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1 Einleitung

1.1 Die Zellmembran

Die Zellmembran besteht aus einer kontinuierlichen und ca. 5 nm (5 010° m)
dicken Lipiddoppelschicht mit eingelagerten Proteinen. Die Lipide sind
amphiphile Molekile, d.h. sie besitzen einen geladenen/polaren Kopfteil sowie
einen ungeladenen/apolaren Schwanzteil. Der hydrophile Kopfteil der Molekile
zeigt dabei nach auf3en (in Richtung ZellauReres bzw. zytosolwarts), wéahrend
sich die zwei hydrophoben Schwanzteile gegenuber stehen und im Inneren der
Doppelschicht eine nichtwassrige Phase bilden. Durch diesen Aufbau der
Membran lassen sich ihre Eigenschaften groftenteils erklaren. So ist die
Plasmamembran aufgrund ihrer Ladungsverhaltnisse fir geladene Teilchen,
wie z.B. Na'-, K*-, Ca®*-Kationen oder Anionen wie CI, impermeabel. lonen
konnen die Membran aber Uber geeignete in die Lipiddoppelschichtmembran
eingebaute, Transportsysteme bzw. Transportproteine, wie z.B. lonenkandle

passieren.

1.2 lonenkanile

Sie bestehen als integrale Membranproteinen haufig aus mehreren
Untereinheiten. Viele Kandle schalten im schnellen Wechsel zwischen offenem
und geschlossenem Zustand hin und her, wobei die mittlere Offnungsdauer
gerade mal wenige Millisekunden betragt. Die lonenbewegung zwischen intra-
und extrazellularem Raum wird durch den, fir das jeweilige lon vorliegenden,
elektrochemischen Gradienten, welcher der Triebkraft der jeweiligen lonen
entspricht, bedingt. Die Teilchen bewegen sich somit durch passive Diffusion
durch den Kanal hin und her. Wichtig ist jedoch, dass lonenkanéle meistens
selektiv sind, d.h. sie lassen nur ein bestimmtes lon passieren. Es werden z.B.

Na*-, K- und Ca?-Kanale unterschieden, die durch Bindungsstellen oder



Ladungen an der Kanalwand ein Durchtreten  fur  das/die
kanalspezifische/kanalspezifischen lon/lonen ermdglicht/ermdglichen,
gleichzeitig den Durchtritt fir alle anderen Teilchen unmdglich machen kénnen
(Alberts et al.,1990; Hille,1992b). Fur die Selektivitat sind die Teilchengrdl3e, die
Hydrathille und die Ladung eines lons entscheidend. Um den Selektivitatsfilter
zu passieren muf3 das lon i.d.R. den grof3ten Teil der Hydrathtlle ablegen, was
fur das lon allerdings einen energetisch unginstigeren Zustand darstellt. Dieser
Prozess findet statt um die Energie fur schwache Bindungen an den geladenen
Gruppen der Aminosauren entlang des lonenkanals aufbringen zu kénnen. Die
Passage ist nur dann moglich, wenn der Energieverlust des lons durch die
schwache Bindung an die Kanalwand kompensiert wird (Doyle er al.,1998;
Hille,1992b). Diese schwankenden Energieverhéaltnisse lassen sich anhand von
Energieprofielen des lonenkanals veranschaulichen. Es sind zum einen
Energiegipfel, die Permeabilititsschranken darstellen kdénnten, zum anderen
Energieabfdlle, die man eventuell als solche schwachen Bindungen
interpretieren konnte, zu erkennen. Das Energieprofil des Kanals verschiebt
sich mit der Zeit in zyklischer Art und Weise und das lon kann dann plétzlich auf
der anderen Seite eines Energieprofils liegen und den Kanal passieren
(Lauger,1985). Je nach Art des lons unterscheiden sich die Energieprofile des
Kanals. Auch diese Eigenschaft konnte fir die Selektivitat der einzelnen
lonenkanale von entscheidender Bedeutung sein. Die Leitfahigkeit ([pS]=10"2
((Cb/s)/V)=10"? S) des lonenkanals und der elektrochemische Gradient
bestimmen den lonenstrom durch den offenen Kanal. Aufgrund des
Aktivierungsmechanismus der lonenkanale lassen sich diese einteilen in:

1) spannungsabhangige (voltage-gated) Kanédle, die durch das
Membranpotential gesteuert werden.

2.) mechanisch kontrollierte Kanale.

3.) ligandengesteuerte lonenkanale (ligand-gated). Modulation dieser Kandle
kann zum einen durch Liganden, die innerhalb der Zelle aktiv werden (z.B. G-
Proteine, Nukleotide, second messenger, wie Ca** oder IP3 (Inositol-1,4,5-
triphosphat) und PIP, (L-a-Phosphatidyl-Inositol-4,5-Biphosphat), zum anderen

durch extrazellulare Botenstoffe (z.B. Acetylcholin, Nukleotide, Serotonin



steuern als Neurotransmitter schnelle Kationenkanale, GABAx-Rezeptor einen
Cl'-Kanal) stattfinden.

4.) durch Proteinkinasen vollzogene Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung von Proteinen gesteuerte lonenkanale (Hille,1992a;
SuRbrich and Busch,1998).

1.3 Kaliumkanale

Bis jetzt wurden mehr als 50 verschiedene Kaliumkanale (K'-Kanéle)
identifiziert. Diese konnen in vier verschiedene Klassen eingeteilt werden
(Salkoff and Jegla,1995). Der Kanal im eigentlichen Sinn wird aus einem
Tetramer oder auch Dimer, welcher meist aus homologen «-Untereinheiten
besteht, geformt. In vielen Fallen treten [-Untereinheiten zu den «-
Untereinheiten hinzu, die eine wichtige Rolle fir die Regulation der K'-

Kanalaktivitat spielen (Leicher et al.,1996).

1.3.1 Spannungsabhangige Kaliumkanale (Kv)

Diese Art des K'-Kanals dient v.a. der Repolarisation von Zellen erregbarer
Gewebetypen, wie z.B. Myozyten oder Neurone zur Beendigung des
Aktionspotentials. Der Kv-Kanal wird von «-Untereinheiten, die sechs o helikale
Transmembransegmente besitzen gebildet (Jan and Jan,1997, vgl. Abb.1). Die
hoch konservierte H5-Domaéne, die sich zwischen den
transmembransegmenten S5 und S6 befindet, bildet die Pore des Kanals.
Diese Domane ist somit fur die Kaliumselektivitat des Kanals entscheidend und
kommt folglich bei allen Kaliumkanalen vor (Heginbotham et al.,1994). Dieses
Wissen macht man sich bei der ldentifikation von Kanalen oder von neu
entdeckten Klonen zunutze um diese den K*-Kanalen zuordnen zu kénnen. Kv-
Kanale zeigen Auswartsgleichrichtung der K*-Leitfahigkeit. Jeder einzelne Kv-
Kanaltyp besitzt eine fir ihn spezifische Schwellenspannung. Wird diese z.B.

durch Erregung der Zelle tberschritten erhéht sich die Offenwahrscheinlichkeit



des Kanals rapide. Um diese Aktivierung des Kanals auszulésen wird eine
durch ein Aktionspotential induzierte Ladungsverschiebung im S4-
Transmembransegment verantwortlich gemacht. Es kommt dadurch zu einer
Konformationsanderung im Kanal und zur K* Passage. Bleibt die Zelle fiir
langere Zeit im depolarisiertem Zustand geht der Kv-Kanal in einen inaktivierten
Zustand Uber, wobei es eine schnelle und eine langsame Form der
Inaktivierung gibt. Die schnelle Form der Inaktivierung kann am Besten durch
das “Ball and Chain -Modell* erklart werden. Dabei hat der im Zellinneren
gelegene Amino (N)-Terminus mit positiv geladenen Aminosauren auf einer
Seite in etwa die Form eines Balls, der an einer Kette angebracht ist. Kommt es
nun zur Depolarisation wird der Ball durch negative Kanalproteinladungen
angezogen und verschliet somit den Kanal (Isacoff et al.,1991; Hille et
al.,2001). Die langsame Inaktivierung des Kanals fuhrt zu einer Verengung des
Kanaleingangs an der Membranseite, die, wie es scheint, durch den Carboxyl

(C)-terminus durch Proteinremodifikation induziert wird (Liu et al.,1996).

2TM K* channels 6TM
ND I c N[II]I][I[I [ c
Kir Kv KQT Eag N K(Ca%*) CNG
NI NI 00‘g Ooomoeg oo -
N CN CN S =N =
E i T a., .. 5 i w ] E I (3 | e | lC:| L | c
Kirl ... Kir3 ...Kir6 Shaker Shab Shaw Shal eag erg ek  SK BK ~ CNGI-5...
Kvl Kv2 Kv3 Kv4... slo ret, olf, ...
[ 3 a Ew w3 w w i a w a [ a8 ae a B a6 a [} a (1’ B
Kir3.1. .. Kvl.l ... Kv1.8 KVLQTT KQT2 -+« < +v o oo e
2*2TM 6 +2TM 4*6TM
0’0 0v0 oo 0vp ooovo oovD DOovn 0o o
N C N C N C
TWIK K* channels TOK K* channels Na* and Ca?* channels
Abb.1 Ubersicht der Genfamilie der kaliumkanalformenden Proteinunter einheiten und

damit verwandte Proteine.

Abgebildet sind nur die wichtigsten Mitglieder. Das Schema basiert auf Kaliumkanélen mit 2 und
6 Transmembransegmenten (2TM und 6TM), die weiteren kanalformenden Proteine haben sich
wahrscheinlich durch Genduplikation oder Splicing entwickelt: 2*2TM (TWIK Kanéle), 6*2TM
(TOK Kanale) und 4*6TM (Natrium- und Kalziumkanéle). Es sind mehrere Vertreter der 2TM-
und 6 TM-Familie dargestellt. Die Punkte zeigen die Vielzahl der, durch den raschen Fortschritt
im Klonieren von Kanalgenen zu erwartenden und bereits vorhandenen, Vertretern
(Heinemann,2001).
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Die Relevanz der Existenz und Funktion dieser spannungsabhangigen K'-
Kanalen zeigt sich darin, dass es Erkrankungen des Menschen gibt, die aus
einem Kanaldefekt resultieren. Zu nennen ist das angeborene Long QT-
Syndrom (familiares QT-Syndrom, Pseudohypokalidmie-Syndrom), auch
Romano-Ward-Syndrom genannt. Dabei handelt es sich um eine seltene,
autosomal-dominant vererbte Erkrankung, bei der Symptome, wie Synkopen,
Arrhythmien und schlimmstenfalls sogar plotzlicher Herztod auftreten kénnen,
da die Herzmuskelzellen verzégert repolarisieren, was sich im verlangerten QT-
Intervall im EKG zeigt. Zwei Typen von Kv-Kanalen sind daftir verantwortlich.
Der nach der neuen Nomenklatur KCNH1, friher “human ether-a-go-go-related
gene-Kv6" (HERG) der einen schnellen Kaliumauswartsstrom am Herz erzeugt
und so zur Repolarisation der Zellen beitragt (Sanguinetti et al.,1995, Barhanin
et al.,1995). Sechs vererbbare HERG-Gen-Mutationen wurden entdeckt, die
alle zu einer starken Reduktion des K'-Auswartsstroms filhren (Curran et
al.,1995). Der andere Typ ist der KCNQ1 (friher: KVLQT1) der zusammen mit
KCNE1 (min K) einen langsamen K'-Auswartsstrom erzeugt und dessen
Mutation ebenfalls die Dauer der Repolarisation und damit das QT-Intervall
verlangert (Splawski et al.,1997). Eine andere damit verwandte Erkrankung ist
das Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom. Diese wird autosomal-rezessiv vererbt und
es kommt zu den Symptomen des Long QT-Syndroms noch eine

Innenohrschwerhdorigkeit hinzu.

1.3.2 Kalziumabhangige Kaliumkanale (K ca)

In der Struktur sind sie den Kv-Kandalen sehr &hnlich (vgl. Abb.1) und kommen
in fast allen Typen von Zellen vor. Auffallend ist ein verlangerter
Carboxylterminus, dessen Funktion in der Bestimmung der intrazellularen
Kalziumkonzentration und der Modulation der Kanalaktivitat liegt. Durch
Erhohung der Ca?'-Konzentration in der Zelle im Zuge einer Depolarisation
werden die Kanale durch Erniedrigung des Schwellenpotentials der
spannungsabhangigen  Komponenten aktiviert (Koéhler et al.,1996).

Unterschieden werden Kcp-Kanale mit geringer Leitfahigkeit (10-14 pS) mit

11



langsamer Aktivierung (10-1000 ms) und SchlieBung nach wenigen Sekunden
(Rudy,1988; Kohler et al.,1996), Kca-Kanédle mit hoher Leitfahigkeit (150-250
pS) mit schneller Aktivierung (1-2 ms) und fast ebenso schneller Inaktivierung
(ca. 10 ms) (Rudy,1988; Butler et al.,1993) und Kcs-Kanédle mit mittlerer
Leitfahigkeit (ca. 18-50 pS) (Ramboer and Boeynaems, 1989).

1.3.3 Einwartsgleichrichtende Kaliumkanéale (Kir(inw  ard rectyfing))

Sie konnen als “funktionelles Fragment* des spannungsabhangigen K*-Kanals
gesehen werden, wobei hier die H5-Domane nur die zwei
Transmembransegmente M1 und M2, die den Segmenten S5 und S6 des Kv-
Kanals entsprechen, miteinander verbindet (Kubo et al.,1993, vgl. Abb.1). Der
Kir-Kanal spielt eine wichtige Rolle bei der Erregbarkeit von Zellen und bei der
Stabilisierung des Ruhepotentials (Doupnik et al.,1995). Je nach der Art des
Gewebes liegt das Ruhepotential der Zelle bei -80 bis -30 mV (Hille,1992b),
wobei das Nernstsche Gleichgewichtspotential fur Kalium bei ca. -90 mV liegt.
Daraus ergibt sich, dass bei den Gewebearten mit hohem Ruhepotential die
Leitfahigkeit der ruhenden Membran fir Kalium weitaus grof3er als fur die
anderen lonen (Na* und Ca?") ist. Dabei bildet das Skelettmuskelruhepotential
E«-=-80 mV, welches wesentlich durch CI" bestimmt ist, eine AulBnahme. Wie
der Name des Kir-Kanals schon sagt konnen die lonen sehr viel leichter ins
Zellinnere Ubertreten als aus der Zelle heraus in den Extrazellularraum. Es zeigt
sich also ein physiologischer K*-Einwéartsstrom, der jedoch nur in der Nahe des
Ruhemembranpotentials funktioniert. Der Auswartsstrom kommt ab einem
Potential von ca. -70 mV durch Verschluss von innen durch positive
Substanzen (Mg®*, Polyamine) zum Erliegen (Doupnik et al.,1995). Eine
besondere Art stellt der G-protein-linked Inward Rectyfing K*-channel (GIRK)
dar (Dascal et al.,1993). Dieser G-Protein gekoppelte Kir-Kanaltyp wird am
Herz Uber einen muscarinischen Acetylcholinrezeptor (Typ M2) durch den
Parasympathikus gesteuert (Pfaffinger et al.,1985;Yatani et al.,1990). Durch
Aktivierung wird die Membran hyperpolarisiert und die Zeit bis die

Herzschrittmacherzelle das Schwellenpotential, welches zur Auslésung eines
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Aktionspotentials Uberschritten werden muss, erreicht, wird verlangert und
folglich nimmt die Herzfrequenz ab. Der im Kapitel 1.4 beschriebene ATP-

abhangige K'-Kanal ist ebenfalls ein besonderer Typ der Kir-Kanale.

1.3.4 Tandem-Kaliumkanale (K 2p)

Zur Bildung eines Kyp-Kanals sind nur zwei Untereinheiten nétig, da bei ihnen
zwei Kirs auf einer Polypeptidkette liegen (Ketchum et al.,1995). Den ersten
Kop-Kanal “Two P-region-containing Qutwardly rectifying K+ channel* (TOK1)
entdeckte man in Hefezellen. Darliber hinaus wurden acht weitere Kyp-Kanéle,
KCNK1-8, bei Saugetieren gefunden, die in verschiedenen Gewebearten
vorkommen und einen kontinuierlichen, spannungsunabhangigen, schwach
gleichrichtenden Kaliumstrom bedingen (Lesage et al.,1996; Fink et al.,1996;
Duprat et al.,1997;Fink et al.,1998; Reyer et al.,1998; Chavez et al.,1999;
Salinas et al.,1999). Sie scheinen eine wichtige Rolle bei der Erhaltung des
Membranpotentials nahe dem K*-Gleichgewichtspotential zu spielen. KCNK2
(TREK-1) und KCNK4 (TRAAK) sind mechanosensitive Kanale und werden
durch Arachidonsaure und andere ungesattigte Fettsauren moduliert (Maingret
et al.,1999). KCNK1 (TWIK-1) und KCNK6 (TWIK-2) sind schwach
einwartsgleichrichntende Kaliumkanéle, die durch Proteinkinase C und
Ansauerung der Zelle gehemmt werden kdnnen (Lesage et al.,1996; Chavez et
al.,1999). KCNK3 (TASK-1) und KCNK5 (TASK-2) reagieren auf extrazellulare
pH-Wertveranderungen (Duprat et al.,1997; Reyes et al.,1998). TASK-3 wird
ausschlieB3lich im Gehirn exprimiert (Rajan et al.,2000). Es wird vermutet, dass

die Kop-Kanéle unter allen K*-Kanalen die am Haufigsten vorkommenden sind.

1.4 ATP-abhangige Kaliumkanéle

Entdeckt wurden ATP-abhangige Kaliumkanéle (Karp-Kanéle) im Herzmuskel
(Noma,1983; Trube and Hescheler,1984). Einige Zeit spater stellte sich heraus,
dass dieser K*-Kanaltyp, der eine Sonderform der Kir-Kanale darstellt, auch in
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vielen anderen Gewebearten, wie z.B. im Pankreas (Ashcroft et al.,1984; Cook
and Hales,1984; Rorsman und Trube,1985), in Skelett- (Spruce et al.,1985) und
glatter Muskulatur (Standen et al.,1989), im Gehirn (Ashcroft et al.,1988;
Amoroso et al.,1990; Bernardi et al.,1993) in Neuronen, in
Hypocampusneuronen (Fuijmura et al., 1997), in Gliazellen (Zawar et al.,1999),
in dorsalen Vagusneuronen (Trapp und Ballanyi,1995), in
Hypothalamusneuronen (Ashford et al.,1990a,b; Dunn-Meynell et al.,1997), in
der Substantia nigra (Liss et al.,1999) und im Nierenepithel (Quast,1996)
vertreten ist. Typisch fur den Karp-Kanal ist, dass er durch intrazellulares ATP
geschlossen und durch MgATP gedffnet wird (Noma,1983; Ashcroft,1988;
Ashcroft and Ashcroft,1990b). So gelingt es der Zelle ihren metabolischen
Zustand an die Zellmembranaktivitat zu koppeln, d.h. ist der Energiezustand der
Zelle gut und folglich der Quotient (ATP/ADP) hoch, schlie3en sich die Karp-
Kanale und die Zelle wird aufgrund der Depolarisation leichter erregbar. Im
anderen Fall, d.h. bei schlechtem Energiezustand und niedrigem Quotienten
(ATP/ADP) o6ffnen sich die Karp-Kanale und die Zelle wird hyperpolarisiert. Auch
andere Magnesiumnukleosiddiphosphate, wie MgNDP, MgGDP und MgUDP
wechselwirken mit den Karp-Kanalen und fihren zu ihrer Offnung.

Es existieren, laut einem allosterischen Modell, drei Kanalzustande in
Abwesenheit eines Liganden. Das ist zum einen ein langlebiger geschlossener
Zustand (Co), ein offener Zustand (O), der fur kurze Zeit in die dritte
Zustandsform, einen vorlUbergehend geschlossenen Zustand (C;) Ubergehen
kann (Kakei and Noma,1984). ATP und Sulfonylharnstoffe binden bevorzugt an
Co. Dieser Zustand wird dadurch stabilisiert, und die Offenwahrscheinlichkeit
des Kanals verringert sich (Gillis et al.,1989). MgADP und das
Antihypertensivum Diazoxid binden vorzugsweise an O und flhren so zu seiner
Aktivierung (Kozlowski et al.,1989). Folglich wird durch den Liganden immer der
Zustand stabilisiert an den er selbst am Besten bindet, d.h. zu dem er die
hochste Affinitat hat. Eine Modulation der Kandale erfolgt auch durch das
Phospholipid PIP, (Baukrowitz et al.,1998), durch G-Proteine (Sanchez et
al.,1998) oder durch Oleyl-CoA (Lui et al.,2001). Der Karp-Kanal stellt den
therapeutischen Angriffspunkt einer Vielzahl von Diabetes mellitus Typ2- und
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Hypertoniemedikamenten dar. Orale Antidiabetika (z.B. Sulfonylharnstoffe wie
Tolbutamid oder Glibenclamid) fihren zum Verschluss des Kanals und férdern
so die Insulinsekretion der p-Zellen der Bauchspeicheldriise (Sturgess et
al.,1985; Trube et al.,1986; Dunne et al.,1987). Antihypertensiva (z.B. K'-
Kanal6ffner) fiuhren durch Kanal6ffnung in der glatten GefalBmuskulatur zu einer
starken Vasodilatation und der Blutdruck féllt ab. Im Gegensatz dazu verhindern
Kaliumkanaloffner (KCOs, z.B. Diazoxid) die Insulinsekretion durch Offnen der
Karp-Kanalen (Trube et al.,1986; Dunne et al.,1987; Sturgess et al.,1988). Im
Tierexperiment zeigte sich, dass K'-Kanaloffner das Myokard vor Ischamie

schitzen kénnen (Szewczyk and Marban,1999).

1.4.1 Der Aufbau von K atp —Kanalen

Katp-Kandle sind Heterooktamere, die sich aus zwei Typen von Untereinheiten
zusammensetzen. Diese sind die Untereinheiten des Kir-Kanals Kir6.x, welche
die «a-Untereinheit bildet, und die p-Untereinheit, welche dem
Sulfonylharnstoffrezeptor SURX entspricht. Karp-Kanéle sind demnach aus o-
und B- Untereinheiten zusammengesetzte Kanéle (Aguilar-Braxen et al.,1995;
Inagaki et al.,1995a; Sakura et al.,1995; Clement IV et al.,1997). Mit einer
Stochiometrie von 4:4, d.h. vier «- und vier B- Untereinheiten wird ein Karp-
Kanal aufgebaut (Kir6.x/SURX)4, dessen relative Molekilmasse ca. 950 kDa
betragt (Clement IV et al.,1997). Es gibt zwei Subtypen der Kir6.x-Familie
(Kir6.1 und Kir6.2) und zwei SURx-typen (SUR1, SUR2). Aus dem SUR2-Gen
entstehen durch alternatives Spleil3en die physiologisch wichtigen Isoformen
SUR2A (Inagaki et al.,1996) und SUR2B (Isomoto et al.,1996).

Je nach Gewebeart kann der Kir6.1 (Inagaki et al.,1995b) oder Kir6.2 (Sakura
et al.,1995; Inagaki et al.,1995a) kombiniert sein. In der insulinproduzierenden_-
Zelle des Pankreas werden Karp-Kandle der Kombination Kir6.2/SUR1
exprimiert. Der alleinige Einbau der Kir6.x Untereinheiten in die Membran wird
durch ein Retentionsmotiv verhindert (Zerangue et al.,1999). Die Assoziation
mit SUR1 konnte in Experimenten mit Kir6.2 spezifischen Antikdrpern (Graham
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et al.,1977) und dem Photoradioliganden '?°I-Azido-GBC (Schwanstecher et
al.,1994b; Clement IV et al.,1997) nachgewiesen werden (vgl. Abb1l).

Abb.2 Modell des K arp-Kanals in der B-Zelle des Pankreas .

Erstaunlich war die 1997 erworbene Kenntnis, dass Kir6.2AC36-Kanéle (d.h.
Kir-Kanale bei denen die 36 C-terminalen Aminosauren entfernt waren)
trotzdem in der Lage waren K'-Strome bei alleiniger Expression zu erzeugen
(Tucker et al.,1997). Die Ursache liegt darin, dass bei diesem Rumpfkanal das
Retentionsmotiv R-K-R mit abgeschnitten wurde. Das Gleiche gilt auch fur
KirAC26. Anhand dieser Tatsache versucht die Forschung durch verschiedene
Experimente neues Wissen uber den Kanal und dessen Funktionsweise zu
gewinnen. Es konnte gezeigt werden, dass der Block der Kir6.2/SUR-Kanéle
durch ATP an der Bindung von ATP an Kir6.2 liegt (Tucker et al.,1997b).
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Abb.3 KcsA Kanal von Streptomyces lividans.

Gezeigt werden zwei der vier Untereinheiten. Jede Untereinheit besteht aus einer aul3eren Helix
(M1), der H5-Domane (P) und einer inneren Helix (M2). Nach Eintritt in das Zellinnere formen
die Helices ein Biindel, welches das physikalische ,Gate" des Kanals bildet. Der Stern zeigt den
Zugang zur Pore (Doyle et al.,1998).

1.4.2 Die a-Untereinheit Kir6.x des K arp-Kanals

Die a-Untereinheit Kir6.x gehort zur Superfamilie der bereits in Kapitel 1.3.3
beschriebenen Kir-Kanéle und hat eine Molekilmasse von ca. 45 kDa. Sie
bildet die porenbildende Untereinheit des K*-Kanals, der die Membranpassage
fur Kaliumionen ermdoglicht. Kir6.x verflgt Gber zwei Transmembransegmente
(siehe Kapitel 1.3.3) M1 und M2, die durch eine intramembranar gelegene
Schleife, eine hoch konservierte H5- Domane (P-loop), verbunden sind, welche
die eigentliche Pore bildet und die K*-Selektivitat bestimmt. Die H5-Domane ist
dabei in der Nahe der AulRenseite des Kanals gelegen und dient als
Selektivitatsfilter, bei dem die Carbonylgruppen der Sequenz Gly-Tyr-Gly eine
zentrale Rolle spielen. Der unterhalb des Selektivitatsfilters gelegene Vorraum
mit einem Durchmesser von ca. 10 A ist tiber einen wassergefiillten Tunnel aus
hydrophoben Aminosduren mit dem Zellinneren verbunden. Die Struktur der
Pore wurde an dem verwandten KcsA-Kanal des Bakteriums Streptomyces
lividans untersucht (Doyle et al.,1998, vgl. Abb.3). Der KcsA-Kanal ist ein

Tetramer aus vier identischen Untereinheiten, die sich um die zentrale Pore
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gruppieren. Vier M2-Helices sind dabei trichterférmig konvergierend angeordnet
und bilden so ein Tor, welches sich 6ffnen und wieder schlieen kann. Im
Gegensatz zum KcsA-Kanal zeigen Kir6.1 und Kir6.2, welche in ihrer
Aminosauresequenz zu 70% Ubereinstimmen (Sakura et al.,1995; Inagaki et
al.,1997), einen Selektivitatsfilter mit der Sequenz Gly-Phe-Gly (Inagaki et
al.,1995a). Allerdings gibt es trotz der grof3en Strukturahnlichkeit des Kir-Kanals
mit dem KcsA-Kanal auch einige Unterschiede (Reimann and Ashcroft,1999).
Der KcsA-Kanal kann somit nicht zu der genaueren Beschreibung bzw.
Vorstellung der Kir6.x Struktur herangezogen werden.

Das humane Gen fiur Kir6.1 (KCNJ8) wurde auf den Chromosom 12, Position
12p11.23 lokalisiert. Es liegt somit nahe bei dem Gen fur SUR2. Es ist etwa 9.7
kb lang und enthalt drei Exons. Das bei der Translation dieses Gens
entstehende Protein aus 424 Aminosauren hat eine Molekilmasse von ca 38
kDa und zeigt eine 98 % Homologie zu murinem Kir6.1. Kir6.1 kann mit der f-
Untereinheit SUR1 (Ammala et al.,1996) und SUR2B (Aguilar-Bryan et al.,1998)
funktionelle Kanale ausbilden. Auch die Kombination von Kir6.1 und SUR2A
ergibt funktionelle Kanale (Liu et al.,2001b; Lange et al. unveréffentlicht (AG
Quast)). Kir6.1 enthaltende Kanale sind nur schwach ATP empfindlich (Ki~mM)
und haben eine unitére Leitfahigkeit von ca. 30 pS.

