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1 Einleitung

1.1 Die Plasmamembran

Die Plasmamembran der Zellen besteht aus einer kontinuierlichen etwa 5 nm
dicken Lipiddoppelschicht. Die Membranlipide sind zum gr6i3ten Teil amphiphil
mit einem nach aulen zeigenden hydrophilen Kopfteil an den sich zwei
hydrophobe Kohlenwasserstoffketten anschliessen, die im Inneren der
Doppelschicht eine nicht-wassrige Phase bilden. Fir geladene Teilchen, wie
Na*, K*, Ca®" oder CI' lonen, ist die Plasmamembran impermeabel. Diese
Teilchen konnen die Membran Uuber eingelagerte Transportproteine, z.B.

lonenkanéle, passieren.

1.2 Membrankanale fiir lonen

lonenkanédle sind integrale Membranproteine, die haufig aus mehreren
Untereinheiten bestehen. Sie schalten hochfrequent zwischen offenen (die
mittlere Offnungsdauer betragt wenige Millisekunden) und geschlossenen
Zustdnden hin und her und stellen daher keine mit Wasser geflillte starre
Rohre, sondern ein Labyrinth von sich schnell bewegenden Molekulgruppen
und Ladungen dar. Dabei ist die treibende Kraft der lonenbewegung zwischen
dem intra- und dem extrazellularen Raum, der elektrochemische Gradient fir
das lon, das sich durch einen Kanal, durch die passive Diffusion entlang des
elektrochemischen Gradienten bewegt. lonenkanéle arbeiten meist selektiv und
lassen nur bestimmte lonen passieren. Man unterscheidet zum Beispiel
Natrium-, Kalium- und Kalziumkanale, die durch Ladungen oder
Bindungsstellen an der Kanalwand den Durchtritt fir ihr spezifisches lon
erleichtern, ihn fir andere Stoffe aber unmdglich machen kénnen (Alberts et al.,
1990;Hille, 1992b) Wichtige Parameter der lonenselektivitat sind die Grolie

eines Teilchens einschliel3lich seiner Hydrathille und seine Ladung. Fir die



Passage eines lonenkanals muss ein lon den gré3ten Teil seiner Hydrathulle
ablegen, um die Energie fir schwache Bindungen an den geladenen
funktionellen Gruppen von Aminosduren entlang des Kanals aufbringen zu
konnen. Der Verlust der Hydrathulle ist fir das lon energetisch ungiinstig und
es kann den Kanal nur dann durchqueren, wenn sein Energieverlust durch die
schwache Bindung an die Kanalwand kompensiert wird (Doyle et al., 1998;Hille,
1992D).

Betrachtet man das Energieprofil eines lonenkanals findet man, zu einem
bestimmten Zeitpunkt, dber den Kanal \verteilt Energiegipfel, die
Permeationsschranken darstellen und Senken, die zum Beispiel als schwache
Bindungen interpretiert werden konnen. Mit der Zeit verschiebt sich das
Energieprofil im Kanal in zyklischer Weise und das lon kann pl6tzlich auf der
anderen Seite eines Energiegipfels liegen und passieren (Lauger, 1985). Das
Energieprofil eines lonenkanals ist flr verschiedene lonen unterschiedlich und
stellt einen weiteren Erklarungsansatz fiur die lonenselektivitat der Kanale dar.
Der lonenstrom durch einen einzelnen Kanal hangt von der Leitfahigkeit (y) des
Kanals und dem elektrochemischen Gradienten ab. Die Einheit der Leitfahigkeit
ist Siemens [S], sie beschreibt die Anzahl der passierenden lonen pro
Zeiteinheit. Die kleinen Leitfahigkeiten von lonenkanélen misst man in pico-
Siemens 1 pS =102 S.

Die Aktivitat von lonenkanélen wird auf vielfaltige Weise geregelt. Eine grobe
Einteilung umfasst spannungsabhangige (voltage gated) Kanale, die durch das
Membranpotential der Zelle gesteuert werden, mechanisch kontrollierte
lonenkanédle und ligandengesteuerte Kandle (ligand gated). Liganden-
gesteuerte Kanéle kdénnen zum einen durch extrazellulare Botenstoffe (der
Neurotransmitter Acetylcholin steuert beispielsweise einen als nicotinischen
Acetylcholinrezeptor bezeichneten schnellen Kationenkanal), zum anderen
durch  Liganden, die innerhalb der Zelle aktiv werden wie die second
messenger Ca** und IP; (Inositol-1,4,5-Triphosphat), G-Proteine, Nukleotide
und das Lipid PIP, (Phosphatidyl-Inositol-Biphosphat) moduliert werden. Eine

weitere Maglichkeit der Aktivitatsbeeinflussung von lonenkandlen stellt die



Proteinphosphorylierung/-dephosphorylierung durch Proteinkinasen dar (Hille,
1992a; SulRbrich and Busch, 1998).

1.3 Kaliumkanéle

Es wurden bis zum jetzigen Zeitpunkt mehr als 50 verschiedene Kaliumkanale
(K" Kanale) identifiziert, die in vier verschiedene Klassen eingeteilt werden
konnen (Salkoff and Jegla, 1995). Der eigentliche Kanal formiert sich zu einem
Tetramer oder Dimer meist aus homologen a-Untereinheiten. Dazu kénnen 3-
Untereinheiten treten, die fir die Regulation der Kanalaktivitdt eine wichtige
Rolle spielen (Leicher et al., 1996).

1.3.1 Spannungsabhangige Kaliumkanale

Spannungsabhéangige Kaliumkanale (Ky) dienen vor allem der Repolarisation
von Zellen erregbarer Gewebe (z.B. Neurone, Myozyten) nach einem
Aktionspotential, oder einer langsamen Depolarisation.

Die a-Untereinheit des Ky besitzt sechs a-helikale Transmembransegmente
(Jan and Jan, 1997). Die eigentliche Pore bildet dabei die hoch konservierte
H5-Domane (beim Ky lokalisiert zwischen den Transmembransegmenten S5
und S6), die fur die Kaliumselektivitat des Kanals von essentieller Bedeutung ist
und bei allen K" Kanalen vorkommt (Heginbotham et al., 1994). Diese Domane
dient daher auch der Identifikation neu entdeckter Clone als K*-Kanale.
Ky-Kanéile weisen eine ausgepragte Auswartsgleichrichtung der K*-Leitfahigkeit
auf, dabei besitzt jeder Typ von Ky-Kanal eine spezifische Schwellenspannung,
bei deren Uberschreitung sich seine Offenwahrscheinlichkeit rapide erhoht. Fur
diese Aktivierung wird eine potential-induzierte Ladungsverschiebung im
Transmembransegment S4 verantwortlich gemacht, die eine
Konformationsanderung im Kanal, zur Passage von K", hervorruft.

Bei verlangerter Depolarisation geht der Ky in einen inaktivierten Zustand Uber.

Es existiert eine schnelle und eine langsame Form der Inaktivierung von Ky-



Kanalen. Die schnelle Inaktivierung lasst sich am besten durch das ,Ball and
Chain-Modell* erklaren: Der intrazellular gelegene Amino (N)-Terminus hat in
etwa die Form eines Balles, mit positiv geladenen Aminosaure-Gruppen auf
einer Seite, an einer Kette. Kurz nach der Depolarisation verschliel3t dieser Ball,
angezogen durch negative Ladungen des Kanalproteins den Kanal (Isacoff et
al.,, 1991). Die langsame Inaktivierung fiuhrt vermutlich durch ein
Proteinrearragement, induziert durch den Carboxyl (C)-terminus, zu einer
Verengung des Kanaleingangs an der Membraninnenseite (Liu et al., 1996).

Das angeborene Long QT-Syndrom (Romano-Ward Syndrom) ist eine seltene
genetische Erkrankung die durch eine verzdgerte Repolarisation der
Herzmuskelzelle (verlangertes QT-Intervall im EKG) zu Arrhythmien, Synkopen
und plotzlichem Herztod fiihren kann. Verantwortlich fur diese Erkrankung sind
vor allem zwei Typen von Ky-Kanalen, die erst in neuerer Zeit entdeckt wurden:

1. HERG (human ether-a-go-go-related gene-Ky6) oder KCNH1 (neue
Nomenklatur) der einen schnellen K* Auswartsstrom (lx,) am Herzen
erzeugt und damit zur Repolaristion nach dem Aktionspotential beitragt
(Sanguinetti et al., 1995). Es wurden sechs vererbbare Mutationen des
HERG-Gens entdeckt, die zu einer starken Reduktion von Ik, fuhrten
(Curran et al., 1995).

2. KVLQT1 (KCNQ1 nach der neuen Nomenklatur) der einen langsamen
Auswartsstrom Ixs erzeugt. Die Mutation dieses Kanals verzogert
ebenfalls die Repolarisation und verlangert damit das QT-Intervall
(Splawski et al., 1997).

1.3.2 Ca*"-abhangige Kaliumkanale

Ca**-abhangige Kaliumkanale (Kc) finden sich in fast allen Zelltypen. Sie sind
in ihrer Struktur den Ky Kanélen sehr ahnlich, . Allerdings weisen Kca-Kanale
einen verlangerten C-terminus auf, von dem man vermutet, dass er der
Bestimmung von intrazelluldren Ca®*-Konzentrationen zur Modulation der
Kanalaktivitat dient. Diese Kanale werden also durch Depolarisierung oder die

Erhdhung des intrazellularen Ca**-Spiegels aktiviert. Dabei  fihrt eine



Erhdhung des intrazellularen Ca®* zu einer Erniedrigung des
Schwellenpotentials der spannungsabhangigen Komponente (Koéhler et al.,
1996).

Man unterscheidet Kca-Kanéle mit hoher Leitfahigkeit (150-250 pS, BKca),
schneller Aktivierung (1-2 ms) und fast ebenso schneller Inaktivierung (~10ms)
(Rudy, 1988; Butler et al., 1993) und Kanale von geringerer Leitfahigkeit (10-14
pS, SKca) mit langsamer Aktivierung (10-1000 ms) und Schliefung nach
wenigen Sekunden (Rudy, 1988; Kohler et al., 1996). Kca-Kanédle mit hoher
Leitfahigkeit dienen der schnellen Hyperpolarisierung von Depolarisierten Zellen
mit folglich hohen intrazelluldren Ca?*-Konzentrationen, durch schnellen K*
Auswartsstrom. Bei den K¢, Kanalen mit niedriger Leitfahigkeit geht man davon
aus, dass die Zelle durch die Verhinderung des Ca?* Einstroms (wegen der
verringerten Offenwahrscheinlichkeit von spannungsabhéngigen Ca?* Kanalen
durch die Hyperpolarisation) vor Ubererregung und schadlich hohen Ca**
Konzentrationen geschiitzt werden soll. Es wurden in manchen Geweben auch
Kca-Kanale mit mittlerer Leitfahigkeit (~18-50 pS, IKc,) beschrieben (Ramboer
and Boeynaems, 1989).

1.3.3 Einwartsgleichrichtende Kaliumkanale

Die Einwartsgleichrichtenden Kaliumkanéle (Kir = ,inward rectyfing*) kdnnen als
Jfunktionelles Fragment* des Ky verstanden werden. Hier verbindet die H5-
Doméne nur zwei Transmembransegmente, M1 und M2 (Kubo et al., 1993); Sie
entsprechen den Segmenten S5 und S6 des Ky Kanals. Der Kir spielt eine
wichtige Rolle bei der Stabilisierung des Ruhepotentials und der Regulierung
der Erregbarkeit von Zellen (Doupnik et al., 1995). Das Ruhepotential der Zelle
schwankt gewebeabhéangig zwischen —80 und —-30 mV (Hille, 1992b). Das
Nernst Gleichgewichtspotential fir K* liegt bei -90 mV; bei den Geweben mit
hohem Ruhepotential ist die Leitfahigkeit der ruhenden Membran fir K*
meistens weitaus grof3er, als fur die anderen am Membranpotential beteiligten

lonen (Na*, Ca?*, CI).



Einwarts Gleichrichtung bedeutet dass ein lon Uber den Kanal wesentlich
leichter ins Zellinnere gelangen kann, als nach auf3en. Man beobachtet beim Kir
also einen K*-Einwartsstrom. Dieser Mechanismus funktioniert allerdings nur in
der Nahe des Ruhepotentials, ab einem Membranpotential von etwa —70 mV
wird der Kir von positivgeladenen Substanzen (Mg?*, Polyamine) von innen
verschlossen (Doupnik et al., 1995).

Einen G-Protein gekoppelten Kir stellt der GIRK (G-protein-linked Inwardly
Rectifying K'-channel) dar (Dascal et al., 1993), der am Herzen (iber einen
muscarinischen (M2)  Acetylcholinrezeptor  durch den Parasympathicus
gesteuert wird (Pfaffinger et al., 1985; Yatani et al., 1990). Durch Aktivierung
des Kanals erhoht sich die Kaliumleitfahigkeit, und die Membran wird
hyperpolarisiert. Dadurch verlangert sich die Zeit bis die Schrittmacherzellen die
Schwelle zur Auslésung eines Aktionspotentials erreicht haben und die
Herzfrequenz nimmt ab.

Eine weitere Sonderform des Kir stellt dar ATP-abhangige K*-Kanal dar, der im
Kapitel 1.4 ausfuhrlich beschrieben wird.

1.3.4 Tandem-Kaliumkanale

Eine Klasse von Kanalen, die erst in den letzten Jahren entdeckt wurden, sind
die Tandem-Kanale (Kzp), bei denen zwei Kirs auf einer Polypeptidkette liegen,
sodass zur Bildung eines Kanals nur zwei Untereinheiten notig sind (Ketchum
et al., 1995). Den zuerst entdeckten TOK1 (Two P-region-containing Outwardly
rectifying K+-channel) fand man in Hefezellen. Im Weiteren wurden acht Kzp-
Kanéle bei Saugetieren entdeckt (KCNK1-8) (Lesage et al., 1996; Salinas et al.,
1999; Reyes et al., 1998; Chavez et al., 1999; Fink et al., 1996; Duprat et al.,
1997; Fink et al., 1998). Diese Kandle sind in den verschiedensten Geweben
verbreitet und generieren einen kontinuierlichen, spannungsunabhangigen
schwach gleichrichtenden Kaliumstrom. Es scheint, dass sie fir die Erhaltung
der Hintergrundleitfahigkeit der Zellen mitverantwortlich sind, die das
Membranpotential der Zelle nahe dem K'-Gleichgewichtspotential einstellt.
TREK-1 (KCNK2) und TRAAK (KCNK4) sind mechanosensitive Kanale und



werden durch Arachidonsaure und andere ungesattigte Fettsauren moduliert
(Maingret et al.,, 1999). TWIK-1 (KCNK1) und TWIK-2 (KCNK®6) bilden
schwache einwartsgleichrichtende K'-Kanale, die durch Proteinkinase C und
Ansaduerung der Zelle inhibiert werden konnen (Lesage et al., 1996; Chavez et
al.,, 1999). TASK-1 (KCNK3) und TASK-2 (KCNK5) reagieren auf
Veranderungen des extrazellularen pH-Wertes (Reyes et al., 1998; Duprat et
al., 1997). TASK-3 ist ein erst vor kurzem entdeckter Kyp-Kanal, der
ausschlief3lich im Gehirn exprimiert wird (Rajan et al., 2000). Moglicherweise ist

das Vorkommen von Kzp-Kanélen unter allen K*-Kanalen am haufigsten.

1.4 ATP abhangige Kaliumkanéle

Katp-Kanale wurden zum erstenmal im Herzmuskel beschrieben (Noma, 1983;
Trube and Hescheler, 1984). Spéter stellte sich heraus, dass dieser Kanaltyp
auch in vielen anderen Geweben vertreten ist (siehe Kapitel 1.4.5).
Charakteristisch fir Karp-Kanéle ist, dal sie durch intrazellulares ATP
geschlossen und durch MgADP geoffnet werden (Ashcroft and Ashcroft,
1990b). Daraus wird ersichtlich, dass Karp-Kanédle in der Lage sind den
metabolischen Zustand der Zelle an die elektrische Aktivitat der Zellmembran
zu koppeln. Ist der Energiezustand der Zelle (d.h. der Quotient [ATP / ADP])
gut, schliessen sich die Karp-Kanale, die Zellmembran wird depolarisiert und die
Zelle damit leichter erregbar. Bei einem niedrigen [ATP / ADP] Quotienten wird

die Zelle hyperpolarisiert.

Katp-Kanale sind Heteromultimere, die sich aus zwei Typen von Untereinheiten
zusammensetzen: den  Untereinheiten des  einwartsgleichrichtenden
Kaliumkanals Kir6.x (a-Untereinheit) und dem Sulfonylharnstoffrezeptor SUR
(B-Untereinheit) . Katp-Kanéle bilden dabei aus je vier Einheiten Kir6.x und vier
Einheiten SUR einen oktameren Komplex. Es gibt 2 Subtypen der Kir 6.x
Familie (vgl. Kapitel 1.4.2) und 2 Subtypen des SUR (vgl. Kapitel 1.4.3); aus
dem SUR2-Gen entstehen durch alternatives Splei3en die physiologisch
wichtigen Isoformen SUR2A (Inagaki et al., 1996) und SUR2B. Der



Sulfonylharnstoffrezeptor kann nun je nach Gewebe mit Kir6.1 (Inagaki et al.,
1995b) oder Kir6.2 (Sakura et al., 1995; Inagaki et al., 1995a) kombiniert sein.
Beispielsweise wird in der B-Zelle des Pankreas die Kombination SUR1 / Kir6.2
exprimiert.

Man kann Katp- Kanale durch ihre elektrische Aktivitat, ihre Empfindlichkeit
gegenuber Nukleotiden und ihre Pharmakologie charakterisieren:

Katp Kanéle sind schwache Einwartsgleichrichter (Ashcroft and Rorsman, 1989;
Ashcroft and Ashcroft, 1990a). Die elektrische Aktivitdt des Karp-Kanals ist an
der B-Zelle des Pankreas am besten untersucht. Nach einem allosterischen
Modell der Funktion des Karp Kanals, existieren in Abwesenheit von Liganden
drei Zustande ein stabiler geschlossener Zustand Cy und ein offener Zustand O,
der kurzzeitig in einen vorubergehenden geschlossenen Zustand C; Ubergehen
kann (Kakei and Noma, 1984). ATP und Sulfonylharnstoffe (siehe auch Kapitel
1.7.1) binden bevorzugt an Cy, und stabilisieren damit diesen Zustand. Dies
fuhrt zu einer verminderten Offenwahrscheinlichkeit des Kanals (Gillis et al.,
1989). MgADP und der Karp-Kanaltffner Diazoxid (siehe auch Kapitel 1.7.2)
binden vor allem am gedffneten Kanal (O), und aktivieren ihn damit (Kozlowski
et al., 1989). Ein Ligand stabilisiert also immer den Kanalzustand, an den er am
besten bindet, d.h. zu dem er die hochste Affinitdt hat. Katp Kanale werden
auch auf andere, vielfaltige Weise wie z.B. durch G-Proteine (Sanchez et al.,
1998), durch das Phospholipid PIP, (Baukrowitz et al., 1998) oder durch Oleyl
CoA (Liu et al., 2001) moduliert.

1.4.1 Aufbau von ATP abhéngigen K “—Kanélen

Katp-Kanale sind Heterooktamere aus a- und B—Untereinheiten (Aguilar-Bryan
et al., 1995; Inagaki et al., 1995a; Sakura et al., 1995; Clement IV et al., 1997),
die sich mit einer 4:4 Stéchiometrie zusammensetzen: dabei sind 4 a und 4 (3-
Untereinheiten am Aufbau eines Kanals beteiligt, dessen relative Molekilmasse
=950 kDa betragt (Clement IV et al.,, 1997). Verantwortlich hierflr ist ein

Retentionsmotiv, welches den alleinigen Einbau der Kir6.x Untereinheiten in die



Membran verhindert. (Zerangue et al., 1999). Die Assoziation mit SUR1 konnte
in Experimenten mit Kir6.2 spezifischen Antikérpern (Graham et al., 1977) und
dem Photoradioliganden **°I-Azido-GBC (Schwanstecher et al., 1994b; Clement
IV et al., 1997) nachgewiesen werden. (Tucker et al., 1997) konnten allerdings
zeigen, dass Kr6.2—Kanale, denen die 36 C-terminalen Aminosauren entfernt
waren (Kig6.2AC36), durchaus in der Lage waren, K'-Strome bei alleiniger
Expression zu erzeugen, da bei diesem Rumpfkanal das Retentionsmotiv R-K-
R mit abgeschnitten wurde. Gleiches gilt fir KirAC26. Beide Kandle sind daher

wichtige Werkzeuge, um die Pharmakologie des Kir6.2 zu studieren.

1.4.2 Die a-Untereinheit K g6.x

Das humane Gen fur Kr6.1 (KCNJ8) konnte auf Chromosom 12, Position
12p11.23 lokalisiert werden (nahe dem Gen fiur SUR2), ist ca. 9.7 kb lang und
besitzt 3 Exons. Das daraus entstehende Protein (~ 38 kDa) zeigt eine 98%ige
Homologie zu murinem Kig6.1 und umfasst 424 Aminosauren. Das intronlose
Gen von Kir6.2 (oder BIR = -cell inward rectifier) liegt auf dem kurzen Arm von
Chromosom11 (in der N&he von SUR1), hat eine L&nge von 390 Aminosauren
und eine relative Molekilmasse von 43.5 kDa.

Kir6.x bildet in einem tetrameren Komplex den eigentlichen Kanal fur die
Membranpassage von K* lonen. Wie die anderen Mitglieder der Familie der
Einwartsgleichrichter  (siehe Kapitel 1.3.3) verfugt er Uber zwei
Transmembransegmente M1 und M2. Diese flankieren die hoch konservierte
H5-Domane (P-loop), die die eigentliche Pore bildet. Die Struktur der Pore
wurde anhand eines verwandten Kanals, des KcsA-Kanals (siehe Abb. 1) des
Bakteriums Streptomyces lividans untersucht (Doyle et al., 1998). Der KcsA-
Kanal ist ein Tetramer aus vier identischen Untereinheiten, die sich um die
zentrale Pore gruppieren. Dabei sind vier M2-Helices trichterformig zum
Zytoplasma konvergierend angeordnet und bilden somit ein Tor, das sich 6ffnen

und schlielR3en kann.



Die H5-Domane ist dabei in der Nahe der AuBenseite des Kanals positioniert.
Sie dient als Selektivitatsfilter, bei dem die Carbonylgruppen der Sequenz Gly-
Tyr-Gly eine zentrale Rolle spielen. Unterhalb des Selektivitatsfilters liegt ein
Vorraum, ~10 A im Durchmesser, der iiber einen wassergefillten Tunnel aus
hydrophoben Aminosauren mit dem Zellinneren verbunden ist.

Im Gegensatz zum KcsA-Kanal zeigen Kir6.2 oder 6.1, welche in ihrer
Aminosaurensequenz zu 70% Ubereinstimmen (Sakura et al., 1995; Inagaki et
al., 1997), einen Selektivitatsfilter mit der Sequenz Gly-Phe-Gly (Inagaki et al.,
1995a). AuRerdem gibt es, wie von (Reimann and Ashcroft, 1999) diskutiert,
trotz der groRen strukturellen Ahnlichkeit der Kir Familie mit dem KcsA-Kanal,
auch einige wichtige Unterschiede. Aus diesem Grund sollte der KcsA nicht als
Vorbild fur eine definitive Beschreibung der Struktur des Kir6.x betrachtet

werden.

Abb. 1 KcsA  Kanal von
Streptomyces lividans

Zwei der vier Untereinheiten sind von
der Seite gezeigt, die extrazellulare
Seite liegt oben. Eine Untereinheit
besteht aus einer aulieren Helix (M1),
der H5-Doméne (P) und der inneren
Helix (M2). Beim Eintritt in das
Zytoplasma formen die Helices ein
Bindel, das das physikalische ,Gate"
des Kanals bildet. Der Zugang zur
Pore ist mit einem Stern markiert.

Out

(Aus Doyle et al., 1998)

1.4.3 Die B-Untereinheit SUR

Es existieren mindesten 2 Subtypen der p-Untereinheit SUR des Karp-Kanals:
SUR1 und SUR2 (Inagaki et al., 1996; Isomoto et al., 1996), deren Gene auf
Chromosom 11 (p15.1) bzw. Chromosom 12 (11.23) liegen (Chutkow et al.,

1996). Durch unterschiedliches Splei3en von Exon 38 entstehen die Varianten
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SUR2A (Exon 38a) und SUR2B (Exon 38b) (Isomoto et al., 1996). SUR2A
unterscheidet sich nur in seinen 42 C-terminalen Aminoséduren von SUR2B
(Inagaki et al., 1996; Isomoto et al., 1996).

Fir SUR1 (1581 Aminosauren, relative Molekilmasse ~176kDa) kodieren 39
Exons, fir SUR2 (1549 AS) dagegen nur 38 Exons (Bryan and Aguilar-Bryan,
1999).

Der Sulfonylharnsoffrezeptor gehdrt gemeinsam mit dem CFTR (cystic-fibrosis-
transmembrane-regulator), dem MRP (multidrug-resistance-protein), dem
cMOAT (canalicular multispecific organic anion transporter), dem YCF1 (yeast
cadmium factor protein) und einigen anderen zur Familie der ATP-binding-
cassette-(ABC)-proteins (Altschul and Lipman, 1990).

Hydropathie Analysen und der Vergleich mit der MRP-Familie legen nahe, dass
SUR1 (siehe Abb. 2) einen extrazellular gelegenen N-Terminus aufweist.
Darauf folgen funf Transmembranhelices (TM), die die TMDO
(Transmembrandoméane 0) bilden, und Uber eine kurze intrazellular gelegene
Schleife mit der aus 6 TM bestehenden TMD1 verbunden sind. Zwischen TMD1
und der darauf folgenden TMD2 (6 TM) befindet sich eine grosse intrazellular
gelegene Doméne (~40kDa) die die NBF1 (Nukleotid-Bindungs-Falte 1) enthalt.
Zwischen dem ebenfalls intrazellular gelegenen C-Terminus und TMD2 befindet
sich eine weitere Doméne (~38kDa), die die NBF2 enthalt (Tusnady et al.,
1997). Die ausgepragteste Strukturgleichheit findet sich unter MRPs in den
Nukleotidbindungsfalten. Jede NBF enthalt ein Walker A- (-Gly-X-X-Gly-X-Gly-
Lys-Ser/Thr-, wobei X eine beliebige AS ist) und ein Walker B- (-Y-Y-Y-Y-Asp-,
wobei Y eine hydrophobe Aminosdure darstellt) Motiv (Walker et al., 1982), die
Uber die Sequenzen —Leu-Ser-Gly-Gly-GIn- in NBF1 und —Phe-Ser-GIn-Gly-
GIn- in NBF2 miteinander verbunden sind. Allerdings enthalt die NBF2 von
SUR2 ein verandertes Walker B-Motiv (-Phe-Ser-Val-Gly-GIn-). Man nimmt an,
dass das Walker A-Motiv mit PO4 -lonen, das Walker B-Motiv mit Mg®* -lonen
interagiert (Hilgenfeld, 1995).
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Abb. 2 Struktur und funktionell wichtige Regionen des K atp-Kanals der B-Zelle

TMD = Transmembrando__mér)_e; M1,M2 = Transmembranhelices von Kir6.2; GBC =
Bindungsstellen von GBC; O = Offnerbindungsstellen; ATP = Bindungsstellen von ATP; MgADP
= Bindungsstelle von MgADP; A = Walker-A-Motiv; B = Walker-B-Motiv; 1-17

Transmembranhelices des SUR1; NBF = Nukleotidbindungsfalte.
Modifiziert nach Loffler Walz und Quast, unverdoffentlicht.

