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1. Einleitung

1.1 Vielfaltigkeit der Kaliumkanale

Alle lebenden Zellen fiihren einen lonenaustausch mit der Umwelt durch. Kationen und
Anionen werden standig durch die Zellmembran geleitet. Durch diesen Austausch wird
sowohl die elektrische Erregbarkeit als auch die osmotische Bilanz der Zellen reguliert.
Der lonentransport wird durch spezielle Proteine, die in die zweischichtige Lipidmatrix
eingebettet sind, ausgeflihrt.

ATPasen, die die Energie der ATP-Hydrolyse dazu benutzen, um lonen oder
kleine Molekiile gegen deren elektrochemische Gradienten zu bewegen, werden
Pumpen genannt. Transporter binden lonen oder Moleklile und wechseln dabei
fortwahrend ihre Konformation. Kanale leiten die lonen passiv, d.h. aufgrund deren
chemischer Gradienten und des elektrischen Potentials der Membran. Wahrend
Pumpen oder Transporter lediglich eine Durchlassigkeit von ca. 10-10* lonen/s
erreichen, kénnen bis zu 10% lonen/s durch spezifische Kanéle flieRen. Die Kanile
werden dabei oft mit Hilfe des elektrischen Membranpotentials oder durch das Binden
von Liganden gedffnet oder geschlossen.

Kaliumkanale sind integrale Membranproteine, welche geregelten Strom von K*-
lonen gewahrleisten. Diese Kandle sind in allen Zelltypen vorhanden, auch in
Prokaryonten. Durch den Kaliumstrom wird das Membranpotential gesteuert und die
Repolarisation nach einem Aktionspotential reguliert. In multizellularen Organismen
regelt Kaliumstrom die neuronale Erregbarkeit, die Freisetzung von Hormonen und
Neurotransmittern, die Rhythmik des Herzsschlages und andere wichtige Funktionen.
Aulerdem spielt der Kaliumtransport eine wichtige Rolle fiir die osmotische Bilanz der
Zelle.

Hydrophobizitatsanalysen der Primarstrukturen der Proteine, die funktionelle
Kaliumkanale bilden kénnen (sog. a-Untereinheiten), deuten auf eine Topologie mit zwei
oder sechs membranspannenden Bereichen hin (Abb. 1). Die heutigen Vorstellungen
Uber die Porenstruktur von Kaliumkanalen basieren auf der Réntgenstrukturanalyse des
bakteriellen Kaliumkanals KcsA aus Streptomyces lividans (Doyle et al., 1998; Clapman,
1999). Dieser Kaliumkanal hat zwei Transmembransegmente in jeder seiner vier
Untereinheiten. Die Rontgenstrukturanalyse zeigt, dass die vier Untereinheiten sich so
anordnen, dass sich in ihrer Mitte ein zentraler Kanal bildet, durch den lonen flieRen
(sog. Pore). Die besonders starke Konservierung von Aminosauren im Bereich
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Abb. 1 Strukturelle Verwandtschaft zwischen Kaliumkanalen. Dargestellt sind topologische
Modelle der a—Untereinheiten.



des Selektivitatsfilters und die Tatsache, dass die KcsA-Kanalblocker auch in Poren der
anderen Kaliumkanale binden, spricht daflir, dass die Grundstruktur der KcsA-Pore auf
alle homologen Kaliumkanale Ubertragbar ist (MacKinnon et al., 1998).

Viele o-Untereinheiten assoziieren mit anderen kleineren Proteinen, den (-
Untereinheiten. Diese zytoplasmatischen Proteine binden an o-Untereinheiten der
Kaliumkanale im Bereich des N-Terminus (Sewing et al., 1996) und verandern die
Funktion der a-Untereinheiten (sie tragen z.B. zur Inaktivierung der Kanale bei; Rettig et
al., 1994).

Abb. 1 zeigt das topologische Schema der a-Untereinheiten der bekannten
Kaliumkandle (nach Wei et al, 1996). Zu den Kanadlen mit zwei
Transmembransegmenten (2TM) gehdéren der bakterielle Kaliumkanal KcsA und die
Gruppe von Einwartsgleichrichtern (Kir, K* channel inward rectifier). Kir-Kanale sind im
negativen Spannungsbereich gedffnet. Der dabei durch die Kanale flielende
auswartsgerichtete Strom tragt wesentlich zur Einstellung des zellularen Ruhepotentials
bei (Reimann und Ashcroft, 1999).

Zu den Kanalen mit sechs Transmembrangangen (6TM) gehéren die Gruppen
der Kv-Kanale (K* channel voltage-gated; sog. Shaker-Gruppe) und der EAG-Kanale (K*
channel ether a go-go). Diese Kanale werden durch Anderungen des elektrischen
Membranpotentials zum Offnen oder SchlieRen veranlasst. Kv- und EAG-Kanale zeigen
grolde Ahnlichkeiten im Bereich der Transmembransegmente. Die
Transmembrandoméanen S1, S2, S3, S5 und S6 sind Uberwiegend aus Aminosauren mit
hydrophoben Seitenketten aufgebaut. Das S4-Segment tragt dagegen positiv geladene
Aminosauren. Dieses Segment funktioniert wie ein Spannungssensor (Yellen, 1998;
Papazian, 1999). Die im Zytoplasma lokalisierten N- und C-Termini zeigen dagegen
geringe Ubereinstimmungen in den Aminosauresequenzen.

Eine weitere Gruppe bilden die KCNQ-Kanéale. Sie unterscheiden sich von Kv-
Kanalen vor allem in den Aminosauresequenzen im N-Terminus sowie im Bereich
zwischen der Pore und dem S6-Segment. Der erste klonierte Kanal aus dieser Gruppe,
KvLQT1 (KCNQ1), regelt die Repolarisation in Herzmuskelzellen.

Die Kanale anderer Gruppen binden spezifische Liganden, die das
Schaltverhalten der Kanale regulieren. Als solche Liganden sind Calcium-lonen oder
zyklische Nukleotide (cAMP, cGMP) bekannt. Calcium-regulierte Kanale werden anhand
ihrer Einzelkanalleitfahigkeiten in die drei Subfamilien SK (small), IK (intermediate) und
BK (big conductance) eingeteilt. Die Kanale der BK-Familie sind zudem durch
Depolarisation aktivierbar. Calcium-regulierte Kanale spielen eine wichtige Rolle bei der
zellularen Signallbertragung (Vergara et al., 1998).



Die durch Bindung der zyklischen Nukleotide regulierten Kanale (CNG, cyclic
nukleotide gated) zeigen eine strukturelle Verwandtschaft zu den oben genannten
Kaliumkanalen, sind im Gegensatz zu diesen jedoch unselektiv. Sie lassen auler K-
auch Ca®- und Na*- lonen passieren. Der durch diese Kanale gewéhrleistete Kationen-
Strom spielt eine wichtige Rolle fir die SignalUbertragung in Photo- und
Odorantrezeptorzellen (Zufall et al., 1997; Biel et al., 1999).

Eine weitere Gruppe bilden die sog. ,Zwei-Poren-Kanale“. Zwei 2-Poren-o-
Untereinheiten bilden einen Kanal mit zentraler Pore und tetramerer Symmetrie. lhre
Aktivitat hangt nicht vom Membranpotential, sondern von anderen
Regulationsmechanismen (z.B. vom intrazellularen pH-Wert, der Fettsaurekonzentration,
der mechanischen Dehnung) ab. Die bedeutende Rolle dieser Kanale bei der
Einstellung des zellularen Ruhepotentials ist seit kurzem bekannt (Lesage und
Lazdunski, 2000).

Der TOK-1 Kanal ist bei der Untersuchung von Hefezellen beschrieben (Bertl et
al., 1998). Dieses Protein besteht aus zwei 2-Porendomanen mit einen typischem 6TM-
Aufbau.

1.2 Kaliumkanale der EAG-Familie

Zu den spannungsabhangigen auswartsgleichrichtenden Kanalen gehdren die
Kaliumkanale der EAG-Familie. Die Bezeichnung ether a go-go (EAG) ist entstanden,
als bei der Mutation des das Protein kodierenden Gens das rhythmische Zucken der
Beine von Drosophila wahrend Etherbehandlung beobachtet wurde (Warmke et al.,
1991). Elektrophysiologische und pharmakologische Eigenschaften der Kanale wurden
von Briggemann und Kollegen (1993) im Xenopus-Oozyten-Expressionssystem
untersucht. Der auswartsgleichrichtende Strom von nicht-inaktivierenden Kanalen wurde
ab —40 mV registriert. Die Kanale zeigten eine hohe Selektivitat fir K*-lonen. Die dEAG-
Kanale waren auch fir NH," und Cs™ durchlassig.

Sequenzen, die eine Homologie zu Drosophila EAG zeigten, wurden spater auch
in Genomen von Saugetieren entdeckt (Warmke und Ganetzky; 1994).

Heute unterscheidet man in der EAG -Familie drei Subfamilien: EAG, ELK (eag-
like K*) und ERG (eag-related gene) (Bauer und Schwarz; 2000). Kanile der EAG-
Subfamilie und ELK1-Kanal inaktivieren nicht; die Kanale der ERG-Subfamilie und ein
ELK2-Kanal inaktivieren dagegen schnell (Abb. 2).
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Abb. 2 Familie der EAG-Kanéle (nach Bauer und Schwarz, 2000)

(Oben) Die EAG-Familie der K'-Kanéle besteht aus drei Subfamilien: EAG (ether & go-go)-
Kandle, ELK (eag-like)-Kandle und ERG (eag-related)-Kanale. Jede Subfamilie hat 2-3
verschiedene Mitglieder. (Unten links) Schematische Darstellung des EAG-Stroms. Bei
Depolarisation entsteht ein langsam aktivierender Auswartsstrom. Dieser nach au3en gerichtete
Strom wird durch nicht-inaktivierende Kanale gewahrleistet. (Unten rechts) Schematische
Darstellung von ERG-Strom wahrend der Depolarisation. Bei negativem Haltepotential ist der
ERG K'-Kanal geschlossen und deaktiviert. Unter starker Depolarisation entstehen nur geringe
Kaliumstrome. Bei Repolarisation entsteht ein groRer transienter Auswartsstrom. Grund hierfur ist
die schnellere Inaktivierung im Vergleich zur Aktivierung des Kanals bei Depolarisation (Trudeau
et al., 1995; Smith et al., 1996; Schénherr und Heinemann, 1996; Wang et al., 1997).

Die Kanale der EAG -Familie sind vor allem in neuronalem Gewebe vorhanden.
Die spezifische Verbreitung dieser Kanale in Rattenhirn ist von Ludwig et al. (2000) und
von Saganich et al. (2001) dargestellt worden. Die Kanale der ERG-Subfamilie sind
auch in sympathetischen Ganglien vorhanden (Shi et al., 1997). Die EAG2- und ELK1-
Kanale 6ffnen sich schon bei Spannungen, die nahe dem negativen Ruhepotential der
Zelle liegen (Engeland et al., 1998; Saganich et al., 1999). Die Auslésung von
auswartsgerichteten Stromen durch nicht-inaktivierende Kaliumkandle an der
Aktionspotentialschwelle kann das Aktionspotential hemmen. Man vermutet, dass die
EAG-Kanédle die adaptive Rolle des M-Stroms in repetitiv erregbaren Neuronen
unterstitzen. Die physiologische Rolle von schnell inaktivierenden ERG-Kanalen im
zentralen Nervensystem ist bis heute nicht geklart. Die Rolle von ERG-Kanélen in



Herzmuskelzellen ist dagegen gut untersucht. Diese Kanale ahneln funktionell bei
ausgeglichenen Kalium-Verhaltnissen den einwartsgleichrichtenden Kanalen. Das
Offnen des Kanals ist bei der Repolarisation der Herzmuskelzellen von groRer
Bedeutung. Die Mutationen in ERG-Genen ist eine Ursache erblicher
Herzrhythmusstérungen (sog. Long-QT2-Syndrom).

Alle EAG-Verwandten bestehen aus Untereinheiten mit sechs o-helikalen
Transmembrandoménen (S1-S6) und einer Porenregion (P) (Abb. 3). N- und C-Termini
befinden sich auf der zytoplasmatischen Seite der Zellmembran. Das positiv geladene
S4 Segment funktioniert wie ein Spannungssensor. Diese Bauweise ist der der
Kaliumkanale aus der Shaker-Familie sehr ahnlich. Die Sequenzanalyse zeigt aber,
dass EAG-Kanale strukturell mehr mit den CNG (cyclic nucleotide gated)-Kanalen und
mit den pflanzlichen Kaliumkanalen AKT1 und KAT verwandt sind. Die dem S6 Segment
folgende zytoplasmatische Region teilt eine substanzielle Ahnlichkeit mit der Domane,
die in den CNG-Kanalen vertreten ist. Die ferne Verwandtschaft von EAG- und Shaker—
Typ-Kanalen wurde durch Experimente von Tang und Kollegen (1998) bestatigt: Die
Koexpression von Untereinheiten der beiden Kanalgruppen flhrte nicht zum Bau der
Heteromultimeren. Eine spezifische strukturelle Eigenschaft der EAG-Kanale ist die
Prasenz der sog. PAS-Domane im N-Terminus. Diese Sequenz von ca.135
Aminosauren reguliert biochemische Prozesse und nimmt vermutlich an Ligand-Protein
und Protein-Protein Interaktionen teil (Cabral et al., 1998).
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Abb. 3 Struktur des EAG-Kanals (nach Bauer & Schwarz, 2000)

(A) EAG-Kanal o-Untereinheiten bestehen aus sechs Transmembrandoméanen (S1-S6). Die
sogenannte PAS-Doméane befindet sich im N-Terminus, die zyklische Nukleotide bindende
Domane (cNBD) im C-Terminus. (B) Vermutliche tetramare Struktur des EAG-Kaliumkanals. Die
Porenregion P und S6 bilden den inneren Kern des Kanals, S4 funktioniert wie ein
Spannungssensor.

1.2.1 Elektrophysiologische Eigenschaften

Der EAG1-Kanal leitet nicht-inaktivierenden Strom und 6ffnet sich bei einer negativen
Spannung von -40 mV. Die Aktivierung des hEAG1-Kanals zeigt exponentiellen Verlauf,
wenn eine Depolarisation auf +50 mV von einem zellularen Ruhepotential (-60 mV) aus
erfolgt. Wird die Zellmembran hyperpolarisiert (-120 mV), zeigt die Kanalaktivierung
einen langsamen und typisch sigmoiden Verlauf (Abb. 4). Diese Eigenschaft wird Cole-
Moore-Effekt genannt, weil die Abhangigkeit der Aktivierungskinetik vom Haltepotential
zuerst an Kaliumkanalen in Tintenfisch-Riesenaxonen von Cole und Moore (1960)
beschrieben wurde.

Dieser Effekt wurde bei weiteren Homologen der EAG-Kanale beobachtet:
Ratte-, Maus-, Rind- und humane EAG-Kanale zeigten dabei eine deutlichere
Abhangigkeit der Aktivierungskinetik vom Haltepotential als Drosophila-EAG (Terlau et
al., 1996).



Abb. 4 Dargestellt ist eine Ganzzell-Aufnahme
von einer transfizieten CHO-Zelle, in welcher
hEAG1 exprimiert wurde. Die Spannung des Test-
Pulses betrug +50 mV bei Haltepotentialen von
-120 und -60 mV. Die extrazelluldare Mg*'-
Konzentration betrug 2 mM.

200ms

Um den Cole-Moore Effekt darzustellen, wurde ein Modell fir das
Schaltverhalten des Kanals mit zwei geschlossenen und einem geoéffneten Zustand
vorgeschlagen (Terlau et al., 1996). Man unterscheidet danach einen langsam (Ciangsam)
und einen schnell (Cqnner) aktivierbaren geschlossenen Zustand. Die Wahrscheinlichkeit,
dass eine Untereinheit des Kanals sich in dem Zustand Cingsam befindet, ist bei
Membranspannungen von -130 bis -80 mV groRer als bei Spannungen von -80 bis
-50 mV. Daflir erhéht sich bei Haltepotentialen von -80 bis -50 mV die
Wahrscheinlichkeit des Zustandes Cqgnei. Der Ubergang zu einem offenen Zustand (O)
vON Ciangsam ist nur Gber Cgennen moglich.

k. ks
Clangsam > Cschnel > O
ko ks

Mit Hilfe solcher Modelle kann der Unterschied der Aktivierungskinetik bei
verschiedenen Haltepotentialen (z.B. -120 mV und -60 mV) dargestellt werden. Die
Aktivierung von -120 mV ist deutlich langsamer als von -60 mV, weil die Untereinheiten
des Kanals erst vom Zustand Ciangsam in den Zustand Csennen Ubergehen, bevor die
Offnung ermédglicht wird. Vom Haltepotential -60 mV ist dagegen nur der Ubergang von
Ceschnen ZU O erforderlich.

Ein anderes Mitglied der EAG-Subfamilie, welches solche Cole-Moore
Eigenschaften besitzt, ist EAG2. Der nicht inaktivierende Kanal leitet
auswartsgleichrichtenden Strom. Der EAG2-Kanal 6ffnet sich bei Spannungen ab
-100 mV. Seine Aktivierungskinetik ist langsamer als die von hEAG1 (Saganich et al.,
1999; Schonherr et al., 2002).

Occhiodoro et al. (1998) zeigten, dass sich die kodierende Region des aus 938
Aminosauren bestehenden hEAG1-Proteins (108 kDa) im chromosomalen Lokus 1q32-
42 befindet. Publikationen zu molekularen Eigenschaften des hEAG2 Kanals erschienen



kirzlich (Ju und Wray, 2002; Schoénherr et al., 2002). Das aus 988 Aminosauren
bestehende hEAG2-Protein (112 kDa) ist zu 73% identisch mit hEAG1. Das hEAG2-Gen
ist auf den Chromosom 14 zu lokalisieren.

Die elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften des hEAG1-
sowie des hEAG2-Kanals &hneln den Maus-, Ratte- und Rind-Kanalen. Der
Hauptunterschied zwischen hEAG1 und hEAG2 ist die langsamere Aktivierung und die
kleinere Spannungsabhangigkeit von hEAG2 (Ju und Wray 2002; Schénherr et al.,
2002). Die Aminosauresequenz des S4-Segmentes (vermutlicher Spannungssensor) ist
jedoch in beiden Isoformen konserviert.

1.2.2 Regulation des EAG-Kanals durch Magnesium und andere divalente Kationen

Terlau et al. (1996) zeigten, dass die Geschwindigkeit der Offnung des EAG-Kanals
durch extrazellulares Magnesium moduliert wird (Abb. 5).

200 ms 200 ms

200 ms 200 ms

Abb. 5 Abhangigkeit der Aktivierung des hEAG1-Kanals von der externen M92+-Konzentration.
Dargestellt sind Ganzzell-Aufnahmen von transfizierten CHO-Zellen, in welchen hEAG1
exprimiert wurde. Die Spannung des Test-Potentials betrug +50 mV, das Haltepotential variierte
von -130 bis -40 mV in 10 mV-Schritten (sog.Cole-Moore Sequenz). Beim Haltepotential von
-130 mV ist die Kanalaktivierung langsam, bei -40 mV schnell.



In Prasenz von externen Magnesiumionen wird die Aktivierung langsamer. Dieser
Effekt ist konzentrationsabhangig.

Um die Abhangigkeit der Aktivierungskinetik des Kanals von der Haltespannung
zu beschreiben, hatten die Autoren ein Modell fur das Schaltverhalten der lonenkanale
an rEAG1 angepasst. Aufgrund der erhobenen Daten wurde der Magnesium-Effekt
damit erklart, dass Magnesiumionen die Uberginge der Kanaluntereinheiten von
langsam aktivierenden (Cingsam) zU schnell aktivierenden geschlossenen Zusténden
(Cschnet) Verlangsamen. Silverman und Kollegen wiesen die Bindungsstelle flr Mg2+ an
dem Loop zwischen dem S2- und dem S3-Segment flr Drosophila-EAG spater nach
(Silverman et al., 2000). Weil das S4-Segment am Schaltverhalten des Kanals teilnimmt
(Terlau et al., 1997), wird eine Zusammenwirkung des S4- Segmentes mit S3- bzw. S2-
Segmenten angenommen (Schoénherr et al., 2002).

Terlau et al. (1996) zeigten, dass die Geschwindigkeit der Offnung des EAG-
Kanals zusatzlich durch andere extrazellulare divalente Kationen moduliert wird (z. B.
Zn**, Mn**, Co?"). Eine konzentrationsabhangige Verlangsamung der Aktivierungskinetik
wurde bei Zugabe von Nickelionen beschrieben, wobei die kompetitive Bindung an den
Kanal die gleiche Bindungsstelle wie bei den Mg*-lonen voraussetzt (Neef, 1999).

Die Regulation des EAG-Kanals kann durch divalente Kationen eine
physiologische Bedeutung haben, da Mg**-lonen in extrazelluldren Flissigkeiten (z.B.
Blut) in mM Konzentrationen vorkommen. Zn**-lonen kommen in 1 mM Konzentration in
prasynaptischen Vesikeln der Neuronen vor (Frederickson et al.,, 2000). Bei
Depolarisation wird der Inhalt des Vesikels in den synaptischen Spalt ausgeschittet. Ob
EAG-Kanaéle in den Synapsen vorkommen, ist jedoch bisher unbekannt.

1.2.3 Calcium-Regulation

Bei der Expression des EAG1-Kanals der Ratte in Sdugerzellen hatten Stansfeld und
Mitarbeiter (Stansfeld et al., 1996) beobachtet, dass erhdhte Konzentrationen
intrazelluldren Calciums den Kanal reversibel inhibieren kdnnen. Dieser Effekt war
unabhangig von der Membranspannung. Der ICso-Wert flir diese Inhibierung betragt
70 nM [Ca?'].

Meyer und Heinemann (1998) zeigten, dass die Acetylcholin-Stimulation der
muscarinischen Rezeptoren der Neuroblastomzellen SH-SY5Y in diesen Zellen
vorhandene hEAG1-Kanale inhibieren. Eine direkte Beladung der Zellen mit Ca®*-lonen
Uber die Patch-Pipette verursachte den gleichen Effekt. Dies wies auf eine zellulare
Ca?*-Regulation des EAG1-Kanals hin. Es wurde spater gezeigt, dass der Sensor fiir
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freie Ca?-lonen Calmodulin ist, das an den C-Terminus des EAG-Kanals bindet
(Schonherr et al., 2000).

1.2.4 Pharmakologie

Der hERG1-Kanal der EAG-Familie spielt eine besondere Rolle bei der Repolarisation
der Herzmuskelzelle (Ackermann, 1998). Die Pharmakologie des hERG1-Kanales ist
deswegen von groflder medizinischer Bedeutung. Der hERG1-Kanal ist gegenuber vielen
Substanzen (antiarrythmische Blocker) empfindlich (Lees-Miller et al., 2000; Kamija et
al., 2001; Sanchez-Chapula et al., 2002). Dabei haben diese Substanzen keinen
Einfluss auf andere spannungsabhangige Kaliumkanale. Der Grund dafir sind
speziefische Aminosauren im Poren- und im S6-Segment-Bereich des hERG1-Kanals
(Mitcheson et al., 2000). Aminosauren im S6-Segment—Bereich sind innerhalb der EAG-
Familie konservativ. Aufgrund der medizinischen Bedeutung ist daher auch die
Erforschung weiterer Kanale der EAG-Familie hinsichtlich deren pharmakologischen
Eigenschaften angezeigt.

Der hEAG1-Kanal und seine Homologe sind insensitiv gegeniiber bekannten
Kaliumkanalblockern wie 4-Aminopyridin und TEA, auch wenn diese in relativ hohen
Konzentrationen appliziert werden (Ludwig et al., 1994; Bijlenga et al., 1998). Andere
Kaliumkanalantagonisten wie Quinin und Quinidin blocken EAG1-Kanale mit ICso-Werten
von 0.4-0.7 mM bei +40 mV (Briggemann et al., 1993; Ludwig et al.,, 1994). Diese
Substanzen sind bei anderen Kaliumkanalen jedoch bereits bei niedrigeren
Konzentrationen wirksam (Yamagishi et al., 1995; Fedida, 1997; Rolf et al., 2000).

Der EAG2-Kanal wird wie die EAG1-Isoform nicht von 4-Aminopyridin geblockt
und ist nur mit sehr hohen Konzentrationen von TEA (iber 10 mM) zu inhibieren
(Saganich et al., 1999). Schénherr und Kollegen (Schoénherr et al., 2002) zeigten, dass
sich die Empfindlichkeit des humanen EAG2-Kanals auf Quinidin von dem des hEAG1-
Kanals unterscheidet: Quinidin inhibiert den Strom durch hEAG1 wesentlich potenter als
den Strom durch hEAG2; der ICso-Wert bei einer Spannung von +50 mV ist um einen
Faktor 40 hoher. Verschiedene Empfindlichkeiten der Kanale sind auch bei Zugabe
eines Antihistaminikum (Terfenadin) nachgewiesen: hEAG1 wird starker als hEAG2
inhibiert (Ju und Wray, 2002). Die molekulare Basis fir die unterschiedliche
pharmakologische Sensitivitat von hEAG1 und 2 sind verschiedene Aminosauren in der
Pore und in S6-Segment—Bereich (Gessner et al., 2004).
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Es besteht grundsatzlich ein Problem, EAG-Kandle mit Hilfe von
pharmakologischen Mitteln von anderen Kanalen zu unterscheiden. Beide Isoformen
sind gegentuber Kaliumkanalblockern relativ unempfindlich.

1.2.5 Physiologische Bedeutung der EAG-Kanale

Biophysikalische Eigenschaften der EAG-Kanale (Spannungsabhangigkeit, Regulation
durch divalente Kationen) sind gut untersucht. Uber die spezifische Funktion der EAG-
Kanale in multizellularen Organismen ist noch wenig bekannt.

Drosophila-Mutanten mit defektem EAG-Kanal zeigen eine gestdrte Motorik: Das
rhythmische Zucken der Beine wurde bei Etherbehandlung beobachtet (Ganetzky und
Wu, 1983). Bei Larven von solchen Mutanten wurden spontane Aktionspotentiale in
Motorneuronen festgestellt; Amplitude und Dauer von Endplattenpotentialen wurden
ebenfalls erhéht. Man vermutete, dass EAG die neuronale Erregbarkeit und die
Freisetzung von Neurotransmittern kontrolliert. Auch Lernen und Odorant-Reaktionen
wurden in Drosophila-Mutanten mit defektem EAG-Kanal beeinflusst (Warmke et al.,
1991; Griffith et al., 1994; Dubin et al., 1998).

In Saugetieren sind die Kanadle der EAG-Familie vor allem im neuronalen
Gewebe vorhanden. Die genaue Rolle der Kanale im Gehirn ist noch zu klaren (Ludwig
et al., 2000; Saganich et al., 2001). Piros und Kollegen (1999) zeigten, dass das
Schaltverhalten des EAG-Proteins durch eine Bindung zum 95 kDa Protein Epsin
reguliert wird. Epsin spielt eine wichtige Rolle in der zellularen Endozytose von
synaptischen Vesikeln (Kariya et al., 2000). Dies unterstiitzt die Vermutung eines
Zusammenhanges zwischen dem EAG-Kanalschaltverhalten und der neuronalen
Transmitterfreisetzung.

Eine Regulation des Kanals im Zellzyklusverlauf wurde von Briggemann und
Kollegen (Briggemann et al., 1997) in Xenopus-Oozyten untersucht. Die Autoren
zeigten, dass die Aktivierung des Mitosis-Promoting-Faktors EAG-Strom inhibiert. Auch
die elektrophysiologischen Eigenschaften des Kanals andern sich in der M-Phase des
Zellzyklus: Die Selektivitat fir Kaliumionen und die Sensitivitat flr eine Blockade mit
intrazelluaren Natriumionen erhoht sich, wobei die Stromamplitude stark abnimmt
(Briiggemann et al., 1997; Pardo et al., 1998).

Der hEAG1-Kanal ist in Vorlaufern der Muskelzellen (Myoblasten) prasent
(Bijlenga et al., 1998; Liu et al., 1998; Occhiodoro et al., 1998). Das Membranpotential
der humanen Myoblasten andert sich bei der Differenzierung der Zelle: Die Membran
wird durch einen Potentialwechsel von -10 auf -30 mV hyperpolarisiert. Dabei andert
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sich die Expression von Kaliumkanalen: Der hEAG1-Kanal wird hochgeregelt. Man
nimmt an, dass die auswartsgerichteten Kaliumstrome des hEAG1-Kanals das
Membranpotential der Myoblast-Zelle steuern und den Differenzierungsprozess
regulieren. Kurz vor der Fusion exprimiert die Zelle das Gen eines anderen
Kaliumkanals, den sogenannten einwartsgleichrichtenden K;. Dieser ermdglicht eine
weitere Hyperpolarisation bis zu -65 mV. Die Blockade vom K;-Strom reduziert diese
Hyperpolarisation und die Fusion wird gestoppt. Ob die Blockade des hEAG1-Kanals im
friheren Differenzierungsstadium die Hyperpolarisation der Zelle stoppen kann, Iasst
sich leider nicht Uberpriifen: Zur Zeit ist kein spezifischer EAG-Blocker bekannt.

Auch die Tumorzellen SH-SY5Y (Neuroblastom) exprimieren hEAG1 (Meyer und
Heinemann, 1998). Die Autoren zeigten, dass der EAG1-Kanal auch in diesen Zellen im
Zellzyklusverlauf reguliert wird. Bei Behandlung mit 10 uM Retinat wurden die Zellen in
der G0/1 Phase synchronisiert. Die Expression des hEAG1-Kanals wurde herabreguliert.
Dafir  exprimierten die  Zellen einen anderen spannungsabhangigen
auswartsgleichrichtenden Kaliumkanal.

Der hEAG1-Kanal wurde in vielen anderen Tumorzelllinien nachgewiesen: z.B in
Brustkarzinomzellen EMF-19 sowie in MCF-7 (Pardo et al., 1999). Pardo und Kollegen
konnten mittels ,Antisense”- Oligonukleotiden in EMF-19, MCF-7 und SH-SY5Y Zellen
hEAG1-Kanale ausschalten. Auffallige Abnahmen der Zellproliferation wurden in allen
Linien beobachtet. Zusatzlich wurde hEAG1 in Ovarienzellen vom chinesischen Hamster
(CHO) exprimiert. Die Transfektion erhdhte die Proliferation und den Metabolismus der
Zellen. Als transfizierte Zellen in immundefizitare Mause implantiert wurden, entwickelten
sich aggressive Tumoren (Pardo et al., 1999). Solche Ergebnisse deuten darauf hin,
dass hEAG1-Kanale die Proliferation von Tumorzellen in vivo férdern.

1.3 Proliferation der Melanomzelle

Maligne Melanome sind Krebsformen, die nur unzureichend mit konventioneller Chemo-
und Radiotherapie behandelbar sind (Villikka und Pyrhonen, 1996). Effektiver ist eine
Kombination von Chemo- und Immuntherapie. Trotzdem haben die Patienten mit
Melanom-Tumoren geringe Uberlebenschancen. Melanomzellen sind gegen viele
Wirkstoffe resistent und weichen erfolgreich der Apoptose aus (Satyamoorthy et al.,
2001). Fur ihre unlimitierte Proliferation brauchen Krebszellen keine Wachstumsfaktoren
(Hanahan und Weinberg, 2000). Ihr Bedtrfnis an Calcium-lonen ist minimal (Takuwa et
al., 1995). Melanomzellen meiden die GO-Phase und die terminale Differenzierung.
Aggressive Melanome metastasieren in Blut- und Lymphgefaen tGber flinf verschiedene
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Stadien (Welch und Goldberg, 1997; Li und Herlyn, 2000): 1) Nevi mit normalen
Melanozyten; 2) Dysplastische Nevi mit struktureller Atypie (Melanom-Vorgangerzellen);
3) Frihe Radialwachstumsphase der Primarmelanome (nicht metastasierte Zellen); 4)
Vertikalwachstumsphase der Primarmelanome (Zellen haben Metastasierungspotential);
5) Maligne Metastasen. Die malignen Melanomzellen sekretieren autokrine
Wachstumsfaktoren und haben ein unlimitiertes Proliferationspotential (Lazar-Molnar et
al., 2000). Das unlimitierte Proliferationspotential der malignen Melanomzellen wird
durch die Expression von krebsspezifischen Genen (Onkogenen) beférdert (Hesketh,
2002).

