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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. lonenkanéale

Biologische Membranen sind eine sehr effiziente Diffusionsbarriere fur lonen.
Der hydrophobe innere Bereich der Membran verhindert den Zugang von lonen
und ermdglicht damit das Aufrechterhalten von lonengradienten zwischen
Zytoplasma und Extrazellularraum. lonenkanéle sind integrale
Membranproteine, die hydrophile Poren in der Lipiddoppelschicht der
Zellmembran ausbilden und den Transport anorganischer lonen wie Na*, K,
Ca** oder CI" zwischen Zytoplasma und Extrazellularraum erméglichen. Diese
lonenbewegung ist durch passive Diffusion entlang des elektrochemischen
Gradienten gekennzeichnet und geht mit extrem hohen
Leitungsgeschwindigkeiten von bis zu 10° lonen / s pro Kanal einher, was sie
von Transportern oder Pumpen unterscheidet.

Viele dieser Kandle besitzen eine lonenselektivitat, d.h. sie sind nur fur
bestimmte lonen durchgéangig (z.B. fir K* - lonen bei Kalium-Kanalen). Die
Selektivitat wird zum einen durch die GroRe des lons mitsamt seiner
Hydrathille bestimmt, zum anderen durch Interaktionen des lons mit
bestimmten Aminoséaureresten der Pore, welche dadurch als Selektivitatsfilter
wirken, da sie eine Engstelle darstellen. Zur Passage muss ein lon einen
Grol3teil seiner Hydrathulle durch schwache Bindung an die Pore ersetzen. Da
diese Ablésung der Hydrathdlle fur das lon energetisch ungtinstig ist, wird es
den Kanal nur dann durchqueren, wenn die Bindung dies energetisch
kompensiert (Hille, 1992; Doyle et al., 1998).

Die Offnung von lonenkanalen wird Uber verschiedene Reize geregelt: diese
sind bei  spannungsabhangigen lonenkandlen  Anderungen  des
Membranpotenzials, bei mechanisch kontrollierten lonenkandlen die
mechanische Belastung und bei ligandengekoppelten lonenkanalen die
Bindung eines Signalmolekils. Zusatzlich kann die Aktivitdt von lonenkanélen
durch Protein-(De)-Phosphorylierung (Hille, 1992; Saf3brich und Busch, 1998),
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Ca®*, IP;, Lipide wie PIP,, Fettsauren wie Oleoyl-CoA, G-Proteine, pH und
vieles mehr moduliert werden.

Da die Plasmamembran der meisten Zellen im Ruhezustand eine hohere
Permeabilitat fir K* als fiir Na*, Ca®" oder CI besitzt, spielen Kalium-Kanéle
eine  Schlusselrolle  fur bestimmte zellulare Parameter wie das
Ruhemembranpotenzial, die Erregbarkeit der Zelle oder das Zellvolumen (Hille,
1992).

1.2. Kaliumkanale

Kaliumkanéale kommen ubiquitar in erregbaren wie in unerregbaren Geweben
vor und bestimmen mit ihrer hohen K*-Leitfahigkeit das Ruhemembranpotenzial
(RP) der meisten Zellen. Das Nernst'sche Gleichgewichtspotenzial fiir K*, Ex,
liegt bei = -90 mV und somit auch das Ruhepotential der Zelle. Allerdings
entfernt sich das RP durch geringe Einwartsstrome (Na* und Ca?*-Influx, CI-
Efflux) vom Ex und bewegt sich gewebeabhéngig zwischen —80 und -30 mV
(Hille, 1992). Die Zelle depolarisiert durch SchlieBung von K*-Kanalen, da K*
vermehrt in der Zelle bleibt, wodurch die Membranspannung auf -60 bis -40mV
abfallt. Das polarisierte Membranpotential erméglicht es in erregbaren
Geweben (Neuronen, Herzmuskelzellen) die Aktivierung spannungsabhangiger
Na* oder Ca?* Kanale, die ein Aktionspotenzial (AP) ausldsen. In Muskeln ist
der Ca**-Einstrom mit einer Kontraktion assoziiert.

Eine Offnung von K*-Kanalen bewirkt durch K*-Ausstrom eine Hyperpolarisation
des Membranpotenzials in Richtung des Kalium-Gleichgewichtpotenzials Ex,
wodurch die Lange und Dauer von Aktionspotenzialen verkirzt wird. Zudem
wird das Ruhemembranpotenzial negativer, was die Auslésung weiterer
Aktionspotenziale erschwert.

K*-kanéle bestehen aus o-Untereinheiten (z.B. Kir), welche die Pore des
Kanals formen und zumeist in Form eines Tetramers angeordnet sind (Hille,
1992; Doyle et al., 1998). Diese Grundeinheit wird h&ufig ergénzt durch weitere
Untereinheiten (z.B. B, y ..), welche fur die Regulation der Kanalaktivitat eine
wichtige Rolle spielen (Hille, 1992; Quayle et al., 1997).
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Aufgrund ihrer molekularen Struktur werden Kaliumkandle in 3 verschiedene
Klassen eingeteilt (s. Abbildung 1):
a) einwarts gleichrichtende K'-Kandle (Kgr-Kandle, inward rectifying)
(KCNJ)
b) spannungsabhangige K'-Kanile (Ky-Kanéle, voltage dependent) (z.B.
KCNA, KCNH, KCNQ..)
c) Tandem-Kanéle (Kzp-Kanale) (KCNK)
Unter diesen bilden die spannungsabhangigen K*-Kanale die groRte Gruppe
und weisen eine ausgepragte Auswartsgleichrichtung der K*-Leitfahigkeit auf.
Dagegen sind die Kr-Kanidle dadurch charakterisiert, dass sie das K'-lon
besser in die Zelle hinein als heraus leiten. Uber die Zugehorigkeit zu einer der
beiden Klassen entscheidet die Anzahl der a-helikalen
Transmembransegmente der a-Untereinheit: diese enthalten bei Kr-Kanalen

zwei Transmembransegmente (M1 und M2), bei Ky-Kanale dagegen sechs.

2T™M K* channels 6TM
F L =l g =
Kir Kv KQT Eag N K(Ca?*) CNG
1 T 1 1 1
N*® —CN* “CN® =bH BN =D
¥ g g ... E g g a = e (1: [ .l“\“‘C ra O
Kirl ... Kir3 ...Kir6 Shaker Shab Shaw Shal eag erg elk  SK Bk  CNGI-5...
Kvl Kv2 Kv3 Kv4... slo ret, olf, ...
[ 8 a [ = ] | 3 w o 1 [ 3 a [ 8 ae 1K a [ $ ' S a B a (X, B
Kir3.1... Kv1.1 - Kv1.8 KvLQT1 KQT2 ==+ == see mee e
2*2TM 6 +2TM 4*6TM
00 00 I oMY OOV oovn qoodg
NS LT =C N*® U =cC N~ J W J =C
TWIK K* channels TOK K* channels Na* and Caliz’+ channels

Abbildung 1: Ubersicht tiber die Genfamilie der kaliumkanalformenden

Proteinuntereinheiten und damit verwandte Proteine; gezeigt sind nur die wichtigsten
Mitglieder. Das Schema basiert auf Kaliumkanalen mit 2 und 6 Transmembransegmenten (2TM
and 6TM), die weiteren kanalformenden Proteine haben sich wahrscheinlich durch
Genduplikation oder Splicing entwickelt: 2*2TM (TWIK Kanéle), 6+2TM (TOK Kanéle), und
4*6TM (Natrium- und Calziumkanéle). Mehrere Vertreter der 2TM und 6 TM Familie sind
dargestellt; Punkte zeigen die vielen, durch den schnellen Fortschritt im Klonieren von
Kanalgenen zu erwartenden Vertreter. (aus: Heinemann, 2001, modifiziert nach Wei et al.,
1996)
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Die Quartarstruktur des langsam aktivierenden Igxs-Kanals, der zur Ky-Familie
gehort, ist bis heute unbekannt. Es wurde jedoch gezeigt, dass dieser Kanal
aus KvLQT1- und Is-Protein (fur Isiowkaium, Synonym: minK-Protein)
zusammengesetzt ist. Mutationen im Gen, das fur das KvLQT1-Protein kodiert,
sind die Ursache flr das vererbte QT-1-Syndrom (Wang et al., 1996).

Neben diesen beiden zuerst entdeckten Klassen von K'-Kanidlen wurde
inzwischen eine weitere Klasse gefunden: die Tandem oder Kyp-Kanale. Bei
ihnen sind in einer Untereinheit zwei Porenregionen hintereinander angeordnet,
so dass fur den vollstandigen Kanal nur zwei Untereinheiten erforderlich sind.
Als deren Vertreter waren die TOK1 (Two P-region-containing outwardly
rectifying K’-channel) und die TWIK1-Kanéle (Tandem of P domains in a weak
inward rectifying K*-channel) zu nennen, deren biologische Bedeutung unter
anderem in der Aufrechterhaltung einer Hintergrundleitfahigkeit zu liegen
scheint.

Innerhalb dieser drei strukturell unterscheidbaren Klassen der Ky-, Kigr- und Kzp-
Kanéale wurden einige weitere Familien von Kalium-Kanéalen entdeckt, welche
sich durch ihre spezielle Kanalphysiologie unterscheiden. So zeigen
beispielsweise HERG-Kanale im Herzen strukturelle Verwandtschaft zu den Ky-
Kandlen wie auch die Ca®*‘-abhangigen K'-Kandle (Kca), die neben der
Spannungsabhéngigkeit durch erhohte intrazellulare Calciumkonzentrationen
aktiviert werden. Weiterhin gibt es als Unterform der Klasse der Kr-Kanéle die

ATP-gesteuerten K*-Kanale (Karp-Kanéle).

1.3. KATp—Kané.le

Noma entdeckte das Vorhandensein von ATP-abhangigen K*-Kanalen (Katp) im
Herzmuskel (Noma, 1983). Spater stellte sich heraus, dass dieser Kanaltyp
auch in vielen anderen Geweben wie z.B. im Pankreas (Cook und Hales, 1984),
in Skelett- und glatter Muskulatur, in Neuronen und im Nierenepithel auftritt
(Ashcroft und Ashcroft, 1992; Edwards und Weston, 1994; Quast, 1996).

Ihre wichtigste Eigenschaft ist die Nukleotidempfindlichkeit: durch das

intrazellulare Energiesubstrat ATP wird ihre Aktivitdt gehemmt; gibt man sie in
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ATP-freies Medium, so erhoht dies wiederum ihre Offenwahrscheinlichkeit und
somit die Aktivitat. Weiterhin reagieren sie auch auf das ATP-Abbauprodukt
MgADP bzw. auf zytoplasmatische Magnesiumnukleosiddiphosphate (MgNDP),
die, im Gegensatz zu ATP, eine Kanal6ffnung bewirken. Im Zellgefiuige wird die
Aktivitat von Karp—Kanalen malf3geblich durch das Verhaltnis von ATP zu NDP
bestimmt, das den metabolischen Zustand der Zelle widerspiegelt. Durch diese
Nukleotidempfindlichkeit verbinden die Karp-Kanale den metabolischen Zustand
der Zelle mit der elektrischen Aktivitat der Plasmamembran und kdnnen
dadurch die Zelle in Stref3situationen schitzen, wie z.B. durch Verkirzung des
Aktionspotentials im Herzen wahrend einer Ischamie (Nichols und Lederer,
1991).

Weitere Kanaleigenschaften sind Spannungsunabhéangigkeit und eine
schwache Einwéartsgleichrichtung der K*-Leitfahigkeit.

Karp—Kanéle stellen therapeutische Angriffspunkte von Pharmaka dar, die z.B.
bei Diabetes mellitus Typ Il und Hypertonie eingesetzt werden. Dabei fordert die
Inhibition des Kanals durch orale Antidiabetika wie die Sulfonylharnstoffe die
Insulinsekretion aus pankreatischen B-Zellen (s. folgendes Kapitel). Offnung
von Karp—Kanalen der glatten GefaBmuskeln bewirkt eine starke
Vasorelaxation, was den Einsatz der sogenannten K'-Kanaldffner als
Antihypertensiva erklart. Darliber hinaus weisen tierexperimentelle Anséatze
darauf hin, dass K'-Kanal6ffner das Myokard vor Ischamie schiitzen kénnen
(Szewczyk und Marban, 1999).

1.4. Aufbau von K atp—Kanélen

Karp-Kandle sind Heteromultimere aus a- und —Untereinheiten, wobei jede
Untereinheit alleine exprimiert keinen aktiven Karp—Kanal ausbildet (Aguilar-
Bryan et al., 1995; Inagaki et al., 1995; Sakura et al., 1995; Clement IV et al.,
1997). Verantwortlich hierfur ist ein Retentionsmotiv, welches den alleinigen
Einbau der Kir6.x Untereinheiten in die Membran verhindert. (Zerangue et al.,
1999). Werden beide Untereinheiten exprimiert, setzen sie sich mit einer

4:4 Stéchiometrie zusammen: dabei sind 4 a und 4 B-Untereinheiten am Aufbau
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eines Kanals beteiligt, dessen relative Molekilmasse =950 kDa betragt
(Clement IV et al., 1997). Die Assoziation konnte in Experimenten mit Kr6.2
spezifischen Antikdrpern (Lorenz et al.,, 1998) und dem Photo-affinitats-
radioliganden '?°|-Azido-GBC (Schwanstecher et al., 1994; Clement IV et al.,
1997) nachgewiesen werden. Der Aufbau ist schematisch in Abbildung 2 zu
sehen.

TMD 0 TMD 1 TMD 2

1121(/3||4]|5 6((7(8]|9]|10(1 1213 |(14(|15||16 |17 M M

SUR1 )

Abbildung 2: Aufbau und Stéchiometrie des ATP-abhangigen K*-Kanals (Karp). Der oktamere
Kanalkomplex ist in einer 4:4 Stochiometrie aus einem Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR) und aus
einer Kig6.1- oder Kiz6.2-Untereinheit aufgebaut. Nach Quast 2000 (freundlicherweise
Uberlassen von Conny Walz)

1.4.1. Die a-Untereinheit K g6.x

Die a-Untereinheit wird von Kir6.x (= 45 kDa) gebildet, das zur Superfamilie der
einwartsgleichrichtenden K*-Kanéle (Kir) gehort und die Kanalpore fiir das K-
lon ausbildet. Sie hat 2 Transmembran-Segmente (TM1 und TM2), die durch

eine intramembranar gelegene Schleife (H5) verbunden sind, welche die

13



1. Einleitung

K*-Selektivitat bestimmt. Die Subtypen Kgr6.1 oder 6.2 (welche in ihrer
Aminosaurensequenz zu 70% Ubereinstimmen; Inagaki et al., 1997) zeigen
einen Selektivitatsfilter mit der Sequenz Gly-Phe-Gly anstelle des haufiger in
anderen Kg-Kanalen vorkommenden Gly-Tyr-Gly (Inagaki et al., 1995).

Das humane Gen fir Kr6.1 (KCNJ8) konnte auf Chromosom 12, Position
12p11.23 lokalisiert werden (nahe dem Gen fur SUR2), ist ca. 9.7 kb lang und
besitzt 3 Exons. Das daraus entstehende Protein (ca. 38 kDa) zeigt eine
98%ige Homologie zu murinem Kig6.1 und umfasst 424 Aminosauren. Kr6.1
kann mit den B-Untereinheiten SUR1 (Ammala et al,, 1996) und SUR2B
funktionelle Kanéle ausbilden (Aguilar-Bryan et al., 1998); ob die Kombination
mit SUR2A funktionelle Kanale ergibt ist noch unklar (Babenko et al., 1998;Liu
et al.,, 2001b). Kr6.1 enthaltende Kanale sind nur sehr schwach ATP
empfindlich und haben eine unitare Leitfahigkeit von = 30 pS,

Kir6.2 (syn. BIR), dessen intronloses Gen auf dem kurzen Arm von Chromosom
11 liegt (in der Nahe von SUR1), ist 390 Aminosauren lang. Kr6.2 kann mit
allen drei Isoformen des SURs funktionelle Karp-Kanéle ausbilden (Inagaki et
al., 1996, Isomoto et al., 1996). Kir6.2 enthaltende Kanéle sind sehr ATP-
empfindlich (K;(1L5-30 uM) und haben eine unitére Leitfahigkeit von B0 pS (140
mM K*). Tucker et al., 1997b konnten zeigen, dass Kr6.2—Kanale, bei denen
die 36 C-terminalen Aminosauren entfernt wurden (Kr6.2AC36), durchaus in
der Lage waren, bei alleiniger Expression K*-Strome zu erzeugen; dies liegt
daran, dass bei diesem Rumpfkanal das Retentionsmotiv R-K-R mit
abgeschnitten wurde. Gleiches gilt fir KrAC26. Beide Kandle sind daher
wichtige Werkzeuge, um die Pharmakologie des Kir6.2 zu studieren. Tucker et
al., 1997b konnten zum Beispiel zeigen, dass der Block der Kr6.2 / SUR-
Kanale durch ATP an der Bindung von ATP an Kr6.2 liegt.

1.4.2. Die B-Untereinheit SUR

Die B-Untereinheit ist der sogenannte Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR), welcher
fur das komplexe Regulationsverhalten der Karp-Kanéle verantwortlich ist. Er
wurde erstmals aus der [3-Zelle des Pankreas kloniert (Aguilar-Bryan et al.,
1995). Inzwischen wurden 2 Subtypen, SUR1 und SUR2 identifiziert (Inagaki et
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al., 1996; Isomoto et al., 1996), deren Gene auf Chromosom 11 (p15.1) und
Chromosom 12 (11.23) liegen (Chutkow et al., 1996). Fur SUR1 (1581
Aminosauren) kodieren 39 Exons, fur SUR2 (1549 AS) dagegen nur 38 Exons.
Durch alternatives SpleiBen wird SUR2 noch in SUR2A und SUR2B

unterschieden.

SURI Gene (11p15.1)

- Average exon size is ~ 124 bp
- 39 Exons, 1581 amino acids.
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NBF1 NBF2

Average exon size is ~ 122 bp

SUR2 Gene (]2p] 1.1 2) i 38 Exons, 1549 amino acids.

Abbildung 3: schematische Darstellung des humanen SUR1 und SUR2 Gens Intron-Exon
Ubergange und ExongroRe sind sehr dhnlich. SUR1 hat 39 Exons, SUR2 38. Der Unterschied
resultiert aus der Entfernung des 18ten Exons von SUR1 aus dem SUR2 Gen (die fiir eine
Sequenz in der NBF1 kodiert). SUR2A and SUR2B unterscheiden sich in ihren letzten 42
Aminosauren durch die unterschiedliche Benutzung der 2 terminalen Exons (aus Aguilar-Bryan
et al., 1998)

Sie vermittelten die pharmakologischen Effekte der Offner, wie P1075 und der
Schlie3er, wie der Sulfonylharnstoffe, was ihnen den Namen gab. Nach
Hydropathie-Analysen (Tusnady et al., 1997) besitzt SUR 3 Transmembran-
Doméanen (TMD 0-2) mit 5+6+6 Transmembranhelices (TM) sowie zwei
intrazellular gelegene Nukleotidbindungsfalten (NBF1 und 2). Dabei ist die
NBF 1 nach 11 TM-Helices (=TMDO + TMD1) angeordnet, es folgen 6 weitere
TM-Helices (=TMD2) bis zur zweiten NBF, der C-Terminus ist wieder
intrazellular (s. Abbildung 2). In den NBF sind hoch konservierte Walker A- und
B-Motive enthalten, die ATP binden kdnnen. Walker A umfasst die Sequenz -
Gly-X-X-Gly-X-Gly-Lys-Ser/Thr-, wobei X eine beliebige AS ist. Hierbei ist das
Lys wichtig fur die Koordination der negativen Ladung am y-Phosphat des ATP.
Das Walker B-Motiv beinhaltet die Sequenz -Y-Y-Y-Y-Asp-, wobei Y eine
hydrophobe AS darstellt (Walker et al., 1982). Hierbei koordiniert das Asp das
Mg?" im Mg**-Nukleotid-Komplex.
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Mit dieser Struktur lasst sich SUR den ATP-Binding-Cassette-Proteinen
zuordnen, zu der auch wunter anderem der CFTR (cystic fibrosis
transconductance regulator) und die MDR-Proteine (multi drug resistance
proteins) gehoren. Weitere Proteine, die in diese Kategorie gehdren sind, HIyB,
OppD, Hisl, Malk und viele mehr.

Ein weiteres Charakteristikum der ABC-Proteine ist ihre ATPase-Aktivitat, an
die haufig ein Transportvorgang gekoppelt ist. Auch fur die SUR-Subtypen ist
eine schwache ATPase Aktivitdt nachgewiesen, die v.a. im NBF2 lokalisiert ist
(Bienengraeber et al., 2000; Matsuo et al., 2000) und die die Steuerung der

Kanalaktivitat kontrolliert (Zingman et al., 2001).

1.4.3. Gewebsspezifische Verteilung der K Arp-Untereinheiten
Wie elektrophysiologische Messungen gezeigt haben koppeln die SUR

Subtypen mit Kir6.1 und Kr6.2 zu unterschiedlichen Kanalkonstrukten. Dies
bildet somit die Grundlage der Gewebsdiversitat der Karp-Kanale und erklart
deren verschiedene Eigenschaften in den einzelnen Geweben (s. Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. und Tabelle 1). Fir die SUR2
Subtypen wurde auch die Wxistenz von ,Mischkanalen® der Form (Kir6.1)x
(Kir6.2)4x und (SUR2), gezeigt (Cui et al., 2001; Pountney et al., 2001).