Das humane Gen von Kir6.2, oder BIR (B-cell inward rectifier) liegt auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 11. Es ist ein aus 390 Aminosduren
bestehendes, intronloses Gen, das in der Nahe von SUR1 liegt und eine
relative Molekilmasse von 43.5 kDa besitzt. Kir6.2 kann mit allen SUR-
Isoformen funktionelle Kanale ausbilden (Inagaki et al.,1996; Isomoto et
al.,1996). Kanale, die Kir6.2 enthalten sind sehr ATP-sensitiv (Ki~10-30 uM)
und verfiigen tber eine unitéare Leitfahigkeit von ca. 80 pS (140 mM K*) (Seino
und Miki,2003). Bei Kir6.2-enthaltenden Kanalen wird die ATP-Inhibition durch
die Bindung von ATP an Kir6.2, bei Aktivierung des Kanals durch die
Wechselwirkung von MgADP mit der SUR-Untereinheit, hervorgerufen (Aquilar-
Bryan und Bryan,1999; Proks et al.,2002; Seino und Miki,2003; Gribble und
Reimann,2003).
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1.4.3 Die B-Untereinheit SUR des K arp-Kanals

Die B-Untereinheit stellt der Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR) dar, welcher fir
das komplexe Regulationsverhalten der K'-Kanale verantwortlich ist. Die
Untereinheit wurde zum ersten mal aus der pankreatischen [-Zelle kloniert
(Aguilar-Bryan et al.,1995). Es existieren mindestens zwei Subtypen der (-
Untereinheit SUR des Karp-Kanals, namlich SUR1 und SUR2 (Inagaki et
al.,1996; Isomoto et al.,1996), deren Gene auf dem Chromosomen 11 (p15.1)
bzw. Chromosom 12 (11.23) liegen (Chutkow et al.,1996). Das Exon 38 des
SUR2 kann durch alternatives Spleil3en bei der DNA-Transkription die Variante
SUR2A (Exon 38a) und die Variante SUR2B (Exon 38b) (Inagaki et al.,1996;
Isomoto et al.,1996) hervorbringen. Dabei unterscheidet sich SUR2A nur in den
42 C-terminalen Aminosauren von SUR2B (Inagaki et al.,1996; Isomoto et
al.,1996). Fur SUR1, welcher aus 1581 Aminosauren aufgebaut ist und die
relative Molekulmasse von ca. 176 kDa besitzt, kodieren 39 Exons. Die 38
Exons des SUR2-Gens bestehen aus 1549 Aminosauren (Bryan und Aguilar-
Bryan,1999). Durch Hydropathie-Analysen (Tusnady et al.,1997) wurde die
korrekte Struktur des SUR vorgeschlagen und durch Andere spater bestatigt.
SURL1 weist einen extrazellular gelegenen N-Terminus auf. Darauf folgen funf
Transmembranhelices (TM), welche die Transmembrandoméane 0 (TMDO)
bilden (siehe Abb.4). Diese TMDO ist Uber eine kurze intrazellular gelegene
Schleife mit der aus sechs TM bestehenden TMD1 verbunden. Auf die TMD1
folgt eine grofe intrazellular gelegene Domane mit ca. 40 kDA, welche die
Nukleotid-Bindungs-Falte 1 (NBF1) enthéalt. AnschlieBend kommt die aus sechs
TM bestehende TMD2. Zwischen dem intrazellular gelegenen C-Terminus der
NBF1 und TMD2 befindet sich eine ca. 38 kDa grof3e Domane, welche die
NBF2 enthalt (Tusnady et al.,1997).
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SUR Kir6.x

Abb.4 Struktur der Bestandteile des K arp-Kanals.

SUR= Sulfonylharnstoffrezeptor. Kir6.x = Einwartsgleichrichtender K*-Kanal 6.x.

TMD= Transmembrandomaéne. GFG = Glycin-Phenylalanin-Glycin.

NBF= Nukleotidbindungstasche. AB = Walkerregionen fir die Bindung von
Nukleotiden.

M = Transmembranbereich 1-17 = Transmembranbereich

CL3 = zytosolische Schleife 3 (Bindungsstelle B der Sulfonylharnstoffe und Glinide)
CL8 = zytosolische Schleife 8 (Bindungsstelle A der Sulfonylharnstoffe und Glinide)

In diesen NBF sind hoch konservierte Walker A- und B- Motive enthalten, die
ATP binden konnen. Jede NBF enthédlt ein Walker A-Motiv, das die
Aminosauresequenz (As-sequenz) Gly-X-X-Gly-X-Gly-Lys-Ser/Thr- umfasst,
wobei X eine beliebige Aminosaure (As) darstellt, sowie ein Walker B-Motiv mit
der As-sequenz -Y-Y-Y-Y-Asp-, wobei Y eine hydrophobe As darstellt (Walker
et al.,1982). Die As Lys im Walker A-Motiv ist wichtig fur die Koordination der
negativen Ladung am y-Phosphat des ATPs. Beim Walker B-Motiv koordiniert
die As Asp das Mg** im Mg®*-Nukleotidkomplex. Man nimmt somit an, dass das
Walker A-Motiv mit PO*-lonen, das Walker B-Motiv mit Mg?*-lonen interagiert
(Hilgenfeld,1995). Die beiden Motive sind in NBF1 Uber die Linkersequenz -
Leu-Ser-Gly-Gly-GIn- bei NBF2 uber -Phe-Ser-GIn-Gly-GIn- miteinander
verbunden. Beim SUR2 enthélt die NBF2 eine verdnderte Linkersequenz,
namlich -Phe-Ser-Val-Gly-GIn-. Anhand dieser Struktur lasst sich SUR den
ATP-Binding-Cassette-Proteinen  (ABC-proteins) zuordnen (Altschul und
Lipman,1990), zu denen auch der cystic-fibrosis-transmembrane-regulator
(CFTR), der canalicular multispecific-organic-anion-transporter (cMOAT), das
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multi-drug-resistence-protein (MRP bzw MDR-Protein) und das yeast-cadmium-
factor-protein (YCF1) gehoren. Andere Proteine, die ebenfalls zu dieser Gruppe
von Proteinen gehoren sind z.B. Malk, Hisl, OppD, HIlyB und viele andere mehr.
Charakteristisch ist fur die ABC-Proteine ihre ATP-ase Aktivitat, an die in vielen
Fallen ein Transportvorgang gekoppelt ist. Es wurde auch eine schwache ATP-
ase Aktivitat fur die SUR-Subtypen nachgewiesen, welche v.a. in der NBF2
lokalisiert ist (Bienengraeber et al.,2000; Matsuo et al.,2000) und die Kanal-
aktivitatssteuerung kontrolliert (Zingman et al.,2001).

Radioligandenmessungen haben gezeigt, dass die Bindungsstellen fur
Sulfonylharnstoffe und KCO auf SUR liegen (genaue Lokalisation: vgl. Abb.4
und Kapitel 1.7.1).

Generell kann man sagen, dass SUR1 eine hohere Affinitdt als die SUR2-
Isoformen zu Sulfonylharnstoffen und Gliniden hat; SUR2-Isoformen jedoch
eine hohere Affinitat zu den Karp-Kanal-Offnern besitzten (Aquilar-Bryan und
Bryan,1999; Seino und Miki,2003). Die Sensitivitat der Sulfonylharnstoffe und
der Glinide, sowie der Karp-Kanal-Offner ist an den verschiedenen Katp-
Kanalen unterschiedlich. Diazoxid z.B. beeinflusst bei bestimmter Konzentration
gleichzeitig die Karp-Kandle der [B-Zellen als auch die der GefalBmyozyten
(Aquilar-Bryan und Bryan,1999). Es wurden auch Offner mit exzellenter SUR1-
Selektivitat synthetisiert (Nielson et al.,2002 ).

1.4.4 Die gewebespezifische Verteilung der K arp-Kanaluntereinheit

Durch elektrophysiologische Messungen fand man heraus, dass Kir6.1 und
Kir6.2 sich mit den unterschiedlichen Subtypen des SUR zu ganz
verschiedenen Kanalstrukturen koppeln. Dies ist die Grundlage der
Gewebediversitat der Karp-Kanale und erklart zugleich deren verschiedene
Eigenschaften in den einzelnen Geweben. Mischkandle der Form (Kir6.1)y,
(Kir6.2)4x und (SUR2), wurden fir die SUR2-Subtypen nachgewiesen (Cui et
al.,2001; Pountney et al.,2001).
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Aufgrund der Funktion und der Geschichte der Entdeckung beginnt die
Auflistung der verschiedenen Kanéle in der Tabelle 1 mit Kir6.2/SUR1 und es
folgen dann Kir6.2/SUR2A, Kir6.1/SUR2B und zum Schluss Kir6.2/SUR2B.

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

Tah.1 Kombinationen der Untereinheiten und deren VVorkomme n.
Die GBC-Konzentration wurde in inside-out patches (22 °C) gemessen.

1.4.5 Die Regulation des K atp-Kanals

Wie bereits erwahnt (Kapitel 1.4.1), kdbnnen aus Kir6.2AC ohne SUR gebildete
Kanale durch ATP in ihrer Aktivitdt gehemmt werden, wahrend MgATP keinen
Einfluss hatte (Tucker et al.,1997). Die ATP-Sensitivitat ist allerdings bei Kir6.2
alleine geringer, ndmlich Ki ~100 uM, als bei der Koexpression mit SUR1 mit Ki
~10 pM. Der direkten Beweis fur die Existenz einer ATP-Bindungsstelle an
Kir6.2 wurde durch Versuche mit speziell markiertem ATP ([y-32P]-8-azido-
ATP) geliefert (Tanabe et al.,1999). Die Untereinheit SUR besitzt je eine
Nukleotid-Bindungsstelle in NBF1 und NBF2 (Ueda et al.,1997; Matsuo et
al.,2000). Ueda versuchte sich die Eigenschaften des [-Zell-Katp-Kanals
anhand eines Modells zu erklaren, bei dem ATP an die NBF1 und MgADP an
die NBF2 bindet, wenn der [ATP/ADP]-Quotient klein ist, d.h. bei niedrigem

bzw. schlechtem Energiezustand der (-Zelle (Ueda et al.,1999). In diesem
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Zustand bindet Kir6.2 das ATP mit niedriger Affinitat und der Katp-Kanal bleibt
offen. Steigt nun aber der [ATP/ADP]-Quotient in der pankreatischen p-Zelle an
(Energiezustand der Zelle wird immer besser), kommt es zu einer Dissoziation
von MgADP von NBF2 und anschliel3end zu einer reduzierten ATP-Bindung an
NBF1. Beide Mechanismen resultieren aus der Verminderung der MgADP-
Konzentration. Es kommt zu einer Konformationsédnderung von SUR1, die zu
einer Affinitatserhnéhung von Kir6.2 fur ATP fuhrt und den Kanal schlie3en lasst.
Die  Nukleotidbindungseigenschaften der SUR-Subtypen sind sehr
unterschiedlich, z.B. zeigt SUR1 eine starke Mg?*-Abhangigkeit bei der MgATP-
Bindung an NBF2 (im Gegensatz zu SURZ2). Dariiber hinaus ist die ATP-
Affinitdt an NBF1 bei SUR1 deutlich héher als bei SUR2. Des weiteren ist die
ADP-Affinitat an NBF2 von SUR2B gegenliber SUR2A deutlich erhoht (Matsuo
et al.,2000).

Negativ geladene Lipide, z.B. langkettiges-Acyl-Coenzym A (LC-Acyl-CoA) und
L-a-Phosphatidyl-Inositol-4,5-Biphosphat (PIP2), bestimmen die Aktivitat der
Karp-Kanale ganz wesentlich. Die aus Fettsduren synthetisierten LC-Acyl-CoA-
Ester dienen z.B. dem Herzen als Hauptstoffwechselsubstrate. LC-Acyl-CoA
aktiviert deutlich die Karp-Kanéale im Herzen (Liu et al.,2001), die in den -Zellen
des Pankreas lokalisierten Karp-Kanale nur sehr gering (Branstrom et al.,1997).
Da die LC-Acyl-CoA an der Kir-Untereinheit ansetzen (Branstrém et al.,1998;
Gribble et al.,1998a) und diese in beiden Fallen Kir6.2 ist, kann davon
ausgegangen werden, dass der unterschiedliche SUR-Subtyp den Effekt der
LC-Acyl-CoA auf den Kir6.2 moduliert. PIP; ist ebenfalls an der Karp-
Kanalmodulation beteiligt, indem es die ATP-Sensitivitat erniedrigt (Baukrowitz
et al.,1998; Shyng und Nichols,1998; Baukrowitz und Fakler,2000) und
gleichzeitig die Offenwahrscheinlichkeit erhéht (Hilgemann und Ball,1996; (Fan
& Makielski 2650/id). Hinweise bestehen beztiglich der Beeinflussung der Kartp-
Kanal-Aktivitat auch durch Endosulfine (Heron et al.,1998), G-Proteine
(Sanchez et al.,1998) und durch Phosphorylierung des Karp-Kanals durch
Proteinkinase A (Béguin et al.,1999). Uber die Phosphorylierung des Kap-
Kanals durch die Proteinkinase A gibt es neue wichtige Erkenntnisse der

Arbeitsgruppe von Tinker (Quinn, Giblin, Tinker et al.,Circ. Res.,2004).
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1.5 Physiologische und pathophysiologische Rolle vo n K tp — Kanalen
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Abb.5 Mechanismus der intrazellularen Signaltransduktion.
Modell der Insulinfreisetzung aus der [ -Zelle des Pankreas (Konsensusmodell nach Cook und
Hales,1984).Aus Quast et al., Dtsch. Med. Wochenschr.,2001. In der B-Zelle wird das
Ruhemembranpotential durch die Aktivitat der Kyrp-Kanale bestimmt und liegt bei ~-70 mV. In
diesem Zustand der Zelle sind die spannungsgesteuerten Ca**-Kanéle, die L-VOCC (voltage
operated calcium channel) noch geschlossen. Der postprandiale Blutglucoseanstieg fuhrt, nach
der Aufnahme durch den GLUT2-Transporter (a), zu einer gesteigerten intrazellularen ATP-
Synthese aus ADP, wobei das ADP/ATP-Verhéltnis in Richtung ATP verschoben wird (b). Es
folgt dadurch die Blockierung des Karp-Kanals und die Zelle depolarisiert (c) und die
spannungsabhangigen Ca**-Kanéle 6ffnen (d). Es resultiert ein Ca**-Einstrom in die Zelle und
die Exozytose der Insulinvesikel wird ausgeldst (e).

Infolge der ATP- bzw ADP -Empfindlichkeit der Katp-Kanéle stellen diese
Kanéle eine Verbindung zwischen dem metabolischen Zustand der Zelle und
dem Membranpotential her. Die Karp-Kanale der -Zelle des Pankreas regeln
so die Insulinsekretion (siehe Abb.5).

Befindet sich die Zelle in einem Energiemangelzustand, dann werden die
intrazellularen ATP-Reserven verbraucht und das ATP/ADP-Verhéltnis wird in
Richtung ADP  verschoben. Nun ©6ffnen die Karp-Kanale. Das
Ruhemembranpotential der Zelle wird somit in Richtung des Nernstschen
Gleichgewichtpotential fur Kalium (ca. -90 mV) getrieben, wobei die Zelle
hyperpolarisiert wird und sich das Potential folglich weiter von dem
Schwellenpotential, welches fir die Aktivierung der spannungsabhangigen
lonenkanéle notwendig ist, entfernt. Die Zelle verliert potentiell an Erregbarkeit

und spart so Energie ein. Durch diesen Mechanismus wird z.B. das Myokard
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vor hypoxischen Schaden geschiitzt (die Kanaloffnung unter Hypoxie und wirkt
somit negativ inotrop), ebenso werden Neurone (Heurteaux et al.,1995;
Blondeau et al.,2000) und Skelettmuskuatur vor Ischamie bzw. Hypoxie
geschitzt. Im Gehirn beispielsweise sind Karp-Kandle in  diverse
Kontrollmechanismen  der Homodostase von  Glukose und  Dbei
Ischamiezustanden integriert (Seino und Miki,2003). Jedoch gelingt es den
Sulfonylharnstoffen bei normalen therapeutischen Blutkonzentrationen nicht, die
Blut-Hirn-Schranke in dem MalR zu Uberqueren, dass sie die Karp-Kanale
merklich beeinflussen kénnen (Hasselblatt,1996).

Katp-Kanale regulieren durch ihre Aktivitat den Gefaldtonus in der glatten
Muskel entscheidend mit, da die Karp-Kanaloffnung zur Vasorelaxation fuhrt
(Edwards und Weston,1993; Quast,1993). Sie spielen demnach eine wichtige
Rolle bei der Regulation des Blutdrucks (Edwards und Weston,1993; Nelson
und Quayle,1995; Quayle et al.,1997). Diese Tatsache macht sich die
Pharmakologie durch die Anwendung verschiedener Kaliumkanaloffner bei der
refraktdren Hypertonustherapie zunutze. KCOs sind Antihypertensiva der
3.Wahl. Minoxidil und Diazoxid werden bei hypertensiver Krise etc. eingesetzt.
Katp-Kandale der juxtaglomerularen Zellen in der Niere, die umgewandelten
glatten Muskelzellen entsprechen, sind an der Regulation der Reninsekretion
beteiligt, wahrend sie im Tubulusepithel, gekoppelt an die Na'/K*-ATP-ase-
Aktivitat, eine wichtige Rolle bei der Ruckresorption der lonen besitzen
(Quast,1996a). Dartiber hinaus enthélt die innere Membran der Mitochondrien
(ATP-Produktionsstelle bzw. Energielieferant der Zellen) ebenfalls Karp-Kanale
(mitoKatp). Sie wurden in patch-clamp-Studien entdeckt und zeigten
Eigenschaften wie die Oberflachen-Karp-Kanale, denn auch sie konnten durch
ATP inhibiert und durch GBC blockiert werden (Inoue et al.,1991). Diese sollen
an der Homdoostase des Kaliums mit beteiligt sein, welche das Volumen und
den Protonengradienten der Mitochondrien aufrecht erhéalt (Szewczyk et
al.,1997). Diese mitoKarp-Kanéle werden bei kardialer Ischamie durch das von
den Kardiomyozyten freigesetzte Adenosin mit Hilfe der Proteinkinase C
aktiviert (Cohen et al.,2000) und sind somit wichtige Mediatoren des kardialen
Preconditioning, d.h. die Kardiomyozyten werden durch kurze ischamische
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Perioden fiur eine nachfolgende, langerandauernde Hypoxie resistent gemacht
(Szewczyk und Marban,1999). Es gilt auch andere Stoffe, die die
Phospholipase C aktivieren (z.B. Acetycholin) und die so die Offnung von

mitoKatp-Kanalen vermitteln kénnen.

1.6 Karp-Kanal-verursachte Krankheiten des Menschen

1.6.1 Persistierende hyperinsulinamische Hypoglykdm ie (Persistent
hyperinsulinaemic hypoglycaemia of infancy=PHHI)

Die Ursache liegt in rezessiv vererbbaren Mutationen des Katp-Kanals der 3-
Zelle der Bauchspeicheldrise, die den Verlust der Kanaldffnungsfahigkeit durch
MgADP bewirken. Das Ruhemembranpotential der B-Zellen liegt bei ca. -35
mV, d.h. die Zellen sind standig depolarisiert. Durch eine gesteigerte Aktivitat
der L-Typ Ca?'-Kanadle wird die Insulinsekretion erhéht und folglich die
Blutglukosekonzentration reduziert (Aguilar-Bryan und Bryan,1996). Es wurden
familiar vererbte als auch sporadisch auftretende Formen dieser Krankheit
nachgewiesen. Die Inzidenz der PHHI in der Normalbevdlkerung betragt etwa
1:30000-1:50000 der Lebendgeborenen (Seino et al.,2003). Die familiar
vererbte Form kommt in Nordeuropa nur in ca. 1:50000 Féllen vor, wahrend die
Pravalenz in bestimmten Regionen Finnlands weit hoher liegt oder sogar in
Saudi Arabien bei ca. 1 zu 2700 der Geborenen auftritt (Aguilar-Bryan und
Bryan,1999). Die an der PHHI leidenden Patienten zeigen schon kurze Zeit
nach der Geburt schwere Hypoglykdmien, die durch die konstant erhohte
Insulinfreisetzung (selbst bei niedrigem Blutglukosespiegel) verursacht wird.
Durch die Hypoglykdmie wird das Gehirn, welches seinen Energiebedarf
hauptsachlich Uber die Glukose deckt, irreversibel geschadigt. Therapie der
Wabhl ist bis heute die subtotale Pankreatektomie (Cook und Bryan,1998). Dabei
werden etwa 95% des Pankreasgewebes entfernt. Das fur die Krankheit
verantwortliche Gen liegt auf Chromosom 11p14-15.1 (Thomas et al.,1995). Auf
diesem Chromosom sind auch die Gene fur SUR1, SUR2 und fur Kir6.2
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lokalisiert. Es gibt viele Mutationen der beiden Untereinheiten, die diese
Erkrankung hervorrufen kénnen. Thomas et al.,1995 identifizierte urspringlich
drei genetische Mutationen des SUR1-Gens bei PHHI-Patienten. Am haufigsten
sind Mutationen im SUR1-Gen, von denen man heute mehr als 40
verschiedene Arten unterscheiden kann. Die meisten durch SUR1-
Genmutationen verursachten PHHI-Erkrankungen zeigen einen autosomal-
rezessiven Vererbungsmodus (Aguilar-Bryan und Bryan,1999), jedoch konnte
auch eine dominante Form der PHHI-Erkrankung einer Mutation im SUR1-Gen
zugeordnet werden (Huopio et al.,2000). Einerseits kann es zur
Regulationsbeeintrachtigung der Kanalaktivitdt kommen, andererseits zu einem
vollstdndigen Kanalaktivitatsverlust. Der totale Aktivitatsverlust des Kanals
findet sich bei Wegfall eines Phenylalanins bei SUR1 an der Position 1388
(AF1388) und bei einer V187N-Mutation in der finnischen Abstammung (Shyng
et al.,1998; {Shyng & Nichols,1998, 1867/id}; Otonkoski et al.,1999). Bei der
beeintrachtigten Regulation der Kanalaktivitat ist der inhibtorisch Effekt des ATP
erhalten (Nichols et al.,1996; Dunne et al.,1997; Kane et al.,1997; Shyng et
al.,1998; Huopio et al.,2000). Durch diese Mutation verliert der Kanal die
Moglichkeit auf metabolische Veranderungen adaquat reagieren zu kénnen und
es kommt somit zu einer dauerhaften KanalschlieBung in den pankreatischen [3-
Zellen (Ashcroft und Gribble,1999; Aguilar-Bryanund Bryan,1999). Etwas
weniger haufig sind Mutationen im Kir6.2-Gen identifiziert worden (Thomas et
al.,1996; Nestorowicz et al.,1997; Glaser et al.,2000). Bis jetzt sind mehr als 50
Mutationen im SUR1- und Kir6.2-Gen bei Patienten mit einer rezessiven Form
bekannt (Seino et al.,2003). Dartber hinaus kennt man nun zwei weitere
Genmutationen, die die PHHI-Erkrankung beim Menschen auslosen. Dies ist
zum einen das Glukokinasegen (Glaser et al.,1998) und zum anderen das

Glutamatdehydrogenasegen (Stanley et al.,1998).
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1.6.2 Diabetes mellitus Typ2 (Typ2 Diabetes mellitu s=NIDDM=
Nichtinsulinabhéngiger Diabetes mellitus)

Die Ursachen dieser Erkrankung sind multifaktoriell, d.h. ihre Entstehung ist
zum Teil durch angeborene Faktoren und zugleich durch Umwelteinfliisse
bedingt. Dartiber hinaus spielt auch der individuelle genetische Code eine Rolle
fur die Erkrankung des jeweiligen Menschen. Entscheidend sind beim Typ 2
Diabetes die herabgesetzte Insulinwirkung, auch Insulinresistenz genannt,
sowie die gestorte Insulinsekretion der [(-Zellen des Pankreas. Da die
Insulinsekretion Uber die Katp-Kandle an den Blutzuckerspiegel gekoppelt ist,
konnen Mutationen der Karp-Kandle zur Pradisposition fur Diabetes mellitus
beitragen. Es wurden z.B. im SUR1-Gen drei Polymorphismen beschrieben
(Exon 16-3c - t, Exon 18 ACC - ACT und Exon 31 AGA - AGG) die eine
Assoziation zum NIDDM zeigen. Bei diesen Mutationen ist die Kanalfunktion
jedoch unverandert (Inoue et al.,1996; Hani et al.,1997; Hart et al.,1999;
Rissanen et al.,2000; Meirhaeghe et al.,2001). Eine spezielle Form der Mutation
in SUR1-Gen (SUR1-E™%K), die eine dominant vererbte PHHI-Erkrankung
verursacht, zeigte in hoherem Lebensalter auch einen Diabetes mellitus zu
verursachen (Huopio et al.,2000). Dies durfte an der fehlenden Mdglichkeit der
B-Zellen liegen, richtig zu reagieren oder an der zunehmenden Apoptose der 3-
Zellen (Kassem et al.,2000). Auch im Kir6.2-Gen wurde ein Polymorphismus
entdeckt, bei dem im Codon 23 Glutamat (E) durch Lysin (K) ersetzt ist (E*K)
(Hansen et al.,1997) (siehe Abbildung 6).
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Abb.6 Lage der E **K-Mutation in der Nahe des Amino (N)-terminus von Kir6.2.

Die Haufigkeit unter européaischen Kaukasiern liegt bei Homozygoten bei etwa
13% bei Heterozygoten bei 45% (Sakura et al.,1996; Inoue et al.,1997; Gloyn et
al.,2001). Eine deutliche Assoziation besteht zwischen der homozygoten Form
des E*K-Polymorphismus und dem Auftreten des Diabetes Typ2 (Hani et
al.,1998; Gloyn et al.,2001). Die Assoziationswahrscheinlichkeit wurde mit
p<4*10° bestimmt (Schwanstecher et al.,2002). Der E?*K-Polymorphismus
erhoht die spontane Offenwahrscheinlichkeit und verringert die Sensitivitat des
Kir6.2 fur ATP, sodass sich dieser schlechter durch ATP schlieRen lasst. Die
geringere Empfindlichkeit fir das blockierende ATP (Faktor 2.3) erhoht die far
die Insulinsekretion notwendige Schwellenkonzentration. Z.B. werden beim E/K-
Polymorphismus etwa die 1.5-fache ATP-Konzentration fir die adaquate
Insulinsekretion, beim K/K-Polymorphismus etwa die 3.1-fache ATP-
Konzentration benétigt (Schwanstecher et al.,2002). Zuséatzlich erhoht diese
Mutation die Empfindlichkeit des Kir6.2/SUR1-Kanals fur die 6ffnende Wirkung
von Oleyl-CoA (Riedel et al.,2003).
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1.7 Die Pharmakologie der ATP—abhéngigen Kaliumkand le

1.7.1 Karp-Kanalblocker

Zu den Karp-Kanalblockern gehdren die Sulfonylharnstoffe und die Glinide. Sie
binden an die SUR-Untereinheit und erhéhen die Insulinausschittung durch die
SchlieBung des ATP-abhéngigen Kaliumkanals in der [-Zellmembran des
menschlichen Pankreas (Kir6.2/SUR1) und werden deshalb erfolgreich bei der
Behandlung des Typ2 Diabetes mellitus eingesetzt. Durch die Kanalschliel3ung
wird die Zelle depolarisiert und so die Insulinsekretion getriggert. Katp-Kanale
beeinflussen auch wichtige Funktionen in anderen Gewebearten, wie z.B. im
menschlichen Herzen (Kir6.2/SUR2A) und den BlutgefaRen (Kir6.1/SUR2B).
SUR1 hat gegenuber den SURZ2-Isoformen eine hohere Affinitat far
Sulfonylharnstoffe und Glinide. Hingegen hat SUR2 eine héhere Affinitat fur die
Karp-Kanal-Offner. Bei den Offnern stellt Diazoxid in der Weise eine Ausnahme
dar, dass es den Karp-Kanal in der [-Zellmembran als auch den der
Gefallmyozyten bei gleicher Konzentration beeinflusst. In letzter Zeit wurden
auch Offner mit hoher Selektivitat fir SUR1 gegeniiber SUR2 synthetisiert.