Fur die schnelle Proliferation der Tumorzellen kénnen verschiedene lonenkanale
eine wichtige Rolle spielen. Kaliumkanale erlauben die Hyperpolarisation von Zellen, die
sich in der G1-Phase befinden (Wonderlin und Strobl, 1996). Dies ist fiir den Ubergang
der Zelle in weitere Zellzyklusstadien von grolRer Bedeutung. Die Aktivierung von
Chloridkanalen bewirkt eine Zunahme der Zellvolumina in der Phase der DNA-Synthese
(Nilius et al., 1996).

Die Linie der melanomalen IGR1-Zellen wurde als etabliertes Modellsystem flr
Studien der Tumor-Progression benutzt (Pettersson et al., 1993). Die lonenkanale in
diesen Zellen wurden erstmals von Nilius und Kollegen (Nilius et al., 1990) beschrieben.
In IGR1-Zellen wurde ein nicht-inaktivierender Kaliumkanal mit einer Leitfahigkeit von
10pS festgestellt, der mit 10 mM TEA und 5 uM Isoproterenol zu blocken war. Dieser
Kanal wurde bereits bei Spannungen nahe dem Ruhepotential der IGR1-Zellen (-20 -
-30 mV) aktiviert. Applikationen von 10 mM TEA inhibierte die Proliferation der IGR1-
Zellen. Dies wurde als ein Hinweis flr die mdgliche Rolle des Kaliumskanals auf die
Zellproliferation angesehen. Die Autoren merkten dabei an, dass der funktionelle
Kaliumkanal in den sich nicht teilenden IGR1-Zellen (z.B. in 7-Tage-alten Kulturen)
kaum nachzuweisen war. Nilius und Wohlrab (1992) hatten weitere Studien an
lonenkanalen der IGR1-Zellen durchgefiihrt. Der nicht-inaktivierende Kaliumkanal mit
einer Leitfahigkeit von 10 pS konnte auch mit Membran-permeablem cAMP geblockt
werden. Es wurden neue Hinweise flr die mogliche Rolle des Kanals fir die
Zellzyklusregulation gefunden: Applikation von Blockern des nicht-inaktivierenden
Kaliumkanals (TEA oder cAMP) stoppte den Eintritt der Zellen in die S-Phase; die
maximale Aufnahme von [*H]-Thymidin korrelierte mit der maximalen Expression des
Kanals. Volumen-aktivierte Chloridkanale (Cly,) wurden in IGR1-Zellen erstmals von
Nilius und Kollegen (Nilius et al., 1994) beschrieben.

Nilius und Kollegen (Nilius et al., 1993) hatten die Rickkopplungsregulation
(,feedback-regulation“) des Calcium-Einstromes durch das Membranpotential in IGR1-
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Zellen beschrieben. Mit Hilfe der Methode des perforierten ,Patches” hatten die Autoren
gezeigt, dass negativere Membranspannungen den Ca*-Einstrom unterstiitzen, bei
positiveren Spannungen nimmt der Ca*-Einstrom in die Zelle ab. Die Zunahme von
intrazellularer Calcium-Konzentration aktiviert Calcium-abhangige Kaliumkanale, die zur
weiteren Hyperpolarisation der Zelle fiihren.

Eingehender untersucht wurden die Kaliumkanéle der IGR1-Zellen durch Meyer
und Kollegen (1999). Mit Hilfe der RT-PCR-Methode wurde der nicht-inaktivierende
Kaliumkanal als hEAG1-Kanal identifiziert. Die Calcium-abhangigen Kaliumkanale
wurden als Kanale der hlK-, hSK1- und hSK2-Gruppen beschrieben.

Die wichtige Rolle des hEAG1-Kanals fir die Proliferation von verschiedenen
Tumor-Zellen wurde in den Arbeiten von Heinemann und Meyer (1998), Pardo und
Kollegen (Pardo et al., 1999) bestatigt. Kc,-Kanale sind auch fir den Zellzyklusverlauf
der Krebszellen von Bedeutung. Diese Kanale 6ffnen bei zunehmendem [Ca®‘]. Das
Offnen der K¢, —Kanale hyperpolarisiert die Zelle und fiihrt zu einem weiteren Ca?*-Influx
(Nilius et al., 1993; Leppe-Wienhues et al., 1996; Wonderlin und Strobl, 1996).
Intrazellulares Calcium ist ein wichtiger Botenstoff flir den Zellzyklusverlauf (Whitfield et
al., 1979; Santella, 1998). Rane berichtete Uiber eine erhéhte Expression von IK-Kanalen
in Prostata-Krebszellen der Ratte (Rane, 2000). Die erhdhte Expression dieser Kanale
wurde in den mit Ras- oder mit Raf-Genen transfizierten Fibroblasten ebenfalls
beobachtet. Die Hochregulation dieser Kanale geschieht durch den Signalweg von Ras
mitogen-aktivierter Proteinkinase (Pena und Rane, 1999; Rane, 2000). Chloridkanale
kénnen die Proliferation der Krebszellen ebenfalls beeinflussen. Shen und Kollegen
synchronisierten humane Cervix-Karzinomzellen in der GO/G1-Phase des Zellzyklus und
beobachteten eine Zunahme von Cly,-Strom (Shen et al., 2000). Die pharmakologische
Blockade von Cl-Kanalen (Tamoxifen, NPPB) inhibierte die Proliferation dieser
Krebszellen. Es stellt sich die Frage, welche Kanalgruppen zur Proliferation von
Melanomzellen beitragen.

1.4 Regulation der Kaliumkanale durch Fettsauren

Ungesattigte Fettsduren sind Botenstoffe, die verschiedene =zellulare Prozesse
regulieren. Die direkte Wechselwirkung mit lonenkanalen ist eine ihrer vielfaltigen
Funktionen (Kogteva und Bezuglov, 1998).

Unterschiedliche Kaliumkanale werden auch auf unterschiedliche Weise reguliert.
So werden spannungsabhangige schnell aktivierende Shaker-Typ-Kanale durch
Fettsauren inhibiert (Villarroel und Schwarz, 1996). Die Hintergrundkaliumkanale,

15



welche nicht inaktivieren, werden dagegen durch Fettsauren aktiviert (Colbert und Pan,
1999). Der auswartsgerichtete Kaliumstrom durch die nicht-inaktivierenden Kanale
ermdglicht den Durchgang des Aktionspotentials ohne Erhéhung der Erregbarkeit des
Neurons. Der Mangel an ungesattigten Fettsduren verursacht viele neuronale und
kardiale Krankheiten: z.B. epileptische Anfélle, Depressionen, Verhaltensstérungen,
zerebrale Ischamie, koronare Herzkrankheiten, Risiko flir plotzlichen Herztod, todliche
ventrikulare Arrhythmien (Lauritzen et al., 2000).

Von den ungesattigen Fettsduren, die in der Zelle vorhanden sind, spielt
Arachidonsaure eine bedeutende Rolle bei der Regulation von Kanélen. Sie wird aus der
Membran freigesetzt durch die Aktivierung von Phospholipase A, (eine erhoéhte
intrazellulare Ca* Konzentration |6st den Phosphatidylcholin- oder
Phosphatidylethanolamin-Zerfall aus), durch die Aktivierung von Phospholipase C
(Zerfall von Phosphatidylinositolbiphosphaten und der darauf folgenden Hydrolyse von
Diacylglycerol) oder durch Aktivierung von Phospholipase D (Hydrolyse von
Phosphatidylcholin) (Piomelli, 1998). Freie Arachidonsaure kann durch verschiedene
Enzyme metabolisiert werden: durch Lypoxygenase, Cyclooxygenase, Zytochrom P-
450. Um eine direkte Wechselwirkung von Arachidonsdure mit dem Kanal
nachzuweisen, missen Reaktionen mit allen anderen Metaboliten ausgeschlossen sein.

Die direkte Aktivierung der Kaliumkanale der 2-Poren-Domanen-Klasse (TREK,
TRAAK, TASK) mit Hilfe von Arachidonsaure ist in den Arbeiten von Fink und Kollegen
(Fink et al.,, 1998) und Maingret und Kollegen (Maingret et al., 1999) beschrieben.
Fettsaure-bindende Stellen unterscheiden sich aber innerhalb der Klasse (Kim et al.,
2001). Direkte Aktivierung von anderen Kaliumkanalen (einwartsgleichrichtende,
Calcium-aktivierte, ATP-regulierbare u.a.) ist durch Arachidonsaure bekannt (Meves,
1994; Denson et al., 2000; Liu et al., 2001), wobei oft ein dualer Effekt nachgewiesen
wurde: Eine niedrige Konzentration der Fettsdure aktiviert den Kanal; eine héhere
Konzentration inhibiert den Strom (Xu und Lee, 1996). Bei der Einwirkung von
Arachidonsdure auf Kandle der Shaker-Familie ist ein weiterer 2-Phasen-Effekt
beschrieben: Arachidonsaure beschleunigt sowohl die Aktivierung als auch die
Inaktivierung des Kanals (Honoré et al., 1994; Gubitosi-Klug et al., 1995; Villarroel und
Schwarz, 1996; Visentin und Levi, 1998). Durch die beschleunigte Inaktivierung wird der
Kv -Strom inhibiert.

Die Wechselwirkung der Kanale der EAG-Familie mit Fettsduren wurde noch
nicht ausfiihrlich untersucht. Arachidonsaure erhéht auswartsgerichtete Strome von
hERG1-Kanalen und inhibiert deren ,tail“-Strom bei einer Deaktivierung (Schledermann
et al., 2001). Meyer und Heinemann (1999) beschrieben die Regulation von hEAG1-
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Strom durch die ungesattigte Fettsdure Retinat. Bei direkter Applikation von 10 uM
Retinat wurde die hEAG1-Stromamplitude erhéht.

1.5  Zielstellung der Arbeit

1.5.1 Pharmakologische Untersuchungen an hEAG-Kanalen

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, weitere funktionelle Eigenschaften der humanen
EAG-Kanale zu untersuchen. Das Wissen Uber die Pharmakologie der EAG-Kanale
sollte erweitert werden. Daflir hatten wir potente Blocker fir die Behandlung der EAG-
Kanale gesucht. Es sollte geklart werden, welche Blocker sich flr Untersuchung der
EAG-Funktion in Zelllinien eignen. Das trizyklische Antidepressivum Imipramin ist als
potenter Blocker von ELK-Kanalen des Nematoden Caernorhabditis elegans und von
murinen EAG1-Kanalen beschrieben (Weinschenker et al., 1999). Die Messungen
wurden im Xenopus-Oozyten-System durchgeflihrt. Der Block von hERG1-Kanalen in
CHO-Zellen ist von Teschemacher und Kollegen untersucht worden (Teschemacher et
al., 1999). Unser Ziel war es, die biophysikalischen Eigenschaften des Blocks von
hEAG-Kanalen durch Imipramin kennen zu lernen.

1.5.2 Physiologische Rolle von hEAG-Kanalen in Melanomzellen

Wonderlin und Strobl (1996) hatten Beweise zusammengefasst, die auf eine leitende
Rolle der Kaliumkanale im Zellzyklusverlauf hinweisen. Aus vielen Arbeiten ist bekannt
(Briiggemann et al., 1997; Meyer und Heinemann, 1998; Pardo et al., 1999), dass EAG-
Kanale eine wichtige Rolle im Zellzyklus spielen. Die Expression sowie
elektrophysiologische Eigenschaften des EAG1-Kanals andern sich im Zellzyklusverlauf.
Wir suchten uns eine Zelllinie aus, in der nativer EAG-Strom vorkommt. Als Zellsystem
wurden humane Melanom-Zellen verwandt.

Es sollte untersucht werden, welche lonenkandle in ausgewahlten Zelllinien
vorhanden sind. Mit Hilfe der spezifischen Kanalblocker war es herauszufinden,
welchem Kanal eine bedeutende Rolle flir die Zellproliferation zukommt.
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1.5.3 Wechselwirkung von hEAG-Kanalen mit ungesattigen Fettsauren

Sekundare Botenstoffe (Ca2+, cAMP, Fettsauren) nehmen an der zellularen
Signaltransduktion teil. Die direkte Regulation von lonenkanalen durch Fettsauren ist in
vielen Studien nachgewiesen (Meves, 1994; Kogteva und Bezuglov, 1998).

EAG-Kanéle lassen sich durch eine Reihe von Parametern (intrazellulare
Calciumkonzentration, extrazellulare =~ Magnesiumkonzentration, Haltepotential)
regulieren. Dies legt eine mogliche Modulation Uber Signalkaskaden nahe.
Arachidonsaure spielt eine wichtige Rolle in zellularen Prozessen (Piomelli, 1996). Als
Aktivator oder Inhibitor von verschiedenen lonenkanalen kommt sie als wichtiger
Baustein in einem komplexen Regulationsmechanismus vor.

Meyer und Heinemann beschrieben die Wirkung der ungesattigten Fettsaure
Retinat auf den hEAG1-Strom in der Neuroblastomzelle (Meyer und Heinemann, 1998).
Der hEAG1-Kanal wird durch Retinat aktiviert. Wir wollten untersuchen, inwieweit EAG-
Kanale durch Arachidonsaure und andere zellulare Fettsauren reguliert werden kénnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Experimente mit Sdugerzellen

2.1.1  Zellkulturen

Die folgenden Zelllinien wurden aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (Braunschweig, Deutschland) bezogen: Zellen des chinesischen
Hamsterovariums CHO-K1; humane Melanomzelllinie IGR1; humane Melanomzelllinie
IGR39; humane embryonale Nierenzellen HEK 293.

Fur die Kultivierung der Zellen benutzten wir: Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland); Dulbecco’s modified Eagle’s
medium-HAM’ S F-12 (BIOCHROM, Berlin, Deutschland). IGR1-Zellen und IGR39-
Zellen wurden in 250-ml Flaschen (Greiner, Frickenhausen, Deutschland) in DMEM-
Medium mit fotalem Kalberserum (FKS) kultiviert. Die endgultige FKS-Konzentration im
Medium betrug 10%. Die Zellen wurden bei 37°C in humider 10%-iger CO, Atmosphare
gehalten. CHO-K1- und HEK 293-Zellen wurden in 250 ml Flaschen entsprechend in F-
12 Medium und in einer Mischung von F-12- und DMEM-Medium (1:1) mit FKS bei 37°C
in humider 5%-iger CO, Atmosphare kultiviert. Die Zellen aller Linien wurden alle 3-4
Tage umgesetzt.

2.1.2 Herstellung von DNA-Chiméaren und Mutanten

hEAG1 und hEAG2-Sequenzen wurden aus einer cDNA Bibliothek vom humanen Hirn
kloniert (Schoénherr, Léber und Heinemann, 2000; Schénherr et al., 2002). hEAG1- und
hEAG2-DNA und DNA-Konstrukte (Chimaren und Mutanten) wurden in einen
Expressionsvektor pcDNA3 flir Saugerzellen eingebracht (Invitrogen, Groningen,
Niederlande). Wir verwendeten folgende in unserem Labor hergestellten DNA-
Konstrukte:
- Chimare E2-p1: hEAG2(1-435)-hEAG1(432-487)-hEAG2(492-962);
- Chimare E1-p2: hEAG1(1-431)-hEAG2(436-491)-hEAG1(488-988);
- Chimare E1-c2: hEAG1(1-177)-hEAG2(175-487)-hEAG1(492-962);
- Doppelmutante von hEAG1 S436T+V4371 (Gessner et al., 2004).

Die im Expressionsvektor pBK-CMV eingebrachte DNA vom humanen Kv1.5-
Kanal wurde freundlicherweise von Dr. M. Tamkun zur Verfligung gestellt (Snyders et
al., 1993).
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2.1.3 Transfektion

Transfektion von CHO-K1-Zellen

Fur die Transfektion der Zellen wurde die Superfect-Methode (Qiagen, Hilden,
Germany) angewandt. Am zweiten Tag nach dem Umsetzen wurden die Zellen mit 2 ug
linearisierter hEAG-DNS, 0.5 yM CD-8-Antigen-DNS und 10 ul Superfekt flr 4 Stunden
inkubiert. Danach wurde die Mischung abgesaugt und durch das normale Kulturmedium
mit FKS ersetzt. Transient transfizierte Zellen wurden durch CD-8-Antikérper-Beads
(anti-CD-8, Dynal, Hamburg, Germany) visuell identifiziert (Jurman et al., 1994).

Stabile Expression von hEAG1 in CHO-K1-Zellen

CHO-K1-Zellen wurden nach der Superfect-Methode (Qiagen) transfiziert. Der
pcDNA3 Vektor erhielt die Region, die eine Resistenz gegen Antibiotikum G418
kodierte. Stabile Zelllinien mit hEAG1 waren resistent gegen G-418 und wurden in 96 -
Well-Gewebekultur-Platten (Greiner) selektiert.

Stabile Linien von mit dem Na’-Kanal rNav1.4 transfizierten HEK 293-Zellen
waren im Labor vorhanden (Chen et al., 2000).

2.1.4 Elektrophysiologische Messungen

Fir die elektrophysiologischen Messungen plattierten wir die Zellen in 35 mm grol3e
Petri-Schalen. Die Messungen fanden 1-2 Tage nach dem Umsetzen statt. Mit Hilfe der
Patch-Clamp-Technik (Hamill et al., 1981) wurden verschiedene Spannungen an die
Membran der Zelle gelegt und die Uber die Zellmembran fliekenden Stréme gemessen.
Die Experimente wurden in der Ganzzell-Konfiguration (,whole-cell*) durchgeflihrt: Die
Spitze einer Glaspipette wurde an die Zellmembran gefiihrt; mittels eines leichten
Unterdruckes und unter negativer Spannung wurde eine Dichtung (,seal“) von mehr als
1 GQ erstellt. Mit einem kurzen Saugsto zerstorten wir die Membran unter der
Pipettenspitze. Das Membranpotential wurde mit Hilfe des Verstarkers EPC 9 eingestellt
(HEKA Elektronik, Lambrecht, Deutschland) (s. Abb. 6 B). In der mit Elektrolytlédsung
geflllten Pipette befand sich eine Ag/AgCI-Elektrode.

Die Glaspipetten wurden von Kimax-51 Glas (Kimble Glass, Vineland, NJ, USA)
hergestellt. Zur Verbesserung der ,seal“-Bildung wurde die Pipettenspitze durch nahes
Heranbringen an einen erhitzten Platin-lIridium-Draht poliert. Der Widerstand der
polierten Pipetten betrug 1-3 MQ. Bei den Messungen der sog. ,tail“-Kalium- und
Natrium-Strome wurde die Pipettenspitze vor dem Polieren zur Verringerung der
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kapazitiven Aufladung mit Silikon-Kautschuk (RTV, General Electrics, Niederlande)
Uberzogen.

Die Applikation der Spannungsprotokolle erfolgte mit dem Programm ,Pulse”
(HEKA Elektronik). Die abgeleiten Stromsignale als Antwort auf Spannungsspriinge
wurden zum Verstarker EPC 9 weitergeleitet. Die durch den Zugangswiderstand (series
resistance) zur Zelle entstehenden Spannungsfehler kompensierten wir zu 70-80% mit
Hilfe des EPC 9. Leck-Korrekturen und Kapazitaten-Abgleich wurden nach der P/n
Methode (bei Abwesenheit der Strom-Komponente bei negativen Membranspannungen
von -100- -120mV) durchgefiihrt. Die Signale wurden mit 5 kHz mittels eines 3-Pol-
Bessel-Filters gefiltert, Uber einen in dem EPC 9 eingebauten AD/DA-Wandler
digitalisiert und auf der Festplatte eines Power Macintosh Computers (G4) gespeichert.

Alle elektrohysiologischen Messungen wurden bei 19-21°C durchgefirt. Die
Temperatur der Badldsung wurde mit Hilfe eines Peltierelements in diesem Bereich
eingestellt.

Die Zusammensetzungen der flir die elektrophysiologischen Messungen
eingesetzten Losungen sind in den Tabelle 1 aufgefiihrt. Die verwendete Kombination
von extrazellularer und intrazellularer Lésung wird spater als [Lésung 1./Losung 4 ;]
bezeichnet. Der pH-Wert in Natrium-haltigen Lésungen wurde mit 1 M NaOH, in Kalium-
haltigen mit 1 M KOH und in Casium-haltigen mit 1 M CsOH eingestellt. Der pH-Wert in
der TEA-haltigen Losung wurde mit 1 M NaOH eingestellt. Die Osmolaritat wurde mit
einem Dampfdruckosmometer (Wescor 5500, Wescor Inc., Logan, Utah, USA)
gemessen. Der Gehalt von freiem Calcium wurde mit dem Programm ,Patcher’'s Power
Tools* (Public Domain Software) eingestellt. Fir die Messungen von Chloridstromen
wurden die Pipettenspitzen jeweils mit intrazellularen Losungen ohne NaATP geflllt, um
die Bildung der Dichtung zwischen Zellmembran und Pipette (,seal®) zu erleichtern.
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Tabelle 1 Lésungen fiir die Messung der Strébme in Sdugerzellen

Name Inhalt (mM) Osmolaritdt, mOsm  pH
extrazellulare Lésung 1 5 KCI, 135 NaCl, 2 CaCl,, 10 HEPES 298 7.4
extrazellulare Lésung 2 10 KCI, 130 NaCl, 2 CaCl,, 10 HEPES 298 7.4
extrazellulare Lésung 3 40 KCI, 100 NaCl, 2 CaCl,, 10 HEPES 298 7.4
intrazellulare Lésung 4 130 KClI, 2 MgCl,, 10 EGTA, 10 HEPES 285 7.4
intrazelluldre Lésung 5 130 KCI, 2 MgCl,, 9.3 mM CaCl,, 10 294 7.4
EGTA, 10 HEPES; freies Ca’": 800 nM
extrazellulare Lésung 6 5 CsCl, 110 NaCl, 2 CaCl,, 80 Mannitol, 307 7.4
10 HEPES
extrazellulare Lésung 7 5 KCI, 135 NaCl, 2 CaCl,, 10 HEPES 237 7.4
intrazellulare Lésung 8 130 CsCl, 2 MgCl,, 5.79 CaCl,, 10 EGTA, 301 7.4
4 NaATP, 10 HEPES: freies Ca”*: 100 nM
intrazellulare Lésung 9 130 TEA-CI, 2 MgCl,, 4.07 CaCl,, 10 298 7.4
EGTA, 4 NaATP, 10 HEPES: freies Ca’":
50 nM
extrazellulare Lésung 10 150 NaCl, 2 KClI, 1.5 CaCl,, 10 HEPES 310 7.4
intrazellulare Lésung 11 35 NaCl, 105 CsF, 10 EGTA, 10 HEPES 300 7.4

2.1.5 Applikation von Wirksubstanzen

Die folgenden pharmakologischen Wirksubstanzen wurden von der Firma Sigma

(Deisenhofen, Deutschland) bezogen:

4-Amino-10-methylfolat (Methotrexat); Arachidonylkoenzym A; Charybdotoxin

(ChTX); 4,4-Diisothiocyanatostilben-2,2’-disulfonat (DIDS); Dimethylsulfoxid (DMSO);
cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaensaure (EPA); cis-5,8,11,14-Eicosatetraensaure
(Arachidonsaure, AA); 5,8,11,14-Eicosatetrainsaure (ETYA); Imipramin; 5-Nitro-2-(3-
phenylpropylamino)benzoesaure (NPPB); cis-9-Octadecensaure (Oleinsdure); Ccis-
9,12,15-Octadecatriensaure (Linolensaure); Pamonsaure; Tamoxifen; N-(3-
[Trifluoromethyl]phenyl)anthranilsdure (Flufenaminsaure); Niflumsaure.
cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaensaure (EPA) fur die Messungen in IGR1-Zellen
wurde von Firma ICN Biomedicals GmbH (Eschwege, Deutschland) als 10 mg/ml
Ethanol-Lésung bezogen. Imipramin und Methotrexat wurden in bidestilliertem Wasser
geldst und als 100 mM bzw. 10 mM Stammldsung aufbewahrt. Charybdotoxin wurde als
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10 yM Stammldsung in bidestilliertem Wasser gelést und mit 10 mM HEPES auf pH 6.9
gepuffert. NPPB, Tamoxifen, Flufenaminsaure, Niflumsaure und DIDS wurden in DMSO
als 150 mM, 100 mM und 50 mM Stammldsungen vorbereitet. Ungesattigte Fettsduren
von der Firma Sigma wurden als 20 mM Stammldsungen in DMSO eingesetzt. Die
endgultige DMSO-Konzentration in der Applikationslésung war nicht héher als 0.1%.
100 mM Pamonséaure-Stammldsungen wurden auf der Basis von extrazellularen
Losungen flr elektrophysiologische Messungen von Kalium- und Chloridstrémen
vorbereitet. Alle Stammlésungen wurden bei -18°C aufbewahrt und in entsprechenden
Messlésungen kurz vor Beginn der Experimente verdinnt.

Der Wirkstoff LY 97241 wurde von Firma Eli Lilly (Indianapolis, Indiana, USA) zur
Verfligung gestellt und als 10 mM Stammldsung in DMSO bei -18°C aufbewahrt.

Die mit den unter 2.1.1.4 beschriebenen Messldsungen verdinnten Substanzen
wurden mit Hilfe des ,7-fold“ (konstruiert in der Arbeitsgruppe Molekulare und zellulare
Biophysik, Klinikum der Friedrich-Schiller-Universitat, Jena, Deutschland) appliziert (Abb.
6 A). Der ,7-fold" erlaubte die abwechselnde Applikation von sieben verschiedenen
Losungen durch Quartzkapillaren. Die Applikationsspitze wurde mit Hilfe eines
mechanischen Mikromanipulators an das Zielobjekt (die Zelle) gebracht (Abb. 6 B). Als
erstes applizierten wir Kontrolllésung (extrazellulare Messlosung) auf die Zelle. Innerhalb
von einer Sekunde war die anschlielende Applikation der Loésung mit der
Wirkungssubstanz mdglich.
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Abb. 6 Applikation von Wirksubstanzen

(A) Schematische Darstellung der Applikationspipette. Die Applikationsspitze wird mit Hilfe
des mechanischen Manipulators positioniert. (B) Schematische Darstellung des Patch-Clamp
Systems.
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2.1.6 Proliferationsuntersuchungen

Die Effekte von Wirksubstanzen auf den Metabolismus und die Proliferation der
humanen Melanomzellen IGR1 wurden nach den Methylthiazoltetrazolium (MTT)- und
Bromdesoxyuridin (BrdU)-Methoden (Roche, Mannheim, Deutschland) ausgewertet. Alle
Proliferationsuntersuchungen wurden von Dr. K. Schénherr durchgefiihrt.

2.2 Experimente an Xenopus-Oozyten

Die Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis stellen ein etabliertes
System dar, das die Messungen an lonenkanélen erlaubt (Stihmer et al., 1992). Hierflr
wird die mRNA von ausgewahlten Kaliumkanalen in Oozyten exprimiert. Das System
erlaubt die Messungen mittels der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (Ganzzell-
Konfiguration) sowie mittels der Patch-Clamp-Methode (,Inside-Out* und ,Outside-Out*
Konfigurationen).

In einigen Experimenten priften wir die Stabilitat der Wirksubstanzen. Hierflr
hatten wir die mRNA von ausgewahlten Kaliumkanalen (hEAG1, mKv1.3) in Oozyten
exprimiert und die Wirkung der inkubierten Substanzen auf die Kaliumstréme mit der
Zwei-Elektroden-Spannungsklemme gemessen.

Um die Frage zu beantworten, ob die Wirkstoffe Imipramin und Arachidonsaure
von der inneren oder der aufRReren Membranseite auf den hEAG1-Kanal einwirken,
hatten wir mRNA vom hEAG1-Kanal in Oozyten exprimiert und die Wirkung von
Substanzen in ,Inside-Out® und ,Outside-Out* Patch-Clamp-Konfigurationen verglichen.

2.2.1 Herstellung von mMRNA

Die fur die mRNA-Herstellung verwendeten Plasmide waren im Labor wie nachstehend
aufgeflihrt vorhanden (Tabelle 2):
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Tabelle 2 Verwendete Plasmide fur die expression in Xenopus-Oozyten

Plasmide Expressionsvektor Referenzen bzw. Herkunft
hEAG1 pGEM-HE Schonherr et al., 2000
dEAG pGH 19 freundlicherweise zur

Verfligung gestellt von Dr. T.
Hoshi (Chen et al., 1996)

Chimare hEAG1 mit C- pGEM-HE Hergestellt von K. Léber durch
Terminus von dEAG: bEAG1(1- gezielte Mutagenese mit Hilfe
512)-dEAG(530-1174) der Polymerase-Kettenreaktion
bEAG1 pGEM-HE Schonherr et al., 1999
hEAG1-Konstrukt mit entfernten pGEM-HE Hergestellt von Dr. R.
N-Teminus: hEAG1-A2-190 Schonherr durch gezielte

Mutagenese mit Hilfe der
Polymerase-Kettenreaktion

bEAG1-Mutante L322H pGEM-HE Schonherr et al., 1999
bEAG1-Mutante L322C pGEM-HE Schonherr et al., 2002a
bEAG1-Mutante D316N pGEM-HE Hergestellt von Dr. R.

Schonherr durch gezielte
Mutagenese mit Hilfe der
Polymerase-Kettenreaktion
mKv1.3 pSP64T freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Dr. S.
Grissmer (Grissmer et al., 1990)

Die vorhandenen Plasmide wurden mit einer geeigneten
Restriktionsendonuklease linearisiert; mRNA wurde durch die Transkription mit SP6
MRNA-Polymerase synthetisiert (NMESSAGE mMACHINE Kit, Ambion Inc., Austin,
Texas, USA) und durch ein denaturierendes Agarosegel Uberprift.

2.2.2 mRNA-Injektion in Oozyten
Es wurden 50 nl (0.1-0.5 pg/ul) mRNA-LOsung mit Glas-Mikroinjektionsnadeln in

Oozyten des 5. oder 6. Reifestadiums (Dumont, 1972) von Ovariallappen adulter
Frosche injiziert. Nach der Injektion wurden die Oozyten in mit standardisierter Barth-
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Losung geflllten 24-Well-Geweberkultur-Platten (Costar Corning Inc., NY, USA)
Uberflihrt und fir 2-3 Tage bei 17.5°C inkubiert.

2.2.3 Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Die Methode der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme erlaubt eine Kontrolle der Gber der
Membran liegenden Spannung und eine parallele Messung der Uber die Zellmembran
flieRenden Stréme. Der flielende Strom verursacht einen Spannungsabfall, der mittels
der in der Zelle eingefiihrten Glasmikroelektrode (Spannungselektrode) gemessen wird.
Durch die Injektion eines Stromes durch eine zweite intrazellulare Glaselektrode, der
Stromelektrode, wird eine Membranspannung angelegt (Stihmer et al., 1992). Die
Mikroelektroden wurden aus Filamentglas (Hilgenberg, Malsfeld, Deutschland) gezogen.
Wir flllten die Elektroden mit 2 M KCI Losung. Nach Abbrechen der Spitze wiesen sie
einen Widerstand im Bereich von 0.4 bis 0.8 MQ auf. NFR-Lésung (Lésung 13) wurde
als extrazellulare Badlésung eingesetzt. Die Spannungsprotokolle wurden mit dem
Programm ,Pulse“ (HEKA Elektronik) erzeugt, als Messverstarker benutzten wir das
Gerat Turbo-TEC 10CD (NPI, Tamm, Deutschland). Leck-Korrekturen und Kapazitaten-
Abgleich wurden nach der P/n Methode durchgefiihrt. Die Stromsignale wurden mit
einem 8-Pol-Bessel-Filter bei 1-2kHz gefiltert, Gber einen AD/DA-Wandler (ITC1/16,
Instrutech Corp., USA) digitalisiert und auf der Festplatte eines Macintosh Quadra 650
Computers gespeichert.

