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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 ATP-empfindliche Kaliumkanale

lonenkanale sind Transportproteine, die in die Zellmembran eingebaut sind, um es
lonen wie z.B. Na*, K*, Ca®" oder CI" zu ermdglichen, die Lipiddoppelschicht zu
passieren. Fir die verschiedenen lonen gibt es spezifische lonenkanale. Sind die
lonenkanéle gedffnet, erlauben diese einen selektiven lonenfluss mit hohen Fluss-
raten (= 10° lonen / s). Die Flussrate wird durch den elektrochemischen Gradienten
bestimmt, der zwischen Zytosol und Extrazellularraum herrscht. Durch das Ermdgli-
chen von lonenstrémen, haben die lonenkanéle eine wichtige Aufgabe sowohl bei
der Aufrechterhaltung des Membranruhepotentials als auch bei der Erregung von
erregbaren Zellen, z.B. bei der Steuerung der Funktion endokriner Zellen, etwa der
insulinsezernierenden B-Zellen des Pankreas.

Kaliumkanale kommen in allen Zellen vor. Dabei handelt es sich um eine sehr hete-

rogene Gruppe (Uber 70 Typen sind bekannt). Die Aufgabe der Kaliumkanéle ist die
Stabilisierung des Membranpotentials méglichst nahe des Gleichgewichtspotentials
fir Kaliumionen (Ex bei 37°C = - 98 mV). Dabei kénnen die Kaliumkanale durch
eine Anderung des Membranpotentials, durch Transmitter und Hormone oder durch
den metabolischen Zustand der Zelle reguliert werden (Hille, 2001).
Allgemein sind Kaliumkanale Multimere aus zwei Typen von Untereinheiten, den o-
und B-Untereinheiten. Durch den unterschiedlichen Aufbau der porenbildenden a-
Untereinheiten kénnen Kaliumkanale in vier Hauptfamilien unterteilt werden (Salkoff
und Jegla, 1995; Gutman et al. 2003):

1. Einwartsgleichrichtende Kaliumkanale (Kir)

2. spannungsabhangige Kaliumkanéle (Kv)

3. Ca®*-aktivierte Kaliumkanéle (IKca, SKca 0der BKca)

4. Tandem-Kaliumkanéle (Kapx)
An den a-Untereinheiten kénnen sogenannte regulatorische B-Untereinheiten asso-
ziiert sein (siehe Kap. 1.1). In dieser Arbeit wurde die B-Untereinheit SUR2B(YS)

untersucht, die am Aufbau der ATP-empfindlichen K*-Kanéle (Katp-Kanéle) beteiligt
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ist und bei der die Aminosaure Tyrosin 1206 durch Serin ersetzt wurde (Hambrock
et al., 2001).

1.1.1 Aufbau und molekulare Struktur von Krp-Kanalen

Bei den Karp-Kanélen handelt es sich um Heterooktamere, die aus vier Poren-
formenden (Kir6.x) und vier regulatorischen Untereinheiten (SURx / Sulfonylharn-
stoffrezeptor) aufgebaut sind (Clement et al., 1997) (Abb. 1).
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Abbildung 1: Schema des Aufbaus und der Struktur des Karp-Kanals

Funktionell wichtige Strukturen: TMD = Transmembrandoméne; M1, M2 = Transmembranhelices
des Kir6.x; 1-17 = Transmembranhelices des SUR; NBF = Nukleotldblndungsfalten A,B = Walker A-
und B-Motiv; RKR = Retentionsmotiv; O = Offnerbindungsstellen; GBC, Repaglinid, Tolbutamid,
ATP, MgATP, MgADP = Bindungsstellen flr die jeweiligen Substanzen

Sie besitzen eine relative Molekilmasse von ca. 950 kDa. Bei dem gesamten Kanal
handelt es sich um eine komplexe Molekulstruktur mit einem Durchmesser von 18

nm und einer H6he von ca. 13 nm (Mikhailov et al., 2005; siehe auch Abbildung 2).
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Abbildung 2:

Eingliederung der mole-
kularen Modelle in die 3-D-
Struktur. Seitenansicht und
Aufsicht der Dichte der Elekt-
ronenmikroskopaufnahme
mit Kir (blau), SUR ohne
TMDO (rot) und TMDO (gelb),
die schrittweise eingeflgt
wurden. ATP-Molekile sind
grin eingezeichnet. (Aus
Mikhailov et al., 2005)

uBIqWSN

Abbildung 3: strukturelles Modell der Quartarstruktur des Karp-Kanal (nach Babenko
et al., 2005) Hierbei handelt es sich um ein gutes Modell zur Studie der Signaltransduktion
innerhalb des Kanals. 1 = Region der NBF; 2 = Region, in der sich das Tyrosin-Molekdl fur
die GBC-Bindung befindet
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Vier a-Untereinheiten, aus der schwach einwartsgleichrichtenden Familie Kir6.x,
bilden eine Pore des Kaliumkanals. Jedes Kir6.x ist mit einer viel gréBeren SUR
Untereinheit verbunden (Clement et al., 1997). In der Arbeitsgruppe um Mikhailov
konnte zum ersten Mal mittels Elektronenmikroskop die 3-D-Struktur des Karp-
Kanals festgestellt werden (Aufldsung ca. 18 A; Abbildung 2). Dabei wurde die enge
Interaktion sowohl der zytosolischen als auch der transmembranédren Bereiche von
SUR und Kir bestétigt (Mikhailov et al, 2005), wie es schon in anderen Interaktions-
studien vermutet wurde (Gibblin et al., 1999; Mikhailov et al., 2000; Schwappach et
al., 2000; Babenko und Bryan, 2002; Chan et al., 2003; Bryan et al., 2004; Rainbow
et al., 2004); was auch in Abbildung 3 dargestellt wird.

Unvollsténdige Kanalkomplexe kdnnen nicht in die Membran eingebaut werden, da
dies durch das ER-Retentionsmotiv —RKR- verhindert wird. Dieses Motiv befindet
sich sowohl an der Kir6.x- als auch an der SUR-Sequenz (Zerangue et al., 1999).
Werden beide Untereinheiten zusammen exprimiert, werden die Retentionsmotive
maskiert und der Komplex kann eingebaut werden.

Am C-Terminus verklrzte Kir6.x (AC36,AC26) kdénnen auch ohne die SUR-
Untereinheit funktionsfahige Kanéle bilden (Tucker et al., 1997).

Es besteht die Vermutung, dass SUR2B — Untereinheiten auch in der Abwesenheit
von Kir6.x Tetrameren-Komplexe bilden kdnnen (Hambrock et al., 2001; Loffler-
Walz et al., 2002; Winkler et al., in Bearbeitung). Dies konnte fir SUR1 durch Gel-
filtrationen schon gezeigt werden (de Wet et al., 2007a)

1.1.2 Kir 6.x, die porenformende a-Untereinheit der Kxrp-Kanale

Die Pore des Karp-Kanals wird durch vier Kir6.x-Untereinheiten gebildet. Typi-
scherweise verfligen diese Untereinheiten jeweils Uber 2 Transmembranhelices
TM1 und TM2, die Uber die so genannte P-Schleife (H5) verbunden sind. Der C-
und der N-Terminus befinden sich im Zytosol. Der Selektivitatsfilter flir K™ ist beim
Kire.x —GFG- (Seino, 1999).

Bisher liegen nur niedrig auflésende Strukturen des Karp-Kanals und damit des
Kir6.x vor (Mikhailov et al., 2005). Demzufolge kleiden die TM2-Helices die AufB3en-
seite der Pore trichterférmig aus. Auf der zytosolischen Seite ist die Porendffnung
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verengt und es wird angenommen, dass die Bewegungen der TM2-Helices fir die
Offnung und SchlieBung der Pore verantwortlich sind (Loussouarn et al., 2001, Ni-
chols, 2006).

Beim Menschen sind zwei Subtypen bekannt: Kir6.1 und Kir6.2.

Closed
Selectivity
filter
Inner
cavity
Slide
helix P
Ligand
gate > 5 ‘
Cytop. ‘f
Pore g )

Abbildung 4: Modellhaft dargestellte einwartsgleichrichtende Kir-Untereinheit, in zwei mdg-
lichen Zusténden: geschlossen und offen. Die Transmembranhelix TM2 (grtin) klappt um das
Glycin im Zentrum des Segments, um den Eingang zum inneren Hohlraum zu 6ffnen. Der
blaue Bereich gibt den freien Zugang von Wasser wieder. Der Kanal ist im roten Bereich ge-
schlossen (linkes Bild), in dem nicht genug Platz ist, um Wassermolekiile passieren zu las-
sen. Abbildung aus Kuo et al., ,two different conformational states of the KirBac3.1 potas-
sium channel revealed by electron crystallography” (2005).

1.1.3 Der Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR), die 3-Untereinheit der
Karp-Kanale

Die Sulfonylharnstoffrezeptoren regulieren die Karp-Kanale und gehéren, wie z.B.
das MDR (Multidrug Resistance Protein), zu der Familie der ATP-bindenden Kaset-
tenproteinen (ABC-Proteine; ATP-binding casette; Higgins et al, 1992; 1995; Hol-
land und Blight, 1999). Diese wird als eine der gréBten Proteinfamilien angesehen,
wenn nicht sogar die groBte flir den selektiven Transport von Substanzen durch
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Biomembranen (Young und Holland, 1999). Allen Mitgliedern dieser Familie ist eine
Grundstruktur gemein. Eine dieser Struktureinheiten ist aus zwei Teilen aufgebaut:
der hydrophoben Transmembrandomane (TMD) und einer zytoplasmatisch liegen-
den Nukleotidbindungsfalte (NBF). Typisch fir funktionsfahige ABC-Proteine ist das
Vorliegen von jeweils zwei NBFs sowie zwei TMDs. Auch am SUR findet man die
besagten zwei NBFs und sogar - uniblich fir ABC-Proteine - drei TMDs (siehe
Abb.1). Was den SUR zusétzlich von anderen ABC-Proteinen unterscheidet ist,
dass die ATPase-Aktivitdt nicht fir den Transport von Substanzen genutzt wird
(Gadsby et al., 1995), sondern fir die Modulation des Gatings der Kir6.x-Pore (Ni-
chols, 2006).

Man unterscheidet zwei Isoformen des SURs: SUR1 und SUR2 (Inagaki et al.,
1996; Isomoto et al., 1996), die eine 67%ige Sequenzhomologie aufweisen (Ash-
croft und Gribble, 2000). Von SUR2 existieren zwei SpleiBvarianten: SUR2A und
SUR2B. Diese unterscheiden sich nur in den 42 C-terminalen Aminosauren (Inagaki
et al., 1996, Isomoto et al. 1996). Der C-Terminus des SUR2B ahnelt dem des
SUR1 mehr (74%ige Sequenzhomologie) als der entsprechenden Region des
SUR2A (33% Homologie, Ashcroft und Gribble, 2000).

In Abbildung 1 ist das Modell der molekularen Struktur des SUR aufgefiihrt, das von
Tusnady et al., 1997 vorgeschlagen wurde und heute noch Giiltigkeit besitzt. Die
SUR-Untereinheit besitzt 17 Transmembranhelices, die in Gruppen von 5, 6 und 6 -
ausgehend vom extrazellular liegenden N-Terminus - angeordnet sind. Diese Grup-
pen werden als Transmembrandomanen bezeichnet. UnUblich fir ABC-Proteine
finden sich am SUR also drei TMDs. Zwischen TMDO und TMD1 befindet sich auf
zytosolischer Seite eine Schleife (Schleife Nr. 3 / CL3), die an der Sulfonyl-
harnstoffbindung mitwirkt (Mikhailov et al., 2001), gleichzeitig mit dem N-Terminus
des Kir6.2 interagiert und damit am Offnen und SchlieBen (Gating) der Pore betei-
ligt ist (Babenko und Bryan, 2002; Chan et al., 2003). Am Ende von TMD1 und
TMD2 liegen jeweils intrazellular die Nukleotidbindungsfalten NBFy und NBF,, an
diese grenzt der intrazellular liegende C-Terminus an. Die NBFs 1 und 2 sind flr die
Bindung und Hydrolyse der Nukleotide zustandig (SUR1: Ueda et al., 1999; SUR2:
Bienengraeber et al., 2000; Zingman et al., 2001; Masia et al., 2005; Uberblick (iber
ABC-Transporter: Higgins und Linton, 2004; CFTR: Vergani et al., 2005).
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SUR gehért zu den ABC (ATP-binding-casette) Proteinen (Higgins und Linton,
2004). Typisch daflir ist das Vorhandensein von sechs Transmembransegmenten,
gefolgt von einer intrazellularen Nukleotidbindungsfalte, die das unter den ABC Pro-
teinen hochkonservierte Walker A (Siehe Kap. 1.5.1) und Walker B (siehe Kap.
1.5.2) Motiv aufweisen, sowie das ABC-Signaturmotiv (=Linkersequenz) (siehe
Kap.1.5.3). AuBerdem liegen die invarianten Aminosauren Glutamin und Histidin vor
(Q-Loop und H-Loop).

SUR unterscheidet sich von den anderen ABC Proteinen, da es keine bekannte
Transportfunktion besitzt (Gadsby et al., 1995), obwohl es die regulatorische Unter-
einheit eines lonenkanals ist. Anstatt dessen beeinflusst die Interaktion der Mg-
Nukleotide mit den Nukleotidbindungsfalten des SUR1 das Gating des Kir6.2 und
tragt dadurch zur metabolischen Steuerung der Zelle bei (Tucker et al., 1997, Ba-
benko und Bryan, 2001; Zingman et al., 2001; Bryan et al., 2004; Winkler et al.,
2009).

Die Quartarstruktur des SUR ist bis heute noch nicht vollstandig geklart. Erst durch
die schon erwéhnte 3-D-Struktur von Kir6.2/SUR1 (Mikhailov et al., 2005; siehe Ab-
bildung 2) konnten, trotz geringer Aufldsung (18 A), Vorlagen fiir die Anpassung
und den Vergleich bekannter Modelle erstellt werden.

Unter anderem wurde in dieser Arbeit die Hypothese bekraftigt, dass sich die NBFs
einer Untereinheit bei Nukleotidbindung aufeinander zu bewegen, wahrend sie in
der Abwesenheit der Nukleotide voneinander entfernt sind (Locher et al., 2002;
Chen et al., 2003; Higgins und Linton, 2004; Reyes und Chang, 2005). Man geht
davon aus, dass die raumliche Nahe der NBFs benachbarter Untereinheiten auch
zu einer strukturellen und funktionellen Einflussnahme flhren.

Nach dem Modell von Mikhailov et al., 2005 wird TMDO neben die M1-Helix des
Kir6.2 positioniert, wodurch die Vermutungen anderer Studien (Babenko und Bryan,
2002) bestatigt werden. Gemeinsam mit der oben genannten Nahe von CL3 des
SURs und dem N-Terminus des Kir6.2 dient diese enge Nachbarschaft nicht nur
der Stabilisierung des Kanalkomplexes, sondern auch der funktionellen Kopplung
der Pore mit den regulatorischen Untereinheiten (Babenko und Bryan, 2002).



8 Einleitung

1.1.4 Regulation der K rp-Kanale

Es gibt verschiedene Liganden, die die Katp-Kanalaktivitat regulieren.

1.1.4.1 ATP

Unter physiologischen Bedingungen liegt ATP ganz Uberwiegend in der Form des
Mg?*-Salzes als MgATP vor.

1. ATP (mit oder ohne Mg*") schlieBt durch direkte Bindung an Kir6.2 den Kanal
Ganz entscheidend wird die Kanalaktivitdt durch das intrazelluldare ATP / ADP-

Verhéltnis beeinflusst. Die Kanale werden durch Interaktion von ATP oder ADP
(ATP > ADP) mit den porenbildenden Untereinheiten des Kir6.x geschlossen. Ein
Indiz dafir ist die ATP-Hemmung der K*-Kanéle, die nur aus C-terminal verkirzten
Kir6.2-Untereinheiten bestehen (ICso von ca. 100 uM; Tucker et al., 1997), sowie
die Fotoaffinitatsmarkierung des Kir6.2 mit ATP-Analoga (Tanabe et al., 1999; Ta-
nabe et al., 2000; Wang et al., 2002). Zwar kdnnen durch verschiedene Mutations-
analysen einzelnen Aminosauren eine Beteiligung an der ATP-Bindung zugeschrie-
ben werden, da jedoch noch keine Kristallstrukturen vorhanden sind, kann die
Position der ATP-Bindungsstelle nur ndherungsweise angegeben werden. In dem
Modell von Antcliff et al., 2005 wird die Bindungsregion zwischen dem N- und C-
Terminus benachbarter Kir6.2-Untereinheiten vermutet. Dabei geht man davon aus,
dass die KanalschlieBung mit der Interaktion zwischen dem C-Terminus der einen
Untereinheit und der Gileithelix der benachbarten Untereinheit zusammenhéangt
(Antcliff et al., 2005). Da jede Kir-Untereinheit im Karp—Kanal-Komplex eine Bin-
dungsstelle aufweist, hat der Komplex insgesamt vier Bindungsstellen (Markworth
et al., 2000). Dabei reicht es aus, wenn nur eine Bindungsstelle besetzt ist, um den
Kanal zu schlieBen (Dorschner et al., 1999).

Auch die SUR-Untereinheit hat einen Einfluss auf die ATP-Bindung am Kir: Sie er-
héht zum einen die ATP-Empfindlichkeit des Kir6.2 um das 10-fache (Tucker et al.,
1997), zum anderen scheint die B-Untereinheit, wie es in niedrigauflésenden Elekt-
ronenmikroskopaufnahmen zu sehen war, durch das Aufweisen einer Spalte zwi-
schen zwei SUR-Untereinheiten den Zugang des ATPs zum Kir zu erleichtern (Mik-
hailov et al., 2005).
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2. Die MgATP-Hydrolyse an NBF, 6ffnet den Kanal

Aber nicht nur die Kir-, sondern auch die SUR-Untereinheit spielt eine Rolle bei der

Aktivierung des gesamten Kanals. MgADP zum Beispiel stimuliert den Kir6.2 /
SUR1 Komplex. Durch Mutationen in den Walker A- oder Walker B-Motiven kann
die Stimulation durch MgADP aufgehoben werden (Gribble et al., 1997; Shyng et
al.,, 1997). Ferner kann MgATP nicht nur Kir6.2 / SUR, sondern auch die ATP-
unempfindliche Mutante Kir6.2R50G / SUR1 aktivieren (Gribble et al.,1998). Diese
beiden Tatsachen sprechen dafirr, dass sowohl MgATP als auch MgADP durch In-
teraktion mit den NBFs des SURs die Kanéle 6ffnen kdnnen. Hierbei handelt es
sich bei NBF; um die Mg?*-unabhéngige, hochaffine Bindungsseite des ATPs (Ueda
et al., 1997), wahrend NBF, die Mg?*-abhangige, niedrigaffine Bindungsseite dar-
stellt (Ueda et al., 1997; 1999). Bindet MgATP oder MgADP an NBF,, kommt es zu
einer Verbesserung der ATP-Bindung an NBF; (Ueda et al., 1999). Diese Koopera-
tivitdt zwischen den beiden NBFs ist fir die Steuerung der Kanalaktivitat von groBer
Bedeutung (Zingman et al., 2002).

Die Katp-Kanale weisen ATPase Aktivitat auf ( Mikhailov et al., 2005), die auch an
isolierten SUR-NBFs nachgewiesen werden konnte (Ueda et al., 1999; Zingman et
al., 2001; Masia et al., 2005; de Wet et a., 2007). An SUR1 wurden Bindungsversu-
che durchgeflhrt, bei denen zum einen die ATP-Bindung am ganzen Kanal (SUR1 /
Kir6.2), an der alleinigen SUR1-Untereinheit, sowie nur an den einzelnen NBFs
durchgefihrt wurden (de Wet et al., 2007). Dabei wurde herausgefunden, dass am
Kanalkomplex die Affinitat zu ATP geringer und die Hydrolyse desselben schneller
ist als an SUR1 alleine. Man geht davon aus, dass die hohere ATPase-Aktivitat des
Katp-Kanalkomplexes auf eine Interaktion zwischen den SUR-Untereinheiten und /
oder zwischen SUR- und Kir-Untereinheit, die zu Kooperativitat fihren und / oder
auf ein Zusammenspiel der NBFs zurlick zu fihren ist (de Wet et al., 2007).
Allgemein ist die ATPase-Aktivitit des SUR1 im Vergleich zu anderen ABC-
Proteinen relativ gering. Man vermutet, dass der Grund daflr in der Aufgabe des
Kanals liegt, und zwar, dass es sich hierbei um einen Regulator und nicht um einen
Transporter handelt (de Wet et al., 2007).
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Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass die ATP-Hydrolyse an SUR1 signifikant
niedriger ist als an den isolierten NBFs von SUR1. De Wet et al., 2007 nehmen an,
dass die Transmembrandoméanen (TMD) des SUR eine Konformationsénderung in
den NBFs hervorrufen, die die ATP-Bindung beeinflussen und dass diese Konfor-
mationsanderung durch Kir6.2 aufgehoben wird, da der K, des gesamten Kanal-
komplexes nicht signifikant verschieden ist, von dem der isolierten NBFs. Man weiB,
dass sowohl die NBFs als auch die TMDs mit der Kir-Untereinheit interagieren
(Mikhailov und Ashcroft, 2000; Mikhailov et al., 2000; Schwappach et al., 2000).