1.4.4 Regulation des K arp-Kanals

Tucker et al., 1997 konnten zeigen, dass Kanéale gebildet aus Kir6.2AC (ohne
SUR) durch ATP in ihrer Aktivitdt gehemmt werden konnten, wahrend MgATP
keinen Einfluss hatte. Die Sensitivitat von Kir6.2 fur ATP (Ki ~ 100uM) ist
allerdings geringer, als bei der Koexpression mit SUR1 (K; ~ 10uM). Den
direkten Beweis fur die Existenz einer ATP Bindungsstelle an Kir6.2 lieferten
Tanabe et al., 1999 mit einem speziell markierten ATP ([y->*P]-8-azido-ATP).

SUR enthélt je eine Nukleotid-Bindungsstelle in NBF1 und NBF2 (Ueda et al.,
1997; Matsuo et al., 2000). Nach einem von Ueda et al., 1999 vorgeschlagenen
Modell fur den B-Zell-Karp-Kanal bindet NBF1 ATP und NBF2 MgADP wenn der
Quotient [ATP / ADP] klein ist (niedrige Energieladung der Zelle). In dieser
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Konstellation bindet Kir6.2 das ATP mit niedriger Affinitat und der Kanal bleibt
offen. Wenn der Quotient ([ATP / ADP]) in der Zelle ansteigt, fuhrt die
verminderte Konzentration von MgADP zu einer Dissoziation von MgADP von
NBF2 und nachfolgend zu einer verminderten Bindung von ATP an NBF1.
Daraus resultiert eine Konformationsanderung von SUR1, die zu einer
Affinitatserhéhung von Kir6.2 fur ATP fuhrt und der Kanal schlief3t sich.

Die SUR  Subtypen unterscheiden sich in  ihren  Nukleotid-
bindungseigenschaften: SUR1 zeigt im Gegensatz zu SUR2 eine ausgepragte
Mg** Abhangigkeit seiner MgADP Bindung an NBF2. Die Affinitat der NBF1 von
SURL fur ATP ist deutlich héher als diejenige von SUR2. Die NBF2 von SUR2B
weist eine signifikant hohere Affinitat fir ADP auf als die NBF2 von SUR2A
(Matsuo et al., 2000).

Die Aktivitat der KATP-Kanéle wird auch wesentlich durch negativ geladene
Lipide, z.B. LC-Acyl-CoA und PIP, bestimmt. Langkettige Acyl-Coenzym A
Ester (LC-Acyl-CoA) werden aus Fettsduren synthetisiert und dienen dem
Herzen als Hauptstoffwechselsubstrat. Liu et al., 2001 fanden eine deutliche
Aktivierung der Katp — Kandle im Herzen durch LC-Acyl-CoA. Branstréom et al.,
1997 konnten dasselbe, allerdings mit wesentlich geringerer Aktivierung des
Kanals in pankreatischen (-Zellen zeigen. Da die LC-Acyl-CoA an der Kg-
Untereinheit ansetzen (Branstrom et al., 1998; Gribble et al., 1998a) und diese
in beiden oben genannten Fallen dieselbe (Kir6.2) ist, muss man schliel3en,
dass der SUR Subtyp den Effekt der LC-Acyl-CoA auf den K\gr6.2 moduliert.
Auch PIP; (L-a-Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat) ist an der Modulation der
Katp -Kanéle beteiligt, indem es zum einen die Offenwahrscheinlichkeit erhdht
(Hilgemann and Ball, 1996; {Fan & Makielski 2650 /id}), zum anderen die ATP
Sensitivitat erniedrigt (Baukrowitz et al., 1998; Shyng and Nichols, 1998;
Baukrowitz and Fakler, 2000).

Es bestehen Hinweise dass auch G-Proteine (Sanchez et al.,, 1998),
Endosulfine (Heron et al., 1998) und die Phosphorylierung des Kanals durch
Proteinkinase A (Béguin et al., 1999) die Aktivitait von Karp-Kandalen
beeinflussen kdénnen. Die physiologische Rolle dieser Regulationsmechanismen

ist aber zum jetzigen Zeitpunkt noch ungeklart.
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1.4.5 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 erkléret
deren verschiedene Eigenschaften in den einzelnen Geweben. Fir die SUR2
Subtypen wurde auch die Existenz von Mischkandlen der Form (Kir6.1)y
(Kir6.2)4x und (SUR2), gezeigt (Cui et al., 2001; Pountney et al., 2001).

Glibenclamid, Offner Vorkommen Referenzen
Ki (nM)
Kir6.1 / SUR2B 42 nM Pinacidil GefalRmuskulatur, Russ et al.,
Nicorandil Knpp 1999; Yamada
etal., 1997
Kir6.2 / SUR1 ~1 nM Diazoxid B-Zellen, Inagaki et al.,
Pinacidil Pankreas, 1995a; Gribble
Neurone etal., 1997a
Kir6.2 / SUR2A 26 nM Cromakalim Herz- und Russ et al.,
Pinacidil Skelettmuskel 2001; Inagaki
Nicorandil et al., 1996;
Okuyama et al.,
1998
Kir 6.2 / 27 nM Diazoxid glatte Muskulatur Russ et al.,
SUR2B Pinacidil 2001; Isomoto
et al., 1996

Tab. 1 Kombinationen der Untereinheiten und deren Vorkommen.

Die GBC-Konzentrationen wurden in inside-out patches bei 22 °C gemessen.

1.5 Physiologische und pathophysiologische Rolle vo n Katp — Kanalen

Die Katp-Kanale in den [3-Zellen des Pankreas spielen eine zentrale Rolle bei
der Regulation der Insulinsekretion:

Das Ruhepotential der B-Zellmembran wird vor allem durch die Aktivitat der
Katp-Kanale bestimmt und liegt bei ca. —-70 mV. Dabei sind die
spannungsgesteuerten Ca**-Kanale (Lvocc = voltage operated calcium channel)
geschlossen. Der postprandiale Anstieg des Blutglucose-spiegels fuhrt, nach

der Glucoseaufnahme durch den Transporter GLUT2 (a), Uber die Glycolyse zu
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einer gesteigerten intrazellularen . * Insulin
ATP-Synthese aus ADP, wobei

. . GLUT2
der Quotient ([ATP/ADP]) in der _ ATV 1 @©
Zelle ansteigt (b). Dies fihrt zu (@ —
einer SchlieBung der Karp-Kanale atp v © S ca1t (@
und einer daraus resultierenden O | 1@ oo

Depolarisierung des

Kiare ) ( Depolarisation ®) (VOCC

c
K © ca®

Membranpotentials (c). Wird ihr

Schwellenpotential Uber-
. . . . Abb. 3 Modell der Insulinfreisetzung aus den R-Zellen des
schritten, Offnen sich die pankreas. (Konsensusmodell nach Cook and Hales, 1984;

v Loffler-Walz und Quast, unveréffentlicht).
spannungsabhangigen Ca®*- Q )

Kanale der Zellmembran (d). Der resultierende Ca?*-Einstrom 16st iber eine

Reaktionskaskade die Exozytose von Insulinvesikeln aus (e) (siehe Abb. 3).

Karp Kanéle scheinen auch eine Schlisselrolle bei der ischdmischen
Prékonditionierung des Myokards (IPC) zu spielen. Die IPC st ein
Schutzmechanismus des Myokards gegen Infarzierung wahrend langerer
Perioden der Ischamie, der durch vorangehende kurze Ischamiephasen
aktiviert wird (Murry et al., 1986; Cohen et al., 2000; Gross and Fryer, 1999).
Die Katp Kandle der Zellmembran des Herzens (SUR2A/Kir6.2) sind
normalerweise geschlossen (Nichols and Lederer, 1991; Cavero et al., 1995). In
der Ischamie erniedrigt sich der Quotient ATP / ADP in der Zelle. Dies fiihrt zu
einer Offnung der Karp Kandle, die allerdings wenig Einfluss auf das
Ruhepotential des Kardiomyozyten hat, da dieses sich grundsétzlich nahe dem
Gleichgewichtspotential von K* befindet. Allerdings verursacht sie eine
Verkirzung des Aktionspotentials die, wenn ausgepragt genug, dazu fihren
kann, dass die Zelle nicht mehr erregbar ist. Es wurde vorgeschlagen, das die
Zelle durch ihre verminderte Erregbarkeit und die damit verbundene
verminderte Zirkulation von lonen Energie einsparen kann (Nichols et al., 1991).
Allerdings zog die Feststellung, dass die Katp-Kanal Offner Diazoxid (Birincioglu
et al., 1999), Chromakalim (Grover et al., 1995b) oder BMS-180448 (Grover et
al., 1995a) zwar in der Lage waren die Ausdehnung eines Infarktes zu
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vermindern, aber nur geringen oder keinen Einfluss auf die Lange des
Aktionspotentials hatten diese Hypothese in Zweifel.

In patch-clamp Studien konnte ein mitochondrialer Kanal (mitoKarp) mit
ahnlichen Eigenschaften wie der Oberflachen-Karp, der durch ATP inhibierbar
und durch GBC blockierbar war, entdeckt werden. (Inoue et al., 1991). Garlid et
al., 1997 konnten zeigen, dass Diazoxid in der Lage war den mitoKarp mit 1000-
bis 2000-fach hoherer Potenz zu o6ffnen als den Oberflachen-Karp. Dabei
konnte die IPC mit HMR-1883, einem selektiven Blocker des Oberflachen-Katp
nicht unterbunden werden (Jung et al., 2000; Dhein et al., 2000). Daraus kann
man folgern, dass der protektive Effekt von K'-Kanal Offnern uber
mitochondriale Karp Kanéle vermittelt wird.

Reguliert wird der mitoKarp vermutlich durch Adenosin, das von den
Kardiomyozyten  wahrend einer Ischamie  freigesetzt wird. Die
Signaltransduktion (siehe Abb. 4) verlauft iber den Adenosinrezeptor und die
Phospholipase C zur PKC (Proteinkinase C), die schliel3lich den mitoKarp
aktiviert (Cohen et al., 2000). Auch andere Substanzen wie Acetylcholin, die die
Phospholipase C aktivieren, konnen eine Offnung von mitoKarp vermitteln
(siehe Abb. 4).

Obwonhl vieles darauf hindeutet, dass mitoKarp die eigentlichen Vermittler der
IPC sind, ist nicht von der Hand zu weisen, dass die Beeinflussung des
Energiemetabolismus der Zelle durch mitoKare (z.B. vermittelt durch in den
Mitochondrien entstehende ROS (= reactive oxygen species) oder durch die
PKC) zu Sekundareffekten an Oberflachen-Karp fUhren kann. Umgekehrt
konnte die Beeinflussung des Membranpotentials (z.B. durch Oberflachen-Karp)

zu einer Veranderung der Aktivitat der mitoKarp fihren.

16
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ATP Katp Kanale moduliert, und
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. transduktion Uber die PKC
T T R ——— ’ _ Mitochondrium oder die Thyrosinkinase und
MAPK (mitogen aktivated
protein kinase) fihrt zur IPC.
Retrograde  Transduktions-
wege Uber ROS und PKC
sind ebenfalls dargestellt.
Modifiziert aus O'Rourke,
2000 .

Die Aktivierung von Karp-Kanédlen in Neuronen und Skelettmuskeln wirkt
ebenfalls zytoprotektiv. In glatten GefalBmuskeln sind Karp-Kanale wichtige
Determinanten des GefaRtonus, da ihre Offnung zu einer Vasorelaxation fihrt.
Die Katp—Kandle der juxtaglomerularen Zellen der Niere (umgewandelte glatte
Gefallmuskelzellen) sind an der Regulation der Reninsekretion beteiligt. Im
Tubulusepithel der Niere spielen Karp Kandle eine wichtige Rolle bei der

lonenrlckresorption (Quast, 1996a).

1.6 Karp-Kanal Krankheiten

1.6.1 Persistierende hyperinsulindamische Hypoglykam ie

Die persistierende hyperinsulindmische Hypoglykdmie im Kindesalter (PHHI)
beruht auf einer Mutationen des B-Zell Karp—Kanals die dazu fihrt, dass die
Karp-Kanale geschlossen bleiben. Die Patienten erleiden oft schon kurz nach
der Geburt schwere Hypoglycamien, die durch Hemmstoffe der
Insulinfreisetzung wie Diazoxid oder Somatostatin meist nicht zu beherrschen

sind. Wird die Krankheit nicht rechtzeitig erkannt, drohen irreversible
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Gehirnschaden durch die persistierende Hypoglycamie. Die in den schweren
Fallen wirksame Therapie besteht zur Zeit in der subtotalen Pankreatektomie
(Cook and Bryan, 1998), bei der etwa 95% des Pankreasgewebes entfernt
werden.

Pathophysiologisch fiihrt der Funktionsverlust der Karp-Kandle zu einer
standigen  Depolarisierung der B-Zelle und konsekutiv zu einer
Aktivitatssteigerung der L-Typ Ca®*-Kanale. Das intrazellular erhéhte Ca*
verursacht nun eine standige Insulinsekretion die zur Hypoglykdmie fuhrt
(Aguilar-Bryan and Bryan, 1999).

Es wurden sowohl familiar vererbte, als auch sporadisch auftretende Formen
der Krankheit identifiziert. Die familiar vererbte Form der PHHI kommt in
Nordeuropa nur in etwa 1 von 50000 Fallen vor, jedoch liegt die Préavalenz z.B.
in bestimmten Regionen Finnlands oder bei Semiten weit Gber diesem Wert.
Am haufigsten sind Mutationen im SUR1-Gen (zur Zeit unterscheidet man mehr
als 40 verschiedene Arten). Etwas weniger haufig sind Mutationen im Kir6.2-
Gen (3 bekannte Arten) (Glaser et al.,, 2000). Beide Gene liegen auf
Chromosom 11. Von der funktionellen Seite betrachtet fihren diese Mutationen
entweder zu einem beeintrachtigten Transport der Untereinheiten zur
Zellmembran bzw. zu einer gestdrten Vereinigung zum vollstandigen Kanal
oder zu einer starken Verminderung der ADP-abhangigen Regulierbarkeit der
Kanalaktivitat (Nichols et al., 1996; Dunne et al., 1997; Kane et al., 1997; Shyng
et al., 1998; Otonkoski et al., 1999).

1.6.2 Rolle des B-Zell K atp-Kanals bei Diabetes Mellitus Typ 2

Der Nichtinsulinabh&ngige Diabetes Mellitus (NIDDM), kurz Typ-2 Diabetes ist
eine polygene Erkrankung die durch angeborene Faktoren und Umwelteinfllisse
verursacht wird. Pathogenetisch spielen vor allem eine herabgesetzte
Insulinwirkung (Insulinresistenz) und eine gestorte Insulinsekretion der (3-Zellen
eine Rolle. Da der Karp-Kanal der 3-Zelle, wie in Kapitel 1.5 beschrieben, die
Insulinsekretion an den Blutzuckerspiegel koppelt, ist anzunehmen dass

Mutationen dieses Kanals existieren, die Diabetes verursachen konnen. Im
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SUR1-Gen wurden drei Polymorphismen beschrieben (Exon 16 -3c—t, Exon 18
ACC—ACT und Exon 31 AGA—AGG), fur die eine Assoziation mit NIDDM
berichtet wurde, jedoch fihren diese Mutationen nicht zu Veranderungen der
Kanalfunktion (Hart et al., 1999; Inoue et al., 1996; Hani et al., 1997; Rissanen
et al., 2000).

Im Kir6.2 Gen wurde der Polymorphismus E?K
gefunden (siehe Abb. 5), bei dem in Position 23 die
Aminosaure Glutamat (E) durch Lysin (K) ersetzt ist

(Hansen et al., 1997). Bei europaischen Kaukasiern

tritt der Basenaustausch heterozygot mit einer “COOH

Haufigkeit von ~ 45 % auf (Gloyn et al., 2001; Sakura 390
_ _ _ Abb. 5 Lage der Mutation
et al., 1996; Inoue et al., 1997), die Haufigkeit der KK E®K in der N&ahe des

. , . Aminoterminus von Kir6.2.
Homozygoten (bei denen in beiden Allelen E durch K quelle: Quast und Loffler-

ersetzt ist) betragt ~13%. Es konnte gezeigt werden, V& unveroffenticht.
dass zwischen dem Auftreten von Typ-2 Diabetes und der homozygoten Form
des E?®*K Polymorphismus eine deutliche Assoziation besteht (Gloyn et al.,
2001; Hani et al., 1998). Der E?*K Polymorphismus bewirkt dabei eine erhthte
spontane Offenwahrscheinlichkeit und eine verminderte Sensitivitat des Kir6.2
fur ATP. Zusammen fihrt dies zu einer Erhdhung der fur die Insulinsekretion
notigen ATP-Konzentration (~1.5-fach / ~3.1-fach fur den E/K / KI/K

Polymorphismus) (Schwanstecher et al., 2002).

1.7 Pharmakologie der K arp—Kanale

1.7.1 Blocker des ATP abhangigen Kaliumkanals

1.7.1.1 Sulfonylharnstoffe und Glinide

Bei den Sulfonylharnstoffen unterscheidet man Blocker der ersten Generation,
dies sind kurzkettige Sulfonylharnstoffe wie Tolbutamid, Blocker der zweiten

Generation (langkettige Sulfonylharnstoffe, z.B. Glibenclamid) und Blocker der
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dritten Generation (Glinide), wie z.B. die Benzamidoverbindung Meglitinid.
Glibenclamid enthélt eine Benzamido- und eine Sulfonylharnstoffgruppe (siehe
Abb. 7). Sulfonylharnstoffe und Benzamidoverbindungen binden hochaffin an
die B-Untereinheit SUR, fordern durch die Blockade der B-Zell Katp-Kanéle die
Insulinfreisetzung und werden daher mit Erfolg in der Behandlung des Typ-2
Diabetes eingesetzt. Aufgrund der hoheren Affinitat zu SUR1 sind die
Wirkungen von Tolbutamid und GBC vornehmlich auf die B-Zellen beschrankt
(Gribble et al., 1998b). Umstritten ist allerdings die Frage, ob die
Langzeitbehandlung mit dem héaufig eingesetzten GBC zur Schadigung des
Herzens fuhrt (Smits and Thien, 1995; Leibowitz and Cerasi, 1996). Die UKPDS
Studie lieferte in diesem Zusammenhang fur GBC allerdings keine Hinweise
bezlglich einer herzschadigenden Wirkung. Insbesondere bei den neueren
Karp-Kanal-Blockern (Glinide) liegen, hinsichtlich der Frage nach einer
Herzschadigenden Wirkung, noch zu wenig Daten vor, um klare Aussagen

treffen zu kénnen.

kurzkettiger Sulfonylharnstoff Benzamidoverbindung

V2 ),\ o COOH
SN A
@ ; CIOfKN

H
1 Tolbutamid ocHg 3 Meglitinid

AT

ocHy 2 Glibenclamid

H3C

Abb. 6 Karp-Kanal Blocker der ersten, zweiten und dritten Gengation
Modifiziert aus Coghlan et al., 2001

Tolbutamid fuhrt zwar zur SchlieBung des Karp-Kanals der B-Zelle, lasst aber
kardiale Katp-Kanale (SUR2A/Kir6.2) unbeeinflusst. Man geht daher davon aus,
dass SUR2A keine Hochaffinitdtsbindungsstelle fir Tolbutamid (bzw.
Sulfonylharnstoffe) besitzt (Venkatesh et al., 1991; Gribble et al.,, 1998b).
Meglitinid hingegen bindet sowohl an kardiale als auch an B-Zell KATP-Kanale
mit hoher Affinitat (Gribble et al., 1997b). Man hat daraus gefolgert, das beide
B-Untereinheiten, SUR1 und SUR2A, Uber eine Bindungsstelle fir Benzamido-
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Verbindungen verfiagen. Auch Glibenclamid (GBC) bindet hochaffin an beide
Kanale, allerdings ist die durch GBC vermittelte Blockierung des B-Zell Katp
kaum reversibel. Man vermutet daher, dass die Hybridsubstanz GBC am SUR1
sowohl an die Bindungsstelle fur Sulfonylharnstoffe als auch an diejenige fir
Benzamido-Verbindungen bindet (siehe auch Abb. 7, vgl. Abb. 2) und daher nur
im Falle einer simultanen Verdrdngung von beiden Bindungsstellen vom

Rezeptor dissoziieren wirde (Ashcroft and Gribble, 1999).

N

Abb. 7 Modell der Bindungsstellen an SUR1 und SUR2A (nach Ashcroft and Gribble,
1999).

Dargestellt ist das Bindungsverhalten der Hybridsubstanz GBC, dessen Benzamidogruppe
durch einen Kreis, und dessen Sulphonylharnstoffgruppe durch ein Dreieck symbolisiert ist. Die
Tolbutamid (Sulfonylharnstoff-)-Bindungsstelle (S) liegt innerhalb der TMD2 auf den TM 14 und
15 sowie auf dem halben cytoplasmatischen Loop zwischen TM 13 und TM 14 und auf dem
halben cytoplasmatischen Loop zwischen TM 15 und TM 16 (vgl. Abb. 2). Die Meglitinid-
(Benzamido-)-Bindungsstelle (B) liegt auf dem cytosolischen Loop, der die TM 5 und 6
miteinander verbindet (Gribble and Reimann, 2002). Zur Vereinfachung ist der Karp-Kanal
unvollstdndig mit jeweils einer a- und B-Untereinheit abgebildet. Beschreibung der genauen
Lokalisation von B und S: siehe Seite 22.

Glibenclamid

Fur alle im Vorangehenden genannten Substanzen existiert auch eine
niederaffine Bindungsstelle am Kir6.2 (Gribble et al., 1997b; Gribble et al.,
1998b). Klinisch hat diese niederaffine Bindungsstelle aber keine Bedeutung,
da die Plasmakonzentrationen der Kanalblocker im Patienten nicht hoch genug
sind um einen Kanalblock Uber Kir6.2 zu vermitteln. Somit sind die
Hochaffinitats-Bindungsstellen der B-Untereinheiten des Karp verantwortlich fur
die therapeutischen Effekte der Katp-Blocker.
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Uber die Anzahl der Sulfonylharnstoffmolekiile, die nétig sind um den Katp zu
schlieBen, herrscht keine Einigkeit: (Doérschner et al., 1999) postulierten, dass
die Bindung eines Sulfonylharnstoffmolekiles fur den Kanalschluss ausreicht,
wéahrend eine Studie von Russ et al. (1999) an Kir6.1/SUR2B ergab, dass alle
vier Bindungsstellen des Karp-Kanals mit Sulfonylharnstoffmolekilen besetzt
sein mussen um ihn zu schliel3en.

Am [(B-Zell Karp fuhrt die Bindung von MgATP und MgADP zur Dissoziation der
®H-GBC Bindung (mit dem Radioisotop Tritium markiertes GBC) (Niki et al.,
1990). Schwanstecher et al. (1992) konnten zeigen, dass die scheinbare Kp des
GBC keine lineare Funktion von [MgATP] darstellte und daher eine kompetitive
Inhibition zwischen GBC und MgATP nicht anzunehmen war (siehe auch
Hambrock et al., 2002). Man geht daher davon aus, dass die Bindung von
MgATP / MgADP an die NBFs die GBC-Bindungsstelle modifiziert. Einen klaren
Beweis fur die Kommunikation zwischen NBF und GBC-Bindungsstelle lieferten
Ueda et al., 1999. Sie demonstrierten die kozentrationsabhangige Dissoziation
von vorher gebundenem 8-azido-[a-32P]JATP von SUR1 durch die Applikation
von GBC in Anwesenheit von MgATP oder MgADP.

1.7.1.2 Weitere Blocker des Karp-Kanals mit Ansatzpunkt am SUR

OMe
N_ _N
N S{ ~
H of ‘o\g/
HMR 1883
H H
Cl N. N
X Cl
[ hN/
N" NC
PNU-99963

Abb. 8 Karp-Kanal Blocker mit Ansatzpunkt am SUR,
Abbildung aus Coghlan et al., 2001
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In neuerer Zeit wurden einige Substanzen entwickelt, die sich z.B. durch ihre
Spezifitait gegenidber bestimmten Subtypen des Karp-Kanals oder eine

verstarkte insulinotrope Wirkung auszeichneten:

Repaglinid (nicht gezeigt), ein Benzamido-Derivat, das klinisch bereits beim
Typ-2 Diabetes eingesetzt wird, besitzt eine hohere Potenz als GBC, B-Zell
Katp-Kanale zu schlie3en. Es bendtigt im Gegensatz zu GBC die Gegenwart
von Glukose fiir den Schlufd des Kanals (Coghlan et al., 2001).

Der neue Karp-Blocker HMR-1883 (Gdogelein et al., 2000; Russ et al 2001)
beziehungsweise dessen Natriumsalz HMR-1098 wird zur Zeit in Kklinischen
Phase-Il Studien untersucht. Er soll zur Behandlung von ventrikularen
Arrhythmien (Gogelein et al., 1999) und zur Prophylaxe des plotzlichen
Herztodes eingesetzt werden. HMR-1883 (siehe auch Abb. 8) ist zwar weniger
potent als GBC, zeigt aber Selektivitdt fur kardiale Karp-Kandle (SUR2A /
Kir6.2).

Man ging bisher davon aus, dass Karp Offner und Blocker an verschiedenen
Regionen des SUR binden (Babenko et al., 2000; Uhde et al.,, 1999). Die
Abwesenheit von strukturellen Ahnlichkeiten zwischen Offnern und Blockern
unterstitzte diese Theorie. Verbluffenderweise gehort der potente Karp-Blocker
PNU-99963 hingegen zur Klasse der Cyanoguanidine (Khan et al., 1997) d.h.,
der selben Klasse, der auch die Karp-Kanal Offner P1075 und Pinacidil
angehoren (siehe auch Kapitel 1.7.2). Ebenfalls um ein Cyanoguanidin handelt
es sich bei dem racemischen Blocker PNU-94750, dessen R-Enantiomer PNU-
96293 einen Blocker des Karp-Kanals darstellt, wahrend es sich bei dessen S-
Enantiomer um einen schwachen Karp-Kanal Offner handelt (Lange et al.,
2002).
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1.7.1.3 Karp-Kanal Blocker mit Ansatzpunkt am Kir 6.2

OH

CLN ; ()
Qﬁ N%O.Hc. i N(/N o

U-37883A Phentolamin Cibenzolin

Abb. 9 Blocker am Kir 6.2.
Abbildung modifiziert aus Coghlan et al., 2001

U-37883A, ein gefaliselektiver Karp-Blocker (Loffler-Walz and Quast, 1998a)
besitzt diuretische Wirksamkeit (Humphrey and Ludens, 1998). An Ratten und
Hunden gezeigte kardiovaskuldre Nebenwirkungen verhinderten allerdings
seine Weiterentwicklung (Humphrey et al., 1996). Zu den schwachen,
nichtselektiven Blockern gehdren Phentolamin und Cibenzolin. Nach Horie et
al., 2000 blockieren sie direkt die Kir6.x- Untereinheit (siehe Abb. 9).