Die klassischen Blocker des Karp-Kanals sind die Sulfonylharnstoffe (z.B das
zuerst entwickelte Tolbutamid (1955) oder das spater entwickelte Glibenclamid
(1969)). Bei den Sulfonylharnstoffen ist der Stickstoff neben der Sulfoxidgruppe
sauer mit pKa-Werten zwischen 5.3 (Glibenclamid und Tolbutamid) und 6.3
(Glimepirid,1997). Da die Sulfonylharnstoffe von der zytosolischen Seite an den
Rezeptor binden und somit ihre Wirkung erst im Inneren der Zelle zeigen,
missen sie zuerst die lipophile Plasmamembran der B-Zellen passieren. Das
Durchqueren der Membran ist jedoch nur im undissoziierten Zustand maglich.
In der Zelle angelangt missen die Sulfonylharnstoffe, um an den Rezeptor zu
binden, aber in der dissoziierten Form vorliegen, da die negative Ladungsform
des Sulfonylharnstoffmolekils an SUR bindet (Schwanstecher et al.,1994,
Formeln siehe Kapitel 1.7.1.1, Seite 39). Das Sulfonylharnstoff-bindende
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Protein wurde Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR) genannt und inzwischen als -
Untereinheit des Katp-Kanals erkannt (siehe Abb.4).

Bei den Sulfonylharnstoffen unterscheidet man zwischen Blockern der ersten
Generation, welche den kurzkettigen Sulfonylharnstoffen (wie z.B. Tolbutamid,
Glibornurid, Gliclazid und Nateglinid (2001)) entsprechen und bei denen man
auch von Liganden der Gruppe A sprechen kann. Die Sulfonylharnstoffgruppe
ist sauer mit pKa-Werten zwischen 6.3-6.8, je nach dem ankondensierten
aromatischen Ring (vgl. Formeln Kapitel 1.7.1.1, Seite 39).

Sulfonylharnstoffe  der zweiten  Generation, sogenannte langkettige
Sulfonylharnstoffe, wie z.B. Glibenclamid oder Glimepirid, werden auch
Liganden der Gruppe A+B genannt und besitzen einen Uuber eine
Carboxamidogruppe (-CONH- oder -NHCO-) an die kurze Kette gebundenen
substituierten aromatischen Ring (siehe Formeln Kapitel 1.7.1.1, Seite 39).
Diese Verbindungen binden mit ~1,000X hoherer Affinitat an SUR1 als die
Kurzkettigen. Daraus entstand die Hypothese, dass die Glibenclamid-
Bindungstasche aus zwei unterschiedlichen Teilen bzw. Seiten besteht, zum
einen aus der A-Seite, an welche der alte Teil der Verbindung (d.h. die
kurzkettigen Sulfonylharnstoffe) bindet, zum anderen aus der B-Seite, an die
der neue Carboxamid-Teil der langkettigen Sulfonylharnstoffe bindet (Brown et
al.,1984). Diese “Zwei-Seiten-Hypothese* der GBC-Bindung wurde durch
Bindungsexperimente mit Meglitinid weiter unterstitzt. Hier fand man, dass
Meglitinid, welches den Carboxamid-Teil des GBC enthalt (siehe Formeln
Kapitel 1.7.1.1, Seite 39) und die negative Ladung Uber die dissoziierte Form
der Benzoesadure bereitstellt, den Kanal ebenfalls blockiert, jedoch mit
niedrigerer Potenz. Meglitinid stellt folglich eine Teilstruktur von GBC und einen
“Neuen Teil* bereit. Neue Glinide (siehe Formeln Kapitel 1.7.1.1, Seite 39), die
bereits in klinischem Gebrauch sind oder in der Forschung Anwendung finden,
sind Repaglinid (1998, ein Benzoesaurederivat), Nateglinid (ein D-
Phenylalaninderivat) und Mitiglinid (ein 3-Phenylpropionsaurederivat).

Die dritte Generation, die Glinide wie z.B. Meglitinid (1978), Repaglinid (1998),
(-)-AZ-DF265 (1988) und UL-DF 9 stellen die Gruppe der Liganden der Gruppe

B. Bei lhnen kommt ein neu aromatisierter Ring und der zentrale Phenylring
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hinzu. Die notwendige negative Ladung wird durch die Carboxylfunktion
gegeben. Repaglinid besitzt eine hohe Potenz fur den Block des Kir6.2/SUR1-
Katp-Kanals, jedoch bendtigt es die Glukoseanwesenheit fur einen erfolgreichen
Kanalblock (Coghan et al.,2001). An den Strukturformeln der Sulfonylharnstoffe
und Glinide zeigt sich, dass ihre Gemeinsamkeit in einer negativen Ladung und
einem zentralgelegenen Phenylring liegt. Diese Tatsache lalt daran denken,
dass die Bindungsstellen fur Typ A Liganden, wie z.B. Tolbutamid, und fir Typ
B Liganden, wie z.B. Meglitinid, Gberlappen muissen, damit sich der jeweilige
Ligandtyp an seine Seite anpassen und binden kann (Brown et al.,1984).

Die “Zwei-Seiten-Hypothese” der GBC-Bindung an SUR1 wird nun durch
Struktur-Funktion-Analysen an klonierten SURs unterstitzt. Ashfield et al,1999
zeigte, dass die Transmembransegmente 14-16 (siehe Abb.4, Seite 20) fur
einen hochaffinen Kanalblock wichtig sind, indem sie die Potenzunterschiede
beim Kanalblock durch Tolbutamid an Kir6.2/SUR1 und Kir6.2/SUR2A
verwertete. Die Tolbutamid- bzw. die Sulfonylharnstoffbindungsstelle liegt
innerhalb der TMD2 auf den TM14 und TM15 und auf dem halben
zytoplasmatischen Scheife zwischen TM13 und TM14 sowie der halb
zytoplasmatischen Schleife zwischen TM15 und TM16 (siehe Abb.4, S.20).
Speziell die Region zwischen TM15 und TM16 (CL8 auf Abb.4, S.20) ist
wesentlich fur die Sulfonylharnstoffbindung (Babenko et al.,1999; Ashfield et
al.,1999) und hier speziell die Aminosaure Ser (Serin) an Stelle 1237. Der
Austausch dieser Aminosaure (Serl237, zytoplasmatischen Schleife zwischen
TM15 und TM16) durch Tyr (Tyrosin), welche der korrespondierenden As in
SUR2 entspricht, verhindert den hoch-affinen Kanalblock durch Tolbutamid
(Ashfield et al.,1991). Daruber hinaus wurde der Kanalblock durch GBC sofort
reversibel (d.h. Block des mutierten Kanals durch GBC jetzt reversibel) und eine
hoch-affine *H-GBC-Bindung an SUR1(S1237Y) trat nicht mehr auf (Kp>>10
nM). Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass folglich die kurzkettigen

Sulfonylharnstoffe an die Region um S1237 an SUR1 binden, sogenannte A-
Seite, und dass durch das in SUR2 gelegen Tyr eine sterische Hemmung fir

die Bindung an dieser Seite erfolgt.
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Fur die Meglitinid-Bindungsstelle wurde eine andere Region im SUR
angenommen (Ashfield et al.,1999). An beide Karp-Kandle (B-Zellen und
Herzzellen) l6st Meglitinid (Teilstruktur von GBC; neu ankondensierter
aromatischer Ring und zentraler Phenylring, Formel siehe Kapitel 1.7.1.1, Seite
39) mit der gleichen Affinitdit den elektrophysiologischen Kanalblock aus
(Gribble et al.,1997b) und auch bei der Mutanten SUR1(S1237Y) blieb der
Kanalblock unverandert (Ashfield et al.,1999). Daraus wurde der Schlul3
gezogen, dass sowohl SUR1 als auch SUR2A eine Benzamidbindungsstelle
besitzt. Diese Meglitinid- bzw. Benzamidobindungsstelle liegt auf der
intrazellular gelegenen Schleife zwischen TM5 und TM6 der TMDO und wird mit
CL3 bezeichnet (Gribble und Reimann, 2002; siehe Abb.4, S.20). GBC bindet
ebenfalls mit hoher Affinitdt an beide Karp-Kanaltypen, wobei die Blockierung
des p-Zell-Katp-Kanals kaum reversibel ist. Folglich scheint GBC an die
Sulfonylharnstoff- und an die Benzamidobindungsstelle von SUR1 zu binden
(Ashcroft und Gribble, 2000a) und nur dann vom Rezeptor zu dissoziieren,
wenn gleichzeitig eine Verdrangung von beiden genannten Bindungsstellen
stattfinden wirde (Ashcroft und Gribble,1999; siehe Abb.7). Dies erklart den
langanhaltenden Block der Kir6.2/SUR1-Kanédle durch GBC (Ashfield et
al.,1999). Tolbutamid hingegen bindet aufgrund der fehlenden
Benzamidogruppe nur an einer Seite des SUR1, namlich der Tolbutamid - bzw.
Sulfonylharnstoff- oder auch A-Bindungsstelle (Gribble et al.,1998).
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Glibenclamid

Abb.7 Bindungsstellenmodell an SUR1 und SURZ2A (Ascroft und Gribble,199 9).

Bindungsverhalten von GBC an SUR1 und im Vergleich an SUR2A. Der Krp-Kanal ist zur
Vereinfachung nur mit je einer a- und B-Untereinheit dargestellt. Der Kreis symbolisiert die
Benzamidogruppe (B), das Dreieck (S) die Sulfonylharnstoffgruppe, deren genaue
Bindungsstellen im Text beschrieben sind (nach Ashfield et al.,1999).

Man vermutet, dass sowohl SUR1 als auch SUR2A eine
Benzamidobindungsstelle besitzen (siehe Abb.7), wahrend SUR2 die
Sulfonylharnstoffbindungsstelle verloren hat (Ashfield et al.,1999). Isomoto et
al.,1996 fand allerdings heraus, dass auch SUR2B- enthaltende Kanéle durch
Tolbutamid geblockt wurden. Vielleicht sind daher die 42 C-terminalen

Aminosauren von SUR1 und SUR2B in die Sulfonylharnstoffbindung involviert.

Bei Photoaffinitatsstudien, die zur Klonierung von SUR1 flhrte, fand man
heraus, dass *-GBC den NH..terminalen Anteil von SUR markiert (Aguilar-
Bryan und Bryan,1999). Man beobachte, dass fiir die *H-GBC-Bindung an
SURL1 die dritte zytosolische Schleife CL3 (siehe Abb.4, S.20), die die TMDO
und TMD1 verbindet, von wesentlicher Bedeutung ist (Mikhailov et al.,2001).
Dies lie3 vermuten, dass CL3 eine wesentliche Rolle bei der Bindung der neuen
Kette von GBC spielt bzw. die Bindungsregion (B-Seite) sein musste (Proks et
al.,2002; Gribble et al.,2003). Die Bindungsstelle fiur die negative Ladung der
Substanz blieb unbekannt.

Durch den Vergleich des durch die Sulfonylharnstoffe und Glinide ausgel6sten
Kanalblocks am  Wildtyp  (Kir6.2/SUR1) und an der Mutante
(Kir6.2/SUR1(S1237Y)) wurde die Einteilung in Seite A-, B-, und A+B-Liganden
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eingefuhrt. Dabei ist besonders interessant, dass die Glinide bei dieser
Klassifizierung in zwei Gruppen aufgeteilt werden konnen. Meglitinid und
Repaglinid (Struktur siehe Kapitel 1.7.1.1, Seite 39) stellen Typ B-Liganden
(Dabrowski et al.,2001; Hansen et al.,2002), Nateglinid (Hansen et al.,2002;
Chachin et al.,2003) und Mitiglinid (Reimann et al.,2001) Typ A-Liganden dar.
“Molecular modeling“ zeigte die Ahnlichkeit zwischen Nateglinid und Tolbutamid
und dass Repaglinid Ahnlichkeit mit dem Carboxamid-Teil des GBC besitzt.
Jedoch ragt der Piperidinoring von Repaglinid aus der gemeinsamen Tasche
heraus (Hansen et al.,2002). Dieser heraushangende restliche Molekdlteil kann
madglicherweise einen weiteren Kontakt mit SUR oder sogar mit Kir6.2
herstellen, der von GBC oder anderen Verbindungen nicht erzeugt werden
kann. Auf diesem Gebiet ist noch Vieles zu erforschen.

Im Gegensatz zu den Typ A-Liganden findet sich in der Strukturformel des
Gruppe A+B-Liganden GBC zuséatzlich zu der Sulfonylharnstoffgruppe eine
Uber die Benzamidogruppe ankondensierte aromatische Funktion. Beide
Gruppen entfalten ihre kanalhemmende Wirkung (Uber hochaffine
Bindungsstellen auf der SUR-Untereinheit. Aufgrund der hohen Affinitat zu
SURL1 bleibt die Wirkung von Tolbutamid und GBC hauptsachlich auf die
pankreatischen -Zellen beschrankt (Gribble et al.,1998b). Ungeklart ist jedoch,
ob es bei einer Langzeitbehandlung mit GBC nicht doch etwa zur Schadigung
des Herzens kommen kann (Smiths und Thien,1995; Leibowitz und
Cerasi,1996; Quast et al.,2004). Man kann aber sagen, dass sehr grolie
Studien, wie z.B. die UKPDS-Studie, keine Hinweise auf eine vermutete
Herzschéadigung lieferten (Quast et al.,2004). Zu den unerwinschten Wirkungen
auf das Herz konnte die Hemmung der kardioprotektiven Offnung von Karp-
Kanédlen in der frihen Ischdmie, aber auch die Erhohung des
Koronarwiderstands durch Hemmung der Karp-Kanéale der glatten Muskulatur
beitragen. Allerdings ist an dieser Stelle darauf hinzuweisen, dass der
therapeutische Blutspiegel von GBC zwischen 1-10 nM liegt (Matsuda et
al.,1983; Coppack et al.,1990; Leibowitz und Cerasi,1996) und damit unterhalb
der veroffentlichten ICso-Werte von 27 nM fur Kir6.2/SUR2A-Kanéle (Gribble et
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al.,1998a; Russ et al.,2001) und unterhalb der ICso-Werte von 40-100 nM fir
NDP-abhéngige Karp-Kanale in Gefal3en liegt (Quast,1989; Beech et al.,1993;
Russ et al.,1997). Eine Ausnahme stellen hier die Glinide dar (z.B. Repaglinid),
bei denen eine Wirkung auf das Herz nicht ausgeschlossen werden kann, wie
elektrophysiologische Experimente an rekombinanten Karp zeigten (Dabrowski
et al.,2001). Genau auf diese Problematik der Selektivitdt von Repaglinid an
den K*-Kanal wird in dieser Arbeit noch néaher eingegangen werden. Tolbutamid
hingegen fihrt zur SchlielBung der Karp-Kanéle im Pankreas, jedoch nicht der
Karp-Kandle im Herz (Kir6.2/SUR2A). Diese Tatsache legt nahe, dass SUR2A
keine Bindungsstelle hoher Affinitat fir Tolbutamid und somit flr
Sulfonylharnstoffe der Gruppe A hat (Venkatesh et al.,1991; Gribble et
al.,1998b). Die Unterschiede zwischen SUR1 und SUR2A wurden und werden
bis heute noch weiter untersucht (Gribble et al.,1998, Gribble und
Ashcroft,1999; Babenko et al.,1999; Quast et al.,2004).

Es existiert auch eine Bindungsstelle der Sulfonylharnstoffe an Kir6.2 (Gribble
et al.,1997Db; Gribble et al.,1998b), jedoch mit nur so geringer Affinitat (~50 puM),
dass die Konzentration der Blocker im Patientenplasma nicht ausreicht, um
einen Karp-Kanal-Block dber Kir6.2 zu vermitteln (Gros et al.,1999). Dieser
Bindung kommt somit klinisch keine Bedeutung zu und nur die Bindungsstellen
hoher Affinitdt am SUR sind fur die therapeutischen Effekte verantwortlich.

Bei der Mutante SUR2A(Y1206S), die fur diese Arbeit eine grof3e Rolle spielt,
wurde analog zu der bereits weiter oben erwahnten Mutante SUR1(S1237Y)
nur eine Aminoséaure durch eine andere ersetzt. Bei SUR2A(Y1206S) wurde die
As Tyrosin (Tyr) an der Stelle 1206 der Aminosauresequenz durch Serin (Ser)
ersetzt, welche der korrespondierenden As im SURL1 entspricht. Da der Wildtyp
SUR2A nur tber die Benzamidobindungsstelle bzw. die Seite B verfligt wurde
durch die Mutation eine Sulfonylharnstoffbindungsstelle bzw die Seite A
erganzt. Ashcroft et al. behauptet, dass SUR2A durch diese Mutation
(SUR2A(Y1206S) zu einem SUR1 gemacht wird und ahnliche
Bindungseigenschaften wie SUR1 zeigt, da SUR1 ebenfalls Uber eine A- und B-
Seite verfiigt. Die Mutante SUR2A(Y1206S) zeigt gegenuber dem Wildtyp
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SUR2A (Kp ~30 nM) einen 5-10x héhere Affinitat fur GBC (Stephan et al.,British
Journal of Pharmacology in press).

Friher wurde die Empfindlichkeit fur die Sulfonylharnstoffe zur Einteilung der
SUR-Typen verwendet. Es existierten somit Hochaffinitdts- und
Niedrigaffinitdts-SUR-typen. SUR1 gehorte zu den Hochaffinitats-SURs. Die
SUR2-Isoformen werden als Niederaffinitats-SUR-Typen bezeichnet. Jedoch
wurden in Radioligandenbindungs- Studien fir GBC an SUR2A und an SUR2B
eine Kp ~30 nM ermittelt (Loffler-Walz et al.,2002; Stephan et al.,British Journal
of Pharmacology in press). GBC hemmt mit ICso-Werten von ~30 nM die
Kir6.2/SUR2x-Kandle in elektrophysiologischen Experimenten, wobei die
Bedingungen unter denen die Versuche durchgefihrt werden (z.B. die
Anwesenheit von Nukleodiden usw.) auch andere Ergebnisse liefern (Beech et
al.,1993; Okuyama et al.,1998; Gribble et al.,1998b; Russ et al.,1999; Russ et
al.,2001; Lange, Dr. Arbeit).

Die Stochiometrie des Kanalblocks durch Sulfonylharnstoffe ist umstritten und
es gibt verschiedene Modelle, ob die Bindung von einem (Doérschner et
al.,1999) oder von vier (Russ et al.,1999) Molekilen GBC ndtig ist, um den
Kanal zu inhibieren. Man ist sich bis heute nicht einig, wie die Karp-Kanale
durch die Bindung der Sulfonylharnstoffe gehemmt werden. Plausibel scheint
eine Wechselwirkung mit der Aktion von ATP und MgADP an den NBFs zu
sein. Bei physiologischer MgADP-Konzentration wird z.B. die Hemmung des
Kanals durch ATP von den Sulfonylharnstoffen an rekombinante Kir6.2/SUR1-
Kanéle verstarkt. Gribble und Ashcroft sagen, dass die Bindung des
Sulfonylharnstoffe die positive kooperative Wechselwirkung zwischen ATP (an
NBF1) und MgADP (NBF2) unterbricht. Dadurch wird die 6ffnende Wirkung von
MgADP aufgehoben. Die unterschiedliche Wirkung der Nukleotide auf die
Bindung von GBC an die verschiedenen SUR-Typen wurde von Hambrock et
al.,2002a und der Kanalblock der Kir6.2/SURx-Kanéle von Reimann et al.,2003
aufgeklart.

MgATP und MgADP fuhren an Karp-Kanalen der B-Zellen zur Dissoziation der
®H-GBC -Bindung (Niki et al.,1990), wobei die scheinbare Kp des GBC keine
lineare Funktion von der MgATP-Konzentration darstellte und eine kompetitive
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Inhibition nicht zu vermuten war (Schwanstecher et al.,1992; Hambrock et
al.,2002). Durch die MgATP- bzw. die MgADP-Bindung an die NBFs mul} die
GBC-Bindungsstelle  modifiziert werden. Eine konzentrationsabhéangige
Dissoziation von gebundenem 8-azido-[e-32P]-ATP von SUR1 durch GBC in
MgATP- bzw. MgADP-Anwesenheit wurde von Ueda et al.,1999 nachgewiesen
und folglich der Beweis fir die Kommunikation zwischen den NBFs und den

GBC-Bindungsstellen erbracht.

1.7.1.1 Ubersicht tiber die verschiedenen Substanzen

Um einen besseren Uberblick von den verschiedenen Typ A-, B- und A+B-
Liganden zu bekommen sind auf der folgenden Seite nochmals alle
Sulfonylharnstoffe und Glinide, mit denen gearbeitet wurde, aufgefuhrt. Dabei
wurde eine chronologische Reihenfolge gewahlt. Die Auflistung der
Strukturformeln beginnt mit dem zuerst entwickelten Tolbutamid (1955), dann
folgen die anderen Substanzen, Glibornurid, GBC (1969), Glimepirid, Meglitinid
(1978), UL-Df 9, (-)-AZ-DF265 (1988), Repaglinid (1998) und Nateglinid (2001).
Von den Typ A-Liganden sind Tolbutamid, Glibornurid und Nateglinid von den
Typ A+B-Liganden GBC und Glimepirid und von den B-Liganden Meglitinid, UL-
Df 9, (-)-AZ-DF265, und Repaglinid dargestellt. Die Strukturformeln aller
verwendeten Verbindungen sind nach der negativen Ladung zentriert auf der
folgenden Seite untereinander angeordnet dargestellt und lassen so leicht die
zwei Seiten der Bindung erkennen. Dies ist zum einen die A-Seite, die der
Sulfonylharnstoffseite entspricht und zum anderen die
Benzamidobindungsstelle bzw. die B-Seite, die bereits vorab im Text (siehe
1.7.1) beschriebenen wurden.
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1.7.2 Synthetische Offner der K arp-Kanéle

Zu den synthetischen Offnern der Karp-Kanidle (KCO, K" channel opener)
gehdren eine Vielzahl ganz unterschiedlicher Substanzen. Sie lassen sich grob

in die folgenden Strukturklassen einteilen:

STRUKTURKLASSE WIRKSTOFF

1) Zyanoguanidine Pinacidil, P1075, WAY-133537

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

3) Benzothiadiazine Diazoxid

4) Pyrimidin Minoxidilsulfat

5) Tertiare Carbinole ZD-6169

6) Dihydropyridine ZM-244085, A-312110, A-310110

Tab. 2 Wichtige chemische Strukturkiassen von KCO u  nd deren typische
Vertreter.

Alle KCOs filhren zur Hyperpolarisation der Plasmamembran und reduzieren
die elektrische Aktivitat der Zelle (Edward and Weston,1993; Quast,1993 und
1996; Ashcroft und Gribble,2000b). Es stellte sich heraus, dass die
verschiedenen SUR-Isoformen unterschiedliche Sensitivitaten fur die KCOs
besitzen. Zum Beispiel wird der Kir6.2/SUR1-Kanal durch Diazoxid stark
aktiviert, jedoch nicht durch Pinacidil. Kir6.2/SUR2A werden durch Pinacidil und
Cromakalim aktiviert, durch Diazoxid aber nur sehr schwach. Kir6.2/SUR2B
hingegen wird von allen Dreien aktiviert (Inagaki et al.,1995a,1996; Isomoto et
al.,1996; Gribble et al.,1998; Babenko et al.,1998b; D hahan et al.,1999a,b). Die
Sensitivitat der Kir6.2/SUR2A-Kanéale gegeniber Diazoxid kann durch die
Anwesenheit von MgADP gesteigert werden (D hahan et al.,1999b). Zusatzlich
wurde in frGheren Studien gezeigt, dass KCOs, wie z.B. Pinacidil, die ATP-
Hydrolyse an NBF2 stimulieren und den durch Mg-Nukleotide erzeugten
offenen Zustand des Kanals stabilisieren (Bienengraeber et al.,2000; Zingman
et al.,2001).
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KCO der ersten Generation sind Diazoxid und Minoxidilsulfat (wird als Pro-
Drug=Minoxidil verabreicht, das im Organismuns sulfatiert wird). Sie werden
wegen schweren Nebenwirkungen nur in ganz speziellen Féllen eingesetzt.
Diazoxid wird zur Therapie der hypertensiven Krise und bei Hyperinsulindmie
bei Insulinom eingesetzt. Minoxidilsulfat wird zur Behandlung von
therapierefraktarer Hypertonie und Nicorandil, welches KCO und Guanylat-
Cyclase-Aktivator zugleich ist, zur Angina Pectoris Therapie verwendet (Karow
und Lang,2002; Quast,1996b). Die Pharmaindustrie versucht gezielt
Substanzen zu entwickeln, die durch Hemmung der Ubererregbarkeit der
Bronchialmuskulatur (z.B. Benzopyrane, wie SDZ-217-744) als Therapeutika
zur Asthma bronchiale Behandlung geeignet sind oder durch Synthese von
KCO mit Selektivitat fur den Urogenitaltrakt (v.a. Carbinole, wie ZD-6169 und
Dihydropyridine, wie ZM-244085 und A-310110) Therapeutika gegen die
Inkontinenz zu entwickeln (Buchheit et al.,2002; Coghlan et al.,2001). Durch
Benzopyrane, wie BMS-191095 oder BMS-180448 wird eine kardioprotektive
Wirkung angestrebt, die klinisch getestet wird.

Die KCO binden ebenfalls an die p-Untereinheit (SUR) des Karp-Kanals
(Hambrock et al.,1998; Schwanstecher et al.,1998). Somit ist die SUR-
Untereinheit auch fur die in unterschiedlichen Gewebearten unterschiedliche
Karp-Kanal-Aktivierung durch die KCO verantwortlich (Gribble et al.,1997a). Zur
Bindung an den Rezeptor und zur hochaffinen Katp-Kanal-Offnung benétigen
die KCOs hydrolysierbares MgATP oder MgADP (positiv allosterische
Kopplung) (Schwanstecher et al.,1992; Quast et al.,1993; Dickinson et al.,1997,
Loffler und Quast,1997; Schwanstecher et al.,1998; Hambrock et
al.,1998,1999). Wie die KCO-Bindung an SUR durch Nukleotide reguliert wird
ist noch weitgehend unbekannt (Ashcroft,2000; Russ et al.,2003). Das
gangigste Modell schlagt vor, dass die MgATP-Bindung an die NBF2 und die
KCO-Bindung zusammen eine Kanalkonformation stabilisiert, die den Karp-
Kanal fiur die inhibitorische ATP-Wirkung am Kir6.2 unempfindlich macht.
Offensichtlich spielen ATPase-Aktivitaten der NBFs, v.a. der NBF2,
(Bienengraeber et al.,2000) eine zusatzliche Rolle (Schwanstecher et al.,1998;
Zingman et al.,2001).
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Durch Punktmutationen im Walker A-Motiv oder im Verbindungsbereich
zwischen den Walker A und B Motive (“Linker)(vgl. Seite 20, Abb.4) zeigte
sich, dass die Aktivierung der KCO-Bindung durch das MgATP aufgehoben
wird. Demnach sind beide NBFs im nativen SUR fir die hochaffine Bindung und
Wirkung der KCOs erforderlich.

Die ATP-Abhangigkeit der Offnerbindung zeigt sich in Verdrangungsversuchen
mit *H-GBC am SUR, bei denen die Offner in Abwesenheit von MgATP die *H-
GBC-Bindung nur sehr schwach hemmen kénnen, bei MgATP-Zugabe jedoch
eine starke Verdrdngung beobachtet werden kann (SUR1: Schwanstecher et
al.,1992,1998; SUR2B: Loffler-Walz et al.,2002; Russ et al.,2003). Die
Unterschiede in den letzten 42 C-terminalen Aminosauren bewirken eine vier-
bis fiinffach niedrigere Affinitat fir die Offnerbindung zwischen SUR2A und
SUR2B (Hambrock et al.,1999). Daraus folgt, dass neben dem C-Terminus
auch der restliche SUR-Anteil die Affinitat beeinflusst (Schwanstecher et
al.,1998).