Im Vergleich der einzelnen Nukleotidbindungfalten des SURT1 liegt kein signifikanter
Unterschied vor (NBF{, NBF2 und ein 1:1 Gemisch von NBF; und NBF>).

An SUR2A hingegen wurden Unterschiede der ATPase-Aktivitdt zwischen NBF;
(220 uM; Masia et al., 2005) und NBF, (370 uM; Masia et al., 2005; bzw. 4.4 mM
Bienengraeber et al., 2000) festgestellt.

Man fand heraus, dass ohne diese ATP-Hydrolyse keine Kanalaktivierung mdglich
ist (Zingman et al., 2001). Es wird davon ausgegangen, dass MgATP entweder di-
rekt an NBF. bindet oder durch Hydrolyse von MgATP an NBF. entsteht. Die
MgADP-Bindung bewirkt eine Konformationsédnderung an NBF,, die wiederum eine
Konformationsédnderung an NBF; hervorruft, um die ATP-Bindung an NBF zu stabi-
lisieren (Matsuo et al., 2005). Die MgATP-Bindung an NBF, scheint essentiell zu
sein, um den Kanal zu aktivieren. Da Zingman et al., 2001 feststellten, dass Kate-
Kanale im posthydrolytischen Zustand, in dem MgADP gebunden wird, gedffnet
sind, schlugen Matsou et al., 2005 folgendes Modell der Nukleotidbindung vor: Im
aktivierten, also posthydrolytischen Zustand ist an NBFy ATP und an NBF, MgADP
gebunden. Dabei dient der ATPase-Zyklus an NBF, als Sensor flir den metaboli-
schen Zustand der Zelle. Ist dieser gut (= hohe Phosphorylierungsrate von ADP)
dissoziiert MgGADP von NBF, und wird durch MgATP ersetzt. Dadurch wird der ge-
schlossene Zustand des Kanals stabilisiert, da die ATP-Hydrolyse in diesem Fall
schneller ablauft. Wenn aber der metabolische Zustand der Zelle abnimmt und da-
mit auch die intrazellulare MgADP-Konzentration ansteigt, verlangsamt sich die
MgADP-Dissoziation an NBF,, die ATPase-Aktivitat wird vermindert und dadurch
geht der Kanal in den aktivierten ( = posthydrolytischen / offenen) Zustand Uber.
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Vergleicht man die einzelnen SUR-Subtypen miteinander stellt man deutliche Un-
terschiede im Nukleotidbindungsverhalten fest (Matsuo et al., 2005). Zum Beispiel
bindet SUR1 ATP und ADP deutlich besser als SUR2A oder SUR2B. Hier wieder-
um weist SUR2B eine hdhere Affinitat zu ATP an NBF4, sowie eine hdhere Affinitat
zu ADP an NBF; auf als SUR2A (Matsuo et al., 2000; Hambrock et al., 2002a).

Die ATP-Hydrolyse des SURT1 ist sehr wichtig flir die metabolische Regulation des
Katp-Kanals (Mikhailov und Ashcroft, 2000) und in elektrophysiologischen Untersu-
chungen konnten sowohl MgATP, als auch MgADP die Kanalaktivitat stimulieren
(Nichols et al., 1996; Gribble et al., 1997; 1998; Tucker et al., 1997). Gegenwartigen
Anhaltspunkten zufolge ist es allerdings MgGADP an NBF,, das den Kanal 6ffnet und
MgATP muss zu MgADP hydrolysiert werden um eine Wirkung auf die Kanalaktivi-
tat zu haben (Zingman et al,. 2001)

1.1.4.2 PIP, und langkettige Fettsdure-Co-A-Ester

PIP, bestimmt den Arbeitspunkt (ATP-Empfindlichkeit) und die Mdéglichkeit sich zu

Offnen

Neben den Nukleotiden spielen auch negativ geladene, langkettige Lipide eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Katp-Kanale. Dazu zahlen zum Beispiel L-o-
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) oder Acyl-Coenzym A Ester (LC-Acyl-
CoA). Sie verandern die ATP-Empfindlichkeit eines Katp-Kanals, dadurch, dass sie
an Kir6.2 in enger Nachbarschaft zu der ATP-Bindungsregion binden (Enkvetchakul
und Nichols, 2003; Schulze et al., 2003, Trapp et al, 2003).

Dabei beruht die Regulation der Kate-Kanale durch PIP, auf der Erhéhung der Of-
fenwahrscheinlichkeit derselben (Hilgemann und Ball, 1996), sowie der Senkung
der ATP-Empfindlichkeit (Baukrowitz et al., 1998; Shyng und Nichols, 1998).

Auch LC-Acyl-CoA reduziert die ATP-Empfindlichkeit der Katp-Kanéle (Gribble et
al., 1198a; Liu et al., 2001) und koppelt somit das Membranpotential der Zelle an
den Fettsduremetabolismus.

Neben diesen Effekten heben Membranphospholipide und LC-Acyl-CoA die Wir-
kung der synthetischen Katp-Kanalmodulatoren (GBC und KCO; siehe Kap. 1.2.4)
auf (Koster et al., 1999; Krauter et al., 2001; Liu et al., 2001; Schulze et al., 2003;
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Klein et al, 2005). Der Antagonismus zwischen ATP und den Lipiden wird vor allem
auf allosterische Effekte zurlickgefihrt (Koster et al.,1999; Enkvetchakul und Ni-
chols, 2003; Schulze et al., 2003).

1.1.4.3 Weitere Modulationswege

Katp-Kanéle kénnen auch durch Phosphorylierung moduliert werden. Beispielswei-
se durch endogene Vasodilatatoren (z.B. Adenosin, Calcitonin), die Uber Phospho-
rylierung durch die Proteinkinase A Kir6.1 / SUR2B-Kanale der GefaBmuskulatur
aktivieren (Quinn et al., 2004). In anderen Studien konnte durch eine cAMP-
erhdhende Substanz jedoch nur eine die Offner-induzierte Kanaldffnung potenzie-
rende bzw. eine geringe positiv-modulatorische Wirkung gefunden werden (Linde,
Léffler und Quast, 1997/2; RuB und Quast; unpublizierte Ergebnisse).

Im Gegensatz dazu hemmt die Proteinkinase C die Kir6.1 / SUR2B-Kanale (Thorne-
loe et al., 2002). Dadurch bestimmt sie den Vasotonus durch Vasokonstriktion mit
(Standen et al., 1989; Nelson und Quayle, 1995). An den sarkolemmal lokalisierten
Katp-Kanélen von Kardiomyocyten (sarcKate-Kanéle) hingegen vermittelt die Prote-
inkinase C (zusammen mit Adenosin) die Offnung derselben und gilt damit als es-
sentiell in der ischadmischen Prakonditionierung (Gross und Peart, 2003).

Im Bereich der SUR-Bindungsdoménen gibt es, nach der 3-D-Struktur von Mikhai-
lov et al., 2005, einen Bereich, an den weitere Modulatorproteine binden kdnnen,
wie zum Beispiel Kreatin-Kinase (Crawford et al., 2002b) Lactat-Dehydrogenase
(Crawford et al., 2002a) oder Syntaxin (Cui et al., 2004).

Zuséatzlich koppeln noch andere Proteine und Peptide wie G-Proteine (Sanchez et
al., 1998) und Endosulfine (Heron et al., 1998) an eine der Katp-Kanalsubtypen und
modulieren so deren Aktivitat.

In Kapitel 1.2.4 wird noch auf die Wirkung der synthetischen Kanalmodulatoren ein-
gegangen, die als synthetische Liganden durch Bindung an den SUR die Kanalakti-

vitdt modulieren.
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1.2 Subtypen und Funktion der Karp-Kanéle

1.2.1 Gewebsspezifische Expression und Verteilung der Unterein-
heiten der K rp-Kanale

In den verschiedenen Geweben liegen unterschiedliche Kombinationen der o~ und
B-Untereinheiten vor.

Kir6.1 findet man vor allem im GefaBmuskel, daneben in Herz-, Nebennieren- und
Ovarialgewebe. Im Skelettmuskel, im Lungen-, Gehirn-, Magen-, Dickdarm-, Hoden-
, Schilddriisen-, und Pankreasgewebe kommt Kir6.1 seltener vor; in Niere, Leber,
Dinndarm und Hypophyse wird Kir6.1 nur sehr wenig exprimiert. (Inagaki et al.,
1995b).

Kir6.2 findet sich vor allem in den Inselzellen des Pankreas, im Gehirn, in Herz- und
Skelettmuskulatur, sowie in der Lunge, Leber und glatten Muskulatur. Wahrend in
der Niere, dem Dunn- und Dickdarm, in den Ovarien, in den Hoden, im Schilddri-
sen- und Nebennierengewebe ein deutlich geringeres Vorkommen beschrieben
wurde (Inagaki et al., 1995b).

SUR1 kommt vor allem in Neuronen, im Gehirn und in den B-Zellen des Pankreas
vor (Aguilar-Bryan et al., 1995). SUR2A hingegen findet man vor allem in Herz- und
Skelettmuskel, dabei findet man SUR2B schwerpunktmaRBig in der glatten Muskula-
tur (Inagaki et al., 1996; Isomoto et al., 1996, Chutkow et al., 1996; Chutkow et al.,
1999).

Alle Untereinheiten lassen sich beliebig miteinander kombinieren und die entspre-
chenden Kanéle sind fir bestimmte Gewebe typisch.

In Tabelle 1 sind die wichtigsten Kanalkombinationen mit ihrem typischen Expressi-

onsgewebe aufgelistet.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der Katp-Kanale

Kanalkombination Vorkommen Referenzen
Kir6.2 / SUR1 Pankreas, Neurone lgﬁ%?;rei eett le',’ 113375:
Kir6.2 / SUR2B G('(?Eﬁe'\"g;[‘:éaet)“r Isomoto et al., 1996
Kir6.1 / SUR2B GefaBmuskulatur Yamada et al., 1997

1.2.2 Physiologische Rolle der Karp-Kanale

Die wichtigste Aufgabe der Katp-Kanale ist die Kopplung des Membranpotentials an
den metabolischen Zustand der Zelle Uber den ATP / ADP Quotienten (s. Kap.
1.1.4). Dabei weisen die verschiedenen Kanalsubtypen ein unterschiedliches elekt-
rophysiologisches Verhalten auf und reagieren auch unterschiedlich auf endogene
oder pharmakologische Einflisse.

Wie in Kap. 1.2.1 genannt, wird in den B-Zellen des Pankreas der Kanalkomplex
Kire.2 / SUR1 exprimiert, der eine wichtige Rolle bei der Insulinfreisetzung spielt.
Abbildung 5 zeigt die Signalkette, durch die in der B-Zelle Anderungen der Plasma-
glukosekonzentration in eine Anderung der Insulinsekretion tberfiihrt werden. In der
B-Zelle wird das Membranruhepotential vor allem durch die Aktivitdt der Kate-
Kanale bestimmt. Zudem ist die B-Zelle metabolisch so ausgelegt, dass physiologi-
sche Schwankungen des Glucosespiegels zu solchen Anderungen des ATP / ADP
Quotienten fuhren, die in der Lage sind, die Aktivitat des Karp-Kanals zu regulieren.

Daher ist der Katp-Kanal in dieser Zelle als indirekter Glucosesensor anzusehen.

Bei Glucosekonzentrationen von < 3 mM (= substimulatorische Gilucose-
konzentration) wird das Ruhemembranpotential tiber einen K*-Ausstrom durch offe-
ne Kir6.2 / SUR1-Kanéle bei ca. -70 mV stabilisiert. Bei diesem Potential sind die
spannungsgesteuerten L-Typ-Ca®**-Kanédle (L-VOCC = voltage operated calcium

channels), die fir die Insulinausschittung maBgeblich sind, Gberwiegend geschlos-
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sen. Kommt es nun zu einem Anstieg der Plasmaglucosekonzentration wird die
Glucose tber GLUT2-Transporter vermehrt in die B-Zellen aufgenommen und durch
die Glykolyse metabolisiert (1) (in Abbildung 5). Dadurch steigt der ATP / ADP Quo-
tient an (2), was eine Inhibition der Katp-Kanale bewirkt. Eine verminderte K*-
Leitfahigkeit ist die Folge, woraus eine Depolarisation der Zellmembran resultiert
(3). Das wiederum fiihrt zur Offnung der spannungsabhangigen Ca®*-Kanale mit
Einstrom von Ca?* in die Zelle und daraus resultierender Exozytose der Insulingra-

nula durch eine Erhdhung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration.
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Abbildung 5: Modell der Insulinfreisetzung aus den B-Zellen der Bauchspeicheldriise

(nach Cook und Hales, 1984; Loffler-Walz und Quast, unveréffentlicht).

Auch im Hypothalamus wird Kir6.2 / SUR1 exprimiert (Miki und Seino, 2005). Der
Hypothalamus spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation des Energieme-
tabolismus und der Kontrolle des Koérpergewichts, sowie des Blutzuckerspiegels
(Levin et al., 1999). Nach Untersuchungen mit Kir6.2")-(Knockout)-Mausen wird
angenommen, dass an diesen Prozessen ebenfalls Katp-Kanale beteiligt sind (Miki
und Seino, 2005).
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Des Weiteren spielen am Herzen Karp-Kanéle, genauer gesagt Kir6.2 / SUR2A, ein
wichtige Rolle. Diese werden durch hohe intrazellulare ATP-Konzentrationen ge-
schlossen gehalten (Nichols und Lederer, 1991). Doch bei der Anpassung an adre-
nergen und physischen Stress sind funktionsfahige Kate-Kanéle von groBer Wich-
tigkeit (Zingman et al., 2002b). Fallt das intrazellulare ATP / ADP Verhaltnis
(Gogelein, 2001) oder steigt die Phospholipidkonzentration an (Liu et al., 2001),
was wahrend einer Ischamie und Hypoxie der Fall ist, bewirkt dies eine massive
Offnung der kardialen Karp-Kanéle. Es folgt eine Hyperpolarisation der Zellmemb-
ran, woraus eine reduzierte Erregbarkeit der Zelle resultiert. Dadurch ergibt sich
wiederum eine Verkirzung des Aktionspotentials, das der Zelle hilft, Energie zu
sparen (negativ inotrope Wirkung durch verminderten Ca®*-Einstrom) (Escande und
Cavero, 1992). Die potentiell gestérte elektrische Homogenitat des Herzens kann
aber zu Arrythmien fahren (Gbgelein, 2001).

Kommt es zu langer andauernden Ischéamien, fiihren diese durch Nekrose und
Apoptose zum Untergang der Kardiomyocyten. Lagen vor einer solchen, langer an-
dauernden Ischamie kurze ischamische Perioden vor, kann der Schaden begrenzt
werden. Dieses Phanomen wird als ischamische Prakonditionierung des Myokards
(IPC) bezeichnet (Murry et al., 1986; Gross und Fryer, 1999; Cohen et al., 2000).
Die Freisetzung von u.a. Bradykinin, Adenosin, NO, Opioiden und Noradrenalin gel-
ten als die Ausléser dieses Prozesses. Der genaue Mechanismus ist noch nicht
klar, aber man geht davon aus, dass Katp-Kanale eine wichtige Rolle spielen (Han-
ley und Daut, 2005), da z.B. Kir6.2"")-Mause kein IPC aufweisen (Seino und Miki,
2005).

Kir6.2 / SUR2A kommt zusétzlich vermehrt in der Skelettmuskulatur vor und hat hier
eine ahnliche Aufgabe wie im Myokard. Fallt der ATP /ADP Quotient, 6ffnen sich die
Katp-Kanale (Light et al., 1994). Durch den folgenden K*-Ausstrom werden die Ak-
tionspotentiale kiirzer (Gramolini und Renaud, 1997), wodurch die Skelettmuskel-
zelle vor einer schadlichen Ca?*-Uberladung geschiitzt wird (Burton und Smith,
1997).

An der GefaBmuskulatur moduliert Kir6.1 / SUR2B Uber den Einfluss auf den Vaso-
tonus den Blutdruck (Edwards und Weston, 1993; Quast, 1993). Durch die Offnung
der Kir6.1 / Sur2B-Kanéle kommt es zu einer Hyperpolarisation der GefaBmuskel-
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zellen und damit zu einer Vasodilatation (Quast und Cook, 1989). An der Niere be-
wirken Kartp-Kanale eine Regulation der Reninsekretion in den juxtaglomeruléren

Zellen und im Tubulusepithel eine lonenrlickresorption (Quast, 1996).

1.2.3 Pathophysiologie der K,rp-Kanale

1.2.3.1 Kongenitaler Hyperinsulinismus im Kindesalter

Kongenitaler Hyperinsulismus (HI) ist durch ungewdhnlich hohe Insulinsekretion
trotz schwerwiegender Hypoglykédmie gekennzeichnet (Ashcroft, 2005). Er tritt bei
der Geburt oder in der frihen Kindheit auf und kann unbehandelt zu gravierenden,
irreversiblen, neurologischen Ausfallen bis hin zum Tod fihren. Meist wird der kon-
genitale Hyperinsulinismus autosomal-rezessiv vererbt (Huopio et al., 2000). Es
sind funf Gene bekannt, die zu HI fihren kénnen, aber fir etwa 50% der Erkran-
kungen sind SUR1-Mutationen (im ABCC8-Gen) verantwortlich (Ashcroft, 2005).
Man unterscheidet zwei verschiedene Arten des HI: Bei der ersten Version liegt ei-
ne Reduktion bis hin zum vollstandigen Verlust der Katp-Kanale vor, der auf einer
Beeintrachtigung der Proteinproduktion, deren Reifung, deren Transport oder Ein-
bau in die Plasmamembran beruht (Taschenberger et al., 2002).

Bei den Mutationen der zweiten Klasse sind die Kanale in der Zellmembran prasent,
liegen jedoch im Zustand verminderter bzw. aufgehobener Aktivitat vor (loss-of-
function-Mutationen) und sind vom Metabolismus der Zelle entkoppelt. In diesem
Fall wird die Kanalaktivierung durch MgATP / MgADP herabgesetzt (Nichols et al.,
1996; Huopio et al., 2002). Daraus folgt, dass die mutierten Kanale je nach Mutati-
on, unabhangig vom metabolischen Zustand der Zelle, mehr oder weniger ge-
schlossen sind. Die meisten Mutationen der Klasse 2 finden sich in den NBF des
SUR1. HI als Folge von Mutationen im Kir sind seltener, aber auch sie reduzieren
bzw. heben die Kanalaktivitat auf (Thomas et al., 1996; Nestorowicz et al., 1997;
Ashcroft, 2005; Henwood et al., 2005). Bedingt durch den Ausfall der Membranpo-
tentialstabilisierung durch die Katp-Kanéle, kommt es bei HI-Patienten zu einer
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mehr oder weniger groBen Depolarisation der B-Zellmembran, verbunden mit einer
mehr oder weniger gesteigerten, kontinuierlichen Insulinsekretion.

Des Weiteren werden Gain-of-function Mutationen in der Glucokinase (GCK) und
Glutamat-Dehydrogenase (GDH) der Mitochondrien mit milden HI-Formen assozi-
iert (Stanley et al., 1998; Gloy et al., 2003). Bei diesen Enzymen handelt es sich um
Schlisselenzyme des B-Zellmetabolismus. Werden sie GberméaBig aktiviert, kommt
es zu verstarkter ATP-Synthese bei vergleichsweise niedrigen Glucosekonzentrati-
onen, woraus eine unverhaltnismaBige Karp-Blockade und Insulinfreisetzung resul-
tieren.

