Elektr ophysiologische Unter suchungen an rekombinanten
kardiovaskuléren K ,.-Kandlen: Effekte von Nukleotiden,

neuartigen K ,;-Kanal6ffnern und Blockern

Dissertation

der Fakultét fur Chemie und Pharmazie
der Eberhard-Karls-Universitét Tibingen
zur Erlangung des Grades eines Doktors

der Naturwissenschaften

2005

vorgelegt von

UIf Lange



Tag der mundlichen Prifung: ~ 03.03.2005

Dekan: Prof. Dr. S. Laufer
1. Berichterstatter: Prof. Dr. U. Quast
2. Berichterstatter: Prof. Dr. G. Drews



Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde unter der Leitung von Herrn Prof. U. Quast und PD. Dr. U. Rul3
am Ingtitut fir Pharmakologie und Toxikologie der Eberhards-Karls-Universitét Tubingen
durchgefthrt.

Herrn Prof. Dr. U. Quast dankeich auf¥erordentlich fir die Schaffung meiner Doktorrandenstelle
und die interessante, herausfordernde Aufgabenstellung. Fir seinen Ideenreichtum und seine
standige Diskussionsbereitschaft, aber auch fir die auf3erordentlich gute Betreuung und die
vielen abwechslungsreichen Gespréche auch aufRerhalb der Wissenschaft bin ich ihm sehr
dankbar.

Frau Prof. Dr. G. Drews gilt mein besonderer Dank fir die Betreuung und die Begutachtung
dieser Arbeit und die Vertretung meiner Arbeit in der in der Fakultét sowie fur ihre freundliche

Unterstiitzung und der Teilnahme an ihren diskutierfreudigen Seminaren.

Herrn PD Dr. Ulrich Ruld danke ich herzlich fur die freundliche Betreuung wahrend der
gesamten Arbeit, seine unendliche Gespréchs- und Hilfsbereitschaft, seineruhige Art sowie der

Einfuhrung in die Elektophysiologie und ,, Computerei”.

Frau Dr. Annette Hambrock mdchte ich fir die Einweisung in das mikrobiologische Arbeiten,

einiger Transfektonen und ihrer steten Gesprachsbereitschaft danken.

Einem ganz herzlichen Dank gilt meiner Mitstreiterin Frau Dr. Julia Laske-Ernst fur die

moralische Begleitung wahrend der gesamten Arbeit innerhalb und auf3erhalb des Labors.

Der Mutter des Labors, Frau CorneliaWalz, gilt mein Dank fr einige Bindungsschnellversuche

und die nicht wissenschaftlichen Gespréche.

Der el ekrophysiol ogischen Leidensgenossin Frau Prof. Dr. Ljiljana Gojkovic-Bukaricadankeich

fr den regen geistigen Austausch im Labor.



Herrn Damian Stefan mochteich fir viel e wissenschaftliche Diskussionen und seine zahlreiche

Aufmunterrungen danken.

Mein Dank gilt Herr Jochen Lichtenberg, Herrn Alexander Stehle und Herrn Markus Winkler fur

die vielen entspannenden Mittagessen.

Frau Petra Kihnert, Frau Elke Schenk und Frau Claudia Muller danke ich fur die freundliche

Unterstiitzung und Hilfe im Labor.

Frau Susanne Bieger, Frau Anke Leichtle, Frau Anke Piehl, Frau Eva Stauf3, Herrn Holger
Felsch, Herrn Alexander Klein, Herrn Dr. Ulrich Rauch und Herrn Felix Wolf dankeich fir die

humorvolle gute Arbeitsatmosphére und das harmonische Miteinander im Labor.

Vielen Dank den Mitarbeitern des AK von Frau Prof G. Drews fir die Diskussionen und Herrn

PD Dr. Peter Krippheit-Drews flr seine spontane technische Hilfeleistung am ,, Puller”.

Weiterhin danke ich allen Mitarbeitern des Ingtituts fir Pharmakologie und Toxikologie der
Eberhard-Karl-Universitét Tubingen, insbesondere Frau Dr. Doris Kloor, Frau Dr. Ursdl
Delabar, Frau Barbara Hartel, Frau Bronja Vosskihler fur ihre Unterstiitzung, sowie fur die

technische Hilfe Herrn Daniel Eberle, Herrn K. Stieler und Herr Englert

Bedanken mochte ich mich ebenfalls beim Forschungsprogramm der Tubinger Medizinischen
fortune der Eberhard-Karls-Universitét Tubingen und der DFG fir die finanzielle Férderung

dieser Arbeit, sowie der Firma Aventis, fiir das bereitwillige Uberlassen der Substanzen.

Nicht zuletzt Danke ich menen Eltern und Freunden, die mich sedlisch und moralisch

unterstitzt haben, ganz besonders Herrn Stefan Ohmen, der diese Arbeit Korrektur gelesen hat.



Inhaltsverzeichnis [

| nhaltsver zeichnis

Inhaltsverzeichnis ....... ... ... . . . ]
AbKUrzungsverzeichnis . ... .. i VI
1 EiNleitung ... 1
1.1 Kaliumkandle ........... i 1

1.1.1 SpannungsaktivierteKaliumkandle(K,) ............ ... .. . 0. 2

1.1.2 Ca**-aktivierte Kalium Kanale (Key) v vvvvveenniiiii s 3

1.1.3 Tandem-Kaliumkanle (Kyp) « . oo 3

1.1.4 Einwartsgleichrichtende Kaliumkandle (Kg) . ... ..ot 4

12 KuprKandle . . o 6

1.2.1 Molekulare Struktur ... ... e 7

1.2.2 Funktionder K p-Kanéle . ... 11
1.221b-ZelledesPankreas .............. ..., 11
1222KardiomyoCcyten . .......viii i e 13

1.2.2.3 GefalReund andereglatteMuskulatur .................... 14
1224mito-Kyp-Kanal ... 15

1.2.3 Physiologische Regulation von K y;rp-Kanélen .................... 15

1.2.3.1 Regulation der K ,;p-Kanaledurch Nukleotide . ............ 16

1.2.3.2 Rundown und Refreshment bel K, ;p-Kandlen ............. 17

1.2.3.3 Regulation der K ,;p-Kanale durch (Phospho)-Lipide .. ..... 17

1.2.3.4 Regulation durch Phosphorylierung und G-Proteine ....... 19

1.2.4 Pharmakologieder K, p-Kanéle . ............. .. ... .. . .. 20

1241K p-Kanaloffner ... 20

1242K rp-KanalschliefBer ... 22
L2A3HMRIBE3 ...ttt 26

1.2.44DIDS- ein Stilben alsK y,rp-Kanalmodulator .............. 26

1.3 GrunfluoreszierendesProtein (GFP) ........... .. ... 27

1.4 Fragestelungder Arbelt ....... ... .. . 30

2 Materialien ... e 32



Inhaltsverzeichnis I

21
22
2.3
24

25
2.6

2.7

2.8

VerwendetePlasmide ........ ... 32
VerwendeteBakterien ... 32
Verwendete Zdlen . ... 32
G A ... 33
2.4.1 Transformation / Transfektionvon Zellen ...................... 33
2.4.2 Patch-clamp Mess-System . ......... .o 34
Chemikalien ........ .. 35
Losungenund Medien . ... e 36
2.6.1 Medien zur Kultivierungvon Bakterien ........................ 36

2.6.1.1 Medium zur Kultivierung von transformierten Bakterien ... 36

2.6.1.2 Puffer zur Gewinnung der Plasmid DNA austransformierten E.

Coll o 37

2.6.2 Medien zur Kultivierungvon Zellen . .......... .. ... ..., 38
2.6.2.1 Minimum Essential Medium (MEM) ..................... 38
2.6.2.2 Hitzeinaktiviertesfotales Kalber-Serum (FKS) ............ 39
2.6.23 Medium zur Kultivierungvon Zellen .................... 40
2.6.24 Medium zum Einfrierenvon Zellen ...................... 40
2.6.25Medium zum Auftauenvon Zellen ....................... 40
2.6.2.6 Medium zur Transfektionvon Zellen .................... 40

L dsungen fur die Durchfihrung der Patch Clamp Experimente ........ 41
2.7.1 BadlOsSUNgeN . ...t 41
2.7.2 Pipettenlosungen (PL) ... .o e 42
273 PIPEOSUNG . . oo 43
2.7.4 Losungen fur die Referenzelektrode. . ... 44
2.75 Losungen fur dieAgarbricke ........... . i 44
Zubehor zum ElektrophysiologieMessplatz ............... ... ... .... 44
281 Elektroden ... ... 44
2.8.2 Pipettenhalter . ... . 45
2.8.3 MESSKaAMMIES ...ttt e 45
2.8.4 PerfuSiONSSyStem . .. ..o 46

2.8.4.1 Perfusionssystem bet WC- und CA-Experimenten .......... 46



Inhaltsverzeichnis Il

2.8.4.2 Perfusionssystem bei |1O-Experimente . ................... 47

2.8 PIPESY S M . .o e 47

29 VerwendeteSubstanzen ............. i 48

29.1 K qp-Kanalblocker ....... ... .. 48

2.9.2 K rp-Kanal Offner ... 48

29.3 PI-3Kinaselnhibitoren ........ ... .. ... . i i 49

294 NuKleotide . ... .. 49

3 Methoden ... e e 50

3.1 Mikrobiologische Arbeitsmethoden .............. ... ... .. ... ...... 50

3.1.1 Gewinnung von Plasmid-DNA ausE. coli mit dem Qiagen-MaxiKit . 50

3.1.2 Kultivierung und Bearbeitungvon HEK293 Zellen ............... 52

3.1.2.1Kultivierungvon HEK293 Zellen .. ...................... 52

3.1.2.2 Auftauen von HEK293 Zdlen .. .......... ... ... .. ...... 53

3.1.23Einfrierenvon HEK293 Zéllen . .............. ... .. ...... 53

3.1.2.4 Transfektion von HEK293 Zelen mit SUR und/oder K,;6.x . 54

3.1.2.5 Praparation der Zellen fur die Elektrophysiologie.......... 54

3.2 Durchfuhrungder Patch-clamp Experimente .. ...................... 55

3.3 Aufbau deselektrophysioloschen Messplatzes ....................... 56

34 PIpEttEn . 58

3.4.1 Vorbereitungder Pipetten ........... ... . i 58

3.4.2 Pipetten flr Ganzzellmessungen .............. ..., 58

3.4.3 Pipetten fur isolierte Membranen und Messungen in der CA Konfig. 59

3.4.4 Vorbereitungen zum Gebrauch der gezogenen Pipetten ........... 59

3.5 ElektrophysiologischeMethoden .............. ... .. .. .. ... ....... 59

3.5.1 Messungen in der CA-Konfiguration ........................... 60
3.5.2 Messungen an isolierten Membran-Patchesin der Inside-Out-

Konfiguration (I0) ... e 61

353 Messungenanganzen Zellen (WC) ..., 62

3.6 Auswertungder Experimente ............ . 63

3.6.1 Auswertungder DIDSExperimente . ............. ..., 64

Ergebnisse ... .. e 65



Inhaltsverzeichnis v

4.1 Wirkungvon Nukleotiden an K,;6.2/SUR2A-Kandlen . ................ 65
411 ATPmitund ohneMg® ... . 65

4.1.2 ATP-regenerierendesSystem ... . i 68

413 ADPmitund ohneMg® ... . i 70

42 Kyp-Kanal-Blocker ... 81
421 Glibenclamid .. ... .. 81

422 HMR1883/HMRI098 . . ... 87

4.2.3 Effekte von Glibenclamid und HMR1883 in Gegenwart von MgADP 89
4.2.3.1Glibenclamidund MgADP .. ....... ... .. .. 89
4.2.3.2HMR1883in Gegenwart von MgADP . ................... 91

4.3 PNU-94750 . . ..o 92
4.3.1 PNU-96203 . . .. .. 92
4.3.2 PNU-96179 . . .. 96

4.4 Kaliumkanaloffner (KCOS) . ...t e 99
4.4.1 A312110 und P1075in der Gegenwart von MgATP . .............. 99

4.4.2 P1075in Anwesenheit von Lund 10mM MgATP ................ 101

45 K,;p-Kanaloffnung durch K ,p-Kanal6ffner in Abwesenheit von Mg .. 102
4.5.1 P1075 . . e 103
4.5.2 Nicorandil, Minoxidilsulfat, Diazoxid ......................... 105

46 DIDS. . . . 108
4.6.1 DIDSuUNd Lipide. ... .. e 116

4.7 Aktivierungvon K z6./SUR2A(Y1206S) Kandlen ................... 122
5 DISKUSSION . .ttt 125
51 Nukleotide .. ... 125
5.1.1 Hemmende und aktivierende Wirkungen von Nukleotiden ........ 125

5.1.2 Verringerung der ATP-Hemmwirkung bei Anwesenheit von Mg* . 128

52 Kpp-Kanal-Blocker ... . 130

5.2.1 EinfluB3 der Patch-Clamp-Konfiguration auf die Hemmung rekom-
binanter K ,;p-Kanéle durch Glibenclamid, HMR1883 und PNU . .. 130
5.2.1.1 Einfluld der Patch-Clamp-Konfiguration auf den Grad der

Hemmung (Amplituden) ............. ... ... ... ...t 131



Inhaltsverzeichnis V

5.2.1.2 Potenz der Hemmung (I C,,) rekombinanter K ,;p-Kanélein der

Ganzzdllkonfiguration .......... ... ... i 134
5.2.1.3 Potenz der Hemmung (IC,,) rekombinanter K ,;p-Kanéleim

Inside-Out-Patch ............. ... .. ... ... 135
5.2.2 Glibenclamid und HMR1883 in Gegenwart von MgADP ......... 137
53 Kue-Kanal-Offner ... o 138

5.3.1 K, rp-Kanaloffner 6ffnen K,z6.2/SUR2B-K anéle auch in Abwesenheit
VON MOAT P . 138
5.3.2 A312110: ein Dihydropyridin alsK s,;p-Kanaloffner .............. 140
5.3.3 Die Enantiomere PNU-96179 und PNU-96293 des Racemats PNU-94750
offnen oder schlief3en K,;6.2/SUR2K ,;p-Kandle. ................ 141
5.4  DIDS. . 143
55 K gB.LUSURZA-KANAE ..o voe et e 147
6  Zusammenfassung . ........oiiiii e 149

7 Literaturverzeichnis ....... ... ... .. . . . . 152



Abkurzungsverzeichnis

VI

AbkUrzungsver zeichnis

A.dest
A312110

ABC
ADP
AMP
AP
AS
ATP
BIR
CA
CaCl,
cDNA

CFTR
DIDS

DMSO

EDTA

EGTA

FKS

Gy /Gy

GBC

GDP

GFP

GS

HCl
HEK-293-Zellen
HEPES

1Cso

10

1P,
K-Glutamat
[K];

[K],

KZP

K rp-Kanal
KCa

KCl

KCO

kDa
K,x-Kandle
K,-Kandle
LC-Acyl-CoA
M

MDR

MEM
MgADP
MQATP

Bidestilliertes Wasser
(9R)-9-(4-Fluoro-3-iodophenyl)-2,3,5,9-tetrahydro-4H-pyrano[ 3,4-
b]thieno[ 2,3-€] pyridin-8(7H)-one-1,1-dioxid
ATP-Bindungs-K assette (A TP-binding-cassette)
Adenosindiphosphat

Adenosinmonophosphat

Aktionspotential

Aminosdure

Adenosintriphosphat

b-Zellen K ,;p-Kana =K 36.2

Cell Attached Konfiguration der Patch-Clamp Technik
Calciumclorid

copyDNA, DNA Kopie eines RNA Stlckes mit Hilfe der Reversen
Transkriptase

Cystic Fibrosis Transmembran Regulator
4,4'-Diisothiocyanatostilben-2,2'-disulfonsaure
Dimethylsulfoxid

Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglykol-bis(2-amino-ethylether)-N,N,N",N’,-tetraacetat
Fotales Ké ber-Serum

a- bzw. b- Untereinheit eines G-(GTP-bindende) Proteins
Glibenclamid

Guanosi ndiphosphat

Green Fluorecence Protein

stimulierendes G- (GTP-bindende) Proteine

Salzsdure

Menschliche embryonale Nierenzellinie (Human Embryonal Kidney)
N-(2-Hydroxyethy!)pi perazin-(2-ethansul fonséure)
Konzentration eines Liganden, wel cher die halbmaximal e Wirkung zeigt
[M]

Inside-Out- Konfiguration der Patch-Clamp Technik
Inositol-1,4,5-trisphosphat

Kaliumglutamat

K*-Konzentration intrazellul&r

K*-Konzentration extrazellul &

Tandem-Kaliumkandle

ATP-sensitiver K* Kanal

Ca* aktivierte Kaliumkanale

Kaliumchlorid

Kaliumkanal 6ffner (K channel opener)

kilo-Dalton (relative Molekiilmasse)

einwartsglei chrichtende Kaliumkanal e (inward rectifying)
spannungsabhéangige Kaliumkanale (voltage dependent)
Langkettige Acyl-Coenzym A Ester

Molaritat (mol/l)

Multi-drug resistance

Minimum Essential Medium

Magnesi um-gebundenes ADP

Magnesium-gebundenes ATP



Abkurzungsverzeichnis

VI

MgCl,
mitoKATP
MOPS
NaCl

NaOH

NBF

Ny
Oleoyl-CoA
P1075
pPcDNA

pH
Pl
pl CSO

PIP,
PK

PK,

PLC
PNU-94750
PNU-96179
PNU-96293
RMP

RT

sarkoKATP
SDS

SEM

SL

SU

SUR

TEA

TMD

™S

TRIS
U/min

UDP

UKATP

WC

WT

ZSM

Magnesiumchlorid

mitochondrialer K ,,,-Kanal

3-(N-Morpholino)propansul fonsaure

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Nukleotidbindungsfalte

Hill-K oeffizient

Oleoyl-Coenzym A
N-Cyano-N’-(1,1-Dimethylpropyl)-N""-3-pyridylguanidin
Plasmidvektor der Firma Invitrogen (San Diego), der die cDNA des zu
exprimierenden Proteins enthélt

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoff-lonen-K onzentration
Phosphatidylinositol

negativer dekadischer Logarithmus der halbmaximalen Wirkung eines
Liganden, [-log M]

(C,;Hgy,N;O,4P;) L-a-Phosphatidylinositol-4,5-bi sphosphat
Proteinkonzentration

negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-
dissoziationskonstante

Phospholipase C

Racemat von PNU-96179 und PNU-96293
(9-N-Cyano-N’-(1-phenylpropyl)-N’"-3-(pyridylguanidin)
(R)-N-Cyano-N"-(1-phenylpropyl)-N""-3-(pyridylguanidin)
Ruhemembranpotential

Raumtemperatur (22 °C)

K rp-Kanal im Sarkolemma

Natriumdodecyl sulfat

(Standard error of the mean) Mittlerer Fehler des Mittelwerts
Stamml ésung

Sulfonylharnstoffe (sulfonylureas)

(Sulfonylurea-Receptor) Sulfonylharnstoffrezeptor
Teraethylammonium

Transmembrandoméne

Transmembransegment

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Umdrehungen pro Minute

Uridintriphosphat

ubiquitérer K ,;-Kanal = K 36.1

Whole Cell Konfiguration der Patch-Clamp Technik
Wildtyp K,;6.x/SURx-Kanéle

Zellkultur Standard Medium

Ohm



1 Einleitung 1

1 Einletung

1.1 Kaliumkanale

Bisher sind Uber 70 unterschiedliche Typen von Kaiumkanden bekannt (Hille, 2001).
Typische K*-Kandle zeigen eine mehr oder weniger ausgepragte Spannungsabhangigkeit und
kénnen auf der Basis ihrer Eigenschaften und Aminosduresequenz in vier Hauptfamilien
unterteilt werden:

(1) spannungsaktivierte Kaliumkandle (K,) enthalten sechs Transmembranregionen,
(2) Ca* aktivierte Kaliumkande (K.,) enthalten sechs oder sieben Transmembranhelices,
(3) einwértsgleichrichtende Kaliumkande (Kz) enthalten zwei Transmembranhelices und
(4) Tandem-Kaiumkanél e (K ,px) enthaten vier Transmembranhelices mit zwei porenbildenden
Domaénen (Gutman et a., 2003) (Abb. 1).

P-Laop

S it

‘Em I""T" fH T

r
A ‘:'.-.' ,_‘-3
HH, HH HH

a, n:: o, ! EI:I;, co,

Ko Bkea For Kapx

Abb. 1 Struktur der unterschiedlichen Kalium-Kanalfamilien

Jv‘

Jeweilsvier dieser Einheiten lagern sich zu einem Tetramer zusammen und bilden die fur
Kalium selektive Pore (Heinemann, 2001). Die Pore wird immer von der letzten (2 und 4 bei
K,x) Transmembranhelix zusammen mit dem P-Loop, auch dem Selektionsfilter fur Kalium,
ausgebildet. Die vorletzte Transmembranhelix bildet den Kontakt mit anderen Transmembran-
regionen (K, Kc) (Jan und Jan, 1997), die wiederum mit b-Untereinheiten oder der
Zellmembran. Eine Tripeptidsequenz mit typischerweise [-GY G- oder -GFG-] auf dem P-Loop
in der Pore des Kanals ist das gemeinsame Motiv flr die K*-lonen Selektivitat (Inagaki et al.,
19953, Catterall, 1988). Alsweitere Gemeinsamkeit haben die unterschiedlichen Kaliumkandle,
dass sie durch Tetraethylammonium (TEA) oder Cs'-lonen blockiert werden (allerdings mit sehr
unterschiedlicher Empfindlichkeit) (Hille, 2001). Abb. 2 zeigt typisierte Strom-

Spannungskurven von (starken) Einwartsgleichrichtern (z.B. K z2.x, K,g3.X) und verzégerten
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Gleichrichtern (z.B. BK,).

5 2
| (pA)
-1
E (rmv)
T T T r T
Az0 a0 &0
-1
.z
Abb. 2 Schematische Darstellung von Strom-
Spannungskurven
Strom Spannungskurven eines starken Einwarts-
gleichrichters = Inward Recifier (gestrichelte

Linie) (z.B. K|g2.x, K,g3.x) und eines verzdgerten
Gleichrichters = Delayed Rectifier (durchgezogene
Linie) (z.B. BK¢, Ky) in physiologischen
Bedingungen. Kaliumkanéle bei [K]; = 145 mM /
[K],=5mM.

1.1.1 Spannungsaktivierte Kaliumkanale (K,))

Die K,,-Kande sind fir die repolarisierende Phase des Aktionspotentials in erregbaren
Zellen wie Cardiomyocyten und Nervenzellen verantwortlich, weiterhin sind sie beteiligt an der
Volumenregulation, Hormonsekretion oder Aktivierung von mitogenen Faktoren. K, -Kanéle
sind oligomere Proteine, dieausvier a-Untereinheiten mit je sechs Transmembranhelices (TMS;
- TMS;) zusammengesetzt sind. Die Tripeptidsequenz fur die K*-Selektivitét [-GY -/-FG-] liegt
auf dem P-Loop zwischen der funften (TMS;) und sechsten (TMS;) Transmembranregion. Das
Transmembransegment TMS, enthdlt einen positiv geladenen Bereich und fungiert als
Spannungssensor. Viele K, -Kand e besitzen spezifische b-Untereinheiten (K, -b1,K,-b2). Dabei
handelt es sich um zytosolische Proteine (28-47 kDa), die am N-terminalen Ende mit der a-

Untereinheit assoziiert sind. Daneben kdnnen auch andere Proteine (z.B. MinK, IsK, Chaperone)
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mit der a-Untereinheit assoziiert sein. Die Funktionen der verschiedenen b-Untereinheiten ist
zum Teil noch ungeklért. Die K,-Kanédle stellen zahlenmaldig die grofdte Gruppe unter den
Kaiumkandlen dar (Catterall et a., 2002).

1.1.2 Ca**-aktivierte Kalium Kanale (K.,)

Calcium-aktivierte Kaliumkanale werden durch intrazelluldres Calcium aktiviert. Man
hat die K.,-Kandle hinsichtlich ihrer Leitfahigkeit in zwei Klassen eingeteilt, die BK . -Kandle
(= big K, g = 100-250 pS) und die SK, Kande ((= small K.,; g = 4-20 pS) inklusive der
IK,-Kandle (= intermediate K.,; g = 20-80 pS)) (Hille, 2001). Die BK,-Kandle haben im
Unterschied zu den aus sechs Transmembransegmenten bestehenden SK,-Kanden am N-
Terminus en zusétzliches Transmembransegment (TMS,) (der N-Terminus liegt damit im
Extrazellularraum), wodurch sich eine sieben teilige Transmembranstruktur (TM) Struktur
ergibt. Die Aminosauresequenz der SK, und IK., Kanaltypen ist mit den BK, Kandlen nur
entfernt verwandt und unterscheidt sich auch funktionell und pharmakologisch deutlich. Die
Ca**-empfindliche Doméne der BK,-Kandle liegt am C-terminalen Ende des Proteins.
SK /1K c,-Kanéle werden durch Calcium indirekt tber Calmodulin gesteuert, das mit den poren-
formenden SK ../IK .,-Untereinheiten einen sehr stabilen Komplex bildet. Neben der Aktivierung
durch Ca?* (1-10 uM (BK,), 50-900 nM (SK ./IK .,)) werden BK ...-K andle durch Depolarisation
aktiviert. Ca?* verschiebt die Aktivierungskurve zu negativeren (= physiologischeren)
Potentialen (Hille, 2001).

1.1.3 Tandem-Kaliumkanale (K )

Die Tandem-Kaliumkandle (TWIK, TASK, TREK, TRAAK) zeigen entweder eine
schwache oder keine Gleichrichtung (Lesage und Lazdunski, 2000). Die Tandem Kaliumkand e
enthalten meist vier (oder auch acht) Transmembranhelices mit zwel (oder vier) porenbildenden
Domanen. Das [-GY G- oder -GFG-] Motiv kommt im P-Loop der ersten Porendoméne vor,
wahrend der K*-Selektivitéatsfilter in der zweiten Porendoméne aus [-GFG-] oder [-GLG-]
besteht. Zwei K,.x-Einheiten bilden unter Beibehaltung der tetrameren Struktur der Pore einen
funktionellen Kanal (Lesage und Lazdunski, 2000). Die Mitglieder dieser Familie besitzen (wie

auch die Ky-Kandle) kein spannungsempfindliches TMS, Transmembransegment der
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spannungsaktivierten Kaliumkande, d.h. sie werden nicht wie diese durch Depolarisation
aktiviert. Physiologisch gesehen leiten diese Kandle in ruhenden Zellen einen spannungs-
unabhangigen Auswartskaliumstrom und sind damit eine wichtige Komponente fur das Ruhe-
membranpotential. Neben ihrem Einfluss auf das Ruhemembranpotential haben diese Kandle
unterschiedliche, zum Teil auch noch unbekannte physiologische Aufgaben. So kdnnen sie
sensitiv fur Sure oder intrazelluldre Second Messenger Signale oder mechanische Stimuli sein
(Millar et al., 2000, Talley et a., 2000). Pharmakologisch werden einige K,.-Kanédle durch
Interaktion mit Inhalationsnarkotika (z.B. Chloroform, Hal othan, 1sofluran) getffnet (Patel et al.,
1999).

1.1.4 Einwartsgleichrichtende Kaliumkanale (K )

K ,z-Kande sind, wie der Name schon sagt, mehr oder weniger einwartsgleichrichtende
Kaliumkanale. Bisher sind sieben K ,-Unterfamilien (K,;1-7) identifiziert worden (Nicholsund
Lopatin, 1997). Die sieben K z-Unterfamilien konnen auf Grund ihrer Stérke der Gleichrichtung,
ihrer Antwort auf zelluldre Signale und ihrer molekularen Ahnlichkeiten unterschieden werden.
Allgemein betrachtet stabilisieren sie in erregbaren und nicht erregbaren Zellen das
Membranpotential (E,,) nahe beim K* Umkehrpotential (ca - 90 mV; Isomoto et al., 1997)

Die Namen gebende Eigenschaft der Einwartsrichtung (vgl. Abb. 2 fir typische Strom-
Spannungskurven) ist vor allem bel den starken Einwartsgleichrichtern K ;2.x und 3.x zu beob-
achten. Ursache dieser Charakteristik ist ein spannungsabhangiger Porenblock des Auswaérts-
stroms durch die intrazellul&ren Polyamine Spermin und Spermidin. Zwei definierende Bereiche
der starken Einwartsgleichrichter, einer im cytoplasmatischen C-Terminus und ein anderer mit
den negativ geladenen Aminosauren Glutamat und A spartat im zweiten Transmembransegment,
sind urséachlich fur diesen Block.

K r-Kanéle werden aus vier porenbildenden Strukturelementen (P-Loop mit anschlief3-
endem TMYS) (bzw. porenbildenden Doméanen bei K,-x) gebildet, wobel jede wiederum aus zwei
Transmembransegmenten (TMS,, TMS,) besteht, die zusammen das Tetramer bilden (vgl.
Abb. 1). Die extrazellulére Verbindung zwischen TMS, und TMS, (P-Loop), in der auch der
Selektionsfilter fur K* liegt, bildet zusammen mit der inneren Helix TMS, die Pore fir den K*
Fluss. K ;3-Kand e bestehen aus verschiedenen K, ;3.x-Unterei nheiten, eine Eigenschaft die auch

fur K g2.x diskutiert wird. K z4-Kande bilden mit den K,z5-Kanden Heteromultimere. K z6-
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(Kap-) Kandle sind mit dem SUR, einer b-Untereinheit, verknipft und werden unter anderem
durch das ATP/ADP Verhdltnis reguliert (Kap. 1.2) (Nichols und Lopatin, 1997). K ;3-Kandle
werden durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren aktiviert, z.B. muscarinische Acethylcholin-
Rezeptoren.

EinigeK z-KandlewieK ;3 und K ;6 zeigen ein Burst-Verha ten mit kurzen Offenphasen
(burst = plétzliche Amplitudenanhdufung), unterbrochen von langen Geschlossenphasen. Das
wurde als Zweikomponenten-Schlief3verhalten beschrieben, das ein schnelles und langsames
Schlieverhalten beinhaltet. Das schnelle SchlieRverhalten wird durch eine kurze Offnungsphase
(flickering) innerhab eines Burst bestimmt und durch die Intraburstoffen- und -geschl ossendauer
festgelegt (Bichet et al., 2003). Das langsame Schliefverhatenist der Ubergang zwischen einer
Burst-Offenphase und einer Zwischenburst-Geschlossenphase, die as Dauer zwischen zwel

Burstphasen gemessen wird.

e By
ngCﬁO

Abb. 3 Einzelkanalspur und K, g-Kinetikmodell
Einzelkanalspur eines mit einem Offner aktivierten K,36.1/SUR2B-
Kanals in der Cell-Attached-Konfiguration (-50 mV), (aus Manley,
Loffler-Walz, et al., 2001), und ein K ,rp-Kinetikmodell (aus Satoh,
Yamada, et al., 1998). C, stellt den langlebigen (Interburst)
Geschlossenzustand, C; den Intraburst Geschlossen- und O den
Offenzustand dar. a,, a,, b, und b, sind Geschwindigkeitskonstanten
der Hin- oder Ruckreaktion.

Betrachtet man die Kinetik von K,;-Kanélen am Beispiel einer Einzelkanal spur (Abb. 3),
so sind bei einem vereinfachten Modell drei Zusténde zu finden (Abb. 3). Es gibt die beiden
Geschlossenzustande C, und C,, wobel der Kana im C,-Zustand lang andauernd geschlossenist.
Der C,-Zustand ist kurzlebig und geht entweder in den Offenzustand O oder C, Uber. Wahrend
der Burstphase wechselt der Kanal rasch zwischen O und C; hin und her. Die Zeitkonstanten a
a,, b, und b, stellen Geschwindigkeitskonstanten der Hin- und Riickreaktionen dar (Satoh et al .,
1998). Fan und Makielski, 1999, und Alekseev et al., 1998, haben das Kinetikmodell (Gillis et
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al., 1989) modifiziert und zwischen mehreren Interburstphasen unterschieden.

Die Aktivitét der K ,z-Kande kann durch eine Vielzahl von zelluldren Faktoren (PIP,,
Arachidonsaure, Na* und Mg?* lonen, pH-Wert, Phosphorylierung, Oxidation/Reduktion) beein-
flusst werden (Ashcroft, 2000, Ruppersberg, 2000). Obwohl einige Regionen und Reste, die an
dieser Regulation beteiligt sind, identifiziert wurden, ist es z.T. nicht leicht, die physiologische
Bedeutung der einzel nen Faktoren zu bewerten. Neben diesen physiol ogi schen Faktoren werden
K,x-Kandle durch die nichtselektiven Blocker TEA, Ba* und Cs', oder durch intrazellulares
Magnesium gehemmt (Hille, 2001), alerdings mit unterschiedlichen Affinitaten.

Die verschiedenen K;-Kandle kommen in verschiedenen Geweben vor. In der Tabel-

le1.1ist dasnative Vorkommen der verschiedenen K ;-Kanéle und ihre physiol ogische Funktion

aufgelistet.

Tab. 1.1 Vorkommen der verschiedenen K, -Kanale und ihre physiologische Funktion

Kl K2 K3 Ky K5 K6 K7

Niere Gehirn Gehirn Gehirn Niere 6.1: ubiquitar Herz
G | Gehirn Herz HerzzB.: Milz glatte Gefél3- Gehirn
e | Milz Niere Schrittmacher- L eber, muskul atur Niere
w Skelettmuskel gewebe Gehirn 6.2: Pankreas b- Prostata
e Endothelzellen ubiquitér (3.2) Hoden Zéelle, Herz- und Lunge
b Aorta Skelettmuskul atur Hoden
e Makrophagen Glatter Muskel
Retina Gehirn

P Erhaltung der Rezeptorabhan- K*- Regulation des Steuerung
h Ruhe gige Hyperpola- | Transport glatten Muskeltonus, | des Ruhe-
y Membranpoten- | risation Regulation der membran-
s tials Insulinsekretion, potentials
i Repolarisation Sauerstoff und bei
0 des Insulinsensor im Neuronen
I Herzaktionspo- Gehirn und der
o] tentials Zellschutz bei aktionspo-
g kardider und tentialdauer
i cerebraler Ischemie im Herzen
e

1.2 K, rp-Kanale

K rp-Kandle gehdren zur Familie der einwartsgleichrichtenden Kaliumkanédle, sind
jedoch nur sehr schwache Gleichrichter. Sie wurden in einer Vielzahl von Geweben gefunden
(s. Tabelle 1.1). Alserstes entdeckte Noma, 1983, dieK ,;,-Kandeim Herzen. Cook und Hales,
1984, beschrieb siein der pankreatischen b-Zelle. Spruceet ., 1985, im Skelettmuskel, Standen
et al., 1989, im glatten Muskel, Ashford et al., 1988, im Gehirn und Hunter und Giebisch, 1988,

in der Niere.
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1.2.1 Molekulare Struktur

Der K, p-Kanal ist ein Proteinkomplex von ~950 kDa Grof3e. Er setzt sich aus einer
porenbildenden a-Untereinheit, dem K,;6.X, und der regulatorischen b-Untereinheit, dem SUR
zusammen. Jewells vier K z6.x Proteine bilden die fir Kalium selektive Pore und damit den
(schwach) einwartsgleichrichtenden Kaiumkanal. Diea-Untereinheit K,;6.x liegt weiterhin als
Dimer mit der b-Untereinheit (SUR) vor. Daraus ergibt sich eine heterooktamerer Komplex mit
einer 4:4 Stoichiometrie (Abb. 4) (Aguilar-Bryan et d., 1998). Fiur einen funktionellen Kanal
muss der Kanalkomplex in die Zellmembran gelangen. Dies geschieht aber nur dann, wenn am
C-Terminus das RKR-Motiv des K z6.x durch die Assoziation mit dem SUR maskiert wurde.

Ansonsten wird der Kanalkomplex am Endoplasmatischen Retikulum zuriickgehal ten.

3

|

8
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i
o
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—

Abb. 4 Modell des K ,rp-Kanalsin der b-Zelle des Pankreas

Vom K z6.x sind zwei Isoformen bekannt, der K 36.1 oder auch uK ., (ubiquitérer K ,;-
Kanal (Inagaki et a., 1995b)) und der K ;6.2 oder auch B ; (b-Zelle einwartsgleichrichtender
Kaliumkanal (Inagaki et a., 1995b)). Der K ;6.1 besitzt 424 AS bei einer Grofie vom 48 kDa,
der K ;6.2 hat bei einer GroRevon 45kDa390 AS. Die Kand e besitzen 71 % Ubereinstimmung
in ithrer Aminosauresequenz. Der K,;6.x hat wie alle anderen K -Kanédle zwei
Transmembransegmente (Abb. 1). Zwischen den beiden Transmembransegmenten liegt auf dem
P-Loop der Selektionsfilter fur Kalium, der die Aminosauresequenz -GFG- besitzt. An den
K,z6.X Untereinheiten wurden zwei potentielle Proteinkinase A und mehrere Proteinkinase C
Phosphorylierungsstellen gefunden, Gber die der Kanal reguliert werden kann (Seino und Miki,
2003, Ruppersberg, 2000, Ashcroft, 2000).

Die b-Untereinheit, der SUR, gehort zur Familie der ATP bindenden Proteine (ABC-
Proteine), welche zwei ATP-Bindungskassetten enthalten. Im Gegensatz zu vielen anderen
ABC-Proteinen (MDR (Multi drug resistance protein), CFTR (cycstic fibrosis transmembrane
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regulator)) ist fir den SUR keine Transportfunktion beschrieben worden. Die funktionelle
Einheit eines ABC-Proteins besteht aus sechs TMS (= TMD,), gefolgt von der intrazellul&ren
ATP-Bindungskassette (NBF). Bei den ABC-Proteinen der Eukaryonten sind durch Gendupli-
kation zwel solcher Einheiten hintereinander gehangt: (TMD, + NBF,) + (TMD, + NBF,). Der
SUR hat zusétzlich am aminoterminalen Ende eine dritte Transmembrandoméne TMD,, die finf
Transmembransegmente enthdlt. Daraus ergeben sich beim SUR 17 Transmembransegmente
(5+6+6), bei demin TMD, TMS, bisTMS,, inTMD,; TMS, bisTMS,, undin TMD, TMS,, bis
TMS,, zu finden sind. Analog zu den anderen ATP-Proteinen liegen beim SUR die zwei grof3en
intrazellul&ren Domanen mit den beiden NBFs (NBF1 und NBF2) zwischen TMD, und TMD,
(~40 kDa) bzw. zwischen TMD, und dem C-Terminus (~38 kDa) (Abb. 5).

Jede NBF enthélt dasWalker A-Motiv (-GXXGXGKS-, wobe X irgendeine Aminosiure
sein kann) und das Walker B-Motiv (-YYYYD-, wobel Y en hydrophober Rest ist; Walker et
al., 1982). Die Segmente, die die Walker A- und Walker B- Motive verbinden, enthalten ein
konserviertes Motiv, die Linker-Sequenzen (-LSGGQ- in NBF1 und -FSQGQ- in NBF2),
welche den Besetzungszustand der NBFs registrieren (Ashcroft, 2000).

Vom SUR gibt es zwei Isoformen, den SUR1 und den SUR2, die aus zwel unter-
schiedlichen Genen (ABCCS8, auf Chromosom 11 (11p15.1) und ABCC9, auf Chromosom 12
(12p12.1)) gebildet werden. Unter den Produkten des ABCC9-Gens wurde eine Vielzahl von

SUR Ks6.X
BETTE BT BT

MNH, LTy

1 2/(3||4|l5 gl(7|/8(9(10(M 12|(13|[14(/15) 18|17 | 1 2
s | e

% & LO0H gm
AlllB A B _ COOH

HEF1

HBF2
Abb. 5 Struktur der Bestandteile des K ;rp-Kanals
SUR = Sulfonylhar nstoffrezeptor Kg6.x = Einwartsgleichrichtender Kaliumkanal 6.x
TMD = Transmembrandoméne (0,1,2) 1-17(SUR)= Transmembranbereich (TMS,)
1-2 (K,p) = Transmembransegment (TMS) GFG = Glycin-Phenylalanin-Glycin (=K*-Kanalsignatur)
GBC = Glibenclamid-Bindungsstelle (0] = Offnerbindungsstelle
NBF = Nukleotidbindungstasche AB =Walkerregionen fir die Bindung von Nukleotiden
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SpleiBvarianten gefunden, wobel SUR2A und SUR2B die beiden Hauptprodukte darstellen. Sie
werden durch unterschiedliches Spleif3en des C-terminalen Exons gebildet und unterscheiden
sich in den letzten 42 Aminosauren, wobei der C-Terminus vom SUR2B dem des SUR1 sehr
stark &hnelt. Auch von SUR1 wurden verschiedene SpleiRvarianten beschrieben (Hambrock et
al., 2002b). Esist aber bisjetzt noch ungeklart, ob ihnen neben SUR1, SUR2A und SUR2B eine
physiol ogische Bedeutung in den verschiedenen Geweben zukommt. Das SUR1-Proteinist beim
Menschen 176 kDagrof3 und besteht aus 1581 Aminosauren. Die SUR2A - und SUR2B- Poteine
beim Menschen haben beide 1549 AS bei einer Grof3e von 174 kDa (Seino, 1999, Babenko et
al., 1998a).

K p-Kande kommen in vivo wahrscheinlich nicht in jeder denkbaren K,z6.x/SUR-
Kombination vor (Babenko et a., 19984). In vitro bilden jedoch alle K ;6.x/SUR Kombinationen
funktionelle Kande (Seino und Miki, 2003). Die moglichen Kombinationen mit ihren typischen
Gewebsvorkommen sind in der Tabelle 1.2 aufgefiihrt:

Tab.1.2 Natirliches Vorkommen der K,;6.x/SUR-Kombinationen

SUR1 SUR2A SUR2B
K k6.1 - - glatte Gefal3muskul atur
Kr6.2 Pankreas & Neurone Herz- & Skelettmuskel glatte nichtvaskulére
Muskul atur

Im SUR1 gibt es zwel potentielle N-verknlUpfte Glykosylierungsstellen, die sich
extrazellulér am N-Terminus bzw. zwischen der zwdlften und dreizehnten Helix befinden. Der
SUR1 hat vier PKA Phosphorylierungsstellen. Daneben gibt esviele potentielle PK C-abhéngige
Phosphorylierungsstellen (Seino, 1999). Im SUR2 findet man extrazellular drei potentielle
Glykosylierungsstellen, wobel die eineam N-Terminus und die beiden anderen zwischen TMS,
und TMS; zu finden ist. Zwei PKA-abhangige Phosphorylierungsstellen und wieam SUR1 viele
potentielle PKC abhangige Phosphorylierungsstellen sind an den SUR2-Typen zu finden (Seino,
1999).

An den beiden SUR-Isoformen SUR1 und SUR2 sind in verschiedenen Bereichen
Aminosduren lokalisiert worden, die fur die Bindung bestimmter Pharmaka wichtig sind
(Abb. 5). Die beiden SUR-Isoformen haben eine unterschiedliche Empfindlichkeit fir K,
Kanal 6ffner oder -blocker. Typischerweise bindet der SUR1 mit einer hohen Affinitéat Sulfonyl-
harnstoffe und Glinide (K ,;-Kanablocker, s. 1.2.5.2), wéhrend die K ,;,-Kanal 6ffner am SUR2

mit einer hohem Affinitat gebunden werden. Um die Eigenschaften der Kanadle fur Offner oder
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Blocker &ndern und damit genauer untersuchen zu kénnen, wurden verschiedene Chiméren
zwischen SUR1 und SUR2 bzw. Mutationen der Proteine hergestellt und deren Bindungs- bzw.
Kanal eigenschaften untersucht.

Die Kaiumkanaloffner-Bindungsstellen sind in verschiedenen Bereichen des SUR
lokalisiert worden. Uhdeet al., 1999, identifizierteim TMD, zwei Segmente, die fir Substanzen
aus der Pinacidilgruppe (Cyanoguanidine, z.B. auch P1075) und fir Benzopyrane (z.B.
Levcromakalim) empfindlich sind. Der einekurze Bereich liegt in der Schleife zwischen TMS,,
und TMS,, (Abb. 5), ein langerer ist in den HelicesTM S, und TMS; und in NBF2 zu finden.
Moreau et al., 2000, identifizierten in der letzten TMS (TMS,;) des SUR2 zwei Aminosauren
(L1249 und T1253), die fur ein hochempfindliche Offnung durch Cyanoguanidine und
Benzopyrane notwendig sind. Der Wildtyp SURL1 ist kaum sensitiv fir Benzopyrane oder
Cyanoguanidine, der aber durch den Austausch der korrespondierenden Aminosauren (T1286L,
M1290T) des SUR2 fiir diese Offner empfindlich wird (Hambrock et. al, Diabetesin press). Die
Wirksamkeit von Diazoxid (300 uM gegen 0,1 mM ATP) ist an SUR1-Kanden wesentlich
grof3er alsan SUR2A-Kanélen. Bel einer zusétzlichen ADP (0,1 mM) -Applikation wurde beim
SUR1 ein Wirksamkeitsverlust und beim SUR2 eine Steigerung der Wirksamkeit gesehen. Diese
erhohte Diazoxid-Wirkung konnte unabhéngig von Anwesenheit von ADP durch
Punktmutationen im Walker A- (K1384M) oder Walker B- (D1469N) Motiv bei SUR2A-
Kand en vollstandig aufgehoben werden. Beim SUR1 blieb die Diazoxid-, aber nicht die ADP-
Wirkung erhalten (D'hahan et a., 1999). Babenko et al., 2000, entdeckte, dass die TMS; bis
TMS,; und die NBF,, fur die Aktivierung durch Diazoxid Reaktion notwendig sind, was er an
SUR1/SUR2 Chimeren getestet hatte. Daneben benétigt die hochaffine Bindung von
Kaliumkanal6ffnern an den SURs hydrolisierbares ATP und Mg* (Quast et al., 1993,
Schwanstecher et a., 1992b, Loffler-Walz und Quast, 1998).