Glibenclamid, K; Offner Vorkommen Referenzen
(nM)
Pinacidil GefalBmuskulatur, | Russ et al., 1999;
Kir6.1/ SUR2B 42nM Nicorandil Knpp Yamada et al., 1997
Diazoxid | B-Zellen, Pankreas | Inagaki et al., 1995;
Kir6.2 / SUR1 [ nM Pinacidil Neurone Gribble et al., 1997a
Cromakalim Herz- und Russ et al., 2001;
Kr6.2 / SUR2A 26 nM Pinacidil Skelettmuskel Inagaki et al., 1996;
Nicorandil Okuyama et al., 1998
Diazoxid glatte Russ et al., 2001;
Kir8.2 / SURZB 27 nM Pinacidil Muskulatur Isomoto et al., 1996
Tabelle 1: Kombinationen der Untereinheiten und deren Vorkommen, GBC gemessen in

inside-out Patches bei 22T
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1.5. Physiologische und pathophysiologische Rolle v on Karp
— Kanélen

Durch ihre Empfindlichkeit auf ATP und ADP stellen Karp—Kanale eine
Verbindung zwischen dem metabolischen Zustand und dem Membranpotenzial
der Zelle her. Dies ist eine einzigartige Eigenschaft, die die Karp-Kanale zum
Beispiel befahigt, in den B-Zellen des Pankreas eine Schlisselrolle bei der
Insulinsekretion einzunehmen:

In der B-Zelle wird das Ruhemembranpotential (RP) durch die Aktivitat der Katp-
Kanale bestimmt wund liegt bei ca. —-70 mV. Dabei sind die
spannungsgesteuerten Ca’*-Kanale (L-VOCC = voltage operated calcium
channel) noch geschlossen. Der

.. Insulin

postprandiale Anstieg des

GLUT2 - X ©

Glucoseaufnahme  durch  den Gmcose_@

Blutglucosespiegel fuhrt, nach der

Transporter GLUT2 (a), zu einer @

gesteigerten intrazellularen ATP- arp | © O civercans [ca1t (@
Synthese aus ADP, wobei das © @ piazoxid

ADP / ATP-Verhéltnis zu ATP hin ) ( ) (
verschoben wird (b). Dies bewirkt o ) DEpOIaELS)aﬁon © :OCC
eine Katp-Kanalblockierung, ) o

Abbildung 4: Modell der Insulinfreisetzung in den 3-Zellen
wodurch die Zelle depolarisiert (c) des Pankreas. (Konsensusmodell nach Cook und Hales,

1984) Aus Quast DMW 2002 (freundlicherweise Uberlassen
und sich die spannungsabhangige von Conny Walz)

Ca’*-Kanale offnen (d). Der resultierende Ca?*-Einstrom wiederum lost die
Exozytose von Insulinvesikeln aus (e) (s. Abbildung 4).

Bei Energiemangel der Zelle verbrauchen sich die intrazellularen ATP-
Reserven und das ATP/ADP Verhéltnis wird in Richtung ADP verschoben,
wodurch sich die Karp—Kanale 6ffnen. Dies treibt das RP in Richtung Ek, wobei
die Zelle hyperpolarisiert wird und sich von der Aktivierungsschwelle der
spannungsabhangigen lonenkandle entfernt. Somit wird die Zelle weniger
erregbar und kann Energie einsparen. Dieser Mechanismus schitzt z.B. das

Myokard vor hypoxischen Schaden: unter Hypoxie 6ffnen sich die Karp-Kanale
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und wirken dadurch negativ inotrop. Ebenfalls zytoprotektiv wirkt die Karp—
Kanal6ffnung in Neuronen und Skelettmuskeln im Falle der Hypoxie bzw.
Ischamie. In glatten Gefalimuskeln sind Karp-Kanéle wichtige Determinanten
des GefaRtonus, da ihre Offnung zur Vasorelaxation fiihrt.

In der Niere sind Karp—Kandle der juxtaglomeruldren Zellen (umgewandelte
glatte GefalRmuskelzellen) an der Regulation der Reninsekretion beteiligt. Im
Tubulusepithel sind sie an die Aktivitit der Na® / K'-ATPase gekoppelt und
spielen eine wichtige Rolle bei der lonenrickresorption.

Die innere Membran von Mitochondrien enthalt ebenfalls Karp-Kanale
(mitoKatp) die an der Kaliumhomoostase beteiligt sein sollen, die einerseits das
mitochondriale  Volumen und andererseits den Protonengradienten
aufrechterhalt (Szewczyk et al., 1997). Bei kardialer Ischamie werden sie durch
Adenosin via Proteinkinase C geotffnet und sind wesentliche Mediatoren des
kardialen Preconditioning. Dies ist ein Mechanismus, bei dem kurze
ischAmische Perioden die Myozyten fur eine anschlieBende langere Hypoxie
resistent machen (Szewczyk und Marban, 1999).

1.6. Karp-Kanal Krankheiten

1.6.1. PHHI (Persistent hyperinsulinaemic hypoglyca  emia of
infancy)

Pathophysiologische Relevanz erlangen Katp—Kanale zum Beispiel bei der
persistierenden hyperinsulinamischen Hypoglykamie im Kindesalter (PHHI).
Diese wird verursacht durch rezessiv vererbbare Mutationen im pankreatischen
Karp—Kanal, die einen Verlust der Kanaloffnung bewirken. Das RP dieser Zellen
ist standig depolarisiert und liegt bei —35 mV, so dass die gesteigerte L-Typ
Ca®*-Kanalaktivitat die Insulinsekretion erhht und die Blutglukosekonzentration
absenkt (Aguilar-Bryan und Bryan, 1996).

Atiologisch wurden sowohl familiar vererbte als auch sporadisch auftretende
Formen der Krankheit identifiziert. Die familiar vererbte Form der PHHI kommt
in Nordeuropa nur zu ca. 1 zu 50000 Fallen vor, jedoch liegt die

Wahrscheinlichkeit in Finnland und in Saudi Arabien bei ca. 1 von 2700 der
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Geburten. Betroffene Patienten zeigen schon kurz nach der Geburt schwere
Hypoglycamien, welche durch konstante Insulinfreisetzung, trotz niedrigen
Blutglucosekonzentrationen, verursacht werden. Wird die Krankheit nicht
rechtzeitig erkannt, so drohen durch die Hypoglycamien irreversible
Gehirnschaden. Die bisherige Therapie besteht in der subtotalen
Pankreatektomie (Cook und Bryan, 1998).

Das fur PHHI verantwortliche Gen liegt auf Chromosom 11p14-15.1 (Thomas et
al., 1995) wo auch die Gene fir SUR1, SUR2 und Kz6.2 lokalisiert sind. Daher
gibt es Mutationen der verschiedenen Untereinheiten, die alle die PHHI
verursachen konnen, wobei die des SUR1 am haufigsten ist. Die Mutationen
kann man anhand der funktionellen Folgen in zwei Klassen aufteilen:

a) totaler Verlust der Kanalaktivitat durch Wegfall eines Phenylalanins an
Position 1388 (AF1388), sowie eine V187N-Mutation in der finnischen
Abstammung (Otonkoski et al., 1999; Shyng et al., 1998; {Shyng &
Nichols 1998 1867 /id}).

b) Beeintrachtigte Regulation _der Kanalaktivitdt bei erhaltenem
inhibitorischen Effekt von ATP (Nichols et al., 1996; Shyng et al., 1998).

Diese Mutationen verhindern die Fahigkeit des Kanals, auf metabolische

Anderungen adaquat zu reagieren und verursachen somit eine
dauerhafte SchlieBung des Kanals in den [3-Zellen (Aguilar-Bryan und
Bryan, 1999; Ashcroft und Gribble, 1999)

1.6.2. Diabetes mellitus Typ 2 (NIDDM)

Eine weitere Erkrankung, in der Karp-Kandle eine pathophysiologische Rolle
spielen, ist der Nichtinsulinabhdngige Diabetes Mellitus (NIDDM, Typ 2
Diabetes). Diese Erkrankung ist multifaktoriell bedingt und macht sich unter
anderem durch Insulinresistenz und nachlassende B-Zellfunktion bemerkbar.
Zu den Faktoren, die zur genetischen Pradisposition beitragen, gehdren unter
anderem auch Mutationen am Karp-Kanal der B-Zelle, der ja die

Insulinsekretion an den Blutzuckerspiegel koppelt.
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Im SUR1-Gen wurden einige Polymorphismen beschrieben, fir die eine
Assoziation mit NIDDM berichtet wurde, jedoch fiihren diese Mutationen nicht
zu funktionellen Anderungen des Kanals (Meirhaeghe et al., 2001; 't Hart et al.,
1999).

Im Kir6.2 Gen wurde ein Polymorphismus gefunden,
bei dem im Codon 23 Glu durch Lys ersetzt ist (E*K)
(s. Abb. 5) (Hansen et al., 1997). Bei Kaukasiern tritt
der Basenaustausch mit einer H&aufigkeit von 36 %
auf, so dass die Haufigkeit fir KK Homozygoten 13%
betragt. Wie eine Analyse der UKPDS Studie durch

. . ) _ Abb.5: Lage der Mutation
Gloyn et al., 2001 zeigte, sind die KK-Homozygoten fir EZK in der Nahe des

: S - Aminoterminus von Kir6.2.
den E”K-Polymorphismus  signifikant haufiger unter Nach Quast 2002

(freundlicherweise
Uberlassen von Conny Walz)

den Typ 2 Diabetikern zu finden als in der
normoglykadmischen Vergleichsgruppe.; die
Wabhrscheinlichkeit dieser Assoziation konnte jetzt durch Schwanstecher et al.,
2002 mit p < 4x10° angegeben werden.

Schwanstecher et al., 2002 zeigten, dass der E>®K Polymorphismus im Kir6.2
zu einer leichten Hyperaktivitat des Kanals fuhrt, wodurch dieser eine erhéhte
Offenwahrscheinlichkeit zeigt und sich schlechter durch ATP schlie3en l&asst.
Diese um den Faktor 2.3 geringere Empfindlichkeit fir das blockierende ATP
erhoht die Schwellenkonzentration, bei der Insulin ausgeschittet wird und

konnte so zum Diabetes Typ 2 beitragen.

1.7. Pharmakologie von K arp—Kanélen

1.7.1. Blocker des K atp

Zu den klassichen Blockern des Karp-Kanals zahlen die Sulfonylharnstoffe, wie
Tolbutamid und Glibenclamid, die auch namensgebend fir die B-Untereinheit
SUR (Sulfonylharnstoffrezeptor) sind. Als weitere chemische Gruppe kommen
die Benzoesaurederivate, wie Meglitinid oder Repaglinid hinzu. Die

Sulfonylharnstoffe werden in die kurzkettige Erst- (z.B. Tolbutamid) und
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langkettige Zweitgenerationsabkdmmlinge (z.B. Glibenclamid [GBC]) eingeteilt,
wobei letztere zusatzlich eine Benzamidogruppe besitzen (s. Abbildung 6) und
daher beide chemischen Klassen repréasentieren. Die Sulfonylharnstoffe fordern
durch die Blockade der Karp-Kanéle die Insulinfreisetzung (s. Kap. 1.5) und
werden daher mit Erfolg in der Behandlung des Typ2 Diabetes eingesetzt.

Beide Strukturklassen entfalten ihre kanalhemmende Wirkung Uber
Hochaffinitatsbindungsstellen auf der B-Untereinheit SUR. AuB3erdem ist in der
Literatur eine Hemmung durch niederaffine Bindung der Substanzen an die a-
Untereinheit Kr6.2 beschrieben, die sich jedoch erst in sehr hohen

Konzentrationen auswirkt (Gribble et al., 1998b; Gros et al., 1999).

Glibenclamid (GBC)

%) H&Q/C
OCH,;

Meglitinid

Abbildung 6: Strukturformeln von Kxrp-Blockern

Friher wurden die Sulfonylharnstoff-Empfindlichkeit zur Einteilung der SUR-
Isoformen herangezogen und so unterschied man Hochaffinitdts- und
Niederaffinitats-SUR. Zu den Erstgenannten gehdrt der in pankreatischen [3-
Zellen  vorkommende  SUR1, dessen Bindungskonstante Kp in
Radioligandstudien mit ®H-GBC an nativen B-Zellen 0.3-7 nM (Schwanstecher
et al.,, 1992; Ashcroft und Ashcroft, 1992), in SUR1-transfizierten HEK293-
Zellen =5-7 nM betrug (Ammala et al., 1996; Hambrock et al., 2002a; Hambrock
et al., 2002b); die ICs; des Kanalblocks lag im nativen wie auch im

rekombinanten System <10 nM (Babenko et al., 1998). Die ICso der Inhibition
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des pankreatischen Kanals durch Tolbutamid betrug wenige pM (Ammala et al.,
1996; Gribble et al., 1998).

Die SUR2-Isoformen werden traditionell als Niederaffinitdts-SUR bezeichnet.
Neuere Radioligandbindungsstudien haben jedoch gezeigt, dass GBC mit einer
Ko 30 nM an SUR2A (Stephan und Quast, personliche Mitteilung) und SUR2B
bindet (Loffler-Walz et al., 2002). In elektrophysiologischen Experimenten
hemmt GBC die Kir6.2 / SUR2x-Kanale mit ICso-Werten um die 30 nM, wobei
jedoch je nach den experimentalen Bedingungen (Prasenz von Nukleotiden,
patch-clamp Konfiguration) auch abweichende Werte erhalten wurden (Gribble
et al., 1998b, Okuyama et al., 1998, Beech et al., 1993, Russ et al., 1999, Russ
et al., 2001; Zusammenfassung in der Habilitationsarbeit von Dr. U. Ruf}, Inst.
fur Pharmakologie u. Toxikologie der Universitat Tubingen).

Wie man in Abbildung 7 erkennen kann, bindet Glibenclamid hochaffin an zwei
benachbarte Bindungsstellen an SUR1, einer Sulfonylharnstoff- und einer
Benzamidbindungsstelle; bei Sur2A interagiert Glibenclamid hingegen nur mit
der Benzamidbindungsstelle. Dies erklart den langanhaltenden Block bei
SUR1/K|r6.2 Kanalen durch GBC ( Ashfield et al., 1999).

K" K"
“‘% %
Kir é%%@é g SUR2A Kir é%%é%

I D)D)

=

6.2

) ) ) )
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Abbildung 7: Modell der Bindungsstellen an SUR1 und SUR2A (nach Ashcroft und Gribble,
1999). Dargestellt ist das Bindungsverhalten der Hybridsubstanz GBC, dessen
Benzamidogruppe durch einen Kreis (o), und dessen Sulphonylharnstoffgruppe durch ein
Dreieck (A) symbolisiert ist. Zur Vereinfachung ist der Kyrp-Kanal unvollstandig mit jeweils nur
einer a- und B-Untereinheit abgebildet.

Bis heute ist man sich allerdings nicht sicher, wie durch die Bindung der

Sulfonylharnstoffe die Karp-Kanéle gehemmt werden. Am wahrscheinlichsten
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erscheinen Wechselwirkungen mit der Aktion von ADP und ATP an den NBF.
Ansatze dafir lieferte die Beobachtung, dass die Hemmung von rekombinanten
SUR1/Kr6.2-Kanalen durch die SU wie auch durch Meglitinid in Gegenwart von
physiologischen Konzentrationen von MgADP verstarkt wurden, was auf einer
Aufhebung der stimulatorischen Wirkung von MgADP zurtickgefiihrt wurde, so
dass die inhibitorischen Wirkung an Kg6.2 ubrig blieb (Gribble et al., 1997b).
Die unterschiedliche Wirkung der Nukleotide auf die Bindung von GBC an die
verschiedenen SUR-Subtypen und die Hemmung der Kir6.2 / SURXx Kanéle
wurde jetzt von Hambrock et al., 2002a und Reimann et al., 2003 aufgeklart.
Zur Klarung der Stochiometrie der GBC-Hemmung wurden sowohl die Bindung
als auch Elektrophysiologie an rekombinanten SUR1/Kz6.2 und SUR2B/Kr6.2-
Kanalen studiert (Doérschner et al.,, 1999). Die in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnisse wurden durch einen tetrameren Aufbau der Karp-Kanéale gedeutet,
wobei hierbei die Bindung eines GBC-Molekuls ausreicht, um einen Kanalblock
herbeizufiihren (Dorschner et al., 1999).

Im Gegensatz dazu zeigten Russ et al., 1999, dass die elektrophysiologische
Hemmkonstante von GBC an SUR2B/Kr6.1-Kanalen im Vergleich zu dessen
Bindungskonstanten um einen Faktor 5-6 nach rechts verschoben war. Somit

folgerten sie, dass 4 Molekile GBC fir einen Kanalblock erforderlich sind.

Medizinisch werden Karp-Blocker in der Behandlung des Diabetes mellitus
Typ Il eingesetzt, wobei bei noch erhaltener Inselzellfunktion eine Steigerung
der Insulinsekretion erreicht wird. Aufgrund der hoheren Affinitdt zu SUR1 sind
die Wirkungen von Tolbutamid und Glibenclamid vornehmlich auf die 3-Zellen
beschrankt (Gribble et al., 1998b). Da GBC ja, wie oben besprochen, auch
andere Karp-Kanale inhibieren kann, sind Arzneimittelnebenwirkungen
durchaus denkbar. Allerdings liegt der therapeutische Blutspiegel von
Glibenclamid zwischen 1-10 nM (Matsuda et al., 1983; Coppack et al., 1990;
Leibowitz und Cerasi, 1996) und somit unterhalb den publizierten ICso-Werten
von 27nM fur SUR2A/Kr6.2-Kanale (Gribble et al., 1998b, Russ et al., 2001)
und 40-100 nM fur NDP-abhangige Karp-Kandle in Gefal3en (Beech et al., 1993,
Russ et al., 1997, )
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Umstritten ist die Frage, ob die Langzeitbehandlung mit dem am haufigsten
eingesetzten Glibenclamid schadliche Auswirkungen auf das Herz hat. Bisher
sind dazu aus klinischen Studien keine sicheren Aussagen moglich (Smits und
Thien, 1995; Leibowitz und Cerasi, 1996), wahrend die grol3 angelegte UKPDS-
Studie von keinen Nebenwirkungen berichtet. Zu den unerwinschten
Wirkungen auf das Herz konnte die Hemmung der kardioprotektiven Offnung
von Karp—Kanalen in der frihen Ischamie, aber auch die Erhdéhung des
Koronarwiderstands durch Hemmung von glattmuskularen Karp—Kanélen

beitragen.

1.7.2. Offner des K ATP

Die Karp-Kanal Offner (KCO, K* channel opener) sind chemisch gesehen eine
heterogene Gruppe zu der unter anderem folgenden Vertreter gehdren (s. auch
Abbildung 8):

Zyanoguanidine  (Pinacidil und P1075)

Benzpyrane (Levcromakalim)

Benzothiadiazin (Diazoxid)

Pyrimidin (Minoxidilsulfat, das als Pro-Drug Minoxidil

verabreicht wird)

N N i <NH2 o
— - L
L ni lN  *N-O0-S-0
N \;// N I
H H )
NH,
P1075 Minoxidilsulfat
<>> O O
e cl ¢
NH
N/)\
Cromakalim Diazoxid

Abbildung 8: Strukturformeln von Karp-Offnern
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Da die oben genannten Substanzen wunter physiologischen ATP-
Konzentrationen selektiv am vaskularen Karp-Kanal (SUR2B/Kr6.1) wirken,
werden einige in der Medizin als Antihypertensiva in refraktdren Fallen
eingesetzt (Diazoxid, Minoxidil, Pinazidil sind hierfur zugelassen). Diazoxid
besitzt aul3erdem noch die Eigenschaft, den Karp-Kanal der -Zellen zu 6ffnen,
was den therapeutischen Einsatz bei Hyperinsulinamie infolge eines Insulinoms
ermdglicht.  AuRerdem versucht man durch gezielte Hemmung der
Ubererregbarkeit der Bronchialmuskulatur, Therapeutika zur Behandlung des
Asthma Bronchiale zu entwickeln oder mit Offnern, die Selektivitat fir den
Urogenitaltrakt zeigen, Therapeutika fir die Inkontinenz zu entwickeln.
(Buchheit et al., 2002; Coghlan, et al. 2001)

Die Bindungsstelle der Offner befindet sich ebenfalls auf der B-Untereinheit des
Karp-Kanals, dem SUR (Hambrock et al., 1998; Schwanstecher et al., 1998);
dabei bendtigen alle Offner zur hochaffinen Bindung und Kanaloffnung die
Anwesenheit von hydrolysierbarem Mg?* - gebundenem ATP (Quast et al.,
1993; Dickinson et al., 1997; Loffler und Quast, 1997; Schwanstecher et al.,
1998, Russ et al., im Druck, BJP).

Wie man durch Punktmutationen im Walker A-Motiv oder in
Verbindungsbereichen der beiden NBFs zeigen konnte, wird die Aktivierung der
hochaffinen Offnerbindung mittels MgATP durch diese Mutationen aufgehoben.
Daran erkennt man, dass beide NBFs im nativen SUR fir die hochaffine
Bindung und Wirkung der Offner erforderlich sind. Hochstwahrscheinlich fihrt
die Bindung und/oder die Hydrolyse von MgATP an beiden NBF zu einer
Konformationsanderung, die den Kap-Kanal o6ffnerempfindlich macht
(Schwanstecher et al., 1998). Die ATP-Abhangigkeit der Offnerbindung zeigt
sich auch in Verdrangungsexperimenten mit *H-GBC am SUR, bei denen die
Offner in Abwesenheit von MgATP die *H-GBC-Bindung nur schwach hemmen
konnen, unter Zugabe von MQgATP jedoch eine starkere Verdrangung
beobachtet wird (Schwanstecher et al., 1992, 1998, Loffler-Walz et al., 2002,
Russ et al., im Druck, BJP).

Wie Hambrock et al., 1999 zeigen konnten, bewirken Varianten in den 42 C-

terminalen Aminosauren eine 4-5 fach niedrigere Affinitat fur die Offnerbindung
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an SUR2A im Vergleich zur Bindung an SUR2B. Dies zeigt, dass neben dem C-
Terminus auch der restliche Anteil von SUR die Affinitat beeinflusst
(Schwanstecher et al., 1998).

Uhde et al., 1999 konnten zwei Regionen der TM-Domane 2 von SUR2B
identifizieren, die fur die hochaffine Bindung von P1075 verantwortlich sind.
Beide Regionen befinden sich am SUR2B in intrazellaren Schleifen und bilden
dabei Bindungstaschen fur P1075 aus. Tauscht man die korrespondierenden
Aminosauren auf SUR1 aus, kann man die Affinitdt fur P1075 in den
submikromolaren Bereich steigern.

In &hnlicher Weise konnte die Bindungsstelle des Benzopyrans Levcromakalim
ebenfalls auf der TM-Domane 2 von SUR2A lokalisiert werden (D'hahan et al.,
1999, 2001). Austausch dieser Doméane durch den entsprechenden Bereich von
SUR1 hob die Wirkung von Levcromakalim auf.

