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Abkurzungen und Symbole

A Deletion

ATP Adenosin-5’-triphosphat

BAPTA 1,2-bis(2-Aminophenoxy)ethan-N,N,N’,N’-tetraessigsaure

cDNA komplementare Desoxyribonukleinsaure

cRNA komplementare Ribonukleinsaure

d Tag

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMPC Dimyristoylphosphatidylcholin

DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

EC\ Effektiv-Konzentration (x% des maximalen Effektes)

EEG Elektroenzephalografie

GABA y-aminobutyric acid, y-Aminobuttersaure

HEPES Hydroxymethyl-aminomethan-N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethan-
sulfonat

MOPS (4-(N-Morpholino)propan)sulfonsaure

cRNA messenger-RNA

NaAc Natrium-Acetat

p Irrtumswahrscheinlichkeit

pPA Picoampére

pO./ pCO: Partialdruck von Sauerstoff/Kohlendioxid

PCR Polymerasekettenreaktion

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

rpm rounds per minute

SD Standardabweichung

Tris Tris/Hydroxymethyl)aminomethan

U Enzymeinheit

U/min Umdrehungen pro Minute

Vol Volumen

ZNS Zentrales Nervensystem



Die Abklrzung der Aminosauren erfolgt im Einbuchstabencode.

Grundsatzlich werden die international Ublichen Abkurzungen der Sl-Einheiten

verwendet.

Alle weiteren Abkurzungen werden im Text erklart.
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1 Einleitung

1.1 Inhalationsanasthetika

Anasthetika sind Medikamente, die dazu verwendet werden, das Bewusstsein kurz-,
mittel- oder langfristig auszuschalten. Entsprechend der Applikationsform
unterscheidet man Injektionsanasthetika, verwendet zur intravendsen
Narkoseeinleitung, zur Kurznarkose oder fiur die sog. Neuroleptanasthesie, von der
Gruppe der Inhalationsanasthetika.

Diese Pharmaka werden mittels spezieller Verdampfer tber die Atemluft verabreicht
und liegen deshalb bei Raumtemperatur vollig (Gase) oder teilweise (Fllssigkeiten
mit einem hohen Sattigungsdampfdruck) in gasféormigem Aggregatzustand vor. Sie
gelangen Uber die Lungenblaschen (Alveolen) ins Blut und von dort unter anderem

ins zentrale Nervensystem, ihrem eigentlichen Wirkort.

1.1.1 Wirkstoffe
Die Inhalationsanasthetika lassen sich grob in drei Gruppen untergliedern (Forth et
al, 1996, S. 232 , Kretz et al., 2000, S. 79-93). Ihnen gemeinsam ist neben einem
ahnlichen Wirkungsprofil (s.u.) eine deutliche Lipophilie. Diese fur die Wirkung eines
Inhalationsanasthetikums entscheidende Eigenschaft beruht auf der
charakteristischen chemischen Struktur dieser Substanzen. Im Vergleich werden die
Gemeinsamkeiten in Struktur und GroRe deutlich: kleine, standige Dipole, keine
Aromaten und fehlende starke Wasserstoffbriickenbindung-Akzeptoren bzw.
-donoren (Eckenhoff, 2001) (s. Abb. 1.1).

Halogenierte Ether
Dazu gehoren neben dem Diethylether, das nur noch historische Bedeutung hat, die
in den 70er und 80er Jahren im Handel eingefihrten Substanzen Enfluran, Isofluran,

Sevofluran und Desfluran.

Halogenierte Kohlenwasserstoffe
Einzige in der Klinik relevante Substanz dieser Klasse ist das Halothan (2-Bromo-2-

chloro-1,1,1-trifluorethan) mit sehr guter narkotischer, aber kaum analgetischer
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Wirkung. Chloroform wird aufgrund seiner ausgepragten nephro- und

hepatotoxischen Nebenwirkungen in der Klinik nicht mehr verwendet und besitzt nur
noch theoretische bzw. toxikologische Bedeutung.

Anorganische Gase

Stickoxydul (N,O, Lachgas), besitzt eine ausgesprochen gute analgetische, aber
kaum hypnotische Wirkung. Es wird in der Regel bei Inhalationsnarkosen dem
Sauerstoff im Inspirationsgemisch beigefugt. Das Edelgas Xenon kann aufgrund

seiner narkotischen und analgetischen Eigenschaften ebenfalls zur Narkose
verwendet werden.
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Abb. 1.1: Strukturformel ausgewahlter Inhalationsanésthetika (Eckenhoff, R.G, 2001).

1.1.2 Wirkungen und Nebenwirkungen der Inhalationsnarkose am Beispiel
von Halothan

Entsprechend der klinischen Definition ist eine Narkose das Fehlen einer
Muskelreaktion auf einen Schmerzreiz (American Board of Anesthesiology, 1998).
Dieser als Bewusstlosigkeit bezeichnete Zustand resultiert aus der immobilisierenden,
hypnotischen und amnestischen Wirkung von Anasthetika wie Halothan.

Nach seiner Entwicklung in den 50er Jahren war Halothan lange Zeit das am
haufigsten eingesetzte Narkosemittel. Aufgrund der aufwandigeren Handhabung der
chemisch relativ instabilen Substanz, vor allem aber wegen des unguinstigeren
Nebenwirkungsprofils (s.u.) und der langeren An- bzw. Abflutungszeiten wird
Halothan seit EinfUhrung der neueren halogenierten Ether im Klinikalltag kaum noch

verwendet.

Halothan |6st reversibel eine Ausschaltung des Bewusstseins, eine Dampfung
vegetativer Reflexe und die Ausschaltung der Willkirmotorik aus. Das sog.
Toleranzstadium, d.h. die vollige Bewusstlosigkeit, in der operative Eingriffe
durchgefuhrt werden kénnen, wird nach wenigen Minuten erreicht. Die analgetische
Wirkung von Halothan ist, wie bei den anderen Inhalationsanasthetika auch, sehr
gering.

Bei Verwendung von Inhalationsanasthetika wie Halothan muss v.a. mit
kardiovaskularen und respiratorischen Nebenwirkungen gerechnet werden. Halothan
setzt die Sensitivitat des Atemzentrums der Medulla oblongata herab. Das
Atemminutenvolumen sinkt, sodass der Patient wahrend der Narkose maschinell

beatmet werden muss. Ein Vorteil des Halothans gegenuber den anderen
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Substanzen ist seine bronchodilatatorische Wirkung. Der Einsatz bei Patienten mit

Asthma oder anderen obstruktiven Atemwegserkrankungen bietet sich daher an.

Der haufig beobachtete dosisabhangige Blutdruckabfall, mit dem Risiko eines
Kreislaufversagens bereits bei narkotischer Dosis, ist im Fall von Halothan v.a. Folge
seiner kardiodepressiven Wirkung: Halothan wirkt am Herzen Uber eine verlangerte
Offnungszeit der Ca"*-Kanéle des sarkoplasmatischen Retikulums negativ inotrop
und steigert aullerdem den zentralen Parasympathikotonus. Zusatzlich kommt es zu
einer direkten Relaxation der Muskulatur peripherer Gefalle und zur Senkung des
zentralen Sympathotonus. Da die Empfindlichkeit des Myokards gegentber
Katecholaminen zunimmt, kommt es unter Halothan relativ haufig zu

Herzrhythmusstorungen.

Im Gegensatz zu den anderen Inhalationsanasthetika verursacht Halothan nur
geringe Veranderungen der im EEG ableitbaren elektrischen Aktivitat des ZNS. Die

zerebrale Perfusion und der intrakranielle Druck werden nicht beeinflusst.

Die sog. maligne Hyperthermie, eine gefurchtete und in 30 % der betroffenen Falle
todlich endende Nebenwirkung der Inhalationsanasthetika, ist bei Anwendung von
Halothan, ebenso wie bei den anderen Substanzen dieser Klasse, sehr selten
(1:50.000). Bei Patienten mit einer genetisch bedingten Ca™-Transportstorung im
Sarkoplasma kommt es nach Verabreichung von Inhalationsanasthetika oder
Muskelrelaxantien zu einer exzessiven Freisetzung von Ca""-lonen. Die Folgen sind
Kontraktion der Skelettmuskulatur, Temperaturanstieg bis > 43 °C, Azidose und

Hyperkaliamie.

V.a. wegen seiner lebertoxischen Nebenwirkung wird Halothan kaum noch
verwendet. In 1:10.000 Fallen kommt es durch den vor allem unter hypoxischen
Bedingungen gebildeten reaktiven Halothan-Metaboliten Carben, moglicherweise
aber auch allergisch bedingt, zu Leberfunktionsstérungen mit lkterus und

Leberzellnekrose mit u.U. tédlichem Ausgang.

Eine Verminderung von Insulinsekretion und -sensitivitat, eine Beeintrachtigung der
Thrombozytenfunktion sowie eine Verminderung der zellularen Immunitat aufgrund
einer Funktionseinschrankung der neutrophilen Granulozyten werden auf3erdem
diskutiert. Ein gentoxischer Effekt wurde den Inhalationsanasthetika nachgewiesen,
spielt aber in der Klinik bei sachgemalier Anwendung dieser Substanzen keine
Rolle.
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1.1.3 Theorien zur Wirkungsvermittiung

Auch Uber 150 Jahre nach Durchfihrung der ersten erfolgreichen Vollnarkose ist
unbekannt, welche Mechanismen der Wirkung der Inhalationsanasthetika zugrunde

liegen.

Overton und Mayer zeigten zu Beginn des 20. Jahrhunderts eine starke direkte
Korrelation zwischen der Lipophilie eines Inhalationsanasthetikums und seiner
pharmakologischen Potenz. Die Aufmerksamkeit richtet sich seither v.a. auf die
Lipidmembran von Nervenzellen und die darin integrierten Strukturen (Franks N.P.
et al., 1994).

Die steil ansteigende Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der
Inhalationsanasthetika mit ihrem in allen untersuchten Populationen
hochkonservierten Verlauf (Abb. 1.2) spricht gegen ein einzelnes molekulares
Korrelat dieser Wirkung. Bei Beteiligung eines einzigen Rezeptors ware aufgrund
von Rezeptorpolymorphismen und anderen Variabilitionen eine wesentlich flachere
Kurve zu erwarten, die in verschiedenen Populationen unterschiedlich verlauft. Der
klinische ECs, (Effektiv-Konzentration, 50% des maximalen Effektes) liegt mit
Werten im mM-Bereich 10%-10° fach tiber dem ECs, von Wirkstoffen, die
bekanntermalen Uber einen einzelnen Rezeptor wirken (Eckenhoff, R.G., 2001;
Franks N.P. et al. 1994; Johansson, 1998).

In Bindungsanalysen in ZNS-Gewebe zeigte sich kein rezeptorspezifisches
Verteilungsmuster, Inhalationsanasthetika binden hier ubiquitar bevorzugt in
Bereichen hoher synaptischer Dichte (Eckenhoff M.F. et al., 1998). Vermutlich
existieren unterschiedliche selektive Zielstrukturen, die in den einzelnen
Kompartimenten Uber verschiedene Signalwege letztlich zu ein und dem selben
Effekt fuhren: der Narkose (Eckenhoff R.G., 2001, Mashour et al., 2005).
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Abb. 1.2: Dosis-Wirkungs-Beziehung einer in vivo Narkose (A) und typischer
Aktivierungsverlauf eines einzelnen Rezeptors in vitro (B) (Eckenhoff, R.G., 2001).
Verglichen mit der Kurve der Rezeptoraktivierung (Hill-Koeffizient = 1) zeigt die Dosis-Wirkungs-
Beziehung der Narkose einen sehr steilen Verlauf (Hill-Koeffizient = 20). Selbst hoch-affine
Enzyme oder Rezeptoren zeigen bei ihrer Liganden-Bindung selten Hill-Koeffizienten gréRer als 3.

Die moderne Lipidtheorie kombiniert die Vorstellung einer selektiven Bindung mit der
von Overton und Mayer postulierten Theorie einer globalen Dampfung des ZNS
durch unspezifische Einlagerung der Wirkstoffe in Lipidmembranen. Sie beruht im
Wesentlichen auf neueren Erkenntnissen tber die Komplexizitat der
Lipidmembranen und deren Einfluss auf die Konformation und die Funktion der darin
eingebetteten Proteine (Mashour et al., 2005). Die Anasthetika-Molekule lagern sich
bevorzugt in den amphiphilen Bereichen der Lipidmembran ein (Koubi et al., 2001;
Tang et al., 2002). Sie verschieben dort nicht nur mechanisch das Druckprofil
innerhalb der Membran und verandern deren Flieeigenschaften, sondern
beeinflussen auch die Ausrichtung der dipolaren Lipide und damit das elektrische
Profil der Membranoberflache (Cantor, 2001). Effekte auf die Funktion von
Membranproteinen und damit auch auf das Verhalten von lonenkanalen kdnnen so
erklart werden (Cantor, 2001; Koubi et al., 2001). Die Potenz eines Narkotikums
wurde demnach nicht nur durch seine Konzentration in der Lipidmembran bestimmt,

sondern auch durch dessen molekulare Eigenschaften.

Anasthetika konzentrieren sich in hydrophoben Taschen oder Spalten von I6slichen

und membrangebundenen Proteinen. Enzyme, Rezeptoren, Carrier-Proteine,
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ligandenabhangige wie auch spannungsgesteuerte lonenkanale und sogar
Strukturproteine interagieren in unterschiedlicher Art und Weise mit
Inhalationsanasthetika (Dilger, 2002; Eckenhoff M.F. et al., 2002; Eckenhoff R.G. et
al., 1997, Eckenhoff R.G., 2001; Franks N.P. et al., 1994; Rudolph et al., 2004). Vor
allem ligandenabhangige lonenkanale scheinen gegenuber Inhalations- wie auch
gegenuber Injektionsanasthetika in den klinisch relevanten Konzentrationen

besonders sensitiv zu sein.

Seit langem ist bekannt, dass Inhalationsanasthetika Uber eine Hyperpolarisierung
neuronaler Membranen deren Erregbarkeit bzw. deren spontane Aktivitat
vermindern (Nicoll et al., 1982). Inhalationsanasthetika steigern die durch die
Neurotransmitter GABA bzw. Glycin aktivierten hyperpolarisierenden CI-Strome
signifikant und setzen dadurch die Erregbarkeit von Neuronen herab. Analog dazu
hemmen sie depolarisierende Strome, die durch Serotonin, Glutamat oder auch
Acetylcholin vermittelt werden. Anasthetika beeinflussen aber auch die Aktivitat nicht
rezeptorgebundener Na'-, Ca’" - oder K*-Kanale (Tab. 1.1) (Dilger, 2002; Franks
N.P. et al., 1994; Mashour et al., 2005; Miller, 2002).

Zielstruktur Effekt Wirkung (zellulér) Betroffene Funktionen
Spannungsgesteuerte Na*- Unterdrickung von Nervenleitungsgeschwindigkeit
Kanile = Aktionspotenzialen
Nikotinische Acetylcholin- Inhibition der Gedachtnis, Nozizeption, autonome
Rezeptoren - Neurotransmitter- Regulation, neuromuskulare
(neuronal und muskular) ausschittung Transmission
Glutamat-Rezeptoren Inhibition der Aufmerksamkeit, Lernen,

= Depolarisation Gedachtnis, Nozizeption
GABAAx-Rezeptoren + Hyperpolarisation Aktivitatsniveau (Anxiolyse,
Sedation), Gedachtnis,
Muskeltonus
Glycin-Rezptoren + Hyperpolarisation Spinale Reflexe, startle response
2PD-K*-Kanale +/ Modulation von unspezifisch, global
~  Ruhepotenzial und

Erregbarkeit neuronaler
Membranen

Tab. 1.1 Wichtige Zielstrukuren der Anasthetikawirkung (modifiziert nach Mashour et al., 2005)
(-) Inhibition, (+) Aktivierung.

Der beobachteten Hyperpolarisation liegt auch eine gesteigerte K*-Leitfahigkeit zu
Grunde (Franks N.P. et al., 1988; Ries et al., 1999; Sirois et al., 1998; Winegar et
al., 1996). Diese Leitfahigkeit wird durch Kalium-Kanale mit zwei Porendomanen
vermittelt (Talley et al., 2000), die durch zahlreiche Anasthetika in ihrer Funktion

7
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beeinflusst werden kénnen (Gruss et al., 2004; Lesage, 2003; Liu et al., 2004). Ihre
Rolle bei der Wirkung von Inhalationsanasthetika soll in dieser Arbeit unter

Berucksichtigung der beschriebenen Wirktheorien genauer untersucht werden.
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1.2 K*-Kanale mit zwei Porendomanen

Die groRte Gruppe unter den lonenkanélen bilden die K'-Kanale. K'-Kanale sind
Proteinkomplexe aus mehreren hydrophoben Untereinheiten, die in biologischen
Membranen K*-selektive Poren bilden und so den passiven Transport von K durch
die Membran ermdglichen. Sie finden sich im menschlichen Organismus in jeder
einzelnen Zelle und spielen eine wichtige Rolle, nicht nur bei der Regulation der K*-
Homoostase und des Zell-Volumens, sondern auch bei allen vom Membranpotenzial
abhangigen Funktionen, wie z.B. neuronaler und muskularer Erregung oder auch

Sekretion von Hormonen und Neurotransmittern (Doyle et al., 1998; Hille, 1992).

Bei den Saugern werden diese Kanale entsprechend ihrer Membrantopologie in drei
Untergruppen eingeteilt (Gutman et al., 2003): Zum einen Kalium-Kanale, deren
Untereinheiten aus sechs Transmembrandomanen sowie einer Poren-Domane
bestehen (6TMS/1P). Hierzu zahlen u.a. die spannungsgeschalteten (Kv) und die
Ca""-abhangigen K'-Kanale (K.,). Die zweite Untergruppe bilden die K*-Kanéale, die
aus Untereinheiten mit einer Poren-Domane und lediglich zwei
Transmembrandomanen bestehen (2TMS/1P). Zu dieser Untergruppe gehoéren die
einwartsgleichrichtenden (Kir) und die ATP-sensitiven (Karp) K'-Kanale. Jeweils vier
Untereinheiten bilden dabei ein homo- bzw. heterotetrameres Membranprotein, die
eigentliche ,Pore”. Die Poren-Domanen enthalten den Selektivitatsfilter, der
spezifisch den K*-Transport erméglicht, und bei allen diesen Kanalen

hochkonserviert das Aminosauren-Motiv T_G_G besitzt (Doyle et al., 1998).

Auf der Grundlage dieser hochselektiven Aminosaurensequenz wurde 1995 bei der
Analyse verschiedener Prokaryotengenome die dritte Untergruppe der K*-Kanale
entdeckt, die sog. K'-Kanale mit zwei Porendomanen (Kzep). In der Bierhefe
Saccharomyces cervisiae wurden Gene fiir eine K'-Kanal-Untereinheit identifiziert,
die neben zwei Porendomanen acht Transmembrandomanen besitzt: TOK1,
funktionell ein auswartsgleichrichtender K*-Strom, fiir den bis heute noch kein
menschliches Homolog identifiziert wurde (Buckingham et al., 2005; Ketchum et al.,
1995). Im selben Jahr fand man Gene fur ahnliche Untereinheiten bei der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster (Goldstein et al., 1996) und auch bei den
Saugern. Die erste von mittlerweile 15 klonierten Untereinheiten dieser Gruppe bei
den Saugern erhielt den Namen TWIK-1 (Two pore weak inward rectifying K*
channel) (Lesage et al., 1996b).
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1.2.1 Struktur

Die 2PD-K"-Kanale bestehen aus 307 bis 543 Aminosauren. lhnen gemeinsam sind
die in Abb. 1.3 dargestellten Strukturmerkmale: Vier Transmembrandoméanen (M1 -
M4), zwei Porendomanen (P1 und P2) und auf der cytoplasmatischen Seite ein
kurzer NH,-Terminus und ein langer COOH-Terminus (Goldstein et al., 2001;
Karschin A., 2001).

extrazellular

Mé

COOH

Abb.1.3: Modell eines K*-Kanals mit zwei Porendoméanen.

Schematisch dargestellt ist die Membrantopologie einer Untereinheit in der Seitenansicht (links) und

die Anordnung der beiden Untereinheiten zu einem funktionellen K*-Kanal in der Aufsicht rechts). Die
beiden porenbildenden Abschnitte P1 und P, werden von jeweils zwei transmembranéren a-helikalen

Segmenten M;-M, flankiert.

Beide Porendomanen besitzen das fiir den K'-Selektivitatsfilter typische Motiv und
sind funktionell an der Porenbildung beteiligt. Die 2PD-K"-Kanale liegen als Dimere
vor (Lesage et al., 2000b; Reyes et al., 2000; Sano et al., 2003). Essentiell fir die
Dimerisation der beiden Untereinheiten ist der bei allen Vertretern dieser K*-Kanal-
Familie auffallend gro3e extrazellulare Aminosaurenabschnitt zwischen den
Segmenten M1 und P1. Die Dimerisation erfolgt Gber Disulfidbriicken zwischen
Cysteinresten dieses extrazellularen Loops (Buckingham et al., 2005; Chavez et al.,
1999; Lesage et al.,1996a, 1996b).

