden unter schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen signifikant weniger 

GIRK-Kanäle geblockt.  

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven in Abbildung 8 wurden mathematisch mittels 

Formel 2 genähert. Unter schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen beträgt der 

Parameter EC50 73 µM bei einem Hill-Koeffizienten von 2,0. Unter stark 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen beträgt der EC50 20 µM bei einem Hill-

Koeffizienten von 1,1. Demnach blockieren Ba2+-Ionen den GIRK-Kanal unter schwach 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen mit verringerter Affinität. 

 
Formel 2: Konzentrations-Wirkungs-Kurve  
 

€ 

Δy
y0

=1− 1

1+ ( x
EC50

)h
 

 
Der Parameter h steht für den Hill-Koeffizienten, EC50 für den Wert der halbmaximalen Wirkung, x ist 
die Konzentration und Δy/y0 beschreibt das relative Ausmaß der Wirkung in Abhängigkeit der 
Konzentration x. 
 

Aufgrund der Nähe der Bindungsstellen für Ba2+-Ionen zum Selektivitätsfilter könnte 

das Versuchsergebnis ein Hinweis darauf sein, dass unter schwach einwärts-

gleichrichtenden Bedingungen die Konformation von Strukturen nahe des 

Selektivitätsfilters verändert ist. 

 

 

3.5.  Cs+-Ionen blockieren GIRK-Kanäle unter schwach einwärtsgleichrichten-

den Bedingungen mit reduzierter Affinität 

 

Neben Ba2+ ist auch Cs+ ein Ion, das einwärtsgleichrichtende Kalium-Kanäle in der 

Nähe des Selektivitätsfilters von extrazellulärer Seite her blockieren kann (Thompson et 

al., 2000). Würden Cs+-Ionen analog Ba2+-Ionen den GIRK-Kanal unter schwach 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen mit einer geringeren Affinität blockieren, würde 

dies die Hypothese unterstützen, dass der Abschwächung der Einwärtsgleichrichtung 
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von GIRK-Kanälen eine Veränderung der Konformation von Strukturen nahe des 

Selektivitätsfilters zugrunde liegt. 

Die Affinität, mit der Cs+-Ionen GIRK-Kanäle blockieren, ist vom Membranpotential 

abhängig: die Affinität nimmt zu positiven Membranpotentialen hin ab (Hagiwara et al., 

1976). Der Cs+-Block wurde unter stark und unter schwach einwärtsgleichrichtenden 

Bedingungen untersucht, wobei die Transfektion nach dem gleichen Schema wie in 3.3. 

beschrieben erfolgte. Die Abhängigkeit des Blocks vom Membranpotential wurde 

mittels Strom-Spannungskennlinien in Gegenwart von Cs+-Ionen bestimmt. Der GIRK-

Kanal-Strom in Gegenwart von 3 mM Cs+ wurde als Differenz aus dem Membranstrom 

in Gegenwart von 3 mM Cs+ und dem Membranstrom in Gegenwart von 1 mM Ba2+ 

berechnet. Der Quotient aus dem GIRK-Kanal-Strom in Gegenwart von 3 mM Cs+ und 

dem GIRK-Kanal-Strom ohne Gegenwart von Cs+-Ionen (IGIRK(3 mM Cs+)/IGIRK) wurde 

eingeführt, um den Block des GIRK-Kanals zu quantifizieren; er wird im Folgenden als 

„relativer GIRK-Kanal-Strom in Gegenwart von 3 mM Cs+“ bezeichnet.  

 

 
Abbildung 9: Beispiele für die Abhängigkeit des GIRK-Kanal-Stroms vom Membranpotential in 

Gegenwart von 3 mM Cs+ unter stark (links) und unter schwach (rechts) einwärtsgleichrichtenden 

Bedingungen 

Der Block des GIRK-Kanals durch Cs+-Ionen war unter schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen 
(rechts) im Vergleich zu stark einwärtsgleichrichtenden Bedingungen (links) abgeschwächt. Strom-
Spannungskennlinien von GIRK-Kanälen wurden in Gegenwart von 3 mM Cs+ und zur Kontrolle ohne 
Gegenwart von Cs+-Ionen gemessen. Der GIRK-Kanal wurde durch Stimulation des α2A-Rezeptors mit 
10 µM Noradrenalin (NA) aktiviert. Für schwach einwärtsgleichrichtende Bedingungen wurden 
zusätzlich Gβγ-Dimere koexprimiert. Der GIRK-Kanal-Strom wurde anhand des Membranstroms 
bestimmt, der durch 1 mM Ba2+ geblockt werden konnte (vgl. 2.4.2.).  
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Abbildung 9 zeigt exemplarisch die Abhängigkeit des GIRK-Kanal-Stroms vom 

Membranpotential in und ohne Gegenwart von 3 mM Cs+ sowohl unter stark als auch 

unter schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen. 

