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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Plasmamembran

Biologische Membranen wie die Plasmamembran eukaryotischer Zellen bestehen
aus einer kontinuierlichen, etwa 5 nm dicken Phosphoplipid-Doppelschicht.
Phosphoplipide sind amphiphile Molekule mit einer negativ geladenen hydrophilen
Kopfgruppe und einer oder mehreren sich anschlieRenden langen hydrophoben
Kohlenwasserstoffketten. Bei der Zusammenlagerung einzelner Phospholipidmo-
lekule entsteht eine Lipiddoppelschicht, wobei die hydrophilen Molekulgruppen
nach aufden ragen (und so die Verbindung zur wassrigen Umwelt herstellen), und
die Kohlenwasserstoffketten im Inneren der Doppelschicht eine tGber hydrophobe
Wechselwirkungen und Van-der-Waals-Krafte stabilisierte nicht-wassrige Phase
bilden.

Fir lonen (z.B. Na*, K*, Ca?* oder CI-lonen) ist die Plasmamembran impermeabel
und daher eine gute Diffusionsbarriere, wodurch lonengradienten zwischen
Zytoplasma und Extrazellularraum aufrechterhalten werden kénnen. Um dennoch
ein Austausch von geladenen Teilchen zwischen dem extra- und intrazellularen
Raum zu ermdglichen, befinden sich in der Plasmamembran verschiedenartige
lonenkanale und Transportermolektle, welche die Lipiddoppelschicht tberbri-

cken.

1.2 lonenkanale

lonenkanale sind im allgemeinen aus mehreren Untereinheiten bestehende
integrale Membranproteine, die hydrophile Poren in der Membran bilden und
somit den Austausch anorganischer lonen (Na*, K*, Ca*, CI') zwischen Extra-
zellularraum und Zytoplasma gewahrleisten.

Dabei lassen sich zwei Kanalzustande, der Offen- und der Geschlossenzustand,
zwischen denen die Kanale hochfrequent hin und her schalten, unterscheiden.
Im Offenzustand erfolgt die lonenbewegung durch passive Diffusion entlang des
elektrochemischen Gradienten, und es lassen sich Leitungsgeschwindigkeiten

von bis zu 10° lonen/s fiir einen Einzelkanal nachweisen (falls der elektroche-
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mische Gradient aufrecht erhalten wird).

Viele Kanale lassen nur bestimmte lonen passieren, d.h. sie besitzen eine lonen-
selektivitat: So gelangen z.B. durch Kalium-Kanale tiberwiegend K*-lonen.
Wichtige Parameter der Selektivitat sind die Gro3e des lons ohne seine Hydrat-
hulle, sowie die jeweilige Ladung. Um einen Kanal passieren zu kdnnen, muf3 das
lon den groRten Teil seiner Hydrathulle ablegen und sich an die geladenen funk-
tionellen Gruppen von Aminosauren entlang des Kanals schwach binden. Dabei
sollte diese schwache Bindung an die Kanalwand den Energieverlust, hervor-
gerufen durch das Ablegen der Hydrathillle, kompensieren, sonst wird das lon
aufgrund der energetisch unglnstigen Lage den Kanal nicht durchqueren (Doyle
et al., 1998; Hille, 1992b).

Der lonenstrom durch einen einzelnen Kanal hangt von der Leitfahigkeit des
Kanals und dem elektrochemischen Gradienten ab.

Die Leitfahigkeit wird in Siemens [S] angegeben und beschreibt die Anzahl der
passierenden lonen pro Zeiteinheit und pro Volt Potentialdifferenz. Physiologische
Leitfahigkeiten sind gering und bewegen sich im Bereich von pico-Siemens (1
pS=10"29).

lonenkanale werden Uber verschiedene Reize in ihrer Aktivitat reguliert:

Es lassen sich Uber das Zellmembranpotential gesteuerte spannungsabhangige
lonenkanale, mechanisch kontrollierte lonenkanale, sowie ligandengesteuerte
lonenkanale unterscheiden. Die Signalmoleklle eines ligandengesteuerten
Kanals bestehen entweder aus extrazellularen Botenstoffen wie Hormonen und
Neurotransmittern oder aus Komponenten der intrazellular aktiven Informations-
transduktionssysteme wie die second messenger IP, (Inositol-1,4,5-Trisphosphat)
und Ca?* oder G-Proteinen, Nukleotiden und PIP, (Phosphatidyl-Inositol-
Bisphosphat). Zusatzlich besteht eine weitere Regulationsmdglichkeit der lonen-
kanale in der Proteinphosphorylierung durch Proteinkinasen bzw. Proteinde-
phosphorylierung durch Proteinphosphatasen (Hille, 1992a; Suf3brich und Busch,
1998).
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1.3 Kaliumkanale

Im Ruhezustand der meisten Zellen ist die Membranleitfahigkeit fur Kalium domi-
nierend, daher bestimmt sie im allgemeinen das Ruhemembranpotential.

Dieses entspricht im Idealfall dem Nernst’schen Gleichgewichtspotential fir K*,
E.. , das bei etwa -90 mV gelegen ist. In Wirklichkeit schwankt es jedoch je nach
Gewebe zwischen -80 und -30 mV, was durch einen kontinuierlich vorhandenen
geringen Na*- und Ca*- Einstrom, sowie CI- Ausstrom bedingt ist (Hille, 1992b).
Kommt es zur SchlieBung von K*-Kanalen mit einer konsekutiven Anreicherung
positiver Ladungstrager im Zellinneren, so depolarisiert die Zelle, und das Mem-
branpotential fallt auf -60 bis -40 mV ab. Diese Depolarisation I0st in erregbaren
Geweben (Neuronen und Muskelzellen) ein Aktionspotential aus, basierend auf
der spannungsabhangigen Aktivierung von Na* oder Ca?*-Kanalen.

Eine Offnung von K*-Kanalen verschiebt das Membranpotential in Richtung des
Kalium-Gleichgewichtspotentials, E,, , und bewirkt durch vermehrten Kalium-
ausstrom eine Hyperpolarisation. Dadurch kommt es nach einer Depolarisation zu
einer Erregungsrickbildung (Repolarisation), die Ausldsung weiterer Aktions-
potentiale wird verhindert.

K*-Kanale bestehen aus homologen o-Untereinheiten, welche die Kanalpore
bilden und in Form eines Di- oder Tetramers angeordnet sind (Hille, 1992b; Doyle
et al., 1998). Dazu kdénnen noch B-Untereinheiten treten, die fur die Regulation
der Kanalaktivitat eine wichtige Rolle spielen (Leicher et al., 1996).

Anhand der molekularen Struktur konnen Kaliumkanale in vier verschiedene

Klassen eingeteilt werden (s. Abb. 1):

a. Spannungsabhangige Kaliumkanale (K,)

Sie bilden die groflite Gruppe der K*-Kanale, dienen der Repolarisation von Zellen
erregbarer Gewebe (Neurone, Myozyten) nach Abschluld eines Aktionspotentials
und weisen eine ausgepragte Auswartsgleichrichtung der K*-Leitfahigkeit auf.

Die a-Untereinheit des K, besteht aus sechs a-helikalen Transmembransegmen-
ten, wobei zwischen Transmembransegment S5 und S6 die hoch konservierte

H5-Domane zu liegen kommt, welche einen Teil der Kanalpore bildet (Jan und

3
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Jan, 1997). Sie bestimmt die lonenselektivitat des Kanals und ist bei allen Arten

von K*-Kanalen vorhanden (Heginbotham et al., 1994).

2T™M K* channels 6TM
— T L x oy
Kir Kv KQT Eag N K(Ca?") CNG
09D, 90, 00 RRY. | G
o gy g gy i p=u-C o |
Grl ... Kir3 ... Kir6 Shaker Shab Shaw Shal eag erg ek Sk Bk  CNGI-=5...
Kvl Kv2 Kv3 Kv4... slo ret, olf, ...
= | ERE L S Fa FAFIFY FIAF3 llU"B
Kir3.1... Kv1.1 ... Kvl.8 KvLQT1 KQT2 - -+ « - -+
2*2T™M 6 + 2TM 4*6TM
TWIK K* channels TOK K* channels Na* and Ca2* channels

Abbildung 1: Ubersicht iiber die Genfamilie der kaliumkanalformenden Protein-unterein-
heiten und damit verwandte Proteine

Dargestellt sind nur die wichtigsten Vertreter. Das Schema basiert auf Kaliumkanalen mit 2 und
6 Transmembransegmenten (2TM und 6TM), die weiteren kanalformenden Proteine haben sich
wahrscheinlich durch Genduplikation oder Splicing entwickelt: 2*2TM (TWIK Kanale), 6+2TM
(TOK Kanale) und 4*6TM (Natrium- und Calciumkanale). Mehrere Vertreter der 2TM- und 6 TM-
Familie sind dargestellt; die Punkte zeigen die vielen, durch den raschen Fortschritt im Klonieren
von Kanalgenen zu erwartenden Vertreter (nach Heinemann, 2001, modifiziert nach Wei et al.,
1996).

Mutationen einzelner spannungsabhangiger Kaliumkanale fuhren klinisch zum
sogenannten Long QT-Syndrom. Kennzeichen dieser seltenen genetischen
Erkrankungen sind eine verlangsamte Repolarisation der Kardiomyozyten durch
verzogerten Kalium-Ausstrom mit im EKG nachweisbarer Verlangerung des QT-
Intervalles, sowie dadurch bedingte Arrhythmien und plotzlicher Herztod.

Unter anderem kann die Ursache in der Mutation des HERG-Kanals (KCNH1)
liegen, welcher einen schnellen K*-Auswartsstrom am Herzen erzeugt (Sanguinet-
ti et al., 1995), aber auch in der Veranderung des KVLQT1-Kanals (KCNQ1), der
flr den langsamen K*-Auswartsstrom zustandig ist (Wang et al., 1996).
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b. Calcium-abhangige Kaliumkanale (K.,)

Sie sind strukturell den K,-Kanalen sehr ahnlich und finden sich in fast allen
Zelltypen. Durch Depolarisation und/oder eine erhohte intrazelluléare Ca?*-Konzen-
tration werden sie aktiviert.

Es lassen sich zwei grundsatzliche Arten von K.,-Kanalen hinsichtlich ihrer
Leitfahigkeit und Dauer der Aktivierung bzw. Inaktivierung unterscheiden:
Kc.-Kanale mit hoher Leitfahigkeit, schneller Aktivierung und Inaktivierung (Rudy,
1988; Butler et al., 1993) dienen der schnellen Re- bzw. Hyperpolarisation von
depolarisierten und mit Ca®* angereicherten Zellen.

K.,-Kanale mit geringer Leitfahigkeit, langsamer Aktivierung und Inaktivierung
(Rudy, 1988; Kdhler et al., 1996) schitzen die Zelle durch Hyperpolarisation der
Membran und folglich vermindertem Ca?*-Influx Giber spannungsgesteuerte Ca?-

Kanale vor Ubererregung und erhéhten Ca?*-Konzentrationen.

c. Einwartsgleichrichtende Kaliumkanale (Kz)

Die Einwartsgleichrichtenden Kaliumkanale (K = ,inwardly rectifying“) vermitteln
einen nach intrazellular gerichteten K*-Strom (Einwartsstrom), der umso groer
ist, je naher das Ruhemembranpotential am Nernst’schen Gleichgewichtspotential
fir K* liegt. Somit spielt der K; eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung des
Ruhemembranpotentials und der Regulierung der Erregbarkeit von Zellen. Fallt
das Membranpotential auf etwa -70 mV ab, so wird der K durch positiv geladene
Substanzen (Mg**, Polyamine), die sich von innen in die Kanalpore legen, ver-
schlossen und damit inaktiviert, womit der auswartsgerichtete Kaliumstrom ver-
siegt (Doupnik et al., 1995).

Die Struktur des K besteht aus nur zwei Transmembransegmenten, M1 und M2
(Kubo et al., 1993), welche die H5-Domane bilden und den Segmenten S5 und S6
des K-Kanales entsprechen.

Eine Sonderform des Ky ist der ATP-abhangige K'-Kanal, der im folgenden
Kapitel charakterisiert wird (s. 1.4).



1. Einleitung

d. Tandem-Kaliumkanale (K,q)

Bei den Tandem-Kaliumkanalen liegen zwei porenbildende Untereinheiten auf
einer Polypeptidkette, so dal’ zur Bildung eines vollstandigen Kanals nur zwei
Untereinheiten notig sind (Ketchum et al., 1995).

Als Beispiele seien die TOK1- (Two P-region-containing outwardly rectifying K*-
channel) und die TWIK1-Kanale (Tandem of P domains in a weak inwardly rectify-
ing K*-channel) erwahnt.

Diese Kanale sind ubiquitar vorhanden und erzeugen einen kontinuierlichen,
spannungsunabhangigen schwach gleichrichtenden Kaliumstrom. Sie scheinen
somit fur die Erhaltung der Hintergrundleitfahigkeit der Zellen verantwortlich zu

sein.

1.4 ATP-abhangige Kaliumkanale (K,;,-Kanale)

K.rp-Kanale sind schwache Einwartsgleichrichter fiir die K*-Leitfahigkeit (Ashcroft
und Ashcroft, 1990b), die spannungsunabhangig arbeiten. |hr Hauptcharakter-
istikum besteht in der Nukleotidempfindlichkeit: Intrazellulares ATP schliel3t die
Kanale, das ATP-Abbauprodukt ADP bzw. allgemein Magnesiumnukleosiddi-
phosphate (MgNDP) bewirken eine Kanaloffnung (Ashcroft und Ashcroft, 1990a).
Insgesamt betrachtet werden also die Kanale durch das intrazellulare Verhaltnis
der Konzentrationen von ATP zu NDP in ihrer Aktivitat reguliert. Ein hoher
ATP/NDP-Quotient (guter energetischer Zustand der Zelle) flhrt zu einer Blockie-
rung der Kanale mit daraus resultierender Depolarisation, wobei ein niedriger
Quotient fur die Hyperpolarisation der Membran und eine erhdhte
Erregungsschwelle verantwortlich ist. Die physiologische Bedeutung der K, p-
Kanale liegt also in einer Kopplung des metabolischen Zustandes der Zelle mit
der elektrischen Aktivitat und damit Erregbarkeit der Zellmembran.

Unter pathologischen Bedingungen wie z.B. bei einer Myokardischamie (s. 1.5)
mit niedrigem ATP/NDP-Quotienten schitzt sich die Zelle durch Herabsetzung
ihrer Erregbarkeit (Nichols und Lederer, 1991).

Entdeckt wurden die K,p-Kanale erstmals im Herzmuskel 1983 durch Noma

(Noma, 1983; Trube und Hescheler, 1984). Spater fand man die Kanale auch in
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vielen anderen Geweben wie Pankreas, Skelett- und glatter Muskulatur, Neuro-
nen und Nierenepithel (s. a. 1.4.5).

K,p-Kanale stellen therapeutisch wichtige Angriffspunkte fur Pharmaka dar: Die
Inhibition der Kanale durch die Gruppe der Sulfonylharnstoffe fuhrt zu einer
vermehrten Insulinfreisetzung aus den B-Zellen des Pankreas und ist Haupt-
bestandteil der Therapie des nicht insulinabhangigen Diabetes mellitus Typ 2
(NIDDM, s. 1.6.4). Umgekehrt werden Offner der K,;--Kanéle wie z.B. das Ben-
zothiadiazin Diazoxid vornehmlich als Antihypertensiva eingesetzt, weil sie durch
Offnung der Kanale in glatten Muskelzellen der GefaRe eine Vasodilatation
bewirken (zur Pharmakologie der K,-Kanale s. 1.7 ff).

Desweiteren werden K,;,-Kanale auf zellularer Ebene in ihrer Aktivitdt moduliert
durch die Lipide PIP, (Hilgemann und Ball, 1996; Baukrowitz et al., 1998) und
Oleoyl-CoA (Liu et al., 2001a), sowie durch G-Proteine (Sanchez et al., 1998) und
Phosphorylierung Uber die Proteinkinasen A und C (vgl. 1.4.4).

1.4.1 Aufbau und molekulare Struktur von K,;,-Kanalen

K. rp-Kanale bilden Heteromultimere und setzen sich aus zwei verschiedenen
Untereinheiten (a- und B-Untereinheit) zusammen (s. Abb. 2). Die a-Untereinheit
bildet mit vier homologen Monomeren den Einwartsgleichrichtenden Kaliumkanal
Kir6.X (x=1 oder 2), und als B-Untereinheiten ebenfalls mit vier gleichartigen
Monomeren wird der regulatorisch-bedeutsame Sulfonylharnstoffrezeptor SUR
(SUR1 oder 2) eingebaut (Aguilar-Bryan et al., 1995; Inagaki et al., 1995; Sakura
et al., 1995). Es bildet sich also ein oktamerer Molekulkomplex aus, welcher eine
relative Molekulmasse von ungefahr 950 kDa besitzt (Clement IV et al., 1997). Ein
Retentionsmotiv, bestehend aus den Aminosauren RKR (Arginin-Lysin-Arginin)
sorgt dafir, dal® immer nur komplette, aus jeweils vier a- und B-Untereinheiten
zusammengesetzte K, p-Kanale in die Plasmamembran eingebaut werden (Ze-
rangue et al., 1999). Entfernt man die 36 C-terminalen Aminosauren an K 6.2-
Kanalen (Kz6.2AC36) und damit das Retentionsmotiv, so ist auch die alleinige

Bildung funktionsfahiger und nur aus Kz6.2 bestehender Kanalproteine mog-lich.
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SUR Kir6.x
. TmMpO || T™MD1 | | TMD2 |
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Abbildung 2: Aufbau und Struktur des K,;.-Kanals

Funktionell wichtige Regionen: TMD = Transmembrandoméane; M1, M2 = Transmembranhelices
des Kz6.2; 1-17 = Transmembranhelices des SUR; NBF = Nukleotidbindungsfalte; A, B = Walker
A- und Walker B-Motiv; RKR = Retentionsmotiv; O = Offnerbindungsstellen; GBC, ATP, MgATP =
Bindungsstellen fir die jeweiligen Substanzen

Freundlicherweise uberlassen von Prof. Dr. U. Quast

Gleiches gilt fur die Mutante KrAC26 (Tucker et al., 1997).

Die Assoziation von SUR- und K-Untereinheiten konnte in Experimenten mit K,
6.2-spezifischen Antikérpern (Graham et al., 1977) und dem Photoradioliganden
'25|.Azido-GBC (Schwanstecher et al., 1994; Clement IV et al., 1997) nachgewie-

sen werden.



1. Einleitung

1.4.2 Die a-Untereinheit K36.x

Das humane Gen fur Kg6.1 (KCNJ8) konnte auf Chromosom 12, Position
12p11.23 lokalisiert werden (nahe dem Gen fur SUR2), ist ca. 9.7 kb lang und
besitzt 3 Exons. Das daraus entstehende Protein (ca. 38 kDa) zeigt eine 98%ige
Homologie zu murinem Kz6.1 und umfasst 424 Aminosauren. Kz6.1 kann mit den
B-Untereinheiten SUR1 (Ammal3 et al., 1996a) und SUR2B funktionelle Kanale
ausbilden (Aguilar-Bryan et al., 1998). Die Kombination mit SUR2A ergibt eben-
falls funktionelle Kanale (Liu et al., 2001b; U. Lange, Doktorarbeit, 2005). K 6.1
enthaltende Kanale sind nur sehr schwach ATP-empfindlich und haben eine
unitare Leitfahigkeit von etwa 30 pS bei hohen symmetrischen Kaliumionenkon-
zentrationen (K*, = K', = 140 mM).

Kir6.2 (syn. BIR), dessen intronloses Gen auf dem kurzen Arm von Chromosom
11 liegt (in der Nahe von SUR1), ist 390 Aminosauren lang. Kg6.2 kann mit allen
drei Isoformen des SUR funktionelle K, p-Kanale ausbilden (Inagaki et al., 1996;
Isomoto et al., 1996). Kz6.2 enthaltende Kanale sind sehr ATP-empfindlich (K
~15-30 uM) und haben eine unitare Leitfahigkeit von ~80 pS (140 mM symmetri-
sche K*-Konzentration).

Kr6.x bildet in einem tetrameren Komplex den eigentlichen Kanal fur die Mem-
branpassage von K*-lonen. Wie die anderen Mitglieder der Familie der Einwarts-
gleichrichtenden K*-Kanale (Kj; , s. 1.3 c.) besitzt er zwei Transmembranhelices
TM1 und TMZ2, welche durch die intramembranar gelegene hochkonservierte H5-
Domane (P-loop) verbunden sind. Letztere bildet zusammen mit TM2 die Kanal-
pore und tragt damit zur K*-Selektivitat bei.

Die Subtypen Kg6.1 oder Kg6.2 stimmen in der Aminosaurensequenz zu 70%
Uberein (Inagaki et al., 1997). Sie zeigen einen Selektivitatsfilter mit der Sequenz
Gly-Phe-Gly anstelle des haufiger in anderen Kg-Kanalen vorkommenden Gly-
Tyr-Gly (Inagaki et al., 1995).
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1.4.3 Die B-Untereinheit SUR
Der Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR) stellt die B-Untereinheit des K,;,-Kanals dar

und dient als regulatorische Komponente der Kanalfunktion. Es sind zwei Subty-
pen der B-Untereinheit SUR bekannt (Inagaki et al., 1996; Isomoto et al., 1996):
SUR1 und SUR2, deren Gene auf Chromosom 11 (p15.1), bzw. 12 (11.23) liegen
(Chutkow et al., 1996).

SUR1 besteht aus 1581 Aminosauren, besitzt eine relative Molekllmasse von
~176 kDa und wird durch 39 Exons kodiert, wohingegen SUR2 (1549 Aminosau-
ren) nur 38 Exons zugrundeliegen (Bryan und Aguilar-Bryan, 1999). Der Subtyp
SURZ2 laldt sich weiterhin in die Varianten SUR2A und SUR2B unterteilen, wobei
letztere durch alternatives Spleiden des Exon 38 entsteht. SUR2A unterscheidet
sich von SUR2B nur in seinen 42 C-terminalen Aminosauren (Inagaki et al., 1996;
Isomoto et al., 1996).

Anhand seiner Struktur wird der SUR den ABC-Proteinen (ATP-binding-cassette-
proteins) zugeordnet (Altschul und Lipman, 1990), zu denen auch die strukturell
homologen MDR-Proteine (multidrug resistance proteins) und der CFTR (cystic
fibrosis transmembrane regulator) gehéren. Die Gene der ABC-Proteine werden
in die 7 Unterfamilien ABCCA bis ABCCG eingeteilt. Dabei bilden die Gene des
SUR die ABCC-Unterfamilie, mit ABCC8 fur SUR1 und ABCC9 fur SUR2. Weiter-
hin wird der homologe CFTR als ABCC7 klassifiziert, und die MDR-Proteine
werden der ABCB-Unterfamilie zugeordnet. Eine wichtige Eigenschaft aller ABC-
Proteine besteht in ihrer Transportfunktion: So stellt das MRP1 (multidrug
resistance-associated protein 1) eine ATP-getriebene Auswartspumpe dar, wel-
che die Zelle von zytotoxischen Substanzen befreit. Allerdings ist eine derartige
Transportfunktion weder beim SUR noch beim CFTR nachweisbar. Diese beiden
ABC-Proteine regulieren hingegen die Aktivitat von lonenkanalen (Bienengraeber
et al., 2000; Zingman et al., 2001) uber die Bindung und Hydrolyse von Nukleoti-
den und besitzen eine ATPase-Aktivitat, die bei den SUR Uberwiegend in der
Nukleotidbindungsfalte 2 (NBF2) lokalisiert ist (Bienengraeber et al., 2000; Matsuo
et al., 2000). Der strukturelle Baustein der ABC-Proteine besteht aus 6 Trans-

membranhelices (TM) und 1 Nukleotidbindungsfalte (NBF). Bei Eukaryonten ist
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haufig durch Genduplizierung diese Grundstruktur zweimal hintereinander vorhan-
den. Insbesondere bei SUR gibt es zusatzlich, wie auch bei MDR1, eine TMDO.

Die Nukleotidbindungsfalten enthalten hochkonservierte Walker A- und Walker B-
Motive, die ATP und MgNDP binden kdnnen, sowie eine “Linkersequenz”, welche
die ATP-Bindung und -Hydrolyse in Konformationsanderungen des SUR umsetzt

und den Besetzungszustand der NBF registriert.

Abbildung 3: Strukturelles Modell des K,;.-Kanales: Quartéarstruktur (nach Babenko, 2005)

Das Walker A-Motiv besteht aus der Sequenz Gly-X-X-Gly-X-Gly-Lys-Ser/Thr
(X=beliebige Aminosaure) und koordiniert durch das positiv geladene Lysin die
Bindung der negativen Ladung am y-Phosphat des ATP. Beim Walker B-Motiv (-
Y-Y-Y-Y-Asp- ; Y=hydrophobe Aminosaure) bindet Aspartat das positiv geladene
Magnesium-lon im Mg*-Nukleotid-Komplex (Walker et al., 1982; Hilgenfeld,

11
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1995).In der NBF1 besteht die Linkersequenz aus den Aminosauren -LSGGQ-
und in der NBF2 aus -FSQGQ- (Ashcroft, 2000).

Die molekulare Struktur der Sulfonylharnstoffrezeptoren wurde anhand von
Hydropathie-Analysen aufgeklart und von Bienengraeber et al., 2000 und Tusna-
dy et al., 1997) bestatigt.

Man unterscheidet 3 Transmembrandomanen (TMDO bis TMD?2), die der Reihen-
folge nach aus 5, 6 und 6 Transmembranhelices (TM) bestehen, sowie 2 intra-
zellular lokalisierte Nukleotidbindungsfalten (NBF1 und NBF2).

Die TMDO folgt auf den extrazellular gelegenen N-Terminus und setzt sich aus 5
Transmembranhelices (TM1-5) zusammen. Uber eine intrazelluléar gelegene
Schleife (CL3) ist TMDO mit der aus 6 TM (TM6-11) bestehenden TMD1 verbun-
den. Zwischen TMD1 und der darauf folgenden TMD2 (6TM, 12-17) befindet sich
eine ungefahr 40 kDa grol3e, intrazellular gelegene Domane, welche die Nukleo-
tidbindungsfalte 1 (NBF1) enthalt. NBF2 (~38 kDa) liegt zwischen TMD2 und dem
intrazellularen C-Terminus.

Abbildung 2 gibt den schematischen Aufbau des pankreatischen K,;--Kanals
SUR1/Kg6.2 wieder, Abbildung 3 zeigt den Kanal in seiner Quartarstruktur.

1.4.4 Regulation des K,;.-Kanals

Die Regulation ATP-abhangiger K*-Kanale erfolgt im wesentlichen durch das
Energiesubstrat ATP bzw. MgATP, sowie Magnesiumdinukleosidphosphate
(MgNDP), wie auch durch das Phospholipid PIP, und den Acyl-CoA-Ester Oleoyl-
CoA, welche beide die Empfindlichkeit des Kanales und somit dessen Arbeits-
punkt einzustellen in der Lage sind.

Tucker et al., 1997 fanden, dal bei alleiniger Expression von Kz6.2 ohne SUR
(Kg6.2AC) der Kanal durch ATP gehemmt werden konnte, allerdings mit einer
geringeren Affinitat fur ATP (K, ~100 uM) als bei der Koexpression mit SUR1 (K,
~10 uM). Tanabe et al., 1999 konnten daraufhin mittels [y-*?P]-8-azido-ATP direkt
das Vorhandensein einer ATP-Bindungsstelle an Kg6.2 beweisen. Erfolgt eine
Bindung von ATP an diese Stelle, so wird der Geschlossenzustand des Kanales

stabilisiert.
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SUR enthalt je eine Nukleotid-Bindungsstelle in NBF1 und NBF2 (Ueda et al.,
1997; Matsuo et al., 2000). Nach einem von Ueda et al., 1999b vorgeschlagenen
Modell fir den B-Zell-K,p-Kanal bindet NBF1 ATP und NBF2 MgADP, wenn der
Quotient [ATP/ADP] klein ist (niedrige Energieladung der Zelle). Hierbei fordert
sowohl die MgADP- als auch die MgATP-Bindung an NBF2 die ATP-Bindung an
NBF1 in positiv kooperativer Weise. In dieser Konstellation stabilisiert SUR den
Offenzustand des Kanals, und die Hemmung durch ATP wird tUberwunden. Wenn
der Quotient [ATP/ADP] in der Zelle ansteigt, fuhrt die verminderte Konzentration
von MgADP zu einer Dissoziation von MgADP von NBF2 und nachfolgend zu
einer verminderten Bindung von ATP an NBF1. Daraus resultiert eine Konforma-
tionsanderung von SUR1, die zu einer Affinitatserhdhung von Kz6.2 fur ATP fuhrt,
und der Kanal schlief3t sich.

Die SUR-Subtypen unterscheiden sich in ihren Nukleotidbindungseigenschaften:
SURT1 zeigt im Gegensatz zu SUR2 eine ausgepragte Mg?*-Abhangigkeit seiner
MgADP Bindung an NBF2. Die Affinitdt der NBF1 von SUR1 fur ATP ist deutlich
hdher als diejenige von SUR2. Die NBF2 von SUR2B weist eine signifikant ho-
here Affinitat fir ADP auf als die NBF2 von SUR2A (Matsuo et al., 2000).
Weitere wichtige Regulatoren der K, --Kanale stellen auch negativ geladene
Lipide, wie langkettige Acyl-Coenzym A-Ester oder PIP, dar. Sie verknupfen
hauptsachlich im Herzmuskel die Kanalaktivitat mit dem Fettsauremetabolismus.
Eine ausfihrliche Darstellung der Lipidmodulation von K,,-Kanalen ist in Kapitel
1.8 zu finden.

Es bestehen Hinweise, dald auch G-Proteine (Sanchez et al., 1998), Endosulfine
(Heron et al., 1998) und die Phosphorylierung des Kanals durch Proteinkinase A
(Quinn et al., 2004) die Aktivitat von K,;p-Kanalen beeinflussen kdénnen. Die
physiologische Rolle dieser Regulationsmechanismen ist aber zum jetzigen

Zeitpunkt noch weitgehend ungeklart.
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1.4.5 Gewebsspezifische Zusammensetzung und Verteilung der
Untereinheiten der K,,-Kanale

Elektrophysiologische Untersuchungen haben gezeigt, dal die SUR-Subtypen 1
oder 2, sowie die Kanalporen Kz6.1 oder Kz6.2 zu unterschiedlichen Kanal-
einheiten zusammengefugt werden konnen (s. Tab. 1). Dies stellt die Grundlage
fur die Gewebsdiversitat der K,;,-Kanale dar und erklart deren vielfaltige Auf-
gaben in verschiedenen Geweben.

Fur die SUR2-Subtypen wurde auch die Existenz von Mischkanalen der Form
(Kig6.1)x (Kig6.2),_x und (SUR2), nachgewiesen (Cui et al., 2001; Pountney et al.,
2001).