1.2.2 Klassifikation

Bis heute wurden beim Menschen 15 Gene fiir 2PD-K"-Kanale beschrieben. 12
dieser Gene kdnnen im heterologen System erfolgreich exprimiert werden. Die

Nomenklatur dieser Gruppe von K+-Kanalen ist noch immer sehr uneinheitlich:
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1 Einleitung

Einige Arbeitsgruppen benennen die unterschiedlichen Untereinheiten nach den
entsprechenden Genen KCNK 1-17. Diese Einteilung des HGNC (Human Genome
Nomenclature Committee) gibt lediglich die Reihenfolge der Erstbeschreibung der
einzelnen Gene wieder. Die Nomenklatur der IUPHAR (International Union of Basic
and Clinical Pharmacology) vergibt diesen Kanalen in Anlehnung an die Einteilung
der HGNC die Bezeichnung K3,1.1 bis 18.1. Die in dieser Arbeit verwendete
Einteilung verwendet Akronyme, die sich speziell auf physiologische und
pharmakologische Eigenschaften der einzelnen Kanale beziehen. Aufgrund
funktioneller und struktureller Gemeinsamkeiten werden die 2PD-K"-Kanale dabei zu

sechs Untergruppen zusammengefasst (Abb. 1.4).

TALK-2 1ASK-2

TRESK

Abb. 1.4: Phylogenetischer Stammbaum der zur Zeit bekannten menschlichen 2PD-K*-Kanaile
(Liu et al., 2004).

Die 15 2PD-K*-Kanéale der Sdugetiere werden entsprechend ihrer Sequenzhomologie in sechs
Untergruppen aufgeteilt. Die kursiv hervorgehobenen Kanale kénnen im heterologen System bisher
nicht zur Expression gebracht werden. TALK: TWIK-related alkaline pH- activated K* channel, TASK:
TWIK-related acid-sensitive K* channel, THIK: Tandem Pore Domain Halothane-inhibited K* channel,
TRESK: TWIK-related spinal cord K* channel, TWIK: Tandem of P Domains in a weak inwardly
rectifying K* channel, TREK: TWIK-related K* channel, TRAAK: TWIK-related arachidonic acid-
stimulated K*-channel.

1.2.3 Physiologische und elektrophysiologische Eigenschaften der 2PD-
K*-Kanile

Die durch die 2PD-K*-Kanale generierten Strome waren schon lange vor
Entdeckung der entsprechenden Kanalproteine bekannt. Bereits 1952, am Beginn
der zellularen elektrophysiologischen Forschung, beschrieben Hodgkin und Huxley
die Existenz sog. Hintergrundleitfahigkeiten in Neuronen. Sie zeigten, dass diese
Leitfahigkeit das Ruhemembranpotenzial erregbarer Membranen stabilisiert und
somit auch einen wichtigen Einfluss auf die Generierung und Rickbildung von
Aktionspotenzialen hat (Hodgkin et al., 1952). Das Verhalten der Leckstrome bei

11



1 Einleitung

physiologischer K'-Konzentration lieR sich mit der Goldman-Hodgkin-Katz-
Stromgleichung beschreiben. Ein derartiger lonenflux kann nur dann stattfinden,
wenn die entsprechenden lonenkanale am Ruhepotenzial im aktiven, offenen
Zustand vorliegen. Diese K'-Leckleitfahigkeiten kbnnen im Gegensatz zu allen
anderen K'-Stromen durch klassische K'-Kanal-Blocker wie Tetraethylammonium
(TEA), 4-Aminopyridin (4-AP) oder Caesium (Cs™) nicht gehemmt werden und

unterscheiden sich funktionell von den tbrigen K*-Kanalen (O'Connell et al., 2002).

Mit der Entdeckung der 2PD-K"-Kanale konnte nun das molekulare Korrelat zu
diesen Hintergundstromen identifiziert und viele offene Fragen zu Entstehung,
Eigenschaften und Regulation dieser Stréme beantwortet werden (Goldstein et al.,
2001; Karschin, A., 2001; Lesage et al., 2000b): Wie fur die Leckstrome postuliert,
sind diese Kanale hochgradig K'-selektiv. Verandert man im Experiment die
extrazellulare K'-Konzentration, entsprechen die an der Membran gemessenen
Umkehrpotenziale den nach der Nernst-Gleichung zu erwartenden Werten. Die
Leckstrome durch diese 2PD-K"-Kanale sind auRerdem zeitunabhangig, d.h. der
Strom passt sich Veranderungen der Membranspannung unmittelbar ohne
Zeitverzégerung an. Weder die Aktivierung noch die Inaktivierung zeigen eine
relevante Kinetik. Die Spannungsunabhangigkeit dieser Strome zeigt sich bei
symmetrischen K*-Konzentrationen beidseits der Membran: Die Stréme verandern
sich linear mit der Membranspannung. Unter physiologischen Bedingungen, d.h.
niedrige K'-Konzentration extrazellular bei hoher K*-Konzentration an der Innenseite
der Zellmembran, fungieren diese Kanale als Gleichrichter, leiten also den Strom
praferentiell in einer Richtung Uber die Membran. Entsprechend ihrem
Konzentrationsgefélle passieren die K'-lonen unter physiologischen Bedingungen
die Membran von intra- nach extrazellular. Bei aktivem, d.h. offenem Kanal wird an
der Membran folglich ein auswarts gerichteter Strom gemessen. Fir andere K'-
Konzentrationen lasst sich das nicht-lineare Verhalten des Stroms bei sich
andernden Spannungswerten uber der Membran gemal der Goldman-Hodgkin-
Katz-Gleichung beschreiben (Goldstein et al., 2001).

Das funktionelle Repertoire der 2PD-K"-Kanale ist sehr gro (Tab. 1.2) und durch
zahlreiche physiologische und pharmakologische Regulatoren, darunter auch
Inhalationsanasthetika, beeinflussbar (Tab. 1.3) (Patel et al., 1999; Shin et al. 2003;
Sirois et al., 2000).
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1 Einleitung

Uber die Physiologie nativer 2PD-K*-Kanale beim Menschen ist noch immer wenig
bekannt. Daten zu ihrer Funktion stammen Uberwiegend aus Untersuchungen im

heterologen Expressionssystem an 2PD-K"-Kanalen von Saugern.

Funktionelle Bedeutung von 2PD-K*-Kanélen

« Chemozeption durch Neurone im Glomus caroticum, im Atemzentrum der Medulla oblongata u.a.

« Neuroprotektion iiber Hyperpolarisation und verminderten Ca**-Einstrom im ZNS

« Einstellung des Mempranpotenzials und damit Einflussnahme auf prinzipiell alle Funktionen
erregbarer Membranen

« Uber Rezeptorkopplung Beteiligung an neurohumeralen Steuerungsprozessen

- Einfluss auf Herzkontraktilitédt iber mechanosensitive Myokardiozyten

+ Geschmackswahrnehmung (der Qualitat 'sauer') an Epithelzellen der Mundschleimhaut

» Induktion der Aldosteronsynthese durch K*-sensitive Zellen

Tab. 1.2 Physiologische Funktionen von 2PD-K*-Kandlen (nach Buckingham et al., 2005).

wichtige physiologische Regulatoren wichtige pharmakologische Regulatoren
- physikalische Reize « Inhalationsanasthetika
- Temperatur Halothan
- Membranstress Isofluran
« chemische Reize Sevofluran
- pH (H") intra- und extrazellular Chloroform
- pCO,, pO, Diethylether
- Proteinkinase A » Lokalanasthetika
- Proteinkinase C - Lidocain
- Anandamid - Bupivacain
- Arachidonséaure * Neuroprotektiva
- bioaktive Lipide (PUFA, LPC) - Riluzol

- Sipatrigin, Lamotrigin
« Stimulanzien
- MDMA (Ecstasy)

Tab. 1.3: Auswahl wichtiger physiologischer und pharmakologischer Regulationsfaktoren von
2PD-K*-Kanalen (Kindler et al., 2000; Lesage et al., 2000b; Lesage, 2003).

Abkirzungen: PUFA (polyunsaturated fatty acids) mehrfach ungesattigte Fettsauren; LPC
Lysophosphatidylcholin; MDMA 3,4-Methylendioxymethamphetamin).

Einzelheiten zu physiologischen und elektrophysiologischen Eigenschaften sowie
zur Gewebsexpression der in dieser Arbeit untersuchten Kanale sind im Anhang (s.

7) beschrieben.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Kernpunkt dieser Arbeit ist die interessante pharmakologische Regulation der 2PD-
K*-Kanale durch Inhalationsanasthetika. Uber die molekularen Grundlagen dieser

Interaktion und deren Bedeutung in vivo ist noch immer sehr wenig bekannt.

Am Beispiel von Halothan, das in der aktuellen Literatur in diesem Zusammenhang
am haufigsten verwendete Inhalationsanasthetikum, soll im Hauptteil der Arbeit mit
elektrophysiologischen Methoden die Wirkung der Inhalationsanasthetika auf den
Aktivitatszustand der unterschiedlichen Subgruppen der 2PD-K"-Kanale
beschrieben werden. Die in Xenopus-Oozyten exprimierten 2PD-K"-Kanale dienen
hierbei als Modell nativer 2PD-K"-Kanale.

Es wird eine pharmakologische Konzentrations-Wirkungs-Beziehung erstellt, mit der
anschlieRend Rickschllisse auf die Bedeutung der 2PD-K"-Kanale flr die
Vermittlung der Narkose gezogen werden kdnnen. Es soll auch untersucht werden,
ob diese Halothanwirkung durch andere physiologische Regulatoren der 2PD-K"-
Kanale beeinflusst wird.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll anhand von Mutagenese bestimmter
Kanalabschnitte der molekulare Wirkmechanismus von Halothan genauer
charakterisiert werden: Liegt dem beobachteten Phanomen eine Ligandenbindung
nach dem Schllssel-Schloss-Prinzip zugrunde oder vermitteln kompliziertere
Mechanismen, etwa ein lonenkanal-Gate oder komplexe intrazellulare Signalwege,
die Wirkung von Halothan auf die 2PD-K"-Kanale?
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Molekularbiologische Methoden, eingesetzte Bakterienstamme,

Medien, Losungen und Puffer

Lésungen fiir die Plasmid-Praparation

Inhalt und Zusammensetzung der Losungen flur die Plasmidpraparation siehe
Protokoll QIAGEN®, Plasmid Midi Kit 100 (Quiagen, Hilden, Deutschland)

Bakterienstdmme und Medien fiir die Transformation

LB-Medium Caseinhydrolysat 10 g
Hefeextrakt 59
NaCl 109
H.O ad 11

LB/Amp-Agar-Platten LB-Medium 11
Agar 15 ¢
Ampicillin 100 pg/mi

verwendete Bakterienstamme E. coli XL2-blue

Lésungen fir die in vitro-Transkription

T7-Polymerase-Puffer Tris-HCI 0,4 mM
MgCl, 60 mM
Dithiotreit 100 mM
Spermidin 20 mMI

TAE-Puffer fur die Agar-Gel- Tris pH 8,3 40 mM

Elektrophorese Acetat 40 mM
EDTA 1 mM

6fach Probenpuffer fiir die Agar-Gel- 0,25%

Elektrophorese Bromophenolblau-
Ldsung 25 ml
30% Glycerol 30 ml
H,O 45 ml
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2.1.2 cDNA-Klone

Name Vektor  Herkunft

TREK-1 (rat, Splice form A) pSGEM C. Derst, Marburg

TREK-2 (human) pSGEM C. Derst, Marburg

TASK-1 (rat) pSGEM C. Derst, Marburg

TASK-3 (rat) pSGEM Physiologisches Institut Wirzburg
TRAAK (human) pSGEM C. Derst, Marburg

THIK-1 (rat) pSGEM  Physiologisches Institut Wirzburg
5-HT,c-Rezeptor (mouse) pSGEM N. Davidson, Pasadena

Die fur diese Arbeit bendtigten Mutationen im Kanalprotein wurden durchgefuhrt von
Dr. Elke Wischmeyer und Dr. Volker Schmidt (Physiologisches Institut der
Universitat Wurzburg) und Prof. Dr. Regina Preissig-Muller (Institut fur normale und
pathologische Physiologie der Universitat Marburg).

2.1.3 Transformation
Als Klonierungsvektor diente das Plasmid pSGEM. Die Vektorpraparation wurde
durchgefuhrt von Dr. Elke Wischmeyer und Dr. Volker Schmidt (Physiologisches

Institut der Universitat Warzburg).

Zur Transformation wurden 200 pl kompetenter Bakterien des gewtnschten E.coli-
Stammes mit 100 ng DNA versetzt. Nach einer 30 minutigen Inkubation auf Eis
wurden die Tubes im Thermoblock 45 s bei 42 °C erwarmt und anschliel3end 1 min
auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 400 ul LB-Medium wurde das Gemisch fur 1 h bei
37 °C in Schraglage im Warmschuittler inkubiert. Der Transformationsansatz wurde
dann auf vorgewarmten Agarplatten mit Ampicillin (60 mg/ml in H,O) ausplattiert und
uber Nacht bei 37 °C in den Brutschrank gestellt.

2.1.4 Isolierung der Plasmid-DNA
Die Isolierung der Plasmid-DNA folgte dem Protokoll QUIAGEN Plasmid Midi
(Quiagen, Hilden, Deutschland). 3ml LB-Medium mit 3ul Ampicillin wurden unter
sterilen Bedingungen mit einer Einzelkolonie des Plasmid-tragenden
Bakterienstammes angeimpft und ca. 7 h bei 37 °C im Warmschuttler (Edmund
Buhler SM-30) inkubiert. 500 pl aus dieser Vorkultur wurden anschlie3end unter
sterilen Bedingungen in 50 ml LB-Medium mit 50 yl Ampicillin geimpft und Uber

Nacht im Warmschuttler bei 37°C inkubiert. Am nachsten Morgen wurd die

16
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Bakteriensuspension in einem GSA-Becher zentrifugiert (Beckmann J2-MC, 8 min,
8000 rpm, 4° C), und das erhaltene Bakteriensediment entsprechend der Vorgaben
des QIAGEN® Plasmid Midi Kit 100-Protokolls weiterverarbeitet. Das hierbei
gewonnene, die DNA enthaltende Sediment, wurde in 200 - 300 pl Wasser (DEPC-
behandelt) aufgenommen und geldst. Zur Bestimmung von Ausbeute und Reinheit
der DNA wurde die Extinktion bei 260 nm photometrisch bestimmt (Biometra UNO

).

2.1.5 In vitro-Transkription
Das zu transkribierende Fragment wurde in den Polylinker des pSGEM hinter die
Promotorregion fur die T7-RNA-Polymerase kloniert. 10 ug des isolierten Plasmids
wurden in einer 10-fach konzentrierten Pufferldsung (BioLabs, New England, USA,
entsprechend den Herstellerangaben Pufferlosung 2) mit 30 Einheiten des
erforderlichen Restriktionsenzyms Nhe | (BioLabs, New England, USA) in H,O
(bidestilliert) Uber 3 h bei 37° C linearisiert. Zur Kontrolle des kompletten Verdaus
wurde ein Aliquot von 2 pl Linearisationsansatz in 6-fach konzentrierter Pufferlosung
und H,O (bidestilliert) zur Gelelektrophorese eingesetzt (0,8 % iges nicht
denaturierendes Agarose-Gel mit 1 pl Ethidiumbromid-Loésung, 80 V, 1 h). Aus dem
restlichen Restriktionsansatz wurde nach zweimaliger Chloroform-Phenol-Extraktion
die DNA durch Einstellen von 0,1 Volumen NaAc und 2,5 Volumen Ethanol (100 %,
-20 °C) Uber Nacht bei —20 °C gefallt. Nach 30-minutiger Zentrifugation in der
Kuhlzentrifuge (4 °C, 13.000 U/min, Biofuge fresco, Heraeus, Hanau), wurde die
DNA am nachsten Tag mit 500 pl Ethanol (70 %, -20°C) gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation (4 °C, 13.000 U/min) und Trocknen in der speed-vac wurde die
linearisierte DNA in 25 ul Wasser (DEPC-behandelt) aufgenommen. Mit 2 ul dieser
Losung wurde nun zur Kontrolle eine spektroskopische Konzentrationsbestimmung
bei 260 nm durchgefihrt.

Die Zusammensetzung des Transkriptionsansatzes wurde fir ein Endvolumen von
60 ul berechnet: Zur Synthese der cRNA wurden 2-3 ug der linearisierten Matrize in
17-20 ul Wasser (DEPC-behandelt) aufgenommen. Nach Zugabe von je 5 pl ATP,
CTP, UTP und GTP mit 5 pl eines cap-Analogons (m’G(5’)Gppp(5’)G) (Pharmacia
Biotech, Freiburg, jeweils 10 mM), sowie 6 ul 10 fach-konzentrierten T7-Polymerase-
Puffers wurde der Transkriptionsansatz in Gegenwart von 2,5 ul Ribonuklease-
Inhibitor (40 U/ul, Boehringer, Mannheim) und 2,5 ul T7-RNA-Polymerase (20 U/pl,

17



2 Material und Methoden

Boehringer, Mannheim) bei 37°C fur 1 h inkubiert. Die Synthese der cRNA wurde
mit dem Verdau der DNA-Matrize durch Zugabe von 15 pl ribonukleasefreier DNAse
| (Roche, Mannheim, 10U/pl) bei 37 °C nach 15 min beendet. Nach zweimaliger
Phenol-Chloroform-Extraktion wurde die wassrige Losung mit 0,1 Volumen NaAc
und 2,5 ul Ethanol (100%, -20°C) Uber Nacht bei -20°C gefallt. Nach 30-minutiger
Zentrifugation wurde das Sediment mit 200 ul Ethanol (70%, 10°C) gewaschen und
in der speed-vac getrocknet. Die cRNA wurde abschlieend in 10 pyl Wasser (DEPC-
behandelt) aufgenommen. Ein Aliquot mit 1 ul wurde zur Konzentrationskontrolle in
eine Gelelektrophorese eingesetzt. (1,5 %iges nicht-denaturierendes Agarosegel, 1
gl Ethidiumbromid-Lésung, 80 V, 1 h). Durch den Vergleich mit dem RNA-Marker
lied sich die Konzentration der synthetisierten cRNA grob abschatzen. Die Scharfe
der Bande diente als Qualitatsmal} der cRNA. Die restliche Lésung wurde bei -80 °C
gelagert. Zur Injektion in Xenopus-Oozyten wurde auf eine Aufreinigung der RNA

verzichtet.
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2.2 Elektrophysiologische Methoden

2.2.1 Fur elektrophysiologische Messungen verwendete Substanzen und

Losungen
Kalium-Lésung NaCl 2 mM
KCI 96 mM
MgCI2 * 6 H20 1 mM
CaCl2 * 6 H20 1 mM
Hepes 5mM
mit 1 M NaOH auf pH 7,4 titrieren
Kollagenase-Ldsung Kollagenase Typ 1 25 mg
ND 96-L6sung 10 ml
ND96-Losung NaCl 96 mM
KCI 2mM
MgCI2 * 6H20 1 mM
CaCl2 * 6H20 1 mM
Hepes 5mM
mit 1 M NaOH auf pH 7,4 titrieren
ND96-Lésung (saures Milieu) ND-96-Losung
mit 1 M HCI auf pH 6,8 bzw. 4,5 titrieren
ND96-Oozytenaufbewahrungslésung NaCl 96 mM
KCI 2mM
MgCl, * 6H,0 1 mM
CaCl, * 6H,0 1 mM
Hepes 5mM
Natriumpyruvat 2mM
Gentamycin 100 pg/ml

mit 1 NaOH auf pH 7,4 titrieren

Lésungen fiir pharmakologische Messungen

Halothan ist eine farblose, sufdlich riechende Flussigkeit, die weder brennbar noch
explosiv ist. Unter Lichteinwirkung zerfallt Halothan in flichtige Sauren und Brom.
Auch bei Lagerung in lichtgeschutztem Gefal} ist zur chemischen Stabilisierung die
Beimischung von 0,01 % Thymol notwendig.

19



2 Material und Methoden

ND96-Loésung (Raumtemperatur) diente als Lésungsmedium flr 5-a-Methyl-
Hydroxytryptamin, Arachidonsaure, BAPTA-AM, Halothan und
Lysophosphatidylcholin in den im Text angegebenen Konzentrationen (Bezugsquelle
der Substanzen fir die pharmakologischen Messungen ist jeweils Sigma-Aldrich,
Steinheim). Die Lésungen wurden unmittelbar vor jeder Versuchsreihe angesetzt
und nach spatestens 2 h verworfen. 5-a-Methyl-Hydroxytryptamin, Arachidonsaure,
BAPTA-AM und Lysophosphatidylcholin werden als 10 yM Stammlésung in ND96
angesetzt und bei -20 °C aufbewahrt. Das Halothan wurde im Originalbehaltnis bei
-20 °C gelagert und lag somit in flussigem Aggregatzustand vor. Alle Losungen
wurden mit NaOH bzw. HCI auf pH 7,4 nachtitriert.