Fur die Diazoxidinteraktion konnte keine strenge Verbindung zu einer
bestimmten Domane hergestellt werden. Unterschiede in der Wirksamkeit von
Diazoxid bei Katp-Kanalen mit SUR1 oder SUR2A als 3-Untereinheit, kbnnten
demnach auf unterschiedlicher Signaltransduktion von der Bindung hin zur
Kanal6ffnung beruhen. Dies wird durch Bindungsstudien an rekombinanten
SUR1 und SUR2A unterstiutzt, die fir Diazoxid ahnliche K,-Werte ergaben
(Hambrock et al., 1999; Schwanstecher et al., 1998, Russ et al.,, BJP, im
Druck).

1.8. Modulation von K srp—Kanélen

1.8.1. Modulation durch das Phospholipid PIP  ,und DOGS-NTA

Phospatidyl-Inositol-Bisphosphat (PIP;) (s. Abbildung 9) ist ein Phospholipid mit
einer stark anionischen Inositol-Kopfgruppe, das ein Membranbestandteil der
Zelle ist und in der Signalverarbeitung eine wichtige Rolle spielt. Durch die G-
Protein-aktivierte Pospholipase C (PLC) wird PIP, in DAG und IP3 gespalten,

die weitere Ubertrager in der Signaltransduktion darstellen und verschiedene
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Stoffwechselprozesse in der Zelle schalten (Proteinkinase C, Ca®" Efflux aus
dem SR/ER etc).

In elektrophysiologischen Messungen an inside-out-patches wurden grof3e
Schwankungen der ATP-Empfindlichkeit des Karp-Kanals an kardialen
Myozyten (Faktor 60!!) beobachtet (Findlay and Faivre, 1991). Spater stellte
sich heraus, dass PIP, auch an der Modulation der Katp -Kanéle beteiligt ist,
indem es die Offenwahrscheinlichkeit erhéht (Furukawa et al., 1996, Hilgemann
und Ball, 1996; Fan und Makielski, 1999) und indem die ATP Sensitivitat
erniedrigt wird (Baukrowitz et al., 1998; Shyng und Nichols, 1998; Fan und
Makielski, 1999, Baukrowitz und Fakler, 2000). Der PIP,-Gehalt der Membran
andert sich mit der PLC Aktivitat, die ihrerseits durch Neurotransmitter und
Hormone gesteuert wird. Dadurch wird die ATP-Empfindlichkeit und damit der
LArbeitspunkt‘ des Kanals moduliert (Baukrowitz et al., 1998).

MacGregor et al., 2002 konnten mit dem fluoreszieren ATP Analogon TNP-ATP
(2',3-0-(2,4,6-trinitrophenylcyclo-hexadienyliden) adenosin 5'-triphosphat) eine
direkten Kompetition von ATP und PIP, um die ATP Bindungsstelle am COOH
Terminus des Karp-Kanals zeigen, was die modulatorische Wirkung von PIP;

erklaren kdnnte.

LI:IJ 4 oH o
Ho-R~0 H .
= 1=Tu] - - - -
MH, q ) n H O
Ho-f~o 00, O\n/‘\/\/\/\/‘\/\/\/\/
[s] OH a g )
@3
NH, H A nH,
DAwanti Polar Lipids
P1(4,5)P,
NHy N
@e eem
o o}

DOGS-NTA

Abbildung 9: chemische Struktur von Phospatidyl-Inositol-Bisphosphat (PIP,) und 1,2-Dioleoyl-
sn-Glycero-3-Succinat [N-(5-Amino-1-Carboxypentyl)Imino-di-Essigsdure)] (DOGS-NTA)

Weiterhin ist bekannt, dass die negative Ladung eine Rolle spielt (Wirkung von
PIP3;>PIP,=PIP>PI), wobei Versuche mit IP3 zeigten (IP3 blieb ohne Wirkung),
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dass auch die Acylkette des PIP;, an der Interaktion beteiligt ist und die negative
Ladung alleine nicht ausreicht (Baukrowitz et al., 1998, Shyng und Nichols,
1998, MacGregor et al., 2002). Uber den gleichen Mechanismus kénnte auch
das synthetische Peptid DOGS-NTA wirken, dass eine negative
Nitrilotriessigsdure (NTA) — Gruppe und zwei Acylketten besitzt und welches
sich experimentell wie PIP, verhalt (Krauter et al., 2001).

Krauter et al., 2001 untersuchten in ihrer Arbeit den Einfluss von PIP,; und
DOGS-NTA auf die Sulfonylharnstoff Empfindlichkeit der Karp-Kanéle. Dabei
konnten sie zeigen, dass der Effekt der Lipide auf die ATP- (Baukrowitz et al.,
1998; Shyng and Nichols, 1998; Fan 1999) und GBC-Wirkung am Karp-Kanal
unterschiedlicher Natur sind. Die ATP-Hemmkurve wurde durch PIP, kompetitiv
nach rechts hin zu héheren ATP-Konzentrationen verschoben, wobei sich auch
der ICso-Wert erhohte (Baukrowitz et al., 1998). Die GBC-Hemmkurve hingegen
verandert sich nicht-kompetitiv, d.h., es erhéhte sich die Anzahl der GBC-
unempfindlichen Kanéle, wodurch sich das Maximum der durch Glibenclamid
erreichbaren Hemmung, also die maximale Amplitude der GBC-Hemmkurve,
verringerte; die ICso (=16nM) der restlichen GBC-empfindlichen Kanéle blieb
aber nahezu unverandert. Da die GBC-Hemmkurve, im Gegensatz zur ATP-
Hemmkurve (allméhlicher Shift zu héheren Konzentrationen), in einer ,alle oder
nichts* Weise verandert wird, deutet dies auf einen allosterischen Mechanismus
hin; der Kanal liegt in zwei Zustanden vor: GBC-empfindlich oder (nach PIP;) —
unempfindlich (Krauter et al., 2001).

Koster et al., 1999 haben einen vergleichbaren allosterischen Mechanismus fur
die Aufhebung der Offnerwirkung (z.B. Diazoxid, P1075) gefunden, der durch
Krauter et al. 2001 bestatigt wurde.

1.8.2. Modulation durch Acyl-CoA

Langkettige Acyl-Coenzym A Ester (LC-Acyl-CoA) werden aus Fettsduren
synthetisiert und dienen dem Herzen als Hauptstoffwechselsubstrat. Liu et al.,
2001a beschreiben in IThrem Artikel einen direkten Effekt von langkettigen Acyl-

CoA-Estern auf die Katp — Aktivitat in Herzmuskelzellen. Diese Erkenntnis
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konnte ein Schlisselmechanismus in der Regulation der Karp-Kanalaktivitat des
Herzens sein.

Liu et al., 2001a fanden eine Aktivierung der Katp — Kandle durch LC-Acyl-CoA,
die um ein Vielfaches hoher war als in den pankreatischen p-Zellen (Branstrom
et al.,, 1997). Da die LC-Acyl-CoA aber an der Kr-Untereinheit ansetzen
(Bréanstrom et al., 1998; Gribble et al., 1998a) und diese in beiden Fallen
dieselbe (Kir6.2) ist, muss man schlieen, dass der SUR Subtyp den Effekt der
LC-Acyl-CoA auf den K|g6.2 moduliert.

Wie auch PIP; reduzieren die LC-Acyl-CoA die ATP Sensitivitat, wodurch sich
die Offenwahrscheinlichkeit des Katp-Kanals erhdht und sie verhindern beide
die Inhibition der Karp-Kanédle durch Sulfonylharnstoffe.  Allerdings
unterscheiden sich PIP, und LC-Acyl-CoA dadurch, dass sich die LC-Acyl-CoA
Wirkung nicht durch Ca®" beeinflussen 14Rt, LC-Acyl-CoA schneller wirken und
LC-Acyl-CoA nur Karp-Kandle beeinflussen und nicht wie PIP, auch andere

einwarts-gleichrichtende Kanale (Liu et al., 2001a).

1.9. Fragestellung der Arbeit

Die Fragestellung dieser Arbeit beruht auf den Befunden von Krauter et al.,
2001 und Liu et al., 2001a, die in Kapitel 1.8 ausfuhrlicher dargestellt wurden.
Die Autoren hatten gefunden, dass PIP,, DOGS-NTA und Oleoyl-CoA nicht nur
die Kanalhemmung durch ATP aufheben, sondern dass Lipid-modifizierte
Kir6.2/SUR2A- bzw. native Herzkanale auch nicht mehr durch GBC
geschlossen werden konnen. Krauter et al., fanden, dass der (funktionelle)
Antagonismus zwischen Lipid und Glibenclamid am Kanal nichtkompetitiv ist,
und sie bemerkten auch, dass Lipid-modifizierte Kr6.2/SUR2A-Kanéle nach
Hemmung durch ATP in sehr hoher Konzentration nicht mehr durch P1075
getffnet werden konnten.

Die Aufhebung der ATP Wirkung am Kg6.2 durch die Lipide beruht auf deren
Wechselwirkung mit der Kg-Untereinheit (Kapitel 1.7, Fan und Makielski, 1999,
Huang et al., 1998, Gribble et al., 1998a). Der Mechanismus der Lipidhemmung
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auf die Wirkung der synthetischen Kanalmodulatoren (die ja am SUR ansetzen)
ist hingegen nicht klar. Zwei Mechanismen sind denkbar:

(a) Die Kanalmodulatoren setzten weiterhin unverandert am SUR an und
andern dessen Konformation; die vom Lipid modifizierte Pore (K\r6.2) ist jedoch
refraktar gegeniber der Konformationsanderung des SUR.

(b) Das Lipid setzt am SUR an und verhindert so die Bindung und/oder die
Signaltransduktion im SUR.

Um wenigstens teilweise zwischen diesen beiden Modellen unterscheiden zu
konnen, wurde in Radioligandbindungsexperimenten untersucht, ob die Lipide
PIP,, DOGS-NTA und Oleoyl-CoA die Bindung des Offners *H-P1075 und des
SchlieRers *H-GBC an die SUR-Subtypen beeinflussen. Im positiven Falle sollte
insbesondere abgeklart werden, ob

(1) es Unterschiede in den drei Lipiden bezglich ihrer Wirkung gibt,

(2) die Bindung des Offners und des SchlieRers dhnlich beeinflusst werden,

(3) SUR-Subtyp-spezifische Effekte auftreten und ob

(4) Koexpression mit Kir6.2 die Lipideffekte verandert.

Die Radioligandbindungsexperimente wurden unter Standardbedingungen
(0.3mM ATP, 1mM Mg**, 37 ) in Membranen aus mit SUR stabil transfizie rten
HEK-Zelllinien durchgefihrt.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

Zur Herstellung von Konzentrationsreinen wurden von den Substanzen
zunachst Stammldsungen in verschiedenen Konzentrationen hergestellt. Als
Losungsmittel wurde Inkubationspuffer, Ethanol/DMSO (1:1) oder DMSO
verwendet. Fir die weitere Verdinnung der jeweiligen Stammlésung zur
Herstellung von Konzentrationsreinen wurden dieselben Ldsungsmittel
verwendet.

Die Aufbewahrung der Stammlésungen erfolgte bei -30°C.

ATP-Na; 605.20 g/mol Boehringer Mannheim
CuSO, 159.60  g/mol Merck
DMSO 1 I Merck

DOGS-NTA (Cs3H100N5013) 1015.4  g/mol Avanti Polar Lipids
1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Succinyl[N-(5-Amino-

1-Carboxypentyl)Imino-Diessigséure)]

(Ammonium Salz) 18:1

EDTA-Na, 372.24  g/mol Fluka

EGTA 380.40 g/mol Sigma

Ethanol 99% p.a. 500 ml Merck

Geneticinsulfat 692.70  g/mol GibcoBRL-Life
Technologies

Gentamycin 50 mg/mi GibcoBRL-Life
Technologies

Glibenclamid 494.00 g/mol Sigma

HEPES 238.30 g/mol Sigma

HCI 25 % Fluka

*H—Glibenclamid 47-52 Ci/mmol PerkinElmer Life Science

*H-P1075 117-121 Ci/mmol Amersham Buchler

KCI 74.56 g/mol Merck

K*/Na'-Tartrat 282.23  g/mol Merck
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Lipofektamin Invitrogen
Malonyl Coenzym A 853.6 g/mol Sigma
NacCl 58.44 g/mol Merck
Na,CO3 105.99  g/mol Merck
NaOH 40.00 g/mol Merck
Oleoyl Coenzym A 1162.2  g/mol ICN
Oleat 99% 282.5 g/mol Sigma
Optimem 1 Life Technologies
P1075 231.30 g/mol Leo Pharmaceuticals
PIP, (C47Hg4N3019P3) ~1044 g/mol Sigma
L-a-Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Poly-D-Lysin 30000 - g/mol Sigma
70000
TRIS 121.14  g/mol Fluka
Ultima Gold LLT 2.50 I Packard

2.2. Puffer und Medien

Alle Puffer wurden im Kihlraum (6<C) gelagert.

Puffer 1 : Hypotoner Puffer fir die Praparation von HEK293-Zellmembranen

10 mM HEPES

1 mM EGTA
Die Substanzen wurden in Aqua demin. geldst und die Losung im Kuhlraum (6°
C) Uber Nacht abgekunhlt. Der pH-Wert wurde anschliel3end auf Eis mit NaOH

auf 7.4 eingestellt.

Puffer 2 : Isotoner Bindungspuffer fir HEK293-Zellmembranen

5mM HEPES
139 mM NacCl
5mM KCI

Von diesem Puffer wurden zwei Losungen hergestellt, eine mit pH 7.4 bei 0°C
und eine mit pH 7.4 bei 37°C. Die Substanzen wurde n in Aqua demin. geldst,
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entweder im Kuhlraum (6°C) Uber Nacht abgekihlt od er im Wasserbad (37°C)
erwarmt und der pH-Wert bei 0°C (auf Eis) bzw. bei 37°C mit NaOH (1 M) auf
7.4 eingestellt.

Puffer 3 : Puffer zur Herstellung von Geneticin — Aliquots

100 mM HEPES
Die Substanz wurde in Aqua demin. gelost, und der pH-Wert bei
Raumtemperatur mit NaOH (1 M) auf 7.3 eingestellt. AnschlieRend wurde die

Losung bei 4 bar und 121 T eine Stunde autoklavier t.

Waschpuffer : zum Stoppen der Inkubation und Waschen des Filters

50 mM Tris

154 mM NacCl
Als Loésungsmittel fir die Substanzen diente Aqua demin. Es wurde eine
zehnfach konzentrierte Stammlésung angesetzt, die zur Herstellung des
Waschpuffers 1:10 verdiunnt wurde. Vor der pH - Einstellung wurde die Losung
Uber Nacht im Kiuhlraum (6 <C) abgekihlt. Die Einste llung erfolgte auf Eis (0 C)
mit HCI auf pH 7.4.

Hitzeinaktiviertes fotales Kalberserum (FCS) : Serumzusatz zum
Zellkulturmedium

Fur die Kultivierung der HEK-293-Zellen wurde dem Kulturmedium
hitzeinaktiviertes FCS zugesetzt, welches zum Wachstum erforderliche
mitogene Faktoren enthalt.

Um eine Restaktivitat von Serumproteasen auszuschlieBen, wurde das FCS
durch erhitzen auf 55T im Wasserbad (1 Stunde) hit zeinaktiviert. Zur weiteren

Verwendung wurde das FCS im Kuhlschrank gelagert.

Kulturmedium fir die HEK 293 - Zelllinie
MEM (Minimum Essential Medium) 90%
hitzeinaktiviertes FCS 10 %
Gentamycin 20 pg/ml
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Es wurde jeweils eine Flasche MEM (500 ml) frisch angesetzt und zur weiteren
Verwendung im Kihlschrank gelagert. Gentamycin wurde in 6 mil-
Stammldsungen vorbereitet (2 mg/ml), bei —20 T aufbewahrt und bei der
Herstellung des Kulturmediums zugegeben (Endkonzentration ¢ = 4*107
mg/ml).

Geneticin
Zur Selektion der Zellen, die das Plasmid aufgenommen haben, wurde
Geneticin, ein Aminoglykosid — Antibiotikum, welches auch auf eukaryontische
Zellen toxisch wirkt, zugegeben.

30 mg/ml Geneticinsulfat
Die Substanz wurde in sterilem Puffer 3 gelost, in 1 ml Eppendorf-Gefal3en

aliquotiert und im Kuhlschrank bei —20 T aufbewabhr t.

Gefriermedium : Kryokonservierung von HEK 293-Zellen
Jeweils frisch angesetzt:
Gefriermedium A MEM mit 40 % (v/v) FCS
Gefriermedium B MEM mit 20 % (v/v) DMSO
Nach Zugabe von gleichen Anteilen aus Gefriermedium A und B wurden die
Zellen in einer Endkonzentration von 20 % FCS und 10 % DMSO eingefroren.

Stammldsungen fiir die Proteinbestimmung

Lowry A: Lowry B:

2 % (w/v) Na,CO3 in 0.1 M NaOH 1 % (w/v) CuSO4 in Aqua
bidest.

Lowry C: Lowry D:

2 % (w/v) K'/Na*-Tartrat in Aqua bidest. Folin-Ciocalteau-Reagenz
(2 M)

Lowry A - C wurden als Stammldsungen hergestellt und bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Lowry D wurde fertig erworben (Fluka).
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Lowry E:
Lowry A 98 Teile
Lowry C 1 Teil
Lowry B 1 Teill
(wobei die Reihenfolge A-C-B der Zugabe einzuhalten ist, um ein Ausflocken zu
vermeiden)
Lowry F:
Lowry D 1 Teil
Aqua demin. 1 Teil

Lowry E und F wurden fur jede Proteinbestimmung frisch angesetzt.

2.3. HEK 293 - Zellen

Die HEK 293-Zelllinie stammt aus menschlichen embryonalen Nierenzellen
(Human Embryonal Kidney Cells), die durch den DNA haltigen Adenovirus
Typ 5 tumords transformiert und dadurch immortalisiert wurden (Graham et al.,
1977).

Die Zelllinie wurde von der Firma DSMZ, Braunschweig, Deutschland (Kat.-Nr.
DSMACC305) bezogen.

2.3.1. Kultivierung von HEK 293 — Zellen

Die Zellen wurden jeweils in 10 ml Kulturmedium in Petrischalen (Fa. Greiner,
Frickenhausen) aus Plastik mit 9.4 cm Durchmesser bei einer Temperatur von
37 € im Brutschrank kultiviert. Die Atmosphare war befeuchtet und hatte ein
Luft:CO,-Verhéltnis von 95:5 %. Sobald die Zellen eine Konfluenz von 70-80 %
(7-10 Millionen Zellen pro Schale) erreicht hatten, wurden sie in einem
Verhéltnis von 1:2 bis 1:4 passagiert. Dabei wurde zunachst das alte Medium
abgesaugt; anschlieRend wurden die Zellen mit 3ml frischem, erwéarmten
Medium abgespult und auf 3 neue Kulturschalen verteilt (1:3 Passage). Danach

wurden noch 9 ml Medium und 100ul Geneticin pro Kulturschale hinzugefigt.
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Durch das zugegebene Geneticinsulfat wurden die transfizierten Zellen
selektiert, da sie bei der Transfektion auch ein Geneticinresistenz - Plasmid

erhalten hatten.

2.3.2. Transfektion

Es werden Schalen mit 70-80%iger Konfluenz verwendet und der pcDNA 3.1-
Vektor (Invitrogen) zugesetzt, der die kodierende Sequenz fir murinen SUR2A
(Genbank-Nummer D86037,Isomoto et al., 1996), SUR2B (D86038),
SUR2A(Y1206S) oder Kigr6.1 (D88159) enthalt (Isomoto et al., 1996; Yamada et
al., 1997). Zur Transfektion wird eine Losung aus pcDNA und 25 pl
Lipofektamin pro DNA-Fraktion hergestellt und diese mit Optimem auf 7.9 ml
verdunnt; dazu wird gemaf Herstellerinformation 4 ug DNA ( Kir6.1) und / oder
6.4 ug (SURX) pcDNA zugesetzt und zu mindestens zwei Wochen in Kultur
gebrachten HEK293-Zellen gegeben. Dann lasst man die Zellen die Liposomen
mit der Fremd-DNA fir 5 Stunden aufnehmen und tauscht das
Transfektionsmedium gegen 80% Optimem und 20% FCS. Nach weiteren 24
Stunden post transfectionem kénnen die Zellen dann mit gentamicinhaltigem
Medium kultiviert werden, wodurch eine Isolierung der stabil transfizierten

Zellen erreicht wird, da die nicht-transfizierten Zellen absterben.

2.3.3. Einfrieren von HEK293-Zellen

Es wurden Zellen verwendet, die in Petrischalen eine Konfluenz von 70-80 %
erreicht hatten (7-10 Millionen Zellen pro Schale), wobei die Schalen in einem
1:1 Verhaltnis auf die Kryorohrchen verteilt und eingefroren wurden: nach
Absaugen des alten Mediums wurden die Zellen in 4 ml Gefriermedium
A/ Schale von der Schalenoberflache abgespult und zentrifugiert (500 x g,
5 Min). Wahrenddessen wurden 500 pul vom Gefriermedium B in die einzelnen
Kryorohrchen vorgelegt. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
abgesaugt, die Zellen in 0.5 ml Gefriermedium A / Schale resuspendiert und zu
500ul Aliquots in die Kryordéhrchen abgefillt. Danach wurden Sie bei -80 <TC fir
24 Stunden aufbewahrt und schlie3lich in flissigem Stickstoff konserviert. Vor
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allem die letzten Schritte erforderten schnelles Arbeiten, um den Kontakt der
Zellen vor dem Einfrieren mit dem Detergens DMSO mdglichst kurz zu halten,

da sonst das Absterben der Zellen einsetzt.

2.3.4. Auftauen von HEK293-Zellen

Der Auftauvorgang wurde schnell durchgefiihrt, um wiederum den Kontakt der
Zellen nach dem Auftauen mit DMSO mdglichst kurz zu halten.

In ein 50 ml Falcon wurden 20 ml Kulturmedium (37 °C) vorgelegt. Im
Wasserbad (37 C) wurde ein aus dem flissigen Stick stoff entnommenes
Kryordhrchen mit der Zellmenge von 1 Schale schnell aufgetaut, bis gerade
noch ein Eiskern erkennbar war. Die Zellsuspension wurde dann rasch aus dem
Kryoréhrchen in das vorbereitete Medium Uberfihrt und 2-3 Min. bei 200 x g.
zentrifugiert.

