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1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Interaktion von Cannabinoiden mit
Kaliumkanglen aus der Gruppe der Tandemporenkaliumkangle. Diese
Kaliumkanale sind von besonderer Bedeutung, da sie an der Einstellung des
Ruhepotenzials von Neuronen beteiligt sind. Auf diese Weise kénnen
Tandemporenkaliumkanale auf die neuronale Erregbarkeit Einfluss nehmen. Sie
selbst werden durch unterschiedliche Substanzen in ihrer Aktitivitat beeinflusst,

insbesondere durch Halothan und Cannabinoide.

1.1 Cannabinoide — Wirkung und Rezeptoren

Cannabinoide sind aktivierende Liganden des Cannabinoid-Rezeptors. Sie lassen
sich in vier chemische Gruppen einteilen: klassische Cannabinoide,

nichtklassische Cannabinoide, Eicosanoide und Aminoalkylindole.

1.1.1 Klassische Cannabinoide
Klassische Cannabinoide sind Dibenzopyranderivate und sind entweder pflanziiche
Cannabinoide oder synthetische Analoge. Zu den pflanzlichen Cannabinoiden
gehort insbesondere das A9-Tetrahydrocannabinol (A9-THC) (Abb.1.1).
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Abb. 1.1: Strukturformel von Tetrahydrocannabinol (A9-THC)

Es wird aus indischem Hanf gewonnen und ist der psychopharmakologisch aktive
Bestandteil von Marihuana und Haschisch, wie 1964 erstmals gezeigt werden
konnte (Gaoni und Mechoulam, 1964). Marihuana und Haschisch werden aus den



getrockneten Blitenblattern (Marihuana) bzw. dem getrockneten Blutenharz
(Haschisch) der Hanfpflanze hergestellt und meist gerauchi, seltener mit
Getrénken oder Nahrungsmitteln vermischt. Die Wirkung unterliegt verschiedenen
EinflussgréRen wie der Umgebung, der Persénlichkeitsstruktur, der Applikationsart
und nicht zuletzt der Dosis. Beschrieben werden nach einem Gefiihl der Spannung
oder Erregung Zustande mit scheinbar gesteigerter Wahrnehmungsfahigkeit bis hin
zu Wahnvorstellungen. Als ebenfalls typisch gelten Ged&chtnis- und
Denkstérungen, motorische Stérungen und eine verminderte
Schmerzwahrnehmung (Pertwee, 1997; Mutschler et al.,, 2001).

Nachdem es 1988 gelang, die Existenz eines spezifischen Cannabinoid-Rezeptors
zu beweisen (Devane et al., 1988), wurde der Cannabinoid-Rezeptor CB4 im Jahr
1990 kloniert (Matsuda et al., 1990). Die Klonierung des Cannabinoid-Rezeptors
CB; erfolgte im Jahr 1992 (Munro et al., 1993).

Der CB,-Rezeptor wurde in peripheren Geweben insbesondere in Thymus,
Tonsillen und Knochenmark nachgewiesen, mit der héchsten mRNA-Konzentration
in B-Lymphozyten und natirlichen Killerzellen (Herkenham et al., 1991 und
Mailleux et al., 1992 in Gaffal, 2003). Der CB+-Rezeptor konnte hingegen nicht nur
in zahlreichen peripheren Geweben, sondern vor allem im zentralen Nervensystem
(ZNS) nachgewiesen werden. Hier wurden besonders hohe
Rezeptorkonzentrationen in der GroRhimrinde, im Hippocampus, in den
Basalganglien und im Kleinhirn gefunden (Pertwee, 1997).
Cannabinoid-Rezeptoren sind membransténdige Proteine mit sieben hydrophoben
Helices, die die Zellmembran durchspannen. Uber die a-Untereinheit eines G
Proteins (inhibitorisches Guanin-Nukleotid bindendes Protein) hemmen beide
Varianten des Rezeptors das Enzym Adenylatzyklase und damit die Bildung von
cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat). Der CB-Rezeptor aktiviert zusétzlich
Kaliumkangle, was zu einer Hyperpolarisation der Zellen und dadurch im ZNS zu
einer verminderten Entstehung von Aktionspotenzialen in Neuronen fuhrt. Er
hemmt dartber hinaus Calciumkanale und vermindert auf diese Weise die
Ausschittung von Neurotransmittern im ZNS. So konnte gezeigt werden, dass
Cannabinoide im Hippocampus Uber den CBi-Rezeptor die Freisetzung von
Acetylcholin und auch von Glutamat senken, was die negativen Effekie von

Marihuana auf Lern- und Ged&chtnisleistungen erkldren kénnte (Gifford und



Ashby, 1996; Shen et al., 1996; Gessa et al., 1997). In Ubereinstimmung mit dem
analgetischen Effekt von Cannabinoiden wurden die Rezeptoren auch in
Schmerzbahnen von Grofhirnrinde und Ruckenmark nachgewiesen (Pertwee,
2001). An peripheren sympathischen Nervenendigungen hemmen Cannabinoide
tber den CB-Rezeptor die Exocytose von Noradrenalin, wodurch ihre Blutruck

senkenden Eigenschaften erklart werden kénnten (Ishac et al., 1996).

1.1.2 Nichtklassische Cannabinoide
Nichiklassische Cannabinoide (CP-55,940, CP-55,244 wu.a.) bestehen aus
bizyklischen oder trizyklischen Analogen des A9-THC ohne Pyranring, éhneln also
in ihrer Struktur den klassischen Cannabinoiden. Sie werden experimentell
eingesetzt. Mit Hilfe von radioaktiv markiertem CP-55,940 wurde urspringlich der
Beweis fur die Existenz eines Cannabinoid-Rezeptors erbracht (Devane et al.,
1988).

1.1.3 Eicosanoide
Eicosanoide sind eine zu den Fettsduren gehérende Gruppe von Mediatoren mit
unterschiedlicher biologischer Wirkung. Die Ausgangssubstanz aller Eicosanoide
ist die vierfach ungesattigte Fetisdure Arachidonsdure (Abb.1.2), die 20
Kohlenstoffatome besitzt (eikosi; griech.=20). Sie wird durch eine spezifische,

regulierbare Phospholipase A, aus Membranphospholipiden abgespalten.
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Abb.1.2: Strukturformel von Arachidonséure

Wichtige Eicosanoide sind die Arachidonséure selbst und deren Derivate, ndmlich
Prostaglandine, Leukotriene und Thromboxane. Sie sind beteiligt an:

- Entzindungsreaktionen, allergischen Reaktionen

- Entstehung von Schmerz und Fieber

- Kontraktion der glatten Muskulatur

- Thrombozyten-Aggregation



Auf der Suche nach einem kérpereigenen Liganden fir den Cannabinoid-Rezeptor
isolierten Devane et al. (1992) aus dem Schweinegehirn ein Fettsédurederivat.
Dabei handelte es sich um ein zuvor unbekanntes Eicosanoid, ein Amid aus
Arachidonsdure und Ethanolamin, das Arachidonylethanolamid (AEA). Dieses war
der erste nachgewiesene koérpereigene Ligand des Cannabinoid-Rezeptors und
wurde von seinen Entdeckern auch Anandamid genannt: ,Ananda“ ist Sanskrit und
bedeutet ,Ursache innerer Seeligkeit und Ruhe®, ,amid steht fiir die chemische
Struktur (Abb.1.3). Die Bildung von Anandamid soll in zwei Schritten erfolgen
(Piomelli D, 2003): Im ersten Schritt soll durch eine N-Acyliransferase aus
Arachidonsé&ure und Phosphatidylethanolamin N-Arachidonyl-
Phophatidylethanolamin entstehen. Im zweiten Schritt folgt dann durch eine
Phospholipase D die Abspaltung von Arachidonylethanolamid (Anandamid).

Es wurden weitere natirlicherweise vorkommende biologisch aktive Liganden des
Cannabinoid-Rezeptors im S&ugetiergehirn sowie in verschiedenen anderen
Geweben nachgewiesen (Howlett et al., 2002). Dazu z&hlen neben Anandamid
das 2-Arachidonylglycerol (2-AG) und 2-Arachidonylglyceroléther (Noladin). Man
bezeichnete sie als ,Endocannabinoide” in Anlehnung an die zuvor entdeckten
-Endomorphine®, deren Rezeptoren ebenfalls Targets fiir sowohl exogen
zugefihrte Substanzen (Morphinderivate) als auch fiir endogen synthetisierte

Liganden (Met- und Leu-Enkephalin, B-Endomorphin) darstellen (Piomelli, 2003).
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Abb.1.3: Strukturformel von Arachidonylethanolamid (AEA, Anandamid)

Anandamid kann nicht nur in Hirregionen mit hoher CB;-Rezeptordichte — wie im
Hippocampus, Striatum und Cerebellum - sondern u.a. auch im Thalamus (Felder
et al., 1996) nachgewiesen werden. Auierdem konnte an CB-Rezeptor Knockout-
Mausen gezeigt werden, dass einige Wirkungen von A9-THC z.B. Analgesie und
Diarrhoe rezeptorunabhéngig erfolgen (Zimmer et al., 1999). Di Marzo et al. (2000)
haben nachgewiesen, dass Anandamid auch bei CB;-Rezeptor Knockout-Mausen



Analgesie und verminderte Spontanaktivitdt verursacht. Diese Beobachtungen
weisen auf rezeptorunabhangige Interaktionen der Cannabinoide mit weiteren
Proteinen hin, was fur die vorliegende Arbeit von besonderer Bedeutung ist, da
eine rezeptorunabhéngige, direkte Inhibition von Kaliumkanlen nachgewiesen

werden soll.

1.1.4 Aminoalkylindole
Diese Gruppe enthélt Verbindungen, die sich strukturell von den klassischen oder
nichtklassischen Cannabinoiden unterscheiden (Pertwee, 1999). Der Prototyp der
Aminoalkylindole ist das synthetische WIN55,212-2 (Abb1.4). WIN55,212-2 ist ein
potenter Rezeptoragonist. Effekie wurden bereits im Bereich zwischen 0,1-1000
nM beschrieben (Pacheco et al., 1991). Es gilt als klassischer selektiver Ligand fiir

experimentelle Untersuchungen.

Abb.1.4: Strukturformel von WIN55,212-2

1.2 Kaliumkanéle

1.2.1 Funktion
Kaliumkanéle sind ubiquitar vorkommende Proteinkomplexe, die in biologischen
Membranen K’-selektive Poren bilden und den passiven Transport von K*-lonen
Gber die Zellmembran erméglichen.
Wahrend die Zellmembran unter Ruhebedingungen kaum durchléssig fiir Na*-
lonen ist, macht die Leitfahigkeit fur K™-lonen in neuronalen Zellen etwa 90% der
Gesamitleitfahigkeit aus. Die Offenwahrscheinlichkeit von Kaliumkanalen ist unter

Ruhebedingungen also relativ hoch, so dass K'-lonen dem Konzentrationsgefzile



folgend von intra- nach extrazellulér diffundieren. Dabei entsteht durch den Austritt
positiver Ladungen ein Diffusionspotenzial, das in ausgeglichenem Zustand als K*-
Gleichgewichtspotenzial bezeichnet wird und annsdhernd dem neuronalen
Ruhepotential entspricht. Es liegt bei Saugetierzellen zwischen -50 und -100 mV.

Kaliumkanale sind an der Kontrolle des Zellvolumens und der Sekretion von Salz,
Hormonen und Neurotransmittern beteiligt. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der
Modulation der Erregbarkeit von Muskelzellen und Neuronen (Lesage und

Lazdunski, 2000; Silbernagl und Despopoulos, 2001).

1.2.2 Einteilung
Es existieren verschiedene Einteilungsméglichkeiten fur die groRe Gruppe von
Kaliumkanalen. Urspriinglich unterschied man die in vivo gemessenen K*-Stréme
hinsichtiich ihrer funktionellen und pharmakologischen Eigenschaften. In den 90er
Jahren wurde dann durch Klonierungsarbeiten die Struktur vieler dieser Kanale
aufgedeckt (Lesage und Lazdunski, 2000). Allen Kaliumkanalen gemeinsam ist ein
konservierter Abschnitt, der P-Domane (Porendomane, porenbildende Doméne)
genannt wird und Teil des K*-Transportweges ist.
Die Kaliumkanal-Untereinheiten beim Sauger (ca. 90 Gene) kénnen anhand ihrer
Membrantopologie in drei strukturell unterschiedliche Gruppen eingeteilt werden
(Patel und Honoré, 2001a; Lesage und Lazdunski, 2000):
Die erste und groBte Gruppe von Kaliumkanélen besitzt Untereinheiten mit sechs
Transmembrandoménen (6TMS) und einer porenbildenden Doméne (1P)
(Abb.1.5).