2.2.2 Vorbereitung der Xenopus-Oozyten
Die elektrophysiologischen Untersuchungen dieser Arbeit
wurden an Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches i l
Xenopus laevis durchgefuhrt. Ausgewahlt wurde dieses |
Expressionssystem aufgrund der niedrigen Dichte [ —— ‘f'_'
endogener Kalium-Kanale und der einfachen Handhabung J
der im Durchmesser 1-1,5 mm gro3en Eizellen. Die Oozyten S .of ‘ ‘ ’b
sind in der G,-Phase des Zellzyklus arretiert, die
elektrophysiologischen Ableitungen wurden also nicht von  Abb.2.1: Oozyten von

Xenopus laevis in
Veranderungen im Rahmen des Zellzyklus beeinflusst. Die Reifephase IV-VI, wahrend

Injektion der cRNA.
Praparation der Frosch-Oozyten wurde im Anatomischen
Institut der Universitat Warzburg vorgenommen. Falls erforderlich, werden die
Oozyten zunachst fur 2-3 h in einer Kollagenase-LAsung inkubiert, um restliche
Blutgefalde, Bindegewebe und vor allem das Follikelepithel abzudauen. Nur Oozyten
der Reifephasen IV-VI eignen sich fur die elektrophysiologischen Untersuchungen.
Unter einem Binokular (Stereomikroskop SV-11, ZEISS, Oberkochen) lie3en sich
diese beiden letzten Reifephasen aufgrund ihrer GroRe und der deutlichen
farblichen Abgrenzung der beiden Pole leicht von den unreifen Oozyten abgrenzen
(Abb. 2.1). Die Oozyten wurden in ND96-LAsung, versetzt mit Gentamycin (5 mM)
und Na'-Pyruvat, im Inkubator bei 19 °C aufbewahrt. Bei Bedarf wurde das Medium
gewechselt. Die Oozyten wurden auf diese Weise maximal 5 Tage gelagert. 24,4 -
41,7 nl cRNA wurden mit Hilfe eines in drei Ebenen beweglichen Mikromanipulators

und eines vollautomatischen Nanoliterinjektors (WPI, Sarasota, USA) direkt ins
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Zytoplasma der Oozyten injiziert (Abb. 2.1). Die daflir bendétigten Injektionspipetten
wurden mit Hilfe eines Mikroelektrodenpullers (Micropipette Puller P-97, Sutter
Instrument Company, Novato, USA) aus dunnwandigen Borosilikatglas-Kapillaren
(3.5" Drummond, Schiitt Labortechnik, Wurzburg) gezogen. Die Spitze dieser
Injektionskanule, mit einem Durchmesser von 10-15 ym, wurde unter dem Binokular
abgebrochen, was das Einstechen in die Oozyte erleichterte. Die Glaskapillaren
wurden vor Befullung mit der cRNA mit Paraffindl (zur Abdichtung und Vermeidung
von Luftblasen) gefullt. Die Menge der injizierten cRNA wurde abhangig von
Verdinnungsgrad und Expressionsstarke der verschiedenen Transkripte gewahilt.
Bis zur Expression einer fur die elektrophysiologischen Messungen ausreichenden
Menge an funktionellem Protein vergehen mehrere Stunden bis Tage. Mit den
Messungen wurde daher erst nach 1-3 Tagen begonnen. Dabei wurde jede Oozyte

héchstens zweimal flr eine Messung verwendet.

2.2.3 Methode der zwei-Elektroden-Spannungsklemme an Xenopus
Oozyten

Diese von Hodgkin, Huxley und Katz fur das Riesenaxon des Tintenfisches
entwickelte Methode ermdglicht es, Strome zu messen, die Uber die gesamte
Membran der Oozyte flieRen (Abb. 2.2). Das Membranpotenzial wird dabei konstant
auf einem bestimmten Wert gehalten.

Abb. 2.2: Modell einer K*-selektiven Membran (Ersatzschaltbild; Abb. aus Hille, 1992, S.16).
Elektrophysiologisch entspricht die Zellmembran einem elektrischen Schaltkreis mit zwei
Komponenten: Die Kalium-selektive Pore als leitender Diffusionspfad mit der elektromotorischen Kraft
Ek und der Leitfahigkeit gk und daneben die Lipid-Doppelschicht als kapazitativer Zweig mit der

Kapazitat Cy.

Zur Messung nach dieser Methode werden zwei Elektroden in die Oozyte
eingestochen (Abb. 2.3): Mit der ersten Elektrode und einer in der
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Umgebungsldésung befindlichen Badelektrode kann das Membranpotenzial der
Oozyte gemessen werden. Mit der zweiten Elektrode wird Strom appliziert, und zwar
in genau der Starke, die notwendig ist, um das Membranpotenzial auf einem vorher
festgelegten Wert zu halten bzw. um ein bestimmtes Membranpotenzial zu
erreichen. Der beobachtete Strom ist direkter Ausdruck der lonenbewegungen Uber
die Oozytenmembran, also der Leitfahigkeit dieser Membran, bei bekanntem
Membranpotenzial. Mit Hilfe eines Ruckkopplungsverstarkers kann der bendtigte

Strom nachgeregelt und an die Anderungen der Membranleitfahigkeit angepasst

>
N\ /
MEW ME2

WY,

Abb. 2.3: Methode der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (modifiziert nach The Axon Guide for
Electrophysiology & Biophysics Laboratory Techniques, S. 45.).

Das Membranpotenzial (V) wird Uber den Verstarker A1 aufgenommen, der mit der
Spannungsmikroelektrode ME1 verbunden ist. Vv wird im Rickkopplungsverstarker A2 mit dem
vorgegebenen Haltepotenzial (Vcng) verglichen. Der Output von A2 ist proportional zur Differenz ¢
zwischen Vy und Ve,

werden.

Die Membranleitfahigkeit wird indirekt Uber die Amplitude des applizierten Stromes
bestimmt. Aus Anderungen der Leitfahigkeit der Oozytenmembran kénnen
Aussagen uber die Leitfahigkeit der Membran und damit Uber den Aktivitatszustand

der dort integrierten lonenkanale getroffen werden.

2.2.4 Messaufbau
Fir Messungen mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme bendtigt man in der
einfachsten Ausstattung ein Mikroskop zur Betrachtung der Zellen, zwei
Mikromanipulatoren, mit denen die beiden Elektroden in die Zelle eingebracht
werden kdnnen, einen Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Verstarker, einen
Pulsgenerator, um die Zelle auf die gewiinschte Spannung zu klemmen, und
schlief3lich einen Computer, der die gemessenen Strom- und Potenzialwerte
digitalisiert und aufzeichnet. Abb. 2.4 zeigt den Messplatz, der fur die in dieser Arbeit

durchgefuhrten Experimente verwendet wurde. Er ist auch fur Messungen mit der
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patch-clamp-Methode geeignet und daher zusatzlich mit einem
schwingungsgedampften Tisch und einem Faraday-Kafig ausgestattet. Der
Messplatz ist so gegen mechanische und elektrische Einflisse aus der Umgebung
abgeschirmt. In der Mitte des schwingungsgedampften Tisches befindet sich das
inverse Mikroskop (Axiovert 35, ZEISS, Oberkochen, Deutschland). In die
Fokusebene des Mikroskopes ist die Messkammer montiert, hergestellt aus nicht-
leitendem Plexiglas. In ihrer Mitte ist eine kleine Vertiefung zur stabilen Lagerung der
Oozyte eingelassen. Ebenfalls auf dem schwingungsgedampften Tisch befestigt
sind zwei Saulen, an denen die beiden Mikromanipulatoren mit den
Elektrodenhaltern angebracht sind. Alle metallischen Teile sind mit einem
niederohmigen Kabel geerdet. Als zentraler Erdungspunkt dient eine Kupferplatte
innerhalb des Faraday-Kafigs. Mit dem EPC9-gesteuerten Verstarker (HEKA
Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Deutschland) in dieser Konfiguration kénnen tber der
Oozytenmembran Strome im Bereich von 0,5 - 30 uyA gemessen werden. Zum

Schutz vor elektrischen Storungen ist in diesen Verstarker ein Filter integriert.
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Abb. 2.4: Messplatz am Physiologischen Institut, Lehrstuhl fiir Neurophysiologie an der
Universitiat Wiirzburg.

Faradaykafig

Inversmikroskop

Schwingungsgedampfter Tisch

Hydraulische Pumpe flr die Badperfusion

Perfusions-Behalter

Hydraulischer Mikromanipulator fir die intrazellulare Strom-Elektrode

Hydraulischer Mikromanipulator fur die intrazelluldre Spannungs-Elektrode
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Abb. 2.4: Fortsetzung.

7 Steuerung hydraulische Pumpe

8 Computer mit Bildschirm

9 Zwei-Elektroden-Spannungsklemmenverstarker
10 Steuerung Inversmikroskop
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2.2.5 Herstellung der Mikroelektroden
Als Strom- bzw. Spannungselektroden fungierten chlorierte Silberelektroden. Die
Glaselektroden aus Borosilikat mit Filament (HARVARD APARATUS, Kent, UK;
GC200F-15) wurden mit einem Puller (L/M-3P-A; List Medical, Darmstadt,
Deutschland) in zwei Stufen auf einen Spitzendurchmesser von ca. 1 - 3 ym
gezogen. AnschlieRend wurde die Spitze der Glaselektrode unter einem Mikroskop
an einem Draht abgebrochen, um spater das Einbringen in die Oozyten zu
erleichtern. Nach luftblasenfreier Beflllung mit 3 M KCI wurden die Glaselektroden
auf dem Elektrodenhalter der Potenzial- und der Stromelektrode befestigt. Der
Widerstand der Elektroden sollte nun nicht mehr als 0,5 - 2 MQ betragen. Die
Herstellung der Glaselektroden erfolgte immer erst unmittelbar vor dem Experiment,
um eine Verschmutzung zu verhindern. Dank der relativ groRen Offnung an der
Elektrodenspitze verstopfen die Elektroden im Laufe der Messungen weniger

schnell. Sie konnten daher problemlos fir mehrere Experimente verwendet werden.

2.2.6 Messprotokolle
Uber das Programm Pulse & Pulse fit (HEKA) auf einem Power Macintosh G4
(Apple Computer, Cupertino, CA, USA) konnten der Ablauf der
elektrophysiologischen Messungen gesteuert und die gewonnenen Daten graphisch
dargestellt werden. Es gilt die allgemein verwendete Konvention, den
auswartsgerichteten Strom mit positivem Vorzeichen, den einwartsgerichteten Strom
als negativen Wert darzustellen.

Zu Beginn eines jeden Versuches wurde ein Haltepotenzial von - 60 mV eingestellt.
Dieser Wert entspricht in etwa dem Membranpotenzial nativer Oozyten. Zur
Ermittlung von Strom-Spannungs-Kurven (IV-Kurven) wurde das Haltepotenzial
innerhalb von 2000 ms kontinuierlich von - 150 mV auf + 60 mV depolarisiert. Das
Programm tragt in der graphischen Auswertung den geflossenen Strom gegen den
jeweiligen Potenzialwert auf (Abb. 2.5). Diese IV-Kurven wurden vor jedem Versuch
ermittelt, um die Anwesenheit eines K*-Leckstromes zu Uberpriifen. Gemaf der
Nernst-Gleichung verschiebt sich das Umkehrpotenzial bei Zunahme der
extrazellularen K'-Konzentration in depolarisierender Richtung. Durch Applikation

hochkonzentrierter K'-Losung konnte so die Kalium-Selektivitat gezeigt werden.
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K*96mM

‘0 uA

-150 -100 -50 0 50
Membranpotential [mV]

Abb. 2.5: Typische Strom-Spannungskurve eines auswarts gerichteten K*-Stromes (gemessen
an einer Xenopus-Oozyte, die den 2PD-K*-Kanal TASK-1 exprimiert).

Die Messung erfolgte nach Applikation des im Einsatzbild dargestellten Spannungspulses, ausgehend
vom Haltepotenzial (- 60 mV) von - 150 mV bis + 60 mV bei unterschiedlichen K*-Konzentrationen in
der Badlésung. Der Nulldurchgang der Strom-Spannungskurve (Umkehrpotenzial) befindet sich im
Bereich des K*-Gleichgewichtspotenzials. Dieses verschiebt sich bei hoher extrazellularer Kalium-
Konzentration in depolarisierender Richtung (* - **).

Fir die pharmakologischen Messungen wird ein anderes Protokoll verwendet: In
Abstanden von 3 s wird die Membran ausgehend vom Haltepotenzial (- 60 mV) fur

die Dauer von 200 ms auf + 30 mV depolarisiert und der bei diesem

Membranpotenzial Uber die Zeit ableitbare Strom aufgezeichnet (Abb. 2.6).

+30 mV

J -60 mV I_

Abb. 2.6: Strom iiber den 2PD-K*-Kanal TASK-1 nach depolarisierenden Spannungspulsen. Die

Einsatzfigur zeigt den in der Spannungsklemme Uber die Oozyten-Membran alle 3 s applizierten
Spannungspuls.

2.2.7 Applikation der Perfusionslosungen
Die Oozyten wurden in der Spannungklemme unterschiedlichen Losungen
ausgesetzt. Als Vorratsbehalter dienten sechs 35 ml-Spritzen, die hdhenverstellbar

20 - 40 cm Uber dem Messplatz angebracht waren. Mittels Drei-Wege-Hahnen
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konnte der Zulauf einzelner Spritzen unmittelbar gestartet oder unterbrochen
werden. Uber Polyethylen-Schlduche mit einem inneren Durchmesser von 0,1 mm
floss das Perfusat mit einer konstanten Geschwindigkeit von 2 - 4 ml/min (abhangig
von der Hohe, in der die Vorratsbehalter angebracht waren) in die Messkammer des
Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Messplatzes. Die Zeit fir einen
Lésungswechsel betrug in diesem System < 3 s. Als Badldsung bzw. zum Ausspulen
der verschiedenen Losungen aus der Messkammer wurde bei jedem Versuch eine
dem extrazellularem Milieu ahnelnde Elektrolytldsung (ND96-Losung) verwendet.
Bei Experimenten mit lichtempfindlichen Substanzen wie Halothan wurden die
Spritzen vollstandig mit handelsublicher Aluminium-Folie verschlossen. Nach jedem
Versuch wurde das Perfusionssystem mit destilliertem Wasser gereinigt und
durchgespdlt. In der Messkammer war direkt gegentber dem Zulauf des
Perfusionssystems der entsprechende Ansatz einer MPCU-3 Pumpe angebracht. So
lieR® sich die Flussigkeitsmenge in der Messkammer konstant halten. Aulerdem
wurde in der Messkammer eine annahernd laminare Stromung erzielt, was
sicherstellte, dass die zulaufenden Lésungen sofort die Oozyte erreichen und
ebenso schnell wieder vollstandig ausgewaschen werden. Halothan diffundiert sehr
schnell durch Zellmembranen. Innerhalb 2 — 10 ns stellt sich ein Gleichgewicht
zwischen intra- und extrazellularem Milieu ein (Koubi et al., 2000). Die Oozyte
befand sich bei den Messungen mindestens 1 cm vom Perfusionszulauf entfernt, um
mechanische Einflusse durch das Perfusat auf die Zelle so gering wie maoglich zu

halten.
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2.3 Auswertung der Daten

2.3.1 Statistik
Alle Daten werden, wenn nicht anders bezeichnet, als arithmetische Mittelwerte +
Standardabweichung des Mittelwertes (SA) fur n Experimente im Text, in Tabellen
sowie in Diagrammen angegeben. Alle im Text verwendeten Formulierungen wie
,2durchschnittlich“ oder ,im Mittel* beziehen sich auf den arithmetischen Mittelwert.
Die Werte wurden bei entsprechender Fragestellung mit dem gepaarten t-Test nach
Student auf Signifikanz geprift, wobei als Signifikanzgrenze p < 0,05 angesehen
wurde. Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgt mit dem

Microsoft-Office xp Programm Excel.

Um Unterschiede zwischen einzelnen Oozyten-Entnahmen auszugleichen und die
Vielzahl aulerer Einflussfaktoren wie Temperatur, Luftfeuchtigkeit,
Materialermidung etc. zu berlcksichtigen, wird n flr jede einzelne Versuchsreihe
maglichst groRer 10 gewahlt.

2.3.2 Ermittlung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung
Die aus den elektrophysiologischen Messungen gewonnenen arithmetischen
Mittelwerte der Kanalaktivierung bzw. -inhibition werden zunachst auf den jeweiligen
Maximalwert mit E.x= 100 % (1,0) als gemeinsame Bezugsgrdéflie normiert und
anschlieBend mit Hilfe der Software IGOR Pro® Version 4.0 (WaveMetrics, Inc., Lake
Oswego, OR, USA) ausgewertet: Die so normierten Ergebnisse werden fur alle
untersuchten Kanale in Form einer Tabelle gespeichert und in das Programm IGOR
Pro® geladen. Die Anpassung erfolgt an eine auf der klassischen Rezeptortheorie
beruhenden logistischen Funktion (Hill-Gleichung) zur Ermittlung der Effektiv-

Konzentration (ECs) und der Steigung ny (Hill-Koeffizient):
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—F (Emax_Emin)
y - min+ ny
[1+( ) ]
C
Emax Effekt bei maximaler Konzentration der Substanz
Enmin Effekt bei minimaler Konzentration der Substanz
ECso Konzentration, bei der ein halb-maximaler Effekt eintritt
c Konzentration der Substanz

Ny Hill-Koeffizient

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve ist fur jeden Wirkstoff charakteristisch. Vier
wichtige pharmakologische Parameter lassen sich aus dieser Funktion ableiten
(Urban et al., 2002): Die Potenz des Wirkstoffes, ausgedruckt durch die ECs,, die
maximale Wirkdosis, bei der die maximale Wirkung erzielt wird, und schlief3lich
Anstiegssteilheit (Hill-Koeffizient) und Kurvenform, die Aussagen Uber den zugrunde

liegenden Wirkmechanismus erlauben.

2.3.3 Berechnung von Abfall- und Anstiegszeitkonstante der
Kanalaktivierung bzw. -inhibition

Der Stromanstieg bei Aktivierung der 2PD-K"-Kanéle bzw. der Stromabfall bei
Inhibition lasst sich anhand einer Exponentialgleichung mathematisch beschreiben
und mittels einer Zeitkonstanten quantifizieren. Dazu werden geeignete
Originalableitungen aus der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme in dem Programm
Igor Pro® geladen und als Strom-Zeit-Diagramm aufgetragen. Mittels exponentiellem
Fitting konnen Stromanstieg (Aktivierung) bzw. -abfall (Inhibition) durch folgende

Formel mathematisch beschrieben werden:

I(t)=1+1,exp(—T,1)

I(t) Strom zum Zeitpunkt t

ls Steady-State-Strom

lo Komponente des Stromabfalls bzw. -anstiegs
T Zeitkonstante der Aktivierung bzw. Inhibition

2.3.4 Graphische Darstellung
Die graphische Darstellung der gezeigten Balkendiagramme erfolgte mit dem
Microsoft-Office xp Programm Excel. Die Original-Ableitungen aus Pulse & Pulse fit
(HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Deutschland) werden in IGOR Pro® Version 4.0
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(WaveMetrics, Inc., Lake Oswego, OR, USA) exportiert und dort graphisch
bearbeitet. Auch die Darstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven erfolgt mit Hilfe des

Programmes IGOR Pro® Version 4.0.
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3 Ergebnisse

3.1 Wirkung von Halothan auf die einzelnen Subfamilien
der 2PD-K*-Kanale

Halothan beeinflusst den Aktivitatszustand der 2PD-K*-Kanale TASK-1, TASK-3,
TREK-1, TREK-2, TRAAK und THIK-1. Die Oozyten werden in der
Spannungsklemme Halothan in unterschiedlichen Konzentrationen ausgesetzt und
die Veranderungen der K'-Leckleitfahigkeit aufgezeichnet (Abb. 3.1A und B).

A Halothan 1,9mM

ND96

|
|
|
| T T 1
-150  -100 -50 0 50

Halothan 1,9mM
Halothaln 1,9mM ——

ND96 /’

.............................................. L TUA

100s

Abb. 3.1 Halothan-vermittelte Verdnderung der K*-Leckleitfahigkeit (iber der Oozytenmembran
am Beispiel von TASK-1-exprimierenden Oozyten.

(A) Die Strom-Spannungskurve folgt dem fir einen auswarts gerichteten K*-Strom typischen Verlauf.
Halothan bewirkt ein Offnen der TASK-1-Kanale, der K*-Ausstrom nimmt zu. In der IV-Kurve zeigt sich
dies durch einen zunehmenden auswartsgerichteten, positiven Strom (graue Linie). (B) Die Aktivierung
von TASK-1 durch Halothan I&sst sich auch Gber Applikation depolarisierender Spannungspulse
darstellen. Die Amplitude der bei diesem depolarisierten Membranpotenzial gemessenen Stromes
nimmt bei Aktivierung der Kanale zu (graue Linie). Die Auftragung der bei jedem Spannungssprung
bestimmten Stromamplitude im Zeitverlauf ergibt das rechts dargestellte Strom-Zeit-Diagramm.

THIK-1 wird durch Halothan inhibiert, TASK-1, TASK-3, TREK-1, TREK-2 und
TRAAK werden aktiviert. Dabei zeigen sich deutliche Unterschiede hinsichtlich
Sensitivitat und Zeitverlauf der Aktivierung bzw. Inhibierung (Abb. 3.2 und 3.3).
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Inhibierung/Aktivierung [%]
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TASK-3 THIK-1
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TREK-2 TRAAK
1,9 mM 9,5mM

- S

O'SUAm\T_s ________________ WAL
n=6 n=11

Abb. 3.2: Sensitivitiat verschiedener 2PD-K*-Kanile gegeniiber Halothan.
(A) zeigt Originaldaten der Strdme aus der Spannungsklemme, abgeleitet an Oozyten, die die jeweils
angegebenen 2PD-K*-Kanale exprimieren. Der gemessene Auswartsstrom wird durch Halothan in den
angegebenen Konzentrationen mit jeweils typischem Zeitverlauf reversibel verstarkt (TASK-1, TASK-3,
TREK-1, TREK-2, TRAAK) bzw. abgeschwacht (THIK-1). Das Balkendiagramm (B) stellt die maximale
Aktivierung bzw. Inhibition der einzelnen 2PD-K*-Kanéale durch Halothan als gemittelte Absolutwerte
gegenuber: Der maximale Wert wurde dabei erzielt bei einer Halothankonzentrationen von 1,9 mM
(TASK-1, TASK-3), 13,3 mM (THIK-1, TRAAK) bzw. 9,5 mM (TREK-1, TREK-2).
* bezeichnet ein Signifikanzniveau p < 0,05. Fir TREK/TRAAK war bei fehlender Normalverteilung eine
Signifikanzpriifung mittels t-Test nicht mdglich.
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Abb. 3.3: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von Halothan und den 2PD-K*-Kandlen TASK-1,
TASK-3 (A), TREK-1, TREK-2, TRAAK (B) und THIK-1 (C).