Kanal- Glibenclamid 2
kombinaton Vorkommen K, (nM) Offner Referenzen
i L Russ et al., 1999
Kg6.1/SUR2B | Cefalmuskulatur, 42 Pinacidil | *y2mada et al.,
Kop Nicorandil
1997
Diazoxid Russ et al., 2001
Kr6.2/SUR2B | glatte Muskulatur 27 T Isomoto et al.,
Pinacidil
1996
. . Inagaki et al., 1995
K,6.2/SURT Pankreas 1 Diazoxid 1" il et al,
Neurone Pinacidil
1997a
Cromakalim Russ (_at al., 2001,
K,.6.2/SUR2A Herz- und 26 Pinacidil Inagaki et al., 1996
Skelettmuskel : , Okuyama et al.,
Nicorandil
1998
Tabelle 1:

Gewebsspezifische Zusammensetzung der K,;-Kanéle aus den a- und B-Untereinheiten
und deren pharmakologische Charakterisierung durch SchlieBer und Offner
Die GBC-Konzentrationen wurden in inside-out patches bei 22°C gemessen.

1.5 Physiologische und pathophysiologische Rolle der
K.rp-Kanale

Kare-Kanale spielen bei vielen zellularen Funktionen eine bedeutende Rolle,

indem sie das Membranpotential und damit die Erregbarkeit einer Zelle an deren

metabolischen Energiezustand, vereinfacht durch das ATP/ADP-Verhaltnis

widergegeben, anpassen. Dabei ist die Nukleotidempfindlichkeit der Kanale ihre

entscheidende Eigenschaft.
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In den B-Zellen des Pankreas sind die ATP-abhangigen K*-Kanale hauptsachlich
an der Kopplung der Insulinfreisetzung an den Blutzuckerspiegel beteiligt (s. Abb.
4): . ¢ Insulin

Die Aktivitat der aus SURT1 e

und K 6.2 aufgebauten Kana-

le sorgt normalerweise fUr ein gycose

Ruhemembranpotential von (1) ‘ ‘

] ] (2) &1
etwa -70 mV. Spannungsge ADP (Ca*] 4
steuerte L-Typ-Ca*-Kanéle (), |8 (4)

ATP

(Lyocc=Voltage operated calci- ‘ |@D‘a‘z°xid |
um channel) sind bei diesem Kae 1|8 Depolarisation (¥ |1 VOCC
Potential noch geschlossen. K’ (3) ca”

. Abbildung 4: Modell der Insulinfreisetzung aus den f3-

Der nach einer kohlenhydrat- 7¢jien des Pankreas (Konsensusmodell nach Cook &

haltigen Mahlzeit folgende I:Iales, 1984) Aus Quast DMW 2002 (freundlicherweise
Uberlassen)

Anstieg der Plasmakonzen-

tration fur Glucose fuhrt Gber den Glucosetransporter GLUT2 zu deren Aufnahme
in die B-Zelle (1). Dies aktiviert die im Zytoplasma und in den Mitochondrien
stattfindende Glykolyse, welche zu einer erhéhten Synthese von ATP aus ADP
fuhrt, und der ATP/ADP-Quotient der Zelle steigt an (2). Hieraus resultiert die
nukleotidvermittelte, durch ATP gesteuerte Inhibition der K,;,-Kanale und schlief3-
lich eine Depolarisation des Membranpotentials (3). Die Depolarisation 6ffnet
spannungsgesteuerte L-Typ-Ca®*-Kanale und I6st somit einen Ca?*-Einstrom in
die Zelle aus (4), wodurch es Uber eine Reaktionskaskade zur Exozytose von in
Vesikeln gespeichertem Insulin kommt (5).

Desweiteren besitzen die in der Herzmuskulatur auftretenden und aus
SUR2A/K 6.2 bestehenden K,;,-Kanale eine zentrale Bedeutung bei der ischa-
mischen Prakonditionierung des Myokards (IPC). Die IPC ist ein Schutzmecha-
nismus der Herzmuskelzellen gegen Infarzierung wahrend langer dauernder
Perioden der Ischamie, der durch vorangegangene kurze Ischamiephasen akti-
viert wird (Murry et al., 1986; Cohen et al., 2000; Gross und Fryer, 1999).
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Normalerweise sind die myokardialen K,;,-Kanale geschlossen (Nichols und
Lederer, 1991), jedoch 6ffnen sie sich wahrend einer Ischamiephase aufgrund
des dadurch bedingten niedrigen ATP/ADP-Quotienten der Zelle und des An-
stieges von Oleoyl-CoA. Die Offnung der Kanale hat allerdings kaum EinfluR auf
das Ruhemembranpotential in Richtung einer Hyperpolarisation, da dieses bei
Kardiomyozyten prinzipiell schon nahe dem Nernst’schen Gleichgewichtspotential
fir K* liegt. Es ist aber eine Verklirzung von Aktionspotentialen zu beobachten,
die zu einer verminderten Erregbarkeit der Zelle fuhren. Hierdurch kann die Zelle
Energie einsparen und sich in Stref3situationen (z.B. Sauerstoffmangel durch
Ischamie) schitzen (Nichols et al., 1991; Cavero et al., 1995).

Allerdings zog die Beobachtung, daR die K,,-Kanal Offner Diazoxid (Birincioglu
et al., 1999), Cromakalim (Grover et al., 1995b) oder BMS-180448 (Grover et al.,
1995a) zwar in der Lage waren, die Ausdehnung eines Infarktes zu vermindern,
aber nur geringen oder keinen Einflu} auf die Lange des Aktionspotentials hatten,
diese Hypothese in Zweifel.

Elektrophysiologische Studien wiesen auf die Existenz eines mitochondrialen
Kanals (mitoK,p) hin, welcher ahnlich dem sarkolemmalen Kanal durch ATP und
GBC inhibierbar war (Inoue et al., 1991). Es gibt Hinweise, dal} die mitoK,p-
Kanale fur den protektiven Effekt der ischamischen Prakonditionierung verant-
wortlich sein konnten, da die IPC mit einem selektiven Blocker des sarkolemma-
len K rp-Kanals (HMR-1883) nicht aufgehoben werden konnte (Jung et al., 2000;
Dhein et al., 2000). Ebenso konnte Diazoxid den mitoK,;p-Kanal mit 1000-2000-
facher Potenz 6ffnen als den sarkolemmalen Kanal (Garlid et al., 1997), was die
Schutzwirkung von Offnern tiber die mitochondrialen K,,-Kanale erklaren wiirde.
Allerdings ist keine der hier benutzten Verbindungen wirklich selektiv, und der
mitoK,;p-Kanal ist bis heute noch nicht kloniert.

Reguliert wird der mitoK ., vermutlich durch Adenosin, das von den Kardiomyozy-
ten wahrend einer Ischamie freigesetzt wird. Die Signaltransduktion verlauft tber
den Adenosinrezeptor und die Phospholipase C zur PKC (Proteinkinase C), die

schlie3lich den Kanal aktiviert (Cohen et al., 2000). Auch andere Substanzen wie
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Acetylcholin, welche die Phospholipase C aktivieren, kénnen eine Offnung von
mitoK,;p vermitteln.

Neuere Untersuchungen lassen annehmen, daf} die sarkolemmalen K,.-Kanale
die fur die Vermittlung der IPC wichtigeren Kanale sind. Knockout-Mause, denen
sarkolemmale K,;,-Kanale fehlten, zeigten keine IPC (Suzuki et al., 2002; Quast
et al., 2004).

Es gibt aber auch Wechselbeziehungen zwischen den beiden K,;--Kanalformen:
So kann die Beeinflussung des Energiemetabolismus der Zelle durch mitoK,p
(z.B. vermittelt durch in den Mitochondrien entstehende ROS (= reactive oxygen
species) oder durch die PKC zu Sekundareffekten am sarkolemmalen K, fuhren.
Umgekehrt kdnnte die Beeinflussung des Membranpotentials (z.B. durch sarko-
lemmale K,,-Kanale) eine Veranderung der Aktivitat der mitoK,;, verursachen.
Die Aktivierung von K,p-Kanalen in Neuronen und in der Skelettmuskulatur wirkt
ebenfalls zytoprotektiv. In glatten GefaBRmuskeln sind die Kanale wichtige De-
terminanten des Vasotonus, da ihre Offnung zu einer Dilatation der GefaRe fuhrt.
Die K,p-Kanale der juxtaglomerularen Zellen der Niere (umgewandelte glatte
Gefalmuskelzellen) sind an der Regulation der Reninsekretion beteiligt. Im
Tubulusepithel der Niere spielen K,;p-Kanale jedoch eine eher marginale Rolle bei

der lonenruckresorption (Quast, 1996b).

1.6 Pathophysiologie: K,;,-Kanalopathien

1.6.1 Kongenitaler Hyperinsulinismus im Kindesalter (HI)

Der kongenitale Hyperinsulinismus im Kindesalter (HI, frither PHHI; persistent
hyperinsulinemic hypoglycemia of infancy) ist gekennzeichnet durch eine Unter-
funktion bis hin zum Funktionsverlust von K, -Kanalen. Dies fuhrt zu einer standi-
gen Depolarisation der B-Zelle, wodurch die spannungsabhangigen L-Typ-Ca*-
Kanale aktiviert werden und die intrazellular erhdhte Ca*-Konzentration zur
Insulinfreisetzung fuhrt (Aguilar-Bryan und Bryan, 1999). Diese andauernde,
erhohte Insulinsekretion bedingt das Auftreten schwerer Hypoglykamien, welche

irreversible Hirnschadigungen hervorrufen und bis zum Tode flUhren kdnnen.
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Im allgemeinen manifestiert sich die Erkrankung bei der Geburt oder im ersten
Lebensjahr. Geschatzt wird die Inzidenz auf 1:50000 Lebendgeburten in der
Normalbevolkerung, in geographisch isolierten Populationen ist sie jedoch bedeu-
tend hoher (z.B. 1:2500 auf der Arabischen Halbinsel) (Dunne et al., 2004; Glaser
et al., 2000).

Die Mehrzahl der Erkrankungen an HI treten sporadisch auf, aber es gibt auch
familiare Formen mit homozygoten, zusammengesetzt heterozygoten oder rein
heterozygoten Genmutationen (Thomas et al., 1995; Nestorowicz et al., 1997;
Huopio et al., 2000; Magge et al., 2004). Therapeutisch ist bei mildem Krankheits-
verlauf die Gabe des K, p-Kanal6ffners Diazoxid oder sogar nur eine spezielle
Diat ausreichend, in Uber 90% der Falle ist jedoch die subtotale Pankreatektomie
indiziert, die aufgrund der resultierenden pankreatischen Insuffizienz in einen
iatrogenen Diabetes mellitus mundet.

Als Krankheitsursache liegen in etwa 50% der Falle Mutationen im SUR1-Gen
(ABCCS8) vor, wobei hier mehr als 100 verschiedene Formen beschrieben wurden
(Dunne et al., 2004; Glaser et al., 2000). Hinsichtlich der funktionellen Auswirkun-
gen unterscheidet man Mutationen der Klasse 1 und 2: Bei Klasse 1-Mutationen
kommt es zu einem Verlust von K,;,-Kanélen in der Plasmamembran, was durch
beeintrachtigte SUR1-Synthese, veranderte SUR1-Reifung, defekten Kanal-
zusammenbau oder fehlerhaften Membrantransport an die Oberflache hervor-
gerufen sein kann (Dunne et al., 2004; Taschenberger et al., 2002; Partridge et
al., 2001; Yan et al., 2004). Da SUR1 fur die Oberflachenexpression des Kz6.2
erforderlich ist, fehlt letzterer ebenso (Zerangue et al., 1999). Klasse 2-Mutationen
hingegen beeintrachtigen die Fahigkeit von MgADP (s. 1.4.4), die Kanalaktivitat
heraufzusetzen, womit die Hemmung durch ATP dominiert und der Kanal sogar
bei einer niedrigen Blutglucosekonzentration permanent geschlossen bleibt
(Dunne et al., 2004; Huopio et al., 2000; Nichols et al., 1996). Viele der Klasse 2-
Mutationen haben ihren Ursprung in der Nukleotid-Bindungsdomane (s. 1.4.3) des
SUR1.

Weiterhin kénnen bestimmte Mutationen im SUR1 (z.B. R1353H) die familiare

Leuzin-sensitive HI hervorrufen, bei welcher die Aufnahme der essentiellen
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Aminosaure Leuzin zu einer reaktiven Hypoglykamie fuhrt, was aber nur ein
leichtes Krankheitsbild bedingt (Magge et al., 2004). Aufgrund dieser Mutationen
ist der K,rp-Kanal nur noch eingeschrankt empfindlich gegenlber einer Stimulati-
on durch MgATP. Durch eine (auch bei Gesunden zu beobachtende) Leuzin-
induzierte Zunahme der ATP-Produktion in der B-Zelle kommt es dann zu einem
Uberwiegen der Kanalhemmung mit gesteigerter Insulinsekretion. Auch kann eine
vorausgegangene Behandlung mit dem Kanalblocker Tolbutamid (s. 1.7.1) zu
einer Zunahme der Leuzin-Sensitivitat fuhren.

Mutationen im Kz6.2 als Ursache fur HI sind wesentlich seltener als jene im SUR
(Nestorowicz et al., 1997; Thomas et al., 1996; Henwood et al., 2005). Hier
kommt es ebenfalls zur Abnahme oder zum Verlust der Aktivitat des K,;p-Kanales
mit Entkoppelung der Insulinsekretion vom aktuell herrschenden Blutzucker-
spiegel.

Schliel3lich kbnnen auch Mutationen in den metabolischen Enzymen Glucokinase
(GCK) (Gloyn, 2003; Glaser et al., 1998), Glutamat-Dehydrogenase (GLUD1)
(Stanley et al., 1998) und SCHAD (short-chain L-3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydroge-
nase) (Molven et al., 2004) milde Formen der HI auslésen, die sich gut mit dem
Offner Diazoxid (s. 1.7.2) behandeln lassen (Dunne et al., 2004), oder im Falle
der GCK-Mutation sogar eine diatetische Therapie ermdglichen (Gloyn et al.,
2003).

Hingegen erfordern Mutationen im SUR1 oder Kz6.2, welche schwere Formen
der HI auslésen, im allgemeinen die subtotale Pankreatektomie, da sie sich
gegenuber Diazoxid refraktar zeigen (Dunne et al., 2004; Henwood et al., 2005).
Neuerdings mehren sich die Hinweise, dal} die durch bestimmte Mutationen im
SUR1 verursachte HI im weiteren Verlauf in einen Diabetes mellitus Typ 2 (s.
1.6.4) Ubergehen kann (Huopio et al., 2000; Gribble et al., 1998b). Es wird vermu-
tet, dal® die mit der reduzierten Aktivitat der K, ,-Kanale einhergehende Dauerde-
polarisation der B-Zellmembran fiir einen standigen Einstrom von Ca*-lonen
sorgt, welcher die Apoptose aktiviert und somit zu einer schwindenden Zahl an [3-
Zellen fuhrt.
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1.6.2 Neonataler Diabetes

Diese seltene Stoffwechselstorung (1:400000 Geburten) ist gekennzeichnet durch
eine sich in den ersten 6 Lebensmonaten entwickelnde Hyperglykamie, die eine
Therapie mit Insulin erforderlich macht. Es lassen sich zwei Formen unterschei-
den: der permanente (PNDM) und der transiente neonatale Diabetes mellitus
(TNDM). Letzterer bildet sich Ublicherweise in einem Zeitraum von 3 bis 6 Mona-
ten wieder zuruck. Ungefahr die Halfte aller Betroffener mit PNDM weisen heter-
ozygote Mutationen im K z6.2 auf, welche die Kanalaktivitat erhdhen (sogenannte
»gain-of-function“-Mutationen) (Gloyn et al., 2004; Sagen et al., 2004; Gloyn et al.,
2005). Patienten mit TNDM zeigen normalerweise Storungen beim Imprinting des
Chromosoms 6924 (Temple et al., 1995).

Bis zum heutigen Zeitpunkt sind insgesamt 20 Mutationen in 14 verschiedenen
Abschnitten des Kz6.2-Kanales bekannt, welche den neonatalen Diabetes ver-
ursachen konnen. Diese treten gehauft im Bereich der ATP-Bindungsstelle auf,
wobei hier haufig die Aminosaurereste V59 und R201 betroffen sind.

Durch die gain-of-function-Mutationen entstehen unterschiedliche Krankheits-
auspragungen, die sich bezlglich des Schweregrades unterscheiden. Die haufigs-
te Klasse der Mutationen ist fur die Entstehung des PNDM ohne weitere beglei-
tende Symptome verantwortlich. Auf die intravendse Verabreichung von Glucose
reagieren diese Patienten nur mit einer aulRerst geringen, inadaquaten Insulinse-
kretion; erstaunlicherweise ruft die Gabe von Sulfonylharnstoffen eine normale
Insulinantwort hervor (Gloyn et al., 2004; Sagen et al., 2004; Zung et al., 2004;
Proks et al., 2004). Andere Mutationsklassen verursachen zusatzlich zum neona-
talen Diabetes gravierendere Symptome wie verzdgertes Sprechen und Gehen
und Muskelschwache (Gloyn et al., 2004; Vaxillaire et al., 2004; Massa et al.,
2005). Eine schwere Form des neonatalen Diabetes stellt das DEND-Syndrom
dar mit Entwicklungsverzogerung, Muskelschwache, Epilepsie und kraniofazialen
Dysmorphien (Gloyn et al., 2004; Proks et al., 2004; Proks et al., 2005). Jedoch
gibt es auch Mutationen, die eine noch geringere Symptomatik als beim PNDM
hervorrufen, z.B. den oben genannten TNDM. Desweiteren ist eine Mutation

bekannt, welche unterschiedliche Schweregrade des Diabetes erzeugt, die vom
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TNDM bis zum Diabetes des beginnenden Erwachsenenalters (Beginn 22.-26.
Lebensjahr) reicht, wobei letzterer dem MODY (maturity-onset diabetes of the
young) ahnelt (Yorifuji et al., 2005).

Der pathophysiologische Mechanismus der gain-of-function-Mutationen besteht in
der verminderten Fahigkeit des Nukleotides ATP, den K,;,-Kanal zu blockieren,
was zu einer Erhéhung der Stromamplitude des Kanales fluhrt und somit die
Zellmembran hyperpolarisiert (Gloyn et al., 2004; Gloyn et al., 2005; Proks et al.,
2004; Proks et al., 2005). Hierbei ist eine Korrelation zwischen dem klinischen
Schweregrad der Erkrankung und dem Ausmalf der Unempfindlichkeit gegenuber
ATP festzustellen: je schwacher die Hemmung des Kanals durch ATP, desto
groler die Beeintrachtigung der Insulinsekretion.

Die molekularen Mechanismen der verminderten ATP-Empfindlichkeit sind vielfal-
tig und bedurfen noch weiterer Aufklarung (Proks et al., 2004; Proks et al., 2005).
Zum einen kann durch Mutation die ATP-Bindung direkt an der am K 6.2 lokali-
sierten Bindungsstelle beeintrachtigt sein, so z.B. beim neonatalen Diabetes
(Gloyn et al., 2004; Gloyn et al., 2005; Proks et al., 2004; John et al., 2003). Im
Gegensatz dazu betreffen Mutationen, welche das DEND-Syndrom auslosen, die
Kanalhemmung durch ATP nur indirekt, indem sie den Offenzustand des Kanales
stabilisieren und dessen SchluRfahigkeit behindern (Proks et al., 2004; Proks et
al., 2005). Die Lokalisation derartiger Mutationen liegt in den fur die Kanals-
teuerung zustandigen Regionen, z.B. im Kz6.2 (V59G). SchlieBlich scheinen
manche Mutationen sowohl die intrinsische Steuerung als auch die ATP-Bindung
zu beeinflussen (Proks et al., 2004; Proks et al., 2005). Handelt es sich bei den
Mutationen um heterozygote Zustande, so entsteht fur den aus 4 Monomeren
bestehenden Kz6.2 in den Zellen ein Mosaik zwischen 0 und 4 mutierten Unter-
einheiten. Jedoch erst wenn alle 4 Untereinheiten mutiert sind, wirkt sich der
Defekt auf die ATP-Bindung aus. Insgesamt betrachtet ist daher die Anderung der
ATP-Empfindlichkeit in der durchschnittlichen Kanalpopulation nur gering ausge-
pragt (Gloyn et al., 2004; Gloyn et al., 2005; Proks et al., 2004). Anders verhalt es
sich bei Mutationen, welche die Kanalsteuerung betreffen. Hier wird der Offen-

zustand des Kanales durch die zunehmende Anzahl an Mutanten-Untereinheiten
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energetisch stabilisiert (Proks et al., 2004) und die ATP-Empfindlichkeit von Uber
90% der in einer heterozygoten Population vorhandenen Kanale ist betroffen.
Dies unterstreicht die Bedeutung der Heterozygotie im Zusammenhang mit dem
Schweregrad einer Mutation bei gain-of-function-K,r-Kanalopathien.

In der Behandlung des neonatalen Diabetes mussen zwei Ansatze berucksichtigt
werden. Neuere Studien zeigen, daly der PNDM (ohne Begleitsymptomatik) gut
auf Sulfonylharnstoffe anspricht (Gloyn et al., 2004; Sagen et al., 2004; Zung et
al., 2004). Kanale mit der Mutation fur eine erhdhte Offenwahrscheinlichkeit sind
jedoch weniger empfindlich gegenuber diesen Kanalblockern (Proks et al., 2004),
weshalb hier zusatzlich Insulin (in Kombination mit einem Sulfonylharnstoff)

gegeben wird.

1.6.3 MODY (maturity-onset diabetes of the young)

Diese Diabetesform mit Dysfunktion der 3-Zellen folgt einem autosomal-dominan-
ten Erbgang und tritt im frihen Erwachsenenalter auf (Gloyn, 2003; Fajans et al.,
2001). Sie wird durch Mutationen in einem von wenigstens sieben unterschiedli-
chen Genen verursacht. So rufen heterozygote Mutationen mit einem Funktions-
verlust der Glucokinase den MODY2 hervor, welcher oft asymptomatisch verlauft
und nur maRig erhodhte Blutzuckerwerte mit sich bringt. Im Gegensatz hierzu
verursachen homozygote Mutationen dieses Enzymes eine ausgepragtere Sto-
rung des B-Zellmetabolismus mit konsekutiver Entstehung eines permanenten
neonatalen Diabetes (PNDM, s. 1.6.2). Funf weitere MODY-Gene kodieren fur
verschiedene Transkriptionsfaktoren, die sowohl fir die Entwicklung der 3-Zellen
als auch fur die Expression von den Glucosestoffwechsel regulierenden Genen
verantwortlich sind. Dabei kommt es Uber den gestérten Glucosestoffwechsel zu
einem Mangel an inhibitorisch wirksamen ATP, und die Kanale bleiben offen.
Schlie3lich kdnnen auch Mutationen im Kz6.2 selbst einen MODY auslosen
(Yorifuji et al., 2005).
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1.6.4 Diabetes mellitus Typ 2 (NIDDM)
Der nicht insulinabhangige Diabetes mellitus (NIDDM), kurz Typ 2-Diabetes, ist

eine polygene Erkrankung, die durch angeborene Faktoren und Umwelteinflisse
(Hyperalimentation und Adipositas) verursacht wird. Gewohnlich manifestiert er
sich erst im spateren Erwachsenenalter. Pathogenetisch spielen vor allem eine
herabgesetzte Insulinempfindlichkeit (Insulinresistenz) und eine gestorte Insulin-
sekretion der B-Zellen eine Rolle. Da der K,,-Kanal der B-Zelle die Insulinsekreti-
on an den Blutzuckerspiegel koppelt, ist anzunehmen, dal® Mutationen dieses
Kanals existieren, die den Typ 2-Diabetes mitverursachen konnen.

Im Kz6.2 Gen wurde der Polymorphismus E*K gefunden, bei dem in Position 23
die Aminosaure Glutamat (E) durch Lysin (K) ersetzt ist (Hansen et al., 1997). Bei
europaischen Kaukasiern tritt der Basenaustausch heterozygot mit einer Haufig-
keit von ~45% auf (Gloyn et al., 2001; Sakura et al., 1996; Inoue et al., 1997), die
Haufigkeit der KK Homozygoten (bei denen in beiden Allelen E durch K ersetzt ist)
betragt ~13%. Es konnte gezeigt werden, daf® zwischen dem Auftreten von Typ-2
Diabetes und der homozygoten Form des E**K-Polymorphismus eine deutliche
Assoziation besteht (Gloyn et al., 2001; Hani et al., 1998). Der E*K-Polymor-
phismus bewirkt dabei eine erhdhte spontane Offenwahrscheinlichkeit und eine
verminderte Sensitivitat des Kg6.2 fur ATP. Zusammen fuhrt dies zu einer Erho-
hung der fur die Insulinsekretion nétigen ATP-Konzentration (~1.5-fach/~3.1-fach
fur den E/K / K/K Polymorphismus) (Schwanstecher et al., 2002). Dartberhinaus
verstarkt die E*°K-Mutation die Empfindlichkeit des Kz6.2 gegeniiber dem Lipid
Oleoyl-CoA, womit die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals in der B-Zelle erhéht
und konsekutiv die Insulinsekretion vermindert wird (Riedel et al., 2003).
Zusatzlich kénnen ein stiller Polymorphismus (AGG1273AGA) und Mutationen im
Promotorbereich des SUR1-Genes in Kombination mit der E*K-Mutation ein bis
zu 6-fach erhdhtes Risiko fur einen NIDDM mit sich bringen (Laukkanen et al.,
2004; Riedel et al., 2005).

Auch Polymorphismen in den Transkriptionsfaktoren HNF1a und HNF4«, sowie
in dem Enzym Glucokinase (Triggs-Raine et al., 2002; Stone et al., 1996; Weedon
et al., 2004) und in Genen des mitochondrialen Stoffwechsels (Sesti et al., 2003;
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Poulton et al., 2002) bewirken ein erhdhtes Risiko fur die Entstehung eines Diabe-
tes mellitus Typ 2. Vermutlich ist hierfir eine gestorte Stoffwechselkontrolle der

K.rp-Kanalaktivitat verantwortlich.

1.7 Pharmakologie der K,;.-Kanale

1.7.1 K,;p-Kanal-Blocker
Sulfonylharnstoffe (SU) wie Tolbutamid und Glibenclamid (GBC) zahlen zu den

klassischen Blockern des K, p-Kanals. Als weitere chemische Gruppe kommen
die Glinide (z.B. Repaglinid, Nateglinid), bei denen die saure Sulfonylgruppe
durch eine Carboxylgruppe ersetzt ist. Die Sulfonylharnstoffe werden in die
kurzkettigen Erst- (z.B. Tolbutamid) und langkettigen Zweitgenerationsabkémm-
linge (z.B. GBC) eingeteilt; letztere besitzen zusatzlich eine Benzamidogruppe
und vereinen so beide chemischen Klassen. Die Glinide werden als neuere
Substanzen der dritten Generation der SU zugeordnet (s. Abb. 5).

Sulfonylharnstoffe und Benzamidoverbindungen binden an die B-Untereinheit
SUR des K,+p , fordern durch Kanalblock die Insulinfreisetzung und werden daher
mit Erfolg bei der Behandlung des Typ 2-Diabetes eingesetzt. Aufgrund der
héheren Affinitat zu SUR1 sind die Wirkungen von Tolbutamid und GBC vornehm-
lich auf die B-Zellen des Pankreas beschrankt (Gribble et al., 1998c). Da GBC
auch andere K,;p-Kanale inhibieren kann, sind Arzneimittelnebenwirkungen
durchaus denkbar. Allerdings liegt der therapeutische Blutspiegel von Gliben-
clamid zwischen 1-10 nM (Matsuda et al., 1983; Coppack et al., 1990; Leibowitz
und Cerasi, 1996) und somit unterhalb den publizierten IC,,-Werten von 27 nM fur
SUR2A/Kz6.2-Kanale (Gribble et al., 1998c; Russ et al., 2001) und 40-100 nM fur
NDP-abhangige K, p-Kanale in Gefallen (Beech et al., 1993; Russ et al., 1997).
Fraglich ist allerdings, ob eine Langzeitbehandlung mit dem haufig eingesetzten
GBC zur Schadigung des Herzens fuhrt (Smits und Thien, 1995; Leibowitz und
Cerasi, 1996), wobei die groflangelegte britische Diabetesstudie UKPDS keine

Hinweise fur derartige unerwunschte Arzneimittelwirkungen fand. Insbesondere
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Struktur von K,;.-Kanal-Blockern der ersten, zweiten und dritten Generation

Die unterschiedlichen Substanzen verfligen Uber eine zentrale lipophile Bindungsstelle
(Benzolring), von dem rechts eine funktionelle Gruppe mit negativer Ladung (NH-azide
Verbindung: z.B. Sulfonylharnstoffgruppe) mit ankonjugiertem lipophilen Rest (lipophile Tasche)
abgeht. Auf der linken Seite ist Uber eine Ethyl-Gruppe, die an eine Amidgruppe gebunden ist,

eine substituierte lipophile Gruppe gebunden.

bei Repaglinid liegen hinsichtlich einer etwaigen herzschadigenden Wirkung noch

zu wenig Daten vor, um dies abschlieltend zu beurteilen (Quast et al., 2004).

Zu den unerwilnschten Wirkungen auf das Herz kénnte die Hemmung der

kardioprotektiv-wirksamen Offnung von K, ,-Kanalen in der friihen Ischamie, aber

auch die Erh6hung des Koronarwiderstandes durch Hemmung von glattmuskula-

ren K,p-Kanalen beitragen (Quast et al., 2004).

Fur beide Strukturklassen sind am SUR Hochaffinitatsbindungsstellen vorhanden.

Desweiteren ist eine Hemmung durch niederaffine Bindung der Substanzen an die

o-Untereinheit Kz6.2 beschrieben, die sich jedoch erst in sehr hohen Konzen-

trationen zeigt (Gribble et al., 1998c; Gros et al., 1999).
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Die Einteilung der SUR-Isoformen kann anhand ihrer Sulfonylharnstoff-Empfind-
lichkeit erfolgen: Man unterscheidet so Hochaffinitats- von Niederaffinitatsrezepto-
ren. Der im Pankreas vorkommende SUR1 ist hochaffin fir GBC, dessen Gleich-
gewichtsdissoziationskonstante K, in Radioligandbindungsstudien mit *H-GBC
betrug an nativen B-Zellen 0.3 - 7 nM (Schwanstecher et al., 1992; Ashcroft und
Ashcroft, 1992) und in SUR1-transfizierten HEK 293-Zellen ~ 5-7 nM (Ammélé et
al., 1996b; Hambrock et al., 2002a; Hambrock et al., 2002b). Bei Koexpression
mit Kz6.2 ergab sich eine Zunahme der Affinitat mit einem K,-Wert von 0.45 nM
(Quast et al., 2004). Die halbmaximale Inhibitionskonzentration IC,, des Kanal-
blocks lag im nativen wie auch im rekombinanten System < 10 nM (Babenko et
al., 1998). Die Bindung von Tolbutamid an den pankreatischen K,;,-Kanal erfolgt
hingegen mit einer IC,, von wenigen uM deutlich weniger affin als GBC (Ammal3
et al., 1996a; Gribble et al., 1998c).

Die SUR2-Isoformen wurden lange als niederaffine Rezeptoren fur Sulfonylharns-
toffe betrachtet. Jedoch haben neuere Untersuchungen eine Bindungskonstante
Kp fur GBC von ~ 20-30 nM an SUR2A (Stephan et al., 2005) und SUR2B
(Loffler-Walz et al., 2002) gezeigt. Auch hier erhdht die Koexpression die GBC-
Empfindlichkeit, wobei dieser Effekt bei Kz6.2 ausgepragter ist als bei Kz6.1
(Quast et al., 2004; Winkler/Stephan, in Vorbereitung).