Das linke Diagramm in Abbildung 10 zeigt, dass bei -90 mV Membranpotential unter 

stark einwärtsgleichrichtenden Bedingungen der relative GIRK-Kanal-Strom in 

Gegenwart von 3 mM Cs+ 15% ± 2,6% und unter schwach einwärtsgleichrichtenden 

Bedingungen 72% ± 4% beträgt. Dies bedeutet, dass unter stark 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen 85% ± 2,6% und unter schwach einwärtsgleich-

richtenden Bedingungen 28% ± 4% des GIRK-Kanal-Stroms geblockt werden. Der 

relative Block des GIRK-Kanal-Stroms durch 3 mM Cs+ berechnet sich demnach als 

1 - IGIRK(3 mM Cs+)/IGIRK. Im rechten Diagramm in Abbildung 9 ist der relative Block des 

GIRK-Kanal-Stroms durch 3 mM Cs+ für jede untersuchte Zelle einzeln in 

Abhängigkeit von der Stärke der Einwärtsgleichrichtung des GIRK-Kanal-Stroms 

dieser Zelle aufgetragen. Je schwächer die Einwärtsgleichrichtung des GIRK-Kanals (je 

größer Fir), desto geringer war der GIRK-Kanal-Block durch 3 mM Cs+ bei -90 mV 

Membranpotential. 

 

 
Abbildung 10: Abhängigkeit des GIRK-Kanal-Blocks durch 3 mM Cs+ von der Stärke der 

Einwärtsgleichrichtung bei -90mV Membranpotential 

In der linken Abbildung ist der relative GIRK-Kanal-Strom in Gegenwart von 3mM Cs+ unter stark (blau) 
und unter schwach (rot) einwärtsgleichrichtenden Bedingungen bei -90mV Membranpotential dargestellt. 
Die rechte Abbildung zeigt für jedes Experiment der linken Abbildung einzeln den relativen Block des 
GIRK-Kanals durch 3 mM Cs+ bei -90 mV Membranpotential in Abhängigkeit vom Einwärts-
gleichrichtungsquotienten Fir. Der GIRK-Kanal wurde durch Stimulation des α2A-Rezeptors mit 10 µM 
Noradrenalin (NA) aktiviert. Für schwach einwärtsgleichrichtende Bedingungen wurden zusätzlich Gβγ-
Dimere koexprimiert. Der GIRK-Kanal-Strom wurde anhand des Membranstroms bestimmt, der durch 
1 mM Ba2+ geblockt werden konnte (vgl. 2.4.2.). 
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Abbildung 11 zeigt die Membranpotentialabhängigkeit des relativen GIRK-Kanal-

Stroms in Gegenwart von 3 mM Cs+. Es wurde exemplarisch je eine Zelle mit schwach 

(Fir=0,20), stärker (Fir=0,14), und stark (Fir=0,10) einwärtsgleichrichtenden GIRK-

Kanälen ausgewertet.  

 
 

 
Abbildung 11: Abhängigkeit des relativen GIRK-Kanal-Stroms in Gegenwart von 3 mM Cs+ vom 

Membranpotential und von der Stärke der Einwärtsgleichrichtung 

Für drei Zellen mit verschiedenen Einwärtsgleichrichtungsquotienten aus den Experimenten von 
Abbildung 10 ist exemplarisch die Abhängigkeit des relativen GIRK-Kanal-Stroms in Gegenwart von 
3 mM Cs+ vom Membranpotential gezeigt. Der GIRK-Kanal wurde durch Stimulation des α2A-Rezeptors 
mit 10 µM Noradrenalin (NA) aktiviert. Für schwach einwärtsgleichrichtende Bedingungen wurden 
zusätzlich Gβγ-Dimere koexprimiert. Der GIRK-Kanal-Strom wurde anhand des Membranstroms 
bestimmt, der durch 1mM Ba2+ geblockt werden konnte (vgl. 2.4.2.). 
 

Die Membranpotentialabhängigkeit des relativen GIRK-Kanal-Stroms in Gegenwart 

von 3 mM Cs+ lässt sich mathematisch mit dem Woodhull-Modell (Formel 3) nähern.  

Das Woodhull-Modell wurde entwickelt, um den Kanalblock durch die reversible 

Bindung eines Ions, das den Kanal nicht passieren kann, im elektrischen Feld eines Na+-

Kanals zu beschreiben. Wenn das Membranpotential innerhalb der Zellmembran 

zwischen intra- und extrazellulärer Seite linear verläuft, repräsentiert δ die Tiefe der 

Bindungsstelle des blockierenden Ions relativ zur Dicke der Zellmembran (Woodhull, 

1973; Becker et al., 1996). 
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Formel 3: Stärke eines Ionenkanal-Stroms bei einem membranpotentialabhängigen, kompetitiven 

Block durch ein anderes Ion 

 

€ 

I(E)
I0(E)

=
1

1+ e
−zFδ (E−E50 )

RT
    

 
Der Parameter z bezeichnet die Valenz des Ions, δ die elektrische Distanz am Ort der Bindung, F die 
Faraday-Konstante, E das Membranpotential, E50 das Membranpotential, bei dem der Ionenkanal-Strom 
zu 50% blockiert ist, R die Rydberg-Konstante und T die absolute Temperatur. I(E) beschreibt den 
membranpotentialabhängigen Strom in Gegenwart eines blockierenden Ions, I0(E) den membranpotential-
abhängigen Strom ohne die Gegenwart dieses Ions. 
 