Abb.1.5: Membrantopologie eines Kaliumkanals mit sechs Transmembrandoménen (M1~
M6) und einer Porendoméne (P). a: Schematische Darstellung einer Untereinheit. b: Aufsicht
auf den aus vier Untereinheiten formierten Kaliumkanal. Die einzelnen Untereinheiten sind
farblich abgegrenzt.



Dazu gehoren die spannungsgesteuerten K*-Kanale (K,) sowie die Ca*-aktivierten
K'-Kansle (Kea) mit geringer (SKca) bzw. mittlerer (IKcs) Leitfahigkeit (SKca/lKca
=small-conductance/intermediate-conductance calcium-activated potassium
channel) (Ghatta et al., 2006). Die funktionsféhigen Proteine werden dabei aus
einer tetrameren Anordnung dieser 6TM/1P-Untereinheiten gebildet und besitzen
eine Pore (Lesage und Lazdunski, 2000). Ca®*-aktivierte K*-Kanale mit hoher
Leitfahigkeit  (BKca=big-conductance calcium-activated potassium channel)
besitzen noch eine zusatzliche Transmembrandoméne (Meera et al., 1997). Ca®*-
aktivierte K™-Kanéle werden bei Depolarisation aktiviert und sind hauptsschlich an
der Repolarisation beteiligt (Patel und Honoré, 2001a).

Die zweite Gruppe von Kaliumkanalen setzt sich aus Untereinheiten mit zwei
Transmembrandoménen und einer Porendoméne (2TMS/1P) zusammen
(Abb.1.6). Sie bilden als homo- oder heterotetramere Membranproteine
einwartsgleichrichtende K'-Kanale (K;) und als Sonderform ATP-sensitive K'-
Kanale (Katp) mit jeweils einer Pore (Gutman et al., 2003). Die physiologische
Funktion der sogenannten einwartsgleichrichtenden K*-Kanale besteht in der
Stabilisierung des Ruhemembranpotenzials. Dabei leiten sie Kaliumionen nach

auf’en. [hr Name ist historisch bedingt und insofern irrefithrend.

a b

Abb.1.6: Membrantopologie eines Kaliumkanals mit zwei Transmembrandominen (M1-
M2) und einer Porendoméne (P). A: Schematische Darstellung einer Untereinheit. B:
Aufsicht auf den aus vier Untereinheiten formierten Kaliumkanal. Die einzelnen
Untereinheiten sind farblich abgegrenzt.

Die dritte Gruppe von Kaliumkanalen sind die Tandemporenkaliumkanale.

1.2.3 Tandemporenkaliumkanile
Tandemporenkaliumkanale werden aus Untereinheiten mit vier
Transmembrandoménen und zwei Porendomanen gebildet. Die Untereinheiten
lagern sich zu Dimeren zusammen und bilden so funktionsfahige Kaliumkanale mit

einer funktionellen Pore (Lesage und Lazdunski, 2000). Aufgrund ihrer



ungewdhnlichen Struktur wurden sie Tandemporenkaliumkanéle oder 2PD-K'-

Kanale genannt.

Struktur

Allen Tandemporenkaliumkanalen ist gemeinsam, dass sich ihre Kanal-
Untereinheiten aus zwei Porendoménen (P1 und P2) zusammensetzen, die jeweils
von zwei membrandurchspannenden o-helikalen Segmenten (M1-4) flankiert
werden (Abb.1.7). Ein kurzer N-Terminus und ein langer C-Terminus ragen ins
Zytoplasma, wahrend sich extrazellular eine konservierte Schleife zwischen M1
und P1 befindet. Diese Schleife ist essentiell fur die Dimerisation der
Untereinheiten, die Uber Disulfidbriicken zwischen dort vorhandenen Cysteinresten
gebildet wird (Lesage et al., 1996). Trotz der groRen strukturellen Ahnlichkeit sind
die bei Saugern zwischen 307 und 499 Aminosaduren langen Proteine in ihrer
Sequenz nur maBig (20-50%) homolog (Karschin, 2001; Goldstein et al., 2001).

Schieife

Zellmembran

Abb.1.7: Membrantopologie eines Tandemporen- Kaliumkanals. A: Zwei transmembranare
Segmente (M1 und 2 bzw. M3 und M4) flankieren jeweils eine Porendoméne (P1 und P2). Auf
der extrazellularen Seite befindet sich zwischen M1 und P1 eine Schieife. B: Aufsicht auf den
aus zwei Untereinheiten formierten 2PD-K"-Kanal mit einer Pore. Die einzelnen Untereinheiten
sind farblich abgegrenzt.

Klassifikation

Bei der Einteilung der Tandemporenkaliumkanile werden verschiedene
Nomenklaturen verwendet. Das Human Genome Nomenclature Committtee
(HGNC) gab den bisher 15 beim Menschen beschriebenen Genen das Prafix
KNCK und verlieh jedem einzelnen Gen eine eigene Nummer in der Reihenfolge
der Entdeckung (KNCK 1-17). Der Nachteil dieser Einteilung besteht darin, dass



sie keine Aussage Uber Sequenz oder Funktion zulasst. Eine andere Einteilung
verwendet Akronyme, die von den enischeidenden physiologischen und
pharmakologischen Eigenschaften abgeleitet werden (Talley et al., 2003). Diese
Einteilung findet auch in der vorliegenden Arbeit Verwendung.

Es wurden bisher 15 verschiedene Tandemporenkaliumkanéle beim Menschen
beschrieben, die in sechs Untergruppen eingeteilt werden kénnen (Tab. 1.1 und
Abb. 1.8).

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

Tab.1.1: Einteilung der 2PD-K*-Kanile unter Verwendung von Akronymen.

TALK-2 7asK-2

TRESK |
Abb.1.8: Phylogenetischer Stammbaum der bekannten menschlichen 2PD-K"-Kanile (aus
Patel und Honoré, 2001a). Die kursiv geschriebenen Kanale KCNK7, THIK-2 und TASK-5

konnten in heterologen Systemen bisher nicht exprimiert werden.

Physiologische und elektrophysiologische Eigenschaften

Tandemporenkaliumkanale sind fur die sogenannten Leckstréme oder
Hintergrundstréme verantwortlich, die bereits 1952 in Neuronen beschrieben
wurden (Hodgkin et al., 1952). Sie haben eine relativ geringe Amplitude, sind hoch



kaliumselektiv, kaum spannungs- oder zeitabh&ngig und unempfindlich gegentiber
den meisten klassischen Kaliumkanal-Blockern wie Tetraethylammonium (TEA), 4-
Aminopyridin (4-AP) und Caesium (Cs™). lhre Strom-Spannungskennlinien bei
unterschiedlichen K*-Konzentrationen lassen sich mit der Goldmann-Hodgkin-Katz
Gleichung genau beschreiben (Duprat et al., 1997; Patel and Honoré, 2001a;
Karschin, 2001; O’Connell et al., 2002). Unter physiologischen Bedingungen ist die
extrazelluldre K*-Konzentration deutlich niedriger als die intrazellulére, so dass an
Zellen mit Tandemporenkaliumkanéglen entsprechend dem Konzentrationsgefalle
ein Auswartsstrom gemessen werden kann.

Die Bedeutung dieser Kanalfamilie liegt in der Stabilisierung des
Membranpotenzials bzw. des Ruhepotenzials bei Neuronen (Lesage und
Lazdunski, 2002). Da sie auch bei Depolarisation Kalium nach auRen leiten, sind
Tandemporenkaliumkanéle auch an der Riickbildung des Aktionspotenzials
beteiligt (Patel und Honoré, 2001a, b; Karschin, 2001).

Die Aktivitat der 2PD-K*-Kanale wird von vielen unterschiedlichen EinflussgréRen
moduliert. Dazu gehéren Veranderungen des intra- und extrazelluldren pH-Wertes,
Temperaturveranderungen, Hypoxie, bioaktive Lipide, Neurotransmitter und
Inhalationsanasthetika (Ubersicht bei Lazdunski, 2003).

TASK-1 und TASK-3
Auch Endocannabinoide spielen bei der Modulation von 2PD-K'-Kanalen eine

Rolle. Maingret et al. (2001) konnten zeigen, dass der pH-sensitive 2PD-K*-Kanal
TASK-1, der wie alle TASK-Kanale charakieristischerweise durch extrazellulare
Azidose inhibiert wird, selektiv von dem Endocannabinoid Anandamid gehemmt
wird. Diese Hemmung scheint direkt zu erfolgen, unabhéingig von den
Cannabinoid-Rezeptoren CB¢ und CB,. Dies wurde daraus geschlossen, dass die
Hemmung nicht von dem spezifischen CBj-Rezeptor-Antagonisten SR141716A
beeinflusst wird, und dass zwar die Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten WIN55,212-2
und CP55940 einen inhibitorischen Effekt haben, nicht aber andere starke
Cannabinoid-Rezeptor-Agonistenwie AS-THC, HU210 und 2-Arachidonyiglycerol.
Die hemmende Wirkung von Anandamid ist dabei unabhangig von G-Proteinen,

von der intrazellularen Ca?*-Konzentration und der Phosphorylierung des TASK-1

10



(Maingret et al., 2001). Eine geringe inhibitorische Wirkung von Anandamid konnte
auch beim TASK-3 beobachtet werden.

Die beiden Tandemporenkaliumkandle TASK-1 und TASK-3 weisen eine
Sequenzhomologie von >50% auf (Rajan et al., 2000; Talley und Bayliss, 2002;
Talley et al., 2003). Talley und Bayliss (2002) untersuchten die Modulation von
TASK-1 und TASK-3 durch Inhalationsanasthetika und Neurotransmitter und
fanden in Mutationsstudien heraus, dass die Aminosduren in Position 243-248 von
TASK-1 und von TASK-3, die im C-Terminus nach der letzten
Transmembrandomane liegen  (Abb.1.9), fur die aktivierende Wirkung von
Halothan sowie fir die inhibitorische Wirkung von TRH (Thyreotropin Releasing
Hormon) von Bedeutung sind. Um zu untersuchen, ob diese Aminosduresequenz
fur die Wirkung von Cannabinoiden auf die beiden Tandemporenkaliumkanale
ebenfalls von Bedeutung ist, wurden in der Vvorliegenden Arbeit
Mutationsexperimente und nach Expression der entsprechenden mRNA in

Xenopus Oozyten elektrophysiologische Untersuchungen durchgefiihrt.

TASKf .1 G A F L NL VVLZRTFMT
TASK3 . I VVLRTFLT
TASIZ .. Im ég KV SMTFVE
THIK1 .. C E VvV IisIULTIK
TREKT . F A AV L §SMTI GDWLRYVY

Abb.1.9: Sequenzvergleich verschiedener Tandemporenkaliumkanile. Rechts: Am Ubergang
von der vierien Transmembrandoméne zum C-Terminus befindet sich ein Sequenzmotiv
(Aminosauren 243-248), das mit Ausnahme einer Aminosdure bei TASK-1 und TASK-3
tibereinstimmt (dunkelgrau unterlegt). Die anderen 2PD-K™-Kanale weisen dieses Motiv nicht auf.
Links: Schematische Darstellung einer Untereinheif. Die Aminosauren in Position 243-248 sind
farblich abgegrenzt (Pfeil).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ausgehend von den von Maingret et al. (2001; s.0.) sowie von Talley und Bayliss
(2002; s.0.) erhobenen Befunden sollte in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von
Cannabinoiden auf die 2PD-K*-Kanale TASK-1 und TASK-3 genauer untersucht
werden. Unter Verwendung eines heterologen Expressionssystems sollien
elektrophysiologische  Messungen  durchgefuhrt werden. Dazu  wurden
unveradnderte bzw. deletierte cDNA-Klone von 2PD-K'-Kandlen der Ratte in

Xenopus Oozyten exprimiert. Es sollte herausgefunden werden:

1. welche Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Anandamid, WIN55,212-2 und
Arachidonséure und den unverdnderten 2PD-K'-Kanalen TASK-1 und
TASK-3 besteht.