Mutationen an Kir6.2 oder SUR1, die HI auslésen, sind meist schwerwiegend und
durch Karp-Kanal-Offnende Pharmaka (Diazoxid) nicht therapierbar (Dunne et al.,
2004; Henwood et al., 2005). In diesen Féllen sind entweder zu wenige / keine Ka-
néle vorhanden oder die vorhandenen Kanéle erweisen sich als 6ffnerresistent. Die
einzige therapeutische Therapie stellt in diesem Fall die subtotale Pankreatektomie
dar (Cook und Bryan, 1998). Sind die Kanale jedoch intakt, da HI durch Mutationen
in GCK oder GDH ausgel6st werden, so kénnen diese milden Formen adaquat mit

Diaxozid therapiert werden (Dunne et al. 2004).

1.2.3.2 Permanenter neonataler Diabetes

Beim permanenten neonatalen Diabetes (PNDM) treten typischerweise in den ers-
ten drei Lebensmonaten Hyperglykdmien auf. Etwa 50% der Erkrankungen sind auf
Kir6.2-Mutationen zurtick zu fhren. Hier sind bis heute nur heterozygote Formen
bekannt (Gloyn et al al., 2004; Sagen et al., 2004; Vaxillaire et al., 2004; Aguilar-
Bryan und Bryan, 2008). Bei milden Formen kommt es bei intravendser Glucosega-
be zu einer minimalen Insulinantwort, die aber durch die Gabe von Sulfonylharnstof-
fen auf ein addquates Niveau angehoben werden kann (Haider et al., 2005). Im
Gegensatz dazu treten bei der schweren Form auch Entwicklungsstérungen, Mus-
kelschwache, Epilepsie und kraniofazialen Dysmorphien auf (DEND = developmen-
tal delay, epilepsy and diabetes). Diese schwerwiegenden Symptome sind wohl
durch die Kir6.2-Mutationen selbst und nicht durch die Hyperglykdmie verursacht
(Gloyn et al al., 2004; Sagen et al., 2004; Vaxillaire et al., 2004).
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Alle Mutationen, die bisher bekannt sind, erniedrigen die MgATP-Empfindlichkeit
der Kir6.2/SUR1-Kanale (Gloyn et al., 2004).

Liegen die Mutationen nahe oder sogar innerhalb der ATP-Bindungsregion, wie
zum Beispiel R201H, R201C (Gloyn et al., 2004) oder Y330C, F333I (Sagen et al.,
2004) wird zwar die ATP-Affinitat herabgesetzt, auf die Offenwahrscheinlichkeit der
Kanale in der Abwesenheit von Nukleotiden haben sie aber keinen wesentlichen
Einfluss. Diese Mutationen sind mit der milden PNDM-Form assoziiert (Ribalet et
al., 2003; Gloyn et al., 2004; Antcliff et al., 2005, Bryan, 2009). Hier kann man meist
gut mit Katp-Kanal-Inhibitoren, wie Glibenclamid, behandeln (Gloyn et al., 2004;
Sagen et al., 2004; Zung et al., 2004).

Kommen die Mutationen jedoch weiter entfernt von der ATP-Bindungsstelle vor, wie
zum Beispiel Q52R, V59M, V59G und 1296L, wird dadurch die Offenwahrschein-
lichkeit erhdht, woraus eine schwerwiegendere Krankheitsauspragung resultiert
(Gloyn et al al., 2004; Sagen et al., 2004; Vaxillaire et al., 2004; Bryan, 2009).
Gleichzeitig besitzen diese Kanale eine verringerte Empfindlichkeit gegentiber den
Katp-Blockern, sodass zur Therapie der Hyperglykdmie Insulin eingesetzt werden
muss (Proks et al., 2004; Aguilar-Bryan und Bryan, 2008).

1.2.3.3 MODY (Maturity-onset diabetes of the young)

Bei dem maturity-onset diabetes of the young (MODY) handelt es sich um eine
spezielle Form des Diabetes Mellitus mit autosomal dominanter Vererbung und dem
Auftreten im friihen Erwachsenenalter (Fajans et al., 2001; Gloyn et al., 2003). Da-
bei liegt eine Dysfunktion der B-Zellen vor. Durch Mutationen in sechs verschiede-
nen Genen kann es zu unterschiedlichen Krankheitsbildern kommen. Ein Gen zum
Beispiel kodiert fir die Glukokinase, einen intrazelluldren Glucosesensor im endo-
krinen Pankreas. Kommt es hier zu heterozygoten loss-of-function- Mutationen, wird
die Sensitivitat der B-Zelle gegenltber Glucose herabgesetzt, nicht genligend ATP
gebildet und zu wenig Insulin sezerniert. Die Patienten entwickeln eine milde und
Uber Jahre stabile Hyperglykdmie, die nur selten zu diabetischen Spatkomplikatio-
nen fihrt. Bei homozygoten Veranderungen dieses Enzyms kommt es zu ausge-
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pragten Stérungen des B-Zellmetabolismus die zu einem permanenten neonatalen
Diabetes fuhrt (PNDM, s. Kap. 1.2.2)

Es sind noch fiinf weitere Gene bekannt, die flr verschiedene Transkriptionsfakto-
ren kodieren. Diese Faktoren sind zum einen fir die Entwicklung der 3-Zellen, zum
anderen auch fir die Expression von den Glucosestoffwechsel regulierenden Ge-
nen verantwortlich. Sind hier Mutationen vorhanden, fiihrt das Uber einen gestdrten
Glucosestoffwechsel zu einem schweren Mangel an inhibitorischem MgATP und die
Kanale bleiben offen. SchlieBlich kénnen auch Mutationen im Kir6.2 selbst einen
MODY auslésen (Yorifuji et al., 2005).

1.2.3.4 Diabetes mellitus Typ 2 (NIDMM)

Als Ursachen des Nichtinsulinabh&ngigen Diabetes Mellitus (NIDDM = Typ-2-
Diabetes) gelten Insulinresistenz kombiniert mit Insulinsekretionsdefekten. Meist
manifestiert sich der Typ 2 Diabetes bei Patienten, die &lter sind als 40 Jahre. Uber
80% der Betroffenen sind adipds. Des Weiteren geht man von einer genetischen
Pradisposition aus. Bei der europaischen Population kommt sehr haufig der hetero-
zygote (45%) und der homozygote (13%) Kir6.2-Polymorphismus E23K vor (Sakura
et al., 1996; Inoue et al., 1997; Gloyn et al., 2001) und man geht davon aus, dass
dieser Polymorphismus mit einem hdheren Risiko flr Typ-2-Diabetes einhergeht
(Hani et al., 1998; Barroso et al., 2003; Gloyn et al., 2003). AuBerdem konnte ein
Zusammenhang zwischen dem E23K-Polymorphismus und einem erhéhten BMI
festgestellt werden (Nielsen et al., 2003). Diese Mutation erhéht leicht die Offen-
wahrscheinlichkeit, vermindert etwas die MgATP-Empfindlichkeit und verstarkt so
die MgADP-Aktivierung der Kir6.2/SUR1-Kanédle etwas (Schwanstecher et al.,
2002a; Schwanstecher et al., 2002b). AuBerdem wird die Empfindlichkeit der betrof-
fenen Kanale gegentber Oleoyl-CoA leicht verstarkt (Riedel et al., 2003). Da die
beobachteten Effekte zwischen Wildtyp und E23K-Mutante gering und nicht immer
reproduzierbar waren (Haider et al., 2005), scheinen breitere Funktionsstudien not-
wendig um den Effekt der E23K-Mutation auf die Glucosehomdostase aufzuklaren.
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1.3 Pharmakologie der Karp-Kanale

1.3.1 Karp-Kanal-Inhibitoren

Zu den Katp-Kanal-Inhibitoren gehdren Sulfonylharnstoffe, wie z.B. Tolbutamid oder
Glibenclamid, sowie Glinide, wie z.B. Repaglinid und Nateglinid (Abbildung 6). Die-
se binden an die SUR-Untereinheit und hemmen damit die Kanalaktivitéat, woraus
eine Depolarisation der B-Zelle resultiert. Pharmakotherapeutisch wird dies genutzt,
um die Insulinfreisetzung aus den B-Zellen der Bauspeicheldriise zu stimulieren.
Allerdings kann diese Blockade, die bei der Typ2-Diabetestherapie erwinscht ist,
auch Karp-Kanéle in anderen Geweben (z.B. Kardiomyocyten, Vaskulatur) betref-
fen, womit mdglicherweise kardiovaskulare Komplikationen verbunden sein kénnen
(Quast et al., 2004).

Bei den Sulfonylharnstoffen unterscheidet man drei Gruppen. Allen gemein ist die
Phenylgruppe und die negative Ladung rechts davon, gegeben durch die SH- oder
Carboxylgruppe (Abbildung 6). Bei den A-Liganden liegt das lipohile Zentrum rechts
dieser Gruppe, bei den B-Liganden links. Die A+B-Liganden besitzen 3 lipophile
Zentren (siehe Abbildung 6). Allen Ligandgruppen gemein ist, dass sie als schwa-
che organische Sauren mit einem pKs-Wert zwischen ca. 3.5.und 6.5 vorliegen und
damit in wassriger Lésung mit physiologischem pH-Wert deprotoniert sind (Bryan et
al., 2005). Diese Form stellt auch die tatsachlich wirksame Form dar und kommt
Uber das Zytosol an die entsprechende Bindungsstelle (Schwanstecher et al.,
1994a). Kamp et al, 2003 stellten die These eines Flip-Flop-Mechanismus auf, bei
dem die protonierten (neutralen) Molekulle durch die Zellmembran diffundieren und

im Zellinneren dissoziieren.
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Abbildung 6: Struktur verschiedener Karp-Inhibitoren.

Zu den A-Liganden gehéren z.B. Tolbutamid und Glibornurid, die auch als kurzket-
tige Sulfonylharnstoffe der ersten Gerneration bezeichnet werden. Diese sind
SUR1-selektiv (Meyer et al., 1999; Reimann et al., 2001b; Chachin et al., 2003;
Winkler et al., 2007). Man geht davon aus, dass SUR1, im Gegensatz zu SUR2,
eine lipohile Bindungstasche besitzt, die mit dem lipophilen Zentrum der A-Liganden
interagieren kann.

Durch Erweiterung der kurzkettigen Sulfonylharnstoffe um ein weiteres, Uber ein
Amid verknUpftes lipophiles Zentrum (in Abbildung 6 links von der Phenylgruppe),
erhdlt man die Sulfonylharnstoffe der zweiten Generation, z.B Glibenclamid (GBC)
oder Glimepridid (= A+B-Liganden). Bei diesen ist im Vergleich zu den kurzkettigen
Sulfonylharnstoffen die Affinitdt zu SUR1 etwa 1000-fach hdéher. Die Trans-
membransegmente 14-16 des SUR1 sind, wie bei Tolbutamid, an der Bindung be-
teiligt (Ashfield et al., 1999, Abb.1). Aguilar-Bryan et al., 1995 stellten fest, dass '*°I-
GBC SUR1-Proteinabschnitte in der TMDO und CL3 photomarkieren kann. Dartber
hinaus spielt die CL3 eine wichtige Rolle bei der Bildung der Hochaffinitatsbin-
dungsstelle des *H-GBC (Mikhailov et al., 2001; Bryan et al., 2005; 2007; Vila-
Cariles et al., 2007). Diese Tatsachen bekraftigen die Theorie des Vorhandenseins
zweier Bindungsregionen (A und B) fir die Sulfonylharnstoffe der zweiten Generati-
on, die innerhalb einer groBen Substratbindungstasche liegen (Gutsche et al., 1974,
Rufer et al., 1974; Biere et al., 1974; Winkler et al., 2007; siehe auch Abbildung 1
und 7). Da die langkettigen Sulfonylharnstoffe gleichzeitig an zwei Bindungsregio-
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nen binden (siehe auch Abbildung 7: A: CL8; B: CL3), Iasst sich die hohe Affinitat
der Bindung, sowie die starke Potenz und geringe Reversibilitat des GBC-Blocks an
Kire.2 / SUR1 erklaren (Ashcroft und Gribble, 1999; Ashfield et al., 1999 Bryan et
al., 2005; 2007; Vila-Cariles et al., 2007; Winkler et al., 2007; Russ et al., 2009).

B )
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SUR1-selektiv

Abbildung 7: Modell der Sulfonylharnstoff-Bindungstasche am SUR.

Durch Analysen der Ligandstruktur kdnnen Aussagen Uber die Beschaffenheit der Bindungstaschen
gemacht werden: Dabei handelt es sich um zwei Bindungsregionen A und B, die sich Uberlappen.
Die drei lipophilen Strukturen hier von GBC interagieren mit drei Taschen des Rezeptors. Zuséatzlich
kann das Molekdl Gber H-Briicken oder ionische Wechselwirkungen fixiert werden. Die rechte hydro-
phobe Tasche befindet sich wahrscheinlich im Bereich von CL8 (S1237) und gibt es nur bei SUR1.
Bei SUR2 wird die Tasche durch die Aminosaure Tyrosin1206 (anstelle von Serin 1237 im SUR1)
gebildet. Die CL3 soll Bestandteil der linken hydrophoben Tasche sein. Uber die Uberlappungsregi-
on ist noch wenig bekannt, sie muss als Rezeptor fur die Phenyl-Gruppe und die negative Ladung
dienen, kann aber noch keiner Struktur im SUR eindeutig zugeordnet werden (Winkler et al., 2007)

Winkler et al., 2007 untersuchten die Bindungseigenschaften der SchlieBer (A-, B-
und A+B-Liganden) an den unterschiedlichen Subtypen, sowie das Verhalten bei
der Koexpression von SURx mit Kir6.x.

Eines der wichtigsten Ergebnisse dieser Studie aber war die Erkenntnis, dass eine
Koexpression mit Kir6.x die Affinitdt des SURx fir alle Sulfonylharnstoffe anhebt
und das, bei dem gleichen Subtyp, fir A- und A+B-Liganden um genau den glei-
chen Grad (Winkler et al., 2007). Letzteres Ergebnis wird dadurch erklart, dass sich
die A- und B-Bindungsregionen (siehe Kap. 1.2.4.2) Uberlappen um die negative

Ladung sowie den angrenzenden Phenylring aufzunehmen und dass der Kir6.2 N-
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Terminus sowohl als Teil des Akzeptors fir diese Elemente fungieren oder mit die-
sen allosterisch interagieren kann (Winkler et al., 2007).

Nach der 3D-Struktur von Mikhailov et al. (2005) liegen Strukturen des Kir6.2 in der
Nahe der Bindungsregion oder sind sogar an der Ausbildung der Bindungsstelle
beteiligt, was durch Untersuchungen, in denen die Koexpression von Kir6.1 bzw.
Kir6.2 zur Affinitdtserhdhung von GBC an SUR2B fiihrte, bestatigt werden kann
(Russ et al., 1999, Hambrock et al., 2001).Vergleicht man die Sequenzen der CL3-
Region der verschiedenen SUR-Subtypen , ergeben sich keine groBen Unterschie-
de (Bryan et al., 2005). Sulfonylharnstoffe der zweiten Generation sind wesentlich
weniger SUR1-selektiv, als die Sulfonylharnstoffe der ersten Generation (Stephan,
2007).

Die Glinide enthalten keine Sulfonylharnstoff-Gruppe mehr, bei ihnen wird die nega-
tive Ladung durch eine Carboxylgruppe beigesteuert. Die Gruppe der Glinide ent-
hélt sowohl A- als auch B-Liganden.

Nukleotideffekte
In der Abwesenheit der Mg-Nukleotide wird die Konformation des Kanalkomplexes

durch die Bindung des Sulfonylharnstoffs an den SUR verandert, was zur Schlie-
Bung des Kanals fuhrt. Der Kir6.2-N-Terminus muss an diesem Prozess beteiligt
sein, da eine Verklrzung dieser Kir6.2-Region um mehr als 10 Aminosauren den
inhibitorischen Effekt der Sulfonylharnstoffe verhindert (Babenko et al., 1999; Rei-
mann et al., 1999; Prager et al., in Vorbereitung).

In der Gegenwart von Mg-Nukleotiden, hebt die Sulfonylharnstoff-Interaktion mit
SUR1 zusatzlich die aktivierende Wirkung der Mg-Nukleotide auf die SUR-
Untereinheit auf. Eine Erklarung daflr kénnte die Feststellung von Ueda et al., 1999
sein, dass GBC die Kooperativitat zwischen der MgATP-Bindung an NBF; und der
MgATP/MgADP-Bindung an NBF, stdrt. Insgesamt verstarkt sich der Kanalblock
noch, da die inhibierende Wirkung der Mg-Nukleotide auf die Kir-Untereinheit be-
stehen bleibt (Schwanstecher et al., 1992a; Zinkler et al., 1988; Ashcroft und
Gribble, 1999; Babenko et al., 1999; Reimann et al., 1999; Procks et al., 2004,
Winkler et al., 2009).
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Die Mgz+-SaIze von ATP und ADP sind die natirlichen Regulatoren der Katp-
Kanale. Da wahrend der Inkubation ATP durch verschiedene ATPasen zu ADP
hydrolysiert wird und ADP wiederum durch die Adenylatkinase zu ATP (und AMP)
umgewandelt wird (Gopalakrishnan et al.,, 1991; Schwanstecher et al., 1991;
Hambrock et al., 1999; Hambrock et al., 2002) kommt es zu einer Kombination von
Effekten aller Nukleotide.

In ®*H-GBC-Bindungsstudien wurde gezeigt, dass MgATP die GBC-Bindung zu allen
SUR-Subtypen verringert (Hambrock et al., 2002). Die Anwesenheit von Mg?* ist fiir
diesen Effekt von N6ten und nicht-hydrolisierbare ATP-Analoga haben keine Wir-
kung (Uberblick bei Ashcroft und Ashcroft, 1992; Hambrock et al., 2002). Diese In-
hibition ist eine Folge der Verringerung der Affinitdt des SURs gegenlber Gliben-
clamid durch die Bindung des MgATP am SUR, die Bindungsstelle des MgATP
stimmt aber nicht mit der Bindungsregion des GBC Uberein (siehe Abb.1 und 3); sie
sind also allosterisch miteinander gekoppelt (Schwanstecher et al., 1991; 1992).
Man kann annehmen, dass ATP und ADP gemeinsam wirksamer sind, wenn es um
die Hemmung der Glibenclamidbindung geht, als jeweils allein (Hambrock et al.,
2002).

Durch entsprechend erhobene Daten kann an SUR1 ein klassisches zwei Zustédnde
Schema angenommen werden, in dem der Rezeptor in zwei verschiedenen, mit
einander vertauschbaren Zustanden vorliegt, und MgATP verandert das Gleichge-
wicht in einen Zustand niedrigerer Affinitdt gegenltber Glibenclamid (Rudiger; Dis-
sertation 2009; Winkler et al., Dissertation 2009).

Im Fall der SUR2(YS)-Isoformen reduziert ATP die Anzahl der beobachtbaren Bin-
dungsstellen, ohne dass sich der Kp-Wert dieser verandert. Das kann auf zwei Ar-
ten erklart werden: Die eine Theorie behauptet, dass SUR2, wird es alleine expri-
miert, Tetrameren mit negativer allosterischer Kopplung zwischen den
Untereinheiten formt, abhdngig von der Isoform. Im zweiten Modell wird angenom-
men, dass monomeres SUR zwischen zwei Zustdnden im stady-state liegt, aber
nicht im Gleichgewicht. Dieses wird durch die ATP-Hydrolyse angetrieben (Boye-
naems und Dumont, 1980; Loéffler-Walz et al., 2002). Was auch immer der Grund
daflr ist, es zeigt, dass zwischen SUR1 und SUR2 ein wichtiger mechanistischer
Unterschied vorliegt (Hambrock et al., 2002).
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Bei einer Koexpression mit Kir6.2 kam es zu einer Verringerung der Wirksamkeit
von MgATP und MgADP in Bezug auf die Hemmung der Glibenclamidbindung fir
alle SUR-Subtypen (Hambrock et al., 2002).
Bei einer Koexpression mit Kir6.2 kam es zu einer Verringerung der Wirksamkeit
von MgATP und MgADP in Bezug auf die Hemmung der Glibenclamidbindung fir
alle SUR-Subtypen (Hambrock et al., 2002)

Die Mutation SUR2(Y1206S)

Da die SUR2-Subtypen eine geringe Affinitat gegeniber Glibenclamid (GBC) auf-
weisen (=100 nM), wurde die Mutation (Y1206S) benutzt, die die Affinitat des SUR2
fur GBC anhebt (Hambrock et al., 2001; Stephan et al., 2005), aber gleichzeitig

ahnliche pharmakologische Eigenschaften aufweist (Loffler-Walz et al., 2001).