In Tabelle 4 sind δ und das Membranpotential E50, bei dem der GIRK-Kanal-Strom in 

Gegenwart von 3 mM Cs+ zu 50% blockiert wird, der drei exemplarischen Zellen aus 

Abbildung 11 nach Auswertung gemäß des Woodhull-Modells angegeben. δ war in 

allen Fällen größer als 1 (siehe 4.3.). E50 nahm mit zunehmender Stärke der 

Einwärtsgleichrichtung (sinkender Fir) positivere Werte an. Diese Ergebnisse 

unterstützen, dass Cs+-Ionen den GIRK-Kanal unter schwach einwärtsgleichrichtenden 

Bedingungen mit einer geringeren Affinität blockieren als unter stark 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen. 

 
Tabelle 4: Parameter des GIRK-Kanal-Blocks durch 3 mM Cs+ nach dem Woodhull-Modell in drei 

exemplarischen Zellen mit verschiedenen Einwärtsgleichrichtungsquotienten 

 

Einwärtsgleichrichtungs-
quotient Fir 

δ E50 

0,20 6,9 -93mV 

0,14 3,0 -79mV 

0,10 2,2 -30mV 

 

Zusammengefasst sind die Ergebnisse des Versuchs ein weiterer Hinweis dafür, dass 

unter schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen im GIRK-Kanal die 

Konformation von Strukturen nahe des Selektivitätsfilters verändert sein könnte. 
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4.  Diskussion 
 

4.1.  Die Abschwächung der Einwärtsgleichrichtung des GIRK-Kanals ist Folge 

der Bindung von Gβγ-Dimeren  

 

Die durchgeführten Untersuchungen zeigten, dass GIRK-Kanäle durch Bindung von 

Gβγ-Dimeren nicht nur aktiviert, sondern auch in ihren elektrophysiologischen Eigen-

schaften verändert werden können. Eine Abschwächung der Einwärtsgleichrichtung des 

GIRK-Kanals konnte sowohl physiologisch in Myozyten bei starker 

Rezeptoraktivierung als auch in HEK-293-Zellen unter heterologer Expression von 

GIRK-1, GIRK-4, Gβ1, Gγ2 und α2A-AR-Gαi1-Fusionsprotein bei starker 

Rezeptoraktivierung beobachtet werden. Die Ergebnisse der Untersuchungen sprechen 

dafür, dass die Bindung von Gβγ-Dimeren an den GIRK-Kanal die Abschwächung der 

Einwärtsgleichrichtung vermittelt. Ohne zusätzliche Koexpression von Gβγ-Dimeren 

zeigten heterolog exprimierte GIRK-Kanäle bei Aktivierung des Rezeptors durch 

Stimulation mit einem Agonist eine starke Einwärtsgleichrichtung. Nur bei zusätzlicher 

Koexpression von Gβγ-Dimeren wurde bei Rezeptoraktivierung die 

Einwärtsgleichrichtung von GIRK-Kanälen abgeschwächt. Die Abschwächung der 

Einwärtsgleichrichtung wurde größer, je größer das Verhältnis von transfizierter Menge 

an DNA für Gβγ-Dimer zu DNA für GIRK-Kanal war. 

Wieviele Gβγ-Dimere an den GIRK-Kanal binden müssen um diesen Effekt zu 

vermitteln, ließ sich experimentell in den vorliegenden Untersuchungen nicht klären. In 

einigen Experimenten konnten GIRK-Kanal-Ströme unter schwach einwärts-

gleichrichtenden Bedingungen bei -90 mV Membranpotential (also in Einwärtsrichtung) 

durch Rezeptoraktivierung nicht weiter gesteigert werden. Eine Zunahme der GIRK-

Kanal-Ströme durch Rezeptoraktivierung war in diesen Zellen nur bei 

Membranpotentialen positiv des Kalium-Gleichgewichtspotentials (also in 

Auswärtsrichtung) möglich. Diese Beobachtung zeigt, dass die Einwärtsgleichrichtung 

bei maximaler Aktivierung des GIRK-Kanals abgeschwächt wird; möglicherweise 

wenn vier Gβγ-Dimere an den GIRK-Kanal binden. Konventionelle Versuche wie z.B. 

eine Bestimmung der Gβγ-Expression und GIRK-Kanal Expression mittels Western-

Blot würden hier ebenfalls nicht weiterhelfen, da man zuerst zeigen müsste, dass sich 
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alle Zellen nach einer Transfektion bzgl. der Einwärtsgleichrichtung gleich verhalten 

und die Menge der exprimierten Proteine auch mit der Menge der gebundenen Proteine 

in einer bekannten Art korreliert. Allerdings könnten neue Methoden, die auf einem 

Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer zwischen fluoreszenzmarkiertem GIRK-Kanal 

und Gβγ-Dimer basieren eine genauere Analyse der Stöchiometrie erlauben.  

In der Literatur wurde eine lokale Veränderung des Kaliumgradienten an der 

Zellmembran bei starker Kalium-Kanal-Aktivität beschrieben (Bender et al., 2004). 

Könnte eine lokale Veränderung des Kaliumgradienten die Abschwächung der 

Einwärtsgleichrichtung erklären? Alle untersuchten Zellen wurden vor der Bestimmung 

von Strom-Spannungskennlinien oder Membranpotentialsprüngen auf -90 mV bzw. 