IMID-4F (McPherson et al., 1999) (nicht gezeigt) weist strukturelle Ahnlichkeiten
mit Phentolamin auf (siehe Abb. 9). Seine Potenz Karp-Kandle zu Blockieren ist
jedoch mit der von GBC an GefalRpraparationen vergleichbar (Challinor-Rogers
and McPherson, 1994). Anders als GBC ist IMID-4F ist ein nichtkompetitiver
Antagonist der Offner Chromakalim und P1075 und hat daher wahrscheinlich
eine von GBC verschiedene Bindungsstelle am Kanal. Man vermutet, dass
IMID-4F, &hnlich dem Phentolamin, direkt mit der Kanal-Pore von Kir6.x

interagiert.
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1.7.2 Offner des ATP-abhéngigen Kaliumkanals

Verschiedene chemische Strukturklassen sind dafur bekannt, Karp-Kanéle zu
offnen. Tab. 2 zeigt die wichtigsten Vertreter und die dazu gehdérigen Wirkstoffe.
Dabei sind die tertiaren Carbinole (ZD-6169) und die Dihydropyridine (ZM-
244085, A-312110) erst in neuerer Zeit in Erscheinung getreten.

Strukturklasse Wirkstoff

Zyanoguanidine Pinacidil, P1075, WAY-133537

Benzopyrane Levcromakalim, BMS-180448, BMS-
191095, SDZ-217-744

Benzothiadiazine Diazoxid

Pyrimidine Minoxidilsulfat

Tertiare Carbinole ZD-6169

Dihydropyridine ZM-244085, A-312110

Tab. 2 Wichtige chemische Strukturklassen von KCO und einige zugehorige Wirkstoffe

Wichtige Vertreter der Karp-Kanal Offner (KCO — Karp Channel Opener) der
ersten Generation, sind Diazoxid und Minoxidilsulfat. Wegen schwerer
Nebenwirkungen werden sie Kklinisch nur in besonderen Féallen eingesetzt:
Diazoxid zur Behandlung der hypertensiven Krise, Minoxidilsulfat bei
therapierefraktarer Hypertonie. Diazoxid besitzt aul3erdem die Fahigkeit den B-
Zell Karp-Kanal zu 6ffnen und ist daher zur Behandlung von Hyperinsulindmien
beim Insulinom indiziert. Nicorandil (nicht gezeigt) ein Karp-Offner und
Guanylat-Cyclase-Aktivator wird zur Behandlung der Angina Pectoris eingesetzt
(Karow and Lang, 2002; Quast, 1996b). Cromakalim und das Pinacidilderivat

P1075 haben vor allem wissenschaftliche Bedeutung (vergleiche Abb. 10) .
oN N2 o
| : | _+ 0_”_ V|

P1075 Minoxidilsulfat

ICromakalim Diazoxid

Abb. 10 K ap-Kanal Offner der ersten Generation
modifiziert aus Russ et al. 2003.
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Der Wirkort der Karp-Offner befindet sich auf der B-Untereinheit (SUR) des
Karp-Kanals (Hambrock et al., 1998; Schwanstecher et al., 1998), wobei der
SUR somit auch fir gewebsspezifische Unterschiede im Ausmal3 der
Aktivierung des Katp durch die KCO verantwortlich ist (vergleiche Tab. 1)
(Gribble et al., 1997a). KCO bendétigen zur hochaffinen Kanal6ffnung und zur
Bindung am Rezeptor, hydrolysierbares MgATP oder MgADP (positiv
allosterische Koppelung) (Schwanstecher et al., 1992; Quast et al., 1993;
Dickinson et al., 1997; Loffler and Quast, 1997; Schwanstecher et al., 1998;
Hambrock et al., 1998, 1999). Die Datenlage zur Regulation der KCO-Bindung
an SUR durch Nukleotide ist alles andere als eindeutig (Russ et al.,, 2003;
Ashcroft, 2000). Das zur Zeit popularste Modell schlagt vor, dass die Bindung
von MgADP an die NBF2 zusammen mit der Offnerbindung eine Konformation
des Kanals stabilisiert, die ihn fir die inhibitorische Wirkung von ATP am Kir 6.2
unempfindlich macht. Zuséatzlich spielen méglicherweise ATPase-Aktivitaten der
NBFs eine Rolle (Schwanstecher et al.,, 1998; Bienengraeber et al., 2000;
Zingman et al., 2001).

Mit der Herstellung von Chiméren aus SUR1 und SUR2A, gelang es D'hahan et
al. (1999) zu zeigen, dass die TMD2 an der Bindungstasche des Chromakalim
an SUR2A beteiligt ist.

Zwei Regionen innerhalb der TMD2 haben essentielle Bedeutung fur die
Bindung des KCO P1075 an SUR2B. Die erste (KCO1) liegt auf einer
intrazellulér gelegenen Schleife zwischen M13 und M14 (Tyr'%*® — Leu'®®’), die
zweite (KCO2) liegt im Bereich von M16 und M17 (Arg*?*® — Asn'®?%) (Uhde et
al., 1999). Zwei Aminosauren innerhalb der Transmembranhelix 17 (Thr***® und

1249 yon SUR2A sind Determinanten der Offner-Sensitivitat fir

Leu
Benzopyrane und Zyanoguanidine (Moreau et al., 2000).
Die Bindungsstelle fur Diazoxid scheint sich allerdings im Bereich von TMD6-11

und der NBF1 zu befinden (Babenko et al., 2000)
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Da die KCO1 wahrscheinlich intrazellular liegt, ist anzunehmen, dass KCO wie
die Sulfonylharnstoffe (Schwanstecher et al., 1994a) die Plasmamembran
durchqueren mussen um an ihren Wirkort zu gelangen.

Zwischen den beiden Offnerbindungsstellen (KCO1 und KCO2) liegt die
Bindungsstelle fur Sulfonylharnstoffe (Uhde et al., 1999; Dérschner et al.,
1999). Sie unterliegt, wie in Bindungsstudien gezeigt (Bray and Quast, 1992;
Schwanstecher et al., 1992), einer allosterischen Koppelung mit der
Offnerbindungsstelle.

1.7.2.1 Neuere therapeutische Indikationen fiir KCOs

Da mittlerweile eine betrachtliche Anzahl an verschiedenen Karp-Offnern
syntetisiert wurde, deren Beschreibung im Einzelnen den Rahmen dieser
Dissertation sprengen wirde, bezieht sich dieser Abschnitt nur auf die in
therapeutischer Hinsicht interessantesten Neuerscheinungen und erhebt

keinerlei Anspruch auf Vollstandigkeit.

Kardioprotektion (Benzopyrane):

cl
Cl HN
L -0 T
NN JN\H
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BMS-191095 BMS-180448

Abb. 11 Kardioselektive K Ap-Offner,
Ref.: Coghlan et al., 2001

Wie sich erst in neuerer Zeit herausgestellt hat, ist vor allem der mitochondriale
Kare-Kanal des Kardiomyozyten fir kardioprotektive Effekte von Karp-Offnern

verantwortlich (vergleiche Kapitel 1.5).
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Der erste in der Literatur beschriebene kardioselektive Karp-Offner war BMS-
180448, ein Benzopyran-Derivat (Atwal et al., 1993; Grover et al., 1995c). Die
Selektivitat von BMS-180448 fur kardioprotektive Effekte war etwa 200-mal
hoher als die des Cromakalim. BMS-180448 fihrt beim Hund zu
kardioprotektiven Effekten, ohne dabei Konzentrationen zu erreichen, die zu
einer Blutdrucksenkung fuhren wirden (Grover et al.,, 1995c). Aulerdem
verursacht es Kkeine Verkirzung des Aktionpotentials (vermittelt durch
sarkolemmnale Katp), da es nur an mitoKarp bindet (Grover et al., 1995a). Der
kardioprotektive Effekt von BMS-180448 kann durch 5-Hydroxydecanoat, einem
Katp-Blocker selektiv fur mitoKatp aufgehoben werden (Sato et al., 1998). Eine
Weiterentwicklung des BMS-180448 ist das BMS-191095 das im Vergleich zu
BMS-180448 eine ~20-fach hohere Selektivitat fur kardioprotektive Effekte
besitzt (Rovnyak et al., 1997). BMS-191095 wird zur Zeit in Phase-I Studien zur

Behandlung von myokardialen Ischamien klinisch getestet.

Atemweagshyperreaktivitat (Benzopyrane)

SDZ-217-744

Abb. 12 K Arp-Offner bei bronchialer Hyperreaktivitat

Verschiedene Karp-Offner wurden bereits klinisch auf ihre Nutzbarkeit im
Rahmen eines Asthma Bronchiale untersucht. Allerdings ergab sich dabei,
selbst bei inhalativer Applikationsform, die Entstehung von Kopfschmerzen
durch Vasodilatation als limitierende Nebenwirkung (Faurschou et al., 1994).

Der neue Karp-Offner SDZ-217-744 (Benzopyran-Struktur) zeigte eine erhohte
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Selektivitat far die Hemmung der bronchialen Hyperreaktivitdt gegentber
Cromakalim bei Meerschweinchen (Buchheit and Fozard, 1999). Dabei wirken
die KCOs nicht als Bronchiodilatatoren; vielmehr scheinen sie die Freisetzung
konstriktiver Mediatoren (Acetylcholin, Substanz P) an Nervenendigungen und
den Zellen des Entziindungssystems zu hemmen. Ob die Selektivitat des SDZ-
217-744 fur bronchiale Karp-Kanéle auch im klinischen Bereich von Vorteil ist,
werden zukiinftige Studien zeigen. SDZ-217-744 kann tritiiert werden; [*H]SDZ-
217-744 ist ein potenter Kanaloffner und bindet mit einer Kp ~ 20 nM an SUR2B
(Manley et al., 2001).

Urogenitaltrakt (iberwiegend Carbinole und Dihydrop vridine):

NC O AP _
P K
H
WAY-133537
)‘7/"CF3
ZD-6169 ZM-244085

Abb. 13 K Arp-Offner bei hyperaktiver Blase

Ref.: Coghlan et al., 2001

Die hyperaktive Blase ist eine haufige, vor allem beim alteren Menschen,
vorkommende Erkrankung, die durch imperativen und haufigen Harndrang
gekennzeichnet ist. Die Erkrankung kann mit einer Dranginkontinenz
vergesellschaftet sein.

Der erste Offner mit Selektivitat fur die Harnblase war ZD-6169, ein tertiares
Carbinol (Howe et al., 1995). Obwohl Katp-Kanal Offner die Blasenfunktion vor
allem Uber die Entspannung der glatten Muskulatur beeinflussen, scheint ZD-
6169 auch einen inhibitorischen Effekt auf die Aktivitdt von neuronalen C-
Fasern (Protopathische Sensibilitat) auszuiben. ZD-6169 war in der Lage, eine
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durch Essigsaure induzierte Blasenhyperaktivitat in der selben Weise wie das
C-Faser spezifische Neurotoxin Capsaicin zu unterbinden (Yu and de Groat,
1998).

Auch das Arylsquarat WAY-133537, ein Derivat des Pinacidil (Butera et al.,
2000), zeigt in vivo (Ratten) Selektivitat fur die glatte Muskulatur der Blase. Im
in vitro Modell konnte diese Selektivitat aber wie bei ZM-244085 (siehe néchster

Abschnitt) nicht bestatigt werden.

Die Strukturklasse der Dihydropyridine ist vor allem bekannt durch die
Kalziumantagonisten (z.B. Nifedipin), die spannungsabhangige L-Typ
Calciumkanale blockieren (Triggle, 1994). Das Dihydropyridin ZM-244085
hingegen, ist ein Karp-Offner mit ~30-facher in vivo Selektivitat fir die glatte
Muskulatur der Blase im Vergleich zur glatten GefaBmuskulatur (Li, 1997). Eine
Interferenz mit spannungsabhéngigen Ca®*-Kanalen (VOCCs) findet bei dieser
Substanz nicht mehr statt. Bei Ratten verminderte ZM-244085 die
Blasenaktivitat ohne auf den arteriellen Mitteldruck (MAP) Einfluss zu nehmen.
Diese Selektivitdt konnte allerdings bei in vitro Experimenten, bei denen der
Offner die Karp-Kanale der Pfortader mit hoherer Potenz offnete als die der

Blase, nicht bestatigt werden.

A-312110:

H  A-312110

Abb. 14 [ *®[)A-312110 ein neuer hochaffiner K arp-Offner mit 1,4-Dihydropyridinstruktur
[**1]A-312110 [(9R)-9-(4"-fluoro-3"-'*iodophenyl)-2,3,5,9-tetrahydro-4H-pyrano[3,4-
b]thieno[2,3-e]pyridin-8(7H)-eins-1,1-dioxid]
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Im Rahmen des Syntheseprogramms der Firma Abbot, zur Findung neuer
KCOs mit Selektivitat fur die Harnblase wurde das Dihydropyridin A-312110
synthetisiert, das in der Position 3" des Phenylsubstituenten ein Jodmolekl
enthalt (Abb. 14). Durch Radioisotopenaustausch mit **I erhalt man [*?°l]A-
312110 (Davis-Taber et al., 2003), einen mit dem Radioisotop *?°I markierten,
Katp-spezifischen Liganden mit 1,4-Dihydropyridinstruktur.

A-312110 zeigt, bis zu Konzentrationen von 30 uM keine Interaktionen mit L-
Typ Calciumkanéalen mehr.

['*9]A-312110 bindet (beim Meerschweinchen) mit hohffinitast an Membran-
praparationen der glatten Muskulatur der Harnbldke = 4.9 nM) und der
quergestreiften Muskulatur des Herzens, (K 5.8 nM). Dabei war die Bindung
saturierend, MgATP-abhangig und bezog sich aukeme Gruppe von Bindungsstellen.
A-312110 offnete Krp-Kanale der Herzmuskulatur und der glatten Muskmulater
Harnblase mit hoherer Potenz als der etabliertddftine Offner P1075. Durch seine
Markierung mit*# verfiigt A-312110 (~ 2000 Ci/mmol) iiber eine hdhsepezifische
Aktivitat als das mit Tritium markierte P1075 (~110i/mmol). Der Anteil der
spezifischen Bindung lag bei A-312110, unter ddbese Bedingungen, héher als bei
P1075. Daher stellt'$I]A-312110 ein nitzliches Werkzeug zur Erforschuwgn
molekularen und funktionellen Eigenschaften voirdKanalen und zur Identifikation
neuer Krp Blocker und Offner, die mit Herz- bzw. glatter Ntusatur interagieren, dar
(Davis-Taber et al. 2003).

1.8 Fragestellung der Arbeit

Mit dem Cynaoguanidin *H-P1075 (Bray and Quast, 1992) dem Benzopyran *H-
217-774 (Manley et al., 2001) und dem Dihydropyridin *?°1-A312110 (Davis-
Taber et al., 2003) liegen drei gut charakterisierte Radioliganden aus
verschiedenen Strukturgruppen der KCO vor. Jedoch wurde das Dihydropyridin
nur an Geweben des Meerschweinchens und der Ratte, jedoch noch nicht an
isolierten SUR-Subtypen untersucht. Ziel dieser Arbeit war es, die
Bindungseigenschaften von (nicht radioaktiv markiertem) A-312110 an die

verschiedenen SUR-Subtypen zu erfassen. Dazu wurden
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Kompetitionsexperimente mit den Radioliganden *H-P1075 und *H-GBC an
Membranen von HEK-Zellen durchgefiuhrt, in denen der entsprechende SUR-
Subtyp exprimiert war. Damit sollten insbesondere folgende Fragen geklart
werden:

a) Wie ist die Bindung an die Offnerbindungsstelle(n) der SUR2-Subtypen,
gesehen durch das Auge des Radioliganden Offners *H-P1075?

b) Wie ist die allosterische Kopplung an die GBC Bindungsstelle der SUR-
Subtypen erfat durch *H-GBC-Kompetitionsexperimente?

c) Wie ist die Kopplung der A-312110 Bindung an die Nukleotidbindung (in *H
P1075 und *H-GBC-Kompetitionsexperimenten).

d) Welchen Einflu3 hat die Koexpression mit Kir6.2 auf die Bindung von A-
312110 an die SUR2-Subtypen.

Diese Fragen wurden bereits fur das Cyanoguandin P1075 beantwortet
(Hambrock et al., 1998; 1999; 2001; 2002). Der Vergleich mit den Resultaten
dieser Arbeit sollte dann Ruickschlisse daruber zulassen, ob sich die
verschiedene chemische Struktur der beiden Offner (Dihydropyridin vs.
Cyanoguanidin/Pyridin) in unterschiedlichen Wechselwirkungen mit dem SUR
aul3ert oder ob ihnen beiden ein gemeinsames Pharmakophor zur Kopplung an
den SUR zugrunde liegt. Weiterhin sollte der Vergleich mit den in Davis-Taber
(2003) beschriebenen Ergebnissen in nativen Geweben Rickschliusse tber die
Bindungseigenschaften des neuen Dihydropyridins an rekombinanten SURs im

Vergleich zu nativen Karp-Kandalen erlauben.
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2 Material und Methoden

Die Ergebnisse dieser Dissertation wurden mit Hilfe von Radioliganden-
bindungsexperimenten erzielt. Bei einem Radioliganden-Bindungs-Experiment
(siehe auch Kapitel 2.5) werden Zellen oder Zellmembranen, die den Rezeptor
enthalten zusammen mit einem Radioliganden (z.B. *H-P1075, siehe auch
Kapitel 2.5.1) inkubiert. Nach Abtrennung des rezeptorgebundenen Anteils des
radioaktiven Liganden durch Filtration kann die gebundene Radioaktivitat in
einem Szintillationszahler gemessen werden. Dabei muss zwischen dem
spezifisch am Rezeptor gebundenen (spezifische Bindung = SB) und dem
unspezifisch an Membranen und Filter haftenden Radioliganden (unspezifische
Bindung = NSB) unterschieden werden. In dieser Arbeit wurden Membran-
Praparationen von mit SUR transfizierten ,Human Embryonal Kidney cells”
(HEK293-Zellen, siehe Kapitel 2.3) fur die Radioliganden-Bindungs-
Experimente verwendet.

Eine Sonderform von Radioligandenbindungsexperimenten sind die
Gleichgewichtsexperimente, bei denen Rezeptor und Ligand(en) bis zur
Einstellung des chemischen Gleichgewichts inkubiert werden. Die vorliegende
Arbeit  beschaftigt  sich  ausschlie3lich  mit zwei  Formen  des
Gleichgewichtsexperiments: Dem Sattigungsexperiment und dem

Kompetitionsexperiment.

a) Sattigungsexperiment: Erstellt man eine Messreihe mit ansteigenden
Konzentrationen des Radioliganden (Label oder L), lasst sich aus den
Messwerten rechnerisch eine Bindungsisotherme ermitteln. Aus dieser
Isotherme sind die Affinitdt des Liganden zum Rezeptor und die maximale
Bindungskapazitat (Bmax), die der Konzentration der Rezeptoren im
Versuchsansatz  entspricht, ableitbar (siehe auch Kapitel 2.6.1,

Sattigungsexperiment).
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b) Kompetitionsexperiment: Eine weitere Mdoglichkeit Radioliganden-
Bindungsstudien durchzuftihren ist das Kompetitionsexperiment, bei dem die
Konzentration des Radioliganden konstant gehalten wird, nun aber sukzessiv
ansteigende Konzentrationen eines nicht radioaktiv markierten Liganden (z.B.
P1075 oder A-312110) zugegeben werden, der das Label von seiner
Bindungsstelle am Rezeptor verdrangen soll. Die sich aus den Messwerten
ergebende Bindungskurve dient hier vor allem der Ermittlung der Affinitat des
nicht radioaktiv markierten Liganden (kalter Ligand) zum Rezeptor (siehe auch
Kapitel 2.6.2).

Nach der tabellarischen Auflistung der verwendeten Chemikalien wird zunachst
die Herstellung einiger Pufferldosungen und Nahrmedien beschrieben, die
einerseits zur  Durchfuhrung der Radioligandenbindungsexperimente
andererseits zur Kultivierung von HEK-293 Zellen (siehe Kapitel 2.3) bendtigt
werden. Im Verlauf der Radioligandenbindungsexperimente ist es notwendig die
Konzentration an zugefligtem Protein (HEK-293 Zellmembranen) in den
Ansatzen zu bestimmen. Hier kommt die Proteinbestimmung nach Lowry zur
Anwendung (Kapitel 2.4). AnschlieBend wird genauer auf die Durchfiihrung
(Kapitel 2.5) und das theoretische Modell (Kapitel 2.6) der
Rezeptorbindungsstudien eingegangen. Zuletzt folgen Abschnitte tber die

Datenauswertung der Experimente (Kapitel 2.7) und zur Statistik (Kapitel 2.8).

2.1 Chemikalien

Zur Herstellung von Konzentrationsreihen mit P1075 und A-312110 wurden von
den Substanzen zundchst Stammlosungen in verschiedenen Konzentrationen
hergestellt. Als Lésungsmittel wurde Ethanol / DMSO (1 : 1) verwendet. Die

Aufbewahrung der Stammlésungen erfolgte bei -30°C.
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Reagenzien: Einheiten: Hersteller:
Abbott Laboratories, lllinois,
A-312110 461 g/mol
USA
ATP-Na, 605.20 |g/mol Boehringer, Mannheim, DE
~67 .
BSA g/mol Fluka, Buchs, Schweiz
000
CuSOq 159.60 |g/mol Merck & Co. Inc., USA
DMSO 1 I Merck & Co. Inc., USA
EDTA-Na; 372.24 |g/mol Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma, Minchen,
EGTA 380.40 |g/mol
Deutschland
*H—Glibenclamid 47 Ci/mmol | Dupont / NEN, Boston, USA
3 117- _ Amersham Buchler,
H-P1075 Ci/mmol .
121 Braunschweig, Deutschland
Ethanol 99% p.a. 500 mi Merck & Co. Inc., USA
GibcoBRL - Life
FBS 500 mi Technologies, Gaithersburg,
USA
Folin-Ciocalteau-Reagenz (2 _
M) 100 ml Fluka, Buchs, Schweiz
GibcoBRL-Life
Geneticinsulfat 692.70 |g/mol Technologies, Gaithersburg,
USA
GibcoBRL-Life
Gentamycin 50 mg/ml | Technologies, Gaithersburg,
USA
_ _ Sigma, Munchen,
Glibenclamid 494.00 |g/mol
Deutschland
HCI 25 % Fluka, Buchs, Schweiz,
Sigma, Minchen,
HEPES 238.30 |g/mol
Deutschland
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K*/Na'-Tartrat 282.23 |g/mol |Merck & Co. Inc., USA

KCI 74.56 |g/mol Merck & Co. Inc., USA
GibcoBRL-Life

MEM + L-GIn + Earle’s Salze |500 mi Technologies, Gaithersburg,
USA

MgCI,EB H,O 203.30 |g/mol Merck & Co. Inc., USA

Na,COs3 105.99 |g/mol Merck & Co. Inc., USA

NacCl 58.44 |g/mol Merck & Co. Inc., USA

NaOH 40.00 |g/mol Merck & Co. Inc., USA

1075 231.30 | g/mol Leo Pharmaceuticals,
Ballerup, Danemark

TRIS 121.14 |g/mol Fluka, Buchs, Schweiz

Ultima Gold 2.50 I Packard Instruments, USA

Tab. 3 Tabellarische Auflistung der verwendeten Reagenzien

2.2 Puffer und Medien

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

Puffer 1: Hypotoner Puffer fur die Lyse von HEK293-Zellen zur Herstellung

einer Zellmembransuspension.

10 mM

1mM

HEPES (N-(2-Hydroxyethyl) piperazin-N-(2-

ethansulfonsaure))

EGTA (Ethylenglycol-bis (2-Aminoethylether)-

N,N,N",N",-tetraacetat

Die Substanzen wurden in aqua demin. geldst und der pH-Wert bei 4°C mit

NaOH auf 7,4 eingestellt.
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Puffer 2: Isotoner Bindungspuffer fir HEK293-Zellmembranen

5mM HEPES
139 mM NaCl
5 mM 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,
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. AnschlieBend wurde die

Lésung bei 4 bar und 121 € eine Stunde autoklavier t.

Waschpuffer: zur Entfernung nicht gebundener Radioaktivitat aus dem Filter

und zur Fixierung der Inkubation.

50 mM Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
154 mM NaCl

Eine zehnfach konzentrierte Stammlésung mit aqua demin. als Losungsmittel
diente zur Herstellung des Waschpuffers. Hierbei verdinnte man die
Stammldésung wieder 1:10 mit aqua demin.. Der pH-Wert des Waschpuffers
wurde bei 4°C (auf Eis) mit HCI auf 7,4 eingestellt.
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Hitzeinaktiviertes fotales Kalberserum (FCS):

FCS enthalt fur die Kultivierung von HEK293- Zellen wichtige mitogene
Faktoren.

Um eventuelle Restaktivitdten von Serumproteasen zu unterbinden wurde das
bis dahin bei -30° C aufbewahrte FCS aufgetaut und im Wasserbad (55C) fur
60 Min. hitzeinaktiviert. Danach wurde es bis zu seiner jeweiligen Verwendung
im Kuhlschrank (6 °C) gelagert.

Kulturmedium fir die HEK293 — Zellinie:

MEM (Minimum Essential Medium) 90% (v/v)
hitzeinaktiviertes FCS 10 %(v/v)
Gentamycin 20pg/mi

Gentamycin wurde in 6 ml-Stammlésungen, mit aqua demin. als Lésungsmittel,
angesetzt (c = 2 mg/ml), bei —20 T aufbewahrt und bei der Herstellung des
Kulturmediums zum Schutz vor bakterieller Besiedelung zugegeben
(Endkonzentration ¢ = 0.04 pg/ml). Das Kulturmedium wurde bis zu seiner
Verwendung im Kdihilschrank (6 °C) gelagert. Die Blaufarbung des vom
Hersteller beigefugten Indikators zeigte an, wann das Medium zu basisch wurde

und nicht mehr zur Zellkultivierung genutzt werden konnte.

Geneticinsulfat:

Gleichzeitig mit der cDNA, die fur die jeweilige Untereinheit des Karp —Kanals
(SUR 2A, SUR 2B oder SUR 1w.t) kodierte, wurde durch Plasmide auch ein
Resistenz-Gen fur das Aminoglykosid—Antibiotikum Geniticin transfiziert.
Dadurch konnen mittels Geniticinzugabe wahrend der Zellkultivierung
diejenigen HEK293-Zellen vernichtet werden, bei denen der Einbau der cDNA
fur die Untereinheit des Karp —Kanals nicht erfolgreich war. Die Substanz wurde
bei einer Konzentration von 30 mg/ml Geniticinsulfat in sterilem Puffer 3 geldst,
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in 1-ml Eppendorf-GefaRe aliquotiert und im Kuohlschrank bei —-20 C

aufbewabhrt.