Das entstandene Pellet (aufgetaute HEK293-Zellen) wurde in 10 ml
Kulturmedium resuspendiert und in eine Petrischale ((J 9.4 cm) ausgesét. Die
erste Kultivierung nach dem Auftauen erfolgte ohne Geneticin, um ein gutes
Anwachsen zu gewabhrleisten. Nach einer Brutdauer von ca. 3 Tagen werden
die Zellen im Verhdltnis 1:3 passagiert und unter Zugabe von 300 pg/ml

Geneticin im Brutschrank kultiviert.
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Abbildung 10: Lichtmikroskopische Darstellung von HEK293-Zellen in niedriger Konfluenz mit
den fur sie typischen Zellauslaufern. Die Abbildung entstand in 40 facher Vergré3erung im
Differenz-Interferenz-Kontrastmodus

2.3.5. Herstellung einer mikrosomalen Membranfrakti  on aus
HEK293-Zellen

HEK293-Zellen mit einer Konfluenz von 70-80 % (7-10 Millionen Zellen pro
Schale) wurden im alten Medium (10 ml/Schale) abgespult und darin bei
Raumtemperatur zentrifugiert (500 x g, 5 Min.). Danach wurden Sie durch
Resuspension des Pellets in hypotonem Puffer 1 lysiert (4 ml hypotoner Puffer /
Schale) und bei 0C ultrazentrifugiert (100 000 x g, 60 Min.). Das neue Pellet
wurde in Puffer 2 (0C) auf Eis resuspendiert (1 ml Puffer / 3 Schalen), in 2 ml
Eppendorf zu je 1 ml alliquotiert. und bei —80 T eingefroren. Vor jedem
Versuch wurden die Membranen direkt nach dem Auftauen noch einmal im

Polytron homogenisiert (5-8 s, 10 000 x g).
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2.4. Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nach Lowry et al. (1951)
durchgefuhrt. Membranen bzw. der Puffer, in dem das Protein gelost war,
wurden in NaOH (0.1 M) verdiinnt, so dass die Proteinkonzentration im linearen
Bereich der Standardmesskurve bestimmt werden konnte (meistens 1:20).

Die Standardmesskurve wurde zuvor mit Rinderserumalbumin (BSA) erstellt,
das in verschiedenen Konzentrationen in NaOH (0.1 M) gelost wurde. Die
Konzentrationsreihe mit BSA wurde als Eichgerade aufgetragen. Es konnte
festgestellt werden, dass die Puffersubstanz HEPES mit der
Proteinbestimmung erheblich interferiert. Der Grund hierfar liegt in der
chemischen Struktur dieser Puffersubstanz mit ihren freien Stickstoffgruppen.
Fiur HEPES wurde auch eine Extinktionskurve bei verschiedenen
Konzentrationen in NaOH (0.1 M) erstellt (nicht gezeigt).

Die Proteinbestimmung erfolgte in Halbmikrokivetten. Es wurden zu 200 pl
verdinntem Protein/Puffer (NaOH 0.1 M als Leerwert) zunachst 1 ml Lowry E
zugegeben und nach 5 Min. Inkubationsdauer zusatzlich 100 pl Lowry F. Die so
erstellten Lésungen wurden danach gut durchmischt und bei Raumtemperatur
fur 20 Min. inkubiert.

In einem Spektralphotometer (Hitachi U-3.000) wurde danach die Messung der
Proteinkonzentration durchgefuhrt. Die Wellenlange der Wolfram-Lampe betrug
dabei 770 nm bei einer Spaltbreite von 5 nm. Die optische Dichte (OD77o) der
jeweiligen Probe und des Puffers wurde gegen die des Leerwertes gemessen.
Die ODz7o lag bis zu einer Proteinkonzentration von ca. 30 ug (in der Kivette)
unter 0.3 und zeigte eine lineare Abhangigkeit (Abbildung 11) wie auch der
anfangliche Kurvenverlauf mit der Puffersubstanz HEPES (Abbildung 11). Die
zur Berechnung der Proteinkonzentration gebildete Differenz zwischen der
Extinktion des Proteins und der des Puffers war somit ebenfalls linear.

Bei Proteinextinktionen unter 0.3 konnte die Funktion der Eichgeraden
angewendet werden:

OD77O

ODro =0,0132Myy  DZW. My =000

Gleichung 1 a bzw. b
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wobei mp; die Proteinmenge in der Kivette in pg und ODy77o die

Proteinextinktion bzw. Differenz Protein-Puffer bezeichnet.

Ist die Proteinkonzentration zu hoch, wird eine héhere Verdiinnung angesetzt.
1 -O 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 L I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I L 1 1 1

y = 0.0132 * x

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

Extinktion, OD;7¢

0.2
0.1

\
\
\
IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|III.IIII|IIII|IIII

0.0 LI | LI | LI I LI | LI | LI | LI | LI
0 10 20 30 40 50 60 70 80

ug Protein/200 ul (Kivette)

Abbildung 11: Eichkurve fir die Proteinbestimmung nach Lowry. Die durchgezogene Linie gibt
den linearen Bereich bis 30 pg Protein wieder; bei Beriicksichtigung aller Messpunkte erhalt
man eine Sattigungsfunktion (gestrichelt, w).

2.5. Radioligand - Bindungsexperimente

Mit Hilfe der Radioligandbindung lassen sich die Rezeptorenzahl sowie die
Affinitat zwischen Rezeptor und Radioligand bzw. Rezeptor und nicht radioaktiv
markierten Liganden in einem Pré&parat direkt bestimmen.

Die Radioligandbindung ist im Allgemeinen reversibel und folgt dem
Massenwirkungsgesetz (MWG). Dabei liefert die Gleichgewichtsdissoziations-
konstante Kp ein MaR3 fur die Starke der Bindung. Ein Beispiel fir ein
Gleichgewichtsexperiment ist die Hemmung der Radioligandbindung durch
nicht-markierte Liganden (z.B. Kompetitionsexperiment). Dadurch wird die
molekularpharmakologische Charakterisierung der jeweils untersuchten

Bindungsstelle erméglicht.
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Allgemein kann man die folgenden zwei Féalle unterscheiden:

a) Kompetitiver Ligand: Der nicht-markierte Ligand tritt mit dem Radioligand

in Kompetition um den Bindungsplatz. Die (spezifische) Bindung des
Radioliganden  kann  dadurch vollstandig  verdrangt werden
(Kompetitionsexperiment).

b) Allosterischer Modulator: Ein allosterischer Aktivator wie z.B. MgATP,
der an den NBF’s ansetzt, erhoht die Bindung eines Offners (*H-P1075)
(Hambrock et al., 1998). Fur *H-GBC wird eine Hemmung beobachtet
(Hambrock et al., 2001, Hambrock et al., 2002a).

In dieser Arbeit wurde der Effekt der Lipide auf die Bindung der Radioliganden
®H-P1075 und °H-GBC untersucht. Die Daten zeigen, dass die Lipide
allosterische Modulatoren der Bindung der Radioliganden an den SUR sind. In
diesen Experimenten wurde das Rezeptormaterial mit den Lipiden
ultraschallbehandelt (Sonorex RK52, Bandelin elektronik, Berlin), um deren
Eindringen in die Membran zu gewébhrleisten.

In allen Fallen wurde zunachst der Rezeptor (in einer Membranfraktion) mit dem
Radioliganden inkubiert. Nach der Inkubationszeit muss der freie Ligand vom

gebundenen getrennt werden, z.B. durch Filtration.

2.5.1. Wahl des Radioliganden:

Der Radioligand muss verschiedene Kriterien erfullen: er muss zum einen eine
ausreichende Affinitait zum Rezeptor besitzen, zum anderen sollte seine
Dissoziationskonstante im nano- oder subnanomolaren Bereich liegen. Weiter
sollte sich die biologische Wirkung durch die Markierung nicht verandern.
Gepruft wurde zunachst das synthetisierte nicht-radioaktive Analogon zum
Radioliganden. Vor allem bei mit Tritium markierten Liganden sind, im
Gegensatz zu jodierten, keine Unterschiede zwischen markiertem und nicht-
markiertem Liganden zu erwarten. Des weiteren sollte der Anteil der

unspezifischen an der spezifischen Bindung gering sein.
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Fur Bindungsmessungen an den SUR-Subtypen stehen zwei Radioliganden zur

Verfigung:

a)

b)

®H-GBC: Der Karp-Kanalblocker Glibenclamid bindet mit deutlich héherer
Affinitat an SUR1 (Kp~1nM) als an SUR2 (Kp~30nM) (Hambrock et al.,
2002b (SUR1), Hambrock et al., 2002a (SUR2B), Stephan und Quast,
personliche Mitteilung (SUR2A). Das in dieser Arbeit verwendete
Glibenclamid hatte eine Spezifische Aktivitat (SA) von 47-52 “/mmol.
Beim Verarbeiten des °H-GBC gibt es einige Besonderheiten: zum
Beispiel muss das Alliquot zur Bestimmung der totalen Radioaktivitét
immer kurz vor der Filtration entnommen werden, da dieser Radioligand
sehr stark an der Wand des ReaktionsgefalRes ,kleben® bleibt und sich
dann nach und nach aus der Wand |6st. Dies hat zur Folge, dass am
Ende im Rest des Ansatzes eine viel hohere Konzentration gemessen
wird, als urspringlich vorhanden war. Weiterhin ist aus dem gleichen
Grund bei *H-GBC darauf zu achten, dass die Radioligandstammlésung
immer 10% EtOH enthalt. Zum Ansatz werden dann immer 25 pl
Radioligandstamm pro Ansatz (1 ml) pipettiert; d.h. im Ansatz sind 0.25%
EtOH enthalten. Bei dieser Losungsmittelkonzentration sind konstante
Konzentrationen an *H-GBC gewabhrleistet. Die nichtspezifische Bindung
der SUR2-Rezeptoren wird bei Glibenclamid (im Gegensatz zu
Messungen mit P1075) mit 100 uM P1075 und nicht homolog mit GBC
bestimmt, da in HEK-Zellmembranen endogene Bindungsstellen fir GBC
vorhanden sind, die jedoch keine Offnerempfindlichkeit besitzen und
somit fur diese Untersuchungen nicht relevant sind.

3H-P1075: Der Karp-Kanaltffner bindet mit guter Affinitat an SUR2B
(KD~5-10nM; Bray und Quast, 1992), dagegen kaum an SUR1
(KD>100puM). Das in dieser Arbeit verwendete *H-P1075 hatte eine SA
von ~117-121 “/ume und eine Konzentration von =5puM. P1075 weilt
eine sehr geringe nichtspezifische Bindung auf. Beim Verarbeiten von
®H-P1075 gibt es keine Besonderheiten, daher kann die Abnahme der

totalen Radioaktivitat am Ende des Versuchs erfolgen. Die
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nichtspezifische Bindung wir durch Zugabe von 10uM unmarkiertem
P1075 ermittelt.

2.5.2. Gewinnung von Rezeptormaterial:

Die in dieser Arbeit untersuchten Rezeptoren befinden sich in den Membranen,
die wie unter Kapitel 2.3.5 erlautert, gewonnen und nach dem Auftauen auf Eis

gehalten wurden.

2.5.3. Inkubation:

Im Allgemeinen wurde die Bindungsreaktion durch Zugabe der Membran zum
Reaktionsgemisch (Puffer + MgATP + Radioligand + zu untersuchende
Substanz) gestartet. Aullerdem hat sie unter definierten Inkubations-
bedingungen zu erfolgen. Dazu geh6éren Temperatur, Zeit und

Zusammensetzung des Inkubationsmediums.

Inkubationstemperatur:

In den hier durchgefiuihrten Bindungsstudien soll die Temperatur mdoglichst
ahnlich zur Korpertemperatur sein und wurde deshalb im Wasserbad auf 37C
festgelegt.

Inkubationszeit:

Die Inkubationszeit wurde mittels eines Assoziationsexperimentes ermittelt. Die
Zeit wurde so gewahlt, dass der Radioligand-Rezeptor-Komplex die Einstellung
der Gleichgewichtslage erreicht hat (*H-P1075: SUR2A 13min, SUR2B 30min;
’H-GBC: SUR2A(Y1206S) 15min, SUR1 15min). Bei langeren

Inkubationszeiten féllt die spezifische Bindung mit der Zeit ab.

Inkubationsmedium:
Das verwendete Medium ist bei physiologischem pH gepuffert (pH=7.4). Wichtig
hierbei ist, dass der pH-Wert bei derjenigen Temperatur eingestellt wurde, bei

dem die Inkubation stattfindet.

43



2. Material und Methoden

2.5.4. Trennung von gebundenem und freiem Radioliga  nden
durch Filtration:

Am Ende der Inkubation muss der Radioligand-Rezeptor-Komplex vom freien
Radioliganden separiert werden. Dies geschieht durch Filtration. Aus den
Ansatzen, die 1 ml Volumen enthalten, werden drei Aliquots (V = 0.3 ml) in 8 ml
eiskaltem Waschpuffer verdinnt und unter Vakuum Uber Glasfaserfilter
(Whatman GF/B) in einer Filtrationsanlage mit Hilfe einer Membranpumpe
abgesaugt. Der eiskalte Waschpuffer (0C) ist wicht ig, um das Gleichgewicht (s.
Kapitel 2.6), das sich bei 37C wahrend der Inkubation eingestellt hat, zu
fixieren’. Da die Maschen dieser Filter enger als die festen Bestandteile des
Praparats gewdahlt wurden, bleiben diese auf dem Filter zurtick. Um
unspezifisch im Praparat gebundene Radioaktivitdt zu entfernen, werden die
Filter schnell zweimal mit 8 ml eiskaltem Waschpuffer nachgewaschen.

2.5.5. Messung der Radioaktivitat:

Da Tritium Betastrahlen emmitiert, erfolgt die quantitative Erfassung der
Radioaktivitdit des Filters mittels eines Flussigszintillators in  einem
Szintillationszéhler. Um eine absolute Bestimmung vorzunehmen, ist es
notwendig, die Zahlausbeute des Gerates zu kennen.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente wurden mittels eines TRI-
CARB® Liquid Scintillation Analyzer 2000CA von PACKARD mit einer
Zahlausbeute von ca. 54% durchgefiuhrt, d.h., dass der Zahler 54% der Zerfalle
pro Minute detektiert:

gemessenknpulse/mn _cpm
Zerfalle/min dpm

f = 054=

Da die Auswertung von Bindungsexperimenten in Konzentrationseinheiten

erfolgt, ist eine Umrechnung von dpm in molare oder submolare Einheiten

notwendig.
. V = Volumen in ml
C= gezahltedpm. = mol C = Konzentration in mol/l
2.2010% (dp,m) [BA( c ) BV (ml) | SA= Spez. Aktivitat in Ci/mmol
Ci mmol

1Ci= 2.2 * 10" dpm/min
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2.6. Modell der Rezeptorbindungsstudien

Es wird die Bindung eines Radioliganden, L, an eine Klasse von nicht

miteinander wechselwirkenden Bindungsstellen angenommen.

R+L ?Sg C
Gleichung 2

wobei R die freie Rezeptorkonzentration, L die freie Ligandkonzentration, C der
Rezeptor-Ligand-Komplex, k" die Assoziationsgeschwindigkeitskonstante (M™
s und k™ die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante (s™) darstellen.
Im Gleichgewicht gilt das Massenwirkungsgesetz:
RIL
K, = —_—

° C

K _
K,

Gleichung 3
Dabei ist Kp die Gleichgewichtsdissoziationskonstante (mol/l).

Weiterhin gelten die Massenbilanzen

R,=R+C und L,=L+C

Gleichung 4 a bzw. b
Der Index o bedeutet totale Konzentration; also total = frei + gebunden.

Die Experimente werden nach Mdglichkeit so angelegt, dass gilt

R<<L, =L=L
Gleichung 4 ¢
d.h. die totale Ligandkonzentration ist viel groBer als die totale
Rezeptorkonzentration; der gebundene Anteil des Radioliganden sollte stets
unter 5% liegen.
Im Experiment Uberlagert sich der spezifischen Bindung des Radioliganden an
die Rezeptoren (Bs) immer die, durch das unspezifische Haften des Liganden
am Protein und am Filter verursachte, nichtspezifische Bindung (Bns). Bns
wurde gemessen, nachdem die spezifische Bindung durch einen Uberschuss

an kaltem Liganden (Lya:= 1000 [Kp) blockiert wurde.
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Experimentell bestimmt werden die totale (Brtor) und die nichtspezifische
Bindung (Bns)
Aus diesen lasst sich Bs berechnen:

BS:BTOT_BNS; BSEC

Gleichung 5

2.6.1. Kompetitionsexperiment

Ausgegangen wurde von folgendem Reaktionsschema, in dem L und | um R

kompetitieren:

R+L - RL
11
R

Gleichung 6

mit |= Inhibitor, L = radioaktiver Ligand, R = Rezeptor, RL = Rezeptor-Ligand-
Komplex und RI = Rezeptor-Inhibitor-Komplex.
In der Praparation gibt es nur eine Klasse von Bindungsstellen (Rezeptoren); L
und | sind in Kompetition um R. Gemessen wurde die Abnahme von RL bei
steigenden Konzentrationen von |. Im Versuch wird zur Zeit t = 0 die
Rezeptorpraparation zugegeben und die Gleichgewichtseinstellung abgewartet.
Die beobachtete Grol3e ist RL, die als Funktion des zugegebenen Inhibitors in
einer Hemmkurve dargestellt wurde. Aus den Massenwirkungsgesetzen flr die
beiden oben dargestellten kompetitierenden Reaktionen

K. = — bzw. K =—
RL RI

Gleichung 7 a bzw. b
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erhalt man durch Umformen unter der Voraussetzung Ry << Lg_ lo:

L/K, o K (1 +L/K))
I +L/K, K (I +L/K)+]

RL(I =0) Opg -1

RL=R,

Gleichung 8
Der Mittelpunkt der Hemmkurve befindet sich bei einer Inhibitorkonzentration

von | = K, (I + L/ K.) und wurde mit ICso bezeichnet.

Die Beziehung zwischen ICso und K, heif3t Cheng-Prusoff-Gleichung und erlaubt

_ L
ICso =K, [El +K_LJ

Cheng und Prusoff, 1973 (hierzu muss K. bekannt sein)

die Berechnung von K;:

Gleichung 9

Im Falle der homologen Kompetition (Verdrdngung des Radiolabels durch sein
unmarkiertes Analogon) gilt:

IC,, = K, + L, bzw. K, = IC, - L,
Gleichung 10
Unter Einbeziehung der Cheng-Prusoff-Gleichung lasst sich die Hemmkurve

nun beschreiben als

RL = RL(0) chiso logarithmert  RL :%
IC5O+I 1+10p s~ P

mit pl = - log | und pICsp = - log 1Cso
Gleichung 11 a bzw. b
Fur den in den Experimenten erreichten Sattigungsgrad y, der die Fraktion der

mit Ligand besetzten Rezeptoren darstellt, gilt:

Gleichung 12
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Hieraus lasst sich die maximale Bindungskapazitat, d.h. die
Gesamtrezeptorenzahl, Byax = Ro. berechnen zu

L+K ac

= DBS =

BMAX

1
y

Gleichung 13

2.6.2. Verallgemeinerung der Bindungsisotherme nach Hill

Falls der nicht-markierte Ligand nicht mit dem Radioliganden kompetitiv ist,
oder der Radioligand ein kompliziertes Bindungsverhalten zeigt, kann die
Bindungsisotherme steiler oder flacher sein als es nach Gleichung 11 a bzw. b
entspricht. In diesem Fall werden diese beiden Gleichungen durch die
Einflhrung eines Exponenten n (= Hill-Koeffizient = ny) verallgemeinert. Fur die
Inhibitionskurve gilt dann:
_ B0)
S 1+10"0C0P
Gleichung 14

FUr die Sattigungisotherme gilt:
R(0)

L o
RL=RO0—— logarithmiert RL = ————~__
! n n (pL—pK)
L+K° 1+10

y
Gleichung 15 a bzw. b

Dabei gilt: Bs(0) = Bs in der Abwesenheit des nicht-markierten Liganden. Fir

Bindungsstudien lassen sich durch ny folgende Schlussfolgerungen ziehen:

n=1: Ubliche Bindungsisotherme; Vorhandensein nur einer Klasse von
nicht miteinander wechselwirkender Bindungsstellen

n>1: positive Kooperativitdt; mehrere Ligandenmolekile binden mit
steigender Affinitdt an den Rezeptor und fuhren eventuell auch
durch allosterische Modulation zu einer erh6hten oder verminderten
Radioligandbindung

n<1: negative Kooperativitat; die Bindung des ersten Liganden erschwert

die Bindung weiterer Ligandenmolekile; kommt in der Natur sehr
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selten vor. Meist sind in der Praparation mehrere Klassen von
Bindungsstellen enthalten, die sich in ihrer Affinitat fir den Liganden
um weniger als einen Faktor 10-30 unterscheiden. Da die einzelnen
Komponenten dann nicht mehr deutlich voneinander getrennt sind,

ergibt sich eine homogen flach abfallende Kurve.

2.7. Datenauswertung

2.7.1. Analyse der Bindungskurven

Die einzelnen Bindungsexperimente wurden durch eine Anpassung der
logarithmierten Hill Gleichung an die Daten ausgewertet: (1-Komponenten-
Modell)

A
1+ 1Cn[(1P|Cso-pX

y = ] + (100- A)

Gleichung 16

es gilt:
y = %Bs (% der spezifischen Bindung)
A = Amplitude (maximaler Effekt der Sattigung); A=100 - vollstandige
Hemmung
pX = - log x, wobei x die Konzentration des Modulators in M bzw. bei den
Vorexperimenten die Konzentration des Inhibitors
pICso = - log ICsp: ICso = Mittelpunkt (Wendepunkt) der Hemmkurve

n = ny= Hill Koeffizient
Falls A=100%, ny=1, dann wurden diese Parameter als Konstanten in die

Anpassung eingegeben, um die Fehler der verbleibenden Parameter zu

verringern.
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FUr Experimente, in denen auch eine stimulatorische Komponente sichtbar war,
wurde eine Uberlagerung von zwei Hillfunktionen mit ny=1 verwendet: (2-

Komponenten-Modell)

y=100+ A A+A

1 +1.QUPX~PECs0) ~ 1 1 Q0PX~PICs0)

Gleichung 17
es gilt zudem:

stimulatorische Komponente: PECso, A1
inhibitorische Komponente: pICso, A2
2.8. Statistik

Die Amplituden und die plCso Werte sind normalverteilt (Christopoulos, 1998).
Daher wurden zur Auswertung einer Messreihe die arithmetischen Mittel dieser
Parameter + SEM gebildet. Die Konfidenzintervalle der ICso-Werte wurden
berechnet als

10Y mit y=pIC,,+2SEM

Gleichung 18
Die so gewonnenen Parameter sind in die Tabellen eingetragen.