1.2.2 Funktion der K ,;,-Kanale

1.2.2.1 b-Zelle des Pankr eas

Allgemein stellen K ,,-Kanél e die V erbindung zwi schen dem metabolischen Zustand der
Zellen und ihrer Aktivitét her. Die funktionelle Rolle der K ,--Kanéle ist am Besten in den b-

Zellen des Pankreas charakterisiert worden. Sie haben hier eine zentrale Funktion fur die
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Regulation der Glucosekonzentration im Organismus (Abb. 6). Glucose wird durch den Glu-
cosetransporter in dieb-Zelen transportiert, und durch den nachfol genden Glucosemetabolismus
steigt die ATP-Konzentration in den Zellen. Die Zunahme des ATP/ADP-V erhdtnisses schliefdt
die K;6.2/SUR1-Kandle, welches zur Depolarisation der b-Zellen fuhrt. Dadurch werden

spannungsabhéngige Calciumkanél e gedffnet, was dann zu einem Calciumeinstrom fihrt. Der

+ Insulin
H
-"‘
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Abb.6 Modell der Insulinfreisetzung in den R-Zellen des Pankreas
(Konsensusmodell nach Cook und Hales, 1984) Aus Quast et al. 2001. In der b-Zelle
wird das Ruhemembranpotential (RP) durch die Aktivitét der K ,;p-Kanéle bestimmt
und liegt bei ca. =70 mV. Dabei sind die spannungsgesteuerten Ca*-K anale (L-VOCC
= voltage operated calcium channel) noch geschlossen. Der postprandiale Anstieg des
Blutglucosespiegel fihrt, nach der Glucoseaufnahme durch den Transporter GLUT2
(a), zu einer gesteigerten intrazelluléren ATP-Synthese aus ADP, wobei das ADP /
ATP-Verhéltnis zu ATP hin verschoben wird (b). Dies bewirkt eine K,rp-
Kanalblockierung, wodurch die Zelle depolarisiert (¢) und sich die spannungs-
abhangige Ca*-K anale 6ffnen (d). Der resultierende Ca?*-Einstrom wiederum lost die
Exozytose von Insulinvesikeln aus (e).

Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration in den b-Zellen 16st die Insulinfreisetzung
durch Exocytose von Insulinvesikeln aus (Cook und Hales, 1984, Seino, 1999). Sulfonyl-
harnstoffe und Glinide, die bei der Behandlung des nicht insulinabhangigen Diabetes-Méllitus-
Typ-2 Verwendung finden, stimulieren die Insulinsekretion in den b-Zellen des Pankreas durch
die Hemmung von K ,.-Kanden (Ashcroft und Ashcroft, 1992) (Kap. 1.2.2).
Fehlregulationen der Glucosekonzentration im Blutplasma sind die bekanntesten
Krankheiten, die mit K, ,-Kandlen, genauer dem K 36.2/SUR1 (vgl. 1.2.5) in Verbindung
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stehen. Die Ursachen des Typ-2-Diabetes-Méellitus sind noch nicht genau verstanden. Eine
genetische Prédispositionen fur diese Erkrankung spielt aber auf jeden Fall eine Rolle. So konnte
ein Zusammenhang zwischen den Polymorphismen E23K in der porenformenden Einheit K ;6.2
oder E1506K in der regulatorischen Einheit des SURL und der Wahrscheinlichkeit, Typ-2-
Diabetes zu entwickeln, gezeigt werden (Schwanstecher et al., 2002, Huopio et al ., 2003, Riedel
et a., 2003). Andere Polymorphismen as am K,;,-Kanal der b-Zelle (z.B. welche, die eine
Insulinresi stenz begtinstigen) und auf3ere Einfltsse sind aber ebenfallswichtige Parameter. K 14
Kana-Hemmstoffe spielen eine wichtige Rolle bel der Behandlung des Typ-2-Diabetes (vgl.
Kap. 1.2.1 und 1.2.5.2).

Der kongenitale Hyperinsulinismus oder PHHI (persistent hyperinsulinemic hypo-
glycemia of infancy) entsteht durch Mutationen in den Genen von K z6.2 oder SUR1, die zu
einem mehr oder weniger grof3en Funktionsverlust des Kanals fuhren. Mehr als 50 Mutationen
wurden in den menschlichen SUR1- und K ;6.2-Genen identifiziert, die zu einer Einschrankung
oder deren Verlust der Funktion der K ,;-Kandle flihren. Dies fuhrt zu einer Depolarisation der
b-Zellen, erhdhten Insulinblutspiegeln und zu einer Senkung des Blutglukosespiegels. Als
mogliche Therapie bei eingeschrankter K ,,.-Kanal-Funktion werden K ,;-K anal-Offner (in der
Regel Diazoxid) verwendet oder eine partieller Pankreasresektion vorgenommen (Seino, 2003).

In vielen Gehirnregionen fuhrt bel Ischémie die Abnahme des ATP/ADP-V erhdtnisses
zur Offnung von K ,;-Kandlen und damit zur Hyperpolarisation der Neurone, wodurch die
elektrische Aktivitét reduziert oder sogar vollsténdig aufgehoben wird (Liss und Roeper, 2001).
Diesfihrt in den betroffenen Gehirnarealen zu einer Ruhigstellung der Zellen und damit dhnlich
wieim Herzen (s. Kap. 1.2.2.2) zur Energieeinsparung unter Ischamie. Ebenso wie im Herzen
gibt esim Gehirn ein Preconditioning, an dem K ,;--Kandle beteiligt sind.

InVentromedial K ernen des Hypotha amus (VMH) gibt es glucoseempfindliche Neurone
(glucose-responsive-neurons (GRN)), die abhangig von der extrazelluléaren Glucose-
konzentration ihre Erregungsrate steigern (bei einem erhdhtem Glucosespiegel) oder senken (bei
einem erniedrigten Glucosespiegel) (Sakura et a., 1999, Seino und Miki, 2003). Durch diesen
Glucosesensor im Gehirn werden die Glucagonsekretion aus den «-Zellen der Langerhans' schen
Inseln im Pankreas und ferner Appetit und Nahrungsaufnahme moduliert (Riedel et al., 2003).
Bei steigendem Blutglucosespiegel wird so die Glucagonsekretion gehemmt und ein
Sattigungsgefuhl ausgel6st. Falt der Blutglucosespiegel, findet eine Aktivierung von K, ;o

Kanden in den glucoseempfindlichen Neuronen des Hypothalamus statt, womit eine auto-
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matische Ubermittlung an die pankreatischen a-Zellen verbunden ist, bei der eine Glucagon
Sezernierung zur Steigerung der Glucosekonzentration im Blut ausgel 6st wird. Zudem wird ein
Hungergefihl induziert (Seino und Miki, 2003).

Die Glucose-Homgostase wird in vielen Geweben durch eine balancierte Sekretion von
Hormonen regelrecht aufrechterhalten. Interessanterweise ist der K, ;--Kanal an der dazu-
gehorigen Sekretion von Insulin, Glucagon und GLP-1 beteiligt. Eine neuronale Kontrolle der
Lebensmittelaufnahme und Hormonsekretion Uber glucoseempfindliche Neurone im Hypo-
thalamus reprasentieren eine bel homozygoten polymorphen Individuen, weil K ,;--Kanéle viel

im Zentralnervensystem expremiert werden.

1.2.2.2 Kardiomyocyten

Adaption an Stress: In Herzmuskelzellen sind K ,;-Kande unter physiologischen
Bedingungen geschlossen und 6ffnen unter ischdmischen Bedingungen. Dennoch zeigen
Versuche mit K,;6.2-knock-out M ausen, dass dem Herzen die Anpassung an erhéhte Sympathi-
kotonus ermdglicht wird (Zingman et al., 2002b). Beim Menschen sind Mutationen am SUR2A
gefunden worden, die zu einer verénderten Kinetik der Hydrolyse der Nukleotide und damit zu
einer veranderten metabolischen Signaldekodierung fuhren. Diese Mutationen waren mit einer
dilatativen Kardiomyophatie, die zum Tode fuhrt, verbunden (Bienengraeber et a., 2004).

I schamie und Hypoxie: Wahrend einer schweren Ischémie oder Hypoxie findet eine
Abnahme des ATP/ADP-Verhdtnisses (Gogelein, 2001) und eine Zunahme der Oleyl-
Coenzym A Ester Konzentrationen (Liu et al., 2001) statt, was zu einer Offnung von kardialen
K xrp-Kanden fiihrt (Kapitel 1.2.3). Die Offnung von kardialen K ,.-K andlen wahrend Hypoxie
oder Ischamiefihrt zu einer Reduzierung der Aktionspotentia dauer und halt die Kardiomyocyte
auf dem Gleichgewichtspotential fur Kalium.

K p-Kande sind wichtige Mediatoren der Kardioprotektion. Ihre Bedeutung ist im
Ganztier, amisolierten Herzen und an kardialen Myocyten gezeigt worden (Terzic et al., 1995).
Die Offnung der kardialen K ,,-Kanale unter ischamischen Bedingungen hat unterschiedliche
Folgen. Zum einen arbeitet das Herzzellgewebe schwécher oder gar nicht mehr, was zu einer
Energieeinsparung und damit zu einem Schutz des Gewebes fuhrt (Cavero et al., 1995). Zum
anderen kann es durch die Aktionspotentialverkirzung bzw. Kreisstrdme um unerregbare

Herzareale zu Arrhythmien, Herzflimmern und pl6tzlichem Herztod kommen. Die Verkirzung
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des Aktionspotential s kann durch Sulfonylharnstoffe oder den Thiosulfonylharnstoff HMR1883
aufgehoben werden (Gogelein et al., 1999).

Ein weiteres wichtiges kardioprotektives Element ist die Preconditionierung. Die
ischamische Preconditinierung ist ein Phdnomen, bel welchem einzelne oder mehrere kurze
Ischémieperioden gefolgt von Reperfusionen dazu fuhren, dass das Herz gegen eine erneute,
anhaltende Ischédmie geschuitzt ist. Die Preconditionierung wurde erstmalig 1986 demonstriert
(Murry et al., 1986). Seit dieser Entdeckung konnte dieses Phénomen der Kardioprotektion bei
allen untersuchten Lebewesen gefunden werden (Y ellon und Downey, 2003). Der Effekt wurde
auch bel kultivierten Zellen, die Hypoxie oder metabolischer Inhibition ausgesetzt waren,
beobachtet (Terzic et a., 1995). Obwohl eine Anzahl von pharmakologischen Agentien und
verschiedene zellulé&re Komponenten an dem kardioprotektiven Effekt der ischadmischen
Preconditionierung beteiligt sind, ist eine zentrale Rolle der K,;,-Kandle unumstritten. So
konnen einige K ,;--K anal 6ffner eine Preconditionierung nachahmen, und der Schutz kann durch
K s1p-Kanalblocker aufgehoben werden (Y ellon und Downey, 2003). Neben den sarkolemmalen
K rp-Kandlen sind moglicherweise auch mitochondriale K ,;-Kandle (mitoK ,;,-Kandle) am

Preconditioning beteiligt.

1.2.2.3 Geféalle und ander e glatte M uskulatur

Der K ,1p-Kanal nimmt eine wichtige Rolle bei der Blutdruckregulation ein, die Uber die
GefalRweite gesteuert wird (vgl. Kap. 1.2.1). Die Offnung von K ,-Kanalen der Gefaimuskel -
zellen fuhren zu einer Hyperpolarisation der sarkolemmalen Membranen und damit zu einer
Vasodilatation, was mit einer Blutdrucksenkung verbunden ist (Quast und Cook, 1989b). Die
K ,rp-Kana 6ffner sind deshalb potente Vasodilatoren, die den Blutdruck senken. Im Gegensatz
zu der oben behandelten Herz- und Skelettmuskulatur spielen in der glatten Muskulatur K -
Kand e aber auch unter physiol ogi schen Bedingungen eine Rolle und sind zumindest im Gehirn,
dem Herzen und der Niere an der physiol ogischen Regulation des Geféldtonus beteiligt. In K 15
Knock-Out-Méausen war der Blutdruck (diastolisch und systolisch) im Vergleich zu Wildtyp-
Maéausen signifikant erhéht (Chutkow et al., 2002). Pathophysiologisch scheint der K ,;--Kanal
bei der essentiellen Hypertonie und der vasospastischen (Prinzmetal) Anginavon Bedeutung zu
sein (Chutkow et a., 2002, Miki et al., 2002). Die Méause ohne den vaskuldren K ,;,-Kanal
sterben den pl6tzlichen Herztod (Chutkow et al., 2002, Seino, 2003). In nicht vaskuléren glatten
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Myozyten (z.B. Blase, Bronchien) sind K, ,-Kande ebenfalls an einer Relaxation der

Muskulatur beteiligt, ihre Bedeutung unter physiologischen Bedingungen ist aber noch unklar.

1.2.2.4 mito-K ,;p-Kanal

Einen Sonderfall stellt der K,;,-Kanal der Mitochondrien (K o) dar. Die molekulare
Struktur dieses Kanalsist noch nicht bekannt. Die Gemeinsamkeiten der plasmalemmalen K ;-
und der . K.rp-Kandle sind die Selektivitét fur Kalium und die Regulation durch ATP. Auch
auf typische K ,,-Kanal-Offner und -Blocker reagiert der ., K rp-Kanal grundsitzlich dhnlich
wie die plasmaemmalen Kandle, sein pharmakologisches Profil im Detall entspricht aber
keinem der oben beschriebenen K ,;--Kanal-Typen der Plasmamembran (Grover und Garlid,
2000, Szewczyk und Wojtczak, 2002, Terzic et a., 2000, Y ellon und Downey, 2003, O'Rourke,

2000).

1.2.3 Physiologische Regulation von K ,;p-Kanalen

K rp-Kande werden durch verschiedene intrazellulare Faktoren gesteuert. Neben der
Hauptregulation durch Nukleotide gehdren auch Phospholipide, langkettige AcylCoenzym A
Ester, die Proteinkinasen A (PKA) und C (PKC) und G-Proteine zu den direkten oder indirekten
Modulatoren von K ,.-Kanéden (Seino und Miki, 2003). Daneben knnen an der Regul ation der
K rp-Kande weitere lose assoziierte Untereinheiten wie die Kreatinkinase (Crawford et al.,
2002b), die Adenylatkinase (Carrasco et a., 2001) und die Laktatdehydrogenase (Crawford et
al., 2002a) beteiligt sein. Auch der intrazelluldre pH-Wert (Baukrowitz et al., 1999, Schulze et
al., 2003c) und das Zytoskel ett spielen eine Rolle (Furukawaet al., 1996).

1.2.3.1 Regulation der K ,;p-Kanéle durch Nukleotide

Namengebend fir die K ,;-Kandle ist ihre Hemmung durch ATP. Am bestuntersuchten
und bestverstandenen K,;--Kanal, dem der pankreatischen b-Zelle (K,z6.2/SURL), liegt,
gemessen mit Inside-Out-Patches, dielC,, fur ATP ungeféhr bel 10 uM, wobel die Anwesenheit
von Magnesium keine grof3e Rolle spielt (Ueda et al., 1999). Ohne zusdtzliche aktivierende
Komponenten sollten diese Kande also eigentlich weitest gehend inaktiv sein, da die ATP-
Konzentrationin Zellen> 1 mM ist. GTP hat hier ahnliche Eigenschaften wie ATP (Lederer und
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Nichols, 1989), wahrend UTP deutlich schwéacher hemmt. Durch die Expression der
porenbildenden Kanaluntereinheiten K ;6.2 (z.B. K ;6.2DC36) ohne SUR und durch Entdeckung
verschiedener K,;6.2-Mutationen mit deutlich reduzierter ATP-Empfindlichkeit (z.B. G334D)
konnte gezeigt werden, dass K,z6.2 die fur die Hemmung durch ATP verantwortliche
Untereinheit ist (Tucker et a., 1997, Drain et a., 1998).

Eine wichtige Rolle bei der Regulation der K,;.-Kandle spielen auch
Nukleosiddiphosphate (NDPs), die in Mg*-freier Losung eine hemmende Wirkung wie ATP
oder GTP haben, wenn auch bei deutlich htheren Konzentrationen (IC,, ca. 0.5 mM). Im
Gegensatz dazu aktiviert MgADP die Kande mit einer EC,, von ca 50 uM. Bel hoheren
Konzentrationen (> 100 uM) tberwiegt dann wieder, dhnlich wiein Abwesenheit von Mg*, die
hemmende Wirkung. GDP und UDP verhaten sich grundsétzlich ahnlich, wobe auch hier (wie
bei UTP) die hemmende Wirkung von MgUDP nur sehr gering ist (Lederer und Nichols, 1989).
Mit analogen Experimenten wie oben (Alleinexpression der Kanaluntereinheiten und K,;6.2 /
SUR-Varianten, die (Mg)NDP unempfindlich sind) konnte gezeigt werden, dass fir die
Aktivierung die intakten NBFs der SUR-Untereinheit notwendig sind, wéhrend ATP fir die
Hemmung des Kanals K ;6.2 ansetzen (Baukrowitz und Fakler, 2000).

In seinem Verhalten deutlich abweichend verhdlt sich der K,;--Kanal in glatten
Gefd3muskel zellen, K z6.1/SUR2B. Im Gegensatz zu K z6.2-K 4 -Kandlenist er in Abwesenheit
von Mg-Nukleosiden vollig inaktiv. Nukleosiddiphosphate aktivieren wesentlich stérker as
Nukleosidtriphosphate (Yamadaet al., 1997, Satoh et al., 1998). Diese Kanéle wurden deshalb
auch als K, p-Kanéle bezeichnet (Beech et a., 1993). Hohere Konzentrationen der Nukleotide
(vor allem ATP und GTP) haben (analog zu K z6.2) dann wieder eine hemmende Wirkung
(Yamada et al., 1997, Satoh et al., 1998). Obwohl hier keine detaillierten Untersuchungen
vorliegen, kann aus den Parallelen mit K,;6.2-K ,;.-Kandlen angenommen werden, dass auch
hier die Aktivierung durch den SUR vermittelt wird, wahrend Nukleotide fir die Hemmung an

der K s-Untereinheit ansetzen.

1.2.3.2 Rundown und Refreshment bei K ,-,-Kanalen

K ,rp-Kand e haben die Eigenschaft, mit zunehmender Zeit in extrazellulérer Losung ihre
Kanalaktivitét zu verlieren (Ashcroft und Ashcroft, 1990), was z.B. an einer Abnahme des

Stroms in elektrophysi ol ogischen Experimenten zu sehen ist. Dieser Vorgang, der als Rundown
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bezeichnet wird, kann in einen reversiblen und irreversiblen Rundown unterteilt werden (Ribal et
et a., 2000). Die Geschwindigkeit, mit der der Rundown einsetzt und anhdlt, ist unter anderem
abhangig von zweiwertigen lonen. In Abwesenheit von Ca?* und Mg* wird nur ein geringer
Rundown beobachtet, wohingegen freie Mg?* und Ca?*-lonen beim K , .-Kanal einen deutlichen
Rundown bewirken. Durch MgATP kann die reversible Komponente des Rundowns beseitigt
werden; dieser Vorgang wird als Refreshment bezeichnet (Okuyama et al., 1998). Unter
Refreshment versteht man eine Erhdhung des Stroms Uber den Wert direkt vor der MgATP Gabe
nach Auswaschen des Nukleotids. In magnesiumfreier Losung ist der Rundown und das
Refreshment sehr stark verlangsamt bis nicht vorhanden. Der molekulare Mechanismus des
Rundown ist noch nicht in allen Teilen vollsténdig geklart worden. Neben MgATP bzw.
Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen scheinen auch (Membran)lipide (Oleoyl CoA,
PIP,) eine Rolle zu spielen (Liu et a., 2001, Baukrowitz et al., 1998, Ashcroft, 1998).

1.2.3.3 Regulation der K ,;,-Kanéle durch (Phospho)-Lipide

Phosphatidylinositol e aktivieren durch die Steigerung der Offenwahrscheinlichkeit K ;-
Kande (Hilgemann und Ball, 1996, Fan und Makielski, 1997). Entsprechendes konnte auch fiir
K rp-Kandle gezeigt werden (Fan und Makielski, 1997, Baukrowitz et a., 1998, Shyng und
Nichols, 1998). Phosphatitylinositol phosphate entstehen in der Zellmembran durch Veresterung
von Glycerol mit Insosit und Fettséuren (z.B. C16:0, C16:1, C18:1....) und Phosphorylierung
durch Phosphorsaure vermittelt durch die PI-3- und/oder Pl-4-Kinase (Abb. 7). Aus Pl wird
durch Phosphorylierung PI-4-P mit nachfolgender Ubertragung von Phosphat durch die PIP-
Kinase zu PI-4,5-P, (= PIR,). Die PI-3 Kinase phosphoryliert PI, PI-4-P, PI-4,5-P, und PI-1,4,5-
P.. PIP, kann durch die Phospholipase C hydrolisiert werden, wodurch die second Messenger |P,
und DAG gebildet werden (Abb. 7).

In kardiden K,;--Kanden fuhrt die Applikation von PIP, zu einer Zunahme der
Offenwahrscheinlichkeit und einer Abnahme der ATP Empfindlichkeit (Baukrowitz et al., 1998,
Shyng und Nichols, 1998). Die Wirkung von Pharmaka wird durch eine PIP, Applikation
verringert, wobel mit zunehmender PIP, Applikationsdauer der Effekt grof3er wird. Dieam SUR
bindenden Substanzen kdnnen nicht mehr den K ;6.2 steuern (blockieren bzw. aktivieren), so
dass man von einem vom SUR entkoppelten K,;6.2 sprechen kann. Polykationen kdnnen den
PIP,-Effekt fur ATP, nicht aber fir Kaiumkanal 6ffner und Blocker aufheben (Krauter et al.,
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2001). Werden die PI-3- und PI-4-Kinasen durch spezifische Blocker (Wortmannin, LY -294002
(Abb. 7)) gehemmt, so sinkt die PI-4-P und damit auch die PI-4,5-P, Konzentration. Dadurch
nimmt die Empfindlichkeit der K ,;p-Kande fur ATP zu (Song und Ashcroft, 2001a Xie et a.,
1999).

Langkettige Acyl Coenzym A Ester (z.B. OleoylCoA (C18:1); Formel s. Abb. 7) sind
potente Aktivatoren des K ,;,-Kanals. Sie erhthen wie die Phospholipide bel K ,;--Kandlen die
Offenwahrscheinlichkeit und reduzieren die ATP- und Glibenclamid-Empfindlichkeit (Schulze
et al., 2003, Larsson et al., 1996, Liu et al., 2001). Es wurde berichtet, dass die Modulation der
ATP-Empfindlichkeit bei SUR1- und SUR2A-Kanéden ahnlich ist (Schulze et al., 2003) oder
dass die SUR-Subtypen sich hier unterscheiden, wobel beim SUR1 eine grofdere Wirkung als
beim SUR2A gesehenwird (Liu et a., 2001). Diese Aktivierung kann bei K,;6.2DC36- (Gribble
et al., 1998b) und auch bel K,;6.2DC26-Kanden jeweils ohne SUR1 (Branstrom et a., 1998)
genauso wie bei Wildtyp (K,;6.2/SUR1)-Kand en gesehen werden (Branstrom et al., 1998). Auf
Grund von diesen Ergebnissen kann davon ausgegangen werden, dass Oleyl CoA am K ;6.2
ansetzt und so seine Wirkung vermittelt. Gribble et al., 1998b, postulieren eine unterschiedliche
Empfindlichkeit fir OleylCoA bei K z6.2/SUR1- und K :6.2/SUR2-Kandlen wahrend Schulze
et al., 2003, fur beide Kanaltypen eine nahezu identische Empfindlichkeit beschreiben. Der
Einfluss von langkettigen Acyl-Coenzym A Estern in Gegenwart von Kaliumkanal 6ffnern wurde
noch nicht untersucht. Esist umstritten, ob OleylCoA und PIP, den K ,;,-Kanal Uber diegleichen
Mechanismen regulieren. Bei K,;6.2/SUR2A-Kanadlen wird von Liu et a., 2001, ein
unterschiedlicher Mechanismusfir Oleyl CoA und PIP, beschrieben; demnachist die Oleyl CoA-
Wirkung abhéngig von Zellmetabolismus wahrend fir PIP, ein elektrostatischer Mechanismus
angenommen wird. Fur die beiden Phospholipide Oleyl CoA und PIP, werden von Schulzeet dl.,
2003, und Rohécs et al., 2003, ein gleicher (elektrostatischer) Mechanismus fur K,;6.2/SUR1-
und K,z6.2/SUR2A -K anédl e angenommen.
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Abb. 7 Strukturformeln von PIP,, OleylCoA, LY294002 und Wortmannin und schematisches Diagramm des
Phosphatidylinositolmechanismus

PI-4,5-P,-Formel: Nummern der C-Atome geben die Position der (potentiellen) Phosphorylierungsstellen an.
OleylCoA st ein (Phospholipid); LY 294002 und Wortmannin sind PI3- und Pl4-Kinaseinhibitoren.
Phosphatidylinositolmechanismus: PI, Phosphatidylinositol. PIP (PI-4-P), Phosphatidylinositol-4-monophosphat.
PIP, (PI-4,5-P), Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat. PIP; (PI-1,4,5-P;), Phosphatidylinositol-1,4,5-trisphosphat.
IP;, Inositol-1,4,5-trisphosphat. DAG, Diacylglycerol. P14K, Pl 4-Kinase. PI3K, Pl 3-Kinase. PIPK, PIP-Kinase.
PL C, Phospholipase C.

1.2.3.4 Regulation durch Phosphorylierung und G-Proteine

Die Aktivitét der K, -Kandle wird durch eine Reihe weiterer intrazelluldrer Faktoren
moduliert. Zu diesen verschiedenen Faktoren gehéren die Proteinkinase A (PKA) und trimere
GTP-Bindungs-Proteine (G-Proteine).

Proteinkinase A stimuliert die Aktivitét der K ,;p-Kandein nativem Gewebe (Ribalet et
al., 2000, Quayle und Standen, 1994, Wellman et al., 1998). Phosphorylierungsstellen sind
sowohl am K,;6.x als auch den verschiedenen SUR- Subtypen vorhanden (Seino, 1999). Die
PKA-Phosphorylierung am K z6.2 ist fir die Steigerung der Kanal aktivitét verantwortlich und
kann Uber G.-koppelnde Rezeptoren vermittelt werden. Beim SURL ist die PKA am
grundlegenden Zustand der Kanalwirkung beteiligt (Seino, 1999).

Trimere GTP-Bindungs-Proteine konnen auch direkt die Aktivitdt von K,;--Kanden
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beeinflussen (Seino und Miki, 2003). Wahrend G, Kz6.2/SUR2A- und K :6.2/SUR1- Kandle
aiz Kir6-2/SUR2A-Kandle aber keine K z6.2/SUR1-Kande. Obwohl die
G, Untereinheit keinen Effekt auf die Offenwahrscheinlichkeit der K z6.2/SUR1- Kanéle hat
(Sanchez et al., 1998), verursachen sie eine Reduktion der ATP induzierten Hemmung der

K 6.2/SURx-Kanéle durch die Reduktion der ATP-Empfindlichkeit (Wadaet al., 2000).

stimuliert, stimuliert G

1.2.4 Pharmakologieder K ,;.-Kandle

Die pharmakol ogische Charakterisierung von lonen-Kané en, hier speziell K ,;-Kanélen,
kann auf einfache Weise beschrieben werden: Zum einen kénnen die geschlossenen Kanéde
durch eine Klasse von Modulatoren, die Offner (z.B. Cyanoguanidine, Benzopyrane) gedffnet
und durch eine andere Klasse von Substanzen (z.B. Sulfonylharnstoffe, Glinide) geschlossenen
werden. Da die K, p-Kande in verschiedenen Geweben und Organen eine wichtige
physiologische und/oder pathophysiologische Rolle spielen (Kap. 1.2.2), haben
gewebsspezifische K, -Kanalmodulatoren (Offner/Schlieler) ein groRes therapeutisches
Potential.

1.2.4.1 K ,;p-Kanaloffner

DieK ,;p-Kanal 6ffner besitzen die Eigenschaft, einen durch MgATP geschlossenen K ;-
Kanal zu offnen. Auf Grund ihrer chemischen Strukturen kann man sie in unterschiedliche
Gruppen einteilen. Typische Vertreter dieser Stoffgruppe sind die Cyanoguanidine und Benzo-
pyrane. Zu den Cyanoguanidinen gehdren neben Pinacidil auch P1075 und PNU-96179.
Pinacidil, der bekannteste V ertreter aus dieser Klasse, wird als Racemat eingesetzt, wobei beide
Enantiomere K ,;,-Kand e 6ffnen konnen. Das (R)-Enantiomer ist jedoch 8 bis 24 mal wirksamer
als das (S-Enantiomer (Quast et al., 1993). Zur Gruppe der Benzopyrane gehdren Cromakalim
(mit dem wirksamen Enantiomer Levcromakalim) (Quast und Villhauer, 1993) und Rilmakalim
(Terzicet a., 1994).

Als, untypische” K ,.,-Kanal 6ffner werden das Benzothiadiazinderivat Diazoxid (Quast
und Cook, 1989a), das Pyrimidinderivat Minoxidil (Quast et a., 1993) und das Pyridinderivat
Nicorandil (Furukawaet al., 1981) betrachtet, die zur Gruppe von K ,;,-Kanal 6ffnern der ersten
Generation gehoren (Mannhold, 2004). Alle K ,;--Kana 6ffner sind Vasodilatatoren. Diazoxid

stellt die Ausnahme bei den K, .-Kanal6ffnern dar. Es kann als einziger Offner mit
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vergleichbaren Konzentrationen K ,;,-Kande im Pankreas und im Gefal3 6ffnen (Quast und
Cook, 19894, Pirotte et a., 1993, Khelili et al., 1999). Die tbrigen K ,;,-Kanal 6ffner haben am
Pankresas eine sehr viel schwéchere Wirkung als am kardiovaskul&ren System (Seino, 2003).

Alle bisher besprochenen K,;--Kanal6ffner werden als Modellsubstanzen bei der
Offnung von kardiovaskuldren K ,-Kanalen in vitro Versuchen verwendet.

Die K ,;-Kana Offnung bewirkt eine Hyperpolarisation der Plasmamembran und einer
Reduktion der elektrischen und mechanischen Aktivitdt (Hamilton et al., 1986, Ashcroft und
Gribble, 2000), vorzugsweise im glatten Muskel. Klinisch finden Diazoxid und Minoxidil
(inaktive Vorstufe, die im Korper zum aktiven Minoxidilsulfat sulfatiert wird) bel der
Behandlung der Hypertensiven Krise VVerwendung. Da Diazoxid auch den pankreatischen K -
Kana 6ffnet, kann es bel der Behandlung von Kreislauferkrankungen zu einer unerwiinschten
Hypoglykéamie kommen; andererseitsist esgeeignet fur die Behandlung von PHHI (vgl. 1.2.2.1).
Minoxidil wird auch als Haarwuchsmittel bel androgenetischer Alopezie verwendet (Fenton und
Wilkinson, 1983). Nicorandil besitzt neben der Fahigkeit K,;,-Kandle zu 6ffnen, auch die
Eigenschaft, die Guanylatcyclase zu aktivieren (NO-Donor), wodurch es Giber einen zusétzlichen
Mechanismus zu einer Erschlaffung der glatten Muskulatur kommt (Edwards und Weston,
1995). Therapeutisch wird Nicorandil im benachbarten Ausland bei der Behandlung von Angina
Pectoris eingesetzt. In der IONA-Studie konnte Nicorandil einen von der NO-Freisetzung
unabhéangigen vasodilatatorischen Effekt zeigen (Lesnefsky, 2002, The IONA Study Group,
2002).

Vor Kurzem wurden dietertiaren Carbinole (z.B ZD-6169) und Dihydropyridinderivate
(z.B. A312110) als Kaliumkanal6ffner entdeckt. Von den Dihydropyridinen existieren
Verbindungen, die K, --Kanédle 6ffnen, aber auch schlieffen konnen (Gopalakrishnan et al.,
2002, Gopalakrishnan et a., 2003b).

Die selektive Offnung von K,,.-Kandlen in einer Vielzahl von nichtvaskularen
glattmuskuléren Geweben wie dem Vas deferens, dem Uterus, der Harnblase, der Trachea und
dem Intestinum (Eda et a., 1994) bieten interessante therapeutische Anwendungen (Lawson,
1996, Gopalakrishnan et al., 2002). Intensiv werden K ,;--Kana 6ffner bei neuen Indikationen
wie Asthmaund Inkontinenz erforscht (Raeburn und Karlsson, 1991), aber auch ein Einsatz zur
Kardioprotektion (s.0.), oder zum Schutz der b-Zellenbeim Diabetes Méellitus Typ 2 wird
diskutiert (Ritzel et al., 2004).
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Abb. 8 Strukturformeln von Krp-Kanal6ffnern (Ausnahme PNU-96293)

1.2.4.2 K ,;p-Kanalschliefder

Die Sulfonylharnstoffe wurden zufallig entdeckt. VVor 60 Jahren behandelte Janbon drel
Patienten, die an Typhus erkrankt waren, mit einem Sulfonamid (2254 RP); alle Patienten

starben an einer schweren Hypoglykéamie. Danach |eistete L oubatiéres die grundlegenden Arbeit
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fur die Behandlung des Diabetes, indem er im Tierversuch bei Hunden durch die Gabe des
Sulfonamids 2254 RP die Insulinsekretion stimulieren konnte. 2254 RP wurde niemals fir die
Behandlung des Diabetes verwendet, ausihm wurde die erste Generation der Sulfonylharnstoffe
(Tolbutamid) entwickelt (Loubatieres, 1957). Zu den ersten in der Therapie eingesetzten
Sulfonylharnstoffen gehdrte Tolbutamid (1955) (Cook und Hales, 1984). Das langkettige
Glibenclamid, der erste Sulfonylharnstoff der zweiten Generation, wurde 1969 in die Therapie
eingefuhrt.

Auf Grund von Struktur-Wirkungsbeziehungen stellten Rufer und Losert, 1979, die
Hypothese auf, dass Tolbutamid und Glibenclamid tber ihre Sulfonylharnstoffgruppe mit dem
Rezeptor an einer A Seite bindet. Die Sulfonylharnstoffgruppe ist nicht unbedingt fr die hypo-
glykdmische Aktivitéat notig, wie das Beispiel Meglitinid zeigt (Meyer et a., 1999). An der A
Seite musslediglich der aromatische Ring der Phenylethylgruppe entsprechend mit elner sauren
Gruppe (z.B. Sulfonylharnstoff-, Carboxylgruppe, ... ), die bei physiologischen pH-Werten
deprotoniert vorliegen, substituiert sein (Brown und Foubister, 1984). Die negative Ladung ist
fur die Interaktion mit dem Rezeptor nétig (Abb. 9). Sulfonylharnstoffe der zweiten Generation,
z.B. Glibenclamid, binden Uber die Amidgruppe an einer (zweiten) B Seite. Brown und
Foubister, 1984, fanden heraus, dass fur e ne hypoglykéamische Wirksamkeit zwischen der A und
B Seite ein definierter Abstand (zwei Kohlenstoffatome) eingehalten werden muss.

Um die Wirkung dieser Substanzen zu erkl&ren postulierte Meyer et al ., 1999, dass biszu
drei (lipophile) Bereiche fur die Interaktion von SUR und Blockern notwendig sind, um den
K rp-Kanal zu schliefien. Am Beispiel von der Modellsubstanz Glibenclamid, das diese drel
lipophilen Bereiche beinhaltet, soll die Hypothese erléutert werden. Abb. 9 zeigt, dass in der
Mitte des Molekils ein Benzolringist, der das (lipophile) Zentrum darstellt. Auf der einen Seite
des Benzolringsfolgt die Sufonylharnstoffgruppe mit ihrer negativer Ladung, an die ein zweiter
lipophiler Rest (Cyclohexyl-Rest) ankonjugiert ist. Auf der anderen Seite des Benzolrings (para
von dem ersten Rest) des Sulphonylharnstoffs sitzt an einer Seitenkette (2 C-Atome) en
(lipophiler) Benzamido-Rest. Ausgehend von diesen Beobachtungen kann man die
unterschiedlichen Substanzenin A (z.B. Tolbutamid, Glibornurid) sowiein gemischte (A und B)
Liganden (z.B. Glibenclamid, Glimepirid) einteilen. Meglitinid, als ,linke Halfte" von
Glibenclamid, tragt die negative Ladung nicht auf der Sulfonylharnstoff-, sondern auf einer
Carbonylgruppe (Meyer et al., 1999). Trotz dieser Verkirzung wird der Insulinspiegel durch
Meglitinid angehoben.
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Abb. 9 Strukturformeln von Krp-Kanalblockern

Tolbutamide
(1955)

Glibenclamide
(1969)

Repaglinide
(1998)

HMR 1883

K arp-Kanalblocker verfugen Uber eine zentrale lipophile Bindungsstelle (Benzolring), von dem rechts eine
funktionelle Gruppe mit negativer Ladung (NH-acide Verbindung: z.B. Sulfonylharnstoffgruppe) mit
ankonjugiertem lipophilen Rest (lipophile Tasche) abgeht. Auf der linken Seite ist Uber eine Ethyl-Gruppe
( = notwendiger Abstand bei SU), die an eine Amidgruppe gebunden ist, eine substituierte lipophile Gruppe

gebunden.

Auch die Substanzen der neuesten Gruppe der insulinsteigernden Antidiabetika, die

Glinide Repaglinid, Nateglinid und Mitiglinid wirken nach dem oben genannten Schema Uber

den SUR. Glinide enthalten keine Sulfonylharnstoffgruppe und sind eine heterologe Gruppe

(Hansen et al., 2002). Sie enthalten zwei lipophile Gruppen und binden somit als reine A

Liganden (Nateglinid, Mitiglinid) oder B Liganden (Repaglinid, Meglitinid). Glinide besitzenim

Gegensatz zu Sulfonylharnstoffen eine geringe Halbwertzeit (2-4 Stunden) und sind demnach

kurzwirksame Antidiabetika.

Die Bindungsstellen fur Sulfonylharnstoffe (bzw. andere Blocker) desK ,;,-Kanas sind
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ebenfalls mit Hilfe von Bindungsstudien und Chimarenmodellen untersucht worden. Die
Wirkung fur Sulfonylharnstoffe ist beim SURL hoher as beim SUR2. Vergleicht man die
Aminosauresequenzen von SUR1 und SUR2, so findet man beim SUR1 zwischen der TMS 15
und 16 an der Position 1237 ein Serin und an aquivalenter Stelle am SUR2 (1206) ein Tyrosin.
Tauscht man diese beiden Aminosduren gegeneinander aus (SUR1: S1237Y und beim SUR2:
Y 1206S), so findet man beim SUR1 eine Abnahme und beim SUR2 eine Zunahme der
Empfindlichkeit fir Glibenclamid (Ashfield et a., 1999, Hambrock et a., 2002a). Diese
Verminderung (SURL) bzw. Steigerung (SUR2) der Empfindlichkeit fir Sulfonylharnstoffe ist
bei dem Glinid Metiglinid nicht vorhanden (Ashfield et al., 1999). A Liganden sind fur
K,r6.2/SURL selektiv, bei B Liganden ist diese Tendenz nicht zu beobachten (Hu et al., 2001,
Hansen et a., 2002).

Wahrend allerdings in der Regel die Wirkung von Kaliumkanal6ffnern bei SUR2-
Kanédlen besser ist als beim SUR1, ist das Verhdltnis bei der Blockade vertauscht;
Sulfonylharnstoffe und Glinide wirken typischerweise besser beim SURL als bel den SUR2-
Typen. Die K,;p-Kanal-Selektivitét fir die verschiedenen SUR Untereinheiten wurde bel
verschiedenen Substanzen untersucht. Wahrend die IC,, von Tolbutamid im mikromolaren
Bereich liegt, liegt die von Glibenclamid in nanomolaren Bereich. So zeigt Glibenclamid im
Inside-Out-Patch fur den SUR1 0,13 nM, fir SUR2A 45 nM und fur SUR2B 42 nM
(koexpremiert mit K,z6.2 in COS Zellen) (Proks et al., 2002). In der Oozyte (Makropatche)
wurden 4 nM und 27 nM ((SUR1, SUR2A) + K 36.2) erreicht (Ubersicht in Proks et al., 2002).
Bel den Gliniden gibt es zwei Gruppen. Nateglinid und Mitiglinid, beides A Liganden, sind fir
SURL1 tausendmal empfindlicher als fir SUR2-Kanéle (Chachin et al., 2003, Reimann €t al.,
2001b). Die Benzoesaurederivate Repaglinid und Meglitinid, beides B Liganden, hemmen mit
einer IC,, von 7,4 nM, 8,7 nM und 10,0 nM fur SUR1, SUR2A und SUR2B und zeigen keine
Prévalenz fur einen Kanaltyp (untersucht in Inside-Out-Patch zusammen mit K;6.2).

Neben den Sulfonylharnstoffen und Gliniden wurden Blocker auch mit anderen Leit-
strukturen z.B. Cyanoguanidine (PNU-99963) oder Dihydropyridine (A184209)) entwickelt, die
ebenso Uber den SUR den Kanal schliefien. Sie haben jedoch bisher keine therapeutische
Bedeutung. Weiterhinist man auf der Suche nach dem SUR2-Subtyp bzw. Gewebe spezifischen
K ,rp-Kanablockern, um gezielt therapieren zu kénnen und K ,;,-Kanalmodulatoren fiir neue

Indikationen (z.B. Herz) zu finden.
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1.2.43HMR1883

HMR1883 ist ein Thiosulfonylharnstoff (Abb. 9) und hat eine dhnliche Struktur wie der
Sulfonylharnstoff Glibenclamid. Im Unterschied zu Glibenclamid hemmt HMR1883 vor allem
diekardialen K ,,-Kanéle, wahrend das von der Firma Aventis entwickelte HMR1883 (und auch
sein Natriumsalz (HMR1098)), gezielt die K,;,-Kandle in den Herzmuskelzellen blockiert
(Gogelein et al ., 2000). Diese Charakteristik spiegelt sich auch in der Pharmakonbindung wieder
(Russet al., 2001). Mit dieser Substanz blieben die K ,;,-Kanéle geschlossen, die sich wahrend
einer Ischdmie 6ffnen. Lange Zeit ist man davon ausgegangen, dass K ,.-Kande wahrend ihrer
normalen Funktionen geschlossen bleiben, aber gedffnet werden, wenn die intrazelluléare ATP-
Konzentration unter einen kritischen Wert absinkt. Eine Aktivierung von K ,,,-Kandlen kann
durch metabolische Inhibierung beobachtet werden (Noma, 1983), was zu einer
Aktionspotentialverkiirzung fuhrt und Reentry Arrhythmien ausldsen und den pl6tzlichen
Herztod hervorrufen kann (Gogelein, 2001). Dartber hinaus blockiert der kardioselektive
Blocker HMR1883 bei einer Ischamie keine K, ;,-Kande in den Mitochondrien wahrend
milarp-Kandle durch Glibenclamid gehemmt werden (Oldenburg et al., 2002). Es ist daher
anzunehmen, dass HMR1883 die Peconditionierung nicht beeinflusst (Gross und Fryer, 1999).

1.2.44DIDS- ein Stilben alsK ,1p-Kanalmodulator

DIDS (4,4'-Diisothiocyanostilben-2,2-Disulfonsaure) gehort zur Gruppe der Stilbene.