Das Inhalationsanasthetikum Halothan aktiviert (A),

(B) bzw. inhibiert (C) 2PD-K*-Kanéle

konzentrationsabhangig. Die Abbildungen auf der linken Seite zeigen jeweils die Rohdaten aus der
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Konfiguration der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme. Auf der rechten Seite findet sich fur jeden
Kanal die anhand solcher Messungen ermittelte Konzentrations-Wirkungs-Beziehung. Die Amplitude
des bei verschiedenen Halothankonzentrationen gemessenen Auswartsstromes wurde normiert auf
den jeweiligen Maximalwert der Halothanaktivierung bzw. -inhibition. Die Mittelwerte der normierten
Daten (x Standardabweichung) werden als Funktion der logarithmisch aufgetragenen
Halothankonzentration dargestellt. Die hier verwendeten Werte wurden bei jeder der angegebenen
Konzentrationen flir n > 3 ermittelt.

TASK-1

1-3 Tage nach Injektion der TASK-1-cRNA in die Xenopus-Oozyten wird in der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme nach depolarisierendem Spannungspuls ein Basis-
Auswartsstrom von 5,5 pA £ 3,7 (n=52) gemessen. Dieser TASK-1-Strom kann
durch Halothankonzentrationen > 0,09 mM aktiviert werden. Wie Abb. 3.2 A zeigt,
erfolgt diese Aktivierung dosisabhangig. Unter Perfusion einer 1,9 mM Halothan-
Lésung steigt der Auswartsstrom unmittelbar um durchschnittlich 52,8 % * 23,3 an
(n=27, p <0,01). Dieser Wert kann auch mit hdheren Halothankonzentrationen nicht
weiter gesteigert werden. Der aktivierte Strom erreicht unter konstanter Perfusion mit
Halothan nach ca. 30 s einen Plateau-Wert, der mit Ende der Halothan-Perfusion
und beginnender Spulung mit ND96 sofort wieder auf den Basiswert absinkt (Abb.
3.2Aund 3.3 A).

Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der Aktivierung von TASK-1 durch
Halothan ergibt eine ECs, von 0,45 mM * 0,22. Mit der Hill-Gleichung erhalt man
hierfur einen Hill-Koeffizienten von 1,31 £ 0,44 (Abb. 3.3 A).

TASK-3
Die elektrophysiologischen Messungen an TASK-3 wurden 4 h bis maximal 48 h
nach Injektion der cRNA durchgeflihrt. Bereits nach dieser kurzen Zeitspanne wird

uber der Oozyten-Membran ein Auswartsstrom von 18,4 yA + 8 (n=38) gemessen.

Das Balkendiagramm in Abb. 3.2 B zeigt fur TASK-3 eine maximale Aktivierung um
42,1 % = 22,1 (n=24, p < 0,01) durch 1,9 mM Halothan. Die Aktivierung erfolgt

unmittelbar mit Beginn der Halothan-Perfusion und ist reversibel (Abb. 3.2 A).

Das Konzentrations-Wirkungs-Profil in Abb. 3.3A zeigt, dass TASK-3 durch Halothan
in Konzentrationen > 0,19 mM aktiviert wird. Oberhalb einer Halothankonzentration

von 1,9 mM kann diese Aktivierung praktisch nicht weiter gesteigert werden.
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Unter Verwendung der an 38 Oozyten gemessenen Werte erhalt man fir TASK-3
eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung mit einer EC5, von 0,6 mM £ 0,2 und

einem Hill-Koeffizienten von 1,74 + 1.

TREK-1, TREK-2

Die Grundaktivitat der beiden Kanale TREK-1 und TREK-2 ist, verglichen mit den
anderen 2PD-K"-Kanalen, sehr niedrig. 2-3 Tage nach Injektion der cRNA kénnen
an der Oozytenmembran nach depolarisierendem Spannungspuls 1,48 uA + 0,81
(n=20) abgeleitet werden. Der mittlere Auswartsstrom bei TREK-2-exprimierenden
Oozyten betragt 1,83 yA £ 1,11 (n=16).

Beide Kanale werden durch Halothan aktiviert. Wie die Originaldaten in Abb. 3.2 A
und 3.3 B eindrilcklich zeigen, fuhrt Halothan in Konzentrationen > 1,9 mM,
ausgehend von der niedrigen Grundaktivitat dieser beiden Kanale, zu einer
dramatischen Zunahme des K" -Auswartsstromes. Die Aktivierung beginnt
unmittelbar mit der Halothan-Perfusion, der Auswartsstrom erreicht einen stabilen
Plateau-Wert allerdings haufig erst nach mehreren Minuten. Bei ca. 50 % der
Messungen kann ein solcher Plateau-Wert jedoch gar nicht dargestellt werden, well
der Strom den messbaren Bereich verlasst oder die Oozytenmembran durch die

lang einwirkende hochkonzentrierte Halothan-Perfusion zerstort wird.

Anders bei Halothankonzentrationen < 1,9 mM. Hier fallt die Aktivierung deutlich
schwacher aus (fir alle Konzentrationen p < 0,05). Ahnlich wie bei den TASK-
Kanalen wird bereits nach Sekunden ein Plateau-Wert erreicht. Die Originaldaten in
Abb. 3.3 B veranschaulichen die konzentrationsabhangig unterschiedliche

Halothanwirkung am Beispiel von TREK-2.

Der fur 9,5 mM Halothan bestimmte Mittelwert der Aktivierung betragt fur TREK-1
759,4 % (n=6) und flir TREK-2 360 % (n=11) (Abb. 3.2 B). Eine Sattigung dieser
Aktivierung kann auch unter steigenden Halothankonzentrationen nicht dargestellt
werden. Zwischen 1,9 mM und 9,5 mM schwanken die gemessenen Absolutwerte
der Kanalaktivierung zunehmend dosisunabhangig zwischen ca. 30 % und 2500 %
(TREK-1) bzw. 1500 % (TREK-2). Bei einigen Messungen wiederum haben selbst

hohe Konzentrationen Halothan keinen Effekt auf den TREK-Grundstrom.

Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung fur die beiden TREK-Kanale ist nicht durch eine
Hill-Funktion darstellbar (Abb. 3.3 B). Auch in der Literatur wird eine fehlende
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Sattigung der TREK-Aktivierung durch Inhalationsanasthetika beschrieben (Gruss et
al., 2004). Die in Abb. 3.3 B fir TREK-1 und TREK-2 angegebene Konzentrations-
Wirkungs-Beziehung veranschaulicht die deutlichen quantitativen und qualitativen

Unterschiede im Wirkprofil gegenliber den anderen 2PD-K"-Kanalen.

TRAAK

Die elektrophysiologischen Untersuchungen an TRAAK, dem dritten Mitglied aus der
Gruppe der TREK-Kanale, finden 1-2 Tage nach Injektion der cRNA statt. Der
TRAAK-Grundstrom betragt bei diesen Messungen 4,0 yA + 3,1 (n=27).

TRAAK galt bisher als nicht sensitiv gegenuber Inhalationsanasthetika wie Halothan
(Franks N.P. et al., 2004). Abb. 3.2 A zeigt jedoch eine deutliche, reversible
Aktivierung des Kanals durch 9,5 mM Halothan.

Halothan > 3,8 mM aktiviert diesen 2PD-K"-Kanal unmittelbar und reversibel, wobei
die Stromstarke in Einzelfallen auf bis das 5-fache des Ausgangswertes steigt. Die
Originaldaten in Abb. 3.2 A zeigen, dass auch bei TRAAK mehrere Minuten
vergehen, bis der aktivierte Auswartsstrom seinen Plateau-Wert erreicht. Die mittlere
Aktivierung unter 13,3 mM betragt dabei im Mittel 129 % (n=10, p < 0,05) (Abb. 3.2
B). Auch hier zeigen die gemessenen Aktivierungen unter hohen
Halothankonzentrationen eine grofde Streubreite zwischen 60,2 % und 386,9 %.
Eine Sattigung dieser Halothan-Aktivierung wird mit den verwendeten
Halothankonzentrationen nicht erreicht.

Bei fehlendem sigmoidem Verlauf der gezeigten Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung ist weder eine Bestimmung der ECs, noch des Hill-Koeffizienten méglich.
Die Dosis-Wirkungs-Beziehung flir TRAAK lasst sich, wie auch bei den TREK-
Kanalen, nicht durch eine Hill-Funktion darstellen (Abb. 3.3 B).

THIK-1

1-2 Tage nach Injektion der cRNA in die Xenopus-Oozyten kann ein Auswartsstrom
von 2,9 pA £ 2,4 (n=16) gemessen werden. THIK-1 ist unter den bekannten 2PD-K"-
Kanalen der einzige im ZNS nachgewiesene Subtyp der 2PD-K"-Kanale, der durch

Inhalationsanasthetika wie Halothan inhibiert wird.

Die Originaldaten aus Abb. 3.2 A zeigen mit Beginn der Halothanperfusion in einer

Konzentration von 1,9 mM eine unmittelbare, reversible Inaktivierung des THIK-1-
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Stromes. Eine signifikante Inhibition (p < 0,05) wird unter Halothan > 0,38 mM
beobachtet. Steigert man, wie in Abb. 3.3 C gezeigt, die Halothandosis auf 13,3 mM,
so wird der Auswartsstrom nahezu vollstandig blockiert (-83,2 % + 6,8; n=4, p <
0,01).

Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fur diesen Kanal folgt dem in Abb. 3.3 C
gezeigten sigmoiden Verlauf. Aus dieser Beziehung ergibt sich ein EC5, von 2,29

mM = 0,18 und ein Hill-Koeffizient von 1,76 + 0,22.
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3.2 Charakterisierung einer Bindungsstelle fiir Halothan

3.2.1 Identifikation eines 6-Aminosauren-Motivs am Kanal TASK-1 mit
kritischer Bedeutung fiir die Halothan-vermittelte Aktivierung
Vergleicht man die Primarsequenz verschiedener 2PD-K"-Kanale, so fallt am Beginn
des C-terminalen Endes eine Sequenz von 6 Aminosauren an Position 243-248 auf,
in der sich TASK-1 und TASK-3 stark ahneln. Bei den Ubrigen 2PD-K"-Kanalen

finden sich in diesem Bereich keine vergleichbaren Motive (Abb. 3.4).

TASK-1 .1 G A F L N L V M
TASK-3 .. 1 A \Y% M
TASK-2 .. L I K S E V
THIK-1 ..C I Y F N VI S I L I K Q
TREK-1 . F A A V L S MI G D W L R V I

Abb. 3.4: Sequenzvergleich zwischen verschiedenen 2PD-K*-Kanilen am Ubergang TM4 und C-
Terminus.

Die transmembranar gelegenen Kanalabschnitte sind hellgrau unterlegt. Die Ubereinstimmenden
Aminosaurepositionen sind dunkelgrau hervorgehoben.

TM4 Transmembrandomane 4
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Abb. 3.5: Auswirkung C-terminaler Mutationen auf die Halothansensitivitat von TASK-1 und
TASK-3.

(A) zeigt Strdme von Oozyten aus der Konfiguration der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme von
TASK-1 und TASK-3 und ihren Deletionsmutanten (schematisch dargestellt). Der K*-Strom Uber der
Membran von Oozyten, die TASK-1, [A243-248] exprimieren, zeigt bei Perfusion von 1,9 mM Halothan
keine signifikante Aktivierung. Bei Expression von TASK-1, [A249-390RSSV] wird der Uber die
Oozytenmembran gemessene Strom durch 1,9 mM Halothan deutlich aktiviert. Messungen an
Oozyten mit Expression der entsprechenden Deletionsmutante des Kanals TASK-3 (TASK-3, [A243-
248]) zeigen dagegen nach wie vor eine Aktivierung durch 1,9 mM Halothan.

Das Balkendiagramm (B) stellt die gemittelten Absolutwerte des Effektes von 1,9 mM Halothan auf die
Wildtypen von TASK-1 und TASK-3 sowie auf die entsprechenden Deletionsmutanten dieser Kanale
gegenuber. Wahrend bei TASK-1 die Mutationen zu einer signifikanten Zunahme (TASK-1, [A249-
390RSSV]) bzw. Abnahme (TASK-1, [A243-248]) der Halothan-vermittelten Aktivierung fuhren,
unterscheidet sich das Verhalten von TASK-3 WT nicht signifikant von seiner Deletionsmutanten.

* bezeichnet ein Signifikanzniveau p < 0,05.

TASK-1, [A243-248]

Um die Bedeutung dieses Aminosaurenabschnittes flir den Kanal TASK-1 zu
zeigen, wurden die 6 Aminosauren Valin (V), Leucin (L), Arginin (R), Phenylalanin
(F), Methionin (M) und Tyrosin (T) an Position 243-248 aus dem TASK-1-Protein

entfernt.

Die Deletionsmutante TASK-1, [A243-248] kann in den Xenopus-Oozyten erfolgreich
zur Expression gebracht werden und ist trotz der Deletion im Bereich des C-
Terminus funktionsfahig geblieben. 1-2 Tage nach Injektion der cRNA betragt die
nach depolarisierendem Spannungspuls gemessene Grundaktivitat 2,2 pyA + 1,4
(n=26).

Nach Absenkung des pH-Wertes der ND96-Badlosung von 7,4 auf 4,5 wird der

gemessene Basisstrom reversibel inhibiert (keine Abb.), eine fur die TASK-Kanale
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typische Eigenschaft, die sich gut als Hilfsmittel zur Identifizierung eines TASK-

Stromes eignet.

Halothan fuhrt bei TASK-1, [A243-248] auch nach Perfusion > 1 min zu keiner
Aktivierung (Abb. 3.5 A). Das Diagramm in Abb. 3.5 B zeigt, dass unter 1,9 mM
Halothan eine signifikante Inhibition des K'-Leckstromes um 14,4 % + 7,9 (n=17, p <
0,01) zu beobachten ist, wahrend der Wildtyp durch die selbe Konzentration

Halothan um rund 50% aktiviert wird (s.0.).

TASK-1, [A249-390RSSV]

Bei dieser Deletionsmutante von TASK-1 wurden die letzten 163 Aminosauren des
C-Terminus entfernt, wobei aber das VLRFMT-Motiv an Position 243-248 als C-
terminales Ende belassen wurde. Voraussetzung fur einen Transport des
Kanalproteins in die Zellmembran ist die Interaktion der letzten 4 Aminosauren
RSSV an Position 386-390 mit dem intrazellularen Protein 14-4-4 (Rajan et al.,
2002). Aus diesem Grund wurden an das Motiv VLRFMT noch die 4 Aminosauren
RSSV angefugt.

1-2 Tage nach Injektion der cRNA zeigt sich in elektrophysiologischen Messungen
die erfolgreiche Expression der Mutante TASK-1, [A249-390RSSV] bei einem
Auswartsstrom von 6,4 pA £ 4,9 (n=26).

Die Originaldaten in Abb. 3.5 A zeigen eindeutig, dass TASK-1, [A249-390RSSV]
halothansensibel geblieben ist. Halothan bewirkt bei dieser Mutante eine signifikant
starkere Aktivierung (p < 0,01) als beim Wildtypen (TASK-1, [A249-390RSSV]:
112,8 % + 59,7 fur 1,9 mM Halothan; n=21, p < 0,05) (Abb. 3.5 B). Wie der Wildtyp
wird die Mutante durch Konzentrationen > 0,09 mM aktiviert (p < 0,05), eine
Sattigung dieses Effektes erfolgt bei einer Konzentration von 1,9 mM.

TASK-3, [A243-248]

Wie der Sequenzvergleich in Abb. 3.4 zeigt, besitzt der Kanal TASK-3 am Beginn
des intrazellularen C-Terminus zwischen den Aminosauren 243-248 das Motiv
VLRFLT, das sich von TASK-1 nur an Position 247 (Leucin) unterscheidet. Auch bei
TASK-3 wurden nun diese 6 Aminosauren aus dem Protein entfernt. Die
elektrophysiologischen Messungen erfolgten 24 h nach Injektion von 27,6 nl der
cRNA. Nach diesem Zeitintervall kann an der Oozytenmembran ein Auswartsstrom

von 4,3 pA £ 2,9 (n=23) gemessen werden.
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TASK-3, [A243-248] ist nach wie vor sensitiv gegenltber Halothan (Abb. 3.5 A). Eine
signifikante Aktivierung (p < 0,05) von TASK-3, [A243-248] durch Halothan erfolgt
bei einer Halothankonzentrationen > 0,6 mM. Bei n=20 Messungen erhalt man far
1,9 mM Halothan eine durchschnittliche Aktivitatssteigerung um 56,6 % * 28,5
(n=20, p < 0,01) (Abb. 3.5 B). Der Unterschied zu den entsprechenden Werten beim
Wildtyp von TASK-3 ist dabei nicht signifikant (p > 0,1). Steigert man die
Konzentration der Halothan-Lésung auf 13,3 mM, erzielt man bei TASK-3, [A243-
238] eine mittlere Aktivitatssteigerung um 68,3% + 16,8 (n=5, p < 0,05). Die
Aktivierungswerte fur die hdheren Halothankonzentrationen (Halothan 13,3 mM bzw.
19 mM) sind jedoch signifikant héher (p < 0,01), als bei TASK-3, Wildtyp. Fur die
Berechnung einer Konzentrations-Wirkungs-Beziehung wird dieser Wert als
Maximalwert verwendet. Es ergibt sich so eine ECsovon 1,06 mM + 0,11 und ein Hill-

Koeffizient von 3,0 £ 0,8 (keine Abb.).

TASK-3, [L247M]
Indem man bei TASK-3, [Wildtyp] die Aminosaure Leucin (L) an Position 247 durch
Methionin (M) ersetzt, gleicht man TASK-3 im Sequenzabschnitt 243-247 an TASK-

1 an.

TASK-3, [L247M] wird durch 1,9 mM Halothan um im Mittel 51,4 % + 34,9 aktiviert
(n=10, p < 0,01). Die Aktivierung steigt konzentrationsabhangig bis zu einem Wert
von 74,9 % £ 37,1 (n=4) bei 9,5 mM Halothan. Aus der Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung ergibt sich eine EC5, von 1,57 mM % 0,26 bei einem Hill-Koeffizienten von
2,19 £ 0,75 (keine Abb.). Die Effektivkonzentration fur die halbmaximale Aktivierung
hat sich damit im Vergleich zu den beiden Wildtypen TASK-1 und TASK-3 mehr als

verdoppelt. Die Mutante ist in ihrer Sensitivitat gegenltber Halothan vermindert.
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3.2.2 Untersuchung der Rolle einer hydrophoben Bindungstasche bei der
Aktivierung des Kanals TREK-1 durch Halothan

A
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Abb. 3.6: Punktmutationen im Bereich des proximalen C-Terminus und der 4.
Transmembrandoméne von TREK-1 verandern dessen Halothansensitivitit.

Schematisch dargestellt sind Modelle von TREK-1 mit Angabe der eingefiigten Punktmutation.
Darunter befinden sich die jeweiligen Strom-Zeit-Diagramme aus der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme.

(A) Trotz Austausch der hydrophilen Aminosauren Lysin (K) an den Positionen 301, 302 und 304
gegen die hydrophobere Aminosaure Valin (V) wird TREK-1, [LLL310,302,304VVV] durch Halothan
aktiviert. Die Einsatzfigur vergleicht die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fiir Halothan und Wildtyp
bzw. Mutante TREK-1, [LLL310,302,304VVV] () hier bezeichnet als TREK-1, [VVTV] (beide jeweils
n=25). (B) Auch nach Austausch der Aminosaure Tryptophan (W) an Position 310 gegen Leucin (L)
aktiviert Halothan TREK-1, [W311L] (n=9). (C) TREK-1, [WW290,293LL], bei dem Tryptophan (W) an
Position 290 und 292 ausgetauscht worden ist, wird durch Halothan deutlich inhibiert (n=10).
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TREK-1, [LLL310,302,304VVV]

Johansson et al. entwarfen mit Hilfe synthetischer Proteine das Modell einer
Bindungsstelle fur Halothan: Das Grundgerust basiert auf einem 4-a-Helix-Bundel,
welches nach Dimerisation in seinem Inneren eine Art hydrophober Tasche
umschlief3t (Johansson, 1998).

Am Beginn des C-Terminus von TREK-1 findet man ein Motiv, das mit diesem

Modell in seinem Aufbau vergleichbar ist. Im Bereich eines a-helicalen Abschnittes
zwischen den Aminosauren 300 und 307 ahnelt die Abfolge hydrophober und
hydrophiler Aminosauren stark diesem Modell. Bei der Dimerisation der
Kanaluntereinheiten nahern sich die hydrophoben Seitenketten einander an. Die
hydrophileren Aminosauren wurden mit den dabei verdrangten Wasser-Molekulen

eine so entstehende hydrophobe Tasche begrenzen.

Um eine solche Konformation zu zerstéren, und somit die Bedeutung dieses
Proteinabschnittes fur die Halothanbindung klaren zu kdnnen, wurden die
basischen, polaren Aminosauren Lysin (K) an den Positionen 301, 302 und 304

jeweils gegen die hydrophobere Aminosaure Valin (V) ausgetauscht (Abb. 3.6 A).

1-2 Tage nach Injektion der cRNA von TREK-1, [LLL310,302,304VVV] in die
Xenopus-Oozyten wurde mit den elektrophysiologischen Untersuchungen
begonnen. Bei erfolgreicher Expression wird in der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme bei TREK-1, [LLL310,302,304VVV], ahnlich wie bei TREK-1,
[Wildtyp], ein nur geringer Auswartsstrom von 1,1 yA £ 0,5 (n=22) gemessen.

