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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Zellmembran

Das Zytosol eukaryoter Zellen wird durch eine Plasmamembran vom
Extrazellularraum  abgegrenzt. Diese Membran besteht aus einer
kontinuierlichen, etwa funf nm dicken Lipiddoppelschicht. Diese entsteht durch
die Zusammenlagerung einzelner Phospholipidmolekile. Phospholipide sind
amphiphile Molekile. In der Membranmitte stehen sich die apolaren,
hydrophoben Kohlenwasserstoffketten gegeniber, wohingegen die negativ
geladenen, hydrophoben Kopfgruppen die Grenzflachen zu den angrenzenden
wassrigen Losungen bilden.

An dem Aufbau der Membran werden die beiden Hauptaufgaben
deutlich: Zum einen trennen Membranen Intra- und Extrazellularraum und damit
wassrige Losungen unterschiedlicher Zusammensetzung voneinander ab. Zum
anderen ist die Membran fur die Kommunikation zwischen diesen beiden
Raumen notwendig. Hydrophile Molekiile wie Wasser und Elektrolyte (CI'; Na™;
K*:' Ca?") konnen die Zellmembran aufgrund der Hydrophobizitat kaum
passieren. Der Ubergang eines polaren Teilchens in die hydrophobe
Zellmembran erfordert die Ablésung aus seiner Hydrathille. Die dafir
notwendige Energie steht der Zelle aber nicht zur Verfigung (vgl. Born’sche
Barriere). Infolge dieser Impermeabilitat fuhrt die Aktivitat der Na*/K*-ATPase
zur Bildung von Konzentrationsgradienten der lonen entlang der Membran
zwischen Intra- und Extrazellularraum. Um den Austausch geladener Teilchen
zwischen den beiden Raumen zu ermdoglichen, befinden sich in der Membran
eine Vielzahl verschiedener lonenkanédle und Transportermolekile. Diese
integralen Membranproteine sind in der Zellmembran frei beweglich und

unterliegen einem dynamischen Prozess standiger Regeneration (Hille, 2001).
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1.2 lonenkanale

Elektrische Prozesse an Zellmembranen sind die Grundlage zahlreicher
physiologischer Vorgange im menschlichen Korper wie der Erregungsbildung
und -weiterleitung in Nerven, dem Herz- und Skelettmuskel oder
neurosekretorischen Zellen. Diese werden durch den Fluss von lonen durch
spezielle integrale Membranproteine, die lonenkanéle vermittelt.

lonenkanéle- aus mehreren Untereinheiten bestehende
Transmembranproteine- bilden hydrophobe Poren in der Zellmembran und
ermdglichen so den lonenaustausch zwischen Intra- und Extrazellularraum.
Darlber hinaus verfigen sie Uber lipophile Anteile, die in Kontakt mit der
Zellmembran stehen. Spezifische Konformationsanderungen des lonenkanals
fuhren zu einer Anderung der Transportrate der lonen. Die Kandle konnen
hochfrequent zwischen dem geo6ffneten und geschlossenen Zustand hin und
her schalten. Dieses Kanalschaltverhalten (gating) wird durch verschiedene
Reize, wie z.B. durch eine Anderung der Membranspannung, der Konzentration
von Transmittern oder durch mechanische Krafte (Zug) beeinflusst. Im offenen
Zustand erfolgt die lonenbewegung durch passive Diffusion entlang des
elektrochemischen Gradienten.

lonenkanéle zeigen eine unterschiedliche Selektivitat bezlglich der
permeierenden lonen. Man unterscheidet Anionen- und Kationenkanéle, die
jeweils eine hohe Selektivitat und hohe Flussraten (>10° lonen/s) fiir bestimmte
lonen aufweisen. So werden K'-Kanile (berwiegend von Kaliumionen

permeiert.

1.3 Kaliumkanale

Offene Kaliumkanale stabilisieren das Membranpotential der Zelle nahe
dem Gleichgewichtspotential fur Kalium (Ex = -90 mV). Diese Eigenschaft
bedingt die vielfaltigen Funktionen dieser Kandle, z.B. die Einstellung des
Membranruhepotentials, die Begrenzung schneller Aktionspotentiale, die
Beendigung von Perioden erhdhter Aktivitat, die Regulierung der Ruheintervalle
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bei wiederholten Aktionspotentialen und generell die Herabsetzung der Wirkung
von erregenden Impulsen auf Zellen. Die ubiquitdr sowohl in Pflanzen als auch
Tieren vorkommenden Kaliumkandle bilden eine sehr heterogene Gruppe von
insgesamt mehr als 70 verschiedenen Typen (Hille, 2001).

Kaliumkanale werden anhand der Struktur ihrer a—Untereinheit in vier
verschiedene Gruppen eingeteilt (vgl. Abbildung 1):

a) spannungsabhangige Kaliumkanédle (Kv) mit porenbildenden
Untereinheiten aus sechs Transmembranhelices (TM)

b) Ca?*-aktivierte Kaliumkanale mit porenbildenden Untereinheiten
aus sechs (IKca; SKca) oder sieben (BKc,) Transmembranhelices

C) Einwartsgleichrichtende Kaliumkanale (Kir) aus porenbildenden
Untereinheiten mit zwei TM

d) Tandem-Kaliumkanale (Kyppx) aus vier TM mit zwei

porenbildenden Untereinheiten

P-Schleife
FalaN I\/I\ N N\ NN aY aY A

) V[V
ST e T I &

K KCa I‘<IR KZP

Y

+ 4+ 4+ + +

+

Abbildung 1: Schema der Topologie der a-Untereinheiten der verschiedenen K -
Kanalfamilien (entnommen Dissertation Dr. Marcus Wi nkler)

Bei allen Kaliumkanalen macht die Aminoséduresequenz TXGYG in der
P-Schleife den Selektivitatsfilter fir Kalium aus (Hille, 2001). Fur die Ausbildung
einer Kanalpore sind vier P-Schleifen notwendig. Bei Tandem-Kaliumkanalen ist
demzufolge ein Dimer, bei allen anderen Gruppen ein Tetramer aus a-—
Untereinheiten zur Bildung funktionstiichtiger Kaliumkanale notwendig. An die
a—Untereinheiten kdnnen regulatorische p—Untereinheiten assoziiert sein (z.B.
Sulfonylharnstoffrezeptoren in  Karp-Kandlen). Nachfolgend werden die

verschiedenen Kaliumkanalklassen kurz vorgestellt.
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1.3.1 Spannungsabhéngige Kaliumkanale

Die grof3te der vier benannten Kaliumkanalklassen ist die der
spannungsabhéngigen Kaliumkanéle. Durch diese Kanadle in den
Extrazellularraum ausstromendes Kalium erméglicht die Repolarisierung der
Zelle. Die Kanalpore ist ein Tetramer aus vier a—Untereinheiten mit je sechs
Transmembranhelices. Die P-Schleife befindet sich zwischen TM5 und TM6. In
der TM4 treten geh&uft positiv geladene Aminoséuren auf; dies bildet den
Spannungssensor. Typisch fir diese Gruppe ist die ausgepragte verzogerte
Auswartsgleichrichtung. Man kann zwischen langsamen und schnellen
verzogerten Auswartsgleichrichtern unterscheiden. Letztere sind verantwortlich
fur die kurze Dauer der Aktionspotentiale in myelinfreien Axonen,
Motorneuronen und im Skelettmuskel. Bei der Repolarisation von
Myokardzellen spielen die langsamen, verzégernden Gleichrichter aus der
KCNQ- und EAG/ERG-Familie eine wichtige Rolle. Werden diese Strome
pharmakologisch (z.B. Klasse-llI-Antiarrhythmika; Neuroleptika; Erythromycin)
oder durch Mutationen beeinflusst, kann dies zu einer verzogerten
Repolarisation und in der Folge zu stark verlangerten Aktionspotentialen am
Herzen (Long-QT-Syndrom) und zum pl6tzlichen Herztod fihren. Durch die
Etablierung molekularbiologischer Methoden ist heute eine Vielzahl
verschiedener Mutationen bekannt. Dem Romano-Ward-Syndrom werden
bspw. die autosomal-dominant vererbten Long-QT-Syndrome
1 (KVLQT1/KCNQ1), 2 (HERG/ KCNH2) und 7 (Kir2.1/ KNCJ2) zugerechnet.
Dem 1957 beschriebenen autosomal-rezessiv vererbten Jervell- und Lange-
Nielsen-Syndrom liegt eine Mutation auf KvLQT1 (KCNQ1) oder MinK (KCNE1)
zugrunde. Charakteristisch fur dieses Syndrom ist neben der QT-Verlangerung

die Innenohrschwerhérigkeit (Schmidt et al., 2004).
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1.3.2 Ca®"-aktivierte Kaliumkanale

Ca?*-aktivierte Kaliumkanale finden sich auf fast allen Zelltypen und
werden nach ihrer Leitfahigkeit in BigKc, (0 = 100-250 pS), IntermediateKca
(0 = 20-80pS) und SmallKc, (0 = 4-20 pS) eingeteilt.

BKca-Kanale bestehen aus porenbildenden 7TM-a—Untereinheiten sowie
regulatorischen B-Untereinheiten. Neben der Regulation durch Kalzium
besitzen sie eine ausgepragte Spannungsabhangigkeit. Physiologisch spielen
sie bei der Repolarisation der Zellmembran sowie bei der Entstehung schneller
hyperpolarisierender Nachpotentiale eine wichtige Rolle (fast AHP; Storm,
1990). Pharmakologisch sind sie von erhéhtem Interesse, da sie wichtige
Regulatoren des Nervensystems (Sausbier et al., 2004; Sausbier et al., 2006),
des kardiovaskularen Systems (Brenner et al., 2000; Sausbier et al., 2005) und
des Immunsystems (Ahluwalia et al., 2004) sind.

SKca-Kandle besitzen keine nennenswerte Spannungsabhangigkeit
(Hille, 2001). Ihre Kalziumabhangigkeit wird Uber die Assoziation ihrer 6TM-o—
Untereinheiten mit dem Protein Calmodulin vermittelt. SKc,-Kanéle spielen bei
der langsamen Nachpolarisation eine Rolle und kdnnen durch Apamin
(neurotoxisches Peptid; Bestandteil des Bienengiftes) und Scyllatoxin (Gift des

Gelben Mittelmeer Skorpion) inhibiert werden.

1.3.3 Tandem-Kaliumkanéle

Wie der Name bereits verrat, sind bei den Tandem-Kaliumkanalen zur
Porenbildung lediglich zwei 4TM- oder 8TM-a—Untereinheiten notwenig, wobei
jede Untereinheit Uber zwei P-Schleifen verfugt. Sie haben eine geringe
Auswartsgleichrichterfunktion und zeigen keine Spannungsabhé&ngigkeit. Als
Beispiele seien die TOK1- (Two P-region-containing outwardly rectifying K-
channel) und die TWIK1-Kanédle (Tandem of P-domains in a weak inwardly
rectifying K*-channel) erwahnt. Einige der Tandem-Kaliumkanale zeigen eine
pH-Abhangigkeit, andere werden durch second messenger oder mechanische
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Reize in ihrer Aktivitdt beeinflusst (Hille, 2001). Medizinische Relevanz haben
sie bei der Wirkung der volatien Anasthetika Halothan, Isofluran und
Chloroform (Patel et al., 1999; Sirois et al., 2000).

1.3.4 Einwartsgleichrichtende Kaliumkanéle

Kalium inwardly rectifying Channels (Kir) sind einwartsgleichrichtende
Kanéale, die insgesamt sieben Unterfamilien (Kirl-7) umfassen (Lopatin und
Nichols, 2001). Sie sind malRgeblich an der Stabilisierung des
Membranruhepotentials von Zellen nahe des K*-Ruhepotentials (Ex = -90 mV)
beteiligt (Isomoto und Kurachi, 1997).

Die einwartsgleichrichtende Wirkung der Kir ist besonders stark bei den
Kir2.x- und Kir3.x-Unterfamilien ausgepragt. Der nach der elektrochemischen
Triebkraft fur Kalium zu vermutende Auswartsstrom wird verhindert, indem die
Pore spannungsabhangig durch die intrazellular vorhandenen Polyamine
Spermin und Spermidin blockiert wird. Definierende Bereiche fir diesen
Mechanismus sind zum einen auf dem zytoplasmatischen C-Terminus, zum
anderen auf den negativ geladenen Aminosauren Glutamat und Aspartat im
zweiten Transmembransegment lokalisiert. Kir-Kanéle setzen sich aus vier
porenbildenden Strukturelementen (P-Loop mit anschlieBRendem TMS)
zusammen, wobei jede Untereinheit zwei Transmembransegmente umfasst.
Gemeinsam mit der inneren Helix des TMS2 bildet der extrazellular, zwischen
TMS1 und TMS2 gelegene P-Loop die Pore fur den Kaliumflux. Je nach Stéarke
der Gleichrichtung unterteilt man die Kir in schwache (Kirl, Kir6, Kir7) und
starke (Kir2, Kir3, Kir4) K*-Einwartsgleichrichter. Zwischen den verschiedenen
Kir-Unterfamilien gibt es strukturelle Unterschiede. So sind z.B. die bei den
Experimenten fur diese Dissertation verwendeten Kir6.2-Kanale mit einer p—
Untereinheit, dem Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR) verknlUpft und werden u.a.
von dem ADP/ATP-Verhéaltnis mal3geblich beeinflusst (Nichols und Lopatin,
1997).
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1.4 ATP-empfindliche Kaliumkanale

ATP-empfindliche Kaliumkanéle oder Katp-Kandle gehdren zur Klasse
der einwartsgleichrichtenden Kaliumkanéle, besitzen aber nur eine sehr
schwache Gleichrichterwirkung. Erstmals beschrieben wurden die Karp-Kanéle
in Kardiomyozyten durch Noma (1983) und kurz darauf von Trube und
Hescheler (1984). Spater entdeckte man Karp-Kanale in den verschiedensten
Geweben. Zunachst in den B-Zellen der Bauchspeicheldriise (Cook und Hales,
1984; Ashcroft et al., 1984), dann im Skelettmuskel (Spruce et al., 1985), im
Gehirn (Ashford et al., 1988) und in glatten Muskelzellen (Beech et al., 1993;

vgl. Tabelle 1).
Tabelle 1: Naturliches Vorkommen der Kir6.x/SURXx Ko  mbinationen
Kir6.x/ SURXx Kombination Naturliches Vorkommen
Kir6.2/SUR1 B-Zellen im Pankreas
(Inagaki et al., 1995)
Kir6.2/SUR2A Kardiomyozyten
(Inagaki et al., 1996)
Kir6.2/SUR2B Glatte Muskulatur,

aufler vaskular
(Isomoto et al., 1996)

Kir6.1/SUR2B Gefassmuskulatur
(Yamada et al., 1997)