Tolbutamid fuhrt zwar zur SchlieBung des K,;p-Kanals der B-Zelle, lalkt aber
kardiale K,p-Kanale (SUR2A/Kg6.2) unbeeinfluRt. Man geht daher davon aus,
dall SUR2A keine Hochaffinitatsbindungsstelle fur Tolbutamid (bzw. kurzkettige
Sulfonylharnstoffe) besitzt (Venkatesh et al., 1991; Gribble et al., 1998c). Repagli-
nid hingegen bindet sowohl an kardiale als auch an -Zell K,;,-Kanale mit gleicher
Affinitat (K, im mikromolaren Bereich) (Gribble et al., 1997b; Stephan et al., 2005;
in Vorbereitung). Es scheinen somit beide B-Untereinheiten, SUR1 und SUR2A,
Uber eine Bindungsstelle fur Benzamido-Verbindungen zu verfligen. Chimaren-
und Mutationsuntersuchungen deuten darauf hin, dal} die Hybridsubstanz GBC
(Sulfonylharnstoff- und Benzamido-Gruppe!) an SUR1 sowohl an die Bindungs-

stelle fur kurzkettige Sulfonylharnstoffe als auch an diejenige fur Benzamido-
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Verbindungen bindet (Aguilar-Bryan et al., 1995; Ashfield et al., 1999; Mikhailov
und Ashcroft, 2000; Quast et al., 2004; Bryan et al., 2005; s. Abb. 6).
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Abbildung 6: Modell der Bindungsstellen fiir K,;,-Kanal-Blocker an SUR1 und
SUR2A (nach Ashcroft und Gribble, 1999)

Die Bindung der Hybridsubstanz GBC kann Uber die Benzamidogruppe (B) und die
Sulfonylharnstoffgruppe (S) erfolgen.

Zur Vereinfachung ist der K,;p-Kanal unvollstandig mit jeweils nur einer o~ und -
Untereinheit dargestellt.

Substanzen, die ausschlieBlich mit der S-Bindungsstelle interagieren, werden als
SUR-selektiv bezeichnet (kurzkettige Sulfonylharnstoffe und Nateglinid), wohinge-
gen Benzamidoverbindungen (z.B. Repaglinid und Meglitinid) als unselektive
Liganden gelten.

Am B-Zell K fiihrt die Bindung von MgATP und MgADP zur Dissoziation der *H-
GBC-Bindung (mit dem Radioisotop Tritium markiertes GBC) (Niki et al., 1990).
Schwanstecher et al., 1992 konnten zeigen, dal} die scheinbare K, des GBC
keine lineare Funktion der MgATP-Konzentration darstellte und somit eine kompe-
titive Inhibition zwischen GBC und MgATP nicht anzunehmen war (s. Hambrock
et al., 2002a). Man nimmt deshalb an, dal die Bindung von MgATP/MgADP an
die Nukleotidbindungsfalten (NBF) die GBC-Bindungsstelle modifiziert. Einen
klaren Beweis fur die Kommunikation zwischen NBF und GBC-Bindungsstelle

lieferten Ueda et al., 1999a. Sie demonstrierten die konzentrationsabhangige
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Dissoziation von vorher gebundenem 8-azido-[a->*P]JATP von SUR1 durch die
Applikation von GBC in Anwesenheit von MgATP oder MgADP.

Uber die Anzahl der Sulfonylharnstoffmolekiile, die nétig sind, um den K, zu
schliel3en, herrscht Uneinigkeit. Dorschner et al., 1999 postulierten, dal3 die
Bindung eines Moleklles fur den Kanalschlud ausreicht, wahrend eine Studie von
Russ et al., 1999 an Kz6.1/SUR2B ergab, dal} alle vier Bindungsstellen besetzt

sein mussen.

1.7.2 K,;p-Kanal-Offner (KCO)

Die K, --Kanal-Offner (KCO, K,;» channel opener) werden anhand ihres unter-
schiedlichen chemischen Aufbaus in verschiedene Strukturklassen eingeteilt (s.
Tab. 2 und Abb. 7).

Strukturklasse Wirkstoff
Benzopyrane Levcromakalim
Benzothiadiazine Diazoxid
Cyanoguanidine Pinacidil, P1075
Pyrimidine Minoxidilsulfat

Tabelle 2:
Wichtige chemische Strukturklassen von KCO und zugehorige Wirkstoffe

Wichtige Vertreter der KCO der ersten Generation sind Diazoxid und Minoxidilsul-
fat. Sie wirken unter physiologischen ATP-Konzentrationen selektiv am vaskula-
ren K,;p-Kanal (SUR2B/K;6.1) und werden bei therapierefraktarer Hypertonie und
zur Behandlung hypertensiver Krisen eingesetzt, haben jedoch aufgrund schwerer
Nebenwirkungen in der modernen Pharmakotherapie kaum eine Bedeutung.
AuRerdem besitzt Diazoxid die Fahigkeit, den K,;p,-Kanal der B-Zellen
(SUR1/Kg6.2) zu 6ffnen und wird daher bei der Therapie von Hyperinsulinamien
beim Insulinom, sowie beim HI - falls der mutierte Kanal Diazoxid-emfindlich ist -
eingesetzt (vgl. 1.6.1). Ein weiterer Offner, Nicorandil, eignet sich zur Behandlung

der Angina pectoris, da er neben der K,;,-Kanal6ffnung auch die Guanylatcyclase
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in glatten GefalBmuskelzellen aktivieren kann (Karow, 2002; Quast, 1996a).

Cromakalim und P1075 sind vor allem experimentell bedeutsame Substanzen.
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Abbildung 7: Strukturformeln von K,,-Kanal-Offnern

Verschiedene neuentwickelte KCO lassen auf den Einsatz als Kardioprotektiva
(Atwal et al., 1993; Grover et al., 1995c), bei der bronchialen Atemwegshyperrea-
gibilitat (Buchheit und Fozard, 1999) und der Dranginkontinenz (Yu und de Groat,
1998; Li, 1997) hoffen.

Die Bindungsstelle der K,;,-Kanal-Offner befindet sich auf der B-Untereinheit SUR
(Hambrock et al., 1998; Schwanstecher et al., 1998). KCO bendtigen zur hoch-
affinen Kanaléffnung und zur Bindung am Rezeptor hydrolysierbares MgATP oder
MgADP (positiv allosterische Koppelung) (Schwanstecher et al., 1992; Quast et
al., 1993; Dickinson et al., 1997; Loffler und Quast, 1997; Schwanstecher et al.,
1998; Hambrock et al., 1999). Die Datenlage zur Regulation der KCO-Bindung am
SUR durch Nukleotide ist keineswegs eindeutig (Russ et al., 2003; Ashcroft,
2000). Zur Zeit geht man davon aus, daf} die Bindung von MgADP an die NBF2
zusammen mit der Offnerbindung eine Konformation des Kanals stabilisiert, die
ihn fur die inhibitorische Wirkung von ATP am Kg6.2 unempfindlich macht. Zu-
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satzlich spielen moglicherweise ATPase-Aktivitaten der NBF eine Rolle
(Schwanstecher et al., 1998; Bienengraeber et al., 2000; Zingman et al., 2001).

Wie Hambrock et al., 1999 zeigen konnten, bewirken Varianten in den 42 C-
terminalen Aminosauren eine 4-5-fach niedrigere Affinitat fur die Offnerbindung an
SUR2A im Vergleich zur Bindung an SUR2B. Dies zeigt, dall neben dem C-
Terminus auch der restliche Anteil von SUR die Affinitat beeinflusst. Uhde et al.,
1999 konnten zwei Regionen der TMD2 von SUR2B identifizieren, die fir die
hochaffine Bindung von P1075 verantwortlich sind. Beide Regionen befinden sich
an SUR2B in intrazellularen Schleifen und bilden dabei die Bindungstasche flr
P1075 aus. Ersetzt man bei dem normalerweise fir Offner unempfindlichen SUR1
die entsprechenden Regionen durch jene von SUR2, kann man die Affinitat des
so mutierten SUR fur P1075 in den submikromolaren Bereich steigern (Hambrock
et al., 2004).

In ahnlicher Weise konnte die Bindungsstelle des Benzopyrans Levcromakalim
ebenfalls auf der TMD2 von SUR2A lokalisiert werden (D'hahan et al., 1999). Ein
Austausch dieser Domane durch den entsprechenden Bereich von SUR1 hob die
Wirkung von Levcromakalim auf.

Fur die Diazoxidinteraktion konnte keine strenge Verbindung zu einer bestimmten
Domane hergestellt werden. Unterschiede in der Wirksamkeit von Diazoxid bei
K,re-Kanalen mit SUR1 oder SUR2A als B-Untereinheit kdnnten demnach auf
unterschiedlicher Signaltransduktion von der Bindung hin zur Kanaléffnung beru-
hen. Dies wird durch Bindungsstudien an rekombinanten SUR1 und SUR2B
unterstutzt, die fur Diazoxid ahnliche K, -Werte ergaben (Schwanstecher et al.,
1998; Hambrock et al., 1999; Russ et al., 2003).
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1.8 Modulation von K,;,-Kanalen durch negativ gelade-
ne Lipide

1.8.1 Modulation durch PIP, und DOGS-NTA
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,, s. Abb. 8) ist ein in der Zellmembran

vorkommendes Phospholipid, das aus einer negativ geladenen Kopfgruppe

(phosphorylierte Hydroxylgruppen des mehrwertigen Zuckers Inositol) besteht und
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Abbildung 8: Strukturformel von PIP, (L-a-phosphatidyl-D-myo-inositol-4,5-bisphosphat)

daran anschlieRend, Uber Veresterung mit Glycerol, einen langen hydrophoben
Fettsaurerest besitzt. Es ist das Vorlaufermolekul von IP, (Inositol-1,4,5-trisphos-
phat) und DAG (Diacylglycerol), sowie auch von PIP, (Phosphatidylinositol-1,4,5-
trisphosphat) und damit ein funktionell wichtiger Ligand an zahlreichen lonenkana-
len und Transportern (Hilgemann et al., 2001). Einerseits kann die Bindung von
PIP, eine rein konstitutive Rolle bei der Stabilisierung des aktiven Zustandes
eines lonenkanals spielen. Auf der anderen Seite kénnen Anderungen in der PIP,-
Konzentration der Membran als Signale benutzt werden, um die Offenwahr-
scheinlichkeit von lonenkanalen zu regulieren. Durch die G-Protein-aktivierte
Phospholipase C wird PIP, in DAG (Diacylglycerol) und IP, gespalten, welche
wichtige Ubertragersubstanzen bei der intrazellularen Signaltransduktion dar-
stellen und z.B. durch Aktivierung von Proteinkinasen oder Freisetzung von Ca**
aus dem endoplasmatischen Retikulum verschiedenste Stoffwechseleffekte
hervorrufen. Schlieflich ist PIP, durch Interaktion mit diversen Hullproteinen und
Dynamin auch bedeutsam fur den Membranflu®, besonders bei der Knospung
und der Ruckgewinnung von Membranmaterial (Lee et al., 1999; Czech, 2003).

PIP, ist ein potenter Aktivator von K,--Kanéalen, sowie auch von Na* und Ca*-

Carriern. Es erhoht die Offenwahrscheinlichkeit der K,.-Kanale (Hilgemann und
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Ball, 1996; Fan und Makielski, 1999), indem es ihre ATP-Sensitivitat herabsetzt
(Baukrowitz et al., 1998; Shyng und Nichols, 1998; Baukrowitz und Fakler, 2000).
Untersuchungen an kardialen K,;p-Kanalen (SUR2A/K36.2) haben ergeben, dal
diese eine betrachtliche Variabilitat in der Empfindlichkeit gegenuber ATP und
GBC besitzen (Krauter et al., 2001). Dies wurde auf den in der Zellmembran
schwankenden Gehalt an Phospholipiden wie PIP, zurtickgefuhrt. Entsprechend
dem metabolischen Zustand der Zelle wird vermehrt PIP, gebildet oder abgebaut
und so der Arbeitspunkt der Kanale hinsichtlich ihrer ATP-Sensitivitat moduliert.
So fuhrt die Aktivierung der Phospholipase C zu einer Abnahme der PIP,-Konzen-
tration (Stauffer et al., 1998) und einer Zunahme der Hemmbarkeit durch ATP
(Baukrowitz et al., 1998; Xie et al., 1999), wohingegen die Uberexpression von
Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-Kinase die Empfindlichkeit gegenuber ATP
reduziert (Shyng et al., 2000a).

Desweiteren konnte PIP, auch die GBC- und Offnereffekte (P1075 und Cromaka-
lim) am K, vollstdndig hemmen. Fir die Modulation der Sensitivitdt gegenuber
GBC und ATP wurden zwei unterschiedliche molekulare Mechanismen angenom-
men (Krauter et al., 2001):

Die ATP-Hemmkurve wurde durch PIP, kompetitiv nach rechts, zu héheren ATP-
Konzentrationen verschoben (Baukrowitz et al., 1998).

Im Gegensatz dazu veranderte sich die GBC-Hemmkurve in nicht-kompetitiver
Weise, indem PIP, die Anzahl GBC-unempfindlicher Kanale heraufsetzte und
somit das Maximum der durch GBC erreichbaren Hemmung reduzierte. Die IC,
der restlichen GBC-empfindlichen Kanale blieb unverandert. Dies ist vereinbar mit
einem allosterischen Hemmechanismus, wobei zwei Kanalzustande in Bezug auf
die GBC-Sensitivitat angenommen werden muissen: GBC-empfindlich und nach
Applikation von PIP, GBC-unempfindlich.

Hinsichtlich der Beeinflussung der Offnerbindung durch Lipide konnte beobachtet
werden, dald PIP, die aktivierende Wirkung der KCO Cromakalim und P1075
deutlich verringerte (Krauter et al., 2001).

Daruberhinaus beobachteten Fan und Makielski, 1997 und Krauter et al., 2001,
dald die Abschwachung der ATP-Bindung durch PIP, mittels Polykationen wie
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Polylysin und Neomycin aufgehoben werden konnte, wobei hier eine direkte
elektrostatische Interaktion zwischen den Polykationen und dem anionischen Lipid
in Betracht gezogen werden mul3. Es zeigte sich aber auch, dal} die PIP-indu-
zierte Abnahme der Sensitivitat gegenltber GBC und KCO durch die Polykationen
nicht beeinfluBbar war. Somit ist anzunehmen, dal} PIP, die ATP-Hemmung Uber
einen Mechanismus moduliert, der sich zumindest teilweise von dem der Modula-
tion der GBC-Hemmung und KCO-Aktivierung unterscheidet (Krauter et al.,
2001).

Weiterhin untersuchten Krauter et al. die fur eine Modulation von K,;,-Kanalen
strukturellen Erfordernisse von Lipiden. Dabei wurde die Fahigkeit unterschiedli-
cher Lipide betrachtet, Einflu® auf die ATP- und GBC-Inhibition und Aktivierung
durch KCO zu nehmen.

Das Zwitterion PC (Phosphatidylcholin), das neutrale DOG (Dioleoylglycerol) und
das schwach negativ geladene Pl (Phosphatidylinositol) hatten keinen Effekt auf
die Sensitivitat von K,;,-Kanalen gegentber ATP, GBC und P1075. Im Gegensatz
dazu waren die stark negativ geladenen Phosphatidylinositolphosphate (P1(4)P,
P1(4,5)P,, PI(3,4)P, und PI(3,4,5)P,) potente Modulatoren aller drei betrachteten
Bindungseigenschaften. Daher ist fur die Lipidwirkung an K,.-Kanalen eine
negativ geladene Kopfgruppe und ein hydrophober Fettsaurerest von entschei-
dender Bedeutung. Dabei ist es unbedeutend, durch welche Molekulgruppen die
negativen Ladungen gestellt werden, da auch das kunstliche Lipid DOGS-NTA
(dioleoylglycerol-succinyl-nitrilotriacetic acid, s. Abb. 9) mit seiner negativ ge-
ladenen NTA-Kopfgruppe (Nitrilotriessigsaure) als voller Ersatz fur die PIPs mit

ihrem phosphorylierten Inositolring betrachtet werden kann.

Die Frage nach dem Mechanismus der Interaktion von PIP, mit ATP wurde mittels
eines fluoreszierenden ATP-Analogons, dem 2,4,6,-Trinitrophenyl (TNP-ATP
untersucht (MacGregor et al., 2002). Es zeigte sich eine Kompetition zwischen

Lipiden und ATP um die Bindungsstelle am Carboxy-Terminus des Kz6.1 und 6.2.
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Abbildung 9:
Strukturformel des kiinstlichen Lipids DOGS-NTA (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-
{IN(5-Amino-1-Carboxypentyl)iminodiAcetic Acid]succinyl})

Neuerdings konnte am Amino-Terminus des Kz6.2 ein Argininrest in Position 54
als eine wesentliche Determinante der PIP,-Wechselwirkung identifiziert werden
(Schulze et al., 2003b). Mutationen des Arginins zum neutralen Glutamin (R54Q)
und besonders zum negativ geladenen Glutamat (R54E) setzten die PIP,-Modula-
tion der ATP-Hemmung vollig aulRer Kraft, wohingegen der Austausch von Arginin
mit Lysin (R54K) keine Auswirkungen erkennen liefs. Damit scheinen elektro-
statische Interaktionen zwischen Arginin-54 und PIP, grundlegend flr die Modula-
tion der ATP-Inhibition zu sein.

Ebenso wurden im Bereich des C-Terminus des Kz6.2 an den Positionen 176,
177 und 206 Argininreste (Baukrowitz et al., 1998; Shyng und Nichols, 1998;
Shyng et al., 2000b; Cukras et al., 2002) als bedeutsam flr eine Interaktion mit
PIP, erkannt. Diese fUhrt dazu, dal® die zytoplasmatische Domane des Kanals in
Richtung der Membran gezogen und somit der Offenzustand stabilisiert wird. Im
Gegensatz hierzu wird bei der ATP-Bindung durch Wechselwirkung mit Amino-
saureresten an den Positionen 50, 54, 182, 185, 201, 20b und 334 (Tucker et al.,
1997; Drain et al., 1998; Li et al., 2000; Shyng et al., 2000b) die zytoplasmatische
Domane weg von der Membran gezogen und ein Geschlossenzustand des
Kanals stabilisiert (Enkvetchakul und Nichols, 2003).
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1.8.2 Modulation durch den LC-Acyl-CoA-Ester Oleoyl-CoA
Langkettige (long chain) Acyl-Coenzym A-Ester (LC-Acyl-CoA-Ester) sind wie die
Phosphatidylinositolphosphate amphiphil aufgebaute Substanzen mit einer hydro-
philen anionischen Kopfgruppe in Form des Coenzym A und einem langkettigen
(im allgemeinen > 12 Kohlenstoffatome) gesattigten oder ungesattigten hydropho-
ben Fettsaurerest (s. Abb. 10).
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Abbildung 10: Strukturformel des LC-Acyl-CoA-Esters Oleoyl-CoA

Sie dienen dem Herzen als Hauptstoffwechselsubstrate und stellen die aktivierten
Formen der Fettsauren dar, die wahrend der B-Oxidation im Mitochondrium zur
Energiegewinnung in Form von ATP genutzt werden konnen. Darlberhinaus
spielen sie eine wichtige Rolle bei der Regulation von K,z-Kanélen und verbinden
so den Fettsduremetabolismus mit der elektrischen Aktivitat der Zelle (s. Abb. 11).
Die ersten Untersuchungen zur Wirkung der LC-Acyl-CoA-Ester wurden an inside-
out-patches von pankreatischen B-Zellen der Maus (SUR1/Kz6.2) durchgefihrt
(Branstrom et al., 1997). Es zeigte sich, da® LC-Acyl-CoA-Ester die Aktivitat der
Kare-Kanale stark heraufsetzten und die mittleren Kanaloffnungszeiten verlanger-
ten. Diese potente Aktivierung konnte auch in der Gegenwart verschiedener
ATP/ADP-Konzentrationsverhaltnisse beobachtet werden, und die gleichzeitige
Zugabe von MgADP und CoA-Ester rief einen supra-additiven Effekt auf die
Offnungszeiten hervor. Pathophysiologisch findet diese Beobachtung ihr Korrelat
beim Diabetes mellitus Typ 2, der zu erhdhten Konzentrationen an Oleoyl-CoA in
der 3-Zelle fuhrt.
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Abbildung 11: Regulation der Aktivitit des kardialen K,;,-Kanals durch den
Fettsduremetabolismus; Beziehung zwischen Nukleotid- und Fettsaure-
metabolismus (modifiziert nach Liu et al., 2001a)

An der duferen Mitochondrienmembran werden langkettige Fettsduren mit Coenzym
A konjugiert, und es entstehen die metabolisierbaren langkettigen Acyl-CoA-Ester.
Diese werden mittels eines Transporters zusammen mit Carnitin in die mitochondriale
Matrix transportiert, wo sie als Substrate der B-Oxidation dienen. Im Zytosol
erleichtern die langkettigen Acyl-CoA-Ester die Offnung von K,,-Kanalen, indem sie
die ATP-Sensitivitat reduzieren. Freie Fettsduren und das aus der [-Oxidation
entstandene ATP wirken inhibitorisch auf den Kanal.

Liu et al., 2001a fanden an kardialen Myozyten des Meerschweinchens
(SUR2A/K g6.2) ebenfalls eine Aktivierung der K,;.-Kanale mit gesteigerter span-
nungsabhangiger (zunehmend mit Depolarisation) Offenwahrscheinlichkeit durch
Applikation des LC-CoA-Esters Oleoyl-CoA. Desweitern reduzierte Oleoyl-CoA
die ATP-Sensitivitat der Kanale, so daf} die halbmaximale Inhibitionskonzentration
IC,, fur ATP um Uber das 200-fache anstieg. Durch diese Resistenz gegenuber
ATP koénnte wahrend Phasen des metabolischen Stresses, z.B. einer kardialen
Ischamie oder Hypoxie, die Offnung der K,;--Kanale erleichtert und mit der

resultierenden Abnahme der Erregbarkeit der Zelle Energie eingespart werden.
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Die in Anwesenheit von Oleoyl-CoA beschriebene Insensitivitat gegenuber ATP
zeigte sich auch gegenuber GBC. Dies spricht fur eine Konformationsanderung
des K,rp-Kanals hin zu einem ligandenunempfindlichen Zustand (Alekseev et al.,
1998). Unterstiutzt wird diese Annahme noch durch die Beobachtung, daf} LC-
Acyl-CoA-Ester einen Schutz der Kanale vor Rundown bieten und nach einem
erfolgten partiellen Rundown diese reaktivieren konnten.

Freie Fettsauren, die Vorlaufersubstanzen der LC-Acyl-CoA-Ester inhibierten die
Kare-Kanale (Liu et al., 2001a).

LC-Acyl-CoA-Ester aktivieren sowohl K,p-Kanale aus pankreatischen p-Zellen
(Branstrom et al., 1997) als auch Kanale aus kardialen Myozyten (Liu et al.,
2001a). Pankreatische und kardiale K,;p-Kanale besitzen beide die gleichen -
Untereinheiten (Kz6.2), jedoch unterschiedliche B-Untereinheiten: SUR1 in -
Zellen und SUR2A in Kardiomyozyten. Der Effekt der Ester auf die ATP-Bindung
ist an den Myozyten jedoch viel ausgepragter als an den B-Zellen (Liu et al.,
2001a). Die Mutante Kz6.2A36 (pankreatischer K,;p-Kanal ohne die SUR1-Unter-
einheit) liel sich ebenfalls wie der B-Zell-Wildtyp SUR1/Kz6.2 durch Oleoyl-CoA
aktivieren. Insgesamt lassen diese Beobachtungen den Schluf3 zu, dal} die
Untereinheit Kz6.2 die Bindungsstelle fur Oleoyl-CoA im Pankreas darstellt
(Branstrom et al., 1998; Gribble et al., 1998a). Die sehr viel starkere Wirkung des
Oleoyl-CoA in nativen Kardiomyozyten laldt auch die B-Untereinheit SUR2A
(jedoch nicht SUR1) als Interaktionsbereich flr die Esterbindung in Betracht
kommen, wobei hier zwei Mechanismen denkbar sind: Zum einen konnte die
Interaktion zwischen Lipid und Kz6.2 durch den SUR subtypenspezifisch beein-
fluldt werden, zum anderen konnte die Kanalaktivierung aber auch durch eine
direkte Bindung des Lipides am SUR erfolgen (s. Fragestellung, 1.9).

Liu et al., 2001 verglichen die Effekte der LC-Acyl-CoA-Ester mit denen von PIP,.
Die beiden Lipide zeigen einige Gemeinsamkeiten:

(1) Sie haben keinen Einflull auf die Offenwahrscheinlichkeit der K,;p-Kanale vor
Einsetzen des Rundowns. (2) Sie verandern die ATP-Sensitivitat durch Ver-
schiebung der Affinitat gegenuber ATP. (3) Sie verhindern die Hemmbarkeit durch

Sulfonylharnstoffe.
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Auf der anderen Seite gibt es auch hinsichtlich mehrerer Aspekte Unterschiede:
(1) Durch steigende intrazellulare Ca?*-Konzentrationen kann die Wirkung von
PIP, aufgehoben werden. Oleoyl-CoA 1Rt sich durch die Ca®*-Konzentration nicht
beeinflussen. (2) Oleoyl-CoA bewirkt eine rasche Abnahme der ATP-Empfindlich-
keit, wohingegen PIP, langsamer agiert. (3) Oleoyl-CoA ist ein spezifischer Modu-
lator der K,;p-Kanale (Rohacs et al., 2003), PIP, aktiviert verschiedene Mitglieder
der einwartsgleichrichtenden Kaliumkanale (Fan und Makielski, 1997; Huang et
al., 1998; Rohacs et al., 1999).

Neuere Untersuchungen zur Lipidmodulation der K,.-Kanale zeigen einen fur LC-
Acyl-CoA-Ester (z.B. Oleoyl-CoA) und Phosphatidylinositolphosphate (z.B. PIP,)
identischen Wirkmechanismus (Schulze et al., 2003a). Mutationen im C- und N-
Terminus des Kg6.2 reduzierten sowohl die PIP, - als auch die Oleoyl-CoA-
Modulation der ATP-Empfindlichkeit und machen damit eine gemeinsame Bin-
dungsstelle fur beide Lipide am Kz6.2 plausibel. Weiterhin spielen fur die Lipidbin-
dung elektrostatische Interaktionen eine Rolle, denn Polykationen konnten die
Effekte von Oleoyl-CoA und PIP, auf die ATP-Empfindlichkeit vermindern. Dabei
interagieren wahrscheinlich die Polykationen nicht direkt mit der ATP-Bindungs-
stelle, sondern blockieren die fir die Bindung der Lipide nétigen elektrostatischen
Wechselwirkungen.

Uber den genauen Mechanismus der wechselseitigen Beeinflussung von ATP und
Lipiden herrscht noch Uneinigkeit:

Ein Modell geht von einem allosterischen Inhibitionsmechanismus der Lipide
gegenuber ATP aus. Demnach reduzieren Oleoyl-CoA und PIP, die ATP-Emp-
findlichkeit, indem sie den Offenzustand des K,;,-Kanals stabilisieren (Enkvet-
chakul et al., 2000). Die Beobachtungen lassen sich jedoch auch mit einem
Mechanismus vereinbaren, nach dem Oleoyl-CoA bzw. PIP, und ATP an sich
gegenseitig Uberlappende Bereiche des Kz6.2 binden (Fan und Makielski, 1999;
MacGregor et al., 2002; Enkvetchakul und Nichols, 2003).

Erstaunlicherweise konnte die Kopfgruppe des Oleoyl-CoA, das freie Coenzym A,
mit einem IC,,-Wert von 26533 pM die K,,-Kanadle hemmen. Somit interagiert

Coenzym A alleine mit der inhibitorischen ATP-Bindungsstelle, wohingegen
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Coenzym A als Teil von Oleoyl-CoA mit der aktivierenden Lipidbindungsstelle
wechselwirkt (Schulze et al., 2003a).

Die VerknUpfung der Aktivitat des K,,-Kanals mit dem Fettsaurestoffwechsel der
kardialen Myozyten (s.o.) erlangt unter pathophysiologischen Bedingungen
besondere Bedeutung: Innerhalb der ersten 5 Minuten einer low-flow-Ischamie
steigt die intrazellulare Konzentration an langkettigen Acyl-CoA-Estern im Myozy-
ten an (van der Vusse et al., 1987; van der Vusse et al., 1992). Neely und Feuv-
ray, 1981 stellten eine Zunahme der Konzentration an Acyl-CoA-Ester im Kanin-
chenmyokard von 0.18 auf 0.33 mmol/g Trockengewebe fest. Daruberhinaus
beobachtet man eine Abnahme der Aktionspotentialdauer und eine Zunahme des
K*-Ausstroms, sowie eine Stérung der kontraktilen Funktionen, jeweils bei unver-
anderten intrazellularen ATP-Konzentrationen (Bethell et al., 1998). Es ist vorstell-
bar, dal3 die Zunahme der Acyl-CoA-Ester zu einer Aktivierung der K, p-Kanale
mit den beschriebenen Effekten auf die Aktionspotentialdauer und die lonen-
strome filhren kénnte. Der resultierende verminderte Ca**-Einstrom wiirde eine
Abnahme der Kontraktilitat und damit eine Schonung der Energiereserven bedin-
gen. Die Modulation von K,;,-Kandlen durch LC-Acyl-CoA-Ester im Herzen
wahrend der Initialphase einer low-flow—Ischamie kdnnte also einen effektiven
Energiesparmechanismus darstellen (Liu et al., 2001a).

Neben den regulatorischen Effekten auf K,,-Kanale von Nukleosidtriphosphaten
und Nukleosiddiphosphaten, der Phosphorylierung durch Proteinkinase A oder
Proteinkinase C (PKA/PKC) und des Phospholipides PIP,, wurde jetzt mit Oleoyl-
CoA als dem Vertreter der LC-Acyl-CoA-Ester eine neue Gruppe von Regulatoren
entdeckt, welche die Kanalfunktion an den Stoffwechsel der Fettsauren koppeln.
Dabei gibt es durchaus Uberschneidungen in den Wirkungen der einzelnen
Modulatoren: So fuhren steigende ATP-Konzentrationen direkt zu einem Kanal-
block oder indirekt Uber eine vermehrte Proteinphosphorylierung zu ganz anderen
Effekten. Die zunehmende Bereitstellung von LC-Acyl-CoA-Estern kann einerseits
direkt die Kanale aktivieren, andererseits entsteht durch die nun gesteigerte [3-
Oxidation mehr inhibitorisches ATP (Nichols und Cukras, 2001). SchlieRlich

vermag Oleoyl-CoA auch bestimmte Isoformen der Proteinkinase C (aPKC) zu
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aktivieren, wodurch es in der pankreatischen B-Zelle zu einer Stimulation und/oder

Potenzierung der glucoseinduzierten Insulinsekretion kommt (Yaney et al., 2000).

1.9 Fragestellung der Arbeit

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ergibt sich aus den Beobachtungen von
Krauter et al., 2001, Liu et al., 2001 und Branstrom et Corkey, 1997 (s. 1.8).
Diese Arbeitsgruppen entdeckten, dal3 K,;,-Kanale durch die negativ geladenen
Lipide PIP,, DOGS-NTA und Oleoyl-CoA aktiviert werden kdnnen und ihre Emp-
findlichkeit gegenuber inhibitorischem ATP abnimmt. Ferner konnten lipidmodifi-
zierte Kanale durch GBC nicht mehr geschlossen und durch P1075 nicht mehr
geoffnet werden.