Halothan fuhrt erst in einer Konzentration von 36,7 mM zu einer signifikanten
Aktivierung, niedrigere Konzentrationen haben keinen signifikanten Einfluss auf die
Kanalaktivitat. 9,5 mM Halothan, eine Konzentration, die beim Wildtyp zu
Aktivierungen zwischen 44,8 % und 2639,4 % (n=6) flhrt, bewirkt bei der Mutante
keine signifkante Aktivierung (n=18, p > 0,1). Bei einer Konzentration von 36,7 mM
Halothan werden Aktivierungen zwischen 581,0 % und 1333,3 % gemessen (n=7, p
< 0,05). Die Aktivierung erreicht - wie auch beim Wildtyp - selbst nach Halothan-
Applikation Uber mehrere Minuten keinen eindeutigen Plateau-Wert, und ist nahezu
vollstandig reversibel. 9 der 26 in diesem Zusammenhang untersuchten Oozyten
zeigen auch auf hohe Konzentrationen des Inhalationsanasthetikums keine
Reaktion. 20 der insgesamt 26 Oozyten wurden neben Halothan auch mit

Arachidonsaure (AA) bzw. Lysophosphatidylcholin (LPC) umsplult. Diese Substanzen
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fuhren bekanntermallen zu einer starken Aktivierung der Kanale der TREK-Familie
(s.0.). 10 uM AA bzw. LPC Iésen bei allen mit TREK-1,[LLL310,302,304VVV]
injizierten Oozyten (n=20) eine deutliche Aktivierung aus (keine Abb.). In diesen
Fallen ist die Halothansensitivitat durch die Mutation beeintrachtigt, wahrend der
Kanal auf die beim Wildtyp wirksamen Mengen AA bzw. LPC deutlich aktiviert wird.

TREK-1, [W311L] und TREK-1, [WW290,293LL]

Die Idee zu den beiden anderen an TREK-1 vorgenommenen Mutationen TREK-1,
[W311L] und TREK-1, [WWZ290,292LL] basiert auf einem anderen Modell. Tang und
Xu untersuchten die Wechselwirkungen zwischen Halothan und dem GramicidinA-
Kanal (gA). Sie konnten eine spezifische Interaktion von Halothan mit den
aromatischen Seitenketten der Aminosaure Tryptophan (W) im gA-Kanal
nachweisen (Tang et al., 2002).

Bei TREK-1, [W311L] ist die Aminosaure Tryptophan (W) an Position 311, am
Ubergang zwischen 4. Transmembrandomane und cytoplasmatischem C-terminalen
Ende, durch die Aminosaure Leucin (L) ersetzt (Abb. 3.6 B), bei TREK-1,
[WW290,293LL] sind die Tryptophane zwischen extrazellularem Loop und der 4.
Transmembrandomane an den Positionen 290 und 292 jeweils durch ein Leucin (L)
ausgetauscht (Abb. 3.6 C). Im Gegensatz zu Tryptophan, welches Uber einen
aromatischen Indolamidring verfugt, ist die Aminosaure Leucin mit einer
einfacheren, aliphatischen Seitenkette ausgestattet und so flir die von Tang und Xu

beschriebenen Interaktionen mit Halothan-Molekulen nicht geeignet.

Bei Expression von TREK-1, [W311L] in Xenopus-Oozyten Uber 48 h - 72 h wird in
der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme Uber der Oozytenmembran ein typischer

K'-Auswartsstrom in Hohe von 4,9 pA * 1,1 (n=9) gemessen.

Bei 3 von den 9 untersuchten Oozyten wird der K*-Auswartsstrom auch durch
Halothan in einer Konzentration von 9,5 mM bzw. 36,7 mM nicht beeinflusst. Die zur
Kontrolle durchgefuhrten Versuche mit AA in einer beim TREK-1, [Wildtyp] maximal
aktivierend wirksamen Konzentration fihren jedoch auch bei diesen Oozyten zu
einer reversiblen Aktivitatszunahme (keine Abb.). Die Messungen zeigen eine
reversible Aktivierung des TREK-1, [W311L]-Stromes um 17,3 % + 20,1 (n=8, p =
0,05) bei 9,5 mM Halothan bzw. 27,3 % + 32,5 (n=10, p < 0,05) bei 36,7 mM
Halothan. In diese Auswertung wurden auch die Messungen einbezogen, bei denen

Halothan keine bzw. eine nur sehr schwache Aktivierung hervorgerufen hat. Die bei
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TREK-1, [Wildtyp], aber auch bei TREK-1, [LLL310,302,304VVV] beobachtete
Aktivierung um ein Vielfaches des Basiswertes durch hochkonzentrierte Halothan-
Losung > 9,5 mM lassen sich bei dieser Mutante nicht reproduzieren. Die starkste
gemessene Aktivierung betragt 109,3 % durch 36,7 mM Halothan.

Auch TREK-1, [WW290,293LL] wird erfolgreich in der Xenopus-Oozyten-Membran
exprimiert. Es wird ein auswartsgerichteter K*-Strom von 2,0 yA = 0,4 (n=11)
gemessen. Die Perfusion dieser Oozyten mit 1,9 mM Halothan fuhrt unmittelbar zu
einer reversiblen Inhibition des K*-Stromes. 9,5 mM Halothan fiihren bei n=10
Oozyten im Mittel zu einer signifikanten Inhibition um 26,3 % % 18, (p < 0,05) (Abb.
3.6 C), bei einer Konzentration von 36,7 mM wird der TREK-1, [WW290,293LL |-
Strom im Mittel um 32,1 % * 14,6 (n=7, p < 0,05) vermindert. Die Aktivierbarkeit

durch AA ist auch bei dieser Chimare nach wie vor vorhanden (keine Abb.).
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3.3 Bedeutung verschiedener Signalwege und
Regulationsfaktoren fir die Vermittlung der Halothanwirkung
auf 2PD-K*-Kanale

3.3.1 Bedeutung der durch Neurotransmitter vermittelten G,+1-abhangigen
Inhibition fiir die Halothanwirkung an TASK-Kanalen

K'-Leckleitfahigkeiten in bestimmten Arealen des ZNS (Kortex, Thalamus,
Hypothalamus, Hippokampus, monoamine und cholinerge Motoneurone des
Hirnstammes etc.) werden durch Neurotransmitter wie Serotonin, Noradrenalin,
Substanz P, Thyrotropin-Releasing-Hormon oder Glutamat gehemmt (Goldstein et
al., 2001; Millar et al., 2000; Talley et al., 2000). Diese Substanzen entfalten ihre
Wirkung Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Mit ihrer Aktivierung steigen

Erregbarkeit und Spontanaktivitat der beteiligten Neurone.

Fir die Kanale der TASK-Familie TASK-1 und TASK-3 konnte bisher ausschliel3lich
eine Kopplung an Gg11-gekoppelte Kanale gezeigt werden (Bayliss et al., 2001;
Talley et al., 2000). Die Aktivierung dieser Rezeptoren flhrt zur Aktivierung der
Phospholipase CR (PLC), die tUber hydrolytische Spaltung von Phosphatidyl-
Inositolbisphosphat (PIP,) die Synthese der intrazellularen second messenger
Inositoltrisphosphat (IPs) bzw. Diacylglycerin (DAG) vermittelt. Uber welchen
Signalweg die Hemmung der 2PD-K"-Kanale letztlich erfolgt, bzw. ob die Kanale
evtl. direkt Uber die G-Protein-Untereinheiten inhibiert werden, ist noch immer nicht
geklart. Es gibt lediglich Hinweise darauf, dass der intrazellulare PIP,-Spiegel der
entscheidende Faktor der Signaltransduktion ist (Chemin et al., 2003).

Um zu untersuchen, in welchem Mal die Aktivierung der 2PD-K*-Kanale durch
Halothan durch diese Rezeptor-vermittelte Inhibition der K'-Leitfahigkeit moduliert
wird, wird der an den Serotonin-Rezeptor 5HT,c gekoppelte Kanal TASK-3
gleichzeitig dem Inhalationsanasthetikum Halothan und dem selektiven 5-HT c-
Rezeptor-Agonisten a-Methyl-5-Hydroxytryptamin (a-Met-5-HT), einem Derivat des

naturlichen Agonisten Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT), ausgesetzt.
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Abb. 3.7: Die Wirkung des Inhalationsandsthetikums Halothan auf an Serotonin-Rezeptoren
gekoppelte 2PD-K*-Kanile unter dem Einfluss von a-Methyl-5-Hydroxytryptamin(a-Met-5-HT).
Abbildung (A) zeigt die Originalableitung an einer mit TASK-3 und dem Serotonin-Rezeptor 5-HT2c
koinjizierten Oozyte. 1nM a-Met-5-HT flhrt zu einer deutlichen Inhibition des gemessenen
Auswartsstromes. Die Perfusion von 1,9 mM Halothan fiihrt zu einer deutlichen Aktivierung. Bei
gleichzeitiger Perfusion beider Substanzen in den zuvor verwendeten Konzentrationen Uberwiegt der
inhibierende Effekt von a-Met-5-HT. Das Balkendiagramm in Abbildung (B) fasst diese Veranderungen
der TASK-3-Aktivitat nach Perfusion mit 1,9 mM Halothan (schwarz gefarbter Balken), und nach
Zusatz von a-Met-5-HT in steigender Konzentration (schraffierte Balken) zusammen. Die Zugabe von
o-Met-5-HT fuhrt zu einer signifikanten Veranderung des Stromverhaltens im Vergleich zu den
Messergebnissen unter reiner Halothan-Lésung. * bezeichnet ein Signifikanzniveau p < 0,05.
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Fur die Kopplung des 2PD-K"-Kanals TASK-3 an den 5-HTzc-Rezeptor werden in die
Xenopus-Oozyten nacheinander jeweils die gleiche Menge cRNA von TASK-3 und
5-HT2c-Rezeptor injiziert. 1-2 Tage nach der Injektion wird Uber der
Oozytenmembran ein Auswartsstrom in Hohe von 4,6 pA = 2,9 (n=8) gemessen.
Eine ausreichende Expression von TASK-3 wird durch Inhibition dieses
Auswartsstromes nach Absenkung des pH auf 4,5 und Aktivierung bei Perfusion mit
Halothan in einer Konzentration von 1,9 mM (55,2 % + 31,1; n=8) Uberprift. Um
auch die erfolgreiche Expression des Serotonin-Rezeptors 5-HTzc bzw. dessen

Kopplung an den 2PD-K*-Kanal TASK-3 nachzuweisen, werden die Oozyten im

Laufe der Messungen mit a-Met-5-HT perfundiert. a-Met-5-HT fuhrt bei diesen

Oozyten konzentrationsabhangig zu einer signifikanten Inhibition des TASK-3-

Stromes (p < 0,05) (Abb. 3.7 A). Perfusion einer a-Met-5-HT-LAsung in einer
Konzentration von 0,2 nM flhrt bei n=5 Messungen zu einer Inhibition des an den 5-
HT.c-Rezeptor gekoppelten TASK-3 um 44 % + 4,2. Der zu Beginn der a-Met-5-HT-
Perfusion regelmafig ableitbaren sprunghaften Stromzunahme (Abb. 3.7 A) liegt ein
durch Anstieg der intrazellularen Ca**-Konzentration aktivierter Chlorid-Strom
zugrunde. Fur die hier durchgefuhrten Experimente hat dieser Strom keine
Bedeutung. Bei Aktivierung des 5-HT2c-Rezeptors durch a-Met-5-HT in
physiologisch relevanter Konzentration wird eine Aktivierung durch Halothan
abgeschwacht bzw. vollstandig unterdrickt. Als Referenzwert dient die an den 8 hier
untersuchten Oozyten bestimmte Aktivierung des TASK-3-Stromes durch 1,9 mM
Halothan um 55,2 % % 31,1 (n=8, p < 0,05). Dieser Halothaneffekt wird durch die a-
Met-5-HT-Wirkung dosisabhangig beeinflusst (fur alle verwendeten Konzentrationen
signifikanter Unterschied zu den unter reiner Halothan-Perfusion bestimmten Werten
mit p < 0,05). Fugt man zu der 1,9 mM Halothan-Lésung a-Met-5-HT entsprechend
einer Konzentration von 0,2 nM hinzu, wird im Mittel eine Aktivierung von jetzt nur
noch 14,3 % + 26,9 (n=8) (Abb. 3.7 B) gemessen. Dabei sind bei einem Teil der
Messungen an unterschiedlichen Oozyten Aktivierungen, bei anderen Messungen

mit dem gleichen Lésungsgemisch jedoch auch Inhibierungen des TASK-3-Stromes

zu beobachten. Eine Lésung mit 1,9 mM Halothan im Gemisch mit einer a-Met-5-HT
in einer Konzentration von 0,5 nM fuhrt im Schnitt zu einer Inhibition des TASK-3-
Stromes um 11,2 % = 19,3 (n=5) (Abb. 3.7 B). Der K*-Auswartsstrom wird in dieser

Konzentration bei den einzelnen Messungen entweder gehemmt oder bleibt

unverandert. a-Met-HT in einer Konzentration von 1 nM als Zusatz einer 1,9 mM
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Halothan-Losung flhrt bei n=6 Messungen ausschlielich zur Inhibition des an der
Oozytenmembran gemessenen Auswartsstromes um gemittelt 34,6 % + 10,9
(Abb.3.7 A und B).

3.3.2 Einfluss der Ca**-Homoostase auf den Effekt von Halothan auf
verschiedene 2PD-K*-Kanale

Calcium (Ca™) ist einer der wichtigsten second messenger eukaryonter Zellen.
Neben seiner Funktion als Integrator der elektromechanischen Kopplung kontraktiler
Zellen kommt ihm auch eine wichtige Bedeutung bei Signalvermittlung und
-modulation in der neuronalen Informationsvermittlung zu.
Neurotransmitterausschuttung wie auch Membranleitfahigkeit der Neuronen werden
durch Ca"" entscheidend reguliert: Als Bestandteil Rezeptor-vermittelter
Signaltransduktion, wie bei den Gq11-gekoppelten Rezeptoren, oder auch tUber

direkte Wirkung an lonenkanalen, wie z.B. bei den Ca""-abhangigen K'-Kanalen.

Inhalationsanasthetika fiihren zu einem Anstieg der intrazellularen Ca™*-
Konzentration in Nervenzellen (Franks J.J. et al., 1998; Gomez et al., 2002). Die
Ursache dieses Phanomens ist, genauso wie seine Bedeutung fur die

Wirkungsvermittlung der Inhalationsanasthetika, unklar.
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Abb. 3.8: Die Wirkung des Inhalationsanasthetikums Halothan auf 2PD-K*-Kanile unter dem
Einfluss des intrazellularen Calcium-Chelators BAPTA-AM.

Abbildung (A) zeigt eine Originalableitung aus Messungen an TASK-3. 10 yM BAPTA-AM fihren zu
einer Inhibition des Auswartsstromes, die Perfusion von 1,9 mM Halothan flhrt zu einer Zunahme
dieses Stromes. Bei gleichzeitiger Perfusion beider Substanzen in den zuvor verwendeten
Konzentrationen wird annahernd der Effekt der reinen BAPTA-AM-LAsung wieder erreicht.

Das Balkendiagramm in Abbildung (B) fasst die Veranderungen der TASK-3-Aktivitdt nach Perfusion
mit 1,9 mM Halothan (schwarz gefarbter Balken), 1,9 mM Halothan mit 10 uM BAPTA-AM
(schraffierter Balken) und 10 uM BAPTA-AM (weiler Balken) zusammen. Die Effekte flr sich
genommen, sind jeweils signifikant (p < 0,05), zwischen der Inhibition durch BAPTA bzw.
BAPTA/Halothan besteht jedoch kein signifikanter Unterschied (p > 0,1).
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Um die Bedeutung der intrazelluldren Ca""-Konzentration fiir die Aktivierung der
2PD-K"-Kanale durch Halothan zu untersuchen, wurden Oozyten, die den 2PD-K-
Kanal TASK-3 exprimieren, dem Ca""-Chelator BAPTA-AM ausgesetzt (Abb. 3.8 A).
BAPTA ist in der AM-Form verestert und damit lipophil und membranpermeabel. In
der Zelle wird der Ester durch intrazellulare Esterasen hydrolysiert. In der
unveresterten Form ist BAPTA nicht mehr membranpermeabel und es kommt zu

einer Akkumulation in der Zelle.

10 yM BAPTA-AM vermindern die K*-Leitfahigkeit von TASK-3 um 61,8 % + 8,1
(n=7, p <0,05). Ein Gemisch aus 10 uM BAPTA-AM und 1,9 mM Halothan fuhrt
noch immer zu einer Inhibition um 56,8 + 12,6 (n=6, p < 0,05) (Abb. 3.8 A und B).
Die Werte aus Messungen mit reiner BAPTA-AM-L6sung und dem Gemisch aus
BAPTA-AM und Halothan unterscheiden sich dabei nicht signifikant (p > 0,1). Eine
reine Halothan-Lésung fuhrt bei den hier untersuchten Oozyten im Vergleich dazu zu
einer Aktivierung des TASK-3-Stromes um 44 % + 13 (n=3, p < 0,05) (Abb. 3.8 B)

Auch THIK-1, der sich strukturell und funktionell von den TASK-Kanéalen
grundlegend unterscheidet, wird durch 10 yM des Ca™" -Chelatoren um 23,1 % + 7,4
inhibiert (n=6). Ein unspezifischer Effekt von BAPTA-AM auf die Oozyten konnte
zum einen durch Messung an nicht-injizierten Oozyten, aber auch durch Ableitungen
an mit TASK-1, [A243-248] injizierten Oozyten ausgeschlossen werden: Diese
Oozyten werden durch 10 yM BAPTA-AM nicht inhibiert (keine Abb.).

3.3.3 Der extrazelluldre pH-Wert und die Halothanwirkung auf TASK-1
Ein weiterer wichtiger Regulationsfaktor der 2PD-K"-Kanéle ist der pH-Wert sowohl
des extra- wie auch des intrazellularen Milieus. Im Fall von TASK-1 fuhrt eine
Absenkung des extrazellularen pH zu zunehmender Inhibition des K'-
Auswartsstromes (Duprat et al., 1997).

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass der pH -Wert im ZNS bei einer
globalen Ischamie auf Werte zwischen 6,2 und 6,4 abfallen kann (Chopp et al.,
1987). Neben der Ublicherweise verwendeten ND96-Losung mit einem den
physiologischen Bedingungen entsprechenden pH von 7,4 als Badlosung bzw. als
Lésungsmedium flr Halothan, wurde in den folgenden Messungen zu diesen
Zwecken auch ND96-Lésung mit einem pH von 6,8 verwendet. Eine Absenkung des

pH-Wertes der Badlosung in der Messkammer von 7,4 auf 6,8 fuhrt zu einer
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Absenkung des Basisstromes um 64,4 % * 4,4. Wahrend eine Perfusion von 1,9 mM
Halothan bei einem pH-Wert von 7,4 den Basisstrom bei diesen Messungen um 26,5
% % 8,7 (n=5, p < 0,05) steigert, wird der TASK-17-Strom durch Halothan unter
azidotischen Bedingungen (pH = 6,8) nicht signifikant (n=4, p > 0,1) verandert (Abb.
3.9).

TASK-1
pH 6,8
L 1]
I [
Halothan Halothan
1,9 mM 1,9 mM
° &
1uA _
100s

Abb. 3.9: Unter azidotischen Bedingungen verandert Halothan den Aktivitatszustand von
TASK-1 kaum.

TASK-1 wird Halothan unter unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzt. Bei pH 7,4 fihren 1,9 mM
Halothan zu einer deutlichen Aktivierung des TASK-1-Stromes. Senkt man den pH-Wert von Bad- und
Splllésung auf 6,8, sinkt die Grundaktivitat des 2PD-K*-Kanals und wird durch die gleiche
Konzentration Halothan nicht signifikant beeinflusst.
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3.4 Aktivierung und Inhibierung der 2PD-K*-Kanéle durch
Halothan

3.4.1 Konzentrationsabhangig entgegengesetzte Effekte von Halothan auf
die 2PD-K"-Kanéle der TASK Familie
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Abb. 3.10: Halothan fiihrt bei den 2PD-K*-Kanilen TASK-7 und TASK-3 konzentrationsabhingig
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3 Ergebnisse

(A)Wahrend die Stromamplitude von TASK-7 durch 0,95 mM und 1,9 mM Halothan deutlich gesteigert
wird, fihren 5,7 mM und 9,5 mM Halothan zu einer deutlichen Inhibition. Das Balkendiagramm in (B)
stellt die prozentualen Absolutwerte der Aktivierung bzw. Inhibition der Stromamplitude von TASK-1,
[Wildtyp], TASK-3, [Wildtyp], TASK-1, [A243-248] und TASK-3, [A243-248] durch Halothan in den
angegebenen Konzentrationen einander gegenuber (der in Spalte 4 in Klammern angegebene Wert
gilt fir die beiden Deletionsmutanten TASK-1, [A243-248] und TASK-3, [A243-248]). * bezeichnet ein
Signifikanzniveau p < 0,05. Abbildung. (*) Die Inhibition von TASK-1, WT bzw. TASK-1, Mutante
unterscheiden sich nicht signifikant (p > 0,1) (C) vergleicht die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung
von Halothan und TASK-1, [Wildtyp] bzw. TASK-1, [A243-248]. Der Vergleich dieser beiden Kurven
verdeutlicht, dass die durch Halothan vermittelte Inhibition der Deletionsmutante TASK-1, [A243-248]
in einem anderen Konzentrationsbereich stattfindet als die Aktivierung des Wildtyps (ECso= 0,45 mM %
0,22 fur den Wildtyp bzw. 4,17 mM = 1,14 fur die Deletionsmutante). Fir alle gezeigten Werte gilt n 2
3.