Das Hauptcharakteristikum der Katp-Kanale ist die
Nukleotidempfindlichkeit: Intrazellulares Adenosintriphophat (ATP) fuhrt zum
Schliel3en, das ATP-Abbauprodukt ADP und andere
Magnesiumnukleosiddiphophate dagegen zum Offnen der Kanéale. Durch Katp-
Kanale werden der metabolische Zustand der Zelle und die elektrische Aktivitat

der Zellmembran verknupft.
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Abbildung 2: Schema der Struktur eines K srp-Kanals (entnommen www.chemgapedia.de;
20.11.2010). Allerdings ist die SUR-Untereinheit = 5x grdsser als die Kir-Untereinheit

Katp-Kanéle sind Heterooktamere, die sich aus zwei Untereinheiten mit
einer 4:4 Stochiometrie zusammensetzen (Aguilar-Bryan et al., 1998; vgl.
Abbildung 2): Die kleinere, porenbildende a-Untereinheit aus einer Kir-
Unterfamilie (Kir6.1 oder Kir6.2) und die gréRere p—Untereinheit SUR (SUR1
oder SUR2), die ATP und Sulfonylharnstoffe bindet und zu den ABC-Proteinen
gehort. Jeweils eine a- und B—Untereinheit bilden ein Dimer (vgl. Abbildung 2).
Der funktionsfahige Karp-Kanal setzt sich aus vier dieser Dimere zusammen
und hat eine Masse von etwa 950 kDa. Die Expression verschiedener
Kombinationen aus Kir6.1, Kir6.2, SUR1 und SUR2 fihrt zur Bildung
unterschiedlicher Karp-Kanéle, die sich aufler in ihrer Lokalisation
(vgl. Tabelle 1) deutlich in ihren elektrophysiologischen Eigenschaften und in
ihrer Sensitivitat fir Nukleotide und Pharmaka unterscheiden (Seino und Miki,
2003). Ein Retentionsmotiv aus den Aminosauren Arg-Lys-Arg sorgt dafir, dass
immer nur vollstandige, aus jeweils vier a- und [B-Untereinheiten
zusammengesetzte Karp-Kanale aus dem rauen endoplasmatischen Retikulum

in die Plasmamembran eingebaut werden (Zerangue et al., 1999).
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Abbildung 3: Schema des Aufbaus eines K srp-Kanals mit funktionell wichtigen Regionen:
TMD = Transmembrandoméne; 1 — 17 = Transmembranheli ces des SUR; M1, M2 =
Transmembranhelices des Kir6.x; NBF = Nukleotidbind ungsfalte; A,B = Walker A-und B -
Motiv; RKR = Retentionsmotiv; O = Offnerbindungsste llen; GBC, Repaglinid, Tolbutamid,
ATP, MgATP, MgADP = Bindungsstellen der jeweiligen  Substanzen

Die a—Untereinheiten Kir6.1 (424 AS; 48 kDa) und Kir6.2 (390 AS; 45
kDa) gehoren zur Familie der einwartsgleichrichtenden Kaliumkanale und
besitzen je zwei Transmembransegmente. Bezlglich ihrer Aminosauresequenz
weisen die beiden Subtypen eine Homologie von 71% auf (Inagaki et al., 1995).
In der Region H5 befindet sich bei beiden Typen die Sequenz Gly-Phe-Gly, die
fur die Selektivitat von Kaliumionen verantwortlich ist. Kir6.x hat auch eine
Bindungsstelle fur ATP, deren Besetzung den Kanal schliel3t (Antcliff et al.,
2005).

Das Gen KCNJ8 fur Kir6.1 liegt auf Chromosom 12, Position 12p11.23,
umfasst 9.7 kb und besitzt drei Exons, aber kein Intron. Kir6.1 kann mit den
B-Untereinheiten SUR1 (Ammala et al., 1996) und SUR2B funktionelle Kanale
ausbilden (Aguilar-Bryan et al.,, 1998). Das intronlose, 390 Aminosauren
umfassende Gen fir Kir6.2 liegt in der Nahe des SUR1-Gens auf dem kurzen
Arm von Chromosom 11. Kir6.2 kann mit allen drei Isoformen des SUR
funktionelle Karp-Kanale ausbilden (Inagaki et al., 1996; Isomoto et al., 1996)
und anders als Kir6.1- sind Kir6.2-enthaltende Kanale sehr ATP-empfindlich.
Sie sind z. B. im Pankreas, Herzen, Muskulatur, Gehirn zu finden (Seino und

Miki, 2003; vgl. Tabelle 1).
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Die B—Untereinheit SUR (Sulfonylharnstoffrezeptor) gehdort zur Gruppe
der ABC-Proteine (Higgins, 1995), der auch der Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) und die Multidrug Resistance
Proteine (MRP) zuzurechnen sind. Anders als fur den CFTR und die MRP
konnte fur die SUR-Proteine bisher keine Transporterfunktion nachgewiesen
werden.

Der SUR besteht aus den drei Transmembrandomé&nen TMDO, TMD1
und TMD2, wobei TMDO finf und TMD1l sowie TMD2 jeweils sechs
Transmembransegmente (TMS) umfassen. Zwischen der TMD1 und der TMD2
liegt die Nukleotidbindungsfalte 1 (NBF1), zwischen der TMD2 und dem C-
Terminus des SUR die NBF2. Jede NBF enthalt drei Motive: Das Walker-A-
Motiv (GXXGXGKS; X= beliebige AS), ein konserviertes Motiv als Linker-
Sequenz und das Walker-B-Motiv (YYYYD; Y= hydrophober Rest; Walker et al.,
1982). Die Linker-Sequenz, die den Besetzungszustand des NBFs registriert,
unterscheidet sich zwischen NBF1 (LSGGQ) und NBF2 (FSQGQ; Ashcroft,
2000; vgl. Abbildung 3).

Die beiden Isoformen SUR1 und SUR2 leiten sich von zwei
unterschiedlichen Genen ab und zeigen eine 67%ige Sequenzhomologie
(Gribble et al., 2000). SUR1 besitzt eine grolRere Affinitat fur SU, wird in
pankreatischen a-, B- und &-Zellen, im Gehirn und anderen neuroendokrinen
Geweben exprimiert (Inagaki et al., 1996; Isomoto et al., 1996) und ist durch
das 39 Exons umfassende Gen ABCC8 auf Chromosom 11 (11p15.1) codiert
(Thomas et al., 1995). Das humane SUR1-Protein hat ein Molekulargewicht von
176 kDa und besteht aus 1581 Aminosauren (Seino, 1999, Babenko et al.,
1998).

Zellen, die SUR2 enthaltende Karp-Kanéle exprimieren, wie z.B.
Kardiomyozyten, Skelett- und glatte Muskelzellen haben eine geringere Affinitat
fur SUs. SUR2 wird durch das 38 Exons umfassende Gen ABCC9 auf
Chromosom 12 (12p12.1) codiert (Chutkow et al., 1996).

Sowohl von SUR1 (Sakura et al., 1999; Hambrock et al., 2002), als auch
von SUR2 existieren durch alternatives Spleil3en mehrere Varianten, wobei die
bekannteste SUR2B ist. Sie unterscheidet sich von SUR2A lediglich durch 42
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Aminosauren am C-Terminus (Isomoto et al., 1996; Chutkow et al., 1996,
Chutkow et al.,, 1999). Die Proteine SUR2A und SUR2B haben ein
Molekulargewicht von 174 kDa (1549 AS; Seino, 1999, Babenko et al., 1998).
Zu der Quartarstruktur von Karp-Kanalen gibt es bisher kein endgultiges
Modell. Das auf der Grundlage der Arbeiten von Babenko und Bryan (2003) und
Mikhailov et al. (2005) erstellte Modell von Babenko (2005), gilt als das zur Zeit
aktuellste und umfassendste 3D-Modell fur Karp-Kanale (vgl. Abbildung 4).
Wenngleich einige Strukturfragen, wie z.B. der Aufbau der TMDO-LO Region
weiterhin ungeklart bleiben, so vermittelt die Abbildung doch einen Eindruck von

der Komplexitat des Kanals.
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Abbildung 4: Humaner kardialer K srp-Kanal: A: Aufbau des K arp-Kanals: Dimer aus SUR2
und Kir6.2; zu sehen sind die Bindungsstellen fur f olgende Substanzen: Dzx- Diazoxid,
Pin-Pinacidil, Crm-Cromakalim und Glb-Glibenclamid,; RKR- Motiv fir de n Transport vom
RER zur Zellmembran; B: Strukturmodell des K stp-Kanals (Kir6.2/SUR2) auf Basis eines
Homologievergleiches zwischen VC- MsbA und KirBacl.l.; Als rot und blau sind
interagierende Proteinsegmente dargestellt, welche die Offenheitswahrscheinlichkeit P

(o)
des Kanals vermindern oder erhéhen. (Babenko, 2005)
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1.5 Regulation von K srp-Kanélen

Die Aktivitat von Katp-Kanélen unterliegt einer komplexen Regulation, die
durch eine Vielzahl von Faktoren bestimmt wird. Dominierend sind die
Nukleotide MgATP und MgADP sowie Membranphospholipide, daneben spielen
auch die Proteinkinasen A und C, langkettige AcylCoA Ester, G-Proteine, pH
usw. (Seino und Miki, 2003) eine wichtige Rolle. Diskutiert wird auch ein
Einfluss der Kreatinkinase (Crawford et al., 2002), der Adenylatkinase
(Carrasco et al., 2001) und der Laktatdehydrogenase (Crawford et al., 2002).

1.5.1 Regulation von K arp-Kanélen durch Nukleotide

Katp-Kandle werden durch ATP/MgATP inhibiert und durch
MgATP/MgADP aktiviert, wobei die Hemmung Uber Kir6.x und die Aktivierung
Uber SURx vermittelt wird (Nichols, 2006). Ist intrazellular ausreichend Potential
zur Phosphorylierung von Nukleotiden vorhanden, wird die Kanalaktivitat
gehemmt und der Kaliumefflux sehr stark reduziert. Ein schlechterer
metabolischer Zustand der Zelle fuhrt dagegen zur Aktivierung der Kanale mit
erhohter Offenheitswahrscheinlichkeit.

Der Effekt von Nukleotiden an Katp-Kanélen ist ambivalent, je nachdem,
an welche Untereinheit des Kanals sie binden. Tucker et al. (1997) entdeckten,
dass ATP auf Kir6.2 (Kir6.2AC) mit entferntem C-Terminus auch ohne SUR
einen inhibierenden Effekt zeigt. Wichtige Regionen fur die Vermittlung des
Effektes sind die N- und C-terminalen Regionen des Kir6.2 (Tanabe et al.,
2000). Mg**-lonen sind fir die Vermittlung des Effektes an Kir6.2 nicht
notwendig (Ashcroft und Kakei, 1989).

Der Karp-Kanal weist vier hemmende Bindungsstellen auf; bereits die
Bindung eines ATP-Molekuls an einer der vier Bindungsstellen gentgt, um den
Verschluss des Kanals zu induzieren (Markworth et al., 2000). Neuere
Untersuchungen haben gezeigt, dass an der Ausbildung einer ATP-

Bindungsstelle zwei Kir6.2-Untereinheiten beteiligt sind (Antcliff et al., 2005).

13



1. Einleitung

Andererseits ubt die Bindung von MgATP bzw. ATP an NBF1l und
MgADP an NBF2 eine aktivierende Wirkung auf den Kanal aus (Ueda et al.,
1999, Matsuo et al.,, 2000). Die NBFs, v.a. NBF2, besitzen eine (recht
langsame) ATPase-Aktivitat (Ueda et al.,, 1997; Ueda et al, 1999;
Bienengraeber et al., 2000; de Wet et al., 2007). Zingman et al. (2001) lieferten
erste Beweise, dass die Steuerung der Kanalaktivitat durch den SUR mit der
ATPase-Aktivitat verknupft ist und der posthydrolytische Zustand den offenen
Kanalzustand hervorruft. Es bleiben aber noch viele Fragen offen.

Zwischen den verschiedenen SUR-Isoformen gibt es deutliche
Unterschiede bei den Nukleotidbindungseigenschaften: Die Bindung von
MgADP an die NBF2 zeigt bei SUR1 eine deutlich ho6here
Magnesiumabhangigkeit als bei SUR2. Auch die Affinitat der NBF1 fur ATP ist
bei SUR1 wesentlich hoher als bei SUR2. Die NBF2 von SUR2B weist eine
signifikant héhere Affinitat fur MgADP auf als die von SUR2A (Matsuo et al.,
2000).

1.5.2 Regulation von K arp-Kanélen durch negativ geladene
langkettige Lipide

Im Gegensatz zu den frei im Zytoplasma zirkulierenden Nukleotiden
entfalten die nun zu besprechenden Lipide ihre Wirkung durch Wechselwirkung
zwischen Zellmembran und Karp-Kanal. Sie binden an die Kir6.2 Untereinheit,
an welcher sie infolge der engen Nachbarschaft zu der ATP-Bindungsstelle die
ATP-Sensitivitat des Kanals beeinflussen (Enkvetchakul und Nichols, 2003).
Eine wichtige Rolle spielen die beiden negativ geladenen, langkettigen Lipide
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  (PIP;) und Acyl-Coenzym A Ester
(AcylCoA).

Das fast ausschlieBlich in der zytosolischen Membranseite
vorkommende PIP, setzt sich aus einer hydrophilen, polaren Kopfgruppe und
einem langen, hydrophoben Fettsdurerest zusammen. Besondere Bedeutung
hat PIP, fir die Weiterleitung extrazellularer Signale in die Zelle. Das

membranstandige Enzym Phospholipase C hydrolisiert PIP, in Diacylglycerin
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(DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3), die wichtige intrazellulare second
messenger sind. Die Konzentration von PIP, in der Membran wird durch
Enzyme wie Phospholipase, Phospholipid-Phosphatase und Phospholipid-
Kinase gesteuert und verkniupft dadurch den Phospholipidmetabolismus mit der
Karp-Kanalregulation (Baukrowitz und Fakler, 2000). PIP, offnet Karp-Kanéle
(Hilgemann und Ball, 1996) und vermindert deren ATP-Empfindlichkeit
(Baukrowitz et al., 1998; Shyng et al., 1998).

Langkettige AcylCoA (z.B. OleoylCoA) sind Fettsduren, die an der
B-Oxidation beteiligt sind. Sie setzen sich aus einer hydrophilen, anionischen
Kopfgruppe (Coenzym A) und einem langen hydrophoben Fettsdurerest
zusammen. Sie sind potente Karp-Kanal-Aktivatoren, vermindern wie PIP, die
ATP-Empfindlichkeit der Karp-Kandale und koppeln so den Fettsaurestoffwechsel
an das Membranpotential der Zelle (Gribble et al., 1998; Liu et al., 2001). Aus
verschiedenen Versuchen geht hervor, dass die Bindungsstelle der langkettigen
Acyl-CoA wohl im Bereich des Kir6.2 liegt (Schulze et al., 2003; Branstrom et
al., 1998).