Durch verschiedene Studien, in denen herausgefunden wurde, dass SUR1 eine
hohe Affinitdt gegenlber Sulfonylharnstoffen aufweist, wéahrend die SUR2-
SpleiBvarianten eine hohe Affinitat gegenlber den Kanaléffnern aufweisen
(Hambrock et al.,, 1998; Schwanstecher et al.,, 1998; Dérschner et al.,, 1999;
Hambrock et al., 1999; Russ et al., 1999), kamen Ashfield et al., 1999 darauf, die
Bindungsdoméanen von SUR1 und SUR2A zu vergleichen und stellten dabei fest,
dass es eine Aminosaure gibt, die sich in der intrazellularen Schleife zwischen
TMD15 und TMD16 befindet und fur die Sulfonylharnstoffbindung wichtig zu sein
scheint: wird Serin 1237 im SUR1 von der Ratte durch Tyrosin, das die entspre-
chende Aminosaure im SUR2A darstellt, ersetzt, geht die hohe Affinitat gegentber
Tolbutamid und Glibenclamid verloren. Im Umkehrschluss lasst sich vermuten, dass
der Austausch von Tyrosin (1206 bei der Maus) durch Serin an SUR2 eine Erhé-
hung der Affinitat gegentber den Sulfonylharnstoffen hervorruft.

In der Tat konnte die Affinitdt gegentber Glibenclamid um etwa den Faktor 25 an-
gehoben werden (Hambrock et al., 2001). Die YS-Mutation ist deswegen so wert-
voll, da sie sowohl fiir Offner als auch fiir Glibenclamide eine hohe Affinitat aufweist.
Das erlaubt ®H-GBC- und *H-P1075-Bindungsstudien an einem SUR, woraus ge-
nauere Analysen der Beziehung zwischen Offnern und SchlieBern resultieren
(Hambrock et al., 2001). Dartiber hinaus war an SUR2B die Bestimmung der GBC-
Bindung an intakten Zellen schwierig, da ein hoher Anteil an nicht spezifischer Bin-
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dung vorliegt (Russ et al., 1999), an Membranen war es sogar unmdglich
(Dérschner et al., 1999; Russ et al., 1999).

Die Affinitat gegentber P1075 im Vergleich zum Wildtyp jedoch bleibt gleich
(Hambrock et al., 2001)

1.3.2 Karp-Kanal-Offner (KCO)

Katp-Kanal-Offner (KCO = Katp channel opener) kann man anhand ihres molekula-
ren Aufbaus in unterschiedliche Strukturklassen unterteilen. Dazu gehéren Cyano-
guanidine (z.B. P1075), Benzopyrane (z.B.Levcromakalim), Benzothiadiazine ( z.B.
Diaxozid), Thioformamide (z.B. Aprikalim), Pyridylnitrate (z.B. Nicorandil), sowie
Pyrimidinsulfate (Minoxidisulfat) (Quast et al., 1993). Auch diese binden, wie die
Sulfonylharnstoffe, an die SUR-Untereineit (Aguilar-Bryan et al., 1995; Sakura et al.,
1995; Hambrock et al., 1998; Schwanstecher et al., 1998; Vgl. Abb.1).
Pharmakotherapeutisch werden zur Zeit nur Diaxozid und Minoxidil eingesetzt —
trotz schwerer Nebenwirkungen — und zwar zur Behandlung von hypertensiven Kiri-
sen bzw. therapierefraktarer Hypertonie, da Minoxidil selektiv am vaskularen Kate-
Kanal (SUR2B / Kir6.1) wirkt. Diaxozid kann zusatzlich zur Therapie von Hyperinsu-
lindmien eingesetzt werden, da es auch eine 6ffnende Wirkung auf SUR1 / Kir6.2
besitzt. Des Weiteren kommt noch Nicorandil zum Einsatz, das sowohl Katp-Kanéle
aktiviert als auch NO freisetzt und deswegen bei der Behandlung von Angina pecto-
ris Anwendung findet (Quast et al., 1996a; Karow und Lang, 2002; Autoren der
IONA-Studie, 2002).

P1075 hat vor allem experimentelle Bedeutung.

Wie oben schon genannt liegt die Bindungsstelle fir die KCO auf der B-Untereinheit
(siehe Abb.8) und es werden flr die hochaffine Kanaléffnung sowie zur Bindung am
Rezeptor hydrolysierbares MgATP oder MgADP benétigt (Schwanstecher et al.,
1992b; Quast et al., 1993; Schwanstecher et al., 1998, Hambrock et al., 1999).
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Abbildung 8: Spezifische *H-P1075 Bindung an die Karp-Untereinheiten (Schwan-
stecher et al., 1998)

Durch den Einfluss der Offner auf die ATPase-Aktivitat wird die allosterische Kopp-
lung der Offner- und Nukleotidbindungsregion bestatigt (Bienengraeber et al.,
2000). Im Zuge der Nukleotidbindung und Hydrolyse an der NBF durchlauft der
SUR zyklische Zustandsanderungen, die denen in verwandten, bakteriellen ABC-
Proteinen ahnlich sind (Locher et al., 2002; Davidson und Chen, 2005). Dabei wird
davon ausgegangen, dass der posthydrolytische Zustand mit der Aktivierung des
Kanals im Zusammenhang steht (Zingman et al., 2001; Matsuo et al., 2005). Mo-
reau et al., 2005b ziehen in Erwéagung, dass dieser Zustand durch die Offnerbin-
dung eingeleitet und / oder stabilisiert wird. Tucker et al., 1997 konnten nachweisen,
dass die Aktivitat der Pore allein, also nur die Kir-Untereinheit, nicht durch den Off-
ner reguliert wird.

Die genaue Lage der Offnerbindungsstellen ist noch nicht geklart, aber Moreau et
al, 2005b gehen, auf Grund von ausgedehnten Mutationsanalysen, davon aus, dass
diese extrazellular zuganglich ist. Stephan et al., 2006 jedoch konnten durch Ver-
wendung eines schlecht membrangangigen Offners eindeutig zeigen, dass zumin-
dest Benzopyrane von der Innenseite her binden. Damit nehmen diese den glei-
chen Weg wie die Sulfonylharnstoffe (Schwanstecher et al., 1994.
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Des Weiteren ist klar, dass die verschiedenen Offner an unterschiedlichen SUR-
Regionen binden (Babenko et al., 2000a; Moreau et al, 2000), sich aber gleichzeitig

aus den Rezeptoren verdrangen kénnen (Hambrock et al., 1998).

Radioligandbindungsstudien haben gezeigt, dass flir eine hochaffine KCO Bindung
sowohl Mg?* als auch ATP oder andere hydrolysierbare Nukleotide erforderlich sind
(Niki und Ashcroft, 1991; Schwanstecher et al., 1992; Quast et al., 1993; Dickinson
et al., 1997; Hambrock et al., 1998; Schwanstecher et al., 1998) und es wird ange-
nommen, dass die ATP-Hydrolyse erforderlich ist, um den SUR in eine Konformati-
on mit hoher Affinitat zu den KCOs zu bringen (Schwanstecher et al., 1998). Dar-
dber hinaus heben die KCOs die ATPase Aktivitdt des SURs an, wodurch die
Konzentration des MgADPs, der physiologische Offner, steigt (Bienengraeber et al.,
2000). Ferner gibt es einige Anhaltspunkte, dass Karp-Kanal-Offner auch in der Ab-
wesenheit von MgATP in der Lage sind SUR2-haltige Kanale zu 6ffnen, was unab-
hangig von der ATP-Hydrolyse maoglich ist (Skelettmuskel: Allard und Lazdunski,
1993; Forestier et al., 1993, 1996; Kir6.2 / Sur2A: D’hahan et al., 1999a; Babenko
et al., 2000, Gribble et al., 2000; Kir6.2 / SUR2B: Reimann et al., 2000). MgATP
verlangsamt die Frequenz der KanalschlieBung nach der Auswaschung der Offner,
was vermuten lasst, dass MgATP die Dissoziation des Offners vom Kanal verzdgert
(Gribble et al., 2000; Reimann et al, 2000; 2001).

Allgemein kann man sagen, dass SUR2B von allen SUR-Subtypen die gr6Bte Affini-
tat zu den Karp-Kanal-Offnern aufweist (Schwanstecher et al., 1998; Hambrock et
al., 1999; Winkler et al., 2007)

Die Mutation Y1206S hat auf SUR2B kaum Auswirkungen auf die Bindung oder auf
das Offnen des Kanals durch P1075 (Russ et al., 2003). AuBerdem haben Léffler-
Walz et al., 2002 festgestellt, dass trotz der Mutation die allosterische Kopplung
zwischen GBC und P1075 unverandert bleibt.

Bei einer heterolgen Verdrangung von *HGBC durch P1075 in der Anwesenheit von
MgATP ergibt sich ein biphasischer Kurvenverlauf. Man geht davon aus, dass
SUR2B, wird es alleine exprimiert, in der Anwesenheit von MgATP Tetrameren bil-
det (Loffler-Walz et al., 2002). Die erste Komponente der Kurve spiegelt dann die
Offnerbindung zu den nicht durch GBC besetzten Untereinheiten wieder. Durch ei-
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ne negativ-allosterische Interaktion bewirkt die P1075-Bindung an der nicht durch
®HGBC besetzten Untereinheit eine Abschwachung der Affinitdt zum Radioliganden
(Russ et al., 2003). Der zweite Teil der Kurve gibt den Teil der Bindungen an, die
durch die Verdrangung von *HGBC entstanden ist. Das geschieht mit geringerer
Affinitat und fiihrt durch die negative Allosterie zu weiterem Abldsen von *HGBC
(Loffler-Walz et al., 2002).

In der Abwesenheit von MgATP waren die *H-GBC Inhibitionskurven monophasisch
und der Ki-Wert ahnelt dem des zweiten Teils der Kurve mit MgATP (Russ et al.,
2003). AuBerdem kam es zu keiner Interaktion der Untereinheiten (Loffler-Walz et
al., 2002).

Eine wichtige Erkenntnis ist, dass die Anwesenheit von GBC an derselben Unter-
einheit die Bindung der Kanaléffner erschwert und andersherum (Hambrock et al.,
2001). Das hat zur Folge, dass die Ergebnisse der heterologen Verdrangung
(*HGBC gegen P1075) die wirkliche Affinitat in der Anwesenheit von MgATP unter-
schatzen. Diese Hypothese wird auch dadurch unterstitzt, dass die Ki-Werte ohne
MgATP denen des niedrig-affinen Teils der Kurve mit MgQATP enstprechen (Russ et
al., 2003). Dadurch wird gezeigt, dass an durch GBC belegten Untereinheiten die
Anwesenheit von GBC fiir die Offnerbindung wichtiger war als die des MgATPs
(Russ et al., 2003).

Es wird davon ausgegangen, dass einige Karp-Kanalbéffner in hoher Konzentration
in der Lage sind Karp-Kanéale unabhangig von der ATP-Hydrolyse zu 6ffnen (Russ
et al., 2003).

1.4 Die Nukleotidbindungsfalten

Die Nukleotidbindungsfalten enthalten das Walker A- und B-Motiv sowie die Linker-
sequenz (auch ABC-Signatursequenz genannt). Die NBFs verkniipfen sich in einer
zhead-to-tail“ Ausrichtung, um zwei Nukleotidbindungsstellen zu bilden, in welchen
die Nukleotide zwischen den Walker A- und B-Motiven von der einen NBF und der

Linkersequenz der anderen NBF eingeschlossen werden (Hollenstein et al., 2007).
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Das bedeutet also, dass die eine Bindungsregion das Walker A- und Walker B-
Motiv von NBF1 und die Linkersequenz von NBF; beinhaltet und umgekehrt.

Bei Gelfiltrationen kam man zu dem Schluss, dass die isolierten Nukleotidbindungs-
falten sich in Multimeren von acht bis neun Monomeren anordnen. Im Elektronen-
mikroskop konnte man feststellen, dass sie ringartige Strukturen ausbilden. Der in-
nere Durchmesser dieser Ringstruktur betragt 40 bis 75 A und man geht davon aus,
dass dies den Platz fir die Kir6.x-Untereinheit darstellt (de Wet et al., 2007).

Diese Ergebnisse lassen annehmen, dass die NBFs an einem physikalischen Zu-
sammenschluss der Untereinheiten im Karp-Kanalkomplex beteiligt sind woraus
sich schlieBen lassen kann, dass sie auch an funktionellen Interaktionen zwischen
den Untereinheiten Anteil haben (de Wet et al., 2007). Auch altere Studien haben
belegt, dass die NBFs untereinander interagieren (Mikhailov und Ashcroft, 2000;
Hough et al., 2002) und dass die isoliert vorliegende NBF; von SUR1 Tetrameren
bilden kann (Shevchenko und Shevchenko, 2001).

1.4.1 Walker A- und Walker B-Motiv

Walker et al., 1982 haben durch einen Sequenzvergleich der Aminosauren von vie-
len verschiedenen bakteriellen und eukaryotischen ATP-bindenden Proteinen die
Walker A- und B-Motive in den NBFs entdeckt. Diese werden durch Assoziierung
zweier hoch-konservierter Aminosauregruppen gebildet. Von dem Walker A-Motiv
(G-X-X-G-X-G-K-T(S)) wird angenommen, dass es eine Schleife (Loop) bildet (Sa-
raste et al., 1990). Durch eine Konformationsédnderung, die durch MgATP hervorge-
rufen wird, kann diese Schleife den Zugang zu der Nukleotidbindungsfalte (NBF)
kontrollieren (Fry et al., 1986). Entsprechend den nukleotidbindenden und —
hydrolysierenden Proteinen, von denen strukturelle Daten vorhanden sind (Fry et
al., 1986; Pai et al., 1989; Abrahams et al., 1992 Story et al., 1992) , geht man da-
von aus, dass der invariante Lysinrest in dem Walker A-Motiv der ABC-Transporter
entscheidend flr die Bindung des B- und y-Phosphates des ATP ist, wahrend das
konservierte Aspartat in dem Walker B-Motiv (R/K-X-X-X-G-X-X-X-L-Hyd-Hyd-Hyd-
Hyd-D) eine wichtige Rolle beim Binden des Mg?*-lons zu spielen scheint (Schnei-
der et al., 1997). Das Walker B-Motiv wird in die Nahe des Walker A-Motivs ange-
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siedelt. Zusétzlich enthalt die NBF weitere Motive, namentlich die Linkersequenz
(LSGGQ), die bei der Familie der ABC-Proteine nachgewiesen wurde (Higgins et
al., 1986). Diese Sequenz liegt zwischen der A- und B-Region.

Allgemein gilt, dass ein Aminosaureaustausch in den Walker A- und B-Motiven hin-
sichtlich der ATPase-Ativitat nicht toleriert wird (Schneider et al., 1994; Koronakis et
al., 1995; Loo et al., 1995; Aparicio et al., 1996).

An STEB6, auch ein ABC-Protein, wurde in den Walker-Motiven Lysin (K) durch Ala-
nin (A) ersetzt, was zu einer Reduktion der Aktivitat des Kanals um ca 75% fluhrte
(Berkower und Michaelis, 1991).

Verschiedene Experimente deuten an, dass der entsprechende (Walker A) Lysin-
rest wirkt, indem es entsprechend der Triphosphatkette des MgATP die bendtigte
Konformation fir die Katalyse annimmt und die Interaktion des Substrates mit der
aktiven Seite gewahrleistet. Ein Aminosaureaustausch durch Arginin (R) hemmt
wegen einer lokalen Konformationsdnderung dieses Vorgehen (Azzaria et al.,
1989).

Wéhrend ein anderer Ersatz fir den Lysinrest nach wie vor eine Interaktion mit
Nukleotiden zulésst, hebt ein Austausch durch Asparagin (N) die Nukleotidbindung
auf (Panagiotidis et al., 1993; Shyamala et al., 1991).

Ein konservativer Aminosaureaustausch an dem Walker B-Motiv zeigt im Allgemei-
nen eine Aufhebung der ATPase-Aktivitat sowie der Nukleotidbindung (Koronakis et
al., 1995, Panagiotidis et al., 1993; Shyamala et al., 1991).

1.4.2 Die Mutation KR-KR

Die Mutation KR-KR wurde bereits an anderen ABC-Proteinen beschrieben,. z.B.
durch Azzaria et al., 1989 an mdr1. Hierbei handelt es sich um eine ATP-abhangige
Pumpe, deren Funktion auf der Bindung und Hydrolyse von MgATP beruht.

Bei der KR-KR-Mutation handelt es sich um einen konservativen Aminosaureaus-
tausch, das bedeutet, dass eine Aminosaure durch eine gleichgeladene Aminosau-
re ausgetauscht wird.

Ein konservativer Aminosaureaustausch von Lysin (K) durch Arginin (R) hebt die
ATP-Hydrolyse auf (Delepelaire, 1994; Schneider et al., 1994), die Nukleotidbin-
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dung bleibt aber erhalten (Azzaria, 1989; Schneider et al., 1994). Dabei reichte die
Mutation in einer der beiden NBFs aus, um das Protein zu inaktivieren, was an-
nehmen lasst, dass die beiden Halften von mdr1 nicht von einander unabhangig
sind (Azzaria et al., 1989).

An SUR2B konnten Schwanstecher und Kollegen zeigen, dass die KR-Mutation an
NBF; und NBF; (also K707R und K1348R) jeweils die *H-P1075 Bindung an SUR
(fast) vollstandig aufhob (Schwanstecher et al., 1998). Auch an dem Transporter
STE6 wurde eine K398R-K1093R-Mutation durchgefiihrt. In dieser Studie wurde in
beiden Fallen die Transportfahigkeit des Kanals vermindert. Wéahrend die N-
terminale Mutation (K398R) die Aktivitat auf 1% der Aktivitat des Wildtyps reduziert,
weist die C-terminale Mutation (K1093R) mit 15% Restaktivitat eine geringere Wir-
kung auf (Berkower und Michaelis, 1991). Vergleicht man das mit der KA-Mutation,
ist die Restaktivitat der KA-Mutation mit ca 25% gréBer als die der KR-KR-Mutation
(1% / 15%). Das ist durchaus interessant, da bei der KA-Mutation das positiv gela-
dene Lysin durch ein ungeladenes Alanin ersetzt wird. Das lasst annehmen, dass
Veranderungen in der Struktur durch Aminosaurenaustausch komplex sind und
auch eine Behinderung und nicht nur eine Inaktivierung zur Folge haben kdnnen
(Berkower und Michaelis, 1991).

1.5 Fragestellung der Arbeit

Nachdem die Mutation KRKR schon bei einigen anderen ABC-Proteinen (siehe
Kap. 1.4.2) beschrieben wurde, soll in dieser Arbeit herausgefunden werden, wel-
che Auswirkungen die KRKR-Mutation in den Nukleotidbindungsfalten (NBF) des
SUR2B, also SUR2B(K707R, K1348R), hat. Dabei sollen folgende Fragen beant-

wortet werden:

Welchen Einfluss hat die Mutation auf die Bindung von Glibenclamid (GBC)?
Welchen Einfluss hat die Mutation auf die Bindung von P1075-Bindung?
Welche Wirkung hat MgATP auf die GBC- und P1075- Bindung an der KRKR-
Mutante?
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Zur Beantwortung dieser Fragen wurden Rezeptorbindungsstudien mit *H-GBC als
Radioligand an SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR-Membranen durchgeflhrt.
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2. Material und Methoden

2.1 Ubersicht

Die Ergebnisse, die in dieser Arbeit dargestellt werden, wurden durch Radioligand-
bindungsstudien gewonnen. Bei diesem Verfahren bindet eine radioaktiv markierte
Substanz (hier *H-GBC) an bestimmten Rezeptoren der Plasmamembran. Voraus-
setzungen flr solche Bindungsstudien sind eine ausreichende Affinitat des Radioli-
ganden zum Rezeptor, sowie eine entsprechende spezifische Radioaktivitat. Zu-
satzlich muss das Rezeptormaterial in ausreichender Menge und adaquater
Reinheit vorliegen.

Der Ablauf dieser Radioligandbindungsstudien geht folgendermafBen von statten:

Zunachst werden Radioligand und Rezeptor unter Standardbedingungen, was pH,
Dauer und Temperatur betreffen, inkubiert. AnschlieBend werden membrangebun-
dener und nicht gebundener Radioligand durch Filtration getrennt und dann die
Menge des gebundenen Radioliganden mittels eines Fllssig-Scintillators in einem
Betazahler gemessen.