Gefriermedium: Kryokonservierung von HEK293-Zellen

Es wurden jeweils beim Einfrieren von Zellen 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 fir die Proteinbestimmung

Lowry A: Lowry B:
2 % (w/v) Na,CO3 in 0.1 M NaOH 1 % (w/v) CuSOq4 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 Stammlésungen hergestellt und bei Raumtemperatur

aufbewahrt. Lowry D wurde fertig erworben (Fluka).

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)
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Lowry F:
Lowry D 1 Teil
aqua demin. 1 Teill
Lowry E und F wurden fur jede Proteinbestimmung frisch angesetzt.

2.3 HEK?293 - Zellen

Die HEK293-Zellinie (siehe Abb. 15) stammt aus menschlichen embryonalen
Nierenzellen, die durch den DNA haltigen Adenovirus Typ 5 tumor6s
transformiert und dadurch immortalisiert wurden (Graham et al., 1977).

2.3.1 Kultivierung von HEK293 — 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
37T im Brutschrank (Heraeus Instruments, Deutschla nd) kultiviert.

Die Atmosphare war befeuchtet und hatte ein Luft:CO,-Verhaltnis von ~5 %.
Sobald die Zellen eine Konfluenz von 70-80 % (7-10 Millionen Zellen pro
Schale) erreicht hatten, wurden sie in einem Verhaltnis von 1:2 bis 1:4

passagiert.

Dabei wurde zunachst das alte Medium abgesaugt; anschlieRend wurden die
Zellen beispielsweise mit 3 ml frischem, erwarmten Medium abgespult und auf
3 neue Kulturschalen verteilt (1:3 Passage). Danach wurden noch 9 ml Medium
und 100ul Geneticin pro Kulturschale hinzugeftgt.

Die Endkonzentration von Geniticinsulfat im Kulturansatz betrug 300 pg/ml.
Samtliche Arbeiten mit lebendigen Zellen wurden unter keimarmen
Bedingungen an einer Sterilbank mit laminar-air-flow (Hera Safe, Heraeus

Instruments, Deutschland) durchgefihrt.
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Abb. 15: Lichtmikroskopische Darstellung von HEK293-Zellen in niedr iger Konfluenz

Sichtbar sind die fur HEK293-Zellen typischen Zellauslaufer. Die Abbildung entstand in 400-
facher VergrofRerung im Differenz-Interferenz-Kontrastmodus.

2.3.2 Transfektion von HEK293-Zellen

Zur Transfektion wurde, Schalen mit 60-80%iger Konfluenz, der pcDNA 3.1-
Vektor (Invitrogen) zugesetzt, der die kodierende Sequenz fir murinen SUR2A
(Genbank-Bestellnummer D86037) oder SUR2B (D86038) (Isomoto et al.,
1996) , Kir6.1 (D88159) (Yamada et al., 1997), oder Kir 6.2 (D50581), (Inagaki
et al., 1996) enthalt. Zur Transfektion wurde eine Losung aus pcDNA und 25 pl
Lipofektamin pro DNA-Fraktion hergestellt und diese mit Optimem auf 7.9 ml
verdunnt; dazu wurde gemal Herstellerinformation 4 pug pcDNA ( Kir6.1) und /
oder 6.4 pug (SUR6.X) pcDNA zugesetzt und zu mindestens zwei Wochen in
Kultur gebrachten HEK293-Zellen gegeben. Dann lied man die Zellen die

Liposomen mit der Fremd-DNA fir 5 Stunden aufnehmen und tauschte das
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Transfektionsmedium gegen 80% Optimem und 20% FCS. Die Isolierung der
stabil transfizierten Zellen wurde erreicht, indem man die Zellen 2 Tage nach
der Transfektion mit frischem Medium abloste, und die Zellsuspension 1:20
(v/v) in Geneticin-haltigem Medium (700 pg/ml) verdinnte . Nach 2 Monaten
wurde das Geneticin auf 450 pg/ml, weitere 2 Monate spater auf 300 pg/ml
reduziert.

Die Mutanten 2B(Y1206S) und 2A(Y1206S) der SUR-Untereinheit wurden
mithilfe des QuickChange Site-Directed Mutagenesis System (Stratagene,
Amsterdam, Niederlande) hergestellt. Murine SUR2B bzw. SUR2A cDNA wurde
in den p.c.DNA3.1-Vektor eingefligt und als Template-DNA verwendet. Es
wurden zwei komplementare Primer (31-Aminosauren lange Oligonucleotide),
die die Mutation (TAC nach TCC) in der mittleren Region enthielten entwickelt.
Fur jede Reaktion wurden 125 ng vor- bzw. rickwarts mutagene Primer
zusammen mit 100 ng muriner Wild-Typ SUR2B- oder SUR2A-cDNA, enthalten
in pcDNA3.1 und 2,5 U Pfu-Turbo-DNA-Polymerase in einer PCR (Polymerase
Chain Reaction) tber 18 Cyclen zur Reaktion gebracht (Denaturierung 30 Sek.
bei 95°C, Annealing 60 Sek. bei 55°C, Extension, 29 Min. bei 68°C). Die
elterliche methylierte DNA wurde durch die Restriktionsendonuklease Dpnl
durch Verdauung zerstort. Die neu synthetisierte DNA wurde in MAX-Efficiency-
DH5,0-Kompetente Zellen (E. coli, Invitrogen) transformiert und die
Anwesenheit der gewiinschten Mutation tGber eine Nucleotid-Sequenzierung der
relevanten DNA-Region bestétigt. Die Cotransfektion von SUR 2A(Y1206S) und
Kir6.2 wurde transient, mit einem molaren Plasmidverhaltnis von 1:1
vorgenommen (Hambrock et al., 1998). Die molekularbiologischen Arbeiten, die
Herstellung der stabil exprimierenden Zellinien sowie die transienten
Transfektionen wurden von Fr. Dr. Hambrock (Institut fur Pharmakologie und

Toxikologie, Universitatsklinikum Tubingen) vorgenommen.

2.3.3 Einfrieren von HEK293-Zellen

Nur Petrischalen in denen die Zellen eine Konfluenz von 70-80 % erreicht
hatten (7-10 Millionen Zellen pro Schale), wurden zum Einfrieren
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herangezogen. Nach Absaugen des alten Mediums wurden die Zellen mit 4 ml
Gefriermedium A pro Schale von der Schalenoberflache abgespult und
zentrifugiert (500 x g, 5 Min.). Wahrenddessen wurden 500 pl Gefriermedium B
in die einzelnen Kryorohrchen vorgelegt. AnschlieBend an die Zentrifugation
wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen mit 500 pl Gefriermedium A pro
Schale resuspendiert. Nach der Zugabe von 500pl Zellsuspension zu den
Kryoréhrchen (Cryo.s, Greiner Labortechnik), musste ziigig gearbeitet werden,
da DMSO zwar eine Zerstorung der Zellen durch das Einfrieren bzw. Auftauen
verhindert, bei Raumtemperatur aber zytotoxisch ist. Die Zellen wurden Uber
Nacht bei —80 °C in der Tiefkiihltruhe gelagert und am nachsten Tag in
flissigen Stickstoff (-180°C) Uberfiihrt.

2.3.4 Auftauen von HEK293-Zellen

Der Auftauvorgang wurde mdglichst rasch durchgefihrt, um den Kontakt der
Zellen mit dem Detergens DMSO moéglichst gering zu halten.

In ein 50 ml-Falcon-Tube (Becton Dickinson, NJ, USA) wurden ca. 30 ml
Kulturmedium (37 <C) vorgelegt. Im Wasserbad (37 T ) wurde ein aus dem
flissigen Stickstoff enthommenes Kryoréhrchen schnell aufgetaut, bis gerade
noch ein Eisstift erkennbar war. Die Zellsuspension wurde dann rasch aus dem
Kryorohrchen in das vorbereitete 50 mil-Falcon-Tube uberfiihrt, dadurch in
Medium verdinnt und bei 200 x g, 2-3 Min. lang zentrifugiert.

Der entstandene Bodensatz (aufgetaute HEK293-Zellen) wurde in 10 ml
Kulturmedium resuspendiert und in eine Petrischale (Durchmesser 9,4 cm)
ausgesaat. Die erste Kultivierung nach dem Auftauen erfolgte ohne Geneticin,
um ein gutes Anwachsen zu gewahrleisten. Nach einer Brutdauer von ca. 3
Tagen wurden die Zellen im Verhéaltnis 1:3 passagiert und unter Zugabe von

300 pg / ml Geneticin im Brutschrank kultiviert.
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2.3.5 Herstellung einer mikrosomalen Membranfraktio n aus HEK293-
Zellen

Verwendete Petrischalen wiesen eine Konfluenz von 60-80 % der HEK-293
Zellen auf. Die Zellen (7-10 Millionen Zellen pro Schale) wurden mit dem alten,
bereits in den Schalen vorhandenen, Medium (10 ml/Schale) abgespult und
darin bei Raumtemperatur zentrifugiert (500 x g, 10 Min.). Dann wurden sie
durch Resuspension des Bodensatzes (Pellet) in hypotonem Puffer 1 lysiert
(pro Schale 4 ml hypotoner Puffer) und bei 4 °C ultrazentrifugiert (100 000 x g,
30 Min.). Das Pellet wurde anschliessend mit Puffer 2 (pH 7,4 bei 4°C)
resuspendiert, in 2ml-Eppendorf-Gefasse aliquotiert und bei —80 T eingefroren.
Vor jedem Versuch wurden die Membranen direkt nach dem Auftauen im
Polytron (PT 3000, Kinematika AG, Schweiz) homogenisiert (5-8 s, 10000
U/min).

2.4 Proteinbestimmung

Als Grundlage fir die Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et al.,, 1951)
wurde eine Standardmesskurve mit Rinderserumalbumin (BSA) erstellt, das in
verschiedenen Konzentrationen in NaOH (0.1 M) gelost wurde. Die
Konzentrationsreihe mit BSA wurde als Eichgerade aufgetragen (Abb. 16). Es
konnte festgestellt werden, dass die Puffersubstanz HEPES, die sich in Puffer 2
befindet, in dem die Zellmembranen suspendiert sind, mit der
Proteinbestimmung erheblich interferiert. Der Grund hierfur liegt in der
chemischen Struktur dieser Puffersubstanz mit ihren freien Stickstoffgruppen.
Fiar HEPES wurde auch eine Extinktionskurve bei verschiedenen
Konzentrationen in NaOH (0.1 M) erstellt (nicht gezeigt).

Es wurden bei jedem Versuch 35ul der verwendeten Membranen und 35ul des
verwendeten Inkubationspuffers in je ein Eppendorfgefald pipettiert und mit

NaOH (0.1 M) verdiinnt (meistens 1:20), so dass die Proteinkonzentration und
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die Pufferkonzentration im linearen Bereich der Standardmesskurven bestimmt
werden konnten.

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 ul 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 durchgefiihrt. Die Wellenlange der Wolfram-Lampe betrug
dabei 770 nm bei einer Spaltbreite von 5 nm. Die optische Dichte (OD77) des
jeweiligen Membranproteins und des Puffers wurde gegen die des Leerwertes
gemessen.

Die ODv7o lag bis zu einer Proteinkonzentration von ca. 30 pg (in der
Messklvette) unter 0.3 und zeigte eine lineare Abhangigkeit (Abb. 16) wie auch
der anfangliche Kurvenverlauf bei der Puffersubstanz HEPES. 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:

— OD770

OoD,,, =0,0132i,,,, bzw. my, = 0.0132

Gleichung 1 a bzw. b

wobei mp; die Proteinmenge in der Kivette in pg und ODyzze die
Extinktionsdifferenz Protein-Puffer bezeichnet.
War die Proteinkonzentration zu hoch, wurde eine hohere Verdinnung

angesetzt.
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1-0:|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||:
Og_f y = 0.0132 * x f_

Extinktion, ODy7,

Mg Protein/200 il (Kivette)

Abb. 16 : Eichkurve fur die Proteinbestimmung nach Lowry.

Die durchgezogene Linie gibt den linearen Bereich bis 30 ug Protein wieder; bei
Bertcksichtigung aller Messpunkte erhdlt man eine Sattigungsfunktion

(gestrichelt, w).

2.5 Radioligand-Bindungsexperimente

Mit Hilfe der Radioligandbindung lassen sich die Rezeptorenzahl sowie die
Affinitdt zwischen Rezeptor und Radioligand bzw. Rezeptor und nicht radioaktiv
markierten Liganden experimentell bestimmen (Gleichgewichtsexperiment).
Ausserdem kann man den zeitlichen Bindungsverlauf eines Radioligand-
Rezeptorkomplexes (Assoziation und Dissoziation) experimentell zur
Darstellung bringen (Ligand-Rezeptor-Kinetik).

Allgemein lassen sich die folgenden beiden Falle der Ligand-Rezeptor-
Interaktion 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.

B.) Allosterischer Modulator: Ein allosterischer Aktivator wie z.B. MgATP der
an den NBF ansetzt, erhoht die Bindung eines Offners (z.B. *H-P1075)
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(Hambrock et al., 1998). Fur *H-GBC wird eine Hemmung beobachtet
(Hambrock et al., 2001, Hambrock et al., 2002)). Auch die Wechselwirkung
zwischen Offnern und Sulfonylharnstoffen am SUR ist allosterischer Natur
(Bray and Quast, 1992; Schwanstecher et al., 1992).

2.5.1 Wahl des Radioliganden

Der Radioligand muss verschiedene Kriterien erfullen: er muss zum einen eine
ausreichende Affinitat zum Rezeptor besitzen, zum anderen sollte seine
Dissoziationskonstante (Kp) im nano- oder subnanomolaren Bereich liegen.
Weiter sollte sich die biologische Wirkung durch die Markierung nicht
verandern. Vor allem bei mit Tritium markierten Liganden sind, im Gegensatz zu
jodierten, kaum Veranderungen der chemischen Eigenschaften des Liganden
zu erwarten. Des weiteren sollte der Anteil der unspezifischen an der
spezifischen Bindung gering sein. Tritum (*H) eignet sich gut fur
Bindungsstudien, da es seine spezifische Radioaktivitdt durch die lange
Halbwertszeit (12.26 Jahre) im Versuchszeitraum kaum &ndert. Andererseits
bringt ein H-Atom nur eine spezifische Aktivitit von ~30 “/nme ein. Fir
Bindungsmessungen an den SUR-Subtypen wurden in dieser Arbeit zwei

Radioliganden verwendet, die beide mit dem Radioisotop Tritium markiert sind:

®H-GBC: Der Karp-Kanalblocker Glibenclamid bindet mit deutlich héherer
Affinitat an SUR1 (Kp ~ 1 nM) als an SUR2 (Kp ~ 30 nM) (Hambrock et
al., 1998; 2002; Schwanstecher et al., 1998). Das in dieser Arbeit
verwendete Glibenclamid hatte eine spezifische Aktivitat (SA) von 47-52
“/amo. Die nichtspezifische Bindung der SUR2-Rezeptoren wird bei
Glibenclamid (im Gegensatz zu Messungen mit P1075) mit 100 uM
P1075 wund nicht homolog mit GBC bestimmt, da endogene
Bindungsstellen fir GBC vorhanden sind, die jedoch keine
Offnerempfindlichkeit besitzen und somit fiir diese Untersuchungen nicht

relevant sind (Hambrock et al., 2001).
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®H-P1075: Der Karp-Kanaldffner bindet mit guter Affinitat an SUR2B (Kp
~ 5-10 nM; (Bray and Quast, 1992), dagegen kaum an SUR1 (KD > 100
1M). Das in dieser Arbeit verwendete *H-P1075 hatte eine SA von ~117-
121 “Ymor UNd eine Konzentration von ~5uM. P1075 weist eine sehr
geringe nichtspezifische Bindung auf, was es zu einem sehr geeigneten
Liganden fur Bindungsstudien macht. Die nichtspezifische Bindung wird

in der Gegenwart von 10 uM unmarkiertem P1075 ermittelt.

2.5.2 Gewinnung von Rezeptormaterial

Die in dieser Arbeit untersuchten Rezeptoren befanden 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 Membranen
zum Reaktionsgemisch (Puffer 2 + MgATP + Radioligand + zu untersuchende
Substanz) gestartet. AulRerdem hat sie unter definierten
Inkubationsbedingungen zu erfolgen. Dazu gehdren Temperatur, Zeit und

Zusammensetzung des Inkubationsmediums.

Inkubationstemperatur:

In den hier durchgefuhrten Bindungsstudien sollte die Temperatur moglichst
ahnlich der Kérpertemperatur sein und wurde deshalb im Wasserbad auf 37C
festgelegt.

Inkubationszeit:

Bei Gleichgewichtsexperimenten wird vorausgesetzt, dass gemall dem
Massenwirkungsgesetz (MWG) die Gleichgewichtslage erreicht ist. Die

Geschwindigkeit der Einstellung der Gleichgewichtslage ist aber nicht nur von
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den kinetischen Konstanten sondern auch von der Konzentration der
Reaktionsteilnehmer abhangig. Daher sind die kleinsten im Versuch
vorkommenden Konzentrationen von Rezeptor und Ligand mafgeblich fur die
Festlegung der Inkubationszeit.

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

langeren Inkubationszeiten fallt die spezifische Bindung mit der Zeit ab.

Inkubationsmedium:

Das verwendete Medium (meist Puffer 2) war bei physiologischem pH gepuffert
(pH = 7.4). Wichtig hierbei ist, dass der pH-Wert bei derjenigen Temperatur

eingestellt wird, bei der die Inkubation stattfindet.

2.5.4 Trennung von gebundenem und freiem Radioligan den 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 enthielten wurden drei Aliquots (V = 0.3 ml) in je 8
ml eiskaltem Waschpuffer verdinnt und unter Vakuum uber Glasfaserfilter
(Whatman GF/B) in einer Filtrationsanlage mit Hilfe einer Membranpumpe
abgesaugt. Der eiskalte Waschpuffer (~4<C) ist wichtig, um das Gleichgewicht
(s. Kapitel 2.6), das sich bei 37C wahrend der Ink ubation eingestellt hat, zu
fixieren’. Da die Maschen dieser Filter enger als die festen Bestandteile des
Praparats gewahlt wurden, blieben diese auf dem Filter zurtck. Um
unspezifisch im Praparat gebundene Radioaktivitdt zu entfernen, wurden die

Filter schnell zweimal mit 8 ml eiskaltem Waschpuffer nachgewaschen.
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2.5.5 Messung der Radioaktivitat:

Da Tritium Betastrahlen emitiert, erfolgte die quantitative Erfassung des
Radioaktivitat 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% durchgefuhrt, d.h. der Zahler detektiert 54% der
Zerfalle pro Minute. Jeder Messpunkt wurde in den Einzelversuchen drei mal
bestimmt und daraus das arithmetische Mittel gebildet.

Da die Auswertung von Bindungsexperimenten in Konzentrationseinheiten

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

notwendig:
V = Volumen in ml
C= gezahltelpm _ mol C = Konzentration in mol / |
2l2|1012(dprn) [SA( Ci YOV () | SA = Spez. Aktivitat in Ci /
Ci mmol mmol
1Ci = 2.2 * 10" dpm / min

2.6 Modell der Rezeptorbindungsstudien

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

miteinander wechselwirkenden Bindungsstellen angenommen:

R+L ESH C

Gleichung 2
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Dabei stellt R die freie Rezeptorkonzentration, L die freie Liganden-
Konzentration, C den Rezeptor-Ligand-Komplex, k. die Assoziations-
Geschwindigkeits-Konstante [M™s™] und k. die Dissoziations-Geschwindigkeits-
Konstante [s™] dar.

Im Gleichgewicht gilt das Massenwirkungsgesetz:

=k R
K, C

Gleichung 3

Dabei ist Kp die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante [mol / I].

Weiterhin gelten die Massenbilanzen:
R,=R+C und L,=L+C

Gleichung 4 a bzw. b

Der Index o bedeutet totale Konzentration, d.h. total = frei + gebunden.

Die Experimente werden nach Mdglichkeit so angelegt, dass gilt:

Ro<<L, =L,=L

Gleichung 4 ¢

Das bedeutet, dass die totale Ligandenkonzentration viel grof3er ist als die
totale Rezeptorkonzentration. Dabei sollte der gebundene Anteil des
Radioliganden stets unter 5% liegen.

Im Experiment Uberlagert sich der spezifischen Bindung des Radioliganden an
die Rezeptoren (SB) immer die, durch das unspezifische Haften des Liganden
am Protein und am Filter verursachte, nichtspezifische Bindung (NSB). Die NSB

wurde gemessen, nachdem die spezifische Bindung durch einen Uberschuss

51



an kaltem Liganden (Lkat = 1000 [CKp) blockiert wurde. Experimentell bestimmt
werden die totale (Brot) und die nichtspezifische Bindung (NSB).
Aus diesen lasst sich SB berechnen:

SB=B,,;-NSB; SB=C

Gleichung 5

2.6.1 Sattigungsexperiment

Beim Sattigungsexperiment wird die Konzentration des Rezeptors konstant
gehalten und man variiert die Konzentration des Radioliganden. Es sollten,
wenn moglich, 70-80% des Bindungsbereichs abgedeckt werden. Parallel zum
eigentlichen Bindungsexperiment (totale Bindung) muss eine zusatzliche
Bindungskurve mit einem geniigend hohen Uberschuss (c =100 — 1000*Ky des
Radioliganden) an nicht markiertem Liganden, der alle freien
Rezeptorbindungsstellen besetzten soll, erstellt werden. Damit wird die
nichtspezifische Bindung (d.h. die Bindung des Radioliganden an anderen
Stellen als an dem Rezeptor) quantifiziert. Die nichtspezifische Bindung steigt
beim Sattigungsexperiment, im Gegensatz zum Kompetitionsexperiment, bei
dem sie naherungsweise konstant bleibt, proportional zur Radioligand-
Konzentration an.

Gemessen werden Bror und NSB als Funktion der freien Radioliganden-
Konzentration L.

Da die NSB eine schwache Bindung des Liganden an sehr viele Bindungsplatze

darstellt, bei der eine Sattigung nicht erreicht wird, gilt folgender lineare Ansatz:

NSB=allL

Gleichung 6

Die spezifische Bindung (SB) wird aus Gleichung 2 und Gleichung 4 a bzw. b

errechnet, mit SB = C:
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K =
C C
Gleichung 7
Diese Gleichung lasst sich unter der Bedingung (4c) umformen in
L
C=R,——
L+K
Gleichung 8

woraus ersichtlich ist, dass die spezifische Bindung, SB = C, mit der freien
Ligandenkonzentration in Form einer rechtwinkligen Hyperbel wachst, ihre
Sattigung fur C — Ry erreicht und Halbséttigung bei L = K vorliegt.

Direkt messbar im Experiment sind Bror, NSB und Lo; dabei gilt: L = Lo - Bror -
NSB. Die Bindungsisotherme ergibt sich dann als Summe der spezifischen und

der unspezifischen Interaktion des Liganden mit dem Rezeptor.

L
Bor =R, 3——+all
Tor = Mo

Gleichung 9

2.6.2 Kompetitionsexperiment

Das Prinzp des Kompetitionsexperimentes beruht auf der Kompetition eines
radioaktiv. markierten und eines unmarkierten Liganden um dieselbe
Rezeptorbindungsstelle. Dabei kann es sich bei dem radioaktiv markierten und
dem nicht markierten Liganden um die gleiche Substanz handeln (homologe

Kompetition) oder um zwei verschiedene Substanzen (heterologe Kompetition).
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Durch das Kompetitionsexperiment lassen sich einerseits der [Cso-Wert
(Konzentration des Kompetitors welche dessen halb-maximale Bindung bewirkt,
bzw. die SB des Radioliganden um 50% erniedrigt) des unmarkierten
Kompetitors, andererseits wichtige Hinweise bezuglich moglicher Heterogenitat
von Bindungsstellen finden. Aus dem ICso-Wert lassen sich die Kp (bei
homologer Kompetition) bzw. mittels der Korrektur nach Cheng-Prusoff (siehe
Kapitel 2.6.2) die K; (Gleichgewichts-Dissoziations-Konstante des unmarkierten
Inhibitors) berechnen. Die Kp eines homologen bzw. die K; eines heterologen
Kompetitors kann allerdings nur ermittelt werden wenn vorher die Kp des

Radioliganden durch ein Sattigungsexperiment bestimmt wurde.

Ausgegangen wird von folgendem Reaktionsschema:

KL
+ L o RL Kt = Kp

)
<20+ —

Gleichung 10

Hierbei bilden der Inhibitor (I) und der Rezeptor (R) reversibel den Rezeptor-
Inhibitor Komplex (RI), der Radioligand (L) und der Rezeptor formieren sich
zum Rezeptor-Ligand Komplex (RL). Dabei kompetieren | und L um R. K| ist die
Dissoziationskonstante des Radioliganden, K; ist diejenige des unmarkierten
Inhibitors.

In der Praparation gibt es nur eine Klasse von Bindungsstellen (Rezeptoren).
Gemessen wird die Abnahme von RL bei steigenden Konzentrationen von 1. Im
Versuch wird zur Zeit t = 0 die Rezeptorpraparation zugegeben und die
Gleichgewichtseinstellung abgewartet.