Die inkubierten Substanzen wurden manuell mit der Pasteurpipette appliziert.
Das Absaugen geschah mit einer Pumpe. Der vollstandige Austausch des Badvolumens
war innerhalb von 10 Sekunden mdglich.

27



Tabelle 3 Lésungen fiir die Arbeit mit Xenopus-Oozyten

Name Inhalt (mM) Osmolaritét, pH
mOsm
Lésung 12 (Barth-Lésung) 80 NaCl, 10 KClI, 2.4 NaHCO,, 0.82 200 7.4

MgSO,, 0.33 Ca (NOs),, 0.41 CaCly, 7.5
TRIS-HCI; freies Ca**: 410puM

Lésung 13 (Normal Frog Ringer, 115 NaCl, 2.5 KClI, 1.8 CaCl,, 10 HEPES 300 7.2

NFR Lésung):

extrazellullare Losung 14 103.6 Na-Asp, 11.4 KCl, 1.8 CaCl,, 10 198 7.2
HEPES

intrazellulare Lésung 15 100 K-Asp, 15 KCI, 10 EGTA, 10 HEPES 216 7.2

2.2.4 Patch-Clamp in ,Inside-Out" und ,Outside-Out® Konfigurationen

Der Strom von den in Xenopus-Oozyten exprimierten EAG-Kanalen wurde auch mit der
Patch-Clamp-Methode (s. 2.1.4) gemessen. Dafir wurde die Vitellinmembran von den
Oozyten entfernt und danach die Messungen in ,Inside-Out® und ,Outside-Out"
Konfigurationen (Hamill et al., 1981) durchgeflhrt. Bei der ,Inside-Out“ Konfiguration
stand die Aulienseite der Membran in Kontakt mit der Pipettenldsung, bei der ,Outside-
Out®- mit der Badlésung. Die Pipetten mit dem Widerstand von 0.8-1.5 MQ wurden aus
Aluminiumsilikatglas (Hilgenberg) hergestellt.

2.3 Protokolle und Datenanalyse

2.3.1 Datenauswertung

Die Daten wurden mittels der Programme PulseFit (HEKA Elektronik) und Igor-Pro
(Wave-Metrics, Lake Oswego, OR, USA) ausgewertet.

Die jeweiligen Datenpunkte stellen den Mittelwert einer mit n bezeichneten
Anzahl unabhangiger Messungen dar. Diese Mittelwerte sind mit ihren Standardfehlern
(meantS.E.M.) dargestellt. Die statistische Signifikanz (P < 0.05) der Differenz zwischen
zwei Mittelwerten wurde mit dem Student’s t - Test geprift. Im Fall von nicht-Gauss-
Verteilung stellen die Werte Median + Standardabweichung dar.
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2.3.2 Pharmakologische Messungen an lonenkanalen

Der nach Applikation der Wirksubstanz flr die bestimmte Spannung erhaltene Strom (I)
wurde auf den Kontrollwert (lconro) normiert und in Graphen gegen die jeweilige
Konzentration der Wirksubstanz [D] dargestellt. Die Blocker-Kanal-Interaktionen wurden
nach dem Clark-Schema (Clark, 1933) beschrieben: Der apparente /ICsy -Wert und Hill-
Koeffizient (h) wurden aus der Anpassung an die Hill-Funktion bestimmt:

I/Icontrol = (ICSO /[D])h / (1 + (ICSO/[D])h) (1)

Der effektive Ladungstransfer ¢ wurde mit der folgenden Gleichung bestimmt:

Toiock = To EXP{-VA/KT} )
q=o0z

Hierbei ist 1,0 die Kinetik der Stromabnahme wahrend der Blocker-Applikation.
Wir erhielten sie anhand der monoexponentialen Anpassungen an den EAG-Strom bei
der Depolarisation der Zelle an verschiedene Spannungen (V). 1o ist Ty bei
Referenzpotential 0 mV, & stellt die relative elektrische Distanz dar (sie gibt an, welcher
Anteil der Uber der Membran abfallenden Spannung auf die Bindungsstelle entfallt), eo-
Elementarladung, z- Valenz der Blocker-Molekiile; k- Boltzmann-Konstante.

2.3.3 Auswertung des Schaltverhaltens der Kanale aus der Strom-Spannungs-
Kennlinie

Die Anderung des elektrischen Potentials der Membran beeinflusst den Zustand der
spannungsabhangigen lonenkanale: Sie werden gedffnet oder geschlossen. Der durch
den geodffneten Kaliumkanal flieRende Strom (I) wird als Funktion der Spannung (V)
nach der Goldman-Hodgkin—Katz Gleichung (3) (Aidley und Stansfield, 1996) berechnet:
1— e—(v—E,e,)/25mv
(V) =TV 1— e—V/25mV (3

Hierbei nimmt man an, dass 25 mV der physikalischen Konstante RT/F bei

Raumtemperatur entspricht (R- Gaskonstante, T- absolute Temperatur, F- Faraday-
Konstante). Als I' wird die Leitfahigkeit des Kanals bezeichnet, als E., das
Umkehrpotential der durch den Kanal flieenden lonen.
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In der Theorie nimmt man an, dass die Bewegung von bestimmten geladenen
Partikeln in transmenbranen elektrischen Feldern das Schaltverhalten der Kanéle
steuert (Aidley und Stansfield, 1996; Hille, 2002). Ausgehend davon, dass nur zwei
Zustande fur die geladen Partikel moglich sind, die dem gedffneten und dem
geschlossenen Zustand des Kanals entsprechen, kann man auch die Wahrscheinlichkeit
des geodffneten Zustandes (P,) als Funktion der Membramspannung (V) darstellen. Flr
die thermische Energie der Partikel, die fiir den Ubergang der Energie-Barriere zwischen
zwei mogliche Zustanden benétig wird, gilt die Boltzmann-Verteilung (Aidley und
Stansfield, 1996). Fir die aus 4 Untereinheiten bestehenden Kaliumkanale wird diese

Funktion als Gleichung (4) angenommen:

1

R(V) = (1+ e—(V—Vn)/kn)4

“)

k,=KT/q

Hierbei ist k die Boltzmann-Konstante, T die absolute Temperatur, q die effektive
Ladungstransfer. V, ist die Spannung, bei der sich 50 % der Untereinheiten in
gedffnetem Zustand befinden.

Bei elektrophysiologischen Messungen wurde die Stromamplitude am Ende des
Depolarisationspulses gegen die Spannung aufgetragen. Die resultierende Strom-
Spannungs-Kennlinie wurde mit Hilfe des Programms Pulse Fit (HEKA Elektronik) der
Gleichung (5) angepasst.

—(V-Eq)/25mV
(V) =TV 1—16 (V—vElzimv -(\il--vn)/kn 4
-e l+e )

)

Das Umkehrspotential E,, wurde nach der Nernst-Gleichung (6) berechnet und
bei der Anpassung der Strom-Spannungs-Kennlinie auf die Gleichung (5) Ubertragen:

RT Ci n

=——In

out

(6)

Hierbei sind C,,: und C;, die Konzentrationen von Kalium-lonen in extrazellularen
und in intrazellularen Messlésungen.

Die ermittelten Parameter V, und k, dienen zur Charakterisierung des
Schaltverhaltens der Kanale.
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Zum Vergleich der Messergebnisse von verschiedenen Zellen wurden die Strom-
Spannungs-Kennlinien auf die Stromamplitude bei +60 mV von der entsprechenden
Kontrollmessung normiert und als sog. ,normalisierte” I\V-Kurven dargestellt.

2.3.4 EAG-Aktivierungsmodell

Das Schaltverhalten von lonenkandlen kann mit Hilfe von Zustandsmodellen
beschrieben werden (Hoshi et al., 1994; Zagotta et al., 1994a, b). Solche Modelle flr
EAG-Kanale wurden von Terlau und Kollegen (Terlau et. al., 1996) vorgeschlagen. Um
die fir diese Kanale spezifische Abhangigkeit der Aktivierungskinetik von der
Haltespannung zu beschreiben, wurden zwei geschlossene Zustande vorgestellt: Cgcnnen
und Cpngsam - Schnell und langsam aktivierbare geschlossene (,closed®) Zustande. Bei
einer Membranspannung unter =100 mV wird der Zustand Cpngsam besetzt; bei -50-
-80 mV Ceeir Der Ubergang zu einem offenen Zustand (O) von Ciangsam ist nur Gber
Cschner moglich. Im Modell nimmt man an, dass jede der vier identischen Untereinheiten
des EAG-Kanals in einem der drei Zustande sein kann (in Ciangsam, Cschnen 0der O). Die
Schnelligkeit der Ubergange von einem zum anderen Zustand und zuriick werden mit
Hin- und Rickkonstanten beschrieben, z.B.

ke ks
Clangsam x4 Cschnell <0
k.. Ks

Die sigmoidale Stromaktivierung nach depolarisierenden Pulsen (Ubergang von
Ciangsam zU Cschnenl) konnte mit Funktionen der Form I(t)= a [1-exp(k.t)]" beschrieben
werden. Fiir den EAG-Kanal bei hoher externer Mg**-Konzentration wurde die Funktion
mit n>3 angepasst, daraus schloss man, dass jede der 4 Untereinheiten des Tetramers
im Zustand Cingsam VOrliegen kann. Die Unabhangigkeit des Schaltverhaltens aller vier
Untereinheiten des Kanals von dem Zustand Cingsam Wurde spater experimentell
bestatigt (Schonherr et al., 1999).

Im Modell von Terlau et al. (1996) nahm man an, dass der Ubergang der
Untereinheiten von Cghner Zum gedffneten Zustand erst moglich sein soll, wenn alle vier
Untereinheiten den Zustand Cgune erreicht haben (Abb. 7). Der Kanal ist danach
geoffnet, wenn alle vier Untereinheiten in Zustand O sind.
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Abb. 7 (nach Terlau et al.,, 1996; modifiziert) Das Zustandsdiagramm stellt identische und
unabhangige Ubergange der vier Untereinheiten zwischen den Zustanden Ciangsam UNd Cgcpnen und
zwischen Cgcner Und O dar. Der Ubergang zwischen Cqgnner und O kann nur stattfinden, wenn sich
alle Untereinheiten in Cycher befinden. Sind alle vier Untereinheiten in Zustand O, wird der Kanal
geoffnet.

Die Aktivierung der einzelnen Untereinheiten kann auch mit einem vereinfachten
Modell beschrieben werden (Schénherr et al., 1999):

()

Hierbei ist a die Amplitude des Stroms, der durch den gedffneten Kanal flief3t,
Psow die Wahrscheinlichkeit der einzelnen Untereinheit in dem Zustand Ciangsam ZU S€IN;
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Trst die Zeitkonstante des Ubergangs von Zustand Cegner in den gedffneten Zustand
(1/ks) und 140, die Zeitkonstante des Ubergangs von Zustand Clangsam in den Zustand
Coonnent (17k0).

In diesem Modell wird die Aktivierung der einzelnen Untereinheiten unabhangig
vom Zustand der anderen drei Untereinheiten betrachtet. Es wird angenommen, dass
die maximale Stromamplitude a keine fiir die Kinetik relevante Information tragt. Die
Stromamplitude wird bei t—>«, d.h. bei getffnetem Kanal, angenommen und nur als
Proportionalitatsfaktor verwendet. Der Ubergang vom Zustand Cggner in den gedffneten
Zustand wird mit der monoexponentionellen Funktion beschrieben.

Um den Zustand des EAG-Kanals in unseren Experimenten zu charakterisieren,
wurden die Stromkurven der Gleichung (7) mit dem Programm Igor Pro (Wave Metrics)
angepasst. Die Aktivierung von EAG-Kanalen wurde durch die Stromamplitude am Ende
des Depolarisationspulses (a), die Wahrscheinlichkeit des Zustandes Ciyngsam VOr
Depolarisation fiir die einzelne Untereinheit (Pgow) und Zeitkonstanten tig und tgow
charakterisiert.

Die Anderungen der Depolarisationspannung haben keinen Einfluss auf den
Wert von Py, dieser Parameter kann als eine Funktion des Haltepotentials beschrieben
werden. Die Zeitkonstanten g4, UNd s Sind kaum vom Haltepotential abhangig, sie
kénnen daher als Funktionen der Depolarisationssspannung angesehen werden
(Schonherr et al., 1999).

Der PgwWert wird als Funktion des Haltepotentials dargestellt. Der
Zusammenhang zwischen Py, und Haltepotential kann durch eine Boltzmann-Funktion
beschrieben werden (Schénherr et al., 1999):

P,
Piow(V) = TigV Wk (8)

Hierbei ist V,, die Spannung fir halbmaximale Besetzung von Ciangsam flr einzelne
Untereinheiten des Kanals; k,, der Steigungsparameter.
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3. Ergebnisse

3.1 lonenkanale der IGR1-Melanomzelle und ihre pharmakologischen Eigenschaften

In der Melanomlinie IGR1 wurden spannungsabhangige Kaliumkanale sowie Calcium-
regulierbare Kaliumkanale nachgewiesen (Nilius et al., 1990; Nilius und Wohlrab, 1992;
Nilius et al., 1993). Volumen-aktivierte Chloridkanale sind auch in diesen Zellen
beschrieben (Nilius et al., 1994) (Abb. 8).

Das Ziel unserer Experimente war es, die Rolle von verschiedenen
lonenkanalgruppen fir die Proliferation der IGR1-Zellen zu untersuchen. Die
Proliferationsversuche mit spezifischen Blockern fir hEAG1-, Kco- und Cly,—Kanale
sollten zeigen, welche Kanalgruppe die entscheidende Rolle flr den Zellzyklusverlauf
der IGR1-Zellen spielt. Dafir hatten wir fir jede Kanalgruppe spezifische Blocker auf
ihren Einfluss auf andere Kanale der IGR1-Zellen getestet.

hEAG Kca Clvol

Abb. 8 Schematische Darstellung der lonenkanaltypen in IGR1 Zelle.

3.1.1 hEAG1-Kanal

hEAG1-Strom wurde in 54 von 68 getesteten IGR1 Zellen nachgewiesen, die mittlere
Stromdichte betrug 5.9+0.1 pA/pF bei +60 mV.

hEAG1-Strom in der Melanomzelle ist in Abb. 9 dargestellt. Abb. 9 A stellt die
Stromspuren bei verschiedenen Test-(Depolarisations)-Spannungen ausgehend von
einem Haltepotential von -100 mV dar. Bei steigenden Depolarisationsspannungen ist
eine zunehmende Stromamplitude und eine schnellere Aktivierungskinetik zu
beobachten. Die Stromamplitude am Ende des Depolarisationspulses ist als Funktion
der Spannung in Abb. 9 B dargestellt. Die Gleichung (5) kann an die Kurve angepasst
werden. Aufgrund der Daten in Abb. 9 A, B kédnnen wir feststellen, dass hEAG1-Kanale
in dieser Melanomzelle ab -20 mV 6ffnen. Die Spannung, bei der sich 50 % der Kanéle
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Abb. 9 Elektrophysiologische Eigenschaften des hEAG-Kanals in IGR1-Zellen.

(A) [Lésung 1ex mit 2 mM Mg2+ /Lésung 4] Strom-Spannungs-Abhangigkeit des hEAG1-
Kanals. Ausgehend von einem fiir 1 s angelegten Haltepotential von —100 mV wurde die
Zelle auf Spannungen von —60 mV bis +60 mV in 10 mV-Schritten depolarisiert. (B) Die
Stromamplitude am Ende des Depolarisationspulses (A) ist als Funktion der Spannung
dargestellt. Die Gleichung (5) ist an die Daten angepasst. (C) Die Aktivierungskinetik des
hEAG1-Kanals in der IGR1-Zelle hangt vom jeweiligen Haltepotential ab (Cole-Moore
Effekt). Die Zellen wurden nach einem jeweils fir 5 s angelegten Haltepotential im Bereich
von —130 bis -40 mV auf eine Spannung von +50 mV depolarisiert. Die Gleichung (7) ist an
die Stromspuren angepasst. (D) Die Wahrscheinlichkeit des Zustandes Ciangsam flir einzelne
Untereinheiten (Pgw) kann als Funktion des Haltepotentials im Bereich von -130 bis -40 mV
aus den Daten aus (C) bestimmt werden. Die resultierende Kurve beschreibt eine
Boltzmann-Funktion (8).

im gedffneten Zustand befinden (V,), wurde als 10.5 mV bei dem Steigungsparameter
k,= 11.7 mV berechnet.

Die in Abb. 9 C dargestellten Stromspuren stammen von derselben
Melanomzelle. Die Zelle wurde nach verschiedenen negativen Vorpulsen auf eine
Spannung von +50 mV depolarisiert. Die Aktivierungskinetik ist bei einer Depolarisation
auf +50 mV von einem Haltepotential von -120 mV aus deutlich langsamer als von
-60 mV aus (sog. Cole-Moore Effekt). Dieser Effekt kann mit Hilfe des in 2.3.4
dargestellten Aktivierungsmodells beschrieben werden.
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Abb. 10 Die Empfindlichkeit von hEAG1-Kanalen gegenuber Imipramin (nach Gavrilova-
Ruch et al., 2002).

(A) [Loésung 1e/Lbsung 4] Blocken von hEAG-1 Strom in einer IGR1-Zelle bei
verschiedenen Imipraminkonzentrationen. Die Amplitude des hEAG1-Stromes hat sich im
Laufe des Experimentes reduziert (sog. ,Run-down“-Effekt, Vergleich ,Kontrolle“- und
,Waschen“-Strom). (B) Dosis-Wirkungs-Kurven fiir den Block des hEAG1-Kanals in IGR1-
Zellen mit Imipramin bei +50 mV (®) und +10 mV (o). Der Strom wurde am Ende des
Depolarisationspulses gemessen und auf den Kontrollwert normiert. Die Hill-Gleichung ist
an die Daten angepasst. (C,D) Imipramin blockt hEAG1-Kanale in transfizierten CHO-
Zellen. (C) Dosis-Wirkungs-Kurven bei verschiedenen Testspannungen. (D) ICs-Werte aus
den in (C) dargestellten Daten als Funktion der Spannung.

Die Gleichung (7) ist an die Stromspuren angepasst. Dabei wurden die

Parameter a, Pgow uUnd 140w angepasst, wahrend die Zeitkonstante 1. auf 4 ms
festgelegt wurde. Der mittlere tsou— Wert wurde als 101.249.6 ms bestimmt. Abb. 9 D
zeigt die Wahrscheinlichkeit des Zustandes Cpngsam fUr einzelne Untereinheiten des
Kanals als Funktion des Haltepotentials im Bereich von -130 bis -40 mV. Der
Zusammenhang zwischen Py, und dem Haltepotential lie® sich durch eine Boltzmann-
Funktion beschreiben (Gleichung 8). Die Anpassung der Gleichung (8) ergibt einen
Parameter V,=-82 mV: die Spannung flr halbmaximale Besetzung von Ciungsam fUr
einzelne Untereinheiten des Kanals.

Wegen seiner charakteristischen Abhangigkeit vom Haltepotential ist der hEAG1-

Kanal auch ohne pharmakologischen Blocker leicht zu identifizieren. Spezifische Blocker
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fur den hEAG1-Kanal sind zur Zeit nicht bekannt (Bauer und Schwarz, 2000). Nach
Literaturangaben lasst sich der hEAG1-Kanal mit typischen Kaliumkanalblockern wie
TEA oder Quinidin nur in hohen Konzentrationen inhibieren (Bijlenga et al., 1998;
Schénherr et al., 2002). Weinschenker und Kollegen (Weinschenker et al., 1999)
zeigten, dass das trizyklische Antidepressivum Imipramin ELK-Kanale von Nematoden
Caenorhabditis elegans inhibiert. Hohere Imipraminkonzentrationen blockten auch den
EAG1-Kanal aus der Maus.

Wir priiften, ob Imipramin als potenter Blocker von hEAG1-Kanalen wirken kann.
Abb. 10 A zeigt den Block von hEAG1-Strom mit zunehmender Imipraminkonzentration.
Der Block erreichte seine stabile Phase in weniger als einer Sekunde und war komplett
reversibel. Die Dosis-Wirkungs-Kurve bei einer Depolarisation auf +50 mV ist in Abb.
10 B dargestellt. Die Anpassung der Hill-Gleichung ergab einen Hill-Koeffizienten von
0.89+0.10 und einen ICso-Wert von 3.4+0.5 uM. Der Block war spannungsabhangig: Bei
einer Depolarisation auf +10 mV ergab sich ein ICs,—Wert von 8.5 £2.5 uM.

Wegen der schwachen Expression von hEAG1 in IGR1-Zellen hatten wir CHO-
Zelllinien mit hEAG1-Kanalen transfiziert. Die Expression in transfizierten CHO-Zellen
war ausreichend, um den Block bei niedrigeren Depolarisationspulsen zu untersuchen:
Die mittlere Stromdichte betrug bei +60 mV 108122 pA/pF, n=35. Abb. 10 C stellt die
Dosis-Wirkungs-Kurven bei Depolarisationspotentialen von -30 bis +50 mV dar. Abb. 10
D zeigt die ICso-Werte als Funktion der Testspannung. Diese Ergebnisse weisen auf
eine Spannungsabhangigkeit des Blocks von hEAG1-Kanalen durch Imipramin hin. Es
ist jedoch zu bemerken, dass nicht alle Kanéle bei Spannungen unter +20 mV gedffnet
waren. Bei der Anpassung der Hill-Funktion an die Daten ist eine scheinbare
(apparente) Spannungsabhangigkeit des Hill-Koeffizienten zu beobachten (Tabelle 4).
Die Werte des Hill-Koeffizienten werden umso kleiner, je grolker die
Depolarisationsspannung ist. Bei Spannungen von -30 und -10 mV sind die Werte des
Hill-Koeffizienten gréRer als 1.00. Dies ist damit zu erklaren, dass bei niedrigen
Depolarisationsspannungen eine Offnung von bisher geschlossenen Kanalen zum
Imipraminblock von gedffneten Kanalen beitragt.
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Abb. 11 Empfindlichkeit von hEAG1-Kanalen

verschiedenen Wirksubstanzen.

300 uM Flufenaminséure

Waschen

0.5 nA
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Kontrolle

100 ms

0.5 nA

500 uM DIDS
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1 UM ChTX

100 ms

in transfizieten CHO-Zellen gegentiber

(A) [Lésung 1.,/Lbsung 4;,] Block von hEAG1-Strom durch 50 uM Tamoxifen. Die Zellen wurden
nach einem flr 1 s angelegten Haltepotential von -100 mV auf +20 mV depolarisiert. (B)
hEAG1-Strom-Spuren vor und nach der Applikation von 500 yM Pamonséaure. (C) Block von
hEAG1-Strom bei 300 yM Flufenaminsdure. (D) hEAG1-Strom-Spuren vor und nach der
Applikation von 500 uM DIDS. (E) Block von hEAG1-Strom durch 150 uM NPPB. (F) hEAG1-
Strom-Spuren vor und nach der Applikation von 1 yM ChTX.

Tabelle 4 Werte fiir ICsy und Hill-Koeffizienten bei der Anpassung der Dosis-Wirkungs-
Kurven bei verschiedenen Testspannungen an die Hill-Gleichung.

-30 mv -10 mv +10 mV +30 mV +50 mV
IC5o-Wert, 14.5+4.5 9.6+1.2 4.610.7 2.2+0.3 1.740.2
uM
Hill- 1.85+0.39 1.32+0.19 0.89+0.11 0.77+0.06 0.77+0.06
Koeffizient
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Fir die Proliferationsversuche mit |IGR1-Zellen priften wir, ob
Chloridkanalantagonisten hEAG1-Kanale inhibieren. 50 yM Tamoxifen inhibierte 92+2%
(n=3) des Stroms bei +20 mV. 300 yM Flufenaminsdure blockierte 73+6% (n=4) des
EAG-Stroms bei einer Depolarisation von +20 mV; 150 yM NPPB blockierte 98+1%
(n=3) (Abb. 11 A, C, E). Gegenuiber 500 yM Pamonsaure (n=3) und 500 uM DIDS (n=3)
war der hEAG1-Kanal dagegen unempfindlich (Abb. 11 B, D). Charybdotoxin (ChTX),
ein potenter Blocker fir Calcium-aktivierte Kaliumkanale, der im nM-Bereich wirkt, wurde
hinsichtlich dieser Wirkung auch beim hEAG1-Kanal getestet. Der hEAG1-Strom war
jedoch unempfindlich gegeniiber ChTX in einer Konzentration bis zu 1 yM (n=6, Abb.
11 F).

3.1.2 Calcium-aktivierte Kaliumkanéale

Calcium-aktivierte Kaliumkanale (Kc,) wurden in IGR1-Zellen bei 800 nM Calcium-
Zugabe in der Pipette gemessen. Die mittlere Stromdichte betrug 69.4+12.1 pA/pF bei
+50 mV (n=36), der Kc,- Strom wurde bei allen getesteten IGR1 Zellen registriert.

ChTX erwies sich als potenter Inhibitor von Kc,-Kanalen in IGR1-Zellen (Abb.
12 A). Der Block war spannungsunabhangig und komplett reversibel. Die Anpassung der
Dosis-Wirkungs-Kurve mit der Hill-Gleichung ergab einen ICso-Wert von 2.5+0.1 nM und
einen Hill-Koeffizienten von 0.991£0.04 bei +50 mV (Abb. 12 C). Fir den Block bei 0 mV
sowie bei +20 mV wurden die gleichen Werte erzielt.

Imipramin inhibierte Kc,-Kanale in uM-Konzentrationen (Abb. 12 B, C). Mit einem
Hill-Koeffizienten von 0.67£0.04 und einem ICs-Wert von 13.8+1.4 uM bei +50 und
0 mV war der Block spannungsunabhangig, bei -100 mV blockte jedoch Imipramin
wesentlich schwacher. Der [Cso-Wert wurde betrug hier 104+23 uM.

Kca-Kanéle der Melanomzelle zeigten eine Empfindlichkeit gegentber 50 nM
Clotrimazol, dem bekannten Blocker der Kg,-Kanale aus der IK-Gruppe: 55+5% des
Stromes wurde bei +50 mV geblockt; der gleiche Block (57+5%) wurde bei 0 mV
beobachtet (n=6, Abb. 13 A). Dies weist auf eine Spannungsunabhangigkeit des Blockes
hin.

Apamin und d-Tubocurarin, die Blocker von Kcg,-Kanalen mancher SK-Typen,
waren unwirksam in Konzentrationen von 100 nM (n=3) bzw. von 200 uM (n=4) (Abb.
13 B, C).
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Abb. 12 Empfindlichkeit von Ca®*-regulierten Kaliumkanalen in IGR1-Zellen gegeniiber ChTX und
Imipramin (nach Gavrilova-Ruch et al., 2002).

(A) [Lésung 1 /Losung 5;] Block von Kc,-Kanélen bei verschiedenen ChTX-Konzentrationen. Der
Strom wurde als Antwort auf Spannungsrampen (von -100 bis +50 mV) gemessen. (B) Block von
Kce-Kanalen durch Imipramin. (C) Dosis-Wirkungs-Kurven fir Kc,-Kanédle bei Applikation von
ChTX und Imipramin. Offene Symbole stehen flr die bei 0 mV gemessenen normierten Stréme,
geflllte Symbole fir die bei +50 mV gemessenen normierten Stréome (n=3-7). Die Sterne (*)
symbolisieren die bei -100 mV gemessenen Strome bei Applikation von Imipramin (n=3-7). Die
Daten wurden fur Leck- und Chloridstréme nach Applikation von 200 nM ChTX korrigiert.

Die beschriebenen pharmakologischen Eigenschaften bestatigen, dass in IGR1-
Zellen Kcs-Kanal IK vorhanden ist. Dies wurde durch die RT-PCR Analyse bestatigt
(Meyer et al, 1999): Die mRNA-Fragmente fir hlK-, hSK1- und hSK2-Kanale wurden
nachgewiesen.

Fur den Zweck der Proliferationsversuche mit IGR1-Zellen priiften wir, ob Kc,-
Kanale auch gegeniber Chloridkanalblockern sensitiv sind. 300 yM Flufenaminsaure
blockte 89+3% (n=3) des Stroms bei +50 mV, 150 yM NPPB blockte 87+2% (n=3)
(Abb.14 A, B). Gegentber 500 uM DIDS (n=4), 500 yM Pamonsaure (n=8) und 50 uM
Tamoxifen (n=3) waren Kc¢,- Kanale unempfindlich (Abb.14 C, D, E).
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Abb. 13 Empfindlichkeit von Ca”—regulierten Kaliumkanalen in IGR1-Zellen gegenuber

verschiedenen K¢ -Blockern (nach Meyer et al., 1999).

(A) [Losung 1¢,/Losung 5;,] Block von Kc,-Kanalen mit Clotrimazol. Der Strom wurde als Antwort

auf Spannungsrampen (von -100 bis +50 mV) gemessen. (B) Kc¢,-Stréome vor und nach der

Applikation von 100 nM Apamin. (C) vor und nach der Applikation von 200 yM d-Tubocurarin.
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Abb. 14 Empfindlichkeit von Ca2+—regulierten Kaliumkanalen in IGR1-Zellen gegenulber verschiedenen

Chloridkanalblockern.

(A) [LOsung 1,/LOsung 5;,] Block von K¢,-Kanalen bei 300 uM Flufenaminsaure. (B) Block von Kc,-
Kanalen bei 150 yM NPPB. (C) Die Applikation von 500 uM DIDS hat keinen Effekt, ebenso (D) die
Applikation von 500 uM Pamonsaure und (E) die Applikation von 50 yM Tamoxifen.
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3.1.3 Volumen-aktivierte Chloridkanale

Durch intrazellulare TEA-haltige Ldsung konnten andere lonenkanale vollstandig
geblockt werden. Beim Wechsel zu einer extrazellularen hypoosmotischen Ldsung
wurden die Cly,-Kanale aktiviert. Die mittlere Stromdichte betrug dabei 82.7+7.4 pA/pF
(n=69) bei +100 mV.

DIDS blockte die Chloridkanale spannungsabhangig: Mit einem Hill-Koeffizient
von 0.66%0.05 wurden ICso-Werte von 12.1+1.4 pM fir +100 mV und von 350£130 uM
fir —100 mV erzielt (Abb. 15 A, B). Diesen spannungsabhangigen Charakter zeigte auch
der Block durch Pamonsaure: Mit einem Hill-Koeffizienten von 0.84+0.05 wurden [Cso-
Werte von 33.9+3.0 uM und 189.3+£33.5 pM fir +100 und -100 mV erzielt (Abb. 15 C, D).

Bei externer Applikation von 10 yM Imipramin wurde mit intrazellularen TEA-
haltigen Ldésungen eine schnelle Stromabnahme (100% Block innerhalb von 83+13
Sekunden, n=6) beobachtet. Die extrazellulare Applikation von niedrigeren
Imipraminkonzentrationen verursachte den gleichen Block sowohl mit intrazellularen
TEA-haltigen Lésungen als auch mit intrazellularen Cs*-haltigen Lésungen: 1 uM blockte
14+3% des Stromes bei intrazellularem TEA (n=3), 15+4% bei intrazellularem Cs* (n=6),
5 UM blockte 23+5% bei intrazellularem TEA (n=3), 21+4% bei intrazellularem Cs* (n=5).
Mit intrazellullarer Cs*-haltiger Lésung wurde bei externer Applikation von Imipramin der
Wert fur den Hill-Koeffizienten mit 0.78+0.03 bestimmt, der ICs-Wert betrug dabei
25.1£3.5 yM auf +100 mV (Abb. 15 E, F). Intrazelulares TEA blockt Kaliumkanale von
innen. Die Applikation von extrazellularem Imipramin verursacht die Blokade von aul3en.
Die beobachtete 100%-ige Abnahme des Cly,~-Stroms bei Applikation von 10 uM
Imipramin mit intrazellularer TEA-haltigen Loésungen beruht vermutlich auf diesem
gleichzeitigen Block und einer darauf beruhenden Stérung der osmotischen Bilanz der
Zelle.
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Abb. 15 Empfindlichkeit von Volumen-aktivierten Chloridkanalen in IGR1-Zellen gegeniber
DIDS, Pamonsaure und Imipramin (nach Gavrilova-Ruch et al., 2002).