Setzt man TASK-1 Halothankonzentrationen > 1,9 mM aus, wird der bis dahin durch
das Inhalationsanasthetikum aktivierte 2PD-K*-Kanal (s. 3.1) pl6tzlich inhibiert (Abb.
3.10 A). Eine maximale Inhibition stellt sich ein bei Halothan in einer Konzentration
von 5,7 mM. Der Basisstrom wird in dieser Konzentration um 55,1 % + 8,2 (n=5, p <

0,05) reduziert.

Um diese unterschiedlichen Reaktionen von TASK-1 auf Halothan getrennt
voneinander untersuchen zu konnen, wurden weitere Messungen an der bereits in
3.2.1 beschriebenen Deletionsmutante TASK-1, [A243-248] durchgefihrt. Halothan
fuhrt bei dieser Mutante in einer Konzentration < 0,95 mM zu keiner signifikanten
Veranderung der Grundaktivitat. Die Perfusion von 1,9 mM Halothan bewirkt jedoch
bereits eine signifikante Inhibition des K*-Auswartsstromes um 14,4 % + 7,9 (n=17, p
< 0,05). Bei steigender Halothankonzentration zeigt sich schliel3lich eine
dosisabhangig zunehmende Inhibition des Auswartsstroms. 13,3 mM Halothan
inhibieren TASK-1, [A243-248] um 60,4 % + 11,5 (n=10, p < 0,05) (Abb. 3.10 B). Aus
der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fur TASK-1, [A243-248] wurde fur die Inhibition
eine ECsovon 4,17 mM £ 1,14 bei einem Hill-Koeffizienten von 1,32 + 0,61 ermittelt.
Im Bereich der ECs der Inhibition der Deletionsmutante sind auch beim Wildtyp
signifikante Inhibitionen durch Halothan erreicht worden, die sich von den beim
Wildtyp ermittelten Inhibitionswerten nicht signifikant unterscheiden. Es handelt sich
also nicht um einen durch die Mutation generierten Effekt. Die Gegenuberstellung
der beiden Dosis-Wirkungs-Beziehungen in Abb. 3.10 C veranschaulicht, dass
Aktivierung von TASK-1 bzw. Inhibition von TASK-1, [A243-248] durch Halothan in
unterschiedlichen Konzentrationsbereichen erfolgen und sich die beiden Effekte im
Bereich von 1,9 mM Uberlagern. Die entgegengesetzte Wirkung von Halothan beruht
demnach nicht auf strukturellen Veranderungen im Kanalprotein, sondern hangt von

der eingesetzten Substanzmenge ab. TASK-3 wird auch durch
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Halothankonzentrationen > 1,9 mM aktiviert. Das Ausmal dieser Aktivierung geht
jedoch mit zunehmender Halothankonzentration wieder zurick. 13,3 mM Halothan
fuhren zu einer Aktivierung von nur noch 26,1 % + 8,6 (n=10) (Abb. 3.10 B). Eine
Inhibition, wie bei TASK-1 beschrieben, kann fir TASK-3 mit keiner der verwendeten
Konzentrationen bis 19,0 mM erzielt werden. Die Messungen an der
Deletionsmutanten TASK-3, [A243-248] zeigen, dass TASK-3 auch nach Entfernung
des 6-Aminosaurenmotivs VLRFLT noch durch Halothan aktiviert werden kann (Abb.
3.5 A). Bei Halothan in Konzentrationen < 1,9 mM zeigen die Messwerte keinen
signifikanten Unterschied zu den bei TASK-3, [Wildtyp] erzielten Werten (0,6 mM: p
>0,05; 0,95 mM bzw. 1,9 mM: p > 0,1). Im Gegensatz zu TASK-3, [Wildtyp] nimmt
das Ausmal der Aktivierung jedoch bei Perfusion von Halothan in einer
Konzentration > 1,9 mM weiter zu (Abb. 3.8B). Fir n=20 erhalt man bei TASK-3,
[A243-348] unter Perfusion von 1,9 mM Halothan eine durchschnittliche
Aktivitatssteigerung um 56,6 % + 28,5. Steigert man die Konzentration der Halothan-
Lésung auf 13,3 mM, fahrt dies zu einer Aktivierung des Basisstromes um 68,3% =
16,8 (n=5) (Abb. 3.10 B). Die Aktivierungswerte der Mutante unterscheiden sich in
diesen Konzentrationsbereichen signifikant von den Messwerten bei TASK-3,
[Wildtyp].

Auch bei TASK-3 scheint Halothan in hdheren Konzentrationen parallel mehrere,
wohl gegensatzliche Veranderungen am Kanalprotein auszuldsen. Beim Wildtyp
kommt es durch die Uberlagerung dieser verschiedenen Mechanismen zu der
beobachteten Reduktion des Aktivierungsgrades bei hoheren Konzentrationen.
Durch Entfernung des 6-Aminosaurenmotivs wurde diese Uberlagerung wenigstens
zum Teil bereinigt: hier nimmt der Aktivierungsgrad kontinuierlich mit der
Halothankonzentration zu, die die Aktivierung limitierende inhibierende Komponente
fallt mit Entfernung der 6 Aminosauren weg.
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3.4.2 Inhibition von TREK-1 durch Halothan nach Austausch bestimmter
Aminosauren

Bei der Suche nach einer Bindungsstelle flir Halothan am C-terminalen Ende von
TREK-1 wurde u.a. die Mutante TREK-1, [WW290,293LL] generiert (s. 3.2.2).
TREK-1, dessen Strom durch Halothan um das bis zu 20-fache gesteigert werden
kann (s. 3.1), wird nach diesen zwei Punktmutationen am Ubergang zwischen
Extrazellular-Loop und vierter Transmembrandomane durch Halothan nun inhibiert
(Abb. 3.6 C). TREK-1, [WW290, 293LL]J-Strom wird durch 9,5 mM Halothan um
durchschnittlich 26,3 % + 18,3 (n=10, p < 0,05) reduziert. 36,7 mM fUhren zu einer
Inhibition um 32,1 % £ 14,6 (n=7, p < 0,05). Geringere Konzentrationen fuhren zu
keiner Veranderung der Stromamplitude. Eine Inhibition des TREK-1 Wildtyps kann

dagegen mit keiner der eingesetzten Halothankonzentrationen erzielt werden.
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4 Diskussion

4.1 Molekulare Grundlagen der Wirkung von Anasthetika auf die
2PD-K*-Kanale

Der Effekt des Inhalationsanasthetikums Halothan auf die 2PD-K"-Kanale lasst sich
an mit entsprechender cRNA injizierten Xenopus-Oozyten in der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme ohne Schwierigkeiten darstellen. So eindeutig sich dieser Effekt
aufzeichnen und auch reproduzieren lasst, so schwierig gestaltet sich die Frage
nach den diesen Beobachtungen zugrunde liegenden Mechanismen.

Die Bindung der Anasthetika an die bekannten Zielproteine unterliegt einer sehr
schnellen Kinetik. Allgemein muss man angesichts ihrer geringen Molekuloberflache,
ihrer Hydrophobizitat und ihrer relativ inerten Eigenschaften von einer schwachen,
kurz dauernden chemischen Bindung ausgehen (Eckenhoff M.F. et al., 2002;
Eckenhoff, R.G. et al., 1997; Johansson, 1998; Mashour et al., 2005). Da eine
Aktivierung von TASK- und TREK-Kanalen auch im outside-out-patch reproduzierbar
ist (Patel et al., 1999), ist eine Beteiligung von second-messenger vermittelter
Signaltransduktion unwahrscheinlich, und man kann von einer direkten

Wechselwirkung mit dem Protein ausgehen.

4.1.1 Halothan-vermittelte Aktivierung von TASK-1 und TASK-3 uiber eine
Gate-Struktur

Indem man den Kanalen sukzessive unterschiedliche Abschnitte aus dem Protein
entfernte und sie bezlglich Grundaktivitat und Sensitivitat gegenltber den
verschieden Regulatoren untersuchte, konnte man mehrere fir Funktion und
Regulation der 2PD-K"-Kanale entscheidende Abschnitte isolieren (Patel et al. 1999;
Talley et al. 2002). Ergebnis dieser Arbeiten ist u.a. die ldentifizierung eines 6-
Aminosauren-Abschnittes von TASK-1, der in gleichem Male flir die Rezeptor-
vermittelte Inhibition wie auch fur die durch Inhalationsanasthetika wie Halothan
bewirkte Aktivierung entscheidend sein soll (Talley et al., 2002). Dieser Abschnitt
befindet sich unmittelbar am Ubergang von Transmembrandoméne 4 und dem
intrazellularen C-Terminus und enthalt kein klassisches Phosphorylierungs-Motiv,
das als Zielstruktur Rezeptor-vermittelter Signaltransduktion dienen konnte (Talley et
al., 2002).
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Die vorliegende Arbeit bestatigt, dass fir eine Aktivierung von TASK-1 durch
Halothan das Aminosauremotiv VLRFMT an Position 243-248 essentiell ist. Seine
Entfernung beeintrachtigt zwar nicht die Grundaktivitat von TASK-1. Eine Aktivierung
durch Halothan in den beim Wildtyp wirksamen Konzentrationen ist jedoch nicht
mehr maoglich. Dieses Motiv kommt als Interaktionsstelle fur Halothan in Frage, an
die der Wirkstoff direkt bindet oder mittels derer der Wirkstoff Gber mehr oder
weniger spezifische Wechselwirkungen mit dem Kanalprotein oder auch mit
benachbarten Strukturen zu den beobachteten Veranderungen der Kanalaktivitat
fuhrt. Ohne diese Interaktionsstelle ist der Kanal zwar noch intakt und durch
extrazellulare pH-Absenkung auch noch regulierbar, gegentber Halothan jedoch
insensitiv. Die uber Gy1,-gekoppelte Rezeptoren vermittelte Inhibition, in diesem Fall
der Serotonin-Rezeptor 5-HT2 ist ebenfalls nicht mehr mdglich (keine Abb.), dieser

Abschnitt ist somit bei TASK-1 Bestandteil beider Regulationswege.

Es muss naturlich auch die Mdglichkeit bertcksichtigt werden, dass mit Entfernung
der 6 Aminosauren der C-Terminus in seiner Konformation derart verandert wurde,
dass andere Interaktions- oder Bindungsstellen in diesem Bereich zerstort worden
sind. TASK-1, [A249-390RSSV] kann aber durch Halothan weiterhin aktiviert
werden. Der Uberwiegende Anteil des intrazellularen C-terminalen Kanalabschnittes
hat also fur die Regulation durch Halothan keine Bedeutung. Die im Vergleich zum
Wildtypen signifikant hdhere Halothansensitivitat der Deletionsmutanten kann in
diesem Sinne mit einer besseren Zuganglichkeit der Interaktionsstelle VLRFMT flr

seine Regulatoren erklart werden.

TASK-3, der andere 2PD-K"-Kanal aus der TASK-Familie, weist gegeniiber TASK-1
eine Sequenzhomologie > 50 % auf (Duprat et al. 1997; Talley et al., 2000) und
enthalt an vergleichbarer Stelle das Motiv VLRFLT, das sich nur an einer
Aminosaureposition vom entsprechenden Motiv bei TASK-1 unterscheidet. Diese
Arbeit konnte zeigen, dass TASK-3 nach Deletion dieser 6 Aminosauren weder
Grundaktivitat noch Aktivierbarkeit durch Halothan verloren hat. Die Sensitivitat
gegenuber Halothan, ausgedruckt durch die in der Dosis-Wirkungs-Beziehung
ermittelte ECs, ist gegenuber dem Wildtyp um das 1,8 fache verstarkt. Angesichts
der auffallenden Ahnlichkeiten der beiden Kanale bezliglich Primarstruktur und
Regulierbarkeit erscheint die Vorstellung, dass beide Kanale durch das gleiche
Molekul auf unterschiedlichem Weg bzw. tber unterschiedliche Bindungsstellen

aktiviert werden, unwahrscheinlich.
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Eine Regulation durch den Gys-gekoppelten Rezeptor 5-HT,c war auch bei TASK-3,
[A243-248] nicht mehr moglich (keine Abb.). Damit kann praktisch ausgeschlossen
werden, dass dieses Motiv identische Bedeutung fur Halothanwirkung und Rezeptor-

vermittelte Inhibition bei den untersuchten TASK-Kanalen besitzt.

Nach Austausch der Aminosaure an Position 247 im Protein von TASK-3 bleibt
TASK-3, [L247M] nach wie vor durch Halothan aktivierbar, und auch die Kopplung
an den 5HT2c-Rezeptor wird nicht beeintrachtigt (keine Abb.). Die Bedeutung dieser
einen Aminosaure fur die Regulation von TASK-3 bzw. fur den untersuchten Protein-
Abschnitt ist also eher als gering einzuschatzen. Die Unterschiede im Verhalten der
beiden Deletionsmutanten TASK-1, [A243-248] und TASK-3, [A243-248] lassen sich
nicht durch diesen Unterschied in der Primarstruktur erklaren.

Der untersuchte Kanalabschnitt besitzt somit wohl kaum die Funktion eines
spezifischen Bindungsmotives fur Halothan. Das Motiv kdnnte vielmehr Bestandteil
einer Struktur sein, die als sog. Gate den Offnungszustand der Pore mitbestimmt:
Abhangig nicht nur von der Tertiar- bzw. Quartarstruktur der beiden Untereinheiten
des funktionellen Kanals, sondern auch vom Aufbau der ihn umgebenden Lipid-
Doppelschicht-Membran und der durch Ladung und Konformation der einzelnen
Aminosauren-Seitenketten bestimmten Proteindynamik. Die Struktur eines solchen
Gates kann mit den in dieser Arbeit angewendeten Methoden nicht geklart werden.
Genauere Analysen zu Tertiar- bzw. Quartarstruktur funktioneller 2PD-K*-Kanale,
bspw. mittels Rontgen-Strukturuntersuchungen, fehlen bisher. Mogliche Erklarungen
liefern jedoch Ergebnisse aus Strukturanalysen der librigen K'-Kanale. Allen K-
Kanalen gemeinsam ist der Aufbau der Pore, Uber die die K'-lonen die Membran
passieren. Dieser Bereich, gebildet an der Kontaktstelle der am funktionellen Kanal
beteiligten Untereinheiten, wird geformt von den sog. inneren Helices der einzelnen
Untereinheiten, die sich auf der dem Zellinneren zugewandten Seite der Membran
zusammenlagern, den Poren-Helices, die auf der extrazellularen Seite den Kontakt
zu den inneren Helices herstellen, sowie dem auf der extrazellularen Seite der
Membran gelegenen Selektivitatsfilter (Doyle et al., 1998, Doyle 2004; Hille, 1992).
Der lonenfluss Uber diese Pore wird dabei nicht nur durch den elektrochemischen
Gradienten Uber die Membran bestimmt, sondern kann auch als Reaktion auf einen
Stimulus aktiv moduliert werden, indem die Weite der Poren6ffnung verandert wird.
Die fUr diese Regulation verantwortlichen Proteinabschnitte liegen iberwiegend
aulRerhalb der hochkonservierten Porenregion, also in den Abschnitten, in denen die

einzelnen K'-Kanale vergleichsweise geringe strukturelle Gemeinsamkeiten
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aufweisen. Die Regulation Uber ein Gate konnte bspw. flr verschiedene
spannungsabhéngige K'-Kanale gezeigt werden. Grundlage dieses Vorgangs ist
wahrscheinlich die Verlagerung transmembraner Abschnitte innerhalb der
Lipidmembran, die die Porendffnung im inaktiven Zustand verschlief3en und im Falle
einer Aktivierung freigeben (Ahern et al., 2004, Doyle 2004; Kuo et al., 2003).
Hydrophobe Seitenketten im Bereich bestimmter Transmembransegmente sind flr
die Gate-Funktion essentiell. Sie regulieren den Porendurchmesser indirekt, indem
sie den Wasser-Durchtritt begrenzen (Doyle, 2004). Weder C- noch N-Terminus
allein kann eine solche Funktion bei TASK-1 oder TASK-3 zugesprochen werden.
Das konnte anhand der verschiedenen Deletionsmutanten auch in dieser Arbeit
gezeigt werden. Das besprochene 6-Aminosaurenmotiv, als strukturelles Korrelat
eines solchen Gates, kann aber Uber Interaktion mit anderen, nicht zwingend
angrenzenden Proteinabschnitten an Offnung bzw. SchlieRung der Kanalpore
beteiligt sein. Fir die Halothan-vermittelte Inhibition der Ca™-abhangigen K'-Kanale
wurde bspw. ein Aminosaurenabschnitt im extrazellularen Bereich der Porendomane
als essentiell identifiziert, wobei die Halothansensitivitat GUber Wechselwirkungen mit
dem C-Terminus zusatzlich wahrscheinlich allosterisch reguliert wird (Hashiguchi-
Ikeda et al., 2003). Aus der Deletion eines einzelnen, isolierten Proteinabschnittes
konnen daher nur begrenzt Aussagen zur grundsatzlichen Bedeutung dieses
Bereiches fur den untersuchten Kanal und ahnliche Kanale aus der gleichen
Untergruppe getroffen werden. Die gleiche Mutation bei zwei miteinander
verwandten und im Aufbau vergleichbaren Kanalen wie TASK-7 und TASK-3 muss

also nicht unbedingt die gleichen funktionellen Veranderungen hervorrufen.

Die Tatsache, dass TASK-1, [A243-248] durch Halothan in Konzentrationen > 1,9
mM deutlich inhibiert wird, weist darauf hin, dass der Kanal mehrere
Interaktionsstellen flr Halothan besitzt, die unterschiedliche Effekte vermitteln.
Uneinheitliche Ergebnisse bei Messungen an TASK-1, [Wildtyp] bei Halothan > 1,9
mM lassen sich so auf die in diesem Konzentrationsbereich zur Geltung kommende
gleichzeitige Aktivierung und Inhibition von TASK-1 durch Halothan zurtckfuhren.
Fur eine Vielzahl anderer Membranproteine, darunter auch ligandenabhangige
lonenkanale wie z.B. den serotonergen 5-HT;-Rezeptor, den GABAA-Rezeptor oder
den ionotropen purinergen P2X-Rezeptor, konnte gezeigt werden, dass ein und das
selbe Inhalationsanathetikum sowohl aktivierend wie auch inhibierend wirken kann
(Dilger et al., 2002). Zeitkonstanten von Aktivierung und Inhibierung von TASK-1,
[Wildtyp] unterscheiden sich nicht signifikant (p > 0,05, keine Abb.). Dies spricht
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dafur, dass beiden Effekten, auch wenn sie Uber unterschiedliche Interaktionsstellen
vermittelt werden, der gleiche Wirkmechanismus zugrunde liegt. TASK-1, [A249-
390RSSV], bei dem der gesamte C-Terminus bis auf das fur die Aktivierung durch
Halothan erforderliche Motiv entfernt wurde, wird auch bei hohen
Halothankonzentrationen > 1,9 mM nicht inhibiert. Entweder ist der C-Terminus
essenziell fur die Inhibition durch Halothan, oder der aktivierende Effekt von

Halothan dominiert bei der sensitiveren Mutante die Inhibition.

Die Messungen an TASK-3, [Wildtyp] mit Halothan > 1,9 mM deuten ebenfalls auf
eine Uberlagerung zweier Effekte hin. Das AusmaR der Aktivitatssteigerung ist
maximal bei 1,9 mM, die Aktivierung nimmt oberhalb dieser Konzentrationen wieder
deutlich ab. Eine Trennung dieser beiden Effekte wie bei TASK-1 ist allerdings nicht
mdglich, da auch TASK-3, [A243-248] weiterhin durch Halothan aktiviert wird.

4.1.2 Identifikation mehrerer an der Aktivierung durch Halothan beteiligter
Proteinabschnitte bei TREK-1

Fir den 2PD-K"-Kanal TREK-1 wurde in den Arbeiten von Talley und Patel (s.0)
ebenfalls der C-Terminus als entscheidender Abschnitt flr die Aktivierung von
Halothan identifiziert. Die Eigenschaft der Halothansensitivitat ist jedoch nicht
beliebig austauschbar. Eine Chimare von TREK-1, bei der der C-Terminus durch
den entsprechenden Abschnitt von TASK-1 ersetzt wurde, blieb, wie die
Deletionsmutante TREK-1, [A322], insensitiv gegenuber Halothan. Der Wirkung von
Halothan auf TREK-1 liegen hochstwahrscheinlich andere Wirkmechanismen
zugrunde als der auf TASK-1 oder TASK-3. Der C-Terminus von TREK-1 enthalt
keinen dem VLRFMT- (TASK-1) bzw. VLRFLT-Motiv (TASK-3) dhnelnden Abschnitt.
Aulerdem erfolgt die Aktivierung von TREK-1 erst durch Halothan in wesentlich
hoheren Konzentrationen. Die Zeitkonstante der resultierenden Aktivierung ist im
Vergleich zu TASK-1 und TASK-3 grof3er, und die Grundaktivitat wird um ein
Vielfaches gesteigert. Die enorme Stromamplitude resultiert wohl nicht allein aus der
Zunahme des Uber die 2PD-K"-Kanale-vermittelten K'-Auswartsstromes, sondern ist
wenigstens teilweise auch bedingt durch eine Aktivierung anderer lonenkanale oder
auch durch Induktion einer vermehrten Integration von TREK-1-Kanalen in die
Oozytenmembran. Die fehlende Sattigung dieser Aktivierung, deutlich erkennbar in
der graphischen Darstellung der Dosis-Wirkungs-Beziehung aller drei Kanale aus
der TREK-Familie (Abb. 3.3 B), spricht dafur, dass es sich um eine schwache
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Bindungsform wie van-der-Waals-Krafte oder Wasserstoffbriicken-Bindungen
handelt.