Durch Herstellung von Chiméren aus SUR1 und SUR2A wurde gezeigt, dass
die TMD2 an der Bindungstasche des Chromakalim an SURZ2A beteiligt ist
(D"hahan et al.,1999a,b). Bei der hochaffinen Bindung von P1075 an SUR2B
sind zwei Regionen innerhalb der TMD2 von essentieller Bedeutung. Die erste
Region liegt auf einer intrazellulare gelegenen Schleife zwischen M13 und M14
(Tyr1059-Leul087), die zweite liegt im Bereich von M16 und M17 (Argl218-
Asnl1320) (Uhde et al.,1999; vgl. Abb.4, Seite 20). Werden auf SUR1 die
korrespondierenden Aminosauren ausgetauscht steigert sich die P1075-Affinitat
bis in den submikromolaren Bereich (Hambrock et al.,2003). Die Bindungsstelle
des Levcromakalim, einem Benzopyran, wurde ebenfalls auf der TMD2 von
SUR2A lokalisiert (D"hahan et al.,1999,2001). Durch den Austausch dieser
Transmembrandoméne durch den entsprechenden Bereich von SUR1 wurde
die Wirkung von Levcromakalim aufgehoben. Man erkannte, dass zwei
Aminosauren innerhalb der Transmembranhelix 17 von SUR2A, namlich Thr an
Stelle 1253 und Lys an Stelle 1249, Determinanten fiir die Offnersensitivitat der
Benzopyrane und Zyanoguanidine darstellen (Moreau et al.,2000). Bei Diazoxid
konnte keine bestimmte TMD ermittelt werden, die fur Interaktion verantwortlich
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zu sein scheint. Die Bindungsstelle liegt sehr wahrscheinlich im Bereich von
TMD6-11 und der NBF1 (Babenko et al.,2000). Unterschiede in der Wirkung
von Diazoxid an Katp-Kanélen mit verschiedenen B-Untereinheiten (SUR1 oder
SUR2A) koénnten auf unterschiedlicher Signaltransduktion von der Bindung hin
bis zur Kanal6ffnung beruhen, was durch Bindungsstudien an rekombinanten
SUR1 und SUR2A unterstitzt wird, da sich hier fur Diazoxid &hnliche Ki-Werte
ergab (Schwanstecher et al.,1998; Hambrock et al.,1999; Russ et al.,2003).
Diazoxid bindet an alle SUR-Subtypen (SUR1, SUR2A, SUR2B), wobei es
Kir6.2/SUR1, Kir6.2/SUR2A (in Anwesenheit von MgADP) und Kir6.2/SUR2B
(in Anwesenheit von MgATP) aktiviert (Seino und Miki,2003).

Die erste Karp-Kanal-Offner-Bindungstasche liegt vermutlich intrazellular (Uhde
et al.,1999) und setzt somit fiir die Bindung der Offner deren Durchtritt durch die
Plasmamembran voraus um, wie die Sulfonylharnstoffe, an ihren Wirkort zu
gelangen (Schwanstecher et al.,1994a). Die Sulfonylharnstoffbindungsstelle
liegt zwischen der beiden Bindungsstellen fiir die Offner (Doérschner et al.,1999;
Uhde et al.,1999) und unterliegt einer allosterischen Kopplung mit der
Offnerbindungsstelle, was in verschiedenen Bindungsstudien gezeigt werden
konnte (Bray und Quast,1992; Schwanstecher et al.,1992).

Da die Substanz P1075 bei einigen Bindungsversuchen zur Bestimmung der
nicht-spezifischen Bindung (NSB) verwendet wurde wird hier deren
Strukturformel angefuhrt. Die tbrigen KCOs sind fur das Verstandnis dieser
Arbeit weniger wichtig und fanden keine Anwendung. Deren Strukturformeln

werden deshalb nicht gezeigt.

P1075:
N R
X
| \|(
— _N
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1.8 Fragestellung der Arbeit

Die Untersuchung der Bindung der Sulfonylharnstoffe und Glinide an die SUR-
Subtypen des Kanalblocks hangen stark von den Untersuchungsparametern
ab, v.a. von der Gegenwart von Nukleotiden, der Badtemperatur und der
Praparation (intakte Zellen vs. Membranen bzw. isolierte Patches
(Gopalakrishnan et al.,1998; Schwanstecher et al.,1999; Stephan et
al.,eingereicht 2004, Br. J. Pharm., in press; Lange,Dr. Arbeit,2004). Bei der
Bindung muf3 zudem berlcksichtigt werden, ob mit isoliertem SUR alleine oder
unter Bedingungen der Koexpression mit Kir6.x gearbeitet wurde (Russ et
al.,1999; Hambrock et al.,2001). Fur die Untersuchung des Kanalblocks gibt es
fur einige Substanzen homogenen Datensétze (Gruppe Ashcroft: i/o Patch,
Expression des Kanals in Xenopus Oozyten; Rul} et al., Expression in HEK293-
Zellen; intakte Zellen vs. l/o Patch). Bezlglich der Bindung gibt es keine
homologen Datensétze.

In dieser Arbeit sollte die Bindung der Sulfonylharnstoffe und Glinide an
die SUR-Subtypen SUR1 und SUR2A(Y1206S) vergleichend unter moglichst
physiologischen Bedingungen gemessen werden, d.h. in intakten Zellen in
glukosehaltigem Puffer und bei 37<C. Zudem sollte d er Effekt der Koexpression
mit Kir6.2 untersucht werden.

Dazu wurden 3H-GBC-Verdrangungsmessungen durchgefiihrt. Wegen
der relativ geringen Aktivitat des Radioliganden fir SUR2A (Kp ~30nM, Stephan
et al., Br. J. Pharm., in press) wurde statt des Wildtyps die Mutante
SUR2A(Y1206S) untersucht, die einen 5-10x hoéhere Affinitat fir GBC zeigt
(Stephan, British Journal of Pharmacology, in press). Kir6.2/SUR1 entspricht
bekannter Weise dem Kanal in der B-Zelle der menschlichen Pankreas (siehe

Kapitel 1.4.4) und ist deshalb besonders interessant.

Die Bindungsexperimente an SUR1 und Kir6.2/SUR1 sollten mit den folgenden
Substanzen durchgefihrt werden:
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1.) Typ A-Liganden:
- Glibornurid
- Nateglinid

2.) Typ A+B-Liganden:
- GBC
- Glimepirid

3.) Typ B-Liganden:
- Meglitinid
- UL-DF 9
- (-)-AZ-DF265
- Repaglinid

Die Bindungsversuche an SUR2A(Y1206S) und Kir6.2 /[SUR2A(Y1206S) sollten

mit den Substanzen:

1.) Typ A-Liganden:
-Glibornurid
- Nateglinid

2.) Typ A+B-Liganden:
- GBC

3.) Typ B-Liganden:
- Meglitinid
- (-)-AZ-DF265
- Repaglinid

durchgefuhrt werden.
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Die Experimente sollten Rickschlisse auf die Selektivitat der Verbindungen fur
den pankreatischen (Kir6.2/SUR1) Uber den kardialen Kanal (Kir6.2/SUR2A)
ergeben; auf letzterer beruht ein Teil des kardiovaskularen Risikopotentials der
Substanzen. Da chemisch durchaus verschiedenartige Substanzen untersucht
werden, werden zugleich die Bindungsstellen A und B an den beiden SUR-
Subtypen abgetastet (“Rezeptor mapping®). Dies ist von Interesse, da v.a. Uber
die B-Seite nur wenig Uber die Tatsache hinaus bekannt ist, dass die
zytosolische Schleife 3 (siehe Abb.4, Kapitel 1.4.3) fur die Bindung an dieser
Stelle wesentlich ist. Der Effekt der Koexpression erlaubt Rickschlisse auf die
Kopplung zwischen Kir und SUR. Hier weil3 man, dass auf Kir6.2-Seite die
ersten 10-20 Aminosduren des Aminoterminus fur den Sulfonylharnstoff-

induzierten Kanalblock eine Rolle spielen (Reimann et al.,1999).
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2 Material und Methoden

2.1 Geréate und Chemikalien

Autoklav 2540 MK

Tuttnauer, Wesel, D
Brutschrank B5060EC/CO;

Heraeus Instruments GmbH, Stuttgart, D
Tiefkuhltruhe GFL 6384

GFL GmbH, Burgwedel, D
Laminar Flow Hera Safe,

Heraeus Instruments GmbH, Stuttgart, D
Photometer Bio Photometer

Eppendorf, Hamburg, D
Stickstofftank XLC 511-FD

Chart Europe GmbH, Solingen, D
Wasserbad W12

P-D Industriegesellschaft GmbH , Dresden, D
Zentrifuge Biofuge Primo,

Heraeus Instruments GmbH, Osterode, D

Tab.3 Tabelle der verwendeten Geréate

Die fur die Versuche notwendigen Konzentratiosreihen wurden wie folgt
hergestellt: Zuerst wurde aus den Substanzen Stammldsungen in
verschiedenen Konzentrationen hergestellt, wobei man als L&sungsmittel
Inkubationspuffer, Athanol/DMSO (1:1), oder DMSO verwendete. Diese
Stammldsungen wurden dann erneut mit den oben genannten Losungsmitteln
zu der bendtigten Konzentrationsreihen verdunnt. Die Aufbewahrung der

Stammldsungen erfolgte bei —30<C.

Reagenzien: Einheiten: Hersteller:

Boehringer, Mannheim,

ATP-Na, 605.20 |g/mol
(Deutschland)
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Athanol 99% p.a. 500 ml Merck, (USA)
Fluka, Buchs,
BSA ~67 000 | g/mol _
(Schweiz)
CaSO,4 * 2 H,0 203.30 |g/mol
CuSO, 159.60 |g/mol Merck, (USA)
DMSO 1 I Merck, (USA)
Fluka, Buchs,
EDTA-Na, 372.24 |g/mol _
(Schweiz)
EGTA 380.40 |g/mol Sigma, (Deutschland)
GibcoBRL-Life
FBS 500 mi _
Technologies, (USA)
Folin-Ciocalteau-Reagenz Fluka, Buchs,
100 mi _
(2 M) (Schweiz)
o GibcoBRL-Life
Geneticinsulfat 692.70 |g/mol _
Technologies, (USA)
_ GibcoBRL-Life
Gentamycin 50 mg/ml )
Technologies, (USA)
Glibenclamid 494.00 |g/mol Sigma, (Deutschland)
Glucose * H,O 198.17 |g/mol Carl Roth GmbH & Co
Fluka, Buchs,
HCI 25 % .
(Schweiz)
HEPES 238.30 |g/mol Sigma, (Deutschland)
3 ) _ ] PerkinElmer Life
H—Glibenclamid 47-52 | Ci/mmol .
Science
3 ) Amersham
H-P1075 117-121 | Ci/mmol
Buchler, (Deutschland)
K*/Na*-Tartrat 282.23 |g/mol Merck, (USA)
KCI 74.56 g/mol Merck, (USA)
Lipofektamin 2000 Invitrogen
GibcoBRL-Life
MEM+L-GIn+Earle’s Salze [500 ml

Technologies, (USA)
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MgCI,E * 6 H,0 203.30 |g/mol Merck, (USA)

NacCl 58.44 |g/mol Merck, (USA)
Na,COs3 105.99 |g/mol Merck, (USA)
NaOH 40.00 |g/mol Merck, (USA)
Optimem 1 Life Technologies

Leo Pharmaceuticals,
P1075 231.30 |g/mol

(Danemark)

Fluka, Buchs,
TRIS 121.14 |g/mol _

(Schweiz)

Packard Instruments,
Ultima Gold 2.50 I

(USA)

Tab. 4 Tabelle der verwendeten Reagenzien

2.2 Puffer und Medien

Alle Puffer wurden im Kuhlraum bei 6°C gelagert.

Puffer 1: Hypotoner Puffer fir die Praparation von HEK293-Zellmembranen.
HEPES 10 mM
EGTA 1 mM
Beide Substanzen wurden in Aqua demin. geldst und die Losung im Kihlraum
bei 6C Uber Nacht gelagert. Der pH-Wert wurde dana ch auf Eis mit NaOH auf
den Wert 7.4 eingestellt.

Puffer 2: Isotoner Puffer fur HEK293-Zellmembranen.

HEPES 5 mM

NacCl 139 mM

KCI 5 mM
Von diesem Puffer wurden zwei Losungen hergestellt, eine mit dem pH-Wert
7.4 bei 0C und eine mit dem pH-Wert 7.4 bei 37C. Die Substanzen wurden in

Aqua demin. geldst, entweder im Kuhlraum (6C) tUber Nacht gekihlt oder im
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Wasserbad (37C) erwarmt und der pH-Wert bei 0C (a uf Eis) bzw. bei 37T mit
NaOH (1 M) auf 7.4 eingestellt.

Puffer 3: Puffer zur Herstellung von Geneticin-Alliquots.

HEPES 100 nM
Die Substanzen wurden in Aqua demin. gelést, und der pH-Wert bei
Raumtemperatur mit NaOH (1 M) auf 7.3 eingestellt. AnschlieRend wurden die
Losungen bei 4 bar und 121<C eine Stunde autoklavie rt.

Waschpuffer: Zur Entfernung bzw. Auswaschung nicht gebundener
Radioaktivitat aus dem Filter und zum Stoppen der Inkuation.

TRIS 50 mM

NacCl 154 mM
Das Losungsmittel fir die Substanzen war Aqua demin.. Es wurde eine
zehnfach konzentrierte Stammlosung angesetzt, die 1:10 zur Herstellung des
Waschpuffers verdinnt wurde. Vor der Einstellung des pH-Wertes, wurde die
Lésung Uber Nacht im Kihlraum bei 6<C abgekihlt. De r pH-Wert wurde bei 4C
(auf Eis) mit HCI auf 7.4 eingestellt.

Inkubationspuffer (100 ml): 300 pl werden beim Versuch in die

Inkubationsansatze pipettiert.

Substanz: M: in 200 ml:

NacCl 139 mM 1.391¢g

KCI 5 mM 0.074 g

HEPES 5 mM 0.238 ¢

MgCl,* 6 H,O 1.2 mM 240 pl (1M Losung)
Na,CO3 20 mM 0.336 ¢

CaCl,* 2 H,O 1.25uM 250 pl (1M LBsung)
Glucose * H,0O 11 mM 0.436 g

50



NaCl, KCI, HEPES, NaCO3; und MgCl, * 6 H,O werden mit Aqua demin. gelost.

Nachdem der Puffer 30 min bei 37C mit Carbogen beg ast wurde, wird der pH-
Wert bei 37T auf 7.4 eingestellt. Nun erst wird Glucose * H,O und CaCl;, * 2
H.O zugegeben. Der fertige Puffer wird fur die gesamte Versuchszeit weiterhin

mit Carbogen bei 37T begast.

Hitzeinaktiviertes fotales Kéalberserum (FCS): Serumzusatz zum

Zellkulturmedium.

Das hitzeinaktivierte fotale Kélberserum (FCS) enthalt fur die Kultivierung von
HEK?293-Zellen wichtige mitogene Faktoren. Um eine eventuelle Restaktivitat
von Serumproteasen zu stoppen wurde das bei -30T g elagerte FCS aufgetaut
und im Wasserbad bei 55C fur 1-2 Stunden unter gel egentlichem Schiitteln
hitzeinaktiviert. Danach wurde es bis zum weiterem Gebrauch im Kihlschrank
bei 6C aufbewabhrt.

Kulturmedium fir die HEK293-Zelllinie:
MEM (Minimum Essential Medium) 90% (v/v)
hitzeinaktiviertes FCS 10% (v/iv)
Gentamycin 20 pg/ml

Die mit Aqua demin. hergestellte 6 ml-Gentamycinstammldsungen(c=2 mg/ml)
wurden bei -20C aufbewahrt und beim Herstellen des Kulturmediums aufgetaut
und diesem zur Schutz vor Dbakterieller Besiedlung zugegeben
(Endkonzentration ¢=0.04 pg/ml). Die Kulturmediumflaschen wurden bis zu
ihrem nachsten Gebrauch stets im Kuhlschrank bei 6°C gelagert. Aufgrund
eines vom Hersteller zugesetzten Indikators konnte man problemlos erkennen,
ob das Medium noch zu verwenden war, da eine Blaufarbung des Mediums den
Umschlag ins Basische anzeigte und dieses somit fur die Zellkultivierung nicht

mehr verwendbar war.

Geneticin/Geneticinsulfat:

Die Substanz wurde in sterilem Puffer 3 gelost in 1 ml Eppendorfgefal3en
aliquotiert und im Kuhlschrank bei -20C aufbewahrt. Der pcDNA 3.1 Vektor

51



enthalt neben der cDNA-Sequenz, die fur die jeweilige SUR-Untereinheit des
Katp-Kanals (SUR1, SUR2A oder SUR2B) kodiert, auch ein Resistenzgen fir
das Aminoglykosidantibiotikum Geneticin. Dieses Aminoglykosid-Antibiotikum
wirkt auch auf eukaryontische Zellen toxisch. Somit werden durch die Gabe von
Geneticin wahrend der Zellkultivierung diejenigen HEK293-Zellen abgetétet
werden, bei denen der Einbau der cDNA fir die Untereinheit des Karp-Kanals

nicht erfolgreich war. So erfolgt die notwendige Selektion der Zellen.

Gefriermedium: Kryokonservierung von HEK293-Zellen.

Es wurden jeweils beim Einfrieren von HEK293-Zellen frisch angesetzt:

Gefriermedium A: MEM mit 40% (v/v) FCS
Gefriermedium B: MEM mit 20% (v/v) DMSO

Nach Zugabe von Anteilen aus Gefriermedium A und B wurden die Zellen in
einer Endkonzentration von 20% FCS und 10% DMSO eingefroren, wie in

Kapitel 2.3.3 beschrieben.

Stammldsungen fir die Proteinbestimmunag:

LOWRY A: Na,CO3 2% (w/v) in 0.1 M NaOH
LOWRY B: CuS041% (w/v) in Aqua bidest.
LOWRY C: K*/Na*-Tartrat 2% (w/v) in Aqua bidest.
LOWRY D: Folin-Ciocalteau-Reagenz (2 M)

LOWRY A-C wurden als Stammlésungen hergestellt und bei Raumtemperatur

aufbewahrt. LOWRY D wurde von dem Hersteller Fluka erworben.
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LOWRY E: LOWRY A: 98 Anteile
LOWRY C: 1 Anteil
LOWRY B: 1 Anteil

(die Reihenfolge A-C-B der LOWRY-LOsungen musste streng eingehalten

werden um ein Ausflocken zu vermeiden).

LOWRY F: LOWRY D: 1 Anteil
Aqua. demin.: 1 Anteil

LOWRY E und F wurden fur jede Proteinbestimmung frisch angesetzt.

2.3 HEK?293 - Zellen

Die HEK293-Zellen stammen aus humanen, embryonalen Nierenzellen, die
durch den DNA-haltigen Adenovirus Typ 5 tumords transfiziert und so
immortalisiert wurden (Graham et al.,1977).

Die HEK-Zelllinie wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ) in Braunschweig (Deutschland), (Kat.-Nr.
DSMACC305) bezogen.

2.3.1 Kultivierung von HEK293 — Zellen

Die Zellen wurden jeweils in 10 ml Kulturmedien in Petrischalen (Fa. Greiner,
Frickenhausen) aus Plastik mit 9.4 cm Durchmesser bei einer Temperatur von
37C im Brutschrank (Heraeus Instruments, Deutschland) kultiviert. Die
Atmosphéare hatte ein Luft-CO,-Verhéltnis von ~5% und war befeuchtet. Sobald
die Zellen eine Konfluenz von 70-80% erreicht hatten (7-10 Millionen Zellen pro
Schale), wurden die Zellen 1:2 bis 1:4 passagiert. Die Passage der Zellen

ereignete sich wie folgt:
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Zuerst wurde das alte verbrauchte Medium abgesaugt. AnschlieRend wurden
die Zellen zum Beispiel mit 3 ml bzw. 4 ml frischem erwédrmten Medium
abgespult und auf 3 bzw. 4 neue Kulturschalen verteilt (1:3) bzw. (1:4). Zu
diesem 1 ml Zellprotein wurden 9 ml Medium und 100 pl Geneticin pro
Kulturschale hinzugefugt. Die Endkonzentration von Geniticinsulfat im
Kulturansatz betrug 300 pg/ml. Alle Arbeiten mit lebendigen Zellen wurden
unter sterilen Bedingungen an einer Sterilbank mit laminar-air-flow (Hera Safe,

Heraeus Instruments, Deutschland) durchgefuhrt.

Abb.8 HEK293-Zellen niedriger Konfluenz im lichtmikroskopischen Bild.

Die typischen Zellauslaufer der HEK293-Zellen sind zu erkennen. Das Bild wurde im Differenz-
Interferenz-Kontrastmodus bei 400-facher Vergré3erung aufgenommen (pM=pm=1O'6 m)
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2.3.2 Transfektion von HEK293-Zellen mit Lipofektam  in"™ 2000 Reagent

Einen Tag vor der Transfektion wird bei einer Konfluenz von 70-80% das
Medium gewechselt, indem man das alte Medium absaugt und dieses durch 10
ml Inkubationsmedium (MEM mit 10% FBS ohne Antibiotikum) ersetzt.

Zuallererst wurde das Optimem 1 im Wasserbad bei 37C temperiert, die
Sterilbank eingeschaltet und diese ca. 30 min. laufen gelassen. Die
Petrischalen mit den zu transfizierenden Zellen wurden dann unter dem
Mikroskop angeschaut und ihre Konfluenz bestimmt. Diese sollte 90-95%
betragen und es sollte keine Kontamination durch Pilze oder Bakterien
vorliegen.

Fur die Transfektion wurden Petrischalen (mit 90-95% Konfluenz) verwendet,
denen der pcDNA 3.1-Vektor (von Invitrogen) zugesetzt wurde, der die fur
murinen SUR2A (Genbank-Bestellnummer D86037) oder SUR2B (D86038)
(Isomoto et al.,1996), Kir6.1 (D88159) (Yamada et al.,1997), oder Kir6.2
(D50581), (Inagaki et al.,1996) kodierende Sequenz enthielt.

Im Labor wurde die von Petra Kilhner (Technische Assistentin der Abteilung fur
Molekularpharmakologie) extrahierte DNA (-20C) fur die Transfektion der
HEK?293-Zellen verwendet. Je nach Versuch wurde die entsprechende DNA vor
der Transfektion aufgetaut. Pro Transfektion wurden je zwei Eppendorf-
ReaktionsgefalRe (ERG 2.0 ml) mit je 750 pl Optimem 1 vorbereitet. Im ersten
ERG wird nun die DNA verdinnt (Standardmenge: SUR 6.4 ug DNA; Kir 4.0 pg
DNA) und durch mehrmaliges auf- und abpipettieren gemischt. Im zweiten ERG
wird das Lipofektamin 2000 (Cat.N0.11668-027; Size: 0.75 ml; Cat.N0.11668-
019; Size: 1.50 ml) verdinnt (Standardmenge 37.5 ul Lipofektamin 2000). Das
Lipofektamin schlie3t die Fremd-DNA in Liposomen, die von den Zellen
aufgenommen wird. Die beiden Ansatze werden nun 5 min. inkubiert. Jetzt wird
die DNA-Verdiunnung zu der Lipofektamin-Verdinnung gegeben und ebenfalls
durch auf- und abpipettieren gemischt. Das Gemisch wird bei Raumtemperatur
20 min. unter der Sterilbank inkubiert. Kurz vor Ende der Inkubationszeit

werden die zu transfizierenden Zellen aus dem Brutschrank genommen und pro
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Schale 4 ml Medium abgesaugt. Nach Ende der Inkubationszeit wird das DNA-
Lipofektamin-Gemisch vorsichtig auf die Zellkulturplatte getropfelt. Durch sehr
vorsichtiges Schwenken der Petrischale verteilt sich das Gemisch gleichmaliig
auf der Platte. Die transfizierten Zellkulturen werden nun zwei Tage im CO,-
Brutschrank bei 37<C inkubiert. Erst nach diesen 48 Stunden sind die Zellen fir

einen Versuch zu verwenden.

Die stabil exprimierenden Zelllinien (Hambrock et al.,1998) wurden wie unter

2.3.4 geschrieben aufgetaut und kultiviert.

2.3.3 Einfrieren von HEK293-Zellen

Eingefroren werden konnten nur Zellkulturplatten, die eine Konfluenz von 70-
80% erreicht hatten (7-10 Millionen Zellen pro Schale). Das alte Medium wurde
zunachst von den Petrischalen abgesaugt und die Zellen mit 4 ml
Gefriermedium A von der Zellkulturplatte abgeldst und anschlief3end bei 500xg,
5 min. zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden die einzelnen Kryoréhrchen mit
500 pl Gefriermedium B gefullt (vgl. 2.2 “Gefriermedium*, Seite 52). Nach der
Zentrifugtion wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen mit 500 pl
Gefriermedium A pro Schale resuspendiert. Nach der Zugabe von 500ul
Zellsuspension zu den Kryordéhrchen (Cryo’s, Greiner Labortechnik), musste
man schnellst mdglich arbeiten, da DMSO zwar eine Zerstorung der Zellen
durch das Einfrieren bzw. Auftauen verhindert, bei Raumtemperatur jedoch
zytotoxisch fiir die Zellen ist. Uber Nacht wurden die Zellen bei -80C in der
Tiefkihltruhe gelagert und am nachsten Tag in flussigen Stickstoff (-180C)

uberfuhrt.

2.3.4 Auftauen von HEK293-Zellen

Um den Kontakt der Zellen mit der auf3erst schadlichen Detergenz DMSO

moglichst kurz zu halten wurde das Auftauen relativ rasch durchgefuhrt.
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Es wurden ca. 30 ml Kulturmedium (37<C) in ein 50 m |-Falcon-Tube (Becton
Dickinson, NJ, USA) vorgelegt. Ein aus den flissig Stickstoff (-180C)
entnommenes Kryoréhrchen wurde schnell im Wasserbad bei 37C aufgetaut
bei gerade noch ein Eisstift erkennbar war. Die Zellsuspension wurde dann
rasch aus dem Rohrchen in das bereits vorbereitete 50 ml-Falcon-Tube
dberfihrt und somit im Kulturmedium verdinnt und bei 200xg, 2-3 min.
zentrifugiert. Der entstandene Bodensatz aus aufgetauten HEK293-Zellen
wurde in 10 ml Kulturmedium erneut resuspendiert und auf eine Petrischale mit
9.4 cm Durchmesser geimpft. Die erste Kultivierung erfolgt dann ohne Geneticin
um ein gutes Anwachsen der Zellen zu erreichen. Nach etwa 3 Tagen
Bebritung der Zellen im Brutschrank (37C; Luft-CO »,-Gemisch) kdonnen die
Zellen dann 1:3 bzw. 1:4 passagiert werden (je nach Zelldichte und Aussehen)

und unter Zugabe von 300 pg/ml Geneticin im Brutschrank kultiviert werden.

2.4 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Grundlage der Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et al.,1951) stellt
eine mit Rinderserumalbumin (BSA) erstellte Standardmesskurve dar, wobei
das BSA in verschiedenen Konzentrationen in NaOH (0.1 M) geldst wurde.
Diese Konzentrationsreihe mit BSA wurde als Eichgerade aufgetragen (Abb.9).
Es stellte sich heraus, dass die sich im Inkubationspuffer befindende Substanz
HEPES mit der Proteinbestimmung erheblich interferiert. Der Grund dafur
bilden freie Stickstoffgruppen in der Strukturformel dieser Substanz. Es wurde
ebenfalls eine Extinktionskurve fir verschiedene HEPES-Konzentrationen
angefertigt. Die Konzentrationsreihe wurde ebenfalls mit 0.1 M NaOH
hergestellt. Es wurde bei jedem Versuch 70 pl Zellprotein und 70 pl
Inkubationspuffer in je ein Eppendorfgefall (2.0 ml) pipettiert und mit 0.1 M
NaOH-L6sung 1:10 verdinnt, so dass die Proteinkonzentration und die
Pufferkonzentration im linearen Bereich der Standardmesskurven bestimmt
werden konnten. Die Proteinbestimmung wurde in Halbmikrokivetten
vorgenommen. Zu 200 ul der verdinnten Protein- bzw. Pufferlésung wurden 1

ml Lowry E zugegeben und 5 min. inkubiert. Dann gab man 100 pl Lowry F zu.
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Die geflllten Kivetten wurden mit Parafilm abgedichtet, gut durchgemischt und
bei Raumtemperatur 20 min. inkubiert. Als Leerwert diente 200 ul einer 0.1 M
NaOH-L6sung mit der gleich verfahren wurde. In einem Spektralphotometer
(Hitachi U-3.000) wurde die Proteinkonzentrationsmessung durchgefuhrt. Die
Wellenlange der Wolframlampe betragt dabei 770 nm bei einer Spaltbreite von
5 nm. Die jeweilige optische Dichte (OD770) des Proteins bzw. des Puffers
wurde gegen die des Leerwertes gemessen.

Bis zu einer Proteinkonzentration von ca. 30 pg in der Kivette lag die ODv7o
unter 0.3 und lag somit im linearen Bereich der Kurve, wie auch der Anfang der
Kurve bei der Puffersubstanz HEPES. Die zur Berechnung der
Proteinkonzentration gebildete Differenz zwischen der Proteinextinktion und
Pufferextinktion ist somit ebenfalls linear. Die Funktion der Eichgeraden, die
unter der Proteinextinktion von 0.3 angewendet werden konnte lautet:

OD
ob,,=0,0132¢,, bzw. m,, = 0 017;02

Gleichung a bzw. b

Cerot = Proteinkonzentration in der Kivette in pg/200 pl

ODy70 = Extinktionsdifferenz Protein-Puffer.