Die lipidinduzierte Abschwachung der ATP-Sensitivitat der Kanale konnte kirzlich
durch die Wechselwirkung von Lipid und ATP an einer identischen Stelle der K;-
Untereinheit nachgewiesen werden (Schulze et al., 2003a). Der Mechanismus der
Lipidhemmung auf die Wirkung der Kanalmodulatoren GBC und P1075 ist hin-
gegen noch unklar: Zum einen ware eine funktionelle Entkopplung der beiden
Kanaluntereinheiten durch die Lipide denkbar. Folglich konnte die lipidmodifizierte
Kr-Untereinheit unempfindlich gegenuber Konformationsanderungen des SUR,
hervorgerufen durch die Bindung der Kanalmodulatoren, werden.

Auf der anderen Seite kdnnten die Lipide zusatzlich am SUR die Bindung der
Modulatoren GBC und P1075 hemmen bzw. erschweren.

Erste vergleichende Bindungsstudien mit den Lipiden PIP,, DOGS-NTA und
Oleoyl-CoA an den verschiedenen SUR-Subtypen zeigten eine direkte Hemmung
der Ligandbindung durch die Lipide (Klein et al., 2005). PIP, erbrachte einen
relativ schwachen inhibitorischen Effekt, DOGS-NTA wirkte deutlich starker,
konnte jedoch von Oleoyl-CoA in seiner Hemmwirkung noch ubertroffen werden.
Die hier durchgefihrten Untersuchungen konzentrierten sich daher auf die Bin-
dungseigenschaften des LC-Acyl-CoA-Ester Oleoyl-CoA, und es wurde versucht,
die folgenden Aspekte der Lipidbindung an die unterschiedlichen SUR-Subtypen
zu beleuchten:

(1) Einflu® von Oleoyl-CoA auf die Bindung des Blockers GBC an SUR1
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a. Welcher Mechanismus liegt der Inhibition durch Oleoyl-CoA zugrunde?
b. Wie wirkt sich die An- oder Abwesenheit von MgATP auf die GBC- und
Oleoyl-CoA-Bindung aus?
c. Welchen Einfluf haben Polykationen auf die Bindung von GBC an SUR1
in der Anwesenheit von Oleoyl-CoA?
(2) Einflul von Oleoyl-CoA auf die Bindung des Offners P1075 an SUR2A
a. Welcher Mechanismus liegt der Inhibition durch Oleoyl-CoA zugrunde?
b. Wie wirkt sich die An- oder Abwesenheit von MgATP auf die P1075- und
Oleoyl-CoA-Bindung aus?
c. Kann die Koexpression von SUR2A mit Kz6.2 die Affinitat fir Oleoyl-
CoA erhdhen?
(3) Einfluly von Oleoyl-CoA auf die Bindung des Blockers GBC an
SUR2A(Y1206S)
a. Gibt es eine Stimulation der GBC-Bindung, die nur bei niedrigen Lipidkon-
zentrationen zu beobachten ist?
Zur Klarung dieser Fragen wurden Radioligandbindungsstudien mit *H-P1075 und
*H-GBC bei 37°C in Membranen aus mit SUR-Subtypen permanent transfizierten
HEK293-Zellen durchgeflhrt (s. Kapitel 2).
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2 Material und Methoden
2.1 Ubersicht

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse wurden anhand von Radioligandbin-
dungsstudien gewonnen. Dabei bindet eine radioaktiv markierte Substanz als
Ligand (sogenannter Radioligand, z.B. *H-GBC oder *H-P1075) an bestimmte
Rezeptoren der Plasmamembran. Aufgrund der extrem geringen Anzahl von
Membranrezeptoren im Vergleich zur Gesamtproteinfraktion muf3 die Bindung
hochaffin und rezeptorspezifisch erfolgen. Zunachst werden unter standardisierten
Bedingungen hinsichtlich Temperatur und pH-Wert und fur eine gewisse Dauer
Rezeptor und Radioligand miteinander inkubiert. Danach erfolgt durch Filtration
die Trennung von membrangebundenem Radioliganden und freiem, noch im
Inkubationsmedium vorhandenem Radioliganden. Zuletzt lal3t sich die Radio-
aktivitat des membrangebundenen Radioliganden in einem Szintillationszahler
quantifizieren.

Die vorliegenden Daten wurden mithilfe von Gleichgewichtsexperimenten, einer
Unterform der Bindungsstudien bestimmt. Bei diesem Experimenten-Typ handelt
es sich um Bindungsuntersuchungen, welche gemaf dem Massenwirkungsgesetz
das Erreichen der Gleichgewichtslage voraussetzen. Die Inkubationszeit wurde so
festgelegt, dal nach deren Ablauf keine beobachtbare zeitliche Anderung der
Bindung festgestellt werden konnte.

Gleichgewichtsbindungsstudien kdonnen im wesentlichen die Form eines
Sattigungs- oder eines Kompetitionsexperimentes annehmen.

Eine Beschreibung zur Durchfihrung der zwei Typen von Bindungsexperimenten
findet sich in Kapitel 2.6.

Die Analyse der Experimente erfolgte nach einem auf dem Massenwirkungs-
gesetz basierenden theoretischen Modell der Rezeptor-Ligand-Interaktion (vgl.
2.7).

Zur vollstandigen und vergleichenden Auswertung war auch eine Bestimmung der

in den Versuchsansatzen vorhandenen Rezeptorkonzentration erforderlich, wozu
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die quantitative Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et al., 1951; Kapitel 2.5)
diente.

Abschlieltend wurden die Daten auf ihre statistische Relevanz geprift (s. 2.8).
Die Gewinnung von Rezeptormaterial erfolgte durch Kultivierung (s. 2.4.1) und
anschlieBende Membranaufbereitung (s. 2.4.6) von mit SUR-Subtypen (hier:
SUR1, SUR2A, SUR2A(Y1206)S und SUR2A/Kz6.2) transfizierten humanen
embryonalen Nierenzellen (Human Embryonal Kidney Cells, HEK293-Zellen).
Dargestellt werden die fur den Umgang mit Zellkulturen notwendigen Nahrmedien
und Pufferldsungen (s. 2.3).

Das folgende Kapitel 2.2 gibt einen Uberblick Uber sdmtliche in dieser Arbeit

eingesetzten Chemikalien.

2.2 Chemikalien

Von den Substanzen wurden zu Beginn Stammldsungen hergestellt, die als Basis
fur die Herstellung der in den Experimenten bendtigten Konzentrationsreihen
dienten. Als Lésungsmittel kamen je nach Substanz ein Ethanol/DMSO-Gemisch
im Verhaltnis 1:1, reines DMSO oder Ethanol, sowie Inkubationspuffer zum
Einsatz. Alle Stammldsungen wurden bei -20°C fiir hochstens 3 Monate aufbe-
wahrt.

Substanzen Einheiten Hersteller
ATP-Na, 605.20 g/mol Boehringer Mannheim
BSA - :
(Bovines Serumalbumin) 67000 g/mol Fluka, Buchs, Schweiz
CuSO, 159.60 g/mol Merck & Co. Inc., USA
DMSO 11 Merck & Co. Inc., USA
EDTA-Na, .
(Ethylendiamintetracceta) 372.24 g/mol Fluka, Buchs, Schweiz
EGTA
Aminoe(tE;rIgtlﬁgg)l}ll\?,ol\ll-,?\?,l(\lz':-tetraa- 380.40 g/mOI Slgma’ Munchen
cetat)
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Ethanol 99% p.a. 500 ml Merck & Co. Inc., USA
GibcoBRL-Life Techno-
FBS : .
(fetales Kalberserum) 500 ml logies, Gaithersburg,
USA
Folin-Ciocalteau-Rea- 100 ml Fluka, Buchs, Schweiz
genz (2M)
GibcoBRL-Life Techno-
Geneticinsulfat 692.70 g/mol logies, Gaithersburg,
USA
GibcoBRL-Life Techno-
Gentamycin 50 mg/ml logies, Gaithersburg,
USA
Glibenclamid 494.00 g/ml Sigma, Minchen
HCI 25% Fluka, Buchs, Schweiz
HEPES-Puffer . ,
(N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N-(2- 238.30 g/mol Slgma, Munchen
ethansulfonsaure)
_ . _ Dupont/NEN, Boston,
*H-Glibenclamid 47-52 Ci/mmol
USA
Amersham Buchler,
*H-P1075 117-121 Ci/mmol _
Braunschweig
K*/Na*-Tartrat 282.23 g/mol Merck & Co. Inc., USA
KCI 74.56 g/mol Merck & Co. Inc., USA
MEM (Minimum Essenti-
GibcoBRL-Life Techno-
al Medium)
500 ml logies, Gaithersburg,
+ L-Glutamin
USA
+ Earle’s Salze
MgCl, x 6 H,0 203.30 g/mol Merck & Co. Inc., USA
Na,CO, 105.99 g/mol Merck & Co. Inc., USA
NaCl 58.44 g/mol Merck & Co. Inc., USA
NaOH 40.00 g/mol Merck & Co. Inc., USA
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Oleoyl-Coenzym A 1162.20 g/mol ICN
Leo Pharmaceuticals,
P1075 231.30 g/mol
Ballerup, Danemark
Poly-D-Lysin 30000-70000 g/mol Sigma, Mlnchen
TRIS 121.14 g/mol Fluka, Buchs, Schweiz

(Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)

Packard Instruments,
USA

Ultima Gold LLT 2.501

2.3 Puffer und Medien

Die Aufbewahrung samtlicher Puffer erfolgte bei 6°C im Kihlraum.

Hypotoner Puffer:

10 mM HEPES
1 mM EGTA

Dieser wurde zur Lyse von HEK293-Zellen und Herstellung einer Zellmembran-
suspension verwendet. Nach Lésen der Substanzen in aqua bidest und Abkuh-

lung des Puffers auf 6°C wurde der pH-Wert auf 7.4 eingestellt.

Isotoner Inkubationspuffer:

5 mM HEPES
139 mM NaCl
5 mM KCI

Nach Solution der Substanzen in bidestilliertem Wasser (aqua bidest), wurden
zwei verschiedene Pufferldsungen zubereitet. Die eine wurde auf Eis bei 0°C auf
einen pH-Wert von 7.4 eingestellt und diente zur Suspendierung und dem an-
schlielenden Einfrieren der zu Membranen verarbeiteten Zellen. Der andere, bei
37°C auf einen pH-Wert von 7.4 eingestellte Puffer, fand bei der Inkubation von

45



2. Material und Methoden

Rezeptor und Ligand, sowie bei der Herstellung von Stammlésungen und Verdun-

nungsreihen seine Verwendung.

Puffer zur Herstellung von Geneticin-Aliquots:

100 mM HEPES

Die Substanz wurde in aqua bidest geldst und der pH-Wert der Lésung bei 37°C
auf 7.3 eingestellt. Zum Erreichen der fur die Arbeit mit Zellkulturen erforderlichen
Sterilitat wurden die Aliquots abschlieftend autoklaviert (60 min bei 121°C und 4
bar). Die Aufbewahrung erfolgte bei -20°C.

Waschpuffer: (zur Trennung von gebundener und nichtgebundener Radioaktivitat

wahrend eines Bindungsversuches)
50 mM Tris-Puffer
154 mM NaCl

Eine zehnfach konzentrierte Stammldsung der Substanzen mit entmineralisiertem
Wasser (aqua monodest) diente nach vorheriger 1:10-Verdinnung zur Herstel-
lung des Waschpuffers. Der pH-Wert wurde nach Abkiihlung der Lésung auf 6°C
mit HCI auf 7.4 eingestellt.

Minimum Essential Medium mit Earle’s-Salzen und mit L-Glutamin:

Zusammensetzung:

Anorganische Salze (mg/ml):

CaCl,, 264; KCI, 400; MgSO, x 7 H,0, 200; NaCl, 6800; NaHCO,, 2200; NaHPO,
x 2 H,0, 158

Aminosauren (L-Formen; mg/ml):

Arginin, 126; Cystin, 24; Glutamin, 292; Histidin, 42; Isoleucin, 52; Lysin, 73;
Methionin, 15; Phenylalanin, 32; Threonin, 48; Tryptophan, 10; Tyrosin, 36; Valin,
46
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Vitamine (mag/ml):

D-Ca-Pantothenat, 1; Cholinchorid, 1; Folsaure, 1; i-Inositol, 2; Nikotinamid, 1;
Pyridoxal-HCI, 1; Riboflavin, 0.1; Thiamin-HCI, 1

Andere Komponenten (mg/ml):

D-Glucose, 1000; Phenolrot, 10

Hitzeinaktiviertes fetales Rinderserum (FBS):

Serumzusatz zum Zellkulturmedium

FUr die Kultivierung der HEK293-Zellen wird dem Kulturmedium hitzeinaktiviertes
FBS zugesetzt, welches zum Wachstum der Zellen erforderliche mitogene Fakto-
ren enthalt. Die Hitzeinaktivierung dient der vollstandigen Unterbindung noch
vorhandener Restaktivitaten von Serumproteasen. Dazu wird die bis dahin bei -
20°C aufbewahrte 500 ml-Flasche aufgetaut und im Wasserbad (55°C) fir 90
Minuten erhitzt. Danach erfolgt die Aufbewahrung der Flasche im Kiihlschrank bis

zu ihrer jeweiligen Verwendung.

Gentamycin:

Ein ideales Antibiotikum fur den Einsatz in der Zellkultur sollte ein breites Wir-
kungsspektrum gegen bakterielle und Mykoplasma-Aktivitat und gleichzeitig keine
Zelltoxizitat aufweisen. Gentamycin erfullt annahernd diese Bedingungen und ist
aufgrund seiner biologischen und biochemischen Eigenschaften Penicillin und
Streptomycin (PS) gegenuber in der Zellkultur zu bevorzugen.

Gentamycin wird der Gruppe der Aminoglykosid-Antibiotika zugerechnet und
entfaltet seine bakterizide Wirkung durch Angriff an den Ribosomen mit konseku-
tiv fehlerhafter Proteinbiosynthese.

Abgesehen von seinem breiten Wirkungsspektrum im grampositiven und gramne-
gativen Bereich ist Gentamycin auch wirksam gegenlber Pseudomonaden und
PS-resistenten Stammen von Proteus und Staphylokokken.

Obgleich Gentamycin keine Wirkung auf Hefen, Schimmelpilze oder Protozoen
besitzt, ist es einsetzbar gegen mehrere Mykoplasmen-Stamme. Das Aminoglyko-

sid ist in einem pH-Bereich von 2-10 in Kulturmedien bei 37°C bis zu 15 Tagen
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stabil. Desweiteren ist es daulRerst thermostabil und kann deshalb sogar autokla-
viert werden.

Die Konzentration der gelieferten Stammlésung betrug 50 mg/ml. Das Gentamy-
cin wurde in 6 ml-Aliquots angesetzt (c = 2 mg/ml, Verdunnung der Stammldsung
auf die gewiinschte Konzentration mit sterilem aqua bidest), bei -20°C aufbewahrt
und vor der Herstellung des Zellkulturmediums im Wasserbad auf 37°C erwarmt.

Die Endkonzentration an Gentamycin im Kulturmedium betrug dann 20 pg/ml.

Geneticin (G418 Sulfat):

Geneticin gehort wie Gentamycin zu den Aminoglykosid-Antibiotika und wirkt

toxisch auf Bakterien, Hefen, Pflanzen, Protozoen, Helminthen (Warmer) und
auch auf Saugerzellen. Bakterien besitzen zwei dominante Resistenzgene,
welche fir Aminoglykosid-Phosphotransferase 3°(I) und Aminoglykosid-Phospho-
transferase 3°(ll) kodieren und auch in eukaryontischen Zellen exprimiert werden
konnen. Schon die Aufnahme und Expression eines der beiden Gene flhrt zu
Ausbildung der Geneticin-Resistenz in den Zellen.

Zur Gewinnung der in den Versuchen eingesetzten Membranproteine unter-
schiedlichen SUR-Subtyps wurden die HEK-Zellen mittels eines Plasmides,
welches sowohl die cDNA fir die B-Untereinheit (SUR) des K,;p-Kanales als auch
ein Resistenzgen fur Geneticin enthielt, transfiziert. Somit wurde bei allen Zellen,
die erfolgreich einen bestimmten SUR-Subtyp exprimierten, gleichzeitig eine
Geneticin-Resistenz induziert. Dies ermdglichte die Selektion von SUR-exprimie-
renden gegenuber nicht SUR-exprimierenden und damit Geneticin-empfindlichen
Zellen.

Die notwendige Menge an Geneticin zur Selektion von resistenten Zellen variiert
je nach Zellart und Phase des Zellzyklus. Im allgemeinen wird eine sich teilende,
nicht resistente Zelle eher von Geneticin beeintrachtigt als eine nicht resistente
ruhende Zelle. Bis der Zelltod eintritt, kann es jedoch 3-7 Tage dauern.

Die Substanz wurde in sterilem HEPES-Puffer (100 mM; pH = 7.3 bei 37°C) gelost
(30mg/ml), in 1 ml Eppendorf-Gefae aliquotiert und im Gefrierfach bei - 20°C
aufbewahrt.
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Im Zellkulturmedium wurde Geneticin schliel3lich in einer Konzentration von 300
pg/ml eingesetzt (100 pl Stammldsung der Konzentration 30 mg/ml auf 10 ml

Kulturmedium).

Medium zur Kultivierung von HEK293-Zellen:
Zellkultur Standard Medium (ZSM):

MEM 500 ml
FBS 56 ml
Gentamycin (2 mg/ml) 5.6 ml

Die einzelnen Komponenten wurden unter sterilen Bedingungen (Laminar Flow,
Sterilarbeitsbank) zusammenpipettiert und anschlieRend bei 6°C im Kiihlschrank
aufbewahrt. Vor Zugabe des Mediums zu den Zellen wurde dieses im Wasserbad
auf 37°C erhitzt.

Medium zum Einfrieren von Zellen:

Gefriermedium A

MEM 60% (v/v)

FBS 40% (v/v)
Gefriermedium B

MEM 80% (v/v)

DMSO 20% (viv)

Nach Zugabe von gleichen Anteilen aus Gefriermedium A und B wurden die

Zellen in einer Endkonzentration von 20% FBS und 10% DMSO eingefroren.

Medium zum Auftauen von Zellen:

Hierzu wurde auf 37°C temperiertes ZSM verwendet.
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Stammldsungen fiir die Proteinbestimmung nach Lowry:

Lowry A:

2% (w/v) Na,CO, in 0.1 M NaOH
Lowry B:

1% (w/v) CuSO, in aqua bidest
Lowry C:

2% (w/v) K'/Na*-Tartrat in aqua bidest
Lowry D:

Folin-Ciocalteau-Reagenz (2 M)

Lowry A - C wurden als Stammlésungen hergestellt und bei Raumtemperatur

aufbewahrt. Lowry D wurde bereits fertig erworben (Fluka).

Lowry E:

Lowry A 98 Teile

Lowry C 1 Teill

Lowry B 1 Teil

Um ein Ausfallen der Substanzen zu verhindern, muf die Reihenfolge A-C-B des

Zupipettierens beachtet werden.

Lowry F:
Diese Losung besteht aus Lowry D (Folin-Ciocalteau-Reagenz) und aqua bidest

im Verhaltnis 1:1.
Lowry E und F sollten jeweils kurz vor der Proteinbestimmung frisch angesetzt

werden.

2.4 HEK293-Zellen

Die HEK293-Zellinie (s. Abb. 12) stammt aus menschlichen embryonalen Nieren-
zellen, die durch das DNA-haltige Adenovirus Typ 5 tumords transformiert und
dadurch immortalisiert wurden. Sie wurde von der Firma DSMZ, Braunschweig,
Deutschland (Kat.-Nr. DSMACC305) bezogen.
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Abbildung 12:

HEK293-Zellen niedriger Konfluenz in der lichtmikroskopischen Ansicht: Man beachte die
typischen Zellauslaufer, welche als positives Vitalitatszeichen zu werten sind. Die Abbildung
entstand in 40-facher VergroRerung im Differenz-Interferenz-Kontrastmodus.

2.4.1 Kultivierung von HEK293-Zellen

Samtliche Arbeiten mit lebenden Zellen wurden unter keimarmen Bedingungen an
einer Sterilarbeitsbank mit laminarer Luftstromung (laminar flow, Hera Safe,
Heraeus Instruments, Deutschland) durchgefluhrt. Die Kultivierung der HEK-Zellen
erfolgte in sterilen Petrischalen (Greiner 94/16 (94 mm Durchmesser), Fricken-
hausen) mit 10 ml Zellkultur Standard Medium (MEM, FBS und Gentamycin) bei
37°C in der mikroaerophilen Atmosphare (5% CO,, 95% relative Luftfeuchtigkeit)
des Zellkulturschrankes (Heraeus Instruments, Deutschland).

Bei Erreichen einer Konfluenz der Zellen pro Schale von 60 - 80% nach 3 - 5
Tagen wurden diese im Verhaltnis 1:3 bis 1:5 passagiert und damit weiterver-
mehrt. Dabei wurde das hinsichtlich der Nahrstoffe ,verbrauchte” Medium einer

Schale abgesaugt, frisches, auf 37°C erwarmtes Medium (ZSM) zugegeben (in ml
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entsprechend der geplanten Anzahl neuer Schalen) und die Zellen mit einer 1 ml-
Pipette vom Boden der Kulturschale abgeldst. Nach Uberfiihren von jeweils 1 ml
abgeldster Zellen in die neuen Schalen wurde das Volumen pro Schale mit fri-
schem und warmem Medium zu 10 ml aufgefullt und bei permanent transfizierten
Zellen jeweils 100 pl Geneticin zur Selektion SUR-exprimierender Zellen hin-

zugeflgt.

2.4.2 Auftauen von HEK293-Zellen

Die in Kryordhrchen konservierten und in flissigem Stickstoff bei -196°C tief-
gefrorenen Zellen wurden im Wasserbad (37°C) angetaut, bis nur noch ein diinner
Eiskern im Rohrchen zu erkennen war. Das nun sichtbare Pellet wurde sofort
unter der Sterilarbeitsbank in 20 ml Kulturmedium (37°C) Uberfihrt, um den
Kontakt der Zellen mit dem 10% DMSO enthaltenden Gefriermedium so kurz wie
moglich zu halten. Die Zellen wurden nun bei 500 x g fur 2 -3 Minuten zentrifugiert
(Biofuge primo, Heraeus Instruments Uber Kendro Laboratory Products GmbH,
Hanau). Nach vorsichtigem Absaugen des Uberstandes erfolgte die Resuspendie-
rung des Pellets in 4 ml Kulturmedium (37°C). SchlieBlich wurde in eine Pe-
trischale 6 ml Kulturmedium vorgelegt und die Zellsuspension (4 ml) zugegeben.
Nach 24 Stunden fand ein Wechsel des Kulturmediums statt, und nach einer
Brutdauer von 3 -4 Tagen konnten die Zellen unter Zugabe von jeweils 100 pl

Geneticin pro Schale erstmals passagiert werden.

2.4.3 Einfrieren von HEK293-Zellen (Kryokonservierung)

Zum Einfrieren wurden ausschlielich Kulturschalen mit einer Zelldichte von >
70% (7-10 Millionen Zellen pro Schale) verwendet, wobei pro Kryoréhrchen
(Cryos, Greiner Labortechnik) das Zellmaterial einer Kulturschale eingefroren
wurde.

Nach Entfernen des Mediums aus einer Kulturschale wurden die Zellen mit 4 ml
Gefriermedium A von deren Boden abgeldst, in ein Falcon-Tube Uberfuhrt und far
die Dauer von 2 -3 Minuten bei 500 x g zentrifugiert. Unterdessen wurden 500 ul

Gefriermedium B in ein Kryoréhrchen vorgelegt. Aus dem zentrifugierten Rohr-
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chen wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet mit 500 ul Gefriermedium A
resuspendiert, in das Kryoréhrchen dberfuhrt und vorsichtig mit dem vorgelegten
Medium B vermischt. Um den Kontakt der Zellen mit dem bei Raumtemperatur
zytotoxisch wirkenden Detergens DMSO so gering wie moglich zu halten, muften
die Zellen nach Zugabe der Zellsuspension zum Gefriermedium B sofort auf Eis
herabgekihlt werden. Danach wurde das Kryoréhrchen zunachst bei -80°C
vorgefroren. Die endgultige Aufbewahrung der Zellen erfolgte in flissigem Stick-
stoff bei -196°C.

2.4.4 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen

Zur transienten Transfektion wurden Schalen mit 70 - 80%iger Zellkonfluenz
verwendet, und der pcDNA 3.1-Vektor (Invitrogen) hinzugefugt, welcher die
kodierende Sequenz fur murinen SUR2A (Genbank-Nummer D86037) enthielt.
Zellen, die den vollstandigen Kg6.2/SUR2A-Kanal exprimieren sollten, wurden
zusatzlich mit Kz6.2 (Genbanknummer BC057006) in pcDNA 3.1 kotransfiziert.
Es wurde ein Transfektionsmedium, bestehend aus den DNA-Komponenten (K
und SUR-Verhaltnis 1:1) und Lipofectamin (25 ul/DNA-Komponente) in 1.6 ml
Optimem hergestellt, 20 Minuten vorinkubiert und mit weiteren 6.3 ml Optimem
verdunnt.

Die zu transfizierenden Zellen einer Schale wurden mit 10 ml Optimem gewa-
schen und anschlieRend fir die Dauer von 5 Stunden mit dem Transfektions-
gemisch inkubiert. In dieser Zeitspanne erfolgte die Aufnahme der DNA-
Liposomen-Komplexe in die Zellen.

Nach der Inkubation wurde das Transfektionsgemisch mit 10 ml Medium, be-
stehend aus 80% MEM und 20% FBS, versetzt. Ein Wechsel des Mediums gegen
ZSM erfolgte nach 24 Stunden.

Die Praparation der Zellmembranen aus den transient transfizierten Zellen fand

am 2. Tag nach Transfektionsbeginn statt.

53



2. Material und Methoden

2.4.5 Permanente Transfektion von HEK293-Zellen

Die permanent transfizierten Zellinien (SUR2A (Genbank-Nummer D86037), SUR
2A(Y1206S) (D88159) oder SUR1 (X97279)) wurden freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe um Frau Dr. Hambrock (Pharmakologisches Institut Tubingen) zur
Verfligung gestellt. Diese wurden wie in Hambrock et al., 1998 beschrieben

hergestellt.

2.4.6 Herstellung einer mikrosomalen Membranfraktion aus
HEK293-Zellen

Zur Herstellung einer mikrosomalen Membranfraktion als Trager der zu untersu-
chenden SUR-Proteine wurden Kulturschalen mit einer Zellkonfluenz von minde-
stens 60% verwendet. Nach Absaugen eines Teils des Mediums diente dessen
Rest zum Abldsen der Zellen. So wurden bis zu 12 Schalen in ein Falcon-Tube
Uberfuhrt, und dieses bei Raumtemperatur zentrifugiert (500 x g; 5 min.). Danach
wurde der Uberstand abgesaugt, das durch Zentrifugation entstandene Zellpellet
(Bodensatz) mit hypotonem Puffer lysiert (4 ml hypotoner Puffer/Schale) und die
Suspension bei 0°C und 100 000 x g 30 Minuten lang ultrazentrifugiert. Das Pellet
wurde anschlieBend in isotonem Inkubationspuffer (pH 7.4 bei 0°C) resuspendiert
(0.3 -1.0 ml/Schale), in 2 ml-Eppendorf-Cups aliquotiert und bei -80°C eingefro-
ren.

Zu Beginn eines Bindungsexperimentes wurde die Membranfraktion mit einem
Polytron-Homogenisator (PT 3000, Kinematika AG, Schweiz) unter Eiskihlung
mehrmals fur 3 -4 Sekunden bei 12000 U/min homogenisiert, bis keine grolieren
Membranklumpen mehr vorhanden waren, und schliel3lich mit isotonem Inkuba-
tionspuffer (pH 7.4 bei 37°C) auf das fiir den jeweiligen Versuch benétigte Volu-

men gebracht.
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2.5 Proteinbestimmung der Membranfraktion nach
Lowry
Die Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et al., 1951) diente zur Quantifizierung
des in den Reaktionsansatzen jedes Bindungsversuches enthaltenen Rezeptor-
proteins. Die Zugabe von geeigneten Reagentien (s. 2.2) zu einer verdunnten
Membranfraktion fuhrt zur Bildung eines Farbstoffes, der annahernd proportional
zum Proteingehalt der Probe ist und photometrisch gemessen werden kann.
Zunachst muldte eine Standardmelkurve mit Rinderserumalbumin (BSA) erstellt
werden, wobei aus einer BSA-Stammlosung (1 mg/ml) unterschiedliche Verdin-
nungen in 0.1 M NaOH entstanden, und ihre jeweiligen Extinktionen gemessen
wurden. Die Auftragung der BSA-Konzentrationsreihe gegen die Extinktion lieferte
die Eichgerade (s. Abb. 13). Analog hierzu wurde noch fir HEPES eine Eichkurve
erstellt, da die freien Stickstoffgruppen dieser Puffersubstanz erheblich mit der
Proteinbestimmung interferieren. HEPES ist im Inkubationspuffer der Bindungs-
versuche und somit in jeder Membransuspension mitenthalten.
Um den Proteingehalt der Membranfraktion eines Bindungsversuches zu be-
stimmen, mufte die Suspension verdinnt werden, um Storungen der Extinktions-
messung durch nicht geldste Partikel zu vermindern und mit der Proteinkonzen-
tration in den linearen Bereich der BSA-Eichkurve zu gelangen. Dazu wurden 35
bzw. 70 ul an Membransuspension und ebensoviel Inkubationspuffer in je ein
Reaktionsgefald uberfuhrt und mit 0.1 M NaOH entsprechend der verwendeten
Proteinmenge verdunnt (1:10 bei einer Schale/Versuch, 1:20 bei zwei oder mehr
Schalen/Versuch).
Der nachste Schritt der Proteinbestimmung bestand in der Zubereitung des
Reaktionsansatzes. In Halbmikroklvetten wurden zu 200 pl der verdinnten
Membransuspension bzw. zu 200 ul des verdunnten Inkubationspuffers jeweils 1
ml Lowry E-Lésung zugegeben. Der Leerwert mit 200 yl 0.1 M NaOH wurde
ebenso behandelt. Nach 5 Minuten Inkubationsdauer erfolgte schliel3lich der-
Zusatz von 100 ul Lowry F (Folin-Ciocalteau-Reagenz und aqua bidest im Ver-
haltnis 1:1), und nach sorgfaltigem Mischen wurden die Ansatze bis zur Messung

20 Minuten lang unter Lichtabschlufd inkubiert.
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Abbildung 13:

Eichkurve fur die Proteinbestimmung nach Lowry. Die durchgezogene Linie gibt den linearen
Bereich bis 30 ug Protein wieder, bei Bericksichtigung aller Mel3punkte erhalt man eine
Sattigungsfunktion (gestrichelt).

Der durch das Protein entstehende Farbstoff wird uber zwei verschiedene Schritte
gebildet. Zunachst erfolgt in 5 -10 Minuten nach Zugabe von Lowry E die Reaktion
des Proteins mit Kupfer. Durch Zugabe von Lowry F wird das mit Kupfer vor-

behandelte Protein durch das Folin-Ciocalteau-Reagenz reduziert.