Bei Adipositas oder Hyperglykamie nimmt der Gehalt frei zirkulierender
Fettsduren in der Zelle zu, was in der pankreatischen 3-Zelle zu einem Anstieg
der langkettigen Acyl-CoA fuhrt (Larsson et al., 1996). Durch die aktivierende
Wirkung werden die B-Zellen hyperpolarisiert und die Insulinsekretion
vermindert. Eine protektive Wirkung entfalten die langkettigen Acyl-CoA im
Herzen, wo sie physiologisch Fettsduren fiur die B-Oxidation liefern. Im Falle
einer Ischamie akkumulieren die Acyl-CoA im Zytosol, aktivieren die Karp-
Kanadle und fluhren so zur Hyperpolarisation der Zellen, was einen
energiesparenden, protektiven Effekt haben kénnte (Liu et al., 2001).

Umstritten ist allerdings weiterhin, ob PIP, und AcylCoA den Katp-Kanal
Uber den gleichen Mechanismus regulieren. Liu et al. (2001) haben postuliert,
dass die Wirkung von OleoylCoA vom Zellmetabolismus abhangt, wahrend PIP,
vermutlich Uber einen elektrostatischen Mechanismus wirkt. In Frage gestellt
wird diese Annahme jedoch von Schulze et al. (2003), der sowohl fir PIP, als
auch fur OleoylCoA einen elektrostatischen Wirkmechanismus annimmt.
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1.5.3 Regulation von K arp-Kanélen durch Phosphorylierung und G-
Proteine

Uber die bereits erlauterten Regulationsmechanismen hinaus werden
Karp-Kanéle auch durch die Proteinkinase A und verschiedene trimere GTP-
Bindungsproteine beeinflusst. Die Proteinkinase A (PKA) ist ein cAMP-
abhangiges Schlisselenzym des zellularen Energiestoffwechsels. PKA wirkt
stimulierend auf Karp-Kanéle (Ribalet et al., 2000; Wellman et al., 1998). Am
Katp-Kanal der GefalRe (Kir6.1/SUR2B) gilt die Phosphorylierung duch PKA als
das eigentlich 6ffnende Prinzip (Quinn et al., 2004).

Trimere G-Proteine konnen direkt die Aktivitdt von Karp-Kanélen
beeinflussen. Dabei hat G4 sowohl auf Kir6.2/SUR1 als auch Kir6.2/SUR2A
eine stimulierende Wirkung; Ggiz jedoch nur auf Kir6.2/SUR2A. Die Untereinheit
Ggpy reduziert die ATP-induzierte Inhibition an Kir6.2/SUR (Seino und Miki,
2003).

1.6 Funktion der K arp-Kanéle

1.6.1 B-Zelle im Pankreas

Unter 1.4 wurde ausgefuhrt, dass die Verknupfung des metabolischen
Zustandes der Zelle und deren Membranpotential eine wesentliche Funktion der
Katp-Kanale ist. In Abhéangigkeit von verschiedenen Gewebelokalisationen
findet man unterschiedliche Expressionsraten der separaten Gene der Katp-

Kanaluntereinheiten und deren Spleil3varianten (vgl. Tabelle 1).
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Am genauesten untersucht ist die Funktion der Karp-Kanale bei der
Insulinsekretion in den [-Zellen des Pankreas’. Wie aus Abbildung 5
hervorgeht, sind an dem Mechanismus der Insulinsekretion vier

Schlusselemente betelligt:
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Abbildung 5: Konsensusmodell der Insulinfreisetzung aus den B-Zellen des Pankreas’
(aus Quast, DMW 2002)

Der Glucosetransporter GLUTZ2, die Glukose-6-Kinase, der Karp-Kanal
Kir6.2/SUR1 und der spannungsgesteuerte L-Typ-Ca®'-Kanal (L-VOCC =
voltage-operated-calcium-channel). Der Karp-Kanal kontrolliert in erster Linie
das Membranruhepotential der p-Zelle. Indirekt erfasst er Gber den ATP/ADP-
Quotienten auch die intrazellulare Glucosekonzentration. Liegt die
Glucosekonzentration unter 5 mmol/l (= 90 mg/dl), stabilisiert der K*-Efflux
durch den offenen Karp-Kanal Kir6.2/SUR1 das Ruhemembranpotential der
Zelle bei etwa —70 mV. Unterhalb eines Membranpotentiales von —40 mV bleibt
der L-Typ-Ca®*-Kanal geschlossen. Kommt es postprandial zu einem Anstieg
der Glucosekonzentration im Plasma, so wird die Glucose durch den
insulinunabhangigen GLUT2 in die Zelle aufgenommen. Dieser Transporter hat
eine geringe Glucoseaffinitat und kommt aul3er im Pankreas auch noch in der
Leber, in der Darmmukosa und in der Niere vor. Die aufgenommene Glucose
wird glykosyliert, was den ATP/ADP-Quotienten erhoht. Wie unter 1.5.1
beschrieben, fuhrt freies ATP durch Interaktion mit der SUR1-Untereinheit zu
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einer verringerten Offenheitswahrscheinlichkeit des Karp-Kanals. Infolge der
verminderten  K'-Leitfahigkeit steigt das Membranpotential und die
Depolarisation filhrt zur Aktivierung der L-Typ-Ca®-Kanale. Das nun
einstromende Ca®" filhrt zur Erhéhung der Ca®*-Konzentration in der Zelle und

stimuliert so die Exozytose der Insulingranula.

1.6.2 Zentrales Nervensystem

Uber den Pankreas hinaus gibt es Katp-Kanale auch im Zentralen
Nervensystem, z.B. in der Substantia nigra (Sakura et al., 1995), im Cortex
(Ohno-Shosaku und Yamamoto, 1992), im Hippocampus (Zawar et al., 1999)
und im Hypothalamus (Ashcroft und Ashcroft, 1990). Im ventromedialen
Hypothalamus konnte der Karp-Kanal Kir6.2/SUR1 in glucoseempfindlichen
Neuronen (glucose-responsive-neurons (GRN)) identifiziert werden (Miki et al.,
2001; Liss et al., 1999). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass dem Karp-
Kanal eine Funktion bei der Regulation des Blutzuckerspiegels in diesen
Arealen zukommt. Miki et al. (2001) postulierten, dass die GRN die
Glucagonsekretion in den a-Zellen des Pankreas’ und ferner Appetit und
Nahrungsaufnahme modulieren. Steigt die Glucosekonzentration im Blut,
schlieBen die Katp-Kandle im Pankreas und die konsekutive Insulinsekretion
fuhrt zu einer Verminderung der zirkulierenden Glucose. Infolgedessen werden
Katp-Kandle in den GRN aktiviert, die durch das autonome Nervensystem die
a-Zellen des Pankreas’ zur Glucagonsekretion stimulieren. Dadurch steigt die

Glucosekonzentration im Blut wieder an.

1.6.3 Kardiomyozyten

Unter physiologischen Bedingungen inhibieren hohe ATP/ADP-
Quotienten die Kir6.2/SUR2A-Kanale in Kardiomyozyten. Eine starke
Aktivierung erfahren die Karp-Kanéle bei einem fallenden ATP/ADP-Quotienten
und steigenden Oleoyl-Coenzym A Ester Konzentrationen, z.B. bei Ischamie

oder Hypoxie. Der zunehmende K'-Efflux fiihrt zu einer Verkiirzung der
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Aktionspotentialdauer im Kardiomyozyt und infolgedessen zu einem
verminderten Ca®*-Einstrom. Dieser negativ inotrope Effekt hilft dem Gewebe
Energie zu sparen und fuhrt dartiber hinaus zu einer verminderten Erregbarkeit
der Zelle. Die Aktionspotentialverkiirzung bzw. entstehende Kreisstrome um
unerregbare Herzareale kdnnen jedoch auch zu Arrhythmien, Herzflimmern und
plotzlichem Herztod fuhren. Die Verkirzung des Aktionspotentials kann,
zumindest am Anfang der ischamischen Periode, durch Sulfonylharnstoffe oder
den Thiosulfonylharnstoff HMR1883 aufgehoben werden (Gbégelein et al.,
1999). Langer anhaltende Episoden von Ischamie oder Hypoxie fihren zu
apoptotischen und nekrotischen Prozessen (Nichols und Lederer, 1991).

Die Auswirkungen eines langer andauernden O,-Mangels kénnen durch
vorausgegangene kurze ischdmische oder hypoxische Episoden mit
anschlieBender Reperfusion des Myokards begrenzt werden. Dieses
Phanomen ist als ischamische Prakonditionierung (ischemic preconditioning-
IPC) des Myokards bekannt und fuhrt zu einer reduzierten Infarktgrof3e. Als
Ausloser des Prozesses gelten verschiedene Substanzen, wie z.B. Adenosin,
Bradykinin, Noradrenalin, Opiode und NO. Es ist z.Zt. noch nicht klar, welche
Bedeutung mitochondriale (mitoKatp) und plasmalemmale Karp-Kandle fur die
IPC haben (Quast et al.,, 2004). Eine entscheidende Rolle spielen die
sarkolemmalen Katp-Kanéle bei der Gewdhnung des Herzens an adrenergen
Stress (Zingman et al., 2002).

1.6.4 GefalRmuskulatur

Der Katp-Kanal Kir6.1/SUR2B in der Gefaldmuskulatur spielt Gber die
Beeinflussung des Gefal3tonus eine wichtige Rolle bei der Blutdruckregulation.
Die Aktivierung der Katp-Kandle fihrt durch die Hyperpolarisation der
Zellmembran zu einer Vasodilatation, was zu einer Blutdrucksenkung flhrt
(Quast und Cook, 1989). Im Gehirn, dem Herzen und an der Niere sind Karp-
Kanale unmittelbar an der Regulation des Gefaldtonus’ beteiligt (Quast, 1996).
Der im Vergleich zu Wildtyp-Mausen signifikant erhohte systolische wie
diastolische Blutdruck in Karp-Kanal-Knock-Out-Mausen weist auf die wichtige
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physiologische Rolle der Karp-Kanale bei der Blutdruckregulation hin. Eine
zentrale Rolle spielen die Karp-Kanéle der Koronarien bei der Rekrutierung der
Koronarreserve bei Stress und Ischamie (Quast et al., 2004).
Pathophysiologisch scheint der Karp-Kanal bei der essentiellen Hypertonie und
der vasospastischen (Prinzmetal) Angina von Bedeutung zu ATP sein (Chutkow
et al.,, 2002, Miki et al., 2002; Quast et al., 2004). Die Mause ohne den
vaskularen Karp-Kanal sterben den plétzlichen Herztod (Chutkow et al., 2002,
Seino, 2003).

1.6.5 Skelettmuskelzellen

Der Karp-Kanal Kir6.2/SUR2A wird verstarkt in der Skelettmuskulatur
exprimiert. Die Kontraktion der Muskelzellen erfordert einen hohen
Energieumsatz. In Ruhe bleiben die Katp-Kanale geschlossen, bei einem
Anstieg des ATP/ADP-Quotienten ¢ffnen die Karp-Kandle, der K*-Efflux steigt
und die Aktionspotentiale werden verkirzt. Ahnlich dem Effekt der Kap-Kanale
am Herzen schitzen sie so die Skelettmuskelzellen vor einer schadigenden
Ca?*-Uberladung (Burton und Smith, 1997; Light et al., 1994). Rajan et al.
(2000) zeigten, dass Wildtyp-Mause im Vergleich zu Kir6.2"-Knock-Out-
Méausen eine wesentlich geringere Restspannung des Muskels nach
Kontraktion und auch mit zunehmendem Alter noch eine wesentlich bessere
Muskelfunktion aufwiesen. Dartiber hinaus spielen die Karp-Kandle auch eine
wichtige Rolle bei der Glucosehomodostase des Skelettmuskels (Miki et al.,
2002; Minami et al., 2003).
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1.7 Karp-Kanalopathien

“With few exceptions, diabetes in childhood knows no cure, no matter
how mild it may appear in the beginning, nor how gradual its development in the
first months or even years.”

Carl von Noorden, great European authority, 1913

1.7.1 Kongenitaler Hyperinsulinismus im Kindesalter (HI

Der kongenitale Hyperinsulinismus im Kinderalter (HI) oder “persistent
hyperinsulinemic hypo-glycemia of infancy” (PHHI) ist charakterisiert durch eine
Unterfunktion bis hin zum Funktionsverlust von Katp-Kanélen im Pankreas. Die
fehlende Aktivierung der Karp-Kanale mit normalerweise folgender
Hyperpolarisation der Zellmembranen der p-Zellen des Pankreas’ fuhrt zu einer
persistierenden Depolarisation mit gesteigerter Insulinfreisetzung (Bryan und
Aguilar-Bryan, 1999). Die konstant erhdhte Insulinsekretion fiihrt zu schweren
Hypoglykdmien mit gravierender, irreversibler neurologischer Symptomatik bis
hin zum Tod. Der HI manifestiert sich in der Regel in den ersten zwolf
Lebensmonaten und tritt mit einer Inzidenz von 1 : 50000 Lebendgeburten in
der Normalbevolkerung auf. In geografisch isolierten Populationen weist dieser
jedoch eine deutlich hdéhere Inzidenz, von z.B. 1 : 2500 Lebendgeburten auf der
arabischen Halbinsel auf (Dunne et al., 2004). Der grol3ere Teil des HI tritt
sporadisch auf. Bei der hererditdren Variante wurden zwar auch autosomal-
dominante Vererbungsmodi beschrieben, die Mehrzahl folgt jedoch einem
autosomal-rezessiven Erbgang (Huopio et al.,, 2000). Bei 50% der
Erkrankungen liegen Mutationen im SUR1 Gen (ABCCS8, vgl. 1.4) vor, wovon
bisher mehr als 100 Varianten identifiziert wurden (Dunne et al., 2004; Glaser et
al., 2000). Diese werden in zwei Klassen eingeteilt: Mutationen der Klasse 1
weisen eine verminderte Oberflachenexpression von Karp-Kanélen in der
Zellmembran auf. Grinde dafur kbnnen Probleme bei der Produktion, Reifung,
dem Transport oder dem Einbau der Proteine in die Zellmembran sein

(Taschenberger et al., 2002). Mutationen der Klasse 2 zeichnen sich durch
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korrekt in die Zellmembran eingebaute Katp-Kanédle aus, die durch eine
Entkopplung vom Zellmetabolismus aber lediglich Uber eine verminderte bis
aufgehobene Funktion verfligen. Insbesondere die Sensitivitdt der Kanéale far
MgADP ist herabgesetzt (Huopio et al.,, 2000). Ein Grof3teil der Klasse 2-
Mutationen konnte im Bereich der NBF (vgl. 1.4) lokalisiert werden. Wesentlich
seltener konnte HI als Folge von Mutationen im Gen fur Kir6.2 (KCNJ11, vgl.
1.4) beobachtet werden.

Ein leichteres Krankheitsbild stellt die familiare Leuzin-sensitive HI dar,
die durch bestimmte Mutationen im SUR1 (z.B. R1353H) verursacht wird und
bei der es nach der Aufnahme proteinreicher Kost bzw. der essentiellen
Aminosaure Leuzin zu einer reaktiven Hypoglykamie kommt (Magge et al.,
2004).

