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1 Einletung

1.1 Kaliumkanale

lonen wie z.B. Na', K*, Ca?, CI" kénnen die Zellmembran nur lber die in die
Lipiddoppelschicht integrierten Transportproteine, z.B. lonenkanéle passieren. Offene Kandle
erlauben einen selektiven lonenfluss mit sehr hohen Flussraten (> 10° lonen / s), der von dem
elektrochemischen Gradienten zwischen dem Zytosol und dem Auf3enraum der Zelle angetrieben
wird. Diese Eigenschaft verleiht den lonenkanalen, neben deren Beitrag bei der Herstellung und
Aufrechterhaltung des M embranruhepotentials, auch eine zentrale Bedeutung bei der Erregung von
erregbaren Zellen wie z.B. Nerven und Muskeln sowie bei der Steuerung der Funktion endokriner
Zellen (z.B. b-Zellen des Pankreas).

Die ubiquitar in Pflanzen und Tieren vorkommende sehr heterogene Gruppe der
Kaliumkandle (Uiber 70 bekannte Typen) hat dabei eine stabilisierende Aufgabe, das Potential der
M embran moglichst nahe des Gleichgewichtspotential s fir Kaliumionen (E, bei 37°C = - 98 mV)
und somit weit von der Erregungsschwelle zu halten. Die Regulierung der Kaliumkanale kann tiber
Anderungen des M embranpotentials, Transmitter und Hormone, oder den metabolischen Zustand
der Zelle erfolgen (Hille, 2001). Pharmakologische Modulation dieser Kandle kann anti-
ischamische, antiarrhythmische, antihypertensive, anti-asthmatische Wirkungen hervorrufen und
auch bei der Behandlung der Blaseninkontinenz ausgenutzt werden (Lynch, Jr. et al., 1992; Katz
etal., 1993; Grover, 1994, Li et al., 1995; Quast et al., 1995).

Die Architektur der porenbildenden a-Untereinheiten (Abb. 1) erlaubt eine Unterteilung der

Kaliumkandle in 4 Hauptfamilien (Salkoff und Jegla, 1995; Gutman et al., 2003)

K KaeX

Abbildung 1 Schema der Topologie der a-Untereinheiten von verschiedenen K*-Kanafamilien
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a) spannungsabhangige Kaliumkanale (Kv) mit porenbildenden Untereinheiten aus sechs
Transmembranhelices (TM).

b.) Ca*- aktivierte Kaliumkanale mit porenbildenden Untereinheiten aus sechs (1K,
SK,) oder sieben (BK,) TM.

c) Tandem-Kaliumkanéle (K,x) ausvier TM mit zwei porenbildenden Untereinheiten.

d) einwartsgleichrichtende Kaliumkanale (Kir) aus porenbildenden Untereinheiten mit
zwel TM.

Alle Kaliumkandle besitzen in der P-Schleife (auch H5-Schleife genannt), einer Region die
unmittelbar an der Porenbildung beteiligt ist, die gemeinsame "Signatur-Sequenz" -
TXXTXGY GD- (Heginbotham et al., 1992). Die Aminosdurenfolge TXGY G in der P-Schleife
macht den Selektivitatsfilter fur K* aus (Hille, 2001). Vier P-Schleifen sind obligatorisch an der
Ausbildung der Kanalpore beteiligt. Somit besteht ein funktionsfahiger Kaliumkanal aus einem
Homo- bzw. Heterotetramer (bei einem P-Loop pro 2TM-, 6T M- bzw. 7TM-Untereinheit) oder aus
einem Dimer (bei zwei P-Loops pro Untereinheit in den Tandem-Kaliumkanélen). An die a-
Untereinheiten kénnen regulatorische b-Untereinheiten assoziiert sein (z.B.
Sulfonylharnstoffrezeptoren in K ,rp-Kanélen, oder Calmodulinin SK .,-Kanéalen). In denfolgenden

Unterkapiteln werden die vier Kaliumkanalklassen kurz vorgestellt.

1.1.1 Spannungsabhéngige K aliumkanéle

Unter den bisher charakterisierten Kaliumkandlen stellen die spannungsabhéangigen
Kaliumkanale die groRte Gruppe dar. Der K*-Ausstrom durch diese Kanéle ermdglicht die
Repolarisierung der Zellmembran. Die Pore der Kandle besteht aus tetramerisierten 6TM -
Untereinheiten, wobei sich die P-Schleife zwischen TM5 und TM6 befindet. Die
Spannungsempfindlichkeit erhalten die Kanal e durch eine Haufung postiv geladener Aminosauren
in der TM4. Sie weisen eine ausgepragte verzogerte Auswartsgleichrichtung auf, d.h. der
lonenflussausder Zelle heraus erfolgt hier wesentlich leichter alsindie Zelle hinein. Eswird dabei
zwischen schnellen und langsamen verzogerten Gleichrichtern unterschieden (Hille, 2001).
Schndleverzogerte Gleichrichter (Kv-Superfamilie) sind fur diekurze Dauer der Aktionspotentiale
in myelinfreien Axonen, Motoneuronen und im Skelettmuskel verantwortlich (Hille, 2001).
Herzmuskelzellen niitzen bei der Repolarisierung verzogerte Gleichrichter aus der KCNQ- und
eag/erg-Familie, deren Kinetik wesentlich langsamer ist, als die der Kv-Kanale (Sanguinetti und

Jurkiewicz, 1990). Zwel wichtige Strome (I, und 1,,) durch Kandle mit porenbildenden
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Untereinheiten dieser Familie sind dabei von entscheidender Bedeutung. Inhibierung dieser K*-
Flusse (z.B. durch Klasse-ll1-Antiarrhythmika) oder Mutationen der betreffenden Kanéle
(Romano-Ward-Syndrom) kann stark verléngerte Aktionspotentiale am Herzen zu folge haben
(verlangerte QT-Intervalle im EKG = long QT-Syndrom) und zum plétzlichen Herztod fuhren

(Sanguinetti und Spector, 1997; Abbott et al., 1999).

1.1.2 Ca®*-aktivierte Kaliumkanéale

Fast alle Zelltypen verfiigen tiber K*-Kanéle, die durch Ca?lonen aktiviert werden. Man
unterscheidet K .,-Kandle mit hoher (BigK ,: 100-250 pS), mittlerer (I ntermediateK ,: 20-80 pS)
und niedriger (SmallK ,: 4-20 pS) Leitfahigkeit (Hille, 2001).

BK,-Kandle, bestehend aus porenbildenden 7T M-a-Untereinheiten und regulatorischen b-
Untereinheiten (Garcia-Calvo et al., 1994), besitzen zusétzlich zu der Regulation durch Ca*, eine
ausgepragte Spannungsabhangigkeit (Latorre et al., 1989). Skorpiongifte wie Iberiotoxin und
Charybdotoxin kdnnen BK -Strome inhibieren (Hille, 2001). Zusammen mit Kv-Kanélen tragen
sie zur Repolarisation der Zellmembran und Entstehung der schnellen hyperpolarisierenden
Nachpotentiale (fast AHP) bei (Storm, 1990). Sie kontrollieren so die Dauer und Frequenz der
Aktionspotentiale und stellen deshalb als wichtige Regulatoren u.a. des Nervensystems (Sausbier
et al., 2004, Saushier et al., 2006), des kardiovaskularen Systems (Brenner et al., 2000; Sausbier
et al., 2005) und desImmunsystems (Ahluwalia et al., 2004) vielversprechende Zielstrukturen fr
Pharmaka dar (Curran, 1998).

SK,-Kandle besitzen keine nennenswerte Spannungsabhéngigkeit (Hille, 2001). Im
Gegensatz zu den BK -Kanéalen, deren 7TM - a-Untereinheiten Ca**-lonen tiber “calcium bowls’
direkt binden kénnen (Schreiber et al., 1999), wird den SK .-Kanélen die Ca**-Empfindlichkeit
durch die Assoziation ihrer 6T M -a-Untereinheiten mit Calmodulin vermittelt. SK . -Kanéle helfen
bei der Entstehung der langsamen Nachhyperpolarisierung (slow AHP; Hille, 2001). lhre Stréme
kdnnen z.B. durch Apamin and Scyllatoxin inhibiert werden und auch sie werden als Target fur

zukunftige M edikamente angesehen (Blank et al., 2004).
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1.1.3 Tandem-K aliumkanéle

Die Pore der Tandem-K andle besteht aus dimerisierten 4TM- bzw 8T M-Untereinheiten die
auf einer Polypeptidkette liegen und jeweils Uiber zwei P-Schleifen verfiigen (K, s. Abb. 1). K*-
selektiver Strom durch einen solchen Kanal in Hefen wurden bereits von Gustin et al., 1986
charakterisiert und im Zuge der Entschliisselung des Hefegenoms dem TOK1 zugeordnet
(Ketchum et al., 1995). Esfolgte die Entdeckung von acht K,-Kanden (KCNK1-8) bei Saugern
(Ubersicht bei Buckingham et al., 2005). Die Tandem-Kaliumkanale zeigen eine schwache
Auswaértsgleichrichtung, jedoch keine Spannungsabhéngigkeit. Manche von ihnen sind pH-
abhangig, andere wiederum werden durch intrazellulére Second messenger oder mechanische Reize
beeinflusst (Hille, 2001). Inhalationsnarkotika wie z.B. Chloroform, Halothan, Isofluran kénnen
bestimmte Tandem-Kaliumkanale aktivieren (Patel et al., 1999; Sirois et al., 2000). Vermutlich
stabilisiert die ubiquitare K ,-Hintergrundleitfahigkeit das Membranruhepotential nahe dem E,,
reguliert die Erregung der Zellen, oder ermdglicht einen K*-Transport (Hille, 2001).

1.1.4 Einwartsgleichrichtende Kaliumkanéle

Die Gleichrichtung durch einen Kanal bedeutet eine Abweichung von einer linearen Strom-
Spannungs-Kurve. Im Fall der einwartsgleichrichtenden K*-Kanale (Kir = inwardly rectifying K*
channels) bedeutet dies, dass lonenfluss ins Zellinnere, gegeniiber dem lonenfluss nach aul3en
beglinstigt wird. In der Physiologie des M enschen sind Membranpotentiale negativer als das K-
Gleichgewichtspotential selten. Jedochist nur in solchen Zustéanden ein K*-Einstrom durch Kanale
in die Zelle denkbar. Trotz ihres Namens zeigen auch starke K*-Einwartsgleichrichter leicht
oberhalb des E, einen signifikanten K*-Ausstrom. Dieser ist sogar physiologisch von groRer
Bedeutung, er hilft namlich das Membranpotential zu stabilisieren (Hille, 2001). Erst im Bereich
der positiver als -70 mV ist, versiegt der K*-Strom. Mechanistisch wird dieses Verhalten durch
einen Verschluss der Kanalpore durch positiv geladene Substanzen wie Mg? und Polyamine
(Spermin, Spermidin) erklart (Doupnik et al., 1995). Die Inaktivierung der Kir-Kanéle bei
depolarisierter Zellmembran begrenzt vor allem im Herzmuskel den Kaliumverlust wahrend der
langen Depolarisationsphase (100-600 ms), minimiert dadurch indirekt die gegenl&ufigen Strome
und hilft somit die Aktion des Herzens 6konomisch zu gestalten (Hille, 2001).

Die Pore der K*-Einwartsgleichrichter wird von einem Tetramer aus Kir-Untereinheiten

gebildet, die nur aus zwei Transmembranhelices bestehen (s. Abb. 1). Die Kir sverfligen Gber die
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P-Schleife mir dem K*-Selektivitatsfilter, jedoch nicht Gber einen Spannungssensor (Nichols und
Lopatin, 1997). Es wurden bisher sieben Kir-Unterfamilien beschrieben (Kirl-7). Je nach Stérke
der Gleichrichtung unterscheidet man zwischen starken (Kir2, Kir3, Kir4) und schwachen (Kir1,
Kir6, Kir7) K*-Einwartsgleichrichtern (Hille, 2001). Wasdie Regulierungswege betrifft, stellen die
Kir-Kanéle eine sehr heterogene Gruppe dar. Wahrend einige Kir-Kanale, darunter auch Kir2.1 des
Skelettmuskels, keine bekannte Regulierung aufweisen (Hille, 2001), wird die Kir3-Kanalklasse
durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren gesteuert (GIRK = G-protein-linked Inwardly Rectifying
K*-channel). Dazu gehoren Kaliumkanale, die Schrittmacherzellen des Herzens unter
Acetylcholineinfluss (K 5, reguliert Uber M 2-Rezeptor; Pfaffinger et al., 1985; Y atani et al., 1990)
hyperpolarisieren und dadurch die Schlagfrequenz herabsetzen.

Im Fokus dieser Arbeit stehen Kaliumkanéle, deren Pore aus schwachen Gleichrichtern des
Kir6-Typs gebildet und durch des intrazelluldre ATP/ADP-Verhdltnis reguliert wird (Kp-
Kandle).

1.2 ATP empfindliche Kaliumkanéale

Dieersten Beschreibungen der AT P-sensitiven Kanalein Herzmuskelzellen durch Trube und
Hescheler, 1984 und Noma, 1983 erschienen nahezu gleichzeitig. Es folgten Entdeckungen der
K rp-Kanélein b-Zellen der Bauchspeicheldriise (Cook und Hales, 1984; Ashcroft et al., 1984), im
Skelettmuskel (Spruce et al., 1985), in glatten Muskelzellen (Beech et al., 1993), im Gehirn
(Ashford et al., 1988), in der Blase (Bernardi et al., 1993), in der Niere (Hunter und Giebisch,
1988) und in den Mitochondrien (Inoue et al., 1991). Heute blicken wir auf eine Uber zwanzig-
jahrige Geschichte intensiver elektrophysiologischer, molekularbiologischer und
pharmakologischer Erforschung dieser Kandle zurtick, die weiterhin spannend ist und noch viele
unbeantwortete Fragen aufweist. Die Einleitung zu der vorliegenden Dissertation kann nur einen

begrenzten Uberblick tiber das verfiigbare Wissen liefern.
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1.2.1 ElektrischesVerhalten, Aufbau und Oberflachenexpression von K ,-p-K anélen

Die charakteristische elektrische Aktivitat eines ATP-empfindlichen Kanals ist in der
Abbildung 2 dargestellt. Sie ist gekennzeichnet durch "Burst" (= Ausbruch)-Phasen, in denen der
Kanal hochfrequent zwischen dem offenen und geschlossenen ("Gaps') Zustand "flackert"
(Aguilar-Bryan und Bryan, 1999). Die "Bursts' werden durch Ruheintervalle ("Interbursts")
unterbrochen. Kanal-M odulatoren wie ATP, MgADP (s. Kap. 1.2.4.1) sowie synthetische Kanal-
Blocker und- Offner (s. Kap. 1.2.8) beeinflussen die Dauer der Aktivitatsphasen und somit die
Offenwahrscheinlichkeit (P,) der Kanéle.

"gaps" innerhalb
der Burst-Phase

"zero-current”-

N BURST

2 pA‘
T 05s BURST

Abbildung 2 Phasen der el ektrischen Aktivitét eines K ,p-Kanals

2-Sekunden-Spur aus der Untersuchung des Kir6.2/SUR2B in der Outside-out-Konfiguration der
Saugel ektrodentechnik (s. Kap. 2.2.3): bei symmetrischer K*-Konzentration und einer Klemmspannung von -50
mV, zeigt sich unter Einfluss eines Kanal-Offners (1 M Bimakalim; s. Kap., 1.2.8.2) ein charakteristischer K -
Einzelkanalstrom (Burst- und Interburst-Phasen) von ca. 4 pA (in Ubereinstimmung mit der Kir6.2-
Einzelkanalleitfahigkeit von ca. 80 pS; Seino und Miki, 2003).
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Karp-Kandle sind Heterooktamere aus zwei Arten von Untereinheiten, mit einer 4:4
Stochiometrie (Abb. 3) und der relativen M olek llmasse von ca. 950 kDa. Eshandelt sich dabei um
eine kompakte Proteinstruktur mit ca. 18 nm Durchmesser und ca. 13 nm Héhe (Mikhailov et al.,
2005). Die Pore der Kanale besteht aus vier a-Untereinheiten aus der Familie der schwachen
Einwartsgleichrichter Kir6.x. Mitihr assoziiert sind vier regulatorische Sulfonylharnstoffrezeptoren
SUR, die zu ABC-Proteinen gehtren (Aguilar-Bryan et al., 1995; Inagaki et al., 1995a; Sakura et
al., 1995; Clement 1V et al., 1997). Die erste verfligbare 3-D Struktur des K,;p-Kanals von
Mikhailov et al., 2005 bestatigt die sehr enge Nachbarschaft der zytosolischen und
transmembraneren Strukturen von Kir und SUR, die bereits in zahlreichen Kir/SUR-
Interaktionsstudien postuliert wurde (u.a. Giblin et al., 1999; Mikhailov et al., 2000; Schwappach
et al., 2000; Babenko und Bryan, 2002; Chan et al., 2003a; Bryan et al., 2004; Rainbow et al .,
2004).

SUR Kir6.x

Aullen

1

wRKR...

Innen

Abbildung 3 Schema des Aufbaus und der Struktur eines K,,-Kanals

funktionell wichtige Regionen: TMD = Transmembrandoméne; M1, M2 = Transmembranhelices des Kir6.x;
1-17 = Transmembranhelices des SUR; NBF =Nukleotidbindungsfalten; A,B = Walker A- und B-Motiv; RKR =
Retentionsmotiv; O = Offnerbindungsstellen; GBC, Repaglinid, Tolbutamid, ATP, MgATP, MgADP =
Bindungsstellen fir die jeweiligen Substanzen
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Der Einbau unvollstandiger Kanalkomplexein die Zytoplasmamembran wird durch das ER-
Retentionsmotiv -RKR-, welches sowohl in der Kir6.x- (C-Terminus) alsauch in der SUR-Sequenz
(zytoplasmatische Schleife zwischen TM 11 und NBF1) vorhanden ist, verhindert (Zerangue et al.,
1999). C-terminal verkirzter Kir6.2 (DC36, DC26) bildet auch in Abwesenheit der regulatorischen
Untereinheit funktionsféhige Kanéle und erweist sich somit als wertvolles Werkzeug in den K y1p-
Kanal-Studien (Tucker et al., 1997). Die korrekte Glykosylierung des SUR scheint beim T ransport
der K, rp-Kandle an die Zelloberflache ebenfalls von Bedeutung zu sein (Conti et al., 2002).
Dartber hinaus sind Mutationen (z.B. Deletionen, Punktmutationen) bekannt, die eine
Oberflachenexpression der Kanaleinhibieren (Sharmaet al., 1999; Cartier et al., 2001). Craneund
Aguilar-Bryan, 2004 beschreiben eine Verlangsamung des Kir6.2-Abbaus durch die
Komplexbildung mit SUR1. Ferner postulieren diese Autoren eine schnelle Kir6.2/SUR1-
Heterodimerbildung und anschlief}ende langsame Komplexierung zum vollstandigen
Heterooktamer.

Unsere Arbeitsgruppe stellte vor kurzem ein SUR2B-Tetramermodell auf (L 6ffler-Walz et
al., 2002; Hambrock et al., 2001). Es existieren starke experimentelle Hinweise darauf, das

SUR2B-Untereinheiten in Abwesenheit von Kir6.x zu einem Tetramer komplexieren kénnen.

1.2.2 Kir6.x: diea-Untereinheit der K ,;p-K anéle

Kir6.x-Untereinheiten bilden als Tetramer die Pore der K,;p-Kanéle. Typisch fur einen
Einwartsgleichrichter, verfligen die einzelnen Untereinheiten Uber zwei TransmembranhelicesM 1
und M 2, die durch die P-Schleife (H5) verbunden sind. Sowohl der N-, als auch der C-Terminus
befinden sich im Zytosol. Dasfur einen K*-Kanal charakteristische -GY G-Motiv in der P-Schleife
(entscheidend fur die K*-Selektivitét; Jan und Jan, 1994) ist im Kir6.x nicht konserviert, sondern
durch -GFG- ersetzt (Seino, 1999). Hochaufgel 6ste 3D-Strukturen von Kir6.x liegen bisher nicht
vor. Antcliff et al., 2005 erarbeiteten mit Hilfe von Strukturen bakterieller Kir-Homologa (Kuo et
al., 2003) und zytoplasmatischer Domanen verwandter eukariotischer Kir-Kanale (Nishida und
MacKinnon, 2002; Pegan et al ., 2005) ein aktuellesM odell einer Kir6.x-Pore, welches sich gut mit
der niedrig aufgelosten Struktur eines K ,;p-Kanals vereinbaren lasst (Mikhailov et al., 2005).
Demnach wird das Vestibll der Pore durch die M2-Helices des Tetramers trichterformig
ausgekleidet. Der K*-Selektivitatsfilter entstent durch die raumliche Nahe der P-Schleifen der

einzelnen a-Untereinheiten des K ,1-Kanals (Capener et al., 2003). Der zytosolische Zugang zur
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Porendffnung ist verengt und es wird vorgeschlagen, dass M 2-Bewegungen fiir die Offnung bzw.
Schlief3ung der Pore verantwortlich sind (Loussouarn et al., 2001). Die intrazellularen Doménen
der Kir-Untereinheiten zeigen untereinander ein komplexes W echselwirkungsverhalten und tragen
dadurch zur Stabilisierung des Porentetramers, sowie zur Ausbildung von Bindungstaschen fir
Kanalregulatoren (ATP) bei (Antcliff et al., 2005).

Beim Menschen sind zwei Subtypen der Kir6.x-Familie bekannt: Kir6.1 und Kir6.2. Die
beiden Subtypen zeigen eine 71%ige Homologie (Seino, 1999).

Das intronlose Gen des Kir6.2 (KCNJ11) befindet sich auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 11. Dasresultierende Proteinist 390 Aminosauren lang und wird auf hohem Niveau
im Pankreas (a, b, g-Zellen) exprimiert (Suzuki et al., 1997a). Daruber hinaus findet man Kir6.2
am Herzen, in Skelettmuskelzellen, im Gehirn und in der Blase (Seino, 1999).

Das ca. 9,7 kb lange, humane Gen fur Kir6.1 (KCNJ8) konnte dem Chromosom 12, in
Position 12p11.23 zugeordnet werden. Es besitzt 3 Exons und kodiert fir ein Protein aus 424
Aminosauren, welches zu 98% mit dem murinen Kir6.1 Ubereinstimmt. Mit Ausnahme von
insulinsezernierenden Zellen, wird Kir6.1 ubiquitar exprimiert (Seino, 1999). Die Studie von
Suzuki et al., 1997b weist auf ein mogliches Vorkommen von Kir6.1 in der inneren M embran der
Mitochondrien hin. Die Einzelkanalleitfahigkeit der Kir6.1-Kanéle ist im Vergleich zu Kir6.2-
Kanalen (~ 80 pS; Seino und Miki, 2003) kleiner und liegt im Bereich von 15-30 pS (Quayle et
al., 1997).

1.2.3 Der Sulfonylhar nstoffrezeptor (SUR): die b-Untereinheit der K ,;p-K anéle

Die Sulfonylharnstoffrezeptoren dienen alsb-Untereinheit der Regulierung der K ,p-Kanéle.
Zwei unterschiedliche Gene: ABCC8 auf Chromosom 11 (11p15.1; mit Kir6.2-Gen geclustert)
und ABCC9 auf Chromosom 12 (12p12.1) (Chutkow et al., 1996) kodieren fur zwei SUR-
Isoformen: SUR1 und SUR2 (Inagaki et al., 1996; Isomoto et al., 1996). SUR1 und SUR2 zeigen
eine 67%ige Sequenzhomologie (Ashcroft und Gribble, 2000). Esexistieren zwei Spleil3varianten
des SUR2 (SUR2A und SUR2B), die sich nur in 42 C-terminalen Aminosauren unterscheiden
(Inagaki et al., 1996; Isomoto et al., 1996), wobei der C-Terminusdes SUR2B der entsprechenden
Region des SUR1 mehr dhnelt (74% Homologie), als dem C-Terminus des SUR2A (33%
Homologie; Ashcroft und Gribble, 2000). Die SURs sind wesentlich groRer als die Kir6.x-
Untereinheiten (SUR1: 1581 Aminosauren, SUR2: 1549 AS; Bryan und Aguilar-Bryan, 1999).

Tusnady et al., 1997 schlugen das bis heute guiltige M odell der molekularen SUR-Struktur
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mit 3 Transmembrandoméanen (TMD) und insgesamt 17 Transmembranhelices (TM) vor (siehe
Abb. 3). DieTMDO folgt mit5 TM (TM 1-5) auf den extrazellulér liegenden N-T erminusdes SUR
und ist mit einer kurzen (ca. 100 AS) zytosolischen Schleife Nr. 3 (CL3) mit der TMD1
verbunden. Im Anschluss an die TMD1 (TM6-11) befindet sich die erste intrazellulare
Nukleotidbindungsfalte (NBF1) die gleichzeitig das Verbindungsstiick zwischen TMD1 und
TMD2 (TM12-17) darstellt. Die zweite Nukleotidbindungsfalte (NBF2) liegt intrazellular
zwischen der TMD2 und dem SUR-C-Terminus

Die Anwesenheit der NBFs ordnet die Sulfonylharnstoffrezeptoren in die Familie der ABC
(= ATP binding cassette) Proteine ein. Als Charakteristikum der NBFskonnen die unter den ABC-
Proteinen hochkonservierten Walker A (GXXGXGKS/T; X = beliebige AS)- und Walker B
(YYYYD; Y = hydrophobe AS)-Motive (Walker et al., 1982), das ABC-Signaturmotiv (=
"Linkersequenz" LSGGQ), sowie die invarianten Aminosauren Glutamin und Histidin (Q-Loop
bzw. H-Loop) genannt werden. Wahrend Walker A- und B-Motive unmittelbar an der
Nukleotidbindung beteiligt sind (s. Kap. 1.2.4.1), ist die Aufgabe der "Linkersequenz" nicht
vollstandig aufgeklért (Matsuo et al., 2005). Diskutiert wird ihre Beteiligung an der Transduktion
der Nukleotidbindung in die Kanalaktivierung (Matsuo et al., 2005; Hewitt und Lehner, 2003).

Die meisten eukaryotischen ABC-Proteine besitzen eine Transporterfunktion. Als Beispiel
waredas M RP1 (multidrug resistance-associated protein; ABCC1) zu nennen, das ebenso wie SUR
aus der ABCC-Unterfamilie der ABC-Proteine stammt (Kruh et al., 2001). Es handelt sich dabei
um eine AT P-getriebene Auswartspumpe, die in der Lage ist zytotoxische Substanzen aus dem
Zytoplasma zu befordern (Leslieet al., 2001). CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator; ABCC7), dessen Mutationen zystische Fibrose hervorrufen, ist dagegen ein
spannungsunabhangiger Cl™-Kanal und Chaperon (Riordan, 1993; Gadsby et al., 1995) und
verflgt dhnlich wie SUR Uber keine bekannte Transportfunktion (Gadsby et al., 1995).

Es sind bisher keine hochaufgel6sten Quartérstrukturen vollstandiger ABC-Proteine von
Saugern verdffentlicht. Bei der Erstellung der SUR-Modelle muss die Wissenschaft daher auf
verfugbare Hilfskonstrukte wie z.B. die Homologien zu Strukturen bakterieller ABC-T ransporter
BtuCD (Locher et al., 2002) und M sbA (Reyesund Chang, 2005), die Rontgenstruktur der NBF1
von CFTR (Lewiset al., 2004), oder die niedrigaufgel 6sten CFT R- und P-Glykoprotein-Strukturen
(Rosenberg et al., 2004, Rosenberg et al., 2003) zurlickgreifen. Die Tatsache, das SUR-
Untereinheiten ein Bestandteil der Heterooktamerstruktur von K,-Kanélen sind, verleiht der
M odellfindung zusétzliche Schwierigkeiten. Die erste Anndherung an die 3D-Struktur einesK ,;p-

Kanals stammt von (Babenko und Bryan, 2003) und basiert auf dem Homologievergleich mit
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MsbA (Chang, 2003) und KirBacl.1 (Kuo et al., 2003). Obgleich die Positionierung vieler
Strukturbestandteile (darunter auch SUR-TMDOQ) mangels verwertbarer Vorlagen sehr vage ist,
wird aus diesem M odell die Komplexitét des Kanalaufbaus ersichtlich. Einen grofen Fortschritt
stellt die bereits erwahnte 3D-Struktur von Kir6.2/SUR1 (Mikhailov et al., 2005) dar. Trotz
niedriger Auflésung (18 A) bietet sie eine gute Vorlage fir die Anpassung und den Vergleich
bisher bekannter Modelle. Diese Arbeit bekréftigt unter anderem die Hypothese, dass die NBFs
einer Untereinheit in Abwesenheit von N ukleotiden voneinander entfernt sind und sichim Zuge der
Nukleotidbindung aufeinander zu bewegen (L ocher et al., 2002; Chen et al., 2003; Higgins und
Linton, 2004; Reyes und Chang, 2005). Die raumliche Nadhe der NBFs benachbarter
Untereinheiten spricht flr gegenseitige strukturelle und funktionelle Einflussnahme. Ferner wird
die TMDO im Mikhailov-Modell in Ubereinstimmung mit Studien von Babenko und Bryan, 2002
und Chan et al., 2003a neben die M1-Helix des Kir6.2 positioniert. Die enge Nachbarschaft
zwischen TMDO+CL 3 des SUR und M 1+N-Terminus des Kir dient nicht nur der Stabilisierung
des Kanalkomplexes, sondern auch der funktionellen Kopplung der Pore mit den regulatorischen
Untereinheiten (Babenko und Bryan, 2003).

Die Struktur der Sulfonylharnstoffrezeptoren bietet Bindungsstellen fir endogene und
pharmakologische K ,z-Kanal-M odulatoren, deren Bindung und Wirkung, sowie der Einfluss auf

die Physiol ogie/Pathophysiologie im Mittelpunkt der folgenden Unterkapitel steht.

1.2.4 Regulierung der K ,;p-Kanale

1241 Regulierung der K ,1p-Kanéle durch Nukleotide

Die Aktivitat der K,p-Kandle wird entscheidend durch das intrazellulare ATP/ADP-
Verhaltnis beeinflusst. Die SchlieBung der Kanédle erfolgt Uber direkte und selektive
Wechselwirkungen von ATP oder ADP (ATP > ADP) mit den porenbildenden Untereinheiten
Kir6.x. Daflr spricht die ATP-Hemmung der K*-Kanéle, die lediglich aus C-terminal verkirzten
Kir6.2-Untereinheiten bestehenden (1C5;, von ca. 100 uM; Tucker et al., 1997), sowie die
Fotoaffinitatsmarkierung des Kir6.2 mit ATP-Analoga (Tanabe et al., 1999; Tanabe et al., 2000;
Wang et al., 2002). Mg®-lonen sind firr die Interaktionen der Nukleotide mit Kir6.x nicht
notwendig (Ashcroft und Kakei, 1989). Die genaue Position der AT P-Bindungsstelle im Kir6.x-
Tetramer ist aufgrund fehlender Kristallstruktur noch nicht eindeutig. Mit Hilfe von

Mutationsanalysen wurde einzelnen Aminosauren eine Beteiligung an der ATP-Bindung
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zugeordnet. Beispielsweise sollen R50 und K185 mit dem g- bzw. b-Phosphat von ATP
wechselwirken (Trapp et al., 2003). Auch G334 befindet sich wahrscheinlich in der Nahe des b-
Phosphats und beeinflusst die ATP-Bindung (Antcliff et al., 2005; Drain et al., 1998). R201
dagegen interagiert vermutlich mit dem a-Phosphat (Gloyn et al., 2004; Antcliff et al., 2005). In
nachster Nachbarschaft zum Adeninring eines gebundenen Nukleotides kénnte laut M odell der
ATP-Bindungsregion von Antcliff et al., 2005 1182 liegen. In diesem Modell wird die ATP-
Bindung in die Grenzregion zwischen dem C- und N-Terminus benachbarter Kir-Untereinheiten
positioniert und unterliegt komplexen Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen den Kir-
Untereinheiten. An der Nukleotid-bedingten Kanal schliel3ung kénnte laut Antcliff et al., 2005 die
Wechselwirkung zwischen dem C-Terminus einer Kir-Untereinheit und der Gleithelix ("slide
helix") der benachbarten Untereinheit beteiligt sein. Die SUR-Prasenz im Kanalkomplex hat
ebenfalls Auswirkungen auf die ATP-Bindung an Kir. Die b-Untereinheit erhoht die
Empfindlichkeit des Kir6.2 auf ATP ca. 10-fach (Tucker et al., 1997). Die niedrig aufgel6ste
Kristall-Struktur des Kir6.2/SUR1-Kanals weist eine Spalte zwischen zwei benachbarten SUR1-
Untereinheiten auf, die als Korridor maglicherweise den ATP-Zugang zum Kir erleichtert
(Mikhailov et al., 2005).

MgADP stimuliert Kir6.2/SURL1, blockiert aber Kir6.2DC26-Kandale (Tucker et al., 1997).
Ferner heben M utationenim Walker A- (K719A und K1385M), oder Walker B (D853N, D1506A
und D1506N) der beiden NBFs des SUR1 die aktivierende MgADP Wirkung auf (Gribble et al.,
1997c; Gribble et al., 1997b; Shyng et al., 1997). Auch MgATP ist in der Lage, Kir6.2/SURL1,
genauer die ATP-unempfindliche Kir6.2R50G/SUR1-M utante zu aktivieren. Dies spricht dafur,
dass sowohl MgATP wie auch MgADP Uber die Wechselwirkungen mit den NBFs des SURs die
Ka.rp-Kandle aktivieren konnen. Dabei stellt NBF1 die Mg?*-unabh&ngige
Hochaffinitatsbindungsseite fir ATP dar (Ueda et al., 1997). NBF2 hingegen bindet Nukleotide
M g**-abhéngig und mit niedrigerer Affinitét. Beide NBFskooperieren miteinander. So begiinstigt
die MgATP- oder MgADP-Bindung an NBF2 die ATP-Bindung an NBF1 (Ueda et al., 1999).
Zingman et al., 2002a berichteten, dass diese Kooperativitét fir die aktivierende Wirkung auf den
Kanal von essentieller Bedeutungist. Die K ,r-Kanéleverfligen tiber AT Pase-Aktivitat (Mikhailov
et al., 2005), die ebenfallsan isolierten SUR-NBFs gezeigt werden konnte (Zingman et al., 2001;
Masiaet al., 2005). Ohne die ATP-Hydrolyse an der NBF2 kann keine Kanalaktivierung erfolgen
(Zingman et al., 2001). Matsuo et al., 2005 schlugen ein M odell der K ,rp-Kanalaktivierung durch
Wechselwirkungen der Nukleotide mit den NBFs vor. Im aktivierten (= posthydrolytischen)

Zustand ist an NBF1 ATP und an NBF2 MgADP gebunden. Der ATPase-Zyklus von NBF2
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fungiert als Sensor des metabolischen Zellzustands. Ist der metabolische Zustand der Zelle gut (=
hohe Kreatin-Kinase-katalysierte Phosphorylierungsrate von ADP), dissoziert MgADP von NBF2
und wird durch MgATP ersetz. Diese Entwicklung begiinstigt den geschl ossenen K anal zustand, bei
dem die ATP-Hydrolyse beschleunigt ist. Steigt jedoch die intrazelluldre M gAD P-K onzentration
infolge einer Verschlechterung des metabolischen Zustandes der Zelle an, so verlangsamt sich die
ADP-Dissoziation von NBF2, die AT Pase-Aktivitat wird gedrosselt und der Kanal geht in den
aktivierten (= posthydrolytischen) Zustand tber.

Die K rp-Kanal-Subtypen variieren betrachtlich in ihren Nukleotidbindungseigenschaften
und in ihrer Nukleotidempfindlichkeit (Matsuo et al., 2005). SUR1 z.B. bindet ATP und ADP
stérker als SUR2A und SUR2B. Unter den SUR2-Subtypen zeigt NBF1 des SUR2B die hdhere
ATP-Affinitdt. Ebenso ist die ADP-Affinitdét von SUR2B-NBF2 besser als die von SUR2A
(Matsuo et al., 2000; vgl. auch Hambrock et al., 2002a). Da sich bekanntlich die beiden SUR2-
SpleiRvarianten nur inihrer C-terminalen Region unterscheiden, muss davon ausgegangen werden,
dassder C-Terminusdie Nukleotidbindung an beide NBFs beeinflusst. VV orstellbar ist dabel sowohl
ein Einfluss auf die Nukleotidaffinitét, als auch auf die AT Pase-Aktivitét. Dartiber hinaus wurde
berichtet, dass am Kir6.2/SUR2A viel hthere M gAD P-Konzentrationen notwendig sind um den
Kanal zu aktivieren als am Kir6.2/SUR1 oder Kir6.2/SUR2B (Matsuoka et al., 2000). Sieben
Aminosauren im SUR-C-Terminus, die in SUR-Strukturmodellen in die Néhe des Walker-A-
Motivsvon NBF2 positioniert werden sind fuir diesen Unterschied ausschlaggebend (M atsushita et
al., 2002).

Kir6.1-haltige Kanéle (z.B. Kir6.1/SUR2B der Gefalimuskulatur) galten zunéchg alsrelativ
ATP-unempfindlich (= nicht hemmbar) und aktivierten nur in Nukleotid-Anwesenheit (Kpp-
Kandle; Beechetal., 1993; Yamadaet al., 1997; Satoh et al., 1998). Neue Untersuchungen deuten
jedoch auf eine AT P-Empfindlichkeit (= Hemmung) hin, die mit Kir6.2-Kandlen vergleichbar ist
(Babenko et al., 2000b).
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1.2.4.2 Regulierung der K ,-p-Kandale durch Lipide

Negativ geladene, langkettige Lipide wie L-a-Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP,)
oder Acyl-Coenzym A Ester (LC-Acyl-CoA) ubernehmen bei der Regulation der K ,;p-Kanéleeine
wichtige Rolle. Sie binden an Kir6.2 in enger Nachbarschaft der ATP-Bindungsregion und
verandern dadurch die AT P-Empfindlichkeit einesK ,r-Kanals (Enkvetchakul und Nichols, 2003;
Schulze et al., 2003; Trapp et al., 2003).

Das M embranphospholipid PIP, besitzt eine hydrophile, negativgeladene Kopfgruppe und
einen langen, hydrophoben Fettrest (Sehe Abb. 4). Esist ein Vorlaufer wichtiger Second messenger
wie DAG, IP3 und PIP;. Die Membrankonzentration von PIP, unterliegt einer Regulation durch
Enzyme wie Phospholipasen, Phospholipid-Phosphatasen und Phospholipid-Kinasen. Dies
ermoglicht eine Steuerung der K,p-Kanéle Uber Signaltransduktionswege, die an den
M etabolismus der Phospholipide gekoppelt sind (Baukrowitz und Fakler, 2000). Die Kp-
Regulation durch PIP, beruht auf der Erhdhung der Offenwahrscheinlichkeit der Kanéle
(Hilgemann und Ball, 1996) und Senkung der ATP-Empfindlichkeit (Baukrowitz et al., 1998;
Shyng und Nichols, 1998).

LC-Acyl-CoA (z.B. Oleoyl-CoA) weisen ebenfalls eine hydrophile, anionische Kopfgruppe
(Coenzym A) und eine lange hydrophobe Kette (Fettsaurerest; siehe Abb. 4) auf. Auch siesind in
der Lagedie ATP-Empfindlichkeit der K ,;p-Kanéle zu reduzieren (Gribbleet al., 1998a; Liu et al.,
2001) und koppeln so das M embranpotential der Zelle an den Fettsauremetabolismus. Ubergewicht
und Hyperglykémie (z.B. beim Diabetesmellitus Typ 2) steigern den Umlauf an freien Fettsauren.
In der b-Zelle des Pankreas fihrt dies zu einem Anstieg der LC-Acyl-CoA (Larsson et al., 1996).
Diedarausresultierende Aktivierung der K ,;p-Kanéle konnte die Insulinsekretion vermindern. Am
Herzen liefern LC-Acyl-CoA freie Fettsauren fir die b-Oxidation in den Mitochondrien. Diese
Form der Energiegewinnung ist auf eine gute Sauerstoffversorgung angewiesen. Wahrend einer
Ischamie akkumulieren LC-Acyl-CoA im Zytoplasma. Die daraus resultierende mogliche
Aktivierung der K,;p-Kandle und Hyperpolarisation der Zellmembran konnte einen

energiesparenden Zellschutzmechanismus darstellen (Liu et al., 2001; s. auch Kap. 1.2.6).
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Abbildung 4 Strukturformeln der Phospholipide PIP, und Oleoyl-CoA

Zusatzlich zu den Effekten auf die AT P-Empfindlichkeit, heben M embranphospholipide und L C-
Acyl-CoA dieWirkung synthetischer K ,1p-Kanal-M odulatoren (GBC und KCO; s. Kap. 1.2.8) auf
(Koster etal., 1999; Krauter et al., 2001; Liu et al., 2001; Schulze et al., 2003; Klein et al., 2005).
Man geht davon aus, dass der Antagonismus zwischen den Lipiden und ATP groRtenteils
allosterischer Natur ist (Koster et al., 1999; Enkvetchakul und Nichols, 2003; Schulze et al.,
2003). Hinter der Unempfindlichkeit der K, p-Kandle auf die an SUR-bindenden Offner und
Blocker steht jedoch vermutlich eine der Lipidbindung folgende funktionelle Entkopplung
zwischen Kir6.2 und SUR (Koster et al., 1999). Fur den unterschiedlichen I nhibitionsmechanismus
spricht auch die Tatsache, dass Polykationen wie Polylysin und Neomycin die PIP,-Wirkung auf
die ATP-Empfindlichkeit (Fan und Makielski, 1997; Shyng und Nichols, 1998; Schulze et al.,
2003), nicht jedoch die Lipid-induzierte Unempfindlichkeit gegen pharmakol ogische M odulatoren
aufzuheben vermdgen (Krauter et al., 2001).

Lipide besitzten darliber hinausdie Fahigkeit, den K ,p-Kanal-Rundown aufheben zu kénnen
(Ribalet et al., 2000; Liu et al., 2001). Unter “ Rundown” versteht man den spontanen Verlust an
Kanalaktivitat in elektrophysiologischen Experimenten, nach dem Herausreif3en eines isolierten
Membranstiickes aus seiner zelluldren Umgebung (= Inside-out-M essungen; s. Kap. 2.2.3.2.2.3).
Ebenfalls in Ganzzellmessungen kann wéhrend der Dialyse der untersuchten Zelle mit der
Pipettenldsung (s. Kap. 2.2.3.2.2.2) “Rundown” beobachtet werden. Die dahinterstehenden

M echanismen sind nicht vollstandig geklart. Ca**- und Mg**-lonen beschleunigen den Prozess,
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MgATP/MgADP konnen die Kanalaktivitat wieder herstellen (= “Refreshment”; Ribalet et al.,
2000). Wird der Rundown zum Teil als Reaktion auf Anwesenheit oder Mangel an Kanal-
M odulatoren verstanden, so bestatigt sich im Effekt von Oleoyl-CoA und PIP, die Hypothese tiber
die Abschirmung des Kanals von der Ligandbindung durch Lipide (Ribalet et al., 2000).

1243 Regulierung der K,rp-Kanéle durch Phosphorylierung und andere

M echanismen

Endogene Vasodilatatoren (z.B. Adenosin, Calcitonin) aktivieren tber Phosphorylierung
durch Proteinkinase A die Kir6.1/SUR2B-Kanéle der Gefal3muskulatur (Quinn et al., 2004). Die
Proteinkinase C hingegen hemmt die Kir6.1/SUR2B-Kanéle (Thorneloe et al., 2002) und ist
dadurch in die Regulierung des Vasotonus durch Vasokonstriktoren involviert (Nelson und
Quayle, 1995; Standen et al., 1989; s. auch Kap. 1.2.6). Offnung der sarcK ,;--Kanale
(Kir6.2/SUR2A) vermittelt durch die Proteinkinase C (und Adenosin) gilt als essentiell bei der
ischdmischen Prakonditionierung (Gross und Peart, 2003; s. auch Kap. 1.2.6).

Die 3D-Struktur desK ,;r-Kanalsvon Mikhailov et al., 2005 besitzt vor allem im Bereich der
SUR-Nukleotidbindungsdomanen eine zytosolische “Andockplattform” fir weitere
Modulatorproteine wie z.B. Kreatin-Kinase(Crawford et al., 2002b), L actat-Dehydrogenase
(Crawford et al., 2002a), oder Syntaxin (Cui et al., 2004). Ferner ware die Beeinflussung der K ,1p-
Kanalaktivitat durch G-Proteine (Sanchez et al., 1998) und Endosulfine (Heron et al., 1998) zu

nennen.

1.2.5 Gewebsspezifische Expression und K ombination der K ,1p-K analuntereinheiten

Man findet unterschiedliche Expressionsraten der separaten Gene der Kpqp-
Kanaluntereinheiten sowie deren SpleiRvarianten (SUR2A, SUR2B) in verschiedenen Geweben.

Kir6.1 wird reichlich im Herz-, Ovarial- und Nebennierengewebe exprimiert. Moderates
Vorkommen an Kir6.1 wurde am Skelettmuskel, im Lungen-, Gehirn-, Magen-, Dickdarm-,
Hoden-, Schilddriisen- und Pankreasgewebe beschrieben. Nur geringesKir6.1-Vorkommen konnte
dagegen in der Niere, in der Leber, im Dinndarm und in der Hypophyse nachgewiesen werden
(Inagaki et al., 1995b). Ein hohes Expressionsniveau an Kir6.2 findet man im Skelettmuskel, am
Herzen, in den Inselzellen des Pankreas, in der Lunge, in der Leber, im Gehirn und im Magen,
wohingegen in der Niere, im Dick- und Dlnndarm, in den Ovarien, in den Hoden, im

Schilddriisen- und Nebennierengewebe Kir6.2 nur schwach exprimiert wird (Inagaki et al., 1995b).
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Dieregulatorische Untereinheit SUR1 ist stark in Neuronen, im Gehirn und in den b-Zellen
des Pankreas (Aguilar-Bryan et al., 1995) prasent. SUR2 wird hauptsachlich im Herz- und
Skelettmuskel exprimiert. Vor allem in der glatten Muskulatur findet man den ubiquitar
vorkommenden SUR2B. (Inagaki et al., 1996; Isomoto et al., 1996; Chutkow et al., 1996;
Chutkow et al., 1999).

In rekombinanten Expressionssystemen lassen sich alle Kir6.x.- und SUR-Subtypen beliebig
zu funktionsfahigen K ,p-Kanalen kombinieren. Die prominentesten Kanalkombinationen in vivo

sind samt Expressionsschwerpunkt in der Tabelle 1 vorgestellt.

Tabelle 1 Natirliches Vorkommen der K ,;o-Kanéle

Kanalkombination Vorkommen Referenzen
Kir6.1/SUR2B glatte GefélRmuskul atur Yamadaet a., 1997
Kir6.2/SUR2B glatte Muskulatur Isomoto et a., 1996
Kir6.2/SUR1 Pankreas, Neurone Inagaki et al., 1995a

Gribble et a., 1997a
Kir6.2/SUR2A Herz-, und Skelettmuskel Inagaki et a., 1996
Okuyama et ., 1998

1.2.6 Physiologische und pathophysiologische Rolle der K ,rp-Kanéle

Im Konzert der M embranpotential-regulierenden Kanéleféllt den K ,;p-Kanélen einewichtige
Rolle zu. Sie koppeln das Membranpotential an den metabolischen Zustand der Zelle tGber den
ATP/ADP-Quotienten, oder den Lipidstoffwechsel (siehe Kap. 1.2.4). Die verschiedenen K ,;p-
Kanalsubtypen weichen in ihren elektrophysiologischen Eigenschaften voneinander ab und
reagieren unterschiedlich auf endogene bzw. pharmakologische Regulierungseinfliisse. Je hach
Expressionsschwerpunkt, variiert dadurch die Rolle der K,-Kanéle in unterschiedlichen
Geweben. Untersuchungen an nativen Gewebepraparaten, genetisch veranderten Mausen und
Patienten mit K ,1p-Kanalmutationen tragen dabei zur Entschliisselung der K ,-Kanalbedeutung
bei.
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Am besten untersucht ist die Beteiligung der K,;r-Kandle an der Regulierung der
Insulinsekretion in den b-Zellen des Pankreas (Abb. 5). Das M embranruhepotential der b-Zellen
wird in erster Linie Uber die Aktivitat der K,p-Kanée kontrolliert. Der Kir6.2/SUR1-Subtyp
fungiert dort zudem indirekt Uber den ATP/ADP-Quotienten als Glukosesensor. Bei
substimulatorischen Glucosekonzentrationen (< 3 mM) stabilisiert der K*-Efflux durch offene
Kir6.2/SUR1-Kanadle das Ruhepotential bei ca. -70 mV. Bei diesem Potential sind
spannungsgesteuerte L-Typ-Ca*-Kanéle (L-VOCC=voltage operated calcium channels)
geschlossen. Steigt die Plasmakonzentration an Glukose an, so wird der Zucker Uber die
Transporter GLUT (GLUT2 bei Nagern, GLUT1 beim Menschen) vermehrt in die b-Zellen
aufgenommen und im Zuge der Glykolyse metabolisiert (1). In der Folge steigt der ATP/ADP-
Quotient der Zelle an (2), wodurch die K ,;p-Kanéle inhibiert werden. Durch verminderte K*-
Leitfahigkeit wird nun die Zellmembran depolarisiert (3). Dies fihrt zur Offnung der
spannungsabhangigen Ca*-Kanéle, zum Einstrom von Ca*" in die Zelle, zur Erhéhung der
intrazellularen Ca*-Konzentration (4) und schlieRlich zur damit verbundenen Exozytose der

Insulingranula (5).
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Abbildung 5 Modell der Insulinfreisetzung aus den b-
Zéelen der Bauchspeicheldrise. (nhach Cook und Hales,
1984; Loffler-Walz und Quast, unverdffentlicht)

Karp-Kanéle (Kir6.2/SUR1) werden stark im Hypothalamus exprimiert (Miki und Seino,
2005). Dieses Organ ist entscheidend in die Regulation des Energiemetabolismus, Kontrolle des
Korpergewichts und des Blutzuckerspiegels involviert (Levin et al., 1999). Untersuchungen der
Kir6.2")-M duse deuten darauf hin, dassan diesen Prozessen (u.a. Uiber Regulierung der Glucagon-

Freisetzung) K ,;p-Kanéle beteiligt sind (Miki und Seino, 2005).
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Unter physiologischen Bedingungen halten hohe intrazellulare AT P-Konzentrationen die
Kir6.2/SUR2A-Kanéle des Herzmuskel s geschlossen (Nicholsund Lederer, 1991). Dennoch zeigen
Studien an Kir6.2")-Mausen die Notwendigkeit einer intakten K,r-Kanalfunktion bei der
Anpassung des Herzens an physischen und adrenergen Stress (Zingman et al., 2002b). Eine
massive Offnung der Herz-K ,;-Kanale erfolgt im allgemeinen wahrend einer Ischamie und
Hypoxie, wenn das intrazellulare ATP/ADP-Verhéltnis fallt (Gogelein, 2001) und die
Konzentration an Lipiden steigt (Liu et al., 2001). Die darauffolgende Hyperpolarisierung der
Zellmembran reduziert die Erregbarkeit der Zelle. Die resultierende Verkirzung des
Aktionspotentials hilft dem Gewebe Energie zu sparen (= negativ inotrope Wirkung durch
verminderten Ca**-Einstrom), die potentiell gestorte elektrische Homogenitat des Herzens kann
jedoch zu Arrhythmien fuhren (Gogelein, 2001). Langer andauernde Ischédmie verursacht den
Untergang der Kardiomyozyten durch nekrotische und apoptotische Prozesse. Vorangegangene
kurze ischamische Perioden kdnnen das Ausmal’ des Schadens durch lange O,-M angelversorgung
begrenzen. Dieses Phanomen ist alsischémische Prakonditionierung des Myokards (1PC) bekannt
(Murry et al., 1986; Cohen et al., 2000; Gross und Fryer, 1999). Als Ausl6ser des Prozesses gilt
die Freisetzung von u.a. Adenosin, Bradykinin, Norepinephrin, Opioiden und NO. Der genaue
M echanismus ist bisher nicht vollstandig aufgeklart, dennoch scheint die Offnung von K ,rp-
Kanalen einen entscheidenden Beitrag zu leisten (Hanley und Daut, 2005). Kir6.2)- und SUR2
M_Mause zeigen keine IPC (Seino und Miki, 2003). Selektive Blockade der Kir6.2/SUR2A-
Kanale durch HMR-1883 konnte die IPC nicht aufheben (Jung et al., 1995). Statt dessen erwies
sich ein angeblich selektiver Blocker der mitochondrialen K, p-Kandle (mitoK,p) 5-
Hydroxydecanoat (5-HD) diesbezlglich als wirksam (Munch-Ellingsen et al., 2000). Es wird
deshalb die Beteiligung der wenig erforschten mitoK ,,-Kanéle an der |PC postuliert (Y ellon und
Downey, 2003; Gross und Peart, 2003).

AulRer am Myokard werden Kir6.2/SUR2A-Kanale ebenfalls verstarkt in
Skelettmuskel zellen exprimiert. Die M uskelkontraktion erfordert einen hohen Energieumsatz. Tritt
Ermidung ein (ATP/ADP-Ratio fallt), 6ffnen sich die K ,;p-Kanéle (Light et al., 1994), der K*-
Ausstrom steigt und die Aktionspotentiale werden kirzer (Gramolini und Renaud, 1997). Dies
schiitzt auch die Skelettmuskelzelle vor schadlicher Ca?*-Uberladung (Burton und Smith, 1997).
Desweiteren sind die K, rp-Kanale der Skelettmuskulatur in den Mechanismus der
Glukoseaufnahme in die M uskelzelle involviert und spielen somit eine bedeutende Rolle bei der
Glukosehomoostase (Miki et al., 2002a; Minami et al., 2003).

Die K ,rp-Kanale der glatten GefalRmuskulatur (Kir6.1/SUR2B) dienen tber ihren Einfluss
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auf den GefaBmuskeltonus der Regulation des Blutdrucks (Edwards und Weston, 1993; Nelson
und Quayle, 1995). An den Koronarien wird mit ihrer Hilfe die Koronarreserve mobilisiert (Miki
et al., 2002b; Chutkow et al., 2002; Farouque et al., 2002). Die Offnung der Kir6.1/SUR2B-
Kandle fuhrt Gber die Hyperpolarisation der sarkolemmalen Membranen der GefalRmuskelzellen
zur Vasodilatation (Quast und Cook, 1989). In Kir6.1"?) und SUR2”-K nock-Out-M dusen kommt
€es zu transienten Vasospasmen der Koronarien, die in ihrem Phanotyp der Prinzmetal-Angina
ahneln (Miki et al., 2002b; Chutkow et al., 2002).

In juxtaglomerulédren Zellen der Niere sind die K,;p-Kanéle an der Regulation der

Reninsekretion und im Tubulusepithel an der lonenriickresorption beteiligt (Quast, 1996).

1.2.7 K ,;p-Kanalopathien

1.2.7.1 Kongenitaler Hyperinsulinismusim Kindesalter (HI)

Der kongenitale Hyperinsulinismus im Kindesalter (HI) auch bekannt als "persistierende
hyperinsulindmische Hypoglykdmie im Kindesalter" (PHHI) ist eine seltene, angeborene
Funktionsstérung, die sich durch unangepasste dauerhafte Insulinfreisetzung auszeichnet (Dunne
et al., 2004). Die Krankheit manifestiert sich bereits kurz nach der Geburt durch eine schwere
Hypoglykamie und fihrt unbehandelt zu gravierenden, irreversiblen, neurologischen Ausféllen bis
hin zum Tod. Obgleich auch dominante Vererbungsmodi beschrieben wurden, wird HI in den
meisten Familien autosomal-rezessiv vererbt (Huopio et al., 2000). Mutationen in finf Genen
konnen HI verursachen, jedoch ist genetisch veranderter SUR1 (M utationen im ABCC8-Gen) fur
etwa 50 % der Erkrankungsfalle verantwortlich (Thomas et al., 1995). HI resultiert auch aus
einigen KCNJ11-Mutationen ( KCNJ11-Gen kodiert fur Kir6.2) (Dunne et al., 2004).