Nach der Inkubation liel3 sich die Extinktion des entstandenen Farbstoffes in
einem Spektralphotometer (Hitachi U-3.000) bestimmen, wobei die Wellenlange
der Wolfram-Lampe 770 nm und die Spaltbreite 5 nm betrug. Es erfolgte die
Messung der optischen Dichte (OD,,) der jeweiligen Membransuspension und
des Inkubationspuffers gegen die des Leerwertes (NaOH + Lowry E + Lowry F).
Bis zu einer Proteinkonzentration von etwa 30 ug/200 pl (in der HalbmikrokUvette)

lag die OD,,, unter 0.3 und zeigte - wie auch der anfangliche Kurvenverlauf bei
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der Puffersubstanz HEPES - eine lineare Abhangigkeit (s. Abb. 13). Ebenfalls
linear stellte sich somit die zur Berechnung der Proteinkonzentration gebildete
Differenz zwischen der Extinktion des Proteins und der des Puffers dar.

Die Funktion der Eichgeraden bei Extinktionen unter 0.3 ergab sich wie folgt:

OD770
0.0132

OD770 = 0.0132 - mprot —  MProt =

Gleichung (1a/1b)

M, - Proteinmenge in pg/Kavette

OD.,,: Differenz der Extinktionen zwischen Protein und Puffer

Bei einer zu hohen Proteinkonzentration, mit konsekutiver Verlagerung des
Extinktionswertes Uber den linearen Bereich des Graphen hinaus, kam eine
hdhere Verdinnung zum Einsatz, was spater bei der Berechnung der Proteinkon-

zentration berucksichtigt wurde.

2.6 Technik und Durchfuhrung der Radioligand-
Rezeptor-Bindung (,,Bindungsversuch®)

Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien sind eine gangige Methode zur direkten
Bestimmung der Rezeptorenzahl und der Affinitat zwischen Rezeptor und Radio-
ligand als auch der Affinitat zu unmarkierten, kreuzreagierenden Liganden. Somit
wird eine Isolierung und molekulare Charakterisierung von Rezeptoren und deren
Wechselwirkung mit Liganden, Plasmamembran und Effektoren moglich. Der
Nachteil der sehr geringen Anzahl von Rezeptormolekulen im Vergleich zur
Gesamtproteinfraktion kann nur durch das Prinzip einer hochaffinen, biospezi-
fischen Bindung des Radioliganden kompensiert werden.

Man unterscheidet grundsatzlich zwei Typen von Bindungsexperimenten:

1. Gleichgewichtsexperimente:

Gemal dem Massenwirkungsgesetz (MWG) wird das Erreichen einer Gleich-

gewichtslage angenommen. Deshalb wird die Inkubationszeit so festgelegt, daf}
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nach deren Ablauf keine meRbare Anderung in der Rezeptor-Ligand-Assoziation
bzw.-Dissoziation mehr erfolgt; es herrscht also ein Gleichgewicht. Die Geschwin-
digkeit der Einstellung einer Gleichgewichtslage ist nicht nur von der kinetischen
Konstanten des Liganden, sondern auch malfigeblich von den kleinsten im Re-
aktionsansatz vorhandenen Konzentrationen an Rezeptor und Ligand abhangig.
Gleichgewichtsbindungsstudien lassen sich weiterhin unterteilen in Sattigungs-
und Kompetitionsexperimente.

a. Séattigungsexperiment:

Gewohnlich handelt es sich um eine bimolekulare Reaktion mit Bindung eines
Radioliganden an eine Klasse von Rezeptoren. Hierbei wird die Konzentration des
Rezeptors konstant gehalten, wahrend diejenige des Radioliganden in einem
bestimmten Konzentrationsbereich variiert wird. Im gunstigsten Fall soll etwa 70-
80% des Bindungsbereiches abgedeckt werden. Parallel zum eigentlichen Bin-
dungsexperiment (totale Bindung) wird eine zusatzliche Bindungskurve in Gegen-
wart eines genligend grofken Uberschusses an nicht markiertem Liganden erstellt.
Dadurch kann die spezifische (Bg) von der nichtspezifischen Bindung (NSB) des
Radiolabels unterschieden werden. Aus einem Sattigungsexperiment laft sich
neben der Affinitdt des Liganden zum Rezeptor in Form der Gleichgewichts-
dissoziationskonstanten (Ky) auch direkt die Gesamtkonzentration der Rezeptoren
im Ansatz (Bindungskapazitat B, ,,) erkennen.

b. Kompetitionsexperiment:

Diese Art von Experiment beruht auf einem ,Wettstreit” eines radioaktiv markier-
ten und eines unmarkierten Liganden um ein und dieselbe Bindungsstelle am
Rezeptor. Im allgemeinen wird hierzu die Konzentration an Radiolabel konstant
gehalten und die Konzentration des unmarkierten Liganden schrittweise erhoht.
Eine echte Kompetition ist allerdings nur dann gegeben, falls die beiden Liganden
dem Inkubationsmedium gleichzeitig zugegeben werden. In erster Linie dient
dieser Typ von Bindungsexperiment der Bestimmung der halomaximalen Inhibi-
tionskonzentration 1C,, des Radioliganden. Sind die Gleichgewichtsdissoziations-

konstante K, und die Konzentration des Radiolabels bekannt, so a3t sich aus der
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IC,, nach mathematischer Umformulierung (Cheng, Prusoff, s. 2.7.2) die Gleich-
gewichtsdissoziationskonstante K, des unmarkierten Liganden berechnen.

2. Ligand-Rezeptor-Kinetik (kinetisches Bindungsexperiment):

Im Gegensatz zu Gleichgewichtsexperimenten werden mithilfe der Ligand-
Rezeptor-Kinetik die zeitlichen Bindungsablaufe untersucht.

Fir ein bimolekulares Bindungsmodell konnen aus einem kinetischen Bindungs-
experiment die Geschwindigkeitskonstanten der Hin- und Ruckreaktion der
Ligand-Rezeptor-Interaktion ermittelt werden. Dabei ergibt sich aus dem Verhalt-
nis der beiden Geschwindigkeitskonstanten die Assoziations- bzw. Dissoziations-
konstante, welche mit denjenigen aus einem Gleichgewichts-Sattigungsexper-
iment Ubereinstimmen sollten.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse wurden ausschlief3lich anhand von
Sattigungs- oder Kompetitionsexperimenten gewonnen.

Abschlief3end sollen noch zwei grundlegende Mechanismen der Rezeptor-Ligand-
Interaktion dargestellt werden:

Bei einer echten Kompetition (s.0.) kommt es durch Erhéhung der Konzentration
des kompetitiven, unmarkierten Liganden (kalter Ligand) zu einer vollstandigen
Verdrangung des Radioliganden (warmer Ligand, Label).

Hingegen ist die Wechselwirkung von K ,;,-Kanal-Offnern oder Sulfonylharnstoffen
auf die SUR-Typen negativ allosterischer Natur.

MgATP als Aktivator bindet an die NBF und erhéht die Bindung eines Offners
(z.B.*H-P1075) (Hambrock et al., 1998), wohingegen es auf die *H-GBC-Bindung
einen hemmenden Einflul3 ausibt (Hambrock et al., 2002a).

Ebenso stellte sich das fur diese Arbeit untersuchte Lipid Oleoyl-CoA als ein
potenter allosterischer Modulator der *H-GBC und *H-P1075-Bindung am SUR
dar.

2.6.1 Auswahl des Radioliganden

Eine wichtige Voraussetzung fur die erfolgreiche Durchfihrung eines Bindungs-
experimentes ist die Auswahl eines fur die Bindung an den zu untersuchenden

Rezeptorsubtyp geeigneten Radioliganden.
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Es mul festgehalten werden, dal} durch die radioaktive Markierung eines Ligan-
den dessen physikalisch-chemische Eigenschaften und biologische Wirkungen
verandert werden kdnnen. Dies ist bei der Einfihrung des relativ grof3en Jod 125-
Atoms, aber auch ganzer chemischer Gruppen der Fall. Im Gegensatz hierzu
bewirkt eine Markierung mit Tritium (*H-) kaum Veranderungen der Bindungs-
eigenschaften des Liganden, allerdings besitzt es mit ~30 Ci/mmol eine geringere
spezifische Aktivitat als Jod 125 (~2200 Ci/mmol). Dies wird jedoch durch die
langere Halbwertszeit von 12.26 Jahren (Jod 125: HWZ 59.39 Tage), und die
somit geringere Abnahme der Aktivitat im Versuchsintervall kompensiert.

Der radioaktive Ligand sollte sowohl chemisch als auch radiochemisch rein und
stabil sein, sowie eine moglichst geringe unspezifische Bindung aufweisen. Die
unspezifische Bindung eines Liganden an Nicht-Rezeptor-Material hangt haupt-
sachlich von seiner Lipophilie ab. Ein Mal} fur die unspezifische Bindung ist ihr
Anteil im Vergleich zur totalen gebundenen Radioligandenkonzentration. Infolge
eines ungunstigen ,Signal/Rausch“-Verhaltnisses kann eine im Vergleich zur
spezifischen relativ hohe unspezifische Bindung wesentliche Informationen
vernichten. Je hoher die Affinitat des Radioliganden zum Rezeptor, desto guns-
tiger fallt das ,Signal/Rausch“-Verhaltnis bei gegebener Lipophilie aus.

Die wichtigste Anforderung an den Radioliganden stellt eine ausreichende Affinitat
zum Rezeptor dar, wobei die Gleichgewichtsdissoziationskonstante (Ky) fur den
radioaktiv-markierten Liganden im nano- oder subnanomolaren Bereich liegen
sollte. So kann ein unmarkierter Ligand mit niedriger Affinitat problemlos einge-
setzt und seine K, mittels eines Kompetitionsexperimentes bestimmt werden.
Weiterhin ist auf eine Reversibilitat der Radioligandbindung zu achten. Extrem
hochaffine Radioliganden tendieren dazu, sehr langsam vom Rezeptor zu dissozi-
ieren und erscheinen damit mdglicherweise wahrend einer zu kurzen Inkubations-
periode als irreversible Liganden. Falls ein Gleichgewicht zugrunde gelegt werden
soll, sind entsprechend lange Inkubationszeiten notwendig.

Fur die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Bindungsstudien kamen zwei
verschiedene, jeweils mit dem Radioisotop Tritium (*H-) markierte Liganden

(Radioliganden) zum Einsatz:
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’H-GBC:

Glibenclamid ist ein K,;p-Kanalhemmstoff aus der Gruppe der Sulfonylharnstoffe
(s. 1.7.1). Es bindet mit einer deutlich héheren Affinitat an SUR1 (K, ~1 nM) als
an SUR2 (K, ~30 nM) (Hambrock et al., 1998; Hambrock et al., 2002b;
Schwanstecher et al., 1998). Die spezifische Aktivitat der verschiedenen *H-GBC-
Chargen betrug 47-52 Ci/mmol, die Konzentration etwa 20 yM.

Da Glibenclamid ausgepragte hydrophobe Wechselwirkungen mit der Wand des
aus Polypropylen bestehenden Reaktionsgefalies eingeht und somit daran haften
bleibt, mul} die Radioligandstammlésung immer 10% Ethanol enthalten. Hiervon
werden in jeden Reaktionsansatz (1000 pl) 25 ul pipettiert, woraus eine Ethanol-
konzentration von 0.25% pro Ansatz resultiert. Nur so sind gleichbleibende Kon-
zentrationen des Radioliganden gewahrleistet. Bei hoheren Ethanolkonzen-
trationen kann eine Denaturierung der empfindlichen Rezeptorproteine nicht mehr
ausgeschlossen werden.

Eine weitere Schwierigkeit bei der Durchflihrung der Radioligandbindungsstudien
mit *H-GBC besteht in der Anwesenheit vieler niedrigaffiner endogener Non-SUR-
Bindungsstellen im Proteinmaterial. Deren Quantifizierung (zusammen mit dem an
die Filter gebundenen Radioliganden = NSB) erfolgte am SUR1 mittels Kompetiti-
on durch 100 nM GBC.

Bedingt durch die niedrige *H-GBC-Affinitat, ist das Signal-Rausch-Verhaltnis an
den SUR2-Subtypen ungunstiger als an SUR1. Hier wurde die nichtspezifische
Bindung (NSB; Hambrock et al., 2001) mit 100 uM P1075 bestimmt, da der Offner
P1075 die spezifische Bindung von GBC an SUR2 (vollstandig) verdrangen kann
(Hambrock et al., 2001, Stephan et al., 2005).

3H-P1075:

Dieser Offner der K,;p-Kanéle bindet mit guter Affinitat an SUR2-Subtypen (K, ~3-
15 nM) (Stephan et al., 2005), jedoch kaum an SUR1 (K, >100 pM).

Das verwendete *H-P1075 zeigte eine spezifische Aktivitat von 117-121 Ci/mmol
und eine Konzentration von etwa 0.5 yM.

Die nichtspezifische Bindung NSB, bei dieser Substanz auf3ergewohnlich gering,

wurde in Anwesenheit von 10 yM unmarkiertem P1075 bestimmt.
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2.6.2 Gewinnung von Rezeptormaterial

Die Herstellung der Membranfraktion mit dem Rezeptormaterial erfolgte wie in
Kapitel 2.4.5 erlautert. Die Membranen wurden im Gefrierschrank bei -80°C in
magnesiumfreiem Inkubationspuffer (pH 7.4 bei 4°C) eingefroren und damit
haltbar gemacht. Wahrend der Homogenisierung und bis zum Start der Inkubation
sollte das Membranprotein zum Schutz vor Denaturierung auf Eis (0°C) gehalten

werden.

2.6.3 Zubereitung des Lipides Oleoyl-CoA und Behandlung der
Membranfraktion mit Oleoyl-CoA

Zur Herstellung von Stammlésungen mit der Konzentration von 1 mM an Oleoyl-
CoA wurde das Lipid in eiskaltem isotonen, 0.1 mM EDTA enthaltenden Inkuba-
tionspuffer (pH 7.4 bei 37°C) geldst, sofort in eiskaltem Wasser fiir die Dauer von
30 Minuten soniziert (ultraschallbehandelt; Sonorex RK52, Bandelin, Berlin) und
anschlieRend bis zum Gebrauch in 300 pl-Aliquots bei -20°C aufbewahrt.

FuUr die Bindungsexperimente wurde direkt aus den 1 mM-LipidstammIdsungen
bzw. den Verdinnungen in die Reaktionsansatze pipettiert und jeweils 200 pl
Membranprotein in die vorgelegte Lipid-Puffer-Lésung (750 ul) gegeben.
Anschlieend wurden alle (mit und ohne Oleoyl-CoA) Versuchsansatze 2 Minuten
lang bei 0°C soniziert, um die Inkorporation des Lipides in die Membranen zu
erleichtern. Bei Versuchen in der Anwesenheit von MgATP wurde dieses immer
erst nach Sonizierung der Membranen dem Ansatz beigefiigt, da Mg®*-lonen die
Zellmembran stabilisieren und somit die Integration des Lipides storen kdnnen.
Kontrollmessungen zeigten, dal} die 2-minutige Ultraschallbehandlung keinen
EinfluR auf die *H-P1075 oder *H-GBC-Bindung an die SUR hatte.
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2.6.4 Inkubation

Gestartet wurde die Rezeptor-Ligand-Bindungsreaktion durch Zugabe von 25 pli
des Radioliganden (*H-P1075 oder ®*H-GBC) zu dem vorbereiteten und auf Eis

stehenden Reaktionsgemisch. Dieses setzte sich folgendermalien zusammen:

750 pl (Oleoyl-CoA+isotoner Inkubationspuffer mit EDTA; Endkonzen-
tration von EDTA im 1 ml-Ansatz: 30 pM)

200 ul Rezeptorprotein

25 ul MgATP (Endkonzentrationen: Mg®*: 1 mM; ATP: 0.3 mM); bei Ver-

suchen in der Abwesenheit von MgATP 25 pl isotoner Inkubations-
puffer als Volumenersatz
25 Radioligand (Endkonzentrationen: *H-P1075 ~3 nM; *H-GBC ~2 nM)

Die Inkubation erfolgte unter standardisierten Bedingungen hinsichtlich Tempera-

tur, Zeit und Zusammensetzung des Inkubationsmediums.

Inkubationstemperatur:

Die Temperatur des Wasserbades wurde mit 37°C an die physiologische Korper-
temperatur des menschlichen Organismus angepal3t.

Inkubationszeit:

Bei Gleichgewichtsexperimenten wird entsprechend dem Massenwirkungsgesetz
(MWG) eine Gleichgewichtslage erreicht, deren Einstellung sowohl von der
kinetischen Konstanten als auch von der Konzentration der Reaktionsteilnehmer
abhangig ist. Fur die Festlegung der Inkubationszeit sind somit die kleinsten im
Versuch vorkommenden Konzentrationen von Rezeptor und Ligand maf3geblich.
Inkubationszeiten werden anhand von Assoziationsexperimenten (s. kinetisches
Bindungsexperiment, 2.6) bestimmt, wobei die Zeit so gewahlt wird, dal} der
Radioligand-Rezeptorkomplex die Gleichgewichtslage erreichen kann.

Die Inkubationszeiten der in dieser Arbeit durchgeflihrten Gleichgewichtsexper-

imente betrugen an SUR2-Subtypen 13 min und an SUR1 25 min.
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Inkubationsmedium:

Als Inkubationsmedium diente der in seiner Zusammensetzung in Kapitel 2.3
dargestellte isotone Inkubationspuffer (Bindungspuffer), der auf den physiologi-

schen pH-Wert von 7.4 bei einer Temperatur von 37°C eingestellt war.

2.6.5 Filtration zur Trennung von gebundenem und freiem Radio-
liganden

Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Abtrennung des Radioligand-
Rezeptor-Komplexes von dem noch im Inkubationsmedium enthaltenen ungebun-
denen (freien) Radioliganden. Dies geschah durch Filtration.

Aus den einzelnen Reaktionsansatzen (V=1000 pl) wurde nach grundlicher
Durchmischung auf dem Vortex dreimal ein Aliquot zu 300 yl entnommen und in
ein vorbereitetes, mit eiskaltem Waschpuffer gefllltes Reagenzglas Uberfuhrt.
Hierdurch wurde die sich wahrend der Inkubation ausgebildete Gleichgewichts-
lage fixiert. Sofort danach erfolgte die Filtration in einer geeigneten Apparatur Uber
Glasfaserfilter (Whatman GF/B) mithilfe des von einer Membranpumpe (KNF
Neuberger Typ N 026.3 AN.18) erzeugten Vakuums. Die Poren des Glasfaserfil-
ters sind in ihrer GroRe so gewahlt, dal® der fur die spatere Messung wichtige
Radioligand-Rezeptor-Komplex im Filter zurtckbleibt. Um die unspezifisch im
Praparat gebundene Radioaktivitat moglichst vollstandig zu entfernen, wurden die

Filter zweimal mit 8 ml Waschpuffer schnell durchgespuilt.

2.6.6 Messung der Radioaktivitat

Da mit dem Radioisotop Tritium (*H-) markierte Liganden Betastrahlen emittieren,
erfolgte die Messung der Radioaktivitat in einem Szintillationszahler (TRICARB®
Liquid Scintillation Analyser 2000CA, Packard).

Hierzu wurden die einzelnen Filter in spezielle MelRréhrchen (Super Polyethylene
Vial 20 ml; Perkin Elmer) Gberfuhrt, mit jeweils 200 ul aqua dest. benetzt und
anschliellend mit Szintillationsflussigkeit (Ultima Gold, 4.5 ml/Vial) Gbergossen.
Wahrend der ersten Stunden 16st sich die Radioaktivitat aus dem Filter heraus.

Fur zuverlassige Auswertungen sollten deshalb nur Messungen verwendet wer-
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den, die mindestens 12 Stunden nach Beendigung eines Versuches stattgefunden
haben. Jeder Melipunkt eines Versuches wurde dreifach bestimmt und daraus
das arithmetische Mittel gebildet.
Die Zahlausbeute des Szintillationszahlers lag bei 0.54, es wurden also nur 54%
der Zerfalle pro Minute detektiert.

4 - gemessene Impulse | min _ cpm
Zerfalle | min dpm

f=05

Da die Auswertung von Bindungsexperimenten in Konzentrationseinheiten er-
folgt, ist die Umrechnung von dpm in molare oder submolare Einheiten notwen-
dig:
= gezahlte dpm _ mol
2.2-10"(dpm I Ci)- SA(Ci I mmol)-V(ml) |

c= Konzentration in mol/l

SA= spezifische Aktivitat des Radioliganden in Ci/mmol
V= Filtrationsvolumen pro Ansatz in ml

1 Curie (Ci)= 2.2:10" dpm/min

2.7 Modell der Rezeptorbindungsstudien

Es wird die Bindung eines Radiolabels L an eine Klasse von nicht miteinander

wechselwirkenden Bindungsstellen angenommen.

R+L_-_—C

Gleichung (2)
wobei R die freie Rezeptorkonzentration, L die freie Ligandkonzentration, C der

Rezeptor-Ligand-Komplex, k, die Assoziationsgeschwindigkeitskonstante (M's™)
und k_die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante (s™) darstellen.

Im Gleichgewicht gilt das Massenwirkungsgesetz:
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Gleichung (3)
Dabei ist K, die Gleichgewichtsdissoziationskonstante (mol/l).

Weiterhin gelten die Massenbilanzen

Ro=R+C und Lo=L+C
Gleichung (4a/4b)

Der Index , bezeichnet die totale Konzentration, die sich als Summe aus der
freien und gebundenen Konzentration ergibt (total=frei+gebunden).

Die Experimente werden nach Moglichkeit so angelegt, daR gilt:

Ro << Lo = Lo=1L
Gleichung (4c)
Somit ist die totale Ligandkonzentration sehr viel hoher als die totale Rezeptor-

konzentration, wobei der gebundene Anteil des Radioliganden stets unter 5%
liegen sollte.

Die spezifische Bindung des Radioliganden an die Rezeptoren (Bg) wird im
Experiment regelmaRig von einer nichtspezifischen Bindung (NSB), welche durch
das unspezifische Kleben des Liganden am Membranprotein und am Filter ver-
ursacht wird, Uberlagert. Daher ist es notwendig, NSB gesondert zu bestimmen,
indem die spezifische Bindung durch einen UberschuR an unmarkiertem (kaltem)
Liganden blockiert wird.

Experimentell bestimmt werden die totale, B, und die nichtspezifische Bindung;
NSB (B,s)- Aus diesen Werten lal3t sich dann die spezifische Bindung, Bg, be-

rechnen:

Bs = Bror - NSB; Bs= C
Gleichung (5)

2.7.1 Sattigungsexperiment
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Gemessen werden B4 und NSB als Funktion der freien Ligandkonzentration L.
Da NSB eine schwache Bindung des Liganden an sehr viele Bindungsplatze

darstellt, bei der keine Sattigung erreicht wird, gilt folgender linearer Ansatz:

NSB=a-L
Gleichung (6)
Die spezifische Bindung, Bg, wird aus Gleichung (2) und Gleichung (4a) bzw. (4b)
errechnet (Bg =C):

K= R-L_(Ro-C)-L
C C

Gleichung (7)
Unter der Bedingung von (4c) 1aRt sich diese Gleichung umformen in:

Gleichung (8)
Hieraus ist ersichtlich, dal} die spezifische Bindung, Bg =C, mit der freien Ligan-

denkonzentration in Form einer rechtwinkeligen Hyperbel steigt, ihre Sattigung flr
C -~ R, erreicht und Halbsattigung bei L=K vorliegt.

Im Experiment direkt meRbar sind B;or, NSB und L,, wobei gilt:

L =L, - B;or- NSB. Die Bindungsisotherme ist dann die Summe der spezifischen
und unspezifischen Interaktion des Liganden.

L
L+K

Bror = Ro- + a-L

Gleichung (9)
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2.7.2 Kompetitionsexperiment

Von folgender Reaktion wird ausgegangen:

N
R+L_—RL
T
RI

Gleichung (10)
mit / = Inhibitor, L = radioaktiver Ligand, R = Rezeptor, RL = Rezeptor-Ligand-
Komplex und R/ = Rezeptor-Inhibitor-Komplex.

In der Praparation wird nur eine Klasse von Bindungsstellen (Rezeptoren) an-
genommen, wobei L und / in Kompetition um die Bindung an R stehen. Bei stei-
genden Konzentrationen von / wird die Abnahme von RL gemessen. Bei Re-
aktionsstart eines jeden Ansatzes (t=0) mul} L und / gleichzeitig der Rezeptor-
praparation zugegeben werden, und man wartet die Gleichgewichtseinstellung
wahrend der Inkubation bei 37°C (s. 2.6 ) ab.
Die zu beobachtende Grofe ist RL, die als Funktion des hinzugegebenen Inhibi-
tors mittels einer Hemmkurve dargestellt werden kann. Aus den Massenwirkungs-
gesetzen fur die beiden oben gezeigten kompetitierenden Reaktionen

KL = u bzw. Ki = ﬂ

RL RI

Gleichung (11a/11b)
erhalt man durch Umformung unter der Bedingung R, << L,, I,
. L/Ke  Ki(1+L/Ku)
1+L/Ke Ki(1+L/K)+1

R —
RL(I=0) o

1-0

RL = R

Gleichung (12)
Der Mittelpunkt der Hemmkurve befindet sich bei einer Inhibitorkonzentration von

I=K, (1 +L/K,)und wird mit /Cy, bezeichnet.
Die Beziehung zwischen IC,, und K, beschreibt die Cheng-Prusoff-Gleichung

(Cheng und Prusoff, 1973) und erlaubt die Berechnung von K, bei gegebenem K :
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ICs0 = Ki- (1 + L)
K

Gleichung (13)
Eine andere Mdglichkeit zur Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskon-
stanten K, und K, ebenfalls unter Zuhilfenahme der Cheng-Prusoff-Gleichung,
besteht in der Auftragung der verschiedenen IC ., -Werte der einzelnen Exper-
imente gegen die zugegebene Ligandenkonzentration L,,.
Durch einfache Umformung der Cheng-Prusoff-Gleichung erhalt man eine Gera-

dengleichung mit Ordinatenabschnitt K, und Steigung K,/ K; :

ICs0 = ﬁ Lo + Ki
I\

Gleichung (14)
Im Falle der homologen Kompetition (Verdrangung eines Radioliganden durch
sein unmarkiertes nichtradioaktives Analogon) gilt:
ICso = KL + Lo bzw. KL = ICs0 - Lo
Gleichung (15)
Unter Einbeziehung der Cheng-Prusoff-Gleichung lalt sich die Hemmkurve nun
beschreiben als

ICso Y RL(0)
logarithmiert RL = ——M———
ICso+ | 9 1+10P/C30 - P!

RL = RL(0)-

Gleichung (16a/16b)
Fur den in den Experimenten erreichten Sattigungssgrad y, der die Fraktion der

mit Ligand besetzten Rezeptoren darstellt, gilt:
c _ L

Ro L+K

y

Gleichung (17)

Hieraus lalt sich die maximale Bindungskapazitat, d.h. die Gesamtrezeptoren-
zahl, B,,,x = R,, berechnen als

1 L+K.

Buvax = —-Bs =

y L

C

Gleichung (18)
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2.7.3 Verallgemeinerung der Bindungsisotherme nach Hill
Gelegentlich stellt sich die Bindungsisotherme entgegen der Gleichung 9,
bzw.16a/b steiler oder flacher dar. Dies trifft vor allem dann zu, wenn der unmar-
kierte Ligand und der Radioligand ein nicht-kompetitives oder komplizierteres
Bindungsverhalten aufweisen. In diesem Fall werden die beiden Gleichungen
durch Einfuhrung eines Exponenten n (=n,, Hill-Koeffizient) verallgemeinert. Fur
die Inhibitionskurve gilt dann:

Bs(0)

BS = 1+ 10n(pleo—pl)

Gleichung (19)
Die Sattigungsisotherme ergibt sich zu:

RL = Ro- L logarithmiert RL = RO
L"+K" 1+10"PEPRO
%/_/

y

Gleichung (20a/20b)
Dabei gilt: B4(0) = Bg zum Zeitpunkt t=0.
Anhand des Zahlenwertes fir den Hill-Koeffizienten n, lassen sich Uber die
Bindungsstellen und ihre Interaktion mit Liganden folgende Aussagen treffen:
ny=1: ubliche Bindungsisotherme;
Vorhandensein nur einer Klasse von nicht miteinander wechsel-
wirkenden Bindungsstellen
n,>1: positive Kooperativitat;
mehrere Ligandmolekile binden mit steigender Affinitdt an den
Rezeptor und kénnen durch allosterische Modulation der Bindungs-
stelle zur erhéhten oder verminderten Ligandbindung fihren
n,<1: negative Kooperativitat;
die Bindung des ersten Liganden erschwert die Bindung weiterer
Ligandmolekdile. Dies kommt in der Natur sehr selten vor. Meist sind
in der Membranpraparation mehrere Klassen von Bindungsstellen
enthalten, die sich in ihrer Affinitat fur einen Liganden kaum unter-

scheiden (weniger als 10-30-fach). Somit sind die einzelnen Kompo-
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nenten nicht mehr deutlich voneinander getrennt, und es ergibt sich

eine homogen flach abfallende Bindungskurve.

2.8 Datenauswertung und Statistik

2.8.1 Analyse der Bindungskurven
Die einzelnen Bindungsexperimente wurden durch eine Anpassung der logarith-
mierten Hill-Gleichung an die Daten ausgewertet (71-Komponenten-Modell):

A

14+10"(PICso-p) +(100—-A)

y:

Gleichung (21)

Dabei gilt:

y = %Bs (% der spezifischen Bindung)

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

pl = -log I, wobei | die Konzentration des homologen bzw.
heterologen Inhibitors bezeichnet

plCs;, = -logIC,,; IC,, ist die halbmaximale Inhibitionskonzentration
und markiert den Mittel- bzw. Wendepunkt der Hemmkurve

n = n, = Hill-Koeffizient

Far den Fall, daR A ~100% und ny, ~1 betrug, wurden diese beiden Werte als
Konstanten in die Anpassung eingegeben, um die Fehler der verbleibenden
Parameter zu reduzieren.

Die Anpassung erfolgte nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate mit Hilfe
des Programmes Sigma Plot 6.1/ Sigma Plot 2000 (SPSS Science, Chicago,
USA).

2.8.2 Statistik

Die Amplituden der Bindungskurven und deren plC,,-Werte folgen einer Normal-
verteilung (Christopoulos, 1998). Zur Auswertung einer Versuchsreihe wurden

deshalb die arithmetischen Mittel dieser Parameter + SEM ( Standardabweichung
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des Mittelwertes, standard error of the mean) gebildet. Die Konfidenzintervalle der
IC,,-Werte lie3en sich bestimmen als
107 mit y= plCso+2 SEM
Gleichung (22)
Die so gewonnenen Werte sind in den Ergebnistabellen dargestellt.