Die beobachtete GroRRe ist RL, die als Funktion des zugegebenen Inhibitors in
einer Hemmkurve dargestellt wird. Aus den Massenwirkungsgesetzen fir die

beiden oben dargestellten kompetitierenden Reaktionen
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Gleichung 11 a bzw. b

erhalt man durch Umformen unter der Voraussetzung Ry << Lg, lo:

r LKL K (1+LUK,)
P+ LK, K, (1+L/K ) +I

RL(I=0) Opg-1

Gleichung 12

Der Mittelpunkt der Hemmkurve befindet sich bei einer Inhibitorkonzentration
von | = K (I + L/ K.) und wird mit ICso bezeichnet.
Die Beziehung zwischen ICso und K; heil3t Cheng-Prusoff-Gleichung und erlaubt

ICs =K, EEHL]
KL

Cheng and Prusoff, 1973; hierzu muss K bekannt sein.

die Berechnung von K;:

Gleichung 13

Im Falle der homologen Kompetition (Verdrdngung des Radiolabels durch sein

unmarkiertes Analogon) gilt:
IC,, = K_ +1L, bzw. K., = 1C, - L,

Gleichung 14

Unter Einbeziehung der Cheng-Prusoff-Gleichung lasst sich die Hemmkurve

nun mit

pIC,, = -loglC,, und pl=-logl

Gleichung 15 aund b
beschreiben als:
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RL = RL(0) 11C% . jogarithmiert RL:LE)_I
IC,, +1 1+1CP™P

Gleichung 16 a bzw. b

Fur den in den Experimenten erreichten Sattigungsgrad y, der die Fraktion der

mit Ligand besetzten Rezeptoren darstellt, gilt:

Gleichung 17

Hieraus lasst sich die maximale Bindungskapazitat, d.h. die
Gesamtrezeptorenzahl Buax = Ro berechnen zu
+
Buax = s = EXK e
y L

Gleichung 18

2.6.3 Verallgemeinerung der Bindungsisotherme nach Hill

Falls der nicht-markierte Ligand nicht mit dem Radioliganden kompetitiv ist oder
der Radioligand ein kompliziertes Bindungsverhalten zeigt, ist die
Bindungsisotherme steiler oder flacher als es der Gleichung 16 a bzw. b
entspricht. In diesem Fall werden diese beiden Gleichungen durch die
Einfuhrung eines Exponenten (Hill-Koeffizient = ny) verallgemeinert. Fur die
Inhibitionskurve gilt dann:

___ SB(0)
- 1+ 1Cn(pIC50—pI)

Gleichung 19

Fur die Sattigungisotherme gilt:

R(0)

RL=R, G"i; logarithmiert RL = —————
"+ K" 1 +1,C"(PL=PK)
—_

y

Gleichung 20 a bzw. b
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Dabei gilt: SB(0) = SB zum Zeitpunkt t = 0. Fur Bindungsstudien lassen sich mit

Hilfe von ny folgende Schlussfolgerungen ziehen:

n=1:

Ubliche Bindungsisotherme: Vorhandensein nur einer Klasse von

nicht miteinander in Wechselwirkung stehenden Bindungsstellen

n>1:

positive Kooperativitdt: mehrere Ligandenmolekile binden mit
steigender Affinitdt an den Rezeptor und fuhren eventuell auch
durch allosterische Modulation zu einer erhdhten oder verminderten

Radioligandenbindung

n<1:

negative Kooperativitat: die Bindung des ersten Liganden erschwert
die Bindung weiterer Ligandenmolekile; kommt in der Natur sehr
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 + 1On[CpICSO—pX

y = 7+ (100-A)

Gleichung 21
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Dies stellt eine Verallgemeinerung der Gleichung 19 fur nicht-vollstandige

Hemmung dar. Dabei gilt:

y = %SB (% der spezifischen Bindung)

A = Amplitude (maximaler Effekt der Sattigung); A = 100 — vollstandige

Hemmung

px = -log x (wobei x die Konzentration des homologen bzw. die Konzentration
des heterologen Inhibitors darstellt.)

pICso = -log ICsp: Der ICs ist der Mittelpunkt (Wendepunkt) der Hemmkurve

n = ny = Hill Koeffizient

Falls die Einzelexperimente darauf hinwiesen, dass A ~ 100% und nyg ~ 1,
wurden diese beiden Parameter als Konstanten in die Anpassung eingegeben,
um die Fehler der verbleibenden Parameter zu verringern.

Im Falle biphasischer Hemmkurven, wurde ein Modell mit zwei Komponenten
(Gleichung 21) mit ng=1 und A, = 100 — A; angewendet.

A, 100-A,
y= 1+ 10@|C50,1' [929] 1+ 10@|C50,2' pX)

Gleichung 22

2.8 Statistik

Die Amplituden und die plCso-Werte sind normalverteilt (Christopoulos, 1998);
folglich trifft dies auch fur pKp bzw pKi-Werte zu. Vorteilhaft an normalverteilten
Werten ist, dass parametrische Tests wie der student’s t-test anwendbar sind.
Daher wurden aus den experimentell ermittelten Daten durch Angleichung an
Gleichung 21 bzw. Gleichung 22 zunachst die plCso-Werte ermittelt. Dann
wurden mit der Korrektur nach Cheng-Prusoff (Gleichung 13) bei heterologer
bzw. Gleichung 14 bei homologer Kompetition die K; bzw. Kp-Werte errechnet.
Anschlie3end folgte die Berechnung des negativen dekadischen Logarithmus
dieser Werte (pKp, pKj). Zuletzt wurden die arithmetischen Mittel der pKp bzw.
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pKi-Werte aus den Einzelversuchen gebildet und deren Standardabweichung
des Mittelwerts (SEM = standard error of the mean) errechnet.

Die Konfidenzintervalle der ICsp-Werte ergaben sich zu

10Y mit y=plIC,,+ 2SEM

Gleichung 23

Die so gewonnenen Parameter sind in die Tabellen im Kapitel 3 eingetragen.

Stichproben, die im t-test auf ihr Signifikanzniveau untersucht werden sollten,
wurden zunachst, sofern es die Anzahl der Einzelversuche zuliel (n > 4),
mithilfe des Tests nach Smirnow-Kolmogorow auf Normalverteilung untersucht.
Danach stellte der F-test fest, ob die Standardabweichungen der untersuchten
Stichproben gleich waren, die Stichproben also der gleichen Grundgesamtheit
entstammten.

Waren diese beiden Voraussetzungen erflillt, wurde zum statistischen Vergleich
zweier Stichproben (z.B. Vergleich der Einzelversuche der Kompetition *H-
P1075 - A-312110 an SUR2A, mit und ohne MgATP) in den meisten Fallen ein
zweiseitiger student’s t-test flr unpaare Stichproben angewandt (Software:
GraphPad InStat version 3.05 for Windows, GraphPad Software Inc.). Wurden
abgewandelte Formen des statistischen Vergleichs angewandt (z.B ein t-test fur
paarige Stichproben) ist dies speziell im Text erwahnt.

In einem Fall musste ein modifizerter t-test (t-test mit Welch-Korrektur) (siehe
Kapitel 3.5.1) angewendet werden, da der F-Test einen signifikanten
Unterschied der Standardabweichungen der beiden untersuchten Stichproben
festgestellt hatte.

In einem weiteren Fall (siehe Kapitel 4.4.1) wurde der Unterschied zweier
Mittelwerte im zweiseitigen t-test fir unpaare Stichproben untersucht. Hierbei
gehen n; und n, (ny bzw. n, = Anzahl der Versuche fir die jeweilige Stichprobe)

als Anzahl der Freiheitsgrade mit in die Berechnung ein: f = ny;+n,-2.
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In den Abbildungen des dritten Kapitels sind die Mittelwertskurven der
Messreihen gezeigt (gemittelte Daten der Einzelversuche + 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 Gberein, wurden aber
nicht weiter verwendet.

Bei der Ermittlung des Fehlers der ApKp bzw. ApKi-Werte (siehe auch Kapitel
3.1.1) wurden die Regeln der Fehlerrechung angewandt (Bevington, 1969). Bei
zwei Parametern mit Fehlern a = 05, b = o, (0 = SEM) wurden die Fehler wie
folgt berechnet:

Summen- und Differenzbildung:

y=a+bh > 6, =402 +o; (absolutdehlerquarhte)

Gleichung 24

Bei ny # 1 musste entschieden werden ob ein Modell mit einer oder eines mit
zwei Bindungsstellen statistisch Uberlegen war. Fir diese Entscheidung wurde
das Akaike Kriterium herangezogen (Quast and Mahimann, 1982; Akaike,
1974).

Das Akaike Kriterium wird getrennt fur das Modell mit einer und fur das Modell

mit zwei Bindungsstellen berechnet.

AIC; =N 0n SQi + 2pi

Gleichung 25

Dabei ist N die Anzahl der Messpunkte, SQ;die Summe der Fehlerquadrate und
pi die Anzahl der Parameter des jeweiligen Modells. Bevorzugt wird das Modell

mit dem niedrigeren AIC-Wert.
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 3H-P1075-Verdrangunsmessungen an mit SUR2A transfizi  erten HEK-

Zellmembranen

Wie in der Einleitung (Kapitel 1.7.2) dargelegt, binden die KCO an die SUR-
Untereinheit des Karp-Kanals.(Hambrock et al., 1998; Hambrock et al., 1999;
Schwanstecher et al., 1998). In diesen Experimenten wurde ebenfalls gezeigt,
dal3 eine hochaffine Bindung der KCO die Gegenwart hydrolysierbarer
Nukelosidtriphosphate und Mg®* benétigt (Schwanstecher et al., 1998) und daR
die halbmaximale Aktivierung der hochaffinen Offnerbindung bei 3 — 5 uM
MgATP auftritt (Hambrock et al., 1998; 1999). Die Nukleotide und die Offner
binden an verschiedene Stellen des SUR (vgl. Kapitel 1.4.3 und 1.7.2); daher
stellt die Aktivierung der Offnerbindung durch MgATP die positiv allosterische
Kopplung zwischen der MgATP- und der Offnerbindungsstelle dar.

Hier wird, wie auch schon in friheren Untersuchungen (Hambrock et al., 1998;
1999), die Starke dieser allosterischen Kopplung erfafldt, in dem die
Offnerbindung bei vollstandiger Sattigung (mit MgATP, 1 mM) und bei weniger
als Halbsattigung (3 uM MgATP) verglichen wird. In Kompetitionskurven finden
wir, dafd bei 3 uM MgATP die (spezifische) Bindung des Radioliganden um etwa
70-80% erniedrigt wird (vergleiche Legende Abb. 17 und Abb. 18) und dal3 die
Inhibitonskurve nach rechts verschoben ist. Diese Rechtsverschiebung wird als
ein Mal3 fur die positiv allosterische Kopplung zwischen Nukleotidbindung und
KCO-Bindungsstelle betrachtet.Vermutlich sagt die Verschiebung etwas Uber
die intrinsische Effizienz (efficacy) der verschiedenen KCO aus. Solche
Versuche wurden bisher Uberwiegend am SUR2B (der SUR Isoform im glatten
Muskel) durchgefiihrt und werden hier auf den SUR2A (SUR Isoform in Skelett-

und Herzmuskel) Ubertragen.
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3.1.1 Homologe Verdrangung der >*H-P1075-Bindung an SUR2A.

Abb. 17 zeigt die homologen Verdrangungskurven *H-P1075-P1075 bei 1 mM
und 3 UM MgATP in normierter Form (d.h. in %SB). Die Inhibitionskurven sind
monophasich mit Hill Koeffizient 1. Die normierte Darstellung wurde gewabhilt,
um die Rechtsverschiebung der Kurve bei 3 uM MgATP hervorzuheben; in
absoluten Einheiten (fmol/mg) wiirde diese Kurve um etwa 69% tiefer beginnen.
Bei 1 mM MgATP wurde aus n = 12 Einzelversuchen ein mittlerer pKp von 7.81
+ 0.03 und fur 3 uM MgATP aus n = 5 Experimenten ein pKp von 7.71 £ 0.05
bestimmt; dies entspricht Kp-Werten von 16 [14, 18] nM und 20 [16, 25] nM.
Diese Werte unterscheiden sich nur unwesentlich von dem Fit (Gleichung 21,
Modell mit einer Bindungsstelle) der zusammengefassten Daten, der in Abb. 17
gezeigt ist. Die Rechtsverschiebung wurde durch Subtraktion der pKp-Werte
guantifiziert und betrug ApKp = 0.10 £ 0.06 (Tab. 4), wobei der Fehler des
ApKp-Wertes als Wurzel aus der Summe der Fehlerquadrate der beiden pKp-
Werte berechnet wurde (Material und Methoden, Kapitel 2.8). Daraus ergab
sich rechnerisch ein f-Wert (f = 10 exp ApKp = Kp, 0.003 mm / Kp, 1mm) Von 1.3 [1.0,
1.7]. Die pKp-Werte der Einzelversuche wurden einem student’s t-test flr
unpaarige Stichproben unterzogen. Es ergab sich mit p = 0,0792 (zweiseitig)
kein signifikanter Unterschied zwischen den pKp Werten bei 1 mM bzw. 3 uM
MgATP.

Abb. 17 Homologe Verdrangung der  *H-
P1075 Bindung an mit SUR2A
permanent transfizierten HEK-Zellen.
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Die Regressionskurven reprasentieren den Fit
der Gleichung 21 an die zusammengefassten
Daten der Einzelexperimente. Die Bedigungen
waren: 2,2 mM Mg, 1 mM ATP (a) und 1
mM Mg*, 3 UM ATP (b): (a/b); n = 12 / 5;
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e 3UMATP, 1 mM Mg®"; Bindung (Bror) = 121 + 13 / 56 + 5 fmol/mg;
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1 10 9 8 7 6 5 fmol/mg; Nichtspezifische Bindung (NSB) ~
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3 Ergebnisse

Tab. 4 Homologe Verdrangung der *H-P1075 Bindung an mit SUR2A permanent
transfizierten HEK-Zellen.

Radio- MgATP,
SUR ligand SR UM piCso | pKo | Ko,nM | ny | ApKp | f
SUR2A | °H-P1075 | P1075 | 1000 | /:74% | 78lx ) 16 | 1.00% 13

0.02 0.03 | [14,18] | 0.03 | 0.10+

[1,
3 7.64+ | 7.71+ 20 0.89+ | 0.06
SUR2A H-P1075 | P1075 3 0.04 0.05 116, 25] | 0.03 1.7]

Parametertabelle (Mittelwerte + SEM aus Einzelfits der logistischen Gleichung (Gleichung 21);
[X, ] , 95% Konfidenzintervall; Komp.= Kompetitor; f = 10 exp ApKp = Kp. 0.003mm / Kb, 1mm

3.1.2 Heterologe Verdrangung der *H-P1075-Bindung an SUR2A durch A-
312110

Es sollte nun aquivalent zu den Versuchen zur homologen Verdrangung der *H-
P1075 Bindung der neue Ligand A-312110 untersucht werden. Zur Berechnung
der Ki-Werte aus den ermittelten ICso-Werte wurde die Methode nach Cheng-
Prusoff (sieche Kapitel 2.6.2) angewandt. Fiir 2.2 mM Mg, 1 mM ATP ergab
sich ein mittlerer pK; von 7.87 + 0.02 (K; = 14 [12, 15] nM) und fir 1 mM Mg**, 3
UM ATP ein pK; von 7.52 + 0.02 (K; = 30 [28, 33] nM). Die Rechtsverschiebung
betrug ApK; = 0.35 £ 0.03 mit f = 2.2 [1.9, 2.6]. Im zweiseitigen student’s t-test
wurde mit p < 0,0001 ein hoch signifikanter Unterschied der pKi-Werte bei
2.2mM Mg?*, 1ImM ATP beziehungsweise bei 1mM Mg?*, 3uM ATP festgestellt.
In Abb. 18 sind die gemittelten Hemmkurven normiert dargestellt. In absoluten
Einheiten (fmol/mg) wirde die Kurve bei 3uM ATP um ca. 82% tiefer beginnen.

Eine Zusammenfassung der ermittelten Werte ist in Tab. 5 dargestellt.
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Abb. 18 Heterologe

l Verdrangung der
100 ® ATP1mM, Mg* 2,2 mM; H3-P1075 Bindung
PICg,=7.80 +/- 0.02 durch A-312110 an
mit SUR2A per-
80 - O ATP3uM, Mg® 1 mM; manent trans-

fizierten HEK-
Zellen.

pIC,, = 7.46 +/- 0.01

60 - Konzentrationen: 2,2

mM Mg*, 1 mM ATP
(@) und 1 mM Mg, 3
UM_ATP (b). (a/b): n
=4/ 4; o= 298 +
0.06 / 2.93 + 0.04
nM; PK = 0.25+0.02 /
0.2620.03  mg/ml;
Bror = 122 + 22/ 31

40 -

®*H-P1075-Bindung (%SB)

20 A

0 ; : - - T ¥  + 3 fmol/mg; SB =
1 10 o 8 7 6 5 114 22 /21 %1
A-312110 in (-log M) fmolimg; NSB ~ 6% /

~ 27% von Bqor .

Tab. 5 Heterologe Verdrangung der H *-P1075 Bindung durch A-312110 an mit SUR2A
permanent transfizierten HEK-Zellen.

Radio- MgATP, _ _
SUR ligand Komp. UM pICso pK; Ki, nM Ny ApK; f
3
H- 780z | 7.87+ | 14 | 1.02%
SUR2A| pg7g |A-312110 1 1000 1 505" | 002 | [12,15] | 0.04 | 0.35+ [i'g
°H- 7.46% | 7.52+ 30 1.06+ | 0.03 e
SURZA| pig7g |A3121101 3 | 4501 | 002 | [28,33] | 0.09 2.6]

Parametertabelle (Mittelwerte + SEM aus Einzelfits der logistischen Gleichung (Gleichung 21);
[X, v] , 95% Konfidenzintervall; Komp. = Kompetitor; f = 10 exp ApKp = Kp, 0.003 mm / Kb, 1mm

3.2 3H-P1075-Verdrangunsmessungen in mit SUR2B transfizi erten HEK-

Zellmembranen

Eine weitere Isoform des Sulfonylharnstoffrezeptors stellt SUR2B, der in glatten
Muskelzellen exprimiert wird (vgl. Kapitel 1.4.5), dar. In Kapitel 3.2 sollte, wie
zuvor an SUR2A, die Affinitdt von A-312110 zum Rezeptor und die Starke der
allosterischen Kopplung zwischen Nukleotidbindung und der Bindungsstelle von
A-312110 an SUR2B untersucht und mit derjenigen von P1075 verglichen

werden.
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3 Ergebnisse

3.2.1 Homologe Verdrangung der H 3-P1075-Bindung an SUR2B

Die Kurven in Abb. 19 zeigen, in normierter Form, die gemittelten Hemmkurven
von P1075. Fir 2.2 mM Mg?*, 1 mM ATP ergab sich ein mittlerer pKp von 8.04
+ 0.03 (Tab. 6) und fir 1mM Mg?*, 3 uM ATP ein pKp von 7.75 + 0.02. Die
entsprechenden Kp-Werte sind 9.1 [7.1, 11] nM und 18 [16, 20] nM. Die
Rechtsverschiebung betrug ApKp = 0.29 + 0.04 mit einem f-Wert von 2.0 [1.6,
2.3]. In absoluten Einheiten (fmol/mg) wirde die Kurve bei 3uM ATP um ca. 78
% tiefer beginnen. Es ergab sich im student’s t-test mit p < 0.001 ein hoch

signifikanter Unterschied der pKp Werte bei 1 mM beziehungsweise 3 uM ATP.

100 & 8 o ® ATP1mM, Mg®* 2.2 mM;
pIC,, = 7.95 +/- 0.02
m
U)o 80 -
S O ATP 3 puM, Mg* 1 mM;
=2 pIC,, = 7.70 +/- 0.02
2 60
£
m
L0
S
S 40
Q-
mI
20
0 T T \)
11 10 9 8 7 6 5

P1075 in (-log M)
Abb. 19 Homologe Verdrangung der *H-P1075 Bindung an SUR2B in Membranen aus
stabil transfizierten HEK-Zellen.

Konzentrationen: (a) 1 mM MgATP (a) und (b) 3 uM MgATP; freies Mg** war =1 mM, n =4/ 3;
PK =0.17 £0.03/ 0.40 £0.02 mg/ml, L, =2.11 £ 0.02/ 2.06 + 0.02 nM; Bror = 220 £ 22/ 49
+ 3 fmol/mg, SB = 202 + 21 / 44 + 3 fmol/mg; NSB ~ 6% / ~ 12%von Bror
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Tab. 6 Homologe Verdrangung der *H —P1075 Bindung aus SUR2B

Radio- MgATP,
SUR ligand Komp. UM pICso pKp Ko, NM Ny ApKp | f

] 795t |8.04x |91 1.00+
SUR2B | "H-P1075|P107511000 1505|903 |[7.4,11] |0.03 |0.29+ | 2.0

] 770+ |7.75¢ |18 0.06% |0.04 |[L.6,2.3]
SUR2B | *H-P1075 | P1075 | 3 con oo lis200 oo

Parametertabelle (Mittelwerte + SEM aus Einzelfits der logistischen Gleichung (Gleichung 21));
[X, ] , 95% Konfidenzintervall; Komp.= Kompetitor; f = 10 exp -ApKp = Kp, 0.003mm / Kb, 1mm

3.2.2 Heterologe Verdrangung der °H-P1075-Bindung mit A-312110 an
SUR2B

Abb. 20 zeigt zwei gemittelte Hemmkurven, die eine unter Zugabe von 1 mM
ATP mit einem pK; von 7.75 £ 0.02 (K; = 18 [16, 20] nM) , die andere bei einer
Konzentration von 0.003 mM ATP mit pK; = 7.65 + 0.02 (K; = 22 [20, 25] nM). In
absoluten Einheiten (fmol/mg) wirde die Kurve bei 3uM ATP um ca. 68 % tiefer
beginnen. Bei einem Mg**-ATP-shift der pKi-Mittel von 0,10 + 0,03 (siehe auch
Tab. 7) ergab sich f = 1.3 [1.1, 1.4]. Der zweiseitige t-test fir unpaarige
Stichproben ergab mit p < 0,01 einen signifikanten Unterschied der beiden

Stichproben.

Abb. 20 Heterolo%e
Verdrangung der “H-
P1075 Bindung durch
A-312110 an mit
SUR2B permanent
transfizierten HEK-
Zellen
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80 A

Konzentrationen: 2,2
mM Mg®, 1 mM ATP
(@ und 1 mM Mg*, 3
UM ATP (b). Die Daten
sind Mittelwerte aus
jeweils n = 4
Experimenten: (a/b): Lo
=229 +0.28 /276 %
022 nM; PK =
0.26+£0.03 / 0.32+0.02
mg/ml, Bror =218 £+ 12
0 , , , [ 77 £ 11 fmol/mg; SB =
10 9 8 7 6 5 214 + 14 | 68 + 10

fmol/mg; NSB ~ 5% / ~

A-312110 (-log M) 13% von Bror.

60 -

ATP 1mM, Mg®* 2,2 mM;
pIC,, = 7.66 +- 0.01
40 -

0O ATP3uM, Mg® 1 mM;
pIC,, = 7.58 +- 0.02

®H-P1075 Bindung in %SB

20 1
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3 Ergebnisse

Tab. 7 Heterologe Verdrangung der  *H-P1075-Bindung an SUR2B durch A-312110

Radio- MgATP, _ :
SUR | ooy Komp. ‘M| PICs | pK [ KM ne | OpK | f
SUR2B | ®H-P1075 | A-312110 | 1000 | /-86% | 7.75% 18 10721590 13

0.01 | 0.02 | [16,20] | 0.03

+ | [11
3 758+ | 7.65+% 22 1.01% ’
SUR2B | *H-P1075 | A-312110 3 602 | 0.02 | [20.25] | 002 |%08| 14

Parametertabelle (Mittelwerte aus Einzelfits der logistischen Gleichung (Gleichung 21))
[X, y] , 95% Konfidenzintervall; Komp. = Kompetitor; f = 10 exp ApKp = Kp 0.003mm / Kb, 1mm

3.3 Messungen mit 3H-GBC an mit SUR2A(Y1206S) transfizierten HEK-

Zell membranen

Die Verwendung von *H-GBC als Radioligand bietet den Vorteil, dass MgATP
auf null reduziert werden kann, da MgATP die GBC-Bindung hemmt. Die
Affinitat der SUR2-Subtypen zu GBC ist mit einer Kp ~ 25-30 nM (Hambrock et
al., 2001; Staul et al., in Vorbereitung), nicht hoch genug, um prazise Resultate
bei Bindungsstudien erzielen zu kdnnen. Daher wurden Mutanten, bei denen
Tyrosin in Position 1206 durch Serin, die korrespondierende Aminosaure im
SUR1, ersetzt ist, entwickelt. Diese Mutation steigert die Affinitat der SUR2-
Subtypen fur GBC um etwa das Zehnfache (Hambrock et al., 2001; Staul} et al.,
in Vorbereitung), fihrt aber nur zu einer geringen, weniger als 2-fachen
Verminderung der Affinitat der Offner (Hambrock et al., 2001; Russ et al.,
2003). Die gleichzeitige hochaffine Bindung von Sulfonylharnstoffen und K-
Kanal-Offnern an die SUR2(Y1206S)-Subtypen erlaubt eine prazisere Analyse
der Beziehung von Offner- und Sulfonylharnstoffbindung als der SUR2 Wildtyp
(Hambrock et al., 2001, Loffler-Walz et al., 2002).

In den folgenden Experimenten wird zunachst die Kp von *H-GBC an
SUR2A(Y1206S) ermittelt. Dann folgt  ein Vergleich der
Bindungscharakteristika von  P1075 und A-312110 in der heterologen
Kompetition mit *H-GBC an SUR2A(Y1206S).
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3.3.1 Sattigung der *H-GBC Bindung an HEK-Zellmembranen permanent
transfiziert mit SUR2A(Y1206S)

Das Sattigungsexperiment fuhrt bei der Bestimmung der Kp eines Liganden zu
den genauesten Werten (siehe Kapitel 2.6.1). Wie in den vorangehenden
Kapiteln wird diese Kp zur Korrektur der ermittelten I1Cso-Werte der
nachfolgenden heterologen Kompetitionsexperimente mit P1075 und A-312110
nach Cheng-Prusoff bendtigt. Es wurden vier Sattigungsexperimente in der
Gegenwart und drei in der Abwesenheit von MgATP durchgefuhrt. Dabei wurde
den Ansatzen ohne MgATP der Komplexbildner 1 mM EDTA
(Ethylendiamintetraacetat)  zugefigt um  kontaminierendes Mg* im
Inkubationspuffer zu binden. Jedes Einzelexperiment wurde nach dem
Massenwirkungsgesetz (MWG, siehe Gleichung 9) ausgewertet und eine Kp
sowie ein Buax-Wert (maximale Bindungskapazitat) ermittelt. Fur die Abb. 21
wurden die Einzelversuche normiert, d.h. die spezifische Bindung wurde in
%Bwmax des jeweiligen Experiments ausgedruckt.

Es ergaben sich in Anwesenheit von 1 mM ATP und 2.2 mM Mg2+ eine Kp von
6.6 [4.5, 10] nM (pKp = 8.17+0.09), in Abwesenheit von Magnesium und ATP
eine Kp von 5.6 [3.9, 8.1] nM (pKp = 8.25+0.08). Die beiden pKp-Werte (mit /
ohne MgATP) waren nicht voneinander verschieden. Mit p < 0.05 ergab sich
aber im zweiseitigen t-test fur unpaarige Stichproben ein signifikanter
Unterschied der Byax-Werte.

Die gemittelten Werte aus den Einzelexperimenten sind in der Tab. 8

angegeben.
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Abb. 21 °*H-GBC Sattigungsexperimente an HEK 293-Zellmembranen permanent
transfiziert mit SUR2A(Y1206S)

Die Regressionskurven reprasentieren den Fit der Gleichung 9 an die zusammengefassten
Daten der Einzelexperimente. Die Bedigungen waren: 2,2 mM Mg>, 1 mM ATP (a) und
Abwesenheit von Mg2+ und_ATP (b): (a/b); n =4/ 3; Byax = 626 £ 107 / 1144 + 128 fmol/mg;
PK =0.26 £ 0.03/0.22 + 0.01. Die NSB wurde in der Gegenwart von P1075 (100uM) ermittelt
und stieg proportional zur Konzentration an freiem Label an:

NSB =39 + 2 / 53 + 1 fmol/mg*x. Somit betrug die NSB bei 10 nM Labelkonzentration ~52% /
42% von Bqot, bei Konzentrationen von Ly = 20 nM betrug die NSB ~ 64% / 54% von Bror. Die
SB wurde aus Bror — NSB errechnet und im Schaubild in %Byax angegeben. Die Versuche
wurden von Cornelia Loffler-Walz durchgefiihrt und sind hier der systematischen Vollstéandigkeit
wegen aufgefihrt.