50,
MCE
son— )~ » DIDS
S0,

Das Stilben DIDS st seit langem al's Chlorid-Kanal -Blocker bekannt (Review in Jentsch
et a., 2002). DIDS beeinflusst unter anderem den HCO,™ /Cl Transporter, den Natrium-
Protonen-Austauscher, und aktiviert KvLQT1 (K,,7.1/Isk) (Busch et a., 1994). DIDS ist zuerst
von Furukawa et al., 1993, im Zusammenhang mit dem K ,;,-Kanal beschrieben worden und
wurde von ihm an Kardiomyozyten untersucht. Proks et al., 2001, beschrieben eine Kanal
hemmende Wirkungin Mg* freiem Medium. Diese Hemmung wird durch die Anwesenheit von
Mg? verstarkt (Gojkovic-Bukarica et al., 2002c). Es gibt aber auch Hinweise auf eine Kanal
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aktivierende Wirkung von niedrigen DIDS-Konzentrationen (Lange et al., 2003). Auch
Bindungsergebnisse aus unserem Labor (unverdffentlichte Daten) deuten auf Ahnlichkeiten
zwischen typischen Kaliumkanal 6ffnern und DIDS hin.

DIDS kann mit seiner Isothiocyanat (R-NCS)-Gruppe kovalent an Lysin oder Cystein
binden (Gatto et al., 1997). Furukawa et a., 1993, untersuchte auch die Stilbene SITS, DADS
und DNDS, die nur eine Isothicyanat-Guppe (SITS) oder keine (DADS, DNDS) enthalten und
eine vid schwéchere (SITS) oder keine (DADS, DNDS) Interaktion mit Cystein und Lysin
zeigen. Proks et al., 2001, stellten die Hypothese auf, dass DIDS durch die kovaente Bindung
mit seiner NCS-Gruppe mit dem K,;,-Kana den Kanal schliefdt. Die Hemmung des Kanals
durch Stilbendisulfonate [8uft wahrscheinlich in zwei Schritten ab: einer reversiblen Bindung der
Substanz an den Kanal folgt eine kovalente Modifikation von Lysin oder Cystein-Resten in der
Nahe der Bindungsstelle, die eineirreversible Anlagerung des Stilbendisulfonats zur Folge hat.

1.3 Grun fluoreszierendes Protein (GFP)

Das grun fluoreszierende Protein (GFP) war ein wichtiges Hilfsmittel bei der
Identifizierung von transfizierten HEK293 Zellen. Die drei Plasmide (SUR + K36 + GFP)
wurden gemischt und als Lipofektamingemisch dem Medium zugefiigt, den die Zellen
aufnahmen. Bei der Bildung der K ,;,-Kanal-Proteinewird auch das GFP-Protein expremiert. Im
UV-Licht sind die Zellen, in denen die Proteine gebildet werden, a's leuchtende Kugeln zu
erkennen.

GFP wurde in der im Pazifik Iebenden
Qualle Aequorea victoria gefunden und besteht
aus 238 Aminosauren. Die Fluoreszenz des
27 kDa grol3en GFP ist tolerant gegentber Hitze
(bis 65°C) und Alkalien (pH 11) (Tsien, 1998).
Chalfie et al., 1994, beschrieben zuerst, dass das
Protein bei der rekombinanten Expression als

biologische Sonde bei der Genexpression sowie

der Proteinlokalisation in lebenden Zellen
) . . Abb. 11 Raumliche Struktur von GFP
verwendet werden kann. Dabel zeigt GFP in pie b-Faltblatter umgeben die a-Helix, in dessen

.. .. Zentrum das Chromophor liegt (aus Y ang, M oss, et
eukariotischen (und auch prokariotischen) Zellen 1496, P o ’
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MH,

oy
Abb. 12 Struktur des Green Fluorescence Protein (GFP)
GFP bildet einezylindrische Struktur aus, in dessen Zentrum sich eine a-Helix (rot) findet, auf der das
Chromophor liegt. Sie wird von elf b-Faltblattern umschlossen (griin). Die Zahlen geben die Aminosauren
am Anfang und am Ende eines Faltblatts an. Ein veré&ndertes M odell nach Y ang, Moss, et al., 1996.

eineintensive griine Fluoreszenz. Das Protein besitzt Anregungsmaximabe 395 nm und 470 nm
(blau), die Emission (griin) hat ein Hauptmaximum bel 509 nm und ein Nebenmaximum bei
540 nm (Chalfie, 1995). Diese Fluoreszenz entsteht durch ein Chromophor, das aus der
Tripeptidsequenz Ser®-Tyr®-Gly®” gebildet wird. Die Tripeptidsequenz liegt konserviert auf der
a-Helix und unterbricht diese nahezu im geometrischen Zentrum. Die a-Helix wird von sechs
polaren Aminosauren und fuinf Wassermol ekillen sowie von zwei geladenen Seitenketten vom
umgebenden LAsungsmittel vollsténdig abgeschirmt. Ein zylindrisches, elfstrangiges b-Faltbl att
umwindet die im Zentrum liegende a-Helix (Abb. 12, 11). Das Protein fluoresziert erst bei
korrekter Faltung. Dabei wird durch einen nukleophilen Angriff des Amins vom Glycin (Gly®")
auf die Carbonylgruppe des Serin (Ser®) eine Abspaltung von Wasser und eine K onjugation des
aromatischen Systems an das gebildete p-Hydroxybenzyliden-imidazolinon durchgefihrt. Durch
Sauerstoff wird die C2-CP-Bi ndung vom Try®*® zu einem weit del okalisi erten Pi-System oxidiert.
(Abb. 13) (Chalfie, 1995, Yang et al., 1996, Tsien, 1998).
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Abb. 13 Bildung des Chromophors durch Faltung des Proteins
Durch einen nukleophilen Angriff des Amins von Glycin (Gly®) auf die
Carbonylgruppe des Serin (Ser®™) wird eine Abspaltung von Wasser und
eine Konjugation des aromatischen Systems an das gebildete p-
Hydroxybenzyliden-imidazolinon durchgefiihrt. Durch Sauerstoff wird die
Ca-Cb-Bindung vom Try® zu einem weit del okalisierten Pi-System oxidiert
(aus Tsien, 1998).
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1.4 Fragestellung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden die rekombinanten K ,;--Kanéle, K,z6.x/SUR2x, in
HEK293-Zellen exprimiert und deren pharmakol ogische Eigenschaften durch die Verwendung
verschiedener schon langer bekannter und auch neuer Substanzen untersucht. Zu kléren waren
folgende Fragen:

1 WecheWirkungen haben Nukleotide auf den kardialen K ,;.-Kanal?
Es stellt sich die Frage, mit welcher Affinitét Nukleotide den K,;6.2/SUR2A-Kanal

beeinflussen. Dazu wurden ATP und ADP getrennt in An- und Abwesenheit von Magnesium
untersucht, wie auch die Mischungen von ATP/ADP bzw. ATP/UDP sowie Kombinationen von

Nukleotiden mit dem K ,;--Kanalblocker Glibenclamid.

2 Vergleich desBlocksvon Glibenclamid und HMR1883 an K,;6.2/SUR2x Kanédlen in
Ganzzellmessungen und isolierten M embran-Patches.
An isolierten Geweben und im Tierversuch durchgefiihrte Experimente hatten gezeigt,

dass der Thiosulfonylharnstoff HMR1883 ein von Glibenclamid abweichendes
pharmakologisches Profil hat. Im Gegensatz zu Glibenclamid hemmt HMR1883 die
pankreatischen K ,-Kandle nur sehr schwach (Gogelein et al., 1999). HMR1883 ist as
selektiver kardialer K, -Kanalblocker bekannt und hemmt mit mikromolarer Potenz
K,:6.2/SUR2A-Kand e. Uber die Interaktion von HMR1883 mit dem rekombinanten System ist
bisher wenig bekannt. Deshalb wurde HMR1883 mit dem Standard K ,;,-Kanalblocker
Glibenclamid verglichen und bel denselben Bedingungen, K z6.2/SUR2A - und K ,;6.2/SUR2B-
Kanélein der Inside-Out-K onfiguration und K ;6. 1/SUR2B-Kandein der Ganzzellkonfiguration
untersucht. Diese Ergebnisse sind in Russ et al., 2001, veroffentlicht.

3 Elektrophysiologische Charakterisierung der + und - Enantiomer e von PNU-94750
an K,z6.2/SUR2-K anélen.
Beim Ca?*-K anal wurden racemische M odul atoren gefunden, von denen ein Enantiomer

den Kanal 6ffnet, wahrend das andere ihn schliefdt (Khan et d., 1997). Bei den K ,;,-Kandlen
beschreiben solche Enantiomere erstmals Khan et a., 1997. Sie charakterisieren Substanzen
durch ihren vasodil atierenden Effekt. Eine dieser Substanzen ist das Cyanoguanidin PNU-94750
bzw. seine Enantiomere PNU-96179 und PNU-96293, jedoch treten in der Wirksamkeit des
Enantiomers im Verhadltnis zum Racemat Widerspriche auf. Wir haben aber mit

Radioligandbindungsmessungen und el ektrophysiologischen Experimenten im rekombinanten
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System eine eindeutige Charakterisierung eines Enantiomernpaars (PNU-96179 und PNU-
96293) vollzogen (Lange et al., 2002b).

4 Charakterisierung einer neuen K ,-,-Kanal6ffner-Struktur am Beispiel des
Dihydropyridins A312110 an K,z6.2/SUR2x Kané&len.
Substanzen mit einer Dihydropyridin Struktur sind seit langem als Cal ciumkanal bl ocker

bekannt. In neuester Zeit wurden K,;.-Kanal Modulatoren entwickelt, die eine
Dihydropyridinstruktur aufweisen und entweder als Offner oder Blocker von K ,;-Kandlen
wirken. Es solltein isolierten Membran-Patches die Potenz des Dihydropyridinderivat A312110
asK ,p-Kana 6ffner an K,36.2/SUR2A- und K,;6.2/SUR2B-K and en untersucht werden (Felsch
et al., 2004).

5 Charakterisierungvon K . -Kanalffnern in Abwesenheit von Mg**
Der Mechanismus, wie K ,;--Kanal6ffner den Kanal aktivieren ist noch weitgehend

unverstanden. Im Allgemeinen wird aber angenommen, dass fur ihre Wirkung MgATP
notwendig ist (siehe z.B. Quast et al., 1993, Schwanstecher et al., 1998). Somit stellt sich die
auch fir den Mechani smus wichtige Frage, ob Kaliumkanal 6ffner verschiedener Strukturklassen

auch in Abwesenheit von Magnesium K ,.-Kanél e 6ffnen konnen.

6 Untersuchungund von DIDS als K ,;p-Kanal6ffner am Beispiel desK,;6.2/SUR2B.
DieK ,;-Kana hemmende Wirkung von DIDS it seit langem aus der Literatur bekannt

(Furukawa et al., 1993, Proks et al., 2001, Gojkovic-Bukarica et al., 2002c). Auf Grund von
Radioligandbindungsstudien aus unserem Labor (unverdffentlichte Daten) lief3en sich
Ahnlichkeiten zwischen typischen Kaliumkanal 6ffnern (z.B. P1075, Rilmakalim,...) und DIDS
finden. Wie bel den K ,;,-Kanal6ffnern ist auch bei DIDS die Bindung am SUR2B positiv
alosterisch an die MgATP-Bindung gekoppelt (Lange et a., 2003). In dieser Arbeit wird die
offnende Wirkung von DIDS an K ;6.2/SUR2B-K ané en genauer untersucht.
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2 Materialien

2.1 Verwendete Plasmide

Die verwendeten Klone stammen beim SUR1 aus der Ratte und wurden uns von
Dr. C. Derst (Freiburg) zur Verfugung gestellt. Die SUR2 und K,;6.x Klone sind aus der Maus
und wurden uns von den Drs. Y. Krachi und Y. Horio (Osaka) Uberlassen. Die zugehoérigen
Genbanknummern der verwendeten Gene lauten: SUR1 (X97279), SUR2A (D86037),
SUR2B (D86038), K z6.1 (D88159), K z6.2 (D50581). Diese Plasmide wurden verwendet um
folgende Mutanten herzustellen: SUR2A (Y 1206S), SUR2B(Y 1206S), K ;6.1D48, K ;6.2 DC26,
K,:6.2 DC36. Diese Gene werden in den pcDNAS3.1-Vektor (Invitrogen) eingebaut und zur
Gewinnung kompetenter Bakterien (Kap. 3.1.1) und HEK293 Zellen (Kap. 3.1.2.4) verwendet.
GFPwirdinenen pEGFP-C1 Vektor eingebaut und zur Gewinnung von kompetenten Bakterien

verwendet.
2.2Verwendete Bakterien

Zur Transformation wurden kompetente Eschericha coli (E. coli) Bakterien (XL1 Blue
MRF supercompetent cells (Stratagene); Max Efficiencyo DH SaTMCompetent Cells
(Invitrogen)), die den Vektor (pcDNA3.1) enthielten, verwendet. Die Transformation der
Bakterien fuhrten Frau Dr. A. Hambrock und C. Muller (Institut fir Pharmakologie und
Toxikologie der Universitét Tabingen) durch (Hambrock et al., 1998).

2.3Verwendete Zellen

Die Experimente wurden ausschliefdlich mit HEK 293 Zellen (Human Embryona Kidney
Cells) (DSMZ, Braunschweig, Deutschland (Kat.-Nr. DSMACC305)) durchgefuhrt. Die
HEK293 Zélllinie gewinnt man aus menschlichen embryonalen Nierenzellen, die durch den
DNA haltigen Adenovirus Typ 5 tumoroéstransformiert und dadurch immortalisiert wurden. Die
DNA zur Transfektion (Kap. 3.1.2.4) der HEK293 Zellen wurde aus E. coli gewonnen (Kap.
3.1.1). Transfektionen fuhrten Frau Dr. A. Hambrock, Frau Miller und ich durch.
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2.4 Ger ate

2.4.1 Transformation / Transfektion von Zellen

Autoklav 2540 MK

Tuttnauer, Wesel, D
Brutschrank B5060EC/CO,

Heraeus Instruments GmbH, Stuttgart, D
Tiefkuhltruhe GFL 6384

GFL GmbH, Burgwedel, D
Laminar Flow Hera Safe,

Heraeus Instruments GmbH, Stuttgart, D
Photometer Bio Photometer

Eppendorf, Hamburg, D
Schuittel brutschrank TH 30 (Edmund Bihler)

MS Laborgeréte Schroeder, Wiesloch bel Heidelberg, D
Stickstofftank XLC511-FD

Chart Europe GmbH, Solingen, D
Wasserbad w12

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

Heraeus Instruments GmbH, Osterode, D
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2.4.2 Patch-clamp Mess-System

Elektrodenziehgerdt | DMZ-Universalpuller,
Zeitz-Instrumente, Augsburg, D
Elektrodenglas GC150T-7.5 und GC150-7.5,

Harvard Apparatus LTD, Edenbridge (Kent), GB

Mikromanipul ator

"PatchMan, Eppendorf, Hamburg, D
DC3K, Mérzhduser, Wetzlar, D

Mikroskop "Axiovert 100, Zeiss, Stuttgart, D
Nikon ECLIPSE TS 100, Dusseldorf, D
Filtersatz (fur "Filtersatz 13, Zeiss Stuttgart, D
Fluoreszenz- B-2A, Nikon, Dusseldorf, D
anregung)
Oszilloskop "MH 205-3, HAMEG GmbH, Frankfurt a. M., D
PM 3305 35 MHz, Koninklijke Philips Electronics, N.V,
Eindhoven, NL
Software "Pulse, HEKA Elektronik, Lamprecht/Pfalz, D
Chart, ADInstruments, Castle Hill (NSW), AUS
Clamfit, Axon Instruments, Union City, USA
Verstéarker "EPC 9, HEKA Elektronik, Lamprecht/Pfalz, D
EPC10, HEKA Elektronik, Lamprecht/Pfalz, D
GeneClamp 500, Axon Instruments, Union City, USA
AD-Wandler ITC-16 (EPC 9), InstruTECH, Port Washington (NY), USA

ITC-1600 (EPC 10), InstruTECH, Port Washington (NY), USA

MacLab/2e, ADInstruments, Castle Hill (NSW), AUS

Ventile/ Spule des
Perfusionssystem

Sirai S10407 / Z030A, Elettromeccanica S.r.l.

Bussero (M) Italien (£0,76 mm ID; A 1,65 mm OD; A£0,4 mm))

*sind zu einem Messplatz gehdrig; die ohne zu einem anderen
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2.5 Chemikalien

Agar
Ampicillin
CaCl,
DMSO
EDTA
EGTA

EndoFree Plasmid MaxiKit

Ethanol

FKS
Gentamicin
Glukose
Glycerin
Hefeextrakt
HEPES
Kanamycin
KCl
Lipofectamine
MEM

MgCl,

NaCl

NaOH
Opti-MEM
Trypton (Pepton)

ICN Biomedicals, Ohio, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Fluka, Buchs SG, CH

SigmaAldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Qiagen, Hilden, D

Merck, Darmstadt, D

Invitrogen, Auckland, UK

Invitrogen, Auckland, UK

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

ICN Biomedicals, Ohio, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Invitrogen, Auckland, UK

Merck, Darmstadt, D

Invitrogen, Auckland, UK

Invitrogen, Auckland, UK

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Invitrogen, Auckland, UK

Invitrogen, Auckland, UK
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2.6 L 6sungen und M edien

Puffer und Medien lagerten im Kihlschrank bei 4-8°C. Stammlésungen wurden im
Eisfach bel - 18°C aufbewahrt. Alle Losungen sind bei Raumtemperatur (21-27°C) unter Rihren
hergestellt worden. Die Puffer wurden mit A. dest bis auf ~90% aufgefillt und nach der pH

Einstellung bis auf das Endvolumen erganzt. Dabei anderte sich der pH Wert nicht.

2.6.1 Medien zur Kultivierung von Bakterien

26.11 Medium zur Kultivierung von transformierten Bakterien

Luria Bertani Medium: LB-Medium

Trypton (Pepton) 69
Hefeextrakt 39
NaCl 39
H,0 ad 600 g

Das Medium wird mit NaOH auf pH 7,0 eingestel It und autoklaviert.

Medium zur Kultivierung von transformierten E.Coli

LB-Medium 150 ml
Antibiotikum (s.u.) 150 pl
E.coli-Stamml 6sung 150 pl

Antibiotika-Zusatze zur Kultivierung von E.Cali
Kanamycin (GFP) 30 pg/mi
Ampicillin (SUR, K ) 100 pg/ml

Die Stammldsungen der Antibiotikawurden in A. dest hergestellt. Je nach Plasmid sind
1:1000 [V/V] der Antibiotikastammldsungen dem LB-Medium zugesetzt worden. Kanamycin
wurde zur Selektion von GFP, Ampicillin zur Selektion von SUR und K,;6.X verwendet.
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Medium zur Lagerung von transfor mierten Bakterien

Bakteriensuspension in

LB-Medium 850 ul

Glycerin 150 pl
26.1.2 Puffer zur Gewinnung der Plasmid DNA aus transformierten E. Coli

Qiagen EndoFree Plasmid MaxiKit Catalog No.: 12362

Puffer P1:
Zusammensetzung Konzentration
Tris 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A 100 pg/ml
P1ist auf pH 8.0 eingestel It
Puffer P2:
Zusammensetzung Konzentration
NaOH 200 mM
SDS 1%
Puffer P3:
Zusammensetzung Konzentration
K-Acetat 3M
P3ist auf pH 5.5 eingestel It
Puffer QBT:
Zusammensetzung Konzentration
NaCl 750 mM
MOPS 50 mM
| sopropanol 15 %
Triton X-100 0,15%

QBT ist auf pH 7,0 eingestel It
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Puffer QC;
Zusammensetzung Konzentration
NaCl 1,0M
MOPS 50 mM
| sopropanol 15%
QC ist auf pH 7,0 eingestel It
Puffer QN:
Zusammensetzung Konzentration
NaCl 16M
MOPS 50 mM
Isopropanol 15 %
ON ist auf pH 7,0 eingestellt
Puffer ER:

Der Puffer ER wurde nach einem patentierten Verfahren von Qiagen hergestel It und dient
dazu, Endotoxine, die eine dhnliche Struktur wie die Plasmide haben, aus der Lésung zu

entfernen.

2.6.2 Medien zur Kultivierung von Zellen

26.2.1 Minimum Essential Medium (MEM)

Im Minimum Essential Medium (MEM) befinden sich neben anorganischen Salzen

Glukose, Aminosauren, Vitamine und ein Indikator.

CaCL,* 2H, O 264 mg/l
KCl 400 mg/l
MgSO, + 7H, O 200 mg/I
NaCl 6800 mg/l
NaHCO, 2200 mgy/l
NaH, PO, * 2H, O 158 mgl
D-Glukose 1000 mg/l
Phenolrot 10 mg/l

L-Arginin* HCI 126 mg/I
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L-Cystein 24 myg/l
L-Glutamin 292 mg/I
L-Histidin HCI +H, O 42 mg/l
L-Isoleucin 52 mg/I
L-Leucin 52 mg/I
L-Lysin* H, O 73 mg/l
L-Methionin 15 my/l
L-Phenylaanin 32 mg/l
L-Threonin 48 mg/l
L-Tryptophan 10 mg/I
L-Tyrosin 36 mg/I
L-Valin 46 mg/l
D-Ca-Panthothenat 1 mg/l
Choalinchlorid 1 mg/l
Folsaure 1 mg/l
I-Inositol 2mg/l
Niacinamid 1 mg/l
Pyridoxal 1 mg/l
Riboflavin 0,1 myg/l
Thiamin 1 mg/l

2.6.2.2 Hitzeinaktiviertes fotales Kalber-Serum (FK'S): Serumzusatz zum
Zelkulturmedium

Um eine Restaktivitat von Serumproteasen auszuschlief3en, wurde fétal es K dber-Serum
(FKS) vor der Verwendung fur 90 Minuten im Wasserbad bel 55°C hitzeinaktiviert und
ausschlief3lich in dieser Form verwendet. Das fotale Kalberserum enthalt zum Wachstum der
Zellen erforderliche mitogene Faktoren, welches dem MEM zugesetzt wurde. Zur weiteren

Verwendung wurde das FKS im Kihlschrank gelagert.
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2.6.2.3 Medium zur Kultivierung von Zellen

Zdellkultur Standard Medium: (ZSM)

MEM 500 ml
FKS 56 mi
Gentamicin [2 mg/ml] 5,6 ml

MEM, FKS und die aufgetaute Gentamicinstammldsung [2 mg/ml] sind im Laminar
Flow zusammenpipetiert und zur weiteren Verwendung im Kuhlschrank [4-8°C] gelagert
worden. Vor der Zugabe von ZSM zu den Zellen, wurde es auf 37°C erwarmt. Zur Herstellung
der Gentamicinstammldsung wurde Gentamicin in sterilisiertem A. dest [2 mg/ml] gel6st und

bei - 20°Cin 6 ml Aliquots aufbewahrt (Endkonzentration ¢ = 20 pg/ml).

2.6.24 Medium zum Einfrieren von Zdlen

Gefriermedium 1; (Gef.1)

MEM 60 % (V/V)

FKS 40 % (VIV)
Gefriermedium 2; (Gef.2)

MEM 80 % (V/V)

DMSO 20 % (VIV)

2.6.25 Medium zum Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden in auf 37°C temperiertes ZSM aufgetau.

2.6.2.6 Medium zur Transfektion von Zdlen

Statt Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM) wurde das leicht verénderte
Opti-MEM verwendet. Opti-MEM enthdlt als Puffersubstanzen HEPES und Natriumbikarbonat
(2,49/1), zusdtzlich die Substanzen Hypoxanthin, Thiamin, Natrium-Pyruvat, L-Glutamin,
Spurenelemente sowie Wachstumsfaktoren. Die Phenolrotkonzentration ist gegentiber MEM auf
1,1 g/l reduziert worden. Die Mengenangaben der Ubrigen Bestandteile sind urheberrechtlich

geschiitzt.
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Transfektionsmedium A: (Trans. A)

Opti-MEM 800 pl

SUR x 6,4 png

K,r6.X 4,0 ng

GFP 1,0 ug

Transfektionsmedium B: (Trans. B)

Opti-MEM 800 pl
Lipofectamin 25 ul pro Plasmid Typ
(Img/ml) (GFP nicht berticksichtigt)

Trans.A und Trans.B wurden in 6,3 ml Opti-MEM npipettiert. Nach finf Stunden wurde
10 ml einer Mischung aus 80% MEM und 20% FK 'S dazu pipettiert.

2.7 L 06sungen fur die Durchfihrung der Patch Clamp

Experimente

2.7.1 Badlésungen

Die Badl 6sungen wurden fur Ganzzellexperimente bel 37°C und fur isolierte Membranen
bei Raumtemperatur (22-26°C) hergestellt und mit NaOH auf pH 7,4 eingestel It.

Na-HEPES - Badldsungen flr Ganzzellexperimente

NaCl 142 [mmol/I]
KCl 2,8 [mmol/l]
CaCl, 1 [mmol/l]
MgCl, 1 [mmol/l]
HEPES 10 [mmol/1]

D-(+)Glucose 11 [mmol/I]
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K-HEPES - Badl6sungen fur isolierte M embranen

KCl
NaCl
CaCl,
MgCl,
HEPES

D-(+)Glucose

142 [mmol/I]
2,8 [mmol/l]
1 [mmol/l]

1 [mmol/l]
10 [mmol/l]
11 [mmol/l]

2.7.2 Pipettenlosungen (PL)

Die Pipettenl 6sungen wurden bel Raumtemperatur hergestellt und mit NaOH auf pH 7,2
fur Ganzzellexperiente (WC) und auf pH 7,4 fur 10 (Inside-Out) und CA (Cell-Attached)
Experimente eingestellt.

WC-PL - Pipettenl 6sung fur Ganzzellmessungen

K-Glutamat 132 [mmol/I]
NaCl 10 [mmol/l]
MgCl, 2 [mmol/l]
EGTA 1 [mmol/l]
HEPES 10 [mmol/l]
GDP 1 [mmol/l]
ATP 0,3 [mmol/l]

|O-PL - Pipettenl dsung fur isolierte Membranmessungen mit Mg?*

Die Pipettenl 6sung war eine HEPES gepufferte physiol ogische Sal zl 6sung mit Mg* und

hat die gleiche Zusammensetzung wie eine extrazellulére Losung (K-HEPES).
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2.7.3 Pipeldsung

Die Pipel6sungen wurden bei RT hergestellt und mit NaOH auf pH 7,2 eingestellt. Bel
den Substanzen ATP, ADP und UDP in den Konzentrationen 0,1; 1 ; 3; 10 [mM], die der
Mg X Pipe-Lésungen hinzugefligt wurden, ist die Osmolaritét auf die Mg*-Konzentration
korrigiert worden; 0,7 mM freies Mg*'.

Mg X Pipe : Pipelsung mit physiologischer [Mg*];,.. (0,7 mM)

KCI 143 - 2x [mmol/l]
MgCl, 0,7 + x [mmol/l]
CaCl, 1 [mmol/l]
EGTA 5 [mmol/l]
HEPES 10 [mmol/l]
D-(+)Glucose 11 [mmol/l]
Nukleotid X [mmol/l]

X Pipe- Mg 1: Pipeldsung ohne Mg?*

KCl 140 [mmol/I]
EDTA 5 [mmol/l]
HEPES 10 [mmol/l]
D-(+)Glucose 11 [mmol/l]
Nukleotid X [mmol/l]
X Pipe- Mg 2: Pipeldsung mit Mg** (0,3 pM)
KCl 145 [mmol/I]
MgCl, 0,5 [mmol/l]
CaCl, 0,5 [mmol/I]
EDTA 5 [mmol/l]
HEPES 10 [mmol/l]
D-(+)Glucose 11 [mmol/l]
Nukleotid X [mmol/l]
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In der X Pipe 0,5 Mg Losung waren genau definierte Mg* und Ca?* Konzentrationen
vorhanden (0,3 pM freies Mg*; 5 nM freies Ca*; berechnet nach einem von U. Rufl
geschriebenen Programm zur Berechnung von freiem Ca?* und Mg?* Konzentrationenin EDTA-
und EGTA-L6sungen). AlsNukleotide lief3en sich ADP und ATP in Konzentrationen von 10 bis
1000 uM verwenden.

2.7.4 Losungen fir die Referenzelektrode
Das Referenzbad ist mit Pipettenldsung gefillt worden, in der die Referenzelektrode

eintauchte. Die el ektrische Verbindung vom Referenzbad mit der M esskammer wurde tiber eine
Agarbriicke hergestellt.

2.7.5 Losungen fur die Agarbricke

KCl 200 [mmol/1]
Agar 1.5%

Zur Herstellung von Agarbriicken wurden Glaskapillaren (Kimble Products, Vineland,
New Jersey USA) aus Meterware (£ 1,2 - 1,5 mm) auf 7,5 cm zurechtgeschnitten. Diese lief3en
sich in der Bunsenbrennerflamme zu einem U biegen. Der 1,5 %ige Agar wurde in einer
wassrigen 200 mM KCI Ldésung klar gekocht. Die U-Rdhrchen wurden in den Agar getaucht,
und dieser zog sichin die Kapillare. Die Agarbriicken wurden in 200 mM KCI Losung bei 4-8°C
gelagert.

2.8 Zubeho6r zum Elektrophysiologie M essplatz

2.8.1 Elektroden

AlsMess- und Referenzel ektrode wurden chlorierte Silberdréhte (0,5 mm, SigmaAldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, D) verwendet. Die Mess- und die Referenzel ektrode wurden mit
Schmirgelpapier (600 Korn) von der aten Silberchloridschicht befreit. Die Silberelektroden
wurden mit Ethanol (70%) oder Aceton gereinigt. Die Silberdréhte lief3en sich in 3M KCI 10

Minuten bel ~0,7 V und 1 mA chlorieren. Die Elektroden wurden nach der Chlorierung mit
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Wasser von der KCI Lésung befreit. Danach waren sie fur 3-5 Tage zu gebrauchen, bevor eine
neue Chlorierung notwendig wurde. Ein gut chlorierter Silberdraht zeichnete sich durch ein
geringes Offset-Potential aus. Indikator fur eine beschadigte Ag/AgCl-Schicht war ein von - 20
bis+10 mV abweichendes Offset-Potential .

2.8.2 Pipettenhalter

Es wurde der Standard Pipettenhalter von Heka bzw. Axon verwendet. In ihm war ein
selbst eingel Gteter ~4 cm langer chlorierter Silberdraht. Der Silberdraht wurde einmal im Jahr
ersetzt (s. Abb. 14, 15).

2.8.3 Messkammer

Abb. 14 M esskammer

Optisches System: Das Licht fallt von oben auf die Zellen, die am Boden des Perfusionshades liegen und
wird durch das Objektiv zum Okular und/oder der Kamera geleitet.

M esssystem:

1. Messkammer, 2. Objektiv, 3. Vorverstarker, 4. Pipettenhalter, 5. Glaspipette, 6. Agarbriicke, 7.
Referenzbad, 8. Referenzelektrode, 9. Zulauf, 10 Absaugung, 11. Silikonschlauch, 12 Pipesystem (bestehend
aus 8 Zulaufen, die in einer Kanile zusammengefiihrt werden)
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Die Messkammer wurde aus Plexiglas gefertigt, in die fir den Zufluss eine eigene
Kammer eingelassen war, der mit der Hauptkammer Uber einen Kana verbunden war. Die
L6sung aus dem Badl 6sungvorratsgefald bzw. bei WC Experimenten aus der Perfusionsapparatur
wurde Uber eine gebogene geerdete Edel stahlkanlle zugefthrt. Der Abfluss bestand ebenfalls
aus einer gebogenen geerdeten Kanile aus Edelstahl, tber dessen Ende ein Stiick
Silikonschlauch gezogen war, womit eine gleichmal3igere Absaugrate erzielt wurde. Der Abfluss
wurde auf einer im Perfusionsbad endenden Rampe so positioniert, dass eine gleichméliige

Absaugung ohne grof3e Schwankungen der Badl6sung erzielt wurde.

2.8.4 Perfusionssystem

Das selbst gebaute Perfusionssystem bestand aus elnem Kunststoffgehause (L:359 mm,
H:71mm, T:69mm), in dem 8 Standard Luer-Lock Spritzen mit einem Volumen von 3 bis 50 ml
eingesetzt wurden. Die Spritzen standen auf elngeschraubten Luer-V erbindern (Schottverbinder
FTLB A10, Vetter, Ammerbuch, Deutschland), tUber Schlduche mit dem Perfusionsbad
verbunden. Uber elektrische Schlauchklemmventile, die tiber ein Bedienpult betétigt worden
sind, wird der Losungswechsel gesteuert. Die Luer-Lock-Spritzen lagerten in einem Gehause, in
das Temperierakkus eingebracht werden konnten. In WC und CA-Experimenten wurde auf
Grund des hoheren Losungsverbrauchs 50 ml Perfusorspritzen eingesetzt, bei den
|O-Experimenten kamen 10 ml Spritzen zum Einsatz. Der Zufluss der Ldsung in die
Messkammer erfolgte ausschliefdlich durch Gravitation. Die Perfusi onsgeschwindigkeit hing von
der Hohe der Perfusionsgefalie Uber dem Perfusionsbad ab (0,5 bis 2 Tropfen pro Sekunde,
d.h.0,6 bis 2,4 ml/min). Die Perfusion des Bades wurde zusétzlich tUber eine Schlauchklemme

geregelt.

284.1 Perfusionssystem bel WC- und CA- Experimenten

WC- und CA-Experimente wurden bei 37°C durchgefihrt. Die Geféle wurden von den
Luer-Verbindern Uber ~15 cm lange Silikonschlauche in eine Tropfkammer (Spritze 3 ml;
Pharmaseal Laboratories, Glendale (California), USA), in der 8 Kanllen eingeklebt waren,
zusammengefihrt. Von der Tropfkammer fihrte ein Schlauch durch ein temperierbaren
Wassermantel in das Perfusionsbad. Die Ldsungen benttigten experimentell bedingt 30 - 60's,

um die Messkammer zu erreichen. Ab diesem Zeitpunkt begann der Austausch des gesamten
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Bades. Da die Substanzen erst nach dieser Zeit das Bad erreicht hatten und am intrazellul&ren
Rezeptor wirkten, konnten deren Effekte erst nach drei bis sechs Minuten registriert werden.

284.2 Perfusionssystem bei |O- Experimente

Bei 10-Experimenten wurden die 8 Perfusionsgefalie tber 50 cm lange Schlauche mit
einem Volumen von ~ 350 ul in eitnem Sammelrohr, der Pipe, zusammengefihrt. Die ersten
10 cm bestanden aus Silikonschlauch (Vetter, Ammerbuch, D), der fur die
Schlauchklemmventile bendtigt wurde. Fur die letzten 40 cm wurde ein Polyethylen-Schlauch
(Portex, ID = 0,75 mm; AD 1,22 mm (Portex Ltd, Hythe (Kent), GB)) benutzt, der bel 4/5 der
Strecke mit einer vom Kopf abgeknipsten und an den Enden abgerundeten Edelstahlkanile
(Henke, RC; 0,90 * 0,40 mm No.1) als Erdung versehen war. Bei den Experimenten mit
Nukleotiden wurden alle 8 Losungen mit auf 4°C heruntergektihlten Kdhl-Akkus ummantelt, um

die spontane Hydrolyse der Nukleosid-Di- und Triphosphate zu reduzieren.

2.8.5 Pipesystem

Das Pipesystem wurde selbst gebaut. Es besteht aus 8 an den Spitzen abgerundeten
Kanulen (Sterican 0,40 * 20 mm(27 G * %4), Braun, D), diein einer Pipettenspitze (Microloader
No.: 5242 956.003, Eppendorf, Hamburg, D) zusammengefihrt und verklebt wurden. Der
Microloader wurde an der Spitze soweit gekiirzt, dass eine ausreichend grole Offnung
vorhanden war, um das aus der Zelle herausgerissene Membranstiick direkt vor oder in die Pipe
zu bewegen. Der Totraum war nur wenige Mikroliter klein, so dass der Lésungswechsel fast
ohne Vermischung der einzelnen Ldsungen erfolgte. Durch diese Anordnung konnten relativ
schnelle Losungswechsal innerhab von ~1 s stattfinden.

Die Enden der Kantilen wurden durch Adapter (Adapter: Farberot (Luer positiv - Record
negativ), J. Sollner GmbH, Deggendorf, D) wiederum mit den Schlauchen des
Perfusionssystems verbunden (s. Abb. 14, 15). Uber deren Enden war Silikonschlauch (Vetter,
Ammerbuch, D) gestilpt worden, um die Schlduche mit den Adaptern passgenau abzudichten.
Die Schlauche wurden durch Schlauchklemmventile zu den Reservoiren geftihrt und mit diesen
verbunden (Kap. 2.8.4.2).
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2.9Verwendete Substanzen

Aus den verwendeten Substanzen (Nukleotide und DIDS ausgeschlossen) wurden 10
oder 100 mM Stammldsungen hergestellt, aus denen je nach Substanz eine Verdiinnungsreihe
(10 uM bis 100 mM) erzeugt wurde. Das Solvens fur die Stammlésung bestand aus einer
Mischung aus DMSO und Ethanol (1:1). Fur die Experimente wurden die Stammldsungen
1:1000 mit PIPE-LAsung oder Na-HEPES bzw. K-HEPES (2.7.1) verdinnt. Der
Ldsungsmittelanteil von 0,1 % hatte keinen Einfluss auf die K ,;,-Kanédle. DIDS wurde in einer
1 mM Stammldsung hergestellt und 1:10000 mit Mg X Pipe: Pipel6sung mit Mg* (Kap. 2.7.3)

verdunnt.

2.9.1 K,;p-Kanalblocker

Glibenclamid
HMR1883
PNU-96293*
Tolbutamid

2.9.2 K,;p-Kanal Offner

A312110
Diazoxid
DIDS
Minoxidilsulfat
Nicorandil
P1075
PNU-96179*

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

Aventis Pharma Deutschland GmbH, Bad Soden a. Ts.
Aventis Pharma Deutschland GmbH, Bad Soden a. Ts.
Aventis Pharma Deutschland GmbH, Bad Soden a. Ts.

Abbott, Abbott Park, Illinois, USA

Essex Pharma GmbH, Miinchen, D

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Novartis International AG, Basel, CH

Merck KGaA, Darmstadt, D

Leo PharmaA/S, Balerup, DK

Aventis Pharma Deutschland GmbH, Bad Soden a. Ts.

* Synthetisiert nach Humphrey et al., 1996
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2.9.3 PI-3KinaselInhibitoren

Die PI-3-Kinase Inhibitoren wurden in einer Stammlésung von 10 mM oder 100 mM in
DM SO und Ethanol (1:1) gel6st und bei 4°C gelagert. Siewurden in Konzentrationen von 10 bis
100 uM eingesetzt und einer 1 oder 3 MM MgATP-Pipe-Losung zugesetzt.

Wortmannin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
LY 294002 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

2.9.4 Nukleotide

Die Nukleotide wurden in Puffer (BadlGsung bzw Pipel 6sung) gel 0st.

ADP Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
ATP Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
UDP Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

Eswurden Stammldsungen zu 1 oder 10 mM in Puffer hergestellt. Daf ir wurden zuerst
die Salze eingewogen, der pH Wert auf ~7,4 eingestellt. Die Nukleotide wurden zugegeben und
der pH Wert auf 7,2 mit NaOH titriert. Niedrigere Konzentrationen wurden aus den hohen

Konzentrationen durch Verdiinnen hergestellt.
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3 Methoden

3.1 Mikrobiologische Arbeitsmethoden

3.1.1 Gewinnung von Plasmid-DNA ausE. coli mit dem Qiagen-M axiKit

Anzucht der Bakterien

Aus einer bel - 80°C lagernden Stammkultur mit transformierten E.coli (vergl. 2.1)
werden pro Ansatz ~50 ul-Bakterien-Suspension und 150 pl Antibiotikum dem LB-Medium
(150 ml) zugesetzt (Kap. 2.6.1.1). Bel der DNA-Aufarbeitung werden zwei Anséize von
zweimal 150 ml LB-Medium verwendet. Diesewird fur 12-14 Stunden bei 37°C unter Schitteln
(200U/Min) inkubiert. Der Vektor von SUR und K ;6.X-Plasmiden enth&lt ein b-Lactamase-Gen;
SUR und K z6.x werden mit Ampicillin selektioniert. Die Selektion von GFP, welchesin seinem
Plasmid eine Neomycin- Resistenz fur die Neomycin-Phosphotransferase codiert, findet mit dem

Aminoglykosid Kanamycin (Kreuzresistenz) statt.

Gewinnung der Stammkulturen

Aus den so vermehrten Bakterien (s.0.. Anzucht der Bakterien) kdnnen auch
Stammkulturen angelegt werden. Dafur werden 850 pl Bakterien-Suspension und 150 pl
Glycerin in ein Kryoréhrchen abgefillt und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die

Kryorohrchen mit Stammkulturen werden bei - 80°C im Gefrierschrank gelagert.

Lyse durch SDS

Diefolgenden Schritte werden nach der Gewinnung der Bakterienkultur mit dem Qiagen
MaxiKit bei Raumtemperatur durchgefihrt. Die Zusammensetzung der Puffer und Reagenzien
ist in Kapitel 2.6.1.2 zu finden und entspricht der Qiagen-Nomenklatur. Die Zellsuspension
(zweimal 150 ml) wird in 6 Facon Tubes aufgeteilt und bei 4°C bei 2000 U/Min fir 20 Minuten
zentrifugiert. Die Uberstdnde werden dekantiert und die gewonnenen Pellets in 10 ml P1
(Kap. 2.6.1.2) vereinigt und in einem Rohrchen resuspendiert. 10 ml P2 (Kap. 2.6.1.2) werden
zu P1 hinzugefugt. SDS in P2 |6st die Phospholipide und Proteinkomponenten der
Zellmembranen auf, wodurch der Zellinhalt freigesetzt wird. NaOH in P2 denaturiert die
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chromosomale und die Plasmid-DNA. Nach 4-émaligem mischen durch Umdrehen der

Rohrchen wird fir 5 Minuten inkubiert.

Neutralisation durch Kaliumacetat

Das Lysat wird durch die Gabe von 10 ml auf Eis gelagertem saurem Kaliumacetat (P3
(Kap. 2.6.1.2)) neutralisiert. Durch die hohe Salz-Konzentration falt SDS aus, und die
denaturierten Proteine, chromosonale DNA und zelluldre Trimmer werden in einem Salz-
Detergenz-Komplex gebunden und von dem QIA-Filter zuriickgehaten. Plasmid DNA ist
kleiner, renaturiert vollstéandig und bleibt in der Losung im Eluat zurtick. Das Filtrat wird auf

einen Filter gegeben und inkubiert dort fir 10 Minuten.

Kl&rung des Bakterien-Lysats

Danach werden die Endotoxine aus dem gefilterten Lysat durch Zugabe von 2,5 ml ER
Puffer (Kap. 2.6.1.2) durch 10maliges Umschwenken entfernt. Es folgt eine 30-minttige
Inkubation auf Eis. Durch den ER-Puffer wird das Binden von Endotoxinen an die Harzséule
verhindert. Die Salz- und pH-Bedingungen des Lysats und die bessere Selektivitét fur das Harz
gewdhrleisten, dass nur die Plasmid DNA bindet, wahrend die degenerierte RNA, zelluldre

Proteine und Metabolite nicht zuriick gehalten werden und in der Ausflussfraktion, erscheinen.

Reinigung und Elution von |onenaustauscher

Nachdem 10 ml QBT Puffer (Kap. 2.6.1.2) den lonenaustauscher durch Besetzung der
Bindungsstellen aktiviert haben, wird das klare Lysat auf den lonenaustauscher aufgebracht. Es
wird zweima mit einem Puffer (30 ml QC (Kap. 2.6.1.2)) mittleren Salzgehalts gesplilt,
wodurch verbliebene Kontaminationen (RNA und Protein Spuren) vollstandig ausgewaschen
werden. Die Plasmid DNA wird nach Entfernen der Rickstande effizient mit einer hohen
Salzkonzentration vom lonenaustauscher gewaschen (15 ml QN (Kap. 2.6.1.2)). Die 15 ml
werden in 1 ml Reaktionsgefé3e aufgeteilt; 12 x 1,25 ml.

Entsal zung und Aufkonzentrierung

Die eluierte Plasmid-DNA wird durch Isopropanol (0,45 ml je Reaktionsgefal3) entsal zt
und ausgefdllt. Dieisolierte Plasmid-DNA wird in Ethanol (70%) (0,167 ml) durch dreimaliges
Resuspendieren und Zentrifugieren (15000 x g; 1.: 30 Min; 2. + 3.: 10 Min. bei 4°C) gewaschen.
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Die Plasmid-DNA wird unter dem Laminar-Flow luftgetrocknet und die getrockneten Pellets
werden in Aqua ad injectabiliagel st und bel -25°C gelagert.

Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration wird mittels einer Absorptionsmessung im UV-Bereich (Eppendorf
Uvette, Eppendorf AG, D) bei einer Verdinnung von 1:70 mit Aqua ad injectabilia Ph. Eur.
(DeltaPharma GmbH [Boehringer Ingelheim], 72793 Pfullingen) gegen den Leerwert ermittelt.
Bei 260 nm und 280 nm wird die UV -Absorption im Photometer gemessen. Bei einer Extinktion
von 260 nm wird die Menge der zu messenden Plasmid-DNA bestimmt, mit 280 nm die
Verunreinigungen (Protein) gemessen. Zusétzlich bestimmt das UV-Messgerét das Verhdtnis
der beiden Extinktionen; liegt dieser Wert zwischen 1,8 und 2,0 so liegt hochreine Plasmid-DNA
vor. Liegen die Werte unter 1,8, so sind Proteinverunreinigungen in der Probe. Ein Quotient
groler as 2,0 weist auf aromatische Verunreinigungen aus der Praparation hin. Der
Extinktionskoeffizient fir DNA betragt 50 pg/ml. Die Konzentration der pc-DNA betrug nach
Verdunnen zwischen 1 und 2,5 pg/pl.

¢ = Az* gk}’ (1)

C DNA-Konzentration (ug/ml)

Absorption des Peaks um 260
A260

nm

molarer Extinktionskoeffizient
€ (fur DNA = 50 ug/ml)
\ Verdiinnung

3.1.2 Kultivierung und Bearbeitung von HEK293 Zellen

3.1.2.1 Kultivierung von HEK 293 Zellen

Die HEK293-Zellen wurden in sterilen Petrischalen (Greiner 94/16 (94 mm A)) mit
ZSM (Kap. 2.6.2.3) im Zellkulturschrank bei 37°C, 5% CO,und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 95 % kultiviert. Sie wurden bei einer Konfluenz von 60-80 %, die nach 3-5 Tagen erreicht
wird, im Verhdltnis 1:3 bis 1:5 passagiert. Dafir konnten die Zellen durch Abspilen mit
Medium (ZSM; 37°C) unter zu Hilfenahme einer 1 ml Pipette von dem Boden der Kulturschale
abgel 6st werden.
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3.1.2.2 Auftauen von HEK 293 Zellen

Die Zellen wurden aus dem flissigen Stickstoff (-196°C) genommen und sofort im
Wasserbad bel 37°C angetaut, bis nur noch ein diinner Eisstift zu erkennen war. Das angetaute
Pellet wurde ztigig unter dem Laminar Flow in 10 ml Medium (ZSM ; 37°C) tberfuhrt, um den
Kontakt mit fltissigem DM SO so kurz wie moglich zu halten. Nach dreimaligem Umschwenken
wurden die Zellen 2-3 Minuten bei 200 * g zentrifugiert. Der Uberstand ist vorsichtig abgesaugt
worden. Das Pellet wurdein 4 ml ZSM (37°C) (Kap. 2.6.2.3) resuspendiert. In eine Petrischale
(94 mm A) wurden 6 ml Medium vorlegt und die Zellsuspension (4 ml) zugeben. 24 Stunden
danach wurde das Medium (ZSM ; 37°C) ausgetauscht. Nach einer Brutdauer von 3-4 Tagen
wurden die Zellen im Verhdltnis 1:3-1:5 passagiert.

3.1.2.3 Einfrieren von HEK 293 Zdllen

Um Zellen einzufrieren, sind ausschliefdich Kulturschalen verwendet worden, die eine
Zelldichte von 70-80% erreicht hatten, wobei die Zellen aus einer Petrischale in ein
Kryoréhrchen Uberfiihrt wurden. Dazu wurden die Zellschalen aus dem Kulturschrank
entnommen und das Medium durch Absaugen entfernt. Die Zellen wurden mit 4 ml Gef 1 (s.
2.6.2.4) pro Petrischale durch Abspllen der Zellen vom Boden der Schale abgeldst und
zentrifugiert (Zentrifugen-Parameter vgl. Kap. 3.1.2.2). Nach der Zentrifugation wurde der
Uberstand abgesaugt, das Pellet in 0,5 ml Gef 1 resuspendiert und in ein Kryor6hrchen
Uberfuhrt. Dazu ist 0,5 ml Gef 2 (Kap. 2.6.2.4) hinzugefugt worden. Durch 3-5maliges
Umschwenken wurden die Zellen gemischt und auf Eis gestellt. Die Zugabe von Gef 2 zu Gef 1
und das Mischen und Uberfilhren auf Eis musste ziigig vonstatten gehen, weil das Detergens
DMSO bei zu langem Kontakt die Zellen, die noch Stoffwechsel betreiben kénnen, schadigt.
Das im Eis lagernde Kryogefal3 (1,2 ml; NALGENEG CRYOWAREO, Nalge Company,
Rochester, New Y ork 14602-0365 USA; Cat-No.: 5000-0012, Lot.: 061) wurde zusammen mit
dem Eisin die Kuhltruhe gestellt, damit die Zellsuspension schonend eingefroren wurde. Das
Kryogefalagerte einen Tag bei - 80°C im Eis, um dann nach 24 Stunden in fltissigem Stickstoff

bis zum nachsten Auftauen aufbewahrt zu werden.
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3.1.2.4 Transfektion von HEK 293 Zellen mit SUR und/oder K,z6.x

Fur die Transfektion von HEK293 Zellen wurden Zellen mit einer Passage,mmer (P)
Ps-P,5 ausgewahlt. Nach dem Auftauen sind die Zellen mindestens zweimal passagiert worden,
bevor sie mit GFP, K 36.x- und SUR-DNA transfiziert wurden. Es wurden ausschliefdich
Schalen mit einer 60-80% Konfluenz verwendet. Fur die Transfektion wurden drei
unterschiedliche Plasmide benttigt, die (SUR, Kz, GFP) kodierten (Kap. 2.2). Der pEGFP-C1
Vektor kodierte fur das grine fluoreszierende Protein (GFP), welches der Identifikation von
transfizierten Zellen diente. Die DNA-Komponenten wurden mit Hilfe von 25 pg Lipofektamin
pro SUR- und K ;6.Xx-DNA Plasmid, d.h. 6,4 pg SUR, 4,0 ug Kz6.x, 1,0 pg GFP und 50 pl
Lipofectamin in Kotransfektionen zusammen mit 7,9 ml OptiMEM den Zellen zugesetzt
(Trans.A + Trans.B (s. 2.6.2.6)). Nach funf Stunden, in denen die Zellen die in Liposomen
eingeschlossene DNA aufgenommen hatten, wurde dem Transfektionsmedium (Trans.A +
Trans.B + 6,3 ml OptiMEM) 10 ml einer Mischung aus 80% MEM und 20% FK S zugesetzt. 24
Stunden nach der Transfektion wurden das Transfektionsmedium abgesaugt und die Zellen mit
gentamicinhaltigem Medium (ZSM) in sterile mit Deckglasern bestiickte Petrischalen 1:20
passagiert (Kap. 3.1.2.5). Die Transfektionsausbeute lag bel ~5 bis 15 %. Die fluoreszierenden
Zé€llen hatten die Plamide auf genommen und expremierten die Proteine, was unter blauem-Licht
(420-450 nm) im Mikroskop durch die grine Fluoreszenz des GFP in den Zellen gesehen

werden konnte.

3.1.2.5 Praparation der Zellen fur die Elektrophysiologie

Die Deckglser (Assistent (Starke 1; 30 mm A)) in den Petrischalen (FALCON 353801
(35 mm A)) wurden unmittelbar nach dem Beginn der Transfektion mit 10 pl Poly-D-Lysin
(1 mg/ml) und 200 pl H,O (A. dest) beschichtet. Nach dem Aufpipetieren wurden die
Petrischalen verschlossen und mehrere Stunden bel Raumtemperatur stehen gelassen. 90
Minuten vor der Passage wurde die Beschichtungslosung von den Petrischalen abgesaugt.
Danach wurden die Innenflachen der Petrischalen (Deckel und Boden) und die darin
befindlichen Deckglaser unter UV-C Licht (254 nm) (Lampentyp: UV-C 30, Heraeus
Instruments GmbH, Stuttgart, D) im Laminar-Flow fur 90 min. sterilisiert. Dabel wurde die

DNA von Mikroorganismen geschadigt.
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In die sterilisierten Schalen wurde die abgel6ste Zellsuspension mit transformierten
Zellen gegeben. Dazu lief3en sich die Zellen vom Boden der Petrischale ablésen und 1:20
verdinnt mit ZSM in die mit Deckglésern bestiickten Schalen geben. 24 h nach der Passage
waren die Zellen fest am Deckglas angehaftet.

Um die Beschichtung unter sterilen Bedingungen durchfiihren zu kénnen, wurde als
Alternative zu der Sterilisation mittels UV-Licht die Sterilisation durch Hitze bei 180°C fiur 60
Minuten durchgefihrt. Poly-D-Lysin wurde in sterilem Wasser (Aqua ad injectabilia)
(0,0048 pg/pul) gelost und 210 pl auf die in sterilen Petrischaen liegenden sterilisierten
Deckgléser unter der Sterilbank pipettiert. Die mit den beschichteten Deckglésern befillten
Petrischalen wurden verschlossen und 24 h in der Sterilbank gelagert. Die Beschichtungsl 6sung
wurde mit einer sterilen Glaspipette in der Sterilbank abgesaugt. Danach wurde 3 ml der
Zellsuspension in jede Schale gefillt und fur weitere 24 h im Brutschrank gelagert. Die
Hitzesterilisation der Deckglaser und das Einbringen in sterile Petrischalen hatte die
Oberflachenbeschaffenheit der Deckglaser jedoch verandert. Die Zellen hafteten nicht so stark
am Boden an und wurden bel 1O Experimenten oft nach erreichen eines Giga seals mit der
Pipette vom Deckgl as abgerissen. Diese M ethode wurde deshalb nicht weiter verwendet.

Um Zellen elektrophysiologisch vermessen zu kdnnen, wurde eine Petrischale aus dem
Brutschrank genommen. Das Deckglas wurde mit einer Kantile aus der Petrischal e gehoben. Das
Medium wurde mit einem saugféhigem Papiertuch von der Unterseite entfernt. Danach wurde
das Deckglas auf eine mit einer Mischung aus Vaseline und Laborfett (glisseal, borer chemie,
Zuchwil, CH) (1:3) dunn eingestrichenen Schale, die mit einem 10 mm grof3en Loch versehen
war, eingesetzt. Mit der Messkammer wurde das Deckglas in der Schale festgedriickt. Die
Schale mit den Zellen wurde in den Strahlengang des Mikroskops platziert und Zu- und Abfluss

wurden angebracht, sowie bei 10-Experimenten die Pipe positioniert.

3.2 Durchfuhrung der Patch-clamp Experimente

Bel den ,grinen Zellen” konnte nach entsprechender Manipulation immer ein K,
Strom gesehen werden. Bel den nicht fluoreszierenden Zellen konnte keine Stromsteigerung
beobachtet werden. Es kann davon ausgegangen werden, dass sie keine funktionellen K ;-
Kanéle aushilden konnten. Das wurde immer wieder durch Patchen von nichtfluoreszierenden

Zdlen Uberpriift. Sie zeigten genau wie nicht transfizierte Zellen nie eine Stromstei gerung.
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3.3 Aufbau des elektrophysioloschen M essplatzes

Abb. 15 Elektrophysiologischer M essplatz

1. Mikroskop, 2. Faradaykafig, 3. Verdunkelung, 4. Schwingungsisolierter Tisch, 5. Videokamera, 6.
Videomonitor, 7. Motoreinheit des Manipulators, 8.Steuergerét des Manipulators mit Joystick, 9.
Vorverstarker, 10. Hauptverstarker, 11. Perfusionssystem, 12. Pipesystem, 13. Badldsungsvorratsgefaf,
14. Absaugpumpe, 15. Abfall- und UberlaufgefaRe, 16. Computer, 17. Oszilloskop, 18. Plotter

Dasinverse Mikroskop steht in einem Faradaykéfig auf einem pneumatisch betriebenen
schwingungsgedampften Tisch, um erschitterungs- und vibrationsarm arbeiten zu konnen. Das
Mikroskop enthadlt zum Betrachten der Zellen wahrend der Messung ein Okular mit 10facher und
ein Objektiv mit 40facher Vergrof3erung. Eine schwarz-weil3 Videokameraist an das Mikroskop
angeschlossen, um die Anndherung der Pipette an die Zelle betrachten zu kénnen. An der
Rickseite ist eine Quecksilberdampflampe angebracht, bel der, bis auf die Wellenlangen des
blauen Licht (450-490 nM) durch eine Filtereinheit alle anderen Wellenléngen herausgefiltert

und in den Strahlengang des Objektives geleitet werden. Nur die Zellen zeigen eine grine
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Fluoreszenz (Zeiss:505-530 nM; Nikon: >520 nM), welche GFP aufgenommen und das griine-
fluoreszierende-Protein gebildet haben (s. 3.1.2.4).

Auf der rechten Seite ist die Motoreinheit des Manipulators angebracht, der Uber einen
Joystick bedient wird. Auf diesem sitzt der Vorverstéarker, der den Pipettenhalter enthalt. An der
linken Seite ist das Perfusionssystem angebracht, welches fir Excised-Patches in einer Pipe
endet. Die Badperfusion ist davon getrennt. Flr Ganzzellmessungen werden die Schlduche des
Perfusionssystems vor dem Wasserbad zusammengef tihrt, um dann als Badperfusion in das Bad
geleitet zu werden. Die einzelnen Gefal3e des Pipe bzw. des Durchstémungssystems werden
separat Uber Schlauchklemmventile gesteuert. Das Bad wird mit ca. 30-60 Tropfen (= 0,6-
1,2 ml) pro Minute durchspiilt. Auf der gegentiberliegenden Seite sitzt eine Absaugung, die den
Flussigkeitspegel im Bad konstant hdlt. Ganzzel Imessungen sind bei 37°C durchgeftihrt worden,
|O-Patches werden bei Raumtemperatur untersucht.

Um die fur den Sealvorgang notwendige saubere Pipettenspitze zu haben, wird ein
Uberdruck im Inneren der Pipette angelegt. In der Pipette war gefilterte saubere Losung, die
durch den Uberdruck aus der Offnung der Pipette stromt. Durch den standigen Ausstrom aus der
Pipettenspitze kdnnen keine V erunreinigungen aus dem Bad an die Spitze der Pipette gelangen.
Um den Uberdruck zu erzielen, sind zwei 10 ml Pipetten (ber einen Schlauch zu einem U
verbunden. In diesem wurde eine 10 cm hohe Wassersdule aufgebaut, die fir den nétigen
Uberdruck sorgte.

Die mit Na- oder K-HEPES gefillten Pipetten (Kap. 2.7.2 und Kap. 3.3) werden in
einem Teflon Pipettenhalter (Kap. 2.8.2) eingesetzt und tber einen Sikonschlauch mit dem
Uberdrucksystem uber einen Dreiwegehahn verbunden, um einen Uberdruck beim Eintauchen
in das Bad zu haben. Nach dem Aufsetzen der Pipette auf die Zelle wird der Uberdruck
abgeschaltet und es kann ein Unterdruck erzeugt werden, was sich positiv auf die Patchformung
auswirkt. Wahrend der Messung wurden die Zellen von der Perfusionsl6sung (Kap. 2.7.1) in der
Messkammer umsplilt.

Alle Metallteile in dem Faradaykafig werden geerdet. Um die Messelektrode in der
Messkammer mit der Referenzel ektrode des Referenzbades el ektrisch zu verbinden, wird eine

Agarbriicke als Stromleiter verwendet (Kap. 2.7.5).
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3.4 Pipetten

3.4.1 Vorbereitung der Pipetten

DieGlasrohlinge (s. 2.4.2) wurden bei der Produktion durch Brechen auf eine Lénge von
7,5 cm gebracht und so geliefert. Im Labor wurde die Bruchkanten der Glasrohlinge in der
gelben Flamme des Bunsenbrenners gegléttet, um die Silber/Silberchloridschicht der Elektrode
beim Einsetzen der Pipettein den Halter nicht zu beschédigen. Danach wurden die Glaskapillare
mit Aceton oder Ethanol 70% mit einem Papiertuch von Rickstanden gereinigt.

Die so aufbereiteten Glaskapillaren wurden mit dem Zeits Puller gezogen und poliert.
Diefur 10 bzw. WC entwickelten Pullprogramme (Kap. 3.3.2 und Kap. 3.3.3) setzten sich aus
zwei Vorpulls und einem zweistufigen Hauptpull, der die Glaskapillare auseinanderreil3t,

zusammen. Anschlief3end wurden die Glaspipetten poliert.

3.4.2 Pipetten fur Ganzzellmessungen

Pipetten fur Ganzzellmessungen wurden aus Clark Borosilikat Glas-Kapillaren ohne
Filament mit einem Auf3endurchmesser von 1,5 mm und einem Innendurchmesser von 0,86 mm
hergestellt (s. 2.4.2). Die Daten fur das zugrundeliegende Pull-Programm sind:

*Pull A (P(A)): Heat H 635; Force Prim. Pull F(TH) 80; Distance threshold s(TH) 24;
Delay heat stop t(H) 50; Distance heat stop s(H) 40; Adjust AD 120

Pull B (P(B)): Heat ca. H 480; Distance heat stop s(TH) 24; Delay heat stop t(H) O;
Distance heatstop s(H) 3; Delay (Pulll) t(F1); Force Pull 1 F1 38; Distance Pull 2 s(F2) 4; Force
Pull2 F2 40; Adjust AD 515

Nach dem Fullen der Pipetten mit der entsprechenden Pipettenlosung betrug der
Widerstand zwischen 3 und 5 MW. Um die Pipettenwidersténde zu verandern, reichte esaus, den
Wert der Hitze vom Pull-Programm B (H(P(B))) zu verandern. Waren die Pipetten zu
hochohmig, so wurden kleinere Werte fur H (P(B)) eingegeben. Lag der Wert fir den
Pipettenwiederstand bei zu niedrigen Werten, so wurde der Wert der Hitze H P(B) erhoht.
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3.4.3 Pipetten fur isolierte Membranen und M essungen in der CA Konfig.

Clark Borosilikat Glas-Kapillaren ohne Filament mit einem Aul3endurchmesser von
1,5 mm und einem Innendurchmesser von 1,17 mm wurden as Pipetten fir Messungen mit
isolierte Membranen verwendet (Kap. 2.4.2). Wegen der dinneren Wand der Pipetten fur 10-
Patche multe H P(B) im Vergleich zu den Parametern bel WC-Pipetten erniedrigt werden. Die
Daten fir das zugrundeliegende Pull-Programm sind:

*Pull A (P(A)): Heat H 635; Force Prim. Pull F(TH) 80; Distance threshold s(TH) 24;
Delay heat stop t(H) 50; Distance heat stop s(H) 40; Adjust AD 120

Pull B (P(B)): Heat ca. H 400; Distance heat stop s(TH) 24; Delay heat stop t(H) O;
Distance heatstop s(H) 3; Delay (Pull1) t(F1); Force Pull 1 F1 38; Distance Pull 2 S(F2) 4; Force
Pull2 F2 40; Adjust AD 515

Nach dem Pipettenziehen und dem Beflillen mit der entsprechenden Pipettenl6sung
betrug der Widerstand ~1,0 MW. Der Widerstand konnte tiber V eranderung der H [P(B)] Werte

gedndert werden.

3.4.4 Vorbereitungen zum Gebrauch der gezogenen Pipetten

Zu Beginn eines Experimentiertages wurden Pipetten fir den Tagesgebrauch gezogen
und in einer geschlossenen Box mit der Spitze nach oben gelagert. Beim Gebrauch einer Pipette
wurde diese aus dem Kasten genommen und mit filtrierten Puffer zuerst von der Spitze her
gefllt. Danach wurde die Pipette zu einem Drittel von hinten mittels einer Spritze mit Lésung
gefullt.

3.5 Elektrophysiologische M ethoden

Die Patch Clamp Technik wurde Ende der 70er Jahre von Neher und Sackman in
Gottingen entwickelt. Sie fanden heraus, dass filigran ausgezogene und mit einer Salz-L6sung
befUlIte Glaspipetten mit ihrer Spitze an Membranen eine dichte V erbindung erzeugen, wodurch
ein hoher Abdichtwiderstand erreicht wurde (giga seal).

In meinen Messungen wurde die Spannungsklemme (Voltage Clamp) verwendet. Bei

ihm wird der durch die Membran flief3ende Strom bel konstantem Membranpotential gemessen.
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Die Grundlage dafir bildet das Ohm’sche Gesetz. Bei einer konstanten Spannung (U[mV]) und
durch Offnen oder Schliefen der Kandle sich dnderndem Membranwiederstand (R[W]),
verandert sich der Strom (I[pA]).
I[4]=—H 2)
Mit der Patch clamp Technik kénnen sowohl Stréme durch einzelne Kande (Single-
Channel-Recording) as auch Summenstrome oder der Strom einer ganzen Zelle (Whole-Cell-
Recording) gemessen werden. Ist nach dem Aufsetzen der Pipette auf die Zelle ein hoher Ab-
dichtwiderstand erreicht worden, d.h. 1 GW oder hther, so spricht man von der Cell-Attached
(CA)-Konfiguration (Abb. 16); reif3t man das Membranstiick aus der Zelle, so liegt die Inside-
Out-(10) Konfiguration vor (Abb. 16). Zerstért man den Membranfleck ohne die dichte

Verbindung zu der Zelle zu zerstoren, bekommt man die Ganzzellkonfiguration (Whole-Cell

(WC)) (Abb. 16).
\-.
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Abb. 16 Darstellung der unterschiedlichen Patch-Konfigurationen

3.5.1 Messungen in der CA-Konfiguration

Bel den hier durchgefiihrten Cell-Attached-Experimenten (CA) wurden bel einem
Haltepotential von -50 mV Summenstrome, d.h. der Strom durch viele K ,;-Kanéle gemessen.
Bel der , physiologischsten” aller el ektrophysi ol ogischen Messungen sitzt die Pipette mit
einem hohen Abdichtwiderstand auf der Zelle. Die verwendeten Pipetten hatten die

Eigenschaften von Pipetten fir isolierte Membranen (Kap. 3.3.3). Die Zelle wurde nicht
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beschadigt, sondern nur ein Membranstiick verformt; Pipette und Zellinneres stehen nicht direkt
miteinander in Kontakt. Die K ,;,-Kanéle blieben trotz der Membranverformung in der Pipette
geschlossen. In der CA-Konfiguration entwickelte sich bei transfizierten HEK-Zellen spontan
kein Strom. Kaiumkanal 6ffner konnten in dieser Konfiguration Kanél e 6ffnen und so gemessen
werden. Die CA-Experimente wurden bei 37°C Badtemperatur durchgefihrt. Wahrend einer
Dauer von 2 Sekunden wurden 2000 Punkte aufgezeichnet. Diese 2000 Punkte wurden mit 1
kHz digitalisiert, wobei die Mittelwerte der ersten und der zweiten 1000 Messpunkte gebildet

worden sind.

3.5.2 Messungen an isolierten Membran-Patchesin der Inside-Out-

Konfiguration (10)

Zur Messung an isolierten Membran-Patches wurde nach Formung eines Gigaseas
(CA Zustand) das Membranstiick unter der Pipette herausgerissen und vor die Pipe mit
intrazellulérer Losung gefahren (Abb. 16). Dieintrazelluldre Membranseite zeigte zum Bad bzw.
zur Pipe, wéhrend die extrazelluldare Membranseite der Pipette zugewandt war. Beim
HerausreiRen wurden intrazellulare Faktoren weggespilt, so dass vorwiegend
Transmembranproteine, d.h. die expremierten K, ,-Kande bzw. fest an die Membran
angeheftete Proteine erhalten blieben. Durch diese Technik lassen sich Kande sehr gezielt
untersuchen. Die 10- Experimente wurden bei RT, die auf Grund von jahreszeitlichen
Schwankungen zwischen 22°C (Winter, Frihjahr, Herbst) und 27°C (Sommer) lag, durchgeftihrt.

Das Haltepotentia betrug wie in der CA-Konfiguration - 50 mV. Wahrend eines zwel
sekundigen Intervalls, in dem 2000 Punkte ermittelt werden, wird mit 1 kHz digitaisiert. Die
Mittelwerte der ersten und der zweiten 50 % dieser Daten werden zur weiteren Datenauswertung
verwendet. Gemessen wurden in dieser Konfiguration nicht, wie bel 10- Patches meist Ublich,
der Strom von einzelnen Kanalen, sondern der Strom von vielen Kandlen, ein sog.
Summenstrom. Wahrend in der CA-Konfiguration die Kaliumkande geschlossen blieben,
entwickelte sich beim HerausreilRen durch Offnung der einzelnen Kande spontan ein Strom.
Dabel schwankte der Summenstrom von 40 bis 9000 pA. Aus diesen Parametern konnte die

Anzahl der Kanale ermittelt werden:
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L, Alpd]
UV =P pS]

(3)

Wenn die Leitfahigkeit fur K,zx6.2/SUR2A-Kandle in symmetrischem hohem K*
(140 mM) auf 80 pS festgelegt wird (Babenko et al., 1998a), so entsprechen Stréme von 40 -
9000 pA 10 bis 2250 offenen K ,--Kanden (P-open wurde nicht bestimmt). Diese enormen
Stromschwankungen lagen zum einen an der Expressionsrate der Kandle der einzelnen Zelle,
zum anderen an der Grol3e des Patches in der Pipette, die wiederum von der Form der Pipette
abhéngt.

3.5.3 Messungen an ganzen Zellen (WC)

Bel der Ganzzellableitung, dem whole cell redording (WC), wurde ausgehend von der
CA- Konfiguration das Membransttick durch einen kurzen elektrischen Impuls oder kurzen
Unterdruck in der Pipette zerstort (Abb. 16). Es entstand eine Verbindung zwischen
Pipettenl6sung und Zellinnerem. Der Zellinhalt ist mit der Pipettenldsung dialysiert worden.
Dabel fand eine Verdiinnung bzw. ein Auswaschen des Zellinneren statt.

Das Haltepotential von - 60 mV wurde nach dem Abgleich der kapazitiven Strome und
vor dem Zerstoren der Zellmembran angelegt. Nach dem Zerstéren der Membran wurde die
Spannung vor und nach einem Puls fir 40 bzw. 10 ms auf - 50 mV festgelegt, wohingegen
wahrend eines 500 ms Pul ses Spannungen von - 130 bis+10 mV in 20 mV Schritten festgesetzt
und dabei ermittelten Strome gemessen wurden. Dabei betrug die Aufzeichnungsphase der
einzelnen Pulse mit Vor- und Nach-Puls 1,5 s. Nach der Sequenzen der sieben einzelnen Pulse
wurden u.a. die Kapazitdten und der Serienwiderstand bestimmt und nach ~12 s startete die Puls-
Serie erneut. Die WC-Experimente wurden bei 37°C Badtemperatur durchgefiihrt.

Die Auswertung der einzelnen Kurven geschah auf graphischem Wege. Aufgetragen
wurde der Strom gegen die Zeit bei - 50 mV. Die anderen Potentiale wurden mitbestimmt, um
evtl. auch diese auswerten zu konnen. Es wurde jedoch ausschliefdlich bei -50 mV eine
Auswertung der Daten vorgenommen. Nachdem sich ein Maximalstrom entwickelt hatte,
wurden meist kumulativ erst kleinere, dann hohere Konzentrationen von der zu untersuchenden

Substanz appliziert und nach Erreichen des steady states wieder ausgewaschen. Nach dem
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vollstdndigen Auswaschen konnte evtl. noch eine hohe Konzentration einer Referenzsubstanz
gegeben werden. Der maximal blockierbare Strom z.B. durch eine hohe Glibenclamid

Konzentration wurde as Basis fur die niedrigeren Konzentrationen genommen.

3.6 Auswertung der Experimente

Die Experimente wurden graphisch ausgewertet und die erhaltenen Punkte in einem
Graphen aufgetragen. Die Orginaldaten wurden fir die Berechnung der Mittel punktskurven
herangezogen. In den Abbildungen wurden die Mittel punktskurven mit Standardabwel chung
(SEM) dargestellt. Bel Experimenten, die entweder eine stimulierende oder inhibierende
Komponente enthielten, wurde zur Beschreibung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung die

logarithmische Form der Hill-Gleichung in eéinem 1-Komponenten-Model | verwendet.

A
¥ = I ¥ }G-(?ﬂ*i’x-pk}} (4)
y Wirkung [%0]
Amplitude (Maximale Wirkung)
n Hill-K oeffizient (n,)
« ' neg. log. der .
eingesetzten Konzentration [mol/l]
pk -log (K)

Bei Experimenten, die neben einer inhibitorischen auch eine stimulatorischen
Komponente enthielten, wurde eine modifizierte Form der Hill-Gleichung in einem

2-Komponenten-Modell gewahlt.

100 + A

= + -
¥ 100 1 + 10 f2*&-pky 1 + 10 % *&- k)

(5)

(Bedeutung der verwendeten Parameter siehe (4))

Die logistische Gleichung wurde verwendet, da sie den pk-Wert liefert; dieser ist, im
Gegensatz zum K-Wert, normal verteilt. Fur dieim Text angegeben K-Werte (1C,,, EC,,) wird

das nach Gleichung (6) berechnete 95% Konfidenzintervall in Klammern angegeben.
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¥y (6)

Arithmetrische Mittel werden als+ Standardfehler (SEM) dargestellt. Die experimentel |
gewonnenen Daten wurden mit Hilfe des SigmaPlot 6.0 und SigmaStat 2.03 (Statistical Product

_ 1 Bcwt 25

& Service SolutionsInc.; Chicago (IL) USA) analysiert. Zum Vergleich von Messserien wurden
die einzelnen Amplituden und plC,, Werte als normal verteilte Variabl e (Smirnow-K olmogorow
Test) einer einfachen Varianzanalyse unterzogen und eventuelle Unterschiede mit geeigneten
Tests (z.B. t-Test, ANOVA) auf ihr Signifikanzniveau untersucht. Bel nicht normalverteilten
Daten wurden nicht die 1C,/EC,,-Werte, sondern die Mediane von verschiedenen Messungen
mit einem RANK-SUM-Test (z.B. Mann-Whitney RANK-SUM-Test, Kruskal-WallisANOV A
on RANKYS) auf Signifikanz untersucht.

3.6.1 Auswertung der DIDS Experimente

Zur Auswertung der DIDS Experimente konnte die Hill-Gleichung nicht herangezogen
werden, da die Messwerte nicht normalverteilt waren. Stattdessen wurde der Box-Plot, bei der
dieHaufigkeitsverteilung dargestelIt wird, al s graphische Darstel lungsform gewahlt. Beim Box-
Plot ist der Median der entscheidende Wert. Er wird graphisch in der Box als gerade Linie
dargestellt. Die Grenzen, der obere und untere Rand des Balkens stellen das 25 % und das 75 %
Niveau, das Quartil, dar. Die Fehlerbalken, die durch senkrechte Linien mit der Box verbunden
sind, zeigen die 10 % und die 90 % Grenze an. Die Dreiecke Uber und unter dem Balken stellen
das 5 % bzw. 95 % Niveau, das Perzentil, dar.

Aufgetragen wurde auf der Y-Achse der I(K(ATP)) vom I(K(DIDS)) in Prozent. Zur
Vereinfachung wird auf der Y-Achse dann immer vom I(K(ATP)) gesprochen.
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4  Ergebnisse

4.1 Wirkung von Nukleotiden an K,;6.2/SUR2A-K anélen

Nukleotide sind als wichtige physiologische Metabolite entscheidend auch an den
Regulationsvorgangen in der Zelle, insbesondere desK ,.-Kanals, beteiligt. Zur Regulation des
Kanals setzen die Nukleotide zum einen an den beiden Nukleotidbindungsdomanen (NBF =
nucleotide-binding-folds (NBF1; NBF2)) des SUR oder direkt an der Kanaluntereinheit (K,z6.X)
an (s. Kap. 1.2.3.1). Nukleotide haben auf K,,-Kandle drei Wirkungen: Hemmung tber
Bindung am K,;, Refreshment und Stimulation Gber Bindungshydrolyse am SUR (s. Kap.
1.2.3.2). Die Nukleotiduntersuchungen wurden Uberwiegend am K, ;6.2/SUR2A-Kanal
durchgefthrt, weil dessen Regul ationsmechani smus durch Nukleotide nur unzureichend gekl art
ist. Zwar sind dieK ,,-Kandleim Sarkolemmader Kardiozyten im Normal zustand geschl ossen,
werden aber bel Hypoxie oder Ischamiein Folge der Veranderung des ADP/ATP Verhdtnisses
in der Zelle gedffnet. Die Regulation tber Nukleotide und deren Interaktion mit
Sulfonylharnstoffen (s. Kap. 4.2.3) soll bei diesen Experimenten genauer betrachtet werden.

Der Einfluss von verschiedenen Nukleosiddi- und triphosphaten, insbesonderevon ATP,
ADP und UDPwurdein Abhangigkeit von Mg? untersucht. Daftir wurden isolierte Membranen
in der Inside-Out-K onfiguration (10) mit Pipe-Ldsung, (die lonenzusammensetzung ahnelt einer
intrazelluldrer Losung), umsplilt (s. Kap. 2.7.3). In dieser Lésung wurde die Mg?*-K onzentration
variiert, so dass entweder Mg-Pipe-Losung (0,7 mM freies Mg®*) oder Mg -freie Lésung (in
Wirklichkeit 0,3 puM freies Mg?) verwendet wurde (s. Kap. 2.7.3). Die Badlosung fur
Experimente in der Inside-Out-Konfiguration bestand aus K-HEPES (Kap. 2.7.1).

4.1.1 ATP mit und ochneMg*

ATP wurde in unterschiedlichen Konzentrationen (3 bis 1000 uM) in der Inside-
Out-Konfiguration am kardialen K ,;p-Kana (K z6.2/SUR2A) eingesetzt. Abb. 17 zeigt einen
typischen Experimentverlauf. Bel diesem Experiment wurden kumulativ verschiedene ATP
Konzentrationen in nahezu Mg*-freier Lésung (0,3 uM freies Mg?") appliziert, wodurch eine

konzentrationsabhangige Hemmung von K ;6.2/SUR2A zu beobachten war.



4

Ergebnisse

66

0.0 -
05
a1, ]
L 10 4
= ]
—Eﬂ: -1
15
! o I ATP  semes 100 UM ATPR
70 4 a0 M ATP  weas 300 pM ATP
R wasee 30 UM ATP s 1000 phi ATP
T T T T T T T T T T
2 4 = B 10
Zeit [Min]

Abb. 17 ATP hemmt konzentrationsabhé&ngig K,z6.2/SUR2A

Dargestellt ist ein Inside-Out-Patch mit K,z6.2/SUR2A-Kanélen. In nahezu
magnesiumfreier Losung (0,3 pM frei) wurden kumulativ verschiedene ATP-
Konzentrationen getestet.
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Abb. 18 MgATP hemmt konzentrationsabhéngig den K,z6.2/SUR2A

Dargestellt ist ein Inside-Out-Patch mit K ,z6.2/SUR2A -Kanalen. Nach dem Herausreil3en
entwickelte sich spontan ein Strom, wobei sehr bald Rundown sichtbar wird. Nach einer
Waschphase wurde 3 uM ATP appliziert. Anschlief3end wurden die Kanédle mit 1 mM
MgATP vollstandig geschlossen. Dieser Kreislauf (Auswaschen, ATP x uM, ATP 1mM)
wurde bei 10, 30, 100 und 300 pM ATP wiederholt. Der Rundown ist in diesem
Experiment relativ gering (vgl. Abb. 21).
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Die Anwesenheit von freiem Mg®* in der Lésung erforderte wegen des einsetzenden Rundown
ein anderes Experimentdesign. Abb. 18 zeigt exemplarisch eine Kurve, bei der 0,7 mM freies
Mg in der Lésung vorlag. MgATP wurde zuerst in einer niedrigen Konzentration appliziert,
auf welche die maximale (1 mM MgATP) kumulativ folgte. Am deutlichsten beim 1.
Auswaschen des MgATPs, abgeschwécht aber auch spéter, ist Refreshment sichtbar.

Nach dem Auswaschen wurde dieser Zyklus mit einer hdheren ATP Konzentration fortgesetzt,
worauf wieder 1 mM MgATP mit nachfolgendem Auswaschen folgte.
Die Auswertung der Experimente ergab, dass die IC,, in Anwesenheit von Mg* ungefahr

um das Dreifache nach rechts verschoben ist (12 uM zu 30 uM) (Abb. 19).

Tab. 4.1 Hemmungvon K,..-Kanalen durch ATP in An- und Abwesenheit von Mg**

ATP MgATP
Kanal Konfiguration
IC,, n, 1C, n,
[uM] [uM]
K,z6.2/SUR2A Inside-Out- 12 1,05+ 0,07 30 1,16+ 0,13
[6; 21] [25; 36]
ity K, 5. 2/5UR A
80
= B0 4
=,
B
a7 40 4
20
|:| =2

0.3 1 3 10 a0 100 300 1000
ATP [uM]

Abb. 19 Hemmung von ATP in An- und Abwesenheit von Mg? beim
K r6.2/SUR2A

ATP Konzentrationswirkungskurven in Mg?-reicher (0,7 mM frei) und Mg*-armer
(0,3 uM frei) Losung an K z6.2/SUR2A-Kanalen. Die ICg, die aus den verschiedenen
ATP und MgATP Konzentrationen ermittelt wurden, betrugen 12 uM und 30 pM.
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4.1.2 ATP-regenerierendes System

Die Empfindlichkeit von K ,;,-Kanélen (vor alem mit SUR2-Untereinheiten) schwankt
stark (Baukrowitz et al., 1998) und nimmt mit der Zeit ab (Song und Ashcroft, 2001a). Um
auszuschliefden, dass ADP, das aus hydrolisiertem ATP entstanden sein konnte, fur diese
Verschlechterung des ATP-Blocks verantwortlich ist, wurde ein ATP-regenerierendes System
eingesetzt und an K,36.2/SUR2A -K anél en untersucht. Das ATP-regenerierende System bestand
aus Phosphokinase (50 u/ml) und Kreatinphosphat (20 mM) und wurde der ATP-L6ésung (Mg-
Pipe; Kap. 2.7.3) zugesetzt. Zusétzlich wurde die Lésung in den Vorratsgefé3en wahrend des
Experiments mit Eispacks gekihlt. Durch die dunnen Schlauche der Perfusionsapparatur
erwarmte sich die Losung bis zum Erreichen der Messkammer auf Raumtemperatur.

Ein weiterer Aspekt in diesem Zusammenhang ist das durch MgATP bewirkte
Refreshment (vgl. Abb. 18 und 21). Es kdnnte sein, dass ADP, welches bei der Hydrolyse von
ATP gebildet wird, fur dieses Phénomen zusténdig ist. Somit sollte bei einem volligen Fehlen
von ADP ein Refreshment nicht vorkommen.

Die Wirkung von 0,1 mM oder 1 mM MgATP wurde in An- und Abwesenheit des
regenerierenden Systems untersucht. Nach einer ATP-Gabe ohne regenerierendes System folgte
eine ATP-Gabe mit dem regenerierenden System. Die beiden Konzentrationen wurden nach
einer Auswaschphase abwechselnd in ein und demsel ben Experiment appliziert.

Der Einfluf3 des ATP-regenerierenden Systems auf die Grof3e des ATP-Blocks (und somit
die Hydrolyse zu ADP) wurde in 14 Experimenten untersucht (Tab. 4.2). Ausgewertet wurden
die Daten im Hinblick auf das Ausmald des ATP-Block und das Vorhandensein eines
Refreshment.

Bel 0,1 mM ATP und Zugabe des regenerierenden Systems war der ATP-Block in vier
Experimenten (29 %) gleich blieb und in 10 Experimenten (71 %) verbessert wurde, nie jedoch
verschlechtert. Statistisch sind diese Ergebnisse wegen fehlender Kontrolldaten ohne ATP-
regenerierende System nicht ohne Welteres auszuwerten. Aus Experimenten, dieohnedas ATP-
regenerierende System durchgefthrt wurden, ist bekannt, dass der ATP-Block mit der Zeit
nachlasst (vgl. z.B. Abb. 44 bzw. Song und Ashcroft, 2001a). Es wurden deshalb
14 Experimente angenommen, bei denen der ATP-Block gleich blieb. Da ja hochstens eine
Verschlechterung des Block zu erwarten ist (eine Verbesserung des Blocks wird normal erweise

nicht gesehen), ist dies die unglnstigste Annahme. Beim Vergleich der fiktiven Experimente
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(14ma ATP-Block gleich geblieben; Omal verbessert) mit den Ergebnissen bei mit ATP-
regenerierenden System bei 0,1 mM ATP (4ma ATP-Block gleich geblieben; 10mal verbessert)
mit dem Chi-Quadrat Test zeigt sich eine signifikante V erbesserung des ATP-Blocks durch das
ATP-regenerierende System.

Bei 1 mM MgATP war eine Verbesserung des ATP-Blocks durch das ATP-
regenerierende System nur in 22 % der Falle beobachtet worden (Tab. 4.2). Das der ATP-Block
bei 0,1 mM MgATP stérker beeinflusst wurde, ist mit der Unvollstéandigkeit des ATP-Blocks bei
0,1 mM ATP (50-90 %; s. Kap. 4.1.1) zu erkléren. Bei 1 mM MgATP kann eine Verbesserung
des ATP-Blocks durch die fast vollstandige Hemmung maskiert worden sein und wurde
wahrscheinlich deshalb seltener beobachtet.

Tab.4.2 ATP-Verhdltnisin An-und Abwesenheit des ATP regenerierenden Systems

ATP ATP - Reg. Sys./ ATP [Block] Refreshment vorhanden
gleich besser ja nein
[mM] n (%) n (%) n (%) n (%)
0,1 4 29 10 71 1 7 13 93
1,0 7 78 2 22 6 67 3 33

Die Auswertung von 14 Experimenten in Bezug auf das Refreshment wird im Folgenden
betrachtet. Nach Applikation des ATP regenerierenden Systems zeigte sich bei 0,1 mM MgATP
nur in sieben Prozent der Experimente ein Refreshment (vergleichbare Daten ohne das
regenerierende System existieren nicht; ein Vergleich mit den Daten aus den gleichen
Experimenten ist nicht moglich, da das Refreshment stark zeitabhangigist (vgl. Abb. 18) undin
diesen Experimenten das ATP-regenerierende System immer der aleinigen ATP-Applikation
folgte). Bet 1 mM MgATP konnten as Referenzen Daten verwendet werden, die mit einem
ahnlichen Protokoll ohne ATP regenerierendes System ermittelt wurden (69 % ein Refreshment
(n =59), 31 % kein Refreshment (n = 26)). Beim Einsatz des ATP regenerierenden Systems
wurden in 67 % ein Refreshment erzielt, in 33 % der Falle konnte kein Refreshment beobachtet
werden. Das ATP regenerierende System hat somit keinen Einfluss auf das Refreshment.

Da bei 0,1 mM MgATP nur ein Experiment ein Refreshment zeigte und bei 1 mM

MOATP nur bei zwei Experimenten ein verbesserter ATP-Block mit dem ATP-regenerierenden
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System zu sehenist, ist es nicht moglich festzustellen, ob zwischen Refreshment und ATP-Block

ein Zusammenhang besteht.

4.1.3 ADP mit und ohne Mg*

Die Interaktion von ADP, dessen Konzentration wahrend Ischamie oder Hypoxie (vor
allem in Kardiomyozyten) ansteigt, mit dem K ,;-Kanal, kann die Wirkung von Sulfonylharn-
stoffen insbesondere des herzsel ektiven HMR1883 beeinflussen und wurde hier untersucht.

In Mg?-armer Losung ist ADP, dhnlich wie ATP (vgl. Abb. 18 ), ausschlieRRlich &in
K r6.2/SUR2A-Kanal Blocker. DielCy, Wertesind alerdingsim Vergleich mit ATPfast um das
75-fache nach rechts verschoben (IC;yrp = 12 pM; ICqyapp) = 851 pM). Die Hemmung durch
ADP wurde auch am K,;6.2/SUR2B (Abb. 20) untersucht, der ungeféhr doppelt so empfindlich

ist wie der kardiale Kanal. Die genauen Hemmkonstanten (IC,,, nH, A) sind in Tabelle 4.3 zu

finden.
100 4 —
| a9z
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-.ilg B0
X 40 4
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Abb.20  ADP hemmt sowohl K,g6.2/SUR2A- und K,z6.2/SUR2B-Kanéale
In Abwesenheit von Mg? hemmt ADP K ,6.2/SUR2A und K,36.2/SUR2B-Kandle im
millimolaren Bereich.
Liegt 0,7 mM freies Mg? vor (Lésungszusammensetzung Kap. 2.7.3), so sieht man
dagegen bei niedrigen ADP-Konzentrationen eine Steigerung der Kanalaktivitdt (Abb. 21).