Zum Vergleich von Messserien wurden die einzelnen Amplituden und pICs
Werte als normalverteilte Variable (Smirnow-Kolmogorow Test) einer einfachen
Varianzanalyse unterzogen und eventuelle Unterschiede mit geeigneten Tests
(t-Test,..) auf ihr Signifikanzniveau untersucht (SigmaPlot, SPSS Inc.).

In den Abbildungen sind die Mittelwertskurven der Messreihen gezeigt
(gemittelte Daten = SEM). An diese Mittelwerte wurden ebenfalls die
entsprechenden Modellgleichungen angepasst. Die so erhaltenen Parameter
stimmen im Allgemeinen gut mit den gemittelten Parametern aus der Analyse
der Einzelkurven Uberein, wurden aber nicht weiter verwendet.

Bei Rechnungen mit den Parametern wurden die Regeln der Fehlerrechung
angewandt (Bevington, 1969). Bei zwei Parametern mit Fehlern a = g,, b * oy

(o = SEM) wurden die Fehler wie folgt berechnet:
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Summen und Differenzbildung:

y=azh > 0, =4/0; +0; (absoluté-ehlerquarhte)

Gleichung 19

Produkt und Quotient:

o 2 2
y=alb bzw y:% > L= %‘+% (relativeFehlerquachte)
y a

Gleichung 20
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3. Ergebnisse

3.1. Vorbereitende Messungen:

3.1.1. Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationsko nstanten
Kp und der Anzahl der Bindungsstellen B o« flr die
Bindung des Radioliganden *H-P1075 an die SUR2
Subtypen durch homologe Verdrangung in Membranen
von HEK293-Zellen

Als Vorbereitung fir die weiteren bindungsmodulierenden Experimente wurde
zunachst durch homologe Kompetition die Kp der Radioliganden bestimmt und
daraus und aus der spezifischen Bindung (Bs) bei einer gegebenen
Radioligandenkonzentration mit Hilfe der Gleichung 13 die Konzentration der
Bindungsstellen in der Praparation (maximale Bindung, Bmax) abgeschatzt.

Aus n =12 /7 (SUR2A/SUR2B) Experimenten ergab bei 1mM ATP und 2.2 mM
Mg** die homologe Kompetition der *H-P1075-Bindung mit nicht-markiertem
P1075 pKp-Werte von 7.81 + 0.03 / 7.98 = 0.03, welche Kp -Werten von 15.5
[13.5, 17.8] nM / 10.5 [9.1, 12.0] nM entsprechen. Die Hill-Koeffizienten von
1.00 = 0.03 / 0.94 + 0.04 wiesen auf jeweils eine einfache Verdrangungskurve
mit je einer Klasse von Bindungsstellen ohne Kooperativitat hin.

Die folgenden Abbildungen zeigen die gemittelten Daten aus den 12/7

Experimenten:

T SUR2A Abbildung 12: homologe

Verdrangung der Bindung von  *H-
P1075 an SUR 2A: MittelwertexSEM
aus n=12 Experimenten, Lo= 2.63nM,
A A S Bs=105+14 fmol/mg (=100%),
n=0.987 +/- 0004 Bror=121+13 fmol/mg,
NSB=15+2%Bor, IC50=18.2 nM [17.4,
19.1], plCx=7.74+0.01,
Proteinkonzentration
(PK)=0.24+0.01mg/ml,
Inkubationszeit=13min

100 ——

®
o
L

60 o

40 A

®H-P1075 Bindung, %Bg
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0 SURZE Abbildung 13 : homologe .
Verdrangung der Bindung von H-

= 100207y (LXK 107 ) P1075 an SUR_ 2B: MittelwertexSEM

k= 7,88 +/-0,02 = pICq, aus n=7 Experimenten, Lo,= 1.70nM,

n= 102+ 001 Bs=256+58 fmol/mg (=100%),

BTOT:274i55 fmol/mg, NSB:G%BTOT,

IC5=13.2 nM [12.0, 14.5],

plCs5,=7.88+0.02, PK=0.17+0.04mg/ml,

Inkubationszeit=30min
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Die in diesen Abschatzungen erhaltenen Parameter stimmen gut mit den
gemittelten Parametern aus der Analyse der Einzelkurven Gberein, wurden aber
nicht weiter verwendet.

Nach Korrektur der ICso-Werte fir die verwendeten Radioliganden -
konzentrationen nach Cheng-Prusoff (Gleichung 9) und Abschatzung der Buax

Werte aus der spezifischen Bindung (Gleichung 13) erhalten wir folgende

Tabelle:
Radioligand | Rezeptor Ko A(%B ) n Brmax,
pKp (-log M) S H fmol/mg
SUR2A | 1951135, 17.8InM 100 | 1 5040.03 726£92
3 7.81+0.03
H-P1075 10.5[9.1, 12.0] nM
SUR2B 7 084003 100 0.94+0.04 1793+373

Tabelle 2: homologe Verdrangung der Bindung von ®H-P1075 an SUR 2A/B (Gemittelte
Parameter aus n=12/7 Einzelversuchen; Vergleiche Kap. 2.8)

3.1.2. Ultraschallbehandlung zur Inkorporation der Lipide und
Fettsduren in die Membran: Einfluss der Ultraschall ~ dauer

auf die Bindung

In der Literatur (z.B. Koster et al., 1999, Krauter et al., 2001) wurde
beschrieben, dass eine Ultraschallbehandlung zur Inkorporation der Lipide in
die Membran genutzt wurde. Hier wurde nun vorab untersucht, ob die Lange
der Ultraschallbehandlung einen Einfluss auf die *H-P1075 Bindung an SUR2B
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und die Modulation dieser Bindung durch DOGS-NTA hat. Gemessen wurde in
Eiswasser mit 0, 2 und 5 Minuten Ultraschallbehandlung (Sonorex RK52,
Bandelin elektronik, Berlin) und [DOGS-NTA]=50uM. Unter diesen
Bedingungen nahmen die Kontrollmessungen um maximal 12.5% ab; jedoch
ergab sich kein signifikanter Unterschied in der Bindungsmodulation durch
DOGS-NTA (Verringerung jeweils auf 57+2 %B+or).

Anhand dieser Ergebnisse wurde die Ultraschallbehandlungsdauer (Protein
plus Lipid) fir die folgenden Versuche auf 3 Minuten festgelegt, um ein
Eindringen der Lipide in die Membran zu gewahrleisten.

3.2. Modulation der Radioligand Bindung an SUR2A

3.2.1. Effekt von PIP , auf die *H-P1075 Bindung an SUR2A in
Membranen

Wie schon in der Einleitung angesprochen, ist PIP, ein Phospholipid der
Zellmembran, das ein wichtiger physiologischer Regulator der Katp Kanéle
hinsichtlich der Offenwahrscheinlichkeit und der ATP Sensitivitat ist (Hilgemann
und Ball, 1996, Fan und Makielski, 1997, Baukrowitz et al., 1998). Diese Effekte
werden durch Bindung von PIP; an eine intrazellulare Bindungsstelle der Kg-
Untereinheit vermittelt. Weiterhin wird ein modulierender Effekt bezlglich der
KCO Sensitivitat des Katp Kanals beschrieben, der hinsichtlich des Angriffsortes
und des Wirkprinzips zum oben beschriebenen regulatorischen Effekt
verschieden ist (Krauter et al., 2001). Wir untersuchen hier nun die Modulation
der Bindung des KCO ®H-P1075 an SUR2A durch PIP,.

Aus n = 7 Experimenten ergab die Modulation der *H-P1075-Bindung mit PIP,
einen signifikanten Anstieg der spezifischen Bindung bei [PIP;] = 30 uM auf
121+8 %Bs (student t-Test: tgoymy = 2.76; p=0.033); bei hoheren
Konzentrationen fiel die Bindung wieder ab. Abbildung 14 zeigt den Versuch,
die Superposition (Gleichung 17) von 2 Hill-Funktionen, mit ny=1 fir den auf-
und absteigenden Ast, an die Daten zu fitten:
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800
SUR2A
______ — [
600 \ \ / /
B 400 \/
1) f= 100+(a/(1+(107(x-k1))))-((L00+a)/(1+(107(x-k2))))
> a =613 +/- 66569 / \
Ki=4,11 +- 7,54 N
K2 = 3.97 +/-7.17 , \
200 / / \
@ — \
O 4—/".’\\
9 8 7 6 5 4 3 2 1
PIP,, -logM

Abbildung 14: Effekt von PIP , auf die *H-P1075 Bindung an SUR2A: Mittelwerte+SEM aus
n=7 Experimenten; [ATP]=0.3 mM; [Mg*]=1 mM; Lo= 3.13 nM; Bs= 93+24 fmol/mg (=100%),
Bror=104+23 fmol/mg; NSB=15+3 %B+or; Proteinkonzentration (PK)=0.26+0.02mg/ml;
Inkubationszeit=13min

Der absteigende Ast wurde nicht weiter gemessen, da er zum einen in
unphysiologischen Bereichen liegt, zum anderen durch den Preis von 290 € /
mg PIP, bei einem Molekulargewicht von 1044 g/mol so hohe Konzentrationen
zu teuer wurden. Deswegen ist es auch unmdglich, den Fit endgultig zu
beurteilen, da zu wenig Daten fir eine sinnvolle Parameterschéatzung vorliegen.
Aus gleichem Grund wurde der Effekt von PIP, auch nur noch an SUR2B

gemessen.

3.2.2. Effekt von DOGS-NTA auf die  *H-P1075 Bindung an
SURZ2A in Membranen

Wie Krauter et al., 2001 beschrieben haben, ist auch das synthetische Peptid
DOGS-NTA (s. Abbildung 9), welches eine stark negative Nitrilotriessigséaure

(NTA) - Gruppe besitzt, ebenso modulierend wirksam wie PIP,. Es kommt bei
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dem beschriebenen modulierenden Effekt der Lipide anscheinend weniger auf
die genaue Struktur, sondern vor allem auf die Ladung des Modulators an, wie
Vergleiche mit weniger geladenen Substanzen (PC, Pl, DOG) zeigen. Krauter
et al., 2001

Wir untersuchen hier, ob sich DOGS-NTA hinsichtlich der Bindung an SUR2A
ahnlich wie PIP; verhalt.

Bei den Experimenten fiel auf, dass DOGS-NTA konzentrationsabhangig die
unspezifische Bindung erhéhte; Abbildung 15 zeigt die totale (Bror) und die
unspezifische Bindung (NSB) als Funktion der DOGS-NTA Konzentration. Die
spezifische Bindung als Differenz von Bror und NSB ist in Abbildung 16 und
Abbildung 17 gezeigt. In einer ersten Analyse (Abbildung 16) wird zunachst der
Punkt bei 3uM vernachlassigt. Analysiert man nun die Daten nach dem 1-
Komponenten-Modell mit ny=1 (Gleichung 16), so zeigt sich, dass DOGS-NTA
die spezifische *H-P1075 Bindung mit einem plCso-Wert von 4.14 + 0.07
(IC50=72 UM [52, 100]) bis auf 88 £ 8 %Bs hemmt. Die Inhibition ist also nicht

total.
Rohdaten: Analyse 1:
120 120
SUR2A
100 ¢ [ s 100 4
S i o’
2 g [) S g0
é 60 - E } E 607
@ 2
§ 40 A E' 40 +
& I
o E f= a*107(pk*-1)/(107(pk*-1)+10%(x*-1))+(100-a)
20 Ly . 5 20 1 pk=4,11 +/- 0,14 = pIC,,
x x i a &= N Ngg a=85,49 +/- 9,98
0 ; ; ; ; 0 T T T T
6 5 2 3 Py 6 5 4 3 2
[DOGS-NTA], -logM [DOGS-NTA], -logM
Abbildung 15: Effekt von DOGS-NTA auf die  *H- Abbildung 16: Effekt von DOGS-NTA auf die  °H-
P1075 Bindung an SUR2A: Rohdaten P1075 Bindung an SUR2A : Differenz von Bror und

NSB. Punkt bei 5.5 vernachlassigt und mit 1-
Komponenten-Modell (Gleichung 16 ) berechnet; ny=1
(fix)
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Allerdings konnte, wie auch schon bei PIP,, eine die Bindung stimulierende
Wirkung gezeigt werden. Die Analyse dieses Effekts ergab einen signifikanten
Anstieg der spezifischen Bindung bei [DOGS-NTA] = 3 uM auf 107+2 %Bs
(student t-Test: tumy = 3.81; p=0.032). Abbildung 17 zeigt die Auswertung nach
dem 2-Komponenten-Modell (Gleichung 17) unter Berlcksichtigung dieses
stimulierenden Effektes; wegen der nur geringen Grol3e dieses Effekts sind die

entsprechenden Parameter mit groRen Fehlern behaftet.

Analyse 2: Abbildung 17: Effekt von DOGS-
. NTA auf die *H-P1075 Bindung an
SUR2A: stimulatorischer Effekt

berlcksichtigt und mit 2-
Komponenten-Modell (Gleichung

17) berechnet; A-Wert aus Analyse 1
Ubernommen

100 ¢

©
o
1

60

40 -

®H-P1075 Bindung, %B,

f = 100+(a/(1+(107(x-K1))))-((85+a)/(1+(107(x-k2))))
2079 3=7,20 +/- 5,920
k1=6,32 +- 1,32
k2 = 4,22 +/- 0,08

6 5 4 3 2
[DOGS-NTA], -logM

Fir die Abbildungen 15-17 gilt: : MittelwertexSEM aus n=7 Experimenten; [ATP]=0.3 mM;
[Mg*1=1 mM; Lo= 3.49+0.19 nM; Bs= 71+11 fmol/mg (=100%), B1or=81+12 fmol/mg; NSB=14-
32 %Bro7; PK=0.27£0.02 mg/ml; Inkubationszeit=13min

DOGS-NTA
Stimulation Inhibition
Rezeptor ECso IC
0 50 0
DECso (dog M) [ A%BS) | M pICs; (log ) | AYBS) | M
monophasisch
. 72 [52, 100]uM .
SUR2A 1 (fix) 4.1440.07 8818 1 (fix)

Biphasisch (Werte aus dem Mittelwertsfit in Abbildung 17 )

60 [42, 87]uM
4.22+0.08

0.5 [0.001, 209] uM

6.3941 32 85 (fix) | 1 (fix)

SUR2A 7.245.9 | 1 (fix)

Tabelle 3: Effekt von DOGS-NTA auf die  *H-P1075 Bindung an SUR2A (Gemittelte
Parameter aus n=7 Einzelversuchen; Vergleiche Kap. 2.8)
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3.2.3. Effekt von Oleoyl-CoA auf die  *H-P1075 Bindung an
SUR2A in Membranen

Karp—Kanéle  koppeln die elektrische  Membranaktivitit an  den
Energiestoffwechsel der Zelle (Noma, 1983, Nichols und Lederer, 1991, Terzic
et al., 1995, Benndorf et al., 1992). Liu et al., 2001a) beschreiben einen direkten
Effekt von langkettigen Acyl-CoA-Estern (LC-Acyl-CoA) auf die Karp — Aktivitat
in Herzmuskelzellen. Sie fanden eine Aktivierung der Karp — Kandale durch LC-
Acyl-CoA die um ein Vielfaches hoher war als in den pankreatischen 3-Zellen
(Branstrom et al.,, 1997). Da die LC-Acyl-CoA aber an der Kr-Untereinheit
ansetzen (Branstrom et al., 1998; Gribble et al., 1998a) und diese in beiden
Fallen dieselbe (Kir6.2) ist, muss man schlie3en, dass der SUR Subtyp den
Effekt der LC-Acyl-CoA auf den Kigr6.2 moduliert. Wir untersuchen hier die Rolle
der B-Untereinheit, SUR2A.

Im Gegensatz zu DOGS-NTA trat kein Anstieg der nichtspezifischen Bindung
bei zunehmender Oleoyl-CoA Konzentration auf, und die spezifische *H-P1075
Bindung liess sich vollstandig verdrangen. Die 4 Experimente ergaben fiur die
Hemmung der ®H-P1075-Bindung an SUR2A durch Oleoyl-CoA bei einer
Radioligandkonzentration von Lo = 2.89 nM einen plCso-Wert von 4.85 + 0.03 (s.
Tabelle 4), welcher einem ICso-Wert von 14.1 pM [12.3, 16.2] entspricht;
Abbildung 17 zeigt die Hemmkurve aus den Mittelwertsdaten.

Der Hill-Koeffizient betrug 1.42+0.08 (s. Tabelle 4) und ist damit signifikant
groR3er als 1.

In dieser Versuchsreihe konnte kein stimulatorischer Effekt nachgewiesen
werden, was aber moglicherweise daran liegt, dass er in dieser Konstellation

bei niederen Konzentrationen auftritt, die nicht gepruft wurden.
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Abbildung 18: Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-P1075 Bindung an SUR2A:
MittelwertexSEM aus n=4 Experimenten; [ATP]=0.3 mM; [Mgz+]=1 mM; Lo= 2.89+0.04 nM; Bs=
63134 fmol/mg (=100%), Bror=71%x4 fmol/mg; NSB=7+1 %Btor; A=100 %Bs; PK=0.34+0.04
mg/ml; Inkubationszeit=13min

Oleoyl-CoA
Stimulation Inhibition
Rezeptor ECso ICs
PECs (log M) [ A%BS) | ™ | picy Clogmy  |ACEBS)| M
1410123,
SUR2A 16.2]uM 100 |1.42+0.08
4.85+0.03

Tabelle 4: Effekt von Oleoyl-CoA auf die  *H-P1075 Bindung an SUR2A (Gemittelte
Parameter aus n=4 Einzelversuchen; Vergleiche Kap. 2.8)

3.2.4. Effekt von Oleoyl-CoA auf die  *H-P1075 Bindung an
SUR2A/Kir6.2 in Membranen

Der Vergleich der bisher gewonnen Bindungsdaten mit den Ergebnissen der
elektrophysiologischen Experimente in der Literatur (s. Einleitung Kap 1.7)
zeigt, dass die Hemmung der Radioligandbindung an SUR2A durch die Lipide
erst bei etwa 100x groRBeren Konzentrationen auftritt als die
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elektrophysiologischen Effekte. Bei diesem Vergleich ist allerdings zu
bedenken, dass die elektrophysiologischen Effekte durch Bindung des Lipids an
Kir6.2 vermittelt werden und dass diese Effekte durch den SUR-Subtyp nur
moduliert werden. Umgekehrt stellt sich daher die Frage, ob der Effekt der
Lipide auf die Radioligandbindung an SUR durch Koexpression mit Kir6.2
verandert wird, insbesondere ob die Hemmkurve sich zu physiologischen
Lipidkonzentrationen nach links verschiebt.

Diese Frage wurde stellvertretend fiir den Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-
P1075 Bindung an Kr6.2/SUR2A gepruft. Dazu verwendeten wir Membranen
aus transient mit Kir6.2/SUR2A transfizierten Zellen von Dr. Annette Hambrock,
die innerhalb von 24h nach Aufbereitung gemessen wurden. Allerdings konnten
aus den bereitgestellten Chargen (n=5) nur zwei Messungen verwendet
werden, da die spezifische Bindung in den restlichen Chargen zu gering war,
um sinnvolle Ergebnisse zu gewinnen. Wegen Schwierigkeiten beim
Nachschub der Kr6.2/SUR2A Membranen wurde die Versuchsreihe nicht
weitergefuhrt.

Die zwei verwertbaren Messungen der Modulation der *H-P1075-Bindung durch
Oleoyl-CoA ergab wiederum keinen Anstieg der nichtspezifischen Bindung
(NSB) und zudem konnte auch, wie schon bei SUR2A, die spezifische *H-
P1075 Bindung vollstandig verdrédngt werden. Dabei ergab, bei einer
Radioligandkonzentration von Lo = 3.62 nM die Verdrangung einen pICso-Wert
von 4.19 £+ 0.09 (s. Abbildung 19), entsprechend einem ICso-Wert von 65 uM
[43, 98]. Daraus lies sich eine monophasische Verdrangungskurve nach
Gleichung 16 erstellen, die einen Hill-Koeffizient von 1.19 + 0.11 bei einer
spezifische Bindung von Bs = 13.7 + 1.4 fmol/mg hatte (s. Tabelle 5).

Vergleicht man diese Messung mit dem allein exprimierten SUR2A (s. Tabelle
4), so stellten wir wider Erwarten sogar eine Erhéhung der ICsp um den Faktor
4.6 fest. Obwohl nur zwei Versuche unter den Bedingungen der Koexpression
auswertbar waren, soll eine Fehlerabschatzung versucht werden. Auf der
Ebene der pICsyo Werte ergibt sich fir den Effekt der Koexpression (Tabelle 4
und Tabelle 5):
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A = plCso(+Kir6.2)— plCso(~Kir6.2) = 419+ 009— (485+ 003) = —066+ 010

Gleichung 21
Auf der Ebene der ICsq Werte erhalt man mit

f =10“*») =4.6(3.6,5.8).

Gleichung 22
Der geringe Fehler bzw. das kleine Konfidenzintervall lassen vermuten, dass
die Erh6hung des ICso-Wertes durch Koexpression mit Kir6.2 signifikant ist. Auf
jeden Fall kann man aber ausschliel3en, dass die Koexpression mit Kir6.2 den
SUR2A empfindlicher fur Oleoyl-CoA macht, d.h. die Konzentrations- Wirkungs-
kurve nach links zu physiologischen Konzentrationen verschiebt.
Wiederum wurden keine Konzentrationen <10°uM untersucht, da zu diesem
Zeitpunkt der stimulatorische Effekt noch nicht bekannt war. Daher wurde eine
bei der Koexpression mdglicherweise existierende stimulatorische Komponente

nicht erfasst.