2. ob die Aminosduren 243-248 von TASK-1 und TASK-3 fiir die Interaktion
mit Cannabinoiden von Bedeutung sind. Dazu wurde die Wirkung von
Anandamid, WIN55,212-2 und Arachidonsdure auf entsprechende
Deletionsmutanten von TASK-1 und TASK-3 elektrophysiologisch

untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

Die zur Herstellung injizierbarer mRNA  notwendigen cDNA-Klone wurden zur
Verfligung gestellt: TASK-1 (Ratte) von C. Derst (Marburg); TASK-3 (Ratte) von Dr.
E. Wischmeyer (Physiologisches Institut, Wirzburg); Deletionsmutanten TASK-1
[A243-248], TASK-1 [A249-390RSSV], TASK-3 [A243-248] und TASK-3 [L247M]
von Dr. E. Wischmeyer, Dr. V. Schmidt (Physiologisches Institut, Wiirzburg) und
Dr. R. Preissig-Miiller (Physiologisches Institut, Marburg).

2.1.1 Transformation

Die Plasmidpréaparation erfolgte durch Dr. Elke Wischmeyer und Dr. Volker
Schmidt (Physiologisches Institut Wirzburg). Fur die Klonierung wurde der Vektor
pSGEM verwendet.

Zur Transformation wurden 200l kompetente Bakterien (Tab.2.1) mit 100 ng DNA
versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Dann erfolgte eine Erwarmung der Tubes im
Thermoblock fiir 45 sec bei 42°C und anschlieBende Abkiihlung fir 1 min auf Eis.
Nach Zugabe von 400 pl LB-Medium (Tab.2.1) zum Transformationsansatz folgte
eine einstiindige Inkubation im Warmschuttler bei 37°C in Schriglage.
Vorgewarmte Agarplatten mit Ampicillin (50mg/ml in H,O) (Tab.2.1) dienten als
Né&hrboden wahrend der anschlieRenden Inkubation im Brutschrank bei 37°C tber
Nacht.

Caseinhydrolysat 10g
. Hefeextrakt 5¢g
LB-Medium
NaCl 10¢9
Agua bidest ad 11
LB-Medium 11
LB/Amp-Agar-Platten Agar 159
Ampicillin 100 pg/ml
Bakterienstamm E. coli XL2-blue

Tab.2.1: Bakterien und Medien fiir die Transformation.
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2.1.2 Isolierung der Plasmid-DNA

Zur lIsolierung der Plasmid-DNA wurde das Protokoll QIAGEN® Plasmid Midi
(Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Zunéchst wurde eine Einzelkolonie des
Plasmid-tragenden Bakterienstammes ausgewahlt. Mit dieser wurden dann 3ml
LB-Medium (mit 3ul Ampicillin) angeimpft und etwa 7 h bei 37°C im Warmschittler
(Edmund Biihler SM-30) als Vorkultur inkubiert. Danach wurden 50 ml LB-Medium
(mit 50 pl Ampicillin) mit 500 pl aus der Vorkultur beimpft und tUber Nacht im
Warmschttler bei 37°C inkubiert.

Durch Zentrifugation (Beckmann J2-MC, 8 min, 8000 rpm, 4°C) wurde aus der
Bakteriensuspension ein Bakteriensediment gewonnen. Die im Sediment
enthaltene DNA wurde nach dem Protokoll QIAGEN® Plasmid Midi Kit 100
aufgereinigt, in 200-300 pl Wasser (DEPC- behandelt) aufgenommen und gel6st.
Zur Obijektivierung von Ausbeute und Reinheit erfolgte eine photometrische
Extinktionsmessung bei 260 nm (Biometra UNO //).

2.1.3 In vitro-Transkription

Linearisierung
Zunéchst erfolgte die Linearisierung des isolierten Plasmids. Dazu wurden 10 ug

Plasmid-DNA in einer 10fach konzentrierten Pufferldsung (Tab.2.2; entsprechend
den Herstellerangaben Pufferlésung 2) mit 30 Einheiten des erforderlichen
Restriktionsenzyms Nhe | (BioLabs, New England, USA) in Aqua bidest 3 h bei
37°C inkubiert. Dann erfolgte eine Kontroll-Gelelekirophorese, um die
Vollsténdigkeit des enzymatischen Verdaus zu Uberprifen. Dazu wurden 2 pl des
Linearisierungsansatzes mit 6fach-konzentrierter Pufferlosung (Tab.2.2) versetzt
und auf ein nicht denaturierendes 0,8%iges Agarose-Gel mit 1 pl Ethidiumbromid
aufgetragen (Laufzeit 1 h bei 80 Volt).
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is- 0,4 mM
T7-Polymerase-Puffer Tris- HCL am
MgCl 60 mM
BioLabs, New England, g-t
USA Dithiotreit 100 mM
Spermidin 20 mM
Tris pH 8,3 40 mM
TAE-Puffer fiir die Agar-
Acetat 40 mM
Gel- Elektrophorese
EDTA 1 mM
0,25%
25 ml
6fach Probenpuffer fiir die | Bromophenolblaulésung .
m
Agar-Gel-Elektrophorese 30% Glycerol 45 mi
m
Aqua bidest

Tab.2.2: Lésungen fiir die Linearisierung.

Phenol-Chloroform-Extraktion
Die restliche linearisiete DNA wurde mit Phenol und Chloroform aus dem

Restriktionsansatz extrahiert. Dazu wurde jeweils ein Volumen Phenol und
Chloroform zu dem Restriktionsansatz hinzugegeben. In der so entstehenden
organischen Phase sollten sich Proteinreste auflésen, die entfernt werden sollten.
Dazu wurde das Gemisch fir 5 min (13000 rpm, 4°C, Biofuge fresco, Heraeus,
Hanau) zentrifugiert, um anschlieRend die obere wassrige Phase, die die DNA
enthielt, vorsichtig abzunehmen. Die organische Phase wurde verworfen. Dieser
Vorgang wurde mit Chloroform wiederholt. Dem verbleibenden Volumen der DNA
(wassrige Phase) wurde dann 0,1 Volumen Na-Acetat (3 M, pH 5,2) und 2,5
Volumen Ethanol (100%, -20°C) zugegeben. Die anschlieRende Lagerung bei -
20°C tber Nacht fuhrte aufgrund der hohen Salzkonzentration zur Fallung der
DNA. Der Ansatz wurde fur 30 min zentrifugiert (13000 rpm, 4°C), wobei sich die
DNA als Pellet am Boden ablagerte. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet
wurde nochmal mit 500 ul Ethanol (70%, -20°C) gewaschen, erneut zentrifugiert
(13000 rpm, 4°C) und dann fir etwa 2 min in der speed-vac getrocknet. Die reine,
linearisierte DNA wurde in 25 pl Wasser (DEPC-behandelf) aufgenommen.Mit 2 pl
dieser Lésung wurde zur Kontrolle eine photometrische

Konzentrationsbestimmung bei 260 nm durchgefithrt.
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Transkription in mRNA
Fur die Transkription wurden 2-3 g der linearisierten Matrize in 20 pl Wasser

(DEPC-behandelt) aufgenommen. Das Fragment, das in mRNA umgeschrieben
werden sollte, war in den Polylinker des pSGEM hinter die Promotorregion fir die
T7-RNA-Polymerase kloniert. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei 37°C wurden
dem Transkriptionsansatz (Tab.2.3) 15 pl ribonukleasefreie DNAse | (10 U/ul),
Roche, Mannheim) zugegeben, wodurch die DNA-Matrize verdaut und die mRNA-

Synthese beendet wurde.

Linearisierte DNA (2-3 pg) 20 pl

ATP (10 mM) 5ul

GTP (10 mM) 5ul

CTP (10 mM) 5ul | Pharmacia Biotech, Freiburg
UTP (10 mM) 5l

m7G(5")Gppp(5’)G (cap- Analogon) (10 5l

mM)

Ribonuklease-Inhibitor (40U/ul) 2,5 ul | Boehringer, Mannheim

T7- Polymerase-Puffer (10fach) 6 ul | BioLabs, New England, USA
T7-RNA-Polymerase (20U/ul) 2,5l | Boehringer, Mannheim

Tabelle 2.3 : Transkriptionsansatz.

Es folgte erneut eine Phenol-Chloroform-Extraktion und Fallung tber Nacht wie
oben beschrieben. Nach Zentrifugation fiir 30 min wurde das Pellet mit 200 pl
Ethanol (70%, 10°C) gewaschen und in der speed-vac getrocknet. Die gereinigte
mRNA wurde schlielich in 10 pl Wasser (DEPC-behandelt) aufgenommen.
Daraus wurde 1 pl fir eine Kontroll-Gelelekirophorese (1,5%iges nicht
denaturierendes Agarosegel, 1 pl Ethidiumbromid-Lésung, 80 V, 1 h) verwendet.
Zur groben Abschatzung, in welcher Konzentration die synthetisierte mRNA
vorlag, diente ein RNA-Marker als Vergleich. Dabei korreliert die Bandenscharfe
mit der Qualitat der RNA. Bis zur Injektion in Xenopus Oozyten wurde die RNA bei
-80°C gelagert.
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2.2 Elektrophysiologische Methoden

2.2.1 Salzlésungen
Alle Salzlésungen wurden bei 4°C gelagert und innerhalb 1 Woche verbraucht.

ND96-Lésung

NaCl 96 mM
KCI 2 mM
MgCl, -6 H,0 1 mM
CaCl, 6 H,0 1mM
Hepes 5 mM

mit 1 M NaOH auf pH 7,4 einstellen

ND96-Oozytenaufbewahrungiésung

NaCl 96 mM
KCI 2 mM
MgCl, -6 H,0 1 mM
CaCl, 6 H,O 1 mM
Hepes 5mM
Natriumpyruvat 2 mM
Gentamycin 100 pg/mi

mit 1 M NaOH auf pH 7,4 titrieren

ND96-Lésung saures Milieu
ND96-Lésung mit 1 M HCL auf pH 4,5 einstelien

Kollagenase-Lésung
Kollagenase Typ 1 25mg
ND96- Lésung 10 ml
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2.2.2 Stammldsungen der pharmakologischen Substanzen
Die Stammlésungen der pharmakologischen Substanzen wurden in Portionen bei -
20°C gelagert. Fur die Messungen benétigte Mengen der Stammlésungen wurden
unmittelbar vor Beginn der Versuchsreihe aufgetaut und fur die benétigten
Konzentrationen in ND96-Losung gelést. Diese Lésungen wurden im Durchschnitt

innerhalb von drei Stunden verbraucht.

Anandamid (Sigma)-Stammlésung (10 mi)
25mg (MG 347,5) ; in 7,0503 ml Ethanol

Arachidonséure (Sigma)-Stammldsung (20 miV)
50mg (MG 304,5) j in 8,128 ml Ethanol

WINS55,212-2 (Tocris)-Stammlésung (10 miM)
10mg (MG 531,62) lin 1,881 ml Dimethylsulfoxid (DMSO)

AM251 (Sigma)-Stammlésung (10 mM)
10mg (MG 657,3) ’ in 1,494 ml Dimethylsulfoxid (DMSO)

2.2.3 Vorbereitung der Xenopus Oozyten

Die im Durchmesser 1-1,5 mm grofRen Oozyten wurden einmal wéchentlich unter
Narkose aus einem Afrikanischen Krallenfrosch (Xenopus laevis) herausprapariert
(Institut fur Anatomie und Zellbiologie, Wirzburg; Prof. Koepsell und seine
Arbeitsgruppe). Zum Bindegewebeabdau wurden die Oozyten fir 2-3 h mit einer
Kollagenase-Losung behandelt. Danach wurden sie mit einer gekiirzten und vorne
rundgeschmolzenen Pasteurpipette sortiert. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C in
einer ND96-Ldsung mit Gentamycin (Oozytenaufbewahrungslosung).