Bei evtl. zu hohen Proteinkonzentrationen wurde starker verdiinnt.

10 4l L e e ey
091y =0.0132 % x
0.8 - -
0.7 U
0.6 - ewT -
05 - -
0.4 -
0.3
0.2

Extinktion, ODz7¢
|

0.1 3
0-0: """" e o o L L o

Hg Protein/200 pl (Kiivette)

Abb. 9 Eichkurve fiir die Proteinbestimmung nach Lowry.
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Die im Anfangsbereich durchgezogene Kurve (siehe Abb.9) zeigt den linearen
Bereich bei 30 ug Protein/200 pl. Bertcksichtigt man alle Messpunkte, so erhalt

man eine Sattigungsfunktion, wie die gestrichelte Linie erkennen lasst.

2.5 Radioligand-Bindungsexperimente

Rezeptorenanzahl und Affinitat zwischen Rezeptor und Radioligand bzw.
zwischen Rezeptor und nicht radioaktiv markiertem Liganden lassen sich
experimentell durch Gleichgewichtexperimente bestimmen. Dariber hinaus
lasst sich die Assoziation und die Dissoziation als zeitlicher Bindungsverlauf
des Radioliganden-Rezeptor-Komplexes durch die spezielle Ligand-Rezeptor-
Kinetik ebenfalls durch Experimente zur graphischen Darstellung bringen.

Ganz allgemein unterscheidet man zwischen folgenden Ligand-Rezeptor-
Interaktionen:

1.) Kompetitiver Ligand:

Der nicht markierte Ligand tritt mit dem Radioligand in Kompetition um die
Bindungsstelle. Die (spezifische) Bindung des Radioliganden kann dadurch
vollstandig verdrangt werden.

2.) Allosterischer Modulator:

Ein allosterischer Aktivator (z.B. MgATP) der an den NBF ansetzt, erh6ht die
Bindung eines Offners (z.B. *H-P1075) (Hambrock et al.,1998). Fir *H-GBC
wird eine Hemmung beobachtet (Hambrock et al.,2001; 2002). Dieser

Wechselwirkung zwischen Offnern und Sulfonylharnstoffen am SUR liegt ein
allosterischer Effekt zugrunde (Bray and Quast,1992; Schwanstechet et
al.,1992).

2.5.1 Die Wahl des Radioliganden

Zum einen muss der Radioligand eine ausreichende Affinitat zum Rezeptor
besitzen, zum anderen sollte seine Dissoziationskonstante (Kp) im nano-(n-)

oder subnanomolaren Bereich liegen. Die biologische Wirkung sollte sich durch
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die radioaktive Markierung nicht veradndern, da sonst ein Vergleich mit der
Ausgangssubstanz unmoglich ist. Diesen Vorteil machen sich die Tritium
markierten Liganden zunutze, da mit Tritium markierte Liganden, im Gegensatz
zu jodierten Liganden, kaum Veranderungen in den chemischen Eigenschaften
zeigen. Dartber hinaus sollte der Anteil der unspezifischen Bindung an der
spezifischen gering sein. Durch die sehr lange Halbwertszeit (12.26 Jahre) von
Tritum (H) &ndert sich die spezifische Aktivitait des Radioliganden im
Versuchszeitraum so gut wie nicht; daher eignen sich ®H-markierte Liganden fiir
Bindungsstudien besonders gut. Andererseits bringt ein *H-Atom nur einen
spezifische Aktivitat von ~30 Ci/mmol ein. Fir die Bindungsmessungen an den
SUR-Typen wurden zwei Radioliganden verwendet, die beide mit *H, den
Radioisotop Tritium markiert waren, verwendet. Das war zum einen:

1.) °*H-GBC:

Der Karp-Kanalblocker Glibenclamid (GBC) bindet mit deutlich hoherer Affinitat
an SUR1 (Kp ~1 nM) als an SUR2 (Kp ~30 nM) (Hambrock et al.,1998). Das in
den Versuchen verwendete *H-GBC hatte eine spezifische Aktivitat (SA) von
47-52 Ci/mmol.

3H-GBC hat starke amphiphile Eigenschaften, deshalb sollte darauf geachtet
werden, dass die Alliquots zur Bestimmung der totalen (absoluten)
Radioaktivitat stets kurz vor dem Filtrieren enthommen werden, da dieser
Radioligand sehr stark an der Wand der Reaktionsgefal3es haftet und sich dann
erst nach gewisser Zeit nach und nach aus der Wand l6st. Dies flhrt zu einer
Verfalschung der Konzentrationswerte, da im Rest des Ansatzes so eine
erhohte Radioaktivitdtskonzentration gemessen wird. Aus demselben Grund ist
bei der Labelstammlésung darauf zu achten, dass diese immer 10% EtOH
enthalt. Zu jedem Ansatz (10 ul zu untersuchende Substanz + 475 ul Puffer +
500 ul Zellprotein) werden dann jeweils 25 pl Radioligandstammldsung
pipettiert, so dass jeder Ansatz 0.25% EtOH enthalt. Bei dieser Konzentration
an EtOH sind konstante Konzentrationen an *H-GBC zu erwarten. Die
nichtspezifische Bindung wird bei Glibenclamid (im Gegensatz zu Messungen
mit P1075) mit 100 uM P1075 und nicht homolog mit GBC bestimmt, da in den
HEK-Zellen endogene Bindungsstellen fir GBC vorhanden sind, die jedoch
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keine Offnerempfindlichkeit besitzen und somit fiir diese Untersuchungen nicht
relevant sind (Hambrock et al.,2001).

2.) °*H-P1075:

Der Karp-Kanaloffner bindet mit guter Affinitat an SUR2B (Kp ~5-10 nM) (Bray
and Quast,1992), kaum dagegen an SUR1l (Kp >100 pM). Das bei den

Versuchen verwendete P1075 hatte eine SA von ~117-121 Ci/mmol und eine

Konzentration von ~5 uM. Durch die sehr geringe nichtspezifische Bindung ist
P1075 ein sehr gut geeigneter Ligand fur Bindungsstudien. Die nichtspezifische
Bindung wurde in den Versuchen dieser Arbeit mit 100 uM P1075 bestimmt.

2.5.2 Die Gewinnung von Rezeptormaterial

In dieser Arbeit wurden Versuche an ganzen, intakten Zellen gemacht. Diese
Zellen stammten zum Teil aus Zelllinien, die permanent transfiziert waren (z.B.
SUR1-Zelllinie oder SUR2A(Y1206S)-Zelllinie) oder transient transfizierte
Zellen. So mussten die Zellen je nach Gebrauch aufgetaut (2.3.4), passagiert
(2.3.1), eingefroren (2.3.3) oder transfiziert (2.3.2) werden, um das Ausfuhren
von Versuchen zu ermoglichen. Die jeweiligen Prozeduren sind in den

jeweiligen Kapiteln erlautert.

2.5.3 Die Inkubation

Die Bindungsreaktionen wurden durch Zugabe der Zellen bzw. des Zellproteins
in 500 pl zum Reaktionsgemisch-Ansatz (475 pl Inkubationspuffer (vgl. 2.2,
Inkubationspuffer) + 10 ul der zu untersuchenden Substanz in der jeweiligen
Konzentration + 25 pl der Radioligandenstammldsung) gestartet. Bei der
Inkubation mussen bestimmte Bedingungen, je nach Versuch, erfillt sein. Dazu
gehort eine bestimmte Temperatur, eine genau festgelegte Inkubationszeit und

eine spezielle Zusammensetzung des Inkubationsmediums.
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1.) Inkubationstemperatur:

Die Temperatur wahrend der Versuche sollte der physiologischen
Kdrpertemperatur des Menschen entsprechen. Deshalb wurde die Temperatur
auf 37C im Wasserbad festgelegt.

2.) Inkubationszeit:

Bei Gleichgewichtsexperimenten wird vorausgelegt, dass gemal dem
Massenwirkungsgesetz (MWG) die Gleichgewichtslage im Versuch erreicht
wird. Die Einstellungsgeschwindigkeit des Gleichgewichtes ist nicht nur von den
kinetischen Konstanten, sondern auch von der Konzentration der
verschiedenen Teilnehmer an der Reaktion abhangig. Daraus folgt, dass die
kleinsten Konzentrationen des Rezeptors bzw. des Liganden, die im Versuch
vorkommen, entscheidend fur die Festlegung der Inkubationszeit sind.

Die Inkubationszeit wurde durch ein Assoziationsexperiment ermittelt. Dabei
wurde die Zeit so gewadahlt, dass der Radioligand-Rezeptor-Komplex die
Gleichgewichtslage erreicht hatte. Dies war bei SUR2A nach 13 min. und
SUR2B nach 30 min., mit P1075 bestimmt, der Fall. Mit *H-GBC bei
SUR2A(Y1206S) und SUR2B(Y1206S) nach 15 min. und bei SUR1 ebenfalls
nach 15 min. Wird langere Zeit inkubiert, so fallt die spezifische Bindung mit der
Zeit ab und es liegt ein negativer Zeittrend vor, der mit Hilfe einer rechnerischen

Korrektur in Form einer linearen Interpolation verbessert werden muss.

3.) Inkubationsmedium:

Der verwendete Inkubationspuffer (Zusammensetzung siehe 2.2) wurde vor
Beginn des Versuchs auf den physiologischen pH-Wert des Korpers (pH=7.4)
eingestellt. Dies wurde durch Zugabe unterschiedlicher Mengen von zuvor
hergestellten HCI- bzw. NaOH-Verdiunnungsreihen (0.06 mM, 0.6 mM, 6 mM)
erreicht. Es ist jedoch von immenser Wichtigkeit, dass der pH-Wert bei der
Temperatur, bei der anschlieBend inkubiert wird, eingestellt wird, da der pH-

Wert bekannterweise von der Temperatur abhangig ist.
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2.5.4 Die Trennung von gebundenem und freiem Radiol  iganden durch die
Filtration

Am Ende der Inkubationszeit muss der Radioligand-Rezeptor-Komplex vom
freiem Radioliganden getrennt werden. Dies wird durch die Filtration erreicht.
Aus den Ansétzen, die 1.01 ml enthielten wurden drei Aliquots (V=0.3 ml) in je 8
ml eiskaltem Waschpuffer verdinnt und unter Vakuum Uber Glasfaserfilter
(Whatman GF/C) in einer Filtrationsapparatur mit Hilfe einer Vakuumpumpe
abgesaugt. Der Waschpuffer muss dabei eiskalt (~4C) sein, um die Reaktion
zu stoppen und das sich bei der Inkubation bei 37C eingestellte Gleichgewicht
(siehe Kapitel 2.6) zu fixieren. Die Poren dieses Filters sind enger als die festen
Bestandteile des Praparats und halten diese somit zurtick. Um die unspezifisch
im Praparat gebundene Radioaktivitat zu entfernen wurde schnell zwei mal

hintereinander mit 8 ml eiskalten Waschpuffer nachgespuilt.

2.5.5 Die Messung der Radioaktivitat

Da Tritum (°*H) Betastrahlen emitiert, erfolgt die quantitative Erfassung der
Radioaktivitat der einzelnen Filter mittels eines Flussigszintillators in einem
Szintillator mit Szintillationszahler. Um eine absolute Bestimmung vorzunehmen
ist es notwendig die Zahlausbeute des Gerates zu wissen. Alle Versuche dieser
Arbeit wurden mit einem TRI-CARB® Liquid Scintillation Analyser 2000CA von
PACKARD mit einer Zahlausbeute von ca. 54% durchgefihrt, d.h. der Zahler
detektiert 54% der Zerfalle pro Minute (dpm). Jeder Messpunkt wurde in den
einzelnen Versuchen drei mal bestimmt und daraus das arithmetische Mittel
berechnet.

f = 0.54 = (gemessene Impulse/min.) / (Zerfalle/min .) = cpm / dpm
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Da die Auswertung von Bindungsexperimenten in Konzentrationseinheiten
erfolgt, ist die Umrechnung von dpm in molare und submolare Einheiten

erforderlich:

c[mol/l|=gezahlte dpm / (2.2 010" (dpm/Ci) OSA (Ci/mmol) OV (ml))=mol/l
Gleichung 1

\% =Volumen in ml

c =Konzentration in mol/l

SA  =Spez. Aktivitat in Ci/mmol
1Ci =2.2* 10" dpm/min

2.6 Modell der Rezeptorbindungsstudien

Im einfachsten Fall bindet, gem&R dem zum erstenmal von den Norwegern
C.M. Gouldberg und P. Waage (1867) formulierten Massenwirkungsgesetz
(MWG) ein Ligand an eine Bindungsstelle am Rezeptor; die Rezeptorpopulation
in der Praparation sei homogen. Diese Komplexbildung ist grundsatzlich
reversibel, wobei die Dissoziationskonstante (Kp) ein Mal3 fur die Starke der
Bindung ist.

Es wird die Bindung eines Radioliganden L an eine Klasse von nicht
miteinander wechselwirkenden Bindungsstellen angenommen. So lautet das

einfachste Modell fiir die Bindung eines Liganden (L) an einen Rezeptor (R):

R+L EEE C

Gleichung 2
L =freie Ligandkonzentration
C =Rezeptor-Ligand-Komplex
k+ =Assoziationsgeschwindigkeitskonstante (M*s™)

k- =Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante (s™)
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Die Hin- und die Ruckreaktionen sind durch die kinetischen Konstanten k+ und
k- gegeben. Gemadal3 Definition ist das dynamische Gleichgewichts dann
erreicht, falls pro Zeiteinheit gleichviel Komplex C zerfallt, wie gebildet wird.
Nach den bereits erwahnten Persoénlichkeiten gilt das MWG:

Kb =k-/k+=(R*L)/C Gleichung 3

Kpo=Gleichgewichtsdissoziationskonstante in mol/|

Weiterhin gelten die folgenden Gleichungen:
Ro =R +C darausfolgt: R=Rp-C Gleichung 4.1
Lo=L+C darausfolgt: L=L,-C Gleichung 4.2
R, = totale Rezeptorkonzentration(=frei + gebunden)

L, = totale Ligandkonzentration(=freier + gebundener Ligand)

Gleichung (4.1 und 4.2) werden in (3) eingesetzt; so erhalt man:
Kp=((Ro-C)*(Lo,-C))/C

Die Experimente werden unter solchen Bedingungen gemacht, dass

naherungsweise anzunehmen ist:

Lo>R, =Lo~L Gleichung 4.3

Die totale Ligandenkonzentration ist also viel groRBer als die totale
Rezeptorkonzentration, so dass der an die Rezeptoren gebundene Teil des
Radioliganden dabei nicht Giber 5% betragen sollte.

Die spezifische Bindung des Radioliganden wird im Versuch durch die nicht-
spezifische Bindung (=NSB=unspezifisches Haftenbleiben des Radioliganden
am Protein und am Filter selbst) tiberlagert.

Die NSB wurde in den Versuchen bestimmt nachdem die spezifische Bindung
durch Uberschuss an kaltem Liganden (Lxa=1000 * Kp) blockiert wurde. Im

Experiment werden jeweils NSB und Btot bestimmt (jeweils
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Dreifachbestimmungen aus denen das arithmetisch Mittel gebildet wird).

Daraus lasst sich folglich die spezifische Bindung (Bs) berechnen:

Bs = Btot - NSB: Bs

C Gleichung 5

Wenn 4.1-4.3 angenommen und in die Gleichung 3 eingesetzt werden ergibt
sich:
Kp=((Ro-C)*Lo)/C

aufgeldst nach C errechnet sich die Funktion:

C=(Ro*Lo)/(Lo+Kp) Gleichung 6

Gleichung 6 stellt die Abhangigkeit der Komplexkonzentration im Gleichgewicht
als Funktion der zugegebenen Ligandkonzentration dar. Aus dieser
hyperbolischen Beziehung lassen sich Kp und R, durch nichtlineare Regression
berechnen.

Bei jedem Versuch stellt sich die Frage wieviel % des Labels gebunden sind.

Man spricht auch vom sog. Sattigungsgrad, y:

y=C/Rp, wobeigit:0<y<1 Gleichung 7
Bei Kompetitionsexperimenten sollte der Sattigungsgrad maoglichst klein sein,
um die notwendige Vereinfachung in der Gleichung 4.3 durchfihren zu durfen.
Einsetzen von Gleichung 6 in 7 ergibt:

Yy =(Ro *Lo) / ((Lo + Kp) * Ro)

Daraus folgt:
y=Lo/ (Lo +Kbp) Gleichung 8
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2.6.1 Kompetitionsexperiment

Bei dieser Art eines Experimentes konkurrieren ein radioaktiv markierter und ein
nicht markierter Ligand um dieselbe Rezeptorbindungsstelle. Bei der
homologen Kompetition konkurrieren radioaktiv markierte und unmarkierte
Liganden der selben Substanz miteinander (z.B. *H-GBC gg. GBC). Heterologe
Kompetition bzw. Verdrangung bedeutet, dass zwei verschiedene Substanzen
miteinander im Wettbewerb um die Bindungsstelle am Rezeptor stehen. Durch
diese Art Versuch lasst sich der ICso-Wert (Konzentration des Kompetitors,
welche dessen halbmaximale Bindung bewirkt bzw. die Bs des Radioliganden
um 50% erniedrigt) des unmarkierten Kompetitors und zusatzlich wichtige
Hinweise bezuglich mdglicher Heterogenitat von Bindungsstellen herausfinden.
Aus dem ermittelten ICso-Wert einer Substanz lasst sich bei der homologen
Verdrangung/Kompetition die Kp bzw. bei heterologer Kompetition durch
Anwendung der Cheng-Prusoff-Korrektur die Ki (Gleichgewichts-Dissoziations-
Konstante des unmarkierten Inhibitors) berechnen. Jedoch kann die Ki nur
ermittelt werden, wenn zuvor mittels eines Sattigungsexperimentes die Kp des
Radioliganden bestimmt wurde.

Man setzt folgenden Reaktionsmechanismus voraus:

+ KL
R + L e C K_,=Kp Gleichung9
g Ki
RI
I =Inhibitor
R =Rezeptor
RI =Rezeptor-Inhibitor-Komplex (reversibel)
L =Radioligand
C =Rezeptor-Radioligand-Komplex (reversibel)
KL =Dissoziationskonstante des Radioliganden
Ki =Dissoziationskonstante des unmarkierten Inhibitors
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Voraussetzungen sind:

1) Es gibt nur eine Klasse von Rezeptoren bzw. Bindungsstellen in der
Préaparation.

2.) Es herrscht Kompetition zwischen | und L um R.

3.) C ist die beobachtbare GroRe. Man misst die Abnahme von C bei
steigenden Konzentrationen von I. Es ergibt sich somit eine Hemmungskurve.
Die Experimente sollten so durchgefuhrt werden, dass Ry << Lo, lp [Das Suffix o
beschreibt die totale (zugegebene) Konzentration].

Im Gleichgewicht gelten nach dem MWG:

Kir=(R*L)/C Gleichung 10.1
Ki=(R*I)/RI Gleichung 10.2

Unter Beachtung der Bedingungen R << Lo, lo und Rp = R + C + RI folgt:

C/Ro=C/(R+C+RI)

Einsetzen der MWG (10.1 und 10.2) und Kirzen von R ergibt:

C/Roy=(L/K )/ (1+L/K +H/Ki)=(L/K_)Ki/[Ki(1+L/K_)+1]
Gleichung 11

Erweiterung des Bruches mit 1 + L / K, ergibt:

C=Ro*L/K *(1+L/K.)" *Ki(1+L/KL)*(Ki(1+L/K )+1)™?

U U
Gleichung 12

Der Mittelpunk der Hemmkurve befindet sich bei einer Inhibitionskonzentration
von I=Ki (I + L / K.) und wird mit ICsq bezeichnet.
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Die Beziehung zwischen ICs, und Ki wird Cheng -Prusoff-Gleichung (Cheng

and Prusoff,1973) genannt und erlaubt die Berechnung von Ki:

ICso=Ki*(1+L/K.) Gleichung 13

Dabei muss K| bekannt sein.

Fur die homologe Kompetition, d.h. VerdrAngung des Radioliganden durch sein

unmarkiertes (“kaltes) Analogon gilt:

ICs50 =KL + Lg bzw. KL =1Cs9 -Lo
Gleichung 14

Logarithmiert:
pICsp =-1logICsp und pl=-logl
Gleichung 15.1 und 15.2

Wenn man nun die Cheng-Prusoff-Gleichung einbringt lasst sich die

Hemmkurve beschreiben als:

C=C(0)*ICso/ (ICs0+l)
Gleichung 16.1
Logarithmiert man und setzt Gleichung 15.1 und 15.2 ein, so erhalt man die
Gleichung 16.2 :

C=C(0)/(1+10P=0-P))
Gleichung 16.2

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

mit Liganden besetzten Rezeptoren darstellt, gilt:

y=C/Ro=L/(L+K)=(1+K/L)*
Gleichung 17
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Hieraus lasst sich die maximale Bindungskapazitat, d.h. die

Gesamtrezeptorenzahl Byax = Ro berechnen zu:

Buasx =C/y=((L+K)/L)*C=C(1+K/L)
Gleichung 18

2.6.2 Verallgemeinerung der Bindungsisotherme nach Hill

Wenn der nichtmarkierte Ligand nicht mit dem Radioliganden kompetitiv ist oder
der Radioligand ein kompliziertes Bindungsverhalten zeigt, ist die
Bindungsisotherme steiler oder flacher als es der Gleichung 16.1 und 16.2
entspricht. In diesem Fall werden diese beiden Gleichungen durch die
EinflUhrung eines Exponenten (sog. Hill-Koeffizient=n=ny) verallgemeinert. Fur

die Inhibitionskurve gilt somit:

Bs=Bs (0)/( 1+ 10 "(PIC30-P))
Gleichung 19

Dabei gilt: Bs (0)=Bs zum Zeitpunkt t=0, d.h. in Abwesenheit des
nichtmarkierten Liganden. Es lassen sich fir Bindungsstudien durch ngy
folgende Schlussfolgerungen ziehen.

Die verchiedenen Hill-Koeffizienten lassen bzw. jeder beliebige Hill-Koeffizient
lasst sich in eine der auf der nachsten Seite erklarten drei Gruppen (ny=1; ny<1;

ny>1) einteilen.

Bei:
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ny = 1: |Ubliche Bindungsisotherme. Es existiert nur einer Klasse von

nicht miteinander in Wechselwirkung stehenden Bindungsstellen.

ny > 1: | Positive Kooperativitat. Es binden mehrere Ligandenmolekiile
mit steigender Affinitdt an den Rezeptor und fihren durch
allosterische Modulation zu einer erhohten

Radioligandenbindung.

ny < 1: [Negative Kooperativitat. Durch die Bindung des ersten
Liganden wird die Bindung weiterer Liganden erschwert. Dieses
Prinzip der negativen Kooperativitdt kommt in der Natur nur sehr
selten vor. Meist sind in der Préparation mehrere Klassen von
Bindungsstellen enthalten, die sich in ihrer Affinitat fur den
Liganden um weniger als einen Faktor 10-30 unterscheiden. Da
die einzelnen Komponenten dann nicht mehr deutlich
voneinander getrennt sind, ergibt sich eine flach abfallende

Kurve.

Im Falle einer unvollstandigen Hemmung gilt die Gleichung 20 (siehe 2.7.1)

2.7 Datenauswertung und Statistik

2.7.1 Die Analyse der Bindungskurven

Die einzelnen Bindungsexperimente wurden durch eine Anpassung der
logarithmierten Hill-Gleichung an die Daten ausgewertet: (1-Komponenten-
Modell ; siehe Gleichung 19 und 20).

Im Falle, dass die Bindungsversuche darauf hinwiesen, dass A ~100% und der
Hill-Koeffizient ny ~1 waren, wurden diese beiden Parameter als Konstanten in
die Anpassung eingegeben, um die Fehler der verbleibenden Parameter zu

verringern.
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Die Anpassung erfolgte nach der Methode der kleinsten Fehlerquatranten mit
dem Programm Sigma Plot 6.1/ Sigma Plot 2000 ( SPSS Science, Chicago,
USA).

Dabei gilt:
y=[A/(1+10 O (PICO-P Y14+ (100-A)
Gleichung 20
y = %Bs (% der spezifischen Bindung)
A = Amplitude (maximale Hemmung); A=100 - vollstandige Hemmung
pl = -logl (wobei | die Konzentration des homologen bzw. die Konzentration

des heterologen Inhibitors darstellt).
pICsp = -log ICso. Der ICso-Wert ist der Mittelpunkt bzw Wendepunkt der
Hemmkurve.

n = ny = Hill-Koeffizient

2.7.2 Statistik

Die Amplituden A und die pICso- bzw. die pKi-Werte sind normalverteilt
(Christopoulos,1998). Daher wurden aus den experimentell ermittelten Daten
durch Angleichung an die Gleichung 16, 19 bzw. 20 zunachst die plCso-Werte
ermittelt. Danach wurde bei heterologer Verdrangung mit der Cheng-Prusoff-
Korrektur (siehe Gleichung 13) bzw. bei homologer Kompetition (siehe
Gleichung 14) die Ki- bzw. die Kp-Werte errechnet. Daraus wurden die pKi-
bzw. die pKp-Werte als negativer dekadischer Logarithmus der Ki- bzw. Kp-
Werte errechnet. Anschliel3end wurden die arithmetischen Mittel der pKp- bzw.
der pKi-Werte aus den Einzelversuchen gebildet und deren
Standardabweichung des Mittelwertes, sog. SEM (standard error of the mean),
errechnet. Die Konfidenzintervalle der entsprechenden Kp- bzw. Ki-Werte

wurden wie folgt berechnet:
10 mit y=pICs+2 SEM

Gleichung 21
Die so gewonnenen Parameter sind in die Ergebnisstabellen eingetragen.
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Unter der Voraussetzung der Normalverteilung und der Voraussetzung, dass
die beiden zu vergleichenden Stichproben der gleichen Grundgesamtheit
entstammen, lassen sich der student’s t-test, sowie andere parametrische
Tests anwenden.

Zum Vergleich von Messserien wurden die Amplituden und die pICso-Werte als
normalverteilte Variablen (Smirnow-Kolmogorow Test) einer einfachen
Varianzanalyse unterzogen und eventuelle Unterschiede mit geeigneten Tests
(z.B. mit dem student’s t-test) auf ihr Signifikanzniveau untersucht (SigmaPlot,
SPSS Inc.).

Die Einzelexperimente wurden ausgerechnet und die erhaltenen Parameter (A,
pKp) anschlieRend gemittelt.

In den Abbildungen sind die Mittelwertskurven der Messreihen gezeigt
(gemittelte Daten der Einzelversuche + SEM). An diese Mittelwertskurven
wurden 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. der ApKi-Werte wurden die
Regeln der Fehlerrechnung angewandt (Bevington,1969 ). Bei zwei Parametern
mit Fehlern a £ 04, b £ 0, (0=SEM) wurden die Fehler wie folgt berechnet:

Summen- und Differenzbildung:

y=azxb = o,=[(0+0°)]"? (absolute Fehlerquadrate)
Gleichung 22
Produkt und Quotient:
y=a*b
bzw. =0y /y=[( o.°/a®)+ (on>/b?)] 2 (relative Fehlerquadrate)
y=alb
Gleichung 23
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3 Ergebnisse

3.1 Bindung von Sulfonylharnstoffen und Gliniden an SUR1 und
Kir6.2/SUR1

In dieser Serie wurde der Effekt der Koexpression mit Kir6.2 auf die Bindung

der Sulfonylharnstoffe und Glinide an SUR1 untersucht.

Fur die Experimente mit SUR1 wurde eine HEK-Zelllinie, die rSUR1 stabil
exprimiert, verwendet. Pro Versuch wurden dabei zwei Schalen mit 60-75%iger
Konfluenz der Zellen oder zum Teil nur eine Schale mit 80-90%iger Konfluenz
verwendet und mit ~2 nM *H-GBC (spezifische Aktivitit=SA=50 Ci/mmol)
inkubiert. In den Experimenten mit Kir6.2/SUR1 wurden HEK-Zellen benutzt, die
beide Proteine transient exprimierten. Aufgrund der hoéheren Affinitdt von
Kir6.2/SUR1 fir GBC wurde die Konzentration des Radioliganden bei den
meisten Experimenten auf ~0,8 nM erniedrigt, und es wurde nur eine Schale mit
Zellen, deren Konfluenz bei etwa 90-100% lag, genommen. Unter diesen
Bedingungen konnte der Prozentsatz der radioaktiv markierten Kanale unter 5%
gehalten werden, so dass die Gleichungen aus Kapitel zwei angewendet
werden konnten. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten bei 37<C. Die Werte fur
die nicht-spezifische Bindung (NSB) und die spezifische Bindung (Bs) wurden
jeweils drei Mal bestimmt, am Anfang, in der Mitte und am Ende jeden
Experiments, um fir Anderungen in der Bs mit der Zeit (“Zeittrend) durch
lineare Interpolation eine Korrektur durchftihren zu kénnen.