Hl-assoziierte SUR1-Mutationen kdnnen in zwei Klassen eingeteilt werden. In die erste
Klasse werden Mutationen eingeordnet die Oberflachenexpression der K ,rp-Kanéle verhindern.
Beeintrachtigt wird dabei entweder die Produktion der Proteine, oder deren Reifung, Transport und
Einbau in die Plasmamembran (Taschenberger et al., 2002). Nach Mutationen der Klasse 2
entstehen Kanéle die in der Zellmembran prasent sind, jedoch, vom Metabolismus der Zelle
entkoppelt, im Zustand verminderter bzw. aufgehobener Aktivitat vorliegen. Im Allgemeinen ist
dasVermogen von MgADP, diese K ,rp-Kanéle zu aktivieren, beeintréchtigt (Huopio et al., 2000;
Nichols et al., 1996). Viele Klasse 2-Mutationen befinden sich im Bereich der
N ukleotidbindungsdomanen (NBF). HI alsFolgevon M utationen im Kir6.2 sind seltener. Auch sie

reduzieren bzw. heben die Kanalaktivitat auf (Nestorowicz et al., 1997; Thomas et al., 1996;
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Henwood et al., 2005). Bedingt durch den Ausfall der M embranpotential stabilisierung durch die
Karp-Kandle kommt bei Hl-Patienten zur Depolarisation der b-Zellmembran verbunden mit
kontinuierlicher Insulinsekretion.

Gain-of-function Mutationen in der Glucokinase (GCK) und Glutamat-D ehydrogenase der
Mitochondrien (GDH) werden ebenfalls mit milden HI-Formen assoziiert (Gloyn, 2003; Stanley
et al., 1998). Werden diese Schllissel enzyme des b-Zellmetabolismus Ubermafig aktiviert, kommt
es bel vergleichsweise niedrigen Glukosekonzentrationen zur verstarkten ATP-Synthese und
dadurch zur unverhaltnismaf3igen K ,;p-K anal-Blockade und Insulinfreisetzung. Weitere milde Hl -
Formen konnen durch proteinreiche Kost bzw. die Aminosaure Leucin hervorgerufen werden.
Leucin kann Uber allosterische Stimulierung der Glutamat-D ehydrogenase (GDH) erhéhte AT P-
Bildunginduzieren. Bei Patienten mit GDH-M utationen mit heraufgesetzter L eucinempfindlichkeit
(Stanley et al., 1998) und/oder SUR1-M utationen mit leicht reduzierter M gAD P-Empfindlichkeit
(Magge et al., 2004) kann das Uberangebot an ATP HI manifest machen.

Mutationen an SUR1 und Kir6.2, dieHI ausldsen sind meistens schwerer Natur und kdnnen
durch K, p-Kanal-6ffnende Pharmaka (Diazoxid) nicht therapiert werden (Dunne et al., 2004;
Henwood et al., 2005). In diesen Féllen befinden sich entweder keine/zu wenige aktivierbare
Kanale in der Plasmamembran, oder die vorhandenen Kanéle erweisen sich als
medikamentresistent. Die subtotale Pankreatektomie stellt hier die einzige, lebensrettende
Therapeutische M a3nahme dar (Cook und Bryan, 1998). Sind jedoch die K ,;p-Kanéle in ihrer
Funktion intakt (HI ausgel6st durch Mutationen in GCK, GDH, SCHAD), so kénnen milde HI-
Formen adaquat mit Diazoxid therapiert werden (Dunne et al., 2004).

1.2.7.2 Permanenter Neonataler Diabetes (PNDM )

Permanenter Neonataler Diabetes (PNDM) ist gekennzeichnet durch die Entwicklung von
Hyperglykamie innerhalb der ersten drei L ebensmonate. Etwa 50 % dieser Erkrankungen wird
durch Kir6.2-Mutationen verursacht; dabei sind bis heute ausschlie3lich heterozygote Formen
bekannt (Gloyn et al., 2004; Sagen et al., 2004; Vaxillaire et al., 2004). Milde
Erscheinungsformen von PNDM sind durch minimale Insulinantwort auf intravendse Gluk osegabe,
jedoch adaquate Insulinfreisetzung nach Verabreichung von Sulfonylharnstoffen gekennzeichnet
(Haider et al., 2005). Entwicklungsverzoégerungen, M uskelschwache, Epilepsie und kraniofaziale
Dysmorphien gehdren neben neonatalem Diabetes zu den phenotypischen Erscheinungsformen des

schwerwiegenden PNDM. Esist davon auszugehen, dass diese schweren Symptome direkt durch
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Kir6.2-M utationen verursacht werden und nicht eine Folge der Hyperglykdmie sind (Gloyn et al.,
2004; Sagen et al., 2004; Vaxillaire et al., 2004).

Alle bisher bekannten PNDM-verursachenden Mutationen erniedrigen die ATP-
Empfindlichkeit der Kir6.2/SUR1-Kanéle (Gloyn et al., 2004). Mutationen innerhalb der ATP-
Bindungsregion wie z.B. R201H, R201C (Gloyn et al., 2004), oder Y 330C, F333I (Sagen et al.,
2004) beeintrachtigen die AT P-Affinitat, ohne die Offenwahrscheinlichkeit der Kanéle wesentlich
zu beeinflussen. Sie sind mit der milden PNDM-Form assoziiert (Antcliff et al., 2005; Gloynet al.,
2004; Ribalet et al., 2003). Die betroffenen Patienten sprechen meistens gut auf die Behandlung
mit K,rp-Kanal-Inhibitoren an (Gloyn et al., 2004; Sagen et al., 2004; Zung et al., 2004).
Hingegen liegen Mutationen wie z.B. Q52R, V59M, V59G und 1296L von der ATP-
Bindungsstelle weiter entfernt. Sie erhthen die intrinsische Offenwahrscheinlichkeit der K 1p-
Kandle und verursachen schwerwiegende Krankheitsauspragungen (Gloyn et al., 2004; Sagen et
al., 2004; Vaxillaire et al., 2004). Die Empfindlichkeit dieser Kanéle den Blockern gegentuber ist
verringert, sodassdie Therapie der Hyperglykamie durch Insulin ergénzt werden muss (Prokset al.,
2004).

Nach Markworth et al., 2000 reicht die Bindung eines ATP-Molekils pro Kir6.2-T etramer
aus, um den Kanal zu schlief3en. In einem heterozygoten System (s.0.) aus wildtypischen Kir6.2-
Untereinheiten und Kir6.2-M utanten mit erniedrigter AT P-Affinitat sollten somit nur die seltenen
M utanten-Homomere eine verminderte AT P-Empfindlichkeit aufwiesen. Die Auswirkungen einer
P,-beeinflussenden Mutation machen sich dagegen bereits bei einer mutierten Untereinheit im
Tetramer bemerkbar und nehmen mit der Anzahl der mutierten Untereinheiten zu. Dieses
Verhalten liefert die theoretische Erklarung, weshalb sich Kir6.2-M utationen mit Einfluss auf die
intrinsische Kanalkinetik gravierender auswirken, als Mutanten mit geringerer ATP-Affinitét
(Haider et al., 2005).

1.2.7.3 Diabetes M ellitus Typ 2 (NIDDM)

Insulinresistenz gepaart mit Insulinsekretionsdefekten gelten als Ursache fiir das Entstehen
des Nichtinsulinabhangigen Diabetes Mellitus (NIDDM = Typ 2-Diabetes). Diese
Glukosetol eranzstérung manifestiert sich meist jenseits des 40. Lebensjahres. Uber 80 % der
betroffenen sind adipds. Darliber hinaus ist eine genetische Pradisposition, darunter auch
M utationen des pankreatischen K ,1-Kanals, beim Typ 2-Diabetes anzunehmen. In der Population

der européischen Kaukasier ist haufig der heterozygote (45 %), bzw. homozygote (13 %) Kir6.2-
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Polymorphismus E23K anzutreffen (Gloyn et al., 2001; Sakuraet al., 1996; Inoueet al., 1997). Es
haufen sich die Anzeichen daflir, dass dieser Polymorphismus mit einem hoheren Risiko fur Typ 2-
Diabetes verbunden ist (Hani et al., 1998; Gloyn et al., 2003; Barroso et al., 2003). Zudem
konnten Nielsen et al., 2003 einen Zusammenhang zwischen dem E23K-Polymorphismus und
einem erhohten BM| beobachten. Ein stiller Polymorphismus AGG1273AGA des SUR1-Gens
kann in Kombination mit der E23K-Mutation am Kir6.2 das Diabetes Risiko noch zusatzlich
steigern (Laukkanen et al., 2004). Die E23K-Mutation erhdht die intrinsische
Offenwahrscheinlichkeit, vermindert die ATP-Empfindlichkeit und verstéarkt die MgADP-
Aktivierung der Kir6.2/SUR1-Kandl e (Schwanstecher et al., 2002a; Schwanstecher et al., 2002b).
Ferner soll die E23K-M utation die Empfindlichkeit der betroffenen Kanéle gegeniiber dem Lipid
Oleoyl-CoA verstérken (Riedel et al., 2003). Die beobachteten Unterschiede zwischen dem
Wildtyp-Kanal und der E23K -M utante waren gering und konnten nicht immer reproduziert werden
(Haider et al., 2005). Breiter angelegte Funktionsstudien erscheinen daher notwendig, um den
molekularen Hintergrund des Effekts vom E23K-Polymorphismus auf die Glukosehomoostase

aufzukléren.

1.2.8 Phar makologie der K ,;p-Kanale

1.28.1 K srp-Kanal-Inhibitoren: Sulfonylhar nstoffe und Glinide

Sulfonylharnstoffe (z.B. Tolbutamid und Glibenclamid; s. Abb. 6) und Glinide (z.B.
Repaglinid, Nateglinid; s. Abb. 6) binden an den SUR und hemmen dadurch die Aktivitat desK ,1p-
Kanals. Die daraus resultierende Depolarisation der insulinsezernierenden b-Zellen der
Bauchspeicheldriise wird zur Stimulierung der Insulinfreisetzung pharmakotherapeutisch gentitzt.
Die Blockade der K ,;p-Kandéle in anderen Geweben (z.B. Kardiomyozyten, Vaskulatur) im Zuge
einer Typ 2-Diabetestherapieist mit potentiellen kardiovaskuléaren Komplikationen verbunden und
daher unerwiinscht (siehe z.B. Quast et al., 2004). Somit gilt, es bei der Entwicklung und beim
therapeutischen Einsatz von insulinotropen Pharmaka, die Konzentrations-Wirkungs-, bzw.
Konzentrations-Bindungs-Beziehungen der Substanzen an den jeweiligen K ,;p-Kanal subtypen zu
berlicksichtigen (s. Fragestellung der Arbeit).

Verbindungen wie Tolbutamid, Glibornurid und Gliclacid (Abb. 6) gehéren zu den
kurzkettigen Sulfonylharnstoffen der ersten Generation. Sie besitzen zwei, Uber eine anionische

Gruppe miteinander verbundene, hydrophobe Zentren. Der Trager der negativen Ladung muss
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nicht obligatorisch die NH-azide Struktur eines Sulfonylharnstoffssein. Im D-Phenylalanin-Derivat
Nateglinid (Abb. 6), welches aufgrund vorhandener Strukturahnlichkeiten zur gleichen
Ligandgruppe (A-Liganden) wie die kurzkettigen Sulfonylharnstoffe gehdrt, fungiert eine
Carboxylgruppe als Protondonator. Die Bindungsregion flr die A-Liganden ist im Bereich der
TMD?2 des SUR anzunehmen (s. Abb. 3). Ashfield et al., 1999 zeigten die Bedeutung der SUR-
Transmembransegmente 14 bis 16 beim Hochaffinitatsblock der K ,p-Kanéle durch Tolbutamid.
Insbesondere ist dabei eine Aminosdure in der CL 8 zwischen TM 15 und 16 zu nennen. Der
Austausch von Serin in Position 1237 des SUR1 durch Tyrosin (korespondierende Aminosaurein
SUR2-1soformen) hebt die SUR-vermittelte Hemmung des Kanals durch Tolbutamid vollstandig
auf. Als Erkldarung kommt dabei entweder eine direkte Behinderung des Zugangs der A-Liganden
zur Bindungsregion durch das verhaltnismafiig sperrige Tyrosin oder eine allosterische
Konformationséanderung mit einem negativen Einfluss auf die Affinitét der A-Liganden in Frage.
Die A-Liganden gelten als SUR1-Selektiv (Chachin et al., 2003; Reimann et al., 2001b; M eyer et
al., 1999), und es wird vermutet, dass SUR1, jedoch nicht SUR2, eine Bindungstasche mit
vorwiegend lipophilem Charakter besitzt, die mit dem Butylrest von T olbutamid oder den analogen

lipophilen Zentren anderer A-Liganden interagiert.
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Abbildung 6 Strukturformeln ausgewahlter K ,;p-Kanal-Blocker; nach Ligandgruppen (A, A+B und B-Liganden)
geordnet.

Die Ausrichtung der Strukturen erfolgte nach der zentralen alen Verbindungen gemeinsamen Phenylgruppe mit
dem benachbarten Trager der negativen Ladung. A-Liganden besitzen rechts, B-Liganden links ein weiteres
lipophiles Zentrum. A+B-Liganden verfiigen ber alle drei lipophile Zentren.
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Die Erweiterung der kurzkettigen Sulfonylharnstoffe um ein weiteres, Uber ein Amid
verknupftes lipophiles Zentrum, fuhrte zu Sulfonylharnstoffen der zweiten Generation wie z.B.
Glibenclamid (GBC), Glimepirid und Gliquidon (Abb. 6). Die Affinitat dieser Verbindungen zum
SURL1 ist im Vergleich zu den kurzkettigen Sulfonylharnstoffen ca. 1000-fach hoher. Die
Transmembransegmente (TM) 14-16 sind ebenfalls an der Bindung der langkettigen
Sulfonylharnstoffe beteiligt. Die Affinitat von GBC zur SUR1(S1237Y )-Mutanteist geringer, als
zum wildtypischen Rezeptor. Dartiber hinaus wird Kir6.2/SUR1 durch GBC irreversibel,
Kir6.2/SUR1(S1237Y) jedoch reversibel geblockt (Ashfield et al., 1999). Umgekehrt wird an
Kanélen, die SUR2B alsregulatorische Untereinheit enthalten, die Affinitat der GBC-Bindung und
die Potenz des GBC-Blocks durch die Substitution von Tyrosin durch Serin in Position 1206
erhoht (Hambrock et al., 2001). Erkenntnisse, dass **I-GBC SUR1-Proteinabschnitteinnerhal b der
TMDO und der CL3 photomarkieren kann (Aguilar-Bryan et al., 1995) und die CL3 einen
essentiellen Beitrag zur Ausbildung der Hochaffinitatsbindungsstelle fir *H-GBC leistet
(Mikhailov et al., 2001), bekraftigten die ca. 30 Jahre alte Theorie Giber zwei Bindungsregionen (A
und B) fir Sulfonylharnstoffe der zweiten Generation innerhalb einer grof3en
Substratbindungstasche am SUR (Gutsche et al., 1974; Rufer et al., 1974; Biere et al., 1974; s.
auch Abb. 7). Diegleichzeitige Bindung der langkettigen SU an zwei Bindungsregionen (A: CL8,
B: CL3) erklart die hohe Affinitat der Bindung, sowie die starke Potenz und die geringe
Reversibilitéat des GBC-Blocks an Kir6.2/SUR1(Ashcroft und Gribble, 1999; Ashfield et al.,
1999). Interessanterweise konnte auch ein 38 kDa-Protein, welches spéter als Kir6.2 identifiziert
wurde in Anwesenheit von SUR1 mit ®I-Azidoglibenclamid photomarkiert werden
(Schwanstecher et al., 1994b). Offenbar liegen Kir6.2-Strukturen in der Nahe der Bindungsregion
B, oder sind gar ihr struktureller Bestandteil (vgl. 3D-Struktur von Mikhailov et al., 2005). Dieses
Modell wird durch Untersuchungen, in denen die Koexpression mit Kir6.1 bzw. Kir6.2 zur
Affinitatserhdhung von GBC zum SUR2B flihrte, bekraftigt (Russet al., 1999; Hambrock et al.,
2001). Sequenzvergleich der CL3-Region von SUR1 und SUR2, welche vermutlich mit den
Benzamidostrukturen der langkettigen Sulfonylharnstoffe interagiert, zeigt keine grofien
Unterschiede zwischen den SUR-Subtypen (Bryan et al., 2005). In der Tat gelten die SU der
zweiten Generation (= A+B-Liganden), als weniger SUR1-selektiv als die kurzkettigen SU der
ersten Generation (= reine A-Liganden) (Uberblick bei Prokset al., 2002).
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Abbildung 7 Modell der Blocker-Bindungstasche am SUR
Analyse der Ligandstrukturen erlaubt Vorhersagen Uber die Beschaffenheit der Bindungstasche. Sie
besteht aus zwei sich tiberlappenden Bindungsregionen A und B. Die drei lipophilen Strukturen eines
A+B-Liganden (hier GBC) interagieren mit drei hydrophoben Taschen des Rezeptors. Das Mol ekl
kann zusétzlich Uber H-Bricken bzw. ionische Wechselwirkungen fixiert werden. Die rechte
hydrophobe Tasche ist SUR1-exklusiv und befindet sich vermutlich im Bereich der CL8 (S1237). Die
CL3 soll Bestandteil der linken hydrophoben Tasche sein. Uber die Uberlappungsregion ist bisher
wenig bekannt.

Folgerichtig gelten diereinen B-Liganden wie z.B. Repaglinid und M eglitinid (s. Abb. 6) als
im Wesentlichen unselektiv (Prokset al., 2002; Dabrowski et al., 2001). Als Benzoesdurederivate
verfligen diese Verbindungen, zu denen auch (-)-AZ-DF265 und UL-DF9 (s. Abb. 6) gezahit
werden, Uber den allen K,;p-Kanal-Inhibitoren gemeinsamen zentralen Phenylring und eine
benachbarte negative L adung. Diese Struktur interagiert mit SUR-Regionen, die bisher nicht ndher
spezifiziert wurden. Zuséatzlich werden die reinen B-Liganden durch die Anwesenheit einer
Benzamidostruktur charakterisiert. Der lipophile Teil des Benzamids kann dabei sehr komplex
ausfallen und Strukturen aufweisen, die aus der gemeinsamen Pharmakophore hinausragen
(Piperidinogruppe bei Repaglinid und (-)-AZ-DF265; Hansen et al., 2002). Der konservierte
Abstand zwischen dem Amidstickstoff und der anionischen Gruppe (deprotonierte Benzoesaure)
scheint fur die hypoglykamische Aktivitdt der B-, sowie A+B-Liganden entscheidend zu sein
(Bryan et al., 2005). Das Fehlen einer lipophilen Struktur, welche die A-Liganden auszeichnet
(Abb. 6: lipophiles Zentrum rechts), erklért das Ausbleiben eines Effektes der S1237Y -Mutation
am SUR1 auf den Meglitinid- und Repaglinid-Block (Ashfield et al., 1999; Hansen et al., 2002).

Dieinsulinotropen Verbindungen aller Ligandgruppen sind schwache organische Sauren mit
pK c-Werten zwischen ~3,5 und 6,5 und liegen daher in wassrigen L dsungen bei physiologischen

pH-Werten grof3tenteilsdeprotoniert vor (Bryan et al., 2005). Schwanstecher et al., 1994a zeigten,
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dass die deprotonierte Form der Substanzen die tatséchlich wirksame Form darstellt und ihren
Zugang zur Bindungsstelle vom Zytosol ausfindet. AlsEintrittsweg in die Zelle wird von Kamp et
al., 2003 ein Flip-Flop-M echanismus postuliert, bei dem die protonierten Molekiile schnell durch
die Zellmembran diffundieren und im Inneren der Zelle dissoziieren.

Eine charakteristische Konzentrations-Wirkungs-Kurve fir den Tolbutamid-Block am
Kir6.2/SUR1 in der Inside-out-K onfiguration der Saugel ektrodentechnik zeigt eine hochaffineund
eine niedrigaffine Blockkomponente (Ashcroft und Gribble, 1999). Die niedrigaffine Inhibition
(millimolarer Bereich) kann auch in homomeren Kir6.2DC36-K anélen beobachtet werden (T ucker
et al., 1997), so dass diese Komponente des SU-Effekts auf direkte Interaktionen mir der Pore
zuruckzufuhren ist. Diese Substanzwirkung ist klinisch von untergeordneter Bedeutung, da die
therapeutischen Plasmakonzentrationen wesentlich niedriger sind (Sartor et al., 1980).

Der Mechanismus des hochaffinen Kir6.2/SUR1-Blocks kann als zweistufiger Prozess
verstanden werden (Bryan und Aguilar-Bryan, 1999). In Abwesenheit von Mg-Nukleotiden
verandert die SU-Bindung an den SUR die Konformation des K ,;p-Kanalkomplexes und fuhrt
dadurch zur Schlief3ung der Pore. Dieser Vorgang erfordert die Intaktheit desKir6.2-N-Terminus,
da eine Verkirzung dieser Kir6.2-Region um mehr als 10 Aminosduren den inhibitorischen SU-
Effekt aufhebt (Reimann et al., 1999; Babenko et al., 1999). Sind M g-Nukleotide anwesend, so
wird deren aktivierende Wirkung (vermittelt durch die Bindung an SUR; siehe Kap. 1.2.4) auf den
Karp-Kanal durch die SU-Interaktion mit dem SUR1 aufgehoben. Mdoglicherweise kann die
Beobachtung von Ueda et al., 1999, dass GBC die Kooperativitat zwischen der MgATP-Bindung
an NBF1 und der MgATP/MgADP-Bindung an NBF2 stort, dieses Verhalten erkléren. Da die
kanalinhibierende Wirkung der Mg-Nukleotide (Uber Kir) unbeeinflusst bleibt, verstarkt sich
insgesamt der SU-Block (Ashcroft und Gribble, 1999; Ziinkler et al., 1988; Schwanstecher et al.,
1992a).

Die Verstérkung des SU-Blocks am Kir6.2/SUR1 durch die Présenz der Mg-Nukleotide
konnte an SUR2A-haltigen K ,1p-Kanélen nicht beobachtet werden. Im Gegenteil, scheinen hier
M g-Nukleotide die SU-Effekte zu antagonisieren (Gribbleet al., 1998b; Dabrowski et al., 2001).
Die so resultierende niedrigere Effektivitat der SU an kardialen K ,p-Kanélen, vor allem wahrend
ischamischer Phasen, bei erniedrigtem ATP/ADP-Quotienten (Venkatesh et al., 1991; Findlay,
1993), ist aus klinischer Sicht bei der Beurteilung der Selektivitéat insulinotroper Substanzen von
erheblicher Bedeutung.

Die Sicherheit der Diabetes Typ-2-Therapie mit SU und Gliniden wird bis heute kontrovers
diskutiert (Ubersicht bei Quast et al., 2004). Besorgniserregende B eobachtungen ausder klinischen
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Praxisdirfen dabei nicht ignoriert werden. So existieren zum Beispiel Anzeichen fur reduzierte ST-
Streckenerhéhung im EKG von Patienten mit akutem Myokardinfarkt bei gleichzeitiger Therapie
mit SU (Huizar et al., 2003). Dadurch konnte die Aussagekraft des EKG bei der Infarktdiagnose
beeintrachtigt werden. Eine mogliche Minderung der i schémischen Préakonditionierung (Cleveland,
Jr.etal., 1997), sowie eine Reduktion des koronaren Blutflussesin Ruhe (Farouque et al., 2002)
und wahrend einer Hypoxie (Miuraet al., 2003) gehtren zu weiteren potentiellen unerwiinschten
Nebenwirkungen der Diabetesbehandlung mit K ,re-Kanal-Inhibitoren. Obgleich kleinere Studien
(Garratt et al., 1999; Aronow und Ahn, 2001) in der Tat Hinweise auf Gefahren des SU-Einsatzes
bei Patienten mit erhohtem kardiovaskulrem Risiko erbrachten, zeigten ausgedehnte Studien wie
die UKPDS (Autoren der UKPDS-Studie, 1998) keine Haufung bzw. Verschlimmerung
kardiovaskularer Ereignisse unter einer SU-T herapie, auch nicht bei Hochrisikopatienten (Stevens
et al., 2004). Trotz der ausgeprégten SUR1-Selektivitdt von Tolbutamid (Prokset al., 2002), gibt
es Uberraschende Anzeichen fur erhohte Sterblichkeit bei Typ 2-Diabetikern, die mit dem A-
Liganden behandelt wurden (M einert et al., 1970; Simpson et al., 2006). M 6glicherweise konnte
eine potentielle Wechselwirkung von T ol butamid mit den wenig erforschten mitoK ,,-Kanélen und
die daraus resultierende Stérung der ischamischen Prakonditionierung die Mortalitatserhéhung
erkléren.

Vor diesem Hintergrund erscheint eswiinschenswert, moglichst viele SU/Glinid-behandelte
Patienten im Rahmen klinischer Studien zu Gberwachen. Dartiber hinausist essinnvoll, die Daten
Uber die Selektivitat der insulinotropen Verbindungen in geeigneten in vitro-Systemen zu erganzen
(siehe Fragestellung der vorliegenden Arbeit), sowie die Ubertragbarkeit dieser Resultate auf

physi ol ogische/pathophysi ologische Gegebenheiten zu Uberprifen.

1.2.8.2 K rrp-K anal-Offner

K rp-Kanal-Offner binden wie die bereits beschriebenen Kanal-Blocker an die
Sulfonylharnstoffrezeptoren. Zu der chemisch sehr heterogenen Substanzgruppe (siehe Abb. 8)
gehéren Cyanoguanidne (z.B. (-)Pinacidil und P1075), Benzopyrane (z.B. Bimakalim
Levcromakalim), Thioformamide (z.B. Aprikalim), Pyridylnitrate (z.B. Nicorandil),
Pyrimidinsulfate (Minoxidilsulfat), oder Benzothiadiazine (z.B. Diazoxid). Die Kprp-
kanalaktivierende Wirkung dieser V erbindungen und die dadurch induzierte Hyperpolarisation der
Zellmembranen ist mit breitem pharmak otherapeutischem Potential verbunden.

Trotz schwerer Nebenwirkungen werden Diazoxid und Minoxidil (wird im Organismus zur
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Wirkform Minoxidilsulfat sulfatiert) zur Behandlung hypertensiver Krisen bzw. therapierefraktarer
Hypertonie eingesetzt. Diazoxid kann dariiber hinaus als Offner der pankreatischen K ,;--Kanéle
zur Behandlung von Hyperinsulindmien (siehe Kap. 1.2.7) herangezogen werden. Der duale
Wirkmechanismus von Nicorandil (Aktivierung der K ,;p-Kanéle + NO-Freisetzung) qualifiziert
diese Substanz fur die Therapie der Angina Pectoris (Karow und Lang, 2002; Autoren der IONA-
Studie, 2002). Dariiber hinaus versucht die Pharmaindustrie, K ,;o-Kanal-Offner fiir weitere
Indikationen zu entwickeln. SDZ-217-744 (Benzopyranstruktur) kénnte bei der Linderung
bronchialer Hyperreaktividt zum Einsatz kommen (Buchheit und Fozard, 1999). Die Relaxation
der glatten Muskulatur der Blase durch K,;--Kanal-Offner des Cabinol- (ZD-6169) und
Dihydropyridin-Typs (ZM-244085 und A-310110), sowie die kardioprotektive Wirkung der
Benzopyranewie BM S-191095 oder BM S-180448 stehen ebenfallsim Fokus der Forschung (Y u
und de Groat, 1998; Trivedi et al., 1995; Atwal et al., 1993; Grover et al., 1995).
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Leider limitiert bisher die unzureichende Gewebsselektivitat und das daraus resultierende
ungiinstige Nebenwirkungsprofil der K ,;p-K anal-Offner deren klinische Bedeutung. Mit Ausnahme
von Diazoxid zeigt SUR1 eine sehr geringe Affinitat zu den klassischen Offnern. Vor kurzem
wurden jedoch Substanzen mit exzellenter SUR1-Selektivitat entwickelt (Nielsen et al., 2002).
SUR2-haltige K ,;-Kanéle verfiigen dagegen im Allgemeinen tber hohe Offneraffinitat und -
Empfindlichkeit. Geringe Unterschiede zwischen den I soformen, wie zum Beispid dieim Vergleich
zu Kir6.2/SUR2B niedrigere Diazoxid- und Nicorandil-Empfindlichkeit von Kir6.2/SUR2A
(Isomoto et al., 1996 ; Shindo et al., 1998), sowie die ca. vierfach hohere Offneraffinitat zum
SUR2B als zum SUR2A (Hambrock et al., 1999; Schwanstecher et al., 1998), sind auf
Unterschiede in den letzten 42 Aminosauren zurickzufihren (s. Kap. 1.2.3).

Bedingt durch das Fehlen hochaffiner Bindungsstellen fiir klassische Offner am SURI,
konnten Untersuchungen der SUR1/SUR2-Chiméaren zur Charakterisierung der
Offnerbindungstasche beitragen (s. Abb. 3). Uhdeet al., 1999 identifizierten innerhalb der SUR2B-
TMD2 zwei Regionen (KCOI und KCOII), diefir die Ausbhildung der Hochaffinitatsbindung der
Offner essentiell sind. KCOI (Thr1059 bisLeu1087; Nummerierung des SUR2B der Ratte) soll im
Bereich der zytosolischen Schleife liegen, welche die TM 13 und TM 14 verbindet (CL7). KCOI|I
(Argl218 bis Asn1320; ebenfalls SUR2B der Ratte) umfasst TM 16 und TM 17, sowie ein kurzes
Segment der NBF2. Moreau et al., 2000 und Moreau et al., 2005a erkannten die Bedeutung einer
Aminosaure in der SUR-TM 17 fur die Offnerempfindlichkeit der K ,;--Kanale. Die Substitution
von Methionin1290 im SUR1 durch Threonin (korrespondierende Aminosdure in der Position
1253 des SUR2A) konnte den Kir6.2/SUR1-Kanalen eine Kir6.2/SUR2A-ahnliche
Offnerempfindlichkeit verleihen. Radioligandbindungsstudien bestitigten die Rolle dieser
Aminosaure bei der Offnerbindung (Hambrock et al., 2004). Dem Bindungsmodell der
Arbeitsgruppe um Michel Vivaudou nach, kénnte an den SUR2-1soformen das relativ kompakte
Threonin1253 als Tor ("gate") zur Offnerbindungsregion fungieren. Hochkonservierte aromatische
Aminosauren in der unmittelbaren Nachbarschaft sind vermutlich ebenfalls Uber p- p-
Wechselwirkungen an der Ligandbindung beteiligt. Am SUR1 verhindert dagegen das
verhaltnismagig sperrige Methionin den Zugang zur Bindungsregion (Moreau et al., 2005a).
Obgleich bisher kein direkter Hinweis auf der Weg der Offner zur Bindungsstelle vorliegt (siehe
Fragestellungen der Arbeit), gehen die Autoren des Modells davon aus, dass die
Offnerbindungsstelle von auBen (extrazellular) zuganglich ist (Moreau et al., 2005b; Fig. 7b).
Erganzend sollte erwahnt sein, dass die Interaktionen zwischen SUR und Kir im Kanalkomplex

keinen nennenswerten Einfluss auf die Bindung der Offner haben (Schwanstecher et al., 1998;
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Russetal., 1999; Hambrock et al., 2001). Dies steht im Gegensatz zum Einfluss der Koexpression
mit Kir6.x auf die SU- und Glinid-Bindung an SUR (s. Kap. 1.2.8.1 und Fragestellung der Arbeit).

Diazoxid und seine Derivate nenmen unter den K ,,-Kanal-Offnern eine Sonderstellung ein.
Alle bekannten K ,rp-Kanalsubtypen kénnen durch Diazoxid aktiviert werden (Moreau et al.,
2005b); obgleich fur die Offnung der Kir6.2/SUR2A-K anéle ADP-K onzentrationen von tiber 10
pM notwendig sind (D'hahan et al., 1999). Die geringe Selektivitat erschwert die Aufklarung der
Diazoxid-Bindungsregionen mittels SUR1/SUR2-Chiméren, sodass man die Diazoxid-
Bindungsstelle am SUR nur ungefahr eingrenzen konnte. Esist jedoch klar, dassDiazoxid und die
restlichen Offner an unterschiedliche SUR-Regionen binden (Babenko et al., 2000a; Moreau et al.,
2000), sich aber gegenseitig aus dem Rezeptor verdrangen kdnnen (Hambrock et al., 1998). TM 8-
11 konnten einen Teil der Diazoxid-Bindungsregion ausmachen (Dabrowski et al., 2002).

Die Bindungsregionen der Offner und Blocker der K ,;.-Kanale sind benachbart, aber nicht
identisch. Sie sind miteinander negativ allosterisch gekoppelt (Lo6ffler-Walz et al., 2002;
Schwanstecher et al., 1992b; Bray und Quast, 1992). Die Fahigkeit der Kanal-M odulatoren, sich
gegenseitig aus den Bindungsstellen zu verdrangen ist klinisch nicht ohne Bedeutung. Ausin vitro-
Studien geht hervor, dass die Nicorandil-Aktivierung der Kir6.2/SUR2A- und Kir6.2/SUR2B-
Kandle durch GBC aufgehoben werden kann. SUR1-selektive SU wie Gliclazid zeigten dagegen
erwartungsgemalfd diesen Effekt nicht (Reimann et al., 2001a). Die NO-Freisetzung (s.0.) sollte
dagegen durch Blocker nicht beeinflussbar sein (Hata et al., 2001). Nichtsdestotrotz ist das
W echselwirkungspotential zwischen Blockern und Offnern beim gleichzeitigen klinischen Einsatz
Zu berticksichtigen.

Wahrend die Chiméarenforschung grof3e Fortschritte bei der Identifizierung der
Offnerbindungsregionen brachte, ist der Wirkungsmechanismus der Substanzen noch unvollstéandig
verstanden. Die Bindung und Wirkung der Offner erfordert die Anwesenheit hydrolysierbarer Mg-
Nukleotide (Schwanstecher et al., 1992b; Schwanstecher et al., 1998; Quast et al., 1993). Dabei
fuihren Mutationen in beiden NBF, welche die Nukleotidbindung und die AT P-Hydrolyse stéren,
zur Schwéachung der Offnerbindung an den SUR (Schwanstecher et al., 1998). Die gegenseitige
allosterische Kopplung der Offner- und Nukleotidbindungsregionen wird durch den Einfluss der
Offner auf die AT Pase-Aktivitat bestétigt (Bienengraeber et al., 2000) und liefert vermutlich den
Schliissel zum Verstandnis der Offnerwirkung. Im Zuge der Nukleotidbindung und Hydrolyse an
den NBF durchlauft der SUR zyklische Zustandsénderungen, vergleichbar mit Prozessen in
verwandten, bakteriellen ABC-Proteinen (Locher et al., 2002; Davidson und Chen, 2005). Dabei
wird der posthydrolytische Zustand mit der Aktivierung des Kanals in Verbindung gebracht
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(Zingman et al., 2001; Matsuo et al., 2005; siehe auch Kap. 1.2.4.1). Denkbar ist, dass die
Offnerbindung einen solchen Zustand induziert, und/oder stabilisiert (Moreau et al., 2005b). Die
Aktivitat der Kanalpore alleine, bestehend nur ausden Kir-Untereinheiten, wird dagegen durch die
Offner nicht reguliert (Tucker et al., 1997).

1.2.9 Fragestellungen der Arbeit

Dievorliegende Arbeit verfolgte vier Hauptfragestellungen:

- Selektivitat von Sulfonylharnstoffen und Gliniden in Bindung und Wirkung fir die
drei wichtigsten K ,1p-Kanalsubtypen Kir6.2/SUR1,
Kir6.2/SUR2A und Kir6.1/SUR2B.

- Einfluss der Koexpression mit Kir6.x auf die Bindung von Sulfonylharnstoffen und
Gliniden an SUR1.

- Einfluss der Mutation Y 1206S auf den Sulfonylharnstoffrezeptor SUR2A und den
K orp-Kanal Kir6.2/SUR2A.

- Zugang der K ,o-Kanal-Offner vom Benzopyran-Typ an ihre Bindungsstelle:
Vergleich der Bindungs- und Wirkungseigenschaften von Bimakalimsulfonsaure

(BMSA) und Bimakalim am Kir6.2/SUR2B.

1291 Selektivitdt von Sulfonylharnstoffen und Gliniden in Bindung und
Wirkung fur die drei wichtigsten K ,;p-Kanalsubtypen Kir6.2/SUR1
(Pankreas), Kir6.2/SUR2A (Herz) und Kir6.1/SUR2B (GefalBmuskel)

Karp-Kanéle sind in der Physiologie und Pathophysiologie wichtiger Organe von grof3er
Bedeutung (s. Kap. 1.2.6). Kir6.2/SUR1-Kandle in den b-Zellen des Pankreas regulieren die
Insulinfreisetzung, Kir6.2/SUR2A-K anéle des Herzmuskel s schiitzen dasMyokard vor Schadigung
durch den adrenergen Stress oder durch Ischamie, Kir6.1/SUR2B-Kanéle sind an der Regulierung
das Vasotonus und somit u.a. bei der Mobilisierung der Koronarreserve beteiligt. Die als Diabetes
Typ 2-Therapeutika zugelassen Sulfonylharnstoffe und Glinide forcieren die Insulinfreisetzung
Uber die Blockade des pankreatischen K ,;p-Kanals. Um mogliche unerwiinschte N ebenwirkungen
zu vermeiden, sollten die blutzuckersenkenden Arzneimittel mdglichst selektiv den Kir6.2/SUR1-
Kanal, nicht jedoch die kardiovaskularen K ,p-Kanéle inhibieren.

Bisher verfligbare Daten zur Selektivitat der Sulfonylharnstoffe und Glinide resultieren meist
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aus elektrophysiol ogischen Experimenten und ergeben folgendes Bild: die A-Liganden (kurzkettige
SU, Nateglinid, Mitiglinid) sind stark Kir6.2/SUR1-selektiv; A+B-Liganden (langkettige SU)
weisen gewisse Selektivitdt zum pankreatischen K ,r-Kanal auf, die aber weniger ausgepragt ist
als, die der reinen A-Liganden; B-Liganden (Repaglinid und andere nicht als Arzneimittel
zugelassene Benzoesiurederivate wie z.B. Meglitinid) sind nicht selektiv (s. Kap. 1.2.8.1).

Vor diesem Hintergrund verwundert es, dass Substanzen mit beschréankter (z.B. GBC) und
sogar nicht vorhandener (z.B. Repaglinid) Selektivitét therapeutisch erfolgreich, d.h. ohne
gravierende Nebenwirkungen hervorzurufen, eingesetzt werden kdnnen. Ist etwa der regulatorische
Beitrag der K,p-Kandle zur Funktion des kardiovaskuldren Systems von untergeordneter
Bedeutung? Oder bedirfen die Erkenntnisse tiber die Selektivitat der insulinotropen Substanzen
einer Uberprufung?

In dieser Arbeit wurde der zweite Aspekt dieser Frage untersucht. Mit dem Ziel homogene
Datensétze zu erhalten sollten reprasentative Vertreter der Ligandgruppen (s. Abb. 6) in einem
einheitlichen, moglichst physiologischen System (HEK293-Ganzzelluntersuchungen bei 37°C)
untersucht werden. In Bindungsstudien mit *H-GBC als Radioligand wurde daher die Affinitét
(Inhibitionskonstante K;) ausgewahlter Inhibitoren (A+B-Liganden: GBC, Glimepirid, Gliquidon;
A-Liganden: Gliclazid, Glibornurid, Nateglinid; B-Liganden: Meglitinid, UL-DF9, Repaglinid,
AZ-DF265) zu den wichtigsten rekombinanten K ,;p-Kanélen (Kir6.2/SUR1, Kir6.2/SUR2A und
Kir6.1/SUR2B) bestimmt. Ferner erfolgte die Untersuchung der Wirkung von GBC und
Repaglinid auf die genannten Kanalsubtypen mit Hilfe der Saugelektrodentechnik. Die auf diesem
Wege erhaltenen Daten konnen, zusammen mit Ergebnissen klinischer Studien, bei der
Risikobeurteilung destherapeutischen Einsatzesder insulinotropen Substanzen dienen. Potentielle
RegelmaRigkeiten, d.h. gruppenspezifische Gemeinsamkeiten bzw. Abweichungen im
Ligandverhalten (Bindung + Wirkung) sollten ferner unser Wissen Uber die Struktur-Wirkungs-

bzw. Struktur-Bindungs-Beziehungen an K ,p-Kanalen erweitern.

1.2.9.2 Einfluss der Koexpression mit Kir6.x auf die Bindung von

Sulfonylhar nstoffen und Gliniden an SUR1

Im K ,p-Kanalkomplex sind die Kir- und SUR-Untereinheiten strukturell und funktionell eng
miteinander assoziiert (s. Kap. 1.2.1). Beispielsweise verleihen die regulatorischen Untereinheiten
(SURs) der Kanalpore (Kir) die Empfindlichkeit gegenliber Pharmaka wie SU und Gliniden
(Tucker et al., 1997). Welchen Einfluss jedoch die Koexpression mit Kir6.x auf die Bindung der
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SU und Glinide an den SUR hat, ist weitgehend unklar.

Russet al., 1999 berichteten tiber eine Erhéhung der GBC-Affinitat zum SUR2B infolge der
Koexpression mit Kir6.1. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Effekteder Koexpression mit
Kir6.x auf die SU- und Glinidbindung an den SUR1 zu untersuchen. Zunachst wurde die Affinitat
der ausgesuchten Blocker zum SUR1 (aus der Dissertation von Frau Susanne Bieger) mit der
Affinitdt zum vollstandigen Kir6.2/SUR1 verglichen. Die dabei resultierenden, eventuellen
Unterschiede sollten uns als Signal bei der Identifizierung und eventuell auch Charakterisierung
der Kir-Region dienen, welche fir die Veranderung der SU- bzw. Glinidbindung an den SUR1
essentiell ist.

Aus einer Publikation von Reimann et al., 1999 geht hervor, dass Modifikationen
(Sequenzénderungen und Verkirzungen) desKir6.2-N-T erminuszur Schwéachung des SU-Blocks,
bis hin zur vollstandigen funktionellen Entkopplung von Kir6.2 und SUR1 fuhren kénnen. Wir
transfizierten deshalb HEK293-Zellen mit SUR1 und Kir-Mutanten, die N-terminal um 5, 10 und
20 Aminosduren verkirzt, bzw. in welchen die basischen Aminosauren Arginin und Lysin in
Position 4,5 jeweils durch Alanin substituiert wurden, um in *H-GBC-Bindungsversuchen
herauszufinden ob und in welchem Ausmal? sich durch diese M utationen der potentielle Einfluss
der porenbildenden Untereinheiten auf die Blockerbindung &ndert. Die Experimente wurden
sowohl an intakten Zellen (MgATP in der Zelle anwesend), als auch an Zellmembranen in
Abwesenheit von MgATP durchgefiihrt. Dadurch sollte eine Abschatzung des Einflusses von
MgATP sowie der Rezeptorpraparation auf die untersuchten Effekte mdglich werden.

Hambrock et al., 2001 weisen auf eine leichte Kir6.x-Subtypabhangigkeit des
affinitatserhéhenden Effektes der K oexpression auf die SU-Bindung an SUR2B(Y 1206S) hin. Ob
dies ebenfalls fur SUR1 gilt war bisher nicht bekannt und sollte deshalb ebenfalls im Rahmen

dieser Arbeit geklart werden.

1293 Einflussder M utation Y 1206S auf den Sulfonylhar nstoffrezeptor SUR2A
und den K ,rp-Kanal Kir6.2/SUR2A

Die SUR2-SpleiRvarianten 2A und 2B unterscheiden sich lediglich innerhalb der letzten 42
Aminosduren (Inagaki et al., 1996; |somoto et al., 1996). In dieser Abweichung liegt die Ursache
fur diversefunktionelle Unterschiede zwischen den beiden SUR2-Isoformen. Darunter fallt z.B. die
unterschiedliche Empfindlichkeit auf MgADP, Nicorandil und Diazoxid (Shindo et al., 1998;
Matsuokaet al., 2000; M atsushitaet al., 2002), unterschiedliche Stabilisierung des Offner (P1075,
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Pinacidil)-Kanalkomplexes (Kir6.2/SUR2A vs. Kir6.2/SUR2B) (Reimann et al., 2000), oder
unterschiedliche Schwéchung der *H-GBC-Bindung durch MgATP (Hambrock et al., 2002a).

Im Fokus der Arbeit unserer Arbeitsgruppe stand u.a. die Untersuchung der
Ligandbindungseigenschaften an SUR2A. Insbesondere sollte dabel der Einfluss der Y 1206S-
Mutation auf die Bindung des Blockers GBC (s. Abb. 6) und des Offners P1075 (s. Abb. 8) an
SUR2A untersucht werden, einschlief3lich der all osterischen W echselwirkung zwischen den beiden
Kanal-Modulatoren. Ferner galt es den Effekt der Koexpression mit Kir6.2 auf die GBC- und
P1075-Bindung an SUR2A bzw. SUR2A(Y 1206S) zu bestimmen. Eventuelle Differenzen zu den
Ergebnissen vergleichbarer Studien am SUR2B (Hambrock et al., 2001; L 6ffler-Walz et al., 2002)
wéren dann ebenfalls auf die Unterschiede im C-Terminus zurtckzufihren.

Der Umfang dieses Projekteserforderte die Mitarbeit mehrerer Mitglieder der Arbeitsgruppe
um Prof. Dr. U. Quast. In dieser Dissertation wurden folgende Fragestellungen in
Radioligandbindungsstudien an permanent bzw. transient exprimierten rekombinanten K,;p-
Kanaluntereinheiten untersucht:

- Einfluss der Koexpression mit Kir6.2 auf die GBC-Bindung an SUR2A in HEK293-
Membranversuchen in Abwesenheit von MgATP.

- Einfluss der Koexpression mit Kir6.x auf die GBC-Bindung an SUR2A(Y 1206S) in
Ganzzellversuchen.

- Einfluss der Koexpression mit Kir6.2 und der Y1206S-Mutation auf die P1075-
Bindung an SUR2A in Membranversuchen in Anwesenheit von MgATP.

- Wie aufRert sich die allosterische Kopplung zwischen GBC und P1075 am
Kir6.2/SUR2A(Y 1206S)-Kanal in Membranversuchen unter Verwendung von *H-GBC (in
Abwesenheit von MgATP) und *H-P1075 (in Anwesenheit von MgATP) als Radioligand?

- Wie verdréangt P1075 den Radioliganden *H-GBC aus der SUR2A-Bindung in
M embranversuchen in Abwesenheit von MgATP?

Die Bestimmung des Effektes der Koexpression mit Kir6.2 auf die Glimepirid- und
Meglitinid-Bindung an SUR2A(Y 1206S) in Ganzzellversuchen erganzt die Arbeit an diesem
Projekt.
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1.29.4 Der Zugang der K, -Kanal-Offner vom Benzopyran-Typ an ihre
Bindungsstelle: Vergleich der Bindungs- und Wirkungseigenschaften von

Bimakalimsulfonsdure (BM SA) und Bimakalim am Kir6.2/SUR2B

Eswar bis heute nicht gekléart, ob die K ,;-Kanal-Offner von der Innen- oder AuRenseite der
Zellmembran an den Sulfonylharnstoffrezeptor binden (s. Kap. 1.2.8.2). Vorausgesetzt, dassdasim
Labor von Prof. Dr. Horst Weber (Uni Disseldorf) synthetisierte, unserer Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Horst Lemoine (Uni Dusseldorf) zur Verfigung gestellte saure Bimakalim-Analogon
Bimakalimsulfonsaure (BM SA, s. Abb. 9) bei den gewahlten Versuchsbedingungen deprotoniert
vorliegt und somit wenig membrangangig ist, sollte die Analyse seines Bindungsverhaltens
(untersucht als Verdrangung von *H-P1075) an Kir6.2/SUR2B-Membranen bzw. ganzen Zellen
sowie des Aktivierungspotentials am rekombinanten K ,;p-Kanal der glatten, nicht vaskularen
Muskulatur (Kir6.2/SUR2B) in verschiedenen el ektrophysiol ogischen K onfigurationen (i/o vs. wc)
die Art des Zugangs der Benzopyran-Offner zu ihrer Bindungsregion offenlegen.

An Kir6.2/SUR2B-Membranen ist, vorausgesetzt BM SA bindet tGberhaupt, mit regulérer
V erdréngungskurve zu rechnen, da hier die SUR-Bindungsstelle fiir Benzopyrandffner, unabhéngig
von ihrer Lokalisation, zugangigist. I st jedoch die Bindungsstelle ausschlief3lich von der Innenseite
der Membran aus zugangig, so sollte sie flir ein geladenes Molekil an intakten, Kir6.2/SUR2B-
exprimierenden Zellen schlecht erreichbar sein. In diesem Fall wird BM SA nicht in der Lage sein
®H-P1075 mit hoher Affinitdt vom Rezeptor zu verdréngen. Kann jedoch BMSA von der
M embranauRenseite aus binden, so wird sowohl an Zellen wie auch an Membranen &hnliche °H-

P1075-Verdrangung erwartet.

In der Elektrophysiologiewird der Einsatz von BM SA in der @
Inside-out-Konfiguration nur dann zur Kanalaktivierung fuhren, N \O
wenn diese Substanz ein ausreichendes Offnerpotential besitzt und \\S//
von der zytosolischen Seite aus ihre Bindungsstelle erreicht. HO™ N
Entsprechend ist ein Effekt in den Ganzzellexperimenten nur bei O
einer von auf3en erreichbaren Bindungsregion maoglich. Abbildung 9 Strukturformel der

) ) Bimakalimsulfonsdure (BM SA)
DasBenzopyran Bimakalim (s. Abb. 8) sollte alsungeladene

membrangangige Kontrollsubstanz in Membran- und Zellversuchen *H-P1075 mit &hnlicher
Affinitat verdrangen, sowie eine Offnerwirkung in allen elektrophysiologischen Konfigurationen

zeigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Ampicillin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
ATP-Na, Boehringer, Mannheim, D

BaCl, Fluka, Buchs SG, CH

CaCl, Merck, Darmstadt, D

CuSO, Merck, Darmstadt, D

DMSO Merck, Darmstadt, D

EDTA-Na, Fluka, Buchs SG, CH

EGTA Sigma Aldrich, Taufkirchen, D

EndoFree Plasmid MaxiKit

Qiagen, Hilden, D

EndoFree Plasmid M egaKit

Qiagen, Hilden, D

Ethanol 99% p.a.

Merck, Darmstadt, D

FBS

Invitrogen, Auckland, UK

Folin-Ciocalteau-Reagenz (2M)

Fluka, Buchs SG, CH

GDP-Na

Sigma Aldrich, Taufkirchen, D

Geneticinsulfat

Invitrogen, Auckland, UK

Gentamicin

Invitrogen, Auckland, UK

D(+)-Glukose*H,0

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Glycerin Merck, Darmstadt, D

HCI Fluka, Buchs SG, CH

Hefeextrakt ICN Biomedicals, Ohio, USA

HEPES Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

K*/Na*-Tartrat

Merck, Darmstadt, D

KCI

Merck, Darmstadt, D

K*-Glutamat

Fluka, Buchs SG, CH
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Lipofectamin Invitrogen, Auckland, UK
Lipofectamin2000 Invitrogen, Auckland, UK
MEM+L-GIn+Earle’s Salze Invitrogen, Auckland, UK
MgCl,*6 H,O Merck, Darmstadt, D

NaCl Merck, Darmstadt, D

Na,CO, Merck, Darmstadt, D
NaHCO, Merck, Darmstadt, D

NaOH Merck, Darmstadt, D
OptiMEM | Invitrogen, Auckland, UK
Poly-D-Lysin Sigma Aldrich, Taufkirchen, D
TRIS Fluka, Buchs SG, CH

Trypton (Pepton) Invitrogen, Auckland, UK
UDP-Na Sigma Aldrich, Taufkirchen, D
Ultima Gold Packard Instruments, USA
Zeocin InvivoGen, San Diego, USA

2.1.2 Synthetische K ,1p-Kanal-M odulator en

2121 K srp-Kanal-Blocker: Sulfonylhar nstoffe und Glinide

(-)-AZ-DF 265 Thomae, Biberach, D
Glibenclamid Sigma Aldrich, Taufkirchen, D
Glibornurid Hoffmann-La Roche, Basel, CH
Glimepirid Sanofi Aventis, Frankfurt a. M., D
M eglitinid Sanofi Aventis, Frankfurta. M., D
Nateglinid Novartis, CH

Repaglinid Novo Nordisk, DK

UL-DF 9 Thomae, Biberach, D

Von den Substanzen wurden Stammldsungen verschiedener Konzentrationen
(Verdunnungsreihe) in Ethanol/DM SO (1:1; vol % : vol %) hergestellt. Aliquote dieser L ésungen

wurden direkt oder Uber eine Zwischenverdiinnung mit Inkubationspuffer je nach geforderter
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Konzentration in die Reaktionsansétze pipettiert.

2.1.2.2 K rrp-K anal-Offner

Bimakalim Prof. H. Lemoine (Uni D usseldorf)
BM SA (Bimakalimsulfonsiure) Prof. H. Weber (Uni Dusseldorf)
Cromakalim GlaxoSmithKline, UK

S853951 (Cromakalim-T etrazol) Sanofi Aventis, Frankfurta. M., D
P1075 L eo Pharmaceuticals, DK

Mit Ausnahme von BMSA und S853951 wurden aus den Substanzen Stammlésungen
verschiedener Konzentrationen (Verdiunnungsreihe) in Ethanol/DM SO (1:1; vol % : vol %)
hergestellt. Aliquote dieser Lésungen wurden direkt, oder Uber eine Zwischenverdiinnung im
Inkubationspuffer je nach geforderter Konzentration in die Reaktionsansétze pipettiert.

BMSA und S853951 wurden als saure Verbindungen direkt im HEPES (0,1 M)-Puffer
gel6st und mit NaOH neutralisiert.

2123 Radioliganden

*H-Glibenclamid PerkinElmer Life Science, USA
*H-P1075 Amersham Buchler, D
2.1.3 Gerate

2131 Gerate fur Zellkultur und Radioligandbindung

Autoklav 2540 MK; Tuttnauer, Wesel, D
Brutschrank B5060EC/CO,; Heraeus, Stuttgart, D
Tiefkthltruhe GFL 6384; GFL, Burgwedel, D

Laminar Flow Hera Safe; Heraeus, Stuttgart, D
Photometer Bio Photometer; Eppendorf, Hamburg, D
Stickstofftank XLC 511-FD; Chart Europe, Solingen, D
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W asserbad

W12; P-D Industriegesellschaft, Dresden, D

Tischzentrifuge

Biofuge Primo, Heraeus, Stuttgart, D

Ultrazentrifuge

Optima L-70; Beckman, USA

Filtrationsapparatur

H. Holzer Laborgerate, Dorfen, D

Filtrationsvakuumpumpe

N 026.3; KNF Neuberger, Freiburg, D

Feinwaage

Precisa 100A-300M; PAG OQOerlikon, CH

2132

Gerate fur Elektrophysiologie

Elektrodenziehgerat

DMZ-Universalpuller,
Zeitz-Instrumente, Augsburg, D

Elektrodenglas

GC150T-7.5 und GC150-7.5,
Harvard Apparatus LTD, Edenbridge (Kent), GB

Mikromanipulator

PatchM an, Eppendorf, Hamburg, D
DC3K, Marzhauser, Wetzlar, D

Mikroskop

Axiovert 100, Zeiss, Stuttgart, D
Nikon ECLIPSE TS 100, Diisseldorf, D

Filtersatz (fur

Filtersatz 13, Zeiss Stuttgart, D

Fluoreszenz- B-2A, Nikon, Dusseldorf, D
anregung)
Oszilloskop MH 205-3, HAMEG GmbH, Frankfurta. 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
Verstarker EPC 9, HEKA Elektronik, Lamprecht/Pfalz, D

EPC10, HEKA Elektronik, Lamprecht/Pfalz, D
GeneClamp 500, Axon Instruments, Union City, USA
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AD-Wandler ITC-16 (EPC 9), InstruTECH, Port Washington (NY), USA
ITC-1600 (EPC 10), InstruTECH, Port Washington (NY), USA
MacL ab/2e, ADInstruments, Castle Hill (NSW), AU

Ventile/ Spule des Sirai S10407 / Z030A, Elettromeccanica S.r.l.