Dariiber hinaus kodnnen auch “Gain-of-function’-Mutationen in der
Glucokinase (GCK) und der Glutamat-Dehydrogenase (GDH) Ursachen einer
milden HI-Form sein. Die Glucokinase, ein intrazellulares Enzym mit starker
Glucose-Affinitat ist fur die Phosphorylierung der Glucose zu Glucose-6-
Phosphat notwendig (vgl. 1.6.1). Aufgrund dieser Funktion wird die GCK auch
als ,Glucose Sensor” bezeichnet (Bryan et al., 2005). Bei einer Ubermaldigen
Aktivierung dieser Enzyme kommt es zu einer gesteigerten ATP-Synthese, in
deren Folge die Inhibition der Karp-Kanale zu einer gesteigerten
Insulinfreisetzung fuhrt (Stanley et al., 1998; Gloyn et al., 2003).

Bei der Therapie der HI spielt die Funktionsfahigkeit der Katp-Kanéle
eine Rolle: Bei HI, die durch Mutationen in GCK und GDH ausgeltst wurde,
kann mit dem Kaliumkanaloffner Diazoxid (vgl. 1.8.2) adaquat therapiert werden
(Dunne et al.,, 2004). Bei schwereren Verlaufen, wie sie bei Mutationen im
SUR1 oder im Kir6.2 auftreten, stellt die Pankreatektomie die Therapie der
Wahl dar (Cook und Bryan, 1998).
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1.7.2 Permanenter Neonataler Diabetes (PNDM)

Diese Stoffwechselstérung ist gekennzeichnet durch die Entwicklung
einer insulinpflichtigen Hyperglykdmie innerhalb der ersten drei Lebensmonate.
Von dem permanenten ist der transiente neonatale Diabetes abzugrenzen, der
sich innerhalb von drei bis sechs Monaten wieder zurickbildet. Mildere
Erscheinungsformen des PNDM zeichnen sich durch minimale Insulinantwort
auf intravendse Glucosegabe, aber adaquate Insulinfreisetzung nach
Sulfonylharnstoffgabe aus (Proks et al., 2005). Bei der schwersten Verlaufsform
des PNDM, dem ’‘DEND-Syndrom™ (developmental delay, epilepsy and
neonatal diabetes) treten zusétzlich Entwicklungsverzdogerungen, Myasthenie,
Epilepsie und kraniofaziale Dysmorphien auf (Gloyn et al., 2004; Sagen et al.,
2004). Im Gegensatz zu dem, unter 1.7.1 besprochenen kongenitalen
Hyperinsulinismus im Kindesalter weisen 50% der an PNDM erkrankten
Patienten heterozygot Kir6.2-Mutationen auf (Gloyn et al., 2004; Sagen et al.,
2004). Mutationen im Kir6.2 treten gehauft im Bereich der ATP-Bindungsstelle
auf, wobei insbesondere die Aminosaurereste V59 und R201 betroffen sind. Bei
allen bisher bekannten PNDM-Formen konnte eine verminderte ATP-
Empfindlichkeit der Karp-Kanale festgestellt werden. Kir6.2-Mutationen
innerhalb der ATP-Bindungsstelle (z.B. R201H, R201C, Y330C) beeintrachtigen
zwar die ATP-Affinitat, nicht jedoch die Offenheitswahrscheinlichkeit der
Kanale, weshalb diese mit der milden Verlaufsform des PNDM assoziiert
werden (Gloyn et al., 2004; Sagen et al.,, 2004; Antcliff et al., 2005).
Therapeutisch kommen Karp-Kanal-Inhibitoren in Frage.

Von der ATP-Bindungsstelle weiter entfernt liegende Mutationen wie z.B.
Q52R, V59M oder V59G erhdhen die Offenheitswahrscheinlichkeit der Karp-
Kanale und verursachen schwerwiegendere Krankheitsverlaufe (DEND). In
diesem Falle muss die Therapie um Insulin ergdnzt werden (Proks et al., 2005).

Der unterschiedliche Einfluss einerseits der ATP-Affinitat und
andererseits der Offenheitswahrscheinlichkeit lasst sich folgendermalien
erklaren: Die Katp-Kanal Untereinheit Kir6.2 besteht aus vier Monomeren, von

denen bei einer heterozygoten Kir6.2-Mutation zwischen null und vier von
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dieser betroffen sein kdnnen. Ein Defekt der ATP-Bindung wirkt sich erst dann
aus, wenn alle vier Monomere die Mutation aufweisen. Deshalb ist die
Anderung der ATP-Empfindlichkeit in der durchschnittlichen Kanalpopulation
nur gering ausgepragt. Anders verhalt es sich jedoch bei Mutationen, welche
die Kanalsteuerung betreffen. Der Offenzustand des Kanals wird durch die
zunehmende Anzahl der mutierten Untereinheiten energetisch stabilisiert.
Davon ist die ATP-Empfindlichkeit von tber 90% der in der heterozygoten

Population verkommenden Karp-Kandle betroffen.

1.7.3 Die Mutante SUR1(Q1178R)

2005 wurde ein Patient mit PNDM beschrieben, bei dem die
heterozygote Expression der Mutanten SUR1(Q1178) gefunden wurde
(Christesen et al., 2005, Horm Res. 64, 135). Die Aminsaure Glutamin 1178, die
in der Mutanten gegen Arginin ausgetauscht ist, liegt im TMS15 am Ende des
oberen Drittels (Babenko, 2008). Babenko zeigte, dass die Mutation die
Offenwahrscheinlichkeit und die Leitfahigkeit des Kanals in der Abwesenheit
von MgATP nicht andert, aber zu einer Uberaktivierung des Kanals durch
MgATP fuhrt. Quantitativ heil3t das, dass der mutierte Kanal, wenn heterozygot
mit dem Wildtyp exprimiert, durch 1 mM MgATP zweimal starker aktiviert wird
als der Wildtyp, der homozygote Kanal sogar siebenmal. Dies fihrt zu einer
Schwachung der hemmenden Wirkung von MgATP durch Bindung an Kir6.2
(vgl. 1.5.1): Bei 5 mM MgATP ist der Wildtyp zu >99% geschlossen, die
(homozygote) Mutante jedoch nur zu 92%. Ferner ist die hemmende Wirkung
von Tolbutamid stark abgeschwacht und die beim Wildtyp so wichtige
aktivierende Wirkung MgADP bei der Mutanten funktionell bedeutungslos
(Babenko, 2008).

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Mutation den MgATP-
gebundenen Zustand des SUR stabilisiert, der den Kanal 6ffnet. Nach der
Hypothese von Zingman et al. (2001) ist dies der posthydrolytische Zustand, in
dem MgADP (und P;) noch an die NBF2 gebunden ist (sind). Dieser Zustand
wird durch Kaliumkanal6ffner stabilisiert (vgl. 1.8.2), wohingegen sowohl
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Affinitat als auch Kapazitat der GBC-Bindung vermindert sind. Die
Charakterisierung des Einflusses der Mutation SUR1(Q1178) auf das
Ligandenbindungsverhalten steht im Mittelpunkt dieser Arbeit und wird in

Kapitel 1.9 ausfihrlich besprochen.

1.7.4 MODY (Maturity-onset diabetes of the young)

Diese Diabetesform folgt einem autosomal-dominanten Erbgang, tritt
haufig im jungen Erwachsenenalter auf und beruht auf einer Dysfunktion der [3-
Zellen des Pankreas’. Heterozygote Mutationen mit einem Funktionsverlust der
Glucokinase rufen den MODY2 hervor, welcher oft asymptomatisch verlauft und
zu nur maRig erhdhten Blutzuckerwerten fuhrt. Im Gegensatz hierzu
verursachen homozygote Mutationen dieses Enzyms eine ausgepragtere
Stérung des B-Zellmetabolismus mit konsekutiver Entstehung eines
permanenten neonatalen Diabetes (PNDM). Funf weitere MODY-Gene
kodieren fur verschiedene Transkriptionsfaktoren, die sowohl fur die
Entwicklung der p-Zellen als auch fir die Expression von den
Glucosestoffwechsel regulierenden Genen verantwortlich sind. Dabei kommt es
Uber den gestorten Glucosestoffwechsel zu einem ATP-Mangel und konsekutiv
zu einer erhdhten Offenheitswahrscheinlichkeit der Kanale. Schliel3lich kénnen
auch Mutationen im Kir6.2 selbst einen MODY ausldsen (Yorifuji et al., 2005).

1.7.5 Diabetes mellitus Typ 2 (NIDDM)

Als Ursache fur die Entstehung des Nicht-Insulinabhangigen Diabetes
mellitus (NIDDM = non insulin dependent diabetes mellitus = Typ 2-Diabetes)
gilt eine Insulinresistenz, gepaart mit Storungen der Insulinsekretion. Das
Manifestationsalter liegt meist jenseits des 40. Lebensjahres, weshalb man den
DM Typ 2 in Abgrenzung zum Typ 1-Diabetes haufig auch als Altersdiabetes
bezeichnet. Pradispositionsfaktoren dieser Erkrankung sind v.a. Adipositas

zusammen mit erhdhten Blutfettwerten. In der Population der europaischen
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Kaukasier ist haufig der heterozygote (45%) bzw. der homozygote (13%)
Polymorphismus E23K im Kir6.2 identifizierbar (Gloyn et al.,, 2001; Sakura et
al., 1996). Dieser Polymorphismus ist mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko fir
DM2 verbunden und begulnstigt auch einen erhdéhten BMI (body mass index;
Gloyn et al., 2003; Nielsen et al., 2003; Vaxillaire et al., 2004; Riedel et al.,
2005). Die E23K-Mutation erhoht die Offenheitswahrscheinlichkeit, vermindert
die ATP-Empfindlichkeit und verstarkt die MgADP-Aktivierung der Kir6.2/SUR1-

Kandale (Schwanstecher et al., 2002a; Schwanstecher et al., 2002b).

1.8 Pharmakologie der K srp-Kanale

In der Pharmakologie der Karp-Kanale werden die Klassen der Offner
(z.B. Diazoxid, P1075, Cromakalim) und SchlieBer (z.B. Glibenclamid,
Repaglinid) unterschieden. Aufgrund der physiologischen und
pathophysiologischen Bedeutung der Karp-Kanale in verschiedenen Geweben
kommt den gewebsspezifischen Karp-Kanalmodulatoren ein  grol3es
therapeutisches Potential zu.

1.8.1 Karp-Kanal-Inhibitoren: Sulfonylharnstoffe und Glinide

Sulfonylharnstoffe (SU) wie z.B. Glibenclamid und Glinide wie z.B.
Repaglinid binden an den Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR, vgl. 1.4) und
hemmen dadurch die Aktivitit des Karp-Kanals. Die resultierende
Depolarisation und konsekutive Insulinsekretion der B-Zellen des Pankreas’
wird pharmakotherapeutisch zur Behandlung von hyperglykdmischen
Zustanden genutzt. Die Blockade von Karp-Kanélen in anderen Geweben (vgl.
1.6) im Zuge der DM2-Therapie kann mit kardiovaskularen Risiken verbunden
sein und ist deshalb unerwiinscht (Quast et al., 2004). Es gilt sowohl bei der
Entwicklung als auch beim therapeutischen Einsatz von insulinotropen

Pharmaka, die Konzentrations-Wirkungs- bzw. Konzentrations-Bindungs-
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Beziehungen der Substanzen an den jeweiligen Katp-Kanalsubtypen (vgl. 1.4)
zu bertcksichtigen.

Der Mechanismus der Bindung der Karp-Kanal-Inhibitoren an SUR1 und
SUR2A ist komplex wund noch nicht im Detail geklart. Struktur-
Funktionsanalysen zeigen, dass die Bindungstasche des SUR in zwei
Kompartimente, die ,A-site” und die ,B-site* unterteilt werden kann (Ubersichten
Bryan et al., 2005; Vila-Carriles et al., 2007; Winkler et al., 2007).

Als wichtig fur die hochaffine Tolbutamidbindung, die s.g. ,A-site”, kann
die TMD2 (vgl. 1.4; Abbildung 3), insbesondere das Serin an Position 1237 im
intrazellularen Loop zwischen den TMS15 und TMS16 betrachtet werden
(Ashfield et al., 1999). Mit dieser Bindungsstelle interagiert z.B. der
Sulfonylharnstoffrest bei GBC und Tolbutamid. Es konnte aber gezeigt werden,
dass fur diese Bindung nicht unbedingt ein SU-Rest notwendig ist, sondern
dass lediglich der aromatische Ring der Phenylethylgruppe entsprechend mit
einer sauren Gruppe (z.B. Sulfonylharnstoff-, Carboxylgruppe), die bei
physiologischen pH-Werten deprotoniert vorliegen, substituiert sein muss, wie
das z.B. bei Meglitinid der Fall ist (Brown und Foubister, 1984).

Bei dem Karp-Kanal-Inhibitor Glibenclamid, der bei der Erstellung dieser
Arbeit Verwendung fand, gibt es neben dem SU-Rest auch noch einen
Benzamido-Rest. Deshalb nimmt man an, dass GBC aul3er an der A-site auch
noch an einer B-site bindet. Mehrere Arbeiten legen nahe, dass fur diese
Bindungsstelle die Region LO auf dem SUR und der N-Terminus auf dem Kir6.2
eine wichtige Rolle spielen (Bryan et al., 2005; Vila-Carriles et al., 2007).

Man kann die unterschiedlichen Substanzen je nach Bindungsverhalten
in A-Liganden (z.B. Tolbutamid, Glibornurid; ,kurze* SU), A+B-Liganden (z.B.
Glibenclamid, Glimepirid; ,lange SU") und B-Liganden (z.B. Meglitinid,
Repaglinid) einteilen (Winkler et al., 2007). Die A-Liganden sind SUR1-selektiv
(Chachin et al., 2003; Reimann et al., 2001; Meyer et al., 1999; Winkler et al.,
2007). Es wird vermutet, dass SUR1, jedoch nicht SUR2 eine Bindungstasche
mit lipophilem Charakter besitzt, die mit dem Butylrest von Tolbutamid oder den
analogen lipophilen Zentren anderer A-Liganden interagiert.
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Bei den Substanzen der neuesten Gruppe der insulinsteigernden
Antidiabetika, den Gliniden Repaglinid, Nateglinid und Mitiglinid, ist die negativ
geladene Sulfonylharnstoffgruppe durch eine Carboxylgruppe ersetzt (Bryan et
al., 2005; Winkler et al., 2007). Sie enthalten zwei lipophile Gruppen und binden
somit als reine A-Liganden (Nateglinid, Mitiglinid) oder B-Liganden (Repaglinid,
Meglitinid). Glinide besitzen im Gegensatz zu Sulfonylharnstoffen eine geringe
Halbwertzeit (2 - 4 Stunden) und sind demnach kurzwirksame Antidiabetika. B-
Liganden haben nur eine eingeschrankte Selektivitat fur den pankreatischen
Kir6.2/SUR1-Kanal (Proks et al., 2002; Stephan et al., 2006).