Die Messungen mit SUR1 alleine wurden ausschlie3lich von mir, die mit
Kir6.2/SUR1 Uberwiegend von Herrn Apotheker Damian Stephan in unserer
Abteilung, aber auch teilweise von mir durchgefiihrt. Nur so lie3 sich dieses
Projekt im Rahmen einer medizinischen Doktorarbeit durchfihren, da dieses
Projekt aus zeitlichen Grinden von einer Person alleine nicht zu realisieren

gewesen ware.
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3.1.1 Bindung von langkettigen Sulfonylharnstoffen (Liganden vom Typ
A+B) an SUR1 und Kir6.2/SUR1: GBC und Glimipirid

3.1.1.1 Verdrangung von >H-GBC durch GBC

Es gingen vier Versuch (n=4) an SUR1-Zellen und eben so viele
Bindungsversuche an Kir6.2/SUR1-Zellen (n=4) in die Auswertung mit ein.
Diese Versuche der homologen Verdrangung an SUR1 und Kir6.2/SUR1
wurden mit Zellen von jeweils einer Petrischale durchgefuhrt, damit der
Prozentsatz der radioaktiv markierten Rezeptoren unter 5% blieb und somit, wie
bereits in 3.1 erwahnt wurde, die jeweiligen Gleichungen aus Kapitel zwei
angewendet werden konnten. Im Ubrigen wurde wie bereits in 3.1 beschrieben

vorgegangen. Die NSB wurde in beiden Fallen mit 100 nM GBC bestimmt .

Die folgende Abbildung (Abb.10) zeigt die Verdrangung von *H-GBC von SUR1
und Kir6.2/SUR1 durch (nicht-markiertes) GBC (Fit durch die Mittelwerte).

Fur die weiterfihrenden Uberlegungen wurden jedoch nicht die Parameter der
Mittelwert-Fits (Abb.10) sondern die Mittelwerte der Parameter aus den Fits der
Einzelexperimente zugrunde gelegt. Diese sind in der folgenden Tabelle (Tab.5)

zusammengefasst.
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Abb.10 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR1 und an Kir6.2/SUR1 durch GBC.

Die Regressionskurven reprasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR1: Mittelwerte +
SEM aus n=4. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht Kir6.2/SUR1.:
Mittelwerte £+ SEM aus n=4. Ly [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt mit 100 nM GBC]-Werte
siehe Tabelle. 100% Btot=810 fmol/mg fir SUR1 und 200 fmol/mg fir Kir6.2/SUR1.

SUR Lo [nM] Btot (fmol/mg) pKbo NH
NSB (%Btot) [-logM]
SUR1 1,50+0,0 810 fmol/mg 8,84 + 0,02 1,00 £ 0,00
13+1%
Kir6.2/SUR1 1,92 £ 0,05 200 fmol/mg 9,35+ 0,08 1,07 £ 0,03
23 +£2%

Tab.5 Hemmung der 3H-GBC von SUR1 und Kir6.2/SUR1 durch GBC.
Parametertabelle (Mittelwerte + SEM der Einzelfits aus 4/4 Experimenten).

Die Tabelle ergibt bei SUR1 einen pKp-Wert=8,84 + 0,02 und somit Kp-Wert
von 1,5 (1,3; 1,6) nM. Die Werte aus dem Mittelwertsfit (Abb.10) liegen bei
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PKpgefitey=8,92, was einer Kpgefiten=1,2 nM entspricht. Bei homologer
Verdrangung wird die Kp dadurch bestimmt , dass von der ICso [nM] die im
Versuch vorliegende Radioligandkonzentration (Lo [NnM]) subtrahiert wird (siehe
Kapitel 2, Gleichungen 14).

Bei Kir6.2/SUR1 ist die pKp (errechnen=9,35 * 0,08, d.h. Kp (errechnen=0,45 (0,31;
0,65) nM und die pKp (geiiery liegt bei 9,27, was der Kp (gefitey=0,54 nM
entspricht.

Im Allgemeinen stimmen die beiden Parameterséatze gut Gberein, wie man an

diesem Beispiel erkennen kann.

3.1.1.2 Verdrangung von 2H-GBC durch Glimepirid

Die Versuchsreihe mit SUR1 enthielt vier Versuche (n=4), wobei in jedem
Einzelversuch eine Schale permanent transfizierter Zellen (Konfluenz ~70%)
zur Durchfihrung des Experiments bendtigt wurde. Alle vier Bindungsversuche
an Kir6.2/SUR1 (n=4) wurden mit einer Schale transient transfizierter Zellen
(Konfluenz 90-100%) gemacht, wobei zwei der Versuche parallel durch unsere
Laborassistentin Petra Kihner ausgefihrt wurden. Wie bei allen Versuchen an
SUR1- Zellen verwendeten wir zur NSB-Bestimmung 100 nM GBC.

Das folgende Diagramm zeigt die Verdrangung der *H-GBC-Bindung an SUR1
und an Kir6.2/SUR1 durch Glimepirid [-logM] (Fit durch die Mittelwerte).

In der Tabelle sind die Mittelwerte der Parameter aus den Anpassungen der

Einzelexperimente zusammengefasst.
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Abb.11 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR1 und an Kir6.2/SUR1 durch Glimepirid.

Die Regressionskurven reprasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR1: Mittelwerte +
SEM aus n=4. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht Kir6.2/SUR1:
Mittelwerte £ SEM aus n=4. Ly [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt mit 100 nM GBC]-Werte
siehe Tabelle. 100% Btot=530 fmol/mg fir SUR1 und 300 fmol/mg fur Kir6.2/SUR1.

SUR Lo [nM] Btot (fmol/mg) pKi nH
NSB (%Btot) [-logM]
SUR1 1,52+0,01 530 fmol/mg 8,67 +0,03 1,07 £0,03
14 +0%
Kir6.2/SUR1 0,87 £ 0,00 300 fmol/mg 9,24 +£0,02 1,02+0,01
11+1%

Tab.6 Hemmung der 3H-GBC-Bindung an SUR1 und an Kir6.2/SUR1

durch Glimepirid.
Parametertabelle (Mittelwerte + SEM der Einzelfits aus 4/4 Experimenten).

Die Tabelle ergibt fur pKi [-logM] bzw. fir Ki [nM] bei SURL1 einen pKi-
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Wert=8,67 = 0,03 und somit Ki-Wert von 2,1 (1,9; 2,5) nM. Die Anpassung an
die Mittelwerte (Abb.11) ergibt pKigefittey=8,68 (Kigefiten=2,1 NM) und liegt somit
in Bereich des Konfidenzintervalls des errechneten pKi-Wertes.

Bei Kir6.2/SURL ist die pKigerrechneyy=9,24 *+ 0,02, d.h. Kierrechnen=0,58 (0,52; 0,63)
nM, die pKigefitey=9,20, was der Kigefiten=0,63 NM entspricht. Der gefittete pKi-
Wert liegt also minimal vom errechneten Konfidenzintervall entfernt.

Die Cheng-Prusoff-Korrektur wurde bei SUR1 mit Kpcec an sur1)=1,50 nM und
bei Kir6.2/SUR1 mit Kpec an kirs.2isur1)=0,45 NM durchgefthrt.

3.1.2 Bindung von Typ A Liganden an SUR1 und Kir6. 2/SURL:
Glibornurid und Nateglinid

3.1.2.1 Verdrangung von 3H-GBC durch Glibornurid

Auch hier wurden bei den vier Versuchen an SUR1 (n=4) und bei den drei

Experimenten an Kir6.2/SUR1 (n=3) jeweils eine Petrischale verwendet.
Das angefuhrte Diagramm und die folgende Tabelle zeigen die gewonnenen

Ergebnisse der Verdrangung von *H-GBC an SUR1 und Kir6.2/SUR1 durch
Glibornurid.
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Abb.12 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR1 und an Kir6.2/SUR1 durch Glibornurid.

Die Regressionskurven reprasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR1: Mittelwerte +
SEM aus n=4. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht Kir6.2/SUR1:
Mittelwerte £ SEM aus n=3. Ly [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt mit 100 nM GBC]-Werte
siehe Tabellenwerte. 100% Btot=410 fmol/mg fir SUR1 und 590 fmol/mg fiir Kir6.2/SUR1.

Die Tabelle zeigt die Parametermittelwerte aus den Fits der Einzelexperimente.

SUR Lo [nM] Btot (fmol/mg) pKi[-logM] NH
NSB (%Btot)
SUR1 1,47 £ 0,02 410 fmol/mg 5,80 + 0,07 0,87 + 0,02
15 + 0%
Kir6.2/SUR1 0,84 + 0,02 590 fmol/mg 6,44 + 0,02 0,95 +0,03
9+1%

Tab.7 Verdrangung der 3H-GBC-Bindung an SURL1 und an Kir6.2/SUR1
durch Glibornurid.

Parametertabelle ( Mittelwerte £+ SEM aus Einzelfits aus 4/3 Experimenten der logistischen
Gleichung(siehe Kapitel zwei)).
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Vergleicht man die Tabellenwerte (Tab.7) fur pKi [-logM] bzw. fur Ki [nM] mit
dem Wert, der sich aus der Anpassung an die Mittelwerte ergibt, so erkennt
man eine nur geringfugige Abweichung. Man erhalt bei SUR1 den aus den
Versuchen errechneten pKi-Wert von 5,80 + 0,07 und laut Graph eine pKi
von 5,78, was den Werten Kierrechneyy=1,6 (1,1; 2,2) pM und Kigefiey= 1,7 (1700
nM) uM entspricht.

Bei Kir6.2/SURL1 ist die pKi (erechnen=6,44 * 0,02, d.h. Kiermechney=0,36 (0,33;
0,40) uM, die pKigeritety=6,46, was der Kigefitey=0,35 PM entspricht.

3.1.2.2 Verdrangung von 3H-GBC durch Nateglinid

Diese Experimentereihe lief in gleicher Art und Weise wie die Versuche mit
Glibornurid ab, und es wurde somit die selbe Anzahl an Schalen pro Versuch
verwendet.

Die heterologe Verdrangung von Nateglinid gegen *H-GBC an SUR1-Zellen
wurde durch vier Bindungsversuche (n= 4) ermittelt , die an Kir6.2/SUR1 durch
drei Versuche (n=3).

Die Labelsollkonzentration wurde hier ausnahmsweise bei den Versuchen an
Kir6.2/SUR1 ebenfalls mit 2 nM angesetzt.

Das Diagramm (Abb.13) und die folgende Tabelle (Tab.8) zeigen die ermittelten
Ergebnisse der Verdrangung von *H-GBC an SUR1 und Kir6.2/SUR1 durch
Nateglinid.

Fur die weiterfiihrenden Uberlegungen wurden jedoch nicht die Parameter der
Mittelwert-Fits (Abb.13) sondern die Mittelwerte der Parameter aus den Fits der
Einzelexperimente zugrunde gelegt. Diese sind in der folgenden Tabelle (Tab.8)

zusammengefasst.
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Abb.13 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR1 und an Kir6.2/SUR1 durch Nateglinid.

Die Regressionskurven repréasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR1: Mittelwerte +
SEM aus n=4. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht Kir6.2/SUR1.:
Mittelwerte £+ SEM aus n=3. Ly [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt mit 100 nM GBC]-Werte
siehe Tabelle. 100% Btot=800 fmol/mg fur SUR1 und 260 fmol/mg fir Kir6.2/SUR1.

SUR Lo [nM] Btot (fmol/mg) pKi[-logM] NH
NSB (%Btot)
SUR1 1,53+0,05 | 800 fmol/mg 5,98 +0,03 1,00 +0,09
13,2+1%
Kir6.2/SUR1 2,02 +£0,06 260 fmol/mg 6,46 £0,01 1,02 £ 0,03
25+2%

Tab.8 Hemmung der 3H-GBC-Bindung an SUR1 und an Kir6.2/SUR1

durch Nateglinid.
Parametertabelle (Mittelwerte + SEM der Einzelfits aus 4/3 Experimenten).
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Der Tabellenwert fur pKi [-logM] bzw. fur Ki [nM] ist bei SUR1 pKi-Wert=5,98 *
0,03 und somit Ki =1,0 (0,91; 1,2) uM. Die Anpassung an die Mittelwerte liegt
bei pKigefitey=6,00 und Kigefiteny=1,00 HM (995 nM) entspricht.

Bei Kir6.2/SUR1 ist die pKi (errechnen=6,46 + 0,01, d.h. Ki (errechneny=350 (330; 360)
nM, die pKi (gefitey=6,48, was der Ki efitey=330 NM entspricht. Beide Ki-Werte
aus den Mittelwertfits liegen somit gerade noch im Konfidenzintervall der Werte

aus den Einzelfits.

3.1.3 Bindung von Typ B Liganden an SUR1 und Kir6.2 /SUR1: Meglitinid,
UL-DF 9, (-)-AZ-DF 265 und Repaglinid

3.1.3.1 Verdrangung von 3H-GBC durch Meglitinid

Vier Bindungsversuche von Meglitinid an SUR1 (n=4) gingen in die
Gesamtauswertung mit ein. Es zeigte sich jedoch beim Vergleich der
Einzelversuche, dass eine Korrelation zwischen dem Prozentsatz des
gebundenen Labels und dem Hill-Koeffizienten vorlag. Mit steigenden
Prozentwerten fiel der ny ab.

Alle drei Bindungsversuche an Kir6.2/SUR1 (n=3) wurden mit einer Schale
transient transfizierter Zellen (Konfluenz 90-100%) gemacht. Wie bei allen
Versuchen an SUR1- Zellen verwendete wir zur NSB-Bestimmung 100 nM
GBC.

Die Abbildung (Abb.14) beschreibt die heterologe Verdrangung der Bindung
von *H-GBC an SURL1 und Kir6.2/SUR1 durch Meglitinid.

Der aufgefuhrten Tabelle (Tab.9) liegen die Mittelwerte der Parameter aus den

Einzelexperimentfits zugrunde.
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Abb.14 Hemmung der 3H-GBC-Bindung an SUR1 und an Kir6.2/SUR1 durch Meglitinid.

Die Regressionskurven reprasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR1: Mittelwerte +
SEM aus n=4. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht Kir6.2/SUR1:
Mittelwerte £ SEM aus n=3. Ly [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt mit 100 nM GBC]-Werte
siehe Tabelle. 100% Btot=800 fmol/mg fir SUR1 und 620 fmol/mg fur Kir6.2/SUR1.

SUR Lo [nM] Btot (fmol/mg) pKi NH
NSB (%Btot) [-logM]
SUR1 1,62+0,04 | 800 fmol/mg 4,75 +0,03 0,98 £0,02
12 +0%
Kir6.2/SUR1 1,72 +0,04 | 620 fmol/mg 5,50 +0,03 0,99 +0,06
14 +£2%

Tab.9 Hemung der 3H-GBC-Bindung an SUR1 und an Kir6.2/SUR1 durch
Medlitinid.
Parametertabelle (Mittelwerte + SEM der Einzelfits aus 4/3 Experimenten).
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Die Tabelle ergibt fur pKi [-logM] bzw. flir Ki [nM] bei SUR1 einen pKi-
Wert=4,75 + 0,03 und somit Ki-Wert von 18 (15; 20) uM. Die Anpassung an
die Mittelwerte liegt bei pKigeriten=4,77 (Kigefiten=17 UM). Der gefittete Wert liegt
somit in Bereich des Konfidenzintervalls des errechneten pKi-Wertes.

Bei Kir6.2/SURL ist die pKierechney=5,50 % 0,03, d.h. Kierrechnen=3,2 (2,8; 3,6)
UM, die pKigefiteny=5,49, was der Kigefien=3,2 UM entspricht. Der gefittete pKi-
Wert liegt also minimal vom errechneten Konfidenzintervall entfernt.

Die Cheng-Prusoff-Korrektur wurde bei SUR1 mit Kpeec an sur1)=1,50 nM und
bei Kir6.2/SUR1 mit Kpec an kirs.2isur1)=0,45 NM durchgefuhrt.

3.1.3.2 Verdrangung von *H-GBC durch UL-DF 9

Die Versuchsreihe an SUR1 alleine bestand aus n=4 und die an Kir6.2/SUR1
aus n=3 Einzelversuchen. Wie bei allen Versuchen an SUR1-Zellen verwendete
wir zur NSB-Bestimmung 100 nM GBC.

Die folgende Abbildung (Abb.15) zeigt die Verdrangung von *H-GBC von SUR1
und von Kir6.2/SUR1 durch UL-DF 9 (Fit durch die Mittelwerte).

Die Tabelle 10 (siehe nachste Seite) ergibt fur pKi [-logM] bzw. fir Ki [nM] bei
SUR1 einen pKi-Wert=3,95 + 0,04 und somit Ki-Wert von 110 (93; 130) uM. Die
Anpassung an die Mittelwerte ergibt einen pKijgefite=3,90 (Kigefiteny=130 uM) und
liegt somit in Bereich des Konfidenzintervalls des errechneten pKi-Wertes.

Bei Kir6.2/SURL ist die pKigerrechney=4,38 = 0,01, d.h. Kierechney=42 (40; 44) UM,
die pKigefiteny=4,37, was der Kigesiren=43 UM entspricht. Die Anpassung an die
Mittelwerte liegt somit auch in diesem Fall im errechneten Konfidenzintervall.
Die Cheng-Prusoff-Korrektur wurde bei SUR1 mit Kpeec an sur1)=1,50 nM und
bei Kir6.2/SUR1 mit Kpegc an kirs.2/sur1)=0,45 NM durchgefuhrt.
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Abb.15 Hemmung der °H-GBC-Bindung an SUR1 und an Kir6.2/SUR1 durch UL-DF 9.

Die Regressionskurven reprasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR1: Mittelwerte +
SEM aus n=4. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht Kir6.2/SUR1:
Mittelwerte £ SEM aus n=3. Ly [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt mit 100 nM GBC]-Werte
siehe Tabelle. 100% Btot=400 fmol/mg fir SUR1 und 610 fmol/mg fur Kir6.2/SURL1.

Die weiterfuhrenden Uberlegungen wurden allerdings nicht mit den Parametern

der Mittelwert-Fits (siehe Abb.15), sondern mit den Mittelwerten der Parameter

aus den Fits der Einzelexperimente angestellt. Diese Werte sind in der

anschlie3enden Tabelle (Tab.10) aufgefihrt.

SUR Lo [nM] Btot (fmol/mg) pKi NH
NSB (%Btot) [-logM]
SUR1 1,88 £0,00 400 fmol/mg 3,95+ 0,04 1,14 + 0,01
13 + 0%
Kir6.2/SUR1 0,90 +0,01 610 fmol/mg 4,38 £0,01 0,94 +0.10
10 + 1%

Tab.10 Hemmung der 3H-GBC-Bindung an SUR1 und an Kir6.2/SUR1

durch UL-DF 9.

Parametertabelle (Mittelwerte + SEM der Einzelfits aus 4/3 Eizelexperimenten).
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3.1.3.3 Verdrangung von 3H-GBC durch (-)-AZ-DF 265

Es wurden vier Versuche (n=4) an SUR1 unter den selben Bedingungen wie die
bisher genannten Versuche gemacht.

An Kir6.2/SUR1 wurden vier Einzelversuche (n=4) durchgefuhrt. Versuch V.W-1
und V.W-4 wurden mit je einer Schale transient transfizierter Zellen, die mit der
Lipofektamin-Transfektionsmethode hergestellt wurden gemacht. Bei den
beiden Versuche V.W-2 und -3 verwendeten wir transient transfizierte Zellen,
die mit Lipofektamin 2000 transfiziert wurden. Da bei allen anderen Versuchen
zur Koexpression ebenfalls mit Zellen, die mit der Lipofektamin 2000-
Transfektions-Methode transfiziert wurden, gearbeitet wurde, gehen nur V.W-2
und -3 in die Gesamtwertung mit ein um die Vergleichbarkeit der Experimente
untereinander zu gewahrleisten. Beriicksichtigt man die Versuche V.W-1 und -4
bei der Gesamtauswertung, so ergibt sich ein pK ;-Wert von 8,43 £ 0,06 und
ein pKi,-Wert von 6,57 + 0,11 (Amplitude Al1=74 + 4% Bs). Wie im
Diagramm zu sehen ist, ist die Hemmkurve leicht biphasisch und es wurde ein
Fit nach zwei Komponenten aus V.W-2 und -3 gewahlt. Es zeigt sich, dass das
Verhéltnis der Amplituden abhangig von der Transfektionsmethode zu sein
scheint.

Wie bei allen Versuchen an SUR1-Zellen verwendete wir zur NSB-Bestimmung
100 nM GBC. Zusatzliche Untersuchungen von Herrn Damian Stephan haben
gezeigt, dass die erste Komponente der Hemmung die Bindung von (-)-AZ-DF
265 an Kir6.2/SUR1 widerspiegelt und die zweite die Bindung an SUR1 ohne
Kir6.2.

Der Graph (Abb.16) beschreibt den Verlauf der heterologen Verdrangung der

®H-GBC-Bindung an SURL1 und an Kir6.2/SUR1 durch (-)-AZ-DF 265 (Fit durch
die entsprechenden Mittelwerte der Einzelwerte).
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Abb.16 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR1 und an Kir6.2/SUR1 durch (-)-AZ-DF265.

Die Regressionskurven reprasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR1: Mittelwerte +
SEM aus n=4. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht Kir6.2/SUR1.:
Mittelwerte £ SEM aus n=2. Ly [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt mit 100 nM GBC]-Werte
siehe Tabelle. 100% Btot=550 fmol/mg fir SUR1 und 410 fmol/mg fir Kir6.2/SUR1.

Tabelle (Tab.11) gibt die Mittelwerte der Parameter aus den Einzelexperiment-

Fits wieder.
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SUR Lo [nM] Btot (fmol/mg) pKi nH
NSB(%Btot) [-logM]
SUR1 1,58 +0,05 | 550 fmol/mg 5,86 + 0,03 1,12+ 0,04
13 £ 0%
Kir6.2/SUR1 | 1,72 +0,04 | 410 fmol/mg pKiw * pKiz
(V.W-2 +3) 13 +1% 8,43+0,06 |6,81+0,00

Tab.11 Hemmung der 3H-GBC-Bindung an SUR1 und Kir6.2/SUR1 durch
(-)-AZ-DF 2665.

*: Die Amplitude der Hochaffinitditskomponenten betrdgt A1=74 + 4% Bs.
Parametertabelle (Mittelwerte + SEM der Einzelfits aus 4/2 Einzelexperimenten).

Die Tabelle ergibt fur pKi [-logM] bzw. fur Ki [nM] bei SUR1 einen pKi-
Wert=5,86 + 0,03 und somit Ki-Wert von 1,4 (1,2; 1,6) uM. Die Anpassung an
die Mittelwerte liegt bei pKigefittey>,90, was einer Kigefiten=1,3 UM entspricht.

Bei Kir6.2/SURL1 ist die pKi i(errechney=8,43 £ 0,06, d.h. Ki 1(errechnen=3,7 (2,8 ; 4,9)
nM, die pKi 1gefitey=8,42, was der Ki 1gefitey=3,7 NM entspricht. Die pKi 2(errechnet)
betragt 6,81 £ 0,00, d.h. Kizerrechney=160 NnM und die pKi >(gefitey=6,74, was der
Kigefiten=180 nM entspricht. Der pKi-Wert aus der Anpassung an die Mittelwerte
und der Tabellenwert stimmen somit gut Uberein und liegen in dessen
Konfidenzintervall.

Die Cheng-Prusoff-Korrektur wurde, wie bereits ofters erwdhnt, bei SUR1 mit
Kbpec an sur1)=1,50 nM und bei Kir6.2/SUR1 mit Kpeac an «ir6.2isur1)=0,45 NM
durchgefuhrt.

3.1.3.4 Verdrangung von 3H-GBC durch Repaglinid

Die Versuchsreihe bestand aus n=4 Einzelversuchen, wobei jeder Versuch mit
einer Schale permanent transfizierter SUR1-Zellen (Konfluenz ~75-80%)
durchgefuhrt wurde.

Alle vier Bindungsversuche an Kir6.2/SUR1 (n=4) wurden mit einer Schale
transient transfizierter Zellen (Konfluenz 90-100%) gemacht. Auch bei diesen

Versuchen an SUR1-Zellen verwendete wir zur NSB-Bestimmung 100 nM GBC.
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Die Abbildung (Abb.17) veranschaulicht die heterologe Verdrangung von °H-
GBC an SUR1 und Kir6.2/SUR1 durch Repaglinid.

1207 A Kir6.2/SURL :
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pIC50 = 8.47 £0.02
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Abb.17 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR1 und an Kir6.2/SUR1 durch Repaglinid.

Die Regressionskurven repréasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR1: Mittelwerte +
SEM aus n=4. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht Kir6.2/SUR1.:
Mittelwerte £ SEM aus n=4. Ly [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt mit 100 nM GBC]-Werte
siehe Tabelle. 100% Btot=510 fmol/mg fur SUR1 und 230 fmol/mg fir Kir6.2/SUR1.

Die Werte in der folgenden Tabelle (Tab.12) zeigen die Zusammenfassung der
Parametermittelwerte, die aus den Fits der Einzelexperimente hervorgegangen

sind.
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SUR Lo [nM] Btot (fmol/mg) pKi NH
NSB (%Btot) [-logM]
SUR1 1,53+0,05 510 fmol/mg 7,04 + 0,04 1,05 + 0,09
12 + 0%
Kir6.2/SUR1 1,78 £0,04 230 fmol/mg 9,14 + 0,04 0,95 +0,01
21 + 3%

Tab.12 Hemmung der 3H-GBC-Bindung an SUR1 und an Kir6.2/SUR1
durch Repaglinid.

Parametertabelle ( Mittelwerte + SEM der Einzelfits aus 4/4 Einzelexperimenten).

Die Tabelle ergibt fir pKi [-logM] bzw. fur Ki [nM] bei SUR1 einen pKi-
Wert=7,04 = 0,04 und somit Ki-Wert von 91 (76; 110)nM. Die Anpassung an die
Mittelwerte liegt bei pKigefitey=6,99 und Kigefitey=100 NM entspricht.

Bei Kir6.2/SUR1 ist die pKierechnen=9,14 =+ 0,04, d.h. Kierechnen=0,72 (0,60;
0,87) nM, die pKigefitey=9,17, was der Kigeritey=0,68 nM entspricht. Der gefittete
pKi-Wert liegt somit im errechneten Konfidenzintervall.

Die Cheng-Prusoff-Korrektur wurde bei SUR1 mit Kpgec an sur)=1,50 nM und
bei Kir6.2/SUR1 mit Kpcec an kirs.2/sur1)=0,45 nM durchgefihrt.

3.2 Bindung von Sulfonylharnstoffen und Gliniden an SUR2A(Y1206S)
und Kir6.2/SUR2A(Y1206S )

In dieser Reihe von Experimenten wurde der Effekt auf die Bindung der
Sulfonylharnstoffe und Glinide an SUR2A(Y1206S), sowie der Effekt der
Koexpression mit Kir6.2 untersucht. Die Messungen wurden analog zu denen
an SUR1 bzw. Kir6.2/SUR1 durchgefuhrt. Fir diese Experimente wurde die
Mutante SUR2A(Y1206S) gewahlt, da sie eine ~10 mal héhere Affinitat fur
Glibenclamid hat als der Wildtyp SUR2A. Die Kp der GBC-Bindung an SUR2A
betragt ~20 nM und ist fur prézise Messungen zu gering (Damian Stephan et
al.,2004).
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Bei den Experimenten mit SUR2A(Y1206S) wurde etwa je die Halfte der
Versuche an permanent oder transient transfizierten Zellen durchgefihrt
(Kennzeichnung in den jeweiligen Kapiteln). Die Versuche an
Kir6.2/SUR2A(Y1206S) wurden ausschlief3lich an transient transfizierten HEK-
Zellen vorgenommen.

Die Labelkonzentration wurde vor den Versuchen so berechnet, dass der
Sollwert der Labelkonzentration bei den Versuchen an SUR2A(Y1206S) ~2 nM
und bei den Versuchen an Kir6.2/SUR2A(Y1206S) ~0,8 nM betragen sollte.
Durch Einhaltung dieser Bedingungen liel3 sich der Prozentsatz der radioaktiv
markierten Kanéle unter der notwendigen 5% Grenze halten und es konnten die
Gleichungen aus Kapitel zwei angewendet werden.