Perfusionssystem Bussero (MI) Italien (£0,76 mm ID; £ 1,65 mm OD; £ 0,4 mm)

2.1.4 Puffer und M edien

2141 Puffer und M edien fur dieHEK 293-Zellkultur und Radioligandbindungs-

studien

Samtliche Puffer wurden gekihlt (2-8°C) aufbewahrt.

2.14.1.1 Hypotoner Lysepuffer

HEPES: 10mM
EGTA: 1 mM

Dieser Puffer wurde bei der Herstellung der Zellmembranprdparationen zur Lyse von
HEK?293-Zellen verwendet. Nach Auflésung der Substanzen in aqua bidest und Abkihlung des
Puffers auf 6°C erfolgte die pH-Werteinstellung auf 7,4.

2.1.4.1.2 Isotoner Inkubationspuffer fur Radioligandbindungsstudien an

M embranen

HEPES: 5mM
NaCl: 139 mM
KCI: 5mM

Die Substanzen wurden in aqua bidest gel 0st, der Puffer auf 37°C temperiert und auf pH 7,4
eingestellt. Derart préaparierter Puffer diente in den Radioligandbindungsstudien zur Inkubation der
Reaktionsansétze, sowie zur Herstellung wassriger Substanzverdiinnungsreihen. Ein Puffer gleicher

Zusammensetzung wurde auch zur Suspendierung und Aufbewahrung der
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Zellmembranpraparation benutzt. Fur diese Anwendung wurde jedoch der pH-Wert von 7,4 bei

0°C eingestellt.

2.1.4.1.3 Inkubationspuffer fir Radioligandbindungsstudien an ganzen Zellen

HEPES: 5mM
NaCl: 139 mM
KCl: 5mM
MgCl.: 1,2 mM
D(+)-Glucose: 11 mM
CaCl,: 1,25 mM

Zuerst wurden HEPES, NaCl, KCI und MgCl, in aqua bidest gel6st und ca. 30 min bei 37°C
mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) begast. Nach der Begasung erfolgte die pH-Einstellung auf 7,4
und der Zusatz restlicher Pufferkomponenten (D (+)-Glucose, CaCl,).

Dieser Puffer wurde in Experimentreihen verwendet, die in den Kapiteln 3.1.1, und 3.3.1.3
vorgestellt werden. Eine dauerhafte und zuverlassige pH-Werteinstellung erwies sich bei diesem
Carbogen-begasten Puffer als problematisch. Aus diesem Grund wurdein Versuchsreihen aus den
Kapiteln 3.2.1, 3.3.4, 3.4.2 und 3.4.3 ein modifizierter O,-begaster Inkubationspuffer mit folgender

Zusammensetzung verwendet:

2.1.4.1.4 Modifizierter Inkubationspuffer fir Radioligandbindungsstudien an

ganzen Zellen

HEPES: 10 mM
NaCl: 129 mM
KCI: 5 mM
MgCl,: 1,2 mM
NaHCO;: 5SmM
D(+)-Glucose: 11 mM
CaCl,: 1,25 mM

Der Puffer wurde wie unter 2.1.4.1.3. beschrieben hergestellt.
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2.1.4.1.5 Waschpuffer

TRIS: 50 mM
NaCl: 154 mM

Dieser Puffer wurde wéhrend der Bindungsexperimente zur Trennung von gebundenem und
ungebundenem Radioliganden herangezogen. Der Puffer wurde durch Aqua dest.-Verdiinnung
einer zehnfach konzentrierten Stammlésung der Substanzen hergestellt. Die Einstellung des pH-

Wertes 7,4 erfolgte bei ca. 6°C.

2.1.4.1.6 Standard-Kulturmedium (SKM) fur die HEK 293-Zelllinie

MEM mit Earles-Salzen und L-Glutamin: 90 %
hitzeinaktiviertes FBS (s.u.): 10 %
Gentamycin: 20 pg/ml

Die einzelnen Komponenten des M ediumswurden unter keimfreien Bedingungen (Laminar
Flow) zusammenpipettiert (500 ml MEM + 56 ml FBS + 5,6 ml Gentamycin (2 mg/ml)) und bis
zur Verwendung bei 2-8°C aufbewahrt. Unmittelbar vor der Zugabe zu den Zellen wurde das
Medium auf 37°C temperiert.

Das fétale Kalberserum (FBS) enthalt fir das Wachstum von HEK293-Zellen wichtige

mitogene Faktoren. Um mogliche Restaktivitat von Serumproteasen zu eliminieren wurdedasFBS
1 bis 2 Stunden im Wasserbad bei 55°C hitzeinaktiviert. Vor der Inaktivierung wurde FBS bei -
20°C, nach der Inaktivierung bei 6°C aufbewahrt.

Gentamycin stort als Aminoglykosid-Antibiotikum die bakterielle Proteinsynthese und wirkt
auf ein breites Spektrum grampositiver und gramnegativer Bakterien. Die Substanz ist gegen
mehrere Mykoplasmen-Stamme, jedoch nicht gegen Hefen, Schimmelpilze und Protozoen
einsetzbar. Die HEK293-Zelltoxizitét ist gering. Das Aminoglykosid ist bei 37°C und pH 2-10
lange (ca. 2 Wochen) stabil, dartiber hinaus kann es autoklaviert werden und eignet sich daher gut
fur den Einsatz in der Zellkultur. Die kauflich erwerbliche Stammldsung hat die Konzentration von
50 mg/ml. Ausdieser Losung wurden durch Verdiinnen mit sterilem bidestilliertem Wasser 6 ml-
Aliquote (c = 2 mg/ml) angesetzt, bei -20°C aufbewahrt und zur Herstellung von SKM

(Gentamycin-Konzentration von 20 pg/ml) verwendet.
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2.1.4.1.7 Gefriermedium

Gefriermedium A: MEM mit 40 % (v/v) FBS
Gefriermedium B: MEM mit 20 % (v/v) DM SO

Die Mischung aus Gefriermedium A und Gefriermedium B wurde zur Kryokonservierung

von HEK293-Zellen verwendet (s. Kap. 2.2.1.2).

2.1.4.1.8 Stammldsungen fir die Proteinbestimmung nach Lowry
Lowry A: 2% (w/v) Na,CO;in 0,1 NaOH

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

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

Lowry D: Folin-Ciocalteau-Reagenz (2 M)

Lowry A-C wurden als Stammldsungen hergestellt und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Lowry D wurde fertig erworben (Fluka).

Lowry E: 98 TeileLowry A + 1 Teil Lowry C + 1 Teil Lowry B (bei der Herstellung ist

die Reihenfolge einzuhalten, da es sonst zur Ausflockung kommt)

Lowry F: 1 Teil Lowry D + 1 Teil Aqua bidest.

Lowry E und Lowry F wurden fur jede Proteinbestimmung frisch angesetzt.
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2.1.4.2 M edien zur Kultivierung von Bakterien

2.1.4.21 LuriaBertani Medium (LB-M edium); Angaben fir 100 ml M edium

Trypton (Pepton): lg
Hefeextrakt: 059
NaCl: 05¢g
Aquabidest.: ad 100 ml

DasMedium wurde mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und autoklaviert. Danach konnte eszur
Kultivierung (Vermehrung) von transformierten E. coli verwendet werden. Zur Selektion der
transformierten Bakterien wurde dem LB-Medium eine geeignete Menge an Antibiotikum (100
pa/ml Ampicillin bei der Gewinnung von Plasmid-DNA, die fir SUR und Kir kodiert, 30 pg/ml
Kanamycin bei der Gewinnung von Plasmid-DNA, die fir GFP kodiert) zugesetzt. Ampicillin
wurde aus einer 50 mg/ml-Stammldsung pipettiert; die Kanamycin-Stammlésung hatte eine

Konzentration von 10 mg/ml.

2.1.4.2.2 Medium zur Lagerung der transformierten Bakterien

Bakteriensuspension in LB-Medium: 850 ul
Glycerin: 150 pl

In diesem Gemisch wurden transformierte Bakterien bei -80°C gelagert. Aliquote daraus

wurden entnommen (150 pl), um 150 ml frisches LB-Medium + Antibiotikum (s. Kap. 2.2.1.1.1)

anzuimpfen und die Bakterien zu vermehren.

2143 L dsungen fur elektrophysiologische Experimente

2.1.4.3.1 Badldésungen

2.1.4.3.1.1 Na*-HEPES-Badldsung

NaCl: 142 mM
KCI: 2,8 mM
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CaCl,: 1mM
MgCl.,: 1mM
HEPES: 10 mM

D(+)-Glukose: 11 mM

Der pH-Wert des Pufferswurde bei Raumtemperatur auf 7,4 eingestellt. Diese L 6sung wurde

als Badpuffer in Ganzzellexperimenten verwendet.

2.1.4.3.1.2 K*-HEPES-Badldsung

KCI: 142 mM
NaCl: 2,8 mM
CaCl,: 1mM
MgCl.,: 1mM
HEPES: 10 mM

D(+)-Glukose: 11 mM

Der pH-Wert des Pufferswurde bei Raumtemperatur auf 7,4 eingestellt. Diese L 6sung wurde
als Badpuffer in Inside-out- und Cell-attached-V ersuchen verwendet. Darliber hinaus diente siein
Inside-out- und Cell-attached-V ersuchen als Pipettenl dsung.

2.1.4.3.2 Pipettenlosung fur Ganzzell-Experimente

K*-Glutamat: 132 mM

NaCl: 10 mM
MgCl,: 2mM
EGTA: 1mM
HEPES: 10 mM
Nukleotide: s.u.

Der pH-Wert wurde bei Raumtemperatur auf 7,2 eingestellt. In der Ganzzellkonfiguration
wurde entweder 1 mM MgATP + 0,3 mM MgGDP (Versuchsreihen im Kap. 3.1.2), oder 3 mM
MgATP (Versuchsreihen im Kap 3.4.4.2) als Nukleotid-K omponente eingesetzt.
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2.1.4.3.3 Perfusionslosung fir Inside-out-Experimente

KCI: 143 mM
CaCl,: 1mM
MgCl,: 0,85 mM
EGTA: 5mM
HEPES: 10 mM

D(+)-Glukose: 11 mM

Dieser L6sung wurden nach Bedarf Nukleotide zugesetzt (0,3 mM UDP + 0,03 mM ATP
bzw. 1 mM ATP in Versuchsreihen aus Kap. 3.1.2.1.2; keine Nukleotide bzw. 1 mM ATP in
Versuchsreihen ausKap. 3.4.4.1). Beim Nukleotideinsatz wurde der Puffer um dquimolares M g**
erganzt. Damit betrug die Konzentration an freiem Mg® 0,7 mM (1,5 mM Mg? wurden durch
EGTA komplexiert). Vollstéandige Perfusionsldsungen wurden bei Raumtemperatur auf pH7,2

eingestellt.

2.1.4.3.4 Ldsungfur die Agarbricke

KCI: 200 mM

Agar: 1,5 % in entmineralisiertem Wasser

Zur Herstellung von Agarbriicken wurden Glaskapillaren (Kimble Products, Vineland, New
Jersey USA) mit einem Durchmesser von 1,2-1,5 mm verwendet. Diese lagen als M eterware vor,
wurden in 7,5 cm lange Stlicke geschnitten, in der Bunsenbrennerflamme U-férmig gebogen und
mit klar gekochter, heifder Agarlésung durch Kapillarkrafte gefullt. Gelagert wurden die
Agarbrucken in wéassriger 200 mM KCI-L6sung bei 4-8°C.
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2.2 Methoden

2.2.1 Methoden der Zellkultur

2211 K ultivierung von HEK 293-Zellen

10 uM

Abbildung 10 Lichtmikroskopische Abbildung der HEK293-Zellen.
400-fache VergrofRerung im Differenz-Interferenz-Kontrastmodus

Die HEK293-Zelllinie (s. Abb. 10) wurde von der Firma DSMZ, Braunschweig,
Deutschland (Kat.-Nr. DM SACC305) erworben. Sie stammt aus humanen embryonalen
Nierenzellen, die durch das DNA-haltige Adenovirus Typ5 tumorés transformiert und dadurch
immortalisiert wurden (Graham et al., 1977).

Die Zellen wurden in sterilen Petrischalen aus Plastik (Durchmesser 9,4 cm; Greiner 94/16)
in 10 ml Standard-Kulturmedium (Kap. 2.1.4.1.6) bei 37°C in der mikroaerophilen Atmosphére
(Luft/CO,-Verhdltnis von ~5 %, 95 % relative Luftfeuchtigkeit) des Brutschranks (Heraeus
Instruments, Deutschland) kultiviert. Nachdem die Konfluenz der Zellen pro Schale 60-80 %
erreicht hatte (3-4 Tage nach letzter Passage), erfolgte unter keimfreien Bedingungen (Verwendung

von sterilem Material unter der Laminar-Flow-Box) eine Zellpassage im Verhaltnis 1:2 bis 1:5.
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Dabei wurde zunachst das alte Standard-Kulturmedium abgesaugt. Die Zellen wurden
anschliel3end mit 2-5 ml (je nach Passageverhaltnis) frischem Standard-K ulturmedium (temperiert
auf 37°C) unter Verwendung einer 1 ml-Pipette durch Auf- und Abpipettieren (kein Trypsin
notwendig) vom Boden der Kulturschale abgel 0st. Jeweils 1 ml der entstandenen Zellsuspension
wurde in neue Kulturschalen tberfuhrt und auf ein Endvolumen von 10 ml mit Standard-

Kulturmedium (37°C) ergénzt.

2.2.1.1.1 Einsatz von Selektions-Antibiotika bei der Kultivierung permanent

transfizierter HEK 293-Zellen

In Radioligandbindungsstudien wurden u.a. HEK293-Zellen verwendet, die verschiedene
SUR-Subtypen permanent exprimierten. Diese Zelllinien wurden in unserer Arbeitsgruppe von
Frau Dr. Hambrock wie in Hambrock et al., 1998 beschrieben hergestellt. Auf3er der cDNA, die
fur den jeweiligen SUR kodierte, befand sich auf dem Plasmid (pcDNA3.1; Invitrogen), mit dem
die HEK293-Zellen transfiziert wurden, auch ein Resistenz-Gen fur das Aminoglykosid-
Antibiotikum Geneticin. Die erfolgreiche permanente Aufnahme dieser Plasmide in die Zelle
gewahrleistete somit nicht nur die permanente Expression der gewiinschten SUR-Subtypen sondern
ermdglichte ebenfalls das Uberleben unter Geneticin-Selektionsdruck (Geneticin wirkt auch auf
Saugerzellen toxisch). Um transfizierte von untransfizierten Zellen zu selektionieren wurde eine
Geneticin-Konzentration von 300 pg/ml Standard-Kulturmedium (Kap. 2.1.4.1.6) eingesetzt.

In elektrophysiologischen Experimenten wurden HEK293-Zellen untersucht, die den
rekombinanten Kir6.1/SUR2B-Kanal permanent exprimierten (s. Kap. 3.1.2.3). Die permanente
Kotransfektion der HEK293-Zellen mit Kir6.1- und SUR2B-DNA wurde von Herrn Marcus
Winkler nach dem Protokoll von Giblin et al., 1999 durchgefiihrt. Das dabei verwendete SUR2B-
kodierende Plasmid (pcDNA3.1; Invitrogen) trug auch ein Resistenz-Gen flr Geneticin (s.0.). Das
Kir6.1-kodierende Plasmid (pcDNAS3.1/Zeo; Invitrogen) exprimierte zusatzlich das SH ble-Gen,
welchesden transfizierten Zellen die Resi stenz gegen das Glykopeptidantibiotikum Zeocin verlieh.
Erfolgreich permanent kotransfizierte Zellen konnten somit unter gleichzeitigem Einsatz von 300
png Geneticin/ml Standard-Kulturmedium und 0,15 mg Zeocin/ml Standard-Kulturmedium

kultiviert werden.



2 M aterial und M ethoden 52

2.2.1.2 Einfrieren von HEK 293-Zellen

Eingefroren wurden nur Zellen, diein der Kulturschale eine Konfluenz von 70-80 % erreicht
hatten. Dabei wurde der Zellinhalt einer Schale in einem Kryoroéhrchen (Cryo.s, Greiner
L abortechnik) konserviert und eingefroren.

Nach dem Absaugen des Standard-Kulturmedium wurden die Zellen mit 4 ml auf 37°C
erwarmtem Gefriermedium A (Kap. 2.1.4.1.7) vom Schalenboden abgel 6st, in ein 50 ml-Falcon-
Tube Uberfihrt und 2-3 min bei 500 g und Raumtemperatur zentrifugiert (Biofuge primo,
Heraeus). Unterdessen wurden 500 ul Gefriermedium B (Kap. 2.1.4.1.7) in ein Kryorohrchen
pipettiert. Im Anschluss an das Zentrifugieren wurde der Uberstand eines Falcon-Behalters entfernt
und der Bodensatz (= Zellmaterial) in 500 ul Gefriermedium A (RT) resuspendiert. Diese
Zellsuspension wurde dann mit dem vorgelegten Gefriermedium B (RT) im Kryoréhrchen
vorsichtig vermischt. Da das DM SO im Gefriermedium B zwar eine Zellschadigung beim
Einfrieren oder Auftauen verhindert, jedoch bei Raumtemperatur zytotoxisch wirkt, wurden die
Zellen schnellstmdglich nach dem Kontakt mit dem Detergens auf Eis herabgekihlt. Das fertig
praparierte Kryoréhrchen wurde nun tber Nacht bei -80°C aufbewahrt und anschlieend in

flissigem Stickstoff dauergelagert.

2.2.1.3 Auftauen von HEK 293-Zellen

Diekonservierten Zellen wurden aus dem flussigen Stickstoff entnommen und im W asserbad
bei 37°C angetaut, bis nur noch ein kleiner Eiskern im Kryordhrchen zu erkennen war. Der Inhalt
des Kryordhrchens wurde nun in ein zuvor vorbereitetes 50 ml-Falcon-Tube mit 20 ml Standard-
Kulturmedium (37°C) schnell Uberfuhrt und 2-3 min bei 500 * g zentrifugiert (Biofuge primo,
Heraeus). Nach dem Absaugen des Uberstandes erfolgte die Resuspendierung des Bodenstandes
aus aufgetauten HEK293-Zellen in 10 ml Standard-Kulturmedium (37°C) und die Uberfihrung
der Zellsuspension in eine Petrischale (Durchmesser 9,4 cm). Am darauf folgenden Tag wurde das
Standard-Kulturmedium gewechselt. Sobald die Zell-Konfluenz 60-80 % erreichte (im
Allgemeinen nach 3-4 Tagen), konnten die Zellen erstmals passagiert und gegebenenfalls (bei
permanent transfizierten Zellen) der Einwirkung von Geneticin bzw. Geneticin und Zeocin (s.0.)

ausgesetzt werden.
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2214 Transiente Transfektion von HEK 293-Zellen

2.2.1.4.1 Verwendete Plasmide

Die Amplifikation der Plasmid-DNA erfolgte in hitzetransformierten E. coli-Bakterien (XL 1
Blue MRF’s supercompetent cells, Stratagene; Max Efficiency DH 5a Competent Cells,
Invitrogen) unter Verwendung von Qiagen-M axiprep- (bei pcDNA3.1-Vektoren), bzw. Qiagen-

M egaprep-Kit (bei pECE-V ektoren). Verfahren wurden nach den Standard-Herstellerprotokollen.

Tabelle 2 Folgende Plasmide wurden bel transienten Transfektionen von HEK293-Z el len verwendet:

Vektor-

KI?';IA (GenBank Spezies | Vektor Grofein Ursprungslabor

' kb
- - pcDNA3.1(+) 5.428
- - pcDNA3.1/Zeo(+) | 5.015
- - pECE 2.891
GFP - pEGFP-C1 4.7
Kir6.1 [D88159] Maus pcDNA3.1(+) 7.1 Y. Kurachi & Y. Horio (Osaka)
“ “ pcDNA3.1/Zeo(+) | 6,7 Y. Kurachi & Y. Horio (Osaka)
Kir6.2 [D50581] Maus pcDNA3.1(+) 6,692 Y. Kurachi & Y. Horio (Osaka)
Kir6.2 [NM000525] | Mensch |pECE J. Bryan (Houston)
Kir6.2-DN-Mutanten | “ “ J. Bryan (Houston)
SUR1 [X97279] Ratte pcDNA3.1(+) 10,15 C. Derst (Marburg)
SUR2A [D86037] Maus pcDNA3.1(+) 11,6 Y. Kurachi & Y. Horio (Osaka)
SUR2A(Y 1206S) ! ! “ U. Quast / A. Hambrock*
SUR2B [D86038] Maus pcDNA3.1(+) 11,4 Y. Kurachi & Y. Horio (Osaka)
SUR2B(Y 1206S) ! ! “ U. Quast / A. Hambrock*

In den ersten 3 Reihen sind leere Vektoren aufgefiihrt, die fir keine Funktionseinheit kodieren. Diese Vektoren
werden zur Scheintransfektionen der Kontrollzellen verwendet.

* Die Mutanten SUR2A(Y 1206S) und SUR2B(Y 1206S) wurden mit Hilfe des QuickChange Site-Directed
M utagenesis System (Stratagene, Amsterdam NL) von Frau Dr. A. Hambrock hergestellt.
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2.2.1.4.2 Transiente Transfektion mittels Lipofectamin™-M ethode

Transfiziert wurden Zellen, die nach ihrem Auftauen mindestens zwei, jedoch nicht mehr als
40 mal passagiert wurden und deren Konfluenz in Petrischalen 60-80 % betrug.

Bei der Transfektion wurde zunéchst ein Transfektionsmedium, bestehend aus den DNA-
K omponenten (Vektoren mit Kir- und/oder SUR-cDNA; s. Tab. 2) und Lipofectamin™-Reagenz
(25 pl Lipofectamin/DNA-Komponente) in 1,6 ml OptiMEM | hergestellt, 20 min vorinkubiert
und mit weiteren 6,3 ml Optimem verdinnt. Wahrend der 20-minltigen Vorinkubation des
Transfektionsmediums wurden die zu transfizierenden Zellen mit 10 ml OptiMEM | gewaschen.
Danach wurde das Transfektionsmedium auf die Zellen gegeben. Wahrend der anschlief3enden 5-
stiindigen Inkubation im Brutschrank erfolgte die Aufnahme der DNA-Liposomen-Komplexe in
die HEK293-Zellen. Das Transfektionsmedium wurden nach der Inkubation mit 10 ml
Nahrmedium (80 % MEM + 20 % FBS) erganzt. Ein Mediumwechsel gegen das Standard-
Kulturmedium erfolgte nach 24 Stunden.

Etwazwei Tage nach Beginn der Transfektion erreicht die Expression der gewlinschten K , 1
Kanaluntereinheiten das Maximum. Ab diesem Zeitpunkt eignen sich die transfizierten Zellen
somit optimal fur Radioligandbindungsversuche oder die Préparation von Zellmembranen.

Fur die Transfektion wurden insgesamt 10 ug DNA pro Zellkulturschale verwendet. Die
Kotransfektion der Zellen mit Kir- und SUR-DNA wurde mit dem Ziel durchgefiihrt, vollsténdige
Kanalkomplexe mit mdglichst wenig an freiem SUR zu erhalten. Das in der Kotransfektion
eingesetzte molare Kir/SUR-Verhéltnis betrug deshalb mindestens 1. Die genaue photometrische
Bestimmung der DNA-Konzentration in den verwendeten DNA-Stammldsungen sowie die
Bertcksichtigung der jeweiligen Plasmidgrof3e (s. Tab. 2) sind zur korrekten Ermittlung der

notwendigen DNA-M engen zwingend erforderlich.

2.2.1.4.3 Transiente Transfektion mittels Lipofectamin2000™-M ethode

Diese Transfektionsmethode erwies sich im Laufe der Promotionsarbeit als die effizientere
und wurde seitdem als Standard angewandt. Zur Transfektion mit Lipofectamin2000™-Reagenz
wurden Schalen mit Zellkonfluenz > 90 % verwendet. Am Vortag der Transfektion wurde das
Standard-Kulturmedium gegen Gentamycin-freies Nahrmedium (MEM + 10 % FBS)
ausgetauscht.

Am Transfektionstag wurden pro Zell-Schale zwei 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefale mit
jeweils 750 pm vorgewarmtem (37°C) OptiM EM | gefiillt. In einsder Reaktionsgeféal3e wurden die
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DNA-Komponenten und in das andere 37, 5 ul Lipofectamin2000™-Reagenz zugegeben und 5
min vorinkubiert. Nach Ablauf der Vorinkubation wurde das DNA-Gemisch zum Lipofectamin-
Gemisch gegeben (nicht umgekehrt!), vorsichtig gemischt und weitere 20 min inkubiert, um die
Bildung der DNA-Lipofectamin2000-Mizellen zu erméglichen. Im Anschluss an die Inkubation
wurde die Kulturschale mit den zu transfizierenden Zellen aus dem Brutschrank entnommen, das
Volumen des Nahrmedium um 4 ml reduziert und mit dem inkubierten Transfektionsgemisch
versetzt. Bis zur experimentellen Verwendung (Radioligandbindungsversuche) bzw. bis zur
Herstellung von Zellmembranen wurden die transfizierten Zellen zwei Tage im Brutschrank
inkubiert. Zellen, die elektrophysiologisch untersucht werden sollten, wurden bereits ca. 24
Stunden nach Beginn der Transfektion mit frischem Standard-Kulturmedium abgel6st und,
entsprechend verdiinnt, auf kleine sterile Petrischalen (35 mm Durchmesser) mit Poly-D-Lysin-
beschichteten Deckglasern verteilt (s. Kap. 2.2.3.2.1).

Fur alle experimentellen Untersuchungen mit Ausnahme der Ganzzellkonfiguration der
Saugel ektrodentechnik wurden bei der Transfektion insgesamt 10 pg DNA pro Schale (d.h. auch
pro 37,5 ul Lipofectamin2000™-Reagenz) verwendet. Um zu starke Kanalexpression und in der
Folge zu starke Strome in der Ganzzellkonfiguration der Saugelektrodentechnik zu vermeiden,
wurden Transfektionen fur diese Anwendung mit einer maximalen DNA-Menge von 1 pg pro
Schale durchgefiihrt (s. Kap. 3.1.2 und 3.4.4). Bei Kotransfektionen mit Kir- und SUR-DNA
wurden molare Plasmidverhéltnisse angestrebt, die nach der Expression der einzelnen
Kanaluntereinheiten vollstandige Kanalkomplexbildung mit mdglichst wenig freiem SUR

gewahrleisteten (Kir/SUR-Verhéltnisse > 1).

2.2.1.44 Anwendung von GFP

Das griin fluoreszierende Protein (GFP) verfugt Uiber ein aus der Tripeptidsequenz Ser®-
Tyr®-Gly®" bestehendes Chromophor welches im UV-Licht griine Fluoreszenz erzeugt. Die
Anregungsmaxima des Proteins liegen bei 395 nm und 470 nm; die Emission hat ein
Hauptmaximum bei 509 nm und ein Nebenmaximum bei 540 nm (Chalfie, 1995). Das Protein
kann in eukaryotischen Zellen exprimiert werden. Sein Leuchten im UV -Licht wurde daher als
Hilfsmittel bei der Identifizierung von erfolgreich transfizierten HEK293-Zellen in
elektrophysiologischen Experimenten genitzt. Zu diesem Zweck wurden die HEK293-Zellen

zusétzlich mit pEGFP-C1-Vektoren in einer Konzentration von 1 pg/Schale kotransfiziert.
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2.2.15 Herstellung einer mikrosomalen M embranfraktion aus HEK 293-Zellen

Aus HEK293-Zellen, die infolge einer permanenten bzw. transienten Transfektion die
gewiinschten rekombinanten K ,;p-Kanale oder deren Untereinheiten exprimierten, konnten
Zellmembranen prapariert werden.

Fur die Praparation wurden Zellen verwendet, die eine Konfluenz von mindestens 60 %
erreicht hatten. Als erstes wurde etwa die Hélfte des Standard-Kulturmedium aus der Schale
abgesaugt. Das restliche Medium diente zum Abldsen der Zellen vom Schalenboden durch
wiederholtes Aufsaugen und Ruckpipettieren. Die Zellsuspension wurde in 50 ml-Falcon-Tube
Uberfhrt und 5 min bel Raumtemperatur und 500 * g zentrifugiert (Tischzentrifuge Biofuge
Primo, Heraeus, Stuttgart, D). Im Anschlusswurde der Uberstand abgesaugt und der aus HEK 293-
Zellen bestehende Bodensatz im gektihlten (~0°C) hypotonen Puffer (Kap. 2.1.4.1.1; 4 ml/Schale)
aufgenommen und dadurch lysiert. Esfolgte die Zentrifugation des L ysats fiir 30 min bei 100 000
* gund 4°C (Ultrazentrifuge Optima L-70; Beckman, USA). Nach dem Entfernen des Uberstandes
wurde das Pellet im gekuhlten isotonen Inkubationspuffer (pH 7,4 bei 0°C; Kap. 2.1.4.1.2) durch
Auf- und Abpipettieren resuspendiert (0,3 -1,0 ml/Schale), in 2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefalie
aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Derart hergestellte Membranpraparationen wurden fir

Radioligandbindungsstudien verwendet.

2216 Proteinbestimmung der M embranfraktion nach L owry

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der in Bindungsexperimenten untersuchten
M embranpraparation erfolgte nach Lowry et al., 1951. Die M ethode beruht auf zwei Reaktionen.
Im ersten Schritt (=Biuretreaktion) kommt es im alkalischen Milieu zur Ausbildung eines blau-
violetten Komplexes zwischen den Peptidbindungen und den Cu?-lonen (Lowry E; Kap.
2.1.4.1.8). Im zweiten Schritt reduzieren die Cu?*-Proteinkomplexe das Folin-Ciocalteau-Reagenz
(Lowry F; Kap. 2.1.4.1.8). Dabei entsteht ein blauer Farbstoff, dessen Extinktion photometrisch
bestimmt werden kann.

Fur die Proteinbestimmung wurde wahrend der Bindungsversuche eine Probe aus der
homogenisierten und auf endgultiges V olumen ergénzten M embransuspension entnommen und je
nach verwendeter Membrankonzentration mit wassriger 0,1 M NaOH-L6sung 1:10 oder 1:20
verdinnt. Ein Aliquot gleichen Volumens vom reinen Inkubationspuffer (Kap. 2.1.4.1.2,2.1.4.1.3
und 2.1.4.1.4) wurde gleichermaf3en mit 0,1 M NaOH verdinnt und zur Leerwertbestimmung

herangezogen. Dies war notwendig, da die freien Stickstoffgruppen von HEPES im
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Inkubationspuffer mit den Lowry-Reagenzien erheblich interferieren.

Zu Beginn der Proteinbestimmung wurden jeweils 200 pl der NaOH-verdiinnten
M embranen- bzw. Inkubationspuffer-Probe in Halbmikroktvetten tberfihrt und mit 1 ml Lowry
E-Losung (Kap. 2.1.4.1.8) versetz. Nach 5-minutiger Inkubation erfolgte die Zugabe von 100 pl
Lowry F-Ldsung, wonach die Inhalte der Kivetten gemischt und fern von direkter
Lichteinstrahlung bis zur Messung 20 min inkubiert wurden. Danach konnte in einem
Spektral photometer (Hitachi U-3.000) die optische Dichte (OD-,,) der Membransuspension und
des Inkubationspuffers gemessen werden. Dabei betrug die Wellenléange der Wolfram-Lampe 770
nm und die Spaltbreite 5 nm. Der Null-Abgleich erfolgte mit einer Losung aus 200 pl 0,1 M

NaOH + 1 ml Lowry E + 100 pl Lowry F. Der resultierende Unterschied zwischen der Extinktion
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Abbildung 11:
Kalibrierkurve fir die Proteinbestimmung nach Lowry. Die durchgezogene Linie gibt
den linearen Bereich bis 30 pg Protein wieder, bei Berticksichtigung aller Messpunkte
erhalt man eine Séttigungsfunktion (gestrichelt).

der Membransuspension und des I nkubationspuffers (DOD,,,) wurde nach der folgenden Formel:
DOD,, = 0,0132 * mp,, (ng/KUvette) zur Bestimmung der Proteinkonzentration herangezogen.
Voraussetzung dafiir war, dass sich die gemessenen Extinktionswerte im linearen Bereich der
Kalibrierkurve aus der Abbildung 11 befanden. War dies nicht der Fall, so kam eine héhere
Verdiinnung der Proben zum Einsatz.

Als Grundlage fur die Berechnung der Proteinkonzentration in den Bindungsexperimenten
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diente eine Standardmesskurve, die mit Rinderserumalbumin (BSA) erstellt wurde. Dafir wurde
eine Verdinnungsreihe von BSA in 0,1 M NaOH hergestellt, analog zu den Protein- und
Pufferproben aus den Bindungsversuchen mit Lowry E und Lowry F inkubiert und die Extinktion
der einzelnen Verdunnungen photometrisch gemessen. Die Auftragung der resultierenden OD -
Werte gegen die vorgegebene BSA-Konzentration ergab die Kalibrierkurve in der Abbildung 11.
Die durchgezogene Linie gibt dabei den linearen Bereich bis 30 pg wider. In diesem Bereich

sollten sich auch die Werte der Bestimmungen des Protein aus den Bindungsversuchen bewegen.

2.2.2 Radioligandbindungsstudien

Die Untersuchung der Radioligand-Rezeptor-Bindung gehért zu den unentbehrlichen
M ethoden der Rezeptorforschung. Mit ihrer Hilfe gelingt es Rezeptoren zu identifizieren, isolieren
und charakterisieren. Ein grofRer Teil der Ergebnisse dieser Dissertation wurde mit Hilfe dieser
Methode erzielt. Fir die Untersuchung der Fragestellungen (Kap. 1.2.9) eigneten sich
Gleichgewichtsexperimente. Bei diesem Versuchstyp wird vorausgesetzt, dass die Radioligand-
Rezeptor-Bindung dem M assenwirkungsgesetz unterliegt. Nach einer gewissen Zeit befindet sich
dabei das Reaktionssystem (Rezeptor-Ligand-Assoziation und -Dissoziation) im Gleichgewicht, so
dass keine Anderung der Bindung mit der Zeit beobachtet werden kann. Diese Zeit wird in
Gleichgewichtsexperimenten als Inkubationszeit gewahlt und ist von den kinetischen Konstanten
k,, und k. sowie von der Konzentration der Reaktionsteilnehmer abhéngig. Gleichgewichts-

bindungsstudien kénnen in Sattigungs- und Kompetitionsexperimente unterteilt werden:

Sattigungsexperimente:

In diesen Experimenten kann die Gleichgewichtsdissoziationskonstante (Kp) des
Radioliganden und die gesamte Bindungskapazitét (B,,,) der Rezeptorpréparation technisch relativ
einfach bestimmt werden (vgl. Kap. 2.2.2.3.1). Dabei wird im Allgemeinen die Konzentration des
Rezeptors konstant gehalten und durch steigende K onzentrationen des Radioliganden immer mehr
gesattigt. Im gunstigsten Fall soll etwa 70-80 % des Bindungsbereiches abgedeckt werden. Alle
Radioliganden binden je nach Lipophilie und je nach Reinheit der Rezeptorpraparation auch mehr
oder weniger an unspezifische Bindungsstellen. Um die spezifische von der unspezifische Bindung
zu unterscheiden, wird gewoéhnlich parallel zur Bestimmung der eigentlichen Bindungskurve

(totale Bindung) zuséatzlich die Radioligandbindung in Anwesenheit eines ausreichenden
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Uberschusses (100-1000fach) an nicht-markiertem Liganden untersucht. Der unmarkierte Ligand
soll dabei den Radioliganden aus allen Rezeptor-Bindungsstellen, nicht jedoch aus der

unspezifischen Bindung verdrangen.

K ompetitionsexperimente:

Bei diesem Typ von Gleichgewichtsexperimenten verdrangen sich ein markierter und ein
unmarkierter Ligand gegenseitig aus den Rezeptor-Bindungsstellen (Kompetition um ein und
dieselbe Bindungsstelle). Verursacht die Bindung eines Liganden eine Verédnderung der
Raumstruktur des Rezeptors fir den anderen Liganden so, dass dieser nicht mehr oder nur mit
niedriger Affinitat binden kann, so spricht man von einer negativ allosterischer Hemmung (vgl.
Kopplung der K, p,-Kanal-Offner- und Blockerbindungsstellen; Kap. 1.2.8.2). Um
Chancengleichheit bei dem "Wettstreit" um die Bindung zu gewabhrleisten sollten der Radioligand
und der unmarkierte Ligand gleichzeitig dem Inkubationsmedium zugegeben werden. Meistens
wird dabei die Konzentration des L abels konstant gehalten und die des nicht-markierten Liganden
innerhalb einer sinnvollen Spanne variiert. Das Ergebniss der Kompetitionsexperimenteist in erster
Linie der Wert von halbmaximaler Inhibitionskonzentration (I1Cg;), mit der ein unmarkierter
Ligand den Radioliganden verdrangt (vgl. Kap. 2.2.2.3.2). Bei bekannter Konzentration und
Affinitdt (Ko-Wert) des Radiolabels kann aus dem 1C5-Wert nach Cheng-Prusoff-Korrektur
(Cheng und Prusoff, 1973) (Gleichung 16) die Gleichgewichtsdissoziationskonstante (Kp) des
unmarkierten Liganden abgeleitet werden. Desweiteren kénnen Hemmkurven aus diesem Typ der

Bindungsversuche auf potentielle Heterogenitét der Bindungsstellen hinweisen.

2221 Auswahl des Radioliganden

In den Bindungsexperimenten der vorliegenden Dissertation wurden nur tritiierte Liganden
*H-Glibenclamid und *H-P1075 eingesetzt. Die spezifische Aktivitat von Tritium ist zwar
verhaltnismaRig gering (~30 Ci/mmol), nimmt jedoch tiber die Zeit weniger ab (HWZ von °H =
12,26 Jahre vs. HWZ von | = 59,39 Tage).
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3H-Glibenclamid:

GBC bindet an SUR1 wesentlich stérker als an SUR2-Isoformen (Hambrock et al., 1998;
Hambrock et al., 2002a; Schwanstecher et al., 1998).

Der radioaktiv markierte SU *H-GBC wurde uns von der Firma PerkinElmer Life Science
(USA) mit einer spezifischen Aktivitét von 47-52 Ci/mmol und einer Konzentrationvon 20 pM in
Ethanol geliefert.

Beim Einsatz dieses Labels ist seine ausgepragte Amphiphilie zu beachten, die sich in der
Haftung der Substanz an Kunststoffoberflachen der Aufbewahrungs- und Reaktionsgefafie
bemerkbar machte. Um zuverldssig reproduzi erbare K onzentrationen des Radioliganden pipettieren
zu kdnnen, enthielten deshalb alle L abelstammldsungen 10 % Ethanol.

Desweiteren bereitet die Anwesenheit vieler endogener niedrigaffiner Nicht-SUR-
Bindungsstellen furr ®H-GBC im Proteinmaterial oft experimentelle Schwierigkeiten. Dies gilt vor
allem fir Untersuchungen der SUR2-SpleiRvarianten. Hier ist wegen der relativ niedrigen *H-
GBC-Affinitat (s.0.) das Signal-Rausch-V erhaltnis besonders unginstig. Bei der Quantifizierung
der unspezifischen Bindung in SUR2-Experimenten wurde die Eigenschaft des unmarkierten
Offners P1075 ausgeniitzt, in sittigenden Konzentrationen (100 uM) den Radioliganden
vollstandig aus der spezifischen, jedoch nicht aus der unspezifischen Bindung verdrangen zu
kdnnen (L 6ffler und Quast, 1997; Russ et al., 1999; Hambrock et al., 2001). In Experimenten an
SUR1 wurde 100 nM unmarkiertes GBC zur Bestimmung der unspezifischen Bindung
herangezogen. Bei dieser Konzentration wird *H-GBC praktisch vollstiandig aus der hochaffinen
SUR1-Bindung verdrangt, die niedrigaffine unspezifische Radioligandbindung bleibt hingegen im

W esentlichen unverandert.

%H-P1075:

Der radiomarkierte K ;p-Kanal-Offner vom Cyanguanidintyp bindet mit relativ hoher
Affinitat an SUR2-Subtypen, jedoch kaum an SUR1 (Felsch et al., 2004). Der Radioligand wurde
von Amersham Buchler (Deutschland) mit einer spezifischen Aktivitét von 117-121 Ci/mmol,
einer Konzentration von ~0,5 uM, geldst in Ethanol erworben.

Im Vergleich zu *H-GBC bindet *H-P1075 weniger an unspezifische Komponenten der
Proteinpraparation, wodurch man ein glinstiges Signal-Rausch-V erhaltnis erhalt. Die Bestimmung

der unspezifische Bindung erfolgte hier mit 100 pM unmarkiertem P1075.
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2222 Durchfihrung von Radioligandbindungsstudien

Die Bindungsexperimente wurden an M embranpréparationen aus HEK293-Zellen sowie an

intakten HEK293-Zellen durchgefihrt.

2.2.2.2.1 Gewinnung des Rezeptor materials

Die Membranpréparation erfolgte wie in Kapitel 2.2.1.5 beschrieben. Unmittelbar vor
Beginn der Inkubation mit den Radioliganden und ggf. unmarkierten Kompetitoren wurden die
Membranen aufgetaut und mit einem Polytron-Homogenisator (PT 3000, Kinematika AG, CH)
unter Eisktihlung bei 12000 U/min homogenisiert, mit isotonem Inkubationspuffer (pH 7,4 bei
0°C; Kap. 2.1.4.1.2) auf das gewiinschte Volumen aufgefillt und biszum Inkubationsstart auf Eis
gehalten.

Bei Experimenten an intakten Zellen wurde zuerst der Inkubationspuffer vorbereitet (s. Kap.
2.1.4.1.3 und 2.1.4.1.4). Nach dem Absaugen des Standard-Kulturmediums wurden die zu
untersuchenden Zellen mit dem fertigen Inkubationspuffer (begast, pH 7,4 bei 37°C) vom
Schalenboden abgel6st, in ein 50 ml -Falcon-T ube tUberfihrt und auf ein Volumen von 20 ml mit
Inkubationspuffer erganzt. Diese Zellsuspension wurde 5 min bei 500 * g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde im Anschluss abgesaugt, das Zellpellet in frischen 20 ml des Inkubationspuffers
vorsichtig aufgenommen (=gewaschen) und erneut 5 min bei 500 * g zentrifugiert. Nach dem
Absaugen des Uberstandes erfolgte die Resuspendierung der Zellen in einem dem Umfang des
Bindungsversuchs angepassten V olumen an I nkubationspuffer (= x (Anzahl der Reaktionsansétze)
* V (Volumen der Zellsuspension pro Reaktionsansatz; vgl. Kap. 2.2.2.2.2) + ~10 %). Diese
fertige Zellpraparation wurde bis unmittelbar vor Inkubationsbeginn im Wasserbad bei 37°C

gehalten und gel egentlich vorsichtig gemischt.

2.2.2.2.2 Inkubation

Im Allgemeinen wurde sowohl in Membran- als auch in Ganzzellversuchen die
Bindungsreaktion durch Zugabe der Rezeptorpraparation zum Reaktionsansatz (Label + ggf.
unmarkierter Ligand + ggf. MgATP im Inkubationspuffer) gestartet. Die Reaktion verlief in2 ml-
Eppendorf-Gefélien. Mit Ausnahme von Experimenten, die im Kapitel 3.3.1.4 vorgestellt werden
(Inkubation bei 22°C) erfolgte die Inkubation der Ansdtze im Wasserbad bei physiologischer

Temperatur von 37°C. Die Inkubationszeit wurde so gewdahlt, dass eine Einstellung des
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Gleichgewichtes zwischen der Assoziation und Dissoziation der Liganden am Rezeptor erfolgen
konnte. Die notwendige Inkubationszeit wurde von Frau C. Lo6ffler-Walz in
Assoziationsexperimenten ermittelt. Sie variierte je nach Radioligand, Rezeptortyp und
Rezeptorpraparation:

M embranen, mit *H-GBC als Radioligand:

- alle Rezeptortypen : 15 min
M embranen, mit *H-P1075 als Radioligand:
- SUR2A: 13 min
- SURZ2B: 30 min
Zellen, mit *H-GBC als Radioligand:

- alle Rezeptortypen : 30 min
Zellen, mit ®*H-P1075 als Radioligand:
- SUR2A: 13 min
- SUR1+SUR2B: 30 min

Ebenfalls Versuchstyp-abhdngig war die quantitative Zusammensetzung der
Reaktionsansatze:

M embranen, mit *H-GBC als Radioligand:

- 25 pl Radioligand-Stammlésung + 10 pl unmarkierter Ligand + 765 pl
Inkubationspuffer (Kap. 2.1.4.1.2;+/-1 mM MgATP) + 200 ul Membranpréparation
M embranen, mit *H-P1075 als Radioligand:

- 100 pl Radioligand-Stammldsung + 10 pl unmarkierter Ligand + 690 ul
Inkubationspuffer (Kap. 2.1.4.1.2; + 1 mM MgATP) + 200 pl Membranpréparation
intakte Zellen, mit *H-GBC als Radioligand:

- 25 pl Radioligand-Stammlésung + 10 pl unmarkierter Ligand + 465 pl
Inkubationspuffer (Kap. 2.1.4.1.3 oder 2.1.4.1.4) + 500 ul Zellpraparation
intakte Zellen, mit *H-P1075 als Radioligand:

- 50 pl Radioligand-Stammlosung + 10 ul unmarkierter Ligand + 440 ul
Inkubationspuffer (Kap. 2.1.4.1.3 oder 2.1.4.1.4) + 500 pl Zellpraparation

Sowohl die Radioligand-StammlGsungen, wie auch Ldsungen der unmarkierten Liganden
enthielten Losungsmittelanteile. Die Reaktionsansitze wurden so zusammengesetzt, dass die

L 6sungsmittelkonzentration 1 % nicht Uberstieg.
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2.2.2.2.3 Trennungvon gebundenem und freiem Radioliganden

Nach Ablauf der Inkubation wurde der Radioligand-Rezeptor-K omplex durch Filtration vom
ungebundenen Radioliganden getrennt. Aus jedem Reaktionsansatz (Volumen = 1 ml) wurden
daftir nacheinander drei Aliquote von 300 pl entnommen, jeweilsin ein vorbereitetes Reagenzglas
mit 8 ml eiskaltem Waschpuffer (Kap. 2.1.4.1.5) tberfihrt und sofort mit Hilfe der Vakuumkraft
(erzeugt von einer M embranpumpe KNF Neuberger Typ N 026.3 AN.18) durch Glasfaserfilter
(bei M embranversuchen: Whatman GF/B; bei Ganzzellversuchen: Whatman GF/C) gesaugt. Im
kalten Waschpuffer wurde dabei die Reaktion gestoppt, der Filter hielt die partikuléren
Radioligand-Rezeptor-K omplexe zurick. Um die unspezifisch gebundene Radioaktivitéat moglichst
vollstandig zu entfernen, wurden die Filter jeweils zweimal mit 8 ml Waschpuffer (0°C)
nachgewaschen. Jeder M esspunkt wurde auf diese Weise dreifach bestimmt. Ausden Ergebnissen
der drei einzelnen Messungen (radioaktive Zerfélle pro Minute = dpm, siehe nachfolgendes

Kapitel) wurde das arithmetische Mittel gebildet.
2.2.2.2.4 Messung der Radioaktivitat

Diequantitative Erfassung der Tritium-Betastrahlen der Radioliganden erfolgte mittelseines
Flussigszintillators (Ultima Gold; 4,5 ml/Filter) im Szintillationszahler (TRICARB™ Liquid
Scintillation Analyser 2000CA, Packard).

Da sich die Radioaktivitét erst langsam von den Glasfaserfilter 16sen muss, wurden fir die
Auswertung nur M essungen herangezogen, die mindestens 8 Stunden nach dem Kontakt der Filter
mit dem FlUssigszintillator stattgefunden haben. Die dickeren Whatman GF/B-Filter aus den
M embranexperimenten wurden unmittelbar vor Zugabe der Szintillationsflussigkeit mit 200 pl
destilliertem Wasser benetzt. Dadurch wurde das Herausl6sen der Radioaktivitét aus den Filtern
gefordert.

Der Szintillationszahler detektiert 54 % der radioaktiven Zerfalle pro Minute (dpm).

gemessene Impulse/min  c¢cpm

I=ERe= Zerfalle /min - dpm  Giechng@)
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Die dpm wurden nach folgender Umrechnung in Konzentrationseinheiten ausgedriickt:

gezéhlte dpm mol _
- 127 . s W Gleichung (2)
2.2-10(dpm /Ci)- SA(Ci/mmol)- V(ml) |

c

¢ = Konzentration in mol/I
SA = gpezifische Aktivitét des Radioliganden in Ci/mmol
V = Filtrationsvolumen des Aliquotes aus dem Reaktionsansatz in ml (0,3 ml)

1 Curie (Ci) = 2,2*10* dpm/min
2.2.2.3 M odell der Rezeptorbindungsstudien

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

wechselwirkenden Rezeptoren betrachtet. Dabei entsteht ein Radioligand-Rezeptor-Komplex.

Rl o @ Gleichung (3)

b=

Inder Gleichung 3 stellt R die freie Rezeptorkonzentration, L diefreie Ligandkonzentration,
C den Radioligand-Rezeptor-K omplex, k+ die A ssoziationsgleichgewichtskonstante (M *s*) und k-
die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante (s*) dar.

Im Gleichgewicht gilt das M assenwirkungsgesetz:

Ko = — = _ Gleichung (4)

Dabei ist K, die Gleichgewichtsdissoziationskonstante (mol/1).



2 M aterial und M ethoden 65

Ferner gelten auch die M assenbilanzen

Ro =R + C Gleichung (5)

und

= L = @ Gleichung (6)

Der Index , bezeichnet die gesamte K onzentration als Summe aus der freien und gebundenen
Konzentration.

Die Experimente werden wenn maoglich so angelegt, dass die gesamte Ligandkonzentration
viel groRer ist, als die gesamte Rezeptorkonzentration (s. Gleichung 7). In der experimentellen

Praxis bedeutet dies, das der gebundene Anteil des Radioliganden stets unter 5 % liegen sollte.

Ro << lo = Lo =1L Gleichung (7)

Die gesamte Bindung eines Radioliganden (B;or) beinhaltet die Bindung an spezifische
Rezeptoren (Bg), sowie die unspezifische Bindung (NSB) an andere Bestandteile der
Rezeptorpraparation und den Glasfaserfilter. Die NSB wird gesondert bestimmt, indem ein
Uberschuss an unmarkiertem Liganden den Radioliganden aus der B, nicht jedoch aus der NSB

verdrangt. Die spezifische Bindung errechnet sich dann folgendermalien:

Bzs = Bror - NSB . Bz= C Gleichung (8)
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2.2.2.3.1 Sattigungsexperiment

Gemessen wird die gesamte (B;or) und die unspezifische (NSB) Bindung, dargestellt als
Funktion der freien Ligandkonzentration L. Die NSB steht zwar fur niedrigaffine Bindung des
Liganden, die Anzahl der unspezifischen Bindungsstellen ist jedoch sehr hoch, so dass ein linearer

Anstieg von NSB mit wachsender Ligandkonzentration angenommen wird:
NSB = a - L Gleichung (9)
Aus Gleichung 4 und 5 bzw. 6 ergibt sich

. _ RL (R-0O).L

Ko = - -
C C

Gleichung (10)

Dabei ist C gleich der spezifischen Bindung B¢

Unter der Bedingung von 7 errechnet sich somit die spezifische Bindung B¢ = C aus

L

C= Ro-————
L+ Ko

Gleichung (11)

Daraus wird ersichtlich, dass die spezifische Bindung Bg = C, mit der freien
Ligandkonzentration in Form einer rechtwinkligen Hyperbel wéachst, ihre Sattigung fur C-RO0
erreicht und die Halbsattigung bei L = K vorliegt.

Bror, NSB und L, werden in Séttigungsversuchen experimentell bestimmt. Die freie
Ligandkonzentration L errechnet sich ausL = L, - B5- NSB. Die Bindungsisotherme ergibt sich
dann als Summe der spezifischen und der unspezifischen Interaktionen des Liganden mit dem

Rezeptor.

Bror = Ro- + a-L Gleichung (12)

L+Kb
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2.2.2.3.2 Kompetitionsexperiment

Ausgegangen wird von folgendem Reaktionsschema:

I
"
R+ L __RL Gleichung (13)
T
RI

Der Radioligand L und der Rezeptor R, bilden den Rezeptor-Radioligand-Komplex RL.
Ebenfallsder Inhibitor | und der Rezeptor R formieren sich zu einem Rezeptor-Inhibitor-Komplex
RI. In der Préparation kommt dabei nur eine Rezeptorklasse vor. L und | konkurrieren um diese
Bindung. Im Experiment wird die Abnahme von RL bei steigender Konzentration von | als Signal
gemessen. Die Datenauswertung ergibt eine charakteristische Hemmkurve. Befinden sich die

beiden Reaktionen im Gleichgewicht, so gilt nach dem Massenwirkungsgesetz

’ R-L R-1I

Kt = — bzw. Ki= — Gleichung (14) abzw. b
RI1.

Nach Berticksichtigung der M assenbilanzen unter der Bedingung, dassR,<<L,, |, erhélt man

nach Umformung

L/Kp _ Ki(l+L/Kp)
1+L/Kp Ki(l+L/Kp)+1
RL{I=0 S

I=0

RL = Ruo

Gleichung (15)
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Der Term K;(1+L/K) gibt den Mittel punkt der Kurvedar, dabei einer Inhibitorkonzentration
von | = K,(1+L/K) die Kurve um 50 % abgefallenist. Daher wird nach Cheng und Prusoff, 1973
dieser Term ICg, genannt. Damit lasst sich aus der 1Cg, die Hemmkonstante der Inhibition (K;)

berechnen.

& LY

] ( L
ICa = I‘:.i-‘l1+1 | Gleichung (16)

il

N Ny

Fur die homologe Verdrangung des Radioliganden durch sein unmarkiertes Analogon gilt:

ICso = Ko+ Lo bzw . Ko = ICs - Lo Gleichung (17) aund b

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

beschreiben als

ICso . . RL/0) ,
logarithmiert RL = ———— Gleichung (18) aund b

RL = RL(0OJ-
ICso+1 141 QFIE30 - pl

Der Séttigungsgrad y steht fur die Fraktion der Rezeptoren, die im Bindungsversuch mit
Ligand besetzt sind. Er wird ausgedriickt als

C L
Ro L+K

e
Il
I

Gleichung (19)

1

Somit resultiert fir die maximale Bindungskapazitét, d.h. Gesamtrezeptorzahl By, = Ry

folgender Ausdruck:

1 .
Buax = —-Bs = -C Gleichung (20)
v
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2.2.2.3.3 Verallgemeinerung der Bindungsisother me nach Hill

Zeigt ein Radioligand komplexeres Bindungsverhalten, oder ist der unmarkierte Ligand mit
dem Radioliganden nicht kompetitiv, so dul3ert sich dies in einem steileren oder flacheren Verlauf
der Bindungsisotherme als es der Gleichung 18a bzw. 18b entspricht. In diesem Fall werden die
beiden Gleichungen durch die Einfuhrung eines Exponenten (Hill-Koeffizient = n,)
verallgemeinert. Fur die Inhibitionskurve gilt dann:

Bz 0)

S 109 &

Dabei gilt: B4(0) = Bgzum Zeitpunktt =0
Fur die Sattigungsisotherme gilt:

_ [ F o _ R0
RL=R- s logarithmiert — RL =~y Gleichung (22) aund b

¥

Der Hill-K oeffizient erlaubt folgende Aussagen Uber die Radioligandbindung:

n,=1: Ubliche Bindungsisotherme; esliegt nur eine Klassevon Bindungsstellen vor, die
Bindungsstellen interagieren nicht miteinander

n,>1: positive Kooperativitét; mehrere Ligandmol ek iile binden mit steigender Affinitéat
an den Rezeptor

n,<1: negative Kooperativitat, die Bindung des ersten Liganden erschwert die Bindung
weiterer Ligandmolekile; in der experimenteller Praxis ist jedoch
wahrscheinlicher, dass die Préparation mehrere Rezeptorklassen enthélt. Diese
unterscheiden sichinihrer Affinitét fur den Liganden nicht stark genug (weniger
als ein Faktor 100), kénnen daher nicht deutlich aufgeldst werden, so dass die

Hemmkurve flach abfallt.
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2.2.3 Elektrophysiologische Experimente

DieWirkung der K ,rp-Kanal-M odulatoren auf unterschiedliche K ,1-Kanal subtypen wurde
in dieser Arbeit mit Hilfe der Saugelektrodentechnik (Patch-Clamp-Technik) untersucht. Bei den
M essungen wurde die Spannungsklemme (V oltage-Clamp-V erfahren) verwendet. Dabei wird das
Membranpotential der untersuchten Zelle vorgegeben ("geklemmt") und jede Anderung des
Potentials durch die Applikation eines entgegengerichteten Stroms ausgeglichen. Dieser
Kompensationsstrom wird gemessen und liefert Informationen Uber die Leitfahigkeit der
Zellmembran und somit auch der lonenkanéle in der Membran.