Dabel wurde zwischen jeder MgADP-Gabe (30 s) 30 s ausgewaschen und danach fur 15 s
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MOATP (1 mM) gegeben. Der Rundown war wéhrend der ADP Applikation sehr stark
vermindert bis nicht vorhanden, wohingegen in ADP-freier Losung der Rundown unverandert
weiterging. Der K ,-Strom konnte durch MgADP ungefahr verdoppelt werden (Abb. 22). Eine
Aktivierung war mit bis zu 300 uM MgADP zu registrieren. Hohere ADP-K onzentrationen
fuhren dagegen, wie in Abwesenheit von Mg® beschrieben wurde, zu einer vollstéandigen
Hemmung der K ,;,-Kanadle (Abb. 21 und 22). Aufféllig ist hier auch die auf3erordentlich starke
Streuung der Messwerte (Abb. 22), die zu weiteren Auswertungen angeregt hat (seheKap. 4.1.4

und Diskussion).
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Abb. 21 MgADP aktiviert K,g6.2/SUR2A-Kanéle
Es wurde fur 30 Sekunden ADP gegeben, gefolgt von einer Waschphase fir 30
Sekunden und nachfolgender ATP Gabe von 15 Sekunden. Nach einer erneuten
Waschphase von 45 Sekunden konnten weitere ADP-Konzentrationen untersucht

werden. 3 uM aktivieren zu 165 %, 30 uM zu 263 %, 300 pM zu 159 % und 3 mM
hemmen vollstandig
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Abb. 22 Konzentrations-Wirkungsbeziehung von MgADP bei K;z6.2/SUR2A-Kanélen

Die Punkte welche die Einzelergebnisse der Wirkung von MgADP reprasentieren und die Mittelwerte
mit SEM sind aus Griinden der Klarheit etwas nach rechts und links verschoben. Der Fit einer Hill-
Funktion mit zwei Komponenten (Formel 4) ergibt eine maximale Aktivierung von 95 * 15 %; pk,=5,5
+ 0,1 mit n;=1,6 £ 1,3 und pk,=3,2 + 0,1 mit n,=1,4 + 0,3.

Tab. 4.3 Aktivierende und Hemmende Wirkung von ADP in Abhangigkeit von Mg**

MgADP ADP
Kanal
IC,, n, A IC,, n, A
[LM] [%] [LM] [%]
K 46.2/SUR2A
aktivierend 2,93 161+1,38 95+ 15
[1,53; 5,62
hemmend 577 1,78+ 2,06 196 +12 845 0,98+0,16 100
[389; 839 [619 ; 1155] fix
K 16.2/SUR2B
hemmend 335 1,15+ 0,11 100
[285; 393 fix

4.1.4 ATPund ADP und Rundown

Es sollte die Hypothese geprift werden, ob die Stérke des Rundowns mit der Wirkung

von ATP bzw. ADP zusammenhangt. Dazu wurde die Verdnderung des Stroms durch die
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Nukleotide bel verschiedenen Konzentrationen gegen den Stromverlust mit der Zeit
(Rundown/Minute) in dem jeweiligen Patch aufgetragen (Abb. 23). Grundlage fur diese
Auswertung waren die Experimente, diein Gegenwart von Mg durchgefihrt wurden (vgl. Kap.
4.1.1 und 4.1.3). Die linearen Regressionen der Hemmwirkung der einzelnen ATP-
Konzentrationen (0,003 mM - 1 mM MgATP) in Beziehung zum Rundown dieim linken Tell
von Abb. 23 dargestellt ist, lalt keine deutliche Korrelationen erkennen. Die
K orrel ationskoeffizienten r? liegen alle unter 0,2 (Tab. 4.4). Deutlich andersist die Situation bei
ADP. Bei allen ADP Konzentrationen, bel denen die Aktivierung tberwiegt (bis0,1 mM, siehe
Kap. 4.1.3) besteht ein Zusammenhang Stromerhéhung und Rundown (r*3 0,5; Tab. 4.4). D.h.
Patches, die einen starken Rundown zeigen, werden auch stark von ADP aktiviert.

Im Bereich der Hemmung gibt eswie bei ATP keine Korrelation zwischen dem Ausmal3
der Hemmung und dem Rundown in dem jeweiligen Patch.
Tab. 4.4 Ergebnisse der Regressionen aus Abb. 2 Wirkung von ATP / ADP auf K ;6.2/SUR2A

0~ @ OO mM ADP
B OOl mMADR
:Hq—!‘\.;—_h_———‘ & 180 4 & om mmare
1 wes ® 01 mMADP
g _._______H g 03 mMADP
e ] o i mMADPR
220 4 e @ 3 mM ADP

[%]
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Abb. 23  Wirkung von ATP bzw. ADP in Relation zum Rundown von K,z6.2/SUR2A in | O-Patches
Dargestellt sind die linearen Regressionen, bei denen die Wirkung der unterschiedlichen M gATP- (links) und ADP-
Konzentrationen (rechts) zum Rundown in den jeweiligen Experimenten ins Verhdltnis gesetzt wurden. Die
verwendeten Konzentrationen waren 0,003 mM (rot), 0,01 mM (grin), 0,03 mM (gelb), 0,1 mM (blau), 0,3 mM
(grau) 1 mM (schwarz) und 3 mM (dunkelgriin, nur ADP). Die Daten der linearen Regression sind in Tab. 4.4
aufgefinhrt.
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Achsenabschnitt Steigung r’
MgATP [mM]
0,003 8,25 0,08 0,16
0,01 17,33 0,13 0,17
0,03 38,57 0,17 0,16
0,1 77,59 <0,01 <0,01
0,3 95,93 -0,04 0,07
1,0 100 0 0
MgADP [mM] Achsenabschnitt Steigung r’
0,003 11,48 0,64 0,80
0,01 -20,35 2,24 0,78
0,03 33,33 1,40 0,89
0,1 1,70 1,31 0,50
0,3 32,56 0,21 0,04
1,0 -20,40 -0,25 0,28
3,0 -79,10 -0,15 0,27

4.1.5 ADPin Gegenwart von Mg? und ATP

MgADPwurdein Gegenwart von 0,1 mM MgATP untersucht. 0,1 mM MgATP schlieft
den K,;6.2/SUR2A Kana zu 50-90 %. Nach einer Waschphase fur 45 Sekunden wurde fur
jeweils 30 Sekunden 0,21mM MgATP gegeben. Darauf folgten die zu untersuchenden MgADP
Konzentrationen (0,03/0,1/ 1,0 mM) in Gegenwart von 0,1 mM MgATP. Anschlief3end wurde
flr jeweils 30 Sekunden wieder mit 0,1 mM MgATP, danach mit Waschpuffer ausgewaschen.
Dann folgte eine MgA TP-K onzentration von 1,0 mM. Die Ergebnisse dieser Messungensind in
Abb. 24 zu sehen. Eine EC,, von Uber 100 uM fir die Aktivierung bedeutet eine starke
Rechtsverschiebung (vgl. Kap. 4.1.3) und eine hemmende Komponente ist bei den hier
verwendeten Konzentrationen nicht vorhanden.

Weiterhin stellte sich die Frage, ob die aktivierende Wirkung von MgADP und die
hemmende Wirkung von MgA TP miteinander korrelieren. Dazu wurde die Wirkung von 30 uM
ADP und 30 pM ATP in Gegenwart von 0,7 mM Mg* am gleichen Patch verglichen. Eine
maximale Aktivierung war mit 30 uM ADP erzielt worden (s. Kap. 4.1.3), wahrend 30 uM ATP
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Abb. 24 Konzentrationswirkungskurve von ADP in Anwesenheit von MgATP
(0,1 mM) mit K,z6.2/SUR2A-Kanalen

V erschiedene ADP-Konzentrationen wurden mit 0,1 mM ATP zusammen appliziert. Als
100 % wurde der Strom (I) in ATP freier Ldsung definiert, als 0 % der in Gegenwart von
0,1mM MgATP. Diehalbmaximale Aktivierung durch ADP lag unter diesen Bedingungen
bei 132 uM [739 ; 238]. Die Amplitude wurde mit 98 + 17 % Aktivierung bestimmt (n,,
war auf 1 festgesetzt).

K z6.2/SUR2A-Kandle zu ca. 50 % blockieren (s. Kap. 4.1.1). Trégt man die Aktivierung durch
ADP gegen die Hemmung mit ATP auf, so ergibt sich demzufolge ein Zusammenhang, bei dem
ein schwacher ATP-Block eine gute ADP-AKktivierung bedeutetet (Abb. 25). DieKorrelation ist
alerdings mit r> = 0,21 nur sehr schwach.
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Abb. 25 Erhdhung des Stroms durch 0,03 mM
MgADP in Anwesenheit von 0,03 mM MgATP bei
K g6,2/SUR2A-Kanéalen

Dargestellt ist die lineare Regression mit dem 95 %
Konfidenzintervall. Die Steigung der Regressionsgeraden
betragt - 0,42 bei einem y-Achsenabschnitt von 149 (r? =
0,21)

4.1.6 MgUDP in Ab- und Anwesenheit von ATP

MgUDP 6ffnet wie MgADP in Abwesenheit von ATP K,;,-Kande (Findlay, 1988,
Lederer und Nichols, 1989).

In einem Vorversuch wurde UDP (0,1 mM) in magnesiumhaltiger Losung (s. Kap. 2.7.3)
in Abwesenheit von ATP untersucht. Es wurde eine schnelle Aktivierung der kardialen K ,;-
Kénae (K z6.2/SUR2A) durch MgUDP registriert, die beim Auswaschen reversibel war. In
diesem Experiment mit mehreren UDP Applikationen war eine Stromerhéhung von 30 % bis
50 % durch 0,2 mM UDP zu erkennen. Unter dem Einflul3 von UDP war dhnlich wie bei ADP
der Rundown sehr stark vermindert (siehe auch Alekseev et a., 1998). Trotzdem war der
Rundown insgesamt sehr grof3, so dass eine Auswertung schwierig gewesen wére.

Um diesen Zeittrend zu minimieren und deutlicher messbare Effekte zu bekommen,
wurden unterschiedliche UDP-Konzentrationen (0,03-10 mM UDP) zu einer MgATP-
Konzentration gegeben, die den K ,;--Kanal zu 50-90 % blockierte (0,1 mM ATP; analogwiein
Kap. 4.1.5). Die Applikation von UDP konnte kumulativ geschehen. Abhéngig von der

eingesetzten UDP- Konzentration konnte eine Steigerung des Stroms in Anwesenheit von ATP
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Abb. 26 MgUDP aktiviert K,z6.2/SUR2A-Kanéle im | O-Patch

A: Nach einer Hemmung durch MgATP (1 mM) und nach dessen Auswaschen wurde der
K g6.2/SUR2A mit 0,1 mM MgATP geblockt. Es wurden dann 0,03 bis 10 mM MgUDP
appliziert, was die Kanédle konzentrationsabhangig aktiviert. Die waagerechte Linie stellt die
Bezugslinie fir die Extrapolation des MgATP-Blocks (0,1 mM) dar. B: Experimentdesign wie
in A, aber nur 0,1 und 1,0 MM M gUDP getestet. Dieses Experiment wurde als Beispiel fir die
teilweise sehr langsame Reversibilitat der Kanal-Aktivierung durch MgUDT gewahlt.

beobachtet werden (Abb. 26A). Trotz der betréchtlich schwankenden Wertefir den ATP Block,

welches die Auswertung stark erschwerte, wurde ein EC,, Wert fur die UDP Aktivierung von ca.
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150 pM ermittelt (Abb. 27). Das Auswaschen des UDP scheint in zwei Schritten zu verlaufen;
unmittelbar nach dem Umschalten bleibt der Strom in Anwesenheit von 0,1 mM ATP deutlich
hoher als vorher (Abb. 26B). In 11 Experimenten (mit zum Teil mehreren Durchl&ufen) wurde
vor der UDP-Gabe der Strom von 0,1 mM ATP zu durchschnittlich 80 + 3 % gehemmt, wahrend
er danach nur zu 58 + 3 % gehemmt war. Diese beiden Werte unterscheiden sich hochsignifikant
voneinander (p = <0,001; n = 25, gepaarter t-Test). Waschen des Patchesmit 1,0 mM ATP und
ATP-freier Losung (siehe Abb. 26) fuhrt zu einer VergrofRerung des Blocks durch 100 uM ATP
von 63 + 6 % auf 75 + 5 %, eine signifikante Steigerung (p < 0,005, n = 9). Betrachtet man nur
die 2. UDP Applikation, so ist auch hier der ATP-Block (75 % s.0.) nach UDP wieder
signifikant (p < 0,001) auf 57 £+ 6 % reduziert. Die Zeitkonstante dieser langsamen Komponente
beim Auswaschen von UDP liegt im Minutenbereich (Abb. 26). Mit UDP aleine (d.h. in
Abwesenheit von MgATP, 6 UDP Applikationen in einem Experiment) war diese langsame

Komponente nicht zu sehen. Genauere Untersuchungen sind dazu nicht gemacht worden.

100
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Abb. 27 Konzentrationswirkungskurve von UDP in Anwesenheit von MgATP
(0,2 mM) mit K,z6.2/SUR2A-Kanélen

Verschiedene UDP-Konzentrationen wurden mit 100 uM ATP kombiniert appliziert.
Normierung des Stroms wie in Abb. 24. UDP zeigte in Gegenwart von ATP eine
deutliche Aktivierung des durch ATP geschlossenen Kanals. Die halbmaximale
Aktivierung betrégt 146 uM [99 ; 214)] (n, festgelegt auf 1). Die Amplitude wurde mit
82 + 9 % Aktivierung ermittelt.
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Auch bei diesen Experimenten wurde untersucht, ob die Grof3e der Aktivierung durch
UDP mit der Hemmwirkung des ATPs korreliert (Abb. 28, Tab. 4.5). Bei 0,1 mM UDP st eine
deutlichere Korrelation zu beobachten als bei ADP (siehe Abb. 24), mit r’=0,53 ist sie aber
immer noch relativ schwach. Bei hdheren UDP-Konzentrationen besteht kein Zusammenhang
mehr.

Tab. 45  Parameter der Regression in Abb. 28

MgUDP [mM] Achsenabschnitt Steigung r
0,1 128,15 -1,08 0,53
0,3 57,17 -0,07 <0,01
1,0 101,59 -0,34 0,08
100

80
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Abb. 28 Korrelation zwischen der Aktivierung durch MgUDP
(0,1,0,3und 1 mM) und der Hemmung mit 0,1 mM MgATP
Daten wiedergegeben wie in Abb. 24. Eine Korrelation ist nur bei
0,1 mM MgUDP zu beobachten. Die Daten der Linearen
Regression stehen in Tab. 4.5.
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4.2 K ,p-Kanal-Blocker

4.2.1 Glibenclamid

Glibenclamid (Strukturformel Kap. 1.2.4.2) ist ein hochpotenter Sulfonylharnstoff, der
den pankreatischen K ,,-Kanal mit nanomolarer Potenz hemmt (1C,, ~ 1-5 nM); bei 10-20-fach
hoheren Konzentrationen hemmt Glibenclamid aber auch die kardiovaskuléren K ,;,- Kandle.
Glibenclamid ist als Standardblocker der K ;.- Kanéle anzusehen.

Ziel dieser Untersuchungen war der systematische Vergleich der Hemmung der
kardiovaskuldren K ,;-Kandle durch Glibenclamid in der Ganzzell- vs. der Inside-Out-Patch-
Konfiguration der Saugel ektrodentechnik. Solche Daten mit rekombinanten Kanden, exprimiert
in Saugerzellen, liegen bisher noch nicht vor. Von besonderem Interesseist, weil bisher noch nie
untersucht, der Vergleich der Hemmung der K ;6.1/SUR2B- und K,z6.2/SUR2B-Kande
gewesen, d.h. der K, ;-Kandle im Gefald und in glatter Muskulatur auf}erhalb der Gefél3e.
Zuséatzlich zu den Wildtyp-Kandlen wurden auch die entsprechenden Mutanten
K,r6.X/SUR2B(Y 1206S) gemessen, die eine hthere Affinititat fur Glibenclamid haben.

Abb. 29 zeigt ein Beispielexperiment fur die Experimente mit K,;6.2/SUR2B in der
Ganzzellkonfiguration und Abb. 30 die Konzentrations-Hemmkurven der Wildtyp- und der
Mutanten-K,;6.x/SUR2B-Kandlein dieser Konfiguration. Die Parameter der Hemmkurven sind
in Tab. 4.7 zusammengestellt. Glibenclamid hemmt die Wildtyp K,z6.1/SUR2B- und
K,r6.2/SUR2B-Kandle mit IC,, Werten von 43 nM (33 ; 55) und 167 nM (103 ; 270) (Tab. 4.7).
Dieszeigt, dassdieK,;6.2-Kand e eine ungefahr viermal schwachere Affinitét fur Glibenclamid
haben als die K ;6.1-Kandle. Die SUR2B Hochaffinitatsmutanten fur Glibenclamid (Y 1206S)
gaben IC,, Wertevon 2,7 nM (2,1 ; 3,5) fur K,36.1/SUR2B(Y 1206S) Kandle und 13 nM (6 ; 28)
fur K,z6.2/SUR2B(Y1206S) Kandle. Auch bei den Mutanten-Kandlen ergibt sich for
Glibenclamid eine ca. finfmal hdhere Potenz bei der Hemmung der K,;6.1-Kandeim Vergleich
mit den K,;6.2-Kanélen, &hnlich wie bei den Wildtyp-Kana en gefunden wurde. Betrachtet man
den Effekt der Mutation Y 1206S auf die Potenz von Glibenclamid, so ergibt sich eine ca. 16-
fach hohere Potenz fir die K,z6.1-Kandle; bei den K z6.2-Kandlen ist der Unterschied 13-fach
(Abb. 30, Tab. 4.7)
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Abb. 29 Hemmung von K;g6.2/SUR2B-Kanélen durch Glibenclamid in der
Ganzzellmessung

Die Beispielspur zeigt die Stromentwicklung einer WC-M essung. Die Spannung wurde von
- 110 bis+10 in 20 mV Schritten variiert. W&hrend der Dialyse der Zelle mit ImM MgATP
/ 0,3 mM MgGTP entwickelte sich ein Strom, der durch GBC (0,01, 0,1, und 1 pM)
konzentrationsabhédngig gehemmt wurde. GBC konnte, zumindest teilweise, wieder

ausgewaschen werden, was an einer erneuten Stromentwicklung zu sehenist. Daskleine Bild
zeigt den Strom-Zeitverlauf bei - 60 mV.
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Abb. 30 Konzentrations-Wirkungskurven fir die Hemmung der K,g6.1- und K,z6.2-
Kanéle koexprimiert mit SUR2B WT und SUR2B(Y1206S) durch GBC.
Ganzzellmessungen von K ,z6.2/SUR2B WT, K|z6.2/SUR2B (Y 1206S), K z6.1/SUR2B WT,
und K,z6.1/SUR2B(Y 1206S). Die Parameter sind in der Tab. 4.7 zusammengefasst.
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Tab. 4.7 Hemmung der verschiedenen Kanalkombinationen durch Glibenclamid

: Glibenclamid
Kandl ROMII Nukteotid
on o N, A
[mM] [nM] (%)
K -6.2/SUR2A 10 0 (232_629) 10£01 S4+3
K,.6.2/SURPA(YS) 10 0 © 52’_8‘1‘ 2) Lfix 702
*

K z6.2/SUR2A wC %% S‘EF)FE) funktionelle Kanale vorhanden
K,.6.2/SUR2B 10 0 (222_732) 10+01 63+2
K.62/SUR2B(YS) 10 0 o 0 . Lfix 65+ 2

1,0 GDP 167 0,73+0,18 100
Kir6.2/SUR2B we 0,3ATP (103 ; 270)

1,0 GDP 13 0,68+ 0,15 100
K:8.2/SUR2B(YS) WC 03 ATP 6 28)
K,:6.1/SUR2A 10 1ATP funktionelle Kandle vorhanden
K r6.Y/SUR2A(YYS) 10 1ATP funktionelle Kanéle vorhanden

1ATP . R

Kz6.1/SUR2A(YS) WC 1GTP funktionelle Kandle vorhanden

1,0 GDP 43 1,1+02 100
K r6.1/SUR2B wC 03ATP (33 55)

1,0 GDP 2,7 10+£0,1 100
K:6./SUR2B(YS) WC 03 ATP (21 35)

(YS) Mutation (Y 1206S);* die Nukleotid Ldsung wurde bis auf 10 mM MgATP gesteigert (s. Text)

Untersuchungen an K z6.2/SUR2A-Kanédlen waren in der Ganzzellkonfiguration unter
den gegebenen Bedingungen nicht méglich, well die Zellen zu hohe Stréme entwickelten und
die Zelle nicht mehr auf ein gegebenes Potential geklemmt werden konnte. Um die Stromdichte
zu reduzieren, wurde die intrazelluldre Nukleotidkonzentration von der standardméafiigen
0,3 mM ATP/1,0 mM GDP auf 10 mM ATP (0 mM GDP) erhoht. Die Kandle 6ffneten sich
wahrend der Dialyse trotz der hohen Nukleotidkonzentration; die Offnung erfolgte langsamer,
ohne dass ein Plateau erreicht werden konnte. Ebenso blieben Versuche erfolglos, durch

Reduktion der DNA-Menge bei der Transfektion eine geringere Stromdichte zu erreichen.
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Die Hemmung der K z6.2/SUR2A- und K ;6.2/SUR2B-Kande und deren Y1206S
Mutanten durch Glibenclamid wurde ebenfalls in isolierten Patches in der Inside-Out-
Konfiguration in der Abwesenheit von Mg* und ATP untersucht. Unter diesen Bedingungen
war auch bei séttigenden Konzentrationen von Glibenclamid nur eine unvollstandige Hemmung
zu beobachten (Abb. 31). Die Amplitude betrug beim K,;6.2/SUR2A und K ;6.2/SUR2B 54 %
bzw. 70 % (Abb. 32A, Abb. 33A) und bei beiden Y1206S Mutanten 70 % bzw. 63 %
(Abb. 32A, Abb. 33A). Wenn man die Hemmung der Kanéle bei unterschiedlichen Gliben-
clamid Konzentrationen auf die Hemmung bei 1 uM Glibenclamid (= 100 %) normiert,
errechnet man 1C,,-Werte von 26 nM und 27 nM bel einem n, von jeweils 1,0 + 0,1 fur die
K 6.2 Kande koexprimiert mit SUR2A und SUR2B (Abb. 32B, Abb. 33B). Bel den Y 1206S
Mutanten liegen die 1C,-Werte bel 0,84 nM und 1,0 nM bel einem festgelegten n, von 1
(Abb. 32B, Abb. 33B). Somit ist die IC,, bei beiden mutanten Kandlen in Vergleich zu den
Wildtyp Kanden um den Faktor ~27 nach links verschoben.
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Abb. 31 Hemmung von K,g6.2/SUR2A-Kanalen durch Glibenclamid im 10-Patch

Nach dem Herausreissen aus der Zelle entwickelte sich ein Strom, der durch Glibenclamid
gehemmt werden konnte. Zwischen jeder Glibenclamid Applikation wurde mit Puffer gewaschen
und mit MgATP ein Refreshment erzeugt. Der Rundown wurde entlang der Stromkurve vor der
Glibenclamidgabe extrapoliert. Als Basislinie fir die Hemmung wurde der durch MgATP
blockierte Strom durch Extrapolation gewahit.
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Abb. 32 Konzentrations-Wirkungskurve der Hemmung von K;z6.2/SUR2A und
K,r6.2/SUR2A(Y1206S) Kanalen durch Glibenclamid in I nside-Out-Patches

A: Die Fit-Parameter sind in Tab. 4.7 aufgefuhrt. In (n) stehen die Anzahl Experimente
(Patche). B: Der Strom wurde auf den durch 1 pM Glibenclamid hemmbaren Anteil
renormiert. Die Anzahl der M esswerte unterscheiden sich z.T. von denen in Abb. 32A, weil
nicht in allen Experimenten eine Normierung auf 1 uM Glibenclamid durchgefiihrt werden
konnte.
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Abb. 33 Konzentrations-Wirkungskurve der Hemmung von K,z6.2/SUR2B und
K,g6.2/SUR2B(Y1206S) Kanéalen durch Glibenclamid in I nside-Out-Patches

A: Die Fit-Parameter sind Tab. 4.7 aufgefiihrt. In (n) stehen die Anzahl von Experimenten
(Patche). B: Der Strom wurde auf den durch 1 pM Glibenclamid hemmbaren Anteil
renormiert. Die Anzahl der M esswerte unterscheiden sich z.T. von denen in Abb. 33A, weil
nicht in allen Experimenten eine Normierung auf 1 puM Glibenclamid durchgefuhrt werden
konnte.
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42.2 HMR1883/ HMR1098
HMR1883 ist ein Sulfonylthioharnstoff (HMR1098 ist das Natriumsalz der Substanz),

(Strukturformel Kap. 1.2.4.2) der sich vom Glibenclamid in verschiedenen Aspekten
unterscheidet. Im Unterschied zu Glibenclamid hat HMR1883 eine schwache Affinitét an
pankreatischen b-Zellen, hemmt aber K,;,-Kandle im Sarkolemma der Kardiozyten in
mikromolaren Bereich. Ziel war es, HMR1883 an verschieden rekombinanten Kanélen zu
untersuchen.

In Abb. 34 ist ein typisches Experiment zu sehen. Nach dem Herausrei3en des Patches
aus der Membran in nukleotidfreie Losung, unterlag der Patch einem Rundown. HMR1883
(10 uM) hemmt hier den Strom (K,z6.2/SUR2A) um 47 %, und Glibenclamid, bel einer
sattigenden Konzentration von 1 pM, um 63 %. Fur die Auswertung der

Konzentrationswirkungskurve wurde in jedem Patch die Glibenclamid empfindliche Fraktion
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Abb. 34  MQADP reduziert den Block durch Glibenclamid und HMR1883 am K,g6.2/SUR2A
MgATP hemmt den K,z6.2/SUR2A und nach dem Auswaschen von ATP hat ein Refreshment
stattgefunden. Nach einer Aktivierung durch MgADP, wurde entweder Glibenclamid [1 pM] oder
HMR1883 [10 uM] appliziert, was zu einer reversiblen Blockade der Kanéle fihrte. GBC/ADP und
HMR/ADP hemmten zu 47 % und 21 %. In Abwesenheit von MgADP war der Block durch
Glibenclamid (63 %) und HM R1883 (47 %) grofer.
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des Stroms auf 100 % gesetzt. Im Mittel lag die Hemmung durch Glibenclamid bei 54 + 3 % des
durch ATP (1 mM) hemmbaren StromsdesK ,;--Kanas(vgl. Tab. 4.7). HMR1883 hemmen den
K r6.2/SUR2A-Kana mit einem IC,, Wert von 0,38 uM bei einem Hill-K oeffizient nahe 1 (Tab.
4.8).

Tab. 4.8 Hemmung von HMR1883

HMR1883
Kanal Konfiguration
1Cso [LM] Ny, A (%)
_ 0,38
K z6.2/SUR2A Inside-Out- 1,2+0,2 100
(0,28; 0,51)
_ 1,2
K z6.2/SUR2B Inside-Out- 06+0,1 100
(0,9; 1,6)
53
K z6.1/SUR2B whole-cell* 1,7+£0,2 100
(4,7, 6,0)

*in Anwesenheit von 0,3 mM MgATP in der Pipettenldsung
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Abb. 35 Konzentrationsabhangige Hemmung der K,;z6.2/SUR2A und K,z6.2/SUR2B-Kanéle
durch HMR1883

Gezeigt ist die Auswertung von Inside-Out-Patches. Die durch Glibenclamid (1 pM) erzeugte
Hemmung, im Durchschnitt 67 % vom I(K 51p), wurde auf 100 % gesetzt.

In Inside-Out-Patches mit K ;6.2/SUR2B wurde der Strom (Tab. 4.8) im Durchschnitt

um 67 % durch Glibenclamid (1 uM) gehemmt, der zur Renormierung herangezogen wurde.
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Abb. 35 zeigt fur HMR1883 hier einen IC,, Werten von 1,2 uM; tberraschenderweise war der
Hill Koeffizient kleiner adseins (0,6 £ 0,1) (Tab. 4.8). Glibenclamid hatte nicht zwischen den
beiden Kanden unterschieden und gab Hemmkurven mit einem Hill-Koeffizient von 1 (vgl.
Kap. 4.2.1).

4.2.3 Effektevon Glibenclamid und HMR1883 in Gegenwart von MgADP

In den vorherigen Kapiteln (Kap.4.2.1, Kap. 4.2.2) wurde gezeigt, dass die K ,;--Kanal-
Blocker HMR1883 und Glibenclamid K,;6.2/SUR2A- und K,;6.2/SUR2B-Kanéle
konzentrationsabhangig hemmen kdnnen. Wahrend ischamischer oder hypoxischer Bedingungen
andert sich das MgATP/MgADP Verhdtnis in der Zelle und aus diesem Grund koénnen sich
kardiae K ,;p-Kande 6ffnen (vgl. Kap. 1.2.2.2). In den folgenden Untersuchungen wurde daher
der Effekt von pathophysiologischen MgADP-Konzentrationen auf die Hemmung von
K,r6.2/SUR2A-Kandlen durch Glibenclamid und HMR1883 untersucht. Als Dinukletid-
Konzentrationen wurden 0,03 mM, 0,1 mM und 0,3 mM MgADP gewahlt, auch well bei diesen
MgADP-Konzentrationen in Gegenwart von Mg®* eine maximale Aktivierung der
K ,z6.2/SUR2A-Kané e zu beobachten ist (vgl. Kap. 4.1.3).

4.2.3.1 Glibenclamid und MgADP

In der folgenden Experimentserie wurde die Konzentrationsabhéngigkeit von
Glibenclamid in Gegenwart von 30, 100 und 300 uM MQgADP untersucht. Es wurde
abwechselnd einmal Glibenclamid in Gegenwart und in Abwesenheit von der MgADP-
Konzentration appliziert (vgl. Abb. 34). Dazwischen wurden die Substanzen ausgewaschen und
mit 1 mM MgATP ein Block mit nachfolgendem Refreshment erzeugt.

Abb. 36 zeigt die Hemmkurve von Glibenclamid in der Gegenwart von 30 puM
Glibenclamid. Durch 30 pM MgADP wird die IC,, von Glibenclamid an K,;6.2/SUR2A-
Kanédlen von 26 nM auf 141 nM um den Faktor 5,4 nach rechts verschoben. Die maximale
Hemmung betrug 50 + 7 % (Abb. 36)) und erreichte &hnliche Werte wie ohne MgADP (54 + 3)
(Abb. 32; Tab. 4.7).

Die Hemmung der K z6.2/SUR2A-Kand e durch Glibenclamid wurde auch in Gegenwart
von 300 uM MgADP untersucht (Tab. 4.9). Bei 300 uM MgADP war die Hemmung durch
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Glibenclamid (0,3 pM und 1 pM) um Faktoren von 0,6 bzw. 0,7 niedriger als in der
Abwesenheit von MgADP (p<0.001). Beélm Auswaschen mit MgADP erreichte der Strom oft
nicht die Hohe, dieer vor der Behandlung mit dem Kalium-Kanal-Blocker hatte. In Kap. 4.2.3.2
wurde Glibenclamid (1 pM) in Gegenwart von 100 uM ADP im Vergleich zu HMR1883
untersucht. Diese Messwerte kdnnen nicht direkt miteinander verglichen werden, da sie aus

unterschiedlichen M essserien stammen.

100

e
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1 (4]
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1 (4]
20 A
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Glibenclamid + 0,03 mM ADP [uM]

Abb. 36 Hemmung von K;z6.2/SUR2A-Kanélen durch Glibenclamid in Gegenwart
von ADP (0,03 mM)

Glibenclamid hemmt konzentrationsabhéngig K,z6.2/SUR2A-Kanéle in Gegenwart von
30 pM MQADP. Die ICg, = 141 nM (75 ; 266) bei einem auf n, = 1 festgesetzten Hill-
K oeffizienten und einer Amplitude von A = 50 £ 7%.

Tab. 4.9 Hemmung von K,;6.2/SUR2A-Kanalen durch Glibenclamid in An- und Abwesenheit von

MgADP (300 uM)
Glibenclamid
0,3 0,3 1,0 1,0
MgADP (uM) 0 300 0 300
Block [%0] 72+ 4 43 + 4*** 79+ 3 57 £ 3F**
Anzahl (n) 13 12 19 20

***hochsignifikant unterschiedlich zu den Werten in Abwesenheit von ADP
Der durch ADP erreichbare Strom (I ) betrug ermittelt aus 20 Experimenten 196 + 43 [%)].
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4.2.3.2HMR1883 in Gegenwart von MgADP

HMR1883 ist ein kardioselektiver K,;,-Kanalblocker, der fir die Indikation
Kardioprotektion bel Ischamie entwickelt wurde (Gogelein et al., 2000). Da bei Ischdmie die
intrazelluldre ADP-Konzentration ansteigt, war es von besonderem Interesse, den Effekt von
MgADP auf die Hemmung von K ;6,2/SUR2A-Kanden zu untersuchen. Die Experimente
wurden anal og zu den vorhin beschriebenen Experimenten mit Glibenclamid durchgefihrt (vgl.
auch Abb. 34).

In Anwesenheit von MgADP (0,1 mM) wurde die Hemmung der K ;6.2/SUR2A-Kanéle
in Inside-Out-Patchen durch unterschiedliche HMR1883- (3 und 10 uM) mit Glibenclamid-
(1 M) Konzentrationen verglichen (Tab. 4.10). Die Versuchsserie war nur schwer auswertbar,
da die Effekte von Patch zu Patch, wie auch bei der dleinigen Gabe von MgADP (vgl. Kap.
4.1.3), stark streuten. In An- und Abwesenheit von MgADP betrug die Hemmung durch
HMR1883 26 + 5 % bzw. 40 £ 5 % (bei 3 pM HMR1883) und 35+ 5 % bzw. 48 £ 4 % (bei 10
uM HMR1883) und bei Glibenclamid (1 pM) 39 + 7 [%] bzw. 64 + 3 [%)]. Damit kann die
Hemmung von HMR1883/MgADP mit 65 % (bei 3 uM HMR1883) bzw. 74 % (bei 10 pM
HMR1883) von der von HMR1883 aleine und von Glibenclamid/MgADP mit 61 % von
Glibenclamid alleine angegeben werden (vgl. Tab. 4.10).

Tab. 4.10 Hemmung durch Glibenclamid und HMR1883 in An- und Abwesenheit von MgADP

HMR1883 (M) Glibenclamid (M)
3 3 10 10 1 1
MgADP (1M) 0 100 0 100 0 100
block [%] 40+5%*  26+5 48+ 4% 35%5 64+3  39+7
Anzahl (n) 10 11 10 14 7 7

** hochsignifikant unterschiedlich im Vergleich mit der Hemmung durch Glibenclamid

Betrachtet man die Hemmwerte fir HMR1883 (3 uM und 10 pM) mit denen von
Glibenclamid in Anwesenheit von ADP, so ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Hemmung der K ;6.2/SUR2A-Kand e durch HMR1883 und Glibenclamid (HMR
3 M / GBC (1 pM): p = 0,259; HMR 10 uM / GBC (1 pM): p = 0,657). In Abwesenheit von
ADP hemmte HMR1883 (3 und 10 pM) die K,;6.2/SUR2A-Kanéle signifikant schwéacher als
Glibenclamid (1 uM) (Tab. 4.10; p < 0,002).
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4.3 PNU-94750

PNU-94750 gehort wie P1075 oder Pinacidil zur Klasse der Cyanoguanidine; hier wurde
in die Seitenkette des Pinacidils ein Phenylring eingeftihrt (Strukturformeln Kap. 1.2.4.1).
PNU-94750 ist (wie Pinacidil) ein Racemat, dessen Stereoisomere die Bezeichnungen
PNU-96179 (S und PNU-96293 (R) tragen. Khan und Kollegen (Khan et al., 1997) konnten
zeigen, dass das (R)-Enantiomer die durch verschiedene K, .-Kanal-Offner erzeugte
Vasodilatation aufheben konnte.

DasErgebnisihrer Studie [a3t folgende zwel Interpretationen zu. Zum einen kdnnte sich
die Substanz als neutraler Agonist verhalten. Bei dieser Betrachtung wirde die Substanz durch
Verdrangung des Offners vom SUR wirken, ohne einen direkten Effekt auf die Kanal aktivitat zu
haben. Die Folge davon wéare ein Kanalverschluss, bedingt durch eine hohe intrazellulére
MgATP Konzentration in der glatten Muskelzelle. Alternativ kdnnte die Substanz als inverser
Agonist reagieren. In diesen Fall konnte sie den Offner verdrangen und, dhnlich wie
Sulfonylharnstoffe, durch ihre Bindung einen Kanalblock auch in Abwesenheit von MgATP
induzieren. Um zwischen diesen Alternativen unterscheiden zu konnen, wurden die beiden
Enantiomere PNU-96179 und PNU-96293 vorwiegend an den rekombinanten K,;6.2/SUR2-

Kand en untersucht.

4.3.1 PNU-96293
Das (R)-Enanatiomer PNU-96293 wurde an K z;6.2/SUR2A und K ;6.2/SUR2B in der

Inside-Out-Konfiguration untersucht. In der Gegenwart von 1 mM MgATP entwickelten
K z6.2/SUR2B-Kand e unter PNU-96293 (10, 30 oder 100 uM) keinen Strom. Dies zeigt, dass
die Substanz trotz der Cyanoguanidinstruktur keine Offnereigenschaften besitzt. Wurde die
MgATP Konzentration auf 3 uM reduziert, wurden die Kanéle konzentrationsabhangig durch
die Substanz gehemmt. Abb. 37 zeigt eine Beispielspur mit K,;6.2/SUR2B-Kanden. Bei
100 uM, die hdchste getestete K onzentration, wurde eine maximale Hemmung von ca. 50 %
erreicht wahrend mit Glibenclamid (1 pM) ca. 80 % erzielt wurden. Die
Konzentrationswirkungskurve fir die Hemmung des PNU Enantiomers extrapolierte auf eine
maximale Hemmung von 54 % beim K,36.2/SUR2A bzw. 46 % beim K,;6.2/SUR2B mit IC,;-
Werten von 21 uM bzw. 16 uM (Abb. 38) (Tab. 4.11).
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Abb. 38  PNU-96293 hemmt K,z6.2/SUR2B-Kanéale im |0-Patch

Orginalspur eines Experiments mit K z6.2/SUR2B-Kanélen in Anwesenheit von 0,003
mM MgATP ([Mg*];s = 0,7 mM) bei - 50 mV. Eine 15 sekiindige M gA TP Gabe blockt
den Kanal und bewirkt ein Refeshment des Stromsin 0,003 mM MgATP. Der gemessene
Strom zwischen den Waschphasen mit MgATP wurde mit Glibenclamid (1 uM) oder
PNU-96293 (10, 30 oder 100 pM) gehemmt.
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Abb. 37 PNU-96293 hemmt in Inside-Out-Patches K,z6.2/SUR2-Kanéle
Konzentrationsabhéngige Hemmung von K,z6.2/SUR2B(®) und K z6.2/SUR2A(O)
Kanélen durch PNU-96293 in Anwesenheit von 3 uM MgATP; die Zahlen in Klammern
geben die Anzahl der Patche an. Die Sdulendiagramme zeigen die Hemmung durch 1 pM
GBC im Vergleich. Die mit der Hill-Gleichung erhaltenen Parameter sind in Tabelle 4.7
zusammengefalit.
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In Abwesenheit von MgATP wurde beim K ,36.2/SUR2B der Strom maxima um 30 %
bei einem IC,, Wert von 12 pM gehemmt (Tab. 4.11, n = 12).

Der pankreatische K,p-Kanal (K,zx6.2/SUR1) konnte ebenfalls durch PNU-96293
gehemmt werden. In Inside-Out-Patches in Abwesenheit von ATP wurde der Strom durch
100 uM PNU-96293 um 40 = 5 % (n = 5) gehemmt; ein vergleichbares Ergebnis wurde mit
derselben Konzentration von Tolbutamid erreicht (Tab. 4.11).

Tab. 411 Hemmung durch PNU-96293 an den verschiedenen Kanalkombinationen in der

intakten Zelle und an isolierten Membranen

Konfigu- MQATP PNU-96293 GBC-Block n
Kanal _
ration o A [1pM]
[uM] [uM] (%)
K r6.2/SUR1 10 0 bei 100 40+ 5 42 + 6° 5
K 16.2/SUR2A 10 3 21 54 + 4 84+5
(12; 37) °
K r6.2/SUR2A WC 1000 0,014° 68 + 4° 79+ 6°
(0,008 ; 0,023) 3
K,x6.2/SUR2B 10 0 12 307 78+5 1
(2;83)
Kr6.2/SUR2B 10 3 16 46+ 6 77+3
(7:32) "
K r6.2/SUR2B wcC 1000 0,078 74+6 9% + 4 .
(0,037 ; 0,165)
Kr6.2/SUR2B(YS)® WC 1000 0,045 86+9 100+ 0

(0,015; 0,140)
Beim Fitten der Konzentrations-Wirkungskurven wurde der Hill-K oeffizient n,= 1.0 gesetzt.
2 Hemmung durch 100 uM Tolbutamid Hambrock et al., 2001b
® Parameter fir K,,6.2/SUR2A in der Ganzzellkonfiguration beziehen sich auf die Gruppe mit hoher
Glibenclamidempfindlichkeit
¢ Ref. Hambrock et a., 2001a

Der K,z6.2/SUR2 hemmende Effekt von PNU-96293 wurde auch in der
Ganzzellkonfiguration bei 37°C untersucht (Abb. 39). Die Dialyseder Zellemit 1 mM MgATP

fdhrt zu einem Strom, der durch das PNU-Enantiomer im nanomolaren Konzentrationsbereich
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(IC, =14 nM (K |g6.2/SUR2A); IC,, = 78 nM (K z6.2/SUR2B) (Abb. 40) mit einer maximalen
Hemmung von 68 % bzw. 74 % inhibiert wurde (Tab. 4.11); Glibenclamid (1.M) erzeugt eine
vollstdndige Hemmung (Abb. 40). Vergleicht man die Daten der Ganzzellmessung mit denen
aus isolierten Membranen, so zeigt sich ein Unterschied in der Wirksamkeit bei den
verschiedenen Konfigurationen. 78 nM (K z6.2/SUR2B) wurden in Ganzzell-Experimenten
gegentiber 16 uM in Inside-Out-Experimenten gefunden, d.h. PNU-96293 hemmt den Kanal in
isolierten Membranen 200-fach schwéacher as in der intakten Zelle. Beim K z6.2/SUR2A
ergaben sich IC,-Werte von 14 nM (WC) und 21 pM (10), womit sich eine 1500-fach
schwéchere Hemmung in Inside-Out-Patches resultiert. In Analogie zu den Wild-Typ
Experimenten wurde der K,z6.2/SUR2B(Y 1206S)-Kanal untersucht, der dhnliche Resultate
lieferte (Tab. 4.11). Die Mutation verandert nicht die Empfindlichkeit des Kanals fir PNU-
96293.

RN | 7
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200 H i 1 phd PNU-96293
)| oty w10 ph PHU-95233
400 4 st 1 phd Glibenclamid
3 ] I| i 10 my
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Abb. 39 PNU-96293 hemmt K,z6.2/SUR2B in Ganzzellexperimenten

Orginalaufzeichnung eines Ganzzellexperiments mit PNU-96293 und Glibenclamid (Kontrolle). Die
Spannung wurde Schrittweise von -110 auf 10 mV in 20 mV Schritten variiert. Wahrend der Dialyse
der Zelle mit 1 mM MgATP bei 37°C entwickelte sich ein Strom, der konzentrationsabhangig durch
PNU-96293 gehemmt werden konnte. Nach dem Auswaschen erreichte Glibenclamid (1uM) eine
vollstandige Hemmung.
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Abb.40  PNU-96293 hemmt K,z6.2/SUR2B-Kanéle in Ganzzellexperimenten
Konzentrationsabhéngige Hemmung bei -60 mV. Der Hill wurde auf n =1 festgesetzt. Die
Anzahl der Werte ist in Klammern angegeben.

4.3.2 PNU-96179

PNU-96179 ist das (S-Enantiomer des Racemats PNU-94750 (vgl. Kap. 1.2.4.1).
Abb. 41 stellt den Verlauf eines typischen Experiments in der Inside-Out-Konfiguration mit
K r6.2/SUR2B-Kanédlen dar. Die Kande wurden mit 1 mM MgATP geschlossen. Nach der
Zugabe von PNU-96179 (100 pM) entwickelte sich ein Strom, der reversibel durch
Glibenclamid (3 M) gehemmt werden konnte (n = 4). Weltere Experimente zeigten, dass der
durch PNU-96179 (100 uM) hervorgerufene Strom nur 10 - 20 % des durch die maximal
stimulierende Konzentration P1075 (0,1 pM)-stimulierten Stromes betrug. Niedrigere
Konzentrationen der PNU-96179 Substanz ergaben kleine, uneinheitliche Effekte.