Neben den Sulfonylharnstoffen und Gliniden wurden Blocker auch mit
anderen Leitstrukturen z.B. Cyanoguanidine (PNU-99963) oder Dihydropyridine
(A184209) entwickelt, die ebenso Uber den SUR den Kanal schliel3en. Sie
haben jedoch bisher keine therapeutische Bedeutung. Weiterhin ist man auf der
Suche nach SUR2A-Subtyp-spezifischen Karp-Kanalblockern, die ein
antiarrhythmisches Potential haben (vgl.1.6.3, Gogelein et al., 1999).
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Gliclazid ( A)

Glibornurid (A)

Nateglinid (A)

Glibenclanud (A+B)

Glimepirid (A+B)

Gliquidon (A+B)

Meglitinid (B)

Abbildung 6: Strukturformeln ausgewahlter K arr-Kanal- Blocker; nach Ligandgruppen (A, A+B

und B-Liganden) geordnet. Die Ausrichtung der S trukturen erfolgte nach der zentralen, allen

Verbindungen gemeinsamen Phenylgruppe mit dem benac hbarten Trager der negativen
Ladung. A-Liganden besitzen rechts, B-Liganden link s ein weiteres lipophiles Zentrum. A+B-

Liganden verfugen uber alle drei lipophile Zentren.
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1.8.2 Karp-Kanal-Offner: Diazoxid und NNC 55-0462

Die Katp-Kanal-Offner (KCO) bilden eine strukturell sehr heterogene
Substanzgruppe (Cyanoguanidine, z.B. P1075 und Pinacidil; Benzopyrane, z.B.
Bimakalim und Cromakalim; Thioformamide, z.B. Aprikalim; Pyridylnitrate, z.B.
Nicorandil; Pyrimidinsulfate, z.B. Minoxidilsulfat oder Benzothiadiazine, z.B.
Diazoxid), die an verschiedenen Karp-Kanalen-Typen ein charakteristisches,
selektives Bindungsverhalten aufweisen (vgl. Abbildung 7). Im Allgemeinen
verfligen SUR2-haltige Katp-Kanale iber eine hohe Offneraffinitat und
-empfindlichkeit. Geringe Unterschiede zwischen den SUR2-Isoformen, wie die
etwa vierfach hohere Offneraffinitat zum SUR2B als zum SUR2A (Hambrock et
al., 1999; Schwanstecher et al., 1998) beruhen auf Unterschieden in den letzten
42 Aminoséauren (vgl. 1.4). Dagegen besteht bei SUR1-haltigen Karp-Kanélen
mit Ausnahme des Benzothiadiazin Diazoxid eine eher geringe Offneraffinitat.

Uhde et al. (1999) konnte mithilfe von SUR1/SUR2B-Chimaren zwei
Bereiche in der TMD?2 identifizieren, die fur die Bindung von KCO (auf3er den
Benzothiadiazinen) entscheidend sind: KCO | (Thr1059-Leu1087) und KCO I
(Arg1218-Asn1320). Die KCO 1 liegt im Bereich der cytoplasmatischen Schleife
(CL 7) zwischen TMS 13 und 14 (vgl. 1.4). Die KCO Il erstreckt sich vom TMS
16 Uber TMS 17 hinaus bis in NBF2 (Uhde et al., 1999). Eine entscheidende
Rolle kommt dabei einer Aminoséaure im TMS17 des SUR2 zu (Moreau et al.,
2000; Moreau et al., 2005). Anders als bei der Bindung der SUs an den
Kanalkomplex Kir/SUR (vgl. 1.8.1), kommt der Interaktion von SUR und Kir kein
nennenswerter Einfluss auf die Offnerbindung zu (Schwanstecher et al., 1998;
Russ et al., 1999; Hambrock et al., 2001). Die Bindungsregionen der Offner und
Blocker der Karp-Kandle liegen benachbart und sind miteinander negativ
allosterisch gekoppelt (Loffler-Walz et al., 2002; Bray und Quast, 1992).
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Abbildung 7: Strukturformeln ausgewéhlter KCOs
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Der Wirkmechanismus der KCOs ist bisher nicht vollstandig verstanden.
Die Bindung und Wirkung der Offner erfordert die Anwesenheit hydrolysierbarer
Mg**-Nukleotide (Quast et al., 1993; Schwanstecher et al., 1998). Liegen die
Offner in sehr hohen Konzentrationen vor, kénnen diese auch in Abwesenheit
von Mg?* wirksam sein (Russ et al., 2003). Mutation in beiden NBFs, welche die
Nukleotidbindung und ATP-Hydrolyse stbéren, fuhren zur Schwachung der
Offnerbindung an dem SUR (Schwanstecher et al., 1998; Amann et al., 2010).
Die gegenseitige allosterische Kopplung der Offner- und NBF-Regionen wird
durch den Einfluss der Offner auf die ATPase-Aktivitat bestatigt (Bienengraeber
et al., 2000). Weitere Untersuchungen der Gruppe um Terzic zeigen, dass die
Offner den posthydrolytischen Zustand des SUR, der mit dem Offenzustand des
Kanals assoziiert wird, stabilisieren (Zingman et al., 2001)

Dem Benzothiadiazid Diazoxid (vgl. Abbildung 7) und seinen Derivaten
kommt eine Sonderrolle unter den KCOs zu. Diazoxid bindet mit gleicher
Wirksamkeit an Karp-Kandle in den 3—Zellen des Pankreas’ (Kir6.2/SUR1) und
in glatten Muskelzellen, z. B. in Gefal3en (Kir6.1/SUR2B) (Ashcroft und Gribble,
2000, Quast und Cook, 1989). Die Bindungsstelle fir Diazoxid an den SUR
konnte bisher nur eingegrenzt werden. Elektrophysiologischen Daten nach liegt
sie wahrscheinlich in derTMD1 (Babenko et al., 2000; Moreau et al., 2000). Fur
das verwandte NN-414 ist hingegen TMD2 wichtig (Dabrowski et al., 2003).

Im Tierversuch fihrte Diazoxidgabe neben der Senkung des
Insulinspiegels zu einer Verminderung des Gefal3tonus mit konsekutiver
Blutdruckverminderung (Quast und Cook, 1989). Diese Nebenwirkung konnte
dagegen beim Menschen nicht beobachtet werden. Vielmehr kann es laut Roter
Liste® bei Einnahme von Diazoxid zu einer voriibergehenden Hypertonie
kommen. Lediglich bei hypotensiver Vorerkrankung konnten hypotensive Krisen
infolge Diazoxideinnahme beobachtet werden.

Die unselektive Wirkung von Diazoxid beschrankt seine Anwendung bei
der Behandlung von bspw. inoperablen Insulinomen; hier ware ein B-Zell-
spezifischer KCO zielfihrender. Ein moglicher Wirkstoff ist das
Diazoxidanalogon NNC 55-0462 (6-Chloro-3-(1-Methyl-Cyclobutyl)Amino-4H-
Thieno[3,2-e]-1,2,4-Thiadiazinl,1-dioxid; im Weiteren NNC; vgl. Abbildung 8),
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das selektiv Kir6.2/SUR1 o6ffnet (Nielsen et al., 2002; Hansen, 2006). Diese
Eigenschaft birgt ein erhebliches therapeutisches Potential, da die insulin-
senkende Wirkung erreicht werden kann, ohne dass dabei Karp-Kandle
aulRerhalb des Pankreas’ geotffnet werden und es bspw. durch die Relaxation
glatter Muskelzellen in GefaBwanden zu einer ungewollten hypotensiven

Wirkung kommen kann (Dabrowski et al., 2002).

H H
N N
el %
S ﬁS/N
0”7 o
Abbildung 8: NNC 55-0462 (Lachenicht et al., 2009)

Das Diazoxid Analogon NNC 55-0462 aktiviert in vitro und in vivo selektiv
Kir6.2/SUR1-Kanéle (ECso= 0.023 pM, d.h. 1000x héhere Potenz als Diazoxid),
ist aber an Kir6.2/SUR2A oder Kir6.2/SUR2B nur schwach wirksam (1-10 uM).
Die Bindung bendtigt MgATP (Nielsen et al., 2002). Das etwa zehnfach
schwachere Derivat NNC 55-0118, bei dem anstelle des Cyclobutyl-Restes ein
Methyl steht, zeigte in praklinischen Studien, dass es die Entwicklung eines
Typ-2 Diabetes bei Ratten verhindern oder zumindest verzogern konnte. Eine
dermatologische Bedeutung kommt der Substanz als Stimulator des

Haarwachstums zu (Dabrowski et al., 2003).
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1.9 Fragestellung der Arbeit

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Charakterisierung der
Bindungseigenschaften der Katp-Kanal-Mutanten Kir6.2/SUR1(Q1178R). Als
Radioliganden wurde Tritium-markiertes Glibenclamid ([*H]GBC; vgl. 2.3)
verwendet. Diese Mutation stabilisiert den posthydrolytischen Zustand des
SUR, der mit dem Offenzustand des Kanals assoziiert ist (vgl. 1.7.3). Alle
Bindungsversuche zur Charakterisierung des mutierten Kanals wurden zur
Vergleichbarkeit auch an Wildtypkanalen Kir6.2/SUR1(WT) durchgefihrt.

Die Bindung von [*H]JGBC an den Rezeptorkomplex wurde in
Sattigungsexperimenten untersucht. Ziel war es, die maximale Konzentration
der durch [*H]JGBC besetzten Bindungsstellen und die Kp, d.h. die
Konzentration, bei der die halomaximale Sattigung erreicht wird, zu bestimmen.

MgATP bewirkt eine negativ allosterische Hemmung der [*H]GBC-
Bindung an Karp-Kanéle. Von besonderem Interesse dabei ist der Einfluss der
Mutation auf die ICsp (Konzentration von MgATP bei halbmaximaler Hemmung)
und auf die Amplitude der [*H]JGBC-Bindung in Anwesenheit von MgATP. Sollte
sich dabei eine gednderte Amplitude der Bindung zeigen, muss geklart werden,
ob diese auf die Anderung der Affinitat (Kp), der Kapazitat (Bmax) oder auf eine
Anderung beider Bindungsparameter zuriickzufiihren ist. Zur Klarung dieser
Frage konnen Sattigungsversuche an beiden Katp-Kanalen in Anwesenheit von
MgATP durchgefuhrt werden.

Dariber hinaus ist von Interesse, wie sich die Mutation
Kir6.2/SUR1(Q1178R) auf das Bindungsverhalten von Kaliumkanal6ffnern an
den Kanal auswirkt. Exemplarisch sollen fur diese heterogene Gruppe die
Offner Diazoxid und der SUR1-selektive Offner NNC 55-0462 untersucht

werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Folgende Chemikalien fanden in den Versuchen fir diese Dissertation

Verwendung (vgl. Tabelle 2):

Tabelle 2: Chemikalien

Chemikalie Hersteller

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

EDTA-Na, Fluka, Buchs SG, CH

EndoFree Plasmid MegaKit Qiagen, Hilden, D

Ethanol 99% p.a. Merck, Darmstadt, D

FBS Invitrogen, Auckland, UK

Gentamycin Invitrogen, Auckland, UK

HCI Fluka, Buchs SG, CH

Hefeextrakt ICN Biomedicals, Ohio, USA

HEPES (N-(2-Hydroxyethyl) piperazin-N

(2-Ethansulfonsaure)) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

KCI Merck, Darmstadt, D
Lipofectamin2000© Invitrogen, Auckland, UK
MEM+L-Glutamin+Earle’s Salzen Invitrogen, Auckland, UK
MgCl, *6 H,O Merck, Darmstadt, D
NacCl Merck, Darmstadt, D
Na,CO3 Merck, Darmstadt, D
NaHCO;3; Merck, Darmstadt, D
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NaOH Merck, Darmstadt, D

OptiMEM | Invitrogen, Auckland, UK

TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethg Fluka, Buchs SG, CH

Trypton (Pepton) Invitrogen, Auckland, UK
Ultima Gold Packard Instruments, USA
Zeocin InvivoGen, San Diego, USA

2.2 Synthetische K stp-Kanal-Modulatoren

2.2.1 Katp-Kanal-Blocker

Tabelle 3: K prp-Kanal-Blocker

Glibenclamid Sigma Aldrich, Taufkirchen, D

2.2.2 Karp-Kanal-Offner

Tabelle 4: K arp-Kanal-Offner

Diazoxid Sigma Aldrich, Taufkirchen, D

NNC 55-0462

(6-Chloro-3-(1-Methyl- Novo Nordisk, Bagsveerd, Danemark
Cyclobutyl)Amino-4H-Thieno[3,2-€]-

1,2,4-Thiadiazin1,1-dioxid)

Aus den Substanzen wurden Stammlésungen verschiedener
Konzentrationen (Verdiunnungsreihe) in Ethanol/ DMSO hergestellt (1 : 1).
Aliquote dieser Losungen wurden- je nach geforderter Konzentration- direkt

oder Uber eine Zwischenverdinnung in die Reaktionsanséatze pipettiert.
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2.3 Radioliganden

Tabelle 5: Radioliganden

[°H]-Glibenclamid
(SA =50.2 Ci*mmol™; ¢ =20 pM in
EtOH)

PerkinElmer Life Science, USA

2.4 Gerate

Tabelle 6: Gerate

Gerat Hersteller

Autoklav 2540 MK; Tuttnauer, Wesel, D
Brutschrank B5060EC/CO; Heraeus, Stuttgart, D
Feinwaage Precisa 100=300M; PAG Oerlikon, CH

Filtrationsapparatur

H. Holzer Laborgerate, Dorfen, D

Filtrationsvakuumpumpe

N 026.3; KNF Neuberger, Freiburg, D

Homogenisator PT 3000

Kinematika AG, Littau, CH

Kryoréhrchen (Cryos)

Greiner, Frickenhausen, D

Membranpumpe (Typ N 026.3 AN.18)

KNF Neuberger, D

Petrischalen, steril (Durchmesser 94 mn
94/16)

Greiner, Frickenhausen; D

Photometer

Bio Photometer; Eppendorf, Hamburg, [

pH-Meter pH 525

WTW, Weilheim, D

Sterilbank (Laminar Flow)

Hera Safe; Heraeus, Stuttgart, D

Stickstofftank

XLC 511-FD; Chart Europe, Solingen, C

Szintillationszahler 2000CA TRI-CARB

Packard/ PerkinElmer, Waltham, USA

TiefkUhltruhe

GFL 6384; GFL, Burgwedel, D

Tischzentrifuge

Biofuge Primo, Heraeus, Stuttgart, D

Ultrazentrifuge

Optima L-70; Beckman, USA
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W12;P-D Industriegesellschatft,
Dresden,D

Wasserbad

2.5 Puffer

Alle verwendeten Puffer wurden bei 6<C aufbewahrt.

2.5.1 Hypotoner Lysepuffer

HEPES: 10mM
EGTA: 1mM

Dieser Puffer wurde bei der Membranpraparation (vgl. 2.7.5) zur Lyse
von HEK 293-Zellen verwendet. Nachdem sich die Substanzen in Aqua bidest

gel6st hatten, wurde bei 6T der pH-Wert auf 7.4 ei ngestellt.