Als Label wurde mit Trittum markiertes Glibenclamid (*H-GBC) mit einer
spezifischen Aktivitat (SA) von 50 Ci/mmol verwendet. Die nicht-spezifischen
Bindung (NSB) wurde mit 100 uM P1075 bestimmt. Die Inkubationszeit betrug
30 min bei 37 . Die Werte fir NSB und Bs wurden jeweils drei Mal, am
Anfang, in der Mitte und am Ende von jedem Versuch, bestimmt. So konnten
eventuelle Anderungen der Bs mit der Zeit (“Zeittrend”) durch lineare
Interpolation korrigiert werden.

Alle Experimente an SUR2A(Y1206S) wurden ausschlieBlich von mir
durchgefiihrt, ebenso die Versuche an Kir6.2/SUR2A(Y1206S) mit Ausnahme
der Experimente mit der Substanz Meglitinid (Ergebnisse von Herrn Apotheker
Damian Stephan).

Bei der Berechnung der Ki-Werte (bzw. pKi-Werte) aus den experimentell
bestimmten 1Cso- bzw. plCso-Werten wurde bei heterologer Verdrangung an
SUR2A(Y1206S) ein K.-Wert von 9,8 nM (Kiec)=Kbese an sur2a(v1206s)=9,80
NM ) bzw. pKi(eac an sur2a(v1206s)=8,01 verwendet, der sich in der Versuchsreihe
der homologen Verdrangung von GBC gegen *H-GBC an SUR2A(Y1206S)
ergab. Bei Kir6.2/SUR2A(Y1206S) rechnete ich mit einem K_-Wert von 0,53 nM
(KueBc  an  kie.2/sUR2A(Y12065)=0,53  nM)  bzw. pK=9,28 (pKiceec an
Kir6.2/SUR2A(Y12065)=9,28), da sich in den Versuchen eine positive Kooperativitéat
zeigte. Dieser K -Werte wurden im Sattigungsversuch von Herrn Apotheker
Damian Stephan ermittelt.
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3.2.1 Bindung von langkettigen Sulfonylharnstoffen (Liganden vom Typ
A+B) an SUR2A(Y1206S) und Kir6.2/SUR2A(Y1206S): Gli benclamid

3.2.1.1 Verdrangung von 3H-GBC durch Glibenclamid (GBC)

Bei den SUR2A(Y1206S)-Versuchen wurde bei den ersten beiden Versuchen
(N1 und N2) jeweils eine Petrischale mit transient transfizierten
SUR2A(Y1206S)-Zellen und bei N3 und N4 jeweils drei Schalen permanent
transfizierte Zellen verwendet. Die Konfluenz lag bei der transienten
Transfektion bei 90-100% und bei der permanenten Zelllinie bei etwa 70-80%.
Die Versuchsreihe bestand somit aus vier Versuchen (n=4).

Die Kir6.2/SUR2A(Y1206S)-Experimente wurden mit einer Schale transient
transfizierten Zellen, deren Konfluenz 85-95% betrug, durchgefiihrt. Diese
Versuchsreihe beinhaltete n=3 Versuche, wobei einer durch Petra Kihner (V22)
durchgefuhrt wurde. Fur die NSB-Bestimmng wurde jeweils 100 pM P1075
verwendet. Das folgende Diagramm (Abb.18) und die Tabelle (Tab.13) zeigen
die ermittelten Ergebnisse der homologen Verdrangung von *H-GBC an
SUR2A(Y1206S) und Kir6.2/SUR2A(Y1206S) durch (nicht-markiertes) GBC.
Der Graph zeigt den Fit durch die Mittelwerte. Die Abbildung zeigt fur die
homologe Verdrdngung mit Kir6.2/SUR2A(Y1206S) einen Hill-Koeffizienten
ny=1,5 + 0,13, der signifikant >1 ist. Dies deutet auf eine positive Kooperation
der GBC-Bindung an den Kanal hin. In weiterfiuhrenden Untersuchungen (z.B.
Sattigungsexperimente), die von Damian Stephan durchgefihrt wurden, konnte

die positive Kooperation der Bindung jedoch nicht bestatigt werden.
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Abb.18 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S) und an Kir6.2/SUR2A(Y1206S)
durch (nicht-markiertes) GBC.

Die Regressionskurven repréasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR2A(Y1206S):
Mittelwerte £+ SEM aus n=4. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht
Kir6.2/SUR2A(Y1206S): Mittelwerte + SEM aus n=3. Lo [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt
mit 100 uM P1075]-Werte siehe Tabelle. 100% Btot=250 fmol/mg fir SUR2A(Y1206S) und 410
fmol/mg fur Kir6.2/SUR2A(Y1206S).

In der Tabelle (Tab.13) sind die Parametermittelwerte aus den Fits der
Einzelexperimenten zusammengefasst, welche fir die weiterfihrenden

Uberlegungen benutzt werden.
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SUR Lo [nM] Btot (fmol/mg) pKo NH

NSB (%Btot) [-logM]
SUR2A(Y1206S) 1,74 +0,03 | 250 fmol/mg 8,01 £ 0,03 1,00 £0,03
29 + 4%

Kir6.2/SUR2A(Y1206S) | 0,81+0,02 | 410fmolimg | 9,08 +0,03 | 1,63 +0,08
19 + 2% (9,28 +0,12)*

Tab.13 Hemmung der 3H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S) und an
Kir6.2/SUR2A(Y1206S) durch GBC.

* pK-Wert aus den Sattigungsversuch von Damian Stephan.
Parametertabelle (Mittelwerte + SEM der Einzelfits aus 4/3 Einzelexperimenten).

Die Tabelle ergibt fur pKp [-logM] bzw. fur Kp [nM] bei SUR2A(Y1206S) einen
pKp-Wert=8,01 £ 0,03 und somit Kp-Wert von 9,8 (8,5; 11) nM. Die Anpassung
an die Mittelwerte liegt bei pKpgefitey=7,9 was der Kpgeritey=13 NM entspricht.
Bei homologer Verdrangung wird die Kp dadurch bestimmt, dass von der 1Csg
[nM] die im Versuch vorliegende Labelkonzentration (Lo [nM]) subtrahiert wird
(siehe Kapitel 2 bei den entsprechenden Gleichungen).

Bei Kir6.2/SUR2A(Y1206S) ist die pKperechnen=9,08 * 0,03, d.h. Kperrechnen=0,83
(0,72; 0,95) nM und die pKpgefiery liegt bei 8,91, was der Kpgeriten=1,2 NM
entspricht. Auffallend ist der Hill-Koeffizient von 1.6, der nicht erklart werden

kann.
Es zeigt sich eine geringe Abweichung der Werte aus dem Mittelwertsfit

(Abb.18) von den errechneten Werten, wobei die gefitteten pKp-Werte bzw. Kp-

Werte aul3erhalb des jeweiligen errechneten Konfidenzintervall liegen.
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3.2.2 Bindung von Typ A Liganden an SUR2A(Y1206S) u nd
Kir6.2/SUR2A(Y1206S): Glibornurid und Nateglinid

3.2.2.1 Verdrangung von 3H-GBC durch Glibornurid

Bei den SURZ2A(Y1206S)-Versuchen wurde jeweils eine Petrischale mit
transient transfizierten SUR2A(Y1260S)-Zellen, deren Konfluenz zwischen 90-
100% lag verwendet. Die Kir6.2/SUR2A(Y1260S)-Experimente wurden
ebenfalls mit einer Schale transient transfizierten Zellen, deren Konfluenz 85-
95% betrug durchgeflhrt.

Die heterologe Verdrangung von Glibornurid gegen 3*H-GBC an
SUR2A(Y1260S)-Zellen und an Kir6.2/SUR2A(Y1260S)-Zellen wurde jeweils
durch drei Bindungsversuche (n=3) ermittelt. Fir die NSB-Bestimmng wurde
jeweils 100 uM P1075 verwendet.

Das Diagramm (Abb.19) zeigt die Verdrangung von °*H-GBC von
SUR2A(Y1206S) und Kir6.2/SUR2A(Y1206S) durch Glibornurid als Fit durch

die Mittelwerte.

Die Mittelwerte der Parameter aus den Fits der Einzelexperimente sind in der
nachfolgenden Tabelle (Tab.14) angegeben.
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Abb.19 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S) und an Kir6.2/SUR2A(Y1206S)
durch Glibornurid.

Die Regressionskurven repréasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR2A(Y1206S):
Mittelwerte £+ SEM aus n=3. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht
Kir6.2/SUR2A(Y1206S): Mittelwerte + SEM aus n=3. Lo [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt
mit 100 uM P1075]-Werte siehe Tabelle. 100% Btot=250 fmol/mg fir SUR2A(Y1206S) und 410
fmol/mg fur Kir6.2/SUR2A(Y1206S).

SUR Lo [nM] Btot (fmol/mg) pKi NH
NSB (%Btot) [-logM]
SUR2A(Y1206S) 2,53+0,08 | 260 fmol/mg 5,33+0,01 0,98 +0,01
32+1%
Kir6.2/SUR2A(Y1206S) | 0,86 £0,01 | 230 fmol/mg 6,28 +0,04 1,08 +0,08
18 + 0%

Tab.14 Hemmung der 3H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S) und
Kir6.2/SUR2A(Y1206S) durch Glibornurid.

Parametertabelle (Mittelwerte + SEM der Einzelfits aus 3/3 Einzelexperimenten).
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Der Tabellenwert fir pKi [-logM] bzw. flr Ki [nM] ist bei SUR2A(Y1206S) pKi-
Wert=5,33 + 0,01 und somit Ki=4,7 (4,5; 4,9) uM. Die Anpassung an die
Mittelwerte liegt bei pKigeiiten=5,36, was der Kigefiten=4,4 UM (4400 nM)
entspricht.

Bei Kir6.2/SUR2A(Y1206S) ist die pKigerrechneyy=6,28 £ 0,04, d.h. Kigerrechney=530
(440; 630) nM, die pKigefittey=6,26, was der Kigefiten=550 NM entspricht.

3.2.2.2 Verdrangung von 3H-GBC durch Nateglinid

Bei den SUR2A(Y1206S)-Versuchen wurde bei den ersten beiden
Bindungsversuchen S1 und S2 jeweils eine Petrischale mit transient
transfizierten SUR2A(Y1206S)-Zellen, deren Konfluenz zwischen 90-100% lag
verwendet. Die Versuche S3 und S4 wurden je mit drei Schalen permanent
transfizierten Zellen mit ~80% Konfluenz durchgefihrt. Die
Kir6.2/SUR2A(Y1206S)-Experimente wurden ebenfalls mit einer Schale
transient transfizierten Zellen, deren Konfluenz 90-100% betrug, durchgefihrt.
Die heterologe Verdrangung von Nateglinid gegen *H-GBC an SUR2A(Y1206S)
bestand aus vier (n=4) Versuchen und an Kir6.2/SUR2A(Y1260S) aus drei
Bindungsversuchen (n=3). Fur die NSB-Bestimmung wurde jeweils 100 puM
P1075 verwendet.

Das folgende Diagramm (Abb.20) und die Tabelle (Tab.15) zeigen die
ermittelten Ergebnisse der Verdrangung von *H-GBC an SUR2A(Y1206S) und
Kir6.2/SUR2A(Y1206S) durch Nateglinid.

Die Abbildung liegt dabei den Werten der Fits durch die Mittelwerte zugrunde
und die Tabelle beinhaltet die Mittelwerte der Parameter aus den Fits der

Einzelexperimente.
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Abb.20 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S) und an Kir6.2/SUR2A(Y1206S)

durch Nateglinid.

Die Regressionskurven repréasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR2A(Y1206S):
Mittelwerte £+ SEM aus n=4. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht
Kir6.2/SUR2A(Y1206S): Mittelwerte + SEM aus n=3. Lo [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt
mit 100 uM P1075]-Werte siehe Tabelle. 100% Btot=230 fmol/mg fir SUR2A(Y1206S) und 220
fmol/mg fur Kir6.2/SUR2A(Y1206S).

SUR Lo [nM] Btot (fmol/mg) pKi[-logM] NH
NSB (%Btot)
SUR2A(Y1206S) 1,73 £ 0,09 230 fmol/mg 5,61+0,02 | 0,91 +0,03
32+ 1%
Kir6.2/SUR2A(Y1206S) | 0,87 £ 0,04 220 fmol/mg 6,04 +0,02 | 1,11 +£0,10
18+ 1%

Tab.15 Hemmung der 3H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S) und an
Kir6.2/SUR2A(Y1206S) durch Nateglinid.

Parametertabelle (Mittelwerte + SEM der Einzelfits aus 4/3 Einzelexperimenten).
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Der Tabellenwert fur pKi [-logM ] bzw. fir Ki [nM] ist bei SUR2A(Y1206S) pKi-
Wert=5,61+ 0,02 und somit Ki=2,5 (2,2; 2,7) uM. Die Anpassung an die
Mittelwerte liegt bei pKigefittery=5,60 und Kigefien=2,5 LM (2500 nM) entspricht.
Bei Kir6.2/SUR2A(Y1206S) ist die pKigerrechnen=6,04 + 0,02, d.h. Kierechney=910
(830; 1000) nM, die pKigefitey=6,04, was der Kigefiteny=910 NM entspricht. Es
zeigt sich hier eine sehr genaue Ubereinstimmung von experimentell ermittelten

und gefitteten Wert.

3.2.3 Bindung von Typ B Liganden an SUR2A(Y1206S) u nd
Kir6.2(Y1206S): Meglitinid, (-)-AZ-DF 265 und Repag linid

3.2.3.1 Verdrangung von 2H-GBC durch Meglitinid

Die ersten beiden Experimente wurden mit jeweils eine Petrischale transient
transfizierter SUR2A(Y1206S)-Zellen, deren Konfluenz zwischen 90-95% lag,
und R3 mit drei Schalen der permanenten Zelllinie (Konfluenz ~75-80%)
durchgefuhrt. Die Kir6.2/SUR2A(Y1206S)-Experimente wurden mit einer Schale
transient transfizierten Zellen der Konfluenz 85-95% durchgefuihrt, wobei zwei
Versuche von Herrn Apotheker Damian Stephan und ein Versuch von Petra
Kithner gemacht wurden. Die heterologe Verdrangung von Meglitinid gegen H-
GBC an SUR2A(Y1206S) und an Kir6.2/SUR2A(Y1206S) wurde jeweils durch
drei Bindungsversuche (n=3) ermittelt. Fir die NSB-Bestimmng wurde jeweils
100 pM P1075 verwendet.

Das folgende Diagramm (Abb.21) und die Tabelle (Tab.16) zeigen die
ermittelten Ergebnisse der Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S)
und an Kir6.2/SUR2A(Y1206S) durch Meglitinid. Die Abbildung zeigt wieder die
Tendenz zu einer positiven Kooperation der Bindung von Meglitinid an den
Kir6.2/SUR2A(Y1206S) Kanal (n4=1,27 + 0,07 >1).
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Abb.21 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S) und an Kir6.2/SUR2A(Y1206S)
durch Meglitinid.

Die Regressionskurven repréasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR2A(Y1206S):
Mittelwerte + SEM aus n=3. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht

Kir6.2/SUR2A(Y1206S): Mittelwerte + SEM aus n=3. Ly [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt
mit 100 uM P1075]-Werte siehe Tabelle. 100% Btot=270 fmol/mg fir SUR2A(Y1206S) und 630
fmol/mg fur Kir6.2/SUR2A(Y1206S).

In der Tabelle (Tab.16) sind die Parametermittelwerte aus den Fits der
Einzelexperimenten zusammengefasst, welche fur die weiterfihrenden
Uberlegungen benutzt werden.
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SUR Lo [nM] Btot (fmol/mg) pKi NH
NSB (%Btot) [-logM]
SUR2A(Y1206S) 1,93+0,13 270 fmol/mg 4,70 £0,04 | 1,05+0,07
36+2%
Kir6.2/SUR2A(Y1206S) | 0,82 +0,01 630 fmol/mg 5,53+0,05 |1,15+0,03
23 1%

Tab.16 Hemmung der 3H-GBC-Bindung an SURZ2A(Y1206S) und an
Kir6.2/SUR2A(Y1206S) durch Meglitinid.

Parametertabelle (Mittelwerte £+ SEM der Einzelfits aus 3/3 Einzelexperimenten).

Der Tabellenwert fir pKi [-logM] bzw. flr Ki [nM] ist bei SUR2A(Y1206S) pKi-
Wert =4,70 + 0,04 und somit Ki =20 (17; 24) puM. Die Anpassung an die
Mittelwerte liegt bei pKigesitey=4,72 und Kigefiten=19 UM entspricht. Die Cheng-
Prusoff-Korrektur wurde mit Ky gec)=Kpeec an sur2a(r12065=9,8 NM (siehe Kapitel
3.2.1.1) durchgefihrt.

Bei Kir6.2/SUR2A(Y1206S) ist die pKierechneyy=5,53 = 0,05, d.h. Kierrechnety=3,0
(2,3; 3,7) pM, die pKigeritey=5,54, was der Kigefien=2,9 UM entspricht. Eine
Cheng-Prusoff-Korrektur mit Ky ec)=Kpesc an sur2av12065=0,53 nM wurde
vorgenommen.

Man kann erkennen, dass sowohl bei SUR2A(Y1206S) alleine, als auch bei der
Koexpression die Werte aus der Anpassung an die Mittelwerte im Konfidenz-

intervall liegen.

3.2.3.2 Verdrangung von 3H-GBC durch (-)-AZ-DF 265

Bei den SUR2A(Y1206S)Versuchen wurde bei Versuch 1 und 2 jeweils eine
Petrischale mit transient transfizierten SUR2A(Y1206S)-Zellen, deren Konfluenz
zwischen 90-100% lag, und bei Q3 drei Schalen der permanenten Zelllinie
(Konfluenz ~ 80%) verwendet. Die Kir6.2/SUR2A(Y1206S)-Experimente wurden
mit einer Schale transient transfizierten Zellen der Konfluenz 90-95%

durchgefuhrt, wobei zwei Experimente von mir und ein Versuch von Petra
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Kihner gemacht wurden. Auch hier erfolgte die NSB-Bestimmung mit 100 puM
P1075.

Bei dieser Experimenteserie konnte kein Hinweis auf eine positive Kooperation
in der Bindung von (-)-AZ-DF 265 an Kir6.2/SUR2A(Y1206S) gefunden werden
(ny=0,87 £ 0,05 <1).

Die folgende Abbildung (Abb.22) zeigt die Hemmung der *H-GBC-Bindung an
SUR2A(Y1206S) und an Kir6.2/SUR2A(Y1206S) durch die Substanz (-)-AZ-DF.
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Abb.22 Hemmung der 3H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S) und an Kir6.2/SUR2A(Y1206S)
durch (-)AZ-DF265.

Die Regressionskurven repréasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR2A(Y1206S):
Mittelwerte + SEM aus n=3. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht
Kir6.2/SUR2A(Y1206S): Mittelwerte + SEM aus n=3. Ly [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt
mit 100 uM P1075]-Werte siehe Tabelle. 100% Btot=220 fmol/mg fir SUR2A(Y1206S) und 270
fmol/mg fur Kir6.2/SUR2A(Y1206S).

Die folgende Tabelle (Tab.17) listet die Mittelwerte der Parameter aus den Fits
der Einzelversuchen (Kir6.2/SUR2A(Y1206S) und SUR2A(Y1206S) alleine) auf.
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SUR Lo [nM] Btot (fmol/mg) pKi NH

NSB (%Btot) [-logM]
SUR2A(Y1206S) 1,65+0,06 | 220 fmol/mg 5,90+0,05 | 1,23+0,03
32+2%

Kir6.2/SUR2A(Y1206S) | 0,88 +0,00 | 270 fmol/mg 7,37 £0,05 0,88 +0,03
21 + 0%

Tab.17 Hemmung der 3H-GBC-Bindung an SURZ2A(Y1206S) und an
Kir6.2/SUR2A(Y1206S) durch (-)-AZ-DF 265.

Parametertabelle (Mittelwerte + SEM der Einzelfits aus 3/3 Einzelversuchen).

Der Tabellenwert fur pKi [-logM] bzw. fur Ki [nM] ist bei SUR2A(Y1206S) pKi-
Wert=5,90 £ 0,05 und somit Ki=1,3 (1,0; 1,6) uM. Die Anpassung an die
Mittelwerte liegt bei pKigefiteny=5,88, was der Kigefiten=1,3 UM entspricht. Die
Cheng-Prusoff-Korrektur wurde mit Kiceec)=Kbeec an  sur2av12065)=9,8 nM
durchgefuhrt.

Bei Kir6.2/SUR2A(Y1206S) ist die pKierechnen=7,37 * 0,05, d.h. Kigerrechnety=43
(34; 54) nM, die pKigeriten=7,37und entspricht somit einer Kigefitey=43 NM. Eine
Cheng-Prusoff-Korrektur mit Ky ceec)=Kpeec an sur2acy12065=0,53 nM wurde
vorgenommen.

Man kann erkennen, dass sowohl bei SUR2A(Y1206S) alleine, als auch

bei der Koexpression die gefitteten Werte im Konfidenzintervall liegen und nur

eine geringe Abweichung zeigen.

3.2.3.3 Verdrangung von >H-GBC durch Repaglinid

Von den vier Experimenten (n=4) an SUR2A(Y1206S) wurde beim ersten und
zweiten Versuch jeweils eine Petrischale mit transient transfizierten
SUR2A(Y1206S)-Zellen (Konfluenz zwischen 90-95%) und beim dritten
Experiment eine Schale der permanenten Zelllinie (Konfluenz ~70%)
verwendet. Die Gesamtauswertung dieser Versuchsreihe stitzt sich somit auf
n=3 Experimenten. Die Kir6.2/SUR2A(Y1206S)-Experimente (n=4) wurden mit
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einer Schale transient transfizierten Zellen, deren Konfluenz 90-95% betrug,
durchgefuhrt. Drei der vier Experimente wurden von mir ausgefuhrt und einer
(V24) von Petra Kuhner. Auch hier erfolgte die NSB-Bestimmung mit 100 uM
P1075.

A Kir6.2/SUR2A(Y1206S) :
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Abb.23 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S) und an Kir6.2/SUR2A(Y1206S)
durch Repaglinid.

Die Regressionskurven repréasentieren den Fit der Gleichung 25 an die Mittelwerte der
Einzelexperimente. Die durch die Punkte dargestellte Kurve entspricht SUR2A(Y1206S):
Mittelwerte + SEM aus n=3. Das durch die Dreiecke dargestellte Diagramm entspricht
Kir6.2/SUR2A(Y1206S): Mittelwerte + SEM aus n=3. Ly [nM]-; pKi [-logM]-; ny-; NSB [bestimmt
mit 100 uM P1075]-Werte siehe Tabelle. 100% Btot=200 fmol/mg fir SUR2A(Y1206S) und 220
fmol/mg fir Kir6.2/SUR2A(Y1206S).
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SUR Lo [nM] Btot(fmol/mg) pKi nH

NSB (%Btot) [-logM]
SUR2A(Y1206S) 1,73+0,04 200 fmol/mg 7,33 0,06 1,18 + 0,03
36 £2%

Kir6.2/SUR2A(Y1206S) | 0,87 +0,02 220 fmol/mg 8,88 +0,02 1,22 + 0,06
20 +1%

Tab.18 Hemmung der 3H-GBC-Bindung an SURZ2A(Y1206S) und an
Kir6.2/SUR2A(Y1206S) durch Repaglinid.

Parametertabelle (Mittelwerte + SEM der Einzelfits aus 3/3 Einzelexperimenten).

Der Tabellenwert fur pKi [-logM] bzw. fir Ki [nM] ist bei SUR2A(Y1206S) pKi-
Wert=7,33 = 0,06 und somit Ki=47 (35; 62) nM. Die Anpassung an die
Mittelwerte liegt bei pKigefiten=7,30 und entspricht einer Kigefitey=50 NM. Die
Cheng-Prusoff-Korrektur wurde mit K cec)=Kb(csc an sur2a(y12065=9,8 NM
durchgefuhrt.

Bei Kir6.2/SUR2A(Y1206S) ist die pKierechnen=8,88 * 0,02, d.h. Kigerrechney=1,3
(1,2; 1,5) nM, die pKigefiten=8,87, was der Kigefiten=1,3 NM entspricht. Eine
Cheng-Prusoff-Korrektur mit Ky ceec)=Kpeec an sur2acy12065=0,53 nM wurde
vorgenommen.

Auch hier erkennt man, dass sowohl bei SUR2A(Y1206S) alleine, als auch

bei der Koexpression die Werte aus der Anpassung an die Mittelwerte im
Konfidenzintervall liegen und nur gering von den experimentell ermittelten

Werten abweichen.
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4 Diskussion

4.1 Vorbemerkungen

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 [(-Zelle des Pankreas die Insulinsekretion férdern.
Die Karp-Kanéle kommen in allen erregbaren Zellen vor und sind Oktamere aus
vier einwartsgleichrichtenden Untereinheiten der Familie Kir6.x und vier
Sulfonylharnstoffrezeptoren (SUR). Kir6.1 (Gefalimuskelzelle) und Kir6.2 (alle
anderen Myozyten, B-Zellen, Neurone usw.) sind die beiden existierenden
Subtypen der Kir6.x Familie und von den SUR-Subtypen gibt es SUR1 (3-Zelle,
Gehirn), SUR2A (Herz- und Skelettmuskel) und SUR2B (glatte Muskelzellen).
SUR2A und 2B entstehen aus alternativem Splei3en desselben Gens und
unterscheiden sich nur in den letzten 42 Aminosauren des Carboxyterminus.
Dartber hinaus gibt es vielerlei Mutanten, wobei fur diese Arbeit die kinstliche
Mutante SUR2A(Y1206S) bzw. Kir6.2/SUR2A(Y1206S) eine wichtige Rolle
spielt.

Diese Experimente sind Teil eines grolReren Projektes der Arbeitsgruppe, in der
die Bindung der Sulfonylharnstoffe und Glinide an die
Sulfonylharnstoffrezeptoren untersucht wird beziglich:

- ihrer Selektivitat fur die SUR-Subtypen.

- der Effekte der Koexpression mit Kir6.x (hier Kir6.2). Dies erlaubt die
Bestimmung der Selektivitat der Sulfonylharnstoff- und Glinid-Bindung an die
physiologisch wichtigen Kanaltypen Kir6.2/SUR1, Kir6.2/SUR2A, Kir6.1/SUR2B
und Kir6.2/SUR2B.

- den Einflissen der Mutation Y1206S bei den SUR2-Isoformen mit und ohne
Koexpression.

In dieser Arbeit wurden SUR1 und SUR2A(Y1206S) untersucht.

107



Die folgenden zwei Tabellen stellen die in den Bindungsversuchen (Kapitel 3)
ermittelten Ergebnisse fur die verwendeten Substanzen der jeweiligen
Ligandentypen zusammengestellt dar. Es werden fur SUR1 bzw. fir
Kir6.2/SUR1 (Tab.19) und fir SUR2A(Y1206S) bzw. Kir6.2/SUR2A(Y1206S)
(Tab.20) jeweils die pKi- bzw. die Ki-Werte angegeben. Zusatzlich beinhalten
die beiden Tabellen die Differenzen zwischen den pKi-Werten von SUR alleine
und den pKi-Werten der Koexpression mit Kir6.2. Die Thermodymamik
verknupft die Anderung der Gibbs'schen freien Enthalpie AG mit der
Gleichgewichtskonstanten Kp nach der Formel:
AG=R*T*In Kp= -2.3 *R*T*pKp.

Damit ist die Differenz A in den pKi-Werten der Anderung der freien Enthalpie
proportional und man errechnet, dass A=1 (d.h. f = 10* =10) eine Zunahme der
freien Enthalpie um ~1.4 kcal/mol entspricht. Somit geben diese Werte wichtige
Informationen inwiefern die Affinitat von SUR1 bzw SUR2A(Y1206S) fur die
Sulfonylharnstoffe und Glinide (an intakten HEK-Zellen) durch die Koexpression

mit Kir6.2 beeinflusst werden.