Die theoretische Grundlage fir die M essungen liefert das Ohmsche Gesetz

u Gleichung (23)

I
e,

U:  Stromspannung (V)
R:  Widerstand (W)
I Stromstarke (A)
Aus dem Kehrwert des Widerstandes resultiert die Leitfahigkeit g (S) = 1/R. so dass das

Ohmsche Gesetz auch folgendermaf3en ausgedriickt werden kann:

U=1/g oder I=U-g Gleichung (24) aund b

Definiert man nun die Spannung U als Abstand der vorgegebenen Klemmspannung U, vom
Gleichgewichtspotential E,, fur lonen, die den untersuchten Strom (z.B. K ,1p-Strom) erzeugen: U

= Ug, - E,, so lautet die Gleichung 24b jetzt

I = (Usatt - Em)-g Gleichung (25)

Das Gleichgewichtspotential E,, kann als diejenige Spannung bei der fir die gegebenen

Bedingungen kein Strom flief3t, bestimmt werden. Somit kann aus dem gemessenen Strom | und

der vorgegebenen Klemmspannung U, die aktuelle L eitfahigkeit g berechnet werden. Resultieren
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die gemessenen Strome |, aus der Aktivitat einer Kanalart und ist zudem der Einzelkanalstrom I,

dieser Kandle bekannt, so kann auch die Anzahl N der gleichzeitig aktiven Kanale ermittelt werden

N = I/ Im Gleichung (26)

Fur die Entwicklung der Patch-Clamp-T echnik wurden Erwin Neher und Bert Sakmann mit
dem Nobelpreis fur Physiologie und Medizin ausgezeichnet (entscheidende Veréffentlichung:
Hamill etal., 1981). Die Saugel ektrodentechnik ermdglicht rauscharme Strommessungen mit sehr
hoher Auflésung, sogar auf Einzelkanalniveau. Dies gelingt durch die Erzeugung eines
Abdichtwiderstandes zwischen der mit Salzl6sung gefillten M esspi pette und der Zellmembran, der
im Gigaohm-Bereich (Gigaseal) liegt. Erforderlich ist dabei der Gebrauch unbenutzter, sehr
sauberer Pipetten. Das Anlegen eines leichten Unterducks an die Pipette erleichtert das " Sealen”.
Die dichte Verbindung zwischen der Pipette und der Zellmembran ist ausreichend stabil um durch
bestimmte M anipul ationen verschiedene M esskonfigurationen erreichen zu kénnen (Abb. 12; Abb.

nach Numberger M. und Draguhn A., 1996).

M loose Patch-Clamp

M Cell-attached

Membran Pi
durchbrechen / \zulr%i?;iah o

Pipette

zurick-

ziehen

r—

Whole-Cell

Abbildung 12 Messkonfigurationen der Saugel ektrodentechnik

Nach dem Aufsetzen der Pipette auf die Zellmembran und dem Zustandekommen eines
Abdichtwiderstandes kdnnen Strome durch das Membranstiick in der Pipettenéffnung gemessen
werden (Cell-attached-Konfiguration). Zieht man die Pipette dann zurlick, so 16st sich das

M embranstiick in der Pipette von der Zelle ab und die zytoplasmatische Seite der Zellmembran
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wird zugéngig (Inside-out-Konfiguration). Wird jedoch das Membranstiick unter der
Pipettentffnung nach dem Herstellen der Cell-attached-K onfiguration durch Unterdruck und einen
hochamplitudigen Spannungspuls (in unseren M essungen 500 mV uber 1 ms) zerstort, erhalt man
eine Verbindung zwischen dem Zytoplasma und der Pipettenlésung und es werden Stréme durch
die gesamte Zellmembran messbar (Ganzzellkonfiguration). Aus der Ganzzellkonfiguration kann
durch Zurickziehen der Pipette die Outside-out-K onfiguration erreicht werden, in der einekleine
extrazelluldre Membranoberflache nach auf3en zeigt und daher der Bad- oder Perfusionsdsung

ausgesetzt werden kann.

2231 Aufbau des elektrophysiologischen M essplatzes

2.2.3.1.1 Optisches System

Das inverse Mikroskop steht in einem Faradaykéfig auf einem pneumatisch betriebenen
schwingungsgedampften Tisch. Es verfugt Gber ein Okular mit 10-facher und Objektive mit 10-
und 40-facher VergroRerung. Der Differenzinterferenzkontrast beim Gebrauch des 40-fachen
Objektivs liefert ein pseudo-dreidimensionales Bild und eine maximale Aufldsung, bei der der
Pipettenausgang gerade so als runde Pipettentffnung (Durchmesser von ca. 1 pm) identifiziert
werden kann. Die angeschlossene Videokamera ermoglicht die Betrachtung des Mikroskopbildes
auf einem Bildschirm. Erfolgreich transient transfizierte Zellen exprimierten die zu untersuchenden
K srp-Kanéle und konnten durch griine Fluoreszenz des GFP identifiziert werden (Kap. 2.2.1.4.4).
Zur Anregung das GFP-Chromophors wird aus dem Licht einer Quecksilberdampflampe durch
einen Anregungssperrfilter und Farbfilter Licht der Wellenldnge von 450-490 nm auf die Zellen
geleitet. Das von GFP emittierte Licht zeigt sich nach der Filtration durch einen Farbteiler und

Emissionssperrfilter (Zeiss: 505-530 nm; Nikon: > 520 nM) als griine Fluoreszenz.

2.2.3.1.2 M esskammer

Das Deckglas mit dem zu untersuchenden Zellmaterial wurde zwischen einem
Petrischalendeckel (35 mm o; Falcon 353801) und einem Plexiglaseinsatz (Anfertigung von PD.
Dr. U. Russ aus unserer Arbeitsgruppe) eingeklemmt. Zwischen das Deckglas und den
Petrischalendeckel wurde ein dinner Laborfett-Film (Glisseal, Borer Chemie, Zuchwil, CH)
aufgetragen, um die Messkammer gegen Flissigkeitsaustritt abzudichten. In der Mitte des

Schalendeckels sowie des Plexiglaseinsatzes befand sich ein ausgefrastes Loch (¢ ca. 10 mm).
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Somit fuhrte der Strahlengang des Mikroskops direkt durch das Deckglasund die Badfliissigkeit.
Der Einsatz verfligte Uber zwei Aussparungen fur Zu- und Ablauf des Badpuffers. Positioniert

wurde die M esskammer auf dem Objekttisch des Mikroskops.

2.2.3.1.3 Perfusionssystem

Der Badpuffer (simulierte extrazellulére L 6sung; Kap. 2.1.4.3.1) und, darin geldst, auch die
Testsubstanzen wurden bei Whole-Cell- und Cell-Attached-Experimenten schwerkraftgetrieben
Uber die Perfusionsapparatur auf die zu untersuchenden Zellen appliziert. Als Vorratsgefélie fur
den Puffer dienten acht 50-ml-Luer-Lock Spritzen, die lUber ein Schlauchsystem mit der
M esskammer verbunden waren. Dieses Schlauchsystem fiihrte durch ein Wasserbad, wodurch die
Pufferl6sungen temperiert werden konnten. Die Temperatur des Puffersin der M esskammer betrug
37°C. Der Wechsel zwischen den Losungen in den Vorratsgefa3en erfolgte tber elektrische
Schlauchklemmventile. Die Perfusionsgeschwindigkeit wurde tiber eine Schlauchklemme reguliert
und betrug zwischen 0,5 und 1 Tropfen pro Sekunde. Fir die Strecke zwischen den V orratsgefaien
und der Messkammer bendtigten die Ldsungen ca. 1 min. Kontrollierte Perfusions- und
Absauggeschwindigkeit gewahrleisteten wahren der Experimente einen gleichméaRigen
Badpufferpegel in der M esskammer.

In Inside-out-Versuchen floss der Badpuffer (Kap. 2.1.4.3.1) aus einem 500-ml-
Vorratsbehdlter Uber einen Schlauch direkt in die Messkammer. Die Losung wurde nicht
temperiert, somit fanden die Experimente bei Raumtemperatur statt. Die Flussgeschwindigkeit
wurde hier ebenfalls mittels einer Schlauchklemme auf ca. 1Tropfen/sec eingestellt. Nach dem
Ablésen eines Membranstiicks (Patch) von der Zelle wurde die nun zugéngige Innenseite der
Zellmembran zur kinstlichen intrazelluléren Lésung hin exponiert. Diese Lésung stromte aus
einem getrennten Perfusionssystem, welches aus acht V orratsgefal3en (10 ml-Luer-Lock Spritzen)
und daraus ausgehenden durch elektrische V entile abklemmbaren Schlauchen bestand, diein einem
Sammelrohr (Pipe) mundeten. Das Sammelrohr wurde aus einem Microloader (Eppendorf,
Hamburg,D) hergestellt. Seine Spitze wurde so abgeschnitten, dass die M esspipette mit dem
Membranstiick in die Offnung hinein gefahren werden konnte. Der Totraum der Pipe betrug nur

wenige Mikroliter und gewahrleistete so einen sekundenschnellen (1-5 sec) L ésungswechsel.
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2.2.3.1.4 Mess- und Speichersystem

2.2.3.1.4.1 Patch-Pipetten

Fur die Herstellung der Messpipetten wurden Clark Borsilikat Glas-Kapillaren (ohne
Filament) verwendet. Die Glasrohlinge der Lange von 7,5 cm wurden in der Flamme des
Bunsenbrenners an beiden Enden abgerundet und mit dem DMZ-Universalpuller (Zeitz-
Instrumente, Augsburg) in zwei gebrauchsfertige Pipetten gezogen und hitzepoliert. Die Pipetten
wurden staubgeschiitzt gelagert und innerhalb von 48 Stunden aufgebraucht.

Bei der Herstellung der Patch-Pipetten fir Ganzzellmessungen wurden Rohlinge ohne
Filament mit einem AufRRendurchmesser von 1,5 mm und einem Innendurchmesser von 0,86 mm
verwendet. Der Widerstand fertiger Pipetten variierte zwischen 3 und 5 MQ.

Pipetten fir Messungen in der Inside-out- und Cell-attached-Konfiguration wurden aus
filamentlosen Borsilikat Glas-K apillaren mit AufRen- und Innendurchmesser von 1,5 bzw. 1,17 mm
gezogen. Der gewiinschte Pipettenwiderstand lag nach Fullung mit Puffer (2.1.4.3) im Bereich von

~1 MQ.

2.2.3.1.4.2 Pipettenhalter, Elektroden, M ikromanipulator

Die mit entsprechender LOsung (s. Kap. 2.1.4.3.2) gefiillten Pipetten wurden in Standard-
Pipettenhalter von Heka bzw. Axon eingesetzt. Uber einen seitlichen Eingang und daran
angeschlossenen Schlauch war der Pipettenhalter mit einem wassergefillten U-Rohr verbunden.
Durch Veranderungen des Wassersiulenstandes im U-Rohr konnte ein Uber- bzw. Unterdruck ans
Pipetteninnere angelegt werden. Der Uberdruck bewirkte einen Ausstrom der Losung aus der
Pipette und verhinderte so eine Ablagerung von Schmutz an der Pipettenspitze vor dem Kontakt
mit der Zellmembran. Nach dem Aufsetzen der Pipette an der Zelloberflache half das Anlegen eines
Unterdrucks beim Erreichen des Gigaseals.

Als Mess- und Referenzelektrode dienten Silberdréhte (0,5 mm; Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen), die nach dem Anrauen der Oberflachein 3M KCI-Lésung bei ~0,7 V ca. 10
min elektrolytisch chloriert wurden. Elektroden mit gleichmaRiger, intakter Ag/AgCl-Schicht
zeichneten sich durch geringe Drift im Pipettenpotential aus. Die ca. 4 cm langen, chlorierten
M esselektroden wurden in die Pipettenhalter eingel6tet und tauchten wahrend eines Experiments
mit dem chlorierten Ende in der Pipettenlésung ein.

Der Pipettenhalter wurde am Vorverstérker befestigt. Die Referenzelektrode wurde ebenfalls
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mit dem Vorverstérker verbunden. Der Vorverstéarker wiederum wurde, isoliert durch eine
Kunststoffplatte, am Mikromanipulator angebracht. Somit konnte die Position des Vorverstarkers
und der M esspipette Uber einen Joystick unter mikroskopischer Kontrolle genauestens reguliert

werden.

2.2.3.1.4.3 Verstarkersystem
Ein Voltage-Clamp-V erstarker erflillt zwei Hauptaufgaben: 1) das Potential der untersuchten

Zellmembran (Up,ee) Muss stets an die vom Experimentator vorgegebene Spannung (Ugy,)

angeglichen werden und 2) der dafiir notwendige Kompensationsstrom (U, wird gemessen.

—1
Upipene i N ‘ Haupt
OPA U,y Verstarker +
+ : AD/DA- }
U : Wandler PC

3 ' oll i
2 ; ]
E Vorverstirker

1

Abbildung 13 Vereinfachtes Schema e nes Patch-Clamp-M essstandes
(1) Messkammer mit einer Zelle; (2) auf der Zellmembran ist die M esspipette aufgesetzt (hier: Cell-Attached-
Konfiguration); (3) Referenzelektrode; weitere Erlduterungen im Text.

In der Abb. 13 wird ein stark vereinfachtes Schaltbild eines Patch-Clamp-Verstarkers
dargestellt. Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe desV erstarkersystems EPC-9 und
EPC-10 (HEKA, Lambrecht, D) aufgenommen. Das Kernstiick der Messelektronik bildete der
Vorverstarker mit dem Strom-Spannungs-Wandler. Trat an den Poleingéngen des
Operationsverstarkers (OPA) eine Abweichung zwischen der vorgegebenen Kommandospannung
(Uson) und der Pipettenspannung (U;,ere) auf, so entstand am Ausgang des OPA (Spitze des
Dreiecks) einedieser Differenz proportional e, jedoch extrem verstarkte Spannung. Diese Spannung

war die Triebkraft fir den Strom, der dann zwischen dem OPA-Ausgang und der Pipette tiber den
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Ruckkopplungswiderstand (R;) floss, und zwar so lange bis keine Potentialdifferenzen an den OPA-
Poleingangen mehr bestand (d.h. Uy, = Upiee). Gleichzeitig wurde die Spannung am OPA-
Ausgang registriert und in Strom umgerechnet (Grol3e von R; als Kalibrierungsfaktor).

Die Signale aus dem Vorverstérker gelangten zum Hauptverstérker, wurden dort verstarkt
und mit einem integrierten 4-pol-Bessel -Tiefpassfilter mit 200 Hz gefiltert. Die Uber einen Analog-
Digital-Wandler digitalisiert nSignale wurden dann mit einer Samplingrate von 1 kHz
aufgenommen. Als Aufnahmemedium diente ein konventioneller PC. Dazu wurde die Pulse-
Software (HEKA Elektronik, Lamprecht/Pfalz, D) benutzt.

Der Computer fungierte ebenfalls als Stimulusgenerator. Auf dem umgekehrten Wege
wurden vorprogrammierte B efehlssequenzen an den Verstarker gesendet, dort die entsprechenden
Spannungen generiert und Uber den Vorverstéarker sowie die Messelektrode an die Zellmembran

weitergeleitet.

2.2.3.2 Experimenteller Ablauf

2.2.3.2.1 Praparation der Zellen

Fur die elektrophysiol ogischen Experimente wurden HEK293-Zellen verwendet, die den zu
untersuchenden K ,;,-Kanal permanent oder transient exprimierten.

Einen Tag vor Versuchsbeginn wurden die Zellen vom Boden der Standard-Kulturschalen
(Durschmesser 9,4 cm; s. Kap. 2.2.1.1) abgel6st, die Zellsuspension mit frischem Kulturmedium
(SKM; Kap. 2.1.4.1.6) ca. 1:100 verdunnt, in 3 ml-Aliquoten auf kleine, mit UV C-Licht
sterilisierte Petrischalen (Falcon 353801; 35 mm o) aufgeteilt und weiter im Brutschrank
kultiviert. In diesen kleinen Schalen befanden sich Deckgléser (Assistent; Starke 1; 30 mm ¢), die
mit Poly-D-Lysin beschichtet (durch Einwirkung einer 0,1 %-iger, wassriger Poly-D-Lysin-L 8sung
Uber mindestens 5 h) und ebenfalls UV -sterilisiert wurden.

Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurden die Deckglaser ausden Kulturschalen entnommen,
in die Messkammer eingesetzt (s. Kap. 2.2.3.1.2), die Messkammer auf dem Objekttisch im
Strahlengang des Mikroskops platziert und mit Badpuffer gefiillt. Dank der Beschichtung hafteten

die HEK-Zellen besser auf den Deckglasern und wurden nicht vom Perfusionsfluss weggesplilt.
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2.2.3.2.2 Ausfuhrung der Patch-Clamp-Versuche

Unter mikroskopischer Kontrolle wurde eine geeignete Zelle ausgesucht. Dabei wurden
folgende Kriterien berlicksichtigt: einzelnliegend und zugangig fur die M esspi pette; mittlere GréRRe
(Membrankapazitat von 10-20 pF); gleichmaRige, runde Oberflache; griine Fluoreszenz im UV -
Licht bei transient transfizierten Zellen (Beobachtung: die Intensitat der Fluoreszenz korreliert sehr
haufig mit der Kanaldichte und somit der zu erwartenden Stromstarke). Nachfolgend erfolgte die
blasenfreie Fillung der Messpipette mit entsprechender Pipettenlosung (s. Kap. 2.1.4.3). Im
Pipettenhalter fixiert und am Vorverstarker angebracht wurde die Pipette mit Hilfe des
Mikromanipulators in den Badpuffer eingetaucht (Uberdruck in der Pipette verhindert eine
Verschmutzung/Verstopfung der Offnung). Das dabei entstehende Offsetpotential (aus
Elektrodenpotentialen und Ubergangspotentialen zwischen verschiedenen Elektrolytlésungen =
“liquid junction potential”) wurdeimmer kurz vor dem Kontakt mit der Zelle durch den Verstarker
korrigiert (10 mV). Durch Applikation einer definierten Spannung und der Registrierung des
resultierenden Stroms wurde der Pipettenwiderstand vor jeder Messung bestimmt (s. Kap.
2.2.3.1.4.1).

Im Anschluss wurde die Messpipette an die Zelle herangefuhrt, der Kontakt mit der
Zellmembran (“ Seal”) hergestellt und der Uberdruck in der Pipette abgelassen. Ein nachfolgender
kurzer Unterdruckpuls (erzeugt durch leichtes Saugen am V erbindungsschlauch), bewirkte in der
Regel die Ausbildung eines hohen Abdichtwiderstandes zwischen der Pipette und Membran
(“Gigaseal”). Die Stromantwort auf den Kommandospannungspuls wurde dadurch
vernachlassigbar klein; dartber hinaus zeigten sich jeweils am Anfang und am Ende des
Spannungspulses kurze kapazitive Artefakte, die vom Verstarker kompensiert wurden. Es folgte
nun das Anlegen eines negativen Haltepotentials (Whole-cell-Konfiguration: -60 mV; Cell-

attached- und Inside-out-Konfiguration: -50 mV).

2.2.3.2.2.1 Messungen in der Cell-attached-K onfiguration

Das gerade geschilderte Vorgehen filhrte zur Herstellung der sogenannten Cell-attached-
Konfiguration. Bei dieser Messanordnung blieb die ganze Zellmembran intakt. Eine direkte
V erbindung zwischen dem Zellinneren und der Pipettenl 6sung bestand nicht.

Dieuntersuchten K ,;r-Kanéle zeigten in dieser Konfiguration kaum Spontanaktivitat, so dass
sich messhare Stréme nur unter Einwirkung von K ,-Kanal-Offnern entwickelten.

Messungen in der Cell-attached-K onfiguration wurden bei 37°C durchgefuhrt. Im Bad und



2 M aterial und M ethoden 78

in der Pipette befand sich die K*-HEPES-L 6sung (s. Kap. 2.1.4.3.1.2). Bei einem Haltepotential
von -50 mV wurden Strome durch das Membranstiick in der Pipettenéffnung gemessen. Pro
Sekunde wurden 1000 Werte aufgezeichnet und mit 1 kHz digitalisiert. So entstand aus je 1000

M esspunkten ein Mittelwert, der zur weiteren Auswertung herangezogen wurde (s. unten).

2.2.3.2.2.2 Messungen in der Ganzzell-K onfiguration

W urde nach dem Zustandekommen der Cell-attached-K onfiguration die Zellmembran unter
der Pipette durchbrochen (s. Abb. 12) , so konnten Kanal-Stréme durch die gesamte restliche
Membran aul3erhalb der Pipette gemessen werden. Die Stromantwort auf die Kommando-
spannungspulse anderte sich: die kapazitiven Stréme nahmen stark zu und der Widerstand
unterhalb der Pipette verringerte sich. Das Zellinnere wurde nach und nach durch die
Pipettenlosung (Kap. 2.1.4.3.2) dialysiert.

W ahrend dieser Dialyse trat spontan ein Anstieg des gemessenen K *-Summenstroms auf, der
nach einigen Minuten ein stabiles Niveau erreichte. Oft setzte dann im Anschluss einen ebenfalls
spontane Abnahme der Kanalaktivitat (“ Rundown”) ein. War der Rundown tberschaubar, oder
blieb er gar aus, so konnte die Applikation der Testsubstanzen tiber dasBad (Na'™-HEPES-L 6sung;
Kap. 2.1.4.3.1.1) beginnen.

Die Durchfilhrung der Messungen im Ganzzellmodus erfolgte bei 37°C mit Na'-HEPES-
L 6sung als Badpuffer. Die Spannungspul se wurden nach folgendem Protokoll generiert: ausgehend
vom festen Haltepotential (-60 mV) erfolgten alle 12 Sekunden sieben rechteckige
Spannungsspriingein 10 mV-Schritten, im Bereich von -110 bis 10 mV und einer Dauer von 500
ms. Die Spannungspotentiale wurden um +10 mV (liquid junction potential) korrigiert. Vor jeder
Pulsfolge wurde die Kapazitét der Zelle (bewegte sich im Bereich von 7-22 pF) und der
Serienwiderstand (5-20 M Q) bestimmt. Der Verstarker kompensierte 70 % des Serienwiderstandes.
Die Stromsignale wurden mit einer Frequenz von 1 kHz aufgezeichnet.

Zwar erfolgte die Auswertung der Effekte der Testsubstanzen ausschliefdlich anhand der
Stromspur bei -50 mV, jedoch erlaubte die Analyse der restlichen Spuren eine Beurteilung der

Experimentqualitét (Umkehrpotential, L eckstréme).
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2.2.3.2.2.3 Messungen in der Inside-out-K onfiguration

Ausgehend von der Cell-attached-K onfiguration nach der Ausbildung eines Gigasealswurde
zur Erzeugung eines Inside-out-Patches die M esspipette schnell zurtickgezogen und dadurch ein
Membranstiick von der Zelle abgel6st (s. Abb. 12). Die nun zugangliche intrazellulére Seite der
Membran wurde vor das Sammelrohr gefahren, aus dem die kuinstliche intrazellulare L 6sung (s.
Kap. 2.1.4.3.3) ausstromte. Das Bad und die Pipette wurden mit K*-HEPES-L6sung (s. Kap.
2.1.4.3.1.2) gefillt.

Die GroR3e des Abdichtwiderstandes veranderte sich nach dem Herausreif3en des Patches
nicht. Dagegen wurde bei erfolgreich transfizierten, d.h. K, p-Kanéle-exprimierenden Zellen,
innerhalb von Sekunden ein spontaner Summenstromanstieg beobachtet, der sich durch 1 mM
MgATP hemmen lief? (= Bestimmung der Nullstrom-Basisiinie). Auch hier konnte haufig,
abhangig von der Zusammensetzung der Perfusionsldsung (N ukleotidanwesenheit reduziert den
Rundown), ein mehr oder weniger starker Rundown beobachtet werden. Er war in sehr guten
Experimenten gering und lief3 sich zuverlassig abschétzen (s. Abb. 23).

Analog zu den Versuchen in der Cell-attached-Konfigurfation wurden wéahrend der i/o-
Versuche die Membranstiicke in der Pipette auf ein Haltepotential von -50 mV geklemmt. Die
Daten wurden mit einer Rate von einem kHz aufgezeichnet. Pro Sekunde wurde aus 1000
M esspunkten ein Mittelwert gebildet und fir die endgtiltige, graphische Auswertung herangezogen
(s. Kap. 2.3.2).

2.2.3.3 Vor zeichenkonvention

Generell wird die Richtung des Stroms aus der Sicht der Zelle betrachtet. Somit wird ein
Einstrom positiver Kaliumionen in die Zelle hinein als negativer Strom dargestellt (s. z.B. Abb.
23). Entsprechend wird der Ausstrom dieser Kationen ausder Zellealspositiver Strom verbildlicht
(z.B.in der Abb. 22).
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2.3 Datenauswertung und Statistik

2.3.1 Analyse der Kompetitionsver suche

Die einzelnen Kompetitionsexperimente wurden durch die Anpassung der logarithmierten
Hill-Gleichung an die gemittelten Messwerte ausgewertet (Modell mit einer Klasse an

Bindungsstellen):Dabei gilt:

A
% Bror = 100 - [ Gleichung (27)

= Amplitude der spezifischen Bindung
pX = -logX, wobei X fir die Konzentration des Inhibitorsin mol/l steht
pICg = -logl Csy; | Cyy ist die halbmaximal e Inhibitionskonzentration und markiert
den Mittel- bzw. Wendepunkt der Hemmkurve

n= ny = Hill-Koeffizient

Resultierte dabei ein Hill-Koeffizient der signifikant kleiner als 1 war, wurden die
Versuchsdaten mit Hilfe des Bindungsmodells mit zwei Klassen an Bindungsstellen gefittet mit n,
= 1, plCg,l = Mittelpunkt der Hochaffinitdtskomponente, plC;,2 = Mittelpunkt der
Niedrigaffinitdtskomponente und A; = Amplitude der Hochaffinitatskomponente und A, =

Amplitude der Niedrigaffinitdtskomponente

Al B Al
1+1{:}pX—pICsnl 1+1 {:}pX—pICSUQ

% Bror = 100 - Gleichung (28)
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A = Amplitude der Hochaffinitatskomponente

A,= Amplitude der Niedrigaffinitétskomponente

pX = -logX, wobei X fur die Konzentration des Inhibitorsin mol/l steht
pICgl =  -loglCqyl; 1C,,1 ist die Inhibitionskonzentration bei der die Bindung an

die Hochaffinitatskomponente halbmaximal ist
pICs2 =  -loglCyy2; 1C,,2 ist die Inhibitionskonzentration bei der die Bindung an
die Niedrigaffinitatskomponente halbmaximal ist

ny: der Hill-K oeffizient der beiden Komponenten ist auf 1 festgesetzt

Die Kurven in den Abbildungen wurden aus gemittelten Daten der Einzelexperimente und
deren SEM gebildet, an die geeignete M odellgleichungen angepasst wurden (Gleichung 27 und
Gleichung 28 bei Kompetition; Gleichung 12 bei Sattigung). Die Parameter dieser Kurven
stimmten im Allgemeinen gut mit den gemittelten Parametern der Einzelversuche Uberein. Die
Anpassung der Modell-Gleichung an die Daten erfolgte mit Hilfe der SigmaPlot 9.0-Software
(Statistical Product & Service Solutions Inc; Chicago; USA)

2.3.2 Erstellung und Analyse der Konzentrations-Wirkungs-K urven

Die elektrophysiologischen Einzelexperimente wurden graphisch ausgewertet. Die
Stromantwort auf die Testpulse wahrend der Applikation einer T estsubstanz wurde, nach Erreichen
der Gleichgewichtsbedingungen, zur Stromentwicklung in Abwesenheit der T estsubstanz (ebenfalls
bei Gleichgewichtsbedingungen) in Bezug gesetzt. Mit Sorgfalt wurde dabei die Basidinie
(Nullstrom-Linie) bestimmt. In Ganzzellexperimenten diente dazu die Applikation von 10 mM
BaCl,, oder einer ausreichend hohen Konzentration eines K ,rp-Kanal-Inhibitors (GBC bzw.
Repaglinid). In Inside-out-V ersuchen wurde 1 mM MgATP zur vollstandiger Inhibierung der K ,1p-
Kanale herangezogen. Der Abstand zwischen der Zero-current-Linie und der Stromspur in
Abwesenheit eines Kanal-M odulators stand fiir 100 % des K ,1p-Stroms (I «41p). Die Stromspur in
Anwesenheit einer Testsubstanz wurde in % | ,1p @ausgedruckt.

Die Auswirkungen jeder Konzentration einer Testsubstanz wurden mindestens in n = 3
Experimenten untersucht. An dieresultierenden gemittelten Werte wurde die logarithmische Form
der Hill-Gleichung (29) angepasst; es ergaben sich so charakteristische K onzentrations-Wirkungs-

Kurven.
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100

y = 10 P PE=piCw Gleichung (29)

y steht fur die Wirkung der Testsubstanz (in % I ,1p), NH ist der Hill-Koeffizient, x die
Konzentration der Testsubstanz in mol/l , 1C5, der Wendepunkt der Konzentrations-Wirkungs-

Kurve mit px = -log x und plCg, = -log 1 Cy,.
2.3.3 Statistik

Die Amplituden A (Gleichung 27) bzw. y (Gleichung 29) sowie die plCg, bzw. pK,-Werte
(aus den pl C5-Werten nach Cheng-Prusoff-Korrektur) sind normalverteilt (Christopoulos, 1998).
Bel der Auswertung einer Versuchsreihe konnten deshalb aus diesen Werten arithmetische Mittel
und die Standardabweichungen der Mittelwerte (SEM = standard error of the mean) gebildet

werden. Die Konfidenzintervalle der Ky-Werte bzw. der 1Cg, wurden wie folgt berechnet:
107 mut v= pKo=+2 SEM Gleichung (30)

Die so gewonnenen Parameter sind in den Ergebnisstabellen dargestellt.

Die normalverteilten Variablen (Smirnow-Kolmogorow-Test) kdnnen einer einfachen
Varianzanalyse unterzogen und potentielle Unterschiede mit geeigneten Tests (z.B. student’ st-test)
auf statistische Signifikanz untersucht werden. Bei der Ermittlung des Fehlers der DpK-, bzw.
plCs-Werte wurden die Regeln der Fehlerrechnung angewandt (Bevington, 1969). Bei zwei
Parametern mit Fehlerna+ s, b+ s, (s = SEM) wurden die Fehler wie folgt berechnet:

Summe und Differenzbildung:

y=atb — oF Jgj + o} Gleichung (31)

(absolute Fehlerquadrate)
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Produkt und Quotient:

(3]

a o o) o .
y=a- b bzw. y= i — = = 5 + e Gleichung (32)
b y a b

=

(relative Fehlerguadrate)

FUr die statistischen Testswurde das Programm SigmasStat 3.1 (Statistical Product & Service

Solutions Inc; Chicago; USA) genutzt.
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3  Ergebnisse

3.1 Selektivitat der insulinotropen Substanzen fur die K ,;p-K analsubtypen

Sulfonylharnstoffe und Glinide inhibieren die K,;p-Kanéle und kdnnen daher zur
Stimulierung der Insulinsekretion als Diabetes-Typ 2-Therapeutika eingesetzt werden. Dabei ist es
wichtig, dass die insulinotropen Verbindungen selektiv am pankreatischen Kir6.2/SUR1-Kanal,
nicht jedoch an den kardiovaskuléren Kanéle (Kir6.2/SUR2A und Kir6.1/SUR2B) wirken. Die
bisherige Datenlage zur Selektivitét der SU und Glinide ist nicht vollstandig und zum Teil
widerspruchlich (s. Kap. 1.2.8.1). Im folgenden Kapitel werden Radioligandbindungsstudien
vorgestellt, die mit dem Ziel durchgefuhrt wurden die Affinitat ausgewahlter SU und Glinide zu
den wichtigsten K,rp-Kanaltypen Kir6.2/SUR1, Kir6.2/SUR2A und Kir6.1/SUR2B in einem
einheitlichen, moglichst physiologischenin vitro-System zu bestimmen. Die Bindungsdaten werden
durch Ergebnisse von Untersuchungen der Wirkung von GBC und Repaglinid auf die genannten

Kanalsubtypen mit Hilfe der Saugelektrodentechnik ergénzt.

3.1.1 Bestimmung der Affinitat ausgewahlter Sulfonylharnstoffe und Glinide zum
Kir6.2/SUR1 und Kir6.2/SUR2A in Radioligandbindungsstudien

Dielnhibitionskonstanten der A+B-Liganden (GBC, Glimepirid), A-Liganden (Glibornurid,
Nateglinid), sowie der B-Liganden (Repaglinid, (-)-AZ-DF265, Meglitinid, UL-DF9) wurden in
homologen bzw. heterologen Verdrangungsversuchen von *H-GBC als Radioligand an intakten
HEK?293-Zellen, transient transfiziert mit Kir6.2 und SUR1 bzw. Kir6.2 und SUR2A bestimmt.

Um moglichst physiologische Bedingungen zu simulieren, wurden die Versuche bei 37°C
und an intakten Zellen durchgefiihrt. Der carbogenbegaste I nkubationspuffer (siehe Kap. 2.1.4.1.3)
hatte einen pH-Wert von 7,4. Um Gleichgewichtsbedingungen zu gewaéhrleisten, betrug die
Inkubationszeit in allen Experimenten 30 min. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung diente
die Verdrangung des Radioliganden durch 100 nM GBC (Kir6.2/SUR1 ) bzw. 100 pM P1075
(Kir6.2/SUR2A) (Hambrock et al., 2001; Stephan et al., 2005).

DieKotransfektion der HEK-Zellen mit Kir6.2 (cDNA der Mausim pcDNA3.1(+)-Vektor)
und SUR1 (cDNA der Ratteim pcDNA3.1(+)-Vektor) erfolgte fur die Versuchsreihen mit GBC,
Repaglinid und Nateglinid nach der Lipofectamin-M ethode (siehe Kap. 2.2.1.4.2). Im Verlauf des
Projektes zeigte sich beziiglich der Transfektionsrate eine klare Uberlegenheit des

Lipofectamin2000-Reagenz (vgl. die B;o-Werte in den Ergebnisstabellen). Um das Signal-
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Rausch-Verhaltnis zugunsten der spezifischen Bindung zu verschieben, wurden die restlichen
Transfektionen, darunter die meisten (Ausnahme: GBC-Studien) Kotransfektionen mit Kir6.2 und
SUR2A (cDNA der Mausim pcDNA3.1(+)-Vektor) mit Hilfe der effizienteren Lipofectamin2000-
M ethode (Kap. 2.2.1.4.3) durchgefiihrt. Das molare Plasmidverhaltnis Kir/SUR lag bei 1:1.

Um zu verhindern, dass mehr als 5 % des Radioliganden gebunden werden, und somit die
Bedingung R, << I, des Bindungsmodells (siehe Kap. 2.2.2.3) zu erfillen, wurde bei den
Experimenten an Kir6.2/SUR1, wegen der erwarteten hohen *H-GB C-Affinitat, mdglichst wenig
Protein eingesetzt (siehe Proteinspalte in den Ergebnistabellen). Eine Erhéhung der
Labelkonzentration hatte diesbezuglich zwar den gleichen Effekt wie die Senkung der
Proteinkonzentration, wirde aber einen unndétig grof3en Cheng-Prusoff-Korrekturfaktor (Gleichung

16) nach sich ziehen.

3.111 Homologe Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 und
Kir6.2/SUR2A

Glibenclamid (s. Abb. 6) gehort zu den langkettigen Sulfonylharnstoffen und somit zur
Klasse der A+B-Liganden (siehe Kap. 1.2.8.1). Der Abbildung 14 und Tabelle 3 kénnen die
V ersuchsparameter und die Ergebnisse der homologen ®*H-GB C-K ompetition an Kir6.2/SUR1 und
Kir6.2/SUR2A entnommen werden.

So betragt die Dissoziationskonstante (K, = K;) am rekombinanten K, -Kanal der
Bauchspeicheldrise 0,45 nM (pK; = 9,35 = 0,08). Sie ergab sich aus den ICg,-Werten der 4
Einzelexperimente nach Abzug der eingesetzten Radioligandkonzentration (<> 1,92 + 0,05 nM).
Der mittlere Hill-K oeffizient von 1,07 + 0,03 lasst auf Homogenitét der Verdrangung schlief3en.
Der Anteil der spezifischen ®H-GBC Bindung (Bg) an der Gesamtbindung (B4;) lag im Schnitt bei
77 %2 %.
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Abbildung 14 Homologe Kompetition der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SURL (a) und Kir6.2/SUR2A (b).
Anpassung des Bindungsmodells mit einer bzw. zwei Bindungsstellen (s. Kap. 2.3.1) an die gemittelten
gemessenen Werte.

Kir6.2/SUR1: Kurvengleichung: f=100-B4/(1+10™N(n* (x-plCy,))); Die Cheng-Prusoff-korrigierte Inhibitionskurve
(Korrekturfaktor: 4,5) ist gepunktet dargestellt. Der Mittel punkt dieser Kurve, extrapoliert auf die x-Achse, ergibt
den pK;-Wert.

Kir6.2/SUR2A: Kurvengleichung: f=100-39/(1+10"(x-plCsgel))-all/(1+107(x-pICgyll)) Die
Hochaffinitétskomponente ist als durchgezogene, gegen 61% strebende Kurve dargestelIt. Aus der Cheng-Prusoff-
Korrektur (Korrekturfaktor: 1,4) dieser Kurve (gepunktet dargestellt) resultiert der pK;l-Wert.

Die Inhibitionskurve am Kir6.2/SUR2A (rechte Graphik der Abbildung 14) zeigt einen
biphasischen Verlauf (n, = 0,81 + 0,07). Unter der Annahme, dass es sich bei dem
Hochaffinitatsabschnitt der Kurve um spezifische, durch 100 uM P1075 vollstéandig verdréngbare
*H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR2A handelt (Hambrock et al., 2001; Stephan et al., 2005),
resultiert aus der Auswertung der 4 durchgefiihrten Versuche eine Gleichgewichts-
dissoziationskonstante der ersten Komponentevon 6,2 nM (pK; = 8,21 + 0,02) mit einer Amplitude
von 39 £ 1 % der totalen Radioligandbindung. Die Ergebnisse zeigen somit eine 14 [10;20]-fach
hohere Affinitdt von Glibenclamid (DpK; = 1,14 + 0,08) zum pankreatischen Kanalsubtyp
Kir6.1/SUR1 als zum Kir6.2/SUR2A des Myokards.
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Tabelle 3 Homologe Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 bzw. Kir6.2/SUR2A

Mittelwerte + SEM aus je 4 Einzel experimenten.

Rezeptor ’H-GBC pK; / Ny Bs Bror Protein ApK*
(nM) Ki (nM) (% Bror) (fmol/mg) | (mg/mi)
Kir6.2/ 1,92 9,35+ 0,08/ 1,07 77 241 0,20 1,14
SUR1 +0,05 0,45 +0,03 2 +18 +0,02 +0,08
[0,31;0,65]
Kir6.2/ 3,42 821+0,02 | 1(fix) 39 186 0,39
SUR2A +0,08 6,2 +1 +6 + 0,05
[5,6,6,8]

* DpK; = pK; (Kir6.2/SUR1) - pK; (Kir6.2/SUR2A)
Aus der Analyse der zweiten Komponente kénnen Aussagen iiber die *H-GBC Bindung an
endogene Nicht-SUR-Rezeptoren abgeleitet werden. Fur diesen Teil der Kurve ergibt sich ein K5-
Wert von 135 nM (pK; = 6,87 £ 0,07) und eine Amplitude von 31 + 1 % der totalen Bindung. Die
restlichen 30 % der Verdrangungskurve reprasentieren den Anteil der Radioligandbindung an
niedrigaffine endogene Komponenten, die in den dargestellten Experimenten nicht genau
quantifiziert wurden, sowie das "Kleben" des Labels an die GF/C-Filter.

Generell ist festzustellen, dass in allen Kir6.2/SUR2A-Versuchen die geringere *H-GBC-
Affinitéat eine gréRere Amplitude der unspezifischen Bindung und somit ein schlechteres Signal-
Rausch-Verhéltnis nach sich zog.

Zwischen den gemittelten Parametern der Einzelversuche (Tab. 3) und den Daten, die sich
aus den gemeinsamen Fits ergeben (Abb. 14), gibt es hier und bei den nachfolgend vorgestellten
V erbindungen keinen wesentlichen Unterschied.

Die ermittelten GBC-Dissoziationskonstanten wurden in folgenden Experimentreihen zur

Cheng-Prusoff-Korrektur der 1C.-Werte herangezogen.
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3.1.1.2 Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR2A durch Glimepirid

Glimepirid (s. Abb. 6) ist ein weiterer Vertreter der langkettigen Sulfonylharnstoffe. Die
Affinitat der Substanz zum Kir6.2/SUR1 wurde von Frau Petra K lhner aus unserer Arbeitsgruppe
bestimmt und betragt 0,58 nM (pKi = 9,24 + 0,02).

Die Verdrangungsversuche (n = 4) des Radioliganden durch Glimepirid an Kir6.2/SUR2A
erbrachten einen K,-Wert von 11,2 nM (pK; = 7,95 = 0,02; s. Tab. 4) bei einem Hill-K oeffizienten
von 1,22 + 0,07. Aus DpK, von 1,29 £+ 0,02 ergibt sich also fur diese Verbindung ein
Affinitatsunterschied zum Kir6.2/SUR1 von Faktor 19 [18;21].

Bel der Auswertung der Einzelexperimente wurden nur Glimepirid-Konzentrationen
berticksichtigt die oberhalb der NSB-Linie (gestrichelte Gerade auf dem 61 % B,-Niveau in der
Abbildung 15; bestimmt mit 100 uM P1075) lagen und daher im W esentlichen nur spezifische *H-
GBC Bindung verdrangten. In der eingesetzten Fit-Gleichung wurde die Amplitude der
spezifischen Bindung (im Schnitt 39 + 2 % B.) festgesetzt. Sie errechnete sich aus dem Wert der
totalen Bindung abztiglich der unspezifischen (d.h. P1075-unempfindlichen Bindung).

Abbildung 15 Heterol oge Kompetition der

®H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR2A durch & vemrsnoung duch Gimepind:
Glimepirid. Anpassung des PIGs =773+~ 002
Bindungsmodells mit einer Bindungsstelle K= 11,60
(s. Kap. 2.3.1) an die gemittelten 100 My= 118+ 006
gemessenen Werte & —-- Verrangng chrch 100 1M P107S
Kurvengleichung: f=100-BJ(1+10°n*(x- o g NEE =61 % By
pICs))), wobei By = 39 % festgesetzt == _
wurde; Die Cheng-Prusoff-korrigierte = Al ;,___________________:_";_:_-_
Inhibitionskurve (Korrekturfaktor = 1,6) ist §
gepunktet dargestellt. Der Mittelpunkt &
dieser Kurve extrapolier auf die Abszisse §& 4V
ergibt den pK;-Wert. S

& m

0

10 g 8 7 B
Glirrepind [- lag W)
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Tabelle 4 Heterologe Verdréngung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR2A durch Glimepirid

Mittelwerte £ SEM aus 4 Einzel experimenten.

Rezeptor SH-GBC pK; / ny, Bs Bror Protein ApK*
(nM) Ki (nM) (%Bro) | (fmol/mg) | (mg/ml)
Kir6.2/ 3,71 7,95+ 0,02/ 1,22 61 209 0,18 1,29
SUR2A +0,34 11 +0,07 +2 +10 +0,01 +0,02**
[10;12]

* DpK, = pK; (Kir6.2/SURL) - pK, (Kir6.2/SUR2A)

** DK kirssurt = 9,24 + 0,02 (Experimente wurden von Frau P. Kuihner durchgefihrt)

3.1.13

Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 und Kir6.2/SUR2A
durch Glibornurid

Die Selektivitat der kurzkettigen Sulfonylharnstoffe wurde u.a. am Beispiel von Glibornurid

(s. Abb. 6) getestet.
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Abbildung 16 Heterologe Kompetition der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SURL1 (a) und Kir6.2/SUR2A (b) durch
Glibornurid. Anpassung des Bindungsmodells mit einer Bindungsstelle (s. Kap. 2.3.1) an die gemittelten
gemessenen Werte.
Kurvengleichung: f=100-B4/(1+10™N(n* (x-plCyy))), die B-Werte (91 bzw. 59 %) wurden festgesetzt; Die Cheng-
Prusoff-korrigierten Inhibitionskurven (Korrekturfaktoren: Kir6.2/SUR1 = 2,9; Kir6.2/SUR2A = 1,6) sind
gepunktet dargestellt. Die Mittelpunkte dieser Kurven extrapoliert auf die Abszisse ergeben die jewelligen pK;-

Werte.
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Die Kompetitionskurven der einzelnen Versuchean Kir6.2/SUR1 waren homogen (n, = 0,95
+ 0,03). Die Inhibitionskonstante von Glibornurid lag bei 0,36 uM (pK; = 6,44 + 0,02). Am
myokardialen Subtyp des Kanals ergab sich ein K,-Wert von 6,8 uM (pK; = 5,17 + 0,02), bei
einem Hill-Koeffizienten von 1,30 + 0,08. Esist denkbar, dass Glibornurid beim Einsatz héherer
Konzentrationen (> 10 pM) inder Lageist den Radioliganden aus der unspezifischen Bindung mit
relativ hoher Affinitat zu verdrangen, wodurch die gesamte Kompetitionskurve einen steileren
Verlauf nimmt. Die unspezifische Komponente wurde nicht genauer untersucht.

Ein Vergleich der Inhibitionskonstanten zeigt, dass Glibornurid den Radioliganden *H-GBC
vom Kir6.2/SUR1 mit 19[16,22] mal hoherer Affinitat verdrangte, alsvom Kir6.2/SUR2A (DpK;
= 1,27 + 0,03). Die weiteren Versuchsparameter konnen der Tabelle 5 und der Abbildung 16

entnommen werden.

Tabelle 5 Heterol oge Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 bzw. Kir6.2/SUR2A durch
Glibornurid

Mittelwerte £ SEM aus je 3 Einzel experimenten.

Rezeptor SH-GBC pK; / Ny Bs Bror Protein ApK*
(nM) Ki (kM) (% Bror) (fmol/mg) | (mg/mi)
Kir6.2/ 0,84 6,44 + 0,02/ 0,95 91 572 0,09 1,27
SUR1 +0,02 0,36 +0,03 +1 + 140 + 0,02 +0,03
[0,33;0,40]
Kir6.2/ 3,72 5,17 £ 0,02 1,30 59 230 0,37
SUR2A +0,04 6,8 +0,08 +1 +8 +0,01
[6,2,7,4]

* DpK, = pK; (Kir6.2/SURL) - pK, (Kir6.2/SUR2A)
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3.1.1.4 Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 und Kir6.2/SUR2A
durch Nateglinid

DasD-Phenylalanin-Derivat Nateglinid (s. Abb. 6) wird aufgrund der Strukturdhnlichkeiten
mit den Sulfonylharnstoffverbindungen der ersten Generation in die Gruppe der A-Liganden
eingeordnet (siehe Kap. 1.2.8.1).

In drei *H-GB C-K ompetitionsexperimenten wurde die | nhibitionskonstante von Nateglinid
am Kir6.2/SUR1 ermittelt. Beim homogenen Kurvenverlauf (n, = 1,02 + 0,03) ergab sich ein K;-
Wert von 0,35 pM (pK; = 6,46 + 0,01).

# “erdrangung durch Mateglinid: ®  “erdrangung durch Mateglinid:
plCgs =574 +-003 plC, =474 +£ 003
k=033 uM =114 ph
ny=029 +- 005 ny=0599 + 007
—&— Yerdrangung durch 100 nhd GBC: —&—- Yerdrangung durch 100 phd P1075:
NSE=25% MNSE =44 %
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Abbildung 17 Heterologe Kompetition der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SURL1 (a) und Kir6.2/SUR2A (b) durch
Nateglinid. Anpassung des Bindungsmodells mit einer Bindungsstelle (s. Kap. 2.3.1) an die gemittelten
gemessenen Werte.

Kurvengleichung: f=100-B4/(1+10™Mn* (x-plCy))), die B--Werte (75 bzw. 56 %) wurden festgesetzt; Die Cheng-
Prusoff-korrigierten Inhibitionskurven (Korrekturfaktoren: Kir6.2/SUR1 = 5,5; Kir6.2/SUR2A = 1,6) sind
gepunktet dargestellt. Die Mittel punkte dieser Kurven extrapoliert auf die Abszisse ergeben die jeweiligen pK;-
Werte.

Ebenfalls monophasisch (n, = 1,05 £+ 0,01) verlief die Verdrangung des Radioliganden vom
Kir6.2/SUR2A. Die aus 6 Einzelversuchen resultierende Nateglinid-Affinitat war jedoch, mit 10
uM (pKi = 4,99 + 0,04), 30 [25,35]-fach niedriger als am pankreatischen Kanalsubtyp (DpK; =
1,47 + 0,04; s. Tab. 6).
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Tabelle 6 Heterologe Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 bzw. Kir6.2/SUR2A durch
Nateglinid

Mittelwerte + SEM aus 3 (Kir6.2/SUR1) bzw. 6 (Kir6.2/SUR2A) Einzel experimenten.

Rezeptor *H-GBC pK; / Ny Bs Bror Protein ApK*
(M) Ki (kM) (% Bor) (fmol/mg) | (mg/mi)
Kir6.2/ 2,02 6,46 + 0,01/ 1,02 75 262 0,18 1,47
SUR1 + 0,06 0,35 +0,03 2 +20 +0,01 +0,04
[0,33:0,36]
Kir6.2/ 3,66 4,99 + 0,04 1,05 56 186 0,35
SUR2A +0,12 10 +0,01 +4 +27 +0,04
[8,5;12]

* DpK, = pK; (Kir6.2/SURY) - pK, (Kir6.2/SUR2A)

3.1.1.5 Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 und Kir6.2/SUR2A
durch Repaglinid

Nur ein reiner B-Ligand, namlich Repaglinid (s. Abb. 6), ist zur Zeit flr die Therapie des
Typ-11-Diabetes zugel assen.

Die *H-GBC-Verdrangung durch dieses Benzoesiure-Derivat verlief im Bereich der
spezifischen Bindung an beiden untersuchten Rezeptorsubtypen monophasisch. Aus n = 4
Experimenten an Kir6.2/SUR1-Zellen resultierte ein K,-Wert von 0,72 nM (pK; = 9,14 £ 0,04).

Eine Inhibitionskonstante von 1,55 nM (pK; = 8,81 + 0,02) war das Ergebnis aus 3
Versuchen am Kir6.2/SUR2A.

Die geringe Differenz der pK;-Werte von 0,33 = 0,04 ist ein Ausdruck der, im Vergleich zu
den A-, bzw. A+B-Liganden, maRigen Selektivitat zwischen den untersuchten Rezeptoren. Am
rekombinanten System bindet Repaglinid an den K ,rp-Kanal der Bauchspeicheldriise 2,1 [1,8;2,6]
mal affiner als an den Kir6.2/SUR2A-Kanal des Herzmuskels.
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Abbildung 18 Heterologe Kompetition der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 (a)und Kir6.2/SUR2A (b) durch
Repaglinid. Anpassung des Bindungsmodells mit einer Bindungsstelle (s. Kap. 2.3.1) an die gemittelten
gemessenen Werte.
Kurvengleichung: f=100-B4/(1+10™(n* (Xx-pICyy))), die B-Werte (76 bzw. 53 %) wurden festgesetzt; Die Cheng-
Prusoff-korrigierten Inhibitionskurven (Korrekturfaktoren: Kir6.2/SUR1 = 5,0; Kir6.2/SUR2A = 1,6) sind
gepunktet dargestellt. Die Mittel punkte dieser Kurven extrapoliert auf die Abszisse ergeben die jeweiligen pK;-

Werte.
Tabelle 7 Heterol oge Verdréngung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 bzw. Kir6.2/SUR2A durch
Repaglinid.
Mittelwerte + SEM aus 4 (Kir6.2/SUR1) bzw. 3 (Kir6.2/SUR2A) Einzel experimenten.
Rezeptor *H-GBC pK; / Ny Bs Bror Protein ApK*
(nM) Ki (nM) (% Bror) (fmol/mg) | (mg/ml)
Kir6.2/ 1,78 9,14 + 0,04/ 0,95 76 269 0,17 0,33
SUR1 10,04 0,72 +0,01 2 +103 10,01 + 0,04
[0,60;0,87]
Kir6.2/ 3,48 8,81+ 0,02 1,05 53 193 0,31
SUR2A +0,13 1,55 +0,03 +1 +28 +0,08
[1,42;1,70Q]

* DpK, = pK; (Kir6.2/SUR1) - pK; (Kir6.2/SUR2A)
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3.1.1.6 Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 und Kir6.2/SUR2A
durch (-)-AZ-DF 265

Nicht als Arzneimittel zugelassen ist ein weiterer B-Ligand (-)-AZ-DF 265 (s. Abb. 6).
Dieses Benzoesaurederivat weist grof3e Strukturéhnlichkeiten mit Repaglinid auf; darunter auch

den Piperidin-Substituenten.

& vErdrangung durch AZ-DF ® “erdrangung durch AZ-DF:
PIC,| =774+~ 0,06 MG, =741+-0M
ki =387 nihd K =2450m
PICs I = 6,06 +- 0,33 Ny =101+ 002
al=74+-4 —&— Verdrangung curch 100 gk P1075:
-4 VeErdranoung durch 100 ik GBC: MNSE =38 %
100 —— MEB = 13 % 100 A
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Abbildung 19 Heterologe Kompetition der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 (a) und Kir6.2/SUR2A (b) durch

(-)-AZ-DF 265. Anpassung des Bindungsmodells mit zwei bzw. einer Bindungsstelle an die gemittelten
M essdaten.

Kir6.2/SUR1: Kurvengleichung: f=100-al/(1+10"(x-plCq,l))-(87-al)/(1+10™(x-pICs,l1)); Die Cheng-Prusoff-
korrigierte Auflésung der Hochaffinitétskomponente (Korrekturfaktor = 4,7, n,=1) ist gepunktet dargestellt. Der
Mittel punkt dieser Kurve extrapoliert auf die x-Achse ergibt den pK;-Wert.

Kir6.2/SUR2A:Kurvengleichung: f=100-B4/(1+10"(n* (x-plCs))), der Bs-Wert = 62 % wurden festgesetzt; Die
Cheng-Prusoff-korrigierte Inhibitionskurve (Korrekturfaktor = 1,6) ist gepunktet dargestellt. Der Mittelpunkt
dieser Kurve extrapoliert auf die Abszisse ergibt den pK;-Wert.