Bei dieser Arbeit wurde mit Gleichgewichtsexperimenten gearbeitet. Diese Unter-
form der Bindungsuntersuchungen basiert auf dem Massenwirkungsgesetz, und
somit auf dem Erreichen der Gleichgewichtslage. Hierbei muss darauf geachtet
werden, dass die Inkubationszeit so gewahlt wird, dass nach deren Ablauf keine
beobachtbaren zeitlichen Veranderungen der Bindung mehr auftreten.
Gleichgewichtsexperimente werden hauptséachlich in Sattigungs- und Kompetitions-
Experimente unterschieden. Eine genauere Beschreibung dieser Verfahren erfolgt
in Kapitel 2.7.

Die anschlieBende Analyse der Ergebnisse erfolgte anhand eines theoretischen
Modells der Rezeptor-Ligand-Interaktion, auf das in Kapitel 2.8 genauer eingegan-

gen wird.
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Teilweise war auch, vor allem zur vergleichenden Auswertung, die Bestimmung der
in den Versuchsansatzen vorhandenen Rezeptorkonzentration notwendig. Was
durch die quantitative Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et al., Kapitel 2.5) ge-
schah.

Zum Schluss wurden die Daten auf statistische Relevanz geprift (s. Kapitel 2.8).
Das Rezeptormaterial wurde durch Kultivierung (s. Kapitel 2.4.1) und anschlieBen-
de Membranaufbereitung (s. Kapitel 2.4.5) von mit SUR-Subtypen (hier SUR2B(YS)
und SUR2B(YS)KRKR) transfizierten humanen embryonalen Nierenzellen (Human
Embryonal Kidney Cells, HEK293-Zellen) gewonnen.

2.2 Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien

Substanzen Hersteller
ATP-Nay Boehringer, Mannheim
CuSO, Merck & Co. Inc., USA
DMSO Merck & Co. Inc., USA
EDTA-Na, Fluka, Buchs, Schweiz
EGTA Sigma, Minchen
Ethanol 99% p.a. Merck & Co. Inc., USA
FBS Invitrogen, Auckland, GroBbritannien
Folin-Ciocalteau-Reagenz (2M) Fluka, Buchs, Schweiz
Geneticinsulfat Invitrogen, Auckland, GroBbritannien
Gentamycin Invitrogen, Auckland, GroBbritannien
Glibenclamid Sigma Aldrich, Taufkirchen
HCI Fluka, Buchs, Schweiz
HEPES-Puffer Sigma, Minchen
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®H-Glibenclamid PerkinElmer Life Science, USA
K*/Na*-Tartrat Merck & Co. Inc., USA
KClI Merck & Co. Inc., USA
MEM Invitrogen, Auckland, GroBbritannien

+ L-Glutamin

+ Earle’s Salze

MgCl. * 6 H20 Merck & Co. Inc., USA
Na>COs Merck & Co. Inc., USA
NaCl Merck & Co. Inc., USA
NaOH Merck & Co. Inc., USA
P1075 Leo Pharmaceuticals,

Ballerup, Danemark

TRIS Fluka, Buchs, Schweiz

Ultima Gold Packard Instruments, USA

2.3 Puffer

Alle Puffer wurden bei 6°C im Kihlraum aufbewahrt.

Hypotoner Puffer

10 mM Hepes
1 mM EGTA

Die Substanzen werden in aqua bidest gelést und der pH-Wert bei einer Tempera-
tur von 6°C auf 7.4 eingestellt.
Dieser Puffer wird zur Lyse der HEK293B-Zellen und der Herstellung einer Zell-

membransuspension verwendet.
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Isotoner Inkubationspuffer

5 mM Hepes
139 mM NacCl
5 mM KCI

Nachdem die Substanzen in aqua bidest gelést waren, wurden 2 verschiedene Puf-
fer durch unterschiedliche Einstellung des pH-Wertes hergestellt.

Der eine wurde auf Eis bei 0°C auf einen pH-Wert von 7.4 eingestellt und wurde fir
die Resuspension und das anschlieBende Einfrieren der Membranen verwendet.
Der andere Puffer wurde bei einer Temperatur von 37°C auf einen pH-Wert von 7.4
eingestellt. Dieser diente der Inkubation der Rezeptoren und Liganden, sowie der

Herstellung von Stammldsungen und Verdinnungsreihen

Puffer zur Herstellung von Geneticin-Aliquots

100 mM HEPES

HEPES wurde in aqua bidest geldst und der pH-Wert bei 37°C auf 7.3 eingestellt.
Um die Sterilitdt zu erreichen wurden die Aliquots anschlieBend autoklaviert (60 min
bei 121°C und 4 bar). AnschlieBend wurden sie bei -20°C aufbewahrt.

Waschpuffer

50 mM Tris-Puffer
154 mM NaCl

Zuerst wurde eine zehnfach konzentrierte Stammlésung mit aqua monodest herge-
stellt, die flr die Versuche 1:10 verdinnt und anschlieBend mit HCI auf einen pH-
Wert von 7.4 bei 6°C eingestellt wurde.

Der Waschpuffer diente der Trennung des gebundenen von dem nicht gebundenen
Radioliganden bei der Filtration wahrend des Versuches.



Material und Methoden 39

Kulturmedium fir die HEK293B-Zellinie

90% MEM ( Minimum Essential Medium)
10% hitzeinaktiviertes fétales Rinderserum (FBS)

20 ug/ml Gentamycin

Im Folgenden werden die Zusammensetzungen der einzelnen Bestandteile be-

schrieben:

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

Zusammensetzung:

Anorganische Salze(mg/ml): CaCl, (264); KCI (400); MgSO4 * 7 H.O (200);
NaCl (6800); NaHCOs3; (2200); NaHPO4 * 2 H,O
(158)

Andere Komponenten(mg/ml):  D-Glucose(1000); Phenolrot(10)

Aminosauren(mg/ml): L-Arginin * HCI (126); L-Cystein (24); L-Glutamin
(292); L-Histidin (42); L-Isoleucin (52); L-Lysin *
HCI(73); L-Methionin(15); L-Phenylalanin (32); L-
Threonin (48); L-Tryptophan (10); L-Thyrosin (36);
L-Valin (46)

Vitamine(mg/ml): D-Ca-Pantothenat (1); Cholinchlorid (1); Folsaure
(1); i-Inositol (2); Nikotinamid (1); Pyroxidal * HCI (
1); Riboflavin (0.1); Thiamin * HCI (1)

Es wird jeweils eine Flasche MEM (500ml) frisch angesetzt und bis zur Verwendung

im Kihlschrank aufbewahrt

Hitzeinaktiviertes f6tales Rinderserum (FBS)

Dem Kulturmedium wird FBS zugegeben, da dieses mitogene Faktoren enthalt und
somit das Wachstum der Zellen anregt. Um aber eventuelle Restaktivitdten von Se-

rumproteasen zu unterbinden, wird eine Hitzeinaktivierung durchgefihrt. Dazu wird
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die, bis zu diesem Zeitpunkt bei -20°C gelagerte, Flasche (500ml) aufgetaut und 90
Minuten in einem 55°C warmen Wasserbad hitzeinaktiviert. Danach wird die Fla-

sche bis zu ihrer jeweiligen Verwendung im Kuhlschrank gelagert.

Gentamycin

Gentamycin, ein Aminoglykosidantibiotikum, ist ein wirksames Antibiotikum in der
Zellkultur, da es ein breites Wirkspektrum (wirkt gegen Stamme von Proteus,
Staphylokokkus, Pseudomonas und mehrere Mykoplasmen) und gleichzeitig keine
Zelltoxizitat aufweist.

Gentamycin ist in einem pH-Bereich von 2-10 in Gewebekulturmedien bei 37°C 15
Tage stabil. Im Weiteren ist es bei allen Temperaturen bestédndig und kann auch
autoklaviert werden.

Die Konzentration der gelieferten Stammlésung betrug 50 mg/ml. Das Gentamycin
wurde in 6 ml-Aliquots angesetzt (c = 2 mg/ml; anschlieBende Verdinnung der
Stammldsung auf die gewlnschte Konzentration mit sterilem aqua bidest), bei -
20°C aufbewahrt und zur Herstellung des Kulturmediums im Wasserbad auf 37°C

erwarmt.

Geneticin (G418 Sulfat)

Geneticin gehdrt ebenfalls zu den Aminoglykosid-Antibiotika. Bakterien besitzen
zwei dominante Resistenzgene, die fir Aminoglykosid-Phosphotransferase 3’(l) und
Aminoglykosid-Phosphotransferase 3’(ll) kodieren. Diese kénnen auch in eukaryon-
tischen Zellen exprimiert werden. Kommt es zur Aufnahme und Expression nur ei-
ner der beiden Gene fuhrt dies in der Folge schon zu einer Geneticin-Resistenz in
den Zellen.

Bei der Gewinnung der unterschiedlichen SUR-Subtypen flir die Versuche wurde
ein Plasmid angewendet, das zum einen die cDNA fir die B-Untereinheit des Katp-
Kanals und zum anderen ein Resistenzgen fir Genticin enthielt. Dadurch wurde
erreicht, dass alle Zellen, die erfolgreich den SUR-Subtyp exprimierten gleichzeitig
eine Geneticin Resistenz aufwiesen, und somit eine Selektion von SUR-
exprimierenden und nicht-SUR-exprimierenden Zellen statt fand.
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Welche Mengen an Geneticin bendtigt werden ist vom Zellzyklus und der Zellphase
abhéangig. Eine sich teilende, nicht resistente Zelle wird im Allgemeinen eher von
Geneticin beeintrachtigt als eine nicht resistente ruhende Zelle. Jedoch kann es
noch drei bis sieben Tage dauern bis der Zelltod eintritt.

Die Substanz wurde in sterilem HEPES-Puffer (100 mM; pH = 7.3 bei 37°C) geldst
(30 mg/ml), in 1 ml Eppendorf-GefaBe aliquotiert und im Gefrierfach bei -20°C auf-
bewahrt.

Eingesetzt wurde Geneticin im Zellkulturmedium in einer Konzentration von 300

ug/ml (100 wl Stammldsung der Konzentration 30 mg/ml auf 10 ml Kulturmedium).

Medium zur Kutivierung von HEK293-Zellen:

Zellkultur Standard Medium (ZSM):
MEM 500 ml
FBS 56 ml

Gentamycin (2 mg/ml) 5.6 ml
Die einzelnen Komponenten wurden unter sterilen Bedingungen (Laminar Flow,
Sterilarbeitsbank) zusammenpippetiert und bei 6°C im Kihlschrank aufbewahrt.
Bevor man das Medium zu den Zellen hinzufligte wurde dieses im Wasserbad auf
37°C erhitzt.

Medium zum Einfrieren von Zellen

Gefriermedium A
MEM 60%
FBS 40%
Gefriermedium B
MEM 80%
DMSO  20%
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Nachdem Gefriermedium A und B zu gleichen Anteilen gemischt wurden, konnten

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

werden.

Medium zum Auftauen von Zellen:

Hierzu wurde ZSM verwendet, das auf 37 °C erwarmt wurde.

Stammldsungen fiir die Proteinbestimmung nach Lowry:

Lowry A:

2% NaxCO3 in 0.1 M NaOH
Lowry B:

1% CuSOQOy4 in aqua bidest
Lowry C:

2% K*/Na*-Tartrat in agua bidest
Lowry D:

Folin-Ciocalteau-Reagenz (2 M)

Lowry A-C wurden als Stammldsungen hergestellt und bei Raumtemperatur aufbe-
wahrt. Lowry D wurde bereits fertig erworben (Fluka):

Lowry E
Lowry A 98 Teile
Lowry C 1 Teil
Lowry B 1 Tell

Die Reihenfolge A-C-B muss eingehalten werden, um ein Ausfallen der
Substanzen zu verhindern.

Lowry F

Diese Reagenz besteht aus Lowry D und aqua bidest im Verhaltnis 1:1
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Lowry E und F sollten jeweils kurz vor der Proteinbestimmung frisch angesetzt wer-
den.

2.4 HEK293-Zellen

Die HEK293-Zellen stammen aus menschlichen embryonalen Nierenzellen, die
durch das DNA-haltige Andenovirus Typ 5 tumords transformiert und dadurch im-
mortalisiert wurden. Sie wurden durch das DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH), Braunschweig, Deutschland (Kat.-Nr.
DSMACC305) bezogen.

Samtliche Arbeiten mit den Zellen sowie das Herstellen der Membranen wurden

freundlicherweise von Frau Petra Kihner Gbernommen.

2.4.1 Kultivierung der Zellen

Alle Arbeitsvorgénge mit lebenden Zellen wurden unter keimarmen Bedingungen an
einer Sterilwerkbank mit laminarer Luftstrdomung (laminar flow, Hera Safe, Heraeus
Instruments, Deutschland) durchgefiihrt. Zur Kultivierung verwendete man sterile
Petrischalen (94 mm Durchmesser, Greiner 94/16, Frickenhausen) mit 10 ml Zell-
kultur Standardmedium (90% MEM, 10% FBS, 20ug/ml Gentamycin), die bei 37°C
in mikroaerophiler Atmosphére (5% CO,, 95% relative Luftfeuchtigkeit) des Zellkul-
turschrankes (Heraeus Instruments, Deutschland) gelagert wurden.

Erreichte man eine Konfluenz der Zellen von 60-80% pro Schale (nach circa 3-5
Tagen), wurden diese im Verhéltnis 1:5 passagiert und damit weitervermehrt. Wah-
rend diesem Vorgang wurde das Medium, das hinsichtlich der N&hrstoffe ,ver-
braucht* war, aus der Schale abgesaugt, frisches, auf 37°C erwarmtes Medium
(ZSM) zugegeben und die Zellen mit einer 1 ml-Pipette vom Boden der Kulturschale
abgeldst. Jeweils 1ml der abgelésten Zellen wurde in eine neue Schale gegeben
und das Volumen pro Schale mit frischem und warmem Medium zu 10 ml aufgefullt.
Bei permanent transfizierten Zellen wurde jeweils noch 100 ul Geneticin zur Selek-

tion SUR-exprimierender Zellen hinzugeflgt.
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2.4.2 Auftauen

Die Zellen werden in einem Kryordhrchen in flissigem Stickstoff bei -196°C aufbe-
wahrt. Dieses Rdhrchen wurde in einem Wasserbad (37°C) angetaut bis gerade
noch ein dinner Eiskern im Rdhrchen zu erkennen war. Das Pellet aus den Zellen
war nun sichtbar und konnte unter der Sterilwerkbank in 20 ml Kulturmedium Uber-
fuhrt werden. Dabei musste moglichst schnell vorgegangen werden um den Kontakt
der Zellen mit dem 10% DMSO enthaltenden Gefriermedium bei diesen Temperatu-
ren so kurz wie mdglich zu halten. Die Zellen wurden darauf bei 500 * g fur 2-3 Mi-
nuten zentrifugiert (Biofuge primo, Heraeus Instruments Gber Kendro Laboratory
Products GmbH, Hanau). Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, woraufhin
eine Resuspendierung des Pellets in 4 ml Kulturmedium (37°C) erfolgte. Zum
Schluss wurde in einer Petrischale 6 ml Kulturmedium vorgelegt zu der man die
Suspensionslésung (4 ml) hinzufligte.

Nach 24 Stunden wurde das Kulturmedium zum ersten Mal gewechselt und nach
drei bis vier Tagen konnten die Zellen erstmalig passagiert werden. Daflir mussten

noch 100 pl Geneticin pro Schale hinzugeflugt werden.

2.4.3 Einfrieren (Kryokonservierung)

Zum Einfrieren wurden Kulturschalen verwendet, die eine Zelldichte von > 70 % (7-
10 Millionen Zellen pro Schale) aufwiesen. In einem Kryoréhrchen (Cryos, Greiner
Labortechnik) wurde das Zellmaterial einer Kulturschale eingefroren.

Das Medium wurde aus der Kulturschale entfernt und die Zellen mit 4 ml Gefrier-
medium A (siehe Kap. 2.3; S.9) von dem Schalenboden abgeldst. AnschlieBend
wurden sie in ein Falcon-Tube Gberfihrt und far zwei bis drei Minuten bei 500 * g
zentrifugiert. In einem Kryoréhrchen wurden 500 wl Gefriermedium B vorgelegt, in
das das Pellet resuspendiert und mit dem Gefriermedium B (siehe Kap. 2.3; S.9)
gemischt wurde, nachdem der Uberstand aus dem Zentrifugenréhrchen abgesaugt
worden war. Auch jetzt muss der Kontakt der Zellen, wie beim Auftauen, mit DMSO
gering gehalten werden, da es bei Raumtemperatur toxisch wirkt. Deshalb mussten
die Zellen nach Zugabe der Zellsuspension zum Gefriermedium B sofort auf Eis
herabgekihlt werden. Bevor man die endgultige Aufbewahrungstemperatur von
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—196 °C (in flussigem Stickstoff) erreichen konnte, musste das Kryoréhrchen bei

—80 °C vorgefroren werden.

2.4.4 Transfektion

2.4.4.1 Allgemeines

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in eine eukaryoti-
sche Zelle. Dabei unterscheidet man zwischen einem vortibergehenden Einbau des
Plasmids (transiente Transfektion) und einem dauerhaften Einfligen in das Genom
(permanente Transfektion). In dieser Arbeit wurden beide Verfahren angewendet:
Die permanente Transfektion fir SUR2B(YS) und die transiente Transfektion fir
SUR2B(YS)KRKR.

2.4.4.2 Verwendete Plasmide
Tabelle 3: Plasmide

VektorgroBe
Rezeptor Spezies Vektor in l?b Ursprunglabor
U.Quast / A.
R2B(YS M DNA3.1 11.4
SV (YS) aus pe +) Hambrock
Schwanstecher/Quast
SUR2B(YS)KRKR Ratt DNA3.1 10.5
(¥YS) ate | pe +) (Winkler)

2.4.4.3 Vorgehen bei transienter Transfektion

Bei diesem Verfahren wurden Zellkulturen mit einer Konfluenz von >90% verwen-
det. Am Vortag wurde das Standardkulturmedium gegen ein Gentamycinfreies Me-
dium (MEM + 10% FBS) ausgewechselt.

Am Transfektionstag wurden pro Zellschale 2ml-Eppendorf-ReaktionsgefaBe mit
jeweils 750 um vorgewarmtem (37 °C) OptiMEM befUllt. In das eine ReaktionsgefaR

OTM

wurde die DNA in das andere Lipofectamin2000' ™-Reagenz zugegeben und 5 Mi-

nuten inkubiert. AnschlieBend wurde das DNA-Gemisch zu dem Lipofectamin-
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Gemisch hinzugefigt (nicht umgekehrt), vorsichtig gemischt und weitere 20 Minuten
inkubiert. Wodurch die Bildung der DNA-Lipofectamin2000-Mizellen erméglicht wur-
de. Nach der Inkubation wurden die zu transfizierenden Zellen in ihren Kulturscha-
len aus dem Brutschrank entnommen, das Volumen des N&hrmediums um 4 ml
reduziert und mit dem inkubierten Transfektionsgemisch versetzt. Bis eine mikro-
somale Membranfraktion hergestellt werden konnte wurden die Zellen zwei Tage im
Brutschrank inkubiert.

Bei der Transfektion wurden 10 ug DNA pro Schale verwendet sowie entsprechend
37.5 pl Lipofectamin2000™-Reagenz.

2.4.4.4 Vorgehen bei permanenter Transfektion

Um standige Transfektionen zu umgehen griff man bei SUR2B(YS) auf die perma-
nente Transfektion zurtck.

Das Vorgehen war das gleiche wie bei der transienten Transfektion. Am nachsten
Tag wurde aber zusatzlich Geneticin (s. Kap.2.3) in die Kulturschalen hinzugefligt.
Dadurch wurde erreicht, dass nur diese Zellen Uberleben, die eine Geneticinre-
sistenz aufweisen. Das wiederum kénnen nur Zellen, die die tranfizierten Plasmide
dauerhaft durch Replikation in ihre chromosomale DNA integriert haben. Dadurch
waren diese Zellen in der Lage dauerhaft zu replizieren und zu exprimieren.
Verwendet wurde Aminoglycosid-Geneticin in Konzentrationen von Anfangs 727
pg/ml, die dann von Versuch zu Versuch bis auf 297 ug/ml gesenkt wurden.