Links (A, C, E) sind die Strome dargestellt, die als Antwort auf Spannungsrampen von -100 bis
+100 mV gemessen wurden. Die Strome wurden zunachst in der extrazellularen isotonischen
Lésung 6 gemessen, dann wurde zu der 23%-igen hypotonischen Ldsung 7 gewechselt. Der
Blocker wurde jeweils in die hypotonische Lésung 7 appliziert. AnschlieBend wurde die Zelle mit
der Blocker-freien hypotonischen Lésung 7 gewaschen. Die Konzentration von freiem Calcium in
der Pipette betrug (A, B) 50 nM in der TEA-haltigen Losung 9 und (C) 100 nM in der Cs-haltigen
Lésung 8. Rechts sind die Dosis-Wirkungs-Kurven auf +100 mV (durch die vollen Symbole) und
—100 mV (durch die offene Symbole) fir (B) DIDS, (D) Pamonsaure und (F) Imipramin
dargestellt. Die Daten fir Imipramin wurden fir den Cs'-durchldssigen Kanal (ein
auswartsgerichteter Strom in der isotonischen Ldsung) korrigiert. Die Unempfindlichkeit der
Chloridstréme auf 1 yM ChTX ist in Abb. (F) mit dem Symbol (m) dargestellt.
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3.1.4 Cs'-permeabler Kanal

Mit einer Cs*-haltigen intrazellularen Lésung mit 100 nM Calcium ohne ATP wurde ein
Cs*-durchlassiger, auswartsgerichteter Strom beobachtet. Die Zeit bis zur 90%-igen
Aktivierung des Stroms betrug 217.12+51.44 ms (n=7) (Abb. 16 A). Die mittlere
Stromdichte betrug 39.5+2.5 pA/pF bei +100 mV (n=115). Der Strom konnte auch ohne
intrazellulares Calcium aktiviert werden, jedoch verlangerte sich hier die Aktivierungszeit
(716+81 ms, n=3). Die Aktivierungskinetik dieses Stromes unterschied sich deutlich von
der des hEAG1-Kanals (Abb. 16 D).

Der Kanal nimmt vermutlich an der Regulation der osmotischen Bilanz der IGR1-
Zelle teil. Die Darstellung in Abb. 16 B zeigt die Stromzunahme bei einem Wechsel zu
einer extrazellularen hypoosmotischen Losung. Die Zunahme der Stromamplitude unter
hypoosmotischen Bedingungen wurde auch bei 100 uM extrazelluldarem Imipramin
beobachtet (Abb. 16 C). Dies schliefdt aus, dass der beobachtete Strom durch hEAG1-,
Kca- oder Chloridkanale geflossen war.

Da die auswartsgerichtete Stromkomponente bei einem Wechsel zu einer
extrazellularen hypoosmotischen Ldsung auch mit Kalium-haltigen intrazellularen
Losungen beobachtet wurde (Abb.16 E), nehmen wir an, dass es sich um einen
unselektiven Kationen-durchlassigen Kanal handelt.

Der unselektive Kationen-durchldssige Kanal war gegenidber 500 pM
Niflumsaure (77+6% Block bei +100 mV, n=3), 50 pyM LY 97241 (52+1% Block bei
+100 mV, n=3) und 100 yM Imipramin (52+3% Block bei +100 mV, n=4) empfindlich
(Abb. 17 A, B, C).

100 uM Pamonsaure (n=3), 400 uM DIDS (n=3), 150 uM NPPB (n=3), 300 uM
Flufenaminsaure (n=3) und 1 yM ChTX (n=6) hatten keinen Einfluss auf den Kanal.
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Abb. 16 Der unselektive Kationen-durchlassige Kanal in IGR1-Zellen.

(A) [Losung 6, /Losung 8;,] Die Strom-Spuren wurden als Antwort auf Spannungsrampen von
-100 mV bis +100 mV gemessen. Dargestellt sind die Anderungen der Stromamplitude bei
+100 mV unmittelbar nach dem Durchbrechen der Membran in der Ganzzell-Konfiguration. (B) Die
Strom-Spuren am Anfang des Experimentes, 320 s danach und bei der Applikation der 23%-igen
hypoosmotischen Lésung 7. (C) Die Aktivierung des auswartsgerichteten Kationen-durchlassigen
Stromes bei der Applikation der 23%-igen hypoosmotischen Lésung 7 mit 100 yM Imipramin. (D)
Strom-Spannungs-Abhangigkeit von auswartsgerichteten Cs’-permeablen Kanalen. Die Zelle
wurde nach einem fiir 1 s angelegten Haltepotential von —100 mV auf Spannungen von -60 bis
+160 mV in 20 mV-Schritten depolarisiert. (E) [LOsung 7./Ldsung 4;] Aktivierung des Cs-
permeablen Kanals bei der Applikation einer extrazellularen 23%-igen hypoosmotischen L&sung.
Die Zelle wurde nach einem fiir 1 s angelegten Haltepotential von —120 mV auf eine Spannung
von +50 mV depolarisiert. hEAG1-Kanal und unselektive Kationen-Kanale tragen zu der
resultierenden Strom-Spur bei. Die hEAG1-Komponente ist durch ihre typische Aktivierungskinetik
erkennbar.
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Abb. 17 Empfindlichkeit des Cs’-permeablen Kanals in IGR1-Zellen gegeniiber verschiedenen
Wirksubstanzen.

[Losung 7e,/Losung 8;,] Die Stromspuren wurden bei Spannungsrampen von -100 mV bis +100
mV gemessen. Die Kontrolle wurde 300 s nach dem Durchbrechen der Membran in der
Ganzzell-Konfiguration gemessen. (A) Block des Cs'-permeablen Kanals durch 500 uM
Niflumsaure, (B) 50 uM LY 97241 und (C) 100 yM Imipramin.

3.2 lonenkanale der IGR39-Melanomzelle und ihre pharmakologischen
Eigenschaften

Die Proliferationsversuche mit spezifischen Blockern fliir hEAG1-, K¢,- und Cly,—Kanale
in IGR1-Zellen sollten zeigen, welche Kanalgruppe die entscheidende Rolle fiir den
Zellzyklusverlauf der IGR1-Zellen spielt. Ein spezifischer pharmakologischer Blocker fiir
den hEAG1-Kanal ist jedoch noch nicht bekannt. Um zu prifen, ob der Effekt von
Proliferationsblockern fir die IGR1-Zellen dem Block des hEAG1-Kanals zuzuschreiben
ist, wurde nach einer Kultur von melanomalen Zellen gesucht, die kein hEAG1
exprimieren und gleichzeitig die Kanale der Kc,- und Cly,-Gruppen haben. Mit solchen
Zellen sollten die vergleichenden Proliferationsversuche durchgefihrt werden. Die
humanen melanomalen Zellen der IGR39-Linie wurden hierfiir ausgewahilt.

In IGR39-Zellen wurde ein von EAG verschiedener Typ eines
spannungsabhangigen Kaliumkanals nachgewiesen (Meyer et al.,, 1999). Die
Aktivierungskinetik und die Amplitude des auswartsgerichteten Stromes hing bei diesem
Kanal nicht vom Haltepotential ab (Abb.18 A). Die mittlere Stromdichte betrug 8.0+1.1
pA/pF bei +60 mV (n=30), der Strom wurde bei 73 von 78 getesteten IGR39-Zellen
registriert.

Der spannungsabhangige Kaliumkanal der IGR39-Zellen war empfindlich fir
Imipramin (Abb. 18 B). Die Dosis-Wirkungs—Kurve bei einer Depolarisation auf +50 mV
ist in Abb. 18 C dargestellt. Die Anpassung der Hill-Gleichung ergab einen Hill-
Koeffizienten von 0.72+0.07 und einen ICs-Wert von 6.4+1.2 uM. Der Block war
spannungsunabhangig: Bei einer Depolarisation auf +10 mV blieb der ICs-Wert
unverandert (Abb. 18 C).
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Abb. 18 Die Empfindlichkeit von auswartsgleichrichtenden Kaliumkanalen in IGR39-Zellen
gegentiber Imipramin.

(A) [Lésung 1./Lbsung 4] Die Aktivierungskinetik des auswartsgleichrichtenden Kaliumkanals
in der IGR39-Zelle ist vom jeweiligen Haltepotential unabhangig. Die Zellen wurden nach
einem jeweils fir 1 s angelegten Haltepotential von —120 bzw. -60 mV auf eine Spannung von
+50 mV depolarisiert. (B) Blocken von auswaértsgleichrichtendem Kalium-Strom in IGR39-
Zellen bei verschiedenen Imipraminkonzentrationen. (C) Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir den
Block des auswartsgleichrichtenden Kaliumkanals in IGR39-Zellen mit Imipramin bei +50 mV
(e) und +10 mV (o). Der Strom wurde am Ende des Depolarisationspulses gemessen und auf
Kontrollwert bzw. ,Waschen® normiert.

Bei Befiillen der Patch-Pipette mit Ca®-lonen (800 nM) wurden Calcium-
regulierte Kaliumkanale in IGR39 Zellen aktiviert. Die mittlere Stromdichte betrug
112.1£12.0 pA/pF bei +50 mV (n=56). Abb. 19 A, C stellt die Empfindlichkeit der K¢, —
Kanale gegentiber dem Blocker ChTX dar. Die Anpassung der Dosis-Wirkungs-Kurve
mit der Hill-Gleichung ergab einen Hill-Koeffizienten von 1.27+0.14 und einen ICso-Wert
von 3.9120.4 nM bei +20 mV sowie bei 0 mV. Diese Werte sind mit denen fir den ChTX-
Block der Kca-Kanale in IGR1-Zellen vergleichbar. Fir den Block bei +50 mV wurde
jedoch ein hdherer ICso-Wert (7.1£1.1 nM) mit einem Hill-Koeffizient 0.86£0.10 erzielt
(Abb. 18 C). Der ICso-Wert fur den Block der Kc,-Kanéle in IGR1-Zellen bei +50 mV war
statistisch signifikant kleiner (2.5 £0.1 nM, P<0.05).

Abb. 19 B, C stellt den Block der K¢,-Kanéle in IGR39-Zellen durch Imipramin
dar. Bei einem Hill-Koeffizient von 0.75+0.11 und einem ICso-Wert von 12.6£3.2 nM bei
+20 mV sowie bei 0 mV zeigen die Kc,-Kanale der IGR39-Zellen eine den IGR1-Zellen
vergleichbare Empfindlichkeit. Der ICs-Wert von 29.7.244.0 nM fur +50 mV (Hill-
Koeffizient 0.74+0.06) ist dagegen signifikant héher (P<0.05).

Die gleiche Empfindlichkeit von Kc,-Kanalen auf die Applikation von ChTX und
Imipramin bei +20 mV und 0 mV lasst auf das Vorhandensein von gleichen K¢,-Gruppen
(IK- und SK-Kanale) in IGR1- und IGR39-Zellen schlieBen. Die niedrigere
Empfindlichkeit der Stréme gegeniber ChTX und Imipramin bei +50 mV im Vergleich zu
denen bei +20 mV weist auf eine Prasenz eines zusatzlichen Kanals in IGR39-Zellen
hin, der erst im Bereich hdherer Spannungen 6ffnet.
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Abb. 19 Empfindlichkeit von Ca2+-regulierten Kaliumkanalen in IGR39-Zellen gegentiber ChTX
und Imipramin.

(A) [Losung 1.,/LOsung 5;,] Block von Kc,-Kanalen mit verschiedenen ChTX-Konzentrationen.
Der Strom wurde bei Spannungsrampen von -100 bis +50 mV gemessen. (B) Block von Kc,-
Kanalen durch Imipramin. (C) Dosis-Wirkungs-Kurven fir Kc,-Kanale bei Applikation von ChTX
und Imipramin. Offene Symbole stehen fir bei 0 mV gemessene normierte Strome, volle
Symbole fiir bei +20 mV gemessene. Die Sterne (*) symbolisieren die bei +50 mV gemessenen
normierten Strdme (n=3-7). Die Daten wurden flr die Leck- und Chloridstrome nach Applikation
von 200 nM ChTX korrigiert.

Volumen-aktivierte Chloridkanale sind ebenfalls in IGR39-Zellen vorhanden. Die
mittlere Stromdichte betrug hier 23.9+12.1 pA/pF (n=6) bei +100 mV. Cly,~-Kanale der
IGR39-Zellen waren ebenso empfindlich gegeniiber Imipramin wie die Cly,~-Kanale in
IGR1-Zellen: 50 yM Imipramin blockte 51+2% der Cly,~-Kanale bei +100 mV, 55£19%
bei -100 mV (n=3); 100 yM Imipramin blockte 63+£0.5% der Cly,-Kanale bei +100 mV,
67+5% bei -100 mV (n=3).

Der Cs*-permeable Kanal wurde wie bei IGR1-Zellen auch in IGR39-Zellen
beobachtet. Die mittlere Stromdichte betrug 23.243.8 pA/pF bei +100 mV (n=9). Die
Empfindlichkeit dieses Kanals in IGR39-Zellen gegenlber Imipramin war vergleichbar
mit der Empfindlichkeit in IGR1-Zellen: 100 uM Imipramin blockte 43+3% des Stromes
bei +100 mV (n=3); 50 uyM Imipramin blockte 20+4% (n=3).

3.3 Physiologische Bedeutung von hEAG1-Kanalen in Melanomzellen
3.3.1 Inhibition des Wachstums von Melanomzellen durch lonenkanalblocker
3.3.1.1 Wirkstoffstabilitatstest

Fir Proliferationsversuche wurden unterschiedliche Wirkstoffe zugesetzt, d.h. in das
Kulturmedium bei 37°C gegeben. Um die Wirkstoffsstabilitdt unter diesen Bedingungen
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zu prifen, l6sten wir Imipramin, ChTX, Pamonsaure und DIDS in DMEM, versetzt mit
dem fétalen Kalberserum (FKS), und inkubierten die Stoffe 48 Stunden bei 37°C in
humider 10%-iger CO, Atmosphare. Die Aktivitat der Wirkstoffe auf die Kaliumstréme
wurde dann mittels elektrophysiologischen Messungen festgestellt.

Wir inkubierten Imipramin als 10 yM Lésung und priften die Wirkung auf hEAG1,
der in Xenopus-Oozyten exprimiert wurde. Der Strom wurde mit der Methode der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme gemessen. Die Badlésung wurde wahrend des
Experimentes durch DMEM ersetzt. Die Applikation des mit FKS versetzten Mediums
reduzierte sofort den hEAG1 Strom. Nach ca. 20 Minuten stellte sich der urspriingliche
Strom wieder ein. Nach dieser Equilibrationsperiode applizierten wir 10 yM Imipramin.
Inkubiertes Imipramin blockte 32+2% (n=4) vom hEAG1 Strom bei +20 mV; frisches
Imipramin 25+6% (n=3). Die Differenz zwischen den zwei Mittelwerten war nicht
signifikant (P>0.05).

ChTX wurde als 200 nM Lésung inkubiert. Die Applikation auf Oozyten, denen
MRNA von mKv1.3-Kanalen injiziert wurde (Stiihmer et al., 1989), ergab folgende Werte
fur den Block bei +30 mV: 1 nM ChTX 7.2+1.3% (n=3); 5 nM 33.5+4.0% (n=5); 10 nM
49.1+4.9% (n=6); 50 nM 66.1+£7.9% (n=3). Die Applikation von frischem ChTX, das mit
dem gleichen Medium verdiinnt wurde, blockte den Kv1.3-Strom auf ahnliche Weise: 1
nM ChTX 8.0£3.3% (n=3); 5 nM 38.4+5.5% (n=4); 10 nM 61.3+9.1% (n=3); 50 nM
71.614.8% (n=3). Die Differenzen zwischen den Mittelwerten fur den Block mit
inkubiertem und frischem ChTX in entsprechenden Konzentrationen waren nicht
signifikant (P>0.05).

Ein Stabilitatstest fir Pamonsaure und DIDS wurde mittels Applikationen auf
IGR1-Zellen (Patch-Clamp-Methode) durchgefiihrt. Pamonsaure und DIDS wurden als
1 mM Loésungen inkubiert. Bei +100 mV blockte 20 pM inkubierte Pamonsaure
24.4+1.7% (n=5) vom Volumen-aktivierten Chloridstrom, 100 pM 59.312.3% (n=3).
20 uM frische Pamonsdaure blockte 37.7+4.9% (n=5), 100 uM 70.1+4.5% (n=4). Die
Mittelwerte zeigten signifikante Differenzen (P<0.05): Die Aktivitdt von Pamonsaure
wurde um ca. 20% wahrend der Inkubation reduziert. 20 uM inkubiertes DIDS blockte
50.215.5% (n=6), 200 yM 84.1+7.8% (n=3) vom Volumen-aktivierten Chloridstrom in
IGR1-Zellen, wobei frisches DIDS 53.0+1.9% (n=10, 20 yM) und 84.7+2.0% (n=6, 200
MM) blockte. Die Mittelwertdifferenz war hier nicht signifikant (P>0.05).

Imipramin, ChTX und DIDS, geldst in DMEM mit fetalem Kalberserum, sind nach
48 Stunden Inkubation bei 37°C in humider 10%-iger CO, Atmosphare stabil geblieben.
Die Aktivitdt von Pamonsaure wurde unter diesen Bedingungen um ca. 20% reduziert.
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Abb. 20 Effekt von Imipramin auf Zellproliferation, Metabolismus und Zellzyklus von IGR1-Zellen
(aus Gavrilova-Ruch et al., 2002).

(A) IGR1-Zellen wurden 48 h mit den in der Abbildung bezeichneten Konzentrationen von
Imipramin (o) und ChTX (m) behandelt. HEK 293 (¥) und CHO-K1 (A) Zellen wurden ebenfalls
mit Imipramin behandelt. Die Daten sind als relative Werte im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle dargestellt. Die Standardfehler wurden anhand von 5 unabhangigen Experimenten
(jeweils 5-8 parallele Messungen fir MTT —oben- und BrdU —unten-) festgelegt. Die Hill-Gleichung
ist an die Daten angepasst. Der halb-maximale Effekt von Imipramin betrug 34 uM bei der MTT-
Methode und 44 pM bei der BrdU-Methode (Hill-Koeffizienten 1.9 bei MTT und 1.5 bei BrdU). (B)
Zellzyklusverteilung der flr 24 h mit den in der Abbildung bezeichneten Imipraminkonzentrationen
behandelten IGR1-Zellen. Die Sterne (*) symbolisieren signifikante Abweichungen von der
Kontrolle (P<0.05) nach ANOVA t-Test.

3.3.1.2 Proliferation der IGR1-Zellen bei Applikation von verschiedenen
lonenkanalblockern

Aufgrund der pharmakologischen Eigenschaften der lonenkanale in IGR1-Zellen war es
moglich zu untersuchen, ob der Block eines bestimmten Kanals die Proliferation der
Zellen beeinflusst. Als Proliferationparameter wurden DNA-Synthesen (BrdU-Test) und
methabolische Aktivitaten der Zellen (MTT-Test) ausgewertet.

Bei einer 48-stlindigen Inkubation mit 10 yM Imipramin nahm der Metabolismus
der IGR1-Zellen signifikant ab. Bei einer Zugabe von 15 pM Imipramin wurde die DNA-
Synthese reduziert. Eine 50%-ige Abnahme der metabolischen Aktivitat entspricht einer
Konzentration von 34 pM Imipramin; eine 50%-ige Abnahme der DNA-Synthese
entspricht einer Konzentration von 44 yM Imipramin (Abb. 20 A). Ab 10 uyM Imipramin
nahm zusatzlich die Zahl der Zellen in der GO/1 Phase zu, wobei gleichzeitig die Zahl
von Zellen in der S- und der G2/M-Phase reduziert wurde (Abb. 20 B). Annexin-V-FITC-
Tests zeigten, dass dieser Effekt nicht einer Imipramin-induzierten Apoptose geschuldet
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Abb. 21 Effekte der Chloridkanalblocker Pamonsaure (o) und DIDS (e) auf die Proliferation der
IGR1-Zellen (nach Gavrilova-Ruch et al., 2002). IGR1-Zellen wurden mit den in der Abbildung
bezeichneten Konzentrationen der Chloridkanalblocker fiir 48 h behandelt. Die Daten sind als
relative Werte in Vergleich zur unbehandelten Kontrolle dargestellt. Die Standardfehler wurden
anhand von 3-5 unabhangigen Experimenten festgestellt.

war (Gavrilova-Ruch et al., 2002). HEK 293 und CHO-K1 Zellen wurden ebenfalls 48 h
mit Imipramin behandelt, um einen generellen zytotoxischen Einfluss dieser Substanz
auszuschlielen. Die Proliferation dieser Zelllinien wurde erst bei Zugabe von 50 uyM
Imipramin beeinflusst (Abb. 20 A). Bei Behandlung mit 100 yM Imipramin wurde eine
hdhere Sterblichkeitsrate in allen getesteten Zelllinien beobachtet.

Um den Beitrag bestimmter lonenkanale zur Proliferation zu untersuchen, hatten
wir IGR1-Zellen mit einem spezifischen Blocker flr Kc,-Kanale (ChTX) und weiteren
spezifischen Blockern flir Chloridkanale (DIDS und Pamonsaure) flr 48 h inkubiert.
Weder bei 500 nM ChTX (Abb. 20 A) noch bei 500 yM Pamonsaure (Abb. 21) wurde ein
Effekt auf die metabolische Aktivitat oder die DNA-Synthese beobachtet. DIDS
reduzierte die metabolische Aktivitat ab 250 uM; DNA-Synthese ab 400 uM (Abb. 21).

Proliferationsversuche mit ChTX, DIDS und Pamonsaure ergaben, dass Kc,- und
Chloridkanale bei der Proliferation von IGR1-Zellen keine entscheidende Rolle spielen
konnen. Der inhibierende Effekt von Imipramin auf das Wachstum der Melanomzellen
I&sst sich also vermutlich durch die Blockade der hEAG1-Kanéle erklaren.

3.3.1.3 Proliferation der IGR39-Zellen bei Applikation von Imipramin und ChTX

Die lonenkanale der IGR39-Zellen waren empfindlich gegeniber der Wirksubstanz
Imipramin: Fir den spannungsabhangigen auswartsgleichrichtenden Kanal betrug der
ICso-Wert 6.411.2 uM; die Kc,—Kanale und die Chloridkanale waren ebenso empfindlich
wie die Kanale in IGR1-Zellen (Tabelle 5).

Die metabolische Aktivitat der IGR39-Zellen nahm erst nach 48-stindiger
Behandlung mit 40 yM Imipramin signifikant ab. Die DNA-Synthese wurde bei dieser
Konzentration ebenfalls signifikant reduziert. Eine 50%-ige Abnahme der metabolischen
Aktivitat entspricht einer Konzentration von 67 pyM Imipramin; eine 50%-ige Abnahme
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Abb. 22 Effekte von Imipramin (o) und ChTX (m) auf die Zellproliferation und den
Metabolismus der IGR39-Zellen. Die Zellen wurden mit den in der Abbildung bezeichneten
Konzentrationen Uber 48 h behandelt. Die Standardfehler wurden anhand von 3-5
unabhangigen Experimenten festgestellt, die Hill-Gleichung ist an die Daten angepasst.

der DNA-Synthese entspricht einer Konzentration von 87 uM (Abb. 22). Die 48-stlindige
Inkubation von IGR39-Zellen mit 500 nM ChTX blieb ohne Effekt. Aufgrund der
qualitativen Zusammensetzung der lonenkanale in IGR1- und IGR39-Melanomzellen
(Tabelle 5) war es mdglich, die Rolle der spannungsabhangigen Kaliumkanale fir die
Proliferation der Melanomzellen zu untersuchen. Beide Zelllinien wurden mit
Imipraminkonzentrationen im Bereich von 1 bis 50 yM 48 Stunden inkubiert. Dabei
wurde ein signifikanter Unterschied im Metabolismus der IGR39-Zellen erst bei einer

Behandlung mit 40 uM Imipramin beobachtet (Abb. 22).

Tabelle 5 Vergleich von lonenkanélen und ihre Empfindlichkeit gegeniiber Imipramin in

IGR1-und IGR39-Zelllinien.

lonenkanalgruppe
EAG
spannungsabhéngiger
Auwértsgleichrichter
Kca-Kanéle
Clyo,-Kanéle

Cs*-durchléssiger
Kationen-Kanal

IGR1/ Empfindlichkeit
gegenliiber Imipramin

ICs0 = 3.4 UM bei +50 mV;
15 uM bei —30 mV

nicht vorhanden

ICs50 =13.8 uM (von -30 bis
50 mV)

ICs0 = 12 uM bei =100 mV,
25 uM bei +100 mV

52% Block mit 100 pM bei
+100 mV

IGR39/ Empfindlichkeit
gegentiiber Imipramin
nicht vorhanden

ICs0 = 6.4 UM (von -20 bis
+50 mV)

ICs0 = 12.6 uM (von -30 bis
20 mV)

55% Block mit 50 uM bei —
100 mV, 51% Block mit 50
UM bei +100 mV

43% Block mit 100 uM bei
+100 mV
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Applikation von 500 nM ChTX reduzierte die metabolische Aktivitat um 50%;
DNA-Synthese um 44%.

Bei IGR1-Zellen war der Effekt schon ab 10 yM Imipramin festzustellen (Abb.
20 A). Das Vorhandensein von Imipramin-empfindlichen spannungsabhangigen
Kaliumkanalen und das Vorhandensein von Kc,- und Cly,-Kandlen mit gleichen
pharmakologischen Eigenschaften in diesen Zelllinien |asst vermuten, dass flr die
Proliferation der Melanomzellen die spannungsabhangigen EAG-Kanale eine
bedeutende Rolle spielen.

3.3.2 Kaliumkanale kontrollieren das Ruhepotential von IGR1-Zellen

Das Ruhepotential der IGR1-Zellen wurde in der ,Current-Clamp“-Konfiguration mit
EGTA in der Pipette gemessen. Unter diesen Bedingungen waren hEAG1-Kanéle aktiv,
Kca-Kanéle dagegen inaktiv. Das Potential der unsynchronisierten IGR1-Zellen betrug
-28.4+1.4 mV (n=45). Die mittlere Stromdichte von hEAG1 lag bei 5.9+0.1 pA/pF bei +60
mV (n=68). Derart unsynchronisierte Zellen zeigten folgende Zellzyklusverteilung: G0/1
48%, S 40%, G2/M 12%.

Um die mdgliche Regulation von hEAG1-Strom und Membranpotential im
Zelllzyklus zu untersuchen, wurden die Zellen mit 1 uM Methotrexat synchronisiert.
Methotrexat inhibiert die DNA-Synthese und synchronisiert die Zellen in der G1/S-Phase
(Vogel et al., 1978; Sen et al., 1990; Richardson et al., 1994). Die externe Applikation
von Methotrexat hatte keinen Einfluss auf hEAG1-, Kq,- oder Chloridkanale. Nach 24-
stiindiger Behandlung mit 1 yM Methotrexat sind 55% der Zellen in der G0/1-, 44% in
der S- und 1% in der G2/M-Phase verblieben. Das Ruhemembranpotential betrug
-26.2+2.3 mV (n=37), die mittlere hEAG1-Stromdichte lag bei 3.5+0.1 pA/pF (n=50). 6 h
nachdem Methotrexat ausgewaschen wurde, erhdhte sich der Prozentsatz der Zellen in
der S- und der G2/M-Phase auf 85%. Beim Eintritt in die G2/M-Phase wurde eine
Erhéhung des Membranpotentials auf -21.2+3.2 mV (n=46) und eine Abnahme der
hEAG1-Stromdichte auf 1.7+0.1 pA/pF (n=79) beobachtet. Diese Daten zeigen, dass
hEAG1 zumeist in der G1-Phase exprimiert. hEAG1-Strom tragt zum Membranpotential
von —28 mV bei und die Stromabnahme depolarisiert beim G1/S-Ubergang das
Ruhepotential.

Weil Imipramin den hEAG1-Strom blockt, kénnte er auch die IGR1-Zellen, die
hEAG1 exprimieren, depolarisieren. Wir gaben zur Uberpriifung dieser Hypothese
Imipramin  wahrend der Ruhepotentialmessungen zu. Dabei schalteten wir
zwischenzeitlich zur ,Voltage-Clamp“-Konfiguration, um die hEAG1-Stromdichte zu
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Abb. 23 Ruhepotential der IGR1-Zellen (nach Gavrilova-Ruch et al., 2002).

(A) In IGR1 Zellen wurde der Effekt von 20 uM Imipramin sowohl auf das Ruhepotential der
Zellmembran (Est) als auch auf eine Stromdichte (I/C) von +50 mV gemessen. Links sind
die Messungen mit der Pipettenlésung ohne ca® dargestellt: Unter solchen Bedingungen
waren hEAG1-Kanale aktiv. Rechts sind die Daten der Experimente mit 800 nM Ca®" in der
Pipettenlésung dargestellt: Die Kcg,-Kanale wurden aktiviert. (B) Verschiebung des
Ruhepotentials bei Applikationen von 10 (o), 20 (e) und 50 uM (o) Imipramin als Funktion
der ursprunglichen hEAG1-Stromdichte bei Depolarisation auf +50 mV. Die Messungen
wurden mit der Pipettenlésung ohne ca* durchgefihrt.

bestimmen. Abb. 23 A stellt solche Experimente dar. Die Zugabe von 20 yM Imipramin
inhibierte den hEAG1-Strom und depolarisierte die Zelle (n=14). In IGR1-Zellen, die
keinen hEAG1-Strom hatten, wurde ein Effekt von Imipramin auf das Membranpotential
nicht beobachtet (n=6).

Das gleiche Experiment wurde mit 800 nM Calcium in der Pipette wiederholt.
Dabei wurde der hEAG1-Strom geblockt und die Kq,- Kanale aktiviert. Abb. 23 A zeigt,
dass das Membranpotential durch 20 pyM Imipramin nicht beeinflusst wurde. Die
Verschiebung des Membranpotentials (AE.) gegen die hEAG1-Stromdichte bei einer
Applikation von 10, 20 und 50 uM Imipramin ist in Abb. 23 B dargestellt. Eine Korrelation
zwischen AE. und I/C ist zu beobachten, wenn der hEAG1-Strom effektiv geblockt wird

(bei 10 uM Imipramin).
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Abb. 24 Empfindlichkeit der hEAG1-Kanale in transfizierten CHO-Zellen gegenlber Imipramin.
(A) [Lésung 1/Losung 4] Das Vorhandensein von hEAG1-Kanalen in transfizierten CHO-
Zellen ist durch die Abhangigkeit der Aktivierungskinetik vom jeweiligen Haltepotential (Cole-
Moore Effekt) leicht festzustellen. Die Zellen wurden nach einem jeweils flir 5 s angelegten
Haltepotential von —120 bzw. -60 mV auf eine Spannung von +50 mV depolarisiert. (B) Block
von hEAG1-Strom in transfizierten CHO-Zellen bei verschiedenen Imipraminkonzentrationen.
Die Amplitude des hEAG1-Stromes hat sich im Laufe des Experimentes reduziert (sog. ,Run-
down“-Effekt). (C) Dosis-Wirkungs-Kurve fir den Block des hEAG1-Kanals in transfizierten
CHO-Zellen mit Imipramin bei +20 mV. Der Strom wurde am Ende des Depolarisationspulses
gemessen und auf den Kontrollwert normiert.

3.4 Mechanismus des Imipramin-Blocks der hEAG-Kanale
3.4.1 Biophysikalische Eigenschaften des hEAG1-Kanal-Blockes durch Imipramin

Um die Empfindlichkeit von hEAG1 auf das trizyklische Antidepressivum Imipramin zu
untersuchen, wurden CHO-Zellen mit hEAG1-Kanalen transfiziert. Die transfizierten
Zellen wurden in der Ganzzell-Konfiguration mit extrazellularer Lésung 1 und
intrazellularer Lésung 4 gemessen. Der in Abb. 24 A dargestellte auswartsgerichtete
Kaliumstrom zeigte bei einer Depolarisation auf +20 mV die fir den hEAG1-Kanal
typische Abhangigkeit vom Haltepotential (sog. Cole-Moore Effekt) (Schénherr et al.,
2002).