Eswurde ebenfalls die Fahigkeit von PNU-96179 untersucht, K ,;6.2/SUR2B-Kandein
der Ganzzellkonfiguration zu 6ffnen. Aber selbst 3 mM oder 10 mM MgATP in der Pipette
konnten die Kandle wéhrend der Dauer des Experiments nicht geschlossen halten (s. Kap. 4.2.1).
Fur diese Experimente wurde deshalb auf die CA-Konfiguration gewechselt. Abb. 42 zeigt den
Verlauf eines Experiments, bei dem 100 pM PNU-96179 eine Aktivierung von
13 %(Mittelwert:15,6 + 1,6; n = 6) bezogen auf die durch P1075 erzeugte maximale Aktivierung

erreichte, wahrend 10 uM keinen Effekt hatten. Zusammenfassend zeigen die Daten, dass
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Abb. 42  PNU-96179 6ffnet K,z6.2/SUR2B-Kanéle

Orginalspur eines Inside-Out-Patches. Nach dem HerausreiRen in M g* haltige L 6sung war
ein starker Rundown zu beobachten. 1 mM MQgATP konnten die Kanéle vollstandig
schlie3en. Bei zusétzlicher Applikation von PNU-96179 (100 uM) entwickelte sich ein
Strom, der durch GBC (3uM) reversibel gehemmt werden konnte.
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Abb. 41 PNU-96179 6ffnet K,z6.2/SUR2B-Kanéale in der cell-attached-Konfiguration
Orginalregistrierung eines Patches in der Cell-Attached-K onfiguration, bei der PNU-96179
(100 und 10 pM) und P1075 (0,1uM) appliziert wurden (siehe Balken). Das Haltepotential
betrug -50 mV, als Bad- und Pipettenlésung wurde K -Hepes verwendet (M essung bei 37°C).
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PNU-96179 ein Offner fir K ;6.2/SUR2B-K analeist, wenngleich auch mit niedriger Effektivitat
und Wirkstérke. Die Offnungseigenschaften wurden nicht weiter untersucht, da die
Kana 6ffnung ein Effekt ist, der fir Cyanoguanidine erwartet werden konnte.

Tab. 4.12 Vergleich der Effektivitat von von PNU-96179 bei der Offnung von K, ;6.2/SUR2B-
Kanalen in der Inside-Out-(1 mM MgATP) und Cell-Attached-Konfiguration

MgATP Pl;l_(L)J(;QGI\]/.rQ
Kanal Konfiguration (100 uM)
| p1075) (0,1 pM)
[mM] [%]
10 1 ca. 10 bis 20
K ,:6.2/SUR2B
CA ~ b* 156+ 1,6

* intrazelluldre Konzentration
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4.4 Kaliumkanal6ffner (KCOs)

Kaiumkanal 6ffner sind eine heterogene Gruppe von Substanzen. Zu Ihnen gehdren die
Cyanoguanidine, mit den bekanntesten Vertretern Pinacidil und P1075, die Benzopyrane
(Cromakalim und Rilmakalim), Benzothiadiazine (Diazoxid), Pyrimidine (Minoxidilsulfat),
Nikotinamidnitrat (Nicorandil) sowie als neuere Gruppe Dihydropyridine (A312110)
(Strukturformeln Kap. 1.2.4.1).

Um einen Effekt eines Kaliumkanal 6ffners sehen zu konnen, missen die Kanédle
geschlossen sein. Geschlossen werden die K ;6.2/SUR2x Kanédle mit Nukleotiden, vorwiegend
mit ATP, dessen physiologisch Konzentration in der Zelle 3-5 mM MgATP betrégt. Fur die
hochaffine Bindung der Kaliumkanal6ffner ist MgATP notwendig (Bray und Quast, 1992,
Schwanstecher et ., 1992b, Dickinson et d., 1997, L6ffler-Wal z und Quast, 1998). Weder Mg**
in der Abwesenheit von ATP noch ATP allein erméglichen die hochaffine Bindung
(Schwanstecher et al., 1998, Hambrock et ., 1998).

4.4.1 A312110 und P1075in der Gegenwart von MgATP

P1075 gehort zur Klasse der Cyanoguanidine. In meinen Experimenten wurde P1075 als
Vergleichssubstanz fur die Kanal 6ffnung verwendet. Die Substanz A312110 gehdrt zur Klasse
der Dihydropyridine und sie ist einer der ersten K, .-Kanal-Offner dieser Substanzklasse
(Gopalakrishnan et a., 2003).

P1075 und A312110 wurde in Inside-Out-Patches am K,;6.2/SUR2A und
K z6.2/SUR2B-Kanden in Gegenwart von 1 mM MgATP (s. Kap. 2.7.3) untersucht. Nach der
Blockade der Kandle wurden P1075 und A312110 in Konzentrationen von 0,01 uM bis 30 uM
appliziert. Nach dem Auswaschen der Substanzen und nachfolgenden Entfernen von MgATP
war wieder ein Strom sichtbar. Die Substanzgabe mit Ein- und Auswaschen von MgATP wurde
in bis zu drel aufeinander folgenden Pulsen in einem Experiment durchgefihrt.

In Abb. 43 ist ein Experiment mit A312110 exemplarisch dargestellt, das eine
Aktivierung des mit 1 mM MgATP geschlossenen Kanals zeigt. In diesem Experiment wurden
0,01, 0,2 und 1 uM A312110 verwendet. Die kleinste Konzentration (0,01 uM) zeigt nahezu
keinen Effekt, wohingegen 0,1 und 1 pM deutlich K ;6.2/SUR2A-Kanéle aktivieren. In Abb. 44
wird die Konzentrationswirkungskurve von A312110 im Vergleich mit P1075 an K ;6.2/SUR2x
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Kandlen dargestellt. Die Parameter sind in der Tabelle 4.9 zu finden. A312110 und P1075
konnen alle Kanaltypen mit ziemlich dhnlicher Wirksamkeit aktivieren (ca. 50 nM). Die beiden
Substanzen unterscheiden sich hinsichtlich ihres maximalen Effekts. P1075 besitzt eine etwa
20-30 % grofiere Effektivitét (Amplitude) als A312110. In der maximalen Wirkung gibt esauch
Unterschiede zwischen den Kanaltypen. Bezieht man die maximale Wirkung der Offner am
K,z6.2/SUR2B auf die maximale Wirkung am K,;6.2/SUR2A, die auf 100 % gesetzt wurde, so
ergibt sich eine Effektivitdt von 170 + 21 % fir A312110 und 184 + 12 % fur P1075 .
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Abb. 43 A312110 6ffnet K,z6.2/SUR2A-Kanéle
Die Spur zeigt die Aktivierung von K 36.2/SUR2A-K anélen im I nside-Out-Patch durch
A312110. Nach dem HerausreifRen in nukleotidfreie L 6sung entwickelte sich ein Strom,
der durch die Perfusion mit MgATP (1 mM) im wesentlichen aufgehoben werden
konnte. Damit konnte gezeigt werden, dass das ein Strom durch den K 4rp-Kanal ist.
A312110 (schraffierte Balken) wurde in Anwesenheit von MgA TP (schwarzer Balken)
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Tab. 4.13 Darstellung der Parameter der KCO's P1075 und A312110 beim geschlossenen Kanal.
Konfigu- P1075 A312110
Kanal _
ration IC,, Ny A 1Cs, Ny A

K 6.2 [uM] [%] [kM] [%]

"7 Inside-Out- 0,058 1fix 632 0,058 1fix 51+5
SUR2A

(0,035;0,096) (0,025; 0,137)
K z6.2/ . 0,044 1fix 116+9 0,049 1fix 87+9
Inside-Out-

SUR2B (0,017 ; 0,116) (0,019; 0,123)

Der Hillkoeffizient wurde auf n,, = 1 festgesetzt
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Abb. 44 Konzentrationswirkungskurve der aktivierenden Wirkung von A312110
und P1075 an K,z6.2/SUR2x Kanélen

(A) K\g6.2/SUR2A, (B) K|z6.2/SUR2B. Die Daten wurden aus Experimenten, wie sie
in Abb. 43 zu sehen sind erstellt. Der durch den Kaliumkanal 6ffner-vermittelte Strom
wurde auf den Strom in Abwesenheit von MgATP und vor einsetzendem Rundown
bezogen. Die Konzentrationswirkungskurven wurden mit n, = 1 bestimmt. Pro
Datenpunkt wurden 3 bis 12 M esspunkte verwendet.

4.4.2 P1075in Anwesenheit von 1 und 10 mM MgATP

In einigen wenigen Experimenten wurde die Aktivierung desK ;6.2/SUR2B Kanals, der

der empfindlichste K ,,.-Kanal Subtyp fiir die Aktivierung durch Offner ist, durch P1075 in
Anwesenheit von 10 mM MgATP untersucht und mit der Aktivierung bei 1 mM MgATP

verglichen. Bel diesen Experimenten sollte die Aktivierbarkeit von P1075 in Gegenwart von
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10 mM MgATP untersucht werden; zum Vergleich, in einer nativen Zelle liegt die MgATP-
Konzentration zwischen 3und 5 mM MgATP.

Es wurden eine hohe (1 uM) und eine saturierende (10 pM) P1075 Konzentration
gewéahlt. Die Kandle wurden fir 1-2 Minuten mit 10 mM MgATP geschlossen und durch P1075
in Anwesenheit des Nukleotids fur 5 Minuten versucht zu aktivieren. MgATP wurde eine
Minute ausgewaschen und nach einer erneuten Stromentwicklung wurde der Zyklus erneut
gestartet, nun aber in Anwesenheit von 1 mM MgATP. Die Reihenfolge der ATP
Konzentrationen wurde bei einigen Experimenten vertauscht.

Wurde 1 pM P1075 verwendet, so konnten die mit 1 mM MgATP blockierten Kanéle
jedesmal aktiviert werden, wéahrend in einem von einem Experiment mit 10 mM MgATP keine
Kanal aktivierung beobachtet wurden. Die Aktivierung durch 10 uM P1075 in Anwesenheit von
10 MM MgATP war nur in 44 % der Falle zu sehen, wéhrend in 56 % der Falle der Kanal nicht
aktiviert werden konnte. Die Aktivierung in Anwesenheit von 1 mM MgATP war immer
prominent vorhanden. Die Aktivierung schien nachmittags vermehrt aufzutreten. Das kénnte an
der Hydrolyse des ATP liegen, da es den ganzen Tag Uber bei Raumtemperatur (24°C)
aufbewahrt wurde. Dieses Phanomen ist jedoch nicht weiter untersucht worden. Die Aktivierung
durch P1075 in Anwesenheit von 10 mM MgATP war aber niemals hoher als 5 %.

Tab. 4.14 Haufigkeit der Aktivierung von P1075in Gegenwart von 1 mM oder 10 mM MgATP bel RT

Konfigu- ale
Kanal _ MgATP P1075 Responder .

ration Experimente

[mM] [uM ] n n

_ 1 2 2

Kz6.2/SUR2B Inside-Out- 1

10 4 4

Kz6.2/SUR2B Inside-Out- 10 1 0 1

10 3 7
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4.5 K ,p-Kanaltffnung durch K ,;p-Kanaloffner in Abwesenheit

von M g**

Es stellte sich die Frage, ob K, --Kanal6ffner in Abwesenheit von Magnesium
Kz6.2/SUR2B K, -Kanden Kande aktivieren kénnen. Es sollten die Unterschiede bel
verschiedenen K ,;.-Kanal-Offner, unabhéngig von der ATP Hydrolyse, untersucht werden. Fiir
diese Untersuchungen wurde als Kanal-Rezeptor ausschliefdlich der SUR2B verwendet, der
SUR-Subtyp, der die hochste Affinitét fir die K ,,.-Kanal-Offner mit Ausnahme vom Diazoxid
besitzt (D'hahan et a., 1999, Matsuoka et a., 2000). Als Kanaleinheit fungierte der K,;6.2, der
im Gegensatz zum K ;6.1 besser in Inside-Out-Patches zu untersuchen ist. Fur die
Offneruntersuchungen wurden in unserem Labor typische Vertreter der einzelnen
Substanzklassen (P1075, Rilmakalim, Diazoxid, Nicorandil und Minoxidilsufat) in Mg - freier
Ldsung (Pipe- Mg) untersucht (Strukturformeln Kap. 1.2.4.1). Die Substanzen wurden in der
Inside-Out-Konfiguration in Anwesenheit von ATP, dass den Kanal geschlossen hielt, getestet.

45.1 P1075

Ausgehend von vorliegenden Ergebnissen mit P1075 und Rilmakalim habe ich weitere
Messungen mit P1075 und weiteren Offnern durchgefiihrt (Russ et al., 2003). Bei der
Untersuchung von P1075 wurde die Nukleotidempfindlichkeit in magnesiumfreier Losung
untersucht. Dafr wurdein ein und demsel ben Patch P1075 in Anwesenheit von 0,1 mM, 1 mM
und 10 mM ATP gegeben. Wie aus Abb. 45 zu sehen ist, kann nach einer Stromentwicklung der
Kana sowohl durch 0,1 (99 % Block) als auch durch 1 mM ATP (100 % Block) wirksam
geschlossen werden. Mit P1075 (1 uM) wird eine Stromsteigerung in Anwesenheit von 0,1 mM
ATP am Kz6.2/SUR2B auf ca. 200 % des Stroms in Abwesenheit von ATP in diesem
Experiment erzielt. Tauscht man die 0,1 mM ATP Lésung gegen eine 10 mM ATP-Losung aus,
so wird die P1075 Aktivierung vollstandig aufgehoben. Nach dem Auswaschen steigt der Strom
wie erwartet an. Diese Aktivierung durch 1 uM P1075 (bei 0,1 mM ATP) und die nachfolgende
Blockade (bei 10 mM ATP) wird mit nachfolgendem Auswaschen noch zweimal wiederholt.
Dabei wurde durch die P1075 Applikation bezogen jeweils auf den Strom davor

eineStromsteigerung von 109 %, 139 % und 150 % erreicht. Der Rundown schwankte in
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Abb. 45 Aktivierung von K;z6.2/SUR2B-Kanalen durch P1075 in Abwesenheit
von Mg®

Orginal spur eines | nside-Out-Patches nach dem Herausreissen in M g** freie L 8sung.
ATP (1 mM) hemmt den Kanal vollstéandig und reversibel. Die Kanéle wurden mit
0,1 mM ATP gehemmt und durch die Zugabe von 1 pM P1075 aktiviert. Durch
10 mM ATP wird die Aktivierung von P1075 aufgehoben.
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Abb. 46  P1075 benétigt kein Mg? um K,56.2/SUR2B-Kanale zu aktivieren

In diesem 10-Patch kann 1 mM ATP die Kanéale schlieRen. GBC hemmt wie ATP
auch die Kandle. 0,1 mM ATP hemmen den Strom ebenso fast vollstdndig. Bei
Zugabe von P1075 findet eine Aktivierung statt, die mit GBC reversibel ist.
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nukleotidfreier Lésung von 4 bis 17 % und in Gegenwart von ATP und P1075 betrug er 10 %
und verschwand wéahrend der beiden anderen P1075 Applikationen vollstandig.

In Abb. 46 wurde der Effekt von Glibenclamid auf einen mit P1075 aktivierten Kanal
untersucht. Dazu wurden in einem Experiment zwei Kontrollen durchgefihrt. Erst wurde der
Strom mit 1 mM ATP blockiert und nach dem Auswaschen erneut mit 1 uM Glibenclamid
gehemmt. Nach erneutem Auswaschen wurden die Kandle mit 0,1 uM ATP blockiert und
danach mit P1075 (10 uM) aktiviert. Diese Aktivierung konnte durch die Gabe von
Glibenclamid gehemmt werden. Nach dem Auswaschen war wieder ein ATP empfindlicher

Strom zu sehen.

45.2 Nicorandil, Minoxidilsulfat, Diazoxid

Nicorandil, Diazoxid und Minoxidil wurden in Anwesenheit von 0,1 mM ATP
untersucht. Zur Kontrolle war in jedem Experiment P1075 (100 uM) verwendet worden.

Nicorandil zeigte bel 100 uM kaum Aktivierung, wahrend bei 1000 uM die Aktivierung meist
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Abb. 47 P1075 und Nicorandil kénnen in Abwesenheit von Mg?
K r6.2/SUR2B-Kanéle aktivieren

Nach dem HerausreifRen entwickelt sich ein Strom, der mit ATP (1 mM; schwarzer
Balken) blockiert werden konnte. Nach dem Auswaschen und erneuter partieller
Blockade durch 0,1 mM ATP (gekreuzter Balken) wurde im ersten Puls P1075
(100 pM), im zweiten Nicorandil (1000 uM) appliziert. Bei beiden Substanzen ist
eine prominente Aktivierung zu sehen.
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deutlich zu sehen war. Abb. 47 zeigt als Beispiel einen Inside-Out-Patch, bei dem nach einer
ATP Kontrolle (1 mM) und einem P1075 Pulsin Gegenwart von 0,1 uM ATP 1000 uM
Nicorandil eine deutliche Aktivierung zeigte (ca. 65 % des Effekts von P1075).

Diazoxid (300 uM) war weniger effektiv und gab in 63 % der Experimente keine
Antwort. Aus diesem Grund wurde Diazoxid in An- und Abwesenheit von Mg untersucht
(Abb. 48). Zusétzlich wurde zu den ATP (100 uM) noch ADP (100 uM) hinzugefugt. In
Abwesenheit von Mg?* war der ATP/ADP-Block vollstéandig und Diazoxid (300 pM) zeigte
keinen Effekt. Nach dem Auswaschen mit Mg?*-haltigem Puffer wurde der Strom wieder mit
ATP/ADP blockiert. In deren Anwesenheit zeigte Diazoxid eine grof3e Aktivierung. Nachdem
Mg? wieder entzogen wurde, hatte Diazoxid keinen Effekt. In diesem Experiment (Abb. 48)
konnte auch gesehen werden, dass die StromgrolRein Mg -haltiger Losung um ~50 % reduziert
war gegeniiber Mg**-freiem Puffer. Der MgATP/MgADP Block war in Anwesenheit von Mg?

wie erwartet | eicht verschlechtert. In der magnesiumhaltigen Losung liegt 0,7 mM Mg? frei vor.

L T S
weme H e W s
0 hg®' fee RN AR RRRRNRREEE hig* free
- I. e ADP 4 ATP
L |:| lj
=200 A s M':zz-“'
a3 mmm | mhd ATP
=400
ﬂ:& —EIZIIII—_
_Y.l_:: -a00 —_
-1000
-1200 5 \/‘ u
1400 - W W
B I ! I 1 I ! I ! 1 ! I 1 I 4 1
0 1 2 3 ) 4 ] B 7
Zeit [Min]
Abb. 48  Aktivierung des K,z6.2/SUR2B durch Diazoxid in An- und Abwesenheit
von Mg

Orginalspur eines |O-Patches. Eine Mischung aus ADP/ATP (je 0,1 mM; gekreuzter
Balken) blockt den Kanal in M g*-freier L6sung. Diazoxid (300 uM) zeigt dabei keine
Aktivierung von K ,p-Kanélen. Nach dem Auswaschen entwickelte sich ein Strom, der
mit ATP(1 mM ; schwarzer Balken) inhibierbar ist. Beim Auswaschen mit M g?*-haltiger
L 6sung sinkt der Strom um ~50 %. Dieser wird mit ADP/ATP gehemmt. Nach Zugabe
von Diazoxid entwickelt sich ein grofRer Strom, der nach dem Auswaschen wieder auf das
Ausgangsniveau unter Mg?" absinkt. Bei erneuter Applikation von 1 mM ATP in Mg?
freier Losung, erneutem Auswaschen und nachfolgendem Block durch ATP/ADP war
nach Zugabe von Diazoxid kein Effekt zu beobachten.
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Mg? kann in dieser Konzentration in Inside-Out-Patch eine partielle Hemmung des Stroms
erzeugen. In Abb. 48 wird bei einem Haltepotential von -50 mV der Auswaértsstrom in

symmetrischem Kalium (140 mM) durch diese Hemmung bel K ;6.2/SUR2A-Kanden reduziert.
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Abb. 49 Diazoxid und Minoxidil-Sulfat aktivieren K z6.2/SUR2B-Kanéle

ATP hemmt die Kanéle. In Anwesenheit von 0,1 uM ATP werden P1075, Diazoxid und
Minoxidil-Sulfat gegeben. Eine prominente Aktivierung ist mit P1075 zu sehen; Diazoxid
und Minoxidilsulfat (300 uM) zeigen eine sehr schwache bzw. keine Aktivierung.

Abb. 49 zeigt eine Beispielspur, bei der P1075 (100 uM), Minoxidilsufat (300 uM) und
Diazoxid (300 pM) in einem Experiment eingesetzt wurden. Die KCOs Diazoxid,
Minoxidilsulfat und P1075 wurden in Anwesenheit von 100 uM ATP untersucht.
Minoxidilsulfat zeigte nur eine sehr kleine oder keine Antwort. Diazoxid war etwas wirksamer.
Da die Offnereffekte sehr starken Schwankungen unterlagen, wurden diese in 3 Gruppen
eingeteilt. Die Unterteilung erfolgte in Experimente mit einer grof3en, einer kleinen und ohne
Aktivierung des durch ATP geschlossenen Kanals. Die Tab. 4.15 zeigt die Daten der
Experimente und fasst die Wirkung in Abwesenheit von Mg* an K,;6.2/SUR2B-Kandlen

zusammen, woraus sich folgende Rangfolge fiir die Potenz der Offner ergibt:

P1075 > Rilmacalim = Nicorandil > Diazoxid > Minoxidilsulfat
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Tab. 4.15 Aktivierung von K, ;6.2/SUR2B-Kanalen durch KCOsin Abwesenheit von Mg**

KCO (uM) Antwort Gesamtzahl

lco grof3 klein ohne der Patche

(<5%) 0)

(%) (n) (n) (n) (n)
P1075 (10) 31,4+23 26 1 - 27
Rilmakalim (10) 184+ 28 9 2 - 11
Nicorandil (100) 6 1 1 1 3
Nicorandil (1000) 205+49 8 1 - 9
Diazoxid (300) 11,7+4,1 3 3 10 16
Minoxidilsulfat (300) - - 3 4 7

Der Strom der durch die Kaliumkanal6ffner erzeugt wurde, war in Anwesenheit von 100 pM ATP
gemessen worden. Fur die Ermittlung des |, ., wurden die , groRen” Antworten verwendet.
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46 DIDS

In [*H] Glibenclamid Radioligandbindungsstudien an Membranen von HEK 293-Z¢llen,
die SUR2B expremiert haben, konnte gezeigt werden, dassMgATP dieK - Wertefir DIDS, ein
Stilben, von 17 auf 3,2 nM verschiebt. Das bedeutet, dass die DIDS Bindung am SUR2B postiv
allosterisch mit der MgATP-Bindung verkniipft ist, was typisch fir K,,.-Kanal-Offner ist
(Hambrock et al., 1998). Auf Grund dieser Beobachtung habe ich die Offnereigenschaften von
DIDS in Inside-Out-Patches am K,;6.2/SUR2B untersucht.

Aus Untersuchungen in Inside-Out-Patchen von Ljiljana Gojkovic-Bukarica, die in
unserem Labor Gastwissenschaftlerin gewesen ist und vor alem den Block und die Mg*-
Abhéngigkeit des DIDS-Effekts auf verschiedene Typen der K ,;-Kanéle elektrophysiologisch
untersucht hat (Gojkovic-Bukarica et al., 2002c) und mir, ging hervor, dass die grofite
Aktivierung der K ,;,-Kanale bei 30 bis 100 nM DIDS zu finden ist (Lange et al., 2003).

Ausgehend von diesen Erkenntnissen habe ich die Aktivierung durch DIDS untersucht.
Die K z6.2/SUR2B-Kand e wurden daflr fur ein bis funf Minuten mit 1 mM MgATP (s. Kap.
2.7.3; vgl. Kap. 4.1.1) geschlossenen. Nach ein bis drei Minuten wurde DIDS wieder aus der
MgATP-Losung entfernt. MgATP wurde dann ebenfalls nach weiteren ein oder zwei Minuten
ausgewaschen und danach der Maximalstrom bestimmt. DIDS wurde vorwiegend in einer
Konzentration von 100 nM verwendet. Ein typisches Experiment zeigt Abb. 50.

Die Auswertung der ,DIDS-Experimente” erfolgte analog wie bei den anderen K ;-
Kanal Offnern. Als obere Grenze (I = 100 %) wurde der Maximalstrom vor Einsetzen des Run-
down verwendet. Alsuntere Grenze (I = 0 %) wurde der Strom in Gegenwart von 1 mM MgATP
unmittelbar vor der DIDS Applikation verwendet. Der DIDS Effekt, d.h. die Stromsteigerung
durch DIDS, wurde am Ende der DIDS-Applikation, vor dessen Auswaschen durch MgATP,
gemessen. Wurden mehrere DIDS Applikationen in einem Experiment vorgenommen, wurde der
DIDS Effekt immer auf den vorangegangen Maximalstrom und den Strom in Anwesenheit von

ATP unmittelbar vor der entsprechenden DIDS Applikation bezogen.
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Abb. 50 Beispielspur eines Experiments mit DIDS

In ATP-freier Ldsung ist sofort ein Strom sichtbar, der aber durch mehr oder weniger starken
Rundown reduziert wird. ATP blockiert diesen Strom sofort und fast vollstéandig (schwarze
Balken). In ATP-freier L&sung ist dann ein Strom sichtbar, der ungefahr dem Ausgangswert
entspricht, d.h. der Rundown wurde durch ein Refreshment der Kanéle aufgehoben. Nach
erneuter MgATP-Gabe wurde 0,1 pM DIDS appliziert. Es entwickelte sich spontan ein
hoherer Strom durch den mit ATP blockierten Kanal. Nach dem Entfernen von DIDS aus der
ATP-L6sung sank der Strom wieder auf den Wert von MgATP vor der DIDS Applikation ab.
Nach dem Auswaschen von MgATP entwickelte sich erneut ein Strom der wieder mit MgATP
gehemmt werden konnte. DID S konnte auch im zweiten Pulsdie K anéle aktivieren. Nach dem
Auswaschen von DIDS ging der MgA T P-Block aber nicht wieder auf das A usgangsniveau vor
der DIDS Applikation zurtick. Erst nach nochmaligen Auswaschen von ATP und erneuter
Gabe wurde der Block wieder verbessert.

Bel den DIDS-Experimenten konnte beobachtet werden, dass in 35 % der Experimente
keine Aktivierung durch 0,1 uM DIDS vorhanden war. In 65 % der Experimente war eine
Aktivierung zu beobachten, wobel der DIDS-Effekt in den einzelnen Experimenten von
1 bis 75 % schwankte. Abb. 51 fasst alle Experimente zusammen. Berechnet man den Median
der Aktivierung durch DIDS bel allen 163 Experimenten, bei denen sowohl Non-Responder al's
auch Responder berticksichtigt wurden, betragt dieser vier Prozent. Die Responder aleine
betrachtet geben einen Median der Aktivierung von acht Prozent (s. Tab. 4.16).
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Tab. 4.16 Darstellung der Aktivierung durch DIDS (Median | (%) vom Maxiamalstrom (I xrp)) an
K ,z6.2/SUR2B-Kanélen

alle Experimente nur Responder
Anzahl 106 + 57 = 163 106
, 4 8
Median (0;34) (2:49)

Das unten angegebene Intervall gibt die5 % und 95 % V erteilungsgrenzen (in Klammern dargestelIt) der
Messwerte an (vgl. Abb. 51)

Bei einer deutlichen DIDS-Aktivierung konnte auch ein zweiter DIDS Puls die
K e~ Kandle stimulieren. Werden die Experimente, in denen ausschlief3lich DIDS-Doppel pulse
verwendet werden, zur Auswertung herangezogen, so ist die Aktivierung in der zweiten Gabe
eines Experiments signifikant kleiner als bel der ersten DIDS Applikation (Abb. 52). Der
Median betragt fur die erste DIDS-Applikation sechs, fur die zweite DIDS-Applikation vier
Prozent (p = 0,021; n = 47).

Abb. 51 Streuung der DIDS Aktivierung

Auftragung aller Einzelwerte und der M ediane der ersten K analaktivierung durchDIDS
bei Experimenten mit K,z6.2/SUR2B. Die Werte streuen von 0 bis 75 %. In 106
Experimenten ist eine aktivierende Wirkung von DID S auf K ,p-Kanéle zu beobachten,
57mal zeigt DIDS keine Wirkung auf den Kanal. Im Box-Plot sind alle Experimente
(graue Box, Median 4 %) dargestellt. Bei der ausschlief3lichen Beriicksichtigung der
Responder (weil3e Box) betragt der Median 8 %. Die Dreiecke geben das 5 % bzw.
95 9% Niveau der Streuung an. Die Linie, die die Box teilt, reprasentiert den M edian.
Die Fehlerbalken, die durch senkrechte Linien mit der Box verbunden sind, zeigen die
10 % und die 90 % Grenze an. Die Grenzen des oberen und unteren Rand der Box
stellen das 25 % und das 75 % Niveau dar.
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Abb. 52 DIDS Applikation im 1. und 2. Puls
Bei der Applikation von DIDS in zwei
aufeinanderfolgenden Pulsen betragt der Median
im ersten Puls 6, fir den zweiten Puls 4 %. Dieser
Unterschied ist signifikant. Box-Plot dargestellt
wie Abb. 57 (n=47).

Um zu Uberprifen, ob die Aktivierung tber den K ;6.2 oder den SUR2B vermittelt
wurde, wurden in unserem Labor DIDS-Experimente am K ;6.2 DC26 durchgefuhrt. Der K,;6.2
DC26 hat im Gegensatz zum Wildtyp-K ;6.2 die Eigenschaft, auch ohne SUR in die Membran
eingelagert zu werden und funktionelle Kanédle zu bilden (vgl. Kap. 1.2.3.1). Dabel zeigte sich,
dass es in Inside-Out-Patchen keine Aktivierung des mit 1 mM MgATP geschlossenen Kanals
gab. Bel der Verwendung von K,;6.2 DC26/SUR2B konnte genauso wie beim K,;6.2/SUR2B
eine Aktivierung durch DIDS beobachtet werden (Abb. 53 ).

Um die Aktivierung durch DIDS sehen zu kénnen, miissen die K ,,-Kanéle geschlossen
werden. Dafir wurde, wie schon vorher erwéhnt, ATP in Gegenwart von Mg? in einer
Konzentration von 1 mM verwendet. Die Hemmwirkung von ATP wird jedoch meist mit der
Zeit geringer. Zum anderen ist die Anwesenheit von Mg* dafUr verantwortlich, dass der Block
geringer wird. Auf diese beiden Aspekte wurde die DIDS Aktivierung hin untersucht; erstens,
die Einwirkdauer von MgATP, und zweitens, der Verminderung des MgATP-Blocks mit
zunehmender Applikationsdauer des Nukleotids. Im Hinblick auf die sehr variable Aktivierung
durch DIDS habe ich hier zwel Aspekte auf eine Korrelation untersucht. Zum einen kénnte die
Zeit, die MgATP vor der DIDS Applikation auf den Kanal eingewirkt hatte, eine Rolle spielen,
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Abb.53  DIDS aktiviert auch K,z6.2 DC26/SUR2B
DIDS aktiviert den mit 1mM MgATP geschlossenen K 6.2 DC26/SUR2
Kanal. Im ersten Puls erreicht die Aktivierung 12 %, im zweiten Puls 6 %.
Der Strom nach der ersten DIDS Applikation in ATP-freiem Medium ist
durch Refreshment héher als zu Beginn des Experiments.

zum anderen konnte auch in dem entsprechenden Patch die nachlassende Effizienz des 1 mM
MgATP-Blocks von Bedeutung sein.

Zuerst mochte ich auf die Lange der MgATP-Applikation eingehen. Bei den DIDS
Experimenten wurde in unterschiedlichen Serien die Lange desMgATP Vorlaufsvariiert. In der
ersten Serie betrug der MgATP Vorlauf eine halbe oder eine Minute, in den folgenden meist
drei, teilweise aber auch funf Minuten. In Abb. 54 wurden die Daten, der unterschiedlichen
Serien aufgetragen. Die Daten sind fir alle Experimente und nur fir die Responder dargestellt.
Eine Anova-Analyse der Daten ergab bei Betrachtung der Responder fir die Vorlaufzeiten der
ATP-Applikation bezogen auf die Aktivierung durch DIDS keine Unterschiede (p = 0,310). Bei
der Betrachtung von allen Werten ergab die Anova Unterschiede, die aber durch einen weiteren
Test (Dunn's Method) nicht bestétigt wurde. Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden,
dassdie ATP-Vorbehandlungsdauer nicht mit der Grof3e der Aktivierung durch DIDS korreliert
ist.
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Tab. 4.17 Einfluss der MgATP-Vorinkubationsdauer auf die Aktivierung durch DIDS bei
K ,z6.2/SUR2B-Kanélen

ATP Vorlauf [Min] 0,5 1 2 3 5

dle R dle R dle R dle R dle R

Median [%] 0 5 5 9 9 9 4 85 0o 4

Anzahl [n] 5 1 51 35 13 11 83 54 5 2
alle (alle Experimente); R (Responder)

?EI—- —3 R+HMR
—— R

| T
o i =

0.5 1 2 3 5
MgATP vor DIDS-Applikation [Min]

Abb. 54 Grole des MgATP-Block vor der DIDS Applikation bezogen auf die
Aktivierung durch DIDS

Aufgetragen wurde die Aktivierung durch DIDS bei unterschiedlichem MgATP-
Vorlauf. Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied bei der unterschiedlichen
LéngedesVorlaufsvon MgA TP auf die Aktivierung von K ,r-Kanélen durch DIDS.

Im Folgenden méchte ich die Grofe des MgATP-Blocks der K ,;,-Kandle in Beziehung
zur Aktivierung durch DIDS setzen. Vergleicht man die Grofe der Hemmung des mit
1 mM MgATP blockierten Kanals unmittelbar vor der DIDS A pplikation mit dem DIDS Effekt,
so scheint es einen Trend zu geben, dass je schwacher der MgATP-Block ist, umso grof3er die
Aktivierung durch DIDS st (Tab. 4.18) Durch das Nachlassen des MgATP-Blocks mit der Zeit
war dessen Verlauf deutlicher zu erkennen sowie dessen Extrapolation leichter durchzufhren
und die Wirkung durch DIDS besser zu sehen. Es &3t sich also Folgendes feststellen: Obwohl
die DIDS Aktivierung bei schwécher werdendem MgATP-Block scheinbar zunimmt, gibt es
keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich der einzelnen Werte untereinander. Eine

Anova-Analyse ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede.
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Tab.4.18 Aktivierung der K ;6.2/SUR2B-Kanéle durch DIDS bei unterschiedlicher Hemmung der
Kanaledurch 1 mM MgATP

MgATP-Block <70% <80 % <90% <100% 100 %
Median [%]

DIDS[0,1 uM] 18 75 6 55 2
Anzahl [n] 13 20 30 58 56

Eine weitere Beobachtung in dem Zusammenhang mit DIDS und dem Ausmal3 des ATP-
Blocksist folgende. Betrachtet man den MgATP-Block vor und nach einer DIDS-Applikation,
S0 ist zu beobachten, dass nach der DIDS Gabe der MgATP-Block manchmal geringer ist a'svor
der DIDS-Applikation. Nach kurzer Zeit in ATP-freiem Puffer hat der MgATP-Block oft wieder
das Ausgangsniveau erreicht (Abb. 53).

Eine weitere interessante Frage ist, ob DIDS, im Gegensatz zu anderen K, .-
Kanalblockern (vgl. Kap. 4.2), in Anwesenheit von hohen MgATP Konzentrationen noch
wirksam ist. Es wurden K z6.2/SUR2B-Kandle mit 10 mM MgATP gehemmt und DIDS
zusétzlich appliziert. Dabei konnte auch bel diesem starken Block in 66 % der Experimente eine
Offnung der Kandle gesehen werden. Das gleiche Ergebnis wurde mit 1 mM DIDS erziehlt
(Tab. 4.19). Der Median der Aktivierung durch DIDS in 10 mM MgATP betrug 1 % (0; 4), in
1 mM MgATP 3 % (0 ; 11). Diese Werte unterscheiden sich nicht signifikant voneinander
(p=0,309) (Abb. 55).

Tab. 4.19 Aktivierung von K ;6.2/SUR2B-Kanalen durch DIDS in Gegenwart von 1 mM und

10 MM MgATP
Experimente 1mM MgATP 10 mM MgATP
Median Anzahl Median Anzahl
[%0] n [90] n
ale 35 9 1 9

Responder 3 6 1 6
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Abb. 55 DIDSbei 1 und 10 mM MgATP
Dargestellt wurden die Aktivierung durchDIDS
bei einem mit 1 und 10 MM M gATP blockierten
Kanal (graue Boxen alle Daten, weil3e Boxen
Responder) (Daten siehe Tabelle 4.15)

Wie der Block durch ATP schwankte auch der Rundown in diesen Experimenten sehr
stark, d.h. von kaum messbar bis nahezu 80 % Stromreduktion pro Minute. Wegen dieser
starken Schwankungen wurde tberpruft, ob der Rundown einen Einfluss auf die Aktivierung
durch DIDS hat. Wie aus Abb. 56 deutlich wird, ist das aber nicht der Fall. Auf Grund der
unregelméalligen DIDS-Antwort wurden verschiedene Parameter verandert. Da DIDS
lichtempfindlich ist, wurde in einigen Experimenten ein Vergleich mit DIDS unter
Lichtausschluss und unter Lichteinfluss durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Wirksamkeit
von DIDSbei Licht nicht schlechter als beim Ausschlussvon Licht war. Alsweitere Behandlung
wurde die verdunnte Losung vor den Experimenten fur 10 Minuten mit Licht von 254 nm oder
360 nm oder mit Rotlicht das ganze Experiment tber bestrahlt. Durch die Bestrahlung war keine
signifikante Verbesserung der Aktivierung von DIDS festzustellen. Zu den weiteren variablen
physikalischen Parametern zéhlte die Temperatur, die von 22°C (normale RT im Labor) auf
27°C (RT im Sommer im Labor) angehoben wurde. Auch dadurch konnte keine
Wirksamkeitsverstérkung bzw. eine regelmalligere Wirkung durch DIDS gesehen werden.
Temperaturveranderungen in der Losung kénnen zu einem Schwanken des pH-Wertes fuhren.
Aus diesem Grund wurde der pH-Wert in der Ldsung von pH 7,2 auf pH 7,0 abgesenkt und auf
pH 7,4 angehoben. Diese Verénderung hatte auch keinen Einfluss auf die Frequenz und die
GrofRe des DIDS Effekts.
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Abb. 56 Zusammenhang von Rundown und der Effektivitat von DIDS
Auftragung des Rundowns in Prozent reprasentiert durch den Reststrom nach einer
Minute bezogen auf die Aktivierung von K ,rp-Kanéle durch DIDS. Der Reststrom
wurde in Gruppen von < 20 % bis 100 % Reststrom eingeteilt. Dabei zeigte sich, dass
die Daten sich nicht signifikant voneinander unterscheiden.

4.6.1 DIDSund Lipide

Um den Mechanismus der K,;--Kanalaktivierung durch DIDS aufzukl&ren, wurden
weitere Experimente durchgefihrt. Phosphorylierungen spielen bei der Regulation der K ,1p-
Kandle eine wichtige Rolle Hilgemann, 1997. Durch die Bildung von Phospholipiden,
insbesondere von PIP,, wird die Kanal aktivitét gesteigert und die ATP-Empfindlichkeit gesenkt
(Song und Ashcroft, 2001a, Baukrowitz et al., 1998, Shyng et al., 2000). Durch den Einsatz von
Phosphokinaseinhibitoren, vor allem von PI-3 und PI-4 Kinaseinhibitoren wie LY -294002 und
Wortmannin, kann die Bildung hoéher phosphorilierter Phospholipide durch partielle
Phosphorylierung nicht mehr stattfinden. Durch die Hemmung der Phosphorylierungen der
Phospholipide durch PI-3-Kinase-Inhibitoren wird dann die Verschlechterung des MgATP-
Block im Laufe der Zeit verhindert. Gleichzeitig wird der maximale Strom vermindert, der
Kana Rundown und die ATP-Empfindlichkeit gesteigert. Es stellte sich die Frage, ob DIDS
Uber elne Hemmung der Phosphorylierungen die Kanalaktivitdt erhdht. Wenn DIDS die
Phosphorylierung an den Phospholipiden beguinstigt, sollte der Effekt der Aktivierung der K ;-
Kanéle durch DIDS unter dem Einfluss von Phosphokinaseinhibitoren wie LY -294002 oder

Wortmannin nicht mehr auftreten.



4 Ergebnisse 117

Nach den Daten von Song und Ashcroft, 2001a, kommt es beim Einsatz von PI-3-
Kinasainhibitoren zu keiner Verschlechterung des MgATP-Blocks mit der Zeit. Durch die
Verhinderung der Lipid-Phosphorylierungen sollten nun auch kleine DIDS-Effekte zu
beobachten sein.

Die Experimente mit LY -294002 und DIDS wurden immer mit 1 mM MgATP zur K 51
Kanalhemmung durchgefihrt (Abb. 57). Nach der Kanalblockade mit MgATP wurde
LY-294002 zu der Nukleotidl6sung hinzugefiigt und im néchsten Schritt DIDS hinzugegeben.
Nach der DIDS-Applikation wurden die Ldsungen in umgekehrter Reihenfol ge ausgewaschen.
Nach dem erneuten Waschen mit Puffer wurden die Kandle mit MgATP blockiert und die
Wirkung von DIDS mit dem Standard-Protokoll Uberprift. Zur Auswertung wurden
ausschliel3lich Experimente herangezogen, bei denen Doppelstimulationen von
DIDS/LY-294002 und DIDS durchgefihrt wurden.
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Abb. 57 Beispielexperiment fur LY/DIDS und DIDS in einem
Experiment

Nach der Entwicklung eines Stroms und starkem Rundown wurde LY -
294002 zugesetzt (langsgestreifte Balken). Der sich entwickelnde Strom
wurde mit 1ImM MgATP (schwarze Balken) gehemmt. Nach dem
Auswaschen von MgATP stieg der Strom spontan wieder an, um rasch
wieder abzunehmen. Der verbliebene Strom wurde mit MgATP gehemmt.
DIDS (quergestreifte Balken) wurde zuséatzlich appliziert, wodurch eine
leichte Steigerung der Kanalaktivitat zu beobachten war. Nach dem
Auswaschen von DIDS sank die Kanalaktivitat. MgATP wurde
ausgewaschen, LY wurde ausgewaschen und erneut mit MgATP der Kanal
blockiert. Nach einer erneuten DIDS Gabe entwickelte sich ein Strom, der
durch Entfernen von DIDS wieder absank. Nach dem Auswaschen von
MgATP stieg der Strom wieder auf den Wert vor der MgATP Applikation.
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Der MgATP-Block unter dem Einflussvon LYY -294002 wurde teilweise schon durch den
PI-3 Kinaseinhibitor selber veréndert. Somit zeigten sich bei den Experimenten durch
LY-294002 eine Stromsteigerung im Durchschnitt um 1 % (0 ; 27) (Median). Der Verlust des
MgATP-Blocks war jewells geringer as ohne den PI-3-Kinaseinhibitor, aber im Gegensatz zu
den Ergebnissen von Song und Ashcroft, 2001a, mit SUR2A noch deutlich sichtbar (Abb. 57).

Wurde der PI-3-Kinaseinhibitor im ersten Puls zusammen mit DIDS und MgATP
gegeben, konnte keine signifikant (p = 0,098) geringere Kanalaktivitdt in Anwesenheit von
LY -294002 beobachtet werden. Der Median betrug dabel im ersten Puls fir LY -294002/DIDS
1 %, fur DIDS im zweiten Puls 5 %. Werden nur die Responder beriicksichtigt, ist der
Unterschied signifikant (p = 0,05). Die Mediane liegen bei 3,5 % fir LY-294002/DIDS (erster
Puls) und bei 16,5 % fur DIDS (zweiten Puls). Wurde die Reihenfolge umgekehrt, d.h. zuerst
DIDS aleineim ersten Puls und dann die Kombination von LY -294002/DIDS im zweiten Puls
gegeben, so ist kein signifikanter Unterschied bei den 4 ausschliefdlich aus Respondern
bestehenden durchgefiihrten Experimenten zu erkennen (Abb. 58). Fasst man die Ergebnisse, bel
denen DIDS eine deutliche Aktivierung zeigte (Responder), zusammen, so sieht man keinen
signifikanten Unterschied bei der Aktivierung der K ,;--Kanden (K ,;6.2/SUR2B) durch DIDS,
dem Phosphokinaseinhibitor LY -294002 aleine oder die Kombination von beiden Substanzen

Tab. 4.20 Vergleich von DIDS mit DIDS/LY294002 in ein und demselben Patch an K,;6.2/SUR2B-

Kandalen

Anzahl 1. Puls Median 2. Puls Median

13 alle Experimente 1 5*
(0; 16) (0;44)

8 Responder LY +DIDS 35 DIDS 16,5*
(0; 16) (3;46)

4 Nur Responder DIDS 8 4
2: 10) LY + DIDS 0: 11)

* p=0,05 (signifikant)

Vergleicht man die Quote der Experimente, die in Anwesenheit von LY auf DIDS
reagieren mit den im Vorangegangenen geschilderten Experimenten, so ist kein Unterschied
vorhanden. Die Responderrate (62 %) ist im statistischen Mittel genauso hoch wie in
Abwesenheit von LY -294002 (65 %).
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Abb.58  Wirkung von LY/DIDSim Vergleich mit DIDS alleine
Auswertung von Doppelpulsprotokollen von LY/DIDS und DIDS. Auf der
linken Halfte wurde DIDS in Kombination mit LY und in zweiten PulsDIDS
alleine gegeben. Der M edian betrégt 1 % bzw. 5 % (p = 0,098).