Injektion von mRNA

Zur Herstellung geeigneter Injektionskaniilen wurden diinnwandige Borosilikatglas-
Kapillaren (3.5 Drummond # 3-000-203-G/X, Schiitt Labortechnik, Wirzburg) mit
einem Mikropipetten- Puller (Micropipette Puller P-97, Suiter Instrument Company,
Novato, USA) median erhitzt und ausgezogen. Mit einer Trabikularschere wurden

die ausgezogenen Glasspitzen so gekappt, dass ihr Aulendurchmesser ca. 10 um
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betrug. Die Herstellung dieser Injektionskantlen erfolgte jeweils unmittelbar vor der
Injektion. Die fertigen Injektionskanulen wurden unter Verwendung einer Spritze
(Kanile 0,4 x 50mm) vom oberen Ende her mit etwa 4 pl Paraffinél (Sigma,
Mineralol, M8410) gefillt und in einen in drei Ebenen beweglichen
Mikromanipulator eingespannt. Mit diesem wurden dann unter mikroskopischer
Sichtkontrolle durchschnittlich 1-2 pyl mRNA von einer Petrischale in die
Injektionskaniile bei einer Umgebungstemperatur von etwa 22°C aufgesogen.
Mithilfe der Pasteurpipette (s. 0.) wurden Oozyten im Stadium V oder VI (Dascal,
1987) mit ND96-Lésung in eine Injektionskammer verbracht. Diese
Injektionskammer besal einen kammartigen Einsatz, der unter einem Binokular
(Stereomikroskop SV-11, ZEISS, Oberkochen) eine Aneinanderreihung einzelner
Oozyten ermdglichte. Mit einem vollautomatischen Nanoliterinjektor (WP,
Sarosota, USA) wurden pro Oozyte durchschnittlich 27,6-41,7 nl mRNA (je nach
Verdlinnungsgrad und Expressionsstérke des Transkripts) injiziert. Danach wurden
die Oozyten in 24-well-Platten (VUNC, NUNCLON ™, Cat.No. 143982) mit ND96-
Lésung mit Gentamycin verteilt und Uber 1-3 Tage im Brutschrank bei 19°C
inkubiert.

2.2.4 Methode der Zwei-Elektroden-Spannungskiemme (TEVC)

Die in dieser Arbeit untersuchten lonenkanale wurden mithilfe der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme (iwo-electrode-voltage clamp= TEVC) charakterisiert. Diese
Technik wurde 1949 von Marmont, Cole und Hodgkin et al. entwickelt und von
Hodgkin et al. (1952) verfeinert. Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme
ermoglicht die Ableitung des Stroms, der Uber die gesamte Zellmembran einer
Zelle flieRt. Dabei werden die unter Konstanthaltung der Membranspannung
auftretenden lonenstréme gemessen.

Die Oozyte befindet sich gemeinsam mit einer Badelektrode in einer ND96-
Lésung. Es werden nacheinander eine Spannungselekirode (V) und eine
Stromelektrode (1) durch die Zellmembran gestochen (Abb.2.1).

19



Riickkopplungsverstérker

Vx@ I \

Sollpotenzial
Oozyte |

Abb. 2.1: Schema der Zwei- Elektroden- Spannungsklemme (mod. nach Wuttke, 2006).
Vx = Potenzial, | = Stromelektrode, V = Spannungselektrode

Die Elektroden sind mit einem Ruckkopplungsverstarker verbunden, der das
Membranpotenzial misst. Wenn man einen Sollwert fir eine gewinschie
Spannung vorgibt, vergleicht der Ruckkopplungsverstarker das gemessene
Membranpotenzial (V) mit dem Sollpotenzial (Vson). Um das Sollpotenzial zu
erreichen und konstant zu halten, produziert der Messverstarker einen
Kompensationsstrom leomp, der die gleiche Amplitude hat wie der Uber die
Zellmembran flieRende Strom Iy,. Dieser Kompensationsstrom hat dabei aber die
entgegengesetzte Polaritat: lcomp = -Im. Membranstrom und Kompensationsstrom
heben sich also gegenseitig auf, so dass sich die Membranspannung nicht andert
(»,Spannungsklemme").

Der Membranstrom ist als Folge von lonenbewegungen tiber die Zellmembran bei
bekanntem Potenzial zu interpretieren. Die Membranleitfahigkeit, die diesen
lonenbewegungen zugrunde liegt, héngt von Anzahl und Aktivitat der in der
Zellmembran vorhandenen lonenkanéle ab. Daraus folgt, dass Anderungen der

Membranleitfahigkeit Ausdruck einer verandertern Aktivitat der lonenkanale sind.

2.2.5 Aufbau des Messstandes
In die Fokusebene eines inversen Mikroskops (Axiovert 35, ZEISS, Oberkochen,
Deutschland) ist eine Messkammer montiert (Abb.2.2). Diese besteht aus nicht-
leitendem Plexiglas und besitzt mittig eine Vertiefung zur Aufnahme der Oozyte.

Uber ein einfaches Perfusionssystem werden die Untersuchungslésungen in die
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Messkammer geleitet und von einer hydraulischen Pumpe langsam wieder
abgesaugt (s. auch 2.2.8).

Das Mikroskop ist auf einem schwingungsgedampften Tisch montiert, was
gemeinsam mit dem Faradaykafig um den gesamten Messstand herum eine
Abschirmung gegen mechanische und elektrische Einfliisse aus der Umgebung
ermoglicht. Alle metallischen Gegensténde sind mit einem niederohmigen Kabel
Uber eine Kupferplatte innerhalb des Faradaykafigs geerdet.

Die Elektroden werden an Elekirodenhaltern zweier Mikromanipulatoren
angebracht. Diese sind an zwei Saulen montiert, die wiederum auf dem
schwingungsgedampften Tisch befestigt sind. Auf diese Weise kénnen die
Elektroden unter mikroskopischer Sichtkontrolle in die Oozyte eingestochen
werden. Der Messstand ist mit einem EPC9-gesteuerten voltage-clamp-Verstarker
(HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Deutschland) und einem Pulsgenerator
verbunden, der die Sollspannung generiert (vgl. 2.2.4). Alle Messungen werden

von einem Computer digitalisiert und aufgezeichnet (s.2.2.7).

Faradaykafig
Perfusionssystem

Pumpe

I i

Schwingungsgedéhﬂpﬁer Tisch

—-_Messkammer mit Oozyte
Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Messstandes. V = Spannungselekirode, | =Stromelektrode
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2.2.6 Herstellung der Ableitelektroden
Die Ableitelektroden setzen sich aus einem &uReren und einem inneren Anteil
zusammen. Der duRere Anteil ist ein Glasrohrchen aus Borosilikat mit Filament
(HARVARD APARATUS, Kent, UK; GC200F-15 = a&uRerer Anteil der
Ableitelektrode). Dieses wird mithilfe eines Pullers (L/M-3P-A; List Medical,
Darmstadt, Deutschland) ausgezogen. Dabei wird im ersten Schritt das
Glasréhrchen senkrecht im Puller eingespannt, median bei ca. 20 A erhitzt und
durch ein Gewicht am unteren Ende unter medianer Ausdiinnung lang gezogen. Im
zweiten Schritt erfolgt unter erneuter Erhitzung (ca. 15,5 A) eine mediane Spaltung
in zwei Teile mit einem Spitzendurchmesser von ca. 1-3 pm.
Um das Einstechen in die Oozyten zu erleichtern, erfolgt eine Schérfung dieser
Glaselektrode. Dazu wird ihre Spitze unter mikroskopischer Sichtkontrolle an
einem gebogenen Draht vorsichtig abgebrochen. Die so praparierte Glaselektrode
wird dann mit 3 M KClI luftblasenfrei befillt.
Der innere Anteil der Ableitelekitrode besteht aus einem chlorierten Silberdraht, der
in den Elektrodenhalter des Messstandes eingespannt ist und Uber den nun die
KCl-gefiilite Glaselektrode gestilpt wird. Jetzt kann der Widerstand der
Ableitelektrode gemessen werden. Er sollte 0,5-2 MQ nicht tberschreiten. Um eine
Verschmutzung der Glaselekiroden zu vermeiden, wurden sie jeweils direkt vor

dem Experiment hergestellt.

2.2.7 Messprotokolie
Zur Digitalisierung und Darstellung der Messdaten diente ein Power Macintosh G4
(Apple Computer, Cupertino, CA, USA). Als Software wurde Pulse & Puise fit
(HEKA) fur die Herstellung der Messprotokolle eingesetzt. Es gilt die Konvention,
den auswartsgerichteten Strom mit positivem Vorzeichen, den einwartsgerichteten
Strom mit negativem Vorzeichen darzustellen.
Strom-Spannungskurven
Nach Einbringen der Ableitelekirode in die Oozyte wurde vor jedem Versuch ein

Haltepotenzial von -60 mV erzeugt. Dieses liegt im physiologischen Bereich des
Membranpotenzials der Xenopus Oozyten. Um zu Uberpriifen, ob und wie stark die
Kaliumkanale exprimiert werden, wurden Strom-Spannungskurven (IV-Kurven)

ermittelt. Dabei wird das Haltepotenzial innerhalb von 2000 ms kontinuierlich von
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-150 mV auf 60 mV angehoben, und der geflossene Strom gegen den jeweiligen
Potenzialwert grafisch aufgetragen (Abb. 2.3). Charakteristisch fur Kalium-
Leckstréme ist, dass sie sich bei symmetrischen K*-Konzentrationen beiderseits
der Membran linear mit der Membranspannung veréndern. Bei physiologisch
niedrigen duReren K*-Konzentrationen (z.B. 2 mM bzw. ND96-Lésung) lésst sich
eine Gleichrichtung beobachten. Die Anwesenheit eines Kalium-Leckstroms l&sst
sich daher an der Zunahme des Auswartsstroms (positives Vorzeichen) bei
zunehmender Depolarisation ablesen. Dieses Stromverhalten l8sst sich mit der

Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung treffend beschreiben.

+60mY Membranstrom [uA]

-60mV

[ I |

|'
-150 100 -50 0 50 Membranpotenzial [mV1
Abb.2.3:IV-Kurve eines auswérts gleichrichtenden Kalium-Kanals (TASK-1).

Expressionssystem: Xenopus Oozyte. Der generierte Spannungspuls ist im Einsatzbild
dargestellt. Die Strom-Spannungskurve zeigt den Stromfluss Uber die Zellmembran unter dem
Einfluss reiner ND96-Lésung. Das Umkehrpotenzial (Nulldurchgang der Strom-
Spannungskurve) befindet sich im Bereich des Kalium-Gleichgewichtspotenzials.

Repetitive Spannungsspriinge
Um die Wirkungen der pharmakologischen Substanzen zu bestimmen, wurde

folgende Konfiguration gewahlt: Ausgehend von einem Haltepotenzial von —60 mV
wurde die Spannung alle 3 sec auf +30 mV geklemmt und zwar fUr eine Dauer von
200 ms. Die in dieser Zeit unter Applikation der unterschiedlichen Substanzen Uber

die Membran flieRende Stromamplitude wurde gemessen und aufgezeichnet.
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2.2.8 Applikation der Perfusionsiésungen

Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefithrt. Um einen schnellen
Austausch der extrazelluldren Lésungen zu ermdglichen, wurde ein schnelles
Perfusionssystem am Messplatz installiert (s. a. Abb. 2.2): Sechs 35 ml-Spritzen,
die die Perfusionslésungen enthielten, wurden hohenverstellbar Ober der
Messkammer angebracht. An jede Spritze wurde ein Drei-Wege-Hahn angebracht,
so dass der Zulauf unmittelbar gestartet bzw. unterbrochen werden konnte. Die
Spritzen waren mit der Messkammer Uber Polyethylen-Schlauche verbunden. Sie
besalen einen inneren Durchmesser von 0,1 mm und ermdglichten eine
FlieRgeschwindigkeit des Perfusats von 2—4 ml/min, je nachdem auf welcher Héhe
die Spritzen angebracht waren. Dabei betrug der Abstand zwischen
Perfusionszulauf und Xenopus Oozyte stets ca. 1 cm, um Verdnderungen der
Kanalaktivitaten durch mechanischen Membranstress zu vermeiden. Durch eine
MPCU-3-Pumpe wurde an der Messkammerseite, die dem Perfusionszulauf
gegeniber lag, kontinuierlich Losung abgezogen, was eine annéghernd laminare
Stromung und einen Losungsaustausch innerhalb der Kammer von < 3 sec
ermdglichte.