2.4.5 Herstellung einer mikrosomalen Membranfraktion

Wenn die Zellen die gewilnschten SUR-Proteine exprimiert hatten, konnten die
Membranen flr die Radioligand-Bindungsstudien hergestellt werden.

Fir die Praparation wurden nur Zellkulturschalen verwendet, die eine Konfluenz von
mindestens 60% aufwiesen. Ein Teil des Mediums wurde abgesaugt, der Rest dien-
te zum Abldsen der Zellen. Auf diese Art und Wiese konnten bis zu 12 Schalen in
eine Falcon-Tube Uberflhrt werden, das anschlieBend bei Zimmertemperatur zentri-
fugiert wurde (500 * g; 5min). AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und
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das durch die Zentrifugation enstandene Zellpellet mit hypotonem Puffer lysiert (4
ml hypotoner Puffer pro Schale), um dann bei 0°C und 100 000 * g 30 Minuten lang
ultrazentrifugiert zu werden. Das Pellet konnte anschlieBend wieder in isotonem
Inkubationspuffer (pH 7.4 bei 0°C) resuspendiert (0.3 — 1ml pro Schale), in 2 ml-
Eppendorf-Cups aliquotiert und bei -80°C eingefroren werden.

Zu Beginn der Radioligand-Bindungsversuche wurde die benétigte Membranfraktion
unter Eiskihlung mit einem Polytron-Homogenisator (PT 3000, Kinematika AG,
Schweiz) 2 Mal fir etwa 10 Sekunden bei 12 000 U/min homogenisiert, damit keine
gréBeren Membranklumpen mehr vorhanden waren. Um das fir den jeweiligen
Versuch benétigte Volumen zu erreichen wurde schlieBlich noch isotoner Inkubati-

onspuffer (pH 7.4 bei 37°C) in entsprechender Menge hinzugeflgt.

2.5 Proteinbestimmung

Um die Konzentration des in den Bindungsversuchen eingesetzten Rezeptorprote-
ins zu bestimmen, bediente man sich der Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et
al., 1951). Dabei handelt es sich um eine Methode, die auf zwei Reaktionsschritten
beruht. Im ersten Schritt, der sogenannten Biuretreaktion, bildet sich im alkalischen
Milieu ein blauvioletter Komplex zwischen den Cu?*-lonen (Lowry E, Kap. 2.3) und
den Peptidbindungen aus. Im zweiten Schritt kénnen diese Cu?*-Proteinkomplexe
die Folin-Ciocalteau-Reagenz (Lowry F, Kap. 2.3) reduzieren. Bei dieser Reaktion
entsteht ein blauer Farbstoff, dessen Extinktion mittels eines Photometers bestimmt
werden kann.

Um die richtige Proteinkonzentration zu bestimmen, wurde wahrend der Bindungs-
versuche eine Probe aus der Membransuspension entnommen, die homogenisiert
und auf das endgtiltige Volumen verdiinnt worden war. Gleichzeit wurde auch eine
gleiche Menge an reinem Inkubationspuffer entnommen, um damit den Leerwert zu
bestimmen. Zu beiden Proben wurde je nach verwendeter Membrankonzentration
wassrige 0.1 M NaOH-Lésung dazugegeben(1:10 oder 1:20 verdlinnt). Die zusétzli-
che Bestimmung des Leerwertes des Inkubationspuffers war notwendig, da die freie
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Stickstoffgruppe von HEPES, das im Inkubationspuffer enthalten ist (Kap. 2.3), mit
den Lowry-Reagenzien stark interferiert.

Zunachst wurden jeweils 200 ul der Proben (entweder Membranen oder Puffer ent-
haltend), die schon mit NaOH verdinnt waren, sowie eine Lésung von 200 ul 0.1 M
NaOH fir den Nullabgleich in jeweils eine Halbmikrokivette tberfihrt und 1 ml
Lowry E Lésung (Kap. 2.3) hinzugefiigt. Nach finfminttiger Inkubation erfolgte die
Zugabe von 100 wl Lowry F Lésung und anschlieBendes Mischen der Ansatze, die
daraufhin weitere 20 Minuten ohne Lichteinwirkung inkubiert wurden. AnschlieBend
konnte in einem Spektralphotometer (Hitachi U-3.000) die optische Dichte (OD77o)
der Membran- und Puffersuspension bestimmt werden. Dafiir wurde eine Wolfram-
lampe mit der Wellenldnge von 770 nm verwendet und der Spalt wies eine Breite
von 5 nm auf.

Der Unterschied zwischen der Extinktion der Membransuspension und des Inkuba-

tionspuffers (AODz770) wurde durch folgende Formel:

AOD770 =0.1032 * Mprot

zur Bestimmung der Proteinkonzentration verwendet. Voraussetzung daflir war,
dass die Extinktion im linearen Bereich der Kalibrierungskurve lag. Konnte das nicht
erreicht werden, kam eine gréBere Verdinnung der Proben zum Einsatz.

Dieser Berechnung lag, wie oben genannt, eine Kalibrierungskurve zu Grunde, fir
die eine Verdinnungsreihe von Rinderserumalbumin (BSA) in 0.1 M NaOH herge-
stellt, analog zu den Protein- und Pufferproben mit Lowry E und Lowry F inkubiert
und anschlieBend photometrisch die Extinktion der einzelnen Verdinnungen be-
stimmt wurde. Wurden die OD-7o-Werte gegen die vorgegebene BSA-Konzentration

aufgetragen, ergab sich eine Kalibrierungskurve.
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2.6 Technik und Durchfihrung der Radioligand-Rezeptor-
Bindungsversuche (,,Bindungsversuch®)

2.6.1 Ubersicht

Alle Ergebnisse dieser Dissertation wurden mit Hilfe der sogenannten Radioligand-
Rezeptor-Bindung, kurz Bindungsversuch, erzielt. Dabei handelt es sich um eine
Methode, mit der man die Rezeptorenzahl, die Affinitat zwischen Rezeptor und Ra-
dioligand, als auch zu einem unmarkierten, kreuzreagierenden Liganden bestimmen
kann.

In dieser Arbeit wurden nur Gleichgewichtsexperimente, genauer gesagt Kompetiti-
onsexperimente als Versuchsvariante bendtigt. Dieses Prinzip beruht auf der Kom-
petition eines radioaktiv markierten und eines nicht-markierten Ligandens um die
gleiche Rezeptorbindungsstelle. Hierdurch erzielt man in erster Linie Informationen
Uber die halbmaximale Inhibitionskonzentration (ICsy) des unmarkierten Liganden
sowie Uber die Kooperativitat der Bindung. Kennt man die Konzentration und die
Affinitat (Kp) des Radioliganden kann man Uber ICsq die Dissoziationskonstante (Kp)
des unmarkierten Liganden nach der Cheng-Prusoff-Korrektur (Kap. 2.8.1) berech-
nen.

Kommt es bei den Kompetitionsversuchen nicht zu einer vollstandigen Verdrangung
des Radioliganden durch den unmarkierten Liganden, entstehen Hemmkurven, die
auf eine potentielle Heterogenitat der Bindungsstelle hinweisen. Das bedeutet also,
dass der unmarkierte Ligand an einer anderen Stelle bindet als der Radioligand.
Dadurch kommt es zu einer Konformationséanderung, die zu einer Verschlechterung
der Bindung (negativ-allosterisch) fihren kann. Aber auch eine Verbesserung der
Bindung des unmarkierten Liganden (positiv-allosterisch) ist mdglich.

2.6.2 Gewinnung von Rezeptormaterial

Die Herstellung der Membranen mit dem Rezeptormaterial erfolgte wie in Kapitel
2.4 beschrieben. Aufbewahrt wurden die Membranen im Gefrierschrank bei -80°C in
einem magnesiumfreien Inkubationspuffer (pH 7.4 bei 4°C). Wahrend der Homoge-
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nisierung und bis zum Start der Inkubation wurde das Membranprotein auf Eis (0°C)

gehalten, um es vor Denaturierung zu schitzen.

2.6.3 Inkubation

Die Radioligand-Bindungsreaktion wurde durch Zugabe der Membranpréaparation zu
dem auf Eis gekihlten Reaktionsgemisch gestartet. Der Reaktionsansatz setzte

sich also folgendermaBen zusammen:

25 ul Radioligand

10 ul unmarkierter Ligand in entsprechender Konzentration / L&sungsmit-
telausgleich zur Bestimmung von By

750 ul Inkubationspuffer (+ 1 mM MgATP)

200 Membranpréparation
Bei der Hemmung der *H-GBC Bindung durch MgATP lag ein leicht variierter Reak-

tionsansatz vor:

25 ul Radioligand
10 ul unmarkierter Ligand (300 nM GBC) zur Bestimmung des NSB

200 wl Membranpraparation

MgATP in unterschiedlichen Konzentrationen; die Verdinnungsreihe wurde mit
Inkubationspuffer hergestellt.

Der Rest auf 1010 ul wurde mit Inkubationspuffer aufgefulit.

Die Reaktion lief in beiden Fallen in 2 ml-Eppendorf-GeféaBen ab, die in einem Was-
serbad bei physiologischer Temperatur von 37°C 15 Minuten inkubiert wurden. Die
Inkubationszeit wurde so gewahlt, dass sich ein Gleichgewicht einstellen konnte.
Als Inkubationsmedium diente der in Kapitel 2.3 dargestellte isotone Inkubationspuf-
fer, der auf einen physiologischen pH von 7.4 bei 37 °C eingestellt war.
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2.6.4 Trennung von freiem und gebundenem Radioliganden

Nach Ablauf der Inkubationszeit musste der ungebundene, also frei vorliegende
Radioligand von dem Radioligand-Rezeptor-Komplex durch Filtration getrennt wer-
den.

Dafir wurden aus dem Reaktionsansatz (Volumen = 1 ml) jeweils drei Mal ein Ali-
quot von 300 ul enthommen und je in ein mit 8 ml eiskaltem Waschpuffer (Kap. 2.3)
geflllten Reagenzglas gegeben. Hierdurch wurde das Gleichgewicht, das wahrend
der Inkubation entstanden ist, fixiert. Sofort darauf folgte die Filtration in einer ent-
sprechenden Apparatur Gber Glasfilter (Whatman GF/B) an denen mittels einer
Membranpumpe (KNF Neuberger Typ N 026.2 AN.18) ein Vakuum erzeugt wurde.
Die Poren der Glasfilter sind so gewahlt, dass der freie Radioligand hindurchgeht,
nicht aber der Radioligand-Rezeptor-Komplex. Um die im Glasfilter gebundene un-
spezifische Radioaktivitat méglichst vollstandig zu entfernen, wurde noch zwei wei-
tere Male mit dem eiskalten Waschpuffer nachgespilt.

Durch die Entnahme von drei Aliquots pro Ansatz kam es zu einer dreifach Bestim-
mung pro Wert, aus der dann das arithmetische Mittel gebildet wurde.

2.6.5 Messung der Radioaktivitat

Liganden, die mit dem Radioisotop Tritium (*H-) markiert sind, emittieren Betastrah-
lung. Diese kann mittels eines Fliissig-Scintillators in einem Betacounter gemessen
werden (TRICARB® Liquid Scintillation Analyser 2000CA, Packard).

Daflr wurden die einzelnen Filter in ein spezielles Messréhrchen (Super Polyethy-
lene Vial 20 ml; Perkin Elmer) gegeben, mit jeweils 200 ul aqua bidest benetzt und
anschlieBend pro Vial mit 4.5 ml Szintillationsflissigkeit Ultima Gold) aufgeflllt. Die
Zugabe von 200 ul aqua bidest war notwendig, da die Filter im trockenen Zustand
die SzintillationsflUssigkeit nicht richtig aufnehmen kénnen. Das Herauslésen der
Radioaktivitat aus den Glasfiltern dauert trotzdem einige Stunden, so dass nur Zah-
lungen des Counters berticksichtigt werden konnten, die mindestens acht Stunden
nach dem Aufflllen mit Ultima Gold statt gefunden haben.

54% der radioaktiven Zerfélle pro Minute (dpm) kénnen durch den Betacounter de-

tektiert werden. Dabei gilt folgende Gleichung:
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F=054= gemessene Impulse / min _ cpm
. Zerfélle / min dpm

Gleichung (1)

Um aus den resultierenden dpm Konzentrationseinheiten zu bekommen, bediente

man sich folgender Formel:

gezidhlte dpm _mol
2.2*%10"*(dpm [ Ci) * SA(Ci/mmol) *V (ml) 1

Gleichung (2)
¢ = Konzentration in mol/l

SA = spezifische Aktivitat des Radioliganden in Ci/mmol
V = Filtrationsvolumen aus dem Reaktionsansatz in ml (0.3 ml)

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

2.7 Mathematische Beschreibung der Rezeptorbindungs-
studien

Als Grundlage fiir die Rezeptorbindungsstudien wird die Bindung eines Radiolabels
L an eine Klasse von Bindungsstellen angenommen, die nicht miteinander wech-

selwirken:

R+L & s C wund R+L & _C

Gleichung (3)
Dabei gilt:

R = freie Rezeptorkonzentration
L = freie Ligandenkonzentration

C = Rezeptor-Ligand-Komplex
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k, = Assoziationsgeschwindigkeit (M's™)
k. = Dissoziationsgeschwindigkeit (s™)

Im Gleichgewicht gilt das Massenwirkungsgesetz:

_R*L

Gleichung (4)
Dabei ist Kp die Gleichgewichtsdissoziationskonstante (mol/l)

AuBerdem gelten die Massenbilanzen:

Ro=R+C und Lo=L+C

Gleichung (4a/4b)
Hierbei bezeichnet der Index o die totale Konzentration, die sich aus der Summe der
gebundenen und freien Konzentration ergibt.

Nach Méglichkeit werden die Experimente so angelegt, dass gilt:

R0<<Lo = LozL

Gleichung (4c)
Das bedeutet also, dass die gesamte Radioligandkonzentration deutlich héher ist,

als die gesamte Rezeptorkonzentration. In der Praxis darf der Anteil der Radioli-
ganden 5% der Gesamtkonzentration nicht tGbersteigen.

Die gesamte Bindung eines Radioliganden (Bi:) kann man in die spezifische Bin-
dung (Bs), also die Bindung an spezifische Rezeptoren und die nichtspezifische
Bindung (NSB), die an andere Bestandteile der Membranpraparation oder an die
Glasfilter bindet, unterscheiden. Durch einen Uberschuss an unmarkiertem Ligan-
den, der die spezifische Bindung des Radioliganden vollstandig verdrangt, wird der
Wert fir NSB extra bestimmt. Die spezifische Bindung berechnet sich dann folgen-

dermafBen:
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Bs = Biot — NSB; Bs=C

Gleichung(5)

2.7.1 Kompetitionsexperiment

Als Grundlage dient folgendes Reaktionsschema:
I
+
R+L % sRL
UK
RI

Gleichung (6)
Mit | = Inhibitor, L = radioaktiver Ligand, R = Rezeptor, RL = Rezeptor-Ligand-

Komplex, und Rl = Rezeptor-Inhibitor-Komplex.

Dabei wird angenommen, dass sich in der Praparation nur eine Klasse von Bin-
dungsstellen befindet, wobei L und | in Kompetition um R stehen. Im Experiment
wird die Abnahme von RL bei steigender Konzentration von | gemessen. Bei Reak-
tionsstart missen R und | gleichzeitig zu dem Reaktionsansatz hinzugegeben, und
die Inkubationszeit muss bei 37°C (s. Kap. 2.6) abgewartet werden. Durch die Da-
tenauswertung ergibt sich eine typische Hemmkurve. Befinden sich die beiden Re-
aktionen im Gleichgewicht (ausreichend lange Inkubationszeit), gilt das Massenwir-

kungsgesetz:

Gleichung (7) a bzw. b
Da die Versuche so angelegt sind, dass die Bedingung Ro << Lo, lp gilt, muss nur

die Massenbilanz fir den Rezeptor berlcksichtigt werden. Durch Umformung ergibt

sich dann:
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L/K, , K(+L/K))
1+L/K, K,(+L/K,))+I

\ ) o J
g Gleichung (8)

RL(1=0) N

| >0

Bei der Kurve gibt der Term Kj(1+L/Kp) den Mittelpunkt der Kurve an, da bei einer
Inhibitorkonzentration von | = Kj(1+L/Kp) die Kurve um 50% abgefallen ist. Dieser
Term wird als 1Cso bezeichnet. Die Beziehung zwischen 1Cso und K; (Cheng-Prusoff-
Gleichung (Cheng und Prusoff, 1973)) erlaubt die Berechnung von K; bei gegebe-

nem Kp und L, so dass gilt:

,csozKi*(1+Lj
; K

D

Gleichung (9)
Fir die homologe Kompetition, also die Verdrangung des Radioliganden durch sein
unmarkiertes Analogon gilt:

IC=K,+L, bzw. K,=IC,,—L,
Gleichung (10) a bzw. b

Will man nun die Cheng-Prusoff-Gleichung mit einbeziehen, kann man die Hemm-

kurve beschreiben als

RL = RL(0) x 1Cx logarithmiert  RL :%
IC,,+1 1+107%>7P

Gleichung (11) aund b
Der Anteil an Rezeptoren, die mit Liganden besetzt sind, wird als Sattigungsgrad y

bezeichnet und folgendermaBen bestimmt:
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L
L+K

<
Y=x

Gleichung (12)
Woraus sich dann die Gesamtrezeptorenzahl, also die maximale Bindungskapazi-

tat, Bmax = Ro, berechnen lasst (mit C = Bs)

Gleichung (13)

2.7.2 Verallgemeinerung der Bindungsisotherme nach Hill

Gelegentlich kann es vorkommen, dass sich die Bindungsisotherme entgegen der
Gleichung 11a/b flacher oder steiler darstellt. Das kann vor allem dann vorkommen,
wenn der unmarkierte und der markierte Ligand ein nicht-kompetitives oder kompli-
ziertes Bindungsverhalten aufweisen. In solchen Fallen kann die oben genannte
Gleichung 11 durch die Einfuhrung eines Exponenten (Hill-Koeffizient = ny) verall-

gemeinert werden. Es gilt dann:

___ B©
s 14 10" PCs=pD

Gleichung (14)

Dabei gilt:

Bs(0) = Bs bei Inhibitorkonzentration | = 0 (pl — +<)

Der Hill-Koeffizient erlaubt folgende Aussagen Uber die Radioligandbindung:

ny=1: Ubliche Bindungsisotherme; es liegt nur eine Klasse von Bindungsstellen
vor, die nicht miteinander interagieren.
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ny > 1: positive Kooperativitdt; mehrere Ligandenmoleklle binden mit steigender
Affinitat an den Rezeptor

ny < 1: negative Kooperativitat; Durch die Bindung des ersten Liganden kénnen
weitere Liganden nur erschwert binden.

In der experimentellen Praxis liegen meist verschiedene Rezeptorklassen
in einer Membranpraparation vor. Diese unterscheiden sich aber in ihrer
Affinitat fir den Liganden nicht stark genug (weniger als der Faktor 100),
so dass sie nicht deutlich aufgelést werden kénnen und die Hemmkurve
flach abfallt.

2.8 Datenauswertung und Statistik

2.8.1 Analyse der Bindungskurven

Durch eine Anpassung der logarithmierten Hill-Gleichung an die Daten wurden die

einzelnen Bindungsexperimente ausgewertet (1-Komponenten-Modell):

A

y - 1+10nH([71C50—p1) + (100—A)

Gleichung (15)
Dabei gilt:

y = %Bs (% der spezifischen Bindung)

A = Amplitude (maximaler Effekt der Sattigung)

A =100 — vollstandige Hemmung / Verdrangung

pl = - log |; wobei | die Konzentration des homologen beziehungsweise heterolo-
gen Inhibitors bezeichnet.

plCso = - log ICsp, wobei ICso die halbmaximale Inhibitionskonzentration darstellt
und den Mittel- bzw. Wendepunkt der Hemmkurve markiert.

ny = Hill-Koeffizient
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In den Fallen, in denen galt: A ~ 100% und ny ~ 1, wurden diese Werte als Konstan-
ten in die Gleichung eingesetzt, um die Fehler der verbleibenden Parameter zu re-
duzieren.

Die Anpassung erfolgte nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate mit Hilfe
des Programms Sigma Plot 9.0 / Sigma Plot 2000 (SPSS Science, Chicago, USA).