2.5.2 Isotoner Inkubationspuffer

HEPES: 5mM
KCI: 5mM
NacCl: 139 mM

Die Substanzen wurden zunachst in Aqua bidest gelost. Die
nachfolgende pH-Werteinstellung richtete sich nach der Verwendung des
Puffers. Bei der Verwendung als Puffer zur Inkubation der Reaktionsansatze bei
Radioligandbindungsstudien  sowie  bei  der Herstellung  wassriger
Verdunnungsreihen wurde der pH 7.4 bei 37T eingest ellt. Wurde der Puffer zur
Herstellung einer Membransuspension verwendet, so wurde der pH 7.4 bei 0T

eingestellt.
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2.5.3 Waschpuffer

NacCl: 154 mM
TRIS: 50 mM

Dieser Puffer wurde zur Trennung von gebundenem und ungebundenem
Radioliganden bei Bindungsexperimenten verwendet. Der Puffer wurde aus

einer Stammlosung durch Verdinnung mit Aqua dest. im Verhéltnis 1 : 10

hergestellt. Nach Abkthlung wurde bei 6T der pH 7. 4 eingestellt.

2.6 Medien

2.6.1 Standard-Kulturmedium

Das Standard-Kulturmedium (SKM) fur die HEK 293-Zelllinie setzte

sich folgendermal3en zusammen:

MEM (Minimum essential Medium): 90%
Hitzeinaktiviertes FKS: 10%
Gentamycin: 20 pg/ml

Die einzelnen Komponenten (500 ml MEM + 56 ml FBS + 5.6 ml
Gentamycin) wurden unter sterilen Bedingungen (Sterilbank) zusammen
pipettiert (MEM auf 37<C temperiert) und anschliee nd bei 6 T gelagert.

Hitzeinaktiviertes fotales Kalberserum (FKS) enthalt fuar das
Wachstum der HEK 293-Zellen notwendige mitogene Faktoren. Vor der
Hitzeinaktivierung wurde das FKS bei —30C aufbewah rt. Nach dem Auftauen
wurde das FKS fur anderthalb Stunden bei 55T im Wa sserbad hitzeinaktiviert.
Dadurch sollten eventuelle Restaktivitdten von Serumproteasen unterbunden

werden. Nach der Hitzeinaktivierung wurde das FKS bei 6T gelagert.
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Gentamycin ist ein Antibiotikum vom Aminoglykosidtyp. Es hemmt die
Proteinsynthese in Bakterien. Wirksam ist Gentamycin gegen ein breites
Spektrum  grampositiver und gramnegativer Erreger sowie gegen
Mycoplasmenaktivitat, aber nicht gegen Hefen, Schimmelpilze und Protozoen.
Gentamycin ist bei 37C und bei einem pH-Wert zwisc hen zwei und zehn ca.
zwei Wochen stabil. Es besitzt eine geringe Zelltoxizitat bei HEK 293-Zellen und
behélt zudem nach dem Autoklavieren seine Wirksamkeit und ist so
insbesondere fur den Einsatz in der Zellkultur von Interesse. Die gelieferte
Stammlosung hat eine Konzentration von 50 mg/ml. Durch Verdinnung mit
bidestilliertem Wasser wurden 6 ml Aliquote (c = 2 mg/ml) hergestellt und bei

—20T gelagert.

2.6.2 Medium zum Einfrieren von Zellen

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

Nach Zugabe von gleichen Anteilen aus Gefriermedium A und B wurden
die Zellen in einer Endkonzentration von 20% FBS und 10% DMSO

eingefroren.

2.6.3 Stammlésungen fur die Proteinbestimmung nach Lowry

Lowry A: 2% Nap,CO3in 0.1 M NaOH
10 g Na,COg3; (wasserfrei)
50 mINaOH 1 M
Mit Aqua bidest. auf 500 ml aufgefullt und bei Raumtemperatur gelagert.

Lowry B: 1% CuSOQO, in Aqua bidest.

0.5 g CuSO, (wasserfrei)

In 50 ml Aqua bidest. gelést und bei Raumtemperatur gelagert.
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Lowry C: 2% K*/Na" -Tartrat in Aqua bidest.
1.35 g K'/Na" -Tartrat (x 4H,0)

In 50 ml Aqua bidest. gelést und bei Raumtemperatur gelagert.

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

Die Substanzen Lowry A bis C wurden als Stammldsungen hergestellt
und bei Raumtemperatur aufbewahrt. Lowry D wurde fertig erworben
(Fluka).

Lowry E: 98 Teile Lowry A + 1 Teil Lowry C + 1 Teil
Lowry B (Die Reihenfolge ist zu beachten, da
es sonst zur Ausflockung kommt)

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

Die Substanzen Lowry E und Lowry F wurden fir jede

Proteinbestimmung frisch angesetzt.

2.6.4 Luria Bertani Medium (LB-Medium), Angaben fi r 100 ml

Medium
Trypton (Pepton): 1lg
Hefeextrakt: 05¢g
NacCl: 05¢g
Aqua bidest.: ad 100 ml

Nach Loésung der Substanzen in Aqua dest. wurde der pH = 7.0

eingestellt. AnschlieRend wurde das Medium autoklaviert und konnte

anschlieBend zur Kultivierung transformierter E-coli Zellen genutzt werden. Um

die Selektion der transformierten Zellen zu erméglichen, wurde dem Medium

100 pg/ml Ampicillin - zugesetzt. Die Ampicillin-Stammlésung hatte eine

Konzentration von 50 mg/ml.
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2.6.5 Medium zur Lagerung der transformierten Bakt  erien

Bakteriensuspension in LB-Medium: 850 ul

Glycerin: 150 pl

In diesem Medium wurden transformierte Bakterien bei —80T gelagert.
Aliquote daraus wurden entnommen (150 pl), um jeweils 150 ml frisches LB-

Medium und Antibiotikum anzuimpfen und die Bakterien zu vermehren.

2.7 HEK 293-Zellen

Die HEK 293-Zellen stammen aus humanen, embryonalen Nierenzellen.
Sie wurden durch das DNA-haltige Adenovirus Typ 5 tumordés transfiziert und
dadurch immortalisiert (Graham et al., 1977). Die HEK 293-Zelllinie wurde

kauflich bei der Firma DSMZ, Braunschweig, Deutschland erworben.

2.7.1 Kultivierung

Alle Arbeiten mit den lebenden Zellen wurden unter der Sterilbank
durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in sterilen Petrischalen in 10
ml Standard Kulturmedium (vgl. 2.6.1) bei 37C in m ikroaerophiler Atmosphéare
(Luft/ CO2-Verhaltnis von ~5%; 95% relative Luftfeuchte) des Brutschrankes.
Bei einer Konfluenz der Zellen einer Schale von 60 bis 80% (3 - 4 Tage nach
letzter Passage) erfolgte unter keimfreien Bedingungen (Sterilbank) eine
Zellpassage im Verhaltnis 1 : 4. Dabei wurde zunédchst das hinsichtlich der
enthaltenen Nahrstoffe ,verbrauchte” Standard-Kulturmedium abgesaugt.
Anschliel3end wurden die Zellen mit 4 ml frischem und auf 37C temperierten
Standard-Kulturmedium unter Verwendung einer 1 ml-Pipette durch Auf- und
Abpipettieren vom Boden der Kulturschale abgeltst. Jeweils 1 ml der
entstandenen Zellsuspension wurde in neue Kulturschalen (vier neue Schalen)
dberfihrt und auf ein Endvolumen von 10 ml mit Standard-Kulturmedium

angeglichen.
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2.7.2 Einfrieren

Zum Einfrieren wurden ausschlie3lich Kulturschalen mit einer Zelldichte
von >70% (7 - 10 Millionen Zellen pro Schale) verwendet, wobei pro
Kryoréhrchen das Zellmaterial einer Kulturschale eingefroren wurde. Nach
Entfernen des Mediums aus einer Kulturschale wurden die Zellen mit 4 ml
Gefriermedium A (vgl. 2.6.2) von deren Boden abgeldst, in ein Falcon-Tube
tiberfuhrt und fiir die Dauer von 2 - 3 Minuten bei 500x g (g = 9.81 m*s?)
zentrifugiert. Unterdessen wurden 500 pl Gefriermedium B (vgl. 2.6.2) in ein
Kryoréhrchen vorgelegt. Aus dem zentrifugierten ROhrchen wurde der
Uberstand abgesaugt und das Pellet mit 500 pl Gefriermedium A resuspendiert,
in das Kryoréhrchen tberfihrt und vorsichtig mit dem vorgelegten Medium B
vermischt. Um den Kontakt der Zellen mit dem bei Raumtemperatur zytotoxisch
wirkenden Detergens DMSO so gering wie moglich zu halten, mussten die
Zellen nach Zugabe der Zellsuspension zum Gefriermedium B sofort
herabgekuhlt werden. Danach wurde das Kryoréhrchen zunachst bei —80°C
vorgefroren. Die endgultige Aufbewahrung der Zellen erfolgte in flissigem
Stickstoff bei —196°C.

2.7.3 Auftauen

Die konservierten Zellen wurden aus dem flussigen Stickstoff
entnommen und im Wasserbad bei 37C angetaut, bis nur noch ein kleiner
Eiskern im Kryorohrchen zu erkennen war. Der Inhalt des Kryoréhrchens wurde
zugig in ein vorbereitetes 50 ml Falcon-Tube mit 20 ml Standard-Kulturmedium
(37C, vgl. 2.6.1) Uberfuhrt und 2 - 3 min bei 500x g zentrifugiert. Nach dem
Absaugen des Uberstandes erfolgte die Resuspension des Bodenstandes aus
aufgetauten HEK 293-Zellen in 10 ml Standard-Kulturmedium (37<C) und die
Uberfiihrung der Zellsuspension in eine Petrischale (Durchmesser 9.4 cm). Am
darauf folgenden Tag wurde das Standard-Kulturmedium gewechselt. Sobald
die Zellkonfluenz 60 - 80% erreichte (im Allgemeinen nach 3 - 4 Tagen),

konnten die Zellen erstmals passagiert werden.
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2.7.4 Transiente Transfektion mittels Lipofectamin2 ~ 000°-Methode

Zur Transfektion mittels Lipofectamin2000°-Reagenz wurden Schalen
mit einer Zellkonfluenz >90% verwendet. Am Vortag der Transfektion wurde
das Standard-Kulturmedium durch Gentamycin-freies Nahrmedium (MEM +
10% FKS) ersetzt. Am Transfektionstag wurden in der Sterilbank pro Zellschale
zwei 2 ml Eppendorf-ReaktionsgefalRe mit jeweils 750 pl vorgewarmtem (37<C)
OptiMEM beflllt. In das eine Reaktionsgefald wurden die DNA-Komponenten
und in das andere 37.5 pl Lipofectamin2000°-Reagenz zugegeben und fiinf
Minuten inkubiert. Nach Ablauf der Vorinkubation wurde das DNA-Gemisch
zum Lipofectamin-Gemisch gegeben (nicht umgekehrt!), vorsichtig gemischt
und weitere zwanzig Minuten inkubiert, um die Bildung der DNA-
Lipofectamin2000°-Mizellen zu erméglichen. Im Anschluss an die Inkubation
wurde die Kulturschale mit den zu transfizierenden Zellen aus dem Brutschrank
entnommen, das Volumen des Nahrmediums um 4 ml reduziert und mit dem
inkubierten  Transfektionsgemisch versetzt. Fur die Herstellung von
Zellmembranen wurden die transfizierten Schalen anschlieend 48 Stunden
inkubiert.

Die DNA fur die SUR-Untereinheiten lag auf einem pECE Vektor.
Erfahrungsgemall werden die auf pECE-DNA-codierten Proteine schlechter
exprimiert als bspw. auf pcDNA codierte. Die Ergebnisse von Damian Stephan
(Abt. MolPharm) suggerieren, dass die optimale Transfektions-Ratio zwischen
Kir und SUR bei 1 : 100 liegt. Mit dieser Transfektions-Ratio wurden auch alle
Transfektionen fur diese Dissertation durchgefthrt.

Tabelle 7: Transfektionen

cDNA Spezies | Vektor NMektorgrof3e [kb] Ursprungslabor

Y. Kurachi & Y.

Kir6.2[D50581] | Maus | pcDNA3.1 6,692 Horio (Osaka)

SUR1(Q1178R)| Hamster pECE 7,95 J. Bryan (Seattle)
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SURL(WT) Hamster pECE 7,95 Abt. MolPharm

2.7.5 Herstellung einer mikrosomalen Membranfraktio  n

Zur Herstellung einer mikrosomalen Membranfraktion aus den
transfizierten Zellen mussten diese eine Zellkonfluenz von mindestens 60%
aufweisen. Mit dem in der Schale vorhandenen Nahrmedium wurden die Zellen
vom Schalenboden abgel6st und in den temperierten (37C) 50 ml Falcon-Tube
Uberfuhrt. Dieser wurde bei Raumtemperatur zentrifugiert (500x g; 5 min.).
Danach wurde der Uberstand abgesaugt, das durch Zentrifugation entstandene
Zellpellet (Bodensatz) mit hypotonem Puffer (vgl. 2.5.1) lysiert (4 ml Puffer/
Schale) und die Suspension bei 0C und 100.000x g 45 Minuten lang
ultrazentrifugiert (Optima L-70; Beckman, USA). Das entstandene Pellet wurde
anschlieBend in isotonem Inkubationspuffer (vgl. 2.5.2) resuspendiert (0.5

ml/Schale), in 2 ml Eppendorf-Cups aliquotiert und bei -80C eingefroren.