Viele ligandenabhangige lonen-Kanale, darunter auch der fur die Narkosewirkung
wichtige Glutamat-Rezeptor, besitzen neben ihren Bindungsstellen flr die jeweiligen
Liganden auch Bindungstaschen im Bereich der Porendomane, in die sich
Inhalationsanasthetika einlagern konnen (Hashiguchi-lkeda et al., 2003). Eine der
zahlreichen Arbeiten Uber die Frage der Struktur von Bindungsstellen fur
Anasthetika lieferte das theoretische Modell eines 4-a-Helixblndels, eine
hydrophobe Tasche bildend, in der das Halothan-Molekul Uber schwache
elektrostatische Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriickenbindungen oder van-der-
Waals-Krafte binden kann. Dieses Konstrukt imitiert vereinfacht die
membraniiberspannenden Segmente transmembranarer Proteine. Am Ubergang
von TM1 und C-Terminus besitzt TREK-1 einen Abschnitt, der in seiner Abfolge
hydrophiler und hydrophober Aminosauren dem in dieser Arbeit verwendeten 4-a-
Helixblindel-Modell einer hydrophoben Bindungstasche fur Anasthetika vergleichbar
ist. Nach Isomerisierung der einzelnen Untereinheiten ist eine Beteiligung dieses
Bereiches an der Ausbildung einer solchen hydrophoben Bindungstasche flr
Halothan-Molekulle denkbar. In dem von Johansson erstellten Konstrukt ist die
Anwesenheit hydrophiler Aminosauren-Seitenketten wichtiger Bestandteil der
hydrophoben Bindungstasche. Ihre Hydrierung bildet das fir die Stabilisierung einer
derartige Tasche erforderliche Milieu. Bereits der Austausch einer Aminosaure
genugt, Uber minimale sterische, aber auch elektrostatische Veranderungen
innerhalb dieser Bindungstasche die Affinitat dieser Konstrukte gegentber Halothan
zu verandern (Johansson, 1998; Manderson et al., 2002). Um eine solche
Bindungstasche zu zerstoren, wurden im entsprechenden Abschnitt mehrere Lysine,
die sich durch eine positive Nettoladung auszeichnen, durch Valin ersetzt (Abb. 3.6
A), welches ungeladen und somit hydrophober ist und auch eine groliere Seitenkette
besitzt. Trotz dieser strukturellen Veranderungen kann TREK-1,
[LLL310,302,304VVV] nach wie vor durch Halothan aktiviert werden. Jedoch bewirkt
der Aminosaurenaustausch eine deutliche Verminderung der Halothansensitivitat.
Mit dem Wildtyp vergleichbare Steigerungen des Auswartsstromes kénnen erst mit
ca. 4-fach héheren Konzentrationen des Inhalationsanasthetikums erzielt werden.
Eine Beteiligung dieser hier untersuchten Struktur zwischen Transmembransegment
und C-Terminus an der Vermittlung der Halothan-vermittelten Aktivierung ist somit

wahrscheinlich. Die Annahme einer hydrophoben Bindungstasche fir
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Inhalationsanasthetika als Korrelat der Wirkungsvermittlung bei den TREK-Kanalen
lieRe sich in diesem Sinne mit den Beobachtungen an TREK-1,
[LLL310,302,304VVV] vereinbaren.

Auch die anderen an TREK-1 durchgefuhrten Mutationen konzentrieren sich auf den
Kanalabschnitt um TM4, allerdings ausgehend von einem anderen Modell der
Interaktion von Inhalationsanasthetika mit Membranproteinen. Mit Hilfe von
molekulardynamischen Simulationen in einem System aus synthetischen Lipid-
Doppel-Membranen (DMPC) konnte mehrfach gezeigt werden, dass Halothan-
Molekile bevorzugt im Bereich der Lipidmembran-Wasser-Grenzschicht aggregieren
(Johansson et al., 1999; Koubi et al., 2001; Tang et al., 2002). Man geht davon aus,
dass Rezeptor-Bindungsstellen fur Anasthetika zu einem Teil auch durch
Bestandteile der Lipidmembran gebildet werden (Eckenhoff M.F. et al., 2002). Es
konnte ferner eine spezifische Interaktion mit Tryptophan-Seitenketten sowohl am
GramicidinA-Rezeptor wie auch an bovinem Serumalbumin nachgewiesen werden
(Johansson et al., 1995 und 1999; Manderson et al., 2002; Tang et al., 2002).
Tatsachlich finden sich bei zahlreichen 2PD-K*-Kanélen im Bereich der
Lipidmembran-Wasser-Grenzschichten, d.h. jeweils am Ubergang intra- bzw.
extrazellularer und transmembranarer Proteinabschnitte, hochkonservierte
Tryptophane (Abb. 4.1). Typischerweise ubernehmen bei Membranproteinen
Aminosauren mit amphiphilen Seitenketten, wie z.B. Tryptophan, in diesen
Bereichen die Funktion eines Proteinankers zur Stabilisierung des Proteins in der

Membran, oder agieren als ,Scharnier” innerhalb eines Gates.

TREK-1 Y X P V V F ILVGLAYFAAVLS MI GD LR VI
TREK-2 Y X P L V F I L Y F VL MI G D LR VL
TRAAK Y Q P LV F ILL L F S|V T I GN
TASK-1 YF AFSF VY ILT L \ v
TASK-3 YV AFSF MY ILV L vV I'G F L L V

Abb. 4.1: Ausschnitt aus der Primarsequenz einzelner 2PD-K*-Kandle. Die Transmembrandoméane
4 der TREK-Kanale wird flankiert von Tryptophanen (schwarz unterlegt). Ahnliche Motive finden sich

im Bereich der anderen Transmembrandomanen hochkonserviert auch bei anderen 2PD-K*-Kanélen.
Hervorgehoben ist auRerdem das fir die Halothanwirkung an den TASK-Kanélen essentielle 6-
Aminosaurenmotiv.

Der Austausch dieser Aminosauren bei TREK-1 am extrazellularen Ende von TM4
(TREK-1, [WW290,293LL]) bzw. am Ubergang zum C-Terminus (TREK-1, [W311L])
hat unterschiedliche Konsequenzen fur die Halothansensitivitat. Die maximale
Aktivierung von TREK-1, [W311L] betragt lediglich 109,3 % (zum Vergleich TREK-1,
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[Wildtyp]: maximale Aktivierung um 2639,4 %) und erreicht innerhalb von Sekunden
ihren Plateau-Wert. Der Austausch zweier Tryptophane am extrazellular gelegenen
Ende von TM4 bei TREK-1, [WW?290,293LL] fuhrt sogar dazu, dass dieser TREK-
Kanal durch Halothan nicht mehr aktiviert, sondern deutlich inhibiert wird (Abb. 3.6
C).

Auch hier mussen ahnliche Uberlegungen angestellt werden, wie bei der Diskussion
der Mutagenese-Experimente an den TASK-Kanalen: Man kann dem am Beginn
des C-Terminus von TREK-1 positionierten Tryptophan nicht die entscheidende,
alleinige Schllsselrolle fur die Vermittlung der Halothansensitivitat zusprechen. Die
durch die Wechselwirkung zwischen Halothan und dem Kanalprotein bewirkten
Veranderungen der TREK-1-Aktivitat lassen sich nicht ausschliel3lich an einem
isolierten Proteinabschnitt bzw. an einer einzelnen Aminosaure festmachen.
Wahrscheinlicher erscheint, auch unter Berlcksichtigung der Aktivierungskinetik und
der Dosis-Wirkungs-Beziehung, die Summation mehrerer Einzeleffekte, vermittelt
uber mehrere Interaktionsstellen. Die bei TREK-1, [WW290,293LL] beobachtete
Wirkungsumkehr kann auf unterschiedliche Weise erklart werden. Vorstellbar ware
zum einen, dass durch Zerstérung der fur die Aktivierung verantwortlichen
Interaktionsstelle eine andere, die Inhibition durch Halothan vermittelnde Struktur
ihre Wirkung entfalten kann, die vorher durch die stark aktivierende Komponente
Uberlagert worden war. Eine weitere mégliche Erklarung fir diese Beobachtung
findet sich unter Bericksichtigung der Proteindynamik. Die Halothanwirkung muss
nicht unbedingt als unmittelbares Ergebnis struktureller, sterischer Veranderungen
im Kanalprotein verstanden werden, sondern kann auch Folge von Veranderungen
auf energetischer bzw. dynamischer Ebene sein. Schon seit einigen Jahren ist der
direkte Zusammenhang zwischen der sog. Protein-Dynamik und der Funktion des
Proteins bekannt. Nicht zuletzt die Bindung eines Liganden an seinen Rezeptor wird
durch Flexibilitat und Konformation des Rezeptorproteins wesentlich beeinflusst
(Frauenfelder et al., 1991). Fir die Gruppe der Inhalationsanasthetika konnte bereits
gezeigt werden, dass sie an Membranproteinen weniger zu strukturellen
Veranderungen fihren, sondern vielmehr die entropische Eigenschaften des
Proteins beeinflussen (Johansson et al., 1999; Tang et al., 2002). Durch Integration
des Agens im Bereich der Lipidmembran-Wasser-Grenzschicht kann bspw. die
Verankerung des Proteins in der Membran gestort werden. Wie und in welchem
Ausmal} die dynamischen Eigenschaften des Membranproteins dabei verandert

werden und wie sich diese Veranderungen auf funktioneller Ebene niederschlagen,
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hangt dabei weniger von der Stimulierung eines ,Sensors®, d.h. einer mehr oder
weniger spezifischen Bindungsstelle ab, sondern von der Suszeptibilitat des Proteins
fur das Agens in seinem aktuellen Konformationszustand. Fur alle Proteine
existieren mehrere Konformationszustande. Abhangig von der jeweiligen
Konformation des Kanalproteins konnte ein Molekul also Uber Interaktion an
unterschiedlichen Abschnitten sowohl zu einer Aktivierung wie auch zu einer
Inhibition fuhren — je nachdem, in welcher Richtung das Gleichgewicht der
unterschiedlichen, koexistierenden Konformationszustande in Anwesenheit des
Anasthetikums verschoben wird. Fur TREK-1, [WW290,293LL] kbnnte das
bedeuten, dass durch Aminosaurenaustausch an einer fur die Stabilitat des
Kanalproteins entscheidenden Stelle die Konformation dieses 2PD-K"-Kanals derart
verandert wurde, dass die Anwesenheit der Halothan-MolekUlle nun zu einem

gegensatzlichen Effekt fuhrt.

Zwei grundsatzliche Schlussfolgerungen lassen sich zusatzlich aus diesen
unterschiedlichen Ergebnissen ziehen: Das in zahlreichen Arbeiten immer wieder
postulierte universelle Bindungsmotiv fur die unterschiedlichen lipophilen Aktivatoren
von TREK-1, wie Inhalationsanasthetika, Arachidonsaure, Lysophosphatidylcholin
u.a. kann praktisch ausgeschlossen werden. Alle in dieser Arbeit untersuchten
TREK-1-Mutanten konnten, unabhangig von den Veranderungen im Hinblick auf ihre
Halothansensitivitat, von Arachidonsaure in mit dem Wildtyp vergleichbarem
Ausmal} aktiviert werden. Die beschriebenen qualitativen Veranderungen der
makroskopischen Strome der einzelnen TREK-1-Mutanten deuten aul3erdem darauf
hin, dass Halothan an den mit TREK-7-cRNA injizierten Xenopus-Oozyten keine
anderen hyperpolarisierenden Strome aktiviert (s.0.). Eine additive
Stromkomponente durch andere lonenkanale sollte konstant auch bei den
Messungen mit den grundsatzlich halothansensitiven TREK-1-Mutanten beobachtet
werden kdnnen. Die enormen Aktivierungen um bis das 20-fache des
Ausgangswertes werden bei den TREK-1-Mutanten aber erst bei hoheren

Halothankonzentrationen oder Uberhaupt nicht erreicht.
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4.2 Die 2PD-K*-Kanale als Zielstruktur der Inhalationsanasthetika

4.2.1 Klinische Relevanz der 2PD-K*-Kanale fiir die Narkose
Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen auch Rlckschlisse auf die

tatsachliche Relevanz der 2PD-K"-Kanale flr die Anasthesie gezogen werden.

Eine Beteiligung dieser Kanale an den im Rahmen einer Vollnarkose beobachteten
physiologischen Veranderungen - die entscheidenden klinischen Endpunkte sind
dabei Immobilitat, Hypnose und Amnesie - und an den zahlreichen Nebenwirkungen
dieser Substanzen setzt voraus, dass sich der beobachtete Effekt von Halothan auf

die einzelnen 2PD-K"-Kanale im Organismus auch neurophysiologisch manifestiert.

Es ist durchaus gerechtfertigt, aus den in der vorliegenden Arbeit gezeigten
Ergebnissen Schlussfolgerungen bezulglich ihrer Bedeutung fur den Organismus zu
ziehen. Besonders interessant sind dabei die durch Halothan und andere
Inhalationsanasthetika aktivierbaren 2PD-K"-Kanale TASK-1 bzw. TASK-3 und
TREK-1 bzw. TREK-2. Wie im Anhang unter 7.2 beschrieben, werden diese Kanale
sowohl pra- wie auch postsynaptisch in den Bereichen des ZNS exprimiert, die eben
diese Funktionen regulieren. Mit Aktivierung von 2PD-K*-Kanalen an somatischen
Motoneuronen, den Neuronen der Raphé-Kerne und der Kdrnerzelleschicht des
Kleinhirns konnen Sedation und Immobilisation erklart werden, entsprechende
Wirkung im locus coeruleus kann fur Analgesie und hypnotischen Effekt von
Bedeutung sein (Lesage, 2003). Inhalationsanasthetika nehmen aufl3erdem Uber
Inhibition von TASK-1 und TASK-3 Einfluss auf die Weiterleitung samtlicher
motorischer und sensorischer Informationen aus dem Thalamus zu kortikalen
Neuronen und damit zum Bewusstsein (Meuth et al., 2003). Die Wirkstarke eines
Inhalationsanasthetikums wird durch den MAC-Wert ausgedruckt (,minimal alveolar
concentration®). Bei einer MAC von 1 bleibt die Reaktion auf einen Schmerzreiz
oberhalb der Reizschwelle bei 50 % einer Population aus. Um eine ausreichende
Wirkung zu gewahrleisten genugt es, die jeweils angegebene MAC um 10-30 % zu
steigern. Dem MAC-Wert von Halothan entspricht in wassriger Losung bei
Raumtemperatur eine Konzentration von 0,25 mM. Der klinisch relevante
Konzentrationsbereich im Blut wird dabei in der Literatur mit 0,1 - 0,4 mM
angegeben (Eger et al., 2001; Franks N.P. et al., 1994). Unter diesem Gesichtspunkt
erscheinen besonders TASK-71 und TASK-3 interessant. Von allen 2PD-K"-Kanalen

kommt die ECs; von TASK-7 und TASK-3 diesem Bereich am nachsten.
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Auch THIK-1 wird durch Halothan in diesem Konzentrationsbereich beeinflusst. Eine
Inhibition der K'-Leitfahigkeit durch Halothan, wie im Falle von THIK-1, kann bspw.
an inhibierenden Interneuronen ebenfalls zu einer Verminderung neuronaler

Erregbarkeit im Sinne einer Narkose beitragen.

Da bisher fur keinen der bei einer Narkose beobachteten Effekte eine sichere
Erklarung gefunden werden konnte, kann eine Beziehung zwischen der im in vitro-
System bestimmten Sensitivitat gegentber einem Anasthetikum (in Form der ECsx)
mit der Sensitivitat einer bestimmten zentralnervésen Funktion (in Form der MAC,
als Aquivalent der ECs) nur unter Vorbehalt hergestellt werden. Die Anstiegssteilheit
der flr die 2PD-K"-Kanale ermittelten Dosis-Wirkungs-Beziehungen, reprasentiert
durch den Hill-Koeffizienten, ist deutlich niedriger als der fur die MAC-Werte bei der
Anasthetisierung einer Population. Wahrend der Hill-Koeffizient fur Aktivierung bzw.
Inhibition der 2PD-K"-Kanale durch Halothan in den vorliegenden Ergebnissen bei
Messungen an den Wildtyp-Formen niemals 1,5 Ubersteigt, betragt der
entsprechende Wert fur das in vivo-System um die 20 (Abb. 1.2). Man geht
mittlerweile davon aus, dass mehrere unterschiedliche Targets an der
Anasthetisierung beteiligt sind, die durch Addition der Einzeleffekte zu der
beobachteten Wirkung - der Narkose - fuhren. Daraus resultiert nattrlich auch eine
Quantifizierung der pharmakodynamischen Parameter mit Zunahme der
Anstiegssteilheit der Dosis-Wirkungs-Beziehung (Eckenhoff R.G. et al., 1999). In
Anbetracht einer solchen Addition muss die Relevanz der als ,klinisch relevant®
bestimmten Konzentrationen fir Untersuchungen an einem einzelnen Target kritisch
bewertet werden. Die Einzeleffekte, die an der Narkose beteiligt sind, konnen fur
sich betrachtet eine Sensitivitat in deutlich héheren, aber auch niedrigeren
Konzentrationsbereichen besitzen. Die im Vergleich zu den anderen 2PD-K’-
Kanalen geringere Sensitivitat der Kanale aus der TREK-Untergruppe, die ja erst
durch Halothan in einer Konzentration weit auRerhalb der sog. klinischen Relevanz
aktiviert werden, schlieRt also eine Beteiligung dieser 2PD-K"-Kanéle an der
Anasthesie nicht aus. Eingeschlossen ist hier auch TRAAK, der in der Literatur
bisher als nicht halothansensitiv angefuhrt wurde (Franks N.P. et al., 2004), da die
ublicherweise verwendeten ,klinisch relevanten Konzentrationen® tatsachlich keinen
signifikanten Effekt bewirken. Auch die ECs, der Inhibition von TASK-1 durch
Halothan liegt mit 4,17 mM deutlich Uber der ECs, der Aktivierung (0,45 mM) und
damit auch aufRerhalb des klinisch relevanten Konzentrationsbereichs. Eine

Manifestation dieser Wirkungsumkehr in vivo bei Einsatz h6herer Konzentrationen
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Halothan kann nicht ausgeschlossen werden. Letztlich ist es die Konzentration direkt
am Wirkort, die die Wirkung des Anasthetikums bestimmt (Urban et al. 2002). Daher
durfen auch die 2PD-K"-Kanale , die erst auf deutlich hhere Konzentrationen
aktiviert werden, nicht als potenzielle Zielstruktur der Anasthetika ausgeschlossen
werden.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten aus dem Oozyten-Expressionssystem
werden untermauert durch zahlreichen Arbeiten mit der patch-clamp-Technik an
verschiedenen Kulturzellen und am slice-Praparat von murinem ZNS-Gewebe.
Aufgrund ihrer elektrophysiologischen und funktionellen Eigenschaften konnten die
an somatischen Motoneuronen des Rattenhirns, an Neuronen des locus coeruleus,
im Bereich thalamocorticaler Bahnen oder auch im Atemzentrum des Hirnstammes
an der Ratte gemessenen Strome einzelnen 2PD-K"-Kanale zugeordnet werden
(Bayliss et al., 2001; Gruss et al. 2004; Lesage et al., 2000b; Meadows et al., 2001;
Meuth et al., 2003; Patel et al., 1999, 2001; Shin et al., 2003; Sirois et al. 2000;
Talley et al., 2000). Auch diese nativen Strome unterliegen der Regulation durch
Inhalationsanasthetika. Einen entscheidenden Beitrag zur Frage nach der Rolle der
2PD-K"-Kanale bei der Narkose liefern auch Ergebnisse aus Arbeiten mit Gen-
defizienten knock-out Mausen. Bisher wurden TREK-1-, TRAAK- und TASK-2-
defiziente knock-out-Mause untersucht (Franks, N.P. et al., 2004 ;Gerstin et al.,
2003; Heurteaux et al., 2004). Im Gegensatz zu TRAAK-defizienten Tieren zeigen
die Mause, denen der Kanal TREK-1 fehlt, bei unverandertem Phanotyp sowonhl
gegenuber Chloroform wie auch gegenuber Halothan eine im Vergleich zum Wildtyp

verminderte Sensitivitat.

4.2.2 Konsequenzen einer Beteiligung von 2PD-K*-Kanialen an der
Narkosewirkung fur die Klinik

Inwieweit ist es fur die Klinik Uberhaupt erforderlich, die offensichtlich so komplexe
Wirkungsweise der eingesetzten Anasthetika zu begreifen? Welcher Nutzen lasst
sich aus derartigen Arbeiten ziehen?