Zum Vergleich von Mel3serien wurden die Amplituden und die plCg,-Werte als
normalverteilte Variablen (Smirnow-Kolmogorow-Test) einer einfachen Varianz-
analyse unterzogen und eventuelle Unterschiede mit geeigneten Tests (z.B.
student’s t-test) auf ihr Signifikanzniveau untersucht (Sigma Plot, SPSS Inc.).
Die Abbildungen zeigen jeweils die Mittelwertskurven (gemittelte Daten der
Einzelexperimente + SEM). An diese Mittelwertskurven wurden die entsprechen-
den Modellgleichungen angepasst. Im allgemeinen stimmen die so erhaltenen
Parameter gut mit den aus der Analyse der Einzelkurven gemittelten Parametern
uberein, fanden aber keine weitere Verwendung.

Zur Bestimmung des Fehlers der ApK,- bzw. ApK-Werte wurden die Regeln der
Fehlerrechnung angewandt (Bevington, 1969). Bei zwei Parametern mit Fehlern
atcaundbtob(c=SEM)wurden die Fehler wie folgt berechnet:

Summen- und Differenzbildung:

y=ath — o, /05 +o? (absolute Fehlerquadrate)
Gleichung (23)

Produkt und Quotient:

. o2 o2 (relative Fehlerquadrate)
ymabbawy=y o Ty: a_g”Lb—Z Gleichung (24)

oo
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3 Ergebnisse

3.1 Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-GBC-Bindung an
SUR1 in Membranen in Abwesenheit von MgATP

3.1.1 Homologe Verdringung der Bindung von *H-GBC an SUR1
In den folgenden drei Versuchsreihen wurde die Hemmung der ®*H-GBC-Bindung
an SUR1 durch den langkettigen Acyl-Coenzym A-Ester, Oleoyl-CoA, untersucht.
Besonderes Interesse galt dem Effekt des Lipides auf die homologe Verdrangung
der Liganden GBC und ®H-GBC an SUR1 in Membranen.

Als Vorbereitung fur die Experimente mit Oleoyl-CoA wurde zunachst durch
homologe Kompetition die Gleichgewichtsdissoziationskonstante K, des Radio-
liganden *H-GBC bestimmt. Sadmtliche Messungen wurden in Abwesenheit von
MgATP durchgefiihrt, welches die Bindung von GBC durch Interaktion mit den
NBF allosterisch hemmt (Loffler-Walz et al., 2002).

Aus n=3 Einzelversuchen ergab die homologe Kompetition der *H-GBC -Bindung
mit nicht-markiertem GBC eine Gleichgewichtsdissoziationskonstante K, von 0.4
[0.3; 0.5] nM, entsprechend einem pK,-Wert von 9.41+0.05. Der Hill-Koeffizient
mit einem Wert von n,=1.2+0.1 1a3t einen monophasischen Kurvenverlauf erken-
nen. Die nichtspezifische Bindung wurde mit 100 nM GBC bestimmt, wodurch
eine vollstandige Absattigung der Bindungsstellen moglich und die spezifische

Bindung ganzlich verdrangbar war (s. Abb. 14 und Tab. 3).

Ko A . B
pKp (Flog M) | (%B;) i

0.37[0.30;0.47]nM
9.4140.05 100 [1.2¢0.1| 1225%255

max

Radioligand | Rezeptor (fmol/mg)

*H-GBC SUR1

Tabelle 3:

Homologe Verdriangung der Bindung von *H-GBC an SUR1, ohne MgATP

(Gemittelte Parameter aus n=3 Einzelversuchen; B, ,, wurde aus B, nach der Formel B, ,,
= B, (1+Ky/L) berechnet.)
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-
N
o

SUR1
- MgATP

RN
o
o

oo
o

pICy, = 8.96 + 0.02
| n, =126+0.06

40 -

20 -

3H-GBC-Bindung [%Bs]
(@)
o

=100/(1+107(-n(x-pk)))
0 T T ! d
11 10 9 8 7

GBC [-logM]

Abbildung 14:

Homologe Verdriangung der Bindung von *H-GBC an SUR1, ohne MgATP
Mittelwerte + SEM aus n=3 Einzelexperimenten.

[*H-GBC]=0.60+0.03 nM, Bg=748+126 fmol/mg (=100%), B;o;=810%131 fmol/mg,
NSB=8+1% B+or, pIC5,=8.96+0.02, n=1.26+0.06

Proteinkonzentration (PK)=0.041+0.006 mg/ml; Inkubationszeit 25 min

3.1.2 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR1 durch Oleoyl-CoA
In Abwesenheit von MgATP wurde nun die Wirkung von Oleoyl-CoA auf die

Bindungseigenschaften des SUR1 fur GBC untersucht. Dabei erstreckte sich der
Konzentrationsbereich de Lipides in 10er- und 3er-Schritten von 1 uM bis 100 yM,
wobei die spezifische *H-GBC-Bindung vollstéandig durch Oleoyl-CoA verdrangt
werden konnte.

Oleoyl-CoA zeigte keinen Einflu® auf die nichtspezifische Bindung, diese betrug
131+4% der Gesamtbindung B,.

Die Verdrangungskurve fur GBC durch Oleoyl-CoA erbrachte bei einer Radio-
ligandkonzentration von L,=1.10£0.02 nM einen plIC,,-Wert von 5.22+0.11 und
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somit einen Wert fur die IC,, von 6.1 [3.6;10.0] uM, sowie einen Hill-Koeffizienten
von 1.1£0.2 (s. Abb. 15 und Tab. 4).

120

SUR1

100 - MgATP

oo
o
1

pIC,, = 5.22 +0.11
1n, =11 202

*H-GBC-Bindung [%Bs]
(@]
o

40 +
20 -
f=100/(1+107(-n(x-pk)))
O | | | |
8 7 6 5 4 3
Oleoyl-CoA [-logM]
Abbildung 15:

Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-GBC-Bindung an SUR1, ohne MgATP
Mittelwerte + SEM aus n=4 Einzelexperimenten.

[*H-GBC]=1.10+0.02 nM, Bg=1520+226 fmol/mg (=100%),

B;or=17461260 fmol/mg, NSB=13+4% B+, plC5,=5.22+0.11, n=1.1+0.2
Proteinkonzentration (PK)=0.020+0.005 mg/ml; Inkubationszeit 25 min

ICSO A n Bmax
plC., (-log M) (%B,) H (fmol/mg)

X 6.1[3.6;10.0]uM 2073+
H-GBC SUR1 5 59k 011 100 |1.120.2 301

Radioligand | Rezeptor

Tabelle 4:

Verdringung der *H-GBC-Bindung durch Oleoyl-CoA an SUR1, ohne MgATP
(Gemittelte Parameter aus n=4 Einzelversuchen)
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3.1.3 Effekt von 15 uyM Oleoyl-CoA auf die homologe Verdran-
gung der *H-GBC-Bindung an SUR1

Nachdem die halbmaximale Inhibitionskonzentration von ~6 uM Oleoyl-CoA flr
die GBC-Bindung an SUR1 bestimmt wurde, folgte in der abschlielenden Ver-
suchsreihe die Charakterisierung des modulierenden Effektes von Oleoyl-CoA auf
die homologe Kompetition zwischen markiertem und unmarkiertem GBC.

Wir benutzten eine doppelt so hohe Konzentration an Oleoyl-CoA als dies die
halbmaximale Inhibitionskonzentration 1C., der Hemmkurve (3.1.2) vorgab, um
eine ausreichende Hemmung zu erzielen und dadurch die Modulation besser

untersuchen zu konnen.

120

SUR1
- MgATP

N
o
o

OuM Oleoyl-CoA

[0}
o
|

15uM Oleoyl-CoA

3H-GBC-Bindung [%Bs]
(@]
o

11 10 9 8 7

GBC [-logM]
Abbildung 16:
Vergleich der homologen Kompetition von *H-GBC mit GBC, ohne bzw. mit 15
UM Oleoyl-CoA, in Abwesenheit von MgATP
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120
_ SUR1
ﬂﬁ 100 15uM Oleoyl-CoA
R -MgATP
o> 80 -
=
T B et
= ’ 02+0.
Q 40
Q
™ 20 -
f=100/(1+107(-n(x-pk)))
0 T T T ! .
12 11 10 9 8 7
GBC [-logM]
Abbildung 17:

Homologe Verdrangung der Bindung von *H-GBC an SUR1 bei 15 uM Oleoyl-
CoA in Abwesenheit von MgATP :

Mittelwerte £ SEM aus n=4 Einzelexperimenten.

[*H-GBC]=1.10£0.03 nM, B¢=350+72 fmol/mg (=100%), B.o;=43871 fmol/mg,
NSB=19+4% B-qr, plC5,=8.46+0.04, n=1.02+0.08

Proteinkonzentration (PK)=0.046+0.004 mg/ml; Inkubationszeit 25 min

Bei 15 uM Oleoyl-CoA konnte die Kurvenamplitude um 70% reduziert werden. Die
Abbildung 16 zeigt die Bindungsverhaltnisse in der Zusammenschau fur die
homologe Kompetition *H-GBC gegen GBC mit 15 uM Oleoyl-CoA und ohne das
Lipid.

FUr die durch 15 uM Oleoyl-CoA modulierte homologe Kompetitionskurve fanden
wir in n=4 Experimenten in der Abwesenheit von MgATP einen K,-Wert von 2.6
[2.0;3.5] nM (pK,=8.58+0.06), der Hill-Koeffizient wurde mit n,=1 festgesetzt (s.
Tab. 5). Die Abbildung 17 zeigt die Lipidwirkung auf die Bindung, wobei hier die
Kurve auf eine 100%-Amplitude renormiert und somit der Lipidhemmung am
Ausgangspunkt der Messung im Gegensatz zu Abbildung 3 keine Rechnung
getragen wurde.

Oleoyl-CoA verschiebt somit die Bindungskurve fur GBC an SUR1 in Abwesenheit

von MgATP um einen Faktor von 6.5 nach rechts, was einer 6.5-fachen Affinitats-
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abnahme des Rezeptors fur den Liganden GBC in der Anwesenheit des Lipides

entspricht.
Oleoyl- - Kp A B
CoA Radioligand | Rezeptor [NM] (%By) Ny (fmol/mg)
i 0300 4 | 100 | 12:0.1 | 12254255
*H-GBC | SUR1 2305047
15 uM 2.0 3.5] 100 1.0+0 11811277
Tabelle 5:

Vergleich der homologen Kompetition von *H-GBC mit GBC ohne, bzw. mit 15 uM Oleoyl-
CoA an SUR1 in Abwesenheit von MgATP
(gemittelte Werte aus n=3 bzw. 4 Versuchen)

Zur Klarung der Frage, ob die Ky-Verschiebung die Hemmung der Bindung auf
30% erklaren kann (s. Abb. 16) oder ob es sich hierbei um einen durch Oleoyl-
CoA vermittelten Effekt auf die Gesamtbindung B, ,, mit Reduktion der Bindungs-
stellen handelt, wandten wir das Massenwirkungsgesetz an.

Demnach beschreiben wir die spezifische Bindung in Abwesenheit von Oleoyl-

CoA wie folgt,
BS = Bmax L
L+ Kb
Gleichung (25)
wobei B, ,, die Anzahl der Bindungsstellen und L die Gesamtkonzentration an

Radioligand widerspiegelt. Fur die Bindungsverhaltnisse unter 15 uM Oleoyl-CoA
wird die Gleichung 25 modifiziert und mit K,* eine andere Gleichgewichtsdissozia-
tionskonstante fir die *H-GBC-Bindung eingefiihrt, um die Rechtsverschiebung
durch Oleoyl-CoA zu berucksichtigen:

Bs'= Bmax';
L+ Kpo'

Gleichung (26)
Durch Division der beiden Gleichungen und unter der Voraussetzung eines

identischen Wertes fur B, der beiden Versuchsreihen (s. Tab. 5) ergibt sich:
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Bs' _ L+Ko
Bs L+Kp

Gleichung (27)
Um die Frage einer Kompetition zwischen Oleoyl-CoA und GBC am Rezeptor

beantworten zu kdnnen, vergleichen wir die experimentell bestimmte Reduktion
der Kurvenamplitude (um 70%) mit dem aus Gleichung 27 errechneten Wert, der
den beobachteten Effekt des Lipides auf die Bindung anhand der K,-Verschie-
bung zu erklaren versucht.

Durch Einsetzen der entsprechenden Parameter (L in beiden Versuchsreihen
gerundet ~1 nM, K;=0.4nM, K,'=2.6 nM) in Gleichung 27 resultiert ein Quotient
von 0.4, entsprechend einer Hemmung um 60% (vergleiche experimentelle
Hemmung um 70%). Dies zeigt, daf® der Oleoyl-CoA-Wirkung auf die GBC-Bin-
dung an SUR1 allem Anschein nach ein uberwiegend kompetitiver Hemmecha-
nismus zugrunde liegt.

Unter dieser Annahme kann aus dem IC,-Wert fir Oleoyl-CoA (s. 3.1.2., Tab. 4)

mithilfe der folgenden Gleichung ein K,-Wert flir Oleoyl-CoA berechnet werden:

L
Kb (Oleoyl — CoA)= ICso(Oleoyl —CoA)/ |1+ ——————
b (Oleoy )= 1Cso (Oleoy )/( Ko (GBC))

Gleichung (28)
IC4, (Oleoyl-CoA) = 6.0 uM
L=1.10nM K, (GBC)=0.37 nM
Somit erhalten wir einen K,-Wert fur Oleoyl-CoA von 1.5 uM bei der homologen
Kompetition von GBC an SUR1 unter 15 uM Oleoyl-CoA und in Abwesenheit von
MgATP.

3.1.4 Sattigung der *H-GBC-Bindung an SUR1 % 10 uM Oleoyl-
CoA

Falls der Inhibitionsmechanismus des Oleoyl-CoA auf die GBC-Bindung an SUR1
tatsachlich kompetitiv mit dem K,;p--Hemmstoff GBC ist (s. 3.1.3), mul} sich der
Hemmeffekt durch steigende Konzentrationen von GBC wieder aufheben lassen.

Dann ware auch gezeigt, dal® es sich um eine reversible Hemmung handelt, und
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diese nicht etwa auf einer irreversiblen Modifikation des SUR durch das Lipid
beruht.

Daher wurden Sattigungsversuche mit *H-GBC an SUR1 + 10 uM Oleoyl-CoA in
der Abwesenheit von MgATP durchgefuhrt.

In n=2 Experimenten zeigte sich eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse mit
jenen aus den Kompetitionsexperimenten (s. Tab. 6).

Die Kontrollwerte fur B__. in den beiden Versuchen waren etwas unterschiedlich.

max

Oleoyl-CoA Kp B.ax
SLRUEEE [UM] [NM] [fmol/img]
. 0 0.37 12254255
homologe Kompetition
15 26 11811277
- 0 4 33204282
Sattigung
10 17 27121214

Tabelle 6:

Vergleich der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten K, von GBC an SUR 1 unter dem
EinfluB von Oleoyl-CoA (in Abwesenheit von MgATP):

Homologe Kompetition *H-GBC vs. GBC mit 15 uM Oleoyl-CoA und ohne Oleoyl-CoA
Sattigung der *H-GBC-Bindung mit 10 uM Oleoyl-CoA und ohne Oleoyl-CoA

Fir die gemeinsame Auswertung wurde die spezifische Bindung jeweils als % der

maximalen Bindung B, der Kontrolle renormiert und zusammengefasst. Die

Abbildung 18 zeigt den gemeinsamen Fit der normierten Daten an das Massen-
wirkungsgesetz, Abbildung 19 die Auftragung der Sattigungsexperimente nach
Scatchard (Scatchard, 1949), wobei die Kurven nun als Geraden mit negativer
Steigung imponieren und somit geeignet modifiziert sind, um die Werte fir die
Gleichgewichtsdissoziationskonstanten abzulesen. Hierbei ergeben sich die K-
Werte aus dem negativen Kehrbruch der jeweiligen Geradensteigung.

Die Gerade ohne Oleoyl-CoA |aRt fur die *H-GBC-Sattigung an SUR1 einen K-
Wert von 0.37 nM erkennen, welcher damit genau dem in der homologen Kompe-

tition von GBC und *H-GBC bestimmten Wert entspricht (s. Tab. 6). Die *H-GBC-
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Abbildung 18:

Sattigung der *H-GBC-Bindung an SUR1 mit und ohne Oleoyl-CoA (10 uM) in

Abwesenheit von MgATP;

gemeinsame Auswertung zweier Einzelexperimente

B, .« (FOcoA)=1000 % (3600182 fmol/mg); PK=6.30 ug/300 ul

B,.x (FOCOA)=8313 %

NSB stieg linear mit der Radioligandkonzentration an und betrug bei 7.5 nM *H-GBC

20% B,y
Sattigung in der Anwesenheit von 10 uM Oleoyl-CoA ergibt eine Gleichgewichts
dissoziationskonstante K, von -(1/-0.6)=1.7 nM und entspricht damit im wesentli-

chen dem Ky-Wert der Kompetition von 2.6 nM bei 15 yM Oleoyl-CoA.

Diese Experimente zeigen, dafl die Inhibition der *H-GBC-Bindung an SURT1
durch Oleoyl-CoA im wesentlichen reversibel und von kompetitiver Natur ist, somit
kann mit steigenden Radioligandkonzentrationen das Lipid vom Rezeptor ver-
drangt werden. Dies zeigt sich in Abbildung 18 an der Amplitude der in Gegenwart
von 10 uM Oleoyl-CoA gemessenen Kurve, die bei 83+3 % liegt. Obgleich dies,
trotz Beachtung der statistischen Abweichung, nicht der fir eine reine Kompetition
typischen 100% -Amplitude entspricht, kann doch Uberwiegend von einer Kompe-
tition ausgegangen werden. Der gleiche Sachverhalt zeigt sich in Abbildung 19
der beiden Scatchard-Geraden, wobei hier die Lipidgerade bei 88 +8 % ihren

Abszissenschnittpunkt besitzt.
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Abbildung 19:

Darstellung der beiden Sattigungsexperimente *H-GBC an SUR1 mit 10 uM, bzw.
ohne Oleoyl-CoA (in Abwesenheit von MgATP) nach Scatchard

Kp ohne Oleoyl-CoA: 1/2.7=0.4 nM
Ky mit 10 yM Oleoyl-CoA: 1/0.6=1.7 nM

Die K,-Werte ergeben sich aus dem negativen Kehrbruch der Geradensteigungen.

Die Kontrollkurve ohne Oleoyl-CoA wurde wurde auf den Abszissenschnittpunkt 100
gefittet; die Kurve in Anwesenheit des Lipides ergab einen Achsenschnittpunkt bei 88
18 %, welcher geringfiigig, aber statistisch signifikant unterschiedlich ist von 100 %.
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3.2 Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-GBC-Bindung an
SUR1 in Membranen in Anwesenheit von 1 mM Mg*
und 0.3 mM ATP

3.2.1 Homologe Verdringung der Bindung von *H-GBC an SUR1
Die Bindung von MgATP und die anschlielRende Hydrolyse zu MgADP verursacht
eine Dissoziation von rezeptorgebundenem *H-GBC, wobei eine kompetitive
Hemmung zwischen MgATP und GBC ausgeschlossen werden kann (Schwans-
techer et al., 1992; Hambrock et al., 2002a).

Ueda et al., 1999a zeigten, dal® die GBC- Bindungsstelle durch Bindung von
MgATP/MgADP an die NBF, welche in direkter raumlicher Nahe anzutreffen sind,
modifiziert wird und somit die Affinitat fir GBC abnimmt (negativer allosterischer
Effekt).

Im Folgenden haben wir in Analogie zu den vorherigen Kapiteln 3.1.1 bis 3.1.3.
die Bindungsverhaltnisse an SUR1 fur GBC und die Modulation durch Oleoyl-CoA
unter dem Einflul von MgATP studiert.

In n=4 Experimenten wurde eine Kompetition von *H-GBC mit GBC an SUR1 in
Anwesenheit von Mg? 1 mM und ATP 0.3 mM durchgefihrt.

Wie zu erwarten, stieg die Gleichgewichtsdissoziationskontante K, im Vergleich
zum Analogversuch ohne MgATP um den Faktor 5.5 von 0.4 nM auf 2.2 [1.7;2.9]
nM an (allosterische Hemmung der GBC-Bindung durch MgATP). Logarithmiert
ergab sich ein pKy-Wert von 8.66+£0.06 bei einem auf n =1 festgesetzten Hill-
Koeffizienten. Die nichtspezifische Bindung lag bei 11+1 % der totalen Bindung
und wurde mit 100 nM GBC bestimmt, wobei die spezifische *H-GBC-Bindung
vollstandig verdrangt werden konnte (s. Abb. 20).

Die Tabelle 7 zeigt die Bindungsverhaltnisse an SUR1 flr die homologe Kompeti-

tion von GBC mit und ohne MgATP im Vergleich.
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Abbildung 20:

Homologe Verdringung der Bindung von *H-GBC an SUR1,
1 mM Mg*, 0.3 mM ATP:
Mittelwerte £ SEM aus n=4 Einzelexperimenten.
[*H-GBC]=1.9+0.1 nM, B¢g=502+43 fmol/mg (=100%), B;o;=566+45 fmol/mg,
NSB=11+1% B+q;, plC5,=8.39+0.03, n=fix=1
Proteinkonzentration (PK)=0.10+0.01 mg/ml; Inkubationszeit 25 min

Radio- Ko A Brax
AL ligand SR pK, (-log M) (%B.) Mh (fmol/mg)
3 2.2nM [1.7;2.9] 1102+
+ H-GBC [ SUR1 866 + 0.06 100 10 107
i 3 0.37nM [0.30;0.47] 1225+
H-GBC [ SUR1 941+ 005 100 (1.2+0.1 255
Tabelle 7:

Homologe Verdringung der Bindung von *H-GBC an SUR1 mit und ohne MgATP im

Vergleich

(Gemittelte Parameter aus n=3 Einzelversuchen)
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3.2.2 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR1 durch Oleoyl-CoA
Nachdem aus 3.1.2 fur die Hemmung der GBC-Bindung durch Oleoyl-CoA an

SUR1 in Abwesenheit von MgATP eine halbmaximale Inhibitionskonzentration
von 6 UM gezeigt wurde, soll hier die Auswirkung von 1 mM Mg* und 0.3 mM
ATP auf die Oleoyl-CoA-Hemmkurve betrachtet werden.

Bei einer Labelkonzentration von L,=0.9+0.1 (in 3.1.2 L,=1.10+0.02) ergab sich
aus n=3 Experimenten ein plC4,-Wert von 4.84+0.04, was einem IC,,-Wert von15
[12;17] uM entspricht. Damit ist die halbmaximale Inhibitionskonzentration im
Vergleich zu den Bindungsverhaltnissen ohne MgATP um den Faktor 2.4 nach
rechts verschoben. Der Hill-Koeffizient stieg auf 2.1£0.3 an (ohne MgATP n,
=1.5%0.1), was statistisch nicht signifikant ist (p=0.063; s. Tab. 8 und Abb. 21).

ATP [ Radio- [o ICs, A . B, .
[mM] ligand P plC., (-log M) | (%B,) H (fmol/mg)
3H-GBC 15uM [12:17] 2371+
03 | gomwy | SUR! 484 30,04 100 |210.3| “5o,
H-GBC 6.0uM [3.6;10] 2073+
O | (t1omy | SURT | 5201011 100 11.5£0.1 1 “5,
Tabelle 8:

Hemmung der *H-GBC-Bindung durch Oleoyl-CoA an SUR1 mit und ohne MgATP im
Vergleich (Gemittelte Parameter aus n=4 bzw.3 Einzelversuchen)

Die spezifische *H-GBC-Bindung konnte mit 300 uM Oleoyl-CoA komplett ver-
drangt werden, die nichtspezifische Bindung stieg unter dem Lipid nicht an und
betrug 9+2% der Gesamtbindung.

Desweiteren untersuchten wir bei einer Radioligandkonzentration L, von 2 nM die
Verdrangung der *H-GBC-Bindung durch Oleoyl-CoA, um nachfolgend fur die
Modulation der homologen Kompetition mit GBC durch Oleoyl-CoA (siehe dort)
anhand des IC.,-Wertes einen Richtwert fur die zu verwendende Lipidkonzen-

tration zu erhalten. Dies wurde notwendig aufgrund der bei der homologen Kom
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Abbildung 21:
Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-GBC-Bindung an SUR1,
1 mM Mg?, 0.3 mM ATP
Mittelwerte + SEM aus n=3 Einzelexperimenten.

[*H-GBC]=0.9+0.1 nM, B4=546+47 fmol/mg (=100%), Bo;=608+68 fmol/mg,

NSB=9+2% By, plCs,=4.83+0.02, n=1.9+0.1

Proteinkonzentration (PK)=0.053+0.003 mg/ml; Inkubationszeit 25 min

petition von GBC (3.2.1.) eingesetzten Radioligandkonzentration von 1.9 nM.

Die Oleoyl-CoA-Verdrangung der *H-GBC-Bindung an SUR1 mit 1 mM Mg? und
0.3 mM ATP, sowie L,=2.0+0.1 nM, erbrachte in n=2 Experimenten eine IC, von
19 [15;23] uM (plC4,=4.73+0.05) bei einem Hill-Koeffizienten von 2.6+0.7(s. Tab.

9 und Abb. 22).

Der Vergleich der beiden Oleoyl-CoA-Verdrangungskurven mit den unterschiedli-
chen Radioligandkonzentrationen a3t die Tendenz einer kompetitiv nach rechts
verschobenen und steileren Bindungskurve in Anwesenheit hdherer Radioligand-

konzentrationen erkennen (IC,, von 15 uM bei [°H-GBC] von 0.9 nM versus IC,,

. ICs, A Brnax
Radioligand | Rezeptor oIC., (-log M) (%B.) Ny (fmolimg)
*H-GBC 19uM [15;23] 2275+
(2nM) SUR1 4.73+ 0.05 100 [2.640.7 148
Tabelle 9:

Verdriangung der *H-GBC-Bindung durch Oleoyl-CoA an SUR1, 1 mM Mg*, 0.3 mM ATP

(Gemittelte Parameter aus n=2 Einzelversuchen)
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von 19 uM bei [°*H-GBC] von 2 nM). Allerdings ist dieser Effekt nicht statistisch

signifikant.

120
_ SUR1
@100 @ . ® +MgATP
X
e
(@)) 80 .
5
£ w00
E nH =Z. * U.
S L, =20nM
m 40 .
Q
I i
o 20
f=100/(1+107(-n(x-pk))) X
0 -~ T | ! .
7 6 5 4 3
Oleoyl-CoA [-logM]
Abbildung 22:

Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-GBC-Bindung an SUR1,

1 mM Mg?*, 0.3 mM ATP

Mittelwerte £ SEM aus n=2 Einzelexperimenten.

[’H-GBC]=2.0+0.1 nM, B¢=1068+55 fmol/mg (=100%), B;,;=1208253 fmol/mg,

NSB=12+1% Bo;, pICs,=4.77+0.03, n=2.840.5

Proteinkonzentration (PK)=0.068+0.010 mg/ml; Inkubationszeit 25 min
Unter der Voraussetzung einer Kompetitivitat zwischen Oleoyl-CoA und GBC
kann mittels der Gleichung 28 (s. 3.1.3) ein Ky-Wert fur Oleoyl-CoA von 9 uM
bestimmt werden. Allerdings zeigt das folgende Kapitel, dal} die Annahme der

Kompetitivitat nicht ganz erfullt ist (s. 3.2.3).

3.2.3 Effekt von 25 uyM Oleoyl-CoA auf die homologe Verdran-
gung der GBC-Bindung an SUR1

Abschlie3end flr dieses Kapitel untersuchten wir den Effekt einer konstanten
Konzentration an Oleoyl-CoA auf die homologe Kompetition GBC gegen *H-GBC
an SUR1 in Anwesenheit von Mg®* 1 mM und ATP 0.3 mM. Die zu verwendende

Oleoyl-CoA-Konzentration ergab sich aus dem IC.,-Wert von 19 uM der Oleoyl-
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CoA-Verdrangungskurve bei der Radioligandkonzentration L,=2 nM und wurde
auf 25 uyM erhdht, um eine sichere Hemmung durch das Lipid zu gewahrleisten.
Aus der vergleichenden Abbildung 23 der homologen GBC-Verdrangung mit und
ohne 25 uM Oleoyl-CoA ist ersichtlich, da® die spezifische Bindung durch das

Lipid um 70% gehemmt werden konnte.

120

ohne Oleoyl-CoA S U R1
+MgATP

=
o
o

(@)
o

40 4 25uM Oleoyl-CoA

3H-GBC -Bindung [%Bs]
(0]
o

y S
20
0 T
11 10 9 8 7 6
GBC [-logM]

Abbildung 23:
Vergleich der homologen Kompetition von *H-GBC mit GBC, ohne bzw. mit 25
MM Oleoyl-CoA ;

1 mM Mg*, 0.3 mM ATP

Die durch Oleoyl-CoA modifizierte Bindungskurve zeigt eine Gleichgewichts-
dissoziationskonstante K, von 5.6 [5.4;5.9] nM, entsprechend einem Wert fur pK,
von 8.25+0.01. Der Hill-Koeffizient mit n,=1.1£0.1 belegt einen monophasischen
Kurvenverlauf. Die spezifische Bindung konnte durch 100 nM GBC komplett
inhibiert werden, wobei die nichtspezifische Bindung bei 29+4% der Gesamtbin-
dung lag (Tab. 10).Die Abbildung 24 zeigt die auf 100% spezifische Bindung
renormierte homologe Verdrangungskurve.

Wiederum erhielten wir fur die Modulierung durch Oleoyl-CoA eine nach rechts
verschobene homologe Bindungskurve, hier um den Faktor 2.5, von dem Ky-Wert
von 2.2 nM ohne Oleoyl-CoA zu einem Wert von 5.6 nM in Anwesenheit des

Lipides.
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Abbildung 24

Homologe Verdriangung der Bindung von *H-GBC an SUR1 bei 25 uM Oleoyl-

CoA;

1 mM Mg?*, 0.3 mM ATP
Mittelwerte £ SEM aus n=4 Einzelexperimenten.
[*H-GBC]=2.0+0.1 nM, B¢=268+30 fmol/mg (=100%), B.,;=353+38 fmol/mg,
NSB=29+4% B+q;, plC5,=8.12+0.02, n=1.10+£0.04
Proteinkonzentration (PK)=0.084+0.003 mg/ml; Inkubationszeit 25 min

Die Frage nach einer zugrundeliegenden Kompetitivitat der Hemmung der GBC-
Bindung durch Oleoyl-CoA laldt sich durch Einsetzen der entsprechenden Para-
meter in die Gleichungen (s. 3.1.3; L=2 nM, K;=2.2 nM, K,;'=5.6 nM) beantworten:

Wir erhalten einen Quotienten von 0.6 (40% Hemmung), im Gegensatz zu der

experimentell bestimmten Hemmung um 70%.

O(I:e:'g\/l— Radioligand | Rezeptor [:ﬁ] ("/?Bs) Ny (fmi'i‘/ar’;] o)
- 2:2 100 | 1.0£0.0 [ 1102+107
’H-GBC surt M '75’ 62-9]
25uM 5.4 ’ 5.9] 100 | 1.1£0.1 1033191
Tabelle 10:

Vergleich der homologen Kompetition von *H-GBC mit GBC, ohne bzw. mit Oleoyl-CoA

25 uM an SUR1; 1 mM Mg*, 0.3 mM ATP

(gemittelte Werte aus n=3 bzw. 4 Versuchen)
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In diesem Fall kann das Massenwirkungsgesetz einen kompetitiven Inhibitions-
mechanismus anhand der Verschiebung der Gleichgewichtsdissoziationskon-
stanten K, nur teilweise erklaren. Es mussen noch andere, nicht-kompetitive

Hemmechanismen eine Rolle spielen.