In vier Bindungsversuchen am Kir6.2/SUR1 mit (-)-AZ-DF 265 als *H-GBC-Kommpetitor
fiel im Bereich der spezifischen Bindung ein leicht biphasischer Verlauf der Verdréangungskurven
auf. Die Auswertung der Experimente mit Hilfe des Zwei-K omponenten-Bindungsmodells, unter
Beriicksichtigung der Konzentration und des K ,-W ertes des Radioliganden, flihrte zur Ermittlung
einer AZ-DF-Hochaffinitatsinhibitionskonstante von 3,7 nM (pK,; = 8,43 = 0,06). Diese
Komponente machte 83 + 2 % der spezifischen Bindung aus. Der niedrigaffine Bereich (K;lI von
~ 180 nM) erstreckte sich Uber 17 £ 1 % Bg. In &hnlicher GrofRenordnung (91 nM) liegt auch die
®H-GBC-Inhibitionskonstante von (-)-AZ-DF 265 an HEK293-Zellen die den SUR1 alleine
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exprimieren (Daten aus der Dissertation von Frau Susanne Bieger). Mdglicherweise ist der
niedrigaffine Kurvenanteil auf den nicht komplexierten Sulfonylharnstoffrezeptor zurtickzufihren.
Bei einem durchschnittlichen Hill-K oefizienten von 1,06 + 0,05 ist am Kir6.2/SUR2A von

Homogenitat der Kompetition auszugehen. Die Hemmung der Radioligandbindung durch (-)-AZ-

Tabelle 8 Heterologe Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 bzw. Kir6.2/SUR2A durch (-)-
AZ-DF 265.

Mittelwerte + SEM aus 4 (Kir6.2/SUR1) bzw. 3 (Kir6.2/SUR2A) Einzel experimenten.

Rezeptor SH-GBC pK; / ny, Bs Bror Protein ApK*
(nM) Ki (M) (%Bror) | (fmol/mg) | (mg/mi)
Kir6.2/ 1,67 8,43 + 0,06/ 1 87 409 0,13 0,83
SUR1 +0,05 3,7 (fest) +2 +89 +0,03 + 0,06
[2,8,4,9]
Kir6.2/ 3,78 7,60 £ 0,02 1,06 62 247 0,33
SUR2A +0,01 25 +0,05 +3 +53 + 0,06
[22;27]

* DpK, = pK, (Kir6.2/SURY) - pK; (Kir6.2/SUR2A)

DF 265 an diesem Rezeptor geschah im Mittel mit einer Affinitat von 25 nM (pK, = 7,60 + 0,02),
folglich 6,7 [5,1;8,9] mal schwé&cher als am Kir6.2/SUR1. Im Vergleich der Piperidino-
Verbindungen zeigt (-)-AZ-DF 265 somit eine ca. 3-fach hthere SUR1-Selektivitét als Repaglinid.

3.1.1.7 Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 und Kir6.2/SUR2A
durch M eglitinid

Der Austausch einer Teilstruktur (Sulfonylharnstoffgruppe + lipophiles, A-Ligand-
charakteristisches Zentrum) in Glibenclamid durch einen Carboxylrest liefert die Strukturformel
eines weiteren B-Liganden in unseren Selektivitatsstudien: Meglitinid (s. Abb. 6).

Die gemeinsamen Anpassungskurven der Abbildung 20 sind monophasisch. Dies entspricht
den Gegebenheiten in den Einzelexperimenten (vgl. die Hill-Koeffizienten in der Tabelle 9) aus
denen fur Meglitinid ein K;-Wert von 3,2 uM (Kir6.2/SUR1; pK;= 5,50 = 0,03) bzw. 0,83 pM
(Kir6.2/SUR2A; pK;= 6,08 + 0,05) resultierte.
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Abbildung 20 Heterol oge Kompetition der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 (a)und Kir6.2/SUR2A (b) durch
Meglitinid. Anpassung des Bindungsmodells mit einer Bindungsstelle (s. Kap. 2.3.1) an die gemittelten

gemessenen Werte.

Kurvengleichung: f=100-B4/(1+10™Nn* (x-plCy))), die B-Werte (86 bzw. 60 %) wurden festgesetzt; Die Cheng-
Prusoff-korrigierten Inhibitionskurven (Korrekturfaktoren: Kir6.2/SUR1 = 4,8; Kir6.2/SUR2A = 1,6) sind
gepunktet dargestellt. Die Mittel punkte dieser Kurven extrapoliert auf die Abszisse ergeben die jewelligen pK;-

Werte.

Wie der Tabelle 9 weiter zu entnehmen ist, zeigt der Selektivitatsindikator DpK; einen

negativen Wert (-0,58 + 0,06). Ergo verdréngte Meglitinid *H-GBC vom Kir6.2/SUR2A-Rezeptor

leichter als vom Kir6.2/SUR1-Komplex (Faktor der Pankreas/Herz-Selektivitat: 10°% = 0,26

[0,20;0,35]).

Tabelle 9 Heterologe Verdrangung der H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 bzw. Kir6.2/SUR2A durch

Meglitinid.
Mittelwerte + SEM aus 3 (Kir6.2/SUR1) bzw. 4 (Kir6.2/SUR2A) Einzel experimenten.
Rezeptor *H-GBC pK; / Ny Bs Bror Protein ApK*
(nM) Ki (nM) (% Bron) (fmol/mg) | (mg/ml)
Kir6.2/ 1,72 5,50 + 0,03/ 0,99 86 645 0,14 -0,58
SUR1 0,04 3,2 + 0,06 2 + 239 +0,04 + 0,06
[2,8:3,6]
Kir6.2/ 3,75 6,08 + 0,05 1,03 60 208 0,40
SUR2A +0,07 0,83 + 0,08 +3 +12 +0,02
[0,66;1,05]

* DpK, = pK; (Kir6.2/SUR1) - pK; (Kir6.2/SUR2A)
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3.1.1.8 Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 durch UL-DF 9

Nach (-)-AZ-DF 265 ist UL-DF 9 (s. Abb. 6) ein zweites Benzoesaure-Analogon, das im

Rahmen unseres Sel ektivitatsprojekts getestet wurde.

Aus den pK,-Werten der n = 3 durchgefuhrten Versuche ergab sich fur UL-DF 9 am

Kir6.2/SUR1 eine mittlere Gleichgewichtsinhibitionskonstante von 41 pM (pK; = 4,38 + 0,01).

Ein durchschnittlicher Hill-Koeffizient nahe 1 (siehe Tabelle 10) belegte die homogene Natur

dieser *H-GBC Kompetition.

Abbildung 21 Heterologe
Kompetition der *H-GBC Bindung an
Kir6.2/SUR1 durch UL-DF 9
Anpassung des Bindungsmodells mit
einer Bindungsstelle(s. Kap. 2.3.1) an
die gemittelten gemessenen Werte

Kurvengleichung: f=100-
BJ/(1+10M(n* (x-plCs))), Wobei Bg =
90 % festgesetzt wurde; Die Cheng-
Prusoff-korrigierte Inhibitionskurve
(Korrekturfaktor = 3) ist gepunktet
dargestellt.
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werdrangung durch UL-DF 9
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K =429 M

n,= 0,95 +- 0,05

Werdrangung durch 100 nv GBC:
NSE = 10 %

4]

5

4

UL-DF 9 {-log M)

Da Frau Petra Kuhner in analogen Experimenten an Kir6.2/SUR2A einen K;-Wert von 3,0

uM ermittelte, zeigt sich, dassUL -DF 9 &hnlich wie M eglitinid eine signifikante Kardiosel ektivitat
besitzt. Der Selektivitatsfaktor liegt bei 0,07 [0,04;0,12].

Tabelle 10 Heterologe Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR1 durch UL-DF 9

Mittelwerte + SEM aus 3 Einzelexperimenten.

Rezeptor | *H-GBC pK; / Ny Bs Bror Protein ApK*
(nM) Ki (M) (%Bron) | (fmol/mg) | (mg/mi)
Kir6.2/ 0,90 4,38+ 0,01/ 0,94 90 695 0,05 -1,14
SUR1 +0,02 41 0,10 1 +119 +0,01 +0,11**
[39:43]

* DpK; = pK; (Kir6.2/SUR1) - pK; (Kir6.2/SUR2A)
** K kirszsurea = 5,52 + 0,11 (Experimente wurden von Frau P. Kuihner durchgefiihrt)
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Erganzende Bemerkung:

Es ist nicht gelungen, mit transienter Transfektion der HEK293-Zellen ein ausreichend
groRes und stabiles Signal der spezifischen *H-GBC-Bindung am Kir6.1/SUR2B-Komplex zu
erreichen. Erst die Etablierung eines permanent exprimierenden Systems durch den
Diplombiochemiker Marcus Winkler ermdglichte die Ermittlung der Affinitat der insulinotropen

Substanzen zum rekombinanten, vaskularen K ,;p-Kanal (Winkler et al., in Vorbereitung).

3.1.2 Wirkung von Repaglinid und Glibenclamid auf dierekombinanten K ,;p-K anéle

der Bauchspeicheldr ise und des kar diovaskuléren Systems

Repaglinid und Glibenclamid zeigten in den Radioligandbindungsstudien die geringste
Pankreasselektivitat (DpK; = 0,33 £ 0,04 bzw. 1,14 + 0,08) unter den untersuchten, zugelassenen
Typ-l1-Antidiabetika.

Mit Hilfe der Saugelektrodentechnik wurden die Effekte der beiden Arzneistoffe auf
Kir6.2/SUR1-, Kir6.2/SUR2A- und Kir6.1/SUR2B-Kanéale untersucht. Wie in den
Bindungsstudien war es wichtig, die Experimente an einem der Physiologie des Menschen
angepassten System durchzufiihren. Gewahlt wurde deshalb die Ganzzellkonfiguration bei einer
Versuchstemperatur von 37°C und der Anwesenheit von 1 mM MgATP und 0,27 mM MgGDPin
der Pipettenlosung (K*-Glutamat-Lsg.; siehe Kap. 2.1.4.3.2). Wahrend der Dialyse der
transfizierten HEK 293-Zellemit dieser L dsung war die Entwicklung eines stabilen, der Whole-cell-
Konfiguration angemessenen (40 pA < I arp< 1 NA) K, 1p-Stroms moglich. Im Bad wurde Na'-
HEPES-L 6sung eingesetzt (sieche Kap. 2.1.4.3.1.1). Der Pipettenwiderstand lag zwischen 2 und 6
MQ.

Die Zelltransfektion mit Kir6.2 und SUR1 bzw. Kir6.2 und SUR2A erfolgte nach der
Lipofactamin2000-M ethode, bei einem molaren Kir/SUR-DNA-Verhdtnis von 1,2:1. Die
eingesetzte DNA wurde auf ein Zehntel der tblichen Konzentration reduziert (von 10 ug/Schale
auf 1 pg/Schale; s. Kap. 2.2.1.4.3). Erfolgreich transfizierte Zellen konnten aufgrund der griinen
Fluoreszenzim UV Licht, alsFolge der Kotransfektion mit GFP-DNA, erkannt werden (siehe Kap.
2.2.1.4.4). Untersuchungen am vaskularen K ,;p-Kanals wurden im rekombinanten, permanent
exprimierenden HEK -Zellsystem durchgefiihrt.

Die Selektivitdt von Repaglinid und GBC sollte anhand der mittleren inhibitorischen
Konzentration (1Cs,) und der intrinsischen Effektivitat aus den Konzentrations-Wirkungs-Kurven

der Substanzen am jeweiligen Rezeptor beurteilt werden.
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3.1.21 Inhibition des Kir6.2/SUR1 durch Repaglinid und Glibenclamid

3.1.2.1.1 Inhibition des Kir6.2/SUR1 durch Repaglinid und Glibenclamid in der

Ganzzellkonfiguration

Abbildung 22 zeigt, dass 10 nM Repaglinid und 1 nM GBC den rekombinanten K ,p-Kanal
der Bauchspeicheldrise vollstdndig inhibierten. Dies wurde in weiteren 4 (Repaglinid) bzw. 3

(GBC) Versuchen begtétigt.
Ferner wird aus dieser Graphik ersichtlich, dass eine genaue ICg-Bestimmung der
Verbindungen in der Ganzzellkonfiguration nicht moglich war. Die Kinetik der Hemmung hatte

eine lange Halbwertszeit (10 nM REP: 2,7 min, aus <> kapp =0,259+0,041; 1 nM GBC: 6,5 min,

1M 100 nM
10 1M 100 nM " e
REP
5 I

a

Abbildung 22 Hemmung des Kir6.2/SUR1 durch Repaglinid (&) und Glibenclamid (b) in der Ganzzellableitung.
Originalspuren bei einer Klemmspannung von -60 mV.

a) Die Diayse der Zelle mit der Pipettenldsung (s. Kap. 2.2.3.2.2.2) fuhrt zur Entstehung eines K ,rp-Stroms.
Dieser wird nach demErrei chen eines Stabilen Niveaus durch 10 nM Repaglinid vollstandiginhibiert. Kumul ative
Gabevon 100 nM Repaglinid verstérkt diesen Effekt nicht. Aus der Anpassung einer Exponentialfunktion an den
Inhibitionsverlauf ergibt sich eine Halbwertszeit von 2,0 min

b.) Ausder Applikation von 1 nM GBC resultiert eine Abnahme des I ,-- Wegen der langsamen Kinetik (HWZ:
7,1 min) und mangels einer Rundown-Schétzung ist eine genaue Quantifizierung des Blocks schwierig. Nach der
Extrapol ation der Hemmkurveim Sinne einer exponentiell abnehmenden Funktion (gestriche te Kurve), muss man
von einer vollstdndigen Inhibition der Kanalaktivitét durch 1 nM GBC ausgehen.

aus<>k,,, = 0,106 + 0,032) und war wahrend der Auswaschphase (nicht gezeigt) irreversibel. Die
Karp-Kanalinhibierung durch noch niedrigere Substanzkonzentrationen wurde daher
unverhaltnismaflig langsam und vom spontanen Aktivitét-Rundown tiberdeckt verlaufen. Anhand
der vorliegenden Daten ist ein 1C5,-Wert deutlich unter 10 nM (Repaglinid) bzw. 1 nM (GBC)

anzunehmen.
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3.1.2.1.2 Inhibition des Kir6.2/SUR1 durch Repaglinid und Glibenclamid in der

I nside-out-K onfiguration

Die SU und Glinide erreichen ihre Bindungsregionen von der zytosolischen Seite der
Zellmembran aus (Schwanstecher et al., 1994a). In der Inside-out-Konfiguration der
Saugelektrodentechnik ist es moglich die Blocker direkt auf die Innenseite des isolierten
Zellmembranstiickes zu applizieren, wodurch eine schnellere Wirkung erzielt werden kann.
Verbunden mit der M 6glichkeit der Rundown-Schétzung durch sorgféltige Basisstrombestimmung
(s. Abb. 23), bel Ausschluss der Versuche mit zu starkem Rundown, sollte dies eine quantitative

Beurteilung der Wirkstarke und Effizienz von Repaglinid und GBC am Kir6.2/SUR1 ermdglichen.

1 nhd 100 nit 1 nhd 10 Nt
REP GBEC

] .
1l

1000 paA

L g min.

b

Abbildung 23 Hemmung der Kir6.2/SUR1-Kand e durch Repaglinid (&) und Glibenclamid (b) in der Inside-out-
Konfiguration. Orginalspuren bei einer Klemmspannung von -50 mV.

a) Nach dem Ausreilen des Membranstiicks entwickelt sich unter dem Einfluss der nukleotidhaltigen
Perfusionsl6sung (0,3 mM MgUDP + 0,03 mM MgATP) ein Strom von ca. 2000 pA, der durch 1 mM MgATP
(schwarze Balken) vollsténdig inhibiert wird. Der MgATP-Block ist Gber die Zeit stabil. Zwecks Rundown-
Schétzung folgt die Bestimmung des Basisstroms ohne Unterbrechungen durch 1 mM MgATP-Zugabe (kein
"Refreshment” durch MgATP erwiinscht). Der Rundown ist gering und kann Uber die Gesamtdauer des Versuchs
extrapoliert werden (gestrichelte Linie mit der Kurvengleichung: f=y0O+a* exp(-K,,,* X)). Aus der Applikation von
1nM REP (hellgrauer Balken) resultiert eine exponentielle Stromabnahme um 58 % des | o1p- Die Séttigende REP-
Konzentration von 100 nM (dunkelgrauer Balken) verstarkt den Block auf 92 % I p1p.

b.) Dieser Versuch verlief nach einem sehr ghnlichen Protokoll wie (a). Die gestrichelte Basisstromlinie
offenbart einen relativ starken, gerade noch tolerierbaren Rundown. 1 nM GBC inhibiert 60 % des |, . VOr
der Zugabe von 10 nM GBC kommt es zum leichten Anstieg des Stroms. Es handdlt sich vermutlich um "Kanal -
Refreshment” durch MgATP und weniger um das "Auswaschen” von GBC aus dem Rezeptor. Die
Basisstromlinie in diesem Bereich ist daher mit einer zusétzlichen Unsicherheit behaftet. Konsekutiv konnte der
74 %-Block durch 10 nM GBC in diesem Einzel experiment unterbestimmt sein.
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Der Perfusionslésung (Standard-Kalium Lodsung; siehe Kap. 2.1.4.3.3) wurden
M agnesiumnukleotide zugesetzt. 0,3 MM MgUDP und 0,03 mM MgATP sollten eine ausreichende
und stabile Basisaktivitét der K, -Kanale sicherstellen. In dieser Losung erfolgte auch die
Applikation der jeweiligen Pharmakonkonzentrationen. 1 mM MgATP in der Perfusions 6sung
diente zur vollstandigen, Uber die Zeit besténdigen I ,rp-INhibierung. Die Pipetten, mit einem
Widerstand um 1 MQ, und das Bad wurden mit K*-HEPES-Puffer gefiillt. Die Durchfiihrung der
Experimente erfolgte bei Raumtemperatur (ca. 22°C).

Ausder Abbildung 24 geht hervor, dass anders alsin Ganzzellversuchen, weder Repaglinid

100 100
A=86+-1 a=086+/-0.2
pIC,,=8.10+-0.03 RIC=8 32+/-001

B0 1 (IC50 = 0,79 nM) 1 (1C5,=0 48 )

£ B0 - RO
g

— 40 40 |
20 A 20 4

D = or T T T T T 1 D = T T T T T 1

12 11 10 g 8 7 B 12 11 10 g 8 7 B

Fepaglinid (-log M) GBEC (-log M)
a b

Abbildung 24 Hemmung der Kir6.2/SUR1-Kand e durch Repaglinid (a) und Glibenclamid (b) in der Inside-out-
Konfiguration. Konzentrations-Wirkungskurven mit der Formel: f=100-a/(1+10™(1* (X-plCsy))).

Die Mittelpunkte der Kurven extrapoliert auf die Abszisse ergeben die IC,,-Werte. Die gestrichelten Linien
stellen den durch die jeweilige Substanz maximal inhibierbaren I ,rp-Anteil dar.

noch GBC in der Lage waren einen vollstandigen Block des MgATP-sensitiven Stroms
hervorzurufen. Die maximale Kanalinhibierung lag in beiden Féllen bei ca. 86 %. Wie erhofft,
erlaubte die ca. 7-fach schnellere Block-Kinetik (s. Abb. 25) die Bestimmung einer Konzentrations-
Wirkungskurve anhand der Punkte im hohen K onzentrationsbereich. So resultieren flir Repaglinid
und GBC mittlere Hemmkonzentrationen von 0,79 nM [0,68;0,91] bzw. 0,48 nM. Die Ermittlung
der Blockparameter wird in der Legende zur Abbildung 23 am Beispiel von zwei

Originalexperimenten erlautert.
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Abbildung 25 Kinetische Auswertung des
Repaglinid-Blocks am Kir6.2/SUR1. 20 -

Dargestellt ist die lineare Beziehung zwischen K,=0.0127+/-0.0149
den k,,,-Werten und der Repaglinidkonzentration. 181 k,=0.1663+/-0.0025
Aus der Steigung der Geraden ergibt sich der k-, _—
(Einheit: nM * mint), aus dem Ordinatenabschnitt
der k-Wert (Einheit: mint). Dain den
Einzelversuchen die Blockkomponente und die
Rundown-Komponente voneinander nicht getrennt
werden konnen, sind die bestimmten k,,-Werte mit
erheblicher Unsicherheit behaftet.
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In der Abbildung 25 ist die Kinetische Auswertung des Repaglinid-Blocks dargestellt. Aus
den resultierenden k- und k. -Werten kann theoretisch die mittlere Hemmkonzentration (ICg)
bestimmt werden (k. /K,,). Da jedoch der k -Wert experimentell nicht bestimmbar ist und seine
indirekte Ermittlung aus dem Ordinatenabschnitt mit einem verhaltnismaRig grof3en Fehler
behaftet, und dadurch von Null nicht verschieden ist, ist diese Form der 1 C-Bestimmung hier nicht

sinnvoll.

3.1.2.2 Inhibition des Kir6.2/SUR2A durch Repaglinid und Glibenclamid in der

Ganzzellkonfiguration

Inder Abbildung 26 sind zwei Experimentpaare dargestellt, in denen der rekombinante K ,;p-
Kanal des Herzmuskels Schwankungen sowohl in der Repaglinid- wie auch in der
Glibenclamidempfindlichkeit zeigte. Diese Schwankungen erwiesen sich als typisch flr Versuche
an Kir6.2/SUR2A-Kanélenin HEK-Zellen. Esist daher sinnvoll eine Gruppierung in Experimente
mit starker und schwacher Inhibitorsensitivitét vorzunehmen.

Die gestrichelten Kurven der Abbildung 27 sind das Ergebniss der gruppierten
Datenauswertung. 3 von 13 Zellen erwiesen sich als stark Repaglinid-empfindlich (0,1 pM-
und/oder 1 uM-Block vollstandig; geschétzte IC5,von 1,6 nM). Der Einsatz von 1 pM GBC war
in 4 von 12 Versuchen besonders effektiv (durchschnittliche Kanalhemmung von 89 + 1 %) und
potent (1Cg, = 40 NnM; s. Tab. in der Abb. 27). Die Beurteilung der Inhibitoreffekte an "starken
Respondern" muss jedoch wegen der kleinen Anzahl an vorliegenden Daten mit Vorsicht erfolgen.
"Schwache Responder” konnten durch Repaglinid zu 81 £ 3% und durch GBC nur zu 53 + 4 %
gehemmt werden. Dartber hinaus wurden hier fir den Maximalblock hdéhere

Substanzkonzentrationen benétigt (1Cs, fr Repaglinid: 26 nM; 1Cg, fir GBC: 151 nM).
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Abbildung 26 Hemmung der Kir6.2/SUR2A-Kanédle durch Repaglinid (a) und Glibenclamid (b) in der
Ganzzell-Konfiguration. Orginalspuren bei einer Klemmspannung von -60 mV.

a.) Diesebeiden Experimente sind im Abstand von 1,5 h an Zellen aus der gleichen Préparation durchgefihrt
worden. Die Repaglinid-Empfindlichkeit war jedoch unterschiedlich.

In demVersuch linksinhibierten 30 nM Repaglinid 38 % des Stroms, der sich wahrend der Dialyse der Zelle
mit der Pipettenldsung entwickelte. 1 pM war nicht in der Lage die Kanalaktivitét vollsténdig zu
unterdriicken (77 %-Block). Hohere Repaglinid Konzentrationen wiirden die Pore blockieren und wurden
deshalb nicht verwendet. 10 mM des unspezifischen K*-Inhibitors BaCl, (Rudy, 1988) diente zur
Bestimmung der "Zero-current-Linie". Alle Konzentrationen der verwendeten Kanal-Modulatoren waren
auswaschbar, somit konnte der Rundown gut abgeschétzt werden. Dieser Versuch wurde zu den "schwachen
Respondern” gezéhlt.

Rechts daneben: ein "guter Responder”. Die Applikation von 30 nM Repaglinid fihrte zu einer starken, 91
%-igen Iy xrp-Hemmung. Der Block durch 1 uM Repaglinid unterschied sich nicht von dem Barium-Effekt
und war daher vollstandig.

b.) Kir6.2/SUR2A zei gte auch schwankende Empfindlichkeit gegentiber GBC. Imlinks dargestellten Versuch
war 1 uM GBC weniger effektiv (54 %-Block) ds 0,1 pM GBC im Experiment rechts (66 %-Block). Kaum
Wirkung hatte der Einsatz von 0,01 puM GBC am "schwachen Responder” (3 %-Block).
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In der Abbildung 27 repréasentieren die durchgezogenen Kurven die ungruppierte
Datenbetrachtung. In diesem Fall wurden die Mittelwerte aus allen Einsétzen der entsprechenden
Substanzkonzentration gebildet. Aus dieser Art der Auswertung ergibt sich fir Repaglinid eine
mittlere Inhibitionskonstante von 15 [11;20] nM, bei einem maximal erreichbaren Block von 86 +
2 %. GBC hemmtedie K ,1p-Stréme mit einer Potenz von 51 [32;81] nM und einer 56 + 3 %-igen

Effizienz (s. Tab. inder Abb. 27). Zu beachten sind die gro3en Standardfehler der einzelnen Punkte

dieser Kurven.

O
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Abbildung 27 Hemmung der Kir6.2/SUR2A-Kand e durch Repaglinid (a) und Glibenclamid (b) in der
Ganzzell-Konfiguration. Konzentrations-Wirkungs-Kurven mit der Formel: f=100-a/(1+107(1* (X-pl Csy))).

Die Kurvenparameter sind in der folgenden Tabelle aufgelistet (Erléuterungen: siehe Text):

Repaglinid Glibenclamid
pICs, / a (% lgare) pICs, / a(% lxare)
1Cso (NM) 1Cso (NM)
ungruppiert 7,83+0,07 86+ 2 7,29+0,1 56+ 3
15[11;20] 51[32;81]
"schlechte Responder” 7.58 + 0,07 81+3 6.82+0,13 53+4
(REP: 10 von 13; 26 [19;36] 151 [83;275]
GBC: 8 von 10)
"gute Responder" 8,80 + 0,09 100 7,40 + 0,02 89+1
(REP: 3von 13; 1,6 [1,0;2,4] 40 [36;44]
GBC: 4von 12)
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3.1.23 Inhibition des Kir6.1/SUR2B durch Repaglinid und Glibenclamid in der

Ganzzellkonfiguration

In der Abbildung 28 ist jeweils ein Einzelexperiment aus Untersuchungen der Repaglinid-
bzw. GBC-Wirkung auf die rekombinanten, in HEK293-Zellen exprimierten K ,r-Kanale der
Vaskulatur gezeigt. Bei der in der Abbildung 29 vorgestellten Konzentrations-Wirkung-Kurve fir
Repaglinid handelt es sich um die erste derartige Studie dieser Substanz an diesem Kanal. Das
Glinid inhibierte 94 + 2 % des | «,tp Mit einer mittleren Hemmkonstante von 29 nM.

Vollstéandig war die Inhibition der Kanalaktivitét beim Einsatz von GBC. Esergab sich flr
diesen Sulfonylharnstoff ein ICg,-Wert von 56 nM.

30 nM REFR
100 nM GBC
[
100 pA 200 pA
5 min.
a2 min
a b

Abbildung 28 Hemmung der Kir6.1/SUR2B-Kand e durch Repaglinid (a) und Glibenclamid (b) in der Ganzzell-
Konfiguration. Orginal spuren bei einer Klemmspannung von -60 mV.

a.) Wahrend der Diayse der Kir6.1/SUR2B-exprimierenden Zelle entwickelte sich ein Strom, der eéin Maximum
von etwa 300 pA erreichte, Uber eine ausgedehnte Periode ohne Modul atorzugabe rel ativ stabil blieb (Rundown
von ca. 15 % in 20 min) und schliefflich durch 30 nM Repaglinid zu 50 % gehemmt werden konnte. Dieser
Inhibitoreffekt war vollsténdig reversibel.

b.) Ebenfalls zu 100 % reversibel war in diesem Versuch der 73 %- Block des I, o durch 100 nM GBC.
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Abbildung 29 Hemmung der Kir6.1/SUR2B-Kané e durch Repaglinid (a) und Glibenclamid (b) in der
Ganzzell-Konfiguration. Konzentrations-Wirkungskurven mit der Formel: f=100-a/(1+10™N1* (X-pICyy)))-

Die Mittel punkte der Kurven extrapoliert auf die Abszisse ergeben die IC,-Werte.
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3.2 Einflussder Koexpression mit Kir6.x auf die Bindung von Sulfonylhar nstoffen

und Gliniden an SUR1

Die porenbildenden und regulatorischen Untereinheiten des K ,1p-Kanals beeinflussen sich
gegenseitig Uber zwei vermutlich benachbarte K ,-p-Kanalregionen, TMDO + CL 3 des SUR und
M1+ N-Terminus des Kir (Babenko und Bryan, 2003; Chan et al., 2003b, 2003; Reimann et al .,
1999). Esist jedoch kaum untersucht, welchen Einfluss der Kir auf die Bindung der K ,-Kanal-
Inhibitoren an den SUR ausibt. In Radioligandbindungsstudien wurden deshalb die Folgen der
Koexpression des SUR1 mit dem Kir6.2 und dessen Mutanten, die am N-Terminus modifiziert
wurden (Verkldrzungen um 5 = Kir6.2DN5, 10 = Kir6.2DN10 bzw. 20 = Kir6.2DN20
Aminosduren; Substitution von Arg, Lysin Position 4,5 durch Ala= Kir6.2(RK,4,5,AA)) auf die
Affinitét der Blocker GBC, Repaglinid und (-)-AZ-DF 265 untersucht. Ferner wurde der Effekt der
Koexpression mit Kir6.1 auf die SUR1-Bindung von GBC und Repaglinid untersucht.

3.2.1 Bestimmung der Affinitat von Glibenclamid, Repaglinid und (-)-AZ-DF 265 zum
SUR1 nach Koexpression mit Kir6.2-Mutanten bzw. Kir6.1 in

Radioligandbindungsstudien an ganzen Zellen

Die Affinitat der Blocker zum jeweiligen Rezeptor wurde in Form der Fahigkeit zur
Verdréngung des Radioliganden *H-GBC untersucht. Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte
an intakten HEK293-Zellen, ca. 48 h nach einer transienten Kotransfektion (Lipofectamin2000-
Methode) mit Vektorplasmiden, die fur die SUR bzw. Kir-Untereinheit kodierten. Die
Radioligandverdrangungsreaktion verlief 30 min bei 37°C im sauerstoffgesattigten
Inkubationspuffer mit pH 7,4. Der Anteil der unspezifischen Bindung wurde mit Hilfe von 100 nM

unmarkiertem GBC bestimmt.

3.2.1.1 Bestimmung des molaren Kir/SUR-Plasmidverhaltnisses, das zur

vollstandigen K analkomplexbildung notwendig ist

Der eingesetzte pcDNA3.1-Vektor, in dem sich die fir SUR1 kodierende Sequenz befindet,
verfugt Gber einen CMV-Promotor. Dieser ist stérker als der SV40-Promotor des pECE-V ektors.
Im Labor von Dr. Joseph Bryan (Houston, Texas) wurden die DNA-Sequenzen der zu
untersuchenden Kir6.2-Varianten in den pECE-Vektor kloniert. Die Kotransfektion der beiden

Vektoren im niedrigen molaren Verhdltnis fiihrte in HEK293-Zellen zur unterschiedlichen
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Expressionseffizienz der beiden K,-Kanal-Untereinheiten, wobei SUR1 stérker als Kir6.x
exprimiert wurde. Freier, nicht komplexierter SUR1 wurde als niedrigaffine Komponente (K; = 91

nM ; Daten ausder Dissertation von Frau Susanne Bieger) bei der Verdrangung von *H-GBC durch

Tabelle 11 Verdrangung der *H-GBC-Bindung durch Repaglinid an HEK293-Zellen, die mit wechselnden
Kir6.2/SUR1-DNA-Verhdtnissen (1. Spalte) transfiziert wurden.

Einzelversuchsdaten; al, B,,1, pK;1,: Bindungsdaten zur hochaffinen Komponente (Bindung an den
Kir6.2/SUR1-Kanakomplex); a2 B,,2: Bindungsdaten zur niedrigaffinen Komponente (Bindung an den
unkomplexierten SUR1; pK;2 = 7,04 wurde der Arbeit von Frau S. Bieger entnommen und festgesetzt)

DNA- al a2 Bl B2 S B pK, 1/
Verhdltnis** [%] [%0] [fmol/mg] [fmol/mg] [fmol/mg] Kil
Kir/SUR
15:1 26 74 124 535 658 911
62:1 59 41 361 372 733 9,05
8:1 57 43 204 230 435 9,17
20:1 76 24 502 238 740 9,2
40:1 79 21 447 186 633 9,32
40:1 89 11 653 118 771 9,25
80:1 97 3 655 30 685 9,17
80:1 94 6 572 54 626 92
- <>660+ 37 <>9,18
+ 0,03/
<>0.66 nM
(0.58,0.76)

Repaglinid vom Kir6.2/SUR1 sichtbar (Abb. 30a). Die Hochaffinitatskomponente spiegelte die *H-
GBC/Repaglinid-Kompetition am vollstdndigen Kanal wieder. Die resultierende mittlere
Inhibitionskonstante von 0,66 nM [0,58;0,76] (s. Tab. 11) entspricht dem K;-Wert von 0,72 nM
aus Kapitel 3.1.1.5. Die Amplitude dieser Komponente vergrofR3erte sich mit steigendem Kir/SUR-
Plasmidverhéltnis. Bei der Ratio von 5,2:1 war das Amplitudenverhaltnisausgeglichen (Abb 30b).
Um den Anteil an nichtkomplexiertem SUR1 mdglichst gering zu halten wurden alle
Kotransfektinen mit V ektoren unterschiedlicher Promotorstarke (SUR1 in pcDNA3.1 und Kir6.2-
M utanten in pECE) bei einem molaren Kir/SUR-Plasmidverhaltnis > 100:1 durchgefthrt (80:1 +
Sicherheitspuffer).

Beim Variieren des Kir6.2/SUR1-Verhaltnisses wurde die DNA-Menge pro zu
transfizierende Schale (10 pg/Schale) konstant gehalten, wahrend der SUR-Anteil kontinuierlich
gesenkt wurde. Uberraschenderweise blieb dabei die Gesamtausbeute des SUR1 (frei+

komplexiert) stabil (By,ax = 660 £ 37 fmol/mg; Einzelwerte normalverteilt; s. Tab. 11).
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Abbildung 30Abhangigkeit der vollstdndigen Kanalkomplexbildung von dem molaren Kir6.2 (in pECE)
/ SUR1 (in pcDNA3.1)-Plasmidverhdltnis bei der Kotransfektion.

a) Heterol oge V erdrangung der *H-GB C-Bindung durch Repaglinid an Kir6.2/SUR1-Z€llen (Einzel versuch
beim Kir/SUR-Verhdtnis 1,5:1). Die Amplitude der hochaffinen Komponente (al) betrégt 26 % Bg; fur
diese Komponente ergibt sich ein K;-Wert (nach Cheng-Prusoff-Korrektur des1C,,-Wertesmit dem Faktor
1+1,51/0,45=4,4) von 0,78 nM. Der IC,,-Wert der niedrigaffinen Komponente wurde festgesetzt (aus
dem K;-Wert = 91 nM von Repaglinid am SUR1; aus der Dissertation von Frau Susanne Bieger). Die
unspezifisch Bindung betrégt 14 % Byr.

b.) VergroRerung der Hochaffinitétskomponente (al) bei der heterologen Verdrangung der *H-GBC-
Bindung durch Repaglinid an Kir6.2/SUR1-Zdlen mit stel gendem molaren Kir/SUR-Plasmidverhdtnisim
Sinne einer gegen 100 % strebenden Séttigungsfunktion; Daten aus der Tabelle 11 (gesondert umrahmter
Bereich).

3.2.1.2 Homologe Verdrangung der *H-GBC-Bindung an Kir6.x/SUR1-Zellen

Die Bindung von GBC wurde jeweils an Kir6.2DN5/SUR1-, Kir6.2DN10/SUR1-,
Kir6.2DN20/SUR1-, Kir6.2(RK,4,5,AA)/SUR1- und Kir6.1/SUR1-Zellen in homologen
Kompetitionsexperimenten untersucht. Dieresultierenden Daten sind in der Tabelle 12 dargestellt.
Die Dissoziationskonstanten aus homologen *H-GB C-V erdréangungen wurden zur Cheng-Prusoff-
Korrektur der 1Cy,-Werte aus den *H-GBC/Repaglinid- und *H-GBC/(-)-AZ-DF 265-
Kompetitionen herangezogen.

Vergleicht man die Affinitat von GBC, zum vollstédndigen rekombinanten K ,;p-Kanal der
Bauchspeicheldrise Kir6.2/SUR1 (pKp = 9,35 + 0,08; s. Kap. 3.1.1) mit den Daten von Frau
Susanne Bieger die am SUR1 alleine ermittelt wurden (pK, = 8,84), stellt man fest, dass die
Koexpression mit Kir6.2 die Affinitét des SUR1 zu dem langkettigen Sulfonylharnstoff um den

Faktor 3,2 [3,0;3,6] erhoht (DpK, = 0,51 + 0,02; siehe Kap. 4.2; Abb. 49).
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Nicht markiertes GBC verdréngte *H-GBC vom Kir6.2DN5/SUR1 an intakten Zellen mit der
Affinitat von 1,07 [1,02;1,12] nM. Die Kompetitionskurven waren homogen (n, = 1,09 £ 0,08).

Tabelle 12 Ergebnisse der homologen ®H-GBC-V erdrangung an Kir6.x/SUR1-Zellen

Mittelwerte £ SEM aus n Einzelversuchen. Zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten wurde an die
V erdrdngungsmesswertein den einzelnen V ersuchen das Bindungsmodel | mit einer Bindungsstell e angepasst. Aus
den Mittel punkten der resultierenden Inhibitionskurven erhielten wir nach Abzug der Radioligandkonzentration
die Ky-Werte.

Rezeptor Plasmid- | *H-GBC pKo/ n, ApKp* Bg Bror Protein | n
ratio (nM) Kp(NM) (% (fmol/mg) | (mg/ml)
Kir/SUR > Bror)
6.1/2 Lix== 1,92 9,35 1,07 0,51 77 241 0,20 4
(s.3.111) +0,05 +0,08/ + +0,08 | +2 +18 +0,02
0,45 0,03
6.2DN5 100:1 0,94 8,79 1,09 0,13 91 481 0,09 3
/1 +0,12 +0,01/ | £0,08 | £0,02 | *1 + 66 10,01
1,07
6.2DN10 100:1 1,07 8,72 1,03 -0,12 82 234 0,12 2
/1 10,14 +0,05 | £0,06 | +0,05 | +4 +43 +0,03
1,93
6.2DN20 100:1 1,22 8,79 0,97 -0,05 71 307 0,07 2
/1 +0,04 0,05 | 0,01 | £0,05 | %1 4 +0,01
1,62
6.2 150:1 0,89 9,21 0,97 0,37 85 495 0,07 2
(RK,4,5,AA) + 0,01 +0,02/ | £0,03 | £0,02 | £3 +35 +0,01
/1 0,62
6.1/1 2:1%** 1,01 9,03 1,02 0,19 85 334 0,12 3
+ 0,08 +01/ | £0,04 | £0,10 | 2 +71 +0,01
0,96

* ApK = pK(Kir6.x-Variante)/SUR1) - pK(SUR1)

** gtatistischer Unterschied (t-Test) zu SUR1 (pK,=8,84 + 0,02; Dissertation von Frau S.Bieger):

Kir6.2/SURL: gegeben (P<0,05(); Kir6.2DN5/SUR1: gegeben (P<0,05); Kir6.2DN10/SURL: nicht gegeben;
Kir6.2DN20/SURL1: nicht gegeben; Kir6.2(RK,4,5,AA)/SUR1: gegeben (P<0,05); Kir6.1/SUR1: nicht gegeben
*** Kir6.1 und Kir6.2 im pcDNA3.1-V ektor

Die Affinitatserh6hung nach der Koexpression des SUR1 mit dem, am N-Terminus um 5
Aminosauren verkurzten, Kir6.2 betragt somit Faktor 1,3 (DpK = 0,13 + 0,02) und ist folglich auf
der logarithmischen Ebene 75 % geringer als nach der Kanalkomplexbildung zwischen den
vollstandigen Untereinheiten.

KeineVerbesserung der Bindung wurdeinfolge der Koexpression des SUR1 mit Kir6.2DN10

und Kir6.2DN20 beobachtet. Aus den, im Bereich der spezifischen Bindung, monophasischen
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Verdrangungskurven (n, = 1,03 + 0,06 bzw. 0,97 + 0,01) resultierten fir GBC K,-Wertevon 1,93
[1,51;2,40] nM bzw. 1,62 [1,29;2,04] nM. DpK, im negativen Bereich bedeutet eine leichte
Affinitatserniedrigung, die jedoch nicht statistisch signifikant ist.

Die Substitution der beiden basischen Aminosauren Arginin und Lysin in Position 4 und 5
am Kir6.2 verringerte den affinitatserhthenden Effekt der Koexpression um 27 % (DpK, = 0,37 =
0,02). GBC band an Kir6.2(RK,4,5,AA)/SURL mit einer K, von 0,62 [0,56:0,68] nM.

Nach der Koexpression mit Kir6.1 lag die GBC-Affinitat, im Vergleich zum SUR1 alleine,
um den Faktor 1,5 (DpK, = 0,19 + 0,1) hoher bei 0,96 [0,59;1,48] nM. Dieser Effekt ist 63 %
kleiner als beim Kir6.2-Subtyp.

3.2.1.3 Verdrangung der *H-GBC-Bindung an Kir6.x/SUR1-Zellen durch
Repaglinid

Inder Abbildung 31 sind die auf die spezifische Bindung normierten und nach Cheng-Prusoff
korrigierten ®*H-GBC/Repaglinid-Verdrangungskurven dargestellt. Die Parameter der

Verdréngungsversuche sind in Tabelle 13 aufgefiihrt.
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Abbildung 31 Heterologe Verdrangung der *H-GBC-Bindung an SUR1 bzw. Kir6.x/SUR1 durch Repaglinid.
Die Kurven sind zur besseren Ubersicht auf die spezifische Bindung normiert und mit folgenden Faktoren nach
Cheng-Prusoff korrigiert: SUR1: 2,0 (Daten von S. Bieger); Kir6.2/SUR1: 5,0; Kir6.2DN5/SUR1: 2,1;
Kir6.2DN10/SUR1: 1,5; Kir6.2DN20/SUR1: 1,7; Kir6.2(RK,4,5,AA)/SURL: 2,9.

An die gemittelten Messwerte wurde das Bindungsmodell mit einer bzw. zwei (Kir6.2(RK,4,5,AA)/SUR1)
Bindungsstellen angepasst.
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Verglichen mit dem moderaten Einfluss der Koexpression mit Kir6.2 auf die GBC-Affinitéat
zum SURL1, fallt der Effekt fur Repaglinid wesentlich stérker aus. Frau Susanne Bieger bestimmte
den K;-Wert der Piperidinoverbindung zum SURL1 alleine auf 91 nM. Die Repaglinidbindung
verbesserte sich nach der Bildung des kompletten rekombinanten K ,;p-Kanal des Pankreas 126-
fach (DpK, = 2,1 + 0,6) auf K; = 0,72 nM (s. Kap. 3.1.1.5).

Die Verkiurzung des Kir6.2-N-Terminus um 5 Aminosduren reduzierte den beim
Wildtypkanal gemessenen Effekt der Koexpression um 71 % auf DpK; = 0,61 + 0,05 (entspricht
einer Affinitétserhbhung um Faktor 4,1 [3,2;5,1]). Repaglinid verdrangte den Radioliganden vom
Kir6.2DN5/SUR1 homogen (n, = 0,93 + 0,03) mit einer K; von 22,4 [19,5;25,7] nM.

Die Koexpression des SUR1 mit einem um 10 bzw. 20 Aminosauren verklrzten Kir6.2
verbesserte die Repaglinidbindung gegenuber SUR1 alleine nicht mehr (K; = 93,3 [77,6;112,2]
bzw. 100,0 [87,1;114,8] nM).

Die Koexpression mit der Kir6.2(RK,4,5,AA)-Mutante erhéhte die Repaglinidaffinitat zum
SUR1 um den Faktor 30 [21;40] (DpK; = 1,47 = 0,07). Dies ergibt sich aus dem K;-Wert = 3,1
[2,3;4,1] nM der Hochaffinitatskomponente einer leicht biphasischen Verdrangungskurve, deren
niedrigaffine Komponente mit der Amplitude von 12 £ 2 % B¢ wohl auf den nicht komplexierten
SUR zurlickzufihren ist.

Ebenfalls biphasisch im Bereich der spezifischen Bindung zeigte sich die *H-GB C/Repaglinid-
Kompetition an Kir6.1/SUR1-Zellen. Auch hier war vermutlich Uberschissiger SURL in der
Praparation vorhanden. Der tiberwiegende Teil des Rezeptors (al = 85 + 1 %) lag jedoch in Form
eines vollstandigen Kanalkomplexes vor, aus dem ®H-GBC durch Repaglinid mit einer K; von 1,7
[1,6;1,8] nM verdrangt werden konnte. Dies entspricht einem Koexpressionseffekt von Faktor 54
[45;65] (DpK; = 1,73 + 0,04), der verglichen mit der Affinitatserh6hung durch Kir6.2, um 18 %

kleiner ausfiel.
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Tabelle 13 Ergebnisse der *H-GBC-Verdrangung durch Repaglinid an Kir6.x/SUR1-Zellen

Mittelwerte £ SEM aus n Einzelexperimenten. Zur Ermittlung der Inhibitionskonstanten wurde das
Bindungsmodell mit einer bzw. zwei Bindungsstellen an die gemessenen und gemittelten Werte aus den einzelnen
Versuchen angepasst. Nach der Cheng-Prusoff-Korrektur der resultierenden IC.,-Werteerhielten wir dieK;-Werte.

Rezeptor Plasmid- | *H-GBC pK;/ n, ApK* Bg Bior Protein | n
ratio (nM) Ki(nM) (% (fmol/mg) | (mg/ml)
Kir/SUR > Bror)
6.1/2 Lix== 1,78 9,14 0,95 21 76 269 0,17 4
(s.3.1.1.5) +0,04 +0,04/ | £0,01 | £0,06 | +2 +103 +0,01
0,72
6.2DN5 100:1 1,14 7.65 0,93 0,61 89 382 0,13 3
1 +0,01 003/ | +003 | £0,05 | 3 +98 +0,03
22,4
6.2DN10 100:1 0,97 7,03 1,01 -0,01 84 512 0,08 4
1 +0,09 +0,04/ | £0,05 | £0,06 | +2 +113 10,02
93,3
6.2DN20 100:1 1,19 7,00 0,97 -0,04 82 456 0,11 2
1 + 0,06 +£0,03/ | #0,01 | £0,05 | +3 1265 +0,07
100,0
6.2 100:1 1,17 8,51 1 1,47 85 342 0,12 3
(RK,4,5,AA) +0,04 + 0,06/ (fix) | £0,07 | =2 +54 10,01
1 3,09
6.1 2:1%** 1,28 8,77 1 1,73 88 360 0,14 2
+0,16 + 0,01/ (fix) | 004 | 1 +43 + 0,05
1,70™

* ApK = pK(Kir6.x-Variante)/SUR1) - pK(SUR1)

** gtatistischer Unterschied (t-Test) zu SUR1 (pK,=7,04 + 0,04; Dissertation von Frau S.Bieger):

Kir6.2/SUR1: gegeben (P<0,05); Kir6.2DN5/SUR1: gegeben (P<0,05); Kir6.2DN10/SURL: nicht gegeben;
Kir6.2DN20/SUR1.: nicht gegeben; Kir6.2(RK,4,5,AA)/SUR1: gegeben (P<0,05); Kir6.1/SUR1: gegeben (P<0,05)
*** Kir6.2 und Kir6.1 im pcDNA3.1-V ektor

" K1 daKurve biphasisch: al = 88 + 2% B4 a2 = 12 + 2 % Bg; K;2 = 91 nM festgesetzt (REP an SUR1)

™ K;1 daKurve biphasisch: al =85+ 1% Bg; a2 = 15+ 1 % Bg; K2 = 91 nM festgesetzt (REP an SUR1)

3.214 Verdrangung der *H-GBC-Bindung an Kir6.x/SUR1-Zellen durch (-)-AZ-

DF 265

(-)-AZ-DF 265, ein weiterer B-Ligand mit einer Piperidinogruppe (s. Abb. 6), band an den
SURL1 alleine mit einer relativ niedrigen Affinitdt von 1,4 uM (Dissertation von Frau Susanne
Bieger). Stark verbessert (DpK; = 2,57 £ 0,07 entspricht dem Faktor 372 [269;407]) wurde die
Bindung der Substanz durch die Anwesenheit von Kir6.2 (K; = 3,7 nM; s. Kap. 3.1.1.6). Diese
Auswirkung der Koexpression erwies sich als sehr empfindlich gegeniiber Modifikationen am

Kir6.2-N-Terminus.
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Tabelle 14 Ergebnisse der *H-GBC-Verdrangung durch (-)-AZ-DF 265 an Kir6.x/SUR1-Zellen

Mittelwerte £ SEM aus n Einzelexperimenten. Zur Ermittlung der Inhibitionskonstanten wurde das
Bindungsmodell mit einer bzw. zwei Bindungsstellen an die gemessenen und gemittelten Werte aus den einzelnen
Versuchen angepasst. Nach der Cheng-Prusoff-Korrektur der resultierenden 1IC,-Werte erhielten wir die K;-Werte.

Rezeptor Plasmid- | *H-GBC pK;/ n, ApK;* Bg Bior Protein | n
ratio (nM) Ki(uM) (% (fmol/mg) | (mg/ml)
Kir/SUR > B1or)
6.1/2 Lix== 1,67 8,43 1 2,57 87 409 0,13 4
(s.3.1.1.6) +0,05 +0,06/ | (fest) | £0,07 | =2 +89 +0,03
37
6.2DN5 100:1 0,81 6,25 1,08 0,39 91 374 0,12 3
/1 + 0,01 +0,02/ | £0,02 | £0,04 | 0 +33 +0,02
0,56
6.2DN10 100:1 0,81 5,84 1,09 | -0,02 84 228 0,15 2
/1 + 0,02 +0,04/ | £0,07 | £0,05 | +2 +18 +0,03
1,46
6.2 150:1 0,99 6,86 1,01 1,00 85 580 0,12 3
(RK,4,5AA) +0,03 +0,02 | 0,02 | +0,04 | 1 +89 +0,04
/1 0,14

* ApK = pK(Kir6.x-Variante)/SUR1) - pK(SUR1)
** gtatistischer Unterschied (t-Test) zu SUR1 (pK;=5,86 + 0,03; Dissertation von Frau S.Bieger):
Kir6.2/SUR1: gegeben (P<0,05); Kir6.2DN5/SUR1: gegeben (P<0,05); Kir6.2DN10/SUR1: nicht gegeben;

Kir6.2(RK,4,5,AA)/SUR1: gegeben (P<0,05)
*** Kir6.2 und Kir6.1 im pcDNA3.1-Vektor

Kir6.2DN5 erhohte die (-)-AZ-DF 265-Affinitat zum SUR1 2,5-fach auf 0,56 [0,51;0,62]

uM, was einer Reduzierung des Koexpressionseffektes um 85 % entspricht (DpK; = 0,39 + 0,04).
Ausden Verdrangungsversuchen an Kir6.2(RK,4,5,AA)/SUR1-Zellen ergab sich fur (-)-AZ-
DF 265 eine Inhibitionskonstante von 138 nM [126;151]. Nach der Neutralisation der basischen

Aminosduren in Position 4 und 5durch Alanin schrumpfte somit die Affinitatserhthung von Faktor

372 auf 10 [8;12] (aus DpK; = 1,00 + 0,04). Auf der logarithmischen Ebene entspricht es einer
Abnahme um 61 %.

Ein vollstandiger Effektverlust trat in Folge der Entfernung der ersten 10 Aminosauren des

Kir6.2 auf. Der K,-Wert von (-)-AZ-DF 265 am Kir6.2DN10/SUR1 lag bei 1,5 uM [1,3;1,7].

Der Verlauf der *H-GBC/AZ-DF-Kompetitionskurven war, was die spezifische Bindung

betrifft, in allen Fallen monophasisch (s. Tabelle 14).
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3.2.2 Bestimmung der Affinitat von Glibenclamid und Repaglinid zum SUR1 alleine
und nach Koexpression mit Kir6.2 bzw. Kir6.2-M utanten in Radioligand-

bindungsstudien an M embranen in Abwesenheit von M gATP

Um den Einflussvon MgATP auf die Affinitatserhdhung der K ,1p-Blocker zum SUR1 durch
die Koexpression mit Kir6.2 und dessen N-Terminus-Mutanten zu untersuchen, wurden
Radioligandbindungsstudien an Membranen ohne Zugabe von MgATP durchgefihrt. Die
M embranpréaparation wurde aus HEK293-Zellen gewonnen, dietransient mit SUR1 (in pcDNA3.1-
Vektor) alleine, oder mit Kir6.2 (in pcDNA3.1-Vektor), Kir6.2DN5 (in pECE-Vektor) bzw.
Kir6.2(RK,4,5AA) (in pECE-V ektor) transfiziert wurden. Die molaren Plasmidverhaltnisse ebenso
wie die weiteren Versuchsdaten koénnen der Tabelle 15 bzw. 16 entnommen werden. Die
Durchfiihrung der Bindungsversuche erfolgte bei éhnlichen Bedingungen wie an intakten Zellen.
Die Reaktionsansatze wurden 30 min bei pH 7.4 und einer Temperatur von 37°C inkubiert. Im
Inkubationspuffer befand sich 1 mM EDTA. Die unspezifische Bindung wurde mittels 100 nM
GBC bestimmt.

3.2.21 Sattigung der *H-GBC-Bindung an SUR1, Kir6.2/SUR1, Kir6.2DN5/SUR1
und Kir6.2(RK,4,5,AA)/SUR1in HEK 293-Zellmembranen in Abwesenheit
von MgATP

MgATP vermindert die GBC-Affinitat zum SUR1 (Ueda et al., 1999; Hambrock et al.,
2002a). In Abwesenheit von MgATP war daher eine Affinitatserhéhung zu erwarten deren
zuverlassige Quantifizierung die Durchfiihrung von Séttigungsexperimenten erfordete.

Die*H-GBC-Séttigung an SUR1 erbrachte eine Glei chgewi chtsdi ssozi ationskonstante K , von
0,43 [0,42;0,46] nM. Demnach zeigte sich in dieser Rezeptorpréparation bei den gewahlten
Experimentbedingungen eine 3,4-fach hthere GBC-Affinitat als an intakten den SUR1 permanent
exprimierenden Zellen (K, = 1,45 nM, Dissertation von Frau Susanne Bieger).

AnKir6.2/SUR1-Membranen band der Sulfonylharnstoff noch besser mit einer K, von 0,089
[0,81;0,98] nM, was einer Affinitatserhohung um den Faktor 4,9 (DpK; = 0,69 £ 0,02) durch die
Koexpression mit der porenbildenden Kanaluntereinheit entspricht.

Desweiteren untersuchten wir in diesem System die Bedeutung der N-terminalen Region des
Kir6.2 bei der Affinitatserhdhung infolge der Kanalkomplexbildung. Beide dabei verwendeten
M utationen des Kir6.2, DN5 und RK ,4,5,AA schwachten diesen Effekt im &hnlichen Ausmaf3 (um

25 bzw. 22 %). So resultierte aus den Sattigungsversuchen an Kir6.2DN5/SUR1-Membranen fir
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GBC ein K,-Wert von 0,126 [0,120;0,132] nM. Eine Dissoziationskonstante von 0,133
[0,115;0,151] nM erhielten wir nach der Kotransfektion des SUR1 mit Kir6.2(RK,4,5,AA).

Tabelle 15 Ergebnisse der *H-GBC Séttigungsexperimente an SUR1- bzw. Kir6.x/SUR1-Membranen; -
MgATP

Mittelwerte £ SEM aus n Einzelexperimenten. Zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten wurde die
Sattigungsfunktion (y=By.x*X/(x+Kp)+a*x) an die gemessenen Werte (x-Werte = freie
Radioligandkonzentrationen; y-Werte = totale Radioligandbindung) aus den einzelnen Versuchen. angepasst.
Dabei steht afir die Steigung der Geraden, welche den Anstieg der unspezifischen Bindung mit zunehmender

Konzentration des freien Radioliganden (L;,;) beschreibt.