120
Kir6.2/SUR2A
100 —
(%]
2
S 80 -
o
c
S
2
o 60 -
To}
N~
=
o 40
I
(s2)
20 4 f=100*107(pk*-n)/(10"(pk*-n)+107(x*-n))
pk = 4,17 +/- 0,03 =pIC,,
n=1,15 +/- 0,08
0 T T T T

6 5 4 3 2
[Oleoyl-CoA], -logM

Abbildung 19: Effekt von Oleoyl-CoA auf die  °H-P1075 Bindung an SUR2A/Kir6.2:
Mittelwerte+SEM aus n=2 Experimenten; [ATP]=0.3 mM; [Mg®‘]=1 mM; L= 3.62 nM; Bs=
13.7+1.4 fmol/mg (=100%), Bror=19+1 fmol/mg; NSB=26+3 %Bor; A=100 %Bs; PK=0.80+0.15
mg/ml; Inkubationszeit=13min
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Oleoyl-CoA
Stimulation Inhibition
Rezeptor ECs 0 ICso 0
PECs, (log M) | A%BS) | M | picg, (logmy |AHBs) | w
. 65 [43, 98] uM
Kir6.2/SUR2A 4.1940.09 100 |1.19+0.11

Tabelle 5: Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-P1075 Bindung an SUR2A/Kir6.2 (Gemittelte
Parameter aus n=2 Einzelversuchen; Vergleiche Kap. 2.8)

3.2.5. Effekt von Malonyl-CoA und Oleat auf die  °H-P1075
Bindung an SUR2A in Membranen

Um die Spezifitat des langkettigen Acyl-CoA Oleoyl-CoA zu lberprifen, wurden
auch Versuche mit einem kurzkettigen Acyl-CoA (Malonyl-CoA) und mit der
Fettsaure Oleoylsaure vorgenommen. Liu et al., 200la beschreiben eine
Blockierung des Katp-Kanals durch Oleat, die sich auch nicht durch PIP, und
Oleoyl-CoA aufheben liel3 (gegenteiliger Effekt von Oleoyl-CoA). Branstrom et
al. 1998 konnten fur Malonyl-CoA keinen Effekt auf Kir6.2AC26 messen.

In unseren Versuchen erhoht 300uM Oleat die unspezifische Bindung auf das
2.7fache und hemmt die spezifische Bindung auf 14 + 3 %Bs der Kontrolle.
Unter denselben Bedingungen verdrangt 300puM Oleoyl-CoA die spezifische
Bindung auf unter 5%, d.h. Oleoyl-CoA ist potenter als Oleat.

Malonyl-CoA hat keinen Einfluss auf die unspezifische Bindung. Bei 100uM
zeigt Malonyl-CoA noch keinen Effekt (93+9%, p=0.474 (student t-Test)), bei
300uM erniedrigt es die spezifische Bindung auf 64 £ 7 % (student t-Test:
tzooumy = 4.8; p=0.017). Daraus lasst sich schliel3en, dass die ICso zwischen 300

und 1000uM liegen muss.
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Abbildung 20: Effekt von Malonyl-CoA und Oleat auf die *H-P1075 Bindung an SUR2A:
MittelwertexSEM aus n=4 Experimenten; [ATP]=0.3 mM; [Mg®‘]=1 mM; Lo= 1.79+0.08 nM; Bs=
61+8 fmol/mg (=100%), Bror=68+9 fmol/mg; NSB=27+4 (Oleat) / 7+1 (Malonyl-CoA) %Bor;
PK=0.34+0.05 mg/ml; Inkubationszeit=13min

3.2.6. Modulation der *H-GBC Bindung an SUR2A (Y1206S) in
Membranen

3.2.6.1. Effekt von DOGS-NTA auf die *H-GBC Bindung an
SURZ2A (Y1206S) in Membranen

Die Bindung von PIP, und anderen negativ geladenen Lipiden an Kr6.2 macht
die Kanale unempfindlich fir die blockierende Wirkung von Glibenclamid
(GBC), wobei diese Hemmung nichtkompetitiv ist (Krauter et al., 2001). Wir
wollen hier nun Uberprifen, ob diese Lipide auch die Bindung von GBC an SUR
beeinflussen. Da jedoch die Affinitdt der SUR2 Wildsubtypen fir GBC mit Kp =
25-30 nM zu schwach fur quantitative Bindungsexperimente ist, verwendeten
wir die Mutante SUR2A (Y1206S). Durch den Austausch von Tyrosin an der
Stelle 1206 zwischen dem Transmembransegment 15 und 16 des SUR2A (vgl.
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Abbildung 2) durch Serin wurde die GBC-Bindung an SUR2 um =10fach
starker, wahrend sich die sonstigen pharmakologischen Eigenschaften (®H-
P1075 Bindung, etc) nicht andern (Hambrock et al., 2001, 2002a, Loffler-Walz
et al., 2002, Rul} et al., 2003, im Druck, Staul} et al., in Vorbereitung).

Bei *H-GBC wird die nichtspezifische Bindung durch heterologe Kompetition mit
100 puM P1075 gemessen (Hambrock et al., 2001, Loffler-Walz et al., 2002).
Unsere 6 Experimente ergaben in diesem Zusammenhang, im Gegensatz zu
den Experimenten mit 3H-P1075 (Kap. 3.2.2), keinen Anstieg der
nichtspezifischen Bindung von °H-GBC bei zunehmender DOGS-NTA
Konzentration. Weiterhin zeigte sich, dass DOGS-NTA die spezifische *H-GBC
Bindung (Bs = 9622 fmol/mg) mit einem plICso-Wert von 4.43 £ 0.21 (ICso-
Wert=37 uM [14, 98]) um A=82+11 auf 18+11 %Bs hemmt. (s. Abbildung 21
und Tabelle 6).

Ein stimulatorischer Effekt wurde in diesem Experiment mit der Mutante, im
Gegensatz zum Wildtyp und ®H-P1075 als Radioligand, nicht gefunden. Um ihn
aber sicher auszuschliel3en, muss man noch den Bereich < 1 pM [DOGS-NTA]

untersuchen, der hier nicht gemessen wurde.
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a =7391+-311
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Abbildung 21: Effekt von DOGS-NTA auf die  *H-GBC Bindung an SUR2A (Y1206S) :
Mittelwerte+SEM aus n=6 Experimenten; [ATP]=0.3 mM; [Mg®‘]=1 mM:; L= 2.00+0.26 nM; Bs=
96+22 fmol/mg (=100%), B1o1=170+4 fmol/mg; NSB=47+5 %Bor; A=74+3 %Bs; PK=0.38+0.04
mg/ml; Inkubationszeit=15min
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DOGS-NTA

Stimulation Inhibition

Rezeptor ECso ICs0 9
PECs (-log M) A%Bs) i

A®Bs) | M | pice (log M)

SUR2A 5 ,, 5 | 37114, 981 um

(Y1206S) ' ! - 4.43+0 21 82111 1 (fix)

Tabelle 6: Effekt von DOGS-NTA auf die  *H-GBC Bindung an SUR2A (Y1206S) (Gemittelte
Parameter aus n=6 Einzelversuchen; Vergleiche Kap. 2.8)

3.2.6.2. Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-GBC Bindung an
SUR2A (Y1206S) in Membranen

Analog den vorigen Experimenten mit *H-P1075 und Wildtyp SUR2A
untersuchten wir die Wirkung von Oleoyl-CoA auf die *H-GBC Bindung an die
Mutante SUR2A (Y1206S). In Kap. 3.2.3 zeigte sich am Wildtyp eine bis zu
100%ige monophasische Hemmung der *H-P1075 Bindung. Die unspezifische
Bindung von *H-P1075 wurde nicht beeinflusst.

Demgegeniber fanden wir in unseren Experimenten an der Mutanten, dass
Oleoyl-CoA konzentrationsabhéngig die nichtspezifische Bindung von *H-GBC
(gemessen in Gegenwart von 100 uM P1075) reduzierte. Dieser Abfall konnte
durch einen Fit mit den folgenden Werten beschrieben werden: plCsp = 4.46 *
0.01; ICs0 = 35 uM [33, 36]; ny = 1.00 + 0.01; A = 35 £ 0,2 %B:s.

Die Modulation der spezifischen *H-GBC-Bindung (an SUR2A(Y1206S)) durch
Oleoyl-CoA zeigte eine stimulatorische und inhibitorische Komponente. Die
Stimulation hatte eine Amplitude von 52 + 6 %Bs mit einem pECs,-Wert von
8.52 £ 0.36 (ECsp = 0.003 [0.0006, 0.02] uM); die hemmende Komponente hatte
eine Amplitude von 152 + 6 %Bs; der plCso-Wert war 4.38 + 0.09 (ICso = 42 [28,
63] uM) (s. Abbildung 22).

Es fallt auf, dass die Hemmung der spezifischen Bindung mit @hnlichem ICso-
Wert auftritt wie die Hemmung der NSB. Dies konnte zum einen auf die
physikalisch-chemischen Eigenschaften des Oleoyl-CoA zurickzufiihren sein
(z.B. Mizellenbildung oder Ahnliches), zum anderen konnte es bei diesen

Konzentrationen eine Interferenz mit der *H-GBC Bindung ergeben.
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*H-GBC Bindung, %B

Abbildung 22: Effekt von Oleoyl-CoA auf die
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SUR2A (Y12065S)
180
160 l
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80 -
ol —— — — —— — A —
- 50
40 4 f = 100+(a/(1+(10%(x-k1))))-((100+a)/(1+(10%(x-k2))))
a=52,02 +/- 6,36 —
20 4 k1=28,52+/-0,36 = pEC,,
k2 = 4,38 +- 0,09 = PIC,, i\
0 '7/ T T T T T T T 0
10 9 8 7 6 5 4 3

Oleoyl-CoA, -logM

A NSB, %Bor

*H-GBC Bindung an SUR2A (Y1206S) :

MittelwertexSEM aus n=6 Experimenten; [ATP]=0.3 mM; [Mg®']=1 mM; Lo= 2.34+0.17 nM; e

Modulation durch Oleoyl-CoA: Bs=

74114 fmol/mg (=100%),

Bror=109+6 fmol/mg;

PK=0.36+0.02 mg/ml; Inkubationszeit=15min A NSB: plCs,=4.462+0.01, 1C5,=35uM [33;35],
ny=1.00£0.01, A =35 +£ 0,2 %Bs

Oleoyl-CoA
Stimulation Inhibition
Rezeptor ECs IC
0 50 0
PECs (log) | 2B | ™ | picy (logm) | A%BS) | M
SUR2A | 0.003 [0.0006, 0.02] M | 42128, 631uM .
(Y1206S) 8.52+0.36 52£6 | 1) | 4 38:0.00 152 1 (fix)
NSB 35[33,361 UM | a2, 1 | 1002001

4.46+0.01

Tabelle 7: Effekt von Oleoyl-CoA auf die

aus dem Mittelwertsfit in Abbildung 22)
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3.3. Effekt von Poly-D-Lysin auf die Lipid- und
Fettsdurewirkungen

Wie mehrere Autoren (Fan und Makielski, 1999; Huang et al., 1998; MacGregor
et al., 2002) beschrieben haben, lasst sich die durch die stark negativ
geladenen Anionen PIP, und DOGS-NTA hervorgerufene
Sensitivitatsminderung von Kg6.2 auf ATP durch Polykationen wie Neomycin
und Poly-L-Lysin antagonisieren. Dies lasst darauf schlie3en, dass die Wirkung
der Lipide am Kir6.2 vor allem elektrostatischer Natur ist. Allerdings veranderte
sich durch Poly-Lysin nicht die durch PIP, (bzw. DOGS-NTA) hervorgerufene
Wirkungslosigkeit der KCOs (Krauter et al., 2001) und auch der Effekt von
Tolbutamid wurde nur sehr partiell wiederhergestellt (Koster et al., 1999).

Hier sollte nun untersucht werden, wie sich die Modulation der *H-P1075
Bindung an SUR2A durch DOGS-NTA und Oleoyl-CoA bei der Zugabe von
Poly-Lysin (Poly-D-Lys) verhalt. Wir wahlten als Rezeptormaterial SUR2A flr
die ®H-P1075 Bindung und die Mutante fiir *H-GBC, da hier die Modulation der
Bindung der beiden Radioliganden durch DOGS-NTA und Oleoyl-CoA am
deutlichsten war und sich deshalb eine mogliche Veranderung durch Poly-D-
Lysin auch am starksten abzeichnen sollte.

3.3.1. Wirkung von Poly-D-Lysin auf B 107, NSB und B s fiir *H-
P1075 und *H-GBC

Schon zu Beginn der ersten Experimente zeigte sich eine unerwartete
Erhdhung der spezifischen Bindung (Bs) durch Poly-D-Lysin, die sich in den
weiteren Versuchen als signifikant erwies (Students t-test (n=10/9): p(sur2a/ah-
p1075=0.001; P(sur2a(v1206s)3H-68c)=0.017). Dabei unterschieden sich die beiden
Systeme: Wahrend sich bei SUR2A nach Zugabe von 0.1 mg/ml Poly-D-Lysin
nur die totale Bindung (Btot) von 3H-P1075 erhdhte und die nichtspezifische
Bindung (NSB) konstant blieb, so erhdhten sich bei SUR2A(Y1206S) sowohl
Bror als auch NSB von 3H-GBC. In beiden Fallen stieg die spezifische Bindung
des jeweiligen Radioliganden signifikant an (s. Abbildung 23 und Tabelle 8).
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Poly-D-Lysin Poly-D-Lysin
Abbildung 23: Wirkung von Poly-D-Lysin auf B ¢
. : Kontrolle + Poly-D-Lysin 0,1
01 M K Bror® | NSBX | Bs! | Bror® | NSB! | B sKontrolle
*H-P1075
2A 10 23040 16 13319 | 53#5 | 8+1 |[42+7| 68+11 71 | 6529 |23+11| 54+27%
2A °*H-GBC
(Y1206S) 9 21540 04 101410 | 13949 | 90+12 | 3946 | 203+17 | 152412 | 5147 | 1249 | 30+23%

Tabelle 8: Wirkung von 0.1 mg/ml Poly-D-Lysin auf B

ror, NSB und B s, * = in fmol/mg

Der Grund dieser Erhéhung ist unklar, denn es kann sowohl ein Effekt auf die

maximale Bindung (Bwax) als auch auf die Affinitdt der Radioliganden sein.

Dieser Eigeneffekt von Poly-D-Lysin komplizierte die weitere Analyse der

Versuche erheblich.
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3.3.2. Effekt von Poly-D-Lysin auf die Modulationd  er *H-P1075
Bindung durch DOGS-NTA gemessen an SUR2A

In dieser Versuchsreihe wurde versucht, die Hemmung der *H-P1075 Bindung
an SUR2A durch DOGS-NTA durch Poly-D-Lysin zu beeinflussen. Dabei
wurden Lipid und Polykation dem Protein zeitgleich hinzugefuigt. Wie sich im
folgenden Versuch (Kap.3.3.3) herausstellte, neutralisierte Poly-D-Lysin einen
Teil des DOGS-NTA, bevor dieses mit dem Protein interagieren konnte. Die
durch diese Versuche gewonnen Werte haben auf Grund der geringen
Versuchszahl (n=3) nur vorlaufigen Charakter und missen durch weitere
Versuche verifiziert werden. Es ergab sich kein signifikanter Effekt von Poly-D-
Lysin: So reduzierten die eingesetzten 100uM DOGS-NTA die spezifische
Bindung auf 49+6 %Bs (Bs = 47+7 fmol/mg); die Zugabe von 0.1 mg/ml Poly-D-

Lysin erhdhte die spezifische Bindung um 31+8 %Bs. Folgend die
Mittelwertstabelle:
Poly-D-L. | DOGS-NTA Poly-D-L. ABs (Poly-D-L.
Bsxonote | 01'mg/ml | 100yM | +DOGS-NTA | ABsPOly-D-L. | o5 NTA)
fmol/mg %Bg %Bg %Bg %Bg %Bg
A7+7 13148 4946 72420 3118 2317

Tabelle 9: Effekt von 0.1 mg/ml Poly-D-Lysin auf die Modulation der 3H-P1075 Bindung
durch DOGS-NTA gemessen an SUR2A: Mittelwertstabelle nach Zugabe von Poly-D-Lysin
aus n=3 Versuchen; [ATP]=0.3 mM; [Mg*]=1 mM; Ly= 2,33+0,28 nM; Bs= 47+7 fmol/mg
(=100%), Brot=55%6 fmol/mg; NSB=8+2 %B+or; PK=0.40+£0.04 mg/ml; Inkubationszeit=13min

3.3.3. Effekt von Poly-D-Lysin auf die Modulationd  er ®*H-P1075
Bindung durch Oleoyl-CoA gemessen an SUR2A

In dieser Versuchsreihe wurde wieder Poly-D-Lysin und Oleoyl-CoA dem
Protein zeitgleich hinzugefuigt. Wie sich spater herausstellte, neutralisierte das
Poly-D-Lysin wahrscheinlich einen Teil des Oleoyl-CoA, bevor dieses mit dem
Protein interagieren konnte. So wurden zwar 100uM Oleoyl-CoA eingesetzt,
dieses entfaltete allerdings, wie der Vergleich mit der Hemmkurve (Abbildung
18, Kap. 3.2.3) zeigt, nur die Wirkung von 30uM Oleoyl-CoA. Deshalb wurden

69



3. Ergebnisse

noch zusatzlich Versuche mit der ,richtigen’ (Serie 2) Pipettierreihenfolge und
100uM Oleoyl-CoA durchgefuhrt (d.h. Poly-D-Lysin Zugabe erst, nachdem das
Lipid durch Beschallung in die Membran inkorporiert worden war). Diese
Versuche sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Die wirksamen 30uM Oleoyl-
CoA reduzierten die spezifische Bindung auf 23 + 1 %Bs (Bs = 51 + 9 fmol/mg),
die 100uM Oleoyl-CoA reduzierten auf 7 + 2 %Bs (Bs = 53 +13 fmol/mg). Trotz
der geringen Versuchszahl (n=4) zeigen die Versuche, dass 0.1 mg/ml Poly-D-
Lysin zumindestens den Effekt von 30 pM Oleoyl-CoA (Serie 1) auf die *H-
P1075 Bindung an SUR2A zu einem Teil aufheben kann; gegen 100 uM Oleoyl-
CoA ist kein signifikanter Effekt nachweisbar.

- Poly-D-Lysin + Poly-D-Lysin ABg
SE3 | {lEoHe Bs kontrolle Bs oleoyi-coa Bs kontrolle Bs oleoyi-coa
fmol/mg %Bg fmol/mg %Bg %Bg
1 30 uM 5149 23+1 128+10 74+14 52+14
2 100 pM 53+13 7+2 139+12 20+6 13+4

Tabelle 10: Effekt von 0.1 mg/ml Poly-D-Lysin auf die Modulation de r 3H-P1075 Bindung
durch Oleoyl-CoA gemessen an SUR2A:  Mittelwertstabelle nach Zugabe von Poly-D-Lysin
aus n=4 Versuchen; [ATP]=0.3 mM; [Mg*]=1 mM; Lo= 2,21+0,20 nM; Bs= 519 fmol/mg bzw.
=53+13fmol/mg (=100%), B1or=56+7 fmol/mg; NSB=7+1 %B+o7; PK=0.39+0.03 mg/ml;
Inkubationszeit=13min

3.3.4. Effekt von Poly-D-Lysin auf die Modulationd  er ®*H-GBC
Bindung durch Oleoyl-CoA gemessen an SUR2A
(Y1206S)

In diesen 10 Experimenten zeigte sich die fir die *H-GBC Bindung an
SUR2A(Y1206S) ,typische’ hohe unspezifische Bindung von 703 %Bror
(Bror=131+9 fmol/mg). Die Zugabe von Poly-D-Lysin erhéhte die spezifische
3H-GBC Bindung (Bs=40+5 fmol/mg) um 2416 %Bs. Oleoyl-CoA senkte
zunachst die spezifische Bindung auf 468 %Bs (s. Kap. 3.2.6.2) und wurde
durch Zugabe von Poly-D-Lysin um 376 fmol/mg auf 83+13 %Bs erhoht.
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Diese beiden Erhéhungen sind signifikant voneinander verschieden (student t-
test: p=0.026), das heil3t, dass Poly-D-Lysin den Effekt von Oleoyl-CoA zu

einem kleinen Teil aufheben kann.

140 - " | |
[ ]
SUR 2A(Y1206S
120 - ]: ( )
*
@ 100 ! !
L
T
(o]
S 80 J-
=)
c
£
% 60 -
& I
40 1
20
0 ‘ ‘ ‘
Bs 0,1 mg/ml Poly-D- 30 uM Oleoyl-CoA Oleoyl + Poly-D
Lysin
| wBs | 100 | 12147 | 46+8 | 83+13

Abbildung 24: Effekt von Poly-D-Lysin auf die Modulation der *H-GBC Bindung durch
Oleoyl-CoA gemessen an SUR2A (Y1206S) : MittelwertexSEM aus n=10 Experimenten;
[ATP]=0.3 mM; [Mg®']=1 mM; Lo= 2.15+0.04 nM; Bs= 40+5 fmol/mg (=100%), Bror=131+9
fmol/mg; NSB=70£3 %Bo1; PK=0.31+0.03 mg/ml; Inkubationszeit=15min

+ Poly-D- | + Oleoyl- | + Poly-D-Lysin |A Bs/Poly- | A Oleoyl / Poly-D-
Lysin CoA und Oleoyl-CoA D-Lysin Lysin + Oleoyl-CoA

124+6 46+8 83+13 2416 37+6

Tabelle 11: Effekt von Poly-D-Lysin auf die Modulation der *H-GBC Bindung durch
Oleoyl-CoA gemessen an SUR2A (Y1206S): alle Werte in %Bs (Bs=4015)
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3.4. Modulation der *H-P1075 Bindung an SUR2B

SUR2B ist die regulatorische Untereinheit der Karp-Kanéle in glatten
Muskelzellen. SUR2B ist zu 97% homolog zu SUR2A; die beiden Subtypen
unterscheiden sich nur beim Splei3en der 2 terminalen Exons in den letzten 42
Aminosauren (s. Kapitel 1.4.2). Es ist daher von Interesse, ob sich die Lipid-
und Fettsdurewirkung auf die Ligandbindung der SUR2-Subtypen
unterscheidet. Eventuelle Unterschiede kdnnten Hinweise auf eine Mitwirkung

des Carboxyterminus auf die beobachteten Effekte geben.