In Abb. 24 B ist der Block des hEAG1-Kanals bei einer Depolarisation auf
+20 mV mit zunehmenden Imipraminkonzentrationen dargestellt. Die Anpassung der
Dosis-Wirkungs-Kurve an die Hill-Gleichung ergab einen ICs,-Wert von 4.0+0.5 uM bei
einem Hill-Koeffizient von 0.82+0.09 (Abb. 24 C). Die in Kapitel 3.1.1 dargestellten
Ergebnisse weisen auf eine Spannungsabhangigkeit des Blockes vom hEAG1-Kanal hin
(Abb. 10 C, D).

Abb. 25 A stellt die hEAG1-Stromspuren bei Zugabe von 10 yM Imipramin bei
Testspannungen von 0, +20, +40 und +60 mV dar. Die Kinetik der Stromabnahme wurde
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aus den Stromspuren bei verschiedenen Test-Pulsen mit einer monoexponentiellen
Gleichung angepasst. In Abb. 25 B sind daraus resultierende t,,—VWerte bei Zugabe
von 10 und 20 uM Imipramin als Funktion der Spannung dargestellt. Die Kurven wurden
der Gleichung (2) angepasst. Ausgehend von einer positiven Ladung z=+1 fiir Imipramin
in der Messlosung (pH 7.4), wurde q als effektiver Ladungstransfer vom Blocker-Molekdl
bestimmt. Bei einer Zugabe von 10 uM Imipramin betrug der g-Wert 0.4. Das gleiche
Ergebnis wurde bei der Applikation von 20 yM Imipramin erzielt. Die t—Werte (tppck bei
einem Referenzpotential von 0 mV) wurden auf 44 ms bei Zugabe von 10 yM Imipramin
und auf 48 ms bei Zugabe von 20 uM extrapoliert.

Die in Abb. 25 A dargestellten Stromspuren zeigen, dass zu Beginn des Offnens
der Kanale (0 mV) der Block noch nicht sein Maximum erreicht hat: Der Block wird um
so grolker, je mehr Kanale sich 6ffnen. Dies weist auf den sog. ,Offen-Kanal-Block*-
Mechanismus hin (Aidley und Stanfield, 1996). Fur den ,Offen-Kanal-Block® ist eine
positive lineare Korrelation zwischen der Block—Geschwindigkeit (1/tpock) und der
applizierten Imipraminkonzentration postuliert (Valenzuela et al., 1995). Abb. 25 C stellt
eine solche Korrelation flir den hEAG1-Strom in transfizierten CHO-Zellen dar. Die Tyoc-
Werte wurden aus der Anpassung der experimentellen Stromspuren bei +50 mV an eine
monoexponentielle Gleichung bestimmt. Der Wert 1/t Wurde als Funktion der
applizierten Imipraminkonzentrationen dargestellt. Die Korrelation ist positiv, hat aber
exponentiellen Charakter. Um dieses Ergebnis zu bewerten, haben wir mit Hilfe des
PulseSim-Programmes (HEKA Elektronik) eine Simulation durchgefihrt. Es wurde ein in
Abb. 7 dargestellten Aktivierungsmodell verwendet. Zusatzlich wurde ein Ubergang
zwischen gedffneten Zustand O und einen geblockten Zustand B eingefiihrt.

Abb. 25 D zeigt, dass bei sich ,schnell“ 6ffnenden Kanéalen (die Ubergangsrate
vom geschlossenen zum gedffneten Zustand o betragt 10%s) eine lineare Korrelation
zwischen 1/t,0« Und der Blocker-Konzentration besteht. Bei einer langsameren
Ubergangsrate zum gedffneten Zustand (a=10? /s) stellt sich die Korrelation zwischen
1/t UNA der Blocker-Konzentration exponentiell dar.
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Abb. 25 Die Blockgeschwindigkeit (tpocx) des hEAG1-Kanals in transfizierten CHO-Zellen
héngt von der Test-Puls-Spannung und der Imipraminkonzentration ab.

(A) [Losung 1g/Losung 4] Stromspuren bei Zugabe von 10 uM Imipramin bei Test-
Spannungen von 0, +20, +40 und +60 mV. Die monoexponentielle Gleichung ist an die Daten
angepasst. Daraus wird e als Koeffizient der monoexponentiellen Gleichung bestimmt. (B)
Toiock D€ Applikation von 10 und 20 uM Imipramin als Funktion der Spannung (n=6). Die
Gleichung (2) ist an die Daten angepasst, daraus wird der Wert q fir den effektiven
Ladungstransfer vom Blocker-Molekil bestimmt. (C) 1/t,0 als Funktion der zugegebenen
Imipraminkonzentration. 1, ist aus den Stromspuren bei einer Test-Spannung +50 mV, wie
unter (A) beschrieben, bestimmt worden (n=5-7). Eine monoexponentielle Gleichung ist an die
resultierenden Daten angepasst. (D) 1/t,0 als Funktion der Blockerkonzentration. Die
Simulation wurde mit Hilfe des Zustandsmodelles fir den EAG-Kanal durchgefiihrt. Zwei
verschiedene Ubergangsraten (a) zum gedffneten Zustand wurden eingegeben. Die
berechneten Daten sind fiir o=10’/s auf die lineare Gleichung, fir a=10%s auf die
monoexponentielle Gleichung angepasst.
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Abb. 26 Die Riickkehrkinetik aus dem blockierten Zustand des hEAG1-Kanals bei Zugabe
von 20 pM Imipramin ist unabhangig vom Haltepotential.

(A) [Lésung 1,,/Losung 4] Stromspuren beim Anlegen von Doppelpulsen (Haltepotentiale -50
und -90 mV). Die Zeitdauer zwischen dem 1. und dem 2. Puls variierte von 10 bis 640 ms. (B)
Dargestellt ist das Verhaltnis der maximalen Stromamplitude bei dem 1. Puls und dem 2. Puls
zur Zeitdauer zwischen den Pulsen. Die monoexponentiellen Gleichungen sind an die Daten
aus den Messungen bei Haltepotentialen von -50 mV (o) und -90 mV (e) angepasst.

Der hEAG1-Kanal gehért zu den sich ,langsam® o6ffnenden Kanalen. Alle
Experimente mit Imipramin wurden mit extrazelluléarer Losung 1 ohne Magnesium-
Zugabe durchgefiihrt. Die Ubergangszeit zum gedffneten Zustand unter solchen
Bedingungen betrug 26.2+6.1 ms (n=8). Als Zeitkonstante wurde hier der tqo,—Wert
angenommen. Dieser wurde wie in Abb. 9 C berechnet. Die experimentellen Daten
(Abb. 25 C) entsprechen danach dem Modell eines ,Offen-Kanal-Block® flir einen sich
slangsam® 6ffnenden Kanal. Die exponentielle Korrelation in Abb. 25 C wird durch die
Uberlagerung von Werten fiir die Aktivierungzeit des Kanals und die Block—
Geschwindigkeit bei hohen Depolarisationsspannungen verursacht.

Um herauszufinden, mit welcher Geschwindigkeit Imipramin-Molekiile den Kanal
verlassen, applizierten wir in Anwesenheit von 20 yM Imipramin die Doppelpulse von
einem Haltepotential von -50 mV auf die Testspannung von +50 mV mit verschiedenen
Zeitabstanden (Abb. 26 A). Bei einem Zeitabstand von 10 ms war die maximale
Stromamplitude bei dem 1. Test-Puls deutlich gréler als die des 2. Test-Pulses. Bei
einem Zeitabstand von 120 ms war kein Unterschied in der Stromamplitude zwischen
den zwei Pulsen zu beobachten.
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Abb. 27 Block von hEAG1-tail“-Stromen in transfizierten CHO-Zellen bei Zugabe von
Imipramin.

[Losung 3e,/LOsung 4] Bei Applikation von 10 uM Imipramin wird die Amplitude des ,tail*-
Stroms reduziert und die ,Schliel-Phase“ verlangsamt. Die Zelle wurde von einem
Membranpotential von —100 mV auf eine Spannung von +50 mV fur 100 ms depolarisiert und
anschliefend fir 100 ms bei -100 mV repolarisiert.

Die Anpassung der exponentiellen Gleichung an die Rickkehrkinetik aus
blockiertem Zustand (Abb. 26 B) ergab eine Zeitkonstante von 30.9£2.3 ms (n=4). Es
wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den Zeitkonstanten bei der Applikation
von 5 uM (32.1+2.3, n=6) und 10 pyM Imipramin (32.814.8, n=4) festgestellt. Dasselbe
Pulsprotokoll wurde bei einem Haltepotential von -90 mV wiederholt. Die Rickkehrzeit
hat sich jedoch nicht geandert. Bei Applikation von 20 pM Imipramin wurde eine
Zeitkonstante von 29.5+2.9 ms (n=4) bestimmt, bei Applikation von 5 yM 35.8+4.6 ms
(n=6), bei Applikation von 10 yM 35.7+3.6 ms (n=4). Die erhaltenen Daten zeigen, dass
die Dissoziationsgeschwindigkeit der Imipramin-Molekiile im hEAG1-Kanal unabhangig
von der Substanzkonzentration und dem Haltepotential ist.

Die bei Repolarisation entstehenden Stréme (sog.,tail"-Strome) wurden in der
extrazellularen Losung mit erhdhter K'-Konzentration (Lésung 3) gemessen. Bei
Applikation von 10 uyM Imipramin wurde die Amplitude des ,tail"-Stroms auf 27.245.3%
(n=5) reduziert (Abb. 27). Die Zeit fur das Schlielen des Kanals verlangerte sich bei
Zugabe von Imipramin. Die Anpassung der ,Schlie3“-Phase des ,tail"-Stroms an eine
exponentielle Gleichung ergab eine Zeitkonstante von 1.51£0.07 ms (n=24) in der
Kontrolle, 1.71£0.13 ms (n=17) bei der Applikation von 1 yM Imipramin und
2.35+0.16 ms (n=5) bei der Applikation von 10 uM Imipramin. Diese Mittelwerte sind
signifikant unterschiedlich (P<0.05).
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Abb. 28 Block von hEAG1-,tail“-Stromen in transfizierten CHO-Zellen bei Zugabe von Imipramin.

(A) [LOsung 3.,/Losung 4] ,tail“-Strome bei verschiedenen Depolarisationspulsen. Die Zelle wurde
ausgehend von einem Membranpotential von —100 mV fir 1000 ms depolarisiert und anschlieRend
fur 100 ms auf eine Spannung von -120 mV repolarisiert. (B) Die Peak-Amplitude des ,tail“-Stroms
aus Messungen wie unter (A) beschrieben in der Kontrolle (o) und bei Applikation von 10 yM
Imipramin (e). (C) ,tail*-Stréme bei verschiedenen Repolarisationspulsen. Die Zelle wurde von
einem Membranpotential von —80 mV auf eine Spannung von +50 mV fir 100 ms depolarisiert und
anschlieftend fir 100 ms repolarisiert. (D) Die Peak-Amplitude des ,tail“-Stroms aus Messungen wie
(C) in der Kontrolle (o) und bei Applikation von 10 yM Imipramin (e). (E) Die ,tail*-Stréme werden
bei Zugabe von 10 yM Imipramin (e) in gleichen Verhaltnissen wie die bei der Depolarisation
entstehenden Stréme (o) geblockt. Die Daten wurden aus Messungen wie unter (A) beschrieben
erzielt. Die ,tail“-Stréme bei verschiedenen Repolarisationspulsen bei 10 yM Imipramin sind nur

leicht von der Spannung abhangig (A). Die Daten wurden aus Messungen wie unter (C)
beschrieben erzielt.
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Imipramin hat eine Saurekonstante (pK,) von 9.5 und ist in Wasserldésungen bei
pH 7.0 positiv geladen (Mathie et al., 1998). Die Ladung des Imipramin-Molekdls in dem
transmembranalen elektrischen Feld des Kanals kann die Spannungsabhangigkeit des
Blocks verursachen. Um zu untersuchen, ob der spannungsabhangige Charakter des
Blocks vom spannungsabhangigen Schaltverhalten des Kanals oder von der
Wechselwirkung der geladenen Imipramin-Molekile mit dem transmembranen
elektrischen Feld verursacht wird, hatten wir die Amplitude des ,tail"-Stromes bei
Applikation von 10 yM Imipramin in 5 Zellen unter variablen Depolarisationspulsen
gemessen (Abb. 28 A, B). Die ,tail"-Strome wurden jedoch zum gleichen Prozentsatz
wie die auswartsgerichteten Strome am Ende der Depolarisationsphase geblockt (Abb.
28 E). Bei variablen Hyperpolarisationspulsen war die Abnahme der Amplitude des ,tail"-
Stromes bei Applikation von 10 yM Imipramin in 5 Zellen von der Spannung nahezu
unabhangig (Abb. 28 C, D, E). Dies weist darauf hin, dass nicht die positive Ladung der
Imipramin-Molekile, sondern das spannungsabhangige Schaltverhalten des Kanals
einen Einfluss auf den spannungsabhangigen Charakter des Blockes hat.

Um zu prufen, ob Imipramin-Molekiile den Kanal von der Auf3en- oder Innenseite
der Membran blocken, wurde hEAG1 in Xenopus-Oozyten exprimiert. Abb. 29 zeigt den
Vergleich der Dosis-Wirkungs-Kurve bei der Imipramin-Applikation auf die Innenseite der
Membran (,Inside-Out* Konfiguration) zu der auf die Aul3enseite der Membran (,,Outside-
Out* Konfiguration). Der Block war nahezu unabhangig davon, ob von der Aulienseite
oder von der Innenseite der Membran appliziert wurde.
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Abb. 30 Empfindlichkeit von hEAG2-Kanalen in transfizierten CHO-Zellen gegeniiber Imipramin.
(A) [Lésung 1¢,/Losung 4] Das Vorhandensein von hEAG2-Kanélen in transfizierten CHO-Zellen
ist durch die Abhangigkeit der Aktivierungskinetik vom jeweiligen Haltepotential (Cole-Moore
Effekt) leicht festzustellen. Die Zellen wurden nach einem jeweils fiir 5 s angelegten Haltepotential
von —120 bzw. -60 mV auf eine Spannung von +50 mV depolarisiert. (B) Block von hEAG2-Strom
in transfizierten CHO-Zellen bei verschiedenen Imipraminkonzentrationen. (C) Dosis-Wirkungs-
Kurven fir hEAG2-Kanale bei verschiedenen Test-Spannungen. Bei +20 mV (e) wurde ein 1Csq-
Wert von 78.6£24.5 uyM und ein Hill-Koeffizient von 0.94+0.28 erzielt, bei +50 mV (o) betrug der
ICso-Wert 33.1£8.0 uM, der Hill-Koeffizient 0.78+0.15.
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3.4.2 Block des hEAG2-Kanals durch Imipramin

Im humanen Genom gibt es zwei Mitglieder der EAG-Subfamilie (Schonherr et al., 2002;
Ju und Wray, 2002). Der hEAG2-Kanal unterscheidet sich hinsichtlich der
Empfindlichkeit auf Blocker-Substanzen deutlich vom hEAG1-Kanal.

Um zu prifen, ob sich die Empfindlichkeit des hEAG2-Kanal auf Imipramin
ebenfalls von der des hEAG1-Kanals unterscheidet, wurde der hEAG2 in CHO-Zellen
exprimiert. Der in Abb. 30 A dargestellte Kaliumstrom war deutlich von den
Vorpulsspannungen abhangig (Schonherr et al., 2002).

In Abb. 30 B ist der Block des hEAG2-Kanals bei einer Depolarisation auf +20 mit
zunehmenden Imipraminkonzentrationen dargestellt. Die Anpassung von der Dosis-
Wirkungs-Kurve an die Hill-Gleichung ergab einen ICs-Wert von 78.6+24.5 uM bei
einem Hill-Koeffizient von 0.94+0.28 (Abb. 30 C).

Die in Abb. 30 C dargestellten Daten weisen auf die Spannungsabhangigkeit des
Blocks hin. Der Vergleich von ICso-Werten fir hEAG1- und hEAG2-Kanale zeigt, dass
bei einer Spannung von +50 mV die Empfindlichkeit des hEAG1-Stromes gegenlber
Imipramin um den Faktor 10 hoher als die Empfindlichkeit des hEAG2-Stromes ist
(Tabelle 6).

Um den molekularen Mechanismus dieses Unterschiedes zu untersuchen,
wurden verschiedene Chimaren verwendet (Abb. 31):
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Abb. 31 Schematische Darstellung von Chimeren E2-p1 (hEAG2-Kanal mit Porenbereich und
S6-Segment von hEAG1), E1-p2 (hEAG1-Kanal mit Porenbereich und S6-Segment von hEAG2),
E2-c2 (hEAG1-Kanal mit Porenbereich und S1-S6 Segmenten von hEAG2).

hEAG1 Abb. 32 Dosis-Wirkungs-Kurven bei +50 mV fiir
E2-p1 den Block der Stréme in den mit hEAG1- (o),
E1-p2 Mutant SVTI- (o), Chimare E2-p1- (A),
E1-c2 Chiméare E1-p2- (V¥), Chimare E1-c2- (m) und
hEAG2 hEAG2-DNA (e) transfizierten CHO-Zellen bei
Zugabe von Imipramin. Der Strom wurde am
Ende des Depolarisationspulses gemessen (s.
z.B. Versuche zu Abb. 24) und auf den
Kontrollwert normiert.
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Tabelle 6 Werte fiir ICso und Hill-Koeffizienten bei der Anpassung der Dosis-Wirkungs-
Kurven an die Hill-Gleichung.

hEAG1 SvTI E2-p1 E1-c2 E1-p2 hEAG2
ICso-Wert,
UM, 3.610.6 4.5+1.2 11.0£2.7 30.3t11.4  8.8+2.2 33.1+8.5
+50 mV
Hill-

Koeffizient, 0.94+0.11 0.89+0.31 1.02+0.27 1.01+0.37 0.84+0.34 0.78%0.15
+50 mV

Eine Doppelmutante vom hEAG1-Kanal (S436T<V4371) wurde auch getestet.
Gessner und Kollegen zeigten, dass die Empfindlichkeit des hEAG1-Kanals gegenlber
dem Blocker Clofilium und seinem Analog LY 97241 wesentlich hoher als die
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Empfindlichkeit von hEAG2 ist (Gessner et al., 2004). Die Empfindlichkeit der hEAG1-
Mutante S436T-V437I war jedoch mit der des hEAG2-Kanals vergleichbar.

Die Empfindlichkeit von Chimaren und Mutanten gegentber Imipramin ist in Abb.
32 und in der Tabelle 6 dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass die S436T-V437I-
Mutante eine ahnliche Empfindlichkeit gegenlber Imipramin hat wie ein hEAG1-Wildtyp.
Die Empfindlichkeiten der Chimaren E2-p1 und E1-p2 liegen zwischen den
Empfindlichkeiten vom hEAG1-WT und vom hEAG2-WT. Die Empfindlichkeit von
Chimare E1-c2 gegeniber Imipramin war mit der Empfindlichkeit von hEAG2
vergleichbar.

Die ahnliche Empfindlichkeit gegentber Imipramin bei der S436T+V437I-Mutante
und dem hEAG1-WT lasst vermuten, dass Imipramin-Molekile eine andere Bindestelle
als Clofilium, Quinidin oder TBA Molekile besitzen (Gessner et al., 2004). Die geringere
Empfindlichkeit der Chimaren E1-p2 und E2-p1 gegeniber Imipramin kann sowohl auf
den ausgetauschten Porenbereich mit dem S6-Segment als auch auf das veranderte
Schaltenverhalten der Chimaren (Gessner et al., 2004) zurlickgeflihrt werden: Die
Aktivierung der Chimare E2-p1 ist im Vergleich mit hEAG2-WT in Richtung der
positiveren Spannungen stark verschoben, die Aktivierung der Chimare E1-p2 ist im
Vergleich mit hEAG1-WT in Richtung der negativeren Spannungen verschoben. Die
relativ niedrige Empfindlichkeit der Chimare E1-c2 in Vergleich zum hEAG1-WT spricht
daflr, dass die Imipramin-Bindestelle im Bereich zwischen den S1- und S6-Segmenten
liegt.

3.5  Wechselwirkung von EAG-Kaliumkanalen mit Fettsauren

3.5.1 Ungesattigte Fettsduren aktivieren Kaliumkanale der EAG-Subfamilie

Eine direkte Wechselwirkung mit Fettsduren ist flr viele lonenkanale bekannt (Meves,
1994). Die molekularen Mechanismen sowie die physiologische Bedeutung dieser
Wechselwirkungen sind noch zu klaren. Eine der vielen physiologischen Funktionen der
Fettsduren ist deren neuroprotektiver Effekt: Die Inhibierung der Na*-Strome und die
gleichzeitige Aktivierung der nicht-inaktivierenden Kaliumkanale durch Fettsauren
schitzt vermutlich die Neuronen vor erhéhter Erregbarkeit (Piomelli, 1998; Colbert and
Pan, 1999; Lauritzen et al., 2000). Die Wechselwirkung der in dem neuronalen Gewebe
vorhandenen Kaliumkandle der EAG-Familie mit Fettsduren soll in diesem
Zusammenhang untersucht werden.
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Abb. 33 Aktivierung von hEAG1-Kanélen in transfizierten CHO-Zellen durch AA.

(A) [LOsung 2 mit 2 mM Mgz+/Lt'>sung 4,] Die Zellen wurden nach einem jeweils fir 5 s
angelegten Haltepotential von —130 bis —40 mV auf eine Spannung von +50 mV depolarisiert.
Die Gleichung (7) ist an die Strom-Spuren angepasst. Die Werte flr 14, und Pgy, sind daraus
abgeleitet. (B) Applikation von 10 uM AA beschleunigt die Aktivierungskinetik des Kanals. (C)
Tsiow IN der Kontrolle (o) und nach der Applikation von 10 uM AA (e). (D) P, in der Kontrolle (o)
und nach der Applikation von 10 uM (e) AA. Die Gleichung (8) ist an die Pg,,-Kurve angepasst.
(F) Die Strom-Spannungs-Kennlinien sind von den gemessenen Strom-Spuren (E) abgeleitet. In
der Kontrolle (o) wird der Strom ab —10 mV registriert. Die Applikation von 10 yM AA verschiebt
die IV-Kurve nach links: Der hEAG1-Strom wird schon ab —30 mV registriert (o). Die Gleichung
(5) ist an die IV-Kurven angepasst.

Ein weiterer Aspekt ist die Wirkung von verschiedenen Fettsduren auf
Krebszellen. Die Proliferation von verschiedenen Tumorzellen wird von ungesattigten
Omega-6-Fettsduren (z. B. EPA) inhibiert, wobei ungesattigte Omega-3-Fettsauren (z.B.
Linolsaure) das Wachstum von Krebszellen beschleunigen (De Vries und van Noorden,
1992). Es wird jedoch angezweifelt, ob diese Wirkung auf alle Arten von Tumor-Zellen
Ubertragbar ist (Diggle, 2002). Generell werden cis-ungesattigte Fettsauren, die die
Bildung von freien Radikalen verursachen kénnen, als zytotoxische Substanzen fir
Krebszellen betrachtet (Das, 1992; 2002; Cantrill et al., 1997).

Da die Kanale der EAG-Familie in diversen Tumor-Zellen vorkommen und
vermutlich eine wichtige Rolle fur die Proliferation dieser Zellen spielen (Bianchi et al.,
1998; Pardo et al.,, 1999), ist das Wissen (ber die Regulation dieser Kanale durch

Fettsauren von Bedeutung.
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Zu Zeit ist Uber die Wechselwirkung von Kaliumkanalen der EAG-Familie mit
Fettsauren wenig bekannt. Die Effekte von Arachidonsaure auf den hERG1-Kanal und
von Retinolsdure auf den hEAG1-Kanal sind allerdings beschrieben (Meyer und
Heinemann 1999; Schledermann et al., 2001). Die untersuchten Fettsauren erhéhen die
auswartsgerichteten Strome in hEAG1- und hERG1-Kanalen. Der ,tail“-Strom des
hERG1-Kanals wurde von Arachidonsdure inhibiert.

Abb. 33 A, B stellen die Spuren von hEAG1-Strom in einer transfizierten CHO-
Zelle bei Depolarisation auf +50 mV in der Kontrolle sowie bei der extrazellularen
Applikation von 10 yuM AA dar. Bei Applikation von 10 uM AA erhohte sich der Strom am
Ende der stabilen Phase um 27%. Die Aktivierungkinetik des hEAG1-Stroms kann mit
der Gleichung (7) beschrieben werden. Die Zeitkonstante 14, und die
Wahrscheinlichkeit des Zustandes Ciangsam (P siow) Wurden wie unter 3.1.1 beschrieben
ausgewertet. Die Abhangigkeit von 1y, Und P ., von dem Haltepotential ist in Abb. 33
C, D zu sehen. Bei Applikation von 10 yM AA vermindern sich die Werte von 1y, und
Psiow- In der Kontrolle betrug der mittlere Wert fiir 15, 104.916.5 ms, bei der Applikation
von AA 53.6t4.4 ms. Die Anpassung der Kurven von Abb. 33 D an die Boltzman-
Gleichung (8) ergab Vy-Werte von —73 mV in der Kontrolle (Steigungsparameter
ky=9.1 mV) und von —-82 mV (k,=9.6 mV) bei der Applikation von AA. Die Verschiebung
des Vy-Wertes in einen Bereich negativerer Spannungen deutet auf eine friihere
Aktivierung der einzelnen Untereinheiten des hEAG1-Kanals bei der Applikation von AA
hin. Der Effekt von AA war nach Waschen mit 5% BSA komplett reversibel.

Abb. 33 F stellt die Strom-Spannungs-Kennlinien von hEAG1-Strom in
transfizierten CHO-Zellen in der Kontrolle und bei der Applikation von 10 uM AA dar. Die
Anpassung der Kurven an die Gleichung (5) ergab V,-Werte von 1.7 mV in der Kontrolle
(Steigungsparameter k,=12.7 mV) und von —19.2 mV (k,=9.1 mV) bei der Applikation
von 10 uM AA. Die Verschiebung des V,-Wertes von -20.9 mV in Richtung negativerer
Spannungen deutet auf eine frilhere Offnung des hEAG1-Kanals bei der Applikation von
AA hin.

Die Ergebnisse gleicher Experimente mit 6 verschiedenen Zellen sind in Tabelle
8 (Spalte ,2 Mg“) dargestellt.

Die Erhéhung der Stromamplitude sowie die Beschleunigung der
Aktivierungskinetik bei Applikation von AA wurden ebenso bei der Applikation von 1, 5
und 20 uM AA beobachtet. Die Effekte waren konzentrationsabhangig (Abb. 34 A, B).
Die Konzentrationsabhangigkeit der Verschiebung des Parameters V, (Auswertung von
IV-Kurven) in Richtung negativerer Spannungen ist in Abb. 34 C, D dargestellt.
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Abb. 34 Die Aktivierung von hEAG1-Kanélen in tranfizierten CHO-Zellen durch AA hangt von der
AA-Konzentration ab.

(A) Das Verhaltnis der Zeitkonstanten 14, bei Applikation von AA zur Kontrolle ist als Funktion der
AA-Konzentration dargestellt. t5,,-Werte wurden bei der Anpassung von Strom-Spuren wie in
Abb. 33 (A, B) anhand der Gleichung (7) abgeleitet. Die Hill-Gleichung ist an die resultierende
Kurve angepasst. Der ICsp-Wert betrug 2.9+0.5 uM, der Hill-Koeffizient 0.711£0.08. (B) Die
Erhéhung der Stromamplitude bei Depolarisation auf +20 mV bei der Applikation von AA als
Funktion der AA-Konzentration. Die Anpassung der Hill-Funktion an die Daten ergab einen 1Csq-
Wert von 4.5t1.4 uyM und einen Hill-Koeffizienten von 1.06+0.40. (C) Normierte IV-Kurven fir 6
Zellen in der Kontrolle (o), bei der Applikation von 1 yM (e) und 10 uM AA (A). Die Anpassung
der Kurven an die Funktion (5) ergab einen V,-Wert von 0.2 mV (k,=13.2 mV) in der Kontrolle,
einen V,-Wert von -14.0 mV (k,=12.6 mV) bei der Applikation von 1 yM AA und einen V,-Wert von
-35.1 mV (k,=7.0 mV) bei der Applikation von 10 uM AA. (D) Die Verschiebungen der V,-Werte
bei der Anpassung der Funktion (5) an die einzelnen IV-Kurven sind AA-konzentrationsabhangig.
Die Hill-Funktion ist an die Daten angepasst. Der ICso-Wert betrug 8.1£2.2 pM, der Hill-Koeffizient
0.61£0.4, der maximale Wert 52.3t4.1 mV. (E) Die Verschiebungen der V,-Werte bei der
Anpassung der Gleichung (8) an die einzelnen Pgq,-Kurven sind AA-konzentrationsabhangig.

Um zu priifen, ob die Veradnderung von allen Parametern durch das frilhere Offen
des Kanals zu klaren ist, hatten wir die Zellen nach dem Halten bei Vorpulsen von -130
bis -40 mV (10 mV-Schritte) auf +20, +50 und +80 mV depolarisiert. Falls es nur die
Effekte der Verschiebung der Strom-Spannungs-Kennlinie bei der Applikation von
10 uM AA um 30 mV sind, sollten die t4o,-Werte bei der Applikation von AA bei +20 mV
mit den tgn—Werten bei +50 mV in der Kontrolle tbereinstimmen. Das Gleiche wiirde
fur die Werte bei +50 mV bei Applikation von AA und bei +80 mV in der Kontrolle gelten.
Die Messungen sind in der Tabelle 7 dargestellt. Die Daten zeigen, dass neben dem
friheren Offnen des Kanals bei der Applikation von 10 uM AA zusétzliche Mechanismen
eine Rolle spielen: Die Mittelwerte bei der Applikation von AA bei +20 mV unterschieden
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Abb. 35 Die Aktivierungskonstanten 1, fir hEAG1-Kanale in der Kontrolle (graue Balken)
sowie bei der Applikation von 10 pM AA (schwarze Balken) hdngen von der externen M92+—
Konzentration ab. Die Zeitkonstanten wurden bei der Anpassung der Gleichung (7) an die
Strom-Spuren, wie in Abb. 33 (A, B), abgeleitet. Die Anzahl der gemessenen Zellen bei
jeder M92+—Konzentration ist aus Tabelle 8 ersichtlich.

Tabelle 7 Aktivierung des hEAG1-Kanals in transfizierten CHO-Zellen bei verschiedenen
Depolarisationspulsen.

Tsiow DEI +20 MV, ms  tqon bei +50 mV, ms  zyo4 bei +80 mV, ms

n=5 n=5 n=4
Kontrolle 157.5+18.2 87.2+14.9 52.3+6.8
10 uM AA 39.0+13.6 16.9+2.7 -

sich signifikant von den Mittelwerten bei +50 mV in der Kontrolle (P<0.05). Das Gleiche
gilt fir die Werte bei +50 mV bei der Applikation von AA und den Werten bei +80 mV in
der Kontrolle.

Ein weiteres Anliegen war es zu untersuchen, ob der Effekt von AA auf hEAG1-
Kanale von der Konzentration des externen Magnesiums abhangig ist.

Aus Tabelle 8 ist zu ersehen, dass die prozentuale Stromzunahme und die
Verschiebung des V,-Wertes in Richtung negativerer Spannungen bei der Applikation
von 10 uM AA von der externen Mg?*-Konzentration unabhangig sind (die Unterschiede
zwischen den in Tabelle 8 dargestellten Mittelwerten sind nicht signifikant, P>0.05).

Die Werte fir die Beschleunigung von tg,, bei der Applikation von 10 pM AA
unterscheiden sich bei verschiedenen Mg®*-Konzentrationen in externer Lésung. Der
Unterschied zwischen den t4.,-Werten in der Kontrolle zu den bei der Applikation von
10 uM AA erhaltenen Werten ist bei 2 mM Mg* am héchsten.