Bei allen offenen Fragen bezlglich Wirkort und -mechanismus der verwendeten
Narkotika liefern die zu diesem Thema vorliegenden unzahligen Arbeiten mit ihren
unterschiedlichen Erklarungsversuchen und Annaherungsweisen durchaus sinnvolle
DenkanstoRe fir die Klinik. Bei einer Beteiligung der 2PD-K*-Kanale an der Narkose

lieRen sich nicht nur einige der beobachteten Nebenwirkungen erklaren. Die
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Kenntnis dieser Kanale und das Wissen um ihre Bedeutung bei der Narkose
er6ffnen dem Kliniker zusatzlich wichtige Einflussmadglichkeiten. Drei dieser
Einflussparameter wurden in der vorliegenden Arbeit exemplarisch an TASK-
Kanalen dargestellt. In einem azidotischen Milieu, wie man es bspw. unter
ischamischen Bedingungen erwarten wirde, sind die pH-sensitiven TASK-Kanale im
Oozyten-Expressionssystem gegenuber dem Inhalationsanasthetikum praktisch
insensitiv. Bei Anwendung von Inhalationsanasthetika im Zustand zerebraler
Minderperfusion oder allgemeiner Hypoxamie ist daher von einer verminderten
Ansprechbarkeit der 2PD-K"-Kanale auf diese Substanzen auszugehen. TASK-1 ist
auch an der pH-abhangigen Regulation der Chemosensoren im Atemzentrum der
Medulla oblongata beteiligt. Die durch eine pH-Absenkung verursachte
Aktivitatsabnahme inhibitorischer Neurone dieser Hirnregion wird u.a. tber TASK-
Kanale vermittelt (Bayliss et al., 2001). So fuhrt letztlich eine Abnahme des pH im
Serum zu einer Stimulation des Atemzentrums. Eine Aktivierung dieser Neurone
durch Halothan kann diesen Effekt einschranken. Bei verminderter Ansprechbarkeit
der pH-abhangigen Chemosensoren besale ein ansteigender pCO, nicht mehr den
eigentlich zu erwartenden atemstimulierenden Effekt. Auch bei der durch
Inhalationsanasthetika verursachten zentralen Atemdepression ist somit eine
Beteiligung von 2PD-K"-Kanale vorstellbar. Allerdings kommt es bei pH 6,9 im
Extrazellularraum neben einer Vielzahl anderer neurologischer Veranderungen
ohnehin zu einer Bewusstseinsminderung im Sinne einer Narkose bei MAC (Eisele
et al., 1967). Im Tierversuch wurde eine Verminderung der MAC, d.h. gesteigerte
Potenz der Inhalationsanasthetika unter hypoxischen und azidotischen Bedingungen
gemessen (Eger, 2002). Die verminderte Halothansensitivitat der TASK-Kanale

unter azidotischen Bedingungen in vitro wird im in vivo-System nicht manifest.

Auch die intrazellulare Ca™-Konzentration beeinflusst Grundaktivitat und Aktivierung
von TASK-1 durch Halothan. BAPTA-AM, ein intrazellularer Ca*™*-Chelator, bindet
intrazellulares Ca™ und flihrt dazu, dass die Grundaktivitat von TASK-1 vermindert
wird. In diesem Zustand ist auch die Aktivierbarkeit durch Halothan eingeschrankt.
Inhalationsanasthetika greifen selbst aktiv auf unterschiedlichen Wegen in die
neuronale Ca*"-Homdostase ein. An Neuronen des Hinterstrangganglions der Maus,
aber auch am slice-Praparat des Rattenhirns konnte nachgewiesen werden, dass
Halothan Uber Depletion intrazellularer Speicher zu einer Zunahme der
intrazellularen Ca*"-Konzentration fiihrt (Gomes et al., 2004; Gomez et al., 2002).

Dariiberhinaus wird (iber eine Blockade spannungsabhangiger Ca**-Kanale der
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Einstrom aus dem Extrazellularraum vermindert und so die
Neurotransmitterausschuttung gehemmt (Mashour et al., 2005). Diese Arbeit
beschreibt nun eine verminderte Grundaktivitat und eine reduzierte Ansprechbarkeit
der 2PD-K"-Kanale auf Halothan bei niedrigem intrazellularem Kalziumspiegel. Eine
Inhibition von 2PD-K"-Kanalen nach Absenkung der intrazellularen Ca™"-
Konzentration fuhrt zur Depolarisation der erregbaren Membranen. Tatsachlich
fuhren intrazellulare Ca™-Chelatoren zu gesteigerter neuronaler Erregbarkeit (Hille,
1992). Stérungen der neuronalen Ca™"-Homoostase werden mit unterschiedlichen
neuropathologischen Zustanden ursachlich oder konsekutiv in Verbindung gebracht:
Mit ischamischen und hypoglykamischen Entgleisungen, Epilepsie und
neurodegenerativen Krankheiten wie der Alzheimer-Erkrankung (Hernandez-
Fonseca et al., 2005). Eine verminderte Aktivitidt von 2PD-K"-Kanalen unter diesen
Bedingungen ist in vieler Hinsicht auch fur die Klinik interessant. Es stellt sich die
Frage, inwieweit der neuronale oder periphere Ca*"-Haushalt bei Anwendung von

Inhalationsanasthetika bertcksichtigt werden muss.

Als letztes soll hier auf die Modulation der 2PD-K"-Kanale durch Neurotransmitter
eingegangen werden. Neurotransmitter entfalten ihre Wirkung in unterschiedlichsten
Bereichen des zentralen und peripheren Nervensystems tber die Inhibition von K-
Leckleitfahigkeiten, die z.T. auch einzelnen 2PD-K"-Kanale zugeordnet werden
konnen: In Kortex und Thalamus, im Hippocampus, im Hypothalamus, im
enterischen Nervenplexus des lleum, in aminergen Hirnstamm-Neuronen, in der
Kdrnerzellschicht des Kleinhirns, aber auch in Motoneuronen (Talley et al., 2003).
Ein Einfluss der 2PD-K"-Kanale auf samtliche durch diese Neurohormone
kontrollierten Funktionen ist dabei vorstellbar. Auch der Neurotransmitter-vermittelte
erregende Effekt auf somatische Motoneuronen wird zu einem betrachtlichen Teil
uber eine Inhibition von TASK-1-Kanalen bewirkt (Bayliss et al., 2001). Eine
Aktivierung dieser Targets, bspw. durch Inhalationsanasthetika, kdnnte diesen
aktivierenden Effekt abschwachen oder sogar aufheben. Nicht zuletzt die
Immobilisation durch Inhalationsanasthetika kdnnte mit einem solchen Eingriff in das
neurohumorale System erklart werden. Die in dieser Arbeit speziell untersuchten 5-
HT.c-Rezeptoren finden sich in hoher Konzentration im plexus choreoideus, im
limbischen System, in der substantia nigra und im globus pallidum. Im Bereich des
ZNS hat Serotonin Einfluss auf Appetit, Lernvorgange und zahlreiche andere
kognitive und vegetative Funktionen. In elektrophysiologischen Untersuchungen

zeigte sich aullerdem, dass die Aktivitat des serotonergen Systems direkt mit dem
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Erregungszustandes eines Individuums korreliert (Rueter et al., 1997). Verschiedene
psychiatrische und neurologische Erkrankungen wie Depressionen, Migrane,
Zwangsstorungen u.a. werden mit Veranderungen des zentralen Serotoninspiegels
in Verbindung gebracht. Die bei diesen Krankheitsbildern eingesetzten Wirkstoffe
greifen aktivierend oder inhibierend in den Serotonin-Stoffwechsel ein. In Abschnitt
3.3.2 konnte beispielhaft anhand von an 5-HT,c-Rezeptoren gekoppeltem TASK-3
gezeigt werden, dass es bereits bei Anwesenheit einer fur physiologische
Verhaltnisse geringen Menge Neurotransmitter (5-HT) zu einer signifikanten
Inhibition von TASK-3 kommt, und Halothan die so inhibierten TASK-3 Stréme nicht
mehr aktivieren kann. Eine Veranderung im Serotonin-Stoffwechsel, als Folge einer
Erkrankung oder auch medikamentOs verursacht, kann das Ansprechen eines
Individuums auf Inhalationsanasthetika beeinflussen. Aber auch der allgemeine
Aktivierungsgrad dieses Individuums ware flur die Wirkungsentfaltung eines
Anasthetikums, das an den 2PD-K"-Kanalen angreift, von Bedeutung. In
gesteigertem Aktivierungszustand und damit verbundenem erhdhtem
Serotoninspiegel ware die Sensitivitat dieser Targets reduziert. Es Uberrascht nicht,
dass stark agitierte Patienten hohere Anasthetika-Dosen benétigen. Mit den 2PD-K'-
Kanalen als Wirkungsvermittler liel3e sich diese Beobachtung auch physiologisch
begriinden. Tatsachlich gibt es klinische Anhaltspunkte fur eine Interaktion von
Anasthetika mit dem serotonergen System. Aus Untersuchungen an Ratten weil}
man, dass die Gabe von Serotonin-Antagonisten Uber unbekannte Interaktionen zu

einer Wirkungsverstarkung verschiedener Anasthetika fuhrt (Dringenberg, 2000).
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht die Interaktion des Inhalationsanasthetikums
Halothan mit den 2PD-K"-Kanalen. Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
unterscheiden sich die einzelnen Kanale bezuglich der Amplitude von Aktivierung
oder Inhibition, aber auch hinsichtlich der Sensitivitat.

TASK-1 und TASK-3 werden durch Halothan in einer ECs, von 0,45 mM bzw.
0,6 mM aktiviert.

Die 2PD-K"-Kanale der TREK-Familie (TREK-1, TREK-2 und TRAAK) werden
durch Halothan in Konzentrationsbereichen tUber 9,5 mM aktiviert. Die
Zeitkonstanten der Aktivierung betragen dabei mehrere Minuten.

Aktivitatszunahmen um bis das 25- fache kdnnen dargestellt werden.
THIK-1 wird durch Halothan in einer ECs, von 2,29 mM inhibiert.

Zusatzlich konnte mit Hilfe sog. site-directed-mutagenesis Experimente gezeigt
werden, dass die bisher in der Literatur oft gedul3erte Idee einer unspezifischen,
universellen Bindungsstelle fur unterschiedliche Liganden im Bereich des
C-Terminus verworfen werden muss.

Wahrscheinlicher ist, dass der entsprechende Abschnitt bei den Kanalen der
TASK- bzw. der TREK-Familie Bestandteil eines noch genauer zu klarenden
Gate-Mechanismus ist. Wahrscheinlich flhrt die Wechselwirkung von Halothan
mit definierten Abschnitten dieser Kanalproteine Uber eine
Konformationsanderung auf Ebene der Proteindynamik zu den beobachteten
Aktivitatsanderungen.

Vermutlich existieren an jedem Kanal mehrere solcher Interaktionsstellen fur
Inhalationsanasthetika, die als Sensor am Beginn dieser Veranderungen stehen.
Sie liegen bei den TASK- und bei den TREK-Kanalen in umschriebenen
Abschnitten im Bereich der zweiten Poren-Domane an der Lipidmembran-
Wasser-Grenzschicht.

Die Unterschiede, die sich bei der Regulation der einzelnen 2PD-K"-Kanale auch

innerhalb der gleichen Subgruppe finden, zeigen, wie eng Struktur und Funktion
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dieser Kanale miteinander verbunden sind. Von einem universellen Wirkprinzip

der Inhalationsanasthetika kann man hier nicht ausgehen.

Die K*-Hintergrundleitfahigkeit, vermittelt (iber die 2PD-K"-Kanale, ist ein
entscheidender Regulator zellularer Erregbarkeit. Als Targets der
Inhalationsanasthetika wird diesen Kanalen eine wichtige Rolle bei der
Wirkungsvermittlung einer Narkose zugesprochen. Messungen an Hirnpraparaten

sowie Versuche mit Gen-defizienten Mausen stitzen diese Annahme.

Die 2PD-K"-Kanale werden u.a. in den Kompartimenten des ZNS exprimiert, die
durch Anasthetika in ihrem Aktivitatszustand verandert werden. Sowohl Zu- wie
auch Abnahme der K'-Hintergrundleitfahigkeiten und die damit verbundene
Hyper- bzw. Depolarisation aktivierender Neuronenverbande bzw. inhibitorisch
wirkender Neurone in diesen Bereichen ist als Korrelat der Anasthetikawirkung
denkbar.

Die in dieser Arbeit erstellten Dosis-Wirkungs-Beziehungen zeigen die
Aktivierung der TASK-Kanale nahe am Bereich klinisch relevanter

Konzentrationen.

Fur die TREK-Kanale und THIK-1, deren Sensitivitat auRerhalb dieses relevanten
Konzentrationsbereiches liegt, kann eine Beteiligung am Wirkmechanismus der
Inhalationsanasthetika nicht ausgeschlossen werden. Der als klinisch relevant
beschriebene Konzentrationsbereich erlaubt keine Ruckschlisse auf die am

Wirkort erforderliche Wirkstoffkonzentration.

Zusatzlich zeigen die hier durchgefuhrten Messungen im Xenopus-Oozyten-
Expressionssystem, welche Einflussmaoglichkeiten sich mit diesen Erkenntnissen
eroffnen. Die durch die 2PD-K"-Kanale vermittelte K'-Hintergrundleitfahigkeit
unterliegt einer Vielzahl von Regulationsfaktoren, die ihrerseits auch mit den an
diesen Targets angreifenden Anasthetika interagieren. Eine derartige Interaktion
konnte fur pH-Wert, Ca™-Homoostase und Kopplung an Serotonin-Rezeptoren
beispielhaft gezeigt werden. Die Aktivierung von TASK durch Halothan wird durch

die genannten Regulatoren empfindlich gestort.

Ein Einfluss dieser Parameter auf Wirkung und Nebenwirkung eines
Inhalationsanasthetikums ist sehr wahrscheinlich und sollte bei klinischen und

experimentellen Fragestellungen berucksichtigt werden.
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7 Anhang

7.1 Charakteristische Eigenschaften der in dieser Arbeit
verwendeten 2PD-K*-Kanale

TASK (“TWIK-related acid-sensitive K* channel”): TASK-1, TASK-3, TASK-5

Diesen drei Kanalen ist eine hohe Sensitivitat gegeniiber pH-Wert-Anderungen im
physiologischen Bereich gemeinsam. Sie werden bei einer Absenkung des
extrazellularen pH-Wertes inaktiviert und durch Alkalisierung aktiviert, unterscheiden
sich jedoch beziiglich ihres pK-Wertes. Im Ubrigen dhneln sich TASK-1 und TASK-
3 elektrophysiologisch stark. Sowohl TASK-1 wie auch TASK-3 kénnen via Gg/11-
gekoppelte Rezeptoren inhibiert werden, und unterliegen so auch der Regulation
durch verschiedene Neurotransmitter wie bspw. Thyrosin-Releasing-Hormon (TRH),
Serotonin (5-HT), Glutamat, Substanz P und Norepinephrin. (Bayliss et al., 2001;
Duprat et al., 1997; Kim et al., 2000; Rajan et al., 2000; Talley et al., 2000, 2002).
Flr den Einbau in die Membran sind die Proteine 14-3-3 (TASK-1 und TASK-3) und
p11 (TASK-1) essentiell (Goldstein et al., 2005; Rajan et al., 2002).
Heterodimerisation von TASK-7 und TASK-3 im heterologen Expressionssystem,
aber auch im Nativgwebe wurden beschrieben (Czirjak et al., 2002, Goldstein et al.,
2005). TASK-3 wurde ferner in verschiedenen Karzinom-Formen nachgewiesen.
Seine Bedeutung fur die Onkogenese ist aber noch unklar (Goldstein et al., 2005)

THIK (“Tandem Pore Domain Halothane-inhibited K" channel”): THIK-1, THIK-2

Ihren Namen verdanken die Kanale dieser Untergruppe der Tatsache, dass sie
durch das Inhalationsanasthetikum Halothan inaktiviert werden. THIK-2 konnte im
heterologen System bisher nicht exprimiert werden. THIK-1 wird durch extrazellulare
Ansauerung nur schwach inhibiert, durch Arachidonsaure vergleichbar stark wie
andere 2PD-K"-Kanale aktiviert. (Rajan et al., 2000). Im Nativgewebe zeigt sich,
dass THIK-1 durch Absenken des pO, inhibiert wird. Er kdnnte somit eine wichtige
Rolle bei der Chemozeption glossopharyngealer Neuronen oder auch fir die durch
zerebrale Ischamie ausgeldsten (patho)physiologischen Veranderungen der
Neuronenaktivitat einnehmen (Campanucci, 2005).
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TREK (“TWIK-related K* channel”’): TREK-1, TREK-2, TRAAK

Neben TREK-1 und TREK-2 gehort auch TRAAK (“TWIK-related arachidonic acid-
stimulated K+-channel”) als genetisches und funktionelles Homolog zu dieser

Untergruppe. Die TREK-Kanale werden durch mehrfach ungesattigte Fettsauren,
Arachidonsaure oder Lysphosphatidylcholin aktiviert. Gesattigte Fettsauren haben
dagegen keinen Einfluss auf die Kanalaktivitat. (Bang et al., 2000; Fink et al., 1996;
Lesage et al., 2000a, Maingret et al., 1999; Patel et al., 2001; Rajan et al., 2000).
Das neuroprotektiv wirksame Riluzol ist ein potenter Aktivator von TRAAK
(Goldstein et al., 2005). Diese Kanale besitzen aulierdem die innerhalb der Familie
der 2PD-K"-Kanale einzigartige Eigenschaft, durch Veranderungen des
Membrandrucks reguliert werden zu kdnnen. Erhéht man den Uber die
Lipidmembran auf den Kanal wirkenden Druck Gber Membranstress, Zellvolumen-
Zunahme oder negativen Druck bspw. Uber eine Patch-clamp-Elektrode, kommt es
zur Aktivierung der Kanale. Hyperosmolaritat, mit daraus folgender Zellvolumen-
Abnahme fuhrt zur Inaktivierung der TREK-Kanale. Aulzerdem sind diese Kanale
thermosensibel: Hitze aktiviert TREK-Kanale. (Honoré et al., 2002; Maingret et al.
2000) Die TREK-Kanale unterliegen Uber Gg/11-, Gs- und Gi-gekoppelte
Rezeptoren auch dem Einfluss verschiedener Neurotransmitter. Eine Aktivierung
des Glutamat-Rezeptors mGIluR1 (Gq) bzw. des Serotonin-Rezeptors 5-HT4sR (Gs)
fuhrt zur Inhibition koexprimierter TREK-Kanale. Eine Kopplung an den Glutamat-
Rezeptor mGIluR2 (Gi) fuhrt bei entsprechender Rezeptorstimulierung zu einer
Aktivierung (Lesage, 2003). Dartber hinaus nimmt TREK-1 eine Sonderrolle unter
allen bekannten lonenkanalen ein: Nach Phosphorylierung durch die PKA
verwandelt er sich von einem Leckkanal in einen spannungssensitiven
Auswartsgleichrichter. In diesem Zustand kann ein signifikanter Auswartsstrom nur
bei Membranpotenzialen oberhalb eines bestimmten Schwellenwertes gemessen
werden. TREK-1 tragt so zur Repolarisation bei und erleichtert repetitive
Erregungen (Bockenhauer et al., 2001).
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7.2 Gewebsexpression der 2PD-K*-Kanile

Es existiert mittlerweile ein hinreichend exaktes Bild von der Verteilung der 2PD-K"-
Kanale im Saugerorganismus. Einen groben Uberblick tber die Verteilung im

Organismus liefert Tab. 1.4.

Fir diese Arbeit besonders interessant sind die 2PD-K"-Kanale, die im ZNS, dem
Hauptwirkort der Inhalationsanasthetika exprimiert werden. Hier finden sich fur die
entsprechenden Kanale charakteristische Verteilungsmuster in den einzelnen
Hirnabschnitten. Auf zellularer Ebene werden die 2PD-K"-Kanale hier in erster Linie
in Neuronen exprimiert, ausnahmsweise aber auch in anderen Zelltypen des
zentralen Nervensystems wie Plexuszellen (TWIK-1), Ependymzellen (TREK-2)
oder der pia mater (TREK-1) (Talley et al., 2001). Analysen auf subzellularer Ebene
konnten zeigen, dass die 2PD-K"-Kanale in Neuronen vor allem in
Membranabschnitten im Bereich von Synapsen integriert werden (Callahan et al.,
2004).

Interessanterweise exprimieren die 2PD-K"-Kanale in den Kompartimenten in
besonders hoher Dichte, die an Funktionen wie Aufmerksamkeit, Gedachtnis,

Schlaf-Wach-Rythmus, aber auch Motorik beteiligt sind.

TASK-1, TASK-2, TASK-3, TREK-1 und TRAAK finden sich in unterschiedlicher
Haufigkeit in Hippocampus, Cerebellum, Neokortex, in Motoneuronen des
Ruckenmarks und der Hirnnervenkerne (Bayliss et al., 2001; Callahan et al., 2004;
Hervieu et al., 2001; Karschin C. et al., 2001; Kindler et al., 2000; Medhurst et al.,
2001; Reyes et al., 2000).

Auch fur THIK-1 konnte die Expression im zentralen Nervensystem der Ratte
gezeigt werden, mit hoher Dichte jedoch nur im Gyrus dentatus des cerebellum
(Rajan et al., 2001).

TRESK konnte beim Menschen bisher ausschliellich aus Nervenzellen des

Ruckenmarkes isoliert werden (Sano et al., 2003).
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THIK-1  Gehirn, Herz, Lunge, Niere, Leber, Milz

THIK-2 Gehirn, Lunge, Leber, Milz, Herz, Urogenital-, Gastrointestinaltrakt,
Plazenta, Thymus

TASK-1 Gehirn, Herz, Lunge, Niere, Gastrointestinaltrakt, Pankreas, Prostata,
Uterus, Plazenta

TASK-3 Gehirn

TASK-5 Gehirn, Herz, Lunge, Niere, Leber, Pankreas, Nebenniere, Schilddrise,
Speicheldrisen, Plazenta

TASK-2 Gehirn, Niere, Leber, Pankreas, Gastrointestinaltrakt, Plazenta
TALK-1 Pankreas, Lunge, Leber, Pankreas, Plazenta

TALK-2 Pankreas, Leber, Herz, Lunge, Plazenta

TWIK-1 Gehirn, Herz, Lunge, Niere, Leber, Plazenta

TWIK-2 Herz, Pankreas, Plazenta

KCNK7 Auge, Lunge

TREK-1 Gehirn, Herz

TREK-2 Gehirn, Niere, Pankreas, Milz, Hoden, Prostata, Thymus, Leber, Herz
TRAAK Gehirn, Niere, Muskel, Leber, Lunge, Urogenitaltrakt, Plazenta
TRESK Ruckenmark

Tab. 1.4: Gewebsexpression der 2PD-K*-Kanale beim Menschen (Bang et al., 2000; Goldstein et
al., 2001; Goldstein et al., 2005; Karschin A., 2001, Sano et al., 2003).
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