3.4.1. Effekt von PIP , auf die 3H-P1075 Bindung an SUR2B in
Membranen

Aus oben genanntem Grund untersuchten wir hier nun die PIP, Wirkung an
SUR2B. Wie schon bei SUR2A (s. Kapitel 3.2.1) fiel kein Anstieg der
nichtspezifischen ®H-P1075 Bindung auf. In 7 Experimenten zeigte sich eine
konzentrationsabhéngige Hemmung der °*H-P1075 Bindung, die bei 100pM
PIP, = 38 + 5 %Bs betrug. Konzentrationen >100uM wurden nicht gemessen,
da zum einen der Preis von PIP; limiterend war, zum anderen
unphysiologische Bereiche erreicht werden.

Extrapoliert man die Hemmkurve bis auf eine 100%ige Verdrangung der *H-
P1075-Bindung durch PIP, mit einem Hill-Koeffizienten von ny = 1.0, so ergibt
sich ein theoretischer plCso — Wert von 3.76 = 0.03 (s. Abbildung 25), welcher
einem ICsp-Wert von 173 uM [151, 199] entspricht (s. Tabelle 12).

Im Gegensatz zu SUR2A (s. Abbildung 14) zeigte sich kein Anstieg der
spezifischen *H-P1075 Bindung (bei Bs = 141+14 fmol/mg), was aber auch
daran liegen kann, dass er bei niederen Konzentrationen auftritt, die hier nicht

bertcksichtigt wurden.
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Abbildung 25: Effekt von PIP , auf die *H-P1075 Bindung an SUR2B in Membranen:
MittelwertexSEM aus n=7 Experimenten; [ATP]=1 mM; [Mg®*]=2.2 mM; Lo= 1.93 nM; Bs=
141+14 fmol/mg (=100%), NSB=6+1 %B+o1; A=100 %Bs (fix); PK=0.24+0.03 mg/ml;
Inkubationszeit=4min
PIP,
Stimulation Inhibition
Rezeptor ECso IC
0 50 0
PECs (log M) | A¥BS) | M | picg, (logmy | A%BS) i
173 [151, 199] uM . .
SUR2B 3.76 + 0.03 100 (fix) 1 (fix)

Tabelle 12: Effekt von PIP , auf die *H-P1075 Bindung an SUR2B in Membranen (alle Werte

aus dem Mittelwertsfit in Abbildung 25)
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3.4.2. Effekt von DOGS-NTA auf die  *H-P1075 Bindung an
SUR2B in Membranen

Analog dem vorherigen Experiment untersuchen wir hier, ob DOGS-NTA eine
unterschiedliche Wirkung auf die *H-P1075 Bindung an SUR2A und SUR2B
hat; dies wirde einen konkreten Hinweis auf die Wirkstelle im SUR Protein
ergeben.

Wie schon bei SUR2A (s. Abbildung 15) zeigte sich, dass sich die spezifische
®H-P1075 Bindung (Bs = 192 + 26 fmol/mg) durch DOGS-NTA nicht vollstandig,
sondern nur um 87 = 4 %Bs verdrangen lie3. Ebenso fiel ein vergleichbarer
Anstieg der nichtspezifischen Bindung von 4 auf 10 %Bror auf (nicht
dargestellt). Die 6 Experimente ergaben fiir die Modulation der *H-P1075-
Bindung durch DOGS-NTA bei einer Radioligandkonzentration von Lo = 3.23
nM einen plCso von 4.37 + 0.09 (s.

Abbildung 26), welcher einem ICsy von 43 [28, 65] uM entspricht. Der Hill-
Koeffizient lag bei 0.96 + 0.04 (s. Tabelle 13).

In dieser Versuchsreihe konnte kein stimulatorischer Effekt wie bei SUR2A
nachgewiesen werden, was aber moglicherweise daran liegt, dass er in dieser

Konstellation bei niederen Konzentrationen auftritt, die nicht gepruft wurden.

120 7= Abbildung 26: Effekt
SUR2B von DOGS-NTA auf die
100 — H-P1075 Bindung an

aus n=6 Experimenten;
[ATP]=0.3 mM; [Mg*]=1
mM; Lo= 3.23+0.41 nM,;
Bs= 192+26 fmol/mg
(=100%), BTOT:200127
fmol/mg; NSB=4-10
%BTOT; A=80+2 %Bs,
PK=0.31+0.05 mg/ml;
Inkubationszeit=30min

80 A

60

40 A

f= a*10"(pk*-n)/(10"(pk*-n)+107(x*-n))+(100-a)

pk = 4,44 +/- 0,03 = pIC,,

a=79,69 +/-1,91

n=0,96 +/- 0,04 = n,

0 '7/ T T T T
6 5 4 3 2

[DOGS-NTA], -logM

20 A

74
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DOGS-NTA
Stimulation Inhibition
Rezeptor ECso IC
0 50 0
PECso (log M) | A%Bs) | w [ hice (log my | AEBS) e
43 [28, 65] uM
SUR2B 4.37+0.09 8714 0.96+0.04

Tabelle 13: Effekt von DOGS-NTA auf die  *H-P1075 Bindung an SUR2B (Gemittelte
Parameter aus n=6 Einzelversuchen; Vergleiche Kap. 3.8)

3.4.3. Effekt von Oleoyl-CoA auf die  *H-P1075 Bindung an
SURZ2B in Membranen

Wie schon in Kapitel 3.2.3 beschrieben, fanden Liu et al, 200la eine
Aktivierung der Katp — Kandle im Herzmuskel (Kr6.2/SUR2A) durch LC-Acyl-
CoA, die um ein Vielfaches hdher war als in den pankreatischen [3-Zellen
(Kir6.2/SUR1) (Branstrém et al., 1997). Obwohl diese Effekte eindeutig auf der
Bindung des Lipids an Kir6.2 beruhen, hat der SUR-Subtyp eine modulierende
Funktion. Daher untersuchten wir hier nun den bis auf 42 Aminosauren dem
SUR2A homologen SUR-Subtyp SUR2B.

Wie schon in Kapitel 3.2.3 an SUR2A fiel kein Anstieg der nichtspezifischen 3H-
P1075 Bindung an SUR2B auf, wobei sich die spezifische *H-P1075 Bindung
(Bs = 207+£23 fmol/mg) vollstandig verdrangen liel3. Die 5 Experimente ergaben
fur die Modulation der *H-P1075-Bindung durch Oleoyl-CoA bei einer
Radioligandkonzentration von Lo = 2.87 nM einen plCso-Wert von 4.91 + 0.11 (s.
Abbildung 27), welcher einem I1Csp-Wert von 12.3 uM [7.4, 20.4] entspricht. Der
Hill-Koeffizient lag bei 1.76 + 0.19 (s. Tabelle 14) und ist damit ebenfalls
signifikant gré3er als 1.

In dieser Versuchsreihe konnte kein stimulatorischer Effekt nachgewiesen
werden, was aber moglicherweise daran liegt, dass er in dieser Konstellation

bei niederen Konzentrationen auftritt, die nicht gepruft wurden.
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Abbildung 27: Effekt von Oleoyl-CoA auf die  °H-P1075 Bindung an SUR2B:
Mittelwerte+SEM aus n=5 Experimenten; [ATP]=0.3 mM; [Mg®]=1 mM; Lo= 2.87+0.33 nM; Bs=
207423 fmol/mg (=100%), Bror=217+21 fmol/mg; NSB=5 %Bor; A=100 %Bs; PK=0.31+0.04

mg/ml; Inkubationszeit=30min

Oleoyl-CoA
Stimulation Inhibition
Rezeptor ECs 0 ICs0 0
PECso (log M) [ A®BS) | M | picy (clogmy  [ACEBS) | Nw
12.3 [7.4, 20.4] uM
SUR2B 4.9140.11 100 1.76+0.19

Tabelle 14: Effekt von Oleoyl-CoA auf die  *H-P1075 Bindung an SUR2B (Gemittelte

Parameter aus n=5 Einzelversuchen; Vergleiche Kap. 3.8)

3.5. Modulation der *H-GBC Bindung an SUR1

Der am C-Terminus veranderte Kanal Kir6.2AC26 lasst sich im Gegensatz zum

Wildtyp auch ohne die B-Untereinheit SURL in die Membran einbauen (Tucker

et al., 1997a. Branstrom et al., 1998 schlossen aus ihren an diesem Kanal

gemessenen Oleoyl-CoA Effekten, dass die a-Untereinheit der Angriffsort fir

Acyl-CoA ist, da auch eine Koexpression mit SUR1 keine Steigerung des
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Effekts ergab. Wie unter Kap. 3.2.3 beschrieben, zeigten jedoch Liu et al.,
2001a, dass die B-Untereinheit den Effekt von Oleoyl-CoA auf Kr6.2 in
erheblicherweise verandert. Deshalb soll in dieser Versuchsreihe der
modulierende Effekt von Oleoyl-CoA und DOGS-NTA auf die *H-GBC Bindung
an SUR1 untersucht werden.

3.5.1. Effekt von DOGS-NTA auf die *H-GBC Bindung an SUR1
in Membranen

Betrachtet man die aus den 4 Experimenten gewonnenen Daten der Modulation
der *H-GBC-Bindung durch DOGS-NTA, so kann man, auch im Analogschluss
an SUR2A und SURZ2B, die Daten durch eine Angleichung mit unvollstandiger
Hemmung der *H-GBC Bindung beschreiben (s. Abbildung 28). Dabei fallt die
spezifische Bindung (Bs = 625 = 33 fmol/mg) auf 52 + 11 %Bs ab; der plCso-
Wert ist hierbei 3.94 £ 0.19 (ICsp-Wert von 115 [48, 275] mit einem Hill-
Koeffizient von 1.46 = 0.54. Extrapoliert man hingegen die Hemmkurve auf
100%, so erhélt man eine Angleichung mit einem plCso-Wert von 3.34 = 0.04
(ICs0-Wert von 457 [417, 501] pM) bei einem fixen Hill-Koeffizienten von ny =
1.0 (s. Abbildung 29). Statistisch lasst sich zwischen den beiden Modellen kaum
unterscheiden. Da jedoch bei SUR2A und SUR2B DOGS-NTA die *H-P1075
und die *H-GBC Bindung nur unvollstandig verdrangt wurde (A=88+87%, s.
Kap. 3.2.2 + 3.4.2), ist das Modell in Abbildung 28 wohl vorzuziehen.
Unabhangig der Vollstandigkeit der Verdrangung fallt wie schon bei SUR2A und
SUR2B auch hier bei zunehmender DOGS-NTA Konzentration ein Anstieg der
nichtspezifischen Bindung von 7 auf 23 %B+or auf.

Auch in dieser Versuchsreihe konnte kein stimulatorischer Effekt nachgewiesen
werden, was aber mdglicherweise wieder daran liegt, dass er in dieser

Konstellation bei niederen Konzentrationen auftritt, die nicht gepruft wurden.
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Abbildung 28: Effekt von DOGS-NTA auf die  *H-GBC Abbildung 29: Effekt von DOGS-NTA auf die  *H-GBC
Bindung an SUR1: Angleichung bei unvollstandiger Bindung an SUR1: Angleichung bei vollstandiger
Verdrangung. Verdrangung.

MittelwertexSEM aus n=4 Experimenten; [ATP]=0.3 mM; [Mg®"]=1 mM; Lo= 0.81+0.03 nM; Bs= 625+33 fmol/mg
(=100%), B1o1=670£32 fmol/mg; NSB=7-23 %Bto7; A=100 %Bs; PK=0.08+0.003 mg/ml; Inkubationszeit=15min

DOGS-NTA
Stimulation Inhibition
Rezeptor ECso 0 ICso 0
PECs (logM) | A8 | ™ | pice (logm) [ ABS | M
115 [48, 275] uM
SUR1 3.94+0.19 48+11 | 1.4610.54

Tabelle 15: Effekt von DOGS-NTA auf die  *H-GBC Bindung an SUR1 (Gemittelte Parameter
aus n=4 Einzelversuchen; Vergleiche Kap. 3.8)

3.5.2. Effekt von Oleoyl-CoA auf die  *H-GBC Bindung an SUR1
in Membranen

Die in den 4 Experimenten gewonnen Daten der Modulation der *H-GBC-
Bindung durch Oleoyl-CoA ergaben, wie auch schon in den Versuchen an
SUR2A und SUR2B, eine vollstandige Verdrangung der *H-GBC Bindung (Bs =
660 fmol/mg). Wie auch schon an SUR2A und SURZ2B fiel kein Anstieg der
nichtspezifischen Bindung bzw. auch kein Absinken (Vgl. 3.2.6.2) auf. Die
Annaherung ergab einen plCso-Wert von 4.53 £+ 0.17, welcher einem ICso-Wert
von 30 [13, 65] uM entspricht (s. Abbildung 30). Der Hill-Koeffizient lag bei 1.89

+ 0.21 und war somit signifikant von eins verschieden (s. Tabelle 16).
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Auch in diesem letzen Versuch konnte kein stimulatorischer Effekt
nachgewiesen werden, was aber moglicherweise wieder daran liegt, dass er in

dieser Konstellation bei niederen Konzentrationen auftritt, die nicht gepruft

wurden.
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Abbildung 30: Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-GBC Bindung an SUR1: MittelwertexSEM
aus n=4 Experimenten; [ATP]=0.3 mM,; [Mgz+]=1 mM; Lo= 1.00£0.21 nM; Bs= 660+£139 fmol/mg
(=100%), Bror=710+152 fmol/mg; NSB=7 %Bror; A=100 %Bs; PK=0.10+0.03 mg/ml;
Inkubationszeit=15min

Oleoyl-CoA
Stimulation Inhibition
Rezeptor ECso 0 ICso 0
DECso (og M) | AEBS) | M | picy, clogmy | A%EBs) | Nw
30 [13, 65]uM
SUR1 4.5040.17 100 1.89x£0.21

Tabelle 16: Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-GBC Bindung an SUR1 (Gemittelte Parameter
aus n=4 Einzelversuchen; Vergleiche Kap. 3.8)
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4. Diskussion

4.1. Vorbemerkungen: Fragestellung und Ubersicht ib  er die
Ergebnisse

4.1.1. Fragestellung

Erst in den letzten Jahren sind Lipide, insbesondere Phospholipide als "Zweite
Botenstoffe" (Second Messengers) in der zellularen Signaltransduktion erkannt
worden (Ubersicht: Hilgemann, 2003). Ein hervorragendes Beispiel ist PIP,, das
eine Schlisselrolle bei so verschiedenen Prozessen wie der Zellproliferation,
der Apoptose und dem "membrane trafficking”. Einer der wesentlichen
molekularen Mechanismen, durch die Lipide ihre zentrale Rolle in der
Signaltransduktion austiben, ist die Modulation der Aktivitat verschiedenartiger
lonenkanéle und -transporter. Als Beispiel sei die Rolle von PIP,, dem Vorlaufer
von PIP; diskutiert. Man hat seit der bahnbrechenden Arbeiten von Hilgemann
und Ball, 1996 und Fan und Makielski, 1997 in zunehmendem Mal3e erkannt,
dass die Bindung von PIP, (oder auch PIP3) in physiologischen
Konzentrationen an verschiedene Kanéale/Transporter deren Aktivitat entweder
erhohen oder hemmen kann. Dabei ist zu bedenken, dass die Konzentration
von PIP; ihrerseits von der Aktivitat G-Protein gekoppelter Rezeptoren abhangt,
die Uber die Aktivierung der Phospholipase C durch Spaltung von PIP; in IP3
und DAG Ca*" aus intrazellularen Speichern freisetzen (Ubersicht: Hilgemann,
2003).

Von besonderer Bedeutung im Rahmen dieser Arbeit ist die Beobachtung, dass
PIP,, oder strukturell ahnliche, ebenfalls stark negativ geladene Lipide, wie
DOGS-NTA (Krauter et al., 2001) und Oleoyl-CoA (Larsson et al., 1996; Liu et
al., 2001a), die Hemmung von Karp-Kanalen durch ATP schwéachen bzw. sogar
aufheben kdnnen; gleiches gilt fur die Wirkungen von Glibenclamid oder den
Offnern auf den Kanal (Koster et al., 1999; Krauter et al., 2001). Mechanistisch
ist wichtig, dass diese Effekte der Lipide durch Bindung an die Kr6.2-

Untereinheit des Kanals vermittelt werden (s.u.).
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Die Modulation der ATP-Hemmung der Kr6.2-enthaltenden Katp-Kanéle durch
Lipide wie PIP, und Oleoyl-CoA ist sehr gut untersucht. Langkettige Acyl-CoA
Lipide wie Oleoyl-CoA aktivieren die durch ATP geschlossenen Karp-Kanéle auf
pankreatischen p-Zellen (Kir6.2/SUR1) und kardialen Myozyten (Kr6.2/SUR2A)
(Larsson et al., 1996; Liu et al., 2001a). Da die Konzentrationen von PIP, und
Oleoyl-CoA physiologischen Schwankungen unterliegen (Baukrowitz et al.,
1998; Liu et al.,, 2001a), wird die ATP-Empfindlichkeit der Karp-Kanéle und
somit ihr eigentlicher Arbeitspunkt den Gegebenheiten der Zelle angepasst.
ATP Ubt seinen hemmenden Effekt auf Kr6.2-enthaltende Karp-Kanéle durch
Bindung an die Kg6.2-Untereinheit aus (Tucker et al., 1997a). Da die am C-
Terminus abgeschnittenen Kanale Kr6.2A26 und Kr6.2A36 auch ohne SUR
funktionierende ATP-empfindliche Kanale bilden (Tucker et al., 1997a), konnte
mit diesem Rumpfkanal eindeutig gezeigt werden, dass die Lipidbindungsstelle,
die mit der ATP-Hemmung interferiert, auf der Kr6.2 Untereinheit sitzt
(Bréanstrom et al., 1998; Gribble et al., 1998a). Dabei tragt der Carboxyterminus
des Kir6.2 wesentlich zur Lipidbindung bei (Shyng et al., 2000; MacGregor et
al., 2002). Die Abschwachung der ATP-Hemmung des Kanals folgt einem
kompetitiven Mechanismus: Erhéhung der PIP, Konzentration verschiebt die
ATP-Hemmkurve nach rechts, ohne ihr Maximum zu verandern (Baukrowitz et
al., 1998); offensichtlich schliel3en sich Bindung von ATP und PIP, gegenseitig
aus. Bemerkenswerterweise hangt die Effizienz des Acyl-CoA Effektes, trotz
des Ansatzes des Lipids am Kirg 2, vom SUR-Subtyp ab (Liu et al., 2001a).

Auch die Wirkung der Katp-Kanalmodulatoren, wie Glibenclamid und der Offner,
wird durch die Lipide geschwécht oder aufgehoben (Kir6.2/SUR1: Koster et al.,
1999; Herzkanale oder Kr6.2/SUR2A: Liu et al., 2001a; Krauter et al., 2001).
Im Gegensatz zur Wirkung von PIP, auf die ATP-Hemmkurve folgt die
Anderung der Glibenclamid-Hemmkurve durch PIP, einem nicht-kompetitiven
Schema: Mit steigender Lipidkonzentration verringert sich das Maximum der
durch Glibenclamid erreichbaren Hemmung, wobei der ICso-Wert von
Glibenclamid (im wesentlichen) unverandert bleibt (Krauter et al., 2001). Dies
deutet auf einen allosterischen Mechanismus hin: Durch PIP, modifizierte

Kanale sind refraktar gegeniber der durch Glibenclamid erzeugten
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Konformationsanderung, die den Kanal normalerweise schlie3t (Krauter et al.,
2001); Ahnliches wurde fir die Aufhebung der Offnerwirkung geschlossen
(Koster et al., 1999).

Diese Interpretation ist plausibel. Allerdings zeigen Versuche mit Kr6.2
Mutanten, bei denen die Bindung von PIP, (oder dessen Wirkung auf die ATP-
Empfindlichkeit) am Kr6.2 abgeschwacht ist, keine deutliche Verringerung der
PIP, Effekte auf Glibenclamid (Koster et al., 1999; Krauter et al. 2001). Es ware
demnach immerhin moglich, dass die Lipide, am SUR ansetzend, mit der
Bindung der Kanalmodulatoren am SUR interferieren. Diese Arbeitshypothese
sollte in der vorliegenden Arbeit durch Bindungsstudien an den verschiedenen
SUR-Subtypen untersucht werden. Dazu wurden an Membranen aus HEK-
293T-Zelllinien, die stabil mit den entsprechenden SURs transfiziert waren, der
Effekt der drei Lipide PIP,, DOGS-NTA und Oleoyl-CoA auf die Bindung der
Radioliganden *H-P1075 und *H-GBC untersucht.

4.1.2. Ubersicht tber die Ergebnisse

Alle Ergebnisse sind in der folgenden Ubersichtstabelle wiedergegeben
(Tabelle 17). Es ist festzustellen, dass

(1) in zwei Fallen, SUR2A(Y1206S) / *H-GBC / Oleoyl-CoA und SUR2A / 3H-
P1075 / DOGS-NTA, uberraschenderweise bei geringen (physiologischen)
Konzentrationen der Lipide eine Stimulation der Radioligandbindung auftrat,

(2) die Lipide die Bindung der beiden Radioliganden hemmen konnten,
allerdings in unphysiologisch hohen Konzentrationen; die Reihenfolge der
Wirkungsstéarke war Oleoyl-CoA > DOGS-NTA >> PIP,,

(3) keine wesentlichen Unterschiede zwischen der Modulation der beiden
Radioliganden festzustellen war und

(4) fur die Empfindlichkeit der SUR-Subtypen gegenuber den Lipiden gilt:
SUR2B > SUR2A > SURL1.

Diese Punkte sollen im Folgenden diskutiert werden.
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Ubersichtstabelle

B - Stimulation Inhibition

Lipid SUR Radioligand pEcslozc(?lsgg W A%B) p|c50|%f8g W) A(%BS) e Effekt auf B s

SUR2A | °H-P1075 > 20 % > 100 pM i

o SUR2B | °H-P1075 173;% 5?).16;99] 100 (fix) | 1 (fix) '

SUR2A *H-P1075 1-Komponenten-Modell 72(,551241100.8]7“'\/' 88 +8 1 (fix) 1

SUR2A | °H-P1075 0.5 é?é%zifg; M 72+59| OO 4[_‘;22' i%?(])g'v' 85 (fix) | 1 (fix) -

DOGSNTA | suroB | 3H-P1075 434F23£;' i?)?(])gM 87+4 |0.96:0.04 .