2.8.2 Statistik

Da die Amplituden der Bindungskurven und die entsprechenden plCso-Werte einer
Normalverteilung (Christopoulos, 1998) folgen, wurden zur Auswertung von diesen
das arithmetische Mittel + SEM (Standardabweichung des Mittelwertes, standard
error of the mean) aus den einzelnen Versuchen einer Versuchsreihe ermittelt und
sind in den Tabellen wiedergegeben. Die Mittelwertskurven, die auch in dieser Ar-
beit abgebildet sind, sind Anpassungen an die gemittelten Daten aus den Einzel-
versuchen (gepoolte Daten).

Die Parameter der Kurven, die durch die gemittelten Werte entstanden sind, stimm-
ten mit den Parametern der Einzelversuche gréBtenteils Uberein.

Die fiir die ICso- bzw. die Kp-Werte notwendigen Konfidenzintervalle wurden durch
folgende Gleichung bestimmt:

10 mit y = pIC,, £2SEM bzw. y= pK, +2SEM

Gleichung (16)
Und in Ergebnistabellen dargestellt.

Sollten MeBserien untereinander verglichen werden, wurden die Amplituden und
plCso-Werte, sowie einzelne Messwerte einer Versuchsreihe als normalverteilte Va-
riablen (Smirnow-Kolmogorow-Test) einer einfachen Varianzanalyse unterzogen.
Wurden Unterschiede festgestellt, konnten diese mittels T-Test (Student’s T-Test)
auf ihr Signifikanzniveau untersucht werden (Sigma Plot, SPSS Inc.)

Um den Fehler der ApKp- bzw. ApKi-Werte zu berechnen, wurden die Regeln der
Fehlerrechnung angewandt (Bevington, 1969). Bei zwei Parametern mit Fehlern a +

G, und b + o, (6 = SEM) wurden die Fehler folgendermaBen berechnet:
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Summen- und Differenzbildung:

y=atb — o0,=40,+0, (absolute Fehlerquadrate)

Gleichung (17)

Produkt und Quotient:

a o, |oo o, :
y=a*b bzw. y = — =44 +F (relative Fehlerquadrate)
y a

Gleichung (18)

Fir die statistischen Tests wurde das Programm SigmaStat 3.1 (Statistical Product
& Service Solutions Inc., Chicago, USA) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Verdringung der *H-GBC Bindung an SUR2B(YS) und
SUR2B(YS)KRKR durch GBC in Abwesenheit von
MgATP

Zunéachst wurde die homologe Verdrangung von *H-GBC durch GBC gemessen,
um die Affinitat der Bindung an SUR2B(YS), die schon beschriebene Mutante, im
Vergleich zu SUR2B(YS)KRKR zu bestimmen. Durch die Abwesenheit von MgATP
wahlte man fir den Anfang die einfachsten, allerdings unphysiologischen Ver-
suchsbedingungen.

Abb. 9 zeigt fir beide SUR-Subtypen einen sehr ahnlichen, monophasischen Kur-
venverlauf (Hill-Koeffizient 1). Aus den ICso-Werten lassen sich durch Subtraktion
der eingesetzten Radioligandenaktivitat die Dissoziationskonstanten Kp berechnen.
Dieses Vorgehen ist mdglich, da es sich hierbei um eine homologe Verdréangung
handelt (siehe Gleichung 1.3). Damit errechnet sich ein Kp Wert von 4.4 nM bei
SUR2B(YS) und von 3.1 nM fir die Mutante. Da die pK-Werte normalverteilt sind,
wurden die pKp Werte der Einzelversuche mittels T-Test verglichen; es ergab sich
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Mutanten (P = 0.172). Diese
Experimente zeigen somit, dass die KRKR-Mutation die Affinitat des SUR2B(YS) fur
GBC nicht andert.
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Abbildung 9: Verdrangung der spezifischen *H-GBC Bindung durch GBC an

SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR in der Abwesenheit von MgATP mit 30 uM
EDTA.

SUR2B(YS) (n=5): Ly = 2.48 + 0.11 nM; Proteinkonzentration: 0.16 + 0.01 mg/ml;
Biot = 417 £ 23 fmol/mg, NSB bestimmt mit 300 nM GBC = 23 + 3 % Bio; 100% Bs
entsprechen 325 + 27 fmol/mg; SUR2B(YS)KRKR (n= 6): Ly = 1.56 = 0.11 nM; Pro-
teinkonzentration: 0.23 = 0.01 mg/ml; Byt = 150 + 24 fmol/mg; NSB bestimmt mit
300 nM GBC = 38 + 1 %Biot; 100% Bs entsprechen 93 + 26 fmol/mg.

Aus der Anpassung der gepoolten Experimente ergaben sich fir SUR2B(YS) /
SUR2B(YS)KRKR die plCso Werte 8.19 £ 0.03 / 8.31 £ 0.03, woraus die pKp Werte
von 8.48 + 0.03 / 8.40 £ 0.03 resultieren.
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Tabelle 4: Verdringung der spezifischen *H-GBC Bindung durch GBC an
SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR in der Abwesenheit von MgATP.

Mittelwert + SEM aus den pKp Werten der Einzelexperimente, nicht

aus dem gemeinsamen Fit Abb. A.

Rezeptor pKp KD [ nM ] A[%Bs] n
SUR2B(YS) 8.36 £ 0.04* 4.4[3.6,5.2] 100 5
SUR2B(YS)KRKR | 8.51 £ 0.09* 3.1[2.0,4.7] 100 6

*kein signifikanter Unterschied (P = 0.172, T-Test)

3.2 Wirkung von MgATP auf die *H-GBC Bindung an
SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR

Unter physiologischen Bedingungen betragt die intrazellulare MgATP-Konzentration
circa 3 bis 5 mM. Die beiden NBFs des Sulfonylharnstoffrezeptors sind dann durch
MgATP besetzt. Diese MgATP Bindung an und Hydrolyse durch den SUR fihrt zu
einer allosterischen Hemmung der GBC Bindung.

Deswegen wurde in der zweiten Versuchsreihe Uberprift, wie MgATP in unter-
schiedlichen Konzentrationen die Glibenclamidbindung hemmt und ob die Mutation
an SUR2B(YS)KRKR einen Einfluss darauf hat.

In Abbildung 10 fallen sofort die unterschiedlich stark ausgepragten Amplituden auf.
Da diese bei SUR2B(YS)KRKR verschwindend gering ist, wurde ein T-Test durch-
geflhrt, um festzustellen, ob zwischen der GBC-Bindung bei 0 mM und 1 mM oder
10 mM MgATP Uberhaupt ein signifikanter Unterschied vorliegt. Dies wurde mit P =
0.015 bei einer Sicherheitswahrscheinlichkeit von 95% bestatigt.

Bei SUR2B(YS) liegt der ICs bei 5.8 [2.8,12] uM, wahrend SUR2B(YS)KRKR einen
ICs0 von 83 [58,120] uM aufweist.

Die KRKR-Mutation bewirkt also ein Abflachen der Amplitude, sowie eine stark ab-

geschwéchte Affinitat (um etwa den Fakor 15) gegentber MgATP.
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Abbildung 10: Hemmung der spezifischen *H-GBC Bindung durch MgATP an
SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR.

SUR2B(YS): Ly = 1.73 + 0.04 nM; (keine Proteinbestimmung, da Protein verloren
ging), NSB bestimmt mit 100 uM P1075 = 46 £+ 2 %Biy (n = 8); 100% Bs entspre-

chen 50 fmol/ml.

Tabelle 5: Ubersicht der Bestimmung des NSB mit unterschiedlichen Konzent-

rationen der Liganden.

[NSB] Mittelwerte [%Biot] SEM n
300 nM GBC 33 2 7
100 nM GBC 46 2 6

100 uM P1075 46 2 8
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Tabelle 5 zeigt an, dass die Bestimmung des NSB mit 100 nM GBC bzw. 100 uM
GBC die spezifische Bindung vollstandig verdrangt. Bei 300 nM ist der NSB wohl
unterbestimmt, da bei dieser Ligandkonzentration schon unspezifische Bindung
verdrangt wird.

SUR2B(YS)KRKR: Ly = 1.71 + 0.05 nM; NSB wurde mit 300 nM GBC fir jede
MgATP-Konzentration separat bestimmt, dabei ergab sich folgender Mittelwert:
NSB = 53 + 2 %Bi, 100% Bs entsprechen 21 fmol/ml. Die Bindung bei 1 mM
MgATP ist signifikant von der bei 0 mM unterschieden (P = 0.015, T-Test)

Die Inkubationszeit betrug 15 Minuten bei 37°C, pH = 7.4 (Vergleiche Kapitel 2.6.3).
Aus der Anpassung der Mittelwerte ergaben sich fir SUR2B(YS) /
SUR2B(YS)KRKR die plCsy Werte 5.24 + 0.07 / 4.08 £ 0.08.

Tabelle 6: Hemmung der spezifischen *H-GBC Bindung durch MgATP an
SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR.

Mittelwert + SEM aus den plCso Werten der Einzelexperimente.

Rezeptor pICso ICso [UM ] A [%Bq] n

SUR2B(YS) 5.24+0.16 5.8[2.8,12] 82+2 4

SUR2B(YS)KRKR | 4.08 +0.08 83 [58,120] 13 +1 7
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3.3 Verdriangung der *H-GBC Bindung an SUR2B(YS) und
SUR2B(YS)KRKR durch GBC in der Anwesenheit von
MgATP

Nachdem der Einfluss von MgATP auf die *H-GBC Bindung festgestellt wurde,
konnte das Verhalten des nicht markierten SchlieBers in der Anwesenheit einer sat-
tigenden Konzentration von MgATP (1 mM) untersucht werden (bei 0.7 mM freiem
Mg®*). Diese Messungen sollten zeigen, ob die allosterische Hemmung von GBC
durch MgATP auf einer Erniedrigung der Affinitat (Erhéhung des Kp) oder auf einen
Verlust von Bindungsstellen (kleineres Bnax) oder beidem beruht.

Abbildung 11 zeigt die Ergebnisse. NSB wurde mit 300 nM GBC bestimmt und die
spezifische Bindung kann in beiden Fallen durch das nicht markierte GBC vollstan-
dig verdrangt werden. Auffallig ist die Deckungsgleichheit der beiden Kurven. Mit
einem Hill-Faktor von 1 ergibt sich ein monophasischer Kurvenverlauf. Es errechnet
sich eine Dissoziationskonstante von 5.8 [2.8,12] nM bei SUR2B(YS) und von 7.2
[3.6,14] nM fir SUR2B(YS)KRKR.

Die Mutation an SUR2B(YS) hat also keine Auswirkung auf die Affinitdt zu GBC in
Anwesenheit von MgATP. Es liegt aber eine leichte Rechtsverschiebung im Gegen-
satz zu den Versuchen ohne MgATP vor, die den Faktor 1.6 fir SUR2B(YS) und
den Faktor 2.3 fir SUR2B(YS)KRKR betragt.

Da die pKp-Werte normalverteilt sind, wurde ein T-Test durchgefihrt. Im Vergleich
der pKp-Werte von SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR ergab sich mit P = 0.18 und
einer Sicherheitswahrscheinlichkeit von 95% kein signifikanter Unterschied.

Man muss schlieBen, dass die starke Hemmung der GBC Bindung an dem Wildtyp
Uberwiegend auf dem Verlust von Bindungsstellen beruht. Das heiBt die Affinitat
von SUR2B(YS) fur GBC wurde bei der Stelle soweit erniedrigt, dass diese Bin-
dungsstellen bei einer Radioligandkonzentration von 1.85 nM (fir SUR2B(YS)) und
2.18 nM (fir SUR2B(YS)KRKR) nicht mehr detektiert wurden.
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Abbildung 11: Verdrangung der spezifischen *H-GBC Bindung durch GBC an
SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR in der Anwesenheit von MgATP.
SUR2B(YS): Ly = 1.85 £ 0.07 nM; Proteinkonzentration: 0.24 = 0.11 mg/ml, NSB
bestimmt mit 300 nM GBC = 56 = 3 % Bio;; SUR2B(YS)KRKR: Ly = 2.18 £ 0.02 nM;
Proteinkonzentration: 0.31 = 0.03 mg/ml; By = 148 + 8 fmol/mg; NSB bestimmt mit
300 nM GBC = 47 + 3 %Biot; 100% Bs entsprechen 80 + 9 fmol/mg.

Aus der Anpassung der gemittelten Experimente ergaben sich fiir SUR2B(YS) /
SUR2B(YS)KRKR die plCso Werte 7.98 £ 0.04 / 7.98 + 0.06, woraus die pKp Werte
von 8.06 = 0.04 / 8.08 £ 0.06 resultieren.

Tabelle 7: Verdringung der spezifischen *H-GBC Bindung durch GBC an
SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR in der Anwesenheit von MgATP.

Mittelwert + SEM aus den pKp Werten der Einzelexperimente .

Rezeptor pKp Kb A[%Bs] n

SUR2B(YS) 8.24+0.16 | 58[2.8,12] nM 100 7

SUR2B(YS)KRKR | 8.14+0.15 | 7.2[3.6,14] nM 100 5
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3.4 Hemmung der *H-GBC Bindung an SUR2B(YS) und
SUR2B(YS)KRKR durch den Offner P1075 in der
Abwesenheit von MgATP

Um eine hochaffine Bindung des Offners an SUR2B(YS) zu erreichen, wird MgATP
bendtigt (Bray und Quast, 1992; Schwanstecher et al., BJP 1992; Schwanstecher et
al., EMBO 1998; Hambrock et al., 1998). Vor allem Cyanoguanide wie P1075 wei-
sen jedoch auch in der Abwesenheit von MgATP eine niederaffine Bindung an
SUR2B(YS) auf und kénnen sogar den Kir6.2/SUR2B Kanal 6ffnen (0 MgATP;
Russ et al., 2003).

In dieser Versuchsreihe wurde die Offnerbindung zunachst in der Abwesenheit von
MgATP mit *H-GBC als Radioligand gemessen. Der Grund liegt darin, dass die
Bindungsstellen fiir Offner und Glibenclamid auf dem SUR in enger Nachbarschaft
liegen und negativ allosterisch gekoppelt sind. Diese negative allosterische Kopp-
lung wird durch MgATP verstarkt, weshalb zundchst in der Abwesenheit von
MgATP gemessen wurde.

Auffallig in Abbildung 12 ist die deutliche Rechtsverschiebung der Kurve von
SUR2B(YS)KRKR im Gegensatz zu SUR2B(YS) ( Ki von SUR2B(YS): 2.2 [1.5,3.2]
uM; K; von SUR2B(YS)KRKR: 17 [6.9,44] uM), sowie eine flachere Amplitude (82 +
3 %Bs im Gegensatz zu 54 + 7 %Bs). Die Affinitat zu P1075 wird also durch die
KRKR-Mutation an SUR2B(YS) abgeschwacht. Den beiden Mutanten gemein ist
der monophasische Kurvenverlauf (Hill-Koeffizient = 1).

Auch in dieser Versuchsreihe wurde sowohl bei SUR2B(YS) als auch dessen Mut-
ante der NSB-Wert mit 300nM GBC bestimmt.
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Abbildung 12: Hemmung der spezifischen ®*H-GBC Bindung durch P1075 an
SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR in der Abwesenheit von MgATP.

SUR2B(YS): Lp = 1.87 £ 0.12 nM; (keine Proteinkonzentration, da Protein zu Ver-
lust ging), NSB bestimmt mit 300 nM GBC = 20 £ 2 % Byy;
SUR2B(YS)KRKR: Ly = 2.21 + 0.06 nM; Proteinkonzentration: 0.34 = 0.04 mg/ml;
Biot = 185 = 19 fmol/mg; NSB bestimmt mit 300 nM GBC = 49 + 3 %Bi; 100% Bs
entsprechen 94 + 22 fmol/mg.
Aus der Anpassung der gemittelten Experimente ergaben sich fur SUR2B(YS) /
SUR2B(YS)KRKR die plCsy Werte 5.54 + 0.04 / 4.60 + 0.05, woraus sich die pK;
Werte von 5.70 + 0.04 / 4.82 + 0.05 ergeben.
Tabelle 8: Hemmung der spezifischen ®*H-GBC Bindung durch P1075 an
SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR in der Abwesenheit von MgATP.

Mittelwert + SEM aus den pKp Werten der Einzelexperimente .

Rezeptor PKi Ki A (%Bs) n

SUR2B(YS) | 5.66+0.08 | 2.2[1.5,3.2] uM 82+3 4

SUR2B(YS)KRKR| 4.76 +0.20 | 17 [6.9,44] uM 5447 7




Ergebnisse 69

3.5 Hemmung der *H-GBC Bindung an SUR2B(YS) und
SUR2B(YS)KRKR durch P1075 in der Anwesenheit
vom MgATP

Um das Verhalten von *H-GBC gegen P1075 in der Anwesenheit von MgATP an
SUR2B(YS) im Vergleich zu SUR2B(YS)KRKR zu beschreiben, wurde fir
SUR2B(YS) auf von unserer Gruppe publizierte Daten zurlick gegriffen (Lo6ffler-
Walz et al., 2002)

Im Vergleich der beiden Kurven in Abbildung 13 fallt zum einen der biphasische
Verlauf von SUR2B(YS) im Gegensatz zu dem monophasischen des
SUR2B(YS)KRKR auf. Um eine Abhéangigkeit des biphasischen Verlaufs zu der
Radioligandkonzentration auszuschlieBen wurden Versuche mit Radiologandkon-
zentrationen von 0.6 bis 6 nM durchgefiihrt. Dabei kam es zu keinen Anderungen in
Bezug auf K; oder die Amplitude (Hambrock et al, 2002). Der hochaffine Teil der
Kurve weist eine K; von 5.9 [3.5,9.8] und eine Ampiltude von 45 + 4% auf, die
niedrigaffine Komponente ist durch eine K von 0.7 [0.5,1.0] und eine Amplitude von
55 + 4 % gekennzeichnet. Insgesamt kann also die *H-GBC Bindung durch P1075
vollstandig gehemmt werden.

AuBerdem fallt eine ausgepragte Rechtsverschiebung von SUR2B(YS)KRKR im
Gegensatz zu SUR2B(YS) auf und P1075 kann die °H-GBC Bindung an
SUR2B(YS)KRKR nur zu 47 + 6 % hemmen.
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Abbildung 13: Hemmung der spezifischen ®H-GBC Bindung durch P1075 an
SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR in der Anwesenheit von MgATP.

SUR2B(YS): Auf von unserer Gruppe publizierte Daten zurlickgegriffen: Lo = 4.86 £
0.90 nM; Byt = 434 £ 55 fmol/mg; NSB bestimmt mit 3 uM GBC = 29 + 3 % Biq;
100% Bs entsprechen 308 + 59 fmol/mg.

SUR2B(YS)KRKR: Ly = 2.10 + 0.07 nM; Proteinbestimmung konnte nicht erfolgen;
NSB bestimmt mit 300 nM GBC = 57 * 3 %Bi.

Aus der Anpassung der Mittelwerte ergaben sich fir SUR2B(YS) /
SUR2B(YS)KRKR die plCso Werte 7.82 £ 0.07; 5.78 £ 0.08 / 5.88 * 0.14, woraus
sich die pK; Werte von 8.17 £ 0.07;6.12 + 0.08 / 6.00 + 0.14 berechnen.
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Tabelle 9: Hemmung der spezifischen *H-GBC Bindung durch P1075 an
SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR in der Anwesenheit von MgATP.

Mittelwert + SEM aus den pKp Werten der Einzelexperimente .