3.3 Effekt von Poly-D-Lysin auf die Hemmung der *H-
GBC-Bindung durch Oleoyl-CoA an SUR1 in Mem-
branen in Abwesenheit von MgATP

3.3.1 Aktivierung der Bindung von *H-GBC an SUR1 durch Poly-
D-Lysin
Viele Autoren, z.B. MacGregor et al., 2002; Krauter et al., 2001 haben gefunden,
dald polykationische Stoffe wie Neomycin, Spermin oder Poly-Lysin die Lipid-
wirkung auf die Untereinheit K des K, abschwachen konnen, indem sie die
durch Lipide aktivierten und dadurch in ihrer ATP-Sensitivitat geminderten Kanale
wieder fur ATP empfindlich machen. Es zeigte sich jedoch auch, daf} die Polyka-
tionen nicht in der Lage sind, die lipidinduzierte Schwachung der GBC- und
P1075-Bindung zu beeinflussen (Krauter et al., 2001).
In den folgenden Versuchsreihen haben wir die Polykationenwirkung auf die *H-
GBC-Bindung an SUR1 naher charakterisiert, vor allem im Hinblick auf eine
mogliche Antagonisierung des hemmenden Effektes von Oleoyl-CoA auf die
GBC-Bindung.
In den vorbereitenden Messungen fanden wir Uberraschenderweise eine Stimulie-
rung der *H-GBC-Bindung durch Poly-D-Lysin mit einem Maximaleffekt von 26%,
die schon bei niedrigen Konzentrationen des Polykations (3 pg/ml) nachweisbar
war. Desweiteren untersuchten wir Konzentrationen fur Poly-D-Lysin in 3er-und
10er-Schritten bis zu 300 pg/ml und konnten schlie3lich aus n=5 Versuchen eine
konzentrationsabhéngige Aktivierungskurve der *H-GBC-Bindung an SURT
erstellen.
Aus der gefitteten Gesamtauswertung (Abb. 25 und Tab. 11) zeigte sich bei einer
Radioligandkonzentration von L,=1.00+£0.02 nM und in Abwesenheit von MgATP
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eine halbmaximale Wirkungskonzentration EC,, von 7.4 pug/ml bei einem Hill-

Koeffizienten von 3.5%£1.2. Die spezifische Bindung erreichte bereits bei einer

. . A Bmax
Radioligand | Rezeptor | EC, (ng/ml) (%B.) Ny (fmolimg)
*H-GBC SUR1 7.401£0.05 126 [3.5+1.2| 2617111

Tabelle 11:

Konzentrationsabhingiger Effekt von Poly-D-Lysin auf die *H-GBC-Bindung an SUR1 in
Abwesenheit von MgATP

(gemittelte Werte aus n=5 Einzelversuchen)

Polykationen-Konzentration von 100 ug/ml eine Plateauphase, hohere Konzen-
trationen konnten keine weitere Bindungszunahme erzeugen. Die nichtspezifische
Bindung anderte sich mit steigender Konzentration an Poly-D-Lysin im Vergleich

zu den Kontrollwerten ohne das Polykation um maximal 60%.

105 4 —#4
— SUR1 % R
+=" 100 —T A
g -MgATP /'/
2 95 - /
g 90 -
/ ® Bs
2 85 - / A Btot
o "/ a = 19 %1 B NSB
QO 80 -E ______ y o n, = 3512
% EC,, = 7.4+0.05 [ug/ml]
i 75 -
T E— f=74+a*(1/(1+107(n*(x-pk))))
(4] ,
18 ._// F H
- 7/ T T T |
3 10 30 100

Poly-D-Lysin [ug/ml]
Abbildung 25:
Konzentrationsabhangiger Effekt von Poly-D-Lysin auf die *H-GBC-Bindung an
SUR1 in Abwesenheit von MgATP ;
Mittelwerte + SEM aus n=5 Einzelexperimenten.
[*H-GBC]=1.00£0.02 nM, B;=1882+84 fmol/mg (=100%), B;o;=2002+94 fmol/mg,
NSB=6.0+0.4% B+, EC5,=7.40+0.05 [ug/ml], n=3.5+1.2
Proteinkonzentration (PK)=0.042+0.003 mg/ml; Inkubationszeit 25 min
Die Kurvenamplitude ergibt sich durch Renormierung der experimentell bestimmten
Amplitude auf 100% Bs (19/0.74 + 100 = 126).
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3.3.2 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR1 durch Oleoyl-CoA
in Anwesenheit von 3 pg/ml Poly-D-Lysin

Nach Beobachtung der Stimulierung der *H-GBC-Bindung an SUR1 durch Poly-D-
Lysin stellte sich nun die Frage, ob die Lipidhemmung der GBC-Bindung durch
Zugabe des Polykations aufgehoben werden kann.

Bei den Experimenten wurde der Reihenfolge des Zupipettierens der einzelnen
Agentien besondere Beachtung geschenkt: Die Zugabe von Poly-D-Lysin erfolgte
nach der Inkorporation des Oleoyl-CoA mittels Sonizierung in die Membranen, so
dal} jegliche physikalische Interaktion des negativ geladenen Lipides mit dem
positiv geladenen Polylysin vor Inkorporation des Lipides in die Membran und
dadurch eine etwaige Neutralisierung der gegensatzlich geladenen Reaktions-
partner unmoglich gemacht wurde.

Zunachst wahlten wir mit 3 pg/ml Poly-D-Lysin eine Konzentration, welche noch
keine wesentliche Stimulierung der Bindung hervorrief, um einen vermuteten
Antagonismus zwischen Oleoyl-CoA und Poly-D-Lysin auf Rezeptorebene klar
von dem durch Poly-D-Lysin induzierten Stimulierungseffekt unterscheiden zu
konnen.

Fir die Verdrangung der *H-GBC-Bindung an SUR1 durch Oleoyl-CoA in Abwe-
senheit von MgATP und bei einer Konzentration von 3 ug/ml Poly-D-Lysin zeigte
sich in n=2 Experimenten eine halbmaximale Inhibitionskonzentration IC,, von 8.9
[8.1;9.8] uM, entsprechend dem plC,,-Wert von 5.05+£0.02, bei einem Hill-Koeffi-
zienten von 3.0£0.9.(s. Tab. 12 und Abb. 26).

Die Kontrollkurve ohne 3 ug/ml Poly-D-Lysin ergab mit 8.1 [6.8;9.8] uM bei einem
Hill-Koeffizienten von 2.1+0.2 keine signifikant unterschiedliche Inhibitionskonzen-
tration fur Oleoyl-CoA (p=0.349).

o ICs, A Brnax
Radioligand | Rezeptor pIC,, (log M) (%B.) Ny (fmolimg)
3 8.9[8.1;9.8]uM 3148+
H-GBC SUR1 5 051002 100 | 3.0+0.9 64

Tabelle 12:

Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-GBC-Bindung an SUR1 bei 3 pg/ml Poly-D-Lysin in
Abwesenheit von MgATP ;

(gemittelte Werte aus n=2 Einzelversuchen)
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Abbildung 26:

Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-GBC-Bindung an SUR1 bei 3 pg/ml Poly-D-
Lysin in Abwesenheit von MgATP ;

Mittelwerte + SEM aus n=2 Einzelexperimenten, orientierende Versuche
[*H-GBC]=1.3%0.1 nM, [*H-GBC] Kontrollkurve =1.1£0.1 nM B=2384+26 fmol/mg
(=100%), B1o7=2535+24 fmol/mg, NSB=6+0% B+q;, plC5,=5.04+0.01, n=2.6+0.2
Proteinkonzentration (PK)=0.0240+0.0003 mg/ml; Inkubationszeit 25 min

Somit kann bei 3 pg/ml Poly-D-Lysin kein antagonistischer Effekt im Sinne einer
Disinhibition auf die Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR1 durch Oleoyl-CoA
festgestellt werden. Deshalb haben wir in der nachsten Versuchsreihe die Kon-

zentration an Poly-D-Lysin erhoht (s. 3.3.3).

3.3.3 Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR1 durch Oleoyl-CoA
in Anwesenheit von 100 pg/ml Poly-D-Lysin

Bei einer Konzentration von 100 pug/ml Poly-D-Lysin untersuchten wir die Oleoyl-
CoA-Verdrangungskurve der GBC-Bindung an SUR1 in Abwesenheit von MgATP.
Dies wurde notwendig, da das Polykation in einer Konzentration von 3 ug/mi
keinen erkennbaren Effekt auf die Bindung auslbte und sich daher die gleichen
Verhaltnissse wie bei der einfachen Verdrangung der *H-GBC-Bindung durch
Oleoyl-CoA einstellten (s. 3.1.2).
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In n=5 Versuchen beobachteten wir eine Stimulierung der *H-GBC-Bindung unter

Poly-D-Lysin um etwa 34%, die in der Kontrolle ohne das Polykation nicht nach-

weisbar war (vgl. Abb. 27).
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Abbildung 27:

Vergleich der Hemmung der *H-GBC-Bindung an SUR1 durch Oleoyl-CoA mit
und ohne 100 pg/ml Poly-D-Lysin, jeweils in Abwesenheit von MgATP

(gemittelte Parameter aus n=5 bzw.4 Versuchen)

6

5
Oleoyl-CoA [-logM]

[*H-GBC] =1.0+0 nM, [*H-GBC] Kontrolle=1.1£0.1 nM

Desweiteren fanden wir fur die durch Poly-D-Lysin modulierte Bindungskurve eine
halbmaximale Inhibitionskonzentration IC,, von 7.8 [6.5;9.3] uM (pIC,,=5.11£0.04)

und einen Hill-Koeffizienten von 2.1+0.2 (s. Tab. 13 und Abb. 28).

Damit ist dieser Wert fur die halbmaximale Inhibitionskonzentration der Oleoyl-

P&%}E' Radioligand | Rezeptor [ISI\S/IO] ("/?Bs) Ny (meOT/aI');] a)
] 8.1 100 | 21402 | 3148164
00 | HGBC SUR [6.?2.8] 100 | 2.1:0.2 | 4228840
pg/ml [6.5;9.3] - ~
Tabelle 13:

Vergleich der Verdriangung der *H-GBC-Bindung an SUR1 durch Oleoyl-CoA mit und ohne
100 ug/ml Poly-D-Lysin, jeweils in Abwesenheit von MgATP
(gemittelte Parameter aus n=5 bzw.4 Versuchen)
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Abbildung 28:

Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-GBC-Bindung an SUR1 bei 100 ug/ml Poly-D-
Lysin in Abwesenheit von MgATP ;

Mittelwerte £ SEM aus n=5 Einzelexperimenten.

[*H-GBC]=1.0£0 nM, B¢=2273+606 fmol/mg (=100%), B;,;=2465+650 fmol/mg,
NSB=8+1% B+q7, plC5,=5.08+0.03, n=1.9+0.2

Proteinkonzentration (PK)=0.0353+0.0053 mg/ml; Inkubationszeit 25 min

CoA-Verdrangung unter 100 pug/ml Poly-D-Lysin statistisch nicht signifikant ver-
schieden von der Inhibitionskonzentration fur die Bindungsverhaltnisse ohne
Polykation (IC,,=8.1 uM). Poly-D-Lysin ist folglich nicht in der Lage, die lipidindu
zierte Hemmung der GBC-Bindung an SUR1 abzuschwachen, obgleich es jedoch

die spezifische Bindung fur GBC ansteigen laft.

3.4 Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-P1075-Bindung an
SUR2A in Membranen

3.4.1 Homologe Verdringung der Bindung von *H-P1075 an
SUR2A

In den folgenden drei Versuchsreihen wurde die Hemmung der *H-P1075-Bindung
an SUR2A durch Oleoyl-CoA untersucht.
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Als Vorbereitung fur die Experimente mit Oleoyl-CoA wurde zunachst durch
homologe Kompetition die K, des Radioliganden *H-P1075 bestimmit.

Aus n=5 Experimenten bei 1 mM ATP und 2.2 mM Mg?* ergab die homologe
Kompetition der *H-P1075-Bindung mit nicht-markiertem P1075 einen pK,-Wert
von 7.82+0.03, welcher dem K, -Wert von 15.1 [13.2, 17.4] nM entspricht. Der
Hill-Koeffizient von 1.03+0.05 weist auf eine monophasische Verdrangungskurve
mit einer Klasse von Bindungsstellen ohne Kooperativitat hin.

Die nichtspezifische Bindung (NSB) lag bei 12% der totalen Bindung (B,,) und
wurde mit einer sattigenden Konzentration an P1075 (100 uM) bestimmt.

Es zeigte sich, dal dadurch die spezifische *H-P1075-Bindung vollstandig ver-
drangt werden konnte (Tab. 14 und Abb. 29).

100 @
) SUR2A
(a8
o\o 80 .
o))
c
S5 60 -
2 pICy, = 7.73+0.01
foa) n, = 1.01 £0.03
O 40 A
N~
o
o
I' 20 -
® =100/(1+107(-n(x-pk)))
0 T T ®
10 9 8 7 6 5
P1075 [-logM]
Abbildung 29:

Homologe Verdriangung der Bindung von *H-P1075 an SUR2A

Mittelwerte £ SEM aus n=5 Einzelexperimenten.

[*H-P1075]=2.204£0.01 nM, B¢=85%22 fmol/mg (=100%), B;,r=93+22 fmol/mg,
NSB=12+2% B+q;, plCs,=7.73£0.01, n=1.03+0.05

Proteinkonzentration (PK)=0.25+0.01 mg/ml; Inkubationszeit 13 min
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. Kp A B o
Radioligand | Rezeptor oK, (-log M) (%B.) Ny (fmol/mg)

- 15[13;17]nM 103+ | 691z

H-P1075 | SUR2A 2'8240.03 100 | 005 201

Tabelle 14:
homologe Verdringung der Bindung von *H-P1075 an SUR2A
(Gemittelte Parameter aus n=5 Einzelversuchen)

3.4.2 Hemmung der *H-P1075-Bindung an SUR2A durch Oleoyl-
CoA

Kirp—Kanale koppeln die elektrische Membranaktivitat an den Energiestoffwechsel
der Zelle (Noma, 1983; Nichols und Lederer, 1991; Terzic et al., 1995; Benndorf
et al., 1992). Liu et al., 2001a beschrieben einen direkten Effekt von langkettigen
Acyl-CoA-Estern (LC-Acyl-CoA) auf die K,p-Aktivitat in Herzmuskelzellen. Sie
fanden eine Aktivierung der K, ,-Kanale durch LC-Acyl-CoA, die um ein Vielfa-
ches héher war als in den pankreatischen B-Zellen (Branstrom et al., 1997). Da
die LC-Acyl-CoA aber an der Kz-Untereinheit ansetzen (Branstrom et al., 1998;
Gribble et al., 1998a) und diese in beiden Fallen dieselbe (Kiz6.2) ist, muld man
schlieBen, dald der SUR-Subtyp den Effekt der LC-Acyl-CoA auf den Kz6.2
moduliert. Wir untersuchten hier die Rolle der B-Untereinheit, SUR2A.

Hierzu wurde die ®H-P1075-Bindung an SUR2A durch ansteigende Konzen-
trationen an Oleoyl-CoA Uber einen Bereich von 0.01 bis 100 uM betrachtet,
wobei die spezifische Bindung des Radioliganden vollstandig verdrangt werden
konnte. Es zeigte sich auch eine konstant bleibende nichtspezifische Bindung
uber den Oleoyl-CoA-Konzentrationsbereich hinweg.

Die drei durchgefiihrten Experimente ergaben fiir die Hemmung der *H-P1075-
Bindung durch Oleoyl-CoA bei einer Radioligandkonzentration von L,= 2.20+0.09
nM und in Anwesenheit von MgATP (Mg** 1 mM, ATP 0.3 mM) einen pIC,,-Wert
von 4.76+0.04, entsprechend einer halbmaximalen Inhibitionskonzentration 1C,
von 17 [15;21] uM (s. Tab. 15). Die Abbildung 30 zeigt die Hemmkurve aus den

gemittelten Daten.
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. ICq, A Brnax
Radioligand | Rezeptor oIC., (-log M) (%B.) Ny (fmolimg)
3 17[15;21]uM 815+
H-P1075 | SUR2A 4.76+0.04 100 |1.51+0.13 113

Tabelle 15:
Hemmung der *H-P1075-Bindung durch Oleoyl-CoA an SUR2A
(Gemittelte Parameter aus n=3 Einzelversuchen)
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Oleoyl-CoA [-logM]
Abbildung 30:

Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-P1075-Bindung an SUR2A

Mittelwerte £+ SEM aus n=3 Einzelexperimenten.

[*H-P1075]=2.20+0.09 nM, Bs=102+15 fmol/mg (=100%), B;,;=114+18 fmol/mg,
NSB=10+1% B+q7, plCs,=4.83£0.02, n=1.43+0.09

Proteinkonzentration (PK)=0.26:0 mg/ml; Inkubationszeit 13 min

Der Hill-Koeffizient lag mit 1.51£0.13 signifikant verschieden von 1, was auf eine
positive Kooperativitat hinweisen konnte.

Die Berechnung der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten K, fur Oleoyl-CoA
(vorausgesetzte Kompetitivitat) aus 1C,,=17 uM, L.=[*H-P1075]=2.2 nM und K,
(GBC)=15 nM ergibt einen Wert von 15 pM.

Eine friher in unserer Arbeitsgruppe beobachtete Stimulation der Radioligandbin-
dung *H-GBC an SUR2A(Y1206S) bei submikromolaren Oleoyl-CoA-Konzen-
trationen wurde ebenfalls fiir die Oleoyl-CoA-Modulation der *H-P1075-Bindung
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an SUR2A in Betracht gezogen, konnte aber weder hier gezeigt, noch an
SUR2A(Y1206S) mit statistisch signifikanten Daten reproduziert werden (s. 3.5).

3.4.3 Effekt von 30 uyM Oleoyl-CoA auf die homologe Verdran-
gung der *H-P1075-Bindung an SUR2A

Nachdem in den beiden Vorversuchen die Gleichgewichtsdissoziationskonstante
fur P1075 und die halbmaximale Inhibitionskonzentration der P1075-Bindung flr
Oleoyl-CoA an SUR2A bestimmt worden waren, untersuchten wir nun den Effekt
einer konstanten Konzentration an Oleoyl-CoA auf die P1075-Bindung an SUR2A
in Anwesenheit von 1 mM Mg? und 0.3 mM ATP.

Aus der Oleoyl-CoA-Hemmkurve (s. 3.4.2) ist ersichtlich, dal3 die spezifische
Bindung des Radioliganden *H-P1075 bei einer Lipidkonzentration von ~15 yM
auf etwa 40% der Ausgangsamplitude reduziert ist.

Um eine ausreichende Hemmung der *H-P1075-Bindung unter Oleoyl-CoA zu
gewahrleisten, nahmen wir jetzt 30 uM Oleoyl-CoA und beobachteten eine Hem-
mung der Bindung um 70%, d.h. die ®*H-P1075-P1075-Kompetitionskurve beginnt
bei 30% der ohne das Lipid gemessenen Kontrollkurve. Die Abbildung 31 zeigt die
Hemmkurven ohne und mit 30 uM Oleoyl-CoA in der vergleichenden Zusammen-
schau.

Fir die durch 30 yM Oleoyl-CoA modulierte Bindungskurve ergibt sich ein K-
Wert von 50 [48;53] nM (ohne Oleoyl-CoA K,=15 nM) und ein Hill-Koeffizient von
0.90+0.03 (s. Abb. 32 fur die auf 100% renormierte Bindungskurve und Tab. 16).
Es wird somit deutlich, dal Oleoyl-CoA die Bindungskurve fir P1075 an SUR2A

um einen Faktor von 3.3 nach rechts verschiebt, was einer Affinitatsabnahme des

. Ko A B,

Oleoyl-CoA [ Radioligand | Rezeptor (nM] (%B.) il (fmolimg)
i 15 100 1.03% 691+
3 [13;17] 0.05 201
o om H-P1075 | SUR2A 50 " 0902 Ead:
" [48;53] 0.03 63

Tabelle 16:

Vergleich der homologen Kompetition von *H-P1075 mit P1075,
ohne und mit 30 yM Oleoyl-CoA

(gemittelte Werte aus n=5, bzw. 4 Versuchen)
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Abbildung 31:

Vergleich der homologen Kompetition von *H-P1075 mit P1075
ohne und mit 30 yM Oleoyl-CoA

Rezeptors fur den Liganden P1075 in Anwesenheit von Oleoyl-CoA entspricht.
Zur Prufung der Frage, ob die Verschiebung des K,-Wertes die Hemmung der
Bindung auf 30% erklaren kann oder ob es sich hierbei um einen durch das Lipid

vermittelten Effekt auf die Gesamtbindung B, mit Reduktion der Bindungsstellen

handelt, wandten wir die aus dem Massenwirkungsgesetz abgeleiteten Glei-
chungen (s. 3.1.3) an.

Durch Einsetzen von L=2 nM, K,=15 nM und K,=50 nM erhalten wir einen Quo-
tienten von 0.3, welcher damit genau der experimentell bestimmten Hemmung der
P1075-Bindung durch 30 yM Oleoyl-CoA um 70% entspricht. Die Ky-Verschie-
bung fir P1075 ist demnach vollstandig durch die Oleoyl-CoA-Hemmung der
Bindung zu erklaren. Allem Anschein nach zeigen die Liganden P1075 und
Oleoyl-CoA an SUR2A einen kompetitiven Hemmechanismus. Aus der Ver-
schiebung der beiden K,-Werte lalt sich wiederum der K,-Wert fur Oleoyl-CoA

von 15 uyM bestimmen (s. 3.4.2).
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Abbildung 32:
Homologe Verdringung der Bindung von *H-P1075 an SUR2A bei 30 uM Oleoyl-
CoA

Mittelwerte £+ SEM aus n=4 Einzelexperimenten.

[*H-P1075]=2.20£0.03 nM, Bg=38+14 fmol/mg (=100%), B;o;=48+14 fmol/mg,
NSB=26+5% Bor, pIC5,=7.31£0.03, n=0.90+0.04

Proteinkonzentration (PK)=0.28+0.02 mg/ml; Inkubationszeit 13 min

Zur endgultigen Klarung der Kompetitivitat waren allerdings noch Sattigungs-
studien mit ®*H-P1075 in Anwesenheit von Oleoyl-CoA angezeigt, jedoch konnten
diese aufgrund der hohen Lésungsmittelkonzentrationen des Labels mit daraus

resultierender Membranrezeptorprotein-Denaturierung nicht durchgefthrt werden.

3.4.4 Auswirkung der Koexpression mit K36.2 auf die Hemmung
der *H-P1075-Bindung an SUR2A durch Oleoyl-CoA

Elektrophysiologische Untersuchungen an SUR2A/Kz6.2 haben fur Oleoyl-CoA
Effekte in einem Konzentrationsbereich von 0.2 bis 2 yM gezeigt (Liu et al.,
2001a). Hingegen liegen die Wirkkonzentrationen des Lipides fur die Hemmung
der Radioligandbindung an SUR2A ohne Koexpression mit K36.2 um den Faktor
10 bis 100 hoher (vgl. 3.4.2). Dabei ist zu berlcksichtigen, daf} elektrophysiologi-

sche Effekte der Lipide durch deren Bindung an die Kz-Untereinheit des Kanales
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zustande kommen, wahrend die Untereinheit SUR auf die Lipidbindung nur
modulatorischen Einfluld auszuliben scheint.

Aufgrund dieser Diskrepanz in den Oleoyl-CoA-Konzentrationen wurde im folgen-
den die Auswirkung der Koexpression von SUR2A mit Kz6.2 auf die Lipidhem-
mung der *H-P1075-Bindung untersucht. Insbesondere sollte der Frage nach-
gegangen werden, ob die Koexpression mit Kz6.2 den Rezeptor SUR2A fur die
Hemmung durch Oleoyl-CoA empfindlicher macht und somit die Bindungskurve
nach links zu physiologischeren Lipidkonzentrationen im submikromolaren Be-
reich hin verschoben wird.

FiUr die Messungen wurden Membranen aus transient mit SUR2A/Kz6.2 trans-
fizierten Zellen verwendet. Die Hemmung der *H-P1075-Bindung an
SUR2A/K 6.2 durch Oleoyl-CoA zeigte in n=3 Versuchen bei einer Radioligand-
konzentration von L,=2.4+0.1 nM, sowie mit 1 mM Mg* und 0.3 mM ATP eine
halbmaximale Inhibitionskonzentration IC,, von 30 [26.9; 32.4] uM
(pIC,,=4.53+0.02). Selbst bei 100 uM Oleoyl-CoA konnte die spezifische Bindung
B, nicht vollstandig verdrangt werden, hohere Lipidkonzentrationen fuhrten zu
einem Niederschlag und konnten daher nicht untersucht werden. Die nichtspezi-
fische Bindung (NSB) stieg unter Oleoyl-CoA nicht an und lag bei 30£1% B,,. Aus
den bestimmten Werten liel3 sich eine monophasische Bindungskurve mit einem
Hill-Koeffizienten von n,=1.38+0.11 erstellen (s. Abb. 33).

Vergleicht man nun die Oleoyl-CoA-Hemmkurven fir die *H-P1075-Bindung an
SUR2A alleine mit der an SUR2A in Koexpression mit Kz6.2 (s. Tab. 17), so zeigt
sich wider Erwarten eine Erh6hung des IC,,-Wertes um den Faktor 1.8 (von 17

MM auf 30 uM), welche statistisch signifikant ist (p=0.007). Durch Koexpression

. L, 1Cs, A
Radioligand [nM] Rezeptor olC,. (-log M) (%B.) Ny
22:01| SUR2A HISZIM | g0 | T
*H-P1075 3353_3%]0 4|\/| 10383+
;OZ|M .38t
2.4+0.1 | SUR2A/K 6.2 45340 02 100 0.11
Tabelle 17:
Vergleich der Hemmung der *H-P1075-Bindung durch Oleoyl-CoA an SUR2A, bzw.
SUR2A/K ;6.2

(Gemittelte Parameter aus jeweils n=3 Einzelversuchen)
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Abbildung 33: Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-P1075-Bindung an SUR2A/K ;6.2
Mittelwerte + SEM aus n=3 Einzelexperimenten (gepoolte Hemmkurve).
[*H-P1075]=2.40+0.05 nM, Bs=32+1 fmol/mg (=100%), B;,=46+2 fmol/mg,
NSB=30+1% B, plC5,=4.51£0.03, n=1.361£0.14
Proteinkonzentration (PK)=0.23+0.01 mg/ml; Inkubationszeit 13 min

des SUR2A mit Kz6.2 verschiebt sich also die Bindungskurve nach rechts, hin zu
hdheren Lipidkonzentrationen und einer niedrigeren Affinitat des SUR2A fur
Oleoyl-CoA.

3.5 Modulation der 3H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S)
in Membranen

3.5.1 Aktivierung der *H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S) durch
Oleoyl-CoA

Aus Untersuchungen zum Effekt von Oleoyl-CoA auf die *H-GBC-Bindung an
SUR2A(Y1206S) in Membranen wurde fur die Bindungskurve in Anwesenheit von
MgATP eine stimulatorische Komponente mit einem EC,,-Wert von 0.003 uM bei
einer Amplitude von 52% (bei 0.3 uM Oleoyl-CoA) gefunden, gefolgt von einer
inhibitorischen Komponente mit einem IC.,-Wert von 42 pM, jeweils bei einem

fixen Hill-Koeffizienten von n,=1 (Klein, Dissertation, 2004).
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Da fur die Lipidwirkung an der Untereinheit Kz6.2 des K, eine Aktivierung mit
Zunahme der Offenwahrscheinlichkeit der Kanale gesichert ist (z.B. Liu et al.,
2001a), wollten wir die Aktivierung der Bindung von GBC an SUR2A(Y1206S)
durch Oleoyl-CoA genauer untersuchen, vor allem im Hinblick auf den Einfluf} von
MgATP.

Leider konnten wir bereits in den vorbereitenden Messungen (Tab. 18, Abb. 34)
eine vergleichbare Aktivierung der ®H-GBC-Bindung um die beschriebenen 52%
nicht reproduzieren, da die gemessenen Wertetripletts untereinander eine grole
Streuung aufwiesen. Unter Berucksichtigung offensichtlicher Melfehler als ,Aus-
reiRer” sahen wir in n=2 Experimenten eine Stimulierung der Bindung um 17% bei
einer Oleoyl-CoA-Konzentration von 0.1 yM, was jedoch aufgrund der niedrigen
Versuchsanzahl als nicht signifikant eingestuft werden muf3. Desweiteren ergab
sich aus n=7 Messungen eine Aktivierung der Ligandbindung um 3% bei 1 uM
Oleoyl-CoA, im gepaarten t-Test fand sich jedoch keine statistische Signifikanz

(p=0.488). Betrachtet man allerdings die beiden in der Tabelle mit (*) markierten

SUR2A(Y1206S)

-

80 -

60 7 100+ 0 117 + 2 103 + 4

40 -

3H-GBC-Bindung [%Bs]

20 -

0 0.1 1.0
Oleoyl-CoA [uM]
Abbildung 34:
Stimulierung der *H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S) durch Oleoyl-CoA;
1 mM Mg, 0.3 mM ATP
MittelwertetSEM aus n=2 (0.1 yM Oleoyl-CoA), bzw. 7 (1 uyM Oleoyl-CoA)

Experimenten
[*H-GBC] = 1.9 + 0.1 nM, Bg=954+55 dpm, B,,,=1697+56 dpm, NSB=44+3% B,
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Werte als “Ausreiler”, so ergibt sich eine signifikante Aktivierung um 9%
(109£2%; gepaarter t-Test: p=0.008).

0 uM Oleoyl-CoA 0.1 uM Oleoyl-CoA 1 uM Oleoyl-CoA
# Bs (spezifische Bindung) Bs (spezifische Bindung) Bs (spezifische Bindung)
dpm SEM % dpm SEM % dpm SEM %
1 900 144 100 1032 137 115 1007 129 112
2 839 55 100 997 120 119 864 221 103
3 958 38 100 1051 32 110
4 819 31 100 871 47 106
5 1040 28 100 1108 49 107
6 747 192 100 648 62 87*
7 638 93 100 594 74 93*
y 10040 11742 10344
Tabelle 18:

Stimulierung der *H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S) durch 0.1 und 1.0 uM Oleoyl-CoA;
1 mM Mg?*, 0.3 mM ATP, [*H-GBC] = 1.920.1 nM

Darstellung der spezifischen Bindung Bs mit mittlerem Standardfehler SEM, Angabe der
Stimulierung der Bindung durch Oleoyl-CoA in % Bs, siehe auch Abbildung 34

Eine maogliche Erklarung fur die von Klein beschriebenen Effekte konnte in einer
Fehlinterpretation der MeR3werte liegen:

In einem von uns durchgefuhrten Probeversuch (s. Tab. 19) ergab sich aus den
Kontrollwerten fir die Gesamtbindung ohne Oleoyl-CoA ein deutlicher zeitabhan-
giger Bindungsverlust von 38% wahrend 30 min, der jedoch nicht bei der Gesamt-
bindung in Anwesenheit von 0.3 uM Oleoyl-CoA feststellbar war. Dieser Lipid-
schutzeffekt vor Bindungsverlust konnte bereits an SUR1 klar gezeigt werden (vgl.
Anhang 3.6). Bleibt nun der Rundown der Bindung bei der Datenauswertung
unberiucksichtigt, so ergibt sich zwangsweise eine erhdhte Bindung durch Verhin-

derung desselben in Anwesenheit von Oleoyl-CoA.
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Zeit t Oleoyl-CoA Bs Bs
[min] [UM] [dpm] [%]
0 0 1840 100
3 0.3 1602 87
9 0 1625 100
12 0.3 1530 94
18 0 1347 100
21 0.3 1427 106
27 0 1149 100
30 0.3 1662 145
Tabelle 19:
Zeitverlauf der *H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S) mit 0.3 uM und ohne Oleoyl-CoA
(Probeversuch)

[*H-GBC] = 1.5 nM

Zur abschlieBenden Klarung dieser Beobachtung muiften weitere Bindungs-
studien zum Rundown an SUR2A(Y1206S) in Membranen durchgefthrt werden,
die jedoch erhebliche Schwierigkeiten durch dessen inkonstantes Auftreten

bereiten wirden.