Rezeptor Plasmid- pK/ ApK* NSB Byiax Protein n
ratio Ki(nM) (fmol/ (fmol/mg) (mg/ml)
Kir/SUR mg* Ls.e)
SUR1 - 9,36 - 207 2208 0,04 2
+0,01/ +0,01 + 298 +0,02
0,43
6.2/1 2:1x* 10,05 0,69 59 720 0,15 2
+ 0,02/ + 0,02 +3 +12 +0,02
0,089
6.2DN5/1 100:1 9,90 0,54 76 873 0,13 2
+ 0,0V +0,01 +16 +271 +0,01
0,126
6.2 150:1 9,88 0,52 59 373 0,15 3
(RK,4,5,AA)/1 + 0,03/ +0,03 +1 +82 +0,02
0,133

* ApK = pK(Kir6.x-Variante)/SUR1) - pK(SUR1)
** Kir6.2 im pcDNA3.1-Vektor

3.2.2.2 Verdrangung der 3H-GBC-Bindung an SUR1, Kir6.2/SUR1,
Kir6.2DN5/SUR1und Kir6.2(RK,4,5AA)/SUR1 durch Repaglinid in

HEK 293-Zellmembranen in Abwesenheit von M gATP

Die Bindung der Piperidino-Blocker in Membranen ohne MgATP wurde am Beispiel von
Repaglinid in Kompetitionsexperimenten mit *H-GBC als Radioligand untersucht. Die im vorigen
Kapitel 3.2.2.1 ermittelten GBC-Dissoziationskonstanten dienten zur Berechnung der Repaglinid-
Inhibitionskonstanten (K;) aus den Mittelpunkten der Inhibitionskurven (I1Cg;) unter Verwendung

der Cheng-Prusoff-K orrektur.
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Ahnlich wiein Versuchen an intakten Zellen, wurde auch hier die Repaglinid-Affinitat zum
SUR1 durch die Kir6.2-Prasenz stark verbessert. VVon der regulatorischen Untereinheit alleine wurde

®H-GBC mit einer Kp von 35 [30;42] nM verdrangt. Der mittlere Hill-K oeffizient n, = 1,02 + 0,09

erlaubt den Riickschluss, dass die Kompetition einen homogenen V erlauf hatte.

Tabelle 16 Ergebnisse der *H-GBC-Verdrangung durch Repaglinid an SUR1- bzw. Kir6.x/SUR1-

Membranen; -MgATP

Mittelwerte £ SEM aus n Einzelexperimenten. Zur Ermittlung der Inhibitionskonstanten wurde das
Bindungsmodell mit einer bzw. zwei Bindungsstellen an die gemessenen und gemittelten Werte aus den einzelnen

Versuchen angepasst

Rezeptor Plasmid- | *H-GBC pK./ Ny ApK* Bs Bror Protein
ratio (nM) Ki(nM) (% (fmol/mg) | (mg/ml)
Kir/SUR B1or)
SUR1 - 0,90 7,45 1,02 - 86 872 0,03
+0,07 +0,04/ | £0,09 2 +113 =0
35,5
6.2/1 2:1%* 0,93 9,69 1 2,24 85 702 0,06
+0,03 + 0,03/ (fix) | £0,05 4 77 + 0,02
0,20%**
6.2DN5/1 100:1 0,86 8,14 0,95 0,69 83 519 0,06
+0,01 +0,03/ | £0,09 | £0,05 +2 +10 +0,01
7,2
6.2 150:1 0,89 8,65 0,91 1,20 76 324 0,09
(RK,4,5AA) +0,05 +0,02/ | 0,03 | £0,04 +6 +63 +0,02
/1 2,24

* ApK = pK(Kir6.x-Variante)/SUR1) - pK(SUR1)

** Kir6.2 im pcDNA3.1-Vektor

*** K;1 da Kurve biphasisch: al = 90 + 0 % Bg; a2 = 10 = 0 % B4 K;2 = 35 nM festgesetzt (REP an SUR1-

Membr; -MgATP)
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Abbildung 32 Verdrangung der *H-GBC-Bindung
an Kir6.2/SUR1-Membranen durch Repaglinid; -

MQATP; Einzelexperiment zu Demonstrations- 1600 - f=a1*Ing1!(Ing1+x)+a2*11uﬂ’(11D+><)+153
zwecken 1400 -
Anpassung des Bindungsmodells mit zwei %1200—
Bindungsstellen an die gemessenen Werte &
(Gleichung: s. Graphik); eingesetztea 1000 4 al=1148+-24 (0% BS
Radioligandkonzentration: 0,9 nM = az=122+-22 (10°%4BS)
%— 900 4 IG1=2.174-0.18
@ an
Q
2= 400 -
200_0 —————————————————————————————————— -
. NSE: Verckingng it 100nIGBC
| | T T T |
001 0.1 1 10 100 1000
Repadinid (V)

Nach der Koexpression des SUR1 mit Kir6.2 beobachteten wir eine Affinitatserhdhung um
den Faktor 174 [138;219] (DpK; = 2,24 £ 0,05) auf 0.20 [0,18;0,23] nM. Der Effekt der
K oexpression nimmt also &hnliche Dimension an wie an ganzen Kir6.2/SUR2A-Zellen. Dies ergab
sich ausder Analyse der Hochaffinitatskomponenten (<> Amplitude von 90 % B ) der biphasischen
Inhibitionskurven der Einzelversuche (Beispielexperiment: s. Abb. 32). Die sichtbare Heterogenitét
der Bindungsstellen wurde auch hier als ein Hinweis auf das Vorliegen von freiem SUR1 in der
Rezeptorpraparation gedeutet.

Kir6.2DN5 verbesserte die Repaglinidbindung zum SUR1 von 35 auf 7,2 [6,3;8,3] nM (DpK,
= 0,69 + 0,05). Die *H-GBC/Repaglinid-K ompetition verlief im Schnitt monophasisch (<> n, =
0,95 * 0,09). In sehr guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen an Zellen verloren wir demnach
durch diese Kir6.2-Mutation im Vergleich zum Wildtyp 69 % des K oexpressionseffektes.

Stéarker alsin Zellversuchen fiel die Minderung des Effektes durch die Kir6.2(RK,4,5,AA)-
Mutation aus (DDpK; = DpK; (WT) - DpK; (M utante) = 0,63 = 0,09 vs. DDpK; = DpK; (WT) - DpK,
(Mutante) = 1,04 + 0,06). Repaglinid verdrangte *H-GBC vom Kir6.2(RK,4,5,AA)/SURL in
M embranen ohne MgA TP homogen und mit einer K; von 2,24 [2,04;2,45] nM.
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3.3 Einfluss der Mutation Y 1206S auf den Sulfonylhar nstoffrezeptor SUR2A und
den K ,rp-Kanal Kir6.2/SUR2A

Hambrock et al., 2001 beschrieben den Einfluss der Mutation Y 1206S in der
zytoplasmatischen Schleife Nr. 8 des SUR2B (s. Abb. 3) auf die Bindung und Wirkung der K ¢
Kanal-M odulatoren, sowie auf die Effekte der Koexpression des SUR2B bzw. SUR2B(Y 1206S) mit
den porenbildenden Untereinheiten Kir6.2 oder Kir6.1. Die Sulfonylharnstoffrezeptoren SUR2A
und SUR2B unterscheiden sich nur in den letzten 42 Aminosauren (Inagaki et al., 1996; Isomoto et
al., 1996). Unsere Arbeitsgruppe untersuchte deshalb die Kanal-M odulator-Bindung an SUR2A
alleine und im Kanalkomplex mit Kir6.x, sowie die Folgen der Y 1206S-Mutation auf die
Bindungseigenschaften der Kanalodulatoren, um Uber den Vergleich mit den Daten aus den
SUR2B-Studien neues tber die Bedeutung des SUR2-C-Terminus zu erfahren. An diesem Projekt
wirkten mehrere Mitglieder der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. U. Quast mit. Im folgenden Kapitel soll
der Beitrag des Verfassers der vorliegenden Dissertation vorgestellt werden. Die gesamten

Ergebnisse wurden in der Publikation Stephan et al., 2005 veroffentlicht.

3.3.1 Glibenclamid-Bindung an SUR2A und SUR2A(Y 1206S) alleine bzw. nach

K oexpression mit Kir6.x

DieMutation Y 1206S erhohte die GBC-Affinitat zum SUR2B. Die Bindung desBlockersan
die SUR-M utante wurde wiederum durch die Koexpression mit Kir6.x verbessert. Bei diesem Effekt
zeigte sich eine leichte Kir-Subtyp-Abhangigkeit (Hambrock et al., 2001). Die Studien am SUR2A
ergaben folgendes Bild:

3.3.1.1 Homologe Verdrangung der *H-GBC-Bindung an SUR2A in HEK-

Zellmembranen in Abwesenheit von MgATP

Die Bestimmung der GBC-Affinitdt zum SUR2A erfolgte in 6 Experimenten an M embranen
aus HEK 293-Zellen, die den Sulfonylharnstoffrezeptor infolge einer permanenten Transfektion
exprimierten. Um optimal e *H-GB C-Bindung zu ermdglichen, wurde auf die Anwesenheit von M g-
Nukleotiden im Reaktionsansatz verzichtet. Die Abbildung 33 zeigt den Verlauf der *’H-GBC/GBC-
Kompetition, als Anpassung des Bindungsmodells mit zwei Komponenten an die gemittelten
Einzelversuchsdaten. Die Hochaffinitatskomponente ist beschrieben durch den pICy, = 7,63 + 0,08

und die Amplitude von 19 + 2 % B4;. 100 pM P1075 verdrangtein gleichen Versuchen ebenfalls
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im Mittel 19 + 1 % der Radioligandbindung (B+or)-

An Membranen aus HEK293-Zellen die mit einem leeren pcDNA3.1-Vektor transfiziert
wurden, konnten Hambrock et al., 2002b keine entsprechende Hochaffinitéatskomponente und
P1075-Verdrangung wahrnehmen. Wir gehen daher davon aus, dass dieser Bereich der
Kompetitionskurve die spezifische ®H-GBC-Bindung an SUR2A darstellt. Nach Abzug der
eingesetzten Radioligandkonzentration ergibt sich somit in diesem System eine GBC-Affinitét von
Kpl =20[14;28] nM. Dieniedrigeraffine Komponente (K2 = 900 [780;1100] nM; a2 =44+ 1%
Bor) 0ibt die Radioligandbindung an andere endogene Strukturen der Zellmembranen wieder.

In analogen Versuchen am SUR2A(Y 1206S), durchgefuhrt von Frau Eva Staul3, resultierte
fur GBC eine mittlere Dissoziationskonstante von 4,3 nM (Stephan et al., 2005). Die Y 1206S-
Mutation erhoht somit die GBC-Affinitét zum SUR2A an Membranen und in Abwesenheit von

MgATP um den Faktor 4,7.

Abbildung 33 Homologe Verdrangung der °H-
GBC-Bindung an SUR2A-Membranen ohne
MOATP:

Anpassung des Bindungsmodells mit zwei
Komponenten an die gemittelten Messwerte;
Kurvengleichung: f=100-al/(1+10"(x-pICgl))- 100 -
a2/(1+107(x-plCsy2)); die Auflosung der
Hochaffinitétskomponenteist al's gepunktete, gegen
81 % strebende Kurve dargestellt; die gestrichelte
Linie reprasentiert die Verdrangung von *H-GBC
aus 19 £ 1 % By durch 100 pM P1075.

+,
+
+
+
b,

60 { & \Verdrdngung durch GBC:

Versuchsbedingungen: Inkubationstemperatur: 2; : 13 ﬂ: ?
37°C; Inkubationszeit: 15 min bei pH 7,4. 40 | pIC.,1=7.63 +- 0,08

pICy,2 = 6,05 +- 0,05
20 |

[*H]GBC-Bindung (% By 1)

--4&- Verdrangung durch P1075:
NSB =81 +- 1% B;
U T T T T T 1
10 9 8 7 6 5

GBC (-log M)
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Tabelle 17 Homol oge Verdrangung der *H-GBC-Bindung an SUR2A-M embranen ohne MgATP.

Parameter aus n = 6 Einzelversuchen.

Rezeptor | *H-GBC pKpLl/ pKp2/ al a2 Bror Protein
(nM) Kpl (NM) Kp2 (uM) (%B1o7) (%B1or) (fmol/mg) (mg/mi)
SUR2A- 3,83 7,71 6,05 19 44 200 0,43
Membr. +0,04 + 0,08/ + 0,05/ +2 1 +16 +0,03
-MgATP 20 0,89
[14;28] [0,78;1,10]
3.3.1.2 Homologe Verdrangung der *H-GBC-Bindung an Kir6.2/SUR2A in HEK -

Zellmembranen in Abwesenheit von MgATP

Die Bestimmung der GBC-Affinitat zum transient exprimierten, vollstandigen, rekombinanten
K arp-Kanal desHerzmuskels erwies sich in Membranversuchen trotz Abwesenheit von MgATP als
schwierig. Die Koexpression des SUR2A mit Kir6.2 (molares Verhaltnis der pcDNA3.1-Plasmide
bei der Kotransfektion =1:1) fihrteim Vergleich zum SUR2A alleine zu einer Reduktion der totalen
*H-GBC-Bindung um etwa 65 % (vgl. Russ et al., 1999). Zum einen kénnte es ein Indiz fiir die
Unterlegenheit destransient exprimierenden Systems (T ransfektion mittels Lipofectamin-M ethode,
sieheKap. 2.2.1.4.2; diese M ethode wurde bei allen Transfektionen desim Kapitel 3.3 vorgestellten
Projektesverwendet) beztiglich der SUR-Ausbeute sein, zum anderen wurde mdoglicherweise durch
die Anwesenheit der Kir6.2-kodierenden DNA die SUR-Expression gedrosselt.

In zwei Testversuchen an Kir6.2/SUR2A-Membranen ohne MgATP unter Einsatz von ca. 1
mg/ml (!) an Protein und 3,6 nM Radioligand wurde die GBC-Affinitat auf ~ 20 nM geschétzt.
Somit konnte der Verlust der verfigbaren Bindungsstellen infolge der Koexpression nicht durch eine
Affinitatserhdhung kompensiert werden. Eine quantitative K,-Bestimmung fur GBC war unter

diesen Voraussetzungen nicht mdglich.
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3.3.1.3 Sattigung der *H-GBC-Bindung an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) und
Kir6.1/SUR2A(Y 1206S) in Ganzzellver suchen

In Experimenten an Zellen, welche die SUR2A-Untereinheit alleine exprimierten, war bedingt
durch die M g-Nukleotid-Anwesenheit im Zytosol die Amplitude der spezifischen *H-GB C-Bindung
zu gering (< 10 %; bestimmt mit 100 uM P1075) um aussagekraftige Kompetition von *H-GBC
durchfihren zu kénnen. Der Einfluss der Koexpression mit Kir6.x auf die GBC-Affinitat zum
wildtypischen SUR2A konnte daher an intakten Zellen nicht untersucht werden. Die Y 1206S-
Mutation verbesserte die *H-GBC-Bindung an SUR2A, so dass Frau Eva Stauf? in homologen
Verdrangungsversuchen an intakten Zellen eine Dissoziationskonstante von 4,9 nM ermitteln konnte

(Dissertation von Frau Eva Stauss).

Abbildung 34 Séttigung der 3H-GBC-Bindung an
Kir6.2/SUR2A(Y1206S)- und
Kir6.1/SUR2A(Y 1206S)-Z€llen.

Gemeinsame Darstellung der normierten (SB = %

B.ax), gemittelten Daten aus n = 3 100
(Kir6.2/SUR2A(Y 1206S)) bzw. n = 2
(Kir6.1/SUR2A(Y 1206S)).Die Kurven sind nach 5 o |
der Gleichung f = 100*x/(x+Ky) gefittet. i
=
Versuchsbedingungen: Inkubationstemperatur: g, 60 A
37°C; Inkubationszeit: 30 min; Inkubationspuffer 5
wurde Carbogen-begast und auf pH 7,4 eingestellt. 2 ¢ Kir6.2/SUR2A(Y1206S):
Weitere Parameter: siehe Tab. 18 uj 40 - K, = 0.53 +- 0.04
E‘r
9 20 < Kir6. 1/SUR2A(Y1206S):
= ] Ky = 0.75 +- 0.03
U T T T T 1
0 2 4 6 8 10
["HIGBC., ,, (nlVl)

Dietransiente Koexpression mit Kir6.2 bzw. Kir6.1 (molares Plasmidverhaltniss: 1:1; sowohl
Kir- wie auch SUR-Sequenzen im pcDNA3.1-Vektor), erhbhte die GBC-Affinitat zum
SUR2A(Y 1206S) ca. 9- bzw. 7-fach (siehe Abb. 34 und Tab. 18). Aus Sattigungsversuchen an
Kir6.2/SUR2A(Y 1206S)-Zellen ergab sich ein K,-Wert von 0,53 [0,40;0,69] nM (pK, = 9,28 +
0,06). AnKir6.1/SUR2A(Y 1206S) band GBC geringfiigig, jedoch statistisch signifikant (P < 0,05)
schwécher, mit einer Dissoziationskonstante von 0,75 [0,66;0,87] nM (pKp = 9,12 £ 0,03).
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Tabelle 18 Séttigung der *H-GBC-Bindung an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S)- und Kir6.1/SUR2A(Y 1206S)-
Zdlen.
Gemittelte Parameter ausn = 3 (Kir6.2/SUR2A(Y 1206S)) bzw. n = 2 (Kir6.1/SUR2A(Y 1206S)) Versuchen

Rezeptor pKo/ B rax NSB* Protein
Kp (nM) (fmol/mg) (fmol/mg*x) (mg/ml)
Kir6.2/SUR2A 9,28 + 0,06/ 310+ 23 67+2 0,66 + 0,01
(Y1206S)-Zellen 0,53 [0,40;0,69]
Kir6./SUR2A 9,12 + 0,03/ 180+ 24 30+1 0,52+ 0,01
(Y1206S)-Z€llen 0,75 [0,66;0,87]

* Die Bestimmung der unspezifischen Radioligandbindung erfolgte mit 100 nM unmarkiertem GBC. NSB stieg
proportional zur Konzentration an freiem ®H-GBC; X = Ly,

Im Bezug auf den vollsténdigen Kir6.2/SUR2A-Kanal (Kp ggc = 6,2 nM; siehe 3.1.1.1) in
Ganzzellexperimenten kann aus den Daten am Kir6.2/SUR2A (Y 1206S) eine mutationsbedingte
Erhohung der GBC-Affinitat um den Faktor 11,7 [8,9;15,5] abgeleitet werden.

3314 Sattigung der *H-GBC-Bindung an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) in HEK 293-
Zellmembranen, bei 23°C in Abwesenheit von MgATP

In der Inside-out-K onfiguration der Saugelektrodentechnik bestimmte Herr Dr. Ulf Lange an
Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) bei 23°C, in Abwesenheit von MgA TP, fur GBC einen mittleren 1C,;-
Wert von 0,83 nM (Stephan et al., 2005).

Tabelle 19 Séttigung der 3H-GBC-Bindung an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) in V ersuchen an Membranen ohne
MgATP.
Gemittelte Parameter aus n = 2 Versuchen

Rezeptor pKy/ B rax NSB* Protein
Kp (nM) (fmol/mg) (fmol/mg*x) (mg/ml)
Kir6.2/SUR2A 9,06 + 0,03/ 463+ 12 116+ 8 0,10+ 0,01
(Y1206S)-Zellen 0,88 [0,76;1,00]

*Die unspezifische Bindung wurde in der Gegenwart von 100 nM unmarkiertem GBC ermittelt und stieg
proportional zur Konzentration an frelem Radioliganden; x = L.

Bel entsprechendenden Bedingungen, d.h. in Membranversuchen bei 23°C und der
Abwesenheit von MgA TP wurde die Affinitat von *H-GBC zum Kir6.2/SUR2A (Y 1206S)-Kanal in
Séttigungsexperimenten bestimmt. Um die Einstellung des Reaktionsgleichgewichtes zu

ermdglichen wurde die I nkubationszeit auf 45 min verlangert. Die M embranpraparation wurde aus
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HEK293-Zellen gewonnen, die transient, mit Hilfe des Lipofectamin2000-Reagenz kotransfiziert
wurden. Sowohl Kir- wieauch SUR-DNA-Sequenz befand sich im pcDNA3.1-Vektor. Dasmolare
Plasmidverhdltnis betrug 1:1. Wie der Tabelle 19 zu entnehmen ist, ergab sich fir GBC aus den
Séttigungsexperimenten eine Dissoziationskonstante von 0,88 [0,76;1,00] nM, bei einer maximalen
Bindungskapazitat von 463 + 12 fmol/mg. Somit ist die resultierende GBC-Affinitat sehr &hnlich

wie die oben erwéhnte | Cg, aus den Patch-clamp-V ersuchen.

3.3.2 P1075-Bindung an SUR2A und SUR2A(Y 1206S) alleine bzw. nach K oexpr ession
mit Kir6.2. Ergebnisse aus M embranexperimenten in Anwesenheit von M gATP

bei 37°C

Die Bindung des K ,;p-Kanal-Offners P1075 an SUR2B wurde weder durch die Y 1206S-
Mutation, noch durch die Koexpression wesentlich beeinflusst (Hambrock et al., 2001). In
homologen *H-P1075-K ompetitionen an HEK -Zellmembranen in Anwesenheit von 1 mM MgATP
erfolgte nun die Untersuchung potentieller M utations- und K oexpressionseffekte am SUR2A. Die
Ergebnisiibersicht aus diesen Untersuchungen befindet sich in der Abbildung 35 und Tabelle 20.

An Membranen aus HEK-Zellen die SUR2A permanent exprimierten resultierte aus
homogener Verdrangung (ny = 1,07 = 0,11) eine mittlere Dissoziationskonstante von 20 [17;25]
nM. Dieser Wert stimmt mit der publizierten (Stephan et al., 2005), von Frau Eva Stauf3 ermittelten
Kp =17 nM [15;20] gut Uberein (Dissertation von Frau Eva Stauss).

Infolge der Koexpression von SUR2A mit Kir6.2 (molares Plasmidverhaltnis bei der
transienten Transfektion: 1:1; beide Sequenzen im pcDNA3.1-Vektor) verringerte sich die P1075-
Affinitat im analogen M esssystem leicht (DpK = 0,13 + 0,04) aber statistisch signifikant (P < 0,05)
auf 28 [26;29] nM. Der durchschnittliche Hill-Koeffizient von 0,97 + 0,02 lasst auf eine

monophasische Kompetition schlief3en.
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Abbildung 35 Homologe Verdrangung der 3H-P1075-Bindung an SUR2A und Kir6.2/SUR2A (a) bzw.
SUR2A(Y 1206S) und Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) (b).

Gemeinsame Darstellung der normierten (% SB), gemittelten Daten aus n = 3 - 5 Versuchen an Membranen in
Anwesenheit von ImM MgATP..Die Kurven sind nach der Gleichung f = 100/(1+107(-n,(X-pICy,))) oefittet.

V ersuchsbedi ngungen: Inkubati onstemperatur: 37°C; Inkubaionszeit: 13 min; Inkubationspuffer mit 2,2 mM Mg?*
und 1 mM ATP bei pH 7,4; weitere Parameter: siehe Tab. 20

Tabelle 20 Homol oge V erdréngung der *H-P1075-Bindung an SUR2A, Kir6.2/SUR2A, SUR2A(Y 1206S)
und Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) in Membranen und in Anwesenheit von MgATP.

Gemittelte Parameter aus n = 3 - 5 Versuchen.

Rezeptor °H-P1075 pKp / Ny Bs Bror Protein n
(nM) Kp (M) (% Bror) (fmol/mg) (mg/ml)
SURA 2,48 7,69 £ 0,04/ 1,07 91 100 0,23 4
+0,04 20 +0,11 +2 +16 +0,01
[17;25]
Kir6.2/ 351 7,56 + 0,01/ 0,97 84 28 0,52 4
SUR2A + 0,06 28 +0,02 +3 +1 +0,03
[26;29]
SUR2A 3,20 7,67 £ 0,04/ 1,00 75 24 0,57 3
(Y 1206S) +0,11 21 +0,07 +3 +1 +0,07
[18;26]
Kir6.2/ 3,67 7,45 £ 0,04/ 0,97 83 38 0,53 5
SUR2A +0,04 35 + 0,05 +2 +3 + 0,08
(Y 1206S) [29:42]

Die *H-P1075/P1075-Verdrangungskurven an SUR2A(Y 1206S)-Membranen waren
ebenfalls monophasisch (1,00 £+ 0,07) und erbrachten unter der Berlicksichtigung der eingesetzten

Radioligandkonzentration einen mittlereren K,-Wert von 21 [18;26] nM. Die Membranen fur die
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Versuchsreihe stammten aus HEK 293-Zellen, die transient mit der SUR2A(Y 1206S)-DNA
transfiziert wurden.

Nach transienter Kotransfektion der HEK-Zellen mit Kir6.2- und SUR2A(Y 1206S)-DNA
(beidein pcDNA3.1; Verhaltnis 1:1), Membranpraparation und homol oger *H-P1075-K ompetition
ergab sich ein Ky-Wert von 35 [29;42] nM. Verglichen mit SUR2A(Y 1206S) alleine
verschlechterte die Kir6.2-Anwesenheit somit die P1075-Affinitat statistisch signifikant (P < 0,05)
um den Faktor 1,7 (DpKy = 0,22 £ 0,06).

Der Vergleich der der Daten zeigt weiter, dass die Y 1206S-M utation keinen nennenswerten
Einfluss auf die P1075-Affinitdt zum SUR2A hatte, unabhangig davon ob die regulatorische
Untereinheit alleine, oder im vollstdndigen Kanalkomplex vorlag. Auffallend ist die ca. 74 %
niedrigere maximale Rezeptorkonzentration (B ) an Kir6.2/SUR2A (215 fmol/mg), verglichen mit
dem B, -Wert an SUR2A-Membranen (825 fmol/mg). Bei der Betrachtung dieses Unterschiedesist
zunéchst zu beachten, dass die SUR2A-Membranen aus einer Zellinie stammten, deren jede
Einzelzelle den Rezeptor permanent exprimierte. Alle anderen, in diesem Kapitel genannten
Rezeptorpraparationen wurden aus transient transfizierten Zellen gewonnen. Bei einer transienten
Transfektion mittels Lipofectamin-M ethode (s. Kap. 2.2.1.4.2) nehmen etwa 10 bis20 % der Zellen
die Plasmid-DNA auf (Kontrolle unter Fluoreszenzmikroskop nach Koexpression mit GFP-DNA).
Die im Vergleich zum permanenten System deutlich geringere *H-P1075-Bindung in
Rezeptorpraparationen aus transient exprimierenden Zellen tGiberrascht daher nicht. Die Tatsache,
dassdie SUR2A-Ausbeute, erfasst als Radioligandbindung, aus permanenter Zellinie nicht 10-fach,
sondern nur ca. 3-fach hoher ist, deutet auf eine, verglichen mit dem permanenten System,
ergiebigere Rezeptorexpression einer transient transfizierten Einzelzelle hin. Da die maximale *H-
P1075-Bindung an SUR2A(Y 1206S) und Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) (beides aus transienten
Systemen) ahnlich war (136 bzw. 337 fmol/mg), hat die Anwesenheit der Kir-DNA vermutlich

keinen unterdriickenden Einfluss auf die Expression des SUR-Proteins (siecheauch Kapitel 3.3.1.2.).
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3.3.3 Allosterische Wechselwir kungen zwischen Glibenclamid und P1075

DieBindungsstellen der K ,,-K anal-Blocker und Offner unterliegen einer komplexen negativ-
allosterischen Kopplung. (SUR1: Schwanstecher et al., 1992b; SUR2B: Bray und Quast, 1992;
Hambrock et al., 2001; Loffler-Walz et al., 2002; Russ et al., 2003). Die Wechselwirkungen
zwischen GBC und P1075 am SUR2A bzw. SUR2A(Y 1206S) wurden in Bindungsversuchen an
Membranen mit Hilfe von *H-GBC und *H-P1075 als Radioligand untersucht. Dabei interessierte

auch der Einfluss der Koexpression mit Kir6.2 auf die allosterischen Interaktionen.

3.3.3.1 Verdrangung der *H-GBC-Bindung durch P1075 an SUR2A-M embr anen
in Abwesenheit von MgATP

Die Abbildung 36 zeigt, dass P1075 in Abwesenheit von MgATP in der Lage war, °H-GBC
von SUR2A in M embranen, welche aus einer permanent exprimierenden Zellinie gewonnen wurden
zu verdrangen, jedoch mit einer stark erniedrigten Affinitat. Beriicksichtigt man die durchschnittlich
eingesetzte Konzentration des Radioliganden (3,50 + 0,18 nM) sowie dessen Affinitat bel den
gewahlten Versuchsbedingungen (20 nM; siehe 3.3.1.1), so ergab sich fur den Cyanoguanidin-
Offner aus der monophasischen Kompetitionskurve (n, = 0,95 + 0,1) ein K,-Wert von1,5[1,1;2,0]
uM. Insgesamt wurden 22 + 1 % der totalen Radioligandbindung verdréngt. Dies ist ein nur
unwesentlich hdherer Wert als die 19 = 1 % B+, diein der im Kapitel 3.3.1.1 beschriebenen
Versuchsreihe durch 100 pM P1075 verdrangt wurden. Dieser Wert stimmt ebenfalls gut mit der
Amplitude der Hochaffinitatskomponente der homologen *H-GBC-Kompetition (19 + 2; Kap.
3.3.1.1) Uberein. Wir gehen daher auch bei den hier beschriebenen Experimenten von einer

vollstandigen Hemmung der spezifischen *H-GBC-Bindung durch P1075 aus.
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Abbildung 36 Verdrangung der *H-GBC-Bindung
durch P1075 an SUR2A-Membranen ohne

MgATP.
Anpassung des Bindungsmodells mit einer _ 1001
Bindungsstelle (s. Kap. 2.3.1) an die gemittelten :§
gemessenen Werte; Kurvengleichung: f=100- @@ g |
al(1+107(n,* (x-plCsp))); Cheng-Prusoff-Faktor = &
1,175 - K, = 1,5 uM =
Versuchsbedingungen: Inkubationstemperatur: = 60 1
37°C; Inkubationszeit: 15 min; Inkubationspuffer: %
-M@ATP, + 1 mM EDTA, bei pH 7,4. ¢ 40
o pICs, = 5,76 +/- 0,06
a 201 a=220+/-0658
Ny =095 +-01
o, . . . .
3 7 5] 5 4
P1075 (-log b))

Frau Eva StauR fiihrte analoge V ersuche am SUR2A (Y 1206S). Bedingt durch die bessere *H-
GBC-Affinitat zu dieser Mutante konnte P1075 einen hoheren Anteil der totalen
Radioligandbindung verdréangen (56 %; Dissertation von Eva Stauss); die mittlere
Inhibitionskonstante des Offnerslag im niedrigaffinen Bereich (2,2[1,7;2,8] uM). DieK -Werte des
Wildtyps und der M utante sind sehr ahnlich und zeigen somit wiederholt, dass die Substitution des
Tyrosins in Position 1206 im SUR2A durch Serin keinen essentiellen Einfluss auf die P1075-
Affinitat hatte.

Tabelle 21 Verdrangung der *H-GBC-Bindung durch P1075 an SUR2A-M embranen ohne MgATP.

Gemittelte Parameter aus n = 4 Versuchen.

Rezeptor SH-GBC pK; / Ny Bs Bror Protein
(nM) Ki (uM) (% Bror) (fmol/mg) (mg/ml)
SURA- 3,50 5,92+ 0,11/ 0,99 22 195 0,49
Membranen +0,18 1,20 +0,11 2 +22 +0,03
- MgATP [0,72;2,00]
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3.3.3.2 Verdrangung der *H-GBC-Bindung an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) durch
P1075 in M embranen und in Anwesenheit von 1 mM M gATP

In Membranen und in Gegenwart von 1 mM MgATP hemmte P1075 die spezifische ®*H-GBC-
Bindung an SUR2A(Y 1206S) auf biphasischer Weise, wobei der K,-Wert der

Hochaffinitatskomponente mit der wahren Affinitat des Offners (aus homologer *H-P1075-

Abbildung 37 Verdrangung der *H-GBC-Bindung an
Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) und SUR2A(Y 1206S) durch
P1075 in Membranen mit 1 mM MgATP.

Gemeinsame Darstellung der gemittelten, normierten O SURZANZ0B3)

(% Bg) Versuchsdaten angepasst an das 100 EE%’;‘EDEG
Bindungsmodell mit zwei Bindungsstellen; = ICSJQ:EIE?H-DIEB
Kurvengleichung: f=100-al/(1+10"(x-pk1))-(100- g a0 4 : '
aL)/(L+10%x-pk2)) = ® KB ISURZAN 1 206S)
Versuchsbedingungen: Inkubationstemperatur: 37°C; £ a0 1=F0 3146 54 '
Inkubationszeit: 15 min; Inkubationspuffer: 2,2 mM 2 |C$1:i3|g3+,f_lﬂlm

Die SUR2A(Y 1206S)-Daten stammen von Frau E. @ T

Staufld und sind hier as Vergleich aufgefuhrt. Die %

ICs,-Werte sind mit Faktor 1,4 zu korrigieren. T 204

Sichtbar ist die Abnahme der Biphasizitét infol ge der

Koexpression. Bei gleichbleibenden 0 , , ,

Amplitudenverhéltnis verringert sich das Ratio der K;- 11 g g 7 o 5 4

Werte von 87 aufl7. P1078 (- log M)

Verdrangung) sehr gut Ubereinstimmte und der Inhibitionskonstante der Niedrigaffinitats-
komponente aus Experimenten in Abwesenheit von MgATP ahnelte (Ergebnisse aus der
Dissertation von Frau Eva Stauss).

Nach der Koexpression von SUR2A(Y 1206S) mit Kir6.2 (molares Plasmidverhaltniss bei der
Kotransfektion: 1:1; beide DNA-Sequenzen in pcDNA3.1-Vektoren) blieb im Bereich der
spezifischen Bindung (bestimmt mit 100 uM P1075) die heterogene Natur der *H-GBC/P1075-
Kompetition erhalten, jedoch riickten die Komponenten in ihren K;-Werten nédher zusammen (vgl.
Abb. 37). Die Auswertung der Daten nach einer Bindungskomponente (nicht gezeigt) erbrachte
einen Hill-Koeffizienten von 0,73 £ 0,02 (SUR2A(Y 1206S) alleine: n, = 0,56 £ 0,03). Die
Anpassung des Bindungsmodells mit zwei Klassen von Bindungsstellen an die gemittelten Daten
vom Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) (Abb. 37) zeigt, dass die geringere Biphasizitat der
Verdrangungskurve in erster Linie durch den erhohten K;-Wert der sich Uber 62 + 7 % Bg

erstreckenden Hochaffinitatskomponente zustande kam.
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Nach der Cheng-Prusoff-Korrektur des resultierenden IC,1-Wertes mit dem Faktor 2,1
(Radioligand-K onzentration: 1,35 nM, siehe Tab. 22; Radioligand-Affinitat: 1,2 nM aus
Sattigungsexperimenten von Frau Eva Staul) ergab sich fiir P1L075 eine Inhibitionskonstante von 55
nM [39,78]. Sie unterscheidet sich statistisch nicht von der Dissoziationskonstante des Offners aus
Versuchen mit *H-P1075 (K, = 35 nM [29;42] siehe. Kap. 3.3.2) und bestétigt im Vergleich mit
den Ergebnissen von Frau Stauld am SUR2A(Y 1206S) alleine (Dissertation von E. Stauss) dieim
Kapitel 3.3.2 beschriebene, leichte Abnahme der Affinitét fur die Offner durch die Koexpression.

Tabelle 22 Verdrangung der *H-GBC-Bindung an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S)-Membranen durch P1075 in
Anwesenheit von 1 mM MgATP
Gemittelte Parameter aus n = 5 Einzelversuchen.

Rezeptor SH-GBC pKpl/ pKp2/ al a2 Bor NSB Protein
(M) | Kol (nM) | Kp2 (uM) | (%Bg) | (%Bg) | (fmol/mg) | (%Bror) | (mg/mi)
Kir6.2/ 1,35 7,40 6,16 57 43 365 19 0,19
SUR2A(YS) | £0,05 + 0,09/ + 0,14/ 9 +9 +92 +2 +0,03
Membr. 40 0,70
-MgATP [26;60] [0,40;1,40]

Der niedrigaffine Bereich der Hemmkurve beanspruchte 38 = 7 % der spezifischen Bindung

und wies einen K;2-Wert von 950 [550;1600] nM auf.

3.3.3.3 Verdrangung der *H-P1075-Bindung an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) durch

Glibenclamid in M embranen in Anwesenheit von 1 mM M gATP

Die negativ-allosterischen Wechselwirkungen zwischen GBC und P1075 wurden ebenfalls
mit H-P1075 als Radioligand untersucht. Die Studien von Frau Eva StauR zeigten, dass
Inhibitionskonstanten, die mittels *H-P1075/GBC-K ompetition an Membranen, welche die
regulatorische Untereinheit SUR2A bzw. SUR2A(Y 1206S) alleine enthielten, die wahre in
Experimenten mit *H-GBC ermittelte Affinitat des Blockers unterschatzen (Dissertation von E.
Staul3).

AnMembranen ausHEK293-Zdlen, diemit SUR2A (Y 1206S)- und Kir6.2-DNA im molaren
Plasmidverhaltnisvon 1:1 (beide Sequenzen in pcDNA3.1-V ektoren) kotransfiziert wurden, kam es
zur Linksverschiebung der *H-P1075/GBC-K ompetitionskurve von K, = 130 nM (Daten von Frau
E. Staul3, dargestellt als rechte Kurve in Abb. 38) auf K; = 2,4 [2,2;2,6] nM (pK; = 8,62 = 0,02).
Dariber hinaus zeigte sich die Hemmung der spezifischen Bindung leicht biphasisch (n, = 0,81 +

0,02; graphische Darstellung nicht gezeigt). Da der Hill-Koeffizient nur geringfiigig von eins



3 Ergebnisse 131

abweicht, ist eine Auswertung der Daten nach zwei Komponenten mit V orsicht zu betrachten. Wird
sie durchgefihrt (linke Kurve in der Abb. 38), so ergibt sich eine dominante (76 £ 3 % By)
Hochaffinitatskomponente mit einem K;-Wert von 1,3 [0,93;1,8] nM und einekleine (24 £ 3% By)
Komponente mit niedriger Affinitat (21 [14;32] nM). Die Inhibitionskonstanten an
Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) errechneten sich ausden jeweiligen 1 C5,-Werten nach der Cheng-Prusoff-
Korrektur mit Faktor 1,1 (L * = 3,66 nM; K p1975 = 35 nM aus Kapitel 3.3.2). Die Bestimmung der
unspezifischen Bindung erfolgte mit 100 puM P1075 und lag im Mittel bel 9 £ 1 %. Weitere
Parameter der vorliegenden Versuchsreihe kénnen der Tabelle 23 entnommen werden.
DieLinksverschiebung und Heterogenitat der *H-P1075/GBC-K ompetitionskurve als Effekte
der Koexpression mit Kir6.2 wurden von Frau E. Staul3 ebenfalls am SUR2A-Wildtyp in
Membranen beobachtet, wobel die Affinitatserhbhung schwécher ausfiel als bei der Y 1206S-

Mutante (Dissertation von E. Stauf3).

Abbildung 38 Verdrangung von *H-P1075-Bindung )
an Kir6.2/SUR2A(Y 12065)-, und SUR2A(Y 1206S)- 2 gﬁ%ﬁ?ﬁ'
Membranen durch GBC in Gegenwart von MgATP. HC,1 = 8% -hL 00
Gemeinsame Darstellung der gemittelten, auf % Bg ’
normierten Versuchsdaten, an diedas Bindungsmodel 100 1 PC2=7.68+- 00
mit einer (SUR alleine; f=
=100* 10"(pk* -n)/(10™(pk* -n)+10"(x* -n)) bzw. zwei
(nach Koexpression; f=100-al/(1+10"(x-pk1))-(100-
al)/(1+10"(x-pk2))) Komponenten. angepasst wurde.
V ersuchsbedingungen: Inkubati onstemperatur: 37°C;
Inkubationszeit: 13 min; Inkubationspuffer: 2,2 mM
Mg?, 1 mM ATP, bel pH 7,4.

Die SUR2A(Y 1206S)-Daten stammen von Frau E.
Staufd und sind hier zu Verglei chszwecken aufgef Uhrt.
Der IC,,-Wert ist mit Faktor 1,1 zu korrigieren.
Betrachtet man die Hochaffinitdtskomponente der
Kommpetition am Kir6.2/SUR2A(Y 1206S), so stellt
man eine Verschiebung der SUR2A(Y 1206S)-Kurve 0- .
durch die Koexpression um Faktor 98 fest. 10 8 G 4

GEC g\

o SURRA(YI206S):
HC,,= 6.5+ 0.01

n, =0.96+- 0.02

[*H]P1075-Bindung (% Bs)

Tabelle 23 Verdrangung der *H-P1075-Bindung an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S)-Membranen durch GBC in
Anwesenheit von 1 mM MgATP.; Gemittelte Parameter aus n = 3 Einzelversuchen.

Rezeptor 3H-P1075 pK,1l/ pKy2/ al a2 Bror NSB Protein
(M) | Kpl (nM) | K2 (nM) | (%Bg) | (%Bg) | (fmol/mg) | (%Bror) | (mg/mi)

Kir6.2/ 3,66 8,89 7,67 76 24 42 9 0,50
SUR2A(YS) + 0,07 + 0,07/ + 0,09/ +3 +3 +3 +1 +0,04
Membr. 1,3 21

-MgATP [0,93:1,8] | [14:32]
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3.3.4 Einflussder Y 1206S-M utation von SUR2A auf die Affinitat von Glimepirid und
M eglitinid zum Kir6.2/SUR2A(Y 1206S)-K anal in intakten Zellen

Im Rahmen der Charakterisierung der SUR2A(Y 1206S)-Mutante wurde die Affinitat
ausgewahlter K, p-Kanal-Inhibitoren zum Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) in heterologen *H-GBC-
V erdrangungsexperimenten bestimmt. Uber den Vergleich der erhaltenen Inhibitionskonstanten mit
Daten ausKir6.2/SUR2A-Untersuchungen (Kap. 3.1.1) konnte der Einflussder Y 1206S-M utation
auf die Bindung verschiedener Blockerklassen an den vollstandigen, rekombinanten Kanal des
Myokards bestimmt werden. Hier wird nun die Hemmung der Radioligandbindung durch
Glimepirid und M eglitinid vorgestellt. Die Versuche mit weiteren Kompetitoren fihrten Frau Petra
Kihner und Frau Susanne Bieger durch. Die Publikation der gesamten Daten befindet sich in
Vorbereitung.

Die Bindungsstudien erfolgten bei mdglichst physiologischen Bedingungen (37°C;
sauerstoffgesattigter Inkubationspuffer, pH 7,4) und einer Inkubationszeit von 30 min an intakten
HEK293-Zellen. Die Zellen wurden ca. 48 h vor den Bindungsversuchen transient mit Hilfe von
Lipofectamin2000-Reagenz mit Kir6.2- und SUR2A(Y 1206S)-DNA bei einem molaren Verhéltnis
der Plasmide von 1,2:1 kotransfiziert. Beide DNA-Sequenzen, die fur die Kanaluntereinheiten

kodierten, befanden sich in Vektoren gleicher Promotorstarke (pcDNA3.1).

3.34.1 Verdrangung der *H-GBC-Bindung an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) durch
Glimepirid

Der A + B-Ligand Glimepirid verdrangte *H-GBC vom wildtypischen Kir6.2/SUR2A-K anal
mit einer Affinitat von 11,2 nM (Kap. 3.1.1.2). Die *H-GBC/Glimepirid-K ompetitionsexperimente
an der Kir6.2/SUR2A (Y 1206S)-M utante erbrachten nach der Cheng-Prusoff-Korrektur der 1Cgy-
Werte eine mittlere Inhibitionskonstante von 0,69 [0,55;0,87] nM (siehe Tab. 24 und Abb. 39). Im
Bereich der spezifischen Bindung, die mit 100 pM P1075 bestimmt wurde und 25 + 3 % des B;
ausmachte, verliefen die Hemmkurven homogen. Darauf deutet der durchschnittliche Hill-
Koeffizient von n, = 1,08 £ 0,01 hin.

Demnach bewirkte die Y 1206S-Mutation am SUR2A eine 16,2-fache (= 10*P¢ = 10%%)

Erhéhung der Glimepirid-Affinitat zum rekombinanten K ,;p-Kanal des Herzmuskels.
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. L L
Abbildung 39 Kompetition der *H-GBC & Verdrangung durch Glimepirict
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Tabelle 24 Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) durch Glimepirid

Mittelwerte £ SEM aus 3 Einzel experimenten.

Rezeptor ’H-GBC pK; / Ny Bs Bror Protein ApK*
(nM) Ki (nM) (%Bror) | (fmol/mg) | (mg/ml)
Kir6.2/ 1,02 9,16 + 0,05/ 1,08 75 413 0,07 1,21
SUR2A + 0,09 0,69 +0,01 +3 +53 + 0,02 + 0,05
(Y 1206S) [0,55;0,87]

* DpK, = pK; (Kir6.2/SUR2A(Y 1206S)) - pK; (Kir6.2/SUR2A)

3.3.4.2 Verdrangung der *H-GBC-Bindung an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) durch
M eglitinid

Die an Kir6.2/SUR2A-Zellen ermittelte Inhibitionskonstante fiir M eglitinid betrug 0,83 uM
(Kapitel 3.1.1.7). Die Abbildung 40 und die Tabelle 25 zeigen Daten aus drei Versuchen an
transient mit Kir6.2- und SUR2A(Y 1206S)-DNA transfizierten Zellen. In diesen Experimenten
hemmte der B-Ligand die spezifische *H-GBC-Bindung mit einer Affinitat von 3,0 [2,3;3,7] M.
Dieunspezifische Radioligandbindung wurde mit Hilfevon 100 uM P1075 bestimmt und betrug im
Schnitt 77 £ 1 % B.or. Im Gegensatz zu Glimepirid wird demnach die M eglitinid-Affinitat zum
Kir6.2/SUR2A-Kanal durch die Substitution des Tyrosinsdurch Serinin Position 1206 am SUR2A
um den Faktor 3,5 (1/10°"') erniedrigt.
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Der Hill-Koeffizient von n, = 1,15 + 0,04 ( n, =1,27 + 0,07 beim gemeinsamen Fit) weist
moglicherweise auf nennenswerte Verdrangung der unspezifischen Radioligandbindung durch hohe
M eglitinid-K onzentrationen hin (vgl. Kapitel 3.1.1.3). Diese Entwicklung wurde an Zellen die den
Kir6.2/SUR2A exprimierten nicht beobachtet, die Kompetitorkonzentration von 30 .M wurde dort
jedoch nicht eingesetzt (Kapitel 3.1.1.7).

Abbildung 40 Kompetition der *H-GBC

Bindung an Kir6.2/SUR2A (Y 1206S)

durch Meglitinid. Anpassung des

Bindungsmodells mit einer Bindungsstelle ® verdrangung durch Meglitinid:
an die gemittelten Versuchsdaten. 100 plC,, =514 +- 002

Pk, =554 LM

n, =127 +-0,07

—&- “Yerdrangung mit 100 uh P107E:
MNEE=23+-1%B;

Kurvengleichung: f=100-B4/(1+10™(n* (x-
pICs,))), wobei Bg = 77 % festgesetzt
wurde; die Cheng-Prusoff-korrigierte

=]

PHIGBC-Bindung (% Brar)

Inhibitionskurve (Korrekturfaktor = 2,5 aus B0
<> Ly =0,81 £ 0,01 nM; Kp ggc = 0,53
nM (4.3,1.3)) ist gepunktet dargestelIt. Der 40
Mittelpunkt dieser Kurve extrapoliert auf
die Abszisse ergibt den pK;-Wert v o
o4 T T . . 1

Meglitinic (- log M)

Tabelle 25 Verdrangung der *H-GBC Bindung an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) durch Meglitinid

Mittelwerte £ SEM aus 3 Einzel experimenten.

Rezeptor | *H-GBC pK; / Ny Bs Bror Protein ApK;*
(nM) Ki (LM) (%Bror) | (fmol/mg) | (mg/ml)
Kir6.2/ 0,81 5,53 + 0,05/ 1,15 7 635 0,05 -0,55
SUR2A +0,01 3,0 + 0,04 +1 76 +0,01 + 0,07
(Y1206S) [2,3;3,7]

* DpK, = pK; (Kir6.2/SUR2A(Y 1206S)) - pK; (Kir6.2/SUR2A)
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3.4 Der Zugangsweg der K,r-Kanal-Offner vom Benzopyran-Typ an ihre
Bindungsstelle: Charakterisierung der Bindungs- und Wirkungseigenschaften

von Bimakalimsulfonsaure (BM SA) und Bimakalim

Ziel der Experimente, die im folgenden Kapitel vorgestellt werden war es das
Bindungsverhalten des sauren Bimakalim-Analogons BMSA am Kir6.2/SUR2B in
Radioligandbindungsstudien in Membranen sowie an intakten Zellen zu untersuchen. Die
Membrangangigkeit von BM SA wurde an ganzen Zellen, die lediglich die b-Untereinheit SUR2B
exprimierten erforscht. Ferner galt es herauszufinden, ob und in welcher Konfiguration der
Saugelektrodentechnik BMSA als Offner des Kir6.2/SUR2B-Kanals agieren kann. In den
V ersuchen wurde parallel die ungeladene Kontrollsubstanz Bimakalim getestet. Ausdem Vergleich
der beiden Benzopyrane konnten sich Aufschliisse tiber den Zugang der K ,;-K anal-Offner zu ihrer

Bindungsstelle ergeben.

3.4.1 Bindungseigenschaften von BMSA und Bimakalim an Kir6.2/SUR2B in

M embranen

In Verdrangungsexperimenten in Membranen aus transient mit Kir6.2 und SUR2B
transfizierten HEK293-Zellen, mit *H-P1075 als Radioligand, wurden die Inhibitionskonstanten
(K;) von BM SA und Bimakalim bestimmit.

Um hochaffine *H-P1075-Bindung zu ermdglichen, wurden simtliche Messungen in
Membranen in Anwesenheit von 1 mM MgATP durchgefiihrt (Quast et al., 1993; Hambrock et al.,
1998). Abbildung 41 zeigt, dass sowohl BMSA, als auch Bimakalim in der Lage waren den
Radioliganden vollstéandig aus der spezifischen Bindung zu verdrangen. In beiden Fallen war der
Verlauf der Kompetitionskurven homogen (n,=1). Fir BM SA ergab sich eine Inhibitionskonstante
von 4,3 uM. Bimakalim verdréangte *H-P1075 mit 69 (DpK; = 1,85) mal hoherer Affinitat von
0.061 puM (Tabelle 26). Die Werte stammen aus je 3 Einzelversuchen. Fir die Cheng-Prusoff-
Korrektur der 1Cg-Werte wurde die P1075-Dissoziationskonstante in Kir6.2/SUR2B-M embranen
von 4,4 nM (Hambrock et al., 2001) herangezogen. Die Bestimmung der unspezifischen Bindung
erfolgte mit 100 uM P1075 und lag in allen Experimenten unter 30 % der totalen Bindung.
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Abbildung 41 Verdrangung der spezifischen *H-P1075 Bindung durch BM SA
und Bimakaimin Kir6.2/SUR2B-Membranen in Anwesenheit von 1 mM MgATP

BMSA: n=3; L, = 1,86 £ 0,02 nM; Proteinkonzentration: 0,48 + 0,04 mg/ml;
Bror = 44 + 16 fmol/mg; NSB bestimmt mit 100 uM P1075 = 21 + 6 % B
BM: n=3;L,=1,90 + 0,04 nM; Proteinkonzentration: 0,56 + 0,03 mg/m;
Bror = 38 = 10 fmol/mg; NSB bestimmt mit 100 uM P1075 = 21 + 6 % B+
V ersuchsbedingungen: Inkubation bei 37°C; pH = 7,4; Uber 30 min
Kurvengleichung: f=100* 10"(pk*-1)/(10™(pk* -1)+10"(x*-1))

Tabelle 26 Heterologe Verdréangung der *H-P1075 Bindung durch BMSA und Bimakalim an
Kir6.2/SUR2B-Membranen in Anwesenheit von 1 mM MgATP.

Mittelwerte £ SEM aus jeweils n = 3 Einzel experimenten

Rezeptor- Inkubations- BMSA: BM: Ki(BMSA) ApK*
Préparation Zeit (min) pK; / K; (LM) pK; / K; (LM) /Ki(BM)
/pH-Wert
Kir6.2/SUR2B 30/ 5,37+ 0,0V 7,21+0,04/ 69 1,84
-Membranen 74 4,3 0,061 [58;83] + 0,04
[4,1;4,5] [0,051;0,074]

* DpKi = pK; (BM) - pK; (BMSA)

3.4.2 Verdrangung der ®H-P1075 Bindung an Kir6.2/SUR2B in intakten HEK -Zellen

durch BM SA und Bimakalim; Abhangigkeit von der Inkubationszeit

In Membranen zeigte BM SA die Fahigkeit, ®H-P1075 Bindung an Kir6.2/SUR2B mit einer

Affinitat von 4,3 pM zu verdréngen. Als nachstes wurde das ®*H-P1075-K ompetitionsverhalten von
BM SA und Bimakalim an ganzen mit Kir6.2 und SUR2B kotransfizierten HEK-Zellen untersucht.
Ausfuhrliche Darstellung der Versuchsparameter kann der Tabelle 27 und der Legende zur
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Abbildung 42 entnommen werden.

Bei moglichst physiologischen Bedingungen (37°C; pH 7,4) wurden als Erstes die
Inhibitionskonstanten der beiden Substanzen nach einer Inkubationszeit von 30 min bestimmt.
Dabei ergab sich fur BMSA ein K;-Wert von 186 pM, fur Bimakalim von 0,036 pM. Esresultierte
also ein offenbar viel groerer Unterschied in der Affinitat der beiden Verbindungen als in

Membranen (DpK; sqien 3,72 > DpKiyempraren: 1,84)

~ 100 =
m
X 80 -
(@]
S 60 -
=
m
40 -
i ©  BM; 30 min.
= 50 | ® BMSA;30 min
EI'__| O BM; 120 min.
T m BMSA; 120 min.
= 0 - [ T I T
10 8 6 4 2

Offner (- log M)

Abbildung 42 Verdrangung der spezifischen ®*H-P1075 Bindung an Kir6.2/SUR2B durch BMSA und
Bimakalimin intakten Zellen nach 30 bzw. 120 min Inkubationszeit.

BMSA (30 min).: plCg, = 3,59 + 0,04; n=3; L, = 1,89 + 0,02 nM; Proteinkonzentration: 0,21 + 0,07
mg/ml; B;or=158 + 29 fmol/mg; NSB bestimmt mit 100 uM P1075 =11+ 4 % Bor

BMSA (120 min).: pICs, = 3,94+ 0,03; n=3; L, = 1,90 + 0,05 nM; Proteinkonzentration: 0,22 +
0,06 mg/ml; B;or=121 + 40 fmol/mg; NSB bestimmt mit 100 uM P1075 = 14 + 4 % B

BM (30 min): plCs, =7,28£0,02; n=3; L, = 1,88 + 0,03 nM; Proteinkonzentration: 0,23 + 0,06
mg/ml; B;or=149 + 40 fmol/mg; NSB bestimmt mit 100 uM P1075 = 10 + 4 % B+

BM (120 min): pICs, = 7,13+ 0,03; n = 3; L, = 1,99 + 0,2 nM; Proteinkonzentration: 0,28 + 0,08
mg/ml; B;or =.89 + 11 fmol/mg; NSB bestimmt mit 100 uM P1075 = 13 + 5 % B+
Versuchsbedingungen: Inkubation bel 37°C; pH =7,4 (Inkubationspuffer O,-begast)
Kurvengleichung: f=100* 10" (pk*-1)/(10™(pk*-1)+10"(x*-1))

Kp von P1075 an Kir6.2/SUR2B-Zellen = 3,9 nM (aus Hambrock et al., 2001)

Die gestrichelte Linie stellt den theoretischen Verlauf der BM SA-V erdrangungskurve nach 120 min
Inkubationszeit bei ungehinderter Membrangangigkeit dar. Der plC,,-Wert dieser Kurve betrégt 5,27
und errechnet sich wiefolgt:

plCyotheor. = -log((10"-(7,28-1,84))* (1+1,90nM/3,9nM))
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Die Verlangerung der Inkubationszeit auf 120 min fuhrte zu einer signifikanten (P < 0,05)
Veranderung des pK; fur Bimakalim auf 7,28 + 0,03, gleichbedeutend mit der Senkung der
Substanzaffinitat auf 0,53 pM.