Tab. 8 *H-GBC Séttigungsexperimente an HEK 293-Zellmembranen permanent transfiziert
mit SUR2A(Y1206S)

Radio- | MgATP,
SUR ligand UM Kp, nM pKp, -log M Bmax , fmol/mg
SUR2A(Y1206S) | °H-GBC 1000 | 6.6[4.5, 10] 8.17+0.09 6261107
SUR2A(Y1206S) *H-GBC 0 5.6 [3.9, 8.1] 8.25+0.08 11444128

Parametertabelle (Mittelwerte aus Einzelfits + SEM an das Massenwirkungsgesetz
(Gleichung 9)); [x, y] , 95% Konfidenzintervall
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3.3.2 Heterologe Verdrangung der *H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S)
mit P1075

Wie in der Einleitung dargelegt, liegen die Bindungsstellen fiir *H-GBC und die
Offner auf verschiedenen Teilen des SUR. Es wurde gezeigt, dass die Offner
die *H-GBC Bindung durch einen allosterischen Mechanismus hemmen. Die
Darstellung in Abb. 22 zeigt dass, in Anwesenheit von 1mM ATP, P1075 die *H-
GBC Bindung an die SUR2A-Mutante mit einem biphasischen Kurvenverlauf
hemmt. Die Hochaffinitatskomponente ist beschrieben durch einen pK;; = 7.72
+0.07 (Ki1 = 19 [14, 26] nM) und eine Amplitude von A; = 63 + 2 % der SB. Die
niederaffine Komponente zeigt einen pKj, von 5.82 + 0.15 (K, = 1.5 [0.8, 3.0]
uM) mit einem Amplitudenanteil von 37 £ 2 % (siehe auch Tab. 9). In
Abwesenheit von MgATP verschiebt sich die Bindungskurve bei einem pK;von
5.66 = 0.05 nach rechts (K; = 2.2 [1.7, 2.8] uM) und verlauft mit ny = 0.89 £ 0.05
monophasisch. Entsprechend dem mono- bzw. biphasischen Kurvenverlauf
erfolgte der in Abb. 22 dargestellte Fit nach Gleichung 21 bzw.Gleichung 22.
Hierbei entspricht, wie am SUR2B(Y1206S) schon gezeigt (Hambrock et al.,
2001; Loffler-Walz et al., 2002; Russ et al., 2003,) der pKii-Wert der
Hochaffinitatskomponente bei Anwesenheit von MgATP dem pKp der mit *H-
P1075 in der homologen Kompetition (Kapitel 3.1.1) erzielt wurde (t-test fur
unpaarige Stichproben). Der pK;, der niederaffinen Bindungsstelle liegt im p-
molaren Bereich und ist statistisch vom pK; der monophasischen
Bindungskurve an SUR2A(Y1206S) bei Abwesenheit von MgATP nicht

verschieden.

Um wie am nativen SUR2 einen ApKi-Wert zu errechnen, wurde stellvertretend
fur den Kp(Kj)-Wert bei 1ImM MgATP an SUR2 der pK;;-Wert der biphasischen
Bindungskurve unter Anwesenheit von MgATP an SUR2A(Y1206S)
herangezogen. Der pKp-Wert bei 3uM MgATP am nativen SUR2 wurde an
SUR2(Y1206S) ersetzt durch den pK; in Abwesenheit von MgATP. Somit ergibt
sich ein ApKi-Wert von 2.0 + 0.08 (pKj: (+ MgATP) - pK; (- MgATP)) und ein
daraus resultierender f-Wert (f = 10 exp ApK;) von 110 [76, 170]. Auch hier
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wurde auf die normierte Darstellung zurlickgegriffen. Die Bindungskurve unter

Anwesenheit von 1 mM MgATP wirde in absoluten Einheiten (fmol/mg) ~62%

tiefer beginnen als die Kurve ohne Mg?* und ATP.

lOOJ‘
m
) 80
S
£
g 60
> +
S |e ATP1ImM MJ 22mM
@ 4, PIG,,=7.60+-0.09;
Q pIG,,,=5.68 +-0.17
)
T 27
& o EDTAlmM
pIG,, =549 +-0.05
O ——————— = )
no o s s 7 & 5
P1075 (Hog M)

Tab. 9 Heterologe Verdrangung der

permanent transfizierten HEK-Zellen.

Abb. 22: Heterolo%e
Verdrangung der H-
GBC Bindung durch
P1075 an mit SUR2A

(Y1206S) permanent
transfizierten HEK-
Zellen.

Die Bedingungen waren:
2,2 mM Mg*, 1 mM ATP
(@ und EDTA 1 mM, O
Mg®, 0 ATP (b): (a/b); n
=4/5;L,=251+0.11/
2.69 £ 0.10 nM; PK =
0.231 + 0.03 / 0.20 =
0.02 mg/ml; Byor = 197 +
10 / 392 + 12 fmol/mg;
SB =94 +6/ 247 + 19
fmol/mg; NSB ~ 52% / ~
37% von Byo7 , Wobei die
NSB bei 100uM P1075
bestimmt wurde. Die
Versuche unter
Anwesenheit von MgATP
wurden von Eva Staul
und Cornelia Loffler-
Walz durch-gefihrt.

*H-GBC Bindung durch P1075 an mit SUR2A(Y1206S)

Mg

PICso1, | PICso2, | PKi1, | Kit, | PKi2, | Ki2, | Ag Ay,
IR MH AJl\I/DI -logM | -logM |-logM| nM |-logM | uM | %SB | %SB
SUR2A _ 1000 7.60x 568+ | 7.72% [12 5.82+ [(1)2 63+ 37+
(Y1206S) 0.09 0.17 0.07 '| 0.15 e 2 2 110
26] 3.0] 76
SUR2A | 089¢ | | sa9: | |  |sse6: [ig o | 100 |170]
(Y1206S)| 0.05 0.05 005 |5

Radioligand: *H-GBC

Parametertabelle (Mittelwerte aus Einzelfits + SEM der logistischen Gleichung (Gleichung 21
bzw. Gleichung 22)); [x, y], 95% Konfidenzintervall; f = 10 exp ApKp
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3.3.3 Heterologe Verdrangung der >*H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S)
mit A-312110

In der Gegenwart von 1 mM MgATP zeigte A-312110 eine deutlich biphasische
Inhibitionskurve. Wie aus Abb. 23 ersichtlich verdrangt A-312110 bei einer
Konzentration von 100 pM geringfiigig mehr *H-GBC als P1075 (NSB). Dieser
kleine Effekt wurde vernachlassigt. Die Hochaffinitatskomponente schloss 69%
der totalen Inhibition mit einem pK;;-Wert von 8.09 + 0.05 ein (Ki1 = 8 [7, 10]
nM). Die niederaffine Komponente (A; = 31%) wies einen pK;,-Wert von 5.52 +
0.11 auf (Ki2 = 3.0 [1.8, 3.9] uM). Mit der Abwesenheit von MgATP ergab sich
eine Rechtsverschiebung der Bindungskurve. Nach Anpassung der
Versuchsdaten an Gleichung 21 (Modell mit einer Bindungsstelle) fand man
einen pK; von 5.94 + 0.02 (K; = 1.2 [1.1, 1.3] uM) bei einem Hill-Koeffizienten
von 0.75 £ 0.04 und eine Amplitude von 100%. Der pK; der monophasischen
Bindungskurve (Abwesenheit von MgATP) war von dem pK;, der biphasischen
Bindungskurve (mit MgATP) statistisch signifikant (p < 0.05) verschieden. Es
ergab sich ein ApK;-Wert von 2.1 + 0.07 mit einem resultierenden f-Wert von
140 [100, 190].

Ein ny < 1 weist auf eine eventuelle Heterogenitat der Bindungskurve hin
(vergleiche Kapitel 2.6.3). Ein alternativer Fit nach Gleichung 22 (Modell mit
zwei Bindungsstellen) ergab einen pK;;-Wert von 6.45 + 0.1 (K;; = 360 [190,
680] nM) und einen pKi, = 5.21 + 0.13 (Kj> = 6.2 uM [3.4, 11]), wobei die
hochaffine Komponente 58 + 5% der spezifischen Bindung Uberstrich, der
niederaffine Anteil beanspruchte 42 + 5% der SB.

Zum Vergleich der beiden Modelle wurde das Akaike-Kriterium (siehe Kapitel
2.8) herangezogen (Quast and Mahlmann, 1982). Der Test zeigte, dass das
Modell mit zwei Bindungsstellen leicht vorzuziehen war (p < 0.05).

Die Bindungskurve bei Anwesenheit von MgATP wurde bei diesem Modell in
absoluten Einheiten (fmol/mg) ~52% tiefer beginnen als die Kurve ohne Mg**
und ATP.
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100 (L

o 80
%)
X
I=
> 604 ® ATP1mM,Md*2.2mM
= pIC,, , = 7.97 +/- 0.05;
= pIC,,,= 5.39 +/- 0.11
f‘_.; 40 -
2 O EDTA1mM;
o pIC,, = 5.79 +/- 0.02;
&=  204. - - EDTA 1mM, Fit nach 2 Komponenten;

pIC,,, = 6.31 +/- 0.14;
pIC,, ,= 5.06 +/-0.13

11 10 9 8 7

A-312110 (-log M)
Abb. 23 Heterologe Verdrangung der ®*H-GBC Bindung durch A-312110 an mit

SUR2A(Y1206S) permanent transfizierten HEK-Zellen.

Bei den Bindungskurven in Abwesenheit von MgATP reprasentiert die durchgezogene Linie das
Modell mit einer Bindungsstelle (Gleichung 21), die punktierte Line das Modell mit zwei
Bindungsstellen (Gleichung 22). Die Bedingungen waren: 2,2 mM Mg*, 1 mM ATP (a) und 1
mM EDTA,0 Mg, 0 ATP (b): (a/b); n =5/4; Lo = 2.26 + 0.04 / 2.28 + 0.07 nM; PK = 0.42+0.04
/0.17 £ 0.01 mg/ml; Bror = 174 £ 16 / 324 £ 20 fmol/mg; SB =99 + 9/ 204 + 8 fmol/mg; NSB ~
43% / ~ 37% von Bror , wobei die NSB bei 100uM P1075 bestimmt wurde.

Tab. 10 Heterologe Verdrangung der *H-GBC Bindung durch A-312110 an mit

SUR2A(Y1206S) permanent transfizierten HEK-Zellen.

M
SUR n ATI% PICso1, | PICs02, | PKis, Kiz, | PKi2, | Kig, A Az, f
" |"uw’| 10gM | HogM |-logM| nM | -logM | uM | %SB | %SB
3.0
SUR2A 7.97+ | 539+ |800¢| 8[7, | 5.52¢
v1206s) | 7 |1999 005 | 011 | 005 | 10 | 011 [31'3]’ 69£2 | 3122 | 149
: [100,
SUR2A 12
075+ | 0 5.79+ 5.94+ 190]
(Y12068) | ' - Sos | ~ | %oe | ML | 0 | 100
A 1.3]
SUR2A 360 6.2
10 | 0 | 631+ | 506+ |6.45+ 5.21+
(Y1206S) | = [190, [3.4, | 5845 | 425 | -
5 (fix) 014 | 013 | 0.4 | gort | 013 | 1)

Radioligand: *H-GBC

A: Anpassung an Gleichung 21 (Modell mit einer Bindungsstelle).
B: Alternativer Fit nach 2 Komponenten (Gleichung 22, Modell mit zwei Bindungsstellen).

[X, ], 95% Konfidenzintervall; f = 10 exp ApKp
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3.4 3H-GBC-Messungen in mit SUR2A(Y1206S) / Kir6.2 trans ient
transfizierten HEK-Zellmembranen

An mit SUR2B(Y1206S) transfizierten Membranen wurde gezeigt, dass sich die
Affinitat des Rezeptors fir *H-GBC durch Koexpression mit Kir 6.2 nicht
verandert. Auch die Affinitat des Offners P1075 fur SUR2B(Y1206S) wurde
durch die Koexpression nicht beeinflusst (Hambrock et al., 2001). Hier werden
zunachst Sattigungsexperimente der *H-GBC Bindung an SUR2A(Y12062S) /
Kir 6.2 beschrieben und mit denen an SUR2A(Y12062S) allein verglichen.

Im Anschluss folgt die heterologe Kompetition von *H-GBC gegen A-312110.

3.4.1 Sattigung der °*H-GBC Bindung an HEK-Zellmembranen transient
transfiziert mit SUR2A(Y1206S) / Kir 6.2

Die gemittelten Werte der Einzelversuche (SB in %Byax) sind in Abb.24
normiert dargestellt. In Anwesenheit von MgATP konnte eine Kp von 1.18 [0.86,
1.48] nM (pKp = 8.94 + 0.05), in Abwesenheit von Mg?* und ATP eine Kp von
1.85[1.05, 2.65] nM (pKp = 8.76 + 0.11) ermittelt werden. Die beiden pKp-
Werte, sowie die beiden Byax-Werte (mit / ohne MgATP) unterschieden sich
statistisch nicht.

Tab. 11 fasst die ermittelten Werte zusammen.
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Abb.24 °H-GBC Sattigungs-
experimente an HEK 293-
Zellmembranen transient
transfiziert mit SUR2A(Y1206S)
/ Kir6.2

Die Kurven sind nach Gleichung 9
gefittet. Bedingungen: 2,2 mM
Mg®, 1 mM ATP (@) und
Abwesenheit von Mg®* und ATP
(b): (a/b); n = 4/ 3; Byax = 569 *
48 | 772 + 102 fmol/mg; PK =
o ATP1mM MJ"22mM 0.19 + 0.02 / 0.2 = 0.03; NSB
O kein ATP, kein M§", EDTA 1 mM (P1075 100pM) =32 +2 /300
20 - —— ATP 1 mM, Md* 2.2 mM, Fit fmol/mg*x. Bei Ly = 5 nM betrug
- kein ATP, kein M§', Fit die NSB ~26% / 22% von Bqor,
bei Lo = 10 nM wurde eine NSB
0 ' ' ' ' von ~39% / 32% der Bror bei Ly =

0 > 10 B 2 20 nM eine NSB von ~55% / 47%

[*HIGBC,; ("M) ermittelt.

100

8

3

SB von[*H]GBC in %B,,,x
&

Tab. 11 *H-GBC Sattigungsexperimente an HEK 293-Zellmembranen transie  nt transfiziert
mit SUR2A(Y1206S) / Kir6.2

. MgATP, pKp, Buax s
SUR Radioligand UM Kp, nM -log M fmol/img
SUR2A(Y1206S) / Kir6.2 °H-GBC 1000 |1.18[0.86,1.48] | 8.94+0.05 | 569148
SUR2A(Y1206S) / Kir6.2 *H-GBC 0 1.85[1.05, 2.65] | 8.76+£0.11 | 772+102

Parametertabelle (Mittelwerte + SEM aus Einzelfits an das Massenwirkungsgesetz
(Gleichung 9)); [, y], 95% Konfidenzintervall.

3.4.2 Heterologe Verdrangung der *H-GBC-Bindung von SUR2A(Y1206S) /
Kir6.2 mit A-312110

Auch bei der Koexpression von SUR2A(Y1206S) und Kir6.2 zeigte sich bei
Anwesenheit von MgATP (1mM) eine biphasische Hemmkurve fur A-312110.
Die Hochaffinitatskomponente (A;)der Bindungskurve Uberstrich 71% der
totalen Inhibition, wahrend die niederaffine Komponente A, einen Anteil von
29% der SB inne hatte. Der pK;i-Wert der hochaffinen Bindungsstelle betrug
7.50 £ 0.05 ( Kj1 = 32 [25, 40] nM) wahrend die niederaffine Bindungsstelle
einen pK,-Wert von 555 + 0.15 (Ki» = 2.8 [1.4, 5.6] pM) aufwies. In
Abwesenheit von MgATP ergab sich eine monophasische Bindungskurve mit
einen pK; von 5.83 + 0.03 (K; = 1.5 [1.3, 1.7] uM). Dabei fand man einem Hill-
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Koeffizienten von 1.05 + 0.06 und eine Amplitude von 100% (siehe Abb. 25,

Tab. 12). Der pK; der monophasischen Bindungskurve (Abwesenheit von

MgATP) war von dem pK;, der biphasischen Bindungskurve (mit MgATP) im t-

test fir unpaare Stichproben nicht verschieden. Es ergaben sich ein ApK;-Wert
von 1.7 + 0.06 (pKi1 mit MgATP - pK; ohne MgATP) und ein f-Wert von 47 [35,

62].

120

100

80 -

60

40

®H-GBC Bindung in %SB

20 A

e ATP1mM, Md* 2.2 mM;

pIC,, = 7.22 +- 0.06;
pIC,,,= 5.28 +/-0.15

0 kein ATP, kein M§", EDTA 1 mM;
pIC,, = 5.63 +/- 0.02

11

Tab. 12 Heterologe Verdrangung der

10 9 8 7 6 5
A-312110 (-log M)

Abb. 25 Heterologe
Verdrangung der *H-GBC
Bindung durch A-312110

an mit SUR2A (Y1206S) /
Kir6.2 transient trans-

fizierten HEK-Zellen.

Konzentrationen: 2,2 mM
Mg®, 1 mM ATP (a) und 1
mM EDTA, 0 Mg, 0 ATP
(b): (@b); n=513; Ly =
1.04 + 0.05 / 1.07 + 0.06
nM; PK = 0.07 = 0.00 /
0.13 + 0.01; Bror = 462 +
36 /367 +17 fmol/mg; SB =
364 + 34 / 179 + 9
fmol/mg; NSB ~ 20% / ~
51% von Bror , wobei die
NSB bei 100pM P1075
bestimmt wurde.
Entsprechend dem mono-
bzw. bi-phasischen Kurven-
verlauf erfolgte der Fit nach
Gleichung 21 bzw.
Gleichung 22.

®*H-GBC Bindung durch A-312110 an mit

SUR2A(Y1206S) / Kir6.2 transient transfizierten HEK-  Zellen.
Mg
SUR n ATP PICso1, | PICs02, | PKi1, | Kiz, | PKi2, | Kiz, A Ay, f
H um’ | 109 M | -logM |-logM| nM |-logM | uM | %SB | %SB

SUR2A 32 2.8
(Y1206S) | - |1000| 7:22% | 5:28% 1 7.50% | o0 | S50y ) 294 6 | 2946

; 0.06 0.15 | 0.05 0.15 47
/ Kir6.2 40] 5.6] 35
SUR2A 1.5 ’
(v12065) | L% | 0 - - 3% s o | 100 62]
/ Kir6.2 ' ' ' 1.7]

Radioligand: *H-GBC

Parametertabelle (Mittelwerte £+ SEM aus Einzelfits der logistischen Gleichung (Gleichung 21
bzw. Gleichung 22)); [x, y], 95% Konfidenzintervall; f = 10 exp ApK;
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3.5 3H-GBC-Messungen in mit SUR2B(Y1206S) transfizierte n HEK-Zell

membranen

In diesem Kapitel werden, wie in den vorangehenden, als Grundlage fir die
nachfolgende homologe bzw. heterologe Kompetition wurden zunachst, wie
zuvor bei SUR2A(Y1206S) wund der Koexpression mit Kir6.2,
Sattigungsexperimente zur Ermittlung der Kp des Radioliganden (*H-GBC) an
SUR2B(Y1206S) beschrieben.

3.5.1 Sattigung der *H-GBC Bindung an HEK-Zellmembranen permanent
transfiziert mit SUR2B(Y1206S)

Abb. 26 zeigt eine normierte Darstellung der gemittelten Einzelversuche (SB in
% Bwax). In Anwesenheit von 1mM ATP und 2.2mM Mg?" konnte eine Kp von
3.9[3.0, 4.8] nM (pKp = 8.42+0.05) , in Abwesenheit von Mg?* und ATP eine Kp
von 4.1 [3.0, 5.6] nM (pKp = 8.391£0.07) ermittelt werden. Die beiden pKp-Werte
waren nicht verschieden. Da sich die Standardabweichungen der Byax-Werte
unter An- bzw. Abwesenheit von MgATP im F-Test signifikant unterschieden,
wurde hier ein modifizierter t-test (t-test flr unpaarige Stichproben mit Welch-
Korrektur) angewandt, der Stichproben mit unterschiedlicher
Standardabweichung voraussetzt. Dabei ergab sich ein signifikanter
Unterschied der Byax-Werte an SUR2B(Y1206S) mit bzw. ohne MgATP. Tab.

13 gibt eine Ubersicht liber die gemittelten Werte aus den Einzelexperimenten.
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Abb. 26 °H-GBC Sattigungsexperimente an HEK 293-Zellmembranen permanent
transfiziert mit SUR2B(Y1206S)

Die Regressionskurven reprasentieren den Fit der Gleichung 9 an die zusammengefassten
Daten der Einzelexperimente. Die Bedingungen waren: 2,2 mM Mg®", 1 mM ATP (a) und
Abwesenheit von Mg und ATP (b): (a/b); n = 4 / 4; Byax = 350 + 29 / 1150 * 176 fmol/mg; PK
=0.22 £ 0.03/0.21 £ 0.01; NSB (P1075 100uM) = 37 + 2/ 60 = 7 fmol/mg*x. Bei Lo = 10 nM
betrug die NSB ~57% / 43% von Bror, bei Ly = 20 nM wurde eine NSB von ~69% / 56% der
Brot ermittelt. Die Versuche wurden von Cornelia Léffler-Walz durchgefiihrt und sind hier der
systematischen Vollstéandigkeit halber aufgefihrt.

Tab. 13 °*H-GBC Sattigungsexperimente an HEK 293-Zellmembranen permanent
transfiziert mit SUR2B(Y1206S)

Radio- | MgATP,
SUR ligand LM Kp, nM pKp Buax , fmol/mg
SUR2B(Y1206S) | °H-GBC 1000 | 3.9[3.0, 4.8] 8.42+0.05 350+29
SUR2B(Y1206S) *H-GBC 0 4.1[3.0, 5.6] 8.39+0.07 1150+176

Parametertabelle (Mittelwerte + SEM aus Einzelfits an das Massenwirkungsgesetz
(Gleichung 9)); [x, y] , 95% Konfidenzintervall

3.5.2 Heterologe Verdrangung der °H-GBC-Bindung von SUR2B(Y1206S)
mit P1075

Die Darstellung in Abb. 27 zeigt, dass die Hemmung der *H-GBC Bindung an
SUR2B(Y1206S) durch P1075 in Anwesenheit von 1 mM ATP einen
biphasischen Kurvenverlauf mit pK;j; =8.23 £+ 0.11 (K1 = 5.9 [3.5, 9.8] nM) und
pKi> = 6.15 £ 0.08 (K, = 710 [490, 1000] nM) aufweist. Dabei uberstreicht die
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Hochaffinitditskomponente 46 + 4 %, die niederaffine Komponente 55 * 4% der
Kurvenamplitude. In Abwesenheit von MgATP zeigt die nun monophasische
Bindungskurve einen pK;=5.92 + 0.02 (K; = 1.2 [1.1, 1.3] uM) mit ny = 1.12 £
0.1 bei kompletter Inhibition (A = 100%) der spezifischen *H-GBC Bindung. Der
pKi> der niederaffinen Bindungsstelle ist statistisch vom pK; der
monophasischen Bindungskurve an SUR2B(Y1206S) bei Abwesenheit von
MgATP nicht verschieden. Es fand sich dabei ein ApK; = 2.3 £ 0.11 und ein f-
Wert von 200 [120, 340].Die Bindungskurve bei Anwesenheit von MgATP
wirde in absoluten Einheiten (fmol/mg) ~21% tiefer beginnen als die Kurve
ohne Mg** und ATP. Die geringe Differenz zwischen der totalen Bindung mit
bzw. ohne MgATP erklart sich dabei aus dem deutlichen Unterschied der
gewahlten *H-GBC Konzentrationen (vergleiche Legende Abb. 27).

Eine Zusammenfassung der ermittelten Werte zeigt Tab. 14.

Abb. 27 Heterologe Ver-
drangung der °H-GBC
Bindung durch P1075 an

mit SUR2B (Y1206S)
permanent transfizierten

HEK-Zellen.

100 Bedingungen: 2,2 mM
Mg®*, 1 mM ATP (a) und 1
mM EDTA, 0 Mg®*, 0 ATP
(b): (a/b); n=613; Ly =
3.46 + 1.1 / 2.47 £ 0.15
nM; PK = 0.2 +£0.04 /0.17
+ 0.09; Bror = 434 £ 55/
506 = 13 fmol/mg; SB =
236 + 36 / 300 = 23
fmol/mg; NSB ~ 46% / ~
41% von Btot , wobei die
NSB bei 100pM P1075
bestimmt wurde.
Entsprechend dem mono-
pIC,,=5.71+-0.01 bzw. biphasischen
0 : : : : Kurvenverlauf erfolgte der
11 10 9 8 7 6 5 4  Fitnach Gleichung 21 bzw.
Gleichung 22 Die
P1075 (-log M) Versuche wurden von
Cornelia Loffler-Walz

durchgefiihrt.

80 -

60 -

o ATP1mM Md* 2.2 mM;
pIC,,, = 7.97 +/- 0.14;

pIC,,,=5.90 +-0.13

®*H-GBC Bindung in %SB

20 A . . "
O kein ATP, kein M§';
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Tab. 14 Heterologe Verdrangung der *H-GBC Bindung durch P1075 an mit
SUR2B(Y1206S) permanent transfizierten HEK-Zellen.

Mg
pPICso1, | PICs02, | PKia, Ki1, pKi2, Ki.2, As A
SR MH AMTJ -logM | -logM |[-logM| nM |-logM| uM %SB | %SB l

59 071

SUR2B 797+ | 5.90+ |8.23+ 6.15+

(Y1206S) 10001 574 | 013 | 011 | B3| gog | [0:49.| 4624 | 5544 ) .,
9.8] 1] 120

SUR2B |Li2+| , | | 571 | _ | _ |592 [ﬁ o | 100 | 320

(Y1206S) | 0.10 0.01 002 | 1y

Radioligand: *H-GBC

Parametertabelle (Mittelwerte aus Einzelfits der logistischen Gleichung (Gleichung 21 bzw.
Gleichung 22)); [X, y], 95% Konfidenzintervall; f = 10 exp ApKp

3.5.3 Heterologe Verdrangung der >*H-GBC-Bindung an SUR2B(Y1206S)
mit A-312110

In Gegenwart von MgATP war auch die A-312110 Hemmkurve biphasisch

Die Hochaffinitatskomponente der normierten Bindungskurve schloss 42% der
totalen Inhibition mit einem pK;1-Wert von 7.39 + 0.05 ein (K;; = 12 [9, 15] nM).
Die niederaffine Komponente (55%) wies einen pK;,-Wert von 6.07 + 0.08 (K2
= 850 [600, 1200] nM)auf. In Abwesenheit von MgATP ergab sich eine
Rechtsverschiebung der Bindungskurve(Abb. 28). Nach Anpassung der
Versuchsdaten an Gleichung 21 (Modell mit einer Bindungsstelle) fand man
einen pK; von 6.08 £+ 0.04 (K; = 830 [690,1000] nM) bei einem ny von 0.92 +
0.05 und einer Amplitude von 100%. Der pK;, der niederaffinen Bindungsstelle
war statistisch  vom pK; der monophasischen Bindungskurve an
SUR2B(Y1206S) bei Abwesenheit von MgATP nicht verschieden. Der ApKi—
Wert betrug 1.9 £ 0.06, sein korrespondierender f-Wert ergab sich zu 71 [54,
93]. Die Bindungskurve bei Anwesenheit von MgATP wirde in absoluten
Einheiten (fmol/mg) ~66% tiefer beginnen als die Kurve ohneMgATP.