Die Abb. 35 zeigt die 14,w-Werte in der Kontrolle sowie bei Applikation von 10 uM
AA bei verschiedenen Mg?-Konzentrationen. Der Charakter der Abhangigkeit der
Aktivierungskinetik von der Mg?*-Konzentration bei der Applikation von 10 pM AA zeigt
die gleiche Tendenz wie in der Kontrolle: Die zunehmende Mg*-Konzentrationen
verlangsamen die Aktivierung. Bei Abwesenheit von Mg® in der externen L&sung
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wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den t4,,-Werten in der Kontrolle und
denen bei der Applikation von 10 pM AA festgestellt (tgiowkont=26.216.1;
Tsiow an=19.815.1; P>0.05). Bei Zugabe von externem Mg2+ unterscheiden sich die Tgou-
Werte in der Kontrolle und bei der Applikation von 10 uM AA signifikant (P<0.05) (s. Abb.
35).

Tabelle 8 Aktivierung des hEAG1-Kanals in transfizierten CHO-Zellen bei Applikation
von 10 uM AA.

0 Mg 1 Mg 2 Mg 5 Mg 10 Mg
n=10 n=8 n=6 n=9 n=3
Erhéhung der
Stromamplitude bei 81.8124.9 88.6£15.4 86.2+21.0 80.11£9.7 106.9+11.4
+20mV, %
Verschiebung des

Vi-Wertes, mV -10.1£2.0 -8.4x24  -14.8+3.9 -9.2+2.1 -12.7+£3.0

Verschiebung des

Vi-Wertes, mV -25.6x2.7 -24.9+4.7 -2591+3.9 -21.6+2.3 -
Tstow A&/ Tsiow Kont. 0.7610.05 0.66+0.06 0.42+0.09 0.64+0.03 0.50+0.08
bei Depolarisation * * * *
auf +50 mvV

* bedeutet signifikanten Unterschied zwischen 1¢ow aa UNd Tsiow kont. (P<0.05)
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Abb. 36 Aktivierung von hEAG1-Kanalen in transfizierten CHO-Zellen durch ETYA.

(A) [Lésung 2, mit 2 mM MgZ+/Lésung 4;,] Die transfizierte CHO-Zelle wurde nach einem
jeweils fir 5 s angelegten Haltepotential von -130 bis —40 mV auf eine Spannung von +50 mV
depolarisiert. Die Gleichung (7) ist an die Strom-Spuren angepasst. (B) Applikation von 10 yM
ETYA beschleunigte die Aktivierungskinetik des Kanals. Die Strom-Spuren sind an die
Gleichung (7) angepasst. Die Werte fiir die Zeitkonstante 144, in der Kontrolle und bei der
Applikation von 10 uM ETYA sind im Text dargestellt. (C) Pgw ist vom Haltepotential abhangig
und wird niedriger bei der Applikation von 10 uM ETYA (e) im Vergleich zur Kontrolle (o). Die
Gleichung (8) ist an die Pgq,-Funktionen angepasst. (D) Die Strom-Spannungs-Kennlinien
sind bei der Bearbeitung der gemessenen Strom-Spuren, wie in Abb.33 (E, F) beschrieben,
abgeleitet.

Die Applikation von 10-20 uM 5,8,11,14-Eicosatetrainsdure (ETYA) blockt alle
Enzyme, die ungesattigte Fettsduren metabolisieren: Lypoxygenase, Cyclooxygenase,
Zytochrom P-450 (Capdevila et al., 1988). Abb. 36 A, B stellen die Spuren von hEAG1-
Strom in ftransfizierten CHO-Zellen in der Kontrolle und nach der extrazellularen
Applikation von 10 yM ETYA dar. Die Applikation von ETYA verringerte die
Zeitkonstante g, von 132.6£18.1 ms (Kontrolle) auf 99.8£15.1 ms: Die Aktivierung des
Kanals wurde signifikant beschleunigt (P<0.05). Die Wahrscheinlichkeiten des
Zustandes Cipngsam (Psiow) in der Kontrolle und bei der Applikation von ETYA sind in Abb.
36 C dargestellt. Die Anpassung der Kurven von Abb. 36 C an die Boltzmann-Gleichung
(8) ergab den V,-Werte von —76 mV in der Kontrolle (Steigungsparameter k,=10.2 mV)
und von —81 mV (k,=12.1 mV) bei der Applikation von ETYA.

In Abb. 36 D sind die Strom-Spannungs-Kennlinien in der Kontrolle sowie bei der
Applikation von 10 uM ETYA dargestellt. Die Anpassung der Kurven an die Gleichung
(5) ergab V,-Werte von 14.3 mV in der Kontrolle (Steigungsparameter k,=15.3 mV) und
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von 10.9 mV (k,=14.8 mV) bei der Applikation von 10 uM ETYA. Es wird deutlich, dass
die beobachtete Erhéhung des hEAG1-Stroms, die Beschleunigung der Aktivierung und
die Verschiebung des V,—Wertes in Richtung negativerer Spannungen eine direkte
Wirkung von ETYA ist.

Um zu untersuchen, ob die Applikationen anderer ungesattigter Fettsauren
gleiche Effekte wie AA und ETYA auf hEAG1-Kanale haben, wurden cis-5,8,11,14,17-
Eicosapentaensaure (EPA), cis-9,12,15-Octadecatriensaure (Linolensaure, LNA) und
cis-9-Octadecensaure (Oleinsaure, OA) in einer Konzentration von 10 pM auf
transfizierte CHO-Zellen extern zugegeben. EPA und Linolensaure beschleunigten die
Aktivierung, erhdhten die Stromamplitude und verschoben den V,—Wert in Richtung
negativerer Spannungen. Dabei verursachte die Applikation von 10 uM EPA (Fettsaure
mit 5 ungesattigten Bindungen) einen grolieren Effekt als 10 uM Linolensaure (Fettsaure
mit 3 ungesattigten Bindungen). Der Effekt wurde geringer bei der Applikation von
Oleinsaure (Fettsdure mit einer ungesattigten Bindung) (Tabelle 9). Dies zeigt, dass die
Wirkung von Fettsauren von deren Anzahl ungesattigter Bindungen abhangig ist.

Eine weitere Frage war, ob die ungesattigten Fettsauren den hEAG1-Strom auch
in anderen Zellsystemen (Melanomzellen) aktivieren kdnnen. Appliziert wurden AA,
EPA, Linolensaure, Oleinsdure und ETYA in einer Konzentration von 10 uM. Die
Ergebnisse sind in der Tabelle 10 dargestellt. Der Effekt ist deutlich von der Anzahl der
ungesattigten Bindungen abhangig und mit dem in transfizierten CHO-Zellen
vergleichbar. Der groRRere Effekt bei der Applikation von 10 uM EPA in CHO-Zellen
erklart sich vermutlich durch die unterschiedliche Herkunft der Substanzen: Fur die
Messungen in CHO-Zellen wurde EPA als 100%-iger Wirkstoff von der Firma Sigma
erworben, fur die Messungen in IGR1-Zellen wurde EPA von der Firma ICN als
10 mg/ml Ethanol-Ldsung bezogen.
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Tabelle 9 Aktivierung des hEAG1-Kanals in transfizierten CHO-Zellen bei Applikation
von ungeséttigten Fettsduren in einer Konzentration von 10 uM.

AA EPA ETYA LNA OA
n=6 n=7 n=5 n=3 n=4
Erhéhung der
Stromamplitude bei ~ 50.0+£15.7 57.8£15.0 26.24¢3.1 34.6x11.6 4.7+4 1
+50 mV, %
Erhéhung der

Stromamplitude bei  86.2+21.0 123.4+45.0 33.7%7.7 26.5%11.6 12.8%4.0
+20mV, %

Verschiebung des -14.84£3.9 -5.7¢1.3 -8.814.8 -3.5¢1.7 -1.6x£1.0
Vih-Wertes, mV
Verschiebung des ~ -25.9%+3.9 -36.5%+2.6 -9.9+1.4  -26.3+8.1 -1.0+£0.9
V,-Wertes, mV
Tsiowas/ Tsowkont. ~ 0.42+£0.09  0.19+0.03 0.64+0.05 0.50+0.06 1.11£0.30
auf +50 mv * * * *

Tabelle 10 Aktivierung des hEAG1-Kanals in IGR1-Zellen bei Applikation von
ungeséttigten Fettsduren in einer Konzentration von 10 uM.

AA EPA ETYA LNA OA
n=7 n=3 n=3 n=5 n=3
Erhéhung der
Stromamplitude bei 34.1£9.4 37.616.0 18.242.4  26.0£11.6 11.5+£3.4
+50 mV, %
Erhéhung der
Stromamplitude bei ~ 84.8125.9 58.913.4 37.1£2.2 57.8+19.0 13.7£1.7
+20 mV, %
Verschiebung des -16.61£2.5 -7.9+2 1 -9.6+£1.0 -6.7£0.8 -2.1£1.6
Vip-Wertes, mV
Verschiebung des -30.8+6.1 -17.3t1.1 -10.8421  -12.7£2.5 -4.610.6
V,-Wertes, mV
Tsiow AA Tslow Kont. 0.41£0.07 0.64+0.07 0.68+0.05 0.71+0.04 0.89+0.07
auf +50 mV * * * *

* bedeutet signifikanten Unterschied zwischen 1¢ow aa UNd Tgow kont. (P<0.05)
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Abb. 37 Aktivierung von hEAG2-Kanélen in transfizierten CHO-Zellen durch 10 pM AA.

(A) [Loésung 2 mit 2 mM MgZ+/Lt'>sung 4,] Die Aktivierungskinetik des hEAG2-Stromes in
transfizierter CHO-Zelle ist haltepotentialabhangig: Die Zelle wurde nach einem jeweils fir 5 s
angelegten Haltepotential von —130 bis —40 mV auf eine Spannung von +50 mV depolarisiert.
Die Gleichung (7) ist an die Strom-Spuren angepasst. Der mittlere Wert fir die daraus
bestimmte Zeitkonstante 1., betrug 180.6 £11.9 ms. (B) Applikation von 10 pM AA
beschleunigte die Aktivierungskinetik des Kanals. Der mittlere Wert fir die Zeitkonstante 1,
betrug 125.8+ 6.5 ms. (C) P, ist vom Haltepotential abhangig. Die Gleichung (8) ist an die
Psow-Funktionen in der Kontrolle (o) und bei der Applikation von 10 yM AA (e) angepasst. Bei
der Anpassung wurden die V,-Werte flr einzelne Untereinheiten bestimmt. Der V,-Wert in der
Kontrolle betrug —69.3 mV (k,=14.6 mV), der V,-Wert bei der Applikation von 10 uM AA war
-77.0 mV (k,=14.1 mV).

Die Empfindlichkeit des hEAG2-Kanals auf AA wurde an transfizierten CHO-
Zellen untersucht. Die Zugabe von 10 yM AA beschleunigte die Aktivierungskinetik des
Kanals (tsow aa/Tsiow kont. D€ Depolarisation auf +50 mV betrug 0.51+0.08), erhéhte die
Stromamplitude am Ende der stabile Phase um 73.3+11.4 % bei +50 mV und verschob
den Vy-Wert in Richtung der negativeren Spannungen um 5.9£1.0 mV (Abb. 37). Die
Empfindlichkeit des hEAG2-Kanals auf AA war mit der entsprechenden Empfindlichkeit
des hEAG1-Kanals vergleichbar.

3.5.2 Der Effekt von Arachidonsaure auf die Kanale rNav1.4 und hKv1.5

Ob die beobachtete Beschleunigung der Aktivierungskinetik sowie die Verschiebung des
V,-Wertes auf eine generelle Wirkung von AA auf verschiedenen lonenkanélen
schlieBen lasst, wurde ebenfalls untersucht. Dafir wurde 10 uM AA auf Na*-Kanale der
Ratte p1 (rNav1.4) in transfizierten HEK 293-Zellen appliziert. 10 yM AA inhibierte den
Maximalstrom der Kanale in der dargestellten Zelle zu 39.4% (Abb. 38 B), die
Aktivierung der Kanale wurde jedoch nicht beschleunigt (Abb. 38 A, C). Die gleichen
Messungen in 8 verschiedenen Zellen zeigten ebenfalls eine Reduzierung des Stromes
zu 54.51£3.7 % und keine Verschiebung von V,-Wertes der IV-Kurve (V,=-35.1£1.9 in
Kontrolle, V,=-34.2+2.0 bei Applikation von 10 uM AA; der Unterschied zwischen den
Mittelwerten ist nicht signifikant, P<0.05). Unsere Daten bestatigen den Befund von
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Abb. 38 Block von u1-Na‘-Kanélen in transfizierten HEK 293-Zellen mit 10 uM AA.

(A) [Lésung 10./Ldsung 11;] Strom-Spannungsabhangigkeit von p1-Na'-Kanal in einer
transfizierten HEK 293-Zelle. Ausgehend von einem fiir 60 ms angelegten Haltepotential von
-120 mV wurde die Zelle auf Spannungen von —80 mV bis +60 mV in 10 mV-Schritten
depolarisiert. (B) Block von p1-Na’-Kanélen mit 10 yM AA bei Depolarisationsspannung von
-10 mV. (C) Strom-Spannungs-Kennlinien in der Kontrolle (o) und bei der Applikation von 10 yM
AA (e). Die maximale Stromamplitude aus den Strom-Spuren wurde wie in (A) als Funktion der
Spannung dargestellt. Die Gleichung (5) ist an die IV-Kurven angepasst.

Bendahhou und Kollegen (Bendahhou et al., 1997): AA blockt den p1-Kanal, ein Effekt
von AA auf die Aktivierung konnte nicht beobachtet werden.

Um zu priifen, ob die mégliche chemische Verbindung von AA und Mg?®*-lonen in
unseren Ldsungen den Effekt auf den EAG-Kanal beeinflusst (Brash, 2001), verglichen
wir den Block von p1-Na*-Kanalen durch 10 yM AA bei 0 und 1 mM externem
Magnesium. Der Effekt von AA auf diesen Kanal ist bei 4 mM externem Magnesium
bereits beschrieben worden (Bendahhou et al., 1997). Der Maximalstrom wurde ohne
Magnesium in externer Lésung 10 um 54.5+3.7% (n=8) reduziert, bei 1 mM Mg*" um
62.5+5.3% (n=4). Die Unterschiede zwischen den Werten sind nicht signifikant (P<0.05).
Die Werte sind mit dem Ergebnis von Bendahhou und Kollegen vergleichbar: Bei 4 mM
externem Magnesium wurde der Strom um 60% bei Applikation von 10 yM AA reduziert.
Daraus schlieRen wir, dass eine mogliche chemische Verbindung zwischen AA und
Mg**-lonen im Konzentrationsbereich von 1-4 mM Mg?* bei 10 uM AA keinen Effekt auf
die Wechselwirkung von AA mit den lonenkanalen hat.
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Abb. 39 Empfindlichkeit von hKv1.5-Kanalen in transfizierten CHO-Zellen gegentiber AA.

(A) [Lésung 2¢ mit 2 mM Mgz+/Lésung 4;,] Block von hKv1.5-Strom in einer transfizierten
CHO-Zelle mit 1 yM und 10 uM AA. (B) Normierte IV-Kurven fiir 9 verschiedene Zellen in der
Kontrolle (o), 5 Zellen bei der Applikation von 1uM (e) und 4 Zellen bei der Applikation von 10
MM AA (A). Die Gleichung (5) ist an die Daten angepasst. Der V,-Wert in der Kontrolle betrug
-10 mV (k,=10.0 mV), bei der Applikation von 1 upM AA -14.0 mV (k,==12.6 mV) und bei der
Applikation von 10 yM AA 0.0 mV (k,=13.2 mV). (C) Die Erhéhung der Stromamplitude bei
Applikation von 1 yM AA ist bei einer Depolarisation auf —10 mV zu beobachten. (D) Die
Aktivierungszeiten des hKv1.5-Kanals (die Zeit fiir die Erreichung von 90% des Maximums der
Stromamplitude) ist als Funktion der Depolarisationsspannung dargestellt. Die Daten sind fir
9 Zellen in der Kontrolle (o), fur 5 Zellen bei Applikation von 1uM AA (e) und fur 4 Zellen bei
Applikation von 10 uM AA (A ) berechnet.

Die Wechselwirkung von nicht-inaktivierenden Kaliumkanalen der Shaker-
Familie Kv1.5 mit Arachidonsaure (AA) wurde zuerst in der Arbeit von Honoré et al.
(1994) beschrieben. Die Autoren beobachteten, dass bei Depolarisation auf +30 mV
1uM AA den Kv1.5-Strom aktiviert, 30 yM AA diesen dagegen inhibiert. Wir
untersuchten den Effekt von 1 uM und 10 uM AA auf den gleichen Kanal. In unseren
Experimenten wurde der Kv1.5-Strom bei Depolarisation auf +20 mV sowohl von 1 uM
als auch von 10 uM AA inhibiert. 1 yM AA inhibierte 19.55+3.22 % des Stromes (n=4)
am Ende der stabilen Phase bei +20 mV, 10 uM AA inhibierte 79.9£2.9 % (n=13) (Abb.
39 A, B). Der Effekt war mit 5% BSA komplett reversibel. Der Aktivierungseffekt von
1uM AA auf den Kv1.5-Strom konnte in unseren Experimenten nur bei einer
Depolaristaion auf —10 mV beobachtet werden: Die Stromamplitude wurde bei der
Applikation von AA um 41.112.4 % erhoht (n=4) (Abb. 39 B, C). Die Aktivierungphase
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Abb. 40 Aktivierung des hEAG1-Kanals in transfizierten CHO-Zellen durch 10 pM AA bei
einem Membranpotential von —30 mV.

(A) [LOsung 24 mit 2 mM Mg”/Lbsung 4,.] Die Applikation von 10 uM AA induziert einen
auswartsgerichteten Kaliumstrom. Der Effekt ist mit 5% BSA komplett reversibel. (B) Der bei
der Applikation von 10 yM AA entstandene auswartsgerichtete Kaliumstrom kann mit 500 nM
LY 97241 inhibiert werden.

des Stroms wurde dabei beschleunigt. Als Parameter der Aktivierung wurde die Zeit
gewahlt, die fur das Erreichen von 90% des Strom-Maximums nétig war.

Bei der Applikation von 1 uM AA wechselte die Aktivierungszeit von 16.6 £1.3 ms
auf 13.3+0.8 ms (n=4) bei -10 mV, bei der Applikation von 10 uM AA betrug diese Zeit
7.8+£0.7 ms (n=4). Die Beschleunigung der Aktivierung ist in Abb. 39 C, D dargestellt.

Die gesamte Wirkung von 1 und 10 yM AA auf den Kv1.5 Kanal kann als
bidirektionaler Effekt beschrieben werden: Die Aktivierung des Kanals wird zwar
beschleunigt, die Stromamplitude wird allerdings nur bei der Spannung von -10 mV
erhoht; bei Depolarisationspulsen ab 0 mV wurde eine Abnahme der Stromamplituden
beobachtet.

Ein ahnlicher Effekt von 5-20 uM AA ist bei den Shaker-Typ-Kanalen Kv1.1 und
Kv1.3 beschrieben worden: Dabei beschleunigte sich sowohl die Aktivierung als auch
die Inaktivierung der Kanale, was zur Abnahme des Spitzen-Stroms und des Stroms am
Ende der stabilen Phase flhrte (Gubitosi-Klug et al., 1995; Visentin und Levi, 1998).

3.5.3 Regulation von hEAG1-Kanalen mit Arachidonsaure bei -30 mV

Das gemessene Ruhepotential der unsynchronisierten IGR1-Melanomzellen betrug
-28 mV (s. 3.3.2). Wir wollten untersuchen, ob die Applikation von AA auf den hEAG1-
Kanal einer Zelle, die auf solche Spannung geklemmt ist, einen deutlichen Effekt
hervorruft.

Die in Abb. 40 A dargestellten Messungen wurden mit einer transfizierten CHO-
Zelle durchgeflhrt. Die Zelle wurde auf dem Potential von —30 mV gehalten. Ein kleiner
Strom wurde am Anfang der Messung registriert. Bei Applikation von 10 uM AA erhdhte
sich ein auswartsgerichteter Kaliumstrom, der mit 5% BSA inhibiert werden konnte. Um
zu prufen, ob der registrierte Strom durch den hEAG1-Kanal fliel3t, wiederholten wir die
Messung in anderen transfizierten CHO-Zellen. Dabei konnte der bei der Applikation von

76



AA entstandene Strom mit der Substanz LY 97241 in einer Konzentration von 500 nM
inhibiert werden (Abb. 40 B). Die Substanz LY 97241 blockt den hEAG1-Kanal in nM-
Bereich (Gessner und Heinemann 2003). Die Strom-Blockade durch LY 97241 wies
darauf hin, dass der beobachtete Strom tatsachlich durch den hEAG1-Kanal floss. Die in
Abb. 40 dargestellten Experimente wurden 3 mal mit diesem Ergebnis wiederholt. Diese
Erbegnisse zeigen, dass Applikation von 10 uM AA bei Ruhepotential der Melanomzelle
den hEAG1-Strom erhoht.

3.54 Die Suche nach den molekularen Mechanismen der Wechselwirkung von
Arachidonsdure mit EAG-Kanéalen

Um zu prifen, ob die ungesattigten Fettsduren von der dufleren oder der inneren
Membranseite auf den hEAG1-Kanal einwirken, wurde das Membran-unpermeable
Analog der AA — das Arachidonylkoenzym A (Arachidonyl CoA) - in einer Konzentration
von 10 uyM auf transfizierte CHO-Zellen extern appliziert (Abb. 41). Die Stromamplitude
bei Depolarisation von +50 mV wurde dabei nicht erhoht. Die Abnahme der
Stromamplitude bei +50 mV betrug 16.5+7.0% (n=3). Bei niedrigeren Spannungen war
die Stromamplitude bei der Applikation von Arachidonyl CoA jedoch hoéher als in der
Kontrolle: bei +20 mV betrug die Erhdhung der Stromaplitude 22.8+7.8%, bei 0 mV
88.8+36.2%. Bei den anderen Parametern hatte die Applikation von 10 uM Arachidonyl
CoA eine ahnliche Wirkung wie die Applikation von 10 uM AA: die Verschiebung des V-
Wertes betrug -4.841.0 mV, der V.,-Wert wurde um -34.915.5 mV verschoben,
Tsiow AA Tsiow Kont. DE1rUg 0.32+0.10 bei +50 mV.

Dies lasst vermuten, dass Wechselwirkungen von Fettsauren mit dem hEAG1-
Kanal auf der AulRenseite der Membran stattfinden. Um zu prifen, ob AA von der Innen-
oder der Aulenseite der Membran wirkt, hatten wir hEAG1 in Xenopus-Oozyten
exprimiert. AA in einer Konzentration von 10 yM wurde auf der inneren Seite der
Oozytenmembran in der ,Inside-Out® Konfiguration appliziert (Abb. 42). Nach dem
Abziehen des Patsches wurde der Patch mit der Kontrolllésung gespiilt. Die dabei
entstehende Stromamplitude wurde als Kontrolle genommen. Bei der Depolarisation auf
+50 mV erhohte die Applikation von 10 yM AA die hEAG1-Stromamplitude um 90.0%.
Die tgow Wurde von 67.3 ms auf 19.7 ms beschleunigt. Die Gleichung (8) war allerdings
schwer an die Pg.—Werte anzupassen (Abb. 42 C). Die in Abb. 42 C dargestellten
Anpassungen ergaben eine Verschiebung der Vy,-Werte in Richtung der negativeren
Spannungen. Die Anpassungen der Gleichung (5) an die Strom-Spannungs-Kennlinien
ergaben V,—Werte von =3 mV in der Kontrolle und —30 mV bei der Applikation von AA.

7



Kontrolle 10 uM CoA

1nA 1nA

200 ms 200 ms

P slow

Strom (nA)

120 100 -80 60
Spannung (mV)

-50 0
Spannung (mV)

Abb. 41 Aktivierung von hEAG1-Kanélen in transfizierten CHO-Zellen durch Arachidonyl CoA.
(A) [Lésung 2¢¢ mit 2 mM Mg”/Lésung 4] Die transfizierte CHO-Zelle wurde nach einem jeweils
fur 5 s angelegten Haltepotential von —130 bis —40 mV auf eine Spannung von +50 mV
depolarisiert. Die Gleichung (7) ist an die Strom-Spuren angepasst. Der mittlere Wert fur die
daraus bestimmte Zeitkonstante 1, betrug 100.2+17.5 ms. (B) Applikation von 10 uM
Arachidonyl CoA beschleunigte die Aktivierungskinetik des Kanals. Der mittlere Wert fur die
Zeitkonstante 140, betrug 30.2 £ 2.8 ms. (C) Die Gleichung (8) wurde an die Pg,-Funktionen in
der Kontrolle (o) und bei der Applikation von 10 uM Arachidonyl CoA (e) angepasst. Bei der
Anpassung wurden die V,-Werte fur einzelne Untereinheiten bestimmt. Der V,-Wert in der
Kontrolle betrug —79.9 mV (ky=10.9 mV) und bei der Applikation von Arachidonyl CoA —76.0 mV
(kn=10.0). (D) Die Strom-Spannungs-Kennlinien sind bei der Bearbeitung der gemessenen
Strom-Spuren, wie in Abb.33 (E, F) dargestellt, abgeleitet. Die Applikation von 10 pM
Arachidonyl CoA verschiebt die IV-Kurve nach links. Die Gleichung (5) wurde an die IV-Kurven
angepasst. Der V,-Wert in der Kontrolle betrug 5 mV (k,=11.2 mV) und bei der Applikation von
Arachidonyl CoA —26.1 mV (k,=8.5 mV).

Nach dem Waschen mit BSA konnte der Effekt von AA nicht wiederholt werden. Die
Mittelwerte flr 4 unabhangige Experimente sind in der Tabelle 12 (Spalte ,2 Mg“)

dargestellt.
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Abb. 42 Aktivierung des in Xenopus-Oozyten exprimierten hEAG1 durch 10 uM AA.

(A) [Loésung 14, mit 2 mM MgZ+/Lt'>sung 15, ] Die Messung wurde in der ,Inside-Out"
Konfiguration durchgefiihrt. Die Gleichung (7) ist an die Strom-Spuren angepasst. Die Werte
fur die Zeitkonstante 14, und fir Py, sind daraus abgeleitet. (B) Applikation von 10 uM AA
beschleunigt die Aktivierungskinetik des Kanals. (C) Pgow-Werte sind vom Haltepotential
abhéangig und sind niedriger bei Applikation von 10 uM AA (e) als in der Kontrolle (o). Die
Gleichung (8) ist an die Pgq,-Funktionen angepasst. Bei der Anpassung wurden die V-
Werte fir einzelne Untereinheiten abgeleitet. Der V,-Wert verschiebt sich in Richtung
negativerer Spannungen bei Applikation von 10 yM AA: Der V,-Wert betrug in der Kontrolle
-102.4 mV (k,=24.5 mV) und bei Applikation von 10 uM AA -117.7 mV (k,=12.8 mV). Die
Anpassung der Gleichung (8) an die Pgq-Kurven fir den in Oozyten exprimierten hEAG1 ist
deutlich schwieriger als an die Pg,-Kurven fiir hEAG1-Kanale in transfizierten CHO-Zellen.
(D) Die Strom-Spannungs-Kennlinien sind bei der Bearbeitung der gemessenen Strom-
Spuren, wie in Abb.33 (E, F) dargestellt, abgeleitet.

Um zu prifen, ob die Veranderung von allen Parametern durch das frihere
Offnen des Kanals zu erklaren ist, hatten wir den in Xenopus-Oozyten exprimierten
hEAG1-Kanal in ,Inside-Out® Konfiguration nach dem Halten bei Vorpulsen von -100 auf
+20 und auf +50 mV depolarisiert. Falls es nur die Effekte der Verschiebung der Strom-
Spannungs-Kennlinie bei der Applikation von 10 uM AA um 30 mV sind, sollten die tgou-
Werte bei der Applikation von AA bei +20 mV mit den tgo,—Werten bei +50 mV in der
Kontrolle Ubereinstimmen. Die Messungen sind in der Tabelle 11 dargestellt. Die
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Mittelwerte bei der Applikation von AA bei +20 mV unterschieden sich nicht signifikant
von den Mittelwerten bei +50 mV in der Kontrolle (P<0.05).

Tabelle 11 Aktivierung der in Xenopus-Oozyten exprimierten hEAG1 in ,Inside-Out®
Konfiguration bei verschiedenen Depolarisationspulsen.

Toow DEI 20 mV, ms Toow DEI 50 mV, ms
n=3 n=3
Kontrolle 117.11£14.0 79.0£12.0
10 uM AA 76.2+15.9 56.7+8.6

Bei einer Applikation von 10 pM Arachidonyl CoA in der ,Inside-Out”
Konfiguration war der Effekt deutlich geringer (Abb. 43). Die Stromamplitude wurde in
manchen Zellen nicht erhéht, in anderen nur wenig. Die Werte entsprachen nicht der
Gauss-Verteilung. Die einzelnen geringen Erhéhungen der Stromamplitude wurden in
diesem Fall als Median + Standardabweichung dargestellt. Deren Wert betrug 1.1£6.5 %
(n=7, bei der Depolarisationsspannung von +50 mV). Die IV-Kurven wurden in manchen
Zellen nur wenig in Richtung der negativeren Spannungen, in den anderen nicht
verschoben. Der ebenfalls als MediantStandardabweichung dargestellte Wert betrug
hier 0.0+4.9 mV (n=7). Die Applikation von Arachidonyl CoA in einer hoheren
Konzentration (40 puM) verstarkte die Wirkung nicht: Die als
MediantStandardabweichung dargestellten Werte fiir die Erhéhung der Stromamplitude
betrugen 0.0+13.1 % (n=5), fur die Verschiebung des V,-Wertes 5.8+7.2 mV (n=5). Die
tsow—VVerte entsprachen der Gauss-Verteilung und wurden als Mittelwert £+ S.E.M.
dargestellt.

Der Unterschied zwischen den 1., —Werten in der Kontrolle und denen bei einer
Applikation von 10 uM Arachidonyl CoA war nicht signifikant (P>0.05): 42.6+2.3 ms in
der Kontrolle (n=8), 36.3+2.5 ms bei der Applikation von 10 uM (n=7). Die Mittelwerte flr
die Kontrolle und 40 yM Arachidonyl CoA unterscheiden sich signifikant (P<0.05):
32.6+£0.8 ms bei der Applikation von 40 uM Arachidonyl CoA (n=5). Das Verhaltnis von
Tsiow D€ der Applikation von 40 uM Arachidonyl CoA zu 1, in der Kontrolle betrug 0.76.
Diese Beschleunigung der Aktivierung ist deutlich geringer als bei der Applikation von
10 UM AA: Toow an /Tsiow kontt Detrug 0.40. Daraus lasst sich schliel’en, dass die
Wechselwirkung des Kanals mit Fettsauren auf der Aulienseite der Membran stattfindet.
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Abb. 43 Die Applikation von 10 uM Arachidonyl CoA hat keinen signifikanten Effekt auf den in
Xenopus-Oozyten exprimierten hEAG1.

(A) [Losung 14ex 2 mM Mg®*/Lésung 15,] Die Messung wurde in ,Inside-Out“ Konfiguration
durchgeflihrt. Die Strom-Spuren bei Depolarisation auf +50 mV ausgehend von Haltepotentialen
im Bereich -130 - -40 mV unterscheiden sich kaum in der Kontrolle und bei der Applikation von
10 uM Arachidonyl CoA.

(B) Die Strom-Spannungs-Kennlinien sind bei der Bearbeitung der gemessenen Strom-Spuren,
wie in Abb. 9 (A) dargestellt, abgeleitet.

130 mV
3 /J;
2 //
£ /‘
Kontrolle
g 0.5 /
10 uM AA @ /{
300 pA H :
4
-------------- 0.0 -9—@ T
200 ms 40 0 40

Spannung (mV)
Abb. 44 Die Applikation von 10 uM AA bei Abwesenheit von MgZ+—Ionen in extrazellularer
Lésung hat keinen Effekt auf den in Xenopus-Oozyten exprimierten hEAG1.
(A) [LOsung 14,/Losung 15;,] Die dargestellten Strom-Spuren wurden bei der Depolarisation
auf +50 mV ausgehend von dem fir 5 s angelegten Haltepotential von —130 mV gemessen.
Die Messung wurde in ,Inside-Out* Konfiguration durchgefiihrt. (B) Die IV-Kurven sind bei der
Bearbeitung der gemessenen Strom-Spuren, wie in Abb. 9 (A) dargestellt, abgeleitet.
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Abb. 45 Die Aktivierungskonstanten tg, flr den in Xenopus-Oozyten exprimierten hEAG1
in der Kontrolle sowie bei der Applikation von AA zeigen eine Abhangigkeit von externen
Mg®- und AA-Konzentrationen. Die Zeitkonstanten wurden bei der Anpassung der
Gleichung (7) an die Stromspuren wie in Abb. 42 (A, B) bestimmt. Die Anzahl der
gemessenen Zellen bei jeder MgZ+-Konzentration ist aus Tabelle 12 und dem Text
ersichtlich.