Bei allen Experimenten mit 2PD-K™-Kanalen diente ND96-Lésung als Badlésung.
Sie entspricht in ihrer Zusammensetzung etwa dem extrazelluldren Milieu. Nach
Applikation einer bestimmten Cannabinoid-Konzentration diente die Badlésung als

Auswaschlésung.
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2.3 Auswertung der Daten

2.3.1 Statistik
Alle gewonnenen Daten werden als arithmetische Mittelwerte =
Standardabweichung angegeben. Um verschiedene EinflussgréRen (z.B.
unterschiedliche endogene Ausstattung und Qualitdt der Xenopus Oozyten,
Luftfeuchtigkeit, Materialermtidung etc.) zu beriicksichtigen, wurde die Anzahl (n)
der Experimente in jeder Versuchsreihe moglichst groRer 10 gewahlt. Es wurde
der zweiseitige gepaarte t-Test nach Student mit p<0,01 zur Prufung der

Signifikanz angewandt. Signifikante Anderungen werden im Text erwahnt.

2.3.2 Bestimmung der Dosis- Wirkungs- Beziehungen
Mit Hilfe der Software IGOR Pro® Version 4.0 (WaveMetrics, Inc., Lake
Oswego, OR, USA) erfolgte die Auswertung der gewonnenen Daten. Dazu wurden
zunachst alle arithmetischen Mittelwerte der Kanal-Aktivierung bzw. -Inhibition auf
den jeweiligen Maximalwert mit Eqax = 100% (1,0) als gemeinsame Bezugsgrofie
normiert und in tabellarischer Form dem Software-Programm zugefihrt.
Hinsichtlich der Interaktion der Cannabinoide mit den untersuchten Proteinen
wurde die klassische Rezeptortheorie zugrunde gelegt. Auf dieser Theorie beruht
auch die Hill-Gleichung als logarithmische Funktion zur Ermittiung der Effektiv-

Konzentration (ECsp) und der Steigung ny (Hill-Koeffizient):

(Emax— Emin ) .

Y = Emin + -
n
[+ (52"

Emex  Effekt bei maximaler Konzentration der Substanz

Emin Effekt bei minimaler Konzentration der Substanz

ECso  Konzentration, bei der eine halb-maximale Aktivierung eintritt (ICsq bei Inhibition)
[ Konzentration der Substanz

N Hill-Koeffizient

Fir jede Wirksubstanz ergibt sich eine charakteristische Dosis-Wirkungs-Kurve,

aus der sich im wesentlichen vier wichtige Aussagen hinsichilich der
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pharmakologischen Eigenschaften der eingesetzten Wirkstoffe ableiten lassen
(Urban und Bleckwenn, (2002). Dazu gehéren (a) die maximale Wirkungsdosis,
also die Dosis, bei der der stérkste Effekt erzielt werden kann, (b) die Potenz des
Wirkstoffes, ausgedriickt durch die ECso, (c) Aussagen Uber den wahrscheinlich
zugrunde liegenden Wirkmechanismus, die aus der Kurvenform und ihrer
Anstiegssteilheit (Hill-Koeffizient) abgelesen werden kénnen und schlielllich (d) die

Streuungen, die die biologische Variabilitdt reprasentieren.

2.3.3 Graphische Darstellung
Mit der Software IGOR Pro® Version 4.0 (WaveMetrics, Inc., Lake Oswego, OR,
USA) wurden die Original- Ableitungen aus Pulse & Pulse fit (HEKA) bearbeitet
und die Dosis-Wirkungs-Beziehungen grafisch dargestellt. Schematische
Zeichnungen sowie Balkendiagramme wurden mit den Programmen Word, Excel

und Power Point (Microsoft-Office xp) angefertigt.
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3 Ergebnisse

3.1 Wirkung von Cannabinoiden auf die
Tandemporenkaliumkanéle TASK-1 und TASK-3

Zunachst wurden in der Spannungsklemme Kontrollversuche mit nicht-injizierten
Xenopus Oozyten durchgefithrt. Dabei hatten weder die Cannabinoide noch der
Cannabinoid-Rezeptor-Antagonist AM251 (Sigma) eine Wirkung auf den
Membranstrom. AnschlieRend wurden Xenopus Oozyten nach Injekiion der
Tandemporenkaliumkanéle TASK-1 bzw. TASK-3 elektrophysiologisch untersucht.
Dabei wurden unterschiedliche Konzentrationen der Wirkstoffe WIN55,212-2,
Anandamid und Arachidonséure appliziert und Dosis-Wirkungs-Beziehungen
ermittelt. Alle getesteten Wirkstoffe fiihrten zu einer Verminderung des
Stromflusses tiber die Oozytenmembran, was einer Aktivitdtsabnahme der 2PD-K'-
Kanale entspricht. Der Cannabinoid-Rezeptor-Antagonist AM251 hatte auf die

messbaren TASK-Stréme keinen EinflulR.

3.1.1 TASK-1 und Anandamid
Nach Injektion der TASK-1-mRNA wurden die Xenopus Oozyten 2-4 Tage lang
ikubiert. In der Zwei-Elekiroden-Spannungsklemme konnte nach einem
depolarisierendem Spannungspuls zu Beginn der Versuchsreihe ein Basis-
Auswartsstrom von im Durchschnitt etwa 7 pA gemessen werden. Die Applikation
des Endocannabinoids Anandamid verursachte bereits bei einer Konzentration von
0,2 uM eine geringe Inhibition von 6,9% * 4,4 (n=12, p<0,01) (Abb.3.1a). Die
maximale Wirkung konnte bei einer Anandamidkonzentration von 10 pM
beobachtet werden. Der gemessene Auswartsstrom Kkonnte bei dieser
Konzentration durchschnittlich um 71,3% + 9,7 (n=22, p<0,01) reduziert werden
(Abb.3.1 b). Eine starkere Inhibition konnte auch durch hohere Konzentrationen
von Anandamid (30 pM, 50 upM) nicht mehr erreicht werden. Um pro
Anandamidkonzeniration die jeweils maximale Wirkung zu erreichen, war eine
Applikationsdauer von etwa 60 s bei niedrigeren und 180 s bei h&heren
Anandamidkonzentrationen notwendig. Nach Beendigung der Anandamid-



Applikation wurde die Oozyte in der Messkammer mit ND96-Lésung umsplilt.
Darunter stieg der inhibierte Strom wieder an und erreichte innerhalb von 30-80 s
seinen Ausgangswert. Ab einer Applikation von 10 uM Anandamid verlangerten
sich die Auswaschzeit und die Wiederanstiegsdauer des Stroms auf bis zu 600 s
(Abb.3.1b). Aus der Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen dem 2PD-K*-Kanal
TASK-1 und dem Endocannabinoid Anandamid ergibt sich mittels Hill-Gleichung
eine ICsovon 1,95 uM und ein Hill-Koeffizient ny von 1,42 (Abb.3.1c).

3.1.2 TASK-1 und WIN55,212-2

Das potente Aminoalkylindol WIN55,212-2 gilt als klassischer experimentell
eingesetzter Cannabinoid-Rezeptor-Agonist. Auf den 2PD-K*-Kanal TASK-1 hatte
er eine starke, dosisabhéngige und reversible inhibitorische Wirkung. Die Perfusion
mit einer WIN55,212-2-Lésung mit einer Konzentration von 0,1 uM verursachte im
Durchschnitt eine Reduktion des gemessenen Stroms um 30,7% * 94 (n=11,
p<0,01). Die maximale Wirkung konnte bei einer Konzentration von 3 pM
verzeichnet werden. Dabei nahm der Membranstrom durchschnittlich um 81% =
6,8 (n=13, p<0,01) ab. Héhere Konzentrationen konnten die Wirkung von 3 pM
WIN55,212-2 nicht tUbertreffen. Die Perfusionsdauer, die notwendig war, um die
jeweils maximale Wirkung der einzelnen Konzentrationen zu erreichen, betrug
etwa 30 s bei niedrigeren und 150 s bei héheren Konzentrationen. Die anfénglich
rasch erfolgende Stromreduktion nahm vor dem Erreichen der maximalen Wirkung
wieder ab, bis ein Plateau erreicht wurde. Die Auswaschzeit mit ND96-Lésung und
die Wiederanstiegsdauer des Stroms nahmen nach hoheren WIN55,212-2-
Konzentrationen zu und betrugen bis zu 1800 s.

Aus der Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen dem 2PD-K"-Kanal TASK-1 und dem
synthetischen Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten WIN55,212-2 ergibt sich mittels
Hill-Gleichung eine 1Cs0 von 0,83 uM und ein Hill-Koeffizient ny von 1,65 (Abb.3.2).
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Abb.3.1: Dosis-Wirkung-Beziehung zwischen Anandamid und TASK-1. a: Ableitung mittels

Zwei-Elektroden-Spannungsklemme. Nach jeder einzelnen Applikation von Anandamid-Lésung
wurde die Messkammer mit der Badiésung ND96 ausgewaschen, was einen Wiederanstieg des
Stroms bewirkte. Die inhibitorische Wirkung von Anandamid ist offensichtlich dosisabhangig
und reversibel. b: Ableitung mittels Zwei-Elektroden-Spannungsklemme. Bei der Applikation
von 10 pM Anandamid lieR sich die stérkste Inhibition beobachten. Nach einer
Applikationsdauer von etwa 150 s sinkt der gemessene Strom um 85,7%. Nach Beendigung der
Anandamid-Applikation ist eine Auswaschdauer von etwa 600 s notwendig, bis der Strom
wieder seinen Ausgangswert erreicht. ¢: Es wurden acht verschiedene Konzentrationen
Anandamid appliziert (0,2, 0,5, 1, 3, 5, 10, 30 und 50 yM), dabei war jeweils n >10. Die
ermittelten arithmetischen Mittelwerte wurden auf die maximale Inhibition (Eqe) = 100% als
gemeinsame Bezugsgrofe normiert und als Funktion der logarithmisch dargestellten
Anandamidkonzentrationen aufgetragen. Es ergibt sich eine ICs von 1,95uM und ein Hill-
Koeffizient ny von 1,42.

29



Inhibition [%] 06pM 2uM 3 M WIN55,212-2

TASK-1 2
80 1
10
60 1
1 0
404 |CSO: 0,83 pM 0
ny: 1,65 67 0
20 .
T T T ITT T T I 1 1 1 1
0,1 1 10 0 500 1000 1500 S

WIN 55,212-2 [uM]
Abb.3.2: Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen TASK-1 und WIN55,212-2. Es wurden neun
unterschiedliche Konzentrationen appliziert (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 1, 2, 3, 5 und 10 uM), dabei war
jeweils n >10. Die experimentell gewonnenen Mittelwerte wurden auf die maximale Inhibition

(Emax) = 100% als gemeinsame Bezugsgréfe normiert und als Funktion der logarithmisch
dargestellten WIN55,212-2-Konzentrationen aufgetragen. Mit der Hill-Gleichung ergibt sich ein
Hill-Koeffizient ny von 1,65. Die Konzentration, die die halbmaximale Wirkung erzielte (ICsp)
betragt 0,83 pM.