Ein T-test auf der Ebene der pK;-Werte zeigte auch einen statistisch signifikanten (P < 0,05)
Unterschied zwischen den BM SA-Werten nach 30 und 120 min (pK; 59 i 3,73 = 0,03 < pK; 120 min
4,07 £ 0,08). Trotz der scheinbaren Affinitatserhthung, bedingt durch die langer werdende
Inkubationszeit, wurde der theoretische pK;-Wert fir BMSA von 5,44 (= 7,28 - 1,84), der bei
membran&hnlichen Verhaltnissen (d.h. die Offnerbindungstelle ist unabhéngig von der L okalisation
erreichbar) nach 120 min Inkubationszeit zu erwarten ware, bei weitem nicht erreicht (siehe
gestrichelte Linie in der Abbildung 42). Die Diskrepanz zwischen dem theoretischen und dem
experimentell ermittelten pK;-Wert nach 2h betrug 1,37 Logstufen.

Zwecks weiterer Annaherung an die tatsichliche BM SA-Affinitat zum Kir6.2/SUR2B in
ganzen Zellen, wurde die Inkubationszeit auf 240 min verlangert. Dieses Vorgehen fihrte jedoch
zur starken Abnahme der spezifischen ®H-P1075-Bindung. Eine zuverlassige Bestimmung der

Inhibitionskonstanten von BM SA und Bimakalim war daher bel diesen Bedingungen nicht méglich.

Tabelle 27 Verdrangung der *H-P1075 Bindung durch BM SA und Bimakaliman intakten Kir6.2/SUR2B-
Zéllen

Mittelwerte £ SEM aus je 3 Versuchen

Rezeptor- Inkubations- BMSA: BM: Ki(BMSA)/ ApK*
Préparation zeit (min) pK; / K; (kM) pK; / K; (LM) Ki(BM)
/pH-Wert
Kir6.2/SUR2B 30/74 3,73+ 0,03/ 7,45+ 0,01 5200 3,72
-Zellen 186 0,036 [4600;6000] +0,03
[162;214] [0,034;0,037]
Kir6.2/SUR2B 120/7,4 4,07 = 0,08/ 7,28+ 0,04/ 1600 321
-Zellen 85 0,053 [1100;2500] +0,09
[59;123] [0,044;0,063]

* DpKi = pKi; (BM) - pK, (BMSA)
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3.4.3 Hemmung der *H-P1075-Bindung an SUR2B (exprimiert ohne Kir6.2) durch

BM SA und Bimakalim in Ganzzellver suchen

SUR2B alleine exprimiert gelangt nicht an die Zelloberflache (Zerangue et al., 1999) und
sollte daher fr eine nichtmembrangéngige Substanz unerreichbar sein. Radioligandbindungsstudien
an ganzen, mit SUR2B transient transfizierten HEK-Zellen eignen sich somit als Test fur die
Membrangangigkeit von BM SA und Bimakalim.

Ergebnisse dieses Tests sind in der Tabelle 28 und Abbildung 43 zusammengefasst.
Vollstéandige ®*H-P1075-V erdréangung und Homogenitét der Bindungsstellen vorausgesetzt, ergaben
sich nach Cheng-Prusoff-Korrektur fir BM SA und Bimakalim K;-Wertevon 169 bzw. 0.044 pM.

Wie zu erwarten (siehe Hambrock et al., 2001), war also die Bimakalimaffinitat zu SUR2B
alleine ahnlich der Affinitat zum vollstandigen Kir6.2/SUR2B-Kanal. Die BM SA-
Verdrangungskurve hingegen erfuhr eine im Vergleich zu den im Abschnitt 3.4.1 geschilderten
Experimenten deutliche Rechtsverschiebung. Die K;-Werte von BMSA und Bimakalim
unterscheiden sich hier um den Faktor 3900 (DpK; = 3,59) und somit sehr viel starker als in

Membranversuchen (DpK; = 1,84).
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Abbildung 43 Verdrangung der spezifischen *H-P1075 Bindung an SUR2B durch BMSA und
Bimakaimin intakten Zellen.
BMSA: n = 3; L, = 2,15 + 0,11 nM; Proteinkonzentration: 0,18 + 0,03 mg/ml; Bo; = 486 + 147
fmol/mg; NSB bestimmt mit 100 uM P1075 =4+ 1 % B,
BM: n = 2; L, = 2,06 + 0,07 nM; Proteinkonzentration: 0,15 + 0,01 mg/ml; B;or = 579 + 138
fmol/mg; NSB bestimmt mit 100 uM P1075 =4+ 1 % B
V ersuchsbedingungen: Inkubation bel 37°C; pH =7,4 (Inkubationspuffer O,-begast) tiber 30 min
Kurvengleichung: f=100* 10"(pk*-1)/(10"(pk*-1)+10"(x*-1))
Die gestrichelte Linie stellt den theoretischen Verlauf der BMSA-Verdrangungskurve bei
ungehinderter Membrangéngigkeit. Der plC,-Wert dieser Kurve betrégt 5,34 und errechnet sich aus
dem pK; von BM (Tab. 28) und dem DpK; aus Tab. 26 unter Beriicksichtigung der eingesetzten
Radioligandkonzentration und der *H-P1075 Affinitét zum SUR2B (4,3 nM aus Hambrock et al.,
2001) wiefolgt: plCsytheor. = -log((10"-(7,36-1,84))* (1+2,15nM/4,3nM))
Tabelle 28 Verdrangung der *H-P1075 Bindung durch BM SA und Bimakalimin intakten SUR2B-Zellen
Mittelwerte £ SEM aus 3 (BMSA) bzw. 2 (BM) Versuchen
Rezeptor- Inkubations- BMSA: BM: Ki(BMSA)/ ApK*
Préparation zeit (min) pK; / K; (LM) pK; / K; (LM) Ki(BM)
/pH-Wert
SUR2B-Zédllen 30/74 3,77+ 0,03/ 7,36 + 0,01/ 3900 3,59
169 0,044 [3400;4500] +0,03
[147;193] [0,042;0,046]

* DpKi = pKi; (BM) - pK, (BMSA)
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Anhang:

Am Test der Membrangangigkeit scheiterte ein Versuch der

Erforschung des Zugangs zur Offnerbindungsstelle mittelsdesN-H-

aziden Cromakalim-Tetrazols S853951. Diese Verbindung solltein B ol &o
N M

ihrer Saurestarke mit einer entsprechenden Carbonsaure N/f

N
vergleichbar sein. Trotzdem verdrangtesieam SUR2B beimpH 7,4 M

und der Inkubationszeit von 30 min *H-P1075 in

Ganzzellversuchen mit gleicher Affinitat wie an Membranen (K; CH,

Abbildung 44 Strukturformel des

von ca. 35 pM). Diese Ergebnisse deuteten auf eine rasche Cromakalim Tetrazols S853951

M embranpassage des Tetrazol s hin. Eine pH-W erterhéhung (pH 8,5

und 9) oder eine Inkubationszeitverkiirzung (10 und 4 min) verschoben die Bindungskurven des
Tetrazolsund von Cromakalim jeweils nach rechts, sodassihr K;-Quotient gleich blieb. Dieszeigte,
dass das Tetrazol innerhalb dieser Zeit vollstandig die Zellmembran durchquert hatte und dass die
Einstellung des Bindungsgleichgewichts und nicht die M embranpassage zeitlimitierend war. Da
auch die Inhibierung eines potentiellen Anionentransportersim HEK293-Zellsystem durch DIDS
diesbeziglich keinen Erfolg brachte, wurde das S853951-Projekt aufgegeben. Die Suche nach

einem geeigneteren (= saureren) Offner filhrte schlieRlich zur Bimakalim-Sulfonsiure (BM SA).

3.4.4 BM SA und Bimakalim als K ,;p-K anal Offner

Die verschiedenen Konfigurationen der Saugelektrodentechnik erlauben es, die zu
untersuchende Substanz auf die zytoplasmatische (inside-out), oder die extrazelluléare (whole-cell,
cell-attached) Seite der Zellmembran zu applizieren (s. Kap. 2.2.3). In den nachfolgend
geschilderten Experimenten sollte untersucht werden, ob und in welcher Konfiguration BM SA und
Bimakalim den Kir6.2/SUR2B-Kanal aktivieren konnen.

Die Untersuchungen der Substanzeffekte erfolgten an rekombinanten Kir6.2/SUR2B-
Kandlen, die in HEK293-Zellen, als Folge einer transienten Lipofectamin 2000-Transfektion,
exprimiert wurden. DasKir/SUR-Plasmidverhéltnisbetrug 1,2:1. Um die Kanaldichte zu reduzieren
wurde bei den Transfektionen fir die Ganzzellexperimente eine geringere DNA-Menge (1pg) pro

Schale verwendet (siehe Kap. 2.2.1.4.3).



3 Ergebnisse 142

3441 Wirkung von BM SA und Bimakalim auf den Kir6.2/SUR2B-K anal in der

inside-out-K onfigur ation

Nach dem Zustandekommen eines Abdichtwiderstandes im GQ-Bereich, zwischen der
Patchpipette (Pipettenwiderstand um 1M Q) und der ausgewdahlten griin fluoreszierenden Zelle
wurde durch Zurickziehen der Pipette ein Membranstiick von der Zelle abgel6st. Die nun
zugangige innere Seite der Zellmembran konnte der Einwirkung der Perfusionsl ésung ausgesetzt
werden. In nukleotidfreier Standard-Kalium Losung (Kap. 2.1.4.3.3) entwickelte sich ein Strom
zwischen 250 und 2500 pA, der durch 1 mM ATP blockiert werden konnte (I« s1p)-

DieWirkung der Benzopyraneauf die K ,rp-Kanaewurdein Anwesenheit von 1 mM MgATP
untersucht. Zum einen dient der MgATP-Block in Abwesenheit potentieller Offner zur Ermittiung
der Basidlinie (= kein I, ,1p), Zum anderen benétigen Offner hydrolysierbare Mg-Nukleotide um
binden und wirken zu kénnen (Schwanstecher et al., 1992b; Schwanstecher et al., 1998; Quast et
al., 1993; Hambrock et al., 1998). Als Bezugsgrofe fur die Quantifizierung der Kanalaktivierung
dientel,tpin nukleotidfreier LOsung. Die dargestellten Experimente dienten nicht zur Bestimmung
einer vollstédndigen Konzentrations-Wirkungs-Kurve, vielmehr sollte der Nachweis einer
Kanalaktivierung bei vergleichbaren Substanzkonzentrationen erbracht werden.

BM SA wurdein einer Konzentration von 100 uM eingesetzt und sollte in ihrer Wirkung mit
der von 1 und 50 uM Bimakalim verglichen werden. Die Wahl von Konzentrationen, die vielfach
Uber den I nhibitionskonstanten aus den Radioligandbindungsstudien an M embranen liegen (BM SA:
4,3 uM; BM: 0,061 uM), folgte den Erkenntnissen von Quast et al., 1993 und Schwanstecher et al .,
1998, dass die Konzentrations-Wirkungskurve fir Offner um den Faktor 5 bzw. 10 rechts der
Bindungskurve liegt.

Aus der Abbildung 45a geht hervor, dass die Applikation von 100 pM BM SA zum starken
Anstieg des I p fUhrte. Diese Beobachtung bestétigte sich in 3 weiteren Experimenten. Im
Durchschnitt wurde eine Aktivierung von 72 = 11 % des I ,1p in Nukleotidfreier L 6sung gemessen.
Die mittlere Effekt-HWZ betrug 0,4 min. Der BM SA-induzierte Strom war vollstandig reversibel
und GBC-empfindlich.
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Bimakalim hatte erwartungsgemaR ebenfalls Offnerpotential. Die Originalspur in der
Abbildung 45b zeigt ein charakteristisches Beispiel, ausgewdahlt aus n = 5 Versuchen. Die
Stromentwicklung nach Zugabe von 1 pM Substanz verlief langsam und hatte eine komplexe
Kinetik. Nach kumulativer Gabe von 50 pM Bimakalim kam es zu einer weiteren schnellen
Kanal6ffnung die vollstéandig reversibel war. Im Schnitt betrug die Aktivierung durch 1 pM
Bimakalim 57 £ 7 % des I 1p, bei einer Effekt-HWZ von 1,8 min Die sattigende

Bimakalimkonzentration bewirkte einen Stromanstieg auf 81 + 4 % (<> HWZ: 0,1 min).

a b
1M GBC
100 pd BMsA |, I HMGBC 1 50 UM B
| 1M MoATP "*"*‘ 10 1M MgATP ’

500 pA

1 min I

Abbildung 45 Aktivierung der Kir6.2/SUR2B-Kanad e durch BM SA (@) und Bimakaim (b) in Anwesenheit von
1 mM MgATP in der Inside-Out-Konfiguration.

DieOrigina spuren wurden bel Raumtemperatur (ca. 22°C) und einemHaltepotentia von -50 mV aufgezei chnet.
Im Bad und in der Pipette befand sich K*-HEPES-L6sung (s. Kap. 2.1.4.3.1.2). Aus der Perfusionsapparatur
stromte mit konstanter Flussrate nukleotidfreie bzw. 1 mM MgATP-haltige Kalium-Standard-L&ésung (+/-
Pharmakon; siehe Kap. 2.1.4.3.3)

a 100 pM BMSA-Zugabe (grauer Balken) aktiviert ca. 70 % des I e IN Nukleotidfreier Lésung
(Unterbrechungen des schwarzen 1 mM ATP-Balken). Zusétzliche Applikation von 1 uM GBC inhibiert diesen
Strom vollsténdig. Der GBC-Block ist nach einer kurzen Auswaschphase reversibd.

b: 1 uM Bimakalim (grauer Balken) und darauffolgende Gabe von 50 uM BM (schwarzer Balken) aktiviert hier
den I arp aUf 40 bzw. 70 %. Die Strominduktion ist reversibel. Es tritt kein Rundown auf.
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3.4.4.2 Wirkung von BM SA und Bimakalim auf den Kir6.2/SUR2B-K anal in der

Ganzzell-K onfiguration

In den Whole-cell-Messungen wurden die zu testenden Substanzen im Badpuffer (Na'-
HEPES; siehe Kap. 2.1.4.3.1.1) gelost, auf 37°C temperiert und konnten so, die Messkammer
durchstréomend, auf die Aul3enseite der Zellmembran einwirken. Dabei wurde der Einflussvon 100
pM BMSA und 1 pM Bimakalim auf den basalen K,;p-Strom untersucht, der sich nach der
Herstellung der Ganzzellableitung und dem Ldsungsaustausch zwischen der Pipette
(Pipettenwiderstand: 3-5 MQ) und dem Zdlinneren entwickelte. Um das basal e Stromniveau niedrig
zu halten, enthielt die K*-Glutamat Pipetten-L6sung 3 mM MgATP. Zu starke Kanalaktivitat vor
der Zugabe eines Offners begrenzt dessen potentielle Effektamplitude, da ab einer Stromstérke von
> 1 nA zunehmend mit Schwierigkeiten bei der Potentialklemme zu rechnen ist.

In jedem der vier durchgefiihrten Experimente resultierte aus der Applikation der gewahlten
Bimakalim-Konzentration ein rascher (HWZ < 0,5 min) und starker Anstieg des | ,1p- Eine genaue
Quantifizierung dieses Effektes ist anhand der vorliegenden Daten nicht maglich, da der induzierte
Strom trotz MgATP haufig zu gro3 wurde und dadurch zum Verlust der stabilen Whole-cell-
Konfiguration fuhrte, bevor ein Gleichgewichts-Zustand erreicht war.

Keine Aktivierung der K,;p-Kanédle konnte hingegen in gleichen Versuchen unter der
Einwirkung von 100 uM BMSA beobachtet werden. Der Verlauf eines charakteristischen

Einzelexperimentsist in der Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46 Wirkung von BMSA und Bimakalim (BM) auf die Kir6.2/SUR2B-Kande in der
Ganzzellkonfiguration. Beispiel ausn = 4 Versuchen.
Das Testpotential wurde periodisch von -110 bis +10 mV in 20 mV-Schritten variiert. Ausgewertet
wurde der Stromverlauf bel -60 mV.
Waéhrend der Dialyse der untersuchten Zelle mit der 3 mM ATP-haltigen Pipettenl 6sung entwickelt
sich ein basaler K p-Strom und erreicht nach ca. 5 min eine stabile Plateauphase. Die Applikation
von 100 pM BMSA Uber 4 min hat keinen Einfluss auf die Stromentwicklung. Die deutliche,
schnelle (HWZ = 0,4 min) Kanal aktivierung nach der Auswaschphaseist auf die Offnerwirkung von

Bimakalim zuriickzufiihren. Dieinduzierten Strome verkleinern sich beim Auswaschen der Substanz
und werden schliefdlich vollsténdig durch GBC inhibiert.

3.44.3 Wirkung von Bimakalim auf den Kir6.2/SUR2B-Kanal in der Cell-

attached-K onfiguration

Uberraschend ist die sehr schnelle Aktivierungskinetik von Bimakalim in der
Ganzzellkonfiguration verglichen mit dem verhaltnismafig langsamen Bimakalimeffekt in den
Inside-out-Experimenten. Diese Tatsache kénnte als ein Hinweis auf eine von auf3en zugangliche
Bimakalim-Bindungsstell e gedeutet werden. Unklar ist aber der Anteil der Zellmembranpassage an
der Effektkinetik. Gut vorstellbar ist ebenfalls, dass die Bimakalim-vermittelte

Aktivierungsgeschwindigkeit an den konfigurationsabhangigen Zustand der Kanéle entscheidend

gekoppelt ist.
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Abbildung 47 Wirkung Bimakalim (BM) auf die Kir6.2/SUR2B-Kanéle in der cell-attached-Konfiguration.

Beispiel aus n = 3 Versuchen
Die Originalspur wurde bei 37°C und einem Haltepotentia von -50 mV aufgezeichnet. ImBad und in der Pipette

befand sich K*-HEPES-Ldsung (Kap. 2.1.4.3.1.2).

Nach der Bildung eines Abdichtwiderstandes im GQ-Bereich befindet sich die untersuchte Zelle in der cell-
attached-Konfiguration. Die Kanal aktivitét liegt auf dem Einzelkanalniveau (Spur in der ovalen Einfligung). Die
Applikation von 1 M Bimakalim (grauer Balken) fiihrt rasch (Effekt HWZ = 0,9 min) zu einem Stromanstieg.
Wahrend der Auswaschphase und der anschlief3enden Einwirkung von 1 pM GBC (schwarzer Balken) verringert
sich die Kana aktivitét, erreicht jedoch nicht den Ausgangslevel (gestrichelte Gerade). Nach dem Absetzen von
GBC steigt der Einwartsstromwieder an. Dies deutet darauf hin, dass ein Anteil an BM immer noch am Rezeptor
gebunden ist. Auch dieser Anstieg ist GBC-empfindlich.

In 3 cell-attached-Versuchen erfolgte die Bimakalimapplikation Uber das Bad auf die
extrazellulére Seite der Membran aufRerhalb der Pipettenmiindung und fiihrte jedes mal zu einer
schnellen (<>HWZ = 1,1 min) Aktivierung der K, p-Kanale. Da nur Stréme aus dem
M embranbereich unter der Pipette (0,8 - 1 MQ) erfasst wurden, muf3te Bimakalim einmal (bei einer
vom Zytosol erreichbaren Bindungsstelle), oder zweimal (bei einer von auf’en zugéngigen
Bindungsstelle) dieZellmembran passieren um wirken zu konnen. Diese Wirkung und insbesondere
ihre Halbwertszeit kann somit im Vergleich mit den Ergebnissen der i/o- und wc-Experimenten

wichtige Einblicke in die Abhangigkeit der Effektkinetik von der M embranpassage gewahren.
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4  Diskussion

4.1 Selektivitat der insulinotropen Substanzen fur die K ,1p-K analsubtypen

AuRBer in der b-Zelle findet man K,;-Kanéle in einer Vielfalt an Zelltypen. Im Herz-
Kreislaufsystem zum Beispiel spielen diese Kanéle einewichtige physiologische Rolle (Quast et al.,
2004; s. auch Kap. 1.2.6). Blockade der kardiovaskuléren K ,p,-Kanéle wahrend einer Diabetes-
Typ2 Therapie mit nicht hinreichend selektiven Sulfonylharnstoffen oder Gliniden kénnte mit
ernsten Nebenwirkungen assoziiert sein. Wegen widerspriichlichen Ergebnissen aus klinischen
Studien (Meinert et al., 1970; Simpson et al., 2006 vs. Autoren der UKPD S-Studie, 1998; Stevens
et al., 2004) kann die Sicherheit des SU/Glinid-Einsatzes nicht abschlie3end beurteilt werden. Eine
ausgepragte Pankreas-Selektivitat gilt somit weiterhin als ein wichtiges Sicherheitskriterium. Die
Datenlage zur Selektivitét der SU und Glinide ist jedoch unvollstandig und nicht widerspruchsfrei
(Prokset al., 2002; s. auch Kap. 1.2.8.1).

Inunserer Arbeitsgruppe wurde deshalb die Affinitat der insulinotropen V erbindungen (A+B-
Liganden: GBC, Glimepirid, Gliquidon; A-Liganden: Gliclazid, Glibornurid, Nateglinid; B-
Liganden: Meglitinid, UL-DF9, Repaglinid, AZ-DF265; Strukturformeln s. Abb. 6) zu
rekombinanten Kir6.2/SUR1-, Kir6.2/SUR2A- und Kir6.1/SUR2B-Kandalen mittels Verdrangung
des Radioliganden *H-GBC bestimmt. In Experimenten an SUR2-Isoformen ist die Wahl des
Radioliganden bei der Charakterisierung der Blockerbindung entscheidend. In der Verdrangung des
radioaktiv markierten Offners*H-P1075 durch GBC, bei der die negativ all osterische K opplung der
jeweiligen Bindungsregionen ausgenitzt wird, fihrt zu Unterschétzung der wahren GB C-Affinitat
(Russ et al., 1999; Hambrock et al., 2001). Es ist wahrscheinlich, dass dies ebenfalls fir weitere
Blocker qilt.

Die Bindungsstudien am Kir6.2/SUR1 und Kir6.2/SUR2A wurden grof3tenteils im Rahmen
dieser Arbeit durchgeftihrt. Die Ergebnisse wurden im Kapitel 3.1.1 vorgestellt; deren
zusammenfassende Darstellung ergénzt mit Daten von Frau Petra Kihner befindet sich in der
Tabelle 29 und in der Abbildung 48. In elektrophysiologischen Experimenten wurde zudem die
Wirkung von Repaglinid und GBC auf Kir6.2/SUR1, Kir6.2/SUR2A und Kir6.1/SUR2B

untersucht. Die Ergebnistbersicht befindet sich in der Tabelle 30.
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Tabdle29Vergleich der Affinitat von Kir6.2/SUR1 und Kir6.2/SUR2A fur Sulfonylharnstoffeund Glinide

Substanzen Kir6.2/SUR1 Kir6.2/SUR2A DpK;* frx
(Ligandentyp) pK, K; (NM) pK; K; (nM)
Glibenclamid 9,35 0,45 8,21 6,2 1,14 14
(A+B) +0,08 [0,31;0,65] +0,02 [5,6:6,8] + 0,08 [10;20]
Glimepirid 9,24 0,58 7,95 11,2 1,29 19
(A +B) +0,02 [0,52;0,63] +0,02 [10,2;12,3] +0,02 [18;21]
Gligquidon 8,51 31 6,93 117 1,58 38
(A +B) +0,05 [2,5;3,9) +0,02 [107;129] +0,05 [30;48]
Gliclazid 6,16 692 5,13 7413 1,03 11
(A) +0,06 [525;912] +0,01 [7079;7762] +0,06 [8;14]
Glibornurid 6,44 363 5,17 6761 1,27 19
(A) +0,02 [331;398] +0,02 [6166;7244] +0,03 [16,22]
Nateglinid 6,46 347 4,99 10233 1,47 30
(A) +0,01 [331;363] +0,04 | [8511;12303] | +0,04 [25:35]
Repaglinid 9,14 0,72 8,81 1,55 0,33 2,1
(B) +0,04 [0,60;0,87] +0,02 [1,41;1,70] +0,04 [1,8;2,6]
(-)-AZ-DF 265 8,43 3,7 7,60 251 0,83 6,8
((B) +0,06 [2,8;4,9] +0,02 [22,9;27,5] + 0,06 [5,1;8,9]
Meglitinid 5,50 3162 6,08 832 -0,58 0,26
(B) +0,03 [2754;3631] +0,05 [661;1047] +0,06 | [0,20;0,35]
UL-DF9 4,38 41687 5,52 3020 -1,14 0,07
(B) +0,01 | [39811;43652] +0,03 [1820;5012] +0,11 | [0,04;0,12]

* DpK, = pK; (Kir6.2/SURL) - pK; (Kir6.2/SUR2A)

*% f = 10ApKi

Grau unterlegt sind Felder mit Ergebnissen von Frau Petra Kihner.
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Tabelle 30 Vergleich der Wirkung von Repaglinid und Glibenclamid am Kir6.2/SUR1, Kir6.2/SUR2A und Kir6.1/SUR2B

Kand REP GBC

ICs, (NM) a(% lgarp) | f* ICs, (NM) a(% lgam) | f*
Kir6.2/SURL: - -
wcC <0,5 100 <0,05 100

(10 nM: 100 % Block) (1 nM: 100% Block)
i/o 0,79 nM 86+1 0,48 nM 86+0,2
Kir6.2/SUR2A:
ale 15 nM 86+ 2 >30 | 51 nM 56+ 3 >1020
schwache Responder | 26 nM 81+3 >52 | 151 nM 53+4 >3020
starke Responder 1,6 nM 100 >3 | 40nM 89+1 >800
Kir6.1/SUR2B 29 nM 94 +2 >58 | 56 nM 100 >1120

Bedingungen:

wc: Pipettee MgATP 1 (mM); MgGDP 0.27; Mg, 0.7, KGlu 132, EGTA (5); Bad: NaHEPES + Gluc (11); 37 °C
i/o: Pipette = Bad: K-HEPES + Gluc (11); Perfusionsldsung: K-Hepes + MgUDP 0.3; MgATP 0.03, Gluc 11, EGTA 5,22 °C
* f = |Cyy(Kir6.x/SUR2x; we) / IC,, (Kir6.2/SURL,; i/0)

4.1.1 Vergleich der Affinitat der Sulfonylharnstoffe und Glinide zu Kir6.2/SUR1
(Pankreas) und Kir6.2/SUR2A (M yokard)

Inder Abbildung 48 ist bei A+B-Liganden, verglichen mit reinen A-Liganden, ein Gewinn an
Affinitdt zu Kir6.2/SUR1 und Kir6.2/SUR2A erkennbar. Diese Beobachtung ist fur die
Sulfonylharnstoffe der 2. Generation charakteristisch. Bereits seit langem existiert die Hypothese,
dassdie Erweiterung der Sulfonylharnstoffstruktur um ein zusétzliches, iber ein Amid verknipftes,
lipophiles Zentrum eine affinitatserhdhende Wechselwirkung mit SUR-Strukturen mdglich macht,
dievon kurzkettigen Sulfonylharnstoffen und Gliniden nicht erreicht werden (Brown und Foubister,
1984). Darauf basiert auch die Einteilung der Blocker in 3 Ligandklassen (A-, A+B-, und B-
Liganden; siehe Einleitung). Es gibt Hinweise, dass bei der Ausbildung dieser Bindungstasche (=
Bindungsregion B) die zytosolische Schleife Nr. 3 des SUR beteiligtist (Aguilar-Bryan et al., 1995;
Mikhailov et al., 2001; Zusammenfassung bei Bryan et al., 2005), eine Region die bei SUR1 und
SUR2 weitgehende Sequenzhomologien aufweist (Bryan et al., 2005). Interaktionen der Blocker

mit dieser SUR-Region sollten sich durch einen Verlust an Pankreassel ektivitat bemerkbar machen.
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Trotzdem konnten wir in unseren Bindungsversuchen keine Unterschiede in der Pankreassel ektivitét
zwischen A- und A+B-Liganden feststellen. Aus der Korrelationsanalyse in der Abbildung 48 geht
hervor, dassA-Liganden und A+B-Ligandenim Mittel eine Pankreassel ektivitét von 19[13;28] (10
129+0.08) qufweisen. Dievon Chachin et al., 2003 fiir Nateglinid beschriebene, sehr stark ausgeprégte
Kir6.2/SUR1-Selektivitat in der Potenz (Faktor ca. 1000) kann somit nicht alleine durch
Unterschiedein der Affinitéat erklart werden. Die Diskrepanz in der Nateglinid-Selektivitat zwischen
den elektrophysiologischen Daten und der Radioligandbindung deutet auf Unterschiede in der
Signaltransduktion bei den Kanalsubtypen hin.

Bel der Erstellung der Korrelationsgeraden (Abb. 48) wurden die reinen B-Liganden nicht
berticksichtigt. Ausder L age der Substanzpunkte geht hervor, dassinnerhalb der B-Ligand-Gruppe
eine Differenzierung vorgenommen werden muss. Repaglinid und AZ-DF 265 wiesen eine zwar
reduzierte, jedoch statistisch signifikante Kir6.2/SUR1-Sel ektivitat auf, wohingegen M eglitinid und
UL-DF9 stérker an Kir6.2/SUR2A banden. Ferner war die Affinitét von Repaglinid und AZ-DF
265 zu beiden Rezeptorsubtypen insgesamt hoher als die von Meglitinid und UL-DF9. Alle vier
Verbindungen sind Benzoesaurederivate und verfligen als B-Liganden Uber die charakteristische
Carboxamid-Struktur. Molekulare M odelierung zeigt jedoch dartiber hinaus, dass bei Repaglinid
und AZ-DF 265 ein Piperidino-Substituent aus der gemeinsamen Pharmakophore hinausragt
(Hansen et al., 2002). Diese lipophile Teilstruktur (Grell et al., 1998) kdnnte mit weiteren, fur
M eglitinid und UL-DF9 unerreichbaren Rezeptorregionen interagieren und dadurch zu einer, in der
Summe, starkeren Piperidinoblocker-Bindung beitragen. Im nachsten Kapitel wird die Rolle des
Kir6.2-N-Terminusbei der Ausbildung der Hochaffinitatsbindungsstellefir Repaglinid und AZ-DF
265 ausfuhrlich diskutiert. Vorweg sei erwahnt, dass die Affinitat von Repaglinid und AZ-DF 265
zum SUR1 durch die Koexpression mit Kir6.x stéarker erhoht wurde, als die der restlichen K o1p-
Kanal-Inhibitoren.

Eine Quantifizierung des Effektes der Koexpression am wildtypischen SUR2A in
Bindungsversuchen mit *H-GBC als Radioligand war nicht méglich (siehe Kap. .3.3.1.3). Frau
Susanne Bieger konnte die erhéhte *H-GB C-Affinitat zu der SUR2A (Y 1206S)-M utanten (Stephan

et al., 2005) nitzen und bestimmte in ihrer Promotionsarbeit den Einfluss der Koexpression mit
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Abbildung 48 Selektivitédt der insulinotropen
Verbindungen als Vergleich der Affinitdten

(a_ufgetraga‘n as pKiTWerte aus der Tabelle 29) an 10 A-Liganden GBC o
Kir6.2/SUR1 und Kir6.2/SUR2A. A+B-Liganden REP.”
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Selektivitétsgrenze dar. Substanzen oberhalb der 9 1® B-lLiganden b
Linie sind Kir6.2/SUR1-selektiv, Substanzen GLIOQ I /
unterhalb der Linie binden starker an — 3 AZ—DF//
; o
Kir6.2/SUR2A. S //
Die orange Korrelationsgerade wurde aus Punkten ¢ 7
gebildet, dieA- und A+B-Liganden reprasentieren. 1 7 S
Reine B-Liganden wurden dabei nicht € NAT y
beriicksichtigt. Die Steigung der Geraden wurde <. GLIB
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Korrelationskoeffizient von 0,9907 und ein < GUC//*MEG
Ordinatenabschnitt von 1,29 + 0,08. /s
5 4 slope =1
e UL-DF r=0.9907
’ L d=1.29 +-0.08
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pK, (6.2/SUR2A)
Kir6.2 auf die Bindungsstérke von Repaglinid und AZ-DF 265 zum SUR2A(Y 1206S) (siehe Abb.
53). Fir Repaglinid und AZ-DF265 zeigte sich in diesen Studien ein geringerer Effekt als am
SURL1. Eine Ubertragung dieser Erkenntnisse auf den Wildtyp ist nicht abwegig, da davon
auszugehen ist, dass die Y 1206S-Mutation keinen wesentlichen Einfluss auf die Bindung der
Piperidino-Blocker an SUR2A ausiibt (Hansen et al., 2002). Noch geringer fiel der Effekt der
Koexpression mit Kir6.1 auf die Bindung der Piperidino-Glinide an SUR2B(Y 1206S) (bestimmt
von Herrn Felix Wolf; Dissertation in Vorbereitung). Ausdem kleineren EinflussdesKir6.1 auf die
Repaglinid-Bindung an SUR2B resultiert vermutlich auch die relativ niedrige Affinitat dieser
Substanz an den wildtypischen rekombinanten vaskularen K ,rp-Kanal (K; = 15 nM; bestimmt von
Herrn Marcus Winkler; Publikation in Vorbereitung). Umgekehrt liegt der Grund fir die
(begrenzte) Pankreasselektivitdt von Repaglinid in der ausgesprochen ausgepragten
Affinitatserh6hung durch Kir6.2 am SURL1. Die Pankreasselektivitat fir GBC und andere A bzw.
A + B-Liganden hat dagegen ihren Ursprung in der stdrkeren Bindung an SUR1 alleine, da die

Koexpression mit Kir6.x deren Affinitat zum SUR nur geringfligig verbessert.
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4.1.2 Vergleich der Wirkung von Repaglinid und Glibenclamid an Kir6.2/SUR1
(Pankreas), Kir6.2/SUR2A (M yokard) und Kir6.1/SUR2B (GefaBmuskel)

Repaglinid, der einzige B-Ligand der als orales Antidiabetikum zugelassen ist, band an
Kir6.2/SUR1 nur geringfugig stéarker (Faktor 2,1) als an Kir6.2/SUR2A. GBC, einer der am
haufigsten verschriebenen insulinotropen Arzneistoffe zeigte hingegen in der Radioligandbindung
eine dem Durchschnitt entsprechende Kir6.2/SUR1-Selektivitét. Im folgenden Kapitel werden die
Ergebnisse aus el ektrophysiol ogi schen Untersuchungen der Wirkung von Repaglinid und GBC auf
dieKir6.2/SUR1-, Kir6.2/SUR2A- und Kir6.1/SUR2B-Kanéle (Kap. 3.1.2) diskutiert.

4121 Wirkung von Repaglinid und Glibenclamid am pankr eatischen K ,;p-K anal

(Kir6.2/SUR1)

Die Tabelle 30 zeigt, dass in der Ganzzellkonfiguration der Saugelektrodentechnik bei
moglichst physiologischen Bedingungen die Potenz von Repaglinid und GBC am Kir6.2/SUR1 am
starksten war. Verglichen mit Kir6.2/SUR2A wurden auch Unterschiede in der intrinsischen
Effizienz sichtbar. Die prazise Quantifizierung der Selektivitétsfaktoren erwies sich jedoch als
schwierig. Wegen der hohen Potenz von GBC und Repaglinid am rekombinanten pankreatischen
Karp-Kanal, der Irreversibilitdt des Blocks und der langsamen Blockkinetik bei niedrigen
Inhibitorkonzentrationen in Ganzzell-Studien konnten keine aussagekraftigen Konzentrations-
Wirkungs-Kurven erstellt werden (Kap. 3.1.2.1.1). Dank der schnelleren Effektkinetik (s. Abb. 23,
Kap. 3.1.2.1.2) gelang jedoch die Bestimmung der 1C.-Werte fur die untersuchten Blocker am
Kir6.2/SUR1 in der Inside-out-K onfiguration (Kap. 3.1.2.1.2). Repaglinid und GBC inhibierten hier
den Kanal mit einer Potenz von 0,79 bzw. 0,48 nM. Die Ubertragung dieser Daten auf die Ganzzell-
Konfiguration ist jedoch nur eingeschrénkt moglich. An ganzen Zellen konnten sattigende
Repaglinid- und GBC-Konzentrationen die Kir6.2/SUR1-Stréome vollstandig inhibieren,
wohingegen am Patch nur ein mittlerer Block von ca. 86 % (Tab. 30) beobachtet wurde. Ferner
wirkten die Blocker in Inside-out-Experimenten weniger potent als an ganzen Zellen (s. Tab 30).
Diese Abweichungen resultierten wahrscheinlich aus Unterschieden in den Experimentbedingungen,
die einen direkten Einfluss auf den metabolischen Zustand der K ,1-Kanéle hatten. Vor allem die
Beeinflussung der Blockerwirkung durch Mg-Nukleotide kénnte in diesesm Zusammenhang von
entscheidender Bedeutung gewesen sein. Die Anwesenheit von MgADP soll den Sulfonylharnstoff-
Block verstarken. Vermutet wird die Schwéchung der aktivierenden Komponente der MgADP-

Wirkung durch die Blockerprasenz, bei unveranderter Kanalinhibierung durch MgADP (Gribble et
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al., 1997c). Versuchstechnische Zwéange erforderten in unseren Studien unterschiedliche
Simulationen der intrazelluldren Mg-Nukleotidverhaltnisse (wc: 1 mM MgATP + 0,27 mM
MgGDP; i/o: 0,3 mM MgUDP + 0,03 mM MgATP). Ebenso sind Unterschiede in der Mg-
Nukleotidempfindlichkeit vorstellbar, die sich beispielsweise aus Abweichungen in der
Versuchstemperatur (wc: 37°C, ifo: 22°C), oder Zerstérung der zelluldren Strukturen beim
Herausrei3en des M embranstiicksin der Inside-out-Konfiguration ergaben. Somit kénnen die 1Cg,-
Werte fur Repaglinid und GBC, die an Kir6.2/SUR1 in der Inside-out-Konfiguration bestimmt
wurden nur als Orientierungsgrof3e bei der Schatzung der Pankreassel ektivitat dienen.

Angesichts der messtechnischen Schwierigkeiten verwundert es nicht, dassdie Literatur sehr
Uberschaubare Daten zu Whole-cell-Untersuchungen am Kir6.2/SUR1 bietet. Die sehr hohe Potenz
von Repaglinid und GBC (89 bzw. 47 pM), die von Gromada et al., 1995 an nativen b-Zellen
neugeborener Ratten beschrieben wurde, ist mit unseren Erkenntnissen gut vereinbar. Langsame
Effektkinetik flhrte dagegen méglicherweise zur Unterbestimmung des Kir6.2/SUR1-Blocks bei
niedrigen Repaglinid-K onzentrationen und dadurch zu einem vergleichsweise hohen |C5-Wert (7,4
nM bei einem Hill-Koeffizienten von 2) an NaN ;-vergifteten Xenopus Oocyten (Dabrowski et al.,
2001).

Die rekombinanten, kardiovaskuldren K ,.-Kanéle wurden von Repaglinid und GBC in der
Ganzzellkonfiguration mit niedrigerer Potenz und reversibel inhibiert, so dass zuverlassige
Effektcharakterisierung anhand K onzentrations-Wirkungs-Kurven erfolgen konnte (s. Kap. 3.1.2.2

und 3.1.2.3).

41.2.2 Wirkung von Repaglinid und Glibenclamid am K ,;p-Kanal des
Herzmuskels (Kir6.2/SUR2A)

Bei der Analyse der Einzelversuche am Kir6.2/SUR2A empfiehlt sich eine Gruppierung in
Zellen mit hoher und niedriger Repaglinid- bzw. GBC-Empfindlichkeit. Bei der Mehrzahl an
Experimenten handelte es sich um Untersuchungen an schwachen “Respondern”. Die Stréme in
diesen Zellen konnten weder durch Repaglinid, noch durch GBC vollstandig inhibiert werden. Auch
die Potenz der beiden Blocker fiel hier geringer aus, alsan Zellen mit hoher Empfindlichkeit (T ab.
30). Dieses Verhalten erinnert an Beobachtungen an nativen K ,p-Kanélen des Herzmyokards nach
metabolischer Vergiftung bzw. Hypoxie (Findlay, 1993; Krause et al., 1995; Venkatesh et al.,
1991). Man kann also spekulieren, dass sich die Mehrzahl unserer untersuchten Zellen in einem
“angegriffenen” metabolischen Zustand befand, in dem esintrazellul&r zu einer Akkumulierung von

MgADP und konsekutiv, in Ubereinstimmung mit Erkenntnissen von Reimann et al., 2003, zur



4 Diskussion 154

Verschlechterung der Blockerempfindlichkeit kam. Beim Einsatz der Blocker als Diabetes-Typ2-
Therapeutika konnte dies sogar als positiver Aspekt gewertet werden, ware doch der hypoxische
Herzmuskel, zum Beispiel infolge eines Infarktes, gegen unerwiinschte K, ,-Kanalinhibition
geschiitzt. Problematisch wére jedoch in dem Fall ein gezielter Einsatz Kir6.2/SUR2-selektiver
Blocker (z.B. HMR 1883; Gdgelein et al., 2000) als Antiarrhythmikum, tiber dessen potentiellen
therapeutischen Nutzen bis heute kontroversdiskutiert wird (Uberblick bei Quast et al., 2004). An
intakten Xenopus Oocyten, die den rekombinanten Kir6.2/SUR2A exprimierten, beschrieben
Dabrowski et al., 2001 eine vollstandige Kanalinhibition durch Repaglinid mit einer Potenz von 8,7
nM. In unseren Versuchen konnte nur bei etwa einem Viertel der Zellen die Kir6.2/SUR2A-
Aktivitat durch Repaglinid hochpotent und ganzlich aufgehoben werden. Interessanterweise haben
wir auch bei den guten “Respondern” keinen vollen Block durch GBC erreichen kénnen. Unter
gleichen experimentellen Bedingungen konnten Hambrock et al., 2001 Kir6.2/SUR2B-Kanéle mit
GBC komplett hemmen. Da SUR2A und SUR2B nur innerhalb der letzten 42 Aminosauren
voneinander abweichen, kdnnen die Unterschiede in der intrinsischen GBC-Effizienz auf die
Abweichungen im Carboxy-Terminus zurtickgefuhrt werden. Somit bestétigt sich Sakura et al.,
1999 hinsichtlich der Betonung der Bedeutung des SUR-C-T erminus bei der Signaltransduktionin

KATP'Kanaler].

41.2.3 Wirkung von Repaglinid und Glibenclamid am K,;,-Kanal der
GefalBmuskulatur (Kir6.1/SUR2B)

Der rekombinante Kir6.1/SUR2B léasst sich sehr schwer in der Inside-out-Konfiguration
untersuchen (Satoh et al., 1998). Entsprechend wenig ist Uber die Wirkung von Repaglinid und
GBC an diesem K ,rp-Kanal bekannt. Russet al., 1999 ermittelten fur GBC in Ganzzellmessungen
bei 37°C einen IC,,-Wert von 43 nM. Die Kanalaktivitdt wurde beim Einsatz hoher
Blockerkonzentrationen vollstdndig aufgehoben. Diese Daten konnten durch unsere
Kontrollmessungen voll bestétigt werden. Die Repaglinid-Potenz von 29 nM bei einer 94 %-iger
Effizienz stellen die ersten verfugbaren Daten am vaskularen K,;,-Kanal dar und deuten im
Vergleich zum Kir6.2/SUR1 auf eine recht ausgepragte Pankreas-Selektivitét des Piperidino-
Blockershin (s. Tab. 30).
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4.1.3 Vergleich der Bindung mit der Wirkung von Repaglinid und Glibenclamid an
Kir6.2/SUR1 (Pankreas), Kir6.2/SUR2A (Myokard) und Kir6.1/SUR2B
(Gefalimuskel)

Vergleicht man die in Radioligandbindungsstudien ermittelte Affinitat von Repaglinid und
GBC an Kir6.2/SUR1, Kir6.2/SUR2A und Kir6.1/SUR2B (s. Tab. 29) mit der Potenz der beiden
V erbindungen aus unseren elektrophysiologischen Studien (s. Tab. 30) , so stellt man fest, dass die
Ubertragung der Blockerbindung in die KanalschlieRung am besten am rekombinanten
pankreatischen K ,-p-Kanal erfolgt. Hier stimmen die K- bzw. K;-Werte aus der Bindung sehr gut
mit den ICg,-Werte aus Untersuchungen in der Inside-out-Konfiguration bei 22°C tberein
(Repaglinid: K; = 0,72 nM vs. IC5, = 0,79 nM; GBC: K, = 0,45 nM vs. IC,, = 0,48 nM). Nach
unseren Erkenntnissen muss jedoch die Potenz von Repaglinid und GBC in der Ganzzell-
Konfiguration bei 37°C, also bei Bedingungen die den Gegebenheiten in Bindungsstudien
(Ganzzellversuche bei 37°C) mehr entsprechen, noch hoher liegen (s. Kap. 3.1.2.1). M 6glicherweise
geniigt die Bindung von weniger als 4 Blockermolekilen pro SUR1-Tetramer um eine
Kanalinhibierung zu induzieren. Am Kir6.2/SUR2A ist dagegen die Transduktion am schlechtesten,
wobei jedoch die Unterschiede in der Blockerempfindlichkeit beachtet werden mussen (s. Kap.
3.1.2.2). Kir6.1/SUR2B nimmt eine Zwischenstellung ein. Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven
(Repaglinid: ICg, = 29 nM; GBC: IC, = 56 nM) liegen bei diesem Kanalsubtyp etwa Faktor 2
rechts der Konzentrations-Bindungs-Kurven (Repaglinid: K; = 15 nM GBC: K, = 32 nM; Daten
von Marcus Winkler).

Die Rangfolge der K,rp-Kanéle in der Signaltbertragung entspricht der Rangfolge in der
Blockereffizienz. Esist davon auszugehen, dass die Unterschiede in der Transduktion, ahnlich wie
die Abweichungen in der Blockereffizienz, zu einem Grol3teil auf Differenzenim Nukleotideinfluss
auf die Wechselwirkungen der Blocker mit den drei Kanalsubtypen zurtickzufiihren sind. Speziell
MgATP verstarkt die Kanalhemmung durch Sulfonylharnstoffe und Glinide am Kir6.2/SUR1
(Gribble et al., 1998b), hat jedoch keinen Einfluss auf den Repaglinid-Block (Dabrowski et al.,
2001), bzw. schwéacht gar den GBC-Block am Kir6.2/SUR2A (Gribble et al., 1998b). Laut
Reimann et al., 2003 sind die Transmembranhelices 8-11 und die anschlie3enden 65 Aminosdauren

bei diesen Effekten ausschlaggebend.
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4.1.4 Bedeutung der Selektivitatsdaten fiir den klinischen Einsatz von Repaglinid und

Glibenclamid

Aus unseren Ergebnissen (Tab. 29 und 30) geht hervor, dass sowohl Repaglinid wie auch
GBC an den rekombinanten Kir6.2/SUR1 am affinesten binden und ihn am potententesten
inhibieren. Zusétzlich zeigt sich am Kir6.2/SUR2A und im Fall von Repaglinid geringfligig auch
am Kir6.1/SUR2B eineverminderte Blockeffizienz. In Anbetracht der pharmakokinetischen Daten
aus der Tabelle 31 erscheint die Kir6.2/SUR1-Selektivitdt fir Repaglinid hoch genug um
therapeuti sche Sicherheit zu gewahrleisten, zumal die Plasmahal bwertszeit dieses Glinids und somit
auch die Exposition des Korpers gegeniiber relevanten Repaglinid-Dosen relativ kurz ist
(Goodmann & Gilman’'s, 2001). Geeignete klinische Langzeitstudien missen jedoch diese
Folgerung erst bestatigen. Die Pankreasselektivitét ist fur GBC stérker ausgepragt, so dass aus
molekularpharmakologischer Sicht beim Einsatz dieses Sulfonylharnstoffsin der klinischen Praxis
keine sicherheitsrelevanten Effekte am kardiovaskuldren System zu erwarten sind. In der UKPDS-
Studie wurde ebenfalls keine erhdhte, kardiovaskulér bedingte Mortalitdt wéahrend der GBC-
T herapie beobachtet (Autoren der UKPD S-Studie, 1998). Dies galt auch fir die Patientengruppe
mit akutem Myokardinfarkt (Stevenset al., 2004).

Tabelle 31 Ausgewdhite pharmakokinetische Daten von Repaglinid und Glibenclamid aus Goodmann &
Gilman’s, 2001

Substanz Dosis; ora als Thl. (mg) Cuax (NM) Eiwei Rbindung (%) ty, (h)

Repaglinid 4mg 104 97,4 0,8+0,2

Glibenclamid 3 mg (mikronisiert) 215 99,8! 4+1
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4.2 Einflussder Koexpression mit Kir6.x und dessen N-Terminus-M utanten auf die

K ,rp-Kanal-Inhibitor-Bindung an SUR1

Zu den Besonderheiten der K ,p-Kanél e gehort die Kanalkomplexbildung zwischen strukturell

nicht verwandten Kir und SUR zu einem Heterooktamer. In diesem Komplex werden die TMDO

samt CL 3 des SUR und der Amino-Terminusdes Kir in enger Nachbarschaft vermutet (Mikhailov

et al., 2005; Babenko, 2005). Diese Region kristallisiert sich zudem, bezogen auf die vielfaltigen

W echselwirkungen zwischen den Untereinheiten, zu einem "Hot Spot" heraus. So kann die TMDO

Abbildung 49 Einfluss der Koexpression mit
Kir6.2 auf die Bindung der SU und Glinide an
SURL1 in intakten Zellen.

Die pK;-Werte an SUR1 (ale Daten von Frau
Susanne Bieger) wurden auf der Abszisse
aufgetragen; die Werte am Kir6.2/SUR1 (aus
3.1.1) auf der Ordinate.

Die gestrichelte Winkelhabierende stellt die
"Null-Effekt-Linie" dar.

Die orange Linie reprasentiert die lineare
Korrelation (Korrelationskoeffizient = 0,9968) der
Werte aller Substanzen mit Ausnahme der
Piperidino-Verbindungen Repaglinid und AZ-DF.
Sie hat die festgesetzte Steigung 1 und den y-
Achsenabschnitt von 0,52 + 0,06.

Die pK;-Werte von Glimepirid und Gliclazid am
Kir6.2/SUR1 wurden von Frau Petra Kihner
bestimmt und sind hier der systematischen
Vollstandigkeit wegen gezeigt.
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+ CL 3 stabil mit dem Kir assoziieren und dabei die Aktivitat der Pore modulieren (Babenko und

Bryan, 2003). Interessanterweise ist diese SUR-Region auch an der Bindung der Kanal-Inhibitoren

(A + B -und B-Liganden; Ubersicht in Bryan et al., 2005; Quast et al., 2004) beteiligt. Ohne die

ersten 14 Aminosauren des Kir6.2-N-Terminus hingegen funktioniert die Transduktion der

Sulfonylharnstoff-Bindung in die Kanalinhibition nicht (Reimann et al., 1999; Babenko et al.,

1999). Es Uberrascht daher nicht, dass die Koexpression mit Kir 6.2 auch die Bindung der K 51p-

Kanal-Blocker an den SUR1 beeinflusst.
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4.2.1 Koexpression mit Kir6.2 und Kir6.1

Wie der Abbildung 49 entnommen werden kann, wurde die Affinitat aller von uns
untersuchten Blocker zum SUR1 durch die Anwesenheit von Kir6.2 im Mittel um den Faktor 10 %2
+006 = 33 [2,5:4,4] erhoht. Ein vergleichbarer Effekt wurde von Russ et al., 1999 fir GBC am
SUR2B nach Koexpression mit Kir6.1 beschrieben. Gesondert ist der Einfluss der Koexpression im
Fall von Repaglinid und (-)-AZ-DF 265 zu betrachten, deren Affinitét viel strker stieg (x 126 bzw.
x 372).

Weder die Art der Rezeptorpraparation noch MgAT P hatten einen wesentlich Einflussauf die
Affinitdtserhéhung infolge der Koexpression. An Membranen in Abwesenheit von MgATP
beobachteten wir fir GBC und Repaglinid &hnliche Ausmalde des Effektes wie an metabolisch
intakten Zellen (vergleiche Abb. 50a und b) mit einer geschétzten, zytosolischen AT P-K onzentration
zwischen 3 und 5 mM (Ashcroft, 1988). Esist bemerkenswert, dass die Kir6.x/SUR1-Affinitét von
GBC und Repaglinid an Zellen generell niedriger war alsin M embranversuchen ohne MgATP. In
Ubereinstimmung mit den Erkenntnissen von Schwanstecher et al., 1991 und Hambrock et al.,
2002a wird dieses Phanomen als Konsequenz der MgATP / MgADP-Bindung an die NBFs des
SURL1 inintakten Zellen gedeutet. Diese flihrt zur Verschlechterung der Blocker-Bindung im Zuge
einer negativ allosterischen Wechselwirkung zwischen den Nukleotid- und Blocker-
Bindungsregionen (Ueda et al., 1999, Hambrock et al., 2002a).

Auch die Komplexbildung zwischen Kir6.1 und SUR1 wirkte sich bei GBC und Repaglinid
affinitatserhdhend aus (siehe Abb. 50a), jedoch signifikant geringer als nach Koexpression des
SUR1 mitKir6.2. Die Abhéngigkeit des Koexpressionseffektesvom Kir6.x-Subtyp wurde fir GBC
von Hambrock et al., 2001 ebenfallsam SUR2B in ganzen Zellen beschrieben.

Aus diesen Ergebnissen kann somit abgeleitet werden, dass die Prasenz von Kir6.x fur die
Aushildung der Hochaffinitatsbindungsstellen fiir Blocker am SUR1 essentiell ist. Esgilt vor allem
flr die atypischen B-Liganden Repaglinid und (-)-AZ-DF 265 und unterstreicht so die
Sonderstellung dieser Verbindungen. Hansen et al., 2002; postulierten fir Repaglinid und die
Sulfonylharnstoffe unterschiedliche Bindungsregionen, dadie A-Ligand- bzw. A + B-Ligand-, nicht
aber die Repaglinid-Affinitat wesentlich durch die S1237Y -Mutation am SURL1 erniedrigt werden
konnte. Auf der anderen Seite zeigten die Autoren in der gleichen Publikation, dass ®*H-Repaglinid
vollstandig durch Tolbutamid und Nateglinid aus der Bindung verdrangt werden konnte, ein
Hinweisauf die Uberlappung der Bindungsregionen (siehe Modell der Blocker-Bindungstaschenin
Kap. 1.2.8.1), oder deren allosterische Kopplung. In der Strukturiberlappung von Repaglinid und
GBC (Fig. 6B in Hansen et al., 2002) ragt der Piperidino-Substituent aus dem, den beiden
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V erbindungen gemeinsamen lipophilen Zentrum B (siehe Einleitung) heraus. Auch (-)-AZ-DF 265,
ein K r-Kanal-Blocker, bei dem wir ebenfalls einen grof3en Effekt der Koexpression beobachtet
haben, verflgt Uber eine gleichpositionierte Piperidinogruppe. Repaglinid-Analoga ohne diesen Rest
fehlt die hypoglykamische Aktivitét (Grell et al., 1998). Esist daher naheliegend die Ursachefir die
Sonderstellung von Repaglinid und (-)-AZ-DF 265 bei der Affinitatserhbhung durch die

Koexpression in der Préasenz des Piperidino-Substituenten zu vermuten.

4.2.2 Bedeutung des N-Terminus von Kir6.2 fur die Bindung der SU und Glinide an
den Kir6.2/SUR1-K anal

Mindestens zwei alternative Wege der Einflussnahme des Kir6.x auf die Blocker-Bindung
sind denkbar. Zum einen kénnten Kir6.x-Sequenzen selbst einen wesentlichen Teil der
Bindungsregion ausmachen. Zum anderen kénnte die porenbildende Untereinheit im Zuge der
Kanalkomplexbildung die Konformation des SUR veréandern und dadurch die Bildung einer
hochaffinen Bindungsstelle am SUR selbst induzieren. M dglicherweise kann die Beschaffenheit der
entscheidenden Kir6.x-Region Aufschlisse liefern, welche dieser Alternativen plausibler erscheint.
Der grof3e Effekt der Koexpression auf die Affinitét der Piperidino-Blocker erwies sich bei der
Identifikation dieser Kir-Region alshilfreichesWerkzeug. Den entscheidenden Hinweislieferten uns
die Arbeiten von Reimann et al., 1999 und Babenko et al., 1999 mit der Beobachtung, dass der
Kir6.2-Amino-Terminus, der im K,p-Kanalkomplex in der Nahe der fur die Blockerbindung
wichtigen zytosolischen Schleife Nr. 3 (CL3) vermutet wird, essentiell fir die Transduktion der
Blocker-Bindung in die KanalschlieBung ist. So konnte zum Beispiel Tolbutamid den
Kir6.2DN14/SUR1-Kanal nicht blocken (Reimann et al., 1999).