Der Effekt von applizierten AA in der ,Inside-Out* Patch-Konfiguration wurde bei
2 mM Magnesium in extrazellularen Losungen registriert (Abb. 42). Abb. 44 stellt die
Messungen bei 0 Mg®* dar. Es wurde kein Effekt auf hEAG1-Stréme bei einer
Applikation von 10 uM AA in 6 Zellen beobachtet: Die Stromamplitude war nicht erhoht,
die IV-Kurven wurden nicht verschoben, die Unterschiede zwischen den tg,,-Werten in
der Kontrolle (28.1£1.9 ms) und denen bei einer Applikation von 10 uyM AA
(22.9+3.45 ms) waren nicht signifikant (P>0.05).

Bei Zugabe von Mg*-lonen in einer extrazelluldren Losung ab einer
Konzentration von 1 mM verlangsamte sich die Aktivierungskinetik des Stromes. Die
Applikation von 10 pyM AA beschleunigte die Aktivierungskinetik und erhdhte die
Stromamplitude am Ende der stabilen Phase. Der V.—Wert wurde in Richtung
negativerer Spannungen verschoben (Tabelle 12). Abb. 45 zeigt die Abhangigkeit der
Aktivierungskinetik (tqow als Parameter) von Mg?- sowie von AA-Konzentrationen. Bei
zunehmender Konzentration von Mg®*-lonen verlangsamte sich die Aktivierung, bei
zunehmender Konzentration von AA wurde sie dagegen beschleunigt.
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Tabelle 12 Aktivierung des in Xenopus-Oozyten exprimierten hEAG1 gemessen in
LInside-Out“ Konfiguration bei einer Applikation von 10 uM AA.

1 Mg 2 Mg 5 Mg 10 Mg
n=3 n=4 n=3 n=3
Erhéhung der Stromamplitude bei +50 mv, 54.9%17.3 63.0%£15.1 54.1+7.8 59.118.5
%
Erhéhung der Stromamplitude bei +20 mV,  62.8+1.3 76.61£1.0 79.3214.0 71.3%19.7
%
Verschiebung des V,-Wertes, mV -13.3%7.7 -24.4+3.0 -28.1+9.2 -29.448.0

Tsiow A& Tsiow Kont. 0.47+0.07 0.40+0.11  0.48+0.04 0.24+0.04

bei Depolarisation auf +50 mV * * * *

* bedeutet signifikanten Unterschied zwischen 1¢ow aa UNd Tsiow kont. (P<0.05)

Um die molekularen Mechanismen einer solchen Magnesium-Abhangigkeit zu
untersuchen, haben wir Mutanten getestet, die eine veranderte Aktivierungskinetik
zeigten. Solche Mutanten waren vom EAG1-Kanal des Rindes (bEAG1) im Labor
vorhanden (Schoénherr et al., 1999; 2002). Der bEAG1-Kanal zeigte eine mit hEAG1
vergleichbare Aktivierung bei der Applikation von AA in ,Inside-Out‘-Patches bei 2 mM
externem Mg** (Tabelle 13).

Tabelle 13 Aktivierung der in Xenopus-Oozyten exprimierten bEAG1 und bEAG1-dEAG
in ,Inside-Out”“ Konfiguration bei einer Applikation von 10 uM AA.

bEAG1  bEAGT1-dEAG

n=5 n=4
Erhéhung der Stromamplitude bei +50 mV, % 46.5+21.8 50.4+28.9
Verschiebung des V,-Wertes, mV -18.4x7 .4 -4.9+1.1
Tsiow A4/ Tslow Kont. 0.69+0.05 0.70+0.09

bei Depolarisation auf +50 mV

* bedeutet signifikanten Unterschied zwischen 1¢ oy aa UNd Tgow kont. (P<0.05)

Die Mutation L322H beschleunigt die Aktivierung des bEAG-Kanals. Die
Aktivierung der Mutante ist weniger abhangig von den Vorpulsspannungen und geringer
empfindlich gegeniber extrazellularem Magnesium als die des WT-bEAG-Kanals
(Schoénherr et al., 1999). Die Aktivierung der L322C-Mutante unterscheidet sich von der
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Abb. 46 Die Applikation von 10 uM AA hat keinen Effekt auf die in Xenopus-Oozyten
exprimierten Mutanten des bEAG1-Kanals.
[Loésung 14 mit 2 mM MgZ+/L63ung 15;] Die links (A, C, E) dargestellten Strom-Spuren
wurden bei der Depolarisation auf +50 mV ausgehend von dem flr 5 s angelegten
Haltepotential von -130 mV gemessen. Die Messungen wurden in ,Inside-Out® Konfiguration
durchgefuhrt. Rechts (B, D, F) sind die der Gleichung (5) angepassten |V-Kurven dargestellt.
(A), (B) Mutante L322H; (C), (D) Mutante L322C; (E), (F) Mutante D316N.
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Abb. 47 Die Applikation von 10 yM AA hat keinen Effekt auf den in Xenopus-Oozyten
exprimierten Drosophila EAG.

(A) [Losung 14, mit 2 mM Mg®*/Lésung 15,,] Die dargestellten Strom-Spuren wurden bei
der Depolarisation auf +50 mV ausgehend von dem fiir 5 s angelegten Haltepotential von
-130 mV gemessen. Die Messungen wurden in ,Inside-Out* Konfiguration durchgefihrt. (B)
Die Gleichung (5) ist an die IV-Kurven angepasst.

L322H-Mutante durch eine deutlichere Vorpulsabhangigkeit (Schénherr et al., 2002), die
Aktivierungskinetik von L322C ist jedoch schneller als die von WT-bEAG. Die D316N-
Mutante zeigt eine deutliche Vorpulsabhangigkeit, ist jedoch von externen Mg-
Konzentrationen kaum zu beeinflussen (Schonherr, persénliche Mitteilung). 10 uM AA
wurde allen Mutanten bei 2 mM externem Mg®* appliziert. Die Applikation von AA hatte
keinen Effekt (Abb. 46) in je 3 gemessenen Zellen jeder Mutante.

Der Grund dafiir kdnnte die schnelle Aktivierungskinetik aller drei Mutanten sein:
L322H 140,=8.0£1.5 ms (n=3); L322C t4,,=14.6+1.7 ms (n=6); D316N 74,,=13.1£2.2 ms
(n=8).

Der Drosophila EAG-Kanal aktiviert ebenfalls wesentlich schneller als humane
und bovine Kanale: Seine Aktivierungskonstante ist 7.2+1.9 ms bei Depolarisation auf
+50 mV (n=3; 2 mM externen Mg**). Die Applikation von 10 uM AA auf den dEAG-Kanal
bei 2 mM externem Magnesium hatte keinen Effekt in 5 verschiedenen Messungen
(Abb. 47).

Um die Lokalisation der vermuteten Bindungsstelle mit AA zu prifen, wurde der
C-Terminus der Drosophila-EAG auf den bEAG1-Kanal (bertragen. Die Ubertragung
des C-Terminus der Drosophila-EAG hat die Empfindlichkeit des bEAG1 auf AA nicht
verandert (Abb. 48, Tabelle 13).
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Abb. 48 Die Ubertragung des C-Terminus von dEAG auf bEAG1 verandert die Empfindlichkeit
von bEAG1-Kanale gegenliber 10 uM AA nicht.

(A) [Lésung 14, mit 2 mM Mg**/Losung 15,,] Die Aktivierungskinetik des Stromes ist wie die beim
WT bEAG1-Kanal: Die Zelle wurde nach einem jeweils flr 5 s angelegten Haltepotential von —130
bis —40 mV auf eine Spannung von +50 mV depolarisiert. Die Messungen wurden in ,Inside-Out"
Konfiguration durchgefiihrt. Die Gleichung (7) ist an die Stromspuren angepasst. Der mittlere Wert
fur die daraus bestimmte Zeitkonstante ty,,, betrug 50.0 + 1.8 ms. (B) Applikation von 10 yM AA
beschleunigte die Aktivierungskinetik des Kanals. Der mittlere Wert fir die Zeitkonstante tgpy
betrug 38.1 £ 4.0 ms. (C) Die Pgq,-Wert ist vom Haltepotential abhangig und ist niedriger bei
Applikation von 10 uM AA (e) als in der Kontrolle (o). Die Gleichung (8) ist an die Pg,w-Funktionen
angepasst. Der V-Wert verschiebt sich in Richtung negativerer Spannungen bei Applikation von
10 uM AA: Der Vi -Wert betrug in der Kontrolle —-49.2 mV (k,=13.6 mV) und bei Applikation von
10 pM AA -56.3 mV (k,=14.4 mV). (D) Die Strom-Spannungs-Kennlinien sind bei der Bearbeitung
von den gemessenen Stromspuren, wie in Abb. 33 (E, F) dargestellt, abgeleitet. Die Applikation
von 10 uM AA verschiebt die IV-Kurve leicht nach links.
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Abb. 49 Die Entfernung des N-Terminus macht den hEAG1-Kanal unempfindlich
gegentber der Zugabe von 10 uM AA.

(A) [Lésung 14 mit 2 mM Mgz+/Lésung 15;] Ausgehend von einem fir 1 s angelegten
Haltepotential von —140 mV wurde die Zelle auf Spannungen von —130 mV bis +20 mV in
20  mV-Schritten  depolarisiert.  Dargestellt sind die  Strom-Spuren  bei
Depolarisationsspannungen von -100, -40, -20 und 0 mV in der Kontrolle und bei der
Applikation von 10 uM AA. (B) Die hieraus resultierenden Daten (A) sind als IV-Kurven
dargestellt.

Die Deletion von 2-190 Aminosauren des hEAG1-Kanals (Entfernung des N-
Terminus) hatte dagegen einen deutlichen Effekt. Die Mutante zeigte ein verandertes
Schaltverhalten und war gegentber der Applikation von 10 uM AA unempfindlich (Abb.
49).
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4. Diskussion

4.1 Der Block von EAG-Kanalen durch Imipramin

In dieser Arbeit zeigen wir, dass das trizyklische Antidepressivum Imipramin ein potenter
Blocker der humanen EAG-Kanéle ist. Bei einer Depolarisation auf +50 mV liegen die
ICso-Werte fir den hEAG1-Kanal bei ca. 3 uM. Der hEAG2-Kanal ist weniger
empfindlich. Der ICso-Wert betragt 33.1 uM. Die Hill-Koeffizienten von ca. 1 weisen auf
eine stéchiometrische Bindung von je einem Imipramin-Molekil pro Kanal hin. Sowonhl
der Block des hEAG1- als auch der Block des hEAG2-Kanals ist spannungsabhangig.

Imipramin ist als potenter Blocker von ELK-Kanadlen des Nematoden
Caenorhabditis elegans und von murinen EAG1-Kanalen beschrieben (Weinshenker et
al., 1999). Diese Gene wurden in Xenopus-Oozyten exprimiert; die Strdbme wurden
mittels der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme gemessen. Der Block auf +40 mV war
konzentrationsabhangig: Als ICso-Werte wurden 16 uM fir die ELK-Kanale und 55 uM
fur die mEAG1-Kanale gemessen. Unsere Ergebnisse bestatigen die Stéchiometrie der
Bindung von je einem Imipramin-Molekll pro EAG1-Kanal. Die mit der Patch-Clamp-
Methode gemessenen ICs-Werte fir hEAG1-Kanale in IGR1-Zellen und in transfizierten
CHO-Zellen sind jedoch wesentlich kleiner.

Teschemacher und Kollegen stellen dar, dass hERG1-Kanale durch Imipramin
geblockt werden (Teschemacher et al., 1999). Diese Experimente wurden mit der Patch-
Clamp-Methode in transfizierten CHO-Zellen durchgefiihrt. Die hERG ,tail“-Stréme
wurden bei einer Spannung von +20 mit einem ICso-Wert von 3.4 uM reversibel geblockt.
Dies weist darauf hin, dass hEAG1- und hERG1-Kandle gegenlber Imipramin
vergleichbar empfindlich sind, wenn die Messungen in gleichen Systemen (transfizierte
CHO-Zellen) durchgefiihrt werden. Der erhdhte ICs-Wert fir mEAG1-Kanale, gemessen
von Weinshenker und Kollegen (Weinshenker et al., 1999), ist wahrscheinlich auf das
dort verwendete Expressionssystem zurlckzufihren. Auch andere Kanale zeigen
hohere ICso-Werte, wenn anstelle der Patch-Clamp-Methode mit der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme gemessen wird. Der Block des hERG-Kanals mit Clofilium und LY
97241, gemessen mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme, zeigt beispielsweise
einen um den Faktor 10 hoéheren ICso-Wert (Suessbrich et al., 1997; Gessner und
Heinemann, 2003).

Die Ergebnisse mit transfizierten CHO-Zellen sprechen fiir einen ,Offen-Kanal-
Block“-Mechanismus, bei dem Imipramin in den gedffneten Kanal eintritt. Die fir den
,Offen-Kanal-Block“-Mechanismus typische positive Korrelation zwischen der
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Blockgeschwindigkeit und der Imipraminkonzentration hat exponentiellen Charakter.
Dies ist auf die relativ ,Jangsame* Aktivierungszeit des hEAG1-Kanals zuriickzufihren.
Die Spannungsabhangigkeit des Blocks wird nicht durch die Ladung der Imipramin-
Molekile, sondern durch das Schaltverhalten des Kanals verursacht. Die
Dissoziationsgeschwindigkeit des Imipramins beim hEAG1-Kanal ist von der Blocker-
Konzentration unabhangig. Unsere Messungen ergaben, dass sog. ,tail“-Stréme in der
Kontrolle und bei der Applikation von Imipramin keinen typischen ,tail-crossover” fir den
.Foot-in—the-door“-Block zeigen (Valenzuela et al., 1995; Delpon et al.,, 1996). Die
Blockkonstante betragt ca. 30 ms. Dies stimmt mit der Aktivierungskonstante fir den
hEAG1-Kanal in unseren Messungen Uberein. Das kann der Grund dafir sein, dass die
»Lail“-Strdme keinen typischen ,tail-crossover® zeigen, obwohl der ,Foot-in—the-door*-
Block- Mechanismus nicht ausgeschlossen ist.

Um zu prifen, ob Imipramin von der Aulien- oder Innenseite der Membran den
hEAG1-Kanal blockt, wurde der Wirkstoff auf die Auf3enseite und auf die Innenseite der
Xenopus-Oozyten-Membran appliziert. Es wurde in beiden Fallen ein schneller,
reversibler, gleich starker Block beobachtet. Dies schlie3t die Mdglichkeit, dass das
Imipramin-Molekil von beiden Seiten in den Kanal eintreten kann, nicht aus. Ein
derartiger Mechanismus wurde bereits fiir den Imipramin-Block im Kaliumkanal des M-
Typs von Cuellar-Quintero und Kollegen postuliert (Cuellar-Quintero et al., 2001). Solche
Ergebnisse lassen auf die Existenz von zwei Bindestellen (auf der Innen- und auf der
Aulenseite der Membran) fir Imipramin am hEAG1-Kanal schlief3en.

Der hEAG2-Kanal ist weniger empfindlich gegentber Imipramin als der hEAG1-
Kanal. Die gemessenen ICs-Werte unterschieden sich um den Faktor 10 bei einer
Spannung von +50 mV. Verschiedene Empfindlichkeiten der hEAG1- und hEAG2-
Kanale konnten auch fur die Kaliumkanalblocker Terfenadin und Quinidin vor kurzem
beschrieben werden (Ju und Wray, 2002; Schonherr et al., 2002). Wir testeten die im
Labor vorhandenden Chimaren von hEAG1- und hEAG2-Kanalen sowie die
Doppelmutante hEAG1 S436T-V4371 auf ihre Empfindlichkeit gegentber Imipramin.
Gessner und Kollegen (Gessner et al.,, 2004) arbeiteten heraus, dass Clofilium ein
potenter Blocker des hEAG1-Kanals ist. hEAG2 ist um den Faktor 150 weniger
empfindlich. Zwei Aminosauren im inneren Porenbereich von hEAG1 (S436, V437)
sowie eine Aminosaure in einer seitlichen Kavitat (A453) wurden als besonders wichtig
fur die Clofilium-Bindung in hEAG1 identifiziert. Auch Quinidin bindet wahrscheinlich in
sehr ahnlicher Weise wie Clofilium (Gessner et al., 2004).

Aufgrund unserer Daten ist sicher, dass die Aminosauren S436 und V437 keine
Rolle fur die Wechselwirkung des hEAG1-Kanals mit dem Imipramin-Molekil spielen.
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Die Doppelmutante S436T-V4371 war ahnlich empfindlich gegeniber Imipramin wie der
hEAG1-Wildtyp. Dies bedeutet, dass die Bindestelle fir Imipramin nicht mit der
Bindestelle fur Clofilium oder Quinidin Gbereinstimmt.

Die Porenchimaren E2-p1 und E1-p2 (Abb. 31) haben eine um den Faktor 3
geringere Empfindlichkeit gegeniber Imipramin als der hEAG1-Kanal (bei Depolarisation
auf +50 mV): Dies konnte sowohl auf den ausgetauschten Porenbereich als auch auf
das veranderte Schaltverhalten der Chimaren zurtickgeflihrt werden. Die Empfindlichkeit
der Chimare E1-c2 war um den Faktor 10 geringer als die vom hEAG1-WT (bei
Depolarisation auf +50 mV). Das spricht dafiir, dass die Imipramin-Bindestelle im
Bereich zwischen den Segmenten S1 und S6 liegt.

Unsere Experimente zeigen, dass Imipramin ein potenter Blocker des hEAG1-
Kanals ist. Der Block ist spannungsabhangig und entspricht dem ,,Offen-Kanal-Block*-
Mechanismus. Imipramin bindet an hEAG1-Kanal offensichtlich an anderer Stelle als die
Blocker Clofilium oder Quinidin.

4.2 lonenkanale der Melanomzellen und Proliferation

4.2.1 Pharmakologie der lonenkanale in IGR1- und IGR39-Melanomzellen

Um zu untersuchen, welche Kanale fir die Proliferation der IGR1 und IGR39-
Melanomzellen wichtig sind, haben wir spezifische Blocker fir die in diesen Zellen
vorhandenen Kanéle gesucht.

hEAG1-Kanale sind in melanomalen IGR1-Zellen sowie in anderen Krebszellen
vorhanden (Meyer und Heinemann, 1998; Meyer et al., 1999; Pardo et al., 1999;
Ouadid-Ahidouch et al., 2001). In IGR39-Zellen ist dieser Kanal jedoch nicht prasent
(Meyer et al., 1999). Der hEAG1-Kanal ist gegentber Imipramin empfindlich (s.4.1). Der
hEAG1-Strom kann auch von Substanzen, die als Blocker von Kanélen anderer Klassen
bekannt sind (z.B. Chloridkanal Antagonist Niflumsaure und Calciumkanal Antagonist
Mibefradil), inhibiert werden (Robertson et al., 1996; Liu et al., 1999). In dieser Arbeit
wird dargestellt, wie empfindlich hEAG1-Kanadle auf Chloridkanalblocker wie
Flufenaminsaure, NPPB und Tamoxifen sind. Bei einer Depolarisation von +20 mV
konnte der hEAG1-Kanal mit 50 uM Tamoxifen, 300 uM Flufenaminsdure und 150 uM
NPPB fast vollstandig geblockt werden.

Der in IGR39-Zellen vorhandene, spannungsabhangige, auswartsgleichrichtende
Kaliumkanal kann mit Imipramin geblockt werden. Bei Depolarisationsspannungen von
-20 bis +50 mV ist der Block spannungsunabhangig, der ICso-Wert betrug 6.4 uM. Sehr
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ahnliche Empfindlichkeiten gegeniber Imipramin wurden auch filr verschiedene
endogene Kaliumstrome beschrieben, etwa fir einen auswartsgleichrichtenden
Kaliumstrom in Rattenneuronen (ICso-Wert 6.8 uM) (Wooltorton und Mathie, 1993). ICsq-
Werte von 7 uM bei einem spannungsunabhangigen Block wurden flir neuronale
Kaliumstrome des A- und M-Typs berichtet (Kuo, 1998; Cuellar-Quintero et al., 2001).

Calcium-regulierte Kaliumkanale sind sowohl in IGR1- als auch in IGR39-Zellen
vorhanden (Meyer et al., 1999; Nilius und Wohlrab, 1992; Nilius et al., 1993), die
Identitat dieser Kanale ist aber nicht eindeutig bekannt. mRNA wurde nachgewiesen fir
hiK-, hSK1- und hSK2-Kanale (Meyer et al., 1999; Dr. K. Schonherr, persoénliche
Mitteilung). Die Messungen in IGR1-Zellen ergaben, dass die Kanale unempfindlich
gegenlber Apamin und d-Tubocurarin sind. ChTX und Clotrimazol inhibieren die Kca-
Strome. Imipramin ist als Blocker von Kc,—Kanalen in Neuronen der Wirbelsaule
beschrieben worden (Kamatchi und Ticku, 1991). Terstappen und Kollegen (Terstappen
et al., 2001) untersuchten den Block von hSK3 (die Apamin-insensitive Kc,-Kanéle) in
transfizierten CHO-Zellen mit Imipramin und anderen struktur-ahnlichen trizyklischen
Antidepressiva. Alle getesteten Substanzen inhibierten den hSK3-Strom. Der I1C5-Wert
far Imipramin betrug 44 uM. Unsere Experimente zeigen, dass Kc,-Kanale von hlK-,
hSK1- und hSK2-Gruppen mit einem ICso-Wert von 13 uM im Bereich der Spannungen
von =30 mV bis +20 mV gegeniber Imipramin ebenfalls empfindlich sind. Imipramin
kann als potenter Blocker fir Kc,-Kanale eingesetzt werden.

Die Chloridkanalblocker Flufenaminsdure und NPPB in einer Konzentration von
300 yM und 150 pM verursachen ebenfalls einen 90% Block der K¢,-Kanale in IGR1-
Zellen.

Wie in vielen anderen Zelltypen sind auch in melanomalen Zellen Volumen-
aktivierte Chloridkanale vorhanden (Nilius et al., 1994). Die Cly,-Kanéle in IGR1- und
IGR39-Zellen zeigen ebenfalls Empfindlichkeit gegenlber Imipramin. In IGR1-Zellen
liegen die ICs-Werte flir Spannungen von —100 und +100 mV zwischen 12 und 25 puM.
Die Empfindlichkeit von Cly,-Kanalen gegeniber Imipramin ist zum ersten Mal in
unserer Arbeit beschrieben worden (Gavrilova-Ruch et al., 2002).

4.2.2 Proliferation der IGR1-Zellen

Um die Rolle der oben beschriebenen Kanalgruppen bei der Proliferation der
Melanomzellen zu untersuchen, hatten wir verschiedene Wirkstoffe getestet. Um deren
Effekte zu vergleichen, wurde zunachst das Ruhepotential der Zellen gemessen. In
unsynchronisierten IGR1-Zellen betrug das Ruhepotential -28 mV, wenn die Messungen
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mit der Ca®*-freien intrazelluldren Lésung durchgefiihrt wurden. Unsere Messungen in
IGR1-Zellen stimmen mit dem Ergebniss von Nilius und Kollegen Uberein: Sie ergaben
bei proliferierenden IGR1-Zellen ein Ruhepotential von -20 bis -30 mV (Nilius et al.,
1990).

Fur den spannungsabhangigen Block von hEAG1-Kanalen wurde ein ICso-Wert
von 15 uM flr das Potential -30 mV zugrunde gelegt. Auf diesem Potential wurden Kc,-
Stréme mit gleichen Imipraminkonzentrationen zu 50 % geblockt. ChTX blockt spezifisch
Kca-Kanale spannungsunabhangig mit einem ICs-Wert von 2.5 nM. hEAG1-Kanale sind
jedoch gegeniiber 500 nM ChTX unempfindlich. Weil die Proliferation von IGR1-Zellen
bei hohen ChTX-Konzentrationen nicht beeinflusst wurde, ist eine tragende Rolle von
Kca-Kanalen flr das Wachstum der IGR1-Zellen ausgeschlossen. Unsere Befunde
stimmen mit vielen anderen Untersuchungen (uberein: Der Block von ChTX-
empfindlichen Kg,-Kanalen beeinflusst die Proliferation von verschiedenen Krebszellen
nicht; der Block von spannungsabhangigen Kaliumkanalen inhibiert jedoch die
Zellteilung (Lepple-Wienhues et al., 1996; Yao und Kwan, 1999; Fraser et al., 2000). Ein
gemeinsamer Beitrag beider Kaliumkanaltypen flr die Proliferation ist dabei jedoch nicht
ausgeschlossen.

Um herauszufinden, ob der inhibierende Effekt von Imipramin auf die
Proliferation von IGR1-Zellen dem Block von Cly,~-Kanalen zugeschrieben werden kann,
hatten wir die Wirkstoffe Pamonsaure und DIDS eingesetzt. Beide Stoffe blocken Clyqr-
Kanale und haben keinen Effekt auf hEAG1-Kanéle. Pamonsaure reduziert den Clyo-
Strom in IGR1-Zellen mit einem ICso-Wert von 69 uM bei =30 mV, DIDS mit einem ICxo-
Wert von 92 uM. Die Proliferation von IGR1-Zellen wurde unter dem Einfluss von
500 uM Pamonsaure nicht beeintrachtigt. Dies bestatigt, dass Chloridkanale keine
entscheidende Rolle fir die Proliferation der IGR1-Zellen spielen. Der inhibierende
Effekt von DIDS kann auf deren Einfluss auf intrazellulare ATP-Konzentration
zurlckgefihrt werden (Wondergem et al., 2001). Aufgrund unserer Ergebnisse kénnen
wir jedoch einen Beitrag der Cly,-Kanadle zur Proliferation der IGR1-Zellen nicht
vollstandig ausschlie®en. Der inhibierende Effekt von Imipramin kann durch einen
kombinierten Block von Chlorid- und Kaliumkanalen verursacht werden. Bei dem
Ubergang von G1 zur S-Phase des Zellzyklus nimmt das Volumen der Zelle zu: Der
Efflux von KCI ist eine Voraussetzung fir die spatere regulierte Abnahme des
Zellvolumens, sog. RVD (regulatory volume decrease) (Nilius et al., 1996). Fatherazi und
Kollegen stellen dar, dass in hematopoietischen Stammzellen (HSC) der gemeinsame
Block von Chlorid- und Kaliumkanalen den RVD reduziert, wobei der einzelne Block von
Chlorid- oder Kaliumstrémen keinen Einfluss hat (Fatherati et al., 1994). Die Grofie der

92



IGR1-Zellen verandert sich wahrend der GO/S-Ubergangsphase (Gavrilova-Ruch et al.,
2002). Somit kann die Wirkung von Imipramin als kombinierter Blocker von Clyy- und K*-
Stromen nicht ausgeschlossen werden.

Ein nicht-selektiver Kationkanal mit einer Leitfahigkeit von 20 pS wurde in IGR1-
Zellen beschrieben (Bohm und Nilius, 1990; Nilius und Wohlrab, 1992). Dieser Kanal
offnet sich bei Spannungen Gber 0 mV und ist wenig empfindlich gegenlber Imipramin.
Wir vermuten, dass das Offnen dieses Kanales bei starker Depolarisierung der
Zellmembran und beim Anschwellen der Zelle stattfindet. Beim Ruhepotential der
melanomalen Zelle und unter normalen osmotischen Bedingungen ist ein Beitrag dieses
Kanals flr die Proliferation nahezu ausgeschlossen.

Entweder der Block von hEAG1-Kanalen durch Imipramin oder ein kombiniertes
Ausschalten von K* und CI-Kanalen durch diesen Wirkstoff inhibiert die Proliferation von
IGR1-Zellen. Imipramin ist jedoch bekannt fir seinen apoptotischen Effekt in
eukaryotischen Zellen (Xia et al., 1999). Der mit IGR1-Zellen durchgeflihrte Test ergab,
dass die mit Imipramin induzierte Apoptose erst ab einer Konzentration von 20 yM
nachweisbar wird (Gavrilova-Ruch et al.,, 2002). Dies macht einen allgemeinen
zytotoxischen Effekt von Imipramin unwahrscheinlich und deutet vielmehr auf eine
exklusive Rolle von hEAG1-Kanalen im Zellzyklus der IGR1-Zellen hin.

4.2.3 Proliferation der IGR39 -Zellen

IGR39-Melanomzellen exprimieren keine hEAG-Kandle und reagieren in ihrer
Proliferation nicht auf niedrige Konzentrationen von Imipramin bis 20 uM. Erst ab 40 uM
ist eine gehemmte Proliferation zu beobachten, was wahrscheinlich auf Apoptose-
Effekte zurlckgeht. Unsynchronisierte IGR39-Zellen haben ein Ruhepotential von
-30 mV in Anwesenheit von intrazellularem Calcium. Der spannungsabhangige
auswartsgleichrichtende Kaliumkanal ist dabei offen. Der Kanal ist gegentiber Imipramin
empfindlich (ICsp—Wert von 6.8 uM). Offenbar tragt dieser Kanal nicht zu Proliferation
bei. Die Empfindlichkeit von K¢, und Cly,-Kanalen auf Imipramin in IGR39-Zellen ist mit
der in IGR1-Zellen vergleichbar.

500 nM ChTX inhibiert die Proliferation von IGR39-Zellen zu 50 %. Da ChTX ein
spezifischer Blocker von Kc,-Kanalen ist, tragen diese Kanéle zur Proliferation von
IGR39-Zellen bei. Unsere Ergebnisse zeigen, dass bei verschiedenen Melanomzellen
verschiedene lonenkanale zur Proliferation beitragen kénnen.
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4.3 hEAG1-Kanal und Zellzyklus der IGR1-Zellen

4.3.1 Regulation von hEAG1-Kanalen im Laufe des Zellzyklus

Ein inhibierender Effekt von Imipramin auf die Proliferation von IGR1-Zellen kann durch
den Block von hEAG1-Kanélen verursacht werden. Das Offnen von hEAG1-Kanélen
wird durch Ca*/Calmodulin reguliert (Schénherr et al., 2000). Dies deutet auf eine
wichtige Rolle von hEAG1-Kanalen beim K'-Efflux und der Regulation des zellularen
Membranpotentials bei niedriger Konzentration von intrazelluldaren Ca®* hin. In
verschiedenen Zelltypen wurde gezeigt, dass die Ca**-Konzentration am Anfang der G1-
Phase am niedrigsten ist (Pande et al., 1996). Dabei ist die Zellmembran depolarisiert
(Wonderlin und Strobl, 1996). Zu Beginn der G1-Phase reagieren viele Zellen auf
Blocker von Kaliumkanalen mit einem deutlichen antiproliferativen Effekt (Wonderlin und
Strobl, 1996; Klimatcheva und Wonderlin, 1999).

Um diese Hypothese zu priifen, hatten wir IGR1-Zellen mittels Methotrexat in der
G1/S-Phase blockiert. In der G1/S-Phase wurde die Dichte des hEAG1-Stromes im
Vergleich zu unsynchronisierten Zellen reduziert, das Membranpotential betrug dabei
-26 mV. Sechs Stunden nach dem Waschen mit Methotrexat traten die Zellen in die
S/G2-Phase ein. Dabei reduzierte sich die Dichte des hEAG1-Stromes im Vergleich zu
G1/S-Phase, die Zellen wurden leicht auf —21 mV depolarisiert. Dies bestatigt die
Hypothese, dass hEAG1 in der G1-Phase stark exprimiert wurde und das dieser Effekt
mit einer Hypolarisation der Zellmembran einhergeht. Der Kalium-Efflux und die
Hypolarisation der Zellmembran sind wichtige Voraussetzungen flir das Eintreten in die
spatere G1-Phase des Zellzyklus (Dubois und Rouzaire-Dubois, 1993; Wonderlin und
Strobl, 1996).