3.1.3 TASK-1 und Arachidonséure
Die vierfach ungesattigte Fettsdure Arachidonséure ist die Ausgangssubstanz der
Eicosanoide und auch des Endocannabinoids Anandamid. lhre Wirkung auf den
Tandemporenkaliumkanal TASK-1 war inhibitorisch und reversibel. Nach
Applikation einer 1 nM Arachidonsdure-Lésung konnte bereits eine leichte
Hemmung des Membranstromes um 5,9% * 4,2 (n=8) becbachtet werden. Mit
zunehmenden Konzentrationen nahm die inhibitorische Wirkung von
Arachidonsaure zu. Die héchste eingesetzte Konzentration betrug 80 pM und rief
eine Reduktion des Membranstromes um durchschnittlich 63,9% + 11 (n=19,
p<0,01) hervor (Abb.3.3a). Wahrend der Perfusion mit verschiedenen
Arachidonsaurekonzentrationen erreichte die Wirkung nach durchschnittlich 90 bis
200 s ein Plateau. Mit steigenden Konzentrationen nahmen auch die
Auswaschphase und die Wiederanstiegsdauer des Stroms erheblich zu (bis auf
800 s nach Applikation einer Arachidonsaurekonzentration von 80 pM). Wie

Abb.3.3b zu entnehmen ist, konnte keine Arachidonséurekonzentration ermittelt
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werden, deren Wirkung nicht mehr zu steigern war. Die hochste eingesetzte
Konzentration betrug 80 pM. Die Berechnung der ICso ergibt unter diesen
Voraussetzungen eine Konzentration von 11,3 pM. Der Hill-Koeffizient ny betragt
0,9.

pA  BOWM Arachidonséure Inhibition [%]

e 1004
5
P 801 | 1Cs: 11,3 M

60- nu: 0,9
3 —
” 401
1 20 £
o Arachidons&ure [uM]

T T T T—r—rmrnr—rnTnv]—r-rrrmr‘!‘rmﬂIT—r‘rnTmr—l—n
apo 200 a0 s b 0001 001 041 1 10 100

Abb.3.3:Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Arachidonsdure und TASK-1. a:
Originalableitung. Die Applikation von 80 uM Arachidonséure-Lésung bewirkte eine Reduktion
des gemessenen Membranstromstroms um 66%. Nach Spiilung mit ND96-Lésung stieg der
Membranstrom langsam wieder an. b: Es wurden sieben unterschiedliche Konzentrationen
appliziert (0,001, 1, 5, 10, 20, 60, 80 pM; n jeweils > 8). Die experimentell gewonnenen
Mittelwerte wurden auf die maximale Inhibition (Emax) = 100% als gemeinsame Bezugsgréle
normiert und als Funktion der logarithmisch dargesteliten Arachidons&ure-Konzentrationen
aufgetragen. Die Konzentration, die die halbmaximale Wirkung erzielte (ICso), betragt 11,3 pM,
wahrend sich ein Hill-Koeffizient von 0,9 ergibt. Der Kurvenverlauf erreicht im Bereich der

hohen Konzentrationen kein Plateau.

3.1.4 Wirkungen von Anandamid, WIN55,212-2 und Arachidonsdure auf

den TASK-3
Versuche mit dem saure-sensitiven Tandemporenkaliumkanal TASK-3 wurden 1-2
Tage nach mRNA-Injektion in die Oozyten durchgefihrt. Der in der
Spannungsklemme gemessene Basisstrom betrug durchschnittlich 17 pA und
wurde durch Spllung mit saurer ND96-Lésung (pH 4,5) nahezu vollistandig
gehemmt (Abb.3.4). Nach Applikation von einer 5 M Anandamid-Lésung konnte
eine reversible Reduktion des Basisstroms um 23,1% * 5,4 (n=5) beobachtet
werden. Auch eine Konzentration von 50 uM erbrachte keine stérkere Inhibition

(Abb.3.4). Eine maximale und reversible Inhibition durch Arachidonsdure ergab

31



sich bei einer Konzentration von 80 pM und betrug im Durchschnitt 20,3% + 5,5
(n=5) (Abb.3.4). Der synthetische Cannabinoid-Rezeptor-Agonist WIN55,212-2
erreichte in einer Konzentration von 10 pM eine maximale Inhibition von 32,4% *
9,7 (n=4) (nicht dokumentiert). Durch Sptilung mit ND96-L&sung kehrte auch hier
der gemessene Strom auf seinen Ausgangswert zuriick.

Da alle drei pharmakologischen Substanzen auf den TASK-3 eine deutlich
schwéchere Wirkung hatten als auf den TASK-1, wurde auf das Erstellen einer

Dosis-Wirkungs-Beziehung verzichtet.

HA 80 uM Arachidonsaure

50 50 puM Anandamid
— ——  p4s
40
w i
30 @
® ®
20+
TASK-3 .
10 °
T T T T T
0 200 400 600 800 g

Abb.3.4: Wirkungen von Arachidons&ure, Anandamid und saurer ND96-Lésung auf den
TASK-3. Die Perfusion mit Arachidonsaure in einer Konzentration von 80pM bewirkie
durchschnittlich eine reversible Reduktion des gemessenen Stromes um 20,3% * 5,5. Auch 50
UM Anandamid fuhrten zu einer Inhibition um 21,4% * 5. Nach Applikation von saurer ND96-
Losung pH (4,5) wird der Auswartsstrom charakteristischerweise nahezu vollsténdig gehemmt.

3.2 Wirkung von Cannabinoiden auf TASK-1-Mutanten

3.2.1 TASK-1 [A243-248]
Bei dieser Mutante wurden die sechs Aminosauren Valin (V), Leucin (L), Arginin
(R), Phenylalanin (F), Methionin (M) und Tyrosin (T) in Position 243-248 aus dem
TASK-1-Protein entfernt (Abb.3.5a). Nach Injektion der mRNA und einer
Inkubationszeit der Oozyten von 1-2 Tagen konnte ein Basisstrom von
durchschnittich 3 pA gemessen werden. Um die Funktionsfahigkeit der
Deletionsmutante zu Uberpriifen, wurde der pH-Wert der ND96-Lésung von 7,4 auf



4,5 gesenkt. Dabei stellte sich die fur die TASK-Kanale typische reversible
Inhibition des gemessenen Auswartsstroms ein, was die Funktionsfahigkeit des
Proteins bestatigte (Abb.3.5¢c). Die Perfusion mit 5 pM Anandamid-L&sung hatte im
Gegensatz zum Wildtyp keine Auswirkung auf den gemessenen Auswartsstrom
(Abb.3.5b). Die Applikation 10 pM WIN55,212-2-Lésung bewirkte nur eine
Reduktion des Auswartsstroms um 26,4% + 6,3 (n=4) (Abb.3.5c).

Auch Arachidonsdure bewirkte im Vergleich zum Wildtyp nur eine geringe
Inhibition. In einer Konzentration von 20 pM wurde eine Reduktion des
Auswartsstroms um 20,6% + 5,1 (n=7) gemessen (nicht dokumentiert). Dieser
Effekt konnte von 80 pM Arachidons&ure nicht gesteigert werden.

TASK-1 [A243-248]

a
5 H4,5
§ uM Anandarmid A 10 uM WIN 55,212-2 D_
A ——— e
4 — 2 \ /- F"
i H
2+ 1 o ©
n 0 ©
@
b o T T T T 0™ T n T T T
0 50 100 150 s € o f00 200 300 40 5 s

Abb.3.5: TASK-~1 [A243-248]. a: Schematische Darstellung der Mutante mit Deletion von
sechs Aminosauren im Bereich des C-Terminus. b: Die Applikation von Anandamid in einer
Konzentration von 5 uM (n=17) hatte keinerlei Wirkung auf die Deletionsmutante TASK-1
[A243-248]. ¢: Der Auswartsstrom wird durch 10 uM WIN55,212-2 um 26,4% * 6,3 (n=4)
reduziert. Die fur die TASK-Kanale typische pH-Sensitivitat ist vollstandig erhalten: Die
Perfusion einer ND96-Lésung pH 4,5 fuhrt zu einer typischen Reduktion des
Auswértsstromes.



3.2.2 TASK-1 [A249-390RSSV]
Bei dieser TASK-1-Mutante wurden nach dem Sequenzmotiv VLRFMT an Position
243-248 die Ubrigen C-terminalen Aminoséuren mit Ausnahme der endsténdigen
Aminosduren RSSV entfernt. Diese Aminoséuren, die mit dem intrazellularen
Protein 14-3-3 interagieren, sind Voraussetzung flr einen gut funktionierenden
Transport des Kanalproteins in die Zellmembran (Rajan et al., 2002) und wurden
deshalb an das VLRFMT-Motiv angefiigt (Abb.3.6b). Nach Injektion der mRNA in
Oozyten und einer Bebriitungszeit von 2-3 Tagen konnte eine erfolgreiche
Expression mit einem Basisauswartsstrom von durchschnittlich 7 pA verzeichnet

werden. Die pH-Sensitivitat war unveréndert nachweisbar (nicht dokumentiert).

05uM  3pM 5 UM Anandamid TASK-1[A249-390RSSV]
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Abb.3.6: TASK-1 [A249-390 RSSV]. a: Originalableitung. Das Endocannabinoid Anandamid
verursacht bei dieser Mutante genau wie beim Wildtyp eine konzentrationsabhangige und
reversible Inhibition des gemessenen Auswartsstroms. b: Schematische Darstellung des TASK-1
[A249-390 RSSV].

Wie den Daten aus Abb.3.6a zu entnehmen ist, verursachte Anandamid bei dieser
Mutante ebenso wie beim Wildtyp eine konzentrationsabhangige Reduktion des
messbaren Auswértsstroms. Die maximale Inhibition wurde bei einer
Anandamidkonzentration von 30 puM erreicht und betrug 74,9% + 8,7 (n=5) (nicht
dokumentiert). Dabei betrug die Applikationsdauer, die notwendig war, um den
jeweils maximalen Effekt zu erzielen, zwischen 30 s (bei niedrigeren
Konzentrationen) und 120 s (bei héheren Konzentrationen) und war damit kiirzer
als beim TASK-1 Wildtyp (60-180 s). Die Auswaschzeit und Wiederanstiegsdauer
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des Stromes war mit ca. 30-300 s ebenfalls kiirzer (30-600 s beim TASK-1
[Wildtyp]). Auch WIN55-212,2 und Arachidonsdure riefen beim TASK-1 [A249-
390RSSV] eine vergleichbare Inhibition des Auswaértssiroms wie beim TASK-1
[Wildtyp] hervor (Abb.3.7). Dabei reduzierte 10 uM WIN55-212,2 den Strom um
maximal 73,5% % 8,5 (n=9, p<0,01), wahrend unter Applikation einer 80 uM
Arachidonséure-Lésung eine Inhibiton um 60,3% + 4,9 (n=7, p<0,01),
nachgewiesen wurde (Abb.3.7) Auch bei WIN55,212-2 und Arachidonsdure war
die notwendige Applikationsdauer der jeweiligen Konzentrationen sowie die

Auswaschzeit und Wiederanstiegsdauer des Stromes kirzer als beim TASK-1

[Wildtyp].

TASK-1
Strom [%] » [A243-248]
100 < g =~~~ -~~~ """ - i B ittt
80
TASK-1 TASK-1
60 - [Wildtyp] [A249-390RSSV]
40 -
20 -
ol 50uM

[ Anandamid

[ Arachidonszure

WIN55,212-2
Abb.3.7: Maximale Wirkung von Cannabinoiden auf den TASK-1 [Wildtyp] und seine
Mutanten. TASK-1 [A243-248], dem das Motiv VLRFMT im C-Terminus fehlt, wird im
Vergleich zum TASK-1 [Wildtyp] deutlich weniger durch Anandamid, Arachidons&ure und
WINS55,212-2 inhibiert. Demgegentber wird TASK-1 [A249-390RSSV] durch Cannabinoide
ahnlich inhibiert wie der TASK-1 [Wildtyp]. In die Saulen sind die Standardabweichungen

und die jeweils eingesetzten Konzentrationen der Substanzen eingezeichnet.
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3.3 Wirkung von Cannabinoiden auf TASK-3-Mutanten

3.3.1 TASK-3 [A243-248]

Der Tandemporenkaliumkanal TASK-3 besitzt im C-Terminus die Sequenz
VLRFLT (Aminosduren 243-248), die mit Ausnahme von Leucin an Position 247
mit der Sequenz des TASK-1 identisch ist. Auch bei der Mutante TASK-3 [A243-
248] wurden diese sechs Aminosduren entfernt (Abb.3.8b). Die
elektrophysiologischen Messungen wurden zwei Tage nach Injektion der mRNA in
Oozyten durchgefihrt. Uber der Oozytenmembran konnte ein Auswartsstrom von
durchschnittlich etwa 4,3 pA gemessen werden und die pH-Sensitivitat war
vorhanden (Abb.3.8a). Anandamid bzw. Arachidonsdure in niedrigeren
Konzentrationen verursachen bei dieser Mutante im Gegensatz zum Wildtyp keine
Inhibition (nicht dokumentiert). Bei einer Konzentration von 10 uM Anandamid bzw.
20 pM Arachidonsédure konnte sogar eine Zunahme des Membranstroms um
25,0% £ 6,8 (n=10, p<0,01) bzw. 36,3% = 8,8 (n=10, p<0,01) nachgewiesen
werden (Abb.3.8a, 9). Unter der Applikation von 10 pM WIN55,212-2 wurde eine
geringere Inhibition (17,4% % 1,9; n=5) als beim TASK-3 [Wildtyp] (32,4% = 9,7)
beobachtet.