Tab. 15 bietet eine Ubersicht tiber die gemittelten Werte der Einzelexperimente.
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Abb. 28 Heterologe Verdrangung der *H-GBC Bindung durch A-312110 an mit
SUR2B(Y1206S) permanent transfizierten HEK-Zellen.

Konzentrationen: 2,2 mM Mg, 1 mM ATP (a) und 1 mM EDTA, 0 Mg**, 0 ATP (b): (a/b); n =5/
4;L,=2.72+0.07 /2.72+£0.11 nM; PK = 0.38 +£0.02 /0.19 £ 0.01; Btor =220 £ 17 / 552 + 25
fmol/mg; SB = 127 + 14/ 370 + 15 fmol/mg; NSB ~ 42% / ~ 33% von Brot , wobei die NSB bei
100uM P1075 bestimmt wurde. Entsprechend dem mono- bzw. biphasischen Kurvenverlauf
erfolgte der Fit nach Gleichung 21 bzw. Gleichung 22

Tab. 15 Heterologe Verdrangung der *H-GBC Bindung durch A-312110 an mit
SUR2B(Y1206S) permanent transfizierten HEK-Zellen.

M -
SUR n ATQIJD PICso1, | PICs02, | PKia, | Kis, | PKi2, Kiz2, As, A;, f
H HM, -logM | -logM |-logM| nM |-logM| nM | %SB | %SB
12 850
SUR2B 770+ | 584+ | 7.93+ 6.07+

v1206s)| | 1090 005 | 009 | 0.05 | [ | 0.08 | [690. | 4245 | 556 | 44
15] 1200] e
SUR2B |092¢ | | ssex| |  |eo08x [238 o | 100 |93

(Y1206S) | 0.05 0.04 0.04 | 1000,

Radioligand: *H-GBC

Parametertabelle (Mittelwerte aus Einzelfits der logistischen Gleichung (Gleichung 21 bzw.
Gleichung 22)); [x, y], 95% Konfidenzintervall; f = 10 exp ApKp
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3.6 3H-GBC-Messungen an mit SUR1w.t. transfizierten HEK -

Zellmembranen

Der SUR1w.t. zeigt eine hohe Affinitdt fur Sulfonylharnstoffe wie GBC, seine
Affinitat fir K'-Kanaloffner ist jedoch gering (Schwanstecher et al., 1998;
Dorschner et al., 1999; Hambrock et al., 1999; Russ et al., 2001). ATP bindet
am SUR1 an eine andere Bindungsstelle als GBC und verringert dadurch,
anders als beim SUR2, die Affinitat des Rezeptors fir Glibenclamid
(Schwanstecher et al., 1991; Schwanstecher et al.,, 1992; Miyamura et al.,
2000; Hambrock et al., 2002). Wie in den vorhergehenden Kapiteln zum
SUR2A-Rezeptor wurden zunachst Séattigungsexperimente mit °H-GBC
durchgefihrt, danach folgten Kompetitionsexperimente mit den Offnern P1075
und A-312110.

3.6.1 Sattigung der *H-GBC Bindung an HEK-Zellmembranen permanent
transfiziert mit SUR1w.t.

Die normierten und dann gemittelten Werte der Einzelversuche sind in Abb. 29
Dargestellt (SB in %Buax). In Anwesenheit von 1mM ATP und 2.2mM Mg?*
konnte eine Kp von 5.2 [3.6, 7.6] nM (pKp = 8.28 £ 0.08) ermittelt werden. Bei
Abwesenheit von Mg?* und ATP verringerte sich die Kp auf 880 [740, 1100] pM
(PKp = 9.05 = 0.04). Der zweiseitige t-test fur unpaarige Stichproben (mit / ohne
MgATP) ergab einen hochsignifikanten Unterschied der beiden pKp-Werte (p <
0.0001) wahrend die Buax-Werte nicht verschieden waren. Die
Standardabweichungen der jeweiligen Stichproben waren nicht voneinander
verschieden (F-Test). Der Test nach Kolmogorov und Smirnov ergab eine
Gaussische Verteilung der Werte. Tab. 16 fasst die Ergebnisse der

Sattigungsexperimente an SUR1w.t. zusammen.
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Abb. 29 °H-GBC Sattigungsexperimente an HEK 293-Zellmembranen permanent
transfiziert mit SUR1w.t.

Die Regressionskurven reprasentieren den Fit der Gleichung 9 an die zusammengefassten
Daten der Einzelexperimente. Die Bedingungen waren: 2,2 mM Mg®", 1 mM ATP (a) und
Abwesenheit von Mg2+ und_ATP (b): (a/b); n =5/ 5; Byax =2521 + 156 / 2915 + 341 fmol/mg;
PK =0.15+0.02/0.1 £0.01; NSB (P1075 100uM) = 34 + 4 / 57 + 10 fmol/mg*x. Bei Lo = 5 nM
betrug die NSB ~13% / 11% von Bror, bei Ly = 10 nM wurde eine NSB von ~18% / 18% der
Bror bei Lo = 20 nM eine NSB von ~27% / 30% ermittelt. Die Versuche wurden von Cornelia
Loffler-Walz durchgefihrt.

Tab. 16 °H-GBC Sattigungsexperimente an HEK 293-Zellmembranen permanent
transfiziert mit SUR1w.t.

Radio- | MgATP,
SUR ligand LM Kp, M pKp Bumax , fmol/mg
SUR1w.t. *H-GBC 1000 5.2 [3.6, 7.6] 8.28+0.08 2521+156
SUR1w.t. *H-GBC 0 0.88[0.74,1.1] |9.05+0.04 2915+341

Parametertabelle (Mittelwerte aus Einzelfits an das Massenwirkungsgesetz (Gleichung 9))
[X, ¥], 95% Konfidenzintervall

3.6.2 Heterologe Verdrangung der >*H-GBC-Bindung an SUR 1w.t. mit
P1075

P1075 war in der Lage bei einer Konzentration von 300 uM unter Anwesenheit

von MgATP ~32% der spezifischen Bindung von *H-GBC an SUR1w.t. zu
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verdrangen, bei Abwesenheit von Mg?* und ATP waren es nur 7% der SB (Abb.
30). Hohere Konzentrationen an P1075 konnten nicht untersucht werden, da
der Ligand bei ¢ > 300uM seine Loslichkeitsgrenze erreichte und begann
auszuflocken. Aus diesem Grund ist es mit dieser Versuchsanordnung
unmadglich eine Dissoziationskonstante fur P1075 an SUR1 zu ermitteln.
Allerdings ist offensichtlich, dass die Affinitat des Offners P1075 zum SUR1w.t.

sehr gering sein muss.

Abb. 30 Heterologe Ver-
drangung der *H-GBC Bindung
durch P1075 an mit SUR1w.t.
permanent transfizierten HEK-
Zellen.

100 &3 .Die Bedigungen waren: 2,2 mM
Ol Mg¥, 1 mM ATP (a) und
Abwesenheit von Mg®* und ATP
(b): (a/b); n =2/ 1; Konzentration
i des Radioliganden (Lo) = 1.22 /
1.30 nM; Proteinkonzentration
(PK) = 0.06 / 0.03 mg/ml; Totale
Bindung (Btor) = 781 / 2248
+ fmol/mg; SB = 675 / 2044
® ATP 1mM, M¢" 2.2 mM fmol/mg: Nichtspezifische
O  kein ATP, kein M§*, EDTA 1 mM Bindung (NSB) = ~14% / 9% von
Bror . Die Messpunkte wurden

0 ' ' ' jeweils (mit / ohne MgATP) bei 0
11 9 7 5 3 bzw. 300uM P1075 bestimmt
P1075 (-log M) und sind o oaur besseren

Darstellung leicht versetzt.

*H-GBC Bindung in %SB
ol
o

3.6.3 Heterologe Verdrangung der *H-GBC-Bindung an SUR1w.t. mit A-
312110

Auch A-312110 lie3 einen erwahnenswerten Verdrangungseffekt an SUR1w.t.
vermissen. Bei Anwesenheit von Magnesium und ATP betrug die Verdrangung
bei 300uM A-312110 ~16% der spezifischen Bindung, wéhrend ohne MgATP
Uberhaupt kein Verdrangungseffekt zu beobachten war (Abb. 31). Hohere

Konzentrationen A-312110 konnten, wie bei P1075, wegen des Uberschreitens
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3 Ergebnisse

der Loslichkeitsgrenze nicht untersucht werden. Uberraschenderweise fand sich
bei einer 300uM Konzentration von A-312110 ein Anstieg der NSB (P1075,
100puM) um ~34% von Bror mit MgATP bzw. um ~20% von Bror ohne MgATP
im Vergleich zum NSB ohne A-312110 im Versuchsansatz.

120
. 0
100 0 « -
80 - }
60 -
40 -

® ATP1mM,Md" 2.2 mM
201 O kein ATP, kein M§", EDTA 1 mM

*H-GBC Bindung in %SB

1 10 9 8 7 6 5 4 3
A-312110 (-log M)

Abb. 31 Heterologe Verdrangung der *H-GBC Bindung durch A-312110 an mit SUR1w.t.
permanent transfizierten HEK-Zellen.

Bedigungen : 2,2 mM Mg*, 1 mM ATP (a) und Abwesenheit von Mg®* und ATP (b): (a/b); n = 3
/ 3; Konzentration des Radioliganden (L) = 1.07 £ 0.03 / 0.52 £ 0.01 nM; PK = 0.06 /0.03
mg/ml; Bror = 448 £ 33/ 720 + 36 fmol/mg; SB = 360 = 29 / 610 + 36 fmol/mg; NSB (100 uM
P1075) ~20% / 16% von Bror; NSB (100uM P1075 in 300uM A-312110) ~54% / ~36% von
Brot. Die Messpunkte (mit / ohne MgATP) sind der Darstellung halber leicht versetzt, wurden
aber bei jeweils gleichen Konzentrationen von A-312110 gemessen
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4 Diskussion

3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ubersichtstabelle I:

Sattigungsexperimente mit *H-Glibenclamid an den SUR-Subtypen.

Mg?* 2.2 mM, ATP 1mM

kein ATP, kein Mg?*, EDTA 1 mM

Rezeptor
Kp, nM Bmax, fmol / mg Kp, nM Bmax, fmol / mg
SUR1 5.2 [3.6, 7.6] 2521 + 156 0.88[0.74, 1.1] 2915 + 341
SUR2A(YS) 6.6 [4.5, 10]* 626 + 107 5.6 [3.9, 8.1]7 1144 + 128
SUR2A(YS) / Kir6.2 1.18[0.86, 1.48]"* 569 + 48 1.85 [1.05, 2.65]? 772 +102
SUR2B(YS) 3.9[3.0, 4.8] 350 +29 4.1[3.0, 5.6] 1150 + 176

Die grau unterlegten Felder weisen auf einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Parametern mit und ohne
MgATP, gemessen an demselben SUR-Subtyp, hin.

12 statistisch signifikanter Unterschied der Kp-Werte der Koexpression im Vergleich zu SUR2A(Y1206S) allein. Diese Werte
stehen im Gegensatz zu friheren Beobachtungen an SUR2B(Y1206S) (Hambrock et al., 2001).
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Ubersichtstabelle 11: Kompetitionsexperimente mit P1075 und A-312110 an  den SUR Subtypen
MgATP A-312110 P1075
SUR Radiolig.
(M) Ki (nM) A (%) ? fP Ko/ Ki(nM) A (%) ? fP
3, 1000 14 [12, 15] 100 "1 16 [14,18] 100
SUR2A H-P1075 3 30 [28.33] 100 2.2[2.0,2.6] 20 [16.25] 100 1.3[0.83,1.7]
8.0[7.0,10] "2 19 [14,26]
1000 69 +2 63 +2
3, 3000 [1800,3900] 1500 [800,3000]
SUR2A(YS) H-GBC . 1200 [1100,1300] ° gi f é 140 [100,190] | ,o00 [1700.2800] 310102 110 [76,170]
ny = 0.75 +0.04 - (ny = 0.89 + 0.05)
1000 32[25,40] 2 71+6
Kir6.2/2A(YS) | *H-GBC 2800 [1400,5600,] 29 +6 47 [35,62] not done
0 1500 [1300,1700] 100
3, 1000 18 [16,20] 100 "1 9.1[7.1,11] 100 1
SUR2B H-P1075 3 22 120.25] 100 1.3[1.0,1.6] 18 [16.20] 100 2.0[1.6,2.3]
1000 12[9,15]" 42 +5 ) 5.9 [3.5,9.8] 46 + 4
SUR2B(YS) *H-GBC 850 [600,1200] 55 + 6 71 [54,93] 710 [490,1000] 54 +4 | 200[120,340]
0 830 [690,1000] 100 1200 [1100,1300] 100
3, 1000 at 300 uM SB ~ 84 % at 300 uM Bs ~ 70 %
SURL H-GBC 0 at 300 uM SB ~ 100 % at 300 UM Bs ~ 100 %

& Amplitude (AusmaR) der Inhibition in %SB; im Falle biphasischer Kompetitionskurven, A, = 100 - A,
® f kennzeichnet den MgATP shift, berechnet als: f = 10 exp [pK; (1 mM Mg**) - pK; (niedriges Mg®")]. Im Falle biphasischer Kurven wurde,

bei Konzentrationen von 1mM MgATP, die hochaffine Komponente zur Berechnung verwendet.

¢ Ein Fit nach dem Modell mit zwei Komponenten ergab die Werte K;; = 360 (190,680), K;, = 6200 (3400,11000) , A; = 58 + 5% und A, = 42 +5%.
Statistisch (Akaike-Kriterium) war es dem Modell mit einer Bindungsstelle tiberlegen.

" kennzeichnet einen statistisch signifikanten Unterschied (P < 0.05) zwischen den jeweiligen Parametern fiir A-312110 und P1075.

! kennzeichnet eine signifikante (P < 0.05) Rechtsverschiebung (MgATP-shift) der Bindungskurve bei 3uM MgATP.

2 signifikanter Unterschied des pKi1 von A-312110 an SUR2A(Y1206S) zum pK;; der Koexpression SUR2A(YS) / Kir6.2
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4 Diskussion

4  Diskussion

Der von der Firma Abbot (lllinois) entwickelte KCO mit Dihydropyridin-Struktur,
[**°1]A-312110, soll als Werkzeug dienen um molekulare und funktionelle
Eigenschaften von Katp-Kanédlen zu Untersuchen und um neue Katp-Kanal
Offner bzw. Blocker zu identifizieren und zu charakterisieren. Die
Bindungseigenschaften von [**1JA-312110 wurden bereits von Davis-Taber et
al., 2003 an Membranpraparationen der Herzmuskulatur und der glatten
Muskulatur der Blase des Meerschweinchens untersucht. Die Ergebnisse dieser
Studie sollen hier mit den Resultaten der vorliegenden Arbeit, die die Bindung
der unmarkierten Liganden A-312110 und P1075 an die rekombinant
exprimierten SUR-Subtypen in HEK-293 Zellen untersucht, verglichen werden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind in den Tabellen des Kapitel 3.7
zusammengestellt. Sie erlauben insbesondere den Vergleich der beiden
strukturell verschiedenen Offner bezuglich ihrer allosterischen Wechselwirkung
mit GBC und MgATP sowie bezuglich des Effekts der Koexpression von
SUR2A mit Kir 6.2 auf die Bindung der beiden Offner.

4.1 Bindung von A-312110 und P1075 an die nativen S UR2-Subtypen

unter Verwendung von 3H-P1075 als Radioligand

[**°1]A-312110 erreicht die héchste spezifische Bindung am kardialen Karp-
Kanal des Meerschweinchens bei Konzentrationen von MgATP um 1mM
(Davis-Taber et al., 2003), fir die ®H-P1075-Bindung am SUR2B sind bei
Konzentrationen von ATP um 1 mM ATP alle Bindungsstellen fur ATP
abgesattigt (Hambrock et al., 1998). Fir die in diesem Kapitel besprochenen
Messungen wurde daher sowohl fur P1075 als auch fir A-312110 diese

Sattigungsdosis (MgATP, 1mM) in den Inkubationsansatzen verwendet.
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Bei Verwendung von *H-P1075 als Radioligand, waren die Bindungskurven des
A-312110 und des P1075 an SUR2A und SUR2B monophasisch und konnten
die gesamte SB des *H-P1075 verdrangen.

Der statistische Vergleich der pKi-Werte der Einzelversuche der heterologen
Kompetition von A-312110 gegen *H-P1075, an SUR2A (pK; = 7.87 + 0.02; K; =
14 [12, 15] nM) und SUR2B (pK; = 7.75 + 0.02; K; = 18 [16, 20] nM), ergab im
zweiseitigen t-test mit p < 0.01 einen sehr signifikanten Unterschied der
Parameter. Betrachtet man allerdings die K;-Werte von A-312110 an den beiden
SUR2-Splicevarianten erkennt man dass die Selektivitat von A-312110 far
SUR2A nur einen Faktor von ~1.3 betragt. Wie Erfahrungen in unserem Labor
gezeigt haben, sind Schwankungen der Messergebnisse von Einzelversuchen
um einen Faktor von ~1.5 bei der von uns verwendeten Versuchsanordnung
keine Seltenheit. Daher kann von einer Selektivitat des A-312110 fur SUR2A
gegentber SUR2B nur unter groRem Vorbehalt gesprochen werden, welche
wohl auch keinerlei physiologische Bedeutung hat.

Davis-Taber et al., 2003 konnten keine Selektivitat des lodierten Liganden
[*?°1]A-312110 fir Membranen aus Hezmuskelgewebe (SUR2A / Kir6.2; Kp =
5.8 nM) bzw. glattem Muskelgewebe der Blase (SUR2B / Kir6.x) von
Meerschweinchen feststellen.

Zwei Grunde konnen fur diese leichte Diskrepanz der Ergebnisse
herangezogen werden: Zunéchst wurden in der Studie von Davis-Taber et al.,
2003 native Membranen mit SUR / Kir-Kombinationen getestet, wahrend in der
vorliegenden Arbeit mit rekombinant exprimierten B-Untereinheiten gearbeitet
wurde. Des weiteren wurden die Untersuchungen von Davis-Taber et al. (2003)
an Membranpraparationen nativer Gewebe des Meerschweinchens
durchgefuhrt, welche durchaus verschiedene SUR-Subtypen enthalten
konnen. So fand man Beispielsweise bei der Untersuchung von
Herzmuskelgewebe sowohl mRNA von SUR2A (aus Herzmuskelzellen) als
auch SUR2B (aus Endothelzellen) (Isomoto et al., 1996; Schnitzler et al., 2000).
Vergleicht man die ermittelten Kp- bzw. Ki-Werte der beiden Studien erkennt
man das die Werte von Davis-Taber et al. (2003) ungefadhr um den Faktor 3
kleiner sind, als die in dieser Arbeit ermittelten. Dieser Umstand ist besonders in
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4 Diskussion

Bezug auf den Rezeptor der Herzmuskelzelle (SUR2A / Kir6.2) erstaunlich, da
in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Koexpression des
SUR2A(Y1206S) mit Kir6.2 in Membranen die Affinitat des A-312110 zum
Rezeptor etwa um den Faktor 4 (im Vergleich zu SUR2A(Y1206S) allein)
vermindert (vgl. Kapitel 4.5.2).

Aus diesem Grund muissen andere Unterschiede in den experimentellen
Bedingungen fur die nicht tbereinstimmenden Resultate verantwortlich sein.

Tab. 17 fasst die wichtigsten Unterschiede zusammen:

Davis-Taber et. al., 2003 vorliegende Arbeit

ATP — regenerierendes System -

Spezies: Meerschweinchen Spezies: Maus SUR2A /B

_ _ Membranpréaparationen aus in HEK-293
Membranpraparationen aus nativem . o
Zellen rekombinant exprimierten
Gewebe
Rezeptoren

Radioligand: [**°]A-312110 Radioliganden: ®*H-GBC, *H-P1075

_ _ _ Inkubtionszeit: SUR2B 30 min., sonst 15
Inkubationszeit: 90 min. _
min.

Tab. 17 Wichtige Unterschiede der experimentellen Bedingungen zwisc hen der

vorliegenden Arbeit und der Studie von Davis-Taber et al., 2003

Im Gegensatz zu A-312110 zeigte der statistische Vergleich der pKp-Werte von
P1075, bei Sattigung mit MgATP eine hochsignifikante Selektivitat ( p< 0.001)
des P1075 fur SUR2B (Kp = 9.1 [7.1, 11] nM, pKp = 8.04 £ 0.03) gegenuber
SUR2A ( Kp = 16 [14, 18] nM, pKp = 7.81 + 0.03). Bildet man den Quotienten
der beiden Kp-Werte von P1075 fur SUR2A und SUR2B, so zeigt sich eine,
ebenfalls eher geringflgige, ~ 2 — fache Selektivitat des P1075 fur SUR2B
gegeniber SUR2A. Die hier ermittelte Selektivitdit des P1075 fir SUR2B
bestatigt frihere Untersuchungen an rekombinaten Systemen (Schwanstecher
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et al., 1998; Hambrock et al., 1999) und an Membranpraparationen von nativen
Geweben (Bray and Quast, 1992; Loffler-Walz and Quast, 1998b).

Insgesamt zeigt der direkte Vergleich der beiden Offner P1075 und A-312110,
trotz der ermittelten statistischen Signifikanzen, nur geringe Unterschiede

bezuglich der Affinitdt zum SUR2-Rezeptor.

4.2 Bindung von A-312110 und P1075 an SUR2A(Y1206S) und
SUR2B(Y1206S) unter Verwendung von 3H-GBC als Radioligand

Die beiden Mutanten SUR2A(Y1206S) und SUR2B(Y1206S) kénnen sowohl
GBC als auch Kap-Kanal Offner hochaffin binden. Durch die Mutation erhoht
sich die Affinitat des SUR2B, exprimiert in Membranen, fir *H-GBC etwa um
den Faktor 7 (Hambrock et al., 2001), wahrend die Affinitat fur Offner sich um
einen Faktor < 2 erniedrigt (Russ et al., 2003).

Die Hemmkurven der *H-GBC Bindung durch die beiden KCO P1075 und A-
312110 zeigten, bei Sattigungskonzentrationen von MgATP (1mM), ein
biphasisches Bild mit zwei Klassen von Bindungsstellen, einer hochaffinen im
nanomolaren und einer niederaffinen im micromolaren Bereich. Die K;i-Werte
der hochaffinen Komponenten von SUR2A(Y1206S) (K;1 = 8.0 [7.0, 10] nM fur
A-312110; K1 = 19 [14, 26] nM fir P1075) und SUR2B(Y1206S) (K;1= 12 [9.0,
15] nM fur A-312110; Ki; = 5.9 [3.5, 9.8] nM fir P1075) lagen dicht bei den
Werten, die mit den nativen Rezeptoren SUR2A / SUR2B und dem
Radioliganden *H-P1075 erzielt wurden.

Im statistischen Vergleich des ermittelten pK;i;-Wertes an SUR2A(Y1206S)
unter Verwendung von A-312110, mit dem pKi-Wert der heterologen
Kompetition von *H-P1075 gegen A-312110 an SUR2A ergab sich ein sehr
signifikanter Unterschied (p < 0.005) der Stichproben. Damit verschiebt sich die
hochaffine Bindungsstelle von A-312110 an SUR2A bei SUR2A(Y1206S)

geringfugig, etwa um den Faktor 1.7 nach links.

91



4 Diskussion

Ebenso wurde ein signifikanter Unterschied (p < 0.05) zwischen dem pK;von A-
312110 an SUR2B und dem pK;; von A-312110 an SUR2B(Y1206S)

festgestellt. Hier wirde sich die hochaffine Bindungsstelle bei SUR2B(Y1206S)
um ~ 1.5 nach links verschieben.

Kein signifikanter Unterschied lieR sich unter Verwendung von P1075 als
unmarkiertem Liganden zwischen den pKi-Werten an SUR2A bzw. SUR2B und
deren korrespondierenden pK;;-Werten an SUR2A(Y1206S) bzw. SUR2B
(Y1206S) feststellen.

Somit belegt die vorliegende Arbeit die These (Hambrock et al., 2001; Loffler-
Walz et al., 2002; Russ et al., 2003), dass die pK;;-Werte der heterologen
Kompetition von P1075 mit *H-GBC an den SUR-Mutanten die wahre Affinitat
von P1075 zu den SUR2-Subtypen wiederspiegelt. Bei A-312110 gilt dies
eingeschrankt, unter Vernachlassigung einer geringfiigigen, aber signifikanten
Linksverschiebung des pK;; bei SUR2(Y1206S), ebenfalls.

Die Kj,-Werte der niederaffinen Komponenten der Bindungskurven der beiden
KCO waren mit den Werten vergleichbar, die mit ®H-GBC unter Abwesenheit
von MgATP erzielt wurden (Hambrock et al., 2001; Hambrock et al., 2002;
Loffler-Walz et al.,, 2002; Russ et al., 2003). Unter Bertcksichtigung dieser
Vergleichbarkeit der Werte kdnnte man spekulieren, dass die niederaffine
Bindungsstelle keiner allosterischen Kontrolle durch Nukleotide unterliegt, da
sie sowohl mit als auch ohne MgATP vorhanden ist (Loffler-Walz et al., 2002).
Im statistischen Vergleich der pK;i-Werte von A-312110 an SUR2A(Y1206S)
und SUR2B(Y1206S), ist der pK;; an SUR2A(Y1206S) mit p < 0.05 signifikant
kleiner als an SUR2B(Y1206S). Dies bestatigt die Ergebnisse, die unter
Verwendung von °H-P1075 als Radioligand am nativen SUR2 gewonnen
wurden und untermauert die Hypothese, dass A-312110 eine geringflgig
hohere Selektivitat gegentiber SUR2A im Vergleich zu SUR2B aufweist.
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Wiederum in Bestatigung der zuvor mit *H-P1075 an SUR2 gewonnenen
Ergebnisse zeigte P1075, im Gegensatz zu A-312110, eine schwache
Selektivitat fir SUR2B(Y1206S) gegenuber SUR2A(Y1206S) (p < 0.01).

Interessant ist des weiteren die Beobachtung, dass die Anteile der
Amplitudenabschnitte A; und A, an der Gesamtamplitude unabhéngig vom
Offner (P1075 bzw. A-312110) bei SUR2A(Y1206S) ~ 70 / 30 % (hochaffine
Komponente / niederaffine Komponente), bei SUR2B(Y1206S) ~ 45 / 55 %
betrugen. Eine mdgliche Erklarung fur diesen Unterschied kdnnte im Verhaltnis
der Anzahl der Bindungsstellen fur KCO (hochaffin / niederaffin) liegen, welches
im Falle von SUR2A(Y1206S) im Vergleich zu SUR2B(Y1206S) zu den
hochaffinen Bindungsstellen hin verschoben wére.