Die Rolle von hEAG1-Kanalen in der G1-Phase der Brustkarzinomzellen MCF-7
wurde von Ouadid-Ahidouch und Kollegen untersucht (Ouadid-Ahidouch et al., 2001).
Ihre Experimente ergaben, dass in der GO/G1-Phase synchronisierte Zellen im Vergleich
zu Zellen in der spateren G1-Phase depolarisiert sind und dass die Dichte der hEAG1-
Strome reduziert ist. Die Menge von hEAG1 mRNA in diesen Zellen erhdht sich in der
G0/G1-Phase, erreicht das Maximum wahrend der G1-Phase und reduziert sich in der
S-Phase im Vergleich zur unsynchronisierten Zellen. Die Kaliumkanalblocker TEA und
Astemizol inhibieren sowohl hEAG1-Strome als auch die Proliferation, wahrend andere
Kaliumkanale der MCF-7 Zellen, sowohl Ca2+-regulierte als auch ATP-sensitive,
unempfindlich gegentber TEA sind.
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Diese Daten und unsere Ergebnisse verdeutlichen, dass der hEAG1-Strom am
Anfang der G1-Phase am hochsten ist. Nimmt im Laufe der G1-Phase die Calcium-
Konzentration zu, wird der hEAG1-Strom herunterreguliert. Briiggemann und Kollegen
erarbeiteten, dass in Xenopus-Oozyten die Aktivierung des ,mitosis-promoting-factor”
den exprimierten hEAG1 inhibiert (Briiggemann et al., 1997). Die Reorganisation von
Zytoskelett-Elementen wahrend der M-Phase veradndert die elektrophysiologischen
Eigenschaften des hEAG1-Kanals in transfizierten CHO-Zellen (Camacho et al., 2000).

4.3.2 Regulation des Zellzyklus durch den hEAG1-Kanal

Der hEAG1-Kanal kann am Anfang der G1-Phase eine wichtige Rolle flir den Zellzyklus
spielen.

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse unserer Experimente schlagen wir folgende
Interpretation der Rolle des hEAG1-Kanals in IGR1-Zellen vor (Abb. 50): Die Zellen in
der frihen G1-Phase exprimieren hEAG1-Kanale in hoherer Dichte. Der Efflux von K*
hyperpolarisiert die Zelle und erleichtert einen Ca*-Influx. Der Mechanismus von dem
durch die Hyperpolarisation induzierten Ca®*-Influx in IGR1-Zellen wurde bereits von
Nilius und Kollegen beschrieben (Nilius et al., 1993). Die Zunahme von intrazellularem
Ca?* reduziert hEAG1-Strome (Stansfeld et al., 1996; Schonherr et al., 2000) und
aktiviert parallel Kc,-Kanéle. Das Offnen von Kcs,-Kandlen fiihrt zu einer weiteren
Hyperpolarisation der Zelle. Diese Rickkopplungsregulation von Kc,-Kanadlen wurde
ebenfalls von Nilius und Kollegen eingehend untersucht. Der Weg des Ca**-Influx in
IGR1-Zellen blieb damals jedoch unklar (Nilius et al., 1993).

Die Rolle von intrazelluldrem Ca*" im Zellzyklus ist bekannt. Die nicht tumoralen
Zellen bendtigen hohe Ca?*-Konzentrationen im Wachstumsmedium beim Ubergang von
der G1 zur S-Phase, wahrend der S-Phase und am Ende der Mitose (Santella, 1998).
Der Mangel von Ca* synchronisiert die Zellen in der G1-Phase (Whitfield et al., 1979).
Der Ca**-Influx wahrend des Zellzyklus ist mit dem Wechsel vom Membranpotential und
der Aktivitat von Kc,-Kanalen gekoppelt (Wonderlin und Strobl, 1996; Kamouchi et al.,
1999). Krebszellen kénnen sich jedoch mit wenig Ca®* im Medium teilen (Takuwa et al.,
1995). Krebszellen zeigen weniger Abhangigkeit von einer wechselnden Konzentration
von intrazelluldrem Ca*" (Binggeli et al., 1994). Solche Zellen hyperpolarisieren leicht in
der G1-Phase von —-20 auf —40 mV, dies geschieht friher als bei nicht krebsartigen
Vorgangern. Das Membranpotential von Krebszellen bleibt dann unverandert wahrend
der restlichen Phasen des Zellzyklus (Binggeli et al., 1994).
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Dies unterstitzt die Hypothese, dass Tumorzellen bei einer niedrigen
Konzentration von intrazelluldrem Ca*" hyperpolarisieren kénnen. Solche Mechanismen
erklaren sich durch die spezifische Zusammensetzung der lonenkanale (Strobl et al.,
1995). Es gibt Berichte Uber die Rolle von spannungsabhangigen Kaliumkanalen im
Verlauf des Zellzyklus bei diversen Krebszellen (Lepple-Wienhues et al., 1996; Yao und
Kwan, 1999; Fraser et al., 2000). In IGR1-Zellen kann der hEAG1-Kanal ein solcher
spannungsabhangiger Kanal sein, der die initiale Hyperpolarisation bei niedriger
Konzentration von intrazelluldrem Ca®* am Anfang der G1-Phase erlaubt. Dies geschieht
auch, wenn die Kc,-Kanale ausgeschaltet sind, z.B. bei Applikation von ChTX.

Ein anderer Aspekt ist die Wechselwirkung von hEAG-Kanalen mit den
Molekdlen, die im Zellzyklus eine wichtige Rolle spielen. Die Wechselwirkung des
Drosophila EAG-Kanals mit Ca®*/Calmodulin abhangiger Proteinkinase Il (CaMK 1) ist
nachgewiesen (Wang et al., 2002; Sun et al., 2003). Sun und Kollegen zeigten, dass
EAG-Kanale einen stabilen Komplex mit CaMKIl bilden. Dies flhrt zu der Aktivierung
von CaMKII. Zudem ist die Aktivierung von CaMKII unabhangig von Calmodulin und der
Autophosphorylierung. Ca®*/Calmodulin spielt eine Rolle beim Binden von CaMKIl an
EAG. Jedoch bleibt der Komplex in Anwesenheit von Calmodulin weiter stabil. CaMKII
bleibt aktiv, auch wenn die intrazellulare Ca*-Konzentration niedrig ist. Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dass EAG-Kanile unter niedriger intrazellularer Ca*-
Konzentration eine wichtige Rolle in der Zelle spielen. Die Aktivierung von CaMKIl im
EAG-CaMKIl Komplex ist ein wichtiger Regulationsschritt flir den Zellzyklusverlauf
(Santella et al., 1998).

Inwieweit hEAG-Kanale auf den Zellzyklusverlauf von Krebszellen einwirken,
kann zukinftig an nativen Tumoren erforscht werden. Sollten hEAG-Kanale haufig in
Tumorzellen vorkommen, ware zu untersuchen, ob das Inhibieren von hEAG-Kanéalen
die Tumor-Entwicklung hemmt oder sogar verhindert. Wenn dies bestatigt wird, kann
Imipramin in Zukunft flr theurapeutische Zweck eingesetzt werden. Der Block von
hEAG-Kanalen in Krebszellen kann die Entwicklung von Tumoren hemmen. Die Prasenz
von derartigen Kanalen in Krebszellen kann auf die Bésartigkeit der Tumore hinweisen.
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Abb. 50. Vermutliche Regulation von lonenkandlen in IGR1-Zellen im Laufe des Zellzyklus
(schematische Darstellung). Die unterschiedlichen Calciumkonzentration in der Zelle wird
durch die Intensivitat der gelben Farbe dargestellt.
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4.4  Aktivierung von EAG-Kanalen durch ungesattige Fettsduren

4.4.1 Wirkung von Arachidonsaure auf Kv1.5 und hEAG-Kanale

Fir viele Kaliumkanale ist eine Regulation durch Fettsduren bekannt (Meves, 1994).
Spannungsabhangige Kaliumkanale (Kv- oder Shaker-Typ-Kanale) werden durch
Fettsauren inhibiert (Villarroel und Schwarz; 1996). Andere, z.B. Calcium-regulierte BK-
Kanale, einwartsgleichrichtende K;-Kanale, auswartsgleichrichtende Kaliumkanale des
Herzens und der glatten Muskulatur oder nicht-inaktivierende Hintergrundkanale in
pyramidalen Neuronen werden durch ungesattige Fettsduren aktiviert (Wallert et al.,
1991; Petrou et al., 1995; Colbert und Pan, 1999; Liu et al., 2001; Clarke et al., 2002).

Wir untersuchten den Effekt von AA auf den Natriumkanal Nav1.4. AA blockt den
Kanal, hat aber keinen Einfluss auf die Aktivierungskinetik. Dies bestatigt das Ergebniss
von Bendahhou und Kollegen (Bendahhou et al., 1997). Unsere Messungen sowohl in
Abwesenheit als auch in Prasenz von Mg?* zeigten, dass Mg?*-lonen die Wirkung von
AA auf den Kanal nicht beeinflussen.

Der Kaliumkanal Kv1.5 wurde ebenfalls durch AA geblockt. Die Applikation von
AA in Konzentrationen von 1 und 10 uM flihrte zur Abnahme der Stromamplitude bei
Depolarisationspulsen positiver als 0 mV. Bei einer Spannung von -10 mV beobachteten
wir die Aktivierung des Stromes. Bei Applikation von 30 uM AA wurde die normalisierte
Leitfahigkeit des Kanals um 16 mV in Richtung der negativeren Spannungen
verschoben. Dies deutet auf eine friihe Offnung des Kanals hin. Unsere Experimente
bestatigten den Befund von Honoré und Kollegen (Honoré et al., 1995). Die Autoren
zeigten einen ,Offen-Kanal“-Block von Kv1.5 —Kanalen bei einer Applikation von 30 und
100 uM AA. Sowohl die Aktivierung als auch die Inaktivierung des Kanals waren beim
Block spannungsabhangig.

Die Beschleunigung der Aktivierung und die gleichzeitige Beschleunigung der
Inaktivierung durch 5-20 uM AA ist bei den Kv1.1, Kv1.2 und Kv1.3-Kanalen beobachtet
worden (McEvoy et al., 1995; Gubitosi-Klug et al., 1995; Poling et al., 1996; Visentin und
Levi, 1998). Die Kv-Kanéle wurden nach dem frilheren Offnen von AA blockiert. Dieser
Mechanismus entspricht dem ,Offen-Kanal“-Block (Gubitosi-Klug et al., 1995; Honoré et
al., 1995; Visentin und Levi, 1998).

Kv- und EAG-Kanale haben eine &hnliche Struktur: Sie bestehen aus vier
Untereinheiten mit dem typischen Aufbau aus 6 Transmembrandomanen. Das positiv
geladene vierte Segment funktioniert als ein Spannungssensor (Silverman et al., 2003).
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Die ahnliche Struktur von Kv- und EAG-Kanélen lasst vermuten, dass beide Kanéale
ahnlich empfindlich auf verschiedene Substanzen reagieren kénnen.

In dieser Arbeit zeigen wir, dass Arachidonsaure hEAG1- und hEAG2-Kanale in
transfizierten CHO-Zellen nicht blockt, sondern aktiviert. Dabei erhoht sich die
Stromamplitude, wahrend die Zeitkonstante 14, und die Wahrscheinlichkeit des
Zustandes Ciangsam (Psiow) reduziert wird; die Strom-Spannungs-Kennlinie verschiebt sich
in Richtung der negativeren Spannungen, was ein friiheres Offnen des Kanals andeutet.

In Rahmen der sog. Oberflachen-Potential Theorie (Hille, 2001) kénnte die
negativ geladene Arachidonsaure das elektrische Feld der Membran verandern. Dies
kénnte zudem die Bewegung des S4-Segments beeinflussen. Auf solche Weise 6ffnet
sich der Kanal bei Applikation von AA friiher als in der Kontrolle: Die Strom-Spannungs-
Kennlinie verschiebt sich um 30 mV in Richtung der negativeren Potentiale. Solche
Effekte wurden ebenfalls bei Applikation von Fettsduren auf Kv-Kanale beobachtet:
Beim Kv1.3—Kanal wurde die Strom-Spannungs-Kennlinie bei Applikation von 10 uM AA
um 9 mV verschoben (Visentin und Levi, 1998). 3 uM Docosahexaensaure (DHA)
verursachte Verschiebungen des V,-Wertes bei einer Leitfahigkeits-Spannungs-
Kennlinie um 6 mV (Poling et al., 1996). Der Effekt des friilheren Offnens bei Applikation
von Fettsauren ist auch fir BK-Kanale beschrieben worden (Devor und Frizzell, 1998;
Deson et al.,, 2000). Bei Na'-Kandlen wurde jedoch eine Aktivierung durch die
Applikation von AA nicht beobachtet (Bendahhou et al., 1997).

Um zu untersuchen, ob die Verschiebung der Strom-Spannungs-Kennlinie um
30 mV bei der Applikation von 10 uM AA alle Aktivierungseffekte bei hEAG1-Kanalen
erklart, behandelten wir CHO-Zellen mit Vorpulsen von -130 mV bis -40 mV in 10 mV-
Schritten und depolarisierten sie anschlieend auf +20, +50 und +80 mV. Die 1¢,,-Werte
bei der Applikation von AA bei +20 mV sollten danach mit den ty.,—Werten bei +50 mV
in der Kontrolle Ubereinstimmen. Das Gleiche sollte fir Werte von +50 mV bei der
Applikation von AA und von +80 mV in der Kontrolle gelten. Unsere Messungen zeigen
jedoch, dass dies bei hEAG1-Kanalen in CHO-Zellen nicht der Fall ist. Das Reduzieren
der Zeitkonstante 1, bei der Applikation von AA in CHO-Zellen kann somit durch die
Veranderung des elektrisches Feldes im Rahmen der Oberflachen-Potential Theorie
nicht erklart werden.

Warum verursacht AA einen ,Offen-Kanal“-Block bei Kv-Kanalen, bei hEAG-
Kanalen jedoch nicht? Folgende Unterschiede in den Poren von hEAG- und Kv-Kanalen
kénnen die Ursache daflr sein. Erstens unterscheiden sich die Kanale in der
Signatursequenz des Selektivitatsfilters: Die Signatursequenz von Kv-Kanélen wird von
Aminosauren GYG gebildet, die Signatursequenz von hEAG-Kanalen dagegen von
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GFG. Zweitens haben hEAG-Kanale einen langeren Loop zwischen S5-Segment und
Pore als Kv-Kanale. Eine amphipatische Helix ist nur bei hEAG-Kanalen prasent (Liu et
al., 2002; Pardo-Lopez et al., 2002; Torres et al., 2003). Diese Unterschiede kénnen ein
Grund fir verschiedene Empfindlichkeiten auf AA sein, wenn sich die AA-Bindestelle im
Porenbereich von Kv- und hEAG-Kanalen befindet.

4.4.2 Wirkung von verschiedenen ungesattigen Fettsauren auf den hEAG1-Kanal

Die Erhohung die Stromamplitude, Reduzierung der Zeitkonstante 1., und der
Wahrscheinlichkeit des Zustandes Cingsam (Psow) SOwie die Verschiebung der Strom-
Spannungs-Kennlinie in Richtung der negativeren Spannungen wurden bei der
Applikation von 10 yM ETYA bei hEAG1-Kanédle beobachtet. ETYA inhibiert die
Metabolisierung von AA durch Lipooxygenase, Cyclooxygenase und Zytochrom P-450
Enzyme. Dies weist darauf hin, dass es eine direkte Wechselwirkung zwischen den
EAG-Kanalen und der Fettsaure gibt.

hEAG1-Kanale koénnen auch durch andere ungesattige Fettsauren (EPA,
Linolensaure) aktiviert werden. Unsere Experimente in IGR1- und in transfizierten CHO-
Zellen verdeutlichen, dass dieser Effekt von der Zahl der ungesattigen Bindungen
abhangt: Sauren mit 4 oder 5 ungesattigen Bindungen sind wirksamer als Sauren mit 1-
3 ungesattigen Bindungen. Solche Korrelationen wurden bei allen Parametern
beobachtet: bei der Erhéhung der Stromamplitude, bei der Beschleunigung der
Aktivierungszeit und bei der Verschiebung der Strom-Spannungs-Kennlinie in Richtung
der negativeren Spannungen. Die Abhangigkeit von P, (die Wahrscheinlichkeit flr den
gedffneten Zustand) von der Zahl der ungesattigen Bindungen der applizierten
Fettsauren wurde bereits flir BK-Kanéle in GHjz-Zellen beschrieben (Denson et al.,
2000). Peterson und Kollegen zeigten, dass die Wirkung von Fettsduren als Elektronen
Ubertragende Substanzen auf Disulfidbindungen der lonenkanale ebenfalls von der
Anzahl der ungesattigen Bindungen abhangt (Peterson et al., 1996).

4.4.3 Mechanismus der Arachidonsaure-Wirkung auf den hEAG1-Kanal

Die Acyl Koenzyme A sind unpermeable Analoge von Fettsduren. Die Applikation von
Acyl CoA in ,Inside-Out* Patches auf BK-Kanéle in CH;-Zellen und auf Kaliumkanale in
Zellen der glatten Muskulatur deutet darauf hin, dass die Wechselwirkung von
Fettsauren mit diesen Kanalen auf der zytosolischen Seite der Membran stattfindet
(Petrou et al., 1994, 1995; Denson et al., 2000). Poling und Kollegen zeigten jedoch,
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dass die Applikation von DHA in Membran-,Outside-Out“-Patches in Fibroblasten einen
wesentlich gréleren Effekt als die zytosolische Applikation in ,Inside-Out‘-Patches
erzeugte (Poling et al., 1996).

Der Aktivierungseffekt bei hEAG1-Kanalen nach einer Applikation von 10 uM
Arachidonyl CoA auf die Oozytenmembran in der ,Inside-Out* Konfiguration war deutlich
geringer als nach einer Applikation von 10 uM AA in gleicher Konfiguration. Dies
impliziert, dass flr die Aktivierung des hEAG1-Kanals ein Zugang von Fettsauren zur
Aulienseite der Membran nétig ist.

In unseren Experimenten mit CHO-Zellen beschleunigte die externe Applikation
von 10 yM Arachidonyl CoA die Aktivierungkinetik von hEAG1-Kanéalen. Die Strom-
Spannungs-Kennlinie wurde dabei in Richtung der negativeren Spannungen
verschoben. Diese Effekte waren mit denen bei einer Zugabe von 10 uM AA
vergleichbar. Die Stromamplitude bei einer Depolarisation auf +50 mV wurde jedoch
durch die Applikation von Arachidonyl CoA nicht erhdht. Die geringe Erhéhung der
Stromamplitude bei niedrigeren Depolarisationspotentialen kann auf die Verschiebung
der Strom-Spannungs-Kennlinie zurlickgeflhrt werden. Dies lasst vermuten, dass das
friihere Offnen des Kanals und die Zunahme der Stromamplitude zwei unabhangige
Effekte sind. Es ist nicht ausgeschlossen, dass die flir Wechselwirkung von hEAG1-
Kanalen mit AA ein Zugang zu beiden Membranseiten nétig ist.

Der Effekt von AA auf Kv1.1-Kanale ist in der Arbeit von Gubitosi-Klug et al.
(1995) beschrieben. AA beschleunigte sowohl die Aktivierung als auch die Inaktivierung
der Kanale. Diese Effekte sind denen von AA auf andere Kv1.x-Kanale vergleichbar. Im
Gegensatz zu Kv1.5 und Kv1.3 wurde bei Kv1.1-Kanalen die Strom-Spannungs-
Kennlinie des Peak-Stroms jedoch nicht verschoben. Gubitosi—Klug und Gross (1996)
berichteten spater Uber die Wirkung von Ethyl Arachidonat auf diese Kanale. Dabei
beschleunigte sich die Aktivierungszeit ohne die Zunahme der Stromamplitude, zudem
wurde eine Verschiebung von 10-20 mV in Richtung der negativeren Spannungen der
Strom-Spannungs-Kennlinie beobachtet. Dies bestatigt unsere Vermutung, dass die
Anderungen von Parametern wie Aktivierungszeit, Erhéhung der Stromamplitude und
Verschiebung der Strom-Spannungs-Kennlinie bei der Applikation von Fettsduren und
Ethanol-Derivaten unabhangige Prozesse sind.

Devor und Frizzell zeigten, dass die Applikation von AA auf Ca*-unabhéngige
BK-Kanale in T84-Zellen den Zustand Ciangsam beeinflusst (Devor und Frizzell, 1998). Fur
diesen Kanal ist ein Modell mit zwei langsam geschlossenen Zustanden (Ciangsam), €inen
schnellen geschlossenen Zustand (Cscner) UNd einen gedffneten Zustand beschrieben
werden. Die Autoren stellen dar, dass nur die Zeitkonstanten des Ubergangs zwischen
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langsamen geschlossenen Zustanden beschleunigt werden. Die Zeitkonstante fir den
Ubergang zwischen Cqenner Und gedffneten Zustand werden von AA nicht beeinflusst.

EAG-Kandle werden in zwei Schritten aktiviert: Der Kanal geht vom
geschlossenen Zustand Ciangsam €rst in den geschlossenen Zustand Cgehner, dann in den
gedffneten Zustand Uber. Beim Auswerten unserer Daten vom hEAG1-Kanal stellten wir
eine Beschleunigung des Ubergangs von Clangsam Nach Cg,g fest. Der Ubergang vom
Zustand Cingsam Nach Cgenner Wurde als “langsames Gating” des Kanals bezeichnet
(Terlau et al., 1996). EAG unterscheidet sich von Kv-Kanalen durch den sog. Cole-
Moore Effekt: eine deutliche Abhangigkeit der Aktivierungskinetik vom Haltepotential.
Mg?*-lonen verlangsamen die Aktivierung. Um zu priifen, ob AA das “langsame Gating”
beeinflusst, hatten wir Messungen unter verschieden Konzentrationen von externen
Mg?* durchgefiihrt.

Die Charakteristiken der Mg®*- und AA-Effekte auf die Aktivierungskinetik von
hEAG1-Kanalen wurde in ,Inside-Out® Patches (Xenopus-Oozyten) und in Ganz-Zell-
Konfiguration (CHO-Zellen) untersucht. Eine allgemeine Tendenz ist in beiden Fallen zu
beobachten: Mg?-lonen verlangsamen die Aktivierung, AA dagegen beschleunigt sie.
Die Wirkungen von Mg?*-lonen und von AA sind jeweils konzentrationsabhéngig. Es
ware denkbar, dass der Effekt von AA auf einer Verdrangung der Mg*-lonen beruht.
Dies ist aber offenbar nicht der Fall, da AA-Effekte in CHO-Zellen auch in Abwesenheit
von Mgz+ zu beobachten waren: Die Stromamplitude war erhoht, die Wahrscheinlichkeit
des Zustandes Ciangsam (Psiow) Wurde reduziert, die Strom-Spannungs-Kennlinie wurde
nach links verschoben. Die Aktivierungszeit (ts0w) wurde jedoch nicht signifikant
reduziert, d.h. die beschleunigende Wirkung von AA beruht auf einer Verschiebung des
Gleichgewichtes von Ciangsam Nach Csenner, Nicht auf einer Beschleunigung des
Uberganges. In Gegenwart von Mg”-lonen wurde T bei Applikation von AA reduziert:
der Ubergang von Clangsam Nach Cgehnei Wurde beschleunigt.

In ,Inside-Out“-Patches von Oozyten wurde AA auf der zytosolischen Seite der
Membran appliziert. Durch diese Applikation wollten wir klaren, ob AA von der Innen-
oder AulRenseite der Membran wirkt. Es bestand ein Unterschied zwischen den Effekten
von AA in CHO-Zellen und in ,Inside-Out‘-Patches: In ,Inside-Out“-Konfigurationen
wurde in Abwesenheit von Mg*-lonen in der extrazelluldren Lésung kein Effekt durch
die AA-Applikation beobachtet. Bei Zugabe von externen Mg* wurde die
Aktivierungszeit (t50w) beschleunigt, die Stromamplitude war erhdht, Strom-Spannungs-
Kennlinie wurde nach links verschoben.

Um den Effekt von AA auf das ,langsame Gating“ in Prasenz von externen Mg?*-
lonen zu untersuchen, verwendeten wir im Labor vorhandende bEAG1-Mutanten.
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Mutationen wurden im S4-Segment eingefiihrt. Die Mutation L322H beschleunigt die
Aktivierung des bEAG-Kanals. Die Aktivierung der Mutante ist weniger abhangig von
den Vorpulsspannungen und weniger empfindlich gegenlber extrazellularem
Magnesium als die des WT-bEAG-Kanals: Die Aktivierungskinetik des L322H-Kanals bei
10 mM [Mg?*], ist mit der von WT-bEAG bei 0 mM [Mg?*], vergleichbar (Schénherr et al.,
1999). Die Aktivierung der L322C-Mutante unterscheidet sich von der L322H-Mutante
durch eine deutlichere Vorpulsabhangigkeit (Schénherr et al.,, 2002), die
Aktivierungskinetik von L322C ist jedoch schneller als die von WT-bEAG. Die D316N-
Mutante zeigt eine deutliche Vorpulsabhangigkeit, ist jedoch durch externe Mg-
Konzentrationen kaum zu beeinflussen (Schénherr, persénliche Mitteilung).

Alle getesteten bEAG1-Mutanten waren unempfindlich gegeniber einer AA-
Applikation, gemessen in ,Inside-Out* Konfiguration bei 2 mM externem Mg?*. Dies
bedeutet, dass bei verandertem Gating, d.h. bei dem schnelleren Ubergang von Clangsam
nach Cgnen kein Effekt von AA zu beobachten war.

Das Drosophila-Homolog des EAG-Kanals (dEAG) hat ebenfalls eine schnellere
Aktivierungszeit als hEAG- oder bEAG-Kandle. Der Kanal war gegeniber AA
unempfindlich (gemessen in ,Inside-Out* Konfiguration bei 2 mM externen Mg®").

Unsere Experimente mit bEAG1-Mutanten und dEAG-Kanal bestatigen die
Vermutung, dass Applikation von AA den Prozess des ,langsamen Gatings“ beeinflusst.

Um die Wirkungsweise von AA am EAG-Kanal zu charakterisieren, verwendeten
wir wiederum mutierte Kanale: Der C-Terminus von EAG-Kanale spielt eine wichtige
Rolle in der Interaktion von Untereinheiten (Ludwig et al., 1997). Die Ubertragung vom
C-Terminus des dEAG-Kanals in bEAG1 hat die Empfindlichkeit des Kanals nicht
verandert. Die Deletion des N-Terminus bewirkte eine Unempfindlichkeit des hEAG1-
Kanals gegentber AA. Der N-Terminus des EAG1-Kanals spielt eine wichtige Rolle flr
das sog. ,langsame Gating“ (Terlau et al., 1997). Bei der Deletion des N-Terminus
verliert der Kanal die Fahigkeit zum ,langsamen Gating“ und kommt schnell in einen
gedffneten Zustand. Unsere Experimente zeigen, dass die Applikation von AA in ,Inside-
Out“-Patches auf diese Kanale keine Wirkung hat.

AA bindet an unterschiedlichen Stellen in diversen lonenkanalen. Hamilton und
Kollegen zeigten, dass die Bindungsstelle von AA in der Pore des hlK1-Kanals liegt
(Hamilton et al., 2003). Die Bindungsstelle bei K;3.x-Kanalen befindet sich ebenso in der
Poren-Region (Rogalski und Chavkin, 2001). Die Bindungsstelle des TREK-2 Kanals
befindet sich im C-Terminus (Kim et al., 2001). Die Wechselwirkung von AA mit dem N-
Terminus ist fir den ROMK-Kanal beschrieben worden (Macica et al., 1998). Gubitosi-
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Klug und Gross (1996) zeigten, dass Mutationen im N-Teminus des Kv1.1 Kanals die
Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung beeinflussen.

Aufgrund unserer Befunde koénnen wir folgende Hypothese formulieren: AA
bindet von auRen an den hEAG1-Kanal und beeinflusst den Mechanismus des
slangsamen Gatings®. Verliert der Kanal die Fahigkeit zum ,langsamen Gating“ durch die
Deletion des N-Terminus, ist dieser Effekt durch AA nicht zu beobachten. In Prasenz
von externen Mg® ist der Effekt von AA dagegen deutlicher zu beobachten. Die
Bindestelle von Mg?* befindet sich zwischen den Segmenten S2 und S3 (Silvermann et
al., 2000). Ob AA die gleiche Bindestelle besetzt oder an anderen Bereichen bindet, ist
noch nicht geklart (Abb. 51). Die Bindung von AA beschleunigt den Ubergang des
Kanals von Zustand Ciangsam in den Cgenner Zustand.

? Y ?

Abb. 51 Mdgliche Bindestellen fir Arachidonsaure am hEAG1-Kanal (schematische Darstellung).

4.4.4 Physiologische Rolle von Aktivierung der hEAG-Kanale durch Fettsauren

Es ist bekannt, dass Arachidonsaure die Proliferation von Krebszellen beschleunigt
(Hughes-Fulford et al., 2001; Razanamahefa et al., 2000). Daher stellt sich die Frage, ob
die Aktivierung von hEAG1-Kanalen durch AA-Applikation wahrend des Zellzyklus
ebenfalls zur Proliferation beitragen kann. Unsere Experimente verdeutlichen, dass bei
einem Ruhepotential der melanomalen Zellen von -30 mV die Applikation von AA
hEAG1-Kanéle aktiviert. Die Rolle von hEAG1-Kanalen im Zellzyklusverlauf der
melanomalen IGR1-Zellen wurde bereits diskutiert. hEAG-Kanale kommen in vielen
Krebszellen vor (Pardo et al., 1999). Der proliferative Effekt von AA in verschiedenen
Krebszellen konnte auf die Aktivierung der Kaliumkanale zurtickgeflihrt werden. Es gibt
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jedoch Hinweise, dass AA auch durch andere Mechanismen die Proliferation von
Krebszellen beeinflusst. Beispielsweise ist eine potenzierende Rolle von AA auf MAPK
Enzyme ist von Denys et al. (2002) beschrieben worden.

5. Zusammenfassung

Unsere Arbeit verdeutlicht, dass hEAG-Kanale eine wichtige Rolle in Krebszellen
spielen. Der in melanomalen IGR1-Zellen vorhandene hEAG1-Kanal wird im Laufe des
Zellzyklus reguliert. Der Kanal selbst spielt flir die Regulation des Zellzyklus eine
wichtige Rolle. Wir vermuten, dass in der frlihen G1-Phase bei niedriger Konzentration
von intrazellularem Calcium der hEAG1-Kanal die Zelle hyperpolarisiert und dabei den
initialen Influx von Calcium in die Zelle erlaubt. Dadurch wird der weitere
Zellzyklusverlauf gesichert.

Unsere Experimente mit Imipramin zeigen, dass dieser Wirkstoff die Proliferation
von IGR1-Zellen inhibiert. Da die spezifischen Blocker auf andere in den Zellen
vorhandene Kanale keinen derartigen Einfluss haben, ist der Block des hEAG1-Kanals
als Ursache flr die Inhibierung der Proliferation sehr wahrscheinlich.

Experimente mit ungesattigen Fettsduren ergaben, dass hEAG-Kanale im
Gegensatz zu Kv-Kanalen nicht geblockt, sondern aktiviert werden. Dieser Effekt ist von
der Zahl der ungesattigen Bindungen in den Fettsduren abhangig. Es handelt sich um
eine direkte Wechselwirkung des Kanals mit der ungesattigen Fettsdure. Fettsduren
binden von au’en an den hEAG-Kanal und beeinflussen so den Mechanismus des
.langsamen Gatings*.

Weiter stellen wir dar, dass Arachidonsaure den hEAG1-Kanal bei Ruhepotential
der Zelle aktiviert. Wenn die Rolle des hEAG1-Kanals fir den Zellzyklus der
Melanomzelle in Betracht gezogen wird, kann dies den potenzierenden Effekt von
Arachidonsaure auf die Proliferation mancher Krebszelltypen erklaren.
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