KA 10uM Anandamid pH 4,5 TASK-3 [A243-248]
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Abb.3.8: TASK-3 [A243-248]. Originalableitung. a: 10 uM Anandamid fihren zu einer
Zunahme des messbaren Stroms. Bei dieser Mutante ist die pH-Sensitivitat ebenfalls erhalten,
so dass der Auswartsstrom unter Applikation von saurer ND@6-Losung (pH 4,5) reversibel
inhibiert wird. b: Schematische Darstellung der Mutante TASK-3 [A243-248].
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3.3.2 TASK-3 [L247M]

Um die Bedeutung des Aminosduremotivs an Position 243-248, das sich bei
TASK-1 und TASK-3 nur durch eine Aminosdure unterscheidet, ndher zu
untersuchen, wurde bei TASK-3 das Leucin (L) an Position 247 gegen Methionin
(M) ausgetauscht (TASK-3 [L247M)]). Diese Mutante des TASK-3 besitzt also an
Position 243-248 das gleiche Aminoséuremotiv wie der TASK-1.

Die elektrophysiologischen Messungen ergaben, dass die charakteristische pH-
Sensitivitdt vorhanden war. Der gemessene Auswartsstrom betrug im Durchschnitt
5 pA und wurde durch 5 pM Anandamid um durchschnittlich 19,1% % 7,9 (n=4)
gesenkt. Hohere Konzentrationen hatten keinen weiteren Effekt. Unter Applikation
von 10 uM WIN55,212-2 konnte eine Stromreduktion um durchschnittlich 39,3% *
11,8 (n=5) beobachtet werden. 20 pM Arachidonséure reduzierten den
Auswartsstrom um 17,2% * 2,4 (n=4). Unter Spiilung mit ND96-L6sung erreichte
der Strom bei allen drei Substanzen wieder den Ausgangswert. Wie aus dem
Saulendiagramm der Abb.3.9 ersichtlich, zeigen sich hinsichtlich der maximalen
Wirkung der Cannabinoide keine Unterschiede zwischen dem TASK-3 [Wildtyp]
und TASK-3 [L247M].
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Abb.3.9: Wirkung von Cannabinoiden auf TASK-3 [Wildtyp], TASK-3 [A243-248] und
TASK-3 [L247M]. Auf die Mutante TASK-3 [A243-248] hat nur WIN55,212-2 eine geringe
inhibitorische Wirkung. Anandamid und Arachidonséure fihren hingegen zu einer Zunahme
des Auswartsstroms. Auf die Mutante TASK-3 [L247M] haben Cannabinoide keine andere
Wirkung als auf den TASK-3 [Wildtyp].
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4 Diskussion

Vorliegende Untersuchung beschaftigt  sich mit der Modulation der
Tandemporenkaliumkanadle TASK-1 und TASK-3 durch Cannabinoide. Beide
Kanéle werden vor allem im ZNS exprimiert, wo sie in Neuronen eine wichtige
Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung des Ruhepotenzials durch einen auswérts
gerichteten K*-Strom haben (Duprat et al., 1997; Medhurst et al., 2001; Chapman
et. al., 2000; Rajan et al., 2000; Kim et al., 2000; Ubersicht bei Patel und
Lazdunski, 2004).

Um die pharmakologische Wirkung der in dieser Untersuchung verwendeten
Cannabinoide (Anandamid, WIN55,212-2 und Arachidonsdure) genauer zu

bestimmen, wurden Dosis-Wirkungs-Beziehungen ermittelt, die u.a. Aussagen

tber die Wirksamkeit der eingesetzten Cannabinoide und deren Interaktionsweise
mit den untersuchten Kanélen zulassen. Ein wesentliches Ergebnis ist, dass alle
drei verwendeten Cannabinoide zu einer unterschiedlich starken und reversiblen
Inhibition von TASK-1 und TASK-3 fuhren. Die Inhibition von TASK-3 ist dabei
deutlich geringer als die von TASK-1, sodass die Dosis-Wirkungs-Beziehungen
zwischen TASK-3 und Cannabinoiden im Folgenden nicht weiter beriicksichtigt
werden sollen.

Dariiber hinaus wurde untersucht, welche Auswirkungen C-terminale Mutationen
dieser Kanalproteine auf die pharmakologische Wirkung der Cannabinoide haben.
Diese Mutagenesestudien zeigen eindeutig, dass ein Motiv aus 6 Aminosauren
essentiell fur die Interaktion der Cannabinoide mit den Tandemporenkaliumkanalen

ist.

Dosis-Wirkungs-Beziehungen zwischen TASK-1 und Anandamid, WIN55,212-
2 und Arachidonsédure

Alle drei Cannabinoide inhibieren reversibel TASK-1, jedoch ist das AusmaR der
Inhibition unterschiedlich. Der synthetisch hergestellte Cannabinoid-Rezeptor-
Agonist WIN55,212-2 ergab im Vergleich zu Anandamid und Arachidonséure die
eindeutig potenteste Inhibition, was durch eine ICsy von 0,83 uM zum Ausdruck
kommt. Mit einer ICsq von 1,92 uM folgt Anandamid, wahrend Arachidonséure mit
einer 1Csp von 11,3 puM als sehr schwach wirksam einzustufen ist. Eine maximale

Reduktion des Stromflusses durch die Oozytenmembran, namlich um 81%, wurde



ebenfalls mit WIN55,212-2 nachgewiesen, wahrend sich eine geringere maximale
Reduktion bei Anwendung von Anandamid (ca. 71%) und Arachidonsdure (ca.
64%.) ergab. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass WIN55,212-2 nicht nur ein
potenter Cannabis-Rezeptor-Agonist (Pacheco at al., 1991) sondern auch ein sehr
wirksamer Ligand fur den TASK-1 ist.

Eine direkte Wirkung der Cannabinoide  Anandamid, Methanandamid und
WIN55,212-2 wurde bereits an transfizieten COS-7-Zellen nachgewiesen, wobei
die ICs fur Methanandamid 0,7 pM betrug (Maingret et al., 2001). Die IC-Werte fur
Anandamid und WIN55,212-2 wurden von den Autoren jedoch nicht ermittelt. Sie
fanden lediglich eine deutliche, jedoch geringere Inhibition von TASK-1 durch
WIN55,212-2 als bei Verwendung von Anandamid. Im Gegensatz dazu war in
unserem Expressionssystem (Xenopus Oozyten) die Wirkung von WIN55,212-2
am starksten (ICs von 0,83 pM), was den Ergebnissen mit Methanandamid
entspricht (Maingret et al.,, 2001). Wahrend in unserem Expressionssystem
eindeutige Arachidonsaureeffekte nachweisbar waren, hatte dieses Cannabinoid
keine Wirkung auf den in COS-7-Zellen exprimierten TASK-1 (Maingret et al.,
2001). Maingret et al. (2001) wiesen auch nach, dass der inhibitorische Effekt an
TASK-1 direkt und nicht iber Cannabinoid-Rezeptoren ausgeldst wird. Ein direkter
Effekt durfte auch bei den von uns verwendeten Xenopus Oozyten vorliegen, da
diese keine endogenen Cannabinoid-Rezeptoren besitzen. Direkie, Rezeptor
unabhéngige Effekte des Cannabinoids Anandamid wurden auch fir weitere
Kanéle nachgewiesen, u.a. K,-Kaliumkanale (Poling et al., 1996), VR1-Kationen-
Kanale (Smart und Jerman, 2000) und T-Typ Calciumkanale (Chemin et al., 2001).
Bei den untersuchten Tandemporenkaliumkanalen handelt es sich um Dimere
(Lopes et al., 2001; Karschin et al., 2001; Goldstein et al., 2005), also um Proteine
aus zwei Untereinheiten (s. Einleitung). Biochemisch tritt bei Proteinen aus zwei
oder mehreren Untereinheiten héufig Kooperativitat auf, d. h. dass die Affinitat
zwischen Ligand und Rezeptor abhéngig ist von der Anzahl der bereits
gebundenen Liganden. Nimmt die Bindungswahrscheinlichkeit mit der Anzahl der
bereits gebundenen Liganden zu, spricht man von positiver Kooperativitat, nimmt
die Bindungswahrscheinlichkeit ab, spricht man von negativer Kooperativitat.

Zur Ermittlung einer positiven oder negativen Kooperativitét wird die Hill-Gleichung

verwendet, bei der es sich um eine erweiterte Michaelis-Menten-Gleichung
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handelt. Der hierbei als Exponent ermittelte Hill-Koeffizient (nw) ist ein MaR fur die
Kooperativitat. Ist der Hill-Koeffizient <1, liegt negative Kooperativitat vor, ist er >1,
liegt positive Kooperativitét vor. Die Anwendung der Hill-Gleichung auf die von uns
ermittelten  Dosis-Wirkungs-Beziehungen fithrte zu unterschiedlichen Hill-
Koeffizienten. So ergab sich fur WIN55,212-2 und Anandamid mit ny=1,65 bzw.
1,42 eine positive Kooperativitdt mit TASK-1. Dies steht in Einklang mit der
sigmoiden Form der Dosis-Wirkungs-Kurven, d.h. dass ab einer bestimmten
Konzentration dieser Cannabinoide eine nicht weiter steigerbare Inhibition vorliegt.
Ein sigmoider Kurvenverlauf wurde auch fir die Interaktion zwischen dem
Cannabinoid Methanandamid und TASK-1 in COS-7-Zellen gezeigt (Maingret et
al., 2001).

Anders verhalt es sich mit Arachidonséure. Der Hill-Koeffizient ist bei Verwendung
dieser Substanz ny=0,9. Es liegt somit keine Kooperativitdt vor. Dies kommt auch
durch die Form der Dosis-Wirkungs-Kurve zum Ausdruck. Sie ist nicht sigmoid und
mit zunehmender Konzentration von Arachidons&ure nimmt auch die inhibitorische
Wirkung weiter zu, d.h. dass keine Konzentration ermittelt werden konnte, die nicht
zu einer weiteren Inhibition gefuhrt hatte. Diese Befunde sprechen mdéglicherweise
gegen die Annahme, dass die inhibitorische Wirkung von Arachidonsaure als
Ausgangssubstanz  von Anandamid dadurch zustande kommt, dass
Arachidonsdure an der Oozytenmembran oder intrazellulér in Anandamid selbst
umgewandelt wird. Andererseits kdnnte der zelluldre Umsatz von Arachidonsaure
zu Anandamid ein limitierender Faktor sein und die nicht sigmoide Form der Dosis-

Wirkungs-Kurve erklaren.

Funktionelle Bedeutung der C-terminalen Aminoséuren 243-248 von TASK-1
und TASK-3

Talley und Bayliss (2002) wiesen nach, dass bei den Tandemporenkaliumkanaien
TASK-1 und TASK-3 eine Sequenz von sechs C-terminalen Aminosduren
(Aminosauren 243-248) fur die aktivierende Wirkung des Inhalationsanasthetikums
Halothan und fur die inhibierende Wirkung des Neuropeptids TRH (Thyreotropin
Releasing Hormon) notwendig ist.

Sie entfernten in Mutationsstudien bei beiden Kanalen den restlichen C-Terminus

nach Position 248. Bei diesen C-terminal frunkierten Kanélen blieben die
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Wirkungen von Halothan und TRH erhalten, d.h. dass der gesamte restliche C-
Terminus ab Position 249 keine Bedeutung fiir die Wirkungen von Halothan und
TRH hat. Dies ist insofern bemerkenswert, als dass hier mehrere Motive lokalisiert
sind, die mit der Weiterleitung Rezeptor vermittelter Signale assoziiert sind, wie
Motive fir die Phosphorylierung durch Proteinkinase A und Proteinkinase C und
auch fur die Phosphorylierung von Tyrosin (Duprat et al., 1997; Talley und Bayliss,
2002).