Rezeptor PKiq PKiz Ki1 Kiz n
SUR2B(YS) 823+ | 6.15+ | 5.9[3.59.8] | 0.7[0.5,1.0]uM | 6
0.11 0.08 nM
SUR2B(YS)KRKR| 6.20 + - 0.6 - 5
0.23 [0.2,1.8]uM
Rezeptor A1 (%Bs) A (%Bs)
SUR2B(YS) 45+ 4 55+4
SUR2B(YS)KRKR 47 + 6 -
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4 Diskussion

4.1 Ubersichtstabelle iiber alle Ergebnisse dieser Arbeit

Tabelle 10: Hemmung der ®*H-GBC Bindung

MATP SUR2B(YS)KR Vergleich| Vergleich £
Hemmstoff (mM) Parameter| SUR2B(YS) KR (YS)/ MgATP
KRKR | (YS)/KRKR
GBC 0 pKp 8.36 + 0.04 8.51 +0.09 ns
Kb 4.4[3.6,5.2] nM | 3.1 [2.0,4.7] nM
A(%Bior) 77 +3 62 + 1 +
A(%Bs) 100 100
1 PKb 8.24 £0.16 8.14 £0.15 ns ns ns
Kb 5.8[2.8,12] nM | 7.2 [3.6,14] nM
A(%Bi) 44 +3 53+3 + * *
A(%Bs) 100 100
MgATP pICso 524 +£0.16 4.08 £0.08 **
ICso | 5.8[2.8,12] uM | 83 [58,120] uM
A(%Bs) 82+2 13+ 1 *
P1075 0 pK; 5.66 +0.08 4.76 £ 0.20 **
Ki 2.2[1.53.2] uyM | 17 [6.9,44] uM b
A(%Biot) 65+3 26 +3 e
A(%Bs) 82+3 54 +7 e
1 PKi1 8.23 £ 0.11 - e
Kis 5.9[3.5,9.8] nM -
pKiz 6.15+0.08 6.20 +0.23 * e
Ki 0.7 [0.5,1.0] uM | 0.6 [0.2,1.8] uM
A1(%Bs) 45 + 4 -
Ax(%Bs) 55+ 6 47 £ 6 * i ns

ns = nicht signifikant; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001
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' die hohere nicht-spezifische Bindung bei KRKR ist der schlechteren Expression dieser Mutante
geschuldet; Zwar muss man berlcksichtigen, dass es sich bei SUR2B(YS) um eine Zelllinie und bei
SUR2B(YS)KRKR um eine transiente Transfektion handelt, doch weif3 man durch friihere Versuche,
dass dies keinen Unterschied in der Expression macht.

Grau unterlegte Ergebnisse, geben schon publizierte Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe (Loffler-
Walz et al., 2002) an.

4.2 Vergleich der *H-GBC Bindung zwischen SUR2B(YS)
und SUR2B(YS)KRKR in der Abwesenheit von MgATP

In dieser Versuchsreihe wurde nachgewiesen, dass die KRKR-Mutation die Affinitat
des SUR2B(YS) gegeniber GBC nicht verandert (siehe auch Kapitel 3.1). In der
Abwesenheit von MgATP andert daher die Doppelmutation KRKR in NBF; und
NBF. die Konformation der GBC-Bindungsstelle des SUR2B(YS) nicht.

4.3 Wirkung von MgATP auf die *H-GBC Bindung an
SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR

Zur Erklarung der Ergebnisse wird folgendes Modell angenommen:

Unter physiologischen Bedingungen wird die GBC-Bindung durch die Bindung und
Hydrolyse von MgATP an den NBFs allosterisch gehemmt. Bei der Hydrolyse von
ATP durchlauft der SUR verschiedene Zustédnde (mindestens drei: Grundzustand
(R, kein Nukleotid gebunden); den prahydrolytischen Zustand (T; ATP gebunden)
und den posthydrolytischen Zustand (D, ADP gebunden); siehe auch Abb.14). Die-
se Zustande haben verschiedene Affinitdten gegenliber GBC: Im Grundzustand ist
die Affinitat fir GBC wie in der Abwesenheit von MgATP. Im prahydrolytischen Zu-
stand liegt vermutlich eine mittlere Affinitat vor und der posthydrolytische Zustand ist

wahrscheinlich sehr niederaffin.
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Abbildung 14: Drei-Zustandsschema fur SUR, das wéahrend der Hydrolyse durchlaufen
wird.

R = Grundzustand (hohe Affinitat fir GBC; gering fir P1075)
T = prahydrolytischer Zustand (&hnlich R), MgATP gebunden

D = posthydrolytischer Zustand (ADP und Pi noch gebunden; hohe Affinitat fir P1075;
niedrigaffin fir GBC)

Bei anderen ABC-Proteinen (z.B. mdr1) verhindert die KRKR-Mutation zwar nicht
die Anlagerung von MgATP an der NBF (Azzaria, 1989; Schneider et al., 1994),
aber die dort stattfindende Hydrolyse (Delepelaire, 1994; Schneider et al., 1994;
siehe auch Kapitel 1.4.2). Es bestand also die Vermutung, dass die GBC-Bindung
nicht mehr allosterisch gehemmt wird.

Diese Uberlegung konnte qualitativ bestétigt werden. Zwar war die Hemmung durch
MgATP bei der KRKR-Mutation nicht vollstandig aufgehoben, aber sie wurde von
82% auf 13% reduziert. Durch einen T-Test wurde der Unterschied auf Signifikanz
Uberprift und er bestatigte das Ergebnis (siehe auch Kapitel 3.2).

Das Ergebnis kénnte dadurch erklart werden, dass die KRKR-Mutation die Nukleo-
tidhydrolyse nicht vollstdndig aufhebt, sondern nur sehr stark einschrankt (d.h. kg
(Umsatzzahl eines Enzyms bei maximaler Substratsattigung) des Enzyms stark ver-
ringert), so dass durch eine nun sehr schwache MgATP-Hydrolyse die GBC Bin-
dung noch schwach gehemmt werden kann. Man kann allerdings nicht ausschlie-
Ben, dass zur Hemmung der GBC-Bindung durch MgATP noch weitere Faktoren ins
Spiel kommen, die bis jetzt nicht geklart sind.

Darlber hinaus schwéacht die KRKR-Mutation die apparente Affinitat gegenlber
MgATP im Vergleich zu SUR2B(YS) um etwa den Faktor 15 ab. Dies kénnte bedeu-

ten, dass die Michaelis-Menten-Konstante von MgATP verringert wurde.
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4.4 Vergleich der *H-GBC Bindung an SUR2B(YS) und
SUR2B(YS)KRKR in der Anwesenheit von MgATP und

Vergleich mit den Ergebnissen in der Abwesenheit
von MgATP

Wie auch schon in Kapitel 3.3 erwahnt, wollte man nun herausfinden, ob die alloste-
rische Hemmung der GBC-Bindung durch MgATP auf einer héheren Kp beruhte,
was eine (maBige) Erniedrigung der Affinitdt aller Bindungsstellen widerspiegelt,
oder auf einem Verlust von Bindungsstellen (Erniedrigung von Bnax), was bedeutet,
dass ein Teil der Bindungsstellen einen so groBen Affinitatsverlust erlitten hat, dass
er nicht mehr nennenswert bei den nM Radioligandkonzentrationen markiert wurde
und damit in der Messung nicht mehr nachgewiesen wird. SchlieBlich kénnte auch
beides gleichzeitig auftreten.

4.4.1 SUR2B(YS)

An SUR2B(YS) liegen sowohl in der Anwesenheit als auch in der Abwesenheit von
MgATP annahernd gleiche pKp-Werte vor, die sich nicht signifikant von einander
unterscheiden. Die Amplitude der spezifischen Bindung betrégt in beiden Fallen
100%. Allerdings nimmt durch die Zugabe von MgATP die Anzahl an Bindungs-
stellen, Bmax, auf 25 % des Wertes ohne MgATP ab (Loffler-Walz et al., 2001). Dies
wurde in dieser Arbeit, in der ausschlieBlich Verdrangungsversuche durchgefiihrt
wurden, nicht mehr genau Uberpruft.

Dieses Ergebnis kann man im Rahmen des Drei-Zustandsschemas (Abbildung 14)
folgendermaBen verstehen: in Gegenwart von MgATP liegt der SUR nur wenig im
R, Uberwiegend jedoch im T und D zustand vor. Der Verlust von Bindungsstellen
entspricht vermutlich dem Anteil von SUR, der sich im posthydrolytischen Zustand
befindet, in dem ja ADP gebunden ist. Wie in Kapitel 4.3 erwahnt, weist dieser Zu-
stand vermutlich eine sehr niedrige Affinitat gegenlber GBC auf — so niederaffin,
dass die SURs in diesem Zustand nicht mehr mit einem Radioliganden im nano-
molaren Bereich (hier ca 2 nM) erfasst werden kénnen. Man wirde daher schlie-
Ben, dass ~ 75 % des SUR sich in diesem Zustand befinden. Der Kp-Wert hingegen
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wurde durch MgATP nicht geandert. Dies bedeutet, dass die Affinitat des T Zustan-
des fur GBC sich von der des R-Zustands nicht unterscheidet.

4.4.2 SUR2B(YS)KRKR

An dieser Mutanten erniedrigte MgATP die ®*H-GBC Bindung um 13 %. Bei einem so
kleinen Effekt ist die Aufspaltung in Anderungen von Kp oder Bma naturgemanB
schwierig. Es lasst sich aber nach dem Massenwirkungsgesetz abschéatzen, wie
groB der Effekt auf die Kp maximal sein kann.

Es seien K. und K, die Kp’s in der Ab- bzw. Anwesenheit von MgATP, L die Radio-
ligandkonzentration. Dann gilt fir die GBC Bindung in Abwesenheit (B.) und Anwe-
senheit (B,) von MgATP (sattigende Konzentration, vgl. Abbildung 10):

B—:Bmax * L Und B+:Bmax * L
- K +L © K, +L

Da die *H-GBC Bindung durch MgATP zu 13 % verdrangt wurde (siehe Kap. 3.2
und 4.3) gilt:

T
B KA g
Bop, o+t

K 4L

Bei dem experimentellen Ansatz von Abbildung 10 ist Bmax: = Bmax-: Also gilt:

L
K +L l+i?
087=—"=——7
K.+L K. L

K K

experimentell war L' = 1.7 nM; K. = 3 nM

K
setzt man x=—=
K
1.57
x+0.57

0.87=

woraus sich x zu x =1.23 ergibt

Damit ist K, = 3.7 nM
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Diese Rechnung zeigt, dass sich bei einer MgATP-induzierten Abnahme der Bin-
dung um 13 % die Kp-Werte von SUR2B(YS)KRKR in der Anwesenheit und in der
Abwesenheit von MgATP um maximal 20 % unterscheiden.

Vergleicht man die Verdrangung der totalen *H-GBC Bindung (Bi), kommt es so-
wohl bei SUR2B(YS) (ohne ATP: 77 %; mit ATP: 45 %) als auch bei
SUR2B(YS)KRKR (ohne ATP: 62 %; mit ATP: 53 %) zu einem deutlichen Abfall der
spezifischen Bindung. Dies beruht auf zwei verschiednen Prozessen: Bei YS wird
durch die Anwesenheit der Mg?*-Nuleotide die Menge der detektierbaren Bindungs-
stellen reduziert, zudem erhdht MgATP die NSB auch in den Membranen von nicht
transfizierten Zellen (Loffler-Walz und Quast, unpubliziert). Bei der KRKR-Mutation

spielt letzterer Prozess eine entscheidende Rolle.

4.5 Vergleich der Hemmung der *H-GBC Bindung an
SUR2B(YS) und SUR2B(YS)KRKR durch den Offner
P1075 in der Abwesenheit und Anwesenheit von
MgATP

Die Bindung der Offner an den SUR mit hoher Affinitat erfordert die Anwesenheit
von MgATP (Bray und Quast, 1992; Schwanstecher et al., 1992; 1998; Hambrock et
al., 1998). P1075 weist aber auch in der Abwesenheit von MgATP eine niederaffine
Bindung an SUR2B(YS) auf, die negativ-allosterisch mit der GBC-Bindung gekop-
pelt ist (Russ et al., 2003; siehe auch Kapitel 3.4).

In der Abwesenheit von MgATP

P1075 verdrangt die (spezifische) *H-GBC Bindung an SUR2B(YS)KRKR mit einem
8x hdheren I1Cso-Wert als an SUR2B(YS). In beiden Féllen ist die Verdrangung nicht
vollstandig; allerdings ist die Amplitude bei der KRKR-Mutanten deutlich geringer
als beim ,Wildtyp“ (YS): Bs bei KRKR = 54 %, bei SUR2B(YS) 82 %.
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Die KRKR-Mutation fiihrt also zu einer Rechtsverschiebung der P1075 Hemmkurve,
was vielleicht auf eine geringere Bindungsaffinitat von P1075 an die Mutante hin-
weist, und zu einer Verringerung der Amplitude, was auf einer schwacheren nega-
tiv-allosterischen Kopplung zwischen der GBC und der P1075 Bindungsstellen be-
ruhen kénnte.

Man kann also annehmen, dass die KRKR-Mutation nicht nur eine Auswirkung auf
die MgATP-Bindung hat, sondern auch auf die Bindung von P1075. Als Ursache
kénnten verschiedene Ansatze diskutiert werden. Zum Beispiel kann es sein, dass
die ausgetauschten Aminosauren direkt an der Bindung von P1075 beteiligt sind,
was aber als unwahrscheinlich gilt, da die beiden Bindungsstellen sehr weit von
einander entfernt liegen. Es scheint hingegen wahrscheinlich, dass die Mutation
allosterisch die P1075 Bindungsstelle verandert und damit auch die Kopplung an
die GBC-Bindungsstelle (die ja selbst nicht verandert wird) schwécht.

In der Anwesenheit von MgATP traten die gréBten Unterschiede zwischen den bei-
den Mutanten auf. Die *H-GBC Bindung an SUR2B(YS) kann in einer biphasischen
Hemmkurve zu 100% verdrangt werden, wahrend das an SUR2B(YS)KRKR nur in

einer niederaffinen Hemmkurve zu ca. 48% der Fall ist.

Zwei Modelle kénnen den biphasischen Kurvenverlauf erklaren. Zuerst sei auf das
Tetramerenmodell verwiesen (Loffler-Walz et al., 2002): Dabei geht man davon aus,
dass SUR auch in der Abwesenheit der Kir6.x-Untereinheiten Tetrameren ausbildet,
in denen sich die Bindungsstellen innerhalb des Tetramers allosterisch beeinflussen
und diese Beeinflussung durch die ATP-Hydrolyse aktiviert wird. Die Bindung eines
GBC-Molekiils pro Tetramer wirkt sich auf die vier (vormals homogenen) Offnerbin-
dungsstellen aus und induziert eine Asymmetrie: Alle Offnerbindungsstellen bleiben
in einem hochaffinen Zustand, ausgenommen jene, die sich auf durch Glibenclamid
besetzten Untereinheiten befindet. Die hochaffine Komponente der *H-GBC Hemm-
kurve spiegelt dann die Offnerbindung an den drei hochaffinen Offnerbindungsstel-
len wider, die Uber die allosterische Kopplung der Untereinheiten die Affinitat der
GBC-Bindung abschwacht (Loffler-Walz et al., 2002). Die niederaffine Komponente

gibt die Offnerbindung zu den letzten (niederaffinen) Bindungsstellen an und fiihrt
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zu einem vollstéandigen Ablésen des GBC vom SUR (siehe auch Loffler-Walz et al.,
2002).

Mit dem Drei-Zustandsmodell (Abbildung 14) lassen sich die Hemmkurven ebenfalls
erklaren; eine quantitative Ausarbeitung wird zur Zeit in Zusammenarbeit mit Prof. J
Bryan, Seattle versucht. Qualitativ gesehen entsteht die Hochaffinititskomponente
dadurch, dass P1075 an D bindet, damit freies D aus dem steady-state entfernt wird
und der Komplex *H-GBC — R nachdissoziiert. In der Niederaffinitaitskomponente
verdrangt P1075 GBC aus dem SUR, der sich im Grundzustand befindet.

Bei SUR2B(YS)KRKR hingegen ist die Hemmkurve auch in der Anwesenheit von
MgATP monophasisch. Interessanterweise liegen hier sehr &hnliche Amplituden
und Ki-Werte vor wie im niederaffinen Teil der Hemmkurve von SUR2B(YS) (Ampli-
tude: (YS): 55% = 6; KRKR: 47 + 6; Ki: (YS): 0.7 [0.5,1.0]; KRKR: 0.6 [0.2,1.8]).
Auch im Vergleich mit den Experimenten der KRKR-Mutante ohne MgATP ergibt
sich eine ahnliche Amplitude (54 t 7). Dieses Ergebnis ist zu erwarten, wenn
SUR2B(YS)KRKR nur eine sehr geringe ATP-Hydrolyse besitzt: Dann liegt
SUR2B(YS)KRKR kaum im Zustand D (ADP gebunden) vor. Loffler-Walz et al.,
2002 haben festgestellt, dass in der Abwesenheit von MgATP keine Interaktion zwi-
schen den Untereinheiten des Tertamers besteht. Folgerichtig kann es an
SUR2B(YS)KRKR auch in der Anwesenheit von MgATP zu keiner Interaktion kom-
men, da MgATP an der NBF nicht hydrolysiert wird.

Die Tatsache, dass der hochaffine Teil der Hemmkurve von SUR2B(YS) bei der
Mutante fehlt bestatigt die Vermutung, dass die Aminosaure Lysin an der Bindung
von MgATP und eventuell auch an der darauf folgenden Hydrolyse beteiligt ist, da
sich die Mutante unter den Bedingungen unter ATP ahnlich verhalt wie SUR2B(YS)
in der Abwesenheit des Nukleotids. Dabei scheint es nicht auszureichen die gleiche
Ladung der Aminoséaure beizubehalten wie es bei einem konservativen Aminosau-
reaustausch der Fall ist (in diesem Fall: Lysin zu Arginin), sondern es wird offen-
sichtlich genau die entsprechende Aminosdure bendtigt, um die Funktion aufrecht-

zuhalten.
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5 Zusammenfassung

Die ATP-sensitiven K*-Kanalen sind aus zwei Untereinheiten der o~ (Kir6.1 und
Kir6.2) und der B-Untereinheit (Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR1 / SUR2)) aufge-
baut. Je vier SUR, die regulatorische Untereinheit und vier Kir6.x, die porenbildende
Untereinheit, schlieBen sich zu Heterooktameren zusammen und bilden den lonen-
kanal. Die Zusammensetzung der einzelnen Karp-Kanale ist in den verschiedenen
Geweben sehr unterschiedlich (z.B. Kir6.2 / SUR1 in den B-Zellen des Pankreas;
Kire.2 / SUR2A im Myokard; Kir6.2 / SUR2B im glatten, nicht-vaskularen Muskel,
Kir6.1 / SUR2B in der glatten GefaBmuskulatur). Sie sind daflir zustandig die elekt-
rische Zellaktivitat an den metabolischen Zustand der Zelle anzupassen, indem sie
den K*-Strom regulieren.

Sulfonylharnstoffe (SU) und Karp-Kanal-Offner (KCO) kénnen an der B-Untereinheit
binden und die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals beeinflussen. Dartiber hinaus
liegt am SUR eine Nukleotidbindungsfalte (NBF) vor, an der MgATP binden kann
und dort hydrolysiert wird, was die Bindung der SU und KCO beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit wollte man durch einen konservativen Aminosaureaus-
tausch (Arginin gegen Lysin) herausfinden, ob die NBF sich genau an dieser Stelle
befindet, und welche Auswirkung die MgATP-Bindung und Hydrolyse auf die Bin-
dung von GBC und P1075 hat.

Mittels Radioligandbindungsstudien mit dem Radioliganden °H-GBC wurden
Verdrangungs- (mit GBC) und Hemmkurven (mit P1075) erstellt, die Uber die Affini-
tat und deren Veranderungen durch die KRKR-Mutation Aufschluss gaben. Bei der
Verdrangung von *H-GBC durch GBC wurden die Erwartungen bestétigt, da in der
Abwesenheit von MgATP die Bindungskurven miteinander Ubereinstimmen, auch
bei der Versuchreihe in der Anwesenheit von MgATP kam es zu keinem signifikan-
ten Unterschied in der Affinitat. Man geht davon aus, dass die starke Hemmung der
®H-GBC-Bindung durch einen Verlust von Bindungsstellen zu erklaren ist, da bei
den Verdrangungsversuchen von *H-GBC durch MgATP an der KRKR-Mutation ein
deutlicher Abfall der Affinitit aufgetreten ist und *H-GBC nur noch zu einem sehr
kleinen Teil verdrangt werden kann.

Bei den KCOs wurde erstaunlicher Weise festgestellt, dass die KRKR-Mutation so-
gar eine Wirkung auf die Bindung von P1075 hat, wenn kein MgATP im Versuchs-
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ansatz vorhanden ist. Es scheint so, als ob die P1075 Bindung durch die Mutation
auch stark eingeschrankt ist. Uber die Ursachen I&sst sich nur spekulieren. Wahr-
scheinlich kommt es durch die Mutation zu einer Konformationsanderung des ge-
samten Molekils, das die Bindung von P1075 erschwert und oder die *H-GBC-
Bindung erleichtert.

Durch diese Studie konnte belegt werden, dass sich die Aminosaure Lysin in der
NBF befindet und einen wichtigen Part in der MgATP-Bindung und eventuell sogar
in der Hydrolyse desselbigen Gbernimmt, da die Hemmkurve durch MgATP eigent-
lich nicht zustande kommt.
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