-120 mV Membranpotential geklemmt. Im Vergleich zu stark einwärtsgleichrichtenden 

Bedingungen könnte es unter schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen zu einer 

Zunahme des Kaliumgradienten und damit zu einem negativeren Kalium-

Gleichgewichtspotential kommen. Die beschriebene Zunahme des Kaliumgradienten 

stellt sich im Laufe von Sekunden ein (Bender et al., 2004). Nach einem 

Membranpotentialsprung auf +60 mV würde dann unter schwach einwärts-

gleichrichtenden Bedingungen eine höhere Triebkraft für den GIRK-Kanal-Strom 

bestehen. Direkt nach einem solchen Membranpotentialsprung könnte demnach unter 

schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen ein stärkerer GIRK-Kanal-Strom in 

Auswärtsrichtung fließen als unter stark einwärtsgleichrichtenden Bedingungen. Im 

Verlauf müsste der Kaliumgradient unter schwach einwärtsgleichrichtenden 

Bedingungen dann jedoch wieder abnehmen. Im Vergleich zu stark 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen sollte es also unter schwach 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen zu einem stärker ausgeprägten und kinetisch 

veränderten Rückgang des GIRK-Kanal-Stroms kommen. Dies wurde aber in den 

Untersuchungen nicht gefunden: die Kinetik und das Ausmaß des Rückganges waren 

unter beiden Bedingungen identisch. Darüber hinaus zeigten langsame und schnelle 

Spannungsrampen (vgl. 2.4.2.) unter beiden Bedingungen die gleiche Strom-

Spannungskennlinie, ohne dass sich eine Veränderung des Kalium-Gleich-

gewichtspotentials zeigte, wie sie bei schnellen Spannungsrampen unter schwach 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen beobachtbar hätte sein sollen. Daher scheint eine 
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lokale Abnahme des Kaliumgradienten als wesentliche Ursache der abgeschwächten 

Einwärtsgleichrichtung unwahrscheinlich. 

Physiologisch sind einwärtsgleichrichtende Kalium-Kanäle für die Stabilisierung des 

Ruhemembranpotentials bedeutend. Das Ruhemembranpotential liegt unter 

physiologischen Bedingungen leicht positiv des Kalium-Gleichgewichtspotentials. K+-

Ionen fließen daher durch den GIRK-Kanal unter physiologischen Bedingungen in 

Auswärtsrichtung. Eine Zunahme der Auswärtsleitfähigkeit des GIRK-Kanals (wie bei 

Abschwächung der Einwärtsgleichrichtung der Fall) kann demnach einen bedeutenden 

Einfluss auf die Generierung von Aktionspotentialen oder Schrittmacherpotentialen 

haben. Die erhöhte Kalium-Leitfähigkeit hätte einen hyperpolarisierenden Einfluß auf 

die Zelle und würde dadurch eine Depolarisation der Zellmembran erschweren oder 

sogar verhindern. Um ein Aktionspotential auszulösen, müssten die Ströme 

depolarisierender Ionenkanäle in Gegenwart von schwach einwärtsgleichrichtenden 

GIRK-Kanälen möglicherweise höher sein, als es die Expression depolarisierender 

Ionenkanäle erlauben würde. An den Schrittmacherzellen des Atriums könnte es daher 

durch eine Abschwächung der Einwärtsgleichrichtung von GIRK-Kanälen zu einem 

Erliegen der Schrittmacherfunktion kommen. Es scheint sehr wahrscheinlich, dass die 

Konzentration von Acetylcholin im synaptischen Spalt in vivo hoch genug sein könnte 

um eine Abschwächung der Einwärtsgleichrichtung atrialer GIRK-Kanäle zu erreichen 

(Campbell et al., 1989). Eine abgeschwächte Einwärtsgleichrichtung von GIRK-

Kanälen durch eine hohe Acetylcholin Konzentration im synaptischen Spalt könnte 

daher einen möglichen molekularen Mechanismus des durch den N. Vagus bedingten, 

reversiblen Sinus-Arrest darstellen.  

 

 

4.2.  Der GIRK-Kanal-Block durch Polyamine und Mg2+-Ionen ist unter 

schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen nicht verändert 

 

Die Literatur beschreibt als wesentlichen molekularen Mechanismus der Einwärts-

gleichrichtung einen Block des GIRK-Kanals durch intrazelluläre Polyamine und Mg2+-

Ionen bei Membranpotentialen positiv des Kalium-Gleichgewichtspotentials (Shyng et 

al., 1996; Yamada et al., 1998; Lancaster et al., 2000). Unter schwach 
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einwärtsgleichrichtenden Bedingungen wurde in den Untersuchungen keine 

Verringerung der Affinität, mit der intrazelluläre Polyamine und Mg2+-Ionen den 

GIRK-Kanal blockieren, gefunden. Die Kinetik, mit der Polyamine den GIRK-Kanal 

bei Membranpotentialsprüngen blockieren, war nicht verändert; eine Erhöhung der 

intrazellulären Mg2+-Konzentration um den Faktor 20 erzeugte keine Stärkung der 

Einwärtsgleichrichtung, was bei einer verringerten Bindungsaffinität von Mg2+-Ionen 

erwartet worden wäre.  