AuBerdem konnten Talley und Bayliss (2002) zeigen, dass der Ersatz der sechs
Aminosduren in Position 243-248 bei TASK-1 und auch TASK-3 durch die
korrespondierenden Aminosduren des Tandemporenkaliumkanals TREK-1 zu
einer Aufhebung der Halothan- und TRH-Wirkung fithrte. TREK-1 besitzt in der
Position 243-248 die Aminosauresequenz GDWLRYV, die keine Homologie mit der
Sequenz der Tandemporenkaliumkanéle TASK-1 bzw. TASK-3 in dieser Position
(VLRFMT bzw. VLRFLT) aufweist. Daraus wurde geschlossen, dass die C-
terminalen Aminosduren 243-248 von TASK-1 und TASK-3 die Halothan-sensitive
Sequenz darstelien.

Ausgehend von diesen Befunden sollte in vorliegender Untersuchung
herausgefunden werden, ob auch die Wirkung von Cannabinoiden auf die
Tandemporenkaliumkanadle TASK-1 und TASK-3 durch die C-terminalen
Aminosauren 243-248 vermittelt wird. Die Mutante TASK-1 [A243-248], der die
sechs C-terminalen Aminoséduren fehlen, ist durch die Cannabinoide
Arachidonsdure und WIN55,212-2 deutlich geringer inhibierbar als beim TASK-1
[Wildtyp]. Die hemmende Wirkung von Anandamid war sogar vollsténdig
aufgehoben. Auch beim TASK-3 [A243-248] fuhrt das Fehlen dieser sechs
Aminoséuren zu deutlich veranderten Wirkungen der Cannabinoide. Unter dem
Einfluss von Anandamid und Arachidonsaure konnten keine hemmenden, sondern
vielmehr sogar aktivierende Wirkungen nachgewiesen werden, auch ist die
inhibitorische Wirkung von WIN55,212-2 geringer als beim TASK-3 [Wildtyp].

Bei einer weiteren Mutante von TASK-1 [A249-390RSSV] wurden nach dem
Sequenzmotiv VLRFMT (Position 243-248) die Ubrigen C-terminalen Aminosauren
mit Ausnahme der endsténdigen Aminosduren RSSV entfernt. Diese Aminosduren,
die mit dem intrazelluldren Protein 14-3-3 interagieren, sind Voraussetzung fir

einen gut funktionierenden Transport des Kanalproteins in die Zellmembran (Rajan
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et al., 2002) und wurden deshalb an das VLRFMT-Motiv angefugt. Die Wirkungen
von Anandamid, Arachidonsdure und WIN55,212-2 zeigten bei dieser Mutante
keinen Unterschied zum TASK-1 [Wildtyp]. Es konnte aber beobachtet werden,
dass die Perfusionsdauer bis zum Erreichen der jeweiligen Wirkungen kirzer war
als beim TASK-1 [Wildtyp]. Auch der Wiederanstieg des gemessenen
Membranstroms unter Auswaschen mit ND96-Lésung erfolgte bei dieser Mutante
schneller als beim TASK-1 [Wildtyp]. Dies kénnte u.a. dafir sprechen, dass durch
die C-terminale Verkiirzung von TASK-1 der Zugang zu dem fir die Wirkung
relevanten Proteinabschnitts verbessert wird. Andererseits kénnte die Verklrzung
auch zu einer Beschleunigung der Liganden vermittelten Konformationsénderung
von TASK-1 und damit zu einer Effektivitdtssteigerung der Cannabinoide fihren.
Bei einer dhnlichen TASK-1-Deletionsmutante, bei der der gesamte C-Terminus ab
Aminoséure 249 entfernt wurde (TA 248), also auch die Aminosauren RSSV (s.o.),
wurde ebenfalls eine unverdnderte Inhibition von TASK-1 festgestellt, wobei
weitere Einzelheiten nicht beschrieben wurden (Maingret et al., 2001).

Das Motiv aus 6 Aminosauren in Position 243-248 bei TASK-1 (VLRFMT) und
TASK-3 (VLRFLT) unterscheidet sich nur durch eine Aminoséure in Position 247,
namlich Leucin (L) bei TASK-3 und Methionin (M) bei TASK 1. Um festzustellen,
ob dieser Aminosadureunterschied fur die geringere Sensitivitdt von TASK-3
gegeniiber Cannabinoiden verantwortlich ist, wurde mittels einer Punktmutation bei
TASK-3 Leucin (L) gegen Methionin (M) ausgetauscht (TASK-3 [L247M]). Diese
Mutante des TASK-3 besitzt also an Position 243-248 die gleiche
Aminosduresequenz wie TASK-1. Die Mutante TASK-3 [L247M] besitzt im
Vergleich zum TASK-3 [Wildtyp] keine hohere Sensitivitdt gegentiber den
untersuchten Cannabinoiden. Dies spricht daftr, dass nicht allein die
Aminosduresequenz 243-248 fur die geringe Cannabinoidsensitivitat von TASK-3
verantwortlich ist.

Die fur die TASK-Kanale typische Sensitivitdt gegeniiber extrazelluldrer Azidose
(Duprat et al., 1997; Leonoudakis et al., 1998, Kim et al., 1999;) war auch bei allen
in dieser Arbeit verwendeten Mutanten nachweisbar. Sowohl beim TASK-1 (Lopes,
et al., 2001) als auch beim TASK-3 (Rajan et al.; 2000) konnte gezeigt werden,
dass der Histidin-Rest His-98 am &ufReren Teil der Pore (angrenzend an den K'-
Selektivitatsfilter) fur die Azidose-Sensitivitat verantwortlich ist. Die Erhaltung der
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Azidose-Sensitivitdt bei den von uns verwendeten Mutanten war zu erwarten, da
die Mutationen weit entfernt von His-98 erfolgten, belegt jedoch, dass der

Gatingmechanismus des Kanalproteins nicht prinzipiell beeintrachtigt war.

SchiuRfolgerungen

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass vor allem TASK-1 durch alle verwendeten
Cannabinoide rezeptorunabhangig und unterschiedlich stark gehemmt wird. Diese
Hemmung ist reversibel. Fur die direkte Bindung durfte das C-terminale
Aminosduremotiv 243-248 der Tandemporenkaliumkanale TASK-1 (und TASK-3)
von entscheidender Bedeutung sein. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass sowohi
das Neuropeptid TRH und das Inhalationsanasthetikum Halothan (Talley und
Bayliss, 2002) als auch die Cannabinoide die gleiche Bindungsstelle teilen.
Vielmehr ist anzunehmen, dass die Aminosauresequenz in Position 243-248 fur
eine mogliche Konformationsanderung der Proteine im Rahmen der Interaktion mit
den genannten Substanzen eine Schltsselrolle spielt.

Eine Inhibition der in verschiedenen Zellsystemen exprimierten TASK-1 und TASK-
3 durch Cannabincide kénnte auch fur die in vivo-Wirkung von gréRerer
physiologischer Bedeutung sein, da einige in vivo-Wirkungen der Cannabinoide
nicht durch Cannabinoid-Rezeptoren vermittelt werden (Adams et al., 1998; Di
Marzo et al., 2000; Monory et al., 2002). Die hierfir notwendige Freisetzung von
endogenen Cannabinoiden in Form von Anandamid wurde im ZNS nachgewiesen
(Giuffrida et al., 1999). Die intraventse Gabe von Anandamid unterdriickt bei
M&usen CB4-Rezeptor unabhéngig Spontanakiivitaten und fuhrt zu Hypothermie,
Analgesie und Immobilitat (Adams et al., 1998). Eine ahnliche Anandamidwirkung
wurde auch an Cannabinoid-Rezeptor (CB;-defizienten) Knockout-Mausen
gefunden (Di Marzo et al., 2000). Es ist daher in Betracht zu ziehen, dass
Anandamid nicht nur an CBj-Rezeptoren bindet und (ber diese bestimmte
Wirkungen entfaltet. So wurde eine Interaktion von Anandamid mit Serotonin-,
Glutamat/NMDA- und Acetylcholin-Rezeptoren nachgewiesen (Hampson et al.,
1998; Kimura et al., 1998; Lagalwar et al., 1999). Nicht auszuschlieRen ist auch
das Vorkommen bisher noch nicht nachgewiesener G-Protein gekoppelter
Cannabinoid-Rezeptoren (Di Marzo et al, 2000), die die CB-Rezeptor

unabhéngigen Wirkungen von Anandamid bei Mausen (s.0.) erkldren kénnten.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Wirkung der ungesattigten Fettsdure Arachidonsé&ure,
des Endocannabinoids Anandamid und des synthetischen Cannabinoid-Rezeptor-
Agonisten WIN55,212-2 auf die Tandemporenkaliumkanéle TASK-1 und TASK-3
untersucht. Dazu wurden an Xenopus Oozyten, denen die entsprechende Kanal-
RNA injiziert wurde, in der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme
elektrophysiologische Messungen durchgefiihrt.

Zunachst wurden fur alle drei Substanzen Dosis-Wirkungs-Beziehungen bestimmt.
Diese fuhrten zu folgenden Ergebnissen:

e TASK-1 wird durch WIN55,212-2 um bis zu ca. 81% gehemmt. Die ICs
betrégt 0,83 pM. Anandamid besitzt eine ICso von 1,92 uM und hemmt den
Strom um bis zu ca. 71%. Bei WIN55,212-2 bzw. bei Anandamid liegt mit
einem Hill-Koeffizienten (ny) von 1,65 bzw. von 1,42 positive Kooperativitat
vor. Arachidonsdure hingegen inhibiert den Strom nur um bis zu ca. 63%.
Die ICsy betragt 11,3 pM. Der Hill-Koeffizient von 0,9 ergibt negative
Kooperativitat.

e TASK-3 wird durch alle drei Substanzen deutlich weniger inhibiert. Die
maximale Inhibition durch WIN55,212-2 [10uM] betragt 32,4% (+ 9,7). Funf
UM Anandamid bzw. 80 puM Arachidonsdure verursachen eine Hemmung
um 32,1% (£ 5,4) bzw. um 20,3% (+ 5,5).

Bei beiden Kanalproteinen wurde auferdem untersucht, weiche Bedeutung den
Aminosaduren in Position 243-248, die bei TASK-1 und TASK-3 mit Ausnahme
einer Aminoséure Ubereinstimmen, bei der Wirkung von Cannabinoiden zukommt.
Dazu wurden Mutationsstudien im Bereich des C-Terminus von TASK-1 und
TASK-3 durchgefthrt.

e Es wurden die sechs Aminosduren in Position 243-248 aus TASK-1 bzw.
TASK-3 entfernt (TASK-1 [A243-248] bzw. TASK-3 [A243-248]). Die
inhibitorische Wirkung von WIN55,212-, Anandamid und Arachidonsdure
war bei TASK-1 [A243-248] deutlich vermindert, wahrend es bei TASK-3
[A243-248] zu unterschiedlichen Effekten kam.

e Der gesamie C-Terminus des TASK-1 wurde entfernt, mit Ausnahme der
sechs Aminosduren in Position 243-248. AuBerdem wurden die
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endsténdigen Aminosduren RSSV an das Restprotein angefligt, da diese fur
einen gut funktionierenden Transport in die Membran notwendig sind
(TASK-1 [A249-390RSSV]. Die Wirkungen von WIN55,212-2, Anandamid
und Arachidons&ure entsprachen bei dieser Mutante denen, die beim
TASK-1 [Wildtyp] beobachtet wurden.

e Durch Punktmutation wurde beim TASK-3 Leucin an Position 247 durch
Methionin ersetzt (TASK-3 [L247M]. Diese Mutante besitzt dadurch in
Position 243-248 das gleiche Sequenzmotiv wie der TASK-1. Im Vergleich
zum TASK-3 [Wildtyp] waren die Wirkungen der Cannabinoide bei dieser

Mutante jedoch unverandert.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die untersuchten Cannabinoide
eine rezeptorunabhéngige, spezifische und reversible inhibitorische Wirkung auf
die Tandemporenkaliumkanéle TASK-1 und TASK-3 haben. Die Aminosauren in
Position 243-248 sind fur diese Wirkung der Cannabinoide von wesentlicher

Bedeutung.
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