2.7.6 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der in Bindungsexperimenten
untersuchten Membranpréparation erfolgte nach Lowry et al. (1951). Die
Methode beruht auf zwei Reaktionen: Im ersten Schritt (= Biuretreaktion) kommt
es im alkalischen Milieu zur Ausbildung eines blauvioletten Komplexes
zwischen den Peptidbindungen und den Kupferionen (Lowry E; vgl. 2.6.3). Im
zweiten Schritt reduzieren die Cu®'-Proteinkomplexe das Folin-Ciocalteau-
Reagenz (Lowry F; vgl. 2.6.3). Dabei entsteht ein blauer Farbstoff, dessen
Extinktion photometrisch bestimmt werden kann. Fir die Proteinbestimmung
wurde wahrend der Bindungsversuche eine Probe aus der homogenisierten und
auf endgultiges Volumen erganzten Membransuspension entnommen und mit
wassriger 0.1 M NaOH-L6sung 1 : 10 verdunnt. Ein Aliquot gleichen Volumens

vom reinen Inkubationspuffer wurde gleichermafRen mit 0.1 M NaOH verdunnt
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und zur Leerwertbestimmung herangezogen. Dies war notwendig, da die freien
Stickstoffgruppen von HEPES im Inkubationspuffer mit den Lowry-Reagenzien
erheblich interferierten. Zu Beginn der Proteinbestimmung wurden jeweils 200
pul  der NaOH-verdinnten Membranen- bzw. Inkubationspufferprobe in
Halbmikroktvetten tberfuhrt und mit 1 ml Lowry E-L6sung versetzt. Nach funf-
minutiger Inkubation erfolgte die Zugabe von 100 pl Lowry F-Losung (vgl.
2.6.3), wonach die Inhalte der Kivetten gemischt und geschutzt vor direkter
Lichteinstrahlung bis zur Messung 20 min inkubiert wurden. Danach konnte in
einem Spektralphotometer (Hitachi U-3.000) die optische Dichte (OD779) der
Membransuspension und des Inkubationspuffers gemessen werden. Dabei
betrug die Wellenlange der Wolfram-Lampe 770 nm und die Spaltbreite 5 nm.
Der Null-Abgleich erfolgte mit einer Losung aus 200 pl 0.1 M NaOH + 1 ml
Lowry E + 100 pl Lowry F. Der resultierende Unterschied zwischen der
Extinktion der Membransuspension und des Inkubationspuffers (AOD77) wurde
nach der folgenden Formel zur Bestimmung der Proteinkonzentration
herangezogen:
AOD770 = 0.0132 *mpyo; (Ug/Klivette)

Voraussetzung daftr war, dass sich die gemessenen Extinktionswerte im
linearen Bereich der Kalibrierkurve befanden (Abbildung 9). War dies nicht der
Fall, so kam eine hohere Verdinnung der Proben zum Einsatz. Als Grundlage
fur die Berechnung der Proteinkonzentration in den Bindungsexperimenten
diente eine Standardmesskurve, die mit Rinderserumalbumin (BSA) erstellt
wurde (Abt. MolPharm). Dafir wurde eine Verdinnungsreihe von BSA in 0.1 M
NaOH hergestellt, analog zu den Protein- und Pufferproben aus den
Bindungsversuchen mit Lowry E und Lowry F inkubiert und die Extinktionen der
einzelnen Verdinnungen photometrisch gemessen. Die Auftragung der
resultierenden OD77o-Werte gegen die vorgegebene BSA-Konzentration ergab
die Kalibrierkurve. Die durchgezogene Linie gibt dabei den linearen Bereich bis
30 ug wieder. In diesem Bereich sollten sich auch die Werte der Bestimmungen

des Proteins aus den Bindungsversuchen bewegen.
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Abbildung 9 : Kalibrierkurve fir die Proteinbestimmung nach Low ry. Bis 30 pg Protein
verlauft die Kurve lin ear, bei Beriicksichtigung aller Messpunkte handelt es sich um eine
Sattigungsfunktion

2.8 Radioligandbindungsstudien

2.8.1 Vorbemerkungen

Die Untersuchung der Radioligand-Rezeptor-Bindung gehort zu den
unentbehrlichen Methoden der Rezeptorforschung. Mit Hilfe dieser Methode
gelingt es, Rezeptoren zu identifizieren, isolieren und charakterisieren. Alle
Ergebnisse dieser Dissertation wurden mit Hilfe dieser Methode erzielt. Zur
Beantwortung der Fragestellung dieser Arbeit (vgl. 1.9) war die Durchfiihrung
von Gleichgewichtsexperimenten zielfihrend. Bei diesem Versuchstyp wird
vorausgesetzt, dass die Radioligand-Rezeptor-Bindung dem
Massenwirkungsgesetz unterliegt. Nach einer gewissen Zeit befindet sich dabei
das Reaktionssystem (Assoziation und Dissoziation von Rezeptor und Ligand)

im Gleichgewicht, sodass sich die Bindung im weiteren Verlauf nicht mehr
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andert. In Gleichgewichtsexperimenten wird diese Zeit wird als Inkubationszeit
gewdahlt; sie ist von den kinetischen Konstanten k+ und k. sowie von der
Konzentration der Reaktionsteilnehmer  abhangig. Gleichgewichts-
bindungsstudien kodnnen in Sattigungs- und Hemmexperimente unterteilt

werden:

Sattigungsexperimente :  Mit diesen Experimenten kann die
Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp des Radioliganden und die maximale
Konzentration der Rezeptorbindungsstellen (Bindungskapazitat Bmax) der
Rezeptorpraparation technisch relativ einfach bestimmt werden. Dabei wird im
Allgemeinen die Konzentration des Rezeptors konstant gehalten und durch
steigende Konzentrationen des Radioliganden zunehmend gesattigt. Dabei
soliten etwa 70 - 80% des Bindungsbereiches abgedeckt werden. Alle
Radioliganden binden je nach Lipophilie und Reinheit der Rezeptorpraparation
auch mehr oder weniger an unspezifische Bindungsstellen. Um die spezifische
(Bs) von der unspezifischen Bindung (NSB) zu unterscheiden, wird gewdhnlich
parallel zur Bestimmung der eigentlichen Bindungskurve (totale Bindung, Bi)
zusatzlich die Radioligandbindung in Anwesenheit eines ausreichenden
Uberschusses (100 - 1000fach) an nicht-markiertem Liganden untersucht. Der
unmarkierte Ligand soll dabei den Radioliganden aus allen Rezeptor-

Bindungsstellen, nicht jedoch aus der unspezifischen Bindung verdrangen.

Hemmexperimente : Bei diesem Typ von Gleichgewichtsexperimenten
verdradngen sich ein markierter und ein unmarkierter Ligand gegenseitig aus
den Rezeptor-Bindungsstellen (Kompetition um die gleiche Bindungsstelle).
Verursacht die Bindung eines Liganden eine Veranderung der Raumstruktur
des Rezeptors, sodass der andere Ligand nicht mehr oder nur mit niedriger
Affinitat binden kann, so spricht man von einer allosterischen Hemmung. Um
Chancengleichheit bei der Kompetition um die Bindung zu gewahrleisten,
werden der Radioligand und der unmarkierte Ligand gleichzeitig dem
Inkubationsmedium zugegeben. Bei Hemmexperimenten wird die Konzentration

des Labels konstant gehalten und die des nicht-markierten Liganden innerhalb
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einer sinnvollen Spanne variiert. Aus diesen Experimenten werden der
Konzentrationswert der halbmaximalen Hemmung (ICso), die maximale
Verdrangung (Amplitude A, in %) und die Steilheit der Verdrangungskurve (Hill
Koeffizient ny) bestimmt. Im Falle einer kompetitiven Hemmung kann bei
bekannter Konzentration und Affinitat (Kp-Wert) des Radiolabels aus dem ICsp-
Wert nach der Cheng-Prusoff-Korrektur (Cheng und Prusoff, 1973, Gleichung
16) die Inhibitionskonstante (K;) des unmarkierten Liganden ermittelt werden;
ferner sind A = 100 % und ny = 1.0. Im Falle negativ-allosterischer
Wechselwirkungen ist die Anwendung der Cheng-Prusoff-Korrektur als
Né&herung zu betrachten. Desweiteren kénnen flache Hemmkurven aus diesem
Typ der Bindungsversuche auf potentielle Heterogenitat der Bindungsstellen

hinweisen.

[*H]Glibenclamid: Glibenclamid (GBC) bindet an SUR1- (Kp = 1 nM)
wesentlich starker als an SUR2-Isoformen (Kp = 30 nM) (Hambrock et al., 1998;
Hambrock et al., 2002; Schwanstecher et al., 1998). Der mit Tritium radioaktiv
markierte Sulfonylharnstoff [*H]Glibenclamid wurde mit einer spezifischen
Aktivitdt von 50.2 Ci/mmol und einer Konzentration von 20 puM in Ethanol
geliefert. Beim Einsatz dieses Labels war seine ausgepragte Amphiphilie zu
beachten, die sich im Haften der Substanz an den Oberflachen der
Aufbewahrungs- und Reaktionsgefal3e und des Filters bemerkbar machte. Um
zuverlassig reproduzierbare Konzentrationen des Radioliganden pipettieren zu
konnen, enthielten alle Labelstammlosungen 10% Ethanol. Ho6here
Ethanolkonzentrationen bargen allerdings das Risiko der Denaturierung der
Rezeptorproteine. In Experimenten an SUR1 wurde 100 nM unmarkiertes GBC
zur Bestimmung der unspezifischen Bindung herangezogen. Bei dieser
Konzentration wird [?HJGBC nahezu vollstandig aus der hochaffinen SUR1-
Bindung verdrangt, die niedrigaffine unspezifische Radioligandbindung bleibt

hingegen im Wesentlichen unverandert.
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2.8.2 Durchfuihrung von Radioligandbindungsstudien

Gewinnung des Rezeptormaterials: Die Membranpraparation erfolgte
wie in Kapitel 2.7.5 beschrieben. Unmittelbar vor Beginn der Inkubation mit den
Radioliganden und ggf. unmarkierten Kompetitoren wurden die Membranen
aufgetaut und mit einem Polytron-Homogenisator unter Eiskuhlung bei 12000
U/min homogenisiert, mit isotonem Inkubationspuffer (pH 7.4 bei 0C; vgl. 2.5.2)
auf das gewinschte Volumen aufgefillt und bis zum Inkubationsstart auf Eis

gehalten.

Inkubation : Gestartet wurde die Rezeptor-Ligand-Bindungsreaktion
durch Zugabe von 25 pl des Radioliganden [°*H]GBC zu dem vorbereiteten und
auf Eis stehenden Reaktionsgemisch. Dieses setzte sich folgendermal3en

zusammen:

Hemmexperimente

Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes von 1010 pl, im Einzelnen:

Isotoner Inkubationspuffer: 750 pl
Rezeptorprotein: 200 pl
MgATP": 25 ul
Radioligand™: 25 ul
100 puM Glibenclamid™: 10 pl

* = Endkonzentrationen: Mg?* = 1 mM; ATP = 0.3 mM:; bei Versuchen in
der Abwesenheit von MgATP 25 pl: EDTA (1mM) als Volumenersatz

** = Endkonzentrationen: [*H]JGBC ~ 1 nM

™™ = Ansatz zur Bestimmung der nichtspezif. Bindung oder
Lésungsmittelausgleich (A. z.B. der totalen Bindung von [*H]GBC) oder

hemmender Ligand (z.B. Diazoxid; NNC, vgl. 3.4)
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Sattigungsexperimente

Gesamtvolumen der Reaktionsansétze von 1313 pl, im Einzelnen:

Inkubationspuffer: 1012 pl
Rezeptorprotein: 260 pl
ATP: 13.13 pl
Mg**: 2.61 pl
Radioligand in aufsteigender Konzentration: 13 ul
100 pM Glibenclamid*: 13 pl

* = Ansatz zur Bestimmung der nichtspezifischen Bindung oder
Losungsmittelausgleich (Ansatz zur Bestimmung der totalen Bindung von
[PHIGBC)

Sowohl die Radioligand-Stammlésungen als auch die Ldosungen der
unmarkierten Liganden enthielten Losungsmittelanteile. Die Reaktionsansatze
wurden so zusammengesetzt, dass die Losungsmittelkonzentration 1% des
Gesamtvolumens der Ansétze nicht Uberstieg. Die Inkubation erfolgte unter
standardisierten Bedingungen hinsichtlich Temperatur, Zeit und

Zusammensetzung des Inkubationsmediums.

Inkubationstemperatur:  Die Temperatur des Wasserbades wurde mit
37C an die physiologische Korpertemperatur des men schlichen Organismus

angepasst.

Inkubationszeit: Bei Gleichgewichtsexperimenten wird entsprechend
dem Massenwirkungsgesetz (MWG) eine Gleichgewichtslage erreicht, deren
Einstellung sowohl von der kinetischen Konstanten als auch von der
Konzentration der Reaktionsteilnehmer abhangig ist. Fur die Festlegung der
Inkubationszeit sind somit die Kkleinsten im Versuch vorkommenden
Konzentrationen von Rezeptor und Ligand massgeblich. Die Inkubationszeit

wurde so gewahlt, dass eine Einstellung des Gleichgewichtes zwischen der

51



2. Material und Methoden

Assoziation und Dissoziation der Liganden am Rezeptor erfolgen konnte. Die
notwendige Inkubationszeit wurde von der Abt. MolPharm in
Assoziationsexperimenten ermittelt. Sie variiert je nach Radioligand,
Rezeptortyp und Rezeptorpraparation. Bei den fir diese Dissertation

durchgefiuihrten Versuchen wurden folgende Inkubationszeiten genutzt:

«  Membranen mit [*H]GBC als Radioligand
(Hemmungsexperimente), alle Rezeptortypen 15 min

*  Membranen mit [*H]GBC als Radioligand
(Sattigungsexperimente), alle Rezeptortypen 30 min (aufgrund
z.T. sehr geringer [°H]JGBC-Konzentrationen)

Inkubationsmedium:  Als Inkubationsmedium diente der in seiner
Zusammensetzung in Kapitel 2.5.2 erlauterte isotone Inkubationspuffer, der auf
den physiologischen pH-Wert von 7.4 bei einer Temperatur von 37T eingestellt
wurde. Im Allgemeinen wurde bei Membranversuchen die Bindungsreaktion
durch Zugabe der Rezeptorpraparation zum Reaktionsansatz (Label + ggf.
unmarkierter Ligand + ggf. MgGATP im Inkubationspuffer) gestartet. Die Reaktion
verlief in 2 ml Eppendorfgefalen. Gemall den oben gegebenen
Inkubationszeiten wurde der Reaktionsansatz anschliel3end inkubiert.

Trennung von gebundenem und freiem Radioliganden: Nach Ablauf
der Inkubationszeit erfolgte die Abtrennung des Radioligand-Rezeptor-
Komplexes von dem noch im Inkubationsmedium enthaltenen ungebundenen
(freien) Radioliganden. Dies geschah durch Filtration. Aus den einzelnen
Reaktionsansatzen wurden nach grundlicher Durchmischung auf dem Vortex
drei Aliquots zu je 300 ul enthommen und in ein vorbereitetes, mit eiskaltem
Waschpuffer gefilltes Reagenzglas tberfuhrt. Dadurch wurde die wahrend der
Inkubation ausgebildete Gleichgewichtslage fixiert. Sofort danach erfolgte die
Filtration in einer geeigneten Apparatur Uber Glasfaserfilter (Whatman GF/B)
mithilfe des von einer Membranpumpe erzeugten Vakuums. Die Poren des
Glasfaserfilters sind in ihrer Groélie so gewdahlt, dass der fir die spéatere
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Messung wichtige Radioligand-Rezeptor-Komplex im Filter zurickbleibt. Um die
unspezifisch im Praparat gebundene Radioaktivitdt mdglichst vollstandig zu
entfernen, wurden die Filter unmittelbar danach zweimal mit 8 ml Waschpuffer
(0C) nachgewaschen. Jeder Messpunkt wurde auf dies e Art dreimal bestimmt.
Aus den Ergebnissen der drei Einzelmessungen (radioaktive Zerfélle pro Minute
= dpm) wurde im Anschluss der arithmetische Mittelwert gebildet (vgl. 2.9).