ST | e T o e |

SURL *H-GBC 1153@ i%?fé MM g 411 | 1.4640.54 .

SUR2A | °H-P1075 14'125531’0%&2]“'\/' 100 | 1.42+0.08 .

SUR2B | °H-P1075 123 féil:cz)?ii] MM 100 | 1.7620.19 .

cenpcon | SR | wecnc | TOSUUETOTI | 1y | RIS | 1y | v |

SURL *H-GBC 304%3;3?’1];”\" 100 | 1.89+0.21 i

gﬂfg'zz/ﬁ *H-P1075 654[1%’1%%5“/' 100 | 1.19+0.11 -

Tabelle 17: Modulation der Ligandbindung an die SUR

-Subtypen durch Lipide

" = bei Stimulation wurde ny = 1 (fix) gewahlt; 1 Anstieg, - unverandert, | Abfall
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4.2. Stimulation der Ligandbindung durch Lipide

In zwei Féllen zeigte die Radioligandbindung an SUR eine glockenférmige
Abhangigkeit von der Lipidkonzentration, d.h., der Hemmung der
Radioligandbindung bei hohen Lipidkonzentrationen ging eine Stimulation bei
kleinen Lipidkonzentrationen voraus: SUR2A(Y1206S) / *H-GBC / Oleoyl-CoA,
(Abbildung 22) und SUR2A / *H-P1075 / DOGS-NTA (Abbildung 14). Diese
Beobachtung war voéllig Uberraschend. Der sehr kleine, aber statistisch
signifikante Effekt in Abbildung 14 wurde zuné&chst als Ausreil3er qualifiziert. Der
prominente Effekt in Abbildung 22 wurde erst gegen Ende der Arbeit gemessen
und daher konnten grundsatzliche Fragen beztiglich der Stimulation nicht mehr
abgeklart werden.

Da die stimulierende Komponente nur bei SUR2A / °H-P1075 und
SUR2A(Y1206S) / *H-GBC beobachtet wurde, stellt sich die Frage, ob die
Stimulation nur bei SUR2A auftritt. In diesem Fall miussten die letzten 42
Aminosauren, die SUR2A von 2B unterscheiden, fir den Effekt maf3geblich
sein. Leider wurden Kkleine Lipidkonzentrationen (<1 uM) in den anderen
Konfigurationen  von  vornherein  nicht gepruft, da in diesem
Konzentrationsbereich kein Effekt erwartet worden war; im nachhinein war, aus
Zeitgrinden, eine Prifung nicht mehr moglich.

Eine zweite Frage betrifft die Gegenwart von MgATP (1 mM) in diesen
Experimenten. Wirde die Stimulation auch in der Abwesenheit von MgATP
auftreten? Dies hangt zusammen mit der Frage nach dem Mechanismus der
beobachteten Erhéhung der Radioligandbindung: Eine Erhéhung der Bindung
wird auftreten, wenn das Lipid entweder die Affinitat der Bindung erhéht (d. h.
die Kp erniedrigt) oder die Anzahl der verfligbaren Bindungsstellen (Bmax)
erhoht.

In diesem Zusammenhang sei erwahnt, dass erst MgATP den SUR in die
Konformation mit hoher Affinitat fir die Offner tberfuhrt (Quast et al., 1993,
Hambrock et al., 1998; Schwanstecher et al., 1998) und, beim SUR2A, die Buax
fur 3H-GBC Bindung um 50 % erniedrigt, ohne die Kp zu verandern (Hambrock
et al., 2002a). Der Fall der Zunahme der *H-GBC Bindung an die SUR2A
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Mutante um 50% sei genauer diskutiert: Die Kp unter Kontrollbedingungen
betragt ~ 5 nM (Hambrock et al., 2002a) und die *H-GBC-Konzentration in
diesen Experimenten war 2.3 nM (Abbildung 22). Daraus berechnet man nach
dem Massenwirkungsgesetz (Gleichung 12 in Kap. 2) einen Sattigungsgrad der
Ligandbindung von ~ 32 %. Wirde Oleoyl-CoA durch eine positiv-allosterische
Wechselwirkung die Kp der Bindung auf von 5 auf 2.7 nM reduzieren, so wirde
der Sattigungsgrad um 50 % von 32 % auf 47 % steigen. In Anbetracht der
Tatsache, dass MgATP die Buax der Glibenclamidbindung an die SUR2A
Mutante erniedrigt, ist aber auch eine partielle Demaskierung der durch MgATP
inaktivierten Bindungsstellen, z. B. durch Schwachung des MgATP Effektes,
denkbar. Auch diese Frage wére leicht durch Séattigungsmessungen der >H-
GBC Bindung in Abwesenheit und Gegenwart des Lipids zu klaren, doch blieb
fur solche Experimente keine Zeit mehr. Es sei noch angemerkt, dass die durch
Oleoyl-CoA bewirkten Veranderungen von Kp und Byax der *H-GBC Bindung
leicht durch eine negativ allosterische Wechselwirkung mit den an den NBFs
gebundenem MgATP (und dessen Hydrolyse) zu erklaren wéren. Jedoch wirde
ein solches Modell nicht die Stimulation der *H-P1075 an SUR2A durch DOGS-
NTA erklaren konnen, da ja die Offnerbindung positiv allosterisch an die
Nukleotidbindung (und Hydrolyse) gekoppelt ist. Vielleicht liegt eine Nukleotid-
unabhéngige, unbekannte Wechselwirkung des Lipids bei geringen
Konzentrationen mit dem SUR der beobachteten Stimulation der
Kanalmodulatorenbindung zugrunde.

Eine weitere Frage betrifft die die physiologische Relevanz der beobachteten
Stimulation. Der wirksame Konzentrationsbereich von Oleoyl-CoA (ECso = 3
nM) ist im Bereich der in Herzzellen auftretenden physiologischen
Konzentrationen (Liu et al., 2001a). Umso erstaunlicher ist, dass die Stimulation
der GBC Bindung (die einen verstarkte Hemmung des Kanals bewirken sollte)
mit dem beobachteten Effekt von Oleoyl-CoA auf den Kanal, namlich einer
Aktivierung, direkt im Widerspruch steht. Es ware mdglich, dass Koexpression
mit Kir6.2 die beobachtete Stimulation der GBC Bindung an SUR2A-(Mutante)
durch Oleoyl-CoA stark schwachen oder ins Gegenteil verkehren konnte. Ein
zentraler Einfluss der Koexpression mit Kir6.2 auf das Ligandbindungsverhalten

85



4. Diskussion

von SUR ist von uns mehrfach beschrieben worden (Hambrock et al., 2000,
2002b). Diese Frage hatte leicht experimentell beantwortet werden kénnen,
jedoch musste dies aus Zeitgriinden hier unterbleiben und die physiologische
Bedeutung der Uberraschenden Stimulation kann noch nicht abschlieRend

diskutiert werden.

4.3. Hemmung der Ligandbindung durch Lipide

Die drei hier untersuchten Lipide, PIP,, DOGS-NTA und Oleoyl-CoA konnten

jeweils die Radioligandbindung an SUR hemmen.

4.3.1. PIP,

Mit PIP, wurde nur eine sehr schwache Hemmung beobachtet. Die Hemmung
trat erst bei Konzentrationen auf, die 10- bis 100-fach hoher waren als
diejenigen (~ 5 uM), die bei Baukrowitz et al., 1998 und Shyng und Nichols,
1998 die ATP-Empfindlichkeit verschiedener Karp-Kanadle um > 100-fach nach
rechts verschoben und die Effekte von Tolbutamid (1 mM) und Diazoxid (500
uM) am Kir6.2/SUR1 Kanal fast vollkommen zum Verschwinden gebracht
hatten (Koster et al., 1999). Es ist zwar nicht bekannt, wieviel PIP, bei der hier
angewandten Methode der Beschallung in die Membran inkorporiert wurde,
aber es ist doch sehr wahrscheinlich, dass die hier beobachtete schwache
Hemmung der Offnerbindung nicht zu der von den friiheren Autoren
beobachteten Hemmung der Offnereffekte beitragt. Die Versuche wurden daher
(und auch aus Kostengrinden) nicht weiter fortgefuhrt. Sie zeigen aber Klar,
dass SUR2B empfindlicher auf PIP; reagiert als SUR2A.

4.3.2. DOGS-NTA

DOGS-NTA wurde von Krauter et al., 2001 als stabileres und kostenginstigeres
PIP2-Analogon eingefihrt (vgl. Abbildung 9); es hat eine ahnliche Wirksamkeit
wie PIP, auf die Reduktion der ATP-, Glibenclamid- und Offnerempfindlichkeit
des Kr6.2/SUR2A-Kanals wie PIP,. In unseren Versuchen wirkte es jedoch
deutlich starker (z. B. ®H-P1075 Bindung an SUR2B: 5x; Tabelle 17). Auffallig
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ist, dass in keinem Fall eine vollstandige Hemmung der Radioligandbindung
erreicht wurde; die maximale Hemmung lag bei SUR2 immer bei ~85 %, bei
SUR1 und *H-GBC sogar nur bei ~ 50% (Tabelle 17). Wiederum war SUR1
weniger empfindlich als die SUR2 Subtypen, sowohl was das Ausmald der
Hemmung als auch die ICso angeht. Die beiden SUR2 Subtypen unterscheiden
sich kaum in ihrer Empfindlichkeit gegen DOGS-NTA; auch ist die Hemmung
der Offner- und der Glibenclamidbindung &hnlich. Die hier bestimmten ICsgo-
Werte sind noch einen Faktor 3 - 6 hoher als die von Krauter et al.,, 2001
benutzte Konzentration von 10 uM, die maximale Effekte am Kr6.2/SUR2A
Kanal erzielte, so dass auch hier, wenn auch in geringerem Mal3e als bei PIP5,
der Zweifel bleibt, ob die hier gemessenen Effekte am SUR2A zu den am
Gesamtkanal gemessenen Beobachtungen beitragen. Zweifel an dieser
Moglichkeit werden verstarkt durch die Beobachtung, dass bei SUR2A eine
geringfiigige Stimulation der *H-P1075 Bindung durch DOGS-NTA im submikro-
molaren Bereich festgestellt wurde (vgl. Abbildung 17), wahrend
elektrophysiologisch bei verschiedenen Konzentrationen von DOGS-NTA oder
PIP, immer nur eine Entkopplung des Kanals vom Offnereffekt beobachtet
wurde (Krauter et al., 2001; Koster et al., 1999).

Es bleibt noch der Effekt auf die nichtspezifische Bindung von *H-P1075 zu
erwahnen, der in den Experimenten mit SUR2A und SUR2B enthaltenden HEK-
Zellmembranen auftrat. Dieser wurde bei den Versuchen mit *H-GBC + SUR2A-
Mutante nicht gesehen, wohl aber bei den sehr hohen DOGS-NTA
Konzentrationen, die notig waren, den SUR1 zu beeinflussen (Tabelle 17,
Abbildung 28).

4.3.3. Oleoyl-CoA

Die Wirkung von Oleoyl-CoA auf Karp Kandle ist &hnlich der von PIP, und es ist
unklar, ob die beiden Lipide an der gleichen Bindungsstelle ansetzen bzw. den
gleichen Signalweg benutzen (Liu et al., 2001a; Baukrowitz, personl.
Mitteilung). Oleoyl-CoA ist am Kr6.2/SUR2A Kanal wesentlich wirksamer als
am Kr6.2/SUR1 (vgl. Larsson et al., 1996 und Liu et al., 2001a). Obwohl
eindeutig gezeigt wurde, dass Oleoyl-CoA am Kr6.2 ansetzt (Branstrém et al.,
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1998; Gribble et al., 1998a), weist dies auf die wichtige Rolle des SUR bei der
Modifikation des Kanals durch die Lipide hin. Oleoyl-CoA wirkt im
submikromolaren Konzentrationsbereich (Larsson et al., 1996; Liu et al., 2001a)
; kurzkettige Acyl-CoA wie Palmitoyl-CoA sind unwirksam ebenso wie freies
CoSH (Larsson et al., 1996) wahrend freie Olsaure den Kanal hemmt (Liu et al.,
2001a).

In unseren Versuchen erwies sich Oleoyl-CoA als das potenteste und
wirksamste der untersuchten Lipide. In allen Féllen wurde eine vollstandige
Hemmung der Radioligandbindung erreicht. Die Hillkoeffizienten waren oft
signifikant gréRer 1. Dies konnte mit mehreren positiv allosterisch gekoppelten
Lipidbindungsstellen am SUR erklart werden oder, falls unsere Hypothese, dass
auch SUR ohne Kjgr als Tetramer vorliegt (Loffler-Walz et al.,, 2002) mit
Wechselwirkungen einer Lipidbindungsstelle per Monomer mit denen auf
anderen Untereinheiten des Tetramers. Betrachtung der Tabelle 17 zeigt, dass
es bezuglich der *H-P1075 Bindung keinen Unterschied zwischen den SUR2
Subtypen gibt. Die *H-P175 Bindung an SUR2A reagiert empfindlicher auf
Oleoyl-CoA als die *H-GBC Bindung an die entsprechende Mutante; in diesem
System fiel die prominente Stimulation *H-GBC Bindung durch Oleoyl-CoA mit
einer ECso von 3 nM auf (s. Kap. 4.2). Die *H-GBC Bindung an SUR1 zeigte nur
eine Hemmung auf Oleoyl-CoA; die ICso war ahnlich wie die bei der SUR2A
Mutanten.

Ein wichtiger Punkt betrifft den Einfluss der Koexpression mit Kir6.2 auf die
beobachteten Lipideffekte: Zum einen setzen ja die Lipide bei geringen
Konzentrationen am Kig6.2 an (Fan und Makielski, 1997; Huang et al., 1998;
Shyng et al., 2000; Branstrom et al.,, 1998; Gribble et al., 1998a) und die
Modifikation des Kr6.2 konnte die Eigenschaften des SUR verandern. Zum
anderen haben wir und andere beobachtet, dass Koexpression mit Kir die
Eigenschaften des SUR auch fur Liganden &andert, die nur am SUR angreifen
(Hambrock et al., 2001; Gojkovic-Bukarica et al., 2002; Proks et al., 2001).
Dieser Punkt wurde am System ®H-P1075 / SUR2A (iberpriift. Koexpression mit
Kir6.2 erhdhte den 1Cso Wert um einen Faktor 4 von 14 auf 65 uM und fuhrte zu
einer leichten Abflachung der Hemmkurve (Tabelle 17). Der 1Cso Wert von 65
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4. Diskussion

uM fur die Hemmung der °H-P1075 Bindung durch Oleoyl-CoA bei
Koexpression muss mit den submikromolaren Konzentrationen von Oleoyl-CoA
verglichen werden, die z. B. die ATP-Empfindlichkeit des K\r6.2/SUR2A Kanals
verandern: Es klafft wiederum eine Liicke von ungeféhr zwei Grél3enordnungen
und man muss schlieRen, dass die hier gemessene Hemmung der Katp-
Kanalmodulatorbindung am SUR2A wohl kaum eine Rolle spielt fir die
vollkommene Unempfindlichkeit des nativen Herzkanals gegen Glibenclamid
hervorgerufen durch 1 uM Oleoyl-CoA.

4.4. AbschlieRende Bemerkungen

In dieser Arbeit wurde zu ersten Mal gezeigt, dass drei Lipide (PIP,, DOGS-
NTA und Oleoyl-CoA), deren Wirkung auf den Karp-Kanal Uber die Kir6.2
Untereinheit vermittelt wird, auch am SUR ansetzen und dort die
Ligandbindungseigenschaften verandern. Von besonderem Interesse ist die im
physiologischen Konzentrationsbereich gefundene Stimulation der Bindung an
den SUR2A (Wildtyp und Mutante). Da dieser Effekt erst gegen Ende dieser
Arbeit beobachtet wurde, konnte er noch nicht abschlieend untersucht werden.
In der durch die Lipide hervorgerufenen Hemmung der Kanalmodulatorbindung
an SUR zeigte sich in der Wirksamkeit die Reihenfolge Oleoyl-CoA > DOGS-
NTA >> PIP,. Der Mechanismus der Hemmung, ein Verlust an Affinitdt oder
Bindungsstellen, ist noch nicht geklart. Die fur diese Hemmung notwendigen
Lipidkonzentrationen liegen um Faktoren 10 - 100 Uber den Konzentrationen,
die am Kir6.2 ansetzen und zu einer permanenten Aktivierung des Kanals
fuhren. Daher kann man dieser Hemmung wohl keine physiologische
Bedeutung zusprechen. Dennoch bedarf die spezifische Wechselwirkung der
Lipide, v.a. des Oleoyl-CoA mit den SUR Subtypen der genaueren Aufklarung,
insbesondere die Ligandbindung aktivierende Wirkung, die ja bei

physiologischen Konzentrationen auftritt.
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5. Zusammenfassung

Karp-Kandle sind ligandgesteuerte Kanale; sie werden durch intrazellulares ATP
geschlossen und durch MgATP gedffnet. Damit koppeln sie die Erregbarkeit der
Zelle an ihren metabolischen Zustand. Organspezifische Funktionen sind z. B.
die Kopplung der Insulinsekretion an den Blutzuckerspiegel, die Vermittlung des
hypoglykamischen Hungergefiihls, die Regulation der Durchblutung einiger
GefalRbetten, z. B. der Herzkranzgefalle, und der Schutz des Herzens bei
ischamisch / hypoxischen Attacken. Mutationen des Kanals fuhren zu
Stérungen der Insulinsekretion oder erh6hen das Risiko fur Diabetes Typ 2.
Pharmakologisch lassen sich die Kanale durch Blocker wie die Sulfonyl-
harnstoffe und durch Offner wie Diazoxid, Minoxidilsulfat und Pinacidil
beeinflussen. Karp-Kanale sind tetradimere Komplexe aus den die Pore
bildenden Kg6.x-Untereinheiten und den regulatorischen Untereinheiten, den
Sulfonylharnstoffrezeptoren (SURSs). Die Hemmung der Kanéle durch ATP setzt
an der Pore (Kir6.2) an, die Kanalmodulatoren binden an den SUR.

Erst in den letzten Jahren hat man erkannt, dass Membranphospholipide wie
PIP, und langkettige Acyl-CoA Ester wie Oleoyl-CoA in physiologischen
Konzentrationen die Nukleotidempfindlichkeit der Kanale reduzieren und die
Aktivierung erleichtern. Dabei setzen die Lipide an der Kir6.2 Untereinheit an.
Damit stellen diese Lipide, deren Konzentration entsprechend der
physiologischen Situation schwankt, den Arbeitspunkt der Kanéle ein; sie sind
die wichtigsten physiologischen Modulatoren der Kandale. Pharmakologisch
bedeutsam ist die Beobachtung, dass die Lipide gleichzeitig auch die Wirkung
der Sulfonylharnstoffe und der Offner aufheben; es wird angenommen, dass sie
die Pore vom regulatorischen Einfluss der SUR Untereinheit entkoppeln. Man
weil jedoch nicht, ob die Lipide, durch einen Ansatz am SUR, direkt mit der
Bindung der Kanalmodulatoren interferieren. Diese Frage sollte in dieser Arbeit
geklart werden.

Es wurden daher Radioligandbindungsmessungen mit einem Offner (*H-P1075)
und einem Sulfonylharnstoff (®H-Glibenclamid, *H-GBC) an rekombinanten
SURs in Gegenwart von MgATP bei 37 T durchgefiihrt. Die *H-P1075 Bindung
wurde an SUR2A (Herz) und SUR2B (glatter Muskel), die *H-GBC Bindung an
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einer SUR2A-Mutanten mit hoher Affinitat fir GBC und SUR1 (B-Zellen des
Pankreas und Neuronen) gemessen. Als Lipide dienten PIP, sein Analogon
DOGS-NTA  (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-succinyl[N-(5-amino-1-carboxypentyl)
iminodiessigséaure)]) und Oleoyl-CoA.

Die drei Lipide konnten die Bindung der Radioliganden hemmen. Dabei erwies
sich PIP, als aul3erordentlich schwach wirksam (typische
Hemmkonzentrationen > 100 uM) und es konnten keine vollstdndigen
Hemmkurven gewonnen werden. DOGS-NTA wirkte deutlich starker. Die
Hemmkurven sattigten bei maximalen Werten von ~ 85 % Hemmung (SUR2
Subtypen) bzw. 50 % (SURL1); die ICso-Werte lagen zwischen 37 und 115 uM.
Dabei war die Hemmung der Bindung der beiden Radioliganden an die SUR2
Subtypen kaum unterschiedlich, jedoch die der *H-GBC Bindung an SUR1
weniger empfindlich. Oleoyl-CoA war der potenteste Hemmstoff der Bindung;
alle Hemmkurven erreichten 100 % und zeigten haufig Hillkoeffizienten >1.
Koexpression von SUR2A mit Kig6.2 verschob die Hemmkurve der *H-P1075
Bindung um einen Faktor 4 von 14 auf 65 uM nach rechts.

Véllig tiberraschend wurde eine Stimulation der *H-GBC Bindung an die SUR2A
Mutante durch niedrige Oleoyl-CoA Konzentrationen beobachtet (ECsp = 3 nM,
Maximum 50 %); eine schwache aber signifikante Stimulation (7 %) der *H-
P1075 Bindung an SUR2A durch DOGS-NTA (1 uM) weist darauf hin, dass
dieses Phanomen vielleicht allgemein bei niedrigen Lipidkonzentrationen
auftritt; jedoch konnte dies aus Zeitgriinden nicht mehr untersucht werden.
Diese Arbeit zeigt damit zum ersten Mal, dass die Lipide auch am SUR
ansetzen konnen und die pharmakologischen Eigenschaften des SUR
verandern. Die Uberraschende Stimulation der Glibenclamidbindung an SUR2A
tritt bei physiologischen Konzentrationen von Oleoyl-CoA auf, steht aber im
Gegensatz zu den elektrophysiologischen Effekten. Die Hemmung der Radio-
ligandbindung tritt erst bei Lipidkonzentrationen auf, die 10 - 100-fach héher
sind als die, die durch Angriff am Kr6.2 den Kanal modifizieren. Daher kann
man dieser Hemmung wohl keine physiologische Bedeutung zusprechen.
Dennoch bedarf die spezifische Wechselwirkung der Lipide, v.a. des Oleoyl-

CoA mit den SUR Subtypen der genaueren Aufklarung.
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