Unsere Ergebnisse zeigen nun, dass Modifikationen des Kir6.2-N-Terminus nicht nur die
Transduktion, sondern auch direkt die Bindung von GBC, Repaglinid und (-)-AZ-DF 265 an
ganzen Zellen beeinflussen (Abb. 50a). Der am N-Terminusum 10 bzw. 20 Aminosauren verkirzte
Kir6.2, koexprimiert mit SUR1, war nicht mehr in der Lage, die Affinitat der untersuchten Blocker

zu erhohen. Weitere Mutationen in dieser Region (DN5; RK,4,5,A,A) reduzierten teilweise die
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Abbildung 50 Einfluss der Koexpression mit Kir6.x auf die Affinitdt des SUR1 zu Glibenclamid, Repaglinid und
(-)-AZ-DF 265 an intakten Zellen (a) bzw. zu GBC und Repaglinid an Membranen ochne MgATP (b).

Der Effekt wird als DpK; = pK; (Kir6.x-Variante/SUR1) - pK; (SUR1) dargestellt. Dabei ist die Anderung der
Bindungsaffinitét (DpK;) der Anderung der Gibbs schen freien Enthalpie (DDG) direkt proportional, denn DDG =
1,43 DpK; (kcal/mol) (aus DG = R*T*In K; = -2,3*R*T*pK)

Auswirkungen der Koexpression. Qualitativ ahnliches wurde auch an M embranen in Abwesenheit
von MgATP beobachtet (Abb. 50b). Im Falle von GBC limitiert das geringe Effektausmal3 die
guantitative Aussagekraft. Nichtsdestotrotz zeigte sich bei diesem Sulfonylharnstoff der gleiche
Trend wiebei Repaglinid und (-)-AZ-DF 265. Unter den Piperidino-Blockern wurde die (-)-AZ-DF
265-Affinitat durch die Koexpression des SUR1 mit dem wildtypischen Kir6.2 am stérk sten erhoht.
Dieser Effekt jedoch war am empfindlichsten gegentiber Veranderungen am Amino-Terminus der

porenbildenden Untereinheit.
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DieN-Termini der beiden Kir-Subtypen 6.2 und 6.1 sind weitgehend homolog (Abb. 51). Wir
vermuten daher stark, dass hinsichtlich der wahrgenommenen Auswirkungen der K oexpression des
SUR1 mit Kir6.1 auf die Bindung der eingesetzten Blocker, ebenso der Kir6.1-N-Terminus von
entscheidender Bedeutung ist. Dieleichten subtypabh&ngigen Unterschiedeim K oexpressionseffekt
sind moglicherweise eine Folge der Abweichungen in den ersten 20 Aminosauren, jedoch kann ein

Einfluss weiter entfernter Kir-Regionen nicht ausgeschlossen werden.

Abbildung 51 Vergleich der ersten 20 Aminosauren des humanen Kir6.2 und Kir6.1.
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Die N-Terminus-M utanten sind weiterhin im Stande, mit dem SUR1 Heterooktamere zu
bilden, da sie als Offner- und ADP-aktivierbare Kanéle an der Zelloberflache exprimiert werden
(Reimann et al., 1999). Somitist nicht nur die Kanalkomplexbildung an sich, sondern zusétzlich die
Anwesenheit eines intakten Kir6.x-Aminoterminus fir die Ausbildung der Hochaffinitats-
bindungsstelle fur die K,rp-Kanal-Inhibitoren und hier vor allem der Piperidino-Substanzen
erforderlich. Weitgehend unbekannt bleibt dabei die genaue L okalisation der Kanal-Region, die mit
dem Piperidinring von Repaglinid bzw. (-)-AZ-DF 265 unmittelbar wechselwirkt. Ferner ist unklar,
ob der Kir6.x-N-Terminus direkt oder indirekt (lber die Modulation der SUR1- oder einer weiter
entfernten Kir-Konformation) an dieser Region beteiligt ist.

Der Piperidinrest liegt bei physiologischen pH-V erhéaltnissen gréfitenteils nicht protoniert vor,
ist also Bestandteil einer komplexen, lipophilen Teilstruktur der atypischen B-Liganden (Grell et al.,
1998). Somit ist anzunehmen, dass die Bindungstasche im K ,p-Kanal fur die Piperidino-Gruppe
ebenfalls einen lipophilen Charakter haben muss, um den Substituenten tber hydrophobe
W echselwirkungen binden zu kénnen. Die ersten fiinf N-terminalen Aminosauren desKir6.2 (M L
SRK) sind bisauf Leucin polar oder geladen. Trotzdem gehen nach der Entfernung dieser Resteim
Schnitt Uber 70 % des Koexpressionseffektes verloren. Die Neutralisierung von Arginin und Lysin
in Position 4 und 5 des Kir6.2 durch Alanin (Kir6.2 RK,4,5,AA) erhéht zwar die Lipophilie des N-
Terminus, schwéacht aber die Blockerbindung. Diese Beobachtungen sprechen eher gegen einen

direkten Kontakt desKir6.2-N-Terminus mit der Piperidinogruppe. Wahrscheinlicher erscheint eine
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Protein-Protein-Wechselwirkung (Kir-Kir oder Kir-SUR), welche die Formation einer hochaffinen
Bindungstasche induziert. Eine endgultige Festlegung erlauben die in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnisse jedoch nicht.

Im Januar 2005 wurden von Hansen et al., 2005 Daten publiziert, die mit einigen
Erkenntnissen unserer Arbeitsgruppe Ubereinstimmten. Auch diese Autoren beobachteten an
Membranen in Abwesenheit von MgATP eine starke Erhéhung der Repaglinid-Affinitét nach
Koexpression von SUR1 mit Kir6.2. Dieser Effekt verschwand infolge der Kiirzung des Kir6.-N-

Terminusum 14 Aminosauren.

4.3 Einfluss der Mutation Y 1206S auf die Ligandbindungseigenschaften des
Sulfonylhar nstoffrezeptors SUR2A und desK ,rp-KanalsKir6.2/SUR2A

Die im Kapitel 3.3 vorgestellten Radioligandbindungsstudien am Sulfonylharnstoffrezeptor
SUR2A verfolgten drei Hauptziele: die Untersuchung der Bindungseigenschaften von K ,1-Kanal -
Modulatoren an SUR2A und an der SUR2A(Y 1206S)-Mutante, die Spezifizierung der
Koexpressionseffekte mit Kir6.x auf die Modulator-Bindung und die Analyse der
W echselwirkungen zwischen Blockern und Offnern am Beispiel von GBC und P1075. Lediglich die
letzten 42 Aminosduren des SUR2A weichen von der Struktur der SUR-Spleil3variante 2B ab. Ein
Vergleich der Untersuchungsergebnisse aus dem Kapitel 3.3 mit Erkenntnissen Uber den SUR2B
(Hambrock et al., 2001; Russet al., 1999) tragt somit zum Verstandnis der Funktion der carboxy-

terminalen Aminosauren des SUR2 bei.

4.3.1 Bindungseigenschaften von SUR2A und Kir6.2/SUR2A; Auswirkungen der
Y 1206S-M utation am SUR2A

DieBestimmung der GBC Affinitat zum SUR2A alleinewar ausschlieRlich in homologer *H-
GBC-Verdrangung an HEK293-Zellmembranen in Abwesenheit von MgATP méglich. Bei diesen
Bedingungen band GBC an SUR2A mit einer K, von 20 nM. Durch die Anwesenheit von MgATP
in Versuchen an SU2A-Membranen wie auch an intakten, SUR2A exprimierenden HEK293-Zellen
verschlechterte sich die spezifische *H-GB C-Bindung. Darausresultierte ein ungiinstiges Verhéltnis
zwischen der spezifischen SUR2A-Bindung und den niedrigaffinen aber zahlreichen unspezifischen
Bindungsstellen, wodurch prazise Affinitatsbestimmungen verhindert wurden. Die Bemihungen,
Uber bessere SUR2A-Expression in HEK 293-Zellen (z.B durch zusétzliche transiente T ransfektion

einer permanenten SUR2A-Zellinie), diese Entwicklung zu kompensieren, waren nicht erfolgreich.
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Messungen am SUR2B (L6ffler-Walz et al., 2002) konnten zeigen, dass die V erschlechterung der
spezifischen *H-GBC-Bindung nicht durch eine Verminderung der Affinitéat erklart werden kann.
Aus Membranversuchen, die sowohl mit, als auch ohne MgATP durchgefihrt wurden, ergab sich
fir GBC ein K,-Wert von 22 nM. Vermutlich wurde dagegen die Zahl der sichtbaren
Bindungsstellen durch MgATP reduziert. Eine Bestétigung dieser Hypothese kdnnte mittels By x-
Bestimmung in Sattigungsversuchen erfolgen. Die relativ niedrige Affinitat des Radioliganden zu
den beiden wildtypischen SUR2-Isoformen, verbunden mit der hohen unspezifischen Bindung,
reduzieren jedoch die Aussagekraft dieses Experiment-Typus entscheidend.

Die *H-GBC-Affinitdt zum SUR2A im Membranversuchen wurde durch Serin in Position
1206 ca. 5 fach erhoht (Ergebniss der Arbeit von Frau Staul, publiziert in Stephan et al., 2005).
Daher wurden Séttigungsexperimente maglich, in denen sich die *H-GB C-Affinitét als unabhangig
von der MgATP-Prasenz erwies. 1 mM MQgATP reduzierte in der Tat die maximale
Bindungskapazitit (By,,,) um etwa 50 % (Daten von Herrn Holger Felsch). Qualitativ Ahnliches
wurde auch am SUR2B(Y 1206S) beobachtet (Hambrock et al., 2002a; L 6ffler-Walz et al., 2002).
Interessanterweise konnte diese Empfindlichkeit der Blockerbindung gegen den drosselnden

MgATP-Einfluss in beiden Fallen durch die Koexpression mit Kir6.2 vermindert werden.

Abbildung 52 Einflussder Y 1206S-Mutation im
SUR2A auf die Bindung der SU und Glinide an
Kir6.2/SUR2A in Ganzzellversuchen. 10
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Die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe erlauben eine Analyse der Auswirkungen der Y 1206S-
Mutation im SUR2A auf die Bindung der K, p-Kanal-Inhibitoren verschiedener Klassen an

Kir6.2/SUR2A in Versuchen an intakten HEK293-Zellen. Die Auftragung der pK;-Werte am
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Kir6.2/SUR2A gegen die Daten aus Experimenten am Kir6.2/SUR2A (Y 1206S) befindet sichin der
Abbildung 52. Bei der Beurteilung der Mutationseffekte wird die Notwendigkeit der
Datengruppierung offenkundig. Die A- und A + B-Liganden korrelieren sehr gut miteinander
(orange Korrelationsgerade). Im Mittel ergibt sich eine Affinitétserhdhung durch die M utation von
Faktor 1012993 = 13 [11;15]. In dieser Konfiguration fiel der M utationseffekt signifikant stérker
aus als am SUR2A alleine, in M embranversuchen bei fehlendem MgATP. Dort wurde die GBC-
Affinitat zum SUR2A durch die Mutation etwa 5-fach erhoht (Stephan et al., 2005). Die Bindung
der Piperidino-Glinide Repaglinid und (-)-AZ-DF265 war dagegen von der M utation unbeeinflusst.
Darauf deutet die Nahe der Substanzpunkte zur gestrichelten "Null-Effekt-Linie" in der Abbildung
52. Die typischen B-Liganden Meglitinid und UL-DF9 verloren sogar an Bindungsstérke.
Interessanterweise naherten sich die K;-Werte von Meglitinid und UL-DF9 aus den Versuchen an
Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) (3,0 bzw. 21,4 uM) den Affinitaten dieser Verbindungen zum
Kir6.2/SUR1 von 3,2 pM bzw. 41,7 pM (siehe Kap. 3.1.1). An dieser Stelle sei nochmals betont,
dass sich bel SUR2 ein Tyrosin in Position 1206, bei SUR1 jedoch in korrespondierender Position
1237 Serin befindet und essentiell bel der Bindung der A- und A + B-Liganden ist (Ashfield et al .,
1999; Hansen et al., 2002). Gut vorstellbar ist, dass dasim Vergleich zu Tyrosin verhdltnismaRig
kleine Serin eine glinstige Ausrichtung der A- und A + B-Liganden in ihrer Bindungstasche fordert.
Ob die Aminosaure direkt an der Ligandbindung beteiligt ist, bleibt ungewiss. Eine direkte
Beteiligung dieser Aminosdure an der Bildung der Bindungsstelle von den Piperidino-Gliniden
Repaglinid und (-)-AZ-DF265 gilt als unwahrscheinlich (Hansen et al., 2002). Die Reduktion der
Kir6.2/SUR2A-Selektivitat von M eglitinid und UL-DF9 durch die Y 1206S-M utation zeigt jedoch,
dass diese Region in der zytosolischen Schleife Nr.8 des Sulfonylharnstoffrezeptor einen nicht zu
ignorierenden Einfluss auf die Bindungseigenschaften der charakteristischen B-Liganden auslbt.
Wir haben esbei Y 1206 (S 1237 in SUR1) offensichtlich mit einer SUR-Aminosiure zu tun, deren
Einfluss sich auf das gesamte Protein erstreckt und méglicherweise auf3er Blockerbindung auch
W echselwirkungen des SUR mit dem Zytoskelett und den Nukleotiden beeintrachtigt (Hambrock
et al., 2001).

Im Gegensatz zu GBC wird die Hochaffinitatsbindung der Offner durch die Prasenz von
hydrolysierbaren Nukleotiden erst moglich (Schwanstecher et al., 1992b; Schwanstecher et al.,
1998; Quast et al., 1993; Hambrock et al., 1998). Die P1075-Affinitat zum SUR2A in Membranen
lag im Bereich um 20 nM und stimmte somit mit bereits friher publizierten Daten Uberein
(Hambrock et al., 1999). Fur SUR2B wurde eine 2-5 mal hohere Affinitat zu dem Cyanoguanidin-
Offner beschrieben (Hambrock et al., 1999; Felsch et al., 2004). Diese leichte SUR2B-Sel ektivitét,

beobachtet auch bei anderen Offnern (Hambrock et al., 1999), muss als eine Folge der
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Abweichungen in der C-terminalen Region der beiden SUR2-1soformen angesehen werden (s. Kap.
1.2.3).

Nach der Y 1206S-Mutation des SUR2A blieb die P1075-Bindung im Wesentlichen
unverandert, unabhéngig davon ob die Messungen ausschlielich an der regulatorischen
Untereinheit, oder am vollstandigen Kir6.2/SUR2A(Y 1206S)-Kanal getatigt wurden (siehe Tab.
20). Auch in diesem Punkt gibt es zwischen den SUR2-Isoformen weitgehend Uibereinstimmende
Ergebnisse (Hambrock et al., 2001), so dass unter Einbeziehung der ahnlichen M utationseffekte auf
die Blockerbindung an SUR2A und SUR2B, der Riickschlusserlaubt ist, dassder Carboxyterminus
des SUR2 die Folgen der beschriebenen Tyrosinsubstitution durch Serin auf die Bindung der K ¢

Kanal-M odulatoren an SUR2 nicht wesentlich beeinflusst.

4.3.2 Effekt der Koexpression mit Kir6.x auf die Bindungseigenschaften des SUR2A
und SUR2A(Y 1206S)

Die Affinitatserhhung des SUR1 zu den K,;s-Kanal-Inhibitoren, insbesondere der
Piperidino-Glinide, durch die Koexpression mit Kir6.x und die entscheidende Rolle des Kir6.2-N-
Terminus im Bezug auf dieses Phanomen wurde in dieser Arbeit bereits diskutiert (Kap. 4.2). Die
GBC-Affinitat zum SUR2B und SUR2B(Y 1206S) wurde infolge der Koexpression mit Kir6.x
ebenfalls erhtht, jedoch nur in Ganzzellversuchen (Russ et al., 1999; Hambrock et al., 2001).
Betrachtet man den Wildtyp, so gilt Ahnliches auch am SUR2A. Obwohl eine genaue Bestimmung
der GBC-Affinitat an Kir6.2/SUR2A in Membranversuchen auch ohne M gAT P nicht méglich war,
muss man, aufgrund der vorliegenden Daten (Kapitel 3.3.1.2), doch davon ausgehen, dass die
Dissoziationskonstante am SUR2A (20 nM) durch die Koexpression mit Kir6.2 nicht wesentlich
erniedrigt wurde. An intakten Zellen konnte die GBC-Affinitdt zum vollstandigen rekombinanten
K rp-Kanal des Herzmuskels ermittelt werden (6,2 nM), nicht jedoch die zur regulatorischen
Untereinheit SUR2A alleine (s.0.). Somit ist eine prazise Quantifizierung des Effektes der
K oexpression nicht méglich. Die Tatsache jedoch, dass die Amplitude der spezifischen *H-GBC-
Bindung in Experimenten am transient exprimierten Kir6.2/SUR2A grofl3er war als am permanent
exprimierten SUR2A, ist alsHinweisauf eine erhdhte Radioligand-Affinitat zu werten. Zusatzliche
Faktoren, die in der Membranpraparation fehlen, sind offensichtlich beim Zustandekommen des
K oexpressionseffektes notwendig. Das intakte Zytoskel ett gehort vermutlich nicht dazu, da seine
Beeintrachtigung durch Cytochalasin D weder die Bindung noch die Wirkung am Kir6.2/SUR2B
und Kir6.2/SUR2B(Y 1206S) beeinflusst (Hambrock et al., 2001).

Anders als am SUR2B(Y 1206S) und insofern tberraschend wurde von Frau Eva Staul3
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Abbildung 53 Einfluss der Koexpression mit
Kir6.2 auf die Bindung der SU und Glinide an
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beobachtet, dass die Koexpression mit Kir6.2 die GBC-Affinitat zum SUR2A(Y 1206S) auch in
Experimenten an M embranen erhoht, insbesondere in Gegenwart von MgATP (Stephan et al.,
2005). Dieser Unterschied zwischen den SUR2-1soformen hebt die Rolle des Carboxy-T erminus bei
der Kir-SUR-Kupplung und der dadurch bedingten V erbesserung der GBC-Bindung hervor.

Die Abbildung 53 zeigt den Einfluss der Koexpression mit Kir6.2 auf die Bindung
ausgewahlter Sulfonylharnstoffe und Glinide an SUR2A (Y 1206S) in Ganzzellversuchen. In dieser
Graphik wurden die pK;-Werte der Blocker zum SUR2A (Y 1206S) und Kir6.2/SUR2A(Y 1206S)
gegeneinander aufgetragen. Ausden resultierenden Punkten wurde eine Korrelationsgerade mit der
Steigung 1 gebildet (orangeLinie). Der extrapolierte Ordinatenabschnittd= 0,79 + 0,11 isteinMal3
fir den K oexpressionseffekt. Demnach stieg die Affinitét der untersuchten Blocker im Mittel um den
Faktor 10%7°*%11 = 6,2 [3,7;10,2]. Statistisch gesehen gibt es daher zwischen SUR2A(Y 1206S) und
SURL1 (siehe Abb. 49) keinen Unterschied bezliglich der Affinitatserhthung durch Kir6.2. Bei der
Erstellung der Korrelationsgeraden wurden Repaglinid und (-)-AZ-DF 265 nicht berticksichtigt. Die
Bindung dieser Substanzen profitierte am starksten von der Kanalkomplexbildung. Der Sonderstatus
der Piperidino-Glinide war jedoch geringer ausgefallen alsam SUR1 (vgl. Abb. 49).

Im Fall von GBC zeigte sich in Ganzzellversuchen an SUR2A(Y 1206S), analog zu
SUR2B(Y 1206) (Hambrock et al., 2001) und SUR1 (Abb 50a), eine leichte Kir6.x-
Subtypabhangigkeit des K oexpressionseffektes. Kir6.2 erhohte die GBC-Affinitat ca. 2 mal starker
alsKir6.1.
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Kaum Einfluss hatte dagegen die K analkomplexbildung auf die Bindung des Offners P1075
(s. Kap. 3.3.2). Wahrend am SUR2B und SUR2B(Y 1206S) gar keine Anderungen der P1075-
Affinitat infolge der Koexpression mit Kir6.x auftraten (Hambrock et al., 2001), machte sich am
SUR2A und an der entsprechenden M utante eineleichte Verschlechterung der Bindungsstérke durch
dieKir6.2-Anwesenheit bemerkbar. Obgleich der Effekt statistisch signifikant ausfiel, wodurch ein
weiterer Unterschied zwischen den SUR-Isoformen sichtbar wurde, so ist er doch aufgrund seiner

kleinen Dimension (Faktor 1,6 bzw. 1,7) von untergeordneter Bedeutung.

4.3.3 Allosterische Wechselwir kungen zwischen Glibenclamid und P1075

Diegegenseitige Beeinflussung der GBC- und P1075-Bindungsregionen am SUR2A, welche
negativ allosterisch miteinander gekoppelt sind (Bray und Quast, 1992; Schwanstecher et al.,
1992Db), wurde sowohl mit *H-GBC wie auch mit ®*H-P1075 als Radioligand in Bindungsstudien
untersucht (Kap. 3.3.3). Dabei steigerte der Einsatz der SUR2A (Y 1206S)-M utante mit der, im
Vergleich zum Wildtyp, erhthten GBC- und unveréanderten P1075-Affinitat, die Qualitat der
M essungen mit *H-GBC erheblich.

Die Verdrangung von *H-GBC aus der SUR2A-Bindung durch P1075 in Versuchen an
HEK?293-Zellmembranen in der Abwesenheit von MgATP (Kap. 3.3.3.1) bestéatigte die
Beobachtung von Russ et al., 2003 und Felsch et al., 2004, dass Offner auch in Abwesenheit von
MgATP an SUR2 binden kénnen, wenn auch mit einer Affinitét, die um zwei GrofRenordnungen
geringer ist, als die in Anwesenheit von MgATP. Die Tatsache, dass die Amplitude der
Verdrangung durch den Cyanoguanidin-Offner gleich (s. Kap. 3.3.1.1) bzw. dhnlich (s. Kap.
3.3.3.1) der Hochaffinitatskomponente aus der homologen *H-GB C-K ompetition war, spricht fur
die Fahigkeit von P1075, die GBC-Bindung an SUR2A vollstandig hemmen zu kdnnen; was im
Ubrigen ebenfalls fir SUR2A(Y 1206S) (Dissertation von Frau Eva StauR) und SUR2B bzw.
SUR2B(Y 1206S) (Hambrock et al., 2001) gilt.

In Anwesenheit von MgATP war der Verlauf der *H-GBC/P1075-Inhibitionskurven sowohl
an SUR2A(Y 1206S) (Daten von E. Stauf3) wie auch an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S) im Bereich der
spezifischen Bindung biphasisch (Abb. 37), wobei die Inhibitionskonstanten der
Hochaffinitatskomponenten gut mit den P1075-Affinitidten aus homologen *H-P1075-
Kompetitionen Ubereinstimmten (s Abb. 35 in Kap. 3.3.2). Es wurde somit auch in heterologer
Verdrangung von *H-GBC die leichte Verschlechterung der P1075-Bindung infolge der
Koexpression sichtbar, was wiederum an Kir6.2/SUR2A(Y 1206S)-M embranen die Heterogenitat

der Radioligandhemmung verminderte. Der Kurvenverlauf an SUR2A(Y 1206S) kann mit Hilfe des
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von Loffler-Walz et al., 2002 fur SUR2B vorgeschlagenen Modells gedeutet werden. Demnach
sollen SUR2B-Untereinheiten, alleine exprimiert im Stande sein Homotetramere zu formen.
Vorausgesetzt, dies gelte auch fir SUR2A(Y 1206S), konnte die Hochaffinitatskomponente die
Bindung des Offners an SUR-Untereinheiten wiederspiegeln, die nicht von *H-GBC besetzt sind.
Diese Bindung fuhrte tber negativ-all osterische Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten
zur Verdrangung des Radioliganden. Die niedrigaffine Komponente reprasentierte die *H-
GBC/P1075-Kompetition durch allosterische Interaktioneninnerhalb der Untereinheiten. Im K ¢
Kanal-Komplex liegen die SUR-Untereinheiten als Tetramer vor (Clement 1V et al., 1997; Shyng
und Nichols, 1997) und befinden sich zudem in enger rdumlicher Nachbarschaft (Mikhailov et al.,
2005). Die biphasische Natur der Kompetitionskurven am Kir6.2/SUR2A (Y 1206S) stiitzt somit das
Tetramer-Modell von Loffler-Walz et al., 2002 und legt den Rickschluss nahe, dass es auf beide
SUR2-1soformen ausgeweitet werden kann.

Auch die Ergebnisse der *H-P1075-GBC Verdrangung kénnen im Rahmen des

Tabelle 32 Hemmung der *H-P1075-Bindung durch GBC in Membranexperimenten in Anwesenheit von 1
mM MgATP.
Grau unterlegt sind Felder in den sich Ergebnisse der Arbeit von Frau Eva Staul? befinden.

Rezeptor Kicec (NM)
SUR2A 500 [400:630]
SUR2A(Y 1206S) 130 [110;150]
Kir6.2/SUR2A 15[10;23]
310 [230:410]
Kir6.2/SUR2A(Y 12069) 1,3[0,93;1,8]
21 [14;32]

Tetramerenmodellsinterpretiert werden. In der Tabelle 32 sind nhochmals die I nhibitionskonstanten
aus diesen Experimenten aufgelistet. Die K;-Werte aus Versuchen an den allein exprimierten,
regulatorischen Untereinheiten waren ca. 20-fach hoher als die K ;-Werte aus homologen *H-GBC-
Kompetitionen; die tatséchliche GBC-Affinitét wurde somit unterbewertet. Die Koexpression mit
Kir6.2 machte die urspriinglich monophasischen Hemmkurven (normiert auf die spezifische
Bindung) biphasisch und verschob sie in Richtung hoherer Affinitét. Im Einklang mit dem
Tetramer-Modell wiirde die *H-P1075-Bindung an einzelne Untereinheiten des Homotetramers,
bestehend ausschlief3lich aus SUR2A bzw. SUR2A(Y 1206S), alle Untereinheiten in den Zustand
niedriger GBC-Affinitat versetzen. Die Koexpression mit Kir6.2 wiirde dagegen die

Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten vermindern und eine Asymmetrie im Tetramer
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induzieren, so dass GBC mit hoher Affinitdt an die nicht von *H-P1075 besetzten SUR2-
Untereinheiten binden und die Radioligandbindung schwéchen kénnte. Die niedrigaffine
K omponente wiirde dann fiir die ®*H-P1075-V erdréngung durch Bindung von GBC an dierestlichen
Untereinheiten stehen.

Zwei weitere Folgerungen ergeben sich aus der Analyse der Ergebnisse in der Tabelle 32.
Berticksichtigt man nur die K,-Werte der Hochaffinitdtskomponenten, so beobachtet man sowohl
eine Steigerung des affinitatserhéhenden Mutationseffektes durch die Koexpression mit Kir6.2
(Faktor 4 < Faktor 12) wie auch einen hdheren Effekt der Koexpression auf die
Bindungseigenschaften der mutierten SUR2A-Untereinheit (Faktor 33 < Faktor 100). Die
porenbildende Untereinheit Kir6.2, vermutlich tber den N-Terminus (siehe Kap. 4.2.2) und die
Mutation in der cytosolischen Schleife Nr. 8 scheinen somit ihren Einflussauf die Ausbildung einer

Hochaffinitatshbindungstasche fir GBC gegenseitig zu verstarken.

4.3.4 Glibenclamid-Bindung und K ,;p-K anal-Inhibition

Die Potenz desKir6.2/SUR2A(Y 1206S)-Blocksdurch GBC (I1Cg, = 0,84 mM; bestimmt von
Dr. Ulf Lange) in Inside-out-Experimenten entspricht ziemlich exakt der in Sattigungsexperimenten
bei 23°C ermittelten Affinitat des Blockers zu diesem Kanal (0,88 nM; siehe Kap. 3.3.1.4).
Vergleichbares gilt fur den Wildtyp wie auch fur Kir6.2/SUR2B(Y 1206S). Diese
Ubereinstimmungen sind nicht mit dem einfachen Modell vereinbar, in dem die Bindung des
Blockersan eine bzw. an alle vier SUR-Untereinheiten zur Kanalinhibition fihrt (D 6rschner et al.,
1999; Russet al., 1999). Dieses M odell sagt ndmlich vorher, dassdie Hemmkurve um einen Faktor
5,3 rechts bzw. links von der Bindungskurve liegt. Vergleicht man ferner die GBC-Bindung an
Kir6.2/SUR2B und Kir6.2/SUR2B(Y 1206S) in intakten Zellen mit den Effekten des Inhibitorsin
der Ganzzellkonfiguration in Anwesenheit von Nukleotiden so beobachtet man eine offensichtlich
verminderte Transduktion der Bindung in die Kanalschlie3ung (Hambrock et al., 2001). Bereits
diskutiert wurden ebenfalls die Unterschiede in der Transduktion zwischen diversen K,;p-
Kanalsubtypen und die nur unvollstindige Hemmung der Kanale durch sattigende
Blockerkonzentrationen am Kir6.2/SURL in isolierten M embranstiicken (siehe auch Proks et al.,
2002). Komplexere Modelle sind deshalb bei der Beschreibung der Ubertragung von

Blockerbindung in die KanalschlieBung zu erarbeiten.
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4.4 Zugang zur Bindungsregion der K ,;o-K anal-Offner vom Benzopyr antyp

Die aus chemischer Sicht heterogene Gruppe der K ,;-K anal-Offner (K CO) hat das Potential,
Uber die Aktivierung der K,rp-Kandle und die daraus resultierende Hyperpolarisation der
Zellmembran, modulierend auf die Physiol ogie wichtiger Gewebe einzuwirken. Die Empfindlichkeit
gegenuber den KCO wird dem K ,r-Kanal durch dessen regulatorische Untereinheit, den SUR,
verliehen (Tucker et al., 1997; Hambrock et al., 1998; Schwanstecher et al., 1998). Mehrere
Studien, vorwiegend an SUR-Chimeren, brachten Erkenntnisse Uber die Lokalisation und
Beschaffenheit der fir Offnerbindung und Wirkung wichtigen SUR-Regionen (Uhde et al., 1999;
Moreau et al., 2000; Moreau et al., 2005a; Moreau et al., 2005b; Hambrock et al., 2004; siehe auch
Abb. 3). Dennoch blieb bisjetzt unklar, ob die KCO ihre Bindungsstelle von der extrazelluléren
oder intrazellularen Seite der Membran aus erreichen. Bei der Aufklédrung des Zugangs eines
Liganden zu seiner Bindungsstelle in membranstéandigen Proteinen hat sich der Einsatz
nichtmembrangangiger Derivate etabliert (Hille, 1977; Hescheler et al., 1982; Schwanstecher et al .,
1994a). Wir charakterisierten die unter physiologischen Bedingungen deprotonierte
Bimakalimsulfonsaure (BM SA) in der Hoffnung, auf diesem Wege Informationen Giber den Zugang
der Benzopyranoffner zu ihrer SUR-Bindungsstelle zu erhalten.

BM SA hemmte die *H-GBC-Bindung an Kir6.2/SUR2B-M embranen mit einer Affinitét von
4,3 uM, die ungeladene Muttersubstanz Bimakalim dagegen mit 0,061 uM (Abb. 41). Folglich
fuhrt die Substitution der Cyanogruppe in der Position 6 des Bimakalim-Benzopyran-Rings durch
den bei einem physiologischen pH-Wert von 7.4 grofdtenteils deprotonierten Sulfonsaure-Rest zur
Senkung der Bindungsaffinitat um den Faktor 69.

An ganzen HEK 293-Zellen, die den rekombinanten K ,;,-Kanal der glatten nicht-vaskulren
Muskulatur an der Zelloberflache exprimieren, zeigte sich nach 30 min Inkubationszeit ein im
Vergleich zu Membranversuchen stark erhdhter Unterschied in der Affinitat von Bimakalim und
BMSA (Faktor ~5200, Abb. 42).

Der K,-Wert fir Bimakalim (0,036 uM) war leicht, jedoch statistisch signifikant niedriger als
in Membranen. Moglicherweise ist dies ein Hinweis auf einen unterschiedlichen,
préparati onsabhéngigen, metabolischen Zustand des Kanals, beispielsweise als Konsequenz einer
ADP-Akkumulation wahrend der Inkubation der Membranen (Hambrock et al., 1999). Insgesamt
lag die hier ermittelte Bimakalim-Affinitat zum Kir6.2/SUR2B in vergleichbarer GréRenordnung
wie die zum Kir6.2/SUR2A (56 nM) und Kir6.1/SUR2B (11 nM) (Salamon et al., 2002).

Der Unterschied in der Bimakalim-Affinitat zwischen den verschiedenen

Rezeptorpraparationen ist gering, verglichen mit dem drastischen Verlust der BM SA-Affinitét in
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Kir6.2/SUR2B-Zellen (186 pM; Tab. 27). Wie kann dieses Ergebnis interpretiert werden? Hatten
wir fiir BM SA und Bimakalim &hnliche Abweichungen der K.-Werte (DpK; ~ 1,84 - Faktor 10-"
=69; Kap. 3.4.1) in Membranen und intakten Zellen, die den vollstandigen K ,1,-Kanal exprimieren
erhalten, so misste man unter der Bedingung, dassBM SA die Zellmembran nicht passiert, von einer
vom extrazellularen Raum zugangigen BM SA-Bindungsstelle ausgehen. Dies ist nicht der Fall
(DpK; nach 30 min Inkubetion = 3,72 - Faktor 5248; Kap. 3.4.2). Es stellt sich die Frage, wie eine
potentiell nichtmembrangangige Substanz lberhaupt den Radioliganden verdrangen konnte.
Denkbar ware eine Kompetition durch eine hochaffine, |eicht membrangéngige Verunreinigung aus

der BM SA-Synthese oder ein BM SA-Zersetzungsprodukt. Dies gilt jedoch laut Auskunft von Prof.

Abbildung 54 Ermittlung der BMSA-
Diffusionshad bwertszeit.

o
|
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Vorausgesetzt BM SA durchquert die Zellmembran durch
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Horst Weber, in dessen Arbeitsgruppe BM SA synthetisiert wurde, alsunwahrscheinlich. Moglich ist
auch, dass das stark geladene Bimakalimderivat die Zellmembran doch durchquert, aber nur sehr
langsam, sei es durch Transport oder Diffusion. In diesem Fall wére die Affinitatsverschlechterung
in Kir6.2/SUR2B-Zellen nur scheinbar. Unter dieser Annahme l&sst sich aus der scheinbaren
Affinitdt von BM SA nach 30 min Inkubation berechnen, welcher Anteil der Substanz zu diesem
Zeitpunkt bereits in die Zelle gelangt war. In Experimenten an intakten Zellen ergab sich eine
BM SA-Affinitét, die 76-fach niedriger war (186 uM) als die Affinitét die man bei ungehinderter
M embranpassage von BM SA erwarten wirde (2,45 pM = K; gimakaim 1N Z€llversuchen nach 30 min
Inkubation * 69 = 0,036 uM aus Tab. 27 * 69). Somit ist anzunehmen, dass sich lediglich 1,3 %
(1/76) der eingesetzten BM SA-K onzentration nach 30 Minuten Inkubation im Zytoplasma befand,
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von wo aus die Radioligandkompetition moglich wurde. Mit anderen Worten kann der scheinbare
Affinitatsverlust der BM SA zu vollsténdigen, in intakten Zellen exprimierten K ,;p-Kanélen alsein
Hinweis darauf gedeutet werden, dass die Benzopyrandffner ihre Bindungsregion vom Zytosol aus
erreichen. Ferner sollte sich eine Verlangerung der Inkubationszeit, bezogen auf BMSA,
affinitdtserhéhend auswirken. In der Tat ndherten sich nach zweistindiger Inkubation die
Verdrangungskurven der untersuchten Benzopyrane (DpK; = 3,21 -~ Faktor 1622; Kap. 3.4.2) ohne
jedoch membranéhnliche Verhaltnisse zu erreichen (3,7 pM = 0,053 pM *69 wéren zu erwarten; s.
gestrichelte Kurve in der Abb. 42). Das geladene Bimakalim-Analogon wies eine verbesserte
scheinbare Affinitat auf (K; = 85 pM), was auf eine hdhere Prasenz der Substanz im Inneren der
Zéelle hindeutet (4,3 % der vorgegebenen Konzentration; da die scheinbare Affinitdt von BM SA ca.
23-fach niedriger war als es bei membranahnlichen Verhaltnissen zu erwarten gewesen ware). Die
Bindung der ungeladenen "M uttersubstanz" verschlechterte sich hingegen leicht (0,053 uM; Tab.
27), moglicherweise verursacht durch einen Abfall des AT P/ADP-Quotienten.

Die quantitative Betrachtung der Inkubationszeitabhéangigkeit der Zellmembranpassage von
BMSA ist in Abb. 54 gezeigt. Die Daten lassen auf eine Eintrittshalbwertszeit von BMSA ins
Zellinnere von ca. 35 h schliel3en (k,,, = 0,022 h'; siehe Abb. 54). Bei einem angenommenen pK ¢-
Wert der BMSA von 1 (Auskunft von Herrn Prof. Weber) liegt beim pH 7,4 eines von 1074 =
2,5%10° BM SA-Molekiilenin der nicht deprotonierten Form vor. Eine HWZ von 35h/2,5%10° = 40
ms resultiert somit fur die Diffusion der undissoziierten BM SA-Form durch die Zellmembran und
dasErreichen der Bindungsstelle am Rezeptor. Unter der Annahme dassdabei eine Strecke von 100
A zuriickgelegt wird, erhalt man einen Wert firr den Diffusionskoeffizienten von 1,7 * 107 cm?/s, der
mit dem von Glycin in Wasser bei 20°C gut tibereinstimmt (D = 9,4 * 10° cm?s; van Holde KE,
1971).

Interessant ist der Vergleich des®H-P1075-Verdrangungsverhaltens der beiden Benzopyrane
an intakten Zellen, die die regulatorische Untereinheit SUR2B alleine exprimieren. Auch hier war
der Affinitatsunterschied deutlich groRer (Faktor ~4000) als in Membranen. Die
Inhibitionskonstante fir Bimakalim blieb dabei im Wesentlichen unverandert bei 0,044 uM. Dies
bestétigt die Beobachtungen von Hambrock et al., 2001, dass weder die Koexpression mit Kir6.2
noch die Art der Rezeptorpraparation (M embranen vs. Zellen) einen nennenswerten Einflussauf die
Offnerbindung an SUR2B hat. Stark erniedrigt erschien dagegen die BM SA-Affinitat (K, = 169
pM). Fir eine geladene Substanz mit erschwerter M embrangangigkeit ist dieses Ergebnis nicht
unerwartet, kann doch der SUR2B ohne die porenbildende Untereinheit nicht an die Zelloberflache
gelangen (Zerangue et al., 1999) und ist daher im Zellinneren nur von der Fraktion der eingesetzten

BM SA-Konzentration erreichbar, die wahrend der Inkubationszeit das Hindernis in Gestalt der
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Zellmembran Uberwunden hat. Wir gehen daher von einer scheinbaren Affinitatserniedrigung fr
BM SA aus, dieim Ausmal3 den Verhaltnissen am Kir6.2/SUR2B in Ganzzellversuchen nach 30
min Inkubationszeit entspricht, folglich unabhangig davon ist, ob sich der SUR in der
Plasmamembran befindet. Daraus ergibt sich, dass Benzopyranoffner erst ins Zytoplasma gelangen
missen, bevor sie von dort aus ihre Bindungsstellen besetzen kdénnen.

Dieser Rickschluss aus den Radioligandbindungsstudien bestétigte sich auch in
elektrophysiologischen Experimenten. BMSA zeigte sich hier als potenter K ,..-Kanal-Offner,
jedoch nur, wenn sie auf die innere Seite der Zellmembran appliziert wurde (Inside-out-
Konfiguration; Abb. 45a). Die Kontrollsubstanz Bimakalim wirkte dagegen unabhangig vom
Applikationsort, das heif3t in allen Patch-clamp-Konfigurationen (i/o, wc, cell-attached; Abb. 45b,
46 und 47).

DieKinetik der Bimakalimwirkung gab zunéchst Rétsel auf. Wahrend die Kanal aktivierung
in den Whole-cell-Experimenten bei physiologischer Temperatur von 37°C sehr schnell war (HWZ
< 0,5 min), verlief siein der Inside-out-Konfiguration bei ca. 22°C merklich langsamer (HWZ bei
1,8 min). Vorausgesetzt, die Zellmembranpassage beeinflusst die Geschwindigkeit der
Bimakalimwirkung , wirde dieses Aktivierungsverhalten darauf hindeuten, dass der ungeladene
Offner von auBen bindet. Dies steht aber im Widerspruch zur Schlussfolgerung aus den
Experimenten mit BMSA. Hilfreich bei der Klérung dieses Widerspruchs war der Einsatz von
Bimakalim in der Cell-attached-Konfiguration bei 37°C. Zum Erreichen einer nur von auf3en
zugangigen Bindungsstelle hatte Bimakalim hier zweimal die Zellmembran durchqueren miissen,
einmal mehr also alsin der i/o-Konfiguration. Trotzdem war die Halbwertszeit der Aktivierung in
den Cell-attached-Experimenten mit 1,1 min kurzer als in den i/o-Versuchen. Somit liefert der
Vergleich der Effekthalbwertszeiten einer leicht membrangangigen Verbindung in den diversen
Konfigurationen der Patch-Clamp-Technik keine eindeutigen Hinweise Gber den Zugang zur
Benzopyranbindungsstelle. Vielmehr spiegeln sich in den abweichenden Aktivierungs-
geschwindigkeiten unterschiedliche, durch die V ersuchsbedingungen (z.B. Temperaturunterschiede)
determinierte, metabolische Zusténde der K,;p-Kanéle wieder. Wie entscheidend dabei die
Versuchstemperatur die Effektkinetik beeinflusst zeigten Ganzzellmessungen bei Raumtemperatur
(durchgefiihrt von PD Dr. U. Russ). Die Halbwertszeit der Bimakalim-Aktivierung lag hier mit 2
min im Bereich dessen, wasin der Inside-out-K onfiguration bei 22°C beobachtet wurde.

Es verbleibt die Frage, welchen Beitrag unsere Folgerungen zum Wissen Uber die
Offnerbindung und Wirkung liefert? Da bis heute nur eine KristalIstruktur der K ,p-Kanale mit sehr
niedriger Auflésung verfigbar ist (Mikhailov et al., 2005), dhnelt die Forschung auf diesem Gebiet

dem Zusammensetzen eineskomplexen Puzzles. Mit der Erkenntnis, dass die Benzopyrandffner ihre
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Bindungsregion vom Zytosol aus erreichen, liefert diese Arbeit einen wichtigen neuen Puzzlestein
und darliber hinaus M dglichkeiten zu einer sinnvollen Verknupfung bisher verfiigbarer Daten.

Zieht man in Betracht, dass sich die Bindungsregionen der Offner und Blocker der K ;-
Kandle vermutlich in enger Nachbarschaft befinden (Uhde et al., 1999; Moreau et al., 2000;
Ashfield et al., 1999) tiberrascht es nicht, dass Offner und Blocker (Schwanstecher et al., 1994a) auf
dem gleichen Weg, ndmlich tber das Zytosol dorthin gelangen.

Die Arbeitsgruppe um Vivaudou postuliert die zentrale Rolle der Transmembranhelix 17 bei
der Offnerwirkung (Moreau et al., 2000; Moreau et al., 2005a; Moreau et al., 2005b). Eine
Aminosdure (M 1290 im SURL bzw. T 1253 in SUR2) im Zentrum dieser Helix soll Gber ihre
GroRe den Zugang zur Offnerbindungsregion regeln, an deren Ausbildung die benachbarten
aromatischen Aminosauren direkt beteiligt sein sollen. Die Vorstellung, dass diese zentrale
Aminosdure im Sinne eines Tors den Zugang der Benzopyrandffner von aul3en versperrt bzw.
gestattet (siehe Fig. 7 in Moreau et al., 2005b) ist mit unseren Daten nicht vereinbar. Wir
favorisieren eine zum extrazellularen Raum hin abgeschlossene Substratbindungstasche, &hnlich
dem "Closed-apo”-Zustand des bakteriellen ABC-Transporters MsbA (Reyes und Chang, 2005;
Dong et al., 2005). Eine Konformationséanderung des SUR im Zuge des hydrolytischen Zyklusin
den NBF, zum "Poshydrolytischen" Zustand hin kann nicht ausgeschlossen werden (Zingman et al .,
2001), dennoch ist auch in dieser nach auf3en hin potentiell gedffneten Struktur eines ABC-Proteins
(Reyesund Chang, 2005; Dong et al., 2005) kein Zugang der BM SA zur Bindungsregion maglich.

Im Gegensatz zu verwandten ABC-Proteinen der Klasse ABCC (z.B. MRP1; Ledlie et al.,
2001) hat der SUR keine bisher bekannte Transportfunktion. Auch wir konnten keinen BM SA -
Transport durch den SUR insInnereder Zelle beobachten. InKir6.2/SUR2B-Zellen, die SUR2B als
potentiellen Transporter in der Plasmamembran besitzen, wurde eine dhnlicheintrazelluléare BM SA -
Konzentration und somit scheinbare BM SA -Affinitét bestimmt, wiein intakten Zellen, in denen der
SUR2B alleine nicht in die Zellmembran eingebaut wird (Zerangue et al., 1999) und somit als
Transporter ins Zellinnere nicht zu Verfigung steht. Wir gehen daher davon aus, dass BM SA

Uberwiegend Uber Diffusion ins Zytoplasma gelangt.
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5 Zusammenfassung

AT P-sensitive K*-K andl e sind Heterooktamere aus vier porenbildenden Untereinheiten Kir (2
Subtypen: Kir6.1 und Kir6.2) und vier regulatorischen Untereinheiten SUR (2 Subtypen: SUR1 und
SUR2 mit 2 HauptspleiBvarianten 2A und 2B). Sie kommen in unterschiedlicher Zusammensetzung
in diversen Geweben (z. B. Kir6.2/SUR1 in b-Zellen des Pankreas, Kir6.2/SUR2A im Myokard,
Kir6.2/SUR2B im glatten, nicht-vaskularen Muskel, Kir6.1/SUR2B in der glatten
Gefalmuskulatur) vor und sind dort an der Regulierung physiologischer Funktionen beteiligt. Sie
sind daher Zielstrukturen fur pharmakologische M odulatoren wie die Kanal-Blocker und Offner.

In dieser Arbeit wurden folgende Schwerpunkte bearbeitet:

. Selektivitét von Sulfonylharnstoffen und Gliniden in Bindung und Wirkung fur die drei
wichtigsten K,;p-Kanalsubtypen Kir6.2/SUR1 (Pankreas), Kir6.2/SUR2A
(Herzmuskel) und Kir6.1/SUR2B (GefaBmuskel) (Stephan et al., 2006b)

. Einfluss der Koexpression mit Kir6.x auf die Bindung von Sulfonylharnstoffen und
Gliniden an SUR1.

. Einfluss der Mutation Y1206S und der Koexpression mit Kir6.x auf den
Sulfonylharnstoffrezeptor SUR2A (Stephan et al., 2005)

. Zugang der K ,;--K anal-Offner vom Benzopyrantyp an ihre Bindungsstelle (Stephan et
al., 2006a)

Sulfonylharnstoffe (SU) und Glinide binden an die SUR-Untereinheit, hemmen die K rp-
Kanale und stofl3en dadurch die Insulinsekretion in den pankreatischen b-Zellen an. Im Interesse der
therapeutischen Sicherheit (Vermeidung von potentiellen kardiovaskularen Nebenwirkungen; Quast
et al., 2004 ) sollten die, als orale Antidiabetika eingesetzten insulinotropen Substanzen moglichst
selektiv am Kir6.2/SUR1 wirken. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Selektivitat
ausgewahlter SU und Glinidein Bindung und Funktion zwischen rekombinanten Kir6.2/SUR1- und
Kir6.2/SUR2A-Kanaen in HEK293-Zellen untersucht.

Die Affinitét der SU und Glinide zum Kir6.2/SUR1 und Kir6.2/SUR2A wurde mittels
Verdrangung des Tritium-markierten Glibenclamids (3H-GBC) bestimmt. Grundsitzlich zeigten
sich dielangkettigen Sulfonylharnstoffe (GBC, Glimepirid) zu beiden Kanal subtypen affiner alsder
kurzkettige Sulfonylharnstoff Glibornurid und das D-Phenylalanin-Derivat Nateglinid. In
Ubereinstimmung mit dem M odell der zweiteiligen SU-Bindungstasche (A und B-Region), fiihrt im
Fall der langkettigen SU die Wechselwirkung mit beiden Bindungsregionen A und B (deshalb A+B-

Liganden) zu hoherer Affinitat als die ausschlie3liche Interaktion mit der Bindungsregion A
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(Glibornurid und Nateglinid als A-Liganden). Die Untersuchungen ergaben keine nennenswerten
Unterschiede in der Selektivitat zum Kir6.2/SUR1 zwischen den A- und A+B-Liganden. Beide
Ligandklassen banden an den pankreatischen K ,o-Kanal etwa 19-fach stérker alsan Kir6.2/SUR2A
desMyokards. Trotz weitgehender Sequenz-Homologie der potentiellen Bindungsregion B (Bereich
der dritten cytosolischen Schleife des SUR) in SUR1- und SUR2-Subtypen, fihrt also eine
Wechselwirkung mit diesem Bereich der Bindungsstelle nicht zwangslaufig zum Verlust der
Kir6.2/SUR1-Bindungsselektivitat. Repaglinid, AZ-DF265, Meglitinid und UL-DF9 sind reine B-
Liganden und zeigten eine stark reduzierte Kir6.2/SUR1- (Repaglinid, AZ-DF265), oder gar eine
leichte Kir6.2/SUR2A-Selektivitat (M eglitinid, UL-DF9). Dieim Vergleich zu Meglitinid und UL -
DF9 allgemein héhere Affinitét von Repaglinid und AZ-DF265 macht eine Differenzierung unter
den B-Liganden notwendig. Fir die héhere Affinitat ausschlaggebend sind vermutlich
Wechselwirkungen der Piperidinogruppe, einer Teilstruktur von Repaglinid und AZ-DF265
(Piperidino-Glinide), mit bisher nicht néher untersuchten Rezeptorbereichen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde gezeigt, dass zur vollstandigen Ausbildung dieser Bindungsregion die Anwesenheit der
porenbildenden Untereinheit im Kanalkomplex notwendig ist. Die Koexpression mit Kir6.x erhoht
die Affinitat der Piperidino-Glinide zum SURL1 sehr stark (> 100-fach), die der restlichen
Verbindungen dagegen nur gering (< 5-fach). Ein intakter N-Terminus des Kir6.2 ist fur diesen
K oexpressionseffekt essentiell.

Die Selektivitdt von Repaglinid und GBC beziiglich der Wirkung auf Kir6.2/SUR1-,
Kir6.2/SUR2A- und Kir6.1/SUR2B-Kanadle wurde in der Ganzzellkonfiguration der
Saugelektrodentechnik untersucht. Der pankreatische K ,;o-Kanal wurde von Repaglinid > 30-fach
und von GBC > 1000-fach potenter inhibiert als die kardiovaskularen Kanéle. Darliber hinaus
konnte Kir6.2/SUR2A, im Gegensatz zu Kir6.2/SUR1 und Kir6.1/SUR2B, von beiden Substanzen
nur unvollstandig geschlossen werden. Die Differenzen in der Wirkung von Repaglinid und GBC
zwischen den unterschiedlichen K ,-Kanal-Subtypen fielen somit stérker aus, als die Unterschiede
in der Bindungsaffinitét. Eswurde ersichtlich, dasssich die Umsetzung der Substrat-Bindung in die
KanalschlieBung am Kir6.2/SUR1 am leichtesten vollzieht, woraus ein Selektivitatsvorteil fiir den
pankreatischen Kanal entsteht. Die hier vorgestellte Pankreassel ektivitét der therapeutisch geniitzten
Sulfonylharnstoffe und Glinide untermauert deren therapeutische Sicherheit, die jedoch nur in
geeigneten klinischen Studien hinreichend belegt werden kann.

Die Bindungseigenschaften des SUR2A wurden in dieser Arbeit als weiterer Schwerpunkt
untersucht. Besonderes Interesse galt dabei dem Einfluss der SUR2A-Mutation Y 1206S und der

Koexpression auf die Bindungseigenschaften. In Membranversuchen und in Abwesenheit von
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MgATP band GBC an SUR2A mit der Affinitéat von 20 nM. In analogen Experimenten am
SUR2A(Y 1206S) alleine resultierte fir GBC eine ca. 5-fache, mutationsbedingte
Affinitdtserhéhung. Am vollsténdigen Kir6.2/SUR2A-Kanal in intakten Zellen verbesserte die
Y 1206S-Mutation die Bindung der A- und A+B-Liganden sogar um den Faktor ~13.
Interessanterweise verloren die B-Liganden Meglitinid und UL-DF9 infolge der Mutation
geringfuigig an Bindungsstéarke. Ahnlich wie am SUR1 erhohte die Koexpression mit Kir6.2 die
Affinitat aller untersuchten SU und Glinide, am stérksten die von AZ-DF265 und Repaglinid. Die
Sonderstellung der beiden Piperidino-Glinide fiel hier jedoch geringer aus.

DieAffinitat desK 4p-Kanal-Offners PL075 zum SUR2A wurde durch die Y 1206S-M utation
nicht beeinflusst. Die Koexpression mit Kir6.2 reduzierte marginal die Offner-Affinitat sowohl am
Wildtyp, als auch an der Y 1206S-Mutante. Die negativ allosterische Kopplung der GBC- und
P1075-Bindungsstellen am SUR2 wurde sowohl durch die Y 1206S-Mutation, alsauch durch die
Koexpression mit Kir6.2 wesentlich verandert.

Die Erhéhung der Affinitét fir GBC durch die M utation, sowie die modulierenden Effekte der
Koexpression wurden von Hambrock et al., 2001 in ahnlicher Form am SUR2B beschrieben.
Daraus kann geschlossen werden, dass die letzten 42 C-terminalen SUR2-Aminosduren nur einen
geringen Einfluss auf die beschriebenen Effekte haben.

Der letzte Schwerpunkt dieser Dissertation lag in einer vergleichenden Studie der Bindung
und Wirkung eines negativ geladenen, schlecht membrangéangigen Benzopyrans BM SA und der
ungeladenen M uttersubstanz Bimakalim am rekombinanten Kir6.2/SUR2B. Wahrend Bimakalim
den Radioliganden *H-P1075 in Membran- und Ganzzellversuchen mit dhnlicher Affinitét
verdrangte (K; = 61 bzw. 35 nM), band BM SA nur in Membranen, nicht jedoch in intakten Zellen
mit hoher Affinitdt an Kir6.2/SUR2B (4,3 vs. 186 pM). Ferner aktivierte Bimakalim
Kir6.2/SUR2B-Kanéle in allen verwendeten Patch-clamp-Konfigurationen (whole-cell inside-out,
cell-attached), BMSA hingegen zeigte sich als K, ;-Kanal-Offner nur, wenn es auf die
zytoplasmatische Seite der Zellmembran in Inside-out-Versuchen appliziert wurde. Aus diesem
Bindungs- und Wirkungsverhalten schlieRen wir, dass K ,1p-Kanal-Offner vom Benzopyrantypihre
Bindungsregion am SUR vom Zytosol aus erreichen .

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertationsarbeit tragen zur Aufklérung der Struktur-
Bindungs- und Struktur-Wirkungs-Beziehungen von K ,;,-Kanal-M odulatoren signifikant bei. Vor
allem die Erkenntnisse Uber die Selektivitat der untersuchten Sulfonylharnstoffe und Glinide haben

auch klinische Relevanz.
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