Neuere Ergebnisse zeigen bei GIRK- und Kir2.1-Kanälen einen Zusammenhang 

zwischen Stärke der Einwärtsgleichrichtung und Permeation des Polyamins Spermin 

durch den Kanal (Makary et al., 2005). Könnte eine erhöhte Spermin-Permeation 

Ursache der Schwächung der Einwärtsgleichrichtung sein? Zwei Befunde sprechen 

gegen diese Möglichkeit. Zum einen scheint eine verstärkte Permeation von Polyaminen 

nur bei einer gleichzeitig verringerten Affinität der Polyamine für die Blockade des 

GIRK-Kanals möglich; dies konnte nicht beobachtet werden. Zum anderen würde eine 

verstärkte Permeation von Polyaminen, insbesondere bei Membranpotentialen positiv 

des Kalium-Gleichgewichtspotentials, zu einem intrazellulären Verlust von Polyaminen 

führen. GIRK-Kanal-Auswärtsströme unter schwach einwärtsgleichrichtenden 

Bedingungen sollten demnach, aufgrund einer abnehmenden intrazellulären Spermin-

Konzentration, mit der Zeit größer werden; die Einwärtsgleichrichtung sollte dann 

irreversibel schwach einwärtsgleichrichtend werden. In den Untersuchungen gab es 

hierfür keinen Anhaltspunkt: die Einwärtsgleichrichtung war unter Stimulation mit 

Agonist nur reversibel abgeschwächt. Es erscheint unwahrscheinlich, dass eine Zelle 

einen solchen Verlust von Polyaminen innerhalb sehr kurzer Zeit durch eine neue 

Synthese von Polyaminen ausgleichen kann.   

 

 

4.3.  GIRK-Kanäle werden durch Ba2+- und Cs+-Ionen unter schwach 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen mit geringerer Affinität blockiert 

  

Im Gegensatz zur Bindungsaffinität von Polyaminen und Mg2+-Ionen war die Affinität, 

mit der Ba2+- und Cs+-Ionen den GIRK-Kanal blockieren unter schwach 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen reduziert. Der Hill-Koeffizient für die 
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Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Ba2+-Blocks betrug unter schwach einwärts-

gleichrichtenden Bedingungen 2,0 und unter stark einwärtsgleichrichtenden 

Bedingungen 1,1. Nach der gängigen Interpretation des Hill-Koeffizienten könnte 

dieses Ergebnis dafür sprechen, dass unter schwach einwärtsgleichrichtenden 

Bedingungen die Bindung eines Ba2+-Ions im Kanal die Bindung eines zweiten Ba2+-

Ions begünstigt, also eine Kooperativität vorliegt. Unter stark einwärtsgleichrichtenden 

Bedingungen hingegen könnte der GIRK-Kanal eine Konformation annehmen, die die 

zweite Bindungsstelle für Ba2+-Ionen unzugänglich macht oder aufhebt. 

Im Woodhull-Modell für den Cs+-Block zeigte sich ein δ von über 1. Für dieses 

Ergebnis gibt es keine sinnvolle physikalische Erklärung. Es suggeriert für die Bindung 

eines Cs+-Ions einen Ort innerhalb des GIRK-Kanals, an dem das elektrische Feld 

stärker als das bestehende Membranpotential der Zelle ist. Zwar könnten lokale 

Ungleichverteilungen des elektrischen Feldes innerhalb von Transmembran-Proteinen 

vorkommen (Hille, 2001), jedoch können diese aus Gründen der Energieerhaltung kein 

δ > 1 erklären. Somit trifft das einfache Bindungsmodell, wie es von Woodhull für den 

reversiblen Block von Na+-Kanälen durch Ionen angenommen wurde, nicht auf den 

Mechanismus des Cs+-Blocks im GIRK-Kanal zu.  

Ein Erklärungsversuch für das Ergebnis könnte sein, dass mehrere Bindungsstellen für 

Cs+-Ionen im GIRK-Kanal vorliegen und daher mehrere Cs+-Ionen gleichzeitig den 

Kanal blockieren können. Man könnte dem entsprechend im Woodhull-Modell statt 

einer Valenz von 1 (wie es für den Block des Kanals durch ein einzelnes Cs+-Ion gelten 

würde) eine Valenz größer 1 annehmen. δ würde dann gemäß der Formel des 

Woodhull-Modells kleiner als 1 werden. Das größere δ unter schwach einwärts-

gleichrichtenden Bedingungen könnte entweder durch eine Verlagerung des 

Bindungsorts tiefer in das elektrischen Feld des Kanals oder auch durch eine 

Permeation von Cs+-Ionen durch den Kanal erklärt werden. Jedoch konnten aktuelle 

Untersuchungen bei Aminosäuremutationen in der Nähe des GIRK-Kanal-

Selektivitätsfilters, die den Kanal schwach einwärtsgleichrichtend machen, für Cs+-

Ionen keine erhöhte Permeation beobachten (Makary et al., 2006).  

Unter schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen zeigen GIRK-Kanäle eine 

Analogie zu physiologisch schwach einwärtsgleichrichtenden Kalium-Kanälen: Ba2+-

Ionen und Cs+-Ionen blockieren auch physiologisch schwach einwärtsgleichrichtende 
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Kalium-Kanäle mit einer geringeren Affinität (Zhou et al., 1996; Nichols et al., 1997; 

Lancaster et al., 2000).  