Auf der rechten Hélfte ist die Auswertung der einen Experimente mit
umgekehrter Reihenfolge dargestellt. DIDS wurde zuerst alleine und im
zweiten PulsLY/DIDS gegeben. Dabei lag der M edian bei 8 % bzw. 4 % (p =
0,536).

Dieweil3en Boxen zeigen ausschlieflich die Responder. DID S in Anwesenheit
von LY ergibt im ersten Pulsfir die Aktivierung einen M edian von 3,5 %, der
von DIDS alleineim zweiten Puls 16,5 %.(p = 0,05; signifikant (Sigma Stat)).

Wiein Abb. 57 zu sehen ist, war der Rundown in dieser Experimentserie sehr hoch. In
acht Experimenten betrug der Rundown 10-35 % pro Minute, in funf Experimenten 50-90 % pro
Minute. In der Gruppe mit niedrigem Rundown (50-90 % Reststrom) lag die Responderrate bei
~35 %, in der Gruppe mit hohem Rundown (10-35 % Reststrom) bei 75 %, im Durchschnitt bei
63 %. (Abb. 59) (Tab. 4.21).
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Tab. 4.21 Vergleich der K,;,-Kanal-Aktivierung durch DIDS und DI DS/L'Y294002 bezogen auf den
Rundown und die Responderrate

Rundown pro Aktivierung gegen ImM MgATP
Anzahl Minuteals Rest-  Responder-Rate
strom LY/DIDS DIDS
n % % Median Median
3 21
5 10-35 > (0;165) (0; 46)
0 15
8 50-90 50 (0: 16) (0:19)
! ____________________' ____________________ ! _____________________________|]
1 5
S13 10-90 63 (0: 16) (0:44)

= 30 1
Z 20 - i

o] 71 ]

LY + DID= DIDS
bei 1 mM MgATP

Abb. 59 Karp-Kanal-Aktivierung durch DIDS
bei Experimenten mit hohem und niedrigem
Rundown

Auftragung der Aktivierung durch DIDS und
LY/DIDS (Mediane) bei niedrigem (50 - 90 %
Reststrom; weilRe Balken) und hohem (10 - 35 %
Reststrom; graue Balken) Rundown pro Minute.
Keine Signifikantz zwischen LY +DIDSund DIDS
bei niedrigem (p = 0,222) und hohem Reststrom
(p = 0,065).

DIDS wurde auch in Anwesenheit von Wortmannin, ebenfalls ein PI-3 Kinaseinhibitor,
untersucht. Dabei wurden 1 und 10 pM verwendet. Der Median fur die Stromaktivierung durch
DIDS in Anwesenheit von Wortmannin (10 uM) betragt 0 % (0 ; 26) im ersten Puls; fir DIDS
alleineim zweiten Puls 13 % (0 ; 18) (p = 0,385; n = 9). Bel diesen Konzentrationen war kein
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signifikanter Unterschied zwischen Wortmannin/DIDS und DIDS alleine zu beobachten
(Abb. 60).

Langkettige-Acyl CoA-Ester und Phospholipide gehen in die Membran und interagieren
mit K ,;p-Kandlen. Sie beeinflussen hauptsachlich den K z6.2. Durch die Substanzen verlieren
die K ,;-Kana-Offner ihre Wirkung. Langkettige Acyl-CoA-Ester, zu denen Oleyl CoA gehort,
senken weiterhin die ATP Empfindlichkeit. Weiterhin wird wie durch Phospholipide (z.B. PIP,)
der Rundown verringert und der Strom gesteigert (Liu et al., 2001).

Unter dem Einfluss von Oleyl-CoA konnte eine Aktivierung durch DIDS bei dem mit
1 mM MgATP geschlossenen Kanal gesehen werden. Dabel war die Kanal-Aktivierung durch
DIDS in Anwesenheit von Oleyl-CoA nicht signifikant verandert im Vergleich mit der
Aktivierung im zweiten DIDS Puls. Betrachtet man die Mediane der beiden DIDS Pulse, so ist
der Median in Anwesenheit von Oleyl-CoA nur etwaskleiner alsin Abwesenheit, 30 % (0 ; 59)
bzw. 37 % (16 ; 53) (p = 1,000; n = 6). Die Responderrate betrug 83 %. Der MgATP-Block
(1 mM MgATP) nahm bei Zugabe von Oleyl-CoA ab. Nachdem Oleyl-CoA entfernt worden ist,
wurde der MgATP-Block wieder grofier.

BO ~ F77d LY-294002 + DIDS _
4 B2 Waortmannin + DIDS
50 - 1170 QleylZos + DIDS
I Dibs

40 -

. §
G !

]|l Ly+D0 D W +0 D Dleyl+0 D

Abb. 60 DIDS in Kombination von LY-294002, Wortmannin, OleylCoA

Der erste Balken stellt die Daten aus Abb. 51 als V ergleich zu den Experimenten dar, der
die mit PI-3-Kinaseinhibitoren (LY -294002 (LY), Wortmannin (WM)) oder Lipiden
(OleylCoA) durchgefiinrt wurden. Die Experimente mit LY, WM und Oleyl (CoA)
wurden in Kombination mit DIDS in einem ersten Pulsund DIDS alleineim zweiten Puls
appliziert. Die Experimente sind jeweils gepaart ausgewertet worden (Substanz/DIDS
verglichen mit DIDS alleine aus ein und derselben Experimentserie).

e L]
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4.7 Aktivierung von K,;6.1/SUR2A (Y 1206S) K analen

In nativem Gewebe wurde die Kombination bestehend aus K,;6.1/SUR2A-Kanélen
bisher nicht gefunden. Obwohl die beiden Proteine (K,;6.1 und SUR2A) in denselben Zellen
(z.B. Kapillare, Herzmuskelzelle) vorkommen (Mederos y Schnitzler et al., 2000, Singh et d.,
2003), ist diese Kanalkombination in Vivo bisher nicht gefunden worden. Babenko et al ., 1998a,
hatten in heterolog exprimierten Zellen bei der Untersuchung von den K,z6.1 und K 6.2
Kanauntereinheiten mit den SUR1, SUR2A und SUR2B Rezeptoruntereinheiten nur fir die
Kombination K,z:6.1/SUR2A keine Kanalaktivité gefunden; alle anderen Kombinationen
erzeugten K ,-p-Kanéle. In spéteren Untersuchungen konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen
in vitro gezeigt werden, dass auch der K z6.1 zusammen mit dem SUR2A funktionale Kandle
bildet (Kono et al., 2000, Kondo et a., 1998). In der Inside-Out Konfiguration 6ffnen sich die
Kandle in ATP-freler Losung nicht spontan. Wurde der Patch millimolarem UDP ausgesetzt,
kam es zu einer schwachen Kanaaktivierung mit einer schwachen Rektifikation, wobel die
Leitfahigkeit (bel negativen Potentialen) bei 34 pS lag (Kondo et al., 1998, Kono et a., 2000).

In Ganzzellmessungen sowie in Inside-Out-Untersuchungen habe ich die
Kanalaktivierbarkeit bei K ,z:6.1/SUR2A- und K,36.1/SUR2A(Y 1206S)-Kandlen bei 37°C
untersucht. Priméres Ziel war, die Kanalaktivitét der Kz6.1/SUR2A(Y 1206S)-Mutanten zu
untersuchen. In Abb. 61 ist eine Spur einer Ganzzellmessung eines K,;6.1/SUR2A(Y 1206S)
Kanals zu sehen, bei der sich ein Strom entwickelte, der durch Glibenclamid gehemmt werden
konnte. Der Block durch Glibenclamid konnte durch Auswaschen wieder aufgehoben werden.
Auch hier ist abzusehen, dass die Strome trotz der verwendeten ATP/GTP-Konzentration von
1 mM/0,3 mM zu grof3 geworden wéaren, wodurch es zum oszillieren und damit zum Verlust des
Patches gekommen waére, hédtte man ein konstantes Niveau abgewartet (vgl. Abb. 29 mit
K 18.2/SUR2A).

Inside-Out-Patche, mit K ;6.1/SUR2A waren auf Grund von einer geringeren Offenwahr-
scheinlichkeit der Kanale, quantitativ schwer auswertbar. Fir die Offnung von K ;6.1 Kanadlen
werden im Unterschied zur Aktivierung von K,;6.2-Kanélen, die auch ohne Nukleotide eine
spontane Offnung nach dem HerausreiRen zeigen, Nukleosiddiphosphate benétigt (z.B. UDP,
ADP) (Kondo et al., 1998). Grof3e Effekte werden aber nur durch die zusétzliche Applikation
von Kalium-Kanal6ffnern (z.B. Pinacidil) erreicht (Satoh et al., 1998).
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Abb. 61 K,gr6.1/SUR2A(Y1206S) wird durch Glibenclamid gehemmt

Die Bespielspur zeigt die Stromentwicklung einer WC-M essung. Die Spannung wurde von - 110 bis
+10in 20 mV Schritten variiert. Wahrend der Dialyse der Zellemit 1 mM MgATP/0,3mM MgGTP
entwickelte sich ein Strom, der durch eine saturierende K onzentration Glibenclamid (1 pM) gehemmt
wurde. Glibenclamid konnte, zumindest teilweise, wieder ausgewaschen werden, was an einer
erneuten Stromentwicklung zu sehen ist.

Erwartet wurde bel der Einzelkanalmessung der K z6.1/SUR2A(Y 1206S)-Kandle im
symmetrischen Kaium (140 mM) dieselbe Leitfahigkeit wie fur die Wildtyp-Kanéle, die bei
ihnen ca. 35 pS betrégt. Die Leitfahigkeit, die sich aus der Einzelkanalspur fur dieY 1206S
Mutante des K,36.1/SUR2A ergab, betrug 43 + 4 pS (Abb. 62). Fur die Kanal6ffnung wurde
UDP zusammen mit UTP und ADP in Kombination mit ATP (jeweils 1 mM) verwendet.
Werden die Leitfahigkeiten fur die beiden Nukleotide getrennt ermittelt, so zeigt sich ein
signifikanter Unterschied (UDP = 40,4 £ 2,8 (n = 10); ADP=44,0+ 3,9 (n = 25); p = 0,047).
Die unterschiedlichen K*-Konzentrationen (150 mM zu 140 mM) in den Ldsungen sollten
keinen gravierenden Einfluss auf die Leitfahigkeit der Kandle besitzen. Die Experimente wurden
bei vergleichbaren Temperaturen gemessen (22-25°C (UDP); 26-28°C (ADP)). Dieser etwas
hohere Wert konnte an der etwas erhohten RT-Temperatur gelegen haben.
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Abb. 62 K,z6.1/SUR2A(Y1206S) wird in der 10-
Konfiguration durch MgATP aktiviert

In Anwesenheit von Nukleotiden (1 mM MgATP) und in
symmetrischen Kalium (140 mM) werden in der |O-
Konfiguration beim K,z6.1/SUR2A(Y 1206S) nur wenige
Kandle aktiviert. In dem gezeigten Patch sind mindestens
zwei Einzelkandle mit einer Leitfahigkeit von 43 pS zu
sehen. Das Haltepotential betrug -50 mV .
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5 Diskussion

5.1 Nukleotide

5.1.1 Hemmende und aktivierende Wirkungen von Nukleotiden

In der Einleitung wurde bereits darauf hingewiesen, welche grofe Bedeutung die
Nukloetide, vor allen Dingen auch die Nukleosiddiphosphate, auf die Modulation der K ,;q-
Kande haben. Ich habe deshalb begonnen, die Interaktion von ADP mit K,..-Kanden zu
untersuchen. Da der thergpeutische Ansatzpunkt des in dieser Arbeit ebenfalls untersuchten
HMR1883 das Herz ist und hier ungeklarte, wahrscheinlich mit ADP korrelierte Phdnomene der
Glibenclamidwirkung in Kardiomyozyten beschrieben wurden (Abb. 25; Venkatesh et al., 1991,
Findlay, 1993) habe ich mich zundchst auf SUR2A konzentriert.

Die Notwendigkeit von Mg*-lonen fur die aktivierende Wirkung von Nukleosidtri- und
-diphosphaten ist bei K ;6.2 allgemein akzeptiert. Dies konnte auch in meiner Arbeiten auch
bestétigt werden. In Mg*-freier Lésung verhdt sich ADP genauso wie ATP, d.h. es kann nur
eine hemmende Wirkung beobachtet werden. Bei ADP ist sie aber 27mal schwécher (Abb. 17,
Abb. 20; Tab. 4.1, Tab. 4.3).

In Anwesenheit von Magnesium lasst der fast unveréndert hemmende Effekt bel
Konzentrationen 3 100 uM MgADP darauf schlief3en, dass es sich um den gleichen Effekt wie
in Abwesenheit von Mg?* handelt. Dieswurde bei entsprechend niedrigeren K onzentrationen so
auch fir ATP/ MgATP beschrieben (an K ;6.2/SUR1-Kand en: Hambrock et al., 2002b, Gribble
et al., 1998c; an K,;6.2/SUR2A: Babenko et al., 1998b), so dass es zumindest sehr
wahrscheinlich ist, dass die hemmende Wirkung von Nukleotiden generell den gleichen, im
wesentlichen Magnesium-unabhéngigen Mechanismus hat. Dieser konnte an K ;6.2 lokalisiert
werden (fir ATP: Tucker et a., 1997; fur ADP: Koster et al., 1999). Interessant ist in diesem
Zusammenhang die auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtete etwas hohere 1C,, von
MgATP im Vergleich zu Mg*-freiem ATP. Zwel Erklarungen bieten sich daftr an. Wahrend
Ashcroft und Kakei, 1989, noch vermuten, nur freies ATP* wiirde den Kanal hemmen (welches
natlrlich in Anwesenheit von Mg? in geringerer Konzentration vorliegt), erscheint nach den
heute vorliegenden Daten eine Uberlagerung des aktivierenden Effekts von MgATP am SUR
(Gribble et al., 1998c) mit der Hemmung durch ATP* oder MgATP am K, fir diesen
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Beobachtung verantwortlich. Ein klarer Hinweis fir die Richtigkeit dieser Hypothese ist die

fehlende Rechtsverschiebung der Konzentrationswirkungskurve fiir ATP durch Mg?* am ohne
SUR exprimierten K,;6.2DC36 (Gribble et al., 1998c). Daaber bei MgATP dielC, (ca. 10 nM)
und die EC, (< 100 nM Gribbleet a., 1998c) zu dicht beieinander liegen, kbnnen sienicht (wie
bei MgADP; Abb. 22) auseinander gerechnet werden.

Mit einer EC,, von 3 uM (gegenuber einer IC,, von ca 500 pM) l&sst sich die
aktivierende Komponente fur MgADP dagegen hier leicht isolieren (Abb. 22). Auffadligist die
hohe Streuung der Messdaten. Dies hat Anlass zu weiteren Analysen der Daten gegeben
(Kap. 4.1.4). Da reversibler Rundown als Mg? abhangiger Prozess vermutlich am SUR
lokalisiert ist, ist es nicht verwunderlich, dass in Abb. 23 kein Zusammenhang zwischen der
GroRe des Rundowns und der K anal-Hemmung durch die Nukleotide (diejaam K, ohne Mg**
stattfindet) zu erkennen ist. Es gibt aber einen klaren Zusammenhang zwi schen dem Ausmal? der

Aktivierung und dem Rundown (Abb. 23; Tab. 4.4). Diese Korrelation l&sst sich fur eine
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Abb. 63 Rundown korrigierte Konzentrationswirkungsbeziehung von MgADP

M odifizierte Form der Abb. 22. Teilt man die Strommodulation (K,z6.2/SUR2A) durch MgADP (DI)
durch den individuellen Rundown in dem jeweiligen Patch und multipliziert dann mit einem
durchschnittlichen Rundown von 55 %, so erhadlt man diese Darstellung. Deutlich wird im Vergleich
mit Abb. 22 die geringere Streuung der Daten bei aktivierenden M gADP-Konzentrationen. Die Fit-
Parameter &ndern sich nur geringfugig: maximale Aktivierung 103 = 11 %; pk,=5,5 = 0,1 mit n,=2,1
+ 1,4 und pk,=3,3 + 0,1 mit n,=1,3 + 0,2. Der Korrelationskoeffizient R steigt allerdings von 0,89 auf
0,93.
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verénderte Darstellung der Daten aus Abb. 22 anwenden. Telle ich die individuell fUr jeden

Patch gemessene Stromaktivierung durch den Rundown des jeweiligen Patches (% / Minute) und
korrigiere dann diesen Wert durch Multiplikation mit e nem durchschnittlichen Rundown von 55
% / Minute wird die Streuung der Messdaten bei aktivierenden MgADP-Konzentrationen
deutlich reduziert (Abb. 63). Diese verringerte Streuung ist ein weiterer Hinwels auf den schon
erwdhnten Zusammenhang zwischen Kanal-Rundown und Kanal-Aktivierung durch MgADP.
Diese Beobachtung lasst zunachst vermuten, dass Rundown (vielleicht auch Refreshment) und
Aktivierung durch Nukleosiddiphosphate derselbe Mechanismus zugrunde liegt bzw. die
Beobachtung trivial ist; je stéarker der Rundown, desto mehr Kandle kdnnen aktiviert bzw.
»aufgefrischt” werde. Dies ist im Grundsatz zwar durchaus richtig, es gibt aber auch
Unterschiede. Die Beispielspur in Abb. 21 zeigt, dass die Aktivierung durch MgADP nie das
maximale Niveau des vorhergehenden Refreshments erreicht. Die Aktivierung durch MgADP
unterscheidet sich auch deshalb deutlich vom Refreshment, weil die Aktivierung, im Gegensatz
zum Refreshment, in wenigen Sekunden reversibel ist und nach Auswaschen ungefdhr eine
Stromgroéf3e erreicht wird, auf die die Stromspur auch in Abwesenheit von ADP extrapoliert
werden kann (Abb. 21). In hohen Konzentrationen (3 mM) kann zwar auch MgADP ein
Refreshment bewirken, es ist aber deutlich schwacher als 1 mM MgATP. Die deutlichen
Unterschiede zwischen Refreshment nach Auswaschen von MgATP und der Kanal aktivierung
mit MgADP werden auch durch die Experimente mit dem ATP-regenerierenden System
unterstitzt. Auch unter diesen, praktisch ADP-freien Bedingungen wird en unverandertes
Refreshment beobachtet. Esist aso daftir kein freies MgADP notwendig.

Bel der hochaffinen Kanalaktivierung durch MgADP handelt es sich also um einen
anderen Vorgang a's Rundown und Refreshment durch MgATP. Die Frage aber, ob trotzdem ein
mechani stischer Zusammenhang zwischen diesen Phanomenen besteht, dass namlich Kandle, die
schnell ihre Aktivitét reduzieren, besonders empfindlich auf MgADP reagieren oder aber ob der
Zusammenhang einfach dadurch gegeben ist, dass wenn eine geringe Aktivitét vorhanden ist
mehr Kandle aktiviert werden kénnen, kann mit den vorliegenden Daten nicht abschlief3end
entschieden werden.

Die Experimente mit aktivierenden MgNDPs bei gleichzeitiger Anwesenheit von
hemmenden ATP-Konzentrationen lassen sich vor dem Hintergrund bekannter Daten einfach
interpretieren. Die deutliche Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung der
Aktivierung durch MgADP bel Anwesenheit von ATP (Abb. 24) durfte einerseits durch die
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Kompetition von MgADP mit dem deutlich schwécher aktivierenden MgATP und andererseits

durch die generell nach rechts verschobene EC,, von K ,;.-Kanal-Offnern in Gegenwart von
hemmenden ATP-Konzentrationen begriindet sein. Letzteresist vermutlich auch die Ursache fur
die (schwache) Korrelation zwischen schwachem ATP-Block und guter Aktivierung durch
MgNDP (Abb. 25 und Abb. 28). Kand e die nur schwach inhibiert werden sind empfindlicher fir
Offner. Ebenso wird vermutlich durch die schon stark hemmenden 100 uM ATP die
inhibitorische Wirkung, die 1 mM MgADP alleine hatte (Abb. 22, Abb. 63) maskiert. MgUDP
verhdlt sichin diesen Experimenten grundsétzlich sehr 8hnlich wie MgADP. Einziger auffélliger
Unterschied ist die verzogerte 2. Komponente beim Auswaschen der Substanz (Abb. 26B). Eine

Erkl&rung fur diese Beobachtung habeich zur Zeit nicht.

5.1.2 Verringerung der ATP-Hemmwirkung bei Anwesenheit von M g™

Wenn man Inside-Out-Patche mit K,z6.2/SURx-Kanden langere Zeit (d.h. einige
Minuten) in Anwesenheit von Mg? untersucht, wird die Hemmung durch ATP, mehr oder
weniger stark ausgepragt, immer schwéacher (siehe z.B. Abb. 50). Dieses Phdnomen wird von
anderen Gruppen immer wieder beobachtet. Da es weitgehend unverstanden ist und die
Messungen erschwert, wird es aber korrigiert oder ignoriert. Publizierte Beobachtungen gibt es
z.B.von Reimann et al., 2000, und Song und Ashcroft, 2001a. Nach diesen Publikationen ist der
Effekt bei Kandlen mit K,36.2/SUR2B am starksten ausgepragt, bei K ;6.2/SUR1-Kanden am
schwéchsten, was sich mit unseren Beobachtungen deckt. Bei K z6.2/SUR2A-K anédlen konnten
Song und Ashcroft, 2001a, den Verlust der Hemmwirkung von ATP durch die Gabe von Pl-
Kinase Inhibitoren verhindern. Sie vermuten al so, dass die Ursache dafiir in einer Zunahme von
PIP, und PIP; liegt, welche die Hemmwirkung von ATP verringert (Baukrowitz et al., 1998,
Shyng und Nichols, 1998). Bei unseren Untersuchungen mit K ;6.2/SUR2B konnten wir dies
nicht bestatigen, im Gegenteil, der PI-Kinase Inhibitor LY -294002 aktivierte sogar die Kande.
Nach diesen Daten scheint es hier also einen grundsatzlichen Unterschied zwischen
K z6.2/SUR2A- und K ,;6.2/SUR2B-Kana en zu geben.

Schwer zu interpretieren sind auch meine Beobachtungen (mit K ;6.2/SUR2A) zu diesem
Aspekt mit dem ATP-regenerierenden System. Hier war bei Anwesenheit des ATP-
regenerierenden Systems, der ATP-Block nicht nur konstant, er wurde sogar besser (Tab. 4.2).

Dies kann vermutlich nicht mit der Abwesenheit von ADP erklart werden, denn MgADP hat
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keinen Effekt auf den ATP-Block (siehe Abb. 21) und auch bei kombinierter Gabe von MgADP

und MgATP st kein auffalliger Hemmungswirkungsverlust von MgA TP zu beobachten (Daten

nicht gezeigt). Eine mogliche Erklarung dieser Beobachtung kénnte von einer ganz anderen
Seite kommen. Beziehungen von K, -Kanden mit der Kreatinkinase werde schon lange
diskutiert. Dzejaund Terzic, 1998, und Crawford et al., 2002b, konnten eine direkte Assoziation
dieses Proteins mit kardialen K,;,-Kandlen zeigen. Es ist also moglich, dass in meinen
Experimenten das vorhandene Kreatinphosphat eine direkte Wirkung auf die Kande hatte.
Esist schwer, hier eine abschliel}ende Zusammenfassung zu geben. Deutlich wird auf
jeden Fall, dass die Reduktion der Hemmwirkung von MgATP mit Phosphorylierungen oder
Dephosphorylierungen zusammen hangt und Kanal subtyp spezifisch, komplex ablauft.



5 Diskussion 130
5.2 K,;p-Kanal-Blocker

In dieser Arbeit wurden drei K, --Kanalblocker untersucht, der Sulfonylharnstoff
Glibenclamid, der Standarblocker der K,;.-Kanale, der schwach kardioselektive
Sulfonylthioharnstoff HMR1883 sowie der Pinacidil-Abkdmmling PNU-96293, dessen (9)-
Antipode ein schwacher Offner des K ;6.2/SUR2B-Kanals ist. Die beiden folgenden Aspekte
verdienen Beachtung und sollen im Folgenden genauer diskutiert werden: Zunéchst die
Verschiedenartigkeit der Hemmkurven in Abhangigkeit von der Konfiguration der

Saugel ektrodentechnik sowie die Modulation der Hemmung durch MgADP.

5.2.1 EinfluR der Patch-Clamp-Konfiguration auf die Hemmung
rekombinanter K ,;--Kanéle durch Glibenclamid, HMR1883 und
PNU-96293

Die im Kapitel 4.2 dargestellten Ergebnisse mit den drei Hemmstoffen, dem
Sulfonylharnstoff Glibenclamid, dem Thiosulfonylharnstoff HMR1883 und dem Cyanoguanidin
PNU-96293 sind in den folgenden beiden Tabellen zusammengefasst:

Tab. 5.1 Vergleich der Hemmung der verschiedenen K. .-Kanalein der Ganzzellkonfiguration

Kanaltyp Glibenclamid HMR1883 PNU-96293
1Cy, A 1Cy A 1Cy A
[nM] [%] [nM] [%] [nM] [%]
K :6.2/SUR2A ! - - - - 14 68 + 4
(8;23)
K 16.2/SUR2B2 167 100 - - 78 74+ 6
(103;270) (37:165)
K 16.2/SUR2B(YS) 2 13 100 - - 45 86+9
(6;28) (15:140)
K 16.1/SUR2B 2 43 100 5300 100 - -
(33:55) (4700;6000)
K 16./SUR2B(YS) 2 2,7 100 - - - -
(2,1;3,5)

! Messungen am K,;6.2/SUR2A-Kanal waren schwierig, da sich sehr oft ein so grofRer Strom
entwickelte, dass Verstarker die Zellen nicht mehr auf vorgegebenes Potential klemmen konnte (vgl.
Seite 100, Kap. 4.2.1). Daher wurde nur PNU-96293 untersucht. Nukleotid-Konz.: 1,0 MgATP [mM]

2 Nukleotid-Konz.: 1,0 MgGDP; 0,3 MgATP [mM]
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Tab. 5.2 Vergleich der Hemmung der verschiedenen K, ..-Kanalein der 1/O-Konfiguration

Kanaltyp Glibenclamid HMR1883 PNU-96293
1Cy, A o A ICy, A
[nM] [%] [M] [%] [nM] [%]
K r6.2/SUR2A 26 54+ 3 380 54+ 3 21* 54+ 4
(23;29) (280;510) (12;37)
K z6.2/SUR2A(YS) 0,84 70+2 -- -- -- --
(0,58;1,21)
K z6.2/SUR2B 27 63+ 2 1200 63+ 2 12% 307
(22;32) (900;1600) (3;83)
K z6.2/SUR2B(YS) 1,0 65+ 2 -- -- -- --
(0,7,1,5)

" derselbe Hemmungsgrad wie bei 1uM Glibenclamid (A = 100 %) s. Kap. 4.2.2;
*in Gegenwart von 3 pM MgATP

5.2.1.1 Einflul® der Patch-Clamp-Konfiguration auf den Grad der Hemmung
(Amplituden)

Die Betrachtung der Amplituden in der Tabelle 5.1 zeigt, dass unter in der
Ganzzellkonfiguration der Sulfonylharnstoff Glibenclamid und der Thiosulfonylharnstoff
HMR1883 K ,;,-Kanéle vollstdndig hemmen konnten, wahrend mit dem Cyanoguanidin PNU-
96293 keine vollstandige Hemmung erreicht werden konnte; hier blieb ein Reststrom von 15 -
30 % auch bel Sédttigung mit dem Hemmstoff erhalten. Es ist also festzustellen, dass der
Sulfonylharnstoff und der die daraus abgel eitete Thioverbindung in der Ganzzellkonfiguration
als Antagonisten mit voller Efficacy wirken, d.h. der mit vier Hemmstoffen besetzte Kanal kann
den Offenzustand nicht mehr erreichen. PNU-96293 hingegen ist ein Partialantagonist; bei
Séttigung der Bindungsstellen des Kanals mit dem Hemmstoff, hat dieser immer noch eine
Offenwahrscheinlichkeit, die mit 15 - 30 % von derjenigen in Abwesenheit des Hemmstoffes
deutlich Gber O liegt.

Im isolierten Patch in der Inside-Out-Konfiguration fallt auf, dass nun auch Glibenclamid
und HMR1883 nun auch bei Séttigung nur noch al's Partial antagoni sten wirkten; esblieb jeweils
ein Reststrom von 30-45 %. Radioligandbi ndungsexperimente in unserem Labor haben gezeigt,
dass fur verschiedene Kanalsubtypen die Anzahl der Glibenclamidbindungsstellen in
Membranen aus mit den Kanden transifizierten HEK-Zellen in der Abwesenheit von MgATP

gleich war wie die Anzahl der Offnerbindungsstellen in Gegenwart von MgATP. (Hambrock et



5 Diskussion 132
a., 20023, Loffler-Walz et al., 2002). Man mul3 also davon ausgehen, dass trotz vollstandiger

Besetzung aller SURs mit Glibenclamid der Kanal sich noch mit 30 - 45 %iger der

Wahrscheinlichkeit 6ffnet wie ansonsten bei Abwesenheit der Hemmstoffe. Durch eine weitere
Erhohung der Blocker-K onzentrationen in den hohen pM Bereich hinein (al so >1000-fach hoher
als die therapeutisch genutzten Konzentrationen) &3t sich die restliche Kanalaktivitat
vollstandig auf O reduzieren. Diese zweite Hemmstufe wird durch eine Porenblock, d.h. durch
Bindung am K,;6.2 bewirkt (Gribble und Ashcroft, 1999). Solche Konzentrationen wurden in
dieser Arbeit nicht eingesetzt. Bezliglich PNU-96293 ist anzumerken, dass die Hemmung des
K,r6.2/SUR2B im Inside-Out-Patch nur etwa 50 % derjenigen desK;6.2/SUR2A betragt; in der
Ganzzellkonfiguration war kein Unterschied aufgetreten (Tab. 5.1 und 5.2).

Die nur partielle Hemmung der K ,;-Kande im Inside-Out-Patch durch Sulfonylharn-
stoffe ist von friheren Autoren sowohl mit nativen as auch mit rekombinanten Kanalen
unabhangig vom Kanalsubtyp und vom Expressionssystem durchgangig beobachtet worden.
Einige Daten sind in Tab. 5.3 zusammengefasst:

Tab. 5.3 Vergleich der Hemmparameter fiir SU und Glinide (Literaturdaten)

Stoff- Kz6.2
Stoff
gruppe SUR1 SUR2A SUR2B
IC,, 0 A IC, . A IC A
[nM] " [%] [nM] " [%] [NM] " (%]
Glibenclamid ~ SU 0,13 1,23 60-80 45 1,35 60-80 42 1,27 60-80
2Glimepirid sSuU 30 064 80 54 069 77 73 06 77
Tolbutamid sSuU 1600 10 57 85000 1,30 60-80 88000 1,29 60-80
"Gliclazid SuU 50 10 61 800000 0,9 100 - -
1Glipizide suU 38 1,26 60-80 - - - 1200 1,32 60-80
Repaglinid Glinid 56 08 61 22 08 51 20 10 54

*Nateglinid Glinid 75 08 63 105000 1,2 100 111000 1,1 100
*Meglitinid Glinid 300 10 80 600 12 75 1600 1,26 60-80
®Mtiglinid Glinid 3800 0,7 45 3200 0,7 56 4600 0,7 56

! DOrschner et al., 1999a

2 Song und Ashcroft, 2001b
3 Dabrowski et a., 2001

* Chachin et al., 2003

5 Reimann et al., 2003

® Reimann et al., 2001b

" Lawrence et al., 2001

Diese Daten an rekombinanten Kanélen zeigen, dass die nur partielle Hemmung sowonhl

bei Sulfonylharnstoffen als auch bei Gliniden auftritt. Warum diese Hemmstoffe in Inside-Out-
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Messungen K,;p,-Kanéle bei physiologischen Blocker-Konzentrationen nicht, wie in

Ganzzellmessungen, vollstdndig hemmen konnten, ist noch nicht geklart. Wahrscheinlich sind
verschiedene Faktoren an der Umsetzung der Bindung der Hemmstoffe (diejavollsténdigist) in
das Uberfiihren der Kanalein den Geschlossenzustand beteiligt wiez. B. das Zytoskelett (Terzic
und Kurachi, 1996, Metzger et d., 1997, Furukawaet al., 1996, Y okoshiki et al., 1997, Song und
Ashcroft, 2001a), (Phospho-) Lipide (Baukrowitz et al., 1998, Krauter et al., 2001),
Phosphorylierungen (Ashcroft, 2000), Second Messenger (Harvey et al., 2000) u.a.

Auch die Nukleotide spielen eine Rollee MgADP reduziert die Sulfonylharnstoff-
Hemmung der Kardiomyocyten (K,;6.2/SUR2A) (Miyamura et a., 2000); die Glibenclamid
|Cs-Werte werden in Gegenwart von MgADP nach rechts verschoben (Weiss und Venkatesh,
1993), wie dies auch in meinen Experimenten gesehen werden konnte (vgl. Kap. 4.2.3.1). Auch
bei Tolbutamid wird die IC, durch die zusétzliche Gabe von ADP nach rechts verschoben. Der
MgADP-Effekt ist jedoch biphasisch (vgl. Kap. 4.1.3): Wahrend in Gegenwart von steigenden
MgADP-Konzentrationen (0,1 und 0,3 mM) die Tolbutamid-1C,, zundchst ansteigt, nimmt die
IC,, fur Tolbutamid in Gegenwart von 1 und 3 mM MgADP wieder ab (Miyamuraet a., 2000),
vergleichbar der IC,,-Verschiebung durch Tobutamid/ATP bel Kardiomyozyten (Miyamura et
a., 2000). Vergleicht man andere K,;,-Kanal-Blocker an K ;6.2/SUR2A-Kanélen, die
zusammen mit MgADP appliziert worden sind, so zeigt sich auch bei IThnen eine Schwéchung,
d.h. Verminderung der Hemmwirkung durch MgADP (im Vergleich zur Blockerapplikation
aleine) (z.B. Meglitinid (Reimann et a., 2003, Glimepirid (Lawrence et a., 2002)). Bei
Nateglinid gab es im Gegensatz zu den anderen Blockern keine signifikante Hemmung durch
MgADP (Chachin et d., 2003).

Im Gegensatz zum hemmenden Effekt von MgADP auf die Inhibition des
K,r6.2/SUR2A-Kanals verstarkt beim K ,;--Kanal der b-Zelle (K,zx6.2/SUR1) MgADP die
Sulfonylharnstoffwirkung. Bei der b-Zelle des Pankreas (K,;6.2/SUR1) wird durch steigende
ADP-K onzentrationen zum einen eine vollsténdige Hemmung erreicht und zum anderen die IC,,
(Tolbutamid) zu niedrigeren Werten verschoben (Zinkler et al., 1988b).

Beim Herausreif3en eines Inside-Out-Patches aus der Membran wird das Zytoskel ett
teilweise zerstort. Wie aber vorher gesehen, kénnen Sulfonylharnstoffe K ,;,-Kande auch in
dieser Konfiguration hemmen, obwohl die Blockade der Kandle nicht mehr vollstandig ist.
Zerstort man das Zytoskel ett im Patch vollstandig, so sinkt die ATP-Empfindlichkeit irreversibel
(Song und Ashcroft, 2001a). Die Hemmung durch Sulfonyl harnstoffe wird auch fast vollstandig
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reduziert (Brady et al., 1996, Y okoshiki et al., 1997), kann aber durch die Wiederherstellung des

Aktinzytoskel etts wiedererlangt werden (Yokoshiki et al., 1997). Somit ist das Zytoskelett
wesentlich an der Wirkung der Sulfonylharnstoffe oder Glinide im Inside-Out-Patch beteiligt.

5.2.1.2 Potenz der Hemmung (I C,,) rekombinanter K ,;p-Kanélein der

Ganzzellkonfiguration

Betrachten wir zundchst die Daten in der Ganzzellkonfiguration. Hier liegen fir
Glibenclamid die meisten Daten vor. Tab. 5.1 und Tab. 5.4 zeigt einmal, dass der vaskulare
Kana (K,;6.1/SUR2B) etwa 3ma empfindlicher auf Glibenclamid reagiert as der nicht-
vaskulére glattmuskulére Kanal K,;6.2/SUR2B, bel der Glibenclamid-Hochaffinitdtsmutanten
SUR2B(Y 1206S) ist der Unterschied ca. S5fach. In Radioligandbindungsstudien hatten wir das
Umgekehrte gesehen: Koexpression von SUR2B(Y 1206S) mit K ;6.2 erhéht die Affinitat fir
Glibenclamid ca. zweimal mehr als Coexpression mit K,;6.1 (Hambrock et a., Mol Pharm
2001). Dies zeigt, dass Koexpression mit K z6.x die pharmakol ogischen Eigenschaften des SUR
in K, z-Subtyp-spezifischer Weise moduliert. Zugleich werden Bindung und Effekt in
entgegengesetzter Weise moduliert, was wiederum auf eine komplexe Signatransduktion im
Kana hinweist. Der zweite Punkt betrifft den Einflul der Mutation (Y 1206S), der eine hdhere
Affinitét fur Glibenclamid zur Folge hat und bel der Koexpression von SUR2B(Y 1206S) mit
Kz6.1 und K z6.2 Potenzerhthungen von 16 bzw. 13 zur Folge hat (Tab 5.1, Tab.5.4).

Tab. 5.4 Vergleich der | C,,-Werte fiir Glibenclamid fir unterschiedliche Kanalmodifikationen

K +6.1/SUR2B - (16) ® K :6.1/SUR2B(YS) wC
(;1) Faktor (;3)

K +6.2/SUR2B - (13)® K :6.2/SUR2B(YS) wC
(;3) Faktor (1_3)

K +6.2/SUR2B - (27)® K :6.2/SUR2B(YS) 10
(_1) Faktor (_1)

K,6.2/SUR2A - (3)® K 6.2/SUR2A(YS) 10
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In Bindungsexperimenten sind die Affintatserhbhungen nur etwa halb so grol

(Hambrock et al., 2001b, Stephan et al., 2004). Uber die Hemmung des K ;6.2/SUR2A-K anals

durch Glibenclamid in der Ganzzellkonfiguration gibt es keine Daten, da die Stréme haufig zu

grof3waren (vgl. Kap. 4.2.1).

Fur den Thiosulfonylharnstoff HMR1883 gibt es nur Daten am K ;6.1/SUR2B, den die
Substanz mit einer Potenz von 5,3 uM hemmt (Tab. 5.1); damit ist esdort ca. 120mal schwécher
als Glibenclamid. PNU-96293 hemmt den K ;6.2/SUR2A-Kana mit 5mal htherer Potenz als
den K|z6.2/SUR2B und zeigt damit eine leichte Selektivitat fur das Herz. Interessanterweise
wird diese Substanz durch die Mutation SUR2B(Y 1206S) am Kana mit K,;6.2 nur um den
Faktor 1,7 potenter (Glibenclamid ca. 13mal)), d.h. die Mutation erzielt fir PNU-96293 kaum
eine Wirkung. Dies beruht vermutlich auf den unterschiedlichen Strukturen der beiden
Substanzen. Glibenclamid bindet alslanger Sulfonylharnstoff auch an das A-Subkompartiment,
wo die Aminosaure Y 1206 liegt (vgl. Kap. 1.2.1). Die PNU-96293 Substanz gehdrt wie vorher
besprochen zu den Cyanoguanidinen und bindet vermutlich an die Offnerbindungsstelle (vgl.
Kap. 4.3), die in unmittelbarer Nachbarschaft zur SU-Bindungsstelle liegt (Abb. 5), aber
physikalisch von ihr getrennt ist und durch eine negativ alosterische Wechselwirkung an sie
gekoppelt ist. Die Mutation Y 1206S hat auf die Affinitat des Cyanoguanidins P1075 kaum eine
Auswirkung (Hambrock et al., 2001b, Russ et al., 2003).

5.2.1.3 Potenz der Hemmung (1C,,) rekombinanter K ,;,-Kanaleim Inside-Out-Patch

Betrachtet man zunéchst die Glibenclamidempfindlichkeit der rekombinanten Kandlein
der Inside-Out-Patch-Konfiguration, so zeigt Tab. 5.2, dass Glibenclamid sowohl beim
K z6.2/SUR2A - und auch K,;6.2/SUR2B-K andl en identische Hemmkonstanten (26 nM ; 27 nM)
besitzt. Gribble et al., 1998a, erhielten fur Glibenclamid denselben Wert fur K,;6.2/SUR2A-
Kandle (IC,, = 27 nM; n, = 1; Xenopus Oozyten). Bezuiglich der K,;6.2/SUR2-Kandle ist keine
Subtyp-Selektivitét zu erkennen, d.h. die letzten 44 Aminosduren, die ja den einzigen
Unterschied zwischen SUR2A und SUR2B ausmachen (Isomoto et al., 1996) spielen fir die
Interaktion von Glibenclamid mit dem SUR keine Rolle, jedenfalls nicht im Inside-Out-Patch.
Dieswird durch die Ergebnisse anderer Autoren mit anderen Sulfonylharnstoffen bzw. Gliniden
bestétigt. Chachin et al., 2003, untersuchten Nateglinid und Dabrowski et a., 2001, Repaglinid
asHemmstoffeder K z6.2/SUR2A- und K ;6.2/SUR2B-K andein Ins de-Out-Experimenten. Sie
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erhielten fur die einzelnen Substanzen nahezu identische Hemmwerte fir K,36.2/SUR2A- und

Kr6.2/SUR2B-Kandle (Tab. 5.3).

Untersucht man die fur Glibenclamid empfindlicheren K,z6.2/SUR2x(Y 1206S)
Mutanten, so ergeben sich Werte von 0,84 nM (K,z6.2/SUR2A(Y 1206S)) und 1.0 nM
(K 16.2/SUR2B(Y 1206S) (Tab. 4.7, Tab. 5.2). Damit sind die Mutanten SUR2A- und SUR2B-
Kande 27 bzw. 31ma empfindlicher alsdie Wildtypkandle. Auch bel den Mutanten-Kandlenist
keine Subtyp-Selektivitét zu erkennen. Betrachtet man den Effekt der Mutation in den beiden

Patch-Clamp-Konfigurationen, so zeigt sich dass die Potenzerhohung im Inside-Out-Patch etwa
zweimal stérker ist als in der Ganzzellkonfiguration (Faktor ca. 30 gegenuber ca. 15, vgl.
Tab. 5.4). AulBerdem zeigt der Vergleich der beiden Konfigurationen an den Wildtyp und den
Mutanten K,;6.2/SUR2B-K anélen, dass die Kanale im Inside-Out-Patch deutlich empfindlicher
auf Glibenclamid als in der Ganzzellkonfiguration sind (1C.,-Werte (1/0): 27 (WT) bzw. 1 nM
(Y1206S); Ganzzell: 167 (WT) bzw. 13nM (Y 1206S)); allerdingswar die Hemmung im Inside-
Out-Patch nur partiell (vgl. Kap. 5.6.1). In der Ganzzellkonfiguration wurde mit MgGDP 1,0
mM/ MgATP 0,3mM) die Zellediaysiert. Die Hemmung durch Glibenclamid war vollstandig.

Betrachtet man die Potenz der drel unterschiedlichen Blocker in der Inside-Out-
Konfiguration, so hemmen Glibenclamid und PNU-96293 die K,;6.2/SUR2A- und
K r6.2/SUR2B-Kand e mit nahezu derselben Potenz (vgl. Tab. 5.2) (Gribbleet al., 1998a). Die
Wirksamkeit von HMR1883 ist 15mal (K,;6.2/SUR2A) und 44mal (K z6.2/SUR2B) schwécher
als fur Glibenclamid; somit zeigt HMR1883 eine schwache (3-fache) Selektivitat fur
K 16.2/SUR2A- iiber K -6.2/SUR2B-Kandle.