3.6 Anhang: EinfluB von 15 uM Oleoyl-CoA auf den Zeit-

verlauf der *H-GBC-Bindung an SUR1 in Membranen
Nach Auswertung der Versuche zur homologen Kompetition von GBC bei 15 uM
Oleoyl-CoA und in Abwesenheit von MgATP fiel bei den mehrfach im Verlauf der
Versuche bestimmten Kontrollwerten ohne Oleoyl-CoA fur die Gesamtbindung B,
eine annahernd lineare Abnahme der Werte mit der Zeit auf. Erstaunlich war, daf®
diese Abnahme nur fur die Bindung in Abwesenheit des Lipides auftrat und daf}
die Gesamtbindung in Anwesenheit von Oleoyl-CoA einen deutlich geringeren,

bzw. kaum sichtbaren Bindungsverlust erkennen liel3.
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Diese Beobachtung fuhrte uns zur Hypothese, dal’ Oleoyl-CoA einen Schutzeffekt
auf die Ligandbindung von *H-GBC auslben und &hnlich der von unterschiedli-
chen Arbeitsgruppen (z.B. Liu et al., 2001a) an Kz6.2 beobachteten Hemmung
des Kanalrundowns durch negativ geladene Lipide (s. u.) ein solcher Effekt auch
durch deren Interaktion am SUR zustande kommen konnte.

Aus der Literatur ist bekannt, dal® negativ geladene Lipide wie PIP, oder Oleoyl-
CoA die K, p-Kanale aktivieren kénnen. Krauter et al., 2001 zeigten, dal} die
Hemmung der Untereinheit Kz6.2 durch ATP unter Applikation von PIP, abge-
schwacht wird. Liu et al., 2001a demonstrierten am K z6.2 des Meerschweinchen-
Herzens eine durch submikromolare Konzentrationen an Oleoyl-CoA induzierte
Hemmung des Kanal-Rundowns, was in einer erhdhten Offenwahrscheinlichkeit
des Kanals resultierte.

Die von uns postulierte Stabilisierung der GBC-Bindung an SUR1 durch Oleoyl-
CoA untersuchten wir nun eingehender:

Uber einen Zeitraum von bis zu 100 min nach Inkubation des ersten Bindungs-
ansatzes (jeweils 25 Minuten Inkubation pro Ansatz), wurden die Werte fur die
Gesamtbindung B,,, und die nichtspezifische Bindung NSB in regelmafigen
Zeitabstanden bestimmt, wobei parallel die Bindungsverhaltnisse mit 15 uM
Oleoyl-CoA, bzw. ohne das Lipid gemessen wurden, jeweils in Anwesenheit von1
mM Mg?, um den von diesem lon abhangigen Rundown (Barrett-Jolley et al.,
1996) zu verstarken.

Leider konnte nur in zwei Versuchen ein signifikanter Abfall der Bindung um mehr
als 20% nach der Dauer von einer Stunde beobachtet werden, wobei sich die
spezifische Bindung in Abwesenheit des Lipides von 100£0% auf 69+8% nach 63
min erniedrigte (Abb. 35). Unter 15 uM Oleoyl-CoA fiel der Verlust der spezi-
fischen Bindung signifikant geringer aus, nach 66 min waren noch 95+11% des
Anfangswertes fur die spezifische Bindung mef3bar (Abb. 35). Die nichtspezifische
Bindung (NSB) blieb jeweils Uber die Zeit konstant bei etwa 10% des B,,-Wertes.
In weiteren vier Experimenten gelang trotz identischer Versuchsbedingungen die

Reproduktion eines ausgepragten Rundowns nicht mehr, es zeigte sich ein
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Abbildung 35:

Zeitabhingigkeit des Bindungsverlustes fiir *H-GBC an SUR1 in An- und
Abwesenheit von 15 uyM Oleoyl-CoA;

1 mM Mg*

Rundown >20% nach 60 min

Mittelwerte £+ SEM aus n=2 (Oleoyl-CoA) und n=3 (Kontrolle) Einzelexperimenten.
[*H-GBC]=1.00+0.03 nM, B¢g=927+63 fmol/mg (=100%), B;o;=1002+69 fmol/mg,
NSB=7.0£0.3% B+q;, Proteinkonzentration (PK)=0.063+0.008 mg/ml; Inkubationszeit
25 min

Bindungsverlust von maximal 20% nach einer Dauer von 96 min fur die Ansatze
ohne Oleoyl-CoA (s. Abb. 36).

Eine mogliche Erkarung fur die nicht reproduzierbare Bindungsabschwachung
konnte in einem je nach Membranpraparation unterschiedlichen Gehalt an zellei-
genen Phosphatasen begrindet liegen, welche bei Vorhandensein das Rezeptor-
protein dephosphorylieren und somit die Radioligandbindung inaktivieren.

Die Anwesenheit von 15 pyM Oleoyl-CoA konnte hier einen anfanglichen Bin-
dungsverlust auf 81+5% der spezifischen Bindung nicht verhindern, allenfalls

nach 40 min war eine Stabilisierung der Bindung im Sinne der Verhinderung eines
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Abbildung 36:

Zeitabhingigkeit des Bindungsverlustes fiir *H-GBC an SUR1 in An- und
Abwesenheit von 15 uyM Oleoyl-CoA;

1 mM Mg*

Rundown < 20% nach 60 min

Mittelwerte + SEM aus n=4 Einzelexperimenten.

[*H-GBC]=0.80+0.04 nM, Bg=767+26 fmol/mg (=100%), B;o;=816+22 fmol/mg,
NSB=6+1 % B-q7, Proteinkonzentration (PK)=0.076+0.017 mg/ml;

Inkubationszeit 25 min

weiteren Rundowns auszumachen, so dal} sich die Kurve bei etwa 80% der

anfanglichen Bindung einem Plateau annaherte ( s. Abb. 36).

Diese Beobachtungen legen nahe, dal} bei Vorhandensein eines relevanten
Rundowns Oleoyl-CoA in mikromolaren Konzentrationen einen Schutz vor Bin-
dungsverlust fur *H-GBC an SUR1 bietet. Daher ist es naheliegend, dal beim
Fehlen eines relevanten Rundowns auch der Lipidschutzeffekt abgeschwacht ist.
Desweiteren ist die Konzentrationsabhangigkeit des Lipideffektes von Interesse:
Da die Hemmung des Rundowns an Kz6.2 bei physiologischen Konzentrationen
an Oleoyl-CoA beobachtet wurde, untersuchten wir probeweise in n=1 Experiment
die Bindung bei einer Lipidkonzentration von 1 uM. Hierbei zeigte sich selbst bei

ausgepragtem Bindungsverlust ohne Lipidschutz jedoch keine Hemmung des
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Rundowns durch 1 yM Oleoyl-CoA, weshalb weitere Versuche in diesem Konzen-
trationsbereich nicht durchgeflihrt wurden.

Weitergehende Untersuchungen mussen folgen, um den bei starkem Rundown
beobachteten stabilisierenden Effekt von Oleoyl-CoA genauer zu beschreiben, vor
allem im Hinblick auf physiologischere Konzentrationen des Lipides. Da ein
Rundown nicht regelmaRig auftrat und daher selten reproduzierbar war, konnte

diese Frage nicht abschlieliend geklart werden.
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4 Diskussion

4.1 Fragestellung

In jungster Vergangenheit hat man zunehmend erkannt, dal® Membranphos-
pholipide wie PIP, oder langkettige Acyl-CoA-Ester wie Oleoyl-CoA als endogene
Modulatoren von K,;.-Kanalen wirken. PIP, und Oleoyl-CoA vermindern in physio-
logischen Konzentrationen die Empfindlichkeit der Kanale gegenuber inhibitori-
schen Nukleotiden wie ATP und ermdglichen somit deren Aktivierung (Liu et al.,
2001a). Ebenfalls konnten die Lipide die Effekte von Glibenclamid oder den
Offnern am Kanal abschwachen (Krauter et al., 2001).

Die Modulation der ATP-Hemmung durch Oleoyl-CoA wurde an Kz6.2-enthalten-
den Kanalen bereits eingehend untersucht. Hierbei zeigte sich eine Aktivierung
der durch ATP geschlossenen Kanale in Inselzellen des Pankreas (SUR1/K;6.2)
und im Herzmuskel (SUR2A/Kz6.2) (Larsson et al., 1996; Liu et al., 2001a).
Aufgrund von physiologischen Schwankungen der intrazellularen Lipidkonzen-
tration wird die ATP-Sensitivitat der Kanale dem jeweiligen metabolischen Zu-
stand der Zelle angepalt. Die inhibitorische Wirkung des ATP auf K,;,-Kanale
wird durch die Bindung des Nukleotids an die Kg6.2-Untereinheit vermittelt (Tu-
cker et al., 1997). Die Kz6.2-Untereinheit wurde ebenfalls als Lipidbindungsstelle
identifiziert (MacGregor et al., 2002), und weitere Untersuchungen zeigten, dal}
die Bindungsstellen fur ATP und die Lipide direkt nebeneinander liegen (Enkvet-
chakul und Nichols, 2003). Auf der Ebene der Wirkung wird ein antagonistischer
Mechanismus erkennbar: Eine Zunahme der Lipidkonzentration verschiebt die
ATP-Hemmkurve nach rechts, ohne ihr Maximum zu verandern (Baukrowitz et al.,
1998). Desweiteren konnte gezeigt werden, dafd neben der Kz6.2-Bindungsstelle
auch die SUR-Untereinheit fur die Effizienz der Lipidbindung von Bedeutung ist
(Liu et al., 2001a).

Die Wirkung der K,;--Kanalmodulatoren (Glibenclamid und Offner wie P1075,
etc.) wird durch Lipide abgeschwacht oder aufgehoben (Koster et al., 1999; Liu et
al., 2001a; Krauter et al., 2001). Dabei gehorcht die Interaktion von Modulatoren

mit dem Phospholipid PIP, einem allosterischen Mechanismus, nach dem PIP, -
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modifizierte Kanale refraktar gegentber der durch Glibenclamid erzeugten Konfor-
mationsanderung sind (Krauter et al., 2001). Ein ahnlicher Mechanismus wurde
fur die Aufhebung der Offnerwirkung angenommen (Koster et al., 1999).

Die zitierten Untersuchungen zeigen, dal} die Lipide am Kg6.2 ansetzen. Es
wurde jedoch noch nicht untersucht, ob sie auch Uber eine direkte Wechsel-
wirkung am SUR die Bindung der klassischen Kanalmodulatoren GBC und P1075
beeinflussen kénnen.

Erste orientierende Untersuchungen erbrachten den Nachweis einer direkten
Bindung der Lipide an den SUR, wobei die *H-P1075- und *H-GBC-Bindung
inhibiert wurde (Klein, Dissertation, 2004). Als das am starksten wirksame Lipid
erwies sich der Acyl-CoA-Ester Oleoyl-CoA vor DOGS-NTA und PIP,. Die Emp-
findlichkeit der SUR-Subtypen folgte in der Reihenfolge SUR2B > SUR2A >
SUR1. Desweiteren konnte in zwei Fallen, namlich fur die Oleoyl-CoA-Modulation
der *H-GBC-Bindung an SUR2A(Y1206S), sowie fir die DOGS-NTA-Modulation
der ®*H-P1075-Bindung an SUR2A eine signifikante Aktivierung der Ligandbindung
bei physiologischen Lipidkonzentrationen beobachtet werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Effekte des wirksamsten Lipides, Oleoyl-
CoA, weitergehend zu charakterisieren, vor allem hinsichtlich des Wirkmecha-
nismus am Rezeptor, des Einflusses des Nukleotides MgATP auf die Bindung und
einer Stimulation der Radioligandbindung bei geringen (physiologischen) Lipid-

konzentrationen (s. Fragestellung 1.9).
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4.3 Die Wechselwirkung von Oleoyl-CoA mit SUR

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal} neben anderen amphiphilen Lipidverbindun-
gen wie PIP, und DOGS-NTA auch der Acyl-CoA-Ester Oleoyl-CoA in der Lage
ist, die Bindung des Standard-Kanalblockers GBC und des Standard-Kanal6ffners
P1075 an den SUR-Subtypen SUR2A, SUR2A(Y1206S) und SUR1 zu modulie-
ren. Dabei beruhte der Haupteffekt der Oleoyl-CoA-Modulation auf einer Inhibition
der Ligandbindung an den meisten Rezeptorsubtypen. Eine geringgradige Stimu-
lation der GBC-Bindung konnte an SUR2A(Y1206S) bei submikromolaren Kon-
zentrationen an Oleoyl-CoA nachgewiesen werden.

Die folgenden drei Beobachtungen legen nahe, dal} dies nicht auf eine Artefakt-
bildung im Sinne einer Proteindenaturierung durch hohe Konzentrationen an
amphiphilen Verbindungen zurickzuflhren ist, sondern eine spezifische Inter-

aktion des Lipides mit dem SUR widerspiegelt.

a) Reversibilitit der Bindung und Kompetitivitat mit *H-GBC
an SUR1

Beim Vergleich der homologen Kompetition von *H-GBC mit GBC an SUR1 ohne
und mit Oleoyl-CoA sowie in Abwesenheit von MgATP (vgl. 3.1.3, Tab. 3) zeigte
sich, dal’ Oleoyl-CoA eine etwa 6.5-fache Affinitatsabnahme fir die Bindung von
GBC hervorrief, die Bindungskurve wurde nach rechts verschoben (vgl. Abb. 3).
Anhand des Massenwirkungsgesetzes wurde gezeigt, dal® die Interaktion zwi-
schen Lipid und *H-GBC einem Uberwiegend kompetitiven Mechanismus folgt.
Somit konnte auch errechnet werden, dal} Oleoyl-CoA mit einer Gleichgewichts-
dissoziationskonstanten K, von ~3 yM an SUR1 bindet (vgl. 3.1.3).

Diese Ergebnisse wurden durch weitere Versuche bestatigt. So zeigte sich in
Sattigungsexperimenten, dal® mit steigender Konzentration des Radioliganden die
Hemmung der *H-GBC-Bindung durch Oleoyl-CoA beinahe vollstéandig aufge-
hoben werden konnte. Der Lipideffekt auf die GBC-Bindung ist also voll reversibel
und im wesentlichen von kompetitivem Charakter.

Fur den Lipideffekt auf die Bindung von GBC an SUR1 in Anwesenheit von
MgATP ergaben sich analoge Beobachtungen. Hier kam es jedoch zu einer

geringeren Rechtsverschiebung der Bindungskurve (Faktor 2.5) durch Oleoyl-
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CoA, und ein kompetitiver Inhibitionsmechanismus konnte nur teilweise gezeigt
werden (vgl. Abb. 10, 3.2.3). Es ist anzunehmen, dal3 zur Inhibition weitere, nicht-
kompetitive Mechanismen beitragen.

b) Kompetitivitat mit der *H-P1075-Bindung an SUR2A

Analog zu den Bindungsverhaltnissen an SUR1 stellte sich der Einflu® des Lipi-
des Oleoyl-CoA auf die ®*H-P1075-Bindung an SUR2A in Anwesenheit von MgATP
dar. Dabei konnte Oleoyl-CoA die Bindungskurve um den Faktor 3.3 nach rechts
verschieben, entsprechend einem Affinitatsverlust des Liganden P1075 (s. 3.4.3,
Abb. 18). Also ist die Hemmung vereinbar mit einer Kompetition zwischen Oleoyl-
CoA und *H-P1075, und fiir die Bindung von Oleoyl-CoA an SUR2A kann ein K-
Wert von ~14 uM berechnet werden.

c) EinfluB des Nukleotides MgATP und der Koexpression

Fir die Bindung von *H-GBC an SUR1 in Anwesenheit von MgATP ergab sich in
samtlichen Untersuchungen eine Abnahme der Affinitat von Oleoyl-CoA gegen-
Uber dem Rezeptor, wobei die Werte fur Ky, bzw. IC,, auf etwa das Doppelte (im
Vergleich zur Abwesenheit von MgATP) anstiegen (vgl. 3.2.3). Dies steht im
Einklang mit der Beobachtung, dal® durch Bindung von MgATP oder MgADP an
die NBF die GBC-Bindungsstelle modifiziert wird, was sich in einer allosterischen
Hemmung der Ligandbindung aufert (negativer allosterischer Effekt) (Ueda et al.,
1999a; Hambrock et al., 2002a).

Die Untersuchungen zum Effekt der Koexpression von SUR2A mit Kz6.2 sollten
klaren, ob hierdurch ein Affinitatszugewinn fiur Oleoyl-CoA resultiert und auch
Lipidkonzentrationen im submikromolaren Bereich, deren Wirkung typischerweise
uber die Kz6.2-Untereinheit vermittelt wird (Liu et al., 2001a), in Interaktion mit
dem Rezeptor treten kdnnen. Allerdings zeigte sich nach der Koexpression mit
Kr6.2 eine Erhdohung des Wertes fur die IC,, um den Faktor 1.8 und damit eine
Abnahme der Affinitat von Oleoyl-CoA an SUR2A (vgl. 3.4.4, Tab. 15).

Die Anwesenheit von MgATP und die Koexpression mit Kg6.2 vermindern also
die Affinitat von Oleoyl-CoA am SUR, was zusammen mit der Reversibilitat der

Effekte deutlich als eine spezifische Interaktion betrachtet werden kann.
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4.4 Wechselwirkung zwischen Lipid und Ligand

Zwei grundlegende Wirkmechanismen der Interaktion zwischen Lipid und Ligand
sind denkbar:

Entweder liegt eine Kompetition zwischen Oleoyl-CoA und den Radioliganden um
ein und dieselbe Bindungsstelle der SUR vor, oder es erfolgt eine Bindung an
unterschiedliche Bindungsstellen, die durch starke negative allosterische Wech-
selwirkungen miteinander verbunden sind. Hierbei scheint fur die Bindung ein
besonderes molekularstrukturelles Muster von entscheidender Bedeutung zu sein:
So bestehen alle in Frage kommenden Lipide, einschliel3lich Oleoyl-CoA, aus
einer stark negativ geladenen Kopfgruppe und einem langen hydrophoben Fett-
saurerest. In jedem Fall konnte als ein wesentliches Ergebnis der Bindungs-
studien eine auch bei fortwahrender Anwesenheit von Oleoyl-CoA vollstandig
reversible Inhibition herausgestellt werden, was auf eine spezifische Interaktion
des Oleoyl-CoA mit den SUR schliel3en ladt. Dafur spricht auch der Umstand, daf3
MgATP und die Koexpression mit Kz6.2 die Hemmkurve in Richtung hdherer
Konzentrationen an Lipid verschoben.

Die Bindungsstellen der Lipide am SUR werden allerdings noch Gegenstand
weiterfUhrender Studien sein.

Der SUR wird aufgrund seiner Struktur zu der Klasse der ABC-Proteine gerech-
net. ABC Proteine spielen eine wichtige Rolle beim Transport von Lipiden, ein-
schlie3lich Phospholipiden und langkettigen Fettsauren, jedoch bleiben bis heute
die Lipid-Bindungsstellen schwer fal3bar (Borst und Elferink, 2002; Higgins &
Linton, 2004). Bei der Betrachtung des multidrug resistance-associated protein 2
(MRP2, ABCC2), welches den SUR strukturell ahnlich und dessen Hauptaufgabe
im Transport von Ostradiolglucuronid besteht, wurde beobachtet, daR viele nega-
tiv geladene Verbindungen (einschlieRlich GBC) bei mikromolaren Konzentratio-

nen Transportvorgange beeinflussen (Zelcer et al., 2003).
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4.5 Effekt von Poly-D-Lysin auf die durch Oleoyl-CoA
vermittelte Hemmung der Ligandbindung

Polykationische Stoffe wie Neomycin, Spermin oder Poly-Lysin kdnnen die Wir-
kung von Phospholipiden wie PIP, auf die ATP-Inhibition am Kz6.2 aufheben, und
die Kanale werden wieder fur ATP empfindlich (vgl. 1.8.1). Auf molekularer Ebene
wird eine direkte elektrostatische Interaktion zwischen anionischem Lipid und
Polykation angenommen (MacGregor et al., 2002; Krauter et al., 2001; Fan und
Makielski, 1997). Im Gegensatz hierzu konnte die verminderte Empfindlichkeit
lipidmodifizierter Kanale gegenuber Sulfonylharnstoffen und Kanaloffnern durch
die Anwendung von Poly-Lysin nicht wiederhergestellt werden (Koster et al.,
1999; Krauter et al., 2001).

Es sollte nun hier mittels Bindungsexperimenten geklart werden, ob die oben
genannten, am Kz6.2 durchgefuhrten Untersuchungen auf die Rezeptorebene
Ubertragbar sind, vor allem bezlglich einer Antagonisierung der Lipidhemmung
der GBC-Bindung an SUR1.

Fur Poly-D-Lysin konnte eine Stimulation der *H-GBC-Bindung an SUR1 nach-
gewiesen werden, die jedoch mit 30% zu gering ausfiel, um weitere Untersu-
chungen folgen zu lassen. Daruberhinaus war Poly-D-Lysin nicht in der Lage, die
durch Oleoyl-CoA verursachte Hemmung der Radioligandbindung an SUR1
aufzuheben oder umzukehren, was im Einklang mit den Beobachtungen am
Kr6.2 (s.0.) steht.

4.6 Physiologische Relevanz der Effekte von Oleoyl-
CoA am SUR
Ein wesentliches Ergebnis der Untersuchungen liegt in der Herausarbeitung des
fur die Wirkung von Oleoyl-CoA (entsprechend auch von PIP, und DOGS-NTA)
auf die Ligandbindung am SUR erforderlichen Konzentrationsbereiches des
Lipides: Es wurden flr Effekte an den SUR-Subtypen im Vergleich zu denen am
Kr6.2 um etwa den Faktor 100 hohere Konzentrationen bendtigt. Betrachtet man
die Interaktion von Oleoyl-CoA mit Kz6.2, so sind Konzentrationen von 100 bis

200 nM vallig ausreichend, um einen Rundown der K, ,-Kanalaktivitat in inside-
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out-patches bei B-Zellen der Maus (Larsson et al., 1996) und Meerschweinchen-
Kardiomyozyten (Liu et al., 2001a) zu verhindern. Konzentrationen von 1 bis 10
MM konnen den durch ATP geschlossenen Kanal wieder vollstandig 6ffnen und
den durch GBC verursachten Kanalblock aufheben (Branstrom et al., 1998; Liu et
al., 2001a; Rohacs et al., 2003; Schulze et al., 2003a). Im Gegensatz hierzu
reichten die 1C,,-Werte fur Oleoyl-CoA bei der Hemmung der Ligandbindung an
den SUR-Subtypen von 6 bis 44 uM. Im Herzen finden sich Konzentrationen an
Acyl-CoA-Estern im oberen mikromolaren Bereich, jedoch sind die Ester beinahe
ausschlieflich in den Mitochondrien lokalisiert (van der Vusse et al., 1992), wobei
das Zytosol die fur die genannten Wirkungen am Kz6.2 geringeren Konzen-
trationen an Lipiden aufweist.

Daher sind die an den SUR-Subtypen beschriebenen Wirkungen des Acyl-CoA-
Esters Oleoyl-CoA wohl kaum von physiologischer Bedeutung. Die Interaktion von
Oleoyl-CoA mit den SUR-Subtypen sollte jedoch bei hohen Lipidkonzentrationen
(=10 uM) in Betracht gezogen werden. In diesem Fall wird das Ausbleiben der
Kanalantwort gegeniber Sulfonylharnstoffen und Offnern durch die Wechsel-

wirkungen des Lipides sowohl mit dem SUR als auch Kg6.2 verursacht.

4.7 Stimulation der Bindung durch Oleoyl-CoA

Bei Konzentrationen von Oleoyl-CoA, die etwa 10 mal niedriger lagen als jene flr
die Inhibition der Ligandbindung bendtigten, zeigte sich eine geringe Stimulation
der *H-GBC-Bindung an der Mutante SUR2A(Y1206S) um maximal 9%. Durch
Untersuchungen von Klein (Dissertation, 2004) wurden desweiteren stimulatori-
sche Effekte auf die *H-P1075-Bindung an SUR2A fiir die Lipide PIP, und DOGS-
NTA nachgewiesen. Dabei zeigte sich die Stimulation ausschlie3lich an SUR2A-,
nicht jedoch an SUR2B-Subtypen, was den carboxyterminalen 42 Aminosauren
wesentliche Bedeutung zukommen |a3t. Die carboxyterminale Aminosaurese-
quenz des SUR2A unterscheidet sich grundlegend von jener des SUR2B, letztere
ahnelt aber SUR1 (Isomoto et al., 1996). Bedauerlicherweise stellte sich der
stimulatorische Effekt als zu gering und variabel heraus, so dal} eine weitergehen-

de Charakterisierung unmoglich war.
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5 Zusammenfassung

ATP-abhangige Kaliumkanale (K,;,-Kanale) sind schwache Einwartsgleichrichter.
Sie zahlen zu den ligandgesteuerten Kanalen und werden durch intrazellulares
ATP geschlossen, wohingegen MgADP eine Kanaloffnung bewirkt. Somit dienen
die Kanale den Zellen als metabolische Sensoren, welche die Membranerregbar-
keit an den Zellstoffwechsel koppeln. In den B-Zellen des Pankreas wird so die
Insulinsekretion durch den Blutzuckerspiegel reguliert.

Pharmakologisch a3t sich die Kanalaktivitat durch Kanalmodulatoren (z.B. Sulfo-
nylharnstoffe) hemmen, bzw. steigern (z.B. P1075, Diazoxid und Minoxidil). K, p-
Kanale sind hetero-oktamere Proteinkomplexe, die sich aus der Assoziation von
jeweils vier K'-Kanal-Untereinheiten (Kz6.1 oder Kz6.2) und vier Sulfonyl-
harnstoffrezeptor-Untereinheiten (SUR1 oder SUR2) ergeben. ATP hemmt dabei
die Kanalaktivitat durch Bindung an die Kz6-Untereinheit, wahrend die anderen
Kanalmodulatoren typischerweise an die SUR-Untereinheit binden.

Als wichtige physiologische Modulatoren der Kanale wurden in den letzten Jahren
das Phospholipid PIP, und langkettige Acyl-Coenzym A-Ester entdeckt. Sie
erhdhen die Offenwahrscheinlichkeit der Kanale und vermindern deren Empfind-
lichkeit gegenuber ATP. Unter ihrem Einfluf® wird auch eine verminderte Wirkung
der Kanalmodulatoren Glibenclamid (GBC) und P1075 beobachtet. Die Bindungs-
stelle der Lipide ist bei physiologischen Konzentrationen die Kz6.2-Untereinheit,
bei hdheren Konzentrationen kommt auch eine Interaktion mit dem SUR zu-
stande.

An den SUR-Subtypen hemmen Lipide im Konzentrationsbereich von 100-300 uM
die Bindung von *H-GBC und ®H-P1075, wobei Oleoyl-CoA am starksten wirksam
ist und die Radioligandbindung vollstandig inhibiert.

Aufgrund dieser Beobachtungen sollte in der vorliegenden Arbeit die Wechsel-
wirkung von Oleoyl-CoA am SUR naher charakterisiert werden, vor allem hinsicht-
lich des jeweiligen Hemmechanismus.

Hierzu wurden Radioligandbindungsstudien an rekombinanten SUR-Subtypen in
HEK-Zellmembranen bei 37°C durchgefihrt. Es wurde die *H-P1075-Bindung an
SUR2A und SUR2A/Kz6.2 (K,rp-Kanal im Herz- und Skelettmuskel) und die *H-
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5. Zusammenfassung

GBC-Bindung an SUR1 (K,p-Kanal in Pankreas und Neuronen) und die Mutante
SUR2A(Y1206S) untersucht. Als Lipid wurde der langkettige Acyl-CoA-Ester
Oleoyl-CoA eingesetzt.

Fir die Interaktion von Oleoyl-CoA mit *H-GBC an SUR1 konnte ein tiberwiegend
kompetitiver Inhibitionsmechanismus gezeigt werden mit einer Gleichgewichts-
dissoziationskonstanten fur Oleoyl-CoA (K,) von ~ 3 uM. Prinzipiell Gleiches gilt
fur die Bindung von *H-P1075 an SUR2A, der K,-Wert betrug hier ~ 14 uM. Die
Anwesenheit von MgATP bei SUR1 und die Koexpression von SUR2A mit Kz6.2
verschob die Hemmkurven in Richtung hoherer Lipidkonzentrationen und
schwachte somit den Hemmeffekt des Oleoyl-CoA. Die IC,,-Werte samtlicher
Oleoyl-CoA-Hemmkurven lagen in einem Bereich von 6 bis 44 yM. Die Hemmung
liel sich durch steigende Konzentrationen des Radioliganden umkehren, was im
Einklang mit einem kompetitiven Mechanismus steht.

Eine in frGheren Untersuchungen beobachtete deutliche Stimulierung der Bindung
von *H-GBC an die Mutante SUR2A(Y1206S) um etwa 50% bei geringen Konzen-
trationen (0.01-1 uM) an Oleoyl-CoA konnte nicht bestatigt werden. Es zeigte sich
nur ein stimulatorischer Effekt von maximal 9%, der jedoch zu variabel war, um
weiter untersucht werden zu kdnnen.

Die Daten zeigen, dal} Oleoyl-CoA nur bei relativ hohen Konzentrationen mit dem
SUR interagiert und die Bindung von Glibenclamid und P1075 hemmt. Eine
Aktivierung der Bindung von *H-GBC an SUR2A(Y1206S) bei geringen (physiolo-
gischen) Lipidkonzentrationen geht der Hemmung voraus, spielt jedoch hinsicht-
lich der Aktivierung des K, p-Kanals uber Kz6.2 eine untergeordnete Rolle.
Somit liegen die Lipidkonzentrationen fur eine Interaktion von Oleoyl-CoA mit dem
SUR um den Faktor 10-100 hoher als die fur Effekte am Kg6.2 bendtigten Kon-
zentrationen. Die Bindung von Oleoyl-CoA an die verschiedenen SUR-Subtypen
ist daher von geringer physiologischer Relevanz. Jedoch sollte bei Untersu-
chungen zur Wirkung von Sulfonylharnstoffen und Offnern am K,,-Kanal in
Anwesenheit von Lipiden wie Oleoyl-CoA deren Konzentration berlcksichtigt
werden, da hohe Lipidkonzentrationen (>1-10 uM) die Bindung von Kanalmodula-

toren beeinflussen.
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