 

 

4.4.  Bindung von Gβγ-Dimeren induziert vermutlich eine Konformations-

änderung nahe des Selektivitätsfilters des GIRK-Kanals 

 

Wie kann erklärt werden, dass Gβγ-Dimere durch Bindung an den intrazellulären C-

Terminus des GIRK-Kanals eine Konformationsänderung des Kanals bewirken, durch 

die der Kanal elektrophysiologische Eigenschaften verliert, die typisch für 

physiologisch stark einwärtsgleichrichtende Kalium-Kanäle sind, und 

elektrophysiologische Eigenschaften annimmt, die typisch für physiologisch schwach 

einwärtsgleichrichtende Kalium-Kanäle sind? Ein kompetitiver Effekt zwischen Gβγ-

Dimeren und den Kationen, die den GIRK-Kanal blockieren können, ist sehr 

unwahrscheinlich. Da Gβγ-Dimere ein Molekulargewicht von ca. 41 kD haben und 

dementsprechend groß sind (Gilman, 1987), können sie kaum in den Kanal eindringen 

und eine der bekannten Bindungsstellen von Ba2+-, Cs+-, Mg2+-Ionen und Polyaminen 

im Inneren des Kanals besetzen oder sterisch behindern.  

Es ist wahrscheinlicher, dass die Bindung von Gβγ-Dimeren die Einwärtsgleichrichtung 

abschwächt, indem sie die Konformation des GIRK-Kanals verändert. Daten von Jan 

und Mitarbeitern (Yi et al., 2001) schlagen vor, dass die Aktivierung von GIRK-

Kanälen durch eine Rotation der TM2-Helix der GIRK-Kanal-Untereinheiten bei 

Bindung von Gβγ-Dimeren vermittelt wird. Aufgrund der Größe von Gβγ-Dimeren 

wäre es auch möglich, dass sich an den Kanal gebundene Gβγ-Dimere räumlich 

gegenseitig beeinflussen und dadurch den Kanal Scherkräften aussetzen. Eine 

Regulierung der Kanalaktivität über mechanische Faktoren ist für andere Kalium-

Kanäle beschrieben worden (Ivanova-Nikolova et al., 1997); eine Beeinflussung der 

Funktion von GIRK-Kanälen über mechanische Faktoren könnte ebenfalls möglich 

sein.  

An welchen Stellen des GIRK-Kanals könnten diese beiden Mechanismen zu 

Veränderungen der Konformation führen, die die Einwärtsgleichrichtung beeinflussen? 

Zentrales Ergebnis der Untersuchung der Bindungsaffinitäten von Polyaminen, Mg2+-, 
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Ba2+- und Cs+-Ionen war, dass nur die Affinitäten von Ba2+- und Cs+-Ionen unter 

schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen verringert waren. Beides sind Ionen, 

die nahe des Selektivitätsfilters an den GIRK-Kanal binden und diesen blockieren 

können. Dies legt nahe, dass unter schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen 

Strukturbereiche nahe des Selektivitätsfilters verändert sind. Diese Beobachtung lässt 

sich mit den postulierten GIRK-Kanal-Aktivierungs-Mechanismen und der 

hypothetischen Struktur des GIRK-Kanals (siehe 1.2.3.) vereinbaren. Dort, wo sich alle 

vier Untereinheiten räumlich besonders nahe stehen (z.B. in der Nähe des 

Selektivitätsfilters), ist für eine korrekte physiologische Funktion (wie z.B. am 

Selektivitätsfilter für die Substitution der Hydrathülle von K+-Ionen) ein genau 

abgestimmtes Zusammenspiel aller vier Untereinheiten notwendig. Konformations-

änderungen in diesen Bereichen würden daher vermutlich eine besonders starke 

funktionale Konsequenz haben. Wenn also mehrere Untereinheiten bei Bindung von 

Gβγ-Dimeren nur eine geringe Konformationsänderung zeigen, könnte dies in der 

Summe eine große funktionale Veränderung bewirken.   

 

 

4.5.  Ein Modell für das gating des GIRK-Kanals 

 

Wenn nun die Strukturbereiche des GIRK-Kanals, an denen sich alle vier 

Untereinheiten räumlich sehr nahe stehen, an der Entstehung der 

Einwärtsgleichrichtung beteiligt wären (z.B. durch ein membranpotentialabhängiges 

gating), dann könnten die in 4.4. diskutierten Mechanismen auch zu einer 

Abschwächung der Einwärtsgleichrichtung des GIRK-Kanals unter schwach 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen führen. Strukturen nahe des Selektivitätsfilters 

oder der Selektivitätsfilter selber könnten demnach in ein membranpotentialabhängiges 

gating des GIRK-Kanals involviert sein. 

Neuere Ergebnisse unterstützen diese Vermutung. Der Selektivitätsfilter von Ksc-

Kalium-Kanälen wurde sowohl in einer für Kalium leitenden als auch in einer für 

Kalium nicht leitenden Konformation gefunden (Berneche et al., 2005; Cordero-

Morales et al., 2006). Makary et al. konnten einen Teil der Ergebnisse der vorliegenden 

Untersuchungen durch Mutationen von Aminosäuren des GIRK-Kanal an der Basis des 
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Selektivitätsfilters (A142V in GIRK-1 und T148V in GIRK-4 bzw. S166L in GIRK-1 

und A172L in GIRK-4) replizieren (Makary et al., 2006): es konnte eine signifikante 

Korrelation zwischen EC50 für Cs+-Block, Rb+- und Spermin-Permeation, 

Einwärtsgleichrichtungsstärke und Agonist-abhängiger Aktivierung gefunden werden. 