Substanzen SUR1 Kir6.2/SUR1 A= f=
(Ligandentyp) pKi (SUR1/Kir6.2) | Ki (-)/Ki (+) =10%
- pKi (SUR1)

pKi Kii (nM) pKi Ki (nM)
Glibenclamid: | 8.84 £ 1.5 9.35%+ | 0,45 0.51 +0.08 3.2(2.2,4.7)
(A+B) 0.02 (1.3,1.6) 0.08 (0.31, 0.65)
Glimepirid: 8.67 2.1 9.24+ | 0.58 0.57 +£0.03 3.7(3.2,4.3)
(A+B) 0.03 (1.9, 2.5) 0.02 (0.52, 0.63)
Glibornurid: 5.80 + 1600 6.44 + | 360 0.64 £0.04 4.4 (3.6,5.2)
(A) 0.07 (1100, 2200) 0.02 (330, 400)
Nateglinid: 5.98 + 1000 6.46 + | 350 0.48 +0.03 3.0(2.6,3.5)
(A) 0.03 (910, 1200) 0.01 (330, 360)
Meglitinid: 475 + 18000 5.50+ | 3200 0.75+0.08 5.6 (3.9, 8.1)
(B) 0.03 (15000, 20000) 0.03 (2800, 3600)
UL-DF: 3.95+ 110000 4.38 42000 0.43+0.03 2.7(2.3,3.1)
(B) 0.04 (93000, 130000) | +0.01 | (40000, 44000)
(-)-AZ-DF: 5.86 + 1400 8.43+ | 3,7 2.57 £0.06 370 (280, 490)
(B) 0.03 (1200, 1600) 0.06 (2.8,4.9)
Repaglinid: 7.04 £ 91 9.14+ | 0,72 2.10£0.06 130 (95, 170)
(B) 0.04 (76, 110) 0.04 (0.60, 0.87)

Tab. 19 Effekte der Koexpression mit Kir6.2 auf die  Affinitdt von SURL1 fur
Sulfonylharnstoffe und Glinide in intakten HEK-Zell en.
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Substanzen SUR2A(YS) Kir6.2/SUR2A(YS) A= f=
(Ligandentyp) PKi(SUR2A(YS)/Kir6.2) - | Ki () / Ki (+)=10*
PKI(SUR2A(YS))

pKi Ki (nM) pKi Ki (nM)
Glibenclamid: | 8.01+ | 9.8 9.08+ | 0.83 1.07 +£0.08 12 (8.1, 17)
(A+B) 0.03 (8.5, 11) 0.03* | (0.72,0.95) *
Glimepirid: 793+ | 12 9.16 + | 0.69 1.23 £0.10 17 (11, 27)
(A+B) 0.10 (7.4, 19) 0.05 (0.55, 0.87)
Glibornurid: 5.33+ | 4700 6.28 + | 520 0.95 +0.03 8.9 (7.8, 10)
(A) 0.01 (4500, 4900) 0.04 (440, 630)
Nateglinid: 5.61+ | 2500 6.04+ | 910 0.43 +0.03 2.7(2.3,3.1)
(A) 0.02 (2200, 2700) 0.02 (830, 1000)
Meglitinid: 4.70 + | 20000 5.53+ | 3000 0.83 +0.04 6.8 (5.6, 8.1)
(B) 0.04 (17000, 24000) | 0.05 (2300, 3700)
(-)-AZ-DF: 5.90+ | 1300 737+ | 43 1.47 £0.05 30 (23, 37)
(B) 0.05 (1000, 1600) 0.05 (34, 54)
Repaglinid: 7.33% | 47 8.88+ | 1.3 1.55 +0.04 35 (30, 43)
(B) 0,06 (35, 62) 0.02 (1.2,1.4)

*: pK-Wert: 9.28 + 0.12 bzw. Ki (nM): 0.52 (0.30, 0.91) aus den Sattigungsversuchen von Herrn Damian Stephan.
Tab.20 Effekt der Koexpresion mit Kir6.2 auf die Af finitat von

SUR2A(Y1206S) fur Sulfonylharnstoffe und Glinide in intakten HEK-Zellen.

4.2 Vergleich der Affinitdt von SUR1 und SUR2A(Y120 6S) fir
Sulfonyharnstoffe und Glinide

Um die Affinitat von SUR1 flr die jeweiligen Sulfonylharnstoffe und Glinide mit
der von der Mutanten SUR2A(Y1206S) =zu vergleichen, wurden die
entsprechenden pKi-Werte der Tabelle 19 und 20 entnommen und die Punkte

gegeneinander aufgetragen (Abb.24).
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Abb.24 Vergleich der Affinitaten (gegeben durch die pKi-Werte) von S
SUR2A(Y1206S) fur Sulfonylharnstoffe und Glinide; (gestrichelte

UR1 und

Gerade=Identitatslinie:f=x).

a) alle Substanzen, Steigung frei
b) Gerade ohne die Typ B-Liganden, Steigung a=1
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Bevor die Einzelheiten der Korrelation diskutiert werden sei zun&chst noch
einmal betont, dass in dieser Arbeit der Vergleich zwischen SUR1 und der
Mutanten von SUR2A, SUR2A(Y1206S) diskutiert wird. Andere Arbeiten in
unserer Arbeitsgruppe (Stephan et al., BJP 2005, im Druck) haben gezeigt,
dass die Mutation Y1206S die Affinitat von SUR2 fur Typ A- und Typ A+B-
Liganden um einen Faktor ~8 erhoht. Bei den Typ B- Liganden wirkt sich die
Mutation jedoch kaum oder sogar negativ auf die Affinitdt aus. Aus diesem
Grund lassen diese Messungen keinen oder nur einen sehr begrenzten
Ruckschluss auf die Selektivitat der untersuchten Substanzen fir den
pankreatischen (SUR1) gegeniiber dem kardialen SUR (SUR2A) zu. Sie
erlauben hingegen Rickschlisse auf die Bindungstasche der beiden SURs fir
Sulfonylharnstoffe und Glinide.

Schaut man sich nun die Identitatslinie (Ursprugsgerade mit Steigung a=1: f=x
in Abb.24) genau an, so erkennt man, dass die drei Typ B-Liganden mit den
Zahlen 5-7 (5)=Meglitinid, 6)=(-)-AZ-DF265, 7)=Repaglinid) relativ gut auf der
Geraden zu liegen kommen. Aus dieser Tatsache laf3t sich schliel3en, dass der
B-Teil der Bindungstasche in den beiden SUR-Typen, SUR1 und
SUR2A(Y1206S) ahnlich sein muf3. Die einzelnen Werte zeigen flur die drei B-
Liganden nur eine geringe Abweichung, z.B. lauten die pKi-Werte fir Meglitinid
(4,75/4,70) anstatt x=y. Fir (-)-AZ-DF265 ergibt sich (5,86/5,90) und fur
Repaglinid (7,04/7,33). Da dartber hinaus die Mutation von SUR2A, namlich
SUR2A(Y1206S), nur wenig an der Affinitat der B-Liganden andert bedeutet
dies eine nur geringe Selektivitat der B-Liganden fur die SUR-Subtypen.

Die Punkte der A- und A+B-Liganden liegen unter der Identitatslinie. Vergleicht
man die pKi-Werte der Tabelle 19 und 20, zeigt sich bei GBC eine Differenz
zwischen dem Wert der Abszisse und der Ordinate von 0,83. D.h. der y-Wert
von GBC liegt um 0,83 unterhalb der Identitatslinie (x=y).Fur Glimepirid
errechnet sich eine Differenz des y-Werts (pKi(SUR2A(Y1206S)=7,93) zum
fiktiven Punkt auf der Ursprungsgeraden
(pKi(SUR1)=x=8,67=pKi(SUR2A(Y1206S)=y) von 0,74. Fir die beiden A+B-
Liganden ergibt sich bei Glibornurid eine Differenz von 0,47 und bei Nateglinid
von 0,37. Bildet man die Durchschnittswerte fur die Abweichung der A-Liganden
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errechnet sich ein Wert von 0,42 und bei den A+B-Liganden 0,79. Die Typ A-
und A+B- Liganden haben folglich eine hdhere Affinitdt zu SUR1 gegenuber
SUR2A(Y1206S), wohingegen die Typ B-Liganden an SUR1 und an
SUR2A(Y1206S) eine ahnliche Affinitdt zeigen. Die Bindung der A- und der
A+B-Liganden wird durch die Mutation beeinflusst, wobei man evil. eine
Strukturverénderung der Bindungsstelle als mdgliche Ursache sehen kénnte.
Bei der Korrelation in Abb.24 a) sind alle Verbindungen bertcksichtigt und es
zeigt sich dennoch eine gute Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten
r=0,97. Es lassen sich keine starken “Abweichler* von der Geraden
y0=0,80(%0,65)+0,84(x0,10)*x erkennen mit einer Ausnahme, der Verbindung
Repaglinid. Der pKi-Wert fir SUR1 betragt 7,04 und fur SUR2A(Y1206S) 7,33.
D.h. Repaglinid bindet signifikant besser an SUR2A(Y1206S) als an SURL.

Die Steigung der Geraden in Abb.24 a) ist mit a=0,84 + 0,10 < 1,00 nur
schwierig zu beurteilen. Rein mathematisch laf3t sich daraus ablesen, dass sich
ein Anstieg der Affinitat um den Faktor 10 bei SUR1 sich bei SUR2A(Y1206S)
als 10°%'=6.4-fach auswirkt. Bei niedriger Affinitat der Verbindungen fallt die
Korrelationsgerade mit der Identitdtsgeraden zusammen, bei hoher Affinitat, wie
z.B. bei GBC und Glimepirid, liegt die Korrelationsgerade unter der y=x-Linie.
Diese Typ A+B-Liganden sind fir SUR1 optimiert und SUR1 selektiv.

In der Korrelation in Abb.24 b) sind nur die Typ A- und A+B-Liganden
beriicksichtigt und eine Steigung von a=1,00 erzwungen worden. Es zeigt sich
eine sehr gute Korrelation mit r=0,99. Statistisch gesehen binden diese
Liganden mit 10°°°=4.0 (2.4, 6.6) -fach besser an SUR1 als an die SUR2A-

Mutante.

4.3 Vergleich der Affinitdt von Kir6.2/SUR1 und Kir 6.2/SUR2A(Y1206S)

fur Sulfonylharnstoffe und Glinide

Um die Affinitat von Kir6.2/SUR1 und Kir6.2/SUR2A(Y1206S) darzustellen
wurde gleich verfahren wie bei SUR1 uns SUR2A(Y1206S) alleine (vgl. 4.1).
Die folgende Abbildung 25 zeigt die experimentell ermittelten Ergebnisse.
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Abb. 25 Vergleich der Affinitaten (gegeben durch die pKi-Werte) von
Kir6.2/SUR2A(Y1206S) fur Sulfonylharnstoffe und Glinide; (gestri
Gerade=Identitatslinie:f=x).

a) alle Substanzen, Steigung frei b) Gerade ohne (-)-AZ-DF265, Steigung a=1
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In der Abb.25 a) sind alle Verbindungen bertcksichtigt und die Steigung frei
gewahlt worden. Die sich daraus ergebende Gerade hat sich im Vergleich zu
4.2 der ldentitatslinie weiter gendhert. Auch hier zeigt sich eine sehr gute, glatte
Korrelation der einzelnen Verbindung mit r=0,98. Eine Ausnahme bildet die
Ausrei3erverbindung (-)-AZ-DF265 (Punkt 6) in FigB a)), der weit unterhalb
beider Geraden liegt. Der pKi-Wert von (-)-AZ-DF265 an Kir6.2/SUR1 betragt
2,57, der an Kir6.2/SUR2A(Y1206S) 1,47. Als Differenz der pKi-Werte
errechnet sich 1,1. (-)-AZ-DF265 bindet signifikant besser an Kir6.2/SURL1 als
an Kir6.2/SUR2A(Y1206S) und ist somit selektiv fur das Pankreas.

Die Steigung in Abb.25 a) ist durch a=0,95 £ 0,01 gegeben und damit beinahe
1,00. Jedoch ist sie minimal kleiner als 1 und der Ordinatenabschnitt y0O=0,11 +
0,76 somit unbrauchbar.

Die Abb.25 b) beschreibt die Gerade unter Berticksichtigung aller Verbindungen
ohne (-)-AZ-DF265 und mit erzwungener Steigung a=1,00. Auch in diesem Fall
verringert sich der Abstand der parallel verlaufenden Geraden. Alle

Verbindungen mit Ausnahme von (-)-AZ-DF265 sind um den Faktor 10%" *

005-1 5 (1.2, 2.0) selektiv fiir das Pankreas gegeniiber der Herzmutanten. Die
Sonderstellung fir (-)-AZ-DF265 ruhrt daher, dass die Mutation im SUR2A die
Affinitat fur (-)-AZ-DF265 eher schwéacht als erhoht.

Vergleicht man die jeweiligen Werte in den Tabellen 19 und 20, fallt zuerst auf,
dass die Koexpression mit Kir6.2 sowohl bei SUR1 als auch bei
SUR2A(Y1206S) =zu einer deutlichen Erhohung der pKi-Werte der
Sulfonylharnstoffe und Glinide fiihrt (genauere Darstellung siehe 4.4). Zudem
wird die Korrelation (Abb.25) durch die Koexpression mit Kir6.2 besser.

Bei der Koexpression unterscheiden sich die Werte (fir Kir6.2/SUR1 und
Kir6.2/SUR2A(Y1206S)) allerdings nicht in gleicher Weise wie bei SUR1 und
SUR2A(Y1206S) alleine. Auch hier ist die Affinitdt der A- und A+B-Liganden
von Kir6.2/SUR1 hoher als von Kir6.2/SUR2A(Y1206S). Bei den Typ B-
Liganden verhalten sich die Ki-Werte in etwa gleich wie bei SUR1 und
SUR2A(Y1206S), bei Repaglinid lasst sich ein leichter Anstieg auf das 1,8x
erkennen und (-)-AZ-DF265 fallt dabei vollkommen aus dem Rahmen, weil sich

hier die Ki-Werte Kir6.2/SUR1 : Kir.2/SUR2A(Y1206S)=1:12 verhalten. Die
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Koexpression bring eine extreme Affinitatssteigerung mit sich. Es ist nétig, die
B-Liganden zu differenzieren. Der Vergleich mit der Korrelation in Abb.24 (ohne
Kir6.2) zeigt den Effekt der Koexpression mit Kir6.2: Die Koexpression mit
Kir6.2 erhoht die Affinitat fur die Piperidino-Verbindungen am SUR1 mehr als
die am SUR2A(Y1206S). Weiteres dazu folgt im nachsten Kapitel (4.4), in dem

auf den Effekt der Koexpression ndher eingegangen wird.

4.4 Effekt der Koexpression mit Kir6.2 auf die Affi nitat von SUR1 fir

Sulfonylharnstoffe und Glinide

In diesem Teil soll genauer auf den Effekt der Koexpession am SUR1
eingegangen werden. Die Abb.26 a) beschreibt die entstehende Kurve bei
Bertcksichtigung aller Verbindungen und Steigung. Erstaunlich ist dabei, dass
die freie Steigung a=1,0 + 0,20 betragt. Der Korrelatioskoeffizient r=0,90 lasst
eine gute Korrelation der beiden Parameter erkennen. Es ist zu sehen, dass
hierbei alle Punkte oberhalb der Identitatslinie y=x liegen, wobei
bemerkenswerter Weise sich die Piperidino-Verbindungen als Ausreil3er bei der
Steigung a=1,0 zu erkennen geben. Sie binden signifikant besser an
Kir6.2/SUR1 als an SURL1 alleine. Der pKi-Wert fir (-)-AZ-DF265 liegt mit
A=2,57 und Repaglinid A=2.10 deutlich Uber der Identitatslinie. Auch bei den
anderen Verbindungen fiihrt die Koexpression mit Kir6.2 zum Anstieg der pKi-

Werte, jedoch nicht in dem Ausmald wie die Piperidino-Verbindungen.
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Abb. 26 Effekt der Koexpression mit Kir6.2 auf die Affinitéat von SUR1 fur
Sulfonylharnstoffe und Glinide; (gestrichelte Gerade=Identitatslinie f=x).

a) alle Substanzen, Steigung frei

b) Gerade ohne (-)-AZ-DF265 und Repaglinid, Steigung a=1
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Folglich wurde in der Abb.26 b) die Gerade ohne die Ausreil3er (-)-AZ-DF265
und Repaglinid und mit fixer Steigung a=1,00 gezeichnet. Die Gerade ohne die
Piperidino-Verbindungen hat noch besseren Korrelationskoeffizienten mit
r=0,99. Der Ordinatenabschnitt ist 0,56 + 0,05, d.h. die mittlere
Affinitaitszunahme aller Sulfonylharnstoffe und Glinide ohne die Piperidine

entspricht dem Wert 10%°° * %%

= 3.6 (2.9, 4.6) -fachen bei Koexpression mit
Kir6.2. Fur (-)-AZ-DF265 bringt die Koexpression mit Kir6.2 eine Steigerung des
pKi-Wertes von 5,86 auf 8,43 und bei Repaglinid von 7,04 auf 9,14, dass heifl3t
im  Mittel einen Anstieg von 2,34. Unter Berucksichtigung der
Korrelationsgeraden profitieren die Piperidino-Verbindungen von der
Koexpression mit Kir6.2 im statistischen Mittel um einen Faktor 80 mehr als die
anderen Verbindungen.

Diese Tatsache kdnnte daher riihren, dass die Piperidine in dem Teil zu liegen
kommen, der fur die Interaktion mit Kir6.2 noétig ist. Fur die Bildung des
Kanalkomplexes und dessen Regulation sind Wechselwirkungen zwischen
TMDO und CL3 (SUR) und M1 und der N-Terminus (Kir6.x) entscheidend

(Babenko and Bryan,JBC 2003; Chan et al., EMBO 2003).

45 Effekt der Koexpression mit Kir 6.2 auf die Aff initat von
SUR2A(Y1206S) fiir Sulfonylharnstoffe und Glinide

Die Abbildung 27 auf der folgenden Seite beschreibt den Effekt der
Koexpression mit Kir6.2 aud die Affinitat von SUR2A(Y1206S) fur die

verschiedenen Sulfonylharnstoffe und Glinide.
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a) alle Substanzen, Steigung frei b) Gerade ohne (-)-AZ-DF265 und Repaglinid, Steigung a=1
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Analog zu 4.4 wird in diesem Unterkapitel der sich in den Experimenten
zeigende Effekt der Koexpression mit Kir6.2 auf die Affinitat von
SUR2A(Y1206S) fur Sulfonylharnstoffe und Glinide dargestellt. Die Abb.27 a)
beschreibt den Geradenverlauf bei Bericksichtigung aller Verbindungen und
variabler Steigung. Dabei ergibt sich ein Korrelationskoefffizient von r=0,98, was
fur eine sehr gute Korrelation der beiden Werte spricht. Auch im Falle der
Koexpression mit Kir.6.2 mit SUR2A(Y1206S) liegt die Korrelationsgerade
(f=0,16 + 0,73 + (1,14 = 0,11)*x) oberhalb der Identitatslinie (f=x). Bereits bei
kurzer Betrachtung der Abb.27 a) erkennt man, dass im Unterschied zu Abb.26
a) nun die Piperidino-Verbindungen (-)-AZ-DF265 und Repaglinid zwar
ebenfalls Gberhalb der Korrelationsgeraden befinden allerdings deren Abstand
zu dieser sich deutlich verringert hat. Auch die anderen Verbindungen kommen
nicht wie bei SUR1 (Abb.26 a)) alle unterhalb der Korrelationsgeraden zu liegen
sondern liegen ziemlich genau auf dieser mit Ausnahme von Nateglinid. Da die
Steigung mit a=1,14 + 0,11 > 1,00 ist, ist der extrapolierte Ordinatenabschnitt
yO nur schlecht zu beurteilen.

Zeichnet man allerdings die Gerade neu ohne (-)-AZ-DF265 und Repaglinid zu
berticksichtigen und setzt die Steigung a=1,00 fest, so ergibt sich Abb.27 b) und
die Werte lassen sich interpretieren. Hierbei verbessert sich auch der
Korrelationskoeffizient auf r=0,99. Der Abstand der beiden Geraden zeigt der
Effekt der Koexpression mit Kir6.2 auf die bericksichtigten Verbindungen. Die
Koexpression erhoht die Affinitdt von SUR2A(Y1206S) fur Sulfonylharnstoffe
und Glinide um der Faktor 10°%° * %14=7.9 (4.2, 15.1). Der Effekt der
Koexpression auf die Affinitat ist bei SUR2A(Y1206S) fur diese Verbindungen
folglich deutlich grof3er, als bei SUR1. Im Vergleich zu 4.4 liegen auch hier die
Piperidino-Verbindungen (6)=(-)-AZ-DF265 und 7)=Repaglinid) uber der
Korrelationsgeraden  (f=0,90 + x), jedoch innerhalb des 95%-
Konfidenzintervalls. Die Piperidino-Verbindungen haben im Mittel eine ~4.1-fach
hohere Affinitat als die Korrelationsgerade anzeigt, d.h. die Koexpression bringt
hier eine Steigerung um den Faktor ~33. Bei SUR1 ergab sich eine deutlich
groRere Steigerung um 220. Die Sonderstellung der Piperidino-Verbindungen

beziglich der Affinitatserhéhung durch Koexpression, die bei SUR1 so grof3
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war, ist hier noch in geringem Masse erhalten. Sie profitieren von der
Koexpression um einen Faktor von ~4.1-fachen mehr als die anderen. Damit
scheint klar, dass die Mutation von SUR2A in SUR2A(Y1206S) nicht die
Umwandlung in ein SUR1 bewirkt, was von Ashfield et al.,1999 bereits vermutet
wurde. SUR1 und SUR?2 sind in der Tat verschiedene Rezeptoren, die sich in
mehr als einer Aminoséure unterscheiden.

Bemerkenswert ist, dass Nateglinid (4) in Abb.27 b)) einen Ausreil3er darstellt
und unter der Korrelationsgeraden zu liegen kommt. Nateglinid profitiert im
Vergleich von der Koexpression weniger als die anderen Verbindungen.

Zusammenfassend lassen sich in kirze die Wichtigsten, nun folgende
Ergebnisse festhalten:

1.) Als Wichtigstes ergab sich, dass die Koexpression mit Kir6.2 die Affinitat von
SUR1 und SUR2A(Y1206S) fur Sulfonylharnstoffe und Glinide (ohne die
Piperidino-Verbindungen) um einen Faktor 3.6 bzw. 7.9 erhoéht.

Der Unterschied ist statistisch signifikant und zeigt, dass die Komplexierung mit
Kir6.2 die Bindungstasche des SUR2A(Y1206S) fiur die Sulfonylharnstoffe und
Glinide mehr verandert als die des SURL1.

2.) Die Piperidino-Verbindungen reagieren auf die Koexpression am Stéarksten
und der Effekt ist bei SUR1 wesentlich deutlicher als bei SUR2A(Y1206S). Der
Piperidinrest ragt aus dem gemeinsamen Pharmakophor des B-Teils von
Meglitinid heraus (Hansen et al.,2002) und macht Kontakt mit einer Region des
Kir6.2/SUR-Komplexes, den alle anderen Verbindungen nicht machen.

3.) Die reinen Typ B-Verbindungen (Meglitinid, Repaglinid, (-)-AZ-DF265)
binden an SUR1 und SUR2A(Y1206S) jeweils mit derselben Affinitat. Dies gilt
auch noch nach Koexpression mit Kir6.2, aul3er fur (-)-AZ-DF265, das deutlich

pankreasselektiv wird.

Teile der in dieser Arbeit beschriebenen Erkenntnisse wurden bereits in
Diabetes (Quast et al.,2004: The impact of ATP-sensitive K* channel subtype
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selectivity of insulin secretagogues for the coronary vasculature and the

myocardium, Vol.53, Supplement 3:S.156-164) vertffentlicht.
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5 Zusammenfassung der Arbeit

Der Karp-Kanal ist v.a. als Ansatzpunkt der Sulfonylharnstoffe und Glinide
bekannt. Diese fordern durch Hemmung der Aktivitat des Kanals in der 3-Zelle
des Pankreas (Kir6.2/SUR1) die Insulinsekretion. Die Karp-Kanale kommen in
allen erregbaren Zellen vor und sind Oktamere aus vier
einwartsgleichrichtenden Untereinheiten der Familie Kir6.x (Kir6.1 oder Kir6.2)
und vier Sulfonylharnstoffrezeptoren (SUR1, SUR2A, SUR2B).

In dieser Arbeit sollte die Bindung der Sulfonylharnstoffe und Glinide an die
SUR-Subtypen SUR1 und SUR2A(Y1206S) vergleichend unter maoglichst
physiologischen Bedingungen gemessen werden, d.h. in intakten Zellen in
glukosehaltigem Puffer und bei 37C. Zudem sollte d er Effekt der Koexpression
mit Kir6.2 untersucht werden. Dies erlaubt die Bestimmung der Selektivitat der
Sulfonylharnstoff- und Glinid-Bindung an die physiologisch wichtigen
Kanaltypen Kir6.2/SUR1 (B-Zellen, Pankreas, Neurone, ZNS) Kir6.2/SUR2A
(Herz- und  Skelettmuskel, etc.), Kir6.1/SUR2B (Gefalimuskulatur),
Kir6.2/SUR2B (glatte Muskulatur).

Dazu wurden *H-GBC-Verdrangungsmessungen durchgefiihrt. Wegen der
relativ geringen Aktivitat des Radioliganden fur SUR2A (Kp ~30nM, Stephan et
al., 2004 eingereicht, British Journal of Pharmacologie, in press) wurde statt des
Wildtyps die Mutante SUR2A(Y1206S) mit und ohne Koexpression untersucht,
die einen 5-10x hohere Affinitat fir GBC zeigt (Stephan et al., British Journal of
Pharmacology, in press). Kir6.2/SUR1 entspricht dem Kanal in der [-Zelle der
menschlichen Pankreas und ist deshalb besonders interessant.

Die Experimente sollten Rickschlisse auf die Selektivitat der Verbindungen fur
den pankreatischen (Kir6.2/SUR1) Uber den kardialen Kanal (Kir6.2/SUR2A)
ergeben; auf letzterer beruht ein Teil des kardiovaskularen Risikopotentials der
Substanzen. Da chemisch durchaus verschiedenartige Substanzen untersucht
werden, werden zugleich die Bindungsstellen A und B an den beiden SUR-

Subtypen abgetastet (“Rezeptor mapping®). Dies ist von Interesse, da v.a. Uber
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die B-Seite nur wenig Uber die Tatsache hinaus bekannt ist, dass die
zytosolische Schleife 3 des SUR fir die Bindung an dieser Stelle wesentlich ist.
Der Effekt der Koexpression erlaubt Rickschlisse auf die Kopplung zwischen
Kir und SUR. Hier wei3 man, dass auf Kir6.2-Seite die ersten 10-20
Aminosauren des Aminoterminus fir den sulfonylharnstoff-induzierten
Kanalblock eine Rolle spielen (Reimann et al.,1999); Uber einen Einflul3 ist

nichts bekannt.

Die Wichtigsten Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen.

Als Wichtigstes ergab sich, dass die Koexpression mit Kir6.2 die Affinitat von
SUR1 und SUR2A(Y1206S) fur Sulfonylharnstoffe und Glinide (ohne die
Piperidino-Verbindungen) um einen Faktor 3.6 bzw. 7.9 erhoht.

Der Unterschied ist statistisch signifikant und zeigt, dass die Komplexierung mit
Kir6.2 die Bindungstasche des SUR2A(Y1206S) fur die Sulfonylharnstoffe und
Glinide mehr veréandert als die des SURL1.

Weiterhin stellte sich heraus, dass die Piperidino-Verbindungen am Starksten
auf die Koexpression reagieren. Der Effekt ist bei SUR1 wesentlich deutlicher
als bei SUR2A(Y1206S). Der Piperidinrest ragt aus dem gemeinsamen
Pharmakophor des B-Teils von Meglitinid heraus (Hansen et al.,2002) und
macht Kontakt mit einer Region des Kir6.2/SUR-Komplexes. Alle anderen
Verbindungen machen diesen Kontakt nicht.

Die reinen Typ B-Verbindungen, wie z.B. Meglitinid, Repaglinid und (-)-AZ-
DF265 binden an SUR1 und SUR2A(Y1206S) jeweils mit derselben Affinitat.
Dies gilt auch noch nach Koexpression mit Kir6.2, mit einer Ausnahme, die (-)-

AZ-DF265 darstellt, welches deutlich pankreasselektiv wird.

Ein Teil der in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse wurde bereits im Dezember
2004 in Diabetes veroffentlicht (Quast et al., Diabetes 2004: The impact of ATP-
sensitive K" channel subtype selectivity of insulin secretagogues for the
coronary vasculature and the myocardium, Vol.53, Supplement 3:5.156-164).

Diese Veroffentlichung zeigt erstmalig die Bedeutung der Koexpression mit
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Kir6.2 auf die Affinitdt des SUR fur Sulfonylharnstoffe und Glinide und zeigt,
dass dieser Effekt vom SUR-Subtyp abhangt.
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