Tab. 5.3 tragt 1C,,-Werte aus der Literatur fur die gebrauchlichsten Sulfonylharnstoffe
und Glinide an drei rekombinanten K ,;--Kand en zusammen. Alle Werte sind aus Experimenten
Im Inside-Out-Patch erhoben, daher fehlt der vaskuldre Kana (K,;6.1/SUR2B). Die Daten
wurden von verschiedenen Laboren und teilweise auch unter verschiedenen Bedingungen
durchgeftihrt (unterschiedliches Expressionssystem (Oozyten, COS-Zellen, HEK-Zellen),
verschiede Losungszusammensetzung, etc.). Setzt man dennoch die Daten asrelative Wertein
Bezug zueinander, so zeigen sich Glibenclamid, Glimepirid und Repaglinid eine sehr hohe
Wirksamkeit an SUR2-Kandlen. Die Ubrigen Substanzen (Tolbutamid, Gliclazid, Glipizid,
Nateglinid und Miglitinid) sind hauptsachlich SUR1 selektiv und haben an den SUR2-Kanden
eine Wirkung bel sehr hohen Konzentrationen (vgl. Tab 5.3). Dérschner et al., 1999, erhalten

zwar im Vergleich zu meinen Messungen fur Glibenclamid (Tab. 5.2) an den K z6.2/SUR2-
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Kanden zweifach hohere IC,-Werte, bestétigen aber, dass Glibenclamid diese beiden Kanéle

mit der gleichen Potenz hemmt (s.0.).

5.2.2 Glibenclamid und HMR1883 in Gegenwart von MgADP

Wahrend ischéamischer oder hypoxischer Bedingungen andert sich dasMgATP/MgADP
Verhdltnis in der Zelle und aus diesem Grund kénnen sich kardiale K ,;,-Kanéle 6ffnen (vgl.
Kap. 1.2.2.2). Es wurde berichtet, dass physiologische MgADP Konzentrationen den
hemmenden Effekt an K z6.2/SUR2A-Kanden vermindern und an K z6.2/SUR1-Kandlen
verstérken (Zunkler et al., 1988a, Schwanstecher et a., 1992a, Gribble et al., 1997b; Gribble et
a., 1997a). In unseren Versuchen wurde der Effekt von MgADP auf die Hemmung der
K :6.2/SUR2A-Kand e im Inside-Out-Patch untersucht (Kap. 4.1.3).

Unsere Untersuchungen bestétigen, dass MgADP in pathophysiologisch relevanten
Konzentrationen (30-300 pM) die Hemmung K,;6.2/SUR2A-Kande durch Glibenclamid
signifikant schwécht. Dabei tibte M gA DP keinen Einfluss auf die Amplitude der Hemmung aus,
vielmehr wurde durch MgADP (30 pM) der IC,-Wert von 26 nM auf 141 nM um einen Faktor
5,4 nach rechts verschoben (s. Abb. 36). Reimann et a., 2003, berichteten, dass 100 uM MgATP
eine Rechtsverschiebung der Hemmkurve von Meglitinid am K ;6.2/SUR2A-Kanal in Xenopus
Oozyten um eine Faktor ca. 3 (von 0.6 auf 1.7 uM) bewirkte, ohne die Amplitude zu andern.

Fur den kardiosel ektiven K ,;,-Kanalhemmer HMR1883 wurde der Effekt von MgADP
ebenfalls untersucht und wiederum eine signifikante Verminderung der Hemmung beobachtet
(Tab 4.8, Abb. 35). Hier wurde keine vollstandige Konzentration-Hemmungskurve gemessen,
aber man kann vermuten, dass wie bei Glibenclamid der I1C,,-Wert nach rechts zu hoheren
Konzentrationen verschoben und nicht die Amplitude vermindert, wie dies auch bei
Glibenclamid und Meglitinid beobachtet wurde (s.0.).

Vergleicht man andere K ,;,-Kanal-Blocker an K z6.2/SUR2A-K anélen, die zusammen
mit MgADP appliziert worden sind, so zeigt sich auch bei lThnen eine Schwéachung, d.h.
Verminderung der Hemmwirkung durch MgADP (im Vergleich zur Blockerapplikation alleine)
(z.B. Meglitinid: Reimann et a., 2003, Glimepirid: Lawrence et al., 2002). Bei Nateglinid gab
esim Gegensatz zu den anderen Blockern keine signifikante Hemmung durch MgADP (Chachin
et a., 2003).
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5.3 K ,p-Kanal-Offner

5.3.1 K,;p-Kanaltffner 6ffnen K,36.2/SUR2B-K anéle auch in Abwesenheit
von MgATP

In Radioligandbi ndungsstudien wurde gezeigt, dassMgA TP flr eine hochaffine Bindung
der Kaliumkanal 6ffner an den Kanal nétig ist (Schwanstecher et a., 1992b, Quast et a., 1993,
Dickinson et al., 1997; Loffler-Walz und Quast, 1998). Weder Mg* in der Abwesenheit von
ATP noch ATP alein ermoglichen die hochaffine Bindung (Schwanstecher et al., 1998,
Hambrock et al., 1998). Diese Tatsache wird so verstanden, dassMgA TP notwendig ist, um den
SUR in eine Hochaffinitatskonformation fiir die Offner zu bringen (Schwanstecher et al., 1998).
Neuere Untersuchungen aus der Gruppe um Terzic haben gezeigt, dass die (langsame) Hydrolyse
von MgATP v.a. an der NBD, den Kanal eine Reihe von Offen- und Geschlossenzustanden
durchlaufen 143t (Bienengraeber et al., 2000, Zingman et a., 2002a). In einer ersten
Veroffentlichung wurde gezeigt, dass Pinacidil und andere Offner die ATPase Aktivitét des
SUR2 steigern, wobei dielokale MgADP-K onzentration ansteigt, die der physiol ogische Offner
fir diese Kandle ist (Bienengraeber et al., 2000). Spater konnten Zingman et al., 2001, zeigen,
dass Pinacidil den SUR in einer MgA DP-bindenden posthydrolytische Konformation stabilisiert.
Andererseits konnten wir und andere zeigen, dassin der Abwesenheit von MgATP die meisten
Offner bei hohen Konzentrationen [*H]Glibenclamid vom SUR verdrangen konnen (SURL:
Schwanstecher et a., 1992b; SUR2B:Russ et d ., 2003). Fir die Wechselwirkung von Pinacidil,
P1075, Rilmakalim, Levcromakalim (LCRK) und Aprikalim, mit dem SUR2B sind ca. 200fach
hohere Konzentrationen nétig alsin der Gegenwart von MgATP; Nicorandil und Minoxidilsulfat
konnen in der Abwesenheit von MgA TP [®H]Glibenclamid nicht vom SUR2B verdrangen (Rul
et al., 2002). Die entscheidende Frage war nun, ob diese Offnerbindung in der Abwesenheit von
MgATP eine Offnung von K ;6.2/SUR2B-Kanden nach sich ziehen wiirde.

Um diese Frage zu untersuchen, wurde der Inside-Out-Membranpatch nach dem
HerausreiRen mit einer ATP-haltigen Mg**-freien Losung umsptilt, um den Kanal zu schlieRen.
Dann wurde, in der Gegenwart von ATP (1 mM) Offner in das Bad gegeben und die
Entwicklung eines Stromes gemessen. Die Experimente wurden am K,;6.2/SUR2B
durchgefihrt, da der SUR2B unter den SUR Subtypen die hochste Affinitat fur
Kaliumkanal 6ffner (Ausnahme Diazoxid) besitzt (Schwanstecher et al., 1998, Hambrock et al.,
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1999) und nur der Kanal nach Koexpression mit K,;6.2 der Untersuchung im Inside-Out-Patch

zuganglichist (vgl. Kap. 4.7).

Die Fahigkeit der Kalium-Kanal 6ffner, den K ,3;6.2/SUR2B-Kanal in Abwesenheit von
Mg* zu 6ffnen, héngt von der verwendeten Substanz ab. P1075 besitzt die hochste 6ffnende
Potenz, die der tibrigen Offner war dagegen geringer. Fir Nicorandil konnte keine Interaktion
der [®H]Glibenclamid-Bindung aber eine K ana 6ffnung registriert werden. Die Wirksamkeit von
Nicorandil an K,;6.2/SUR2B-Kandlen ist in der Abwesenheit von Mg* limitiert, aber
erstaunlich deutlich sichtbar. In Gegenwart von MgATP ist dessen 6ffnender Effekt an
K,r6.2/SUR2B-Kanalen grof3er als an K ,;6.2/SUR2A-Kanden (Shindo et a., 1998, Reimann et
al., 2001a). Minoxidilsulfat zeigte ebenfalls keine Wirkung in den Bindungsstudien, bei 300 pM
war jedoch ein sehr kleiner offnender Effekt sichtbar. Interessanterweise konnte Diazoxid
K,z6.2/SUR2B-Kandle in Abwesenheit von Mg* aktivieren, obwohl seine 6ffnenden
Eigenschaften bei K z6.2/SUR2A-Kanélen an die Prasenz von MgADP oder MgATP geknupft
ist (D'hahan et al., 1999). Aus diesen Daten liess sich folgenden Reihenfolge der Wirksamkeit
ableiten: P1075 > Rilmakalim = Nicorandil > Diazoxid > Minoxidilsulfat (vgl. Kap. 4.5.2).

Der offnende Effekt von P1075, der in der Abwesenheit von MgA TP potentesten und
wirksamsten Substanz, wurde genauer untersucht. Konzentrations-Wirkungskurven in
Abwesenheit und Anwesenheit von Mg* gaben EC.,-Werte von 2 pM / 67 nM und maximale
Effekte (Efficacies) von 32/ 134 % (Russ et al., 2003). Die Wirkung von P1075 unterlag einem
Wirkungsverlust bei verlangerter oder wiederholter Anwendung (Rundown) (Rul3 et al., 2002).
Auffallend war auch die hohe Variabilitét des Effektes von Patch zu Patch. Dafur werden zwei
Mechanismen verantwortlich gemacht. Zum einen nimmt mit zunehmender Zeit die
Kanalaktivitét ab, zum anderen hat sich die ATP-Empfindlichkeit von Patch unterschieden (vgl.
Tab. 4.13). Dabel war esunerheblich, ob P1075 oder Rilmakalim verwendet wurden (Rul3 et al.,
2002). Vergleichbare Ergebnisse sind von Gribble et a., 2000, mit Pinacidil in nukleotidfreier
aber Mg**-haltiger Losung an K ;6.2/SUR2A-K andle beobachtet worden. In Abwesenheit von
Nukl eotiden oder Mg?* ist die Phosphorylierung verhindert. Infolge dessen kann die Abnahme
der Kanalempfindlichkeit z. B. die Abnahme wichtiger modulatorischer Membran Phospholipide
(PIP, oder PIP;), die Dephosphorylierung einer Kanaluntereinheit oder die Freisetzung eines
ATP-Hydrolyseprodukts wie MgADP vom SUR widerspiegeln. Membranphospholipide wie
PIP, sind die grundlegende BestimmungsgrofRe der Empfindlichkeit der K,;,-Kande fur die
Hemmung durch ATP (Hilgemann und Ball, 1996, Baukrowitz et al., 1998, Shyng und Nichals,
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1998) und fur die Kaliumkanal 6ffner (Krauter et al., 2001). So scheint die grof3e Variabilitat der

ATP-Empfindlichkeit der K,-Kandle in Inside-Out-Patches auf Unterschiede in der PIP,-
Konzentration im Patch zu beruhen (Baukrowitz et a., 1998, Krauter et al., 2001, Shyng und
Nichols, 1998).

Das wichtigste Ergebnis dieser Untersuchungen ist, dass P1075 und andere K, q

Kanal6ffner auch in Abwesenheit von Mg*, d.h. auf einem Weg der unabhéngig von der
Hydrolyse von MgATP ist, K,z6.2/SUR2B-Kand e 6ffnen kdnnen, auch wenn die bendtigten
Konzentrationen etwa 300-fach hoher sind und die Efficacy nur 25 % betragt im Vergleich zu

den entsprechenden Parametern in der Gegenwart von MgATP.

5.3.2 A312110: ein Dihydropyridin als K ,;p-Kanal 6ffner

Dihydropyridine sind als Hemmstoffe des L-Typ Ca*-Kanals bekannt. Es ist den
Medizinalchemikern aber gel ungen, durch geeignete M odifikati onen diese Eigenschaft sehr stark
abzuschwéchen und zugleich eine K ,;,-Kanal 6ffnende Eigenschaft hineinzubringen (Coghlan
et al., 2001). Ein besonders potenter Kaliumkanal 6ffner aus dieser Strukturklasse ist das neue
Dihydropyridin A312100, das mit einem lod am Ringsystem substituiert ist (Davis-Taber et al.,
2003) (Strukturformel s. Abb. 8). Gopalakrishnan et a., 2003b, stellten durch Austausch mit
[*#°1] einen iodierten Radioliganden her und konnten zeigen, dass er in nativen Membranen aus
Meerschweinchenherz und -Blase mit einer Affinitét von ca. 5 nM an die in diesen Geweben
vorhandenen K ,;,-Kandle (K,:6.2/SUR2A und K ;6.2/SUR2B) bindet (Werte bei 37 °C). Esgab
bis jetzt aber noch Untersuchungen mit dieser Substanz am rekombinanten System. In
[®H]P1075 Verdrangungsmessungen erwies sich A312110 an SUR2A und SUR2B in
Membranen mit K.-Werten von 10-20 nM as ungefahr aquipotent mit dem Standardoffner
P1075 (Felsch et al., 2004). Ziel meiner Experimente war, die Wirksamkeit (= Efficacy) und
Wirkstérke (= Potency) von A312110 im Vergleich zu P1075 an an K,z6.2/SUR2A und
K z6.2/SUR2B-Kanden zu bestimmen (Felsch et al., 2004).

Untersuchungen an Inside-Out-Patchen ergeben fiir die beiden Offner identische EC,,
Werte von ca. 50 nM fur die Offnung der K,;6.2/SUR2A- und K ;6.2/SUR2B-Kanden (Werte
bei 22°C). Vergleicht man diese Werte mit den EC.,-Werte fur Pinacidil (680 nM),
Levcromacalim (3100 nM) und Diazoxid (5800 nM) an K,;6.2/SUR2B-Kané en (Schwanstecher
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et al., 1998), so zeigt sich, dass P1075 und auch A312110 die kardiovaskul &ren K ,;-Kand e mit

einer deutlich hoheren Potenz 6ffnet.

Diese EC,,-Werte fur A312110 und P1075 an den K,36.2/SUR2-Kanélen sind deutlich
hoher as die K,/K-Werte der Bindung, die in Membranen ohne Koexpression mit K z6.2
ermittelt wurden (10 bis 20 nM, Felsch et al., 2004). In nativen Membranen aus der glatten
Muskul atur bzw. vom Herzen liegen die K, Werte der Bindung bei 5 bis6 nM (Bray und Quast,
1992; Loffler-Walz und Quast, 1998, Davis-Taber et a., 2003; alle Werte wurden bel 37°C
ermittelt). Dieser Unterschied zwischen Bindung und Effekt konnte generell bel allen K, ;0
Kanal 6ffnern gesehen werden (Schwanstecher et a., 1998) und trat bel gleicher Temperatur
(37°C) noch deutlicher hervor (Quast et al., 1993). Dies deutet wiederum, wie auch bel der
Hemmung mit Glibenclamid, auf eine komplizierte Signaltransduktion im Kanal hin.

Beziiglich der Effektivitat der beiden Offner ist A312110 dem P1075 an beiden
K r6.2/SUR2-Kanélen leicht aber signifikant unterlegen (Tab. 4.13). Interessanterwei se weisen
beide K,;-Kanaloffner an K z6.2/SUR2B-Kandlen eine zweima hohere Effektivitat der
Kanaaktivierung als K,z;6.2/SUR2A-Kanédle auf, was an einer stdrkeren Hemmung durch
MOATP an K,36.2/SUR2A-Kanden liegen kann (Felsch et a., 2004).

5.3.3 Die Enantiomere PNU-96179 und PNU-96293 des Racemats
PNU-94750 6ffnen oder schlief3en K,36.2/SUR2 K ,;,-Kanéle.

Die von Khan et al., 1997, untersuchten PNU-Enantiomere (PNU-96179 und
PNU-96293) wurden as K ,,-Kana 6ffner behandelt. Aus den Daten konnte aber abgeleitet
werden, dass die PNU-94750 Substanzen trotz der Cyanoguanidinstruktur keine K,;p-
Kanal 6ff nerei genschaften mehr besal3en sondern statt dessen die Pinacidil-induzierte Relaxation
der Mesenterialarterie des Kaninchens hemmten (Khan et al., 1997). Das Racemat PNU-94750
konnte bei einer Konzentration von 5 pM die Relaxation zu 80 % blockieren, wahrend das
(R)-Enatiomer schon bel 0,5 pM den Kanal fast vollsténdig schloss. PNU-96179, das
(S-Enatiomer hatte kaum eine Wirkung auf die Relaxation. Aus den Experimenten kann man
nicht schliefen, dass die PNU-Substanzen K,;--Kanal Blocker sind. Eine mégliche
Interpretation dieser Experimente ist die, dass die PNU-Substanzen als neutraler Agonist

Pinacidil verdrangt. Dies hat uns veranlasst diese Substanzen genauer zu untersuchen.
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Die Hemmung der K,;,-Kandle durch das (R)-Enatiomer (PNU-96293) wurde in

Kapitel 4.3 untersucht und in Kapitel 5.6 zusammen mit den anderen Hemmstoffen diskutiert.
Die Offnereigenschaften des (S)-Enantiomers (PNU-96179) sind schwach und wurden nur am
K,z6.2/SUR2B Kana im Inside-Out- und Cell-Attached-Patch untersucht (Kap. 4.3.2). Bei
100 pM der Substanz zeigte sich eine schwache Kana6ffnung; damit ist die Substanz
ca1500mal schwécher as P1075 oder A312110 (vgl. Kap. 4.3.2 und Kap. 4.4.1). In den
Bindungsmessungen zeigt sich am K z;6.2/SUR2B ein K,-Wert von 3,6 pM (intakte Zellen)
(Lange et a., 2002b) und damit ist dieses Enantiomer auch in der Bindung ca. 500fach
schwécher as P1075 oder A312110 (Pentz et al., 2004).

Eskonnte gezeigt werden, dass die SUR Untereinheiten verschiedene Sensitivitét auf die
Kaiumkanal 6ffner haben. So werden z.B. K;6.2/SUR1-Kande mit Diazoxid aber nicht mit
Pinacidil aktiviert (Review Miller et al., 1999). K z6.2/SUR2A-K anéle werden mit Pinacidil und
Cromakalim aktiviert, wéhrend dies mit Diazoxid nur schwach und in der Gegenwart von
MgADP mdglich ist (D'hahan et a., 1999). K ;6.2/SUR2B werden sowohl durch Diazoxid als
auch durch Pinacidil oder Cromakalim aktiviert (Inagaki et al., 19953, Isomoto et a., 1996,
Gribble et al., 1998a). Allgemein kann man feststellen, dass die Wirksamkeit von
Kaliumkanal 6ffnern an K 36.2/SUR2B-Kandlen viel besser ist ds an K, --Kanden, die mit
SUR1 assoziiert sind. Die Kaliumkana 6ffner fordern die ATP Hydrolyse an NBD,, und die
Kana 6ffnung durch Kanastabilisierung in dem Magnesium gebundenen Nukleotidstatus
(Bienengraeber et al., 2000).
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54 DIDS

Das Stilben DIDS beeinflusst eine Viel zahl von zelluléren Faktoren. Es hemmt Chlorid-
Kande, beeinflusst den HCO,™ /Cl Transporter und den Natrium Protonen Austauscher und
aktiviert den KvLQT1 (K, 7.1/Isk) (vgl. Kap. 1.2.4.4). DIDSwurde das erste Ma von Furukawa
et al., 1993, in Verbindung mit K ,-Kand en erwahnt. Er untersuchte verschiedene Stilbene und
ihre Wirkung auf den K, .-Kanal im Kardiomyocyten. Er fand heraus, dass DIDS in hohen
Konzentrationen (0,1 uM bis 10 mM) den K*- Strom durch den Kanal irreversibel hemmen
kann, wobei die IC,, bei 71 pM liegt. Ausgehend von diesen Untersuchungen wurde die
Hemmung des Kanal s durch DIDS weiter von Gojkovic-Bukaricaet al., 2002a, und Prokset al.,
2001, in HEK 293 Zé€llen, die heterolog expremiert waren, charakterisiert. Dabel konnte sowohl
fur K,56.2/SUR1- alsauch fir die K ,;6.2/SUR2(A und B)-Kand e eine konzentrationsabhangige
Hemmung gesehen werden, wobei die Affinitéat mit der DIDS bindet und wirkt, unterschiedlich
ist (Gojkovic-Bukarica et al., 2002b). Es konnte von Proks et al., 2001, gezeigt werden, dass
ATP, in Gegenwart von DIDS appliziert, auf den K ,;.-Kanal eine protektive Wirkung besitzt.
Dadurch kdnnen die Kand e nach dem Auswaschen von DIDS wieder aktiviert werden. In einer
Arbeit von Gojkovic-Bukaricaet al., 2002b, wurde der Einflussvon Mg? auf die DIDS Wirkung
untersucht. In Gegenwart von Mg* war die DIDS-Wirkung (untersucht an K,;6.2/SUR1 und
K z6.2/SUR2-Kanden) besser als in dessen Abwesenheit; die IC,,-Werte schwanken von ca.
3 uM bis 25 uM und liegen im Mittel bei ca. 10 uM (Gojkovic-Bukarica et a., 2002b). An
welcher Stelle des K ,.-Kands (K,; oder SUR) DIDS eine Interaktion mit dem Kanal eingeht,
wurde an dem verkirzten K ;6.2-Kanden (DC26 oder DC36) sowie in Koexpression mit dem
SUR untersucht. Die hemmenden Effekte durch DIDS beim verkirzten K ,,-Kanal (K ;6.2
DC26 oder K ;6.2 DC36) sind sichtbar, unabhéngig, ob Mg** vorhanden war oder nicht (Proks et
al., 2001, Gojkovic-Bukarica et a., 2002b). Auch bei Koexpression von K,;6.2 DC26 mit
SUR2B waren die Effekte sowohl in Gegenwart wie auch in Abwesenheit von Mg?* deutlich
sichtbar (Gojkovic-Bukarica et al., 2002b). Ausgehend von diesen Ergebnissen kann man
annehmen, dass die Hemmung durch DIDS am K z6.2 zu finden ist.

DIDS wurde auch in Radioligandbindungsstudien an Membranen untersucht, die das
SUR2B Protein enthielten. Die K .-Werte der Verdrangung des Radioliganden [*H] Glibenclamid
mit DIDS betrugen in Abwesenheit von MgATP 17 pM und in Anwesenheit von MgATP
3 uM.(Lange et a., 2003). Diese Beobachtung zeigt, dass DIDS postiv allosterisch mit der



5 Diskussion 144
MgATP-Bindung verkniipft ist, was typisch firr K ,-Kanal-Offner wie z.B. P1075 ist. Auchin

elektrophysiologischen Untersuchungen hatte sich gezeigt, dass DIDS die durch ATP
geschlossenen Kand e 6ffnen kann, wobel der Konzentrationsbereich zwischen 10 und 300 nM
liegt (Dunne et al., 2004). Vergleicht man den Effekt mit der Verdréngung von
[*H] Glibenclamid durch DIDS, so liegt die K, ca. 170 bzw. 30mal héher asder 6ffnende DIDS-
Effekt. Die Bindung am Rezeptor ist aber wesentlich empfindlicher (720 nM (-MgATP); 1,7 nM
(+MgATP)) as der Effekt am Kanal (49 nM) (vgl. Kap. 4.4.1, Felsch et a., 2004). Die im
Vergleich zum Effekt relativ niedrige Bindungsaffinitét und der Vergleich mit anderen K ;-
Kana 6ffnern deutet daraufhin, dass DIDS nicht an die typische Bindungsstelle der K, e
Kanal6ffner geht bzw. die K,;p-kanalaktivierende DIDS-Bindung nicht mit der
[*H] Glibenclamid Bindung interferiert. Wo DIDS diese Offnung bewirkt, konnte bisher nicht
geklart werden.

Zur weiteren Charakterisierung wurde DIDS von mir in Inside-Out Patches in der
Konzentrationen von 0,1 pM in Mg*-hdtiger Losung in Gegenwart von 1 mM MgATP
untersucht. Eswurde nur diese eine DIDS K onzentration verwendet, weil die Offnung bei dieser
K onzentration am haufigsten auftrat. Die Offnung liegt damit im K onzentrationsbereich 100mal
(in Gegenwart von Mg?") bzw.1000mal (in Abwesenheit von Mg?") niedriger a's die Hemmung
(s.0.). DIDSist (bei K ,1p-Kandlen) bisher das einzig bekannte Stilben mit diesen 6ffnenden und
hemmenden Eigenschaften.

Aul%er in der Responderrate war auch die Antwortgrof3e extrem variabel . Um den Wirkort
von DIDS herauszufinden, wurde der DIDS Effekt an den verkirzten K ;6.2 DC26-Kanden
sowie der Koexpression mit SUR2B untersucht, um zu sehen, ob die Aktivierung am SUR oder
K g liegt. Eswurde bei Zellen, die mit K z6.2 DC26/SUR2B-Kanden transfiziert waren (Abb.
53), eine Stromentwicklung durch DIDS, wie sie bei den Wildtyp-Zellen K;6.2/SUR2B
beobachtet wurde, gesehen, die bel der aleinigen Expression von K z;6.2 DC26 nicht mehr
vorhanden war (Dunne et al., 2004). Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass die
Aktivierung Uber der SUR vermittelt wird. Da die aktivierende Eigenschaft von DIDS nur in
Gegenwart von MgA TP beobachtet wurde, habe ich bel der Untersuchung des Mechanismus
einen besonderen Schwerpunkt auf ATP-abhangige Phosphorilierungsvorgange gelegt.

Zum einen wurde die Lange des ATP-Vorlaufs variiert. Die ATP Applikationsdauer
wurde in den von mir durchgefthrten Experimenten von 0,5 bis 5 Minuten ATP-Vorlauf (in
Abwesenheit von DIDS) verandert. Dabei konnte bei 1, 2 und 3 Minuten ATP-Vorlauf die
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gleiche Aktivierung gesehen werden. Bei 0,5 Minuten ATP-Vorlauf war die Aktivierung durch

DIDS kleiner und bei 5 Minuten ATP-Vorlauf war die Aktivierung von DIDS auch wieder
reduziert (vgl. Kap. 4.6). Eine mdglich Erkléarung dafir ist, dass bei K,36.2/SUR2B-Kanédlen

MQgATP eine Mindesteinwirkzeit ben6tigt und nach mehr als drei Minuten der (irreversible)

Rundown auch in Gegenwart von ATP einsetzt und somit die maximale Anzahl der
aktivierbaren Kanal e abnimmt.

In Gegenwart von 10 mM MgATP war die DIDS Wirkung niedriger as in Gegenwart
von 1 mM MgATP (vgl. Abb. 55). Wurde nur eine ATP-Konzentration verwendet (1 mM
MgATP), konnte beobachtet werden, dass bel relativ schlechtem ATP-Block eine verbesserte
Wirkung von DIDS vorhanden war. Diese Abhangigkeit der Wirkung von der Starke des ATP-
Blocks bzw. verschiedenen ATP-K onzentrationen wurde auch bei typischen Offnern beobachtet.
Dabei zeigten die Offner Leveromakalim (200 uM; bei <5 mM ATP) und KR-30450 (10 pM;
bei <1 mM ATP) eine Aktivierung, die bei hdheren ATP-Konzentrationen abnahm (Wymann
et al., 2003, Foregtier et al., 1996). Ahnliches konnte auch bei Pinacidil und Nicorandil gesehen
werden (Kramer et a., 2004, Dobrowolski und Sadowski, 2004). Auch bel P1075 ist eine
reduzierte Wirksamkeit in Gegenwart von 10 mM MgATP im Vergleich zu 1 mM MgATP zu
beobachten (vgl. Kap. 4.2.2). Somit verhalten sich 100 nM DIDS in Gegenwart von MgATP wie
ein typischer K ,.-Kanal offner.

Da DIDS lichtempfindlich ist, wurden die Beleuchtungsverhéltnisse betrachtet. Zum
einen wurde DIDS unter Lichtausschluss appliziert. Bei diesen Experimenten ergab sich keine
signifikante Aktivitatserhéhung durch DIDS. Bel der Bestrahlung mit Licht der Wellenlange
254 nM und 360 nM konnte auch keine verbesserte Wirkung registriert werden. Eine Variation
der Temperatur von 22°C auf 27°C zeigte auch keine Erhdhung der Responderrate. ES wurde
allerdings auch niemals eine Aktivitétsreduktion beobachtet.

Durch die Variation des pH-Wertes wurden zwei Absichten verfolgt. Zum einen sollte
die pH-abhangige Aktivierung untersucht werden, zum anderen sollte durch die Erniedrigung
des pH-Werts die Reaktionsfreudigkeit der Isothiocyanatgruppe mit primaren Aminen
vermindert oder gesteigert werden. Bel einer moderaten Anhebung oder Absenkung des pH-
Werts (pH = 7,0 bzw pH = 7,4) (Losungen vgl. Kap. 2.7) kann auch keine vermehrte DIDS
Antwort gesehen werden. (Bei einer Erniedrigung des pH-Werts auf 6,0 ist keine Kanal aktivitét
mehr vorhanden (Gojkovic-Bukaricaet al., 2002b)). Die Isothiocyanatgruppe des DIDS kann mit

priméren Aminen (bel pH 9,0 bis 10,0) reagieren. Wenn DIDS mit primaren Aminen des



5 Diskussion 146
Proteinsreagiert, so sollte der Effekt der Aktivierung bei niedrigeren pH-Werten gesteigert sein,

denn esist davon auszugehen, dass DIDS durch die Bindung an primére Amine nicht mehr fir
den Mechanismus der Offnung der Kanale zur Verfiigung steht. Andererseits konnte gerade
durch die Bindung an ein Substrat, dass priméare Amine enthalt und die Offnung vermittelt
(indirekte Wirkung), die Aktivierung gesteigert sein. Die Variation des pH-Wertes nach oben
oder unten zeigte keine signifikante Steigerung oder Erniedrigung der Aktivierungsfrequenz.

Ob membrangebundene oder |6sliche Lipide wie Phospholipide oder LC-AcylCoAs an
der Regulation der Aktivierung des K ,;,-Kanas durch DIDS beteiligt sind, wurde ebenfalls
untersucht.

Phospholipide wie PIP, PIP, oder PIP; entstehen durch partielle Phosphorilierung von
Phosphoinositol und werden in der Membran eingel agert (Cantley, 2002). Die ATP vermittelte
Phosphorilierung wird durch die PI-3-Kinase, PI-4-Kinase und PI-5-Kinase vermittelt. Aus PIP,
wird durch die PKC IP, und DAG gebildet. PIP, bewirkt eine Entkopplung von SUR und K
(Cantley, 2002), wodurch die Wirkung der am SUR bindenden Offner und Blocker stark
reduziert wird. Phospholipidewie z.B. PIP, oder auch Oleyl CoA reduzieren weiterhin die ATP-
Empfindlichkeit an K ,;.-Kandlen (Baukrowitz et al., 1998, Krauter et al., 2001, Shyng und
Nichols, 1998).

Aus diesen Beobachtungen kénnen verschiedene Hypothesen fiir eine Beeinflussung der
Kanalaktivierung durch DIDS aufgestellt werden: 1. PIP, fuhrt zu einer Entkopplung von SUR
und K. Werden die Phosphokinasen gehemmt, so dass weniger PIP, gebildet wird, sollte, falls
DIDS am SUR hindet und wie ein typische Offner wirkt, die DIDS-Wirkung verbessert werden.
2. Anderersaits konnte DIDS eine Aktivierung der Phosphokinasen und damit der K ,;-Kande
(Uber eine erhdhte PIP,-Konzentration und damit eine Abschwéachung des ATP-Blocks)
bewirken. Somit sollte eine Blockade der Phosphokinasen auch eine DIDS-Wirkung verhindern.
Generell muss auch noch berticksi chtigt werden, dass Mani pul ationen der PIP,-K onzentrationen
auch den ATP-Block beeinflussen kann, was wiederum einem Einfluss auf die Aktivierung
durch DIDS hat.

In Gegenwart von LY -294002 oder Wortmannin werden die PI-3- und Pl-4-Kinase
gehemmt, wodurch sich die PIP-, PIP,- und PIP,-Konzentration erniedrigt. Ein Einfluss dieser
Manipulation auf K ,;--Kanale konnte auch schon gezeigt werden (Song und Asnhcroft, 2001a).
In meinen Experimenten konnte keine eindeutige Steigerung der Aktivierung durch DIDS bel

der Phosphoinositolkinase-Hemmung gesehen werden. Einzig bei der Betrachtung der
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Experimente, die auf DIDS/LY bzw. DIDS aleine eine Antwort gezeigt hatten, war eine

signifikante Steigerung der Kanalaktivitét bei DIDS/LY zu beobachten. Diesem Einzelergebnis
sollte aber keine zu grofRe Bedeutung beigemessen werden, da zum einen alle anderen
Versuchsrethen keine Wirkung der PI-3-Kinasehemmung ergaben und zum anderen ein falsch
signifikantes Ergebnis auf Grund der starken Streuung der Messserien relativ wahrscheinlich ist.
Diese Experimente geben al so keine klaren Hinwel se auf verbesserte DIDS-Wirkung durch eine
Steigerung der Kopplung von SUR und K.

Daaber auch bei Phosphoinositolkinase-Hemmung eine Wirkung von DIDS beobachtet
wurde, ergeben diese Experimente auch keine Hinwelse auf Hypothese 2.

LC-AcylCoAs @neln in ihrer Wirkung PIP,, es gibt aber auch deutliche Unterschiede
(Liu et al., 2001, Schulze et a., 2003; Baukrowitz personliche Mitteilung).

Durch den Einsatz von LY -294002 und Wortmannin oder Oleyl CoA in Kombination mit
DIDS konnte keine klare Steigerung im Vergleich zur aleinigen Gabe von DIDS beobachtet
werden. Somit kann davon ausgegangen werden, dassist die Senkung der Phospholipide (PIP,
PIP, oder PIP;) nicht an der Aktivierung durch DIDS beteiligt ist. Abschlief3end ist zu sagen,
dass der aktivierende Mechanismus von DIDS unklar bleibt. Welcher intrazellul&rer(n) oder
membranére(n) Faktor(en) fur die Aktivierung des K ,,-Kanals durch DIDS verantwortlich ist
(sind), konnte in dieser Arbeit nicht geklart werden. Weder die Variation der physikalisch
verénderbaren Bedingungen (Temperatur, pH-Wert, h*n), noch die Applikation physiologisch
beeinflussender Faktoren (Zugabe von PI-3-Kainaseinhibitoren oder Phospholipide) konnten
weder die Aktivierung des K,;--Kanas (K z6.2/SUR2B) steigern noch die Responderrate
erhthen. Da DIDS auch noch eine Vielzahl von anderen zellul&ren Faktoren beeinflusst, kann
der fur die Aktivierung von DIDS zustandige Faktor noch unbekannt sein. Diskutiert werden
kann ein Membranbestandteil, das durch das Herausrei 3en der Membran aus der Zelle manchmal
verloren gehen konnte. Auf der anderen Seite kdnnen es aber auch intrazellul&re Faktoren sein,
die je nach Patch-Groél3e oder -Form mehr oder weniger an der Membran gebunden bleiben und
dadurch je nach Vorhandensein die K ,;--Kanéle durch DIDS 6ffnen kdnnen oder keinen Effekt
haben.
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5.5 K,z6.1/SUR2A-K anéle

Kono et al., 2000, konnten zeigen, dass bei der Verwendung der Inside-Out-
Konfiguration der K,z6.1 zusammen mit dem SUR2A funktionelle Kanédle bildet, die im
symmetrischen Kalium (150 mM) eine Leitfahigkeit von 33,6 + 4,2 pS haben. Um eine
Kana aktivitét zu sehen, setzte Kono et a., 2000, UDP in millimolaren Konzentrationen (10 mM
UDP) ein. Somit war es nicht weiter verwunderlich, dass fur den fir Glibenclamid
empfindlicheren Kanal K,;6.1/SUR2A(Y 1206S) im symmetrischen Kalium (140 mM) eine
Leitfdhigkeit von 43 £ 4 pS ermittelt werden konnte. Die Leitféhigkeit von K,;6.2/SUR2A-
Kanalen betragt 79,5 pS (im symmetrischen Kalium) (Kondo et a., 1998). Diese Leitfahigkeiten
sind mit denen in nativen Geweben vergleichbar; 30 pS Koronararterie vom Schwein (Mioshi),
40 pS Trachea von der Katze (Teramoto und Brading, 1996), 27 pS im Kolon von der Maus
(Mannhold, 2004). Kono et a ., 2000, verwendete ausschliefdlich 10 mM UDP, um dieKanéle zu
aktivieren. In meinen Experimenten wurde MgADP/MgATP oder MgUDP/MgUTP jewellsin
einer Konzentration von 1 mM verwendet. Werden die Leitfahigkeiten flr die beiden Nukleotide
getrennt ermittelt, zeigt sich ein signifikanter Unterschied (MguUDP = 404 + 2,8 (n = 10);
MgADP =440+ 3,9 (n=25)). Dieunterschiedliche K*-Konzentrationen (150 mM zu 140 mM)
in den Loésungen sollten keinen gravierenden Einfluss auf die Leitfahigkeit der Kandle besitzen.
Aul¥erdem wurde bei vergleichbaren Temperaturen gemessen (22-25°C zu 26-28°C).

In der Ganzzellkonfiguration wurde der K z6.1/SUR2A sowie die Hochaffinitdtsmutante
far Glibenclamid Y 1206S untersucht. In beiden Untersuchungen entwickelte sich in ein Strom,
der durch 1pM Glibenclamid gehemmt werden konnte. Bei diesen Messungen verhielten sich
die Kande wie die K ;6.1/SUR2B- oder K,;6.1/SUR2B(Y 1206S)-Kandle (Hambrock et al.,
2001b).
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die Effekte von Nukleotiden, K ,,.-Kanalblockern und -Offnern
auf die Aktivitét v. a. der rekombinanten kardiovaskuléren K ,;,-Kandle mit der patch-clamp-
Technik untersucht.

DieAktivitét der K ,;,-Kandlewird durch Nukleosid-di- und -triphosphate reguliert. Dies
wurde in dieser Arbeit primér an K,36.2/SUR2A-Kanélen, der rekombinanten Form der Kanédle
in Herz- und Skelettmuskel zellen untersucht. In Abwesenheit von Mg* beobachtet man eine
Hemmwirkung (ATP: IC,,=12 uM; ADP: IC,, ~ 800 uM). In Gegenwart von Mg* ergibt sich
fur ATP eineleichte Rechtsverschiebung der Hemmkurve (1C,,=30 uM). Bei MgADP hingegen
wird ein biphasischer Effekt beobachtet: bei niedrigen Konzentrationen ergibt sich eine
Aktivierung um ca. 100 % (mit EC,,=3 uM); bel hohen Konzentrationen eine Hemmung
(1C,=600 nM). Esist wahrscheinlich, dass der Hemmung immer der gleiche, Mg* unabhéngige
Prozess, zugrunde liegt. Die Aktivierung durch Nukleosi dphosphate benétigt dagegen Mg?*. Bei
MgADP kann man die beiden Komponenten getrennt analysieren; bei MgATP liegen siejedoch
so dicht beieinander, dass die Uberlagerung der beiden Effekte zu einer leichten
Rechtverschiebung der beobachteten Hemmkurve fuhrt. Es gibt einen eindeutigen
Zusammenhang zwischen der aktivierenden Wirksamkeit von MgADP und der Grof3e des
beobachteten Rundown in den einzelnen Patches. Der molekulare Mechanismus fur diese
Beobachtung ist unklar. Die Hemmwirkung der Nukleosidphosphate ist vom Rundown
unabhangig.

Von den Blockern des K,,-Kanals wurde je ein Beispiel aus drei verschiedenen
Substanzklassen untersucht, der Standard-Sulfonylharnstoff Glibenclamid, der kardioselektive
Sulfonylthioharnstoff HMR1883 sowie der aus der Offnerstruktur der Cyanoguanidine
(Pinacidil) abgeleitete Blocker PNU-96293. Alle drei Blocker schlieffen den Kana durch
Bindung am SUR. Untersuchungspunkte waren die Effizienz der Blocker in Abhangigkeit von
der patch-clamp Konfiguration (Ganzzelle- vs I/O-Patch), der Effekt von Nukleotiden auf den
Block, eine eventuelle Selektivitét fur einer der Kanal-Subtypen sowie der Effekt der Mutation
SUR2A(Y 1206S).

In der Ganzzellkonfiguration zeigen dieK ,;.-Kanalblocker Glibenclamid und HMR1883
als Antagonisten einen vollsténdigen Block der K,;6.2/SUR2x-Kanéle; die Hemmung durch
PNU-96293 hingegen ist nicht vollstandig. PNU-96293 ist daher ein Partialantagonist. Im
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Inside-Out-Patch erreichen ale drei Substanzen nur eine partiellen Block (50-70 %). Dies zeigt

dass je nach den Umsténden vollsténdig mit Blockern besetzte Kanalspezies noch eine
Offenwahrscheinlichkeit >0 haben.

Die MgADP-Empfindlichkeit des Blockes wurde fur Glibenclamid und HMR1883 im
I/O patch untersucht. Unter MgADP zeigen beide Substanzen eine signifikante Abnahme der
Potenz des Blockes aber nicht der maximalen Hemmung. Bei der Erhebung des
Selektivitatsprofils der Blocker zeigen sich leichte Differenzen zwischen den Substanzen;
guantitativ hangen die Unterschiede auch von der patch-clamp Konfiguration ab. Die Mutation
Y 1206S in den SUR2-Subtypen erhtht die Potenz der inhibitorischen Wirkung von
Glibenclamid an den K z6.2/SUR2(Y S)-Kanédlen ~ 30x (I/O-Patch, keine Nukleotide); in der
Ganzzellkonfiguration ist der Unterschied kleiner. Bei PNU-96293 betragt der Effekt der
Mutation nur 1,7x, was auf eine andere Bindungsstelle dieser Substanz am SUR hinweist.

Bezuglich der K, .-Kanal6ffner wurden drei Aspekte untersucht:(1) die Offnung des
K,x6.2/SUR2B Kanals in der Abwesenheit von MgATP durch Offner verschiedener
Strukturklassen; (2) die Wirkung von A312110, einem neuartiger Offner aus der Klasse der
Dihydropyridine; (3) die kanal 6ffnende Wirkung des Stilbens DIDS.

Die Offnung von K ,;-Kandlen durch K ,--K anal-Offner wird durch MgA TP sehr stark
gefordert. Der MgA TP-abhangige Signalweg beruht auf einer Offner-induzierten Steigerung der
ATPase-Aktivitdat des SUR und der Stabilisierung des Proteins in einer posthydrolytischen
Konformation. Andererseits konnen hohe Konzentrationen von Offnern den K;6.x/SUR2-
Kanade in Abwesenheit von MgATP 6ffnen. Ziel meiner Untersuchungen war es, die Offnung
von K,z6.2/SUR2B-Kandlen durch P1075, Minoxidilsulfat, Diazoxid und Nicorandil in
Abwesenheit von Mg? zu erfassen. Die Messungen zeigen, dass die Offner beziiglich dieses
Effektes in verschiedene Klassen eingeteilt werden kénnen, und dass bei P1075 der MgATP-
unabhangige Weg ab 10-fach hoheren Konzentrationen bis zu 20 % zur Kana6ffnung in
Anwesenheit von MgATP beitragen kann.

Das neue Dihydropyridin A312110 erwiessich an K,;6.2/SUR2A - und /SUR2B-Kand en
als ebenso potenter Offner wie der Standardoffner P1075; allerdings ist die Effektivitat der
Offnung bei A312110 etwas geringer.

Das Stilben DIDS blockt mit mikromolarer Potenz K ,.-Kandle (SUR1, SUR2A, SUR2B
koexprimiert mit K 36.2). Hier wird zum ersten Mal gezeigt, dassDIDSin nM Konzentrationen
den K ;6.2/SUR2B-Kanal 6ffnen kann; die Offnung tritt jedoch nur in ca. 65 % der Experimente
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auf. Die aktivierende Wirkung setzt am SUR an, da K ;6.2 DC26-Kanéle nicht aktiviert werden,

und bendtigt MgATP. Die PI-3-Kinaseinhibitoren LY -294002 und Wortmannin sowie Oleyl CoA

haben keinen Einfluss auf die aktivierende Wirkung, so dass der Aktivierungsmechanismus
dieses Stibens PIP,/PIP, unabhéngig ist.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das auffallendste Ergebnis der Arbeit die starke
Abhéngigkeit der quantitativen Effekte der SchlieRer und Offner der K, .-Kandle von der
Konfiguration der patch-clamp Technik ist. Ein zweites Hauptergebnis ist die starke
Beeinflussung der Pharmakawirkungen durch die Gegenwart von Nukleotiden. Die Arbeit zeigt
dieganze Komplexitét in der Modulation dieser Kandl e, die als metabolische Sensoren der Zelle
auf3er von Nukleotiden auch von anderen Zellbestandteilen wie dem Zytoskelett und

Phospholipiden entscheidend beeinflusst werden.
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