Einen Überblick über die räumliche Struktur der Aminosäurereste gibt modellhaft 

Abbildung 12. 

Es ist bemerkenswert, dass die alleinige Mutation von Aminosäuren der GIRK-1-

Untereinheit keinen Effekt auf die elektrophysiologischen Eigenschaften des Kanals 

zeigte. Hingegen zeigte die alleinige Mutation entsprechender Aminosäuren der 

GIRK-4-Untereinheit den gleichen Effekt, wie Mutationen an allen Untereinheiten des 

Kanals zusammen. Möglicherweise kommt daher der GIRK-4-Untereinheit eine 

besondere Rolle in der Abschwächung der Einwärtsgleichrichtung unter schwach 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen zu. Dies könnte in weiteren Experimenten 

untersucht werden. 

 

 
Abbildung 12: Räumliche Anordnung von Aminosäuren an GIRK-1 (Kir3.1) und GIRK-4 (Kir3.4) 

an der Basis des Selektivitätsfilter, deren Mutation die Einwärtsgleichrichtung und den Block 

durch Cs+-Ionen abschwächen 
Die Mutation von A142V (GIRK-1) und T148V (GIRK-4) bzw. S166L (GIRK-1) und A172L (GIRK-4) 
schwächen den Block durch Cs+-Ionen. Die Mutation von E139Q (GIRK-1) schwächt die 
Einwärtsgleichrichtung bei gleichzeitiger Mutation von T148A (GIRK-4). (A) zeigt die Ansicht von 
seitlich, (B) von oben auf den Kanal (Makary et al., 2006). 
 

Zusammenfassend scheint es, dass der GIRK-Kanal mindestens zwei gating-

Mechanismen besitzt. Ein gate zeigt dabei ein membranpotentialabhängiges 
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Schaltverhalten. Im Sinne einer „intrinsischen“ Einwärtsgleichrichtung kommt es bei 

einem Membranpotential positiv des Kalium-Gleichgewichtspotentials zu einer 

Verringerung der Offenwahrscheinlichkeit des GIRK-Kanals. In Abwesenheit aller den 

GIRK-Kanal physiologisch blockierenden intrazellulären Kationen würden GIRK-

Kanäle somit einen Abfall der Offenwahrscheinlichkeit bei depolarisierenden 

Membranpotentialen zeigen. Unter Polyamin- und Mg2+-freien Bedingungen wurde in 

Excised-Patch-Clamp-Experimenten ein Rückgang der GIRK-Kanal-Leitfähigkeit bei 

stark positiven Membranpotentialen gefunden, der das membranpotentialabhängige gate 

repräsentieren könnte (Yamada et al., 1995). Da die Bindungsaffinität von Cs+- und 

Ba2+-Ionen, die nahe des Selektivitätsfilters an den GIRK-Kanal binden, unter schwach 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen reduziert war, könnte man schließen, dass sich 

dieses membranpotentialabhängige gate nahe des Selektivitätsfilters befindet. 

Die Bindung von Gβγ-Dimeren an den GIRK-Kanal würde dann einen zweiten gating-

Mechanismus repräsentieren, der nicht nur die Öffnungswahrscheinlichkeit des Kanals 

steigert, sondern möglicherweise auch das membranpotentialabhängige gate des GIRK-

Kanals moduliert: je mehr Gβγ-Dimere an den Kanal binden, desto stärker wird der 

GIRK-Kanal in der Nähe des Selektivitätsfilters räumlich so verändert, dass ein stärker 

depolarisiertes Membranpotential zum Verschluss des membranpotentialabhängigen 

gates notwendig ist.  

 

 

4.6.  Ausblick - Änderung des gating-Schaltverhaltens von GIRK-Kanälen unter 

schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen 

 

In weiteren Versuchen könnte in Cell-Attached-Patch-Clamp Experimenten geprüft 

werden, wie sich ein einzelner GIRK-Kanal abhängig vom Membranpotential in 

Auswärts- und Einwärtsrichtung unter stark und unter schwach einwärts-

gleichrichtenden Bedingungen verhält. Derartige Untersuchungen sind bisher nicht 

durchgeführt worden. 

Die Ergebnisse in der Literatur beschreiben das Einzelkanalverhalten von GIRK-

Kanälen so, dass GIRK-Kanäle zumeist in einem inaktiven Zustand verharren und aus 

diesem in einen aktiven Zustand (auch „burst“ genannt) übergehen können (Ivanova-
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Nikolova, 1997). Im burst wechseln GIRK-Kanäle rasch zwischen den 

Funktionszuständen offen und geschlossen. Betrachtet man die Wahrscheinlich-

keitsverteilung der Offenzeiten im burst, zeigen sich bei bestimmten Offenzeiten 

Maxima. Die Zeiten dieser Maxima werden durch eine Aktivierung des Kanals nicht 

verändert, es werden lediglich die länger dauernden Offenzeiten mit größerer 

Wahrscheinlichkeit eingenommen. Diese Maxima werden daher als Konformationen 

des GIRK-Kanals interpretiert, denen eine Bindung von Gβγ-Dimeren zugrunde liegt 

(Ivanonva-Nikolova, 1998).  