(Russ et al., 2003) untersuchten das Bindungsverhalten von verschiedenen
KCO an SUR2B(Y1206S), dabei zeigten KCO verschiedenster chemischer
Strukturklassen (Cyanoguanidine, Benzopyrane, Aprikalim) ein biphasisches
Bindungsverhalten. Diese KCO wurden als typische KCO bezeichnet.
Ausnahmen waren der Guanylat-Cyclase-Aktivator Nicorandil, das Pyrimidin
Minoxidilsulfat und des Benzothiadiazin Diazoxid. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass das Dihydropyridin A-312110 ebenfalls zu der Klasse der
typischen KCO zu zéhlen ist. Desweiteren konnte die vorliegende Studie
nachweisen, dass die biphasischen Inhibitionskurven der heterologen
Kompetition von °3*H-GBC gegen typische KCO, die bisher nur an
SUR2B(Y1206S) beobachtet worden waren (Hambrock et al., 2001; Hambrock
et al., 2002), auch an SUR2A(Y1206S) vorzufinden sind (Staul3 et al., in
Vorbereitung).

Es bleibt die Frage, wie die offensichtliche Heterogenitat der *H-GBC-Offner-
Hemmkurven molekular zu verstehen ist. Nach den vorliegenden Erkenntnissen
existiert jeweils nur eine (hochaffine) Bindungsstelle fur GBC und die Offner
(vgl. Einleitung, Kapitel 1.7). Daraus ergibt sich, dass *H-GBC-Offner-
Hemmkurven monophasisch sein mif3ten. Zur Lésung des Widerspruchs haben
wir vorgeschlagen, dass SUR, auch wenn er alleine exprimiert wird, Multimere
(z.B. Tetramere) bildet (Loffler-Walz et al., 2002). In der Gegenwart von MgATP
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4 Diskussion

sind die SUR-Untereinheiten innerhalb des Tetramers gekoppelt. Im Falle der
biphasischen *H-GBC-Offner-Verdrangungskurve bindet der Offner zunéchst an
die Untereinheiten des Tetramers, die nicht von *H-GBC besetzt sind. Durch
eine negative allosterische Koppelung zwischen den Untereinheiten schwacht
dies die *H-GBC-Bindung. In der Tat schwacht P1075 in einer Konzentrationen
von 100 nM (bei dieser Konzentration ist die Hochaffinitatskomponente der
Biphasischen  Bindungskurve abgeschlossen), die GBC-Affinitat am
SUR2B(Y1206S) um einen Faktor ~ 2.4. Dies erklart quantitativ die Amplitude
der Hochaffinitatskomponente ( Al ~ 46%; Loffler-Walz et al.,, 2002). Die
grossere Amplitude der Hemmkurve im Falle von SUR2A(Y1206S) deutet daher
auf eine starkere negativ allosterische Kopplung der SUR2A(Y1206S)
Untereinheiten im Tetramer hin. Die Niederaffinititskomponente beschreibt
dann die Verdrangung des restlichen gebundenen *H-GBC vom SUR durch den
Offner an den Untereinheiten, die noch von *H-GBC besetzt waren.

In der Abwesenheit von MgATP gibt es keine hochaffine Offnerbindung (siehe
auch Kapitel 1.7.2) und die Untereinheiten sind nicht gekoppelt (L6ffler-Walz et
al., 2002). Folglich entfallt die Hochaffinitatsphase und man sieht nur die
Bindung des Offners an die Untereinheiten, die *H-GBC gebunden hatten.
Dieser Prozel3 geschieht in gleicher Weise, unabhéngig von der Gegenwart von
MgATP. Dies deutet darauf hin, dass die Bindung von GBC die betreffende
Untereinheit stark refraktar fur die Bindung eines Offners macht und dass dies

nicht durch MgATP aufgehoben werden kann.

4.3 Bindung von A-312110 und P1075 an SUR1w.t unter Verwendung von
3H-GBC als Radioligand

SURL1 weist eine hohe Affinitat fir Sulfonylharnstoffe und eine niedrige Affinitéat
fur die meisten Karp-Kanal Offner (mit Ausnahme von Diazoxid) auf
(Schwanstecher et al., 1998; Dorschner et al., 1999; Hambrock et al., 2002). A-

312110 konnte an Membranpraparationen, gewonnen aus dem Hirngewebe
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von Ratten keine signifikante Verdrangung von *H-GBC bewirken (Davis-Taber
et al., 2003). Ergebnisse von Kompetitionsexperimenten mit *H-GBC als
Radioligand an Membranpréparationen gewonnen aus Hirngewebe von Ratten
sind mit Resultaten, die mithilfe von rekombinanten SUR1-Untereinheiten erzielt
wurden, vergleichbar (Gopalakrishnan et al., 2000).

Die Resultate der vorliegenden Arbeit bestatigen dies. In Anwesenheit von
MgATP (1mM) konnte A-312110 bei einer Konzentration von 300uM ~ 16% des
spezifisch gebundenen 3H-GBC verdrédngen, P1075 verdrangte bei der
gleichen Konzentration ~ 30% der SB von *H-GBC. Hohere Konzentrationen an
unmarkiertem Liganden (P1075, A312110) konnten nicht gewahlt werden, da
ihre LOslichkeitsgrenze damit (berschritten worden ware. Somit ist die
Bestimmung einer Dissoziationskonstante der Offner P1075 und A-312110
unter den hier angewandten experimentellen Bedingungen nicht méglich.
Bemerkenswert war die Beobachtung, das bei einer Konzentration des A-
312110 von 300 uM, ein Anstieg der NSB erfolgte (siehe Kap). Ursachlich fir
diesen Anstieg der NSB kénnte eine Komplexierung des *H-GBC mit A-312110
bei sehr hohen Konzentrationen von A-312110 sein. Die daraus entstehenden
Ligandenkomplexe wéren dann zu gross, um bei der Filtration noch durch die
Filterporen zu gelangen und wirden somit unspezifisch am Filter haften

bleiben.

4.4 Allosterische Koppelung an Nukleotide

Die Abhéangigkeit der Offnerbindung von der MgATP-Konzentration wurde
sowohl unter Verwendung von *H-P1075 am nativen SUR als auch mithilfe des
Radioliganden *H-GBC an SUR2(Y1206S) untersucht.

4.4.1 Koppelung an Nukleotide bei Bindungsexperimen  ten mit *H-P1075
als Radioligand
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4 Diskussion

Es wurde das Bindungsverhalten des *H-P1075 an den nativen SUR2 bei
Sattigungs-konzentrationen von MgATP (1 mM) verglichen mit demjenigen bei
einer Konzentration von 3 uM MgATP im Inkubationsansatz. Die Verminderung
des MgATP von 1 mM auf 3 pM verringerte die spezifische Bindung des *H-
P1075 (¢ ~ 3nM) an SUR2A, und SUR2B um ~ 70 - 80 %. AuRerdem flihrte sie
zu geringfiigigen, aber dennoch teilweise signifikanten Rechtsverschiebungen
(shifts) der Kp bzw. Ki-Werte, die in der Tab. 18 als f-Werte ( = MgATP shift,
siehe auch Kap. 3.1) angegeben sind. Nach dem Massenwirkungsgesetz tragt
die hier nur geringfligige Rechtsverschiebung der Kp bzw. Ki-Werte ( f < 2.5, fur
beide KCO ) nur wenig zu dem massiven Verlust an spezifischer Bindung,
induziert durch die Reduktion von MgATP, bei. Somit ist dieser Verlust an
spezifischer Bindung fast ausschlie3lich als Ausdruck einer Verminderung der
Anzahl der hochaffinen Bindungsstellen zu verstehen.

Betrachtet man die f-Werte (Tab. 18) an SUR2A, findet man einen gréf3eren
MgATP shift fur A-312110 (2.2 [2.0, 2.6]) als fur P1075 (1.3 [0.83, 1.7]), an
SUR2B waren die Verhaltnisse genau umgekehrt. Die Berechnung der
Signifikanz der f-Werte (Tab. 18) bestatigt dies: die MgATP-Verschiebung der
A-312110 Bindung an SUR2A war im Gegensatz zur Rechtsverschiebung der
Bindungskurve von P1075, signifikant.

An SUR2B sind beide MgATP shifts (A-312110 und P1075) signifikant.
Vergleicht man allerdings die beiden ApK; — Mittelwerte von A-312110 (ApK; =
0.1 £ 0.03; 8 Freiheitsgrade) und P1075 (ApK; = 0.29 £ 0.04; 7 Freiheitsgrade),
ergibt sich im zweiseitigen t-test flur unpaare Stichproben mit p < 0.005 ein sehr
signifikanter Unterschied. Der MgATP shift ist also mit P1075 als unmarkiertem
Liganden an SUR2B signifikant grosser als der shift von A-312110.

Man kann vermuten, dass die Grosse der MgATP-Verschiebung (ebenso wie
die Reduktion der Bindungsstellen) ein quantitatives Maf3 fur die Kopplung
zwischen MgATP- und Offnerbindung ist. In Umkehrung der Arbeiten von
Bienengraeber et al., 2000 und Zingman et al., 2001, die zeigen, wie die Offner
die MgATP-Hydrolyse durch SUR und die Kanal6ffnung beeinflussen, kann

man weiterhin vermuten, dass der MgATP-shift ein Mald fur die intrinsische
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Effizinz des Offners darstellt. Das heisst, A-312110 sollte eine hohere Effizienz
am SUR2A / Kir6.2 Kanal, P1075 am SUR2B / Kir 6.2 Kanal haben. Der Test
dieser Hypothese erfordert elektrophysiologische Untersuchungen, die
inzwischen in unserer Arbeitsgruppe durchgefihrt wurden und die Hypothese
ansatzweise bestatigen. (Felsch et al., eingereicht).

Am SURZ2B liegen die Verhaltnisse wiederum genau entgegengesetzt (Verlust
der SB bei 3 uM MgATP bei P1075 ~ 80 %, bei A-312110 ~ 70 %).

3H-P1075 A-312110 P1075
f=22[2.0,2.6] f=1.3[0.83, 1.7]
SUR2A
ApK; = 0.35 £ 0.03 ApKp = 0.1 +0.06
f=1.3[1.0, 1.6] f=2.0][1.6,2.3]
SUR2B ) )
ApK;=0.1+0.03 ApKp = 0.29 +0.04

Tab. 18 Vergleich der M%ATP-Verschiebung, mit A-312110 und P107 5, am nativen SUR2
unter Verwendung von “H-P1075 als Radioligand

[X, y] Konfidenzintervall; Fehler der ApK; — Werte, berechnet nach Gleichung 24.

f kennzeichnet den MgATP shift als: f = 10 exp [ pKi (ImM MgATP) — pK; ( 3uM MgATP) ]
! Signifikanter Unterschied der ApKi - Mittelwerte

" Statistisch signifikanter shift bei Reduktion des MgATP von 1mM auf 3pM

4.4.2 Koppelung an Nukleotide bei Bindungsexperimen  ten mit *H-
GBC als Radioligand

Die Verwendung von *H-GBC als Radioligand erméglicht die Untersuchung der
Offnerbindung an SUR2(Y1206S) in vélliger Abwesenheit von MgATP, da °H-
GBC in Abwesenheit von MgATP im Gegensatz zu *H-P1075 mit hoher Affinitat
an SUR2A(Y1206S) bindet. Allerdings wird die Interpretation der erzielten
Resultate durch die negativ allosterische Koppelung zwischen
Sulfonylharnstoff- und Katp-Kanal Offner-Bindung erschwert. Es ist daher
moglich, dass die Affinitat des untersuchten KCO bei Studien mit *H-GBC
unterschatzt wird (Hambrock et al., 2001; Russ et al., 2003). Dieser Umstand
sollte bei der Interpretation der nachfolgenden Ergebnisse nicht vergessen

werden:
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Die Ki-Werte von A-312110 und P1075, bei Bindung an SUR2(Y1206S), in
Abwesenheit von MgATP, lagen im micromolaren Bereich (siehe
Ubersichtstabelle).

Russ et al. (2003) fanden bei der Untersuchung des Bindungs-verhaltens von
typischen KCO, dass sich der Anstieg der Affinitat des °H-GBC fir
SUR2B(Y1206S) durch die Abwesenheit von MgATP, in einer Verminderung
der Kp um den Faktor ~ 200 (f-Wert) wiederspiegelt. A-312110 zeigte an
SUR2B(Y1206S) eine Rechtsverschiebung der K; , um den Faktor ~ 70, von 12
[9, 15] nM mit MgATP nach 830 [690,1000] nM ohne MgATP (siehe auch
Ubersicht). Dieser shift ist signifikant niedriger als derjenige von P1075 an
SUR2B(Y1206S) (f ~ 200). Der Vergleich mit den Experimenten an SURZ2B,
unter Verwendung von *H-P1075 als Radioligand, bestétigt die Beobachtungen
an SUR2B(Y1206S): Der MgATP shift von A-312110 (f = 1.3 [1.0, 1.6]) war dort
signifikant geringer als derjenige von P1075 (f = 2.0 [1.6, 2.3]).

Nach dem Akaike Kriterium war Uberraschend das Modell mit zwei
Komponenten bei der heterologen Kompetition von *H-GBC gegen A-312110
an SUR2A(Y1206S), in Abwesenheit von MgATP, demjenigen mit einer
Komponente vorzuziehen. Eine solche Heterogenitdt der Bindungsstellen
wurde, in Abwesenheit von MgATP, weder bei den Kompetitionsexperimenten
mit den beiden Offnern A-312110 und P1075 gegen °H-GBC an
SUR2B(Y1206S) noch bei Versuchen an SUR2A(Y1206S), mit P1075 als
unmarkiertem Liganden (siehe unten) beobachtet.

Verglich man die beiden Modelle mit zwei Bindungsstellen (mit bzw. ohne
MgATP) an SUR2A(Y1206S) miteinander, fand man eine Rechtsverschiebung
des pKi1 um den Faktor ~ 45 bei Abwesenheit von MgATP, wahrend die beiden
pKi,2-Werte statistisch nicht verschieden waren. Man kann hieraus nur auf
komplexere Regulationsmechanismen in der Interaktion zwischen Nukleotiden,
3H-GBC und der Bindung von A-312110 an SUR2A(Y1206S) schlieRBen, die
noch einer genaueren Untersuchung bedurfen.

Betrachtet man das statistisch unterlegene Modell mit nur einer Bindungsstelle,
findet man bei den Versuchen mit A-312110 eine Rechtsverschiebung der pK;-
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Werte von K; = 8 [7, 10] nM ,bei Anwesenheit von MgATP, um den Faktor f =
140 [100, 190], bei Abwesenheit von MgATP (K; = 1200 [1100, 1300] nM).
Dieser f-Wert ist vom f-Wert (110 [76, 170]) der heterologen Kompetition von
3H-GBC mit P1075 an SUR2A(Y1206S) statistisch nicht verschieden. Damit
stiinden die Resultate der Experimente zur heterologen Kompetition von 3H-
GBC und A-312110 an SUR2A(Y1206S) im Widerspruch zu den zuvor
gewonnen Erkenntnissen an SUR2A unter Verwendung des Radioliganden *H-
P1075. Dort war der shift von A-312110 (f = 2.2 [2.0, 2.6] signifikant grosser als
derjenige von P1075 (f = 1.3 [0.83, 1.7], vgl. Kapitel 4.4.1).

Wegen der statistischen Unterlegenheit des Modells mit einer Bindungsstelle
einerseits und den Schwierigkeiten bei der Interpretation des Modells mit zwei
Bindungsstellen andererseits, konnen zur Erdrterung der allosterischen
Koppelung von A-312110 und MgATP an SUR2A nur die Ergebnisse mit, *H-
P1075 als Radioligand, am nativen SUR2A herangezogen werden.

Somit wurde durch die Experimente an SUR2(Y1206S) bestatigt, dass am
SURZ2B eine eine engere allosterische Koppelung zwischen MgATP und P1075
als zwischen MgATP und A-312110 besteht. Die in Experimenten am nativen
SUR2A gezeigte engere allosterische Koppelung zwischen MgATP und A-
312110 im Vergleich zu P1075 konnte in den Versuchen an SUR2A(Y1206S)
nicht bestatigt, aber auch nicht widerlegt werden. Zur vermuteten

physiologischen Bedeutung der MgATP-Verschiebung vgl. Kapitel 4.4.1.

4.5 Effekte der Koexpression mit Kir 6.2 auf die Bi ndungseigenschaften
von SUR2A(Y1206S)

4.5.1 °H-GBC Bindung und allosterische Kopplung an MgATP

Vergleicht man die Sattigungsexperimente mit *H-GBC an SUR2A(Y1206S) (Kp
= 6.6 [4.5, 10] nM mit MgATP, Kp = 5.6 [3.9, 8.1] nM ohne MgATP) allein mit
denen an SUR2A(Y1206)S / Kir6.2 (Kp = 1.18 [0.86, 1.48] nM mit MgATP, Kp =
1.85 [1.05, 2.65] nM ohne MgATP), fiuhrt die Koexpression zu einer
signifikanten Erhéhung der Affinitat fir ®H-GBC, sowohl mit, als auch ohne
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MgATP. Dabei war der Unterschied zwischen den ermittelten pKp-Werten an
SUR2A(Y1206S) und SUR2A(Y1206S) / Kir6.2) in Anwesenheit von MgATP mit
p < 0.0005 hochsignifikant, derjenige zwischen den pKp-Werten an
SUR2A(Y1206S) und SUR2A(Y1206S) / Kir6.2 in Abwesenheit von MgATP mit
p < 0.05 signifikant. Diese Linksverschiebung der Kp des *H-GBC, um den
Faktor ~ 5.6 mit MgATP bzw. um den Faktor ~ 3.0 ohne MgATP durch die
Koexpression wurde beim statistischen Vergleich von Sattigungsexperimenten
an SUR2B(Y1206S) und SUR2B(Y1206S) / Kir6.x nicht beobachtet. Dort wurde
die Affinitit des Rezeptors fir °H-GBC durch die Koexpression in
Bindungsexperimenten in Membranen nicht beeeinflusst (Hambrock et al.,
2001). Auffallig ist dabei, dass die Linksverschiebung unter Anwesenheit von
MgATP knapp doppelt so gross ist, als diejenige ohne MgATP.

Die Betrachtung der Buax-Werte zeigt, mit Byax (+MgATP) = 569 + 48 fmol / mg
und Buax (-MgATP) = 772 = 102 fmol / mg, im Gegensatz zu SUR2A(Y1206S)
allein, keinen signifikanten Unterschied mehr. Somit fihrt die Koexpression von
SUR2A(Y1206S) mit Kir6.2 zu einem Verlust der Rezeptormodulation durch
Nukleotide.

In ahnlicher Weise wurde die negativ allosterische Inhibition der GBC-Bindung
an SUR1 und SUR2B(Y1206S) durch Koexpression mit Kir6.2 geschwacht
(Hambrock et al., 2002).

4.5.2 Effekt der Koexpression mit Kir 6.2 auf die H  emmung der *H-GBC-
Bindung an SUR2A(Y1206S) durch A-312110

Die pKi>-Werte der heterologen Kompetition von *H-GBC mit A-312110 an
SUR2A(Y1206S) und SUR2A(Y1206S) / Kir6.2, bei Anwesenheit von MgATP,
waren statistisch nicht verschieden. Allerdings ergab sich mit p < 0.0001 ein
hochsignifikanter Unterschied der pK;i-Werte. Somit flihrte die Koexpression
von SUR2A(Y1206S) mit Kir6.2, zu einer verminderten Heterogenitat der
biphasischen Bindungskurve von A-312110. Die Hochaffinitatskomponente (K1
= 32 [25, 40] nM) wurde im Vergleich zu SUR2A(Y1206S) allein (K;; = 8 [7, 10]
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nM) um den Faktor ~ 4 nach rechts verschoben, wahrend die niederaffine
Komponente der Bindungskurve (K, = 3000 [1800, 3900] bei SUR2A(Y1206S);
Ki2 = 2800 [1400, 5600] nM bei SUR2A(Y1206S) / Kir6.2) statistisch
unverandert blieb. Insgesamt fuhrt also die Koexpression von SUR2A(Y1206S)
und Kir6.2 zu einer verminderten Affinitat des Rezeptors fur den Offner A-
312110. Interessanterweise wurde ein solcher Effekt bei der heterologen
Kompetiton von °H-GBC gegen P1075 an Membranen aus mit
SUR2B(Y1206S) / Kir6.x transfizierten Zellen nicht beobachtet (Hambrock et
al., 2001). Betrachtet man hingegen das Verhéaltnis der Amplitudenanteile
(hochaffine Komponente / niederaffine Komponente ~ 70 / 30 %) im Vergleich
zu SUR2A(Y1206S) allein, zeigt sich dass die Koexpression von
SUR2A(Y1206S) mit Kir6.2 die Amplitudenanteile unverandert lasst. Dies steht
wiederum im Gegensatz zu friheren Beobachtungen an SUR2B(Y1206S), bei
dem der hochaffine Anteil (A;) der Amplitude durch die Koexpression mit Kir6.x
von ~ 45% auf ~ 75 % der SB anstieg, wahrend der niederaffine Anteil (Az) nur
noch ~ 25 % der Gesamtamplitude uberstrich (A, von SUR2B(Y1206S) allein ~
55%) (Hambrock et al.,, 2001). In diesem Zusammenhang ware es von
Interesse, ob und in welcher Art und Weise das Bindungsverhalten von P1075
durch die Koexpression von SUR2A(Y1206S) mit Kir6.x moduliert wird (Stauf3
et al., in Vorbereitung). Auf jeden Fall ist die hier beobachtete
Rechtsverschiebung der hochaffinen Komponente der A-312110 Bindungskurve
ein weiteres Beispiel fur die Beeinflussung allosterischer Interaktionen von Katp-

Kanal Offnern und Blockern durch die Koexpression von SUR und Kir6.x.
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5 Zusammenfassung der Arbeit

Der ATP-empfindliche Kaliumkanal (Karp-Kanal) ist v.a. bekannt als
Ansatzpunkt der Sulfonylharnstoffe (und Glinide), die durch Hemmung der
Aktivitat des Kanals in der B-Zelle des Pankreas die Insulinsekretion férdern.
Karp-Kanale kommen in allen erregbaren Zellen vor und sind Oktamere aus vier
einwartsgleichrichtenden Kaliumkanaluntereinheiten der Familie Kir6.x und vier
Sulfonylharnstoffrezeptoren, SUR. Die Kir6.x Familie hat zwei Mitglieder, Kir6.1
(Gefal3muskelzelle) und Kir6.2 (alle anderen Myozyten, B-Zellen usw.); von den
SUR Subtypen gibt es SUR1 (B-Zelle, Gehirn), SUR2A (Herz- und
Skelettmuskel) und SUR2B (glatte Muskelzellen). SUR2A und 2B entstehen
aus alternativem Spleil3en desselben Gens und unterscheiden sich nur in den
letzten 42 Aminosauren des Carboxyterminus.

Offner des Katp-Kanals werden fiir verschiedene therapeutische Anwendungen
entwickelt, in neuerer Zeit v.a. zur Senkung der Hyperreaktivitat der Bronchien
bei Asthmatikern und der Harninkontinenz. Die Offner sind strukturell
auRerordentlich heterogen. Dabei ist neuen Offnern vom Dihydropyridintyp eine
gewisse (in vivo) Selektivitat fur die Muskulatur der Harnwege (Kir6.2/6.1 +
SUR2B) zugeschrieben worden; diese Dihydropyridine haben keine Affinitét
mehr zu spannungsabhéngigen Kalziumkanalen. In dieser Arbeit haben wir die
Bindung eines neuen Katp-Kanaloffner vom Dihydropyridintyp, A-312110, an
die verschiedenen SUR-Subtypen gemessen, da die Erfassung der
Bindungseigenschaften eines Dihydropyridins im rekombinanten System noch
nicht vorgenommen wurde. Dazu wurden Kompetitionsexperimente mit den
Radioliganden *H-P1075 (tritierter Offner) und *H-Glibenclamid in Membranen
von HEK-Zellen durchgefuhrt, in denen der entsprechende SUR-Subtyp
exprimiert war. Besonderes Gewicht wurde auf die Erfassung der allosterischen
Kopplungen der A-31210 Bindung an die Bindung von Glibenclamid und
MgATP gelegt und auf die Modulation dieser Effekte durch Koexpression von
SUR mit Kir6.2.

In Gegenwart von MgATP erwies sich A-312110 als potenter Ligand mit einer
minimalen Selektivitat fir SUR2A (K; = 14 nM gegen *H-P1075 als Radioligand)
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Uber SUR2B (18 nM); dabei war die Bindung von A-312110 an SUR2A
signifikant starker an die Bindung von MgATP gekoppelt als die an SUR2B. Die
Hemmbkurven der ®H-Glibenclamid Bindung an SUR2A und 2B durch den Offner
wurde an Punktmutanten der SURs mit erhohter Glibenclamidaffinitat
gemessen. Die Hemmkurven waren deutlich biphasisch mit einer
charakteristischen Aufteilung der beiden Komponenten, wie wir sie zuvor auch
bei anderen "typischen" Offnern beobachtet haben (Russ et al., 2003); damit
gehort auch A-312110 in die Kategorie der "typischen Offner". In der
Abwesenheit von MgATP war die Bindung des Offners an SUR2A um einen
Faktor 140, and SUR2B um 70 geschwacht. Der Faktor 70 am SUR2B ist dabei
deutlich schwécher als fir die meisten anderen Offner, bei denen er im Mittel
200 betragt (Russ et al., 2003). In Gegenwart von MgATP schwachte
Koexpression mit Kir6.2 die Affinitdt von SUR2A fir A-312110 um einen Faktor
~2 und erhdhte die fur Glibenclamid um einen Faktor 5; zudem wurde durch die
Koexpression die Biphasizitat der *H-Glibenclamid - A-312110-Hemmkurve an
(mutierten) SUR2A herabgesetzt. Die Wechselwirkung mit SUR1 war
vernachlassigbar (Ki > 300 nM).

Zusammenfassend laf3t sich sagen, daf} das Bindungsprofil von A-312110 zwar
in einigen charakterstischen Details von dem des P1075 abweicht (z.B. in der
bevorzugten Kopplung an SUR2A), aber doch im Grol3en und Ganzen dem
P1075 ahnelt.

In  Anbetracht der strukturellen Verschiedenheit der beiden Offner
((Dihydropyridin  vs. Cyanoguanidin/Pyridin) ist diese Ubereinstimmung
erstaunlich und l4Rt vermuten, daR beiden Offnern ein gemeinsames
Pharmakophor zur Kopplung an den SUR zugrunde liegt. Eine in vitro

Selektivitat fur die glatte Muskulatur der Harnbase laf3t sich nicht feststellen.
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Ein Manuskript das im wesentlichen auf den Ergebnissen dieser Arbeit beruht,

wurde inzwischen zur Veroéffentlichung eingereicht:

H. Felsch, U. Lange, C. Loffler-Walz, A. Hambrock U. Russ, W.A. Carrol, M.
Gopalakrishnan and U. Quast

INTERACTION OF A NOVEL DIHYDROPYRIDINE WITH SULPHONYLUREA
RECEPTORS AND Katp CHANNELS, 2003 submitted.
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