Als Weiterführung der vorliegenden Untersuchungen könnte geprüft werden, ob die 

Häufigkeit bzw. die Dauer des bursts unter stark und unter schwach 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen vom Membranpotential abhängig ist. 

Darüberhinaus könnte untersucht werden, ob unter schwach einwärtsgleichrichtenden 

Bedingungen im burst eine Veränderung der Wahrscheinlichkeitsverteilung der 

Offenzeiten vorliegt.  

Falls sich unter schwach einwärtsgleichrichtenden Bedingungen in der Wahrscheinlich-

keitsverteilung der Offenzeiten findet, dass das Maximum mit den längsten Offenzeiten 

das Größte ist, würde dies für eine Bindung von vier Gβγ-Dimeren an den GIRK-Kanal 

sprechen. Wenn entweder die Häufigkeit des bursts oder die Dauer des bursts bei 

Membranpotentialen positiv vom Kalium-Gleichgewichtspotential verringert ist, könnte 

dies das postulierte membranpotentialabhängige gating von Strukturen nahe des 

Selektivitätsfilters des GIRK-Kanals repräsentieren.  
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5. Zusammenfassung 
 

G-Protein-gekoppelte einwärtsgleichrichtende Kalium-Kanäle sind durch zwei 

Eigenschaften gekennzeichnet: (I) Die Leitfähigkeit für K+-Ionen ist positiv des 

Kalium-Gleichgewichtspotentials reduziert (einwärtsgleichrichtend) und (II) die Kanal-

Aktivität wird durch Bindung von Gβγ-Dimere heterotrimerer G-Proteine reguliert (G-

Protein gekoppelt). In der Literatur wurde die Aktivierung von GIRK-Kanälen als eine 

Zunahme ihrer Offenwahrscheinlichkeit unabhängig vom Membranpotential 

beschrieben. Die vorliegenden Untersuchungen zeigten, dass es bei starker Aktivierung 

des GIRK-Kanals durch Gβγ-Dimere auch zu einer Abschwächung der 

Einwärtsgleichrichtung kommt. 

Im heterologen Expressionssystem konnte bei Rezeptor-Stimulation mit Agonist die 

Einwärtsgleichrichtung von GIRK-Kanälen abhängig von der Stärke der Koexpression 

von Gβγ-Dimeren geschwächt werden. Dieser Effekt entstand nicht durch eine 

Veränderung der Affinität, mit der Polyamine und Mg2+-Ionen den GIRK-Kanal 

membranpotentialabhängig blockieren. Die Kinetik, mit der Polyamine den GIRK-

Kanal blockieren, war nicht verändert; eine Erhöhung der intrazellulären Mg2+-

Konzentration um den Faktor 20 konnte eine Abschwächung der Einwärts-

gleichrichtung nicht mindern. Es wurde vermutet, dass eine Änderung der 

Konformation von Strukturen nahe des Selektivitätsfilters die Abschwächung der 

Einwärtsgleichrichtung verursacht. Gestützt wurde diese Vermutung zum einen 

dadurch, dass Ba2+- und Cs+-Ionen, die von extrazellulärer Seite her den Kanal an 

Strukturen nahe des Selektivitätsfilters blockieren können, unter schwach 

einwärtsgleichrichtenden Bedingungen eine geringere Bindungsaffinität hatten und zum 

anderen dadurch, dass das relative Ausmaß des GIRK-Kanal-Blocks durch Cs+-Ionen 

mit der Stärke der Einwärtsgleichrichtung korrelierte. 

Die vorliegenden Untersuchungen sind ein erster Hinweis darauf, dass Strukturen nahe 

des Selektivitätsfilters des GIRK-Kanals, oder sogar der Selektivitätsfilter selbst, nicht 

nur die Ionenselektivität bestimmen, sondern auch eine membranpotentialabhängige 

gating-Funktion ausüben.  
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7. Abkürzungsverzeichnis 
 
 
α2A-AR α2A-adrenerger Rezeptor 

ACh  Acetylcholin 

ATP  Adenosin-5’-triphosphat 

cAMP Adenosin-3’,5’-monophosphat 

cGMP Guanosin-3’,5’-monophosphat 

DMEM Englisch: dulbecco’s modified eagle medium 

DNA  Englisch: deoxyribonucleic acid 

EDTA Englisch: ethylene diamine tetraacetic acid 

EGTA Englisch: ethylene glycol tetraacetic acid, auch Ethylenglykol-

bis(aminoethylether)-N,N'-tetraessigsäure) 

GABA γ-Aminobuttersäure 

GDP  Guanosin-5’-diphosphat 

GIRK Englisch: G protein coupled inwardly rectifying K+  

GTP  Guanosin-5’-triphosphat  

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

IRES  Englisch: internal ribosomal entry site 

LB  Englisch: lysogeny broth 

NA  Noradrenalin 

NMDA N-methyl-D-aspartat Säure 

PIP2  Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

PKA  Proteinkinase A 

PKC  Proteinkinase C 

PLC  Phospholipase C 

PP2A Phosphoprotein Phosphatase 2A 

RGS  Englisch: regulators of G protein signaling 

Tris  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, auch 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-

propan-1,3-diol 

TM  Transmembrandomäne 
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