Messung der Radioaktivitat:  Die quantitative Erfassung der Tritium-
Betastrahlen des Radioliganden erfolgte mittels eines Flissigszintillators
(Ultima Gold; 4,5 ml/Filter) im Szintillationszéhler. Da sich die Radioaktivitat erst
langsam von den Glasfaserfiltern I6sen musste, wurden fir die Auswertung nur
Messungen herangezogen, die mindestens acht Stunden nach dem Kontakt der
Filter mit dem FlUssigszintillator stattgefunden hatten. Die Whatman GF/B-Filter
fur die Membranexperimente wurden unmittelbar vor Zugabe von je 4,5 ml
Szintillationsflussigkeit (Ultima Gold) mit 200 pl destilliertem Wasser benetzt,
um das Herauslosen der Radioaktivitat aus den Filtern zu fordern. Der

Szintillationszahler detektierte 54% der radioaktiven Zerfélle pro Minute (dpm).

gemessenmpulse/Minte _cpm
Zerfalle/Mnute dpm

f =054=

Gleichung 1

Als Einheiten wurden bei der Auswertung von Bindungsexperimenten
Konzentrationseinheiten verwendet, die Werte mussten also aus dpm in eine

molare oder submolare Einheit tberfuhrt werden:

o= gezahltelpm _ mol
2.2[10%(dpm/ Ci) (BACi/mmo) W (ml) |

Gleichung 2
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c Konzentration in mol/l

SA Spezifische Aktivitat des Radioliganden in Ci/mmol

\% Filtrationsvolumen des Aliquots aus dem Reaktionsansatz
in ml (0.3 ml)

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

2.8.3 Modell der Rezeptorbindungsstudien

Es wird die Bindung eines Radioliganden an eine Klasse von nicht
miteinander wechselwirkenden Rezeptoren angenommen. Dabei entsteht ein

Radioligand-Rezeptor-Komplex:

ok -
R+L .~ C
<00
Gleichung 3
R freie Rezeptorkonzentration
L freie Ligandkonzentration
C Radioligand-Rezeptor-Komplex Konzentration
K Assoziationsgleichgewichtskonstante (M™* s™)
k. Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante (s™)
Im Gleichgewicht gilt das Massenwirkungsgesetz:
k_ RIL
K b = =
K, C
Gleichung 4

Dabei beschreibt Kp die Gleichgewichtskonstante (mol/l).
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Weiterhin gelten die Massenbilanzen:
R =R+C

Gleichung 5

und

L,=L+C

Gleichung 6

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

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

Die spezifische Bindung errechnet sich dann folgendermalf3en:

B,=B,-NSBB,=C

Gleichung 7

2.8.3.1 Sattigungsexperiment

Gemessen wird die gesamte (Bio) und die unspezifische (NSB) Bindung,
dargestellt als Funktion der freien Radioligandkonzentration L. Die NSB
beschreibt die niedrigaffine Bindung des Liganden an eine grosse Anzahl
unspezifischen Bindungsstellen, so dass im niedrigen Konzentrationsbereich
des Radioliganden ein linearer Anstieg von NSB mit wachsender

Ligandkonzentration angenommen wird:
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NSB=allL

Gleichung 8

Aus Gleichung 4, 5 und 6 ergibt sich unter der Annahme, dass Lo >> Ry und
daher Lo =L (vgl. Gleichung 15):

RIL _(R,-C)

K. =
°C C

Gleichung 9

Dabei ist C gleich der spezifischen Bindung (Bs) und es errechnet sich
die spezifische Bindung Bs = C zu:

C:ROG#
L+K,

Gleichung 10

Daraus wird ersichtlich, dass die spezifische Bindung Bs = C, mit der
freien Radioligandkonzentration in Form einer rechtwinkligen Hyperbel wachst,
ihre Sattigung fur C—Rg erreicht und die Halbsattigung bei L = Kp vorliegt.

Biot, NSB und Lo werden in Sattigungsversuchen experimentell bestimmt.
Die freie Ligandkonzentration L errechnet sich aus L = Lo - Bs - NSB. Die
Bindungsisotherme ergibt sich dann als Summe der spezifischen und der

unspezifischen Interaktionen des Liganden mit dem Rezeptor.

B, =R - +all
L+K,

Gleichung 11
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2.8.3.2 Hemmexperiment

Ausgangspunkt ist das folgende Reaktionsschema, das einen

kompetitiven Mechanismus beschreibt:

Gleichung 12

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

Massenwirkungsgesetz

Gleichung 13 + 14

Die Experimente werden so angelegt, dass die gesamte
Radioligandkonzentration viel grolRer ist, als die gesamte
Rezeptorkonzentration (vgl. Gleichung 15). In der experimentellen Praxis
bedeutet dies, dass der gebundene Anteil des Radioliganden stets unter 5%
liegen sollte:

Ro<<lLpo— Lg=L

Gleichung 15
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Die Berucksichtigung der Massenbilanzen unter der Bedingung Ro<<L,,

lp fuhrt zu folgender Umformung:

RL=R 0 t/Ko o K@rLIKp)
1+L/K, K @+L/Ky)+I

RL(1=0) -1
I -0

Gleichung 16

Der Term Kj(1 + L/Kp) beschreibt den Mittelpunkt der Kurve, da bei einer
Inhibitorkonzentration von | = Kj(1 + L/Kp) die Amplitude der Kurve um 50%
gefallen ist. Dieser Term wird nach Cheng und Prusoff, 1973c als ICsg
bezeichnet. Mit der I1Csy lésst sich mit dieser Korrektur danach die

Hemmkonstante der Inhibition (K;) errechnen:

IC,, =K, [E1+ij
I<D

Gleichung 17

Fur die homologe Verdrdngung des Radioliganden durch sein

unmarkiertes Analogon gilt:
Gleichung 18

Unter Einbeziehung der Cheng-Prusoff-Gleichung lasst sich die

Hemmkurve nun beschreiben als
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RL=RL(0)EIIC750 logarithmiert RL=%
IC,, + | 1+10QP' %P
Gleichung 19

Der Sattigungsgrad y steht fur die Fraktion der Rezeptoren, die im

Bindungsversuch mit Ligand besetzt sind. Er wird ausgedrtickt als

cC _ L
R, L+K

y

Gleichung 20

Somit resultiert fir die maximale Bindungskapazitat (Bmax), d.h. die

Gesamtrezeptorzahl Bnax = Ro folgender Ausdruck:

Gleichung 21

2.8.3.3 Verallgemeinerung der Bindungsisotherme nac  h Hill

Zeigt ein Radioligand ein komplexeres Bindungsverhalten oder gibt es
keine Kompetition zwischen dem unmarkierten Liganden und dem
Radioliganden, so auldert sich das in einem steileren oder flacheren Verlauf der
Bindungsisotherme, als es der Gleichung 18 entspricht. Tritt dieser Fall auf,
werden die beiden Gleichungen durch die Einfuhrung eines Exponenten (Hill-

Koeffizient = ny) verallgemeinert. Fur die Inhibitionskurve gilt:
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__ B
s 1+1Qn(P'Cso=P)

Gleichung 22

Es gilt: Bs(0) = Bs bei Inhibitorkonzentration 1 = 0

Der

Hill-Koeffizient  erlaubt  folgende  Aussagen Uber die

Radioligandbindung:

Ny =1:

ny > 1:

Ny < 1:

Ubliche Bindungsisotherme. Es liegt nur eine Klasse von
Bindungsstellen vor, die Bindungsstellen interagieren nicht
miteinander

Positive Kooperativitdt. Mehrere Ligandmolekile binden mit
steigender Affinitat an den Rezeptor

Negative Kooperativitdt. Die Bindung des ersten Liganden
erschwert die Bindung weiterer Ligandmolekile. In der
experimentellen Praxis ist jedoch wahrscheinlicher, dass die
Praparation mehrere Rezeptorklassen enthalt. Diese
unterscheiden sich in ihrer Affinitat fur den Liganden nicht stark
genug (weniger als ein Faktor 100), kbnnen daher nicht deutlich

aufgeldst werden, sodass die Hemmkurve flach abfallt.

2.9 Datenauswertung und Statistik

2.9.1 Analyse der Hemmversuche

Die einzelnen Hemmexperimente wurden durch die Anpassung der

logarithmierten Hill-Gleichung an die aus den drei Einzelbestimmungen

gemittelten

Messwerte ausgewertet (Modell mit einer Klasse an

Bindungsstellen). Dabei gilt:

60



2. Material und Methoden

_ A
%BtOt =100- 1+10 n( pX-pICsp)
Gleichung 23
A Amplitude der spezifischen Bindung
pX -logX, wobei X fur die Konzentration des Inhibitors in mol/l steht
pICso -loglCsp; I1Csg ist die halbmaximale Inhibitionskonzentration und

markiert den Mittel-bzw. Wendepunkt der Kurve

n ny = Hill-Koeffizient

Die Kurven in den Abbildungen (vgl. 3) wurden aus gemittelten Daten der
Einzelexperimente und deren SEM (gebildet, an die geeignete
Modellgleichungen angepasst wurden (Gleichung 23 bei Kompetition;
Gleichung 10 bei Sattigung). Hierbei wurden die Einzelexperimente auf Prozent
der spezifischen Bindung in der Abwesenheit des Inhibitors normiert (% Bs(0))
(vgl. Gleichung 22). Die Parameter dieser Kurven stimmten im Allgemeinen gut
mit den gemittelten Parametern der Einzelversuche tberein.

Die Anpassung der Modellgleichung an die Daten erfolgte nach der
Methode der kleinsten Fehlerquadrate mit Hilfe der SigmaPlot 9.0-Software

(Statistical Product & Service Solutions Inc; Chicago; USA)
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2.9.2 Statistik

Die Amplituden der Bindungskurven und deren plCso-Werte folgen einer
Normalverteilung (Christopoulos, 1998). Zur Auswertung einer Versuchsreihe
wurden deshalb die arithmetischen Mittel dieser Parameter + SEM (standard
error of the mean) gebildet. Die Konfidenzintervalle der ICso-Werte wurden

nahrungsweise berechntet nach der Formel:

1077 mit y=pK, £2SEM
Gleichung 24

Die so gewonnenen Werte sind in der Ergebnistabelle (vgl. Tabelle 12)
dargestellt. Zum Vergleich von Mel3serien wurden die Amplituden und die plCso-
Werte als normalverteilte Variablen (Smirnow-Kolmogorow-Test) einer
einfachen Varianzanalyse unterzogen und eventuelle Unterschiede mit
geeigneten Tests (z.B. student's t-test) auf ihr Signifikanzniveau hin untersucht,
insofern die beiden Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit stammten
und demzufolge die gleiche Varianz aufwiesen. (Fur alle durchgefuhrten
statistischen Tests wurde das Programm SigmaStat 3.1 der Firma Statistical
Product and Service Solutions Inc, Chicago, USA verwendet.). Die Abbildungen
zeigen jeweils die Mittelwertskurven (gemittelte Daten der Einzelexperimente +
SEM). An diese Mittelwertskurven wurden die entsprechenden

Modellgleichungen angepasst.

62



2. Material und Methoden

Zur Bestimmung des Fehlers der ApKo-bzw. ApKi-Werte wurden die
Regeln der Fehlerrechnung angewandt (Bevington, 1969). Bei zwei Parametern

mit Fehlern a + o, und b + 0, (0 = SEM) wurden die Fehler wie folgt berechnet:

Summe und Differenzbildung (absolute Fehlerquadrate):

y=atb - g, =40, +0,

Gleichung 25

Produkt und Quotient (relative Fehlerquadrate):

= a 4 Db

o
y=ab bzw y=— - =~
y

oo

Gleichung 26
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3. Ergebnisse

3.1 Sattigung der [ *H]GBC-Bindung in Abwesenheit von
MgATP

3.1.1 Bindung an Kir6.2/SUR1(WT)

Fur Bindungsversuche an Karp-Kandlen mit der Untereinheit SUR1
verwendet man als Radioliganden Tritium-markiertes Glibenclamid ([*H]GBC;
vgl. 2.3). Um das Bindungsverhalten von Glibenclamid an dem
Rezeptorkomplex  Kir6.2/SUR1(WT) zu charakterisieren, fihrten  wir
Sattigungsexperimente (n = 4) an Membranen transient transfizierter HEK 293-
Zellen (Plasmid -Ratio Kir/ SUR = 1/ 100) durch (vgl. 2.7). Dabei wurde die
Zunahme der spezifischen Bindung mit steigender GBC-Konzentration
bestimmt und als Bindungsparameter die Konzentration der Bindungsstellen
(Bmax) sowie die Kp, d.h. die Konzentration, bei der die halbmaximale Sattigung

erreicht wird durch Regressionsanalyse ermittelt (vgl. 2.8.3.1).

Typisches Einzelexperiment: Exemplarisch soll hier der Versuch V19
(Abbildung 10) kurz dargestellt werden. Fur Einzelheiten zur Durchfihrung von
Sattigungsexperimenten siehe Kap. 2.8.2.

Um die spezifische Bindung (Bs) von [°H]JGBC an Kir6.2/SUR1(WT) zu
ermitteln, bendtigt man zum einen die totale Bindung (= Bt = spezifische +
nichtspezifische Bindung), zum anderen die nichtspezifische Bindung (NSB),
um anschlieBend aus der Differenz By - NSB = Bs die spezifische Bindung zu
berechnen. Zur Auswertung wurde zunachst fur die drei NSB-Werte (Abbildung
10) die Regressionsgerade nach der Gleichung

f (X) = m*x
berechnet und ergab m = 300 dpm/(300ul*nM). Die Einheit dpm/300ul ist
bedingt durch das Filtrationsvolumen von 300ul pro Ansatz.
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3. Ergebnisse

Fur die totale Bindung By als die Summe der spezifischen und der
nichtspezifischen  Bindung wurde  anschlieBend eine nichtlineare
Regressionsanalyse (vgl. 2.8.3.1) durchgefihrt nach der Gleichung

f(x) = a*x/(x+k) + 300*x.
Diese ergab die Amplitude a = 1600 + 60 dpm/300ul und die Kp = 0.07 + 0.01
nM.
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Abbildung 10: Versuch V19; Sattigung [ *H]GBC-Bindung an Kir6.2/SUR1(WT) in Abwesenheit
von MgATP. Die Werte wurden einer Regre ssionsanalyse nach der Gleichung
f=a*x/(x+k)+300*x unterzogen; die ermittelte Amplitude a betragt 160 0 + 60 dpm/300pul; K p=
0.07 = 0.01 nM. Die Gleichung der Regressionsgeraden fir d ie Nichtspezifische Bindung
(NSB) lautet f=300*x; Proteinkonzentration: 0.0256mg/300ul

Gemeinsame Auswertung: Bei der gemeinsamen Auswertung der
Einzelversuche ergab sich das Problem, dass die absoluten Messwerte flir Bnax
in dpm (decays per minute) zwischen den Einzelversuchen variierten. Um die
verschiedenen Einzelexperimente gemeinsam auswerten zu kdnnen, wurden
die Werte fur die spezifische Bindung (Bs) in Prozent der maximalen Bindung
(Bmax) des jeweiligen Experimentes ausgedrickt. Nach dieser Normierung
konnten die verschiedenen Versuche (n = 4) miteinander verglichen und einer
gemeinsamen Auswertung unterzogen werden (Abbildung 11; vgl. 2.8.3.1 und
2.9). Die normierten Werte in Prozent Bmax wurden uber der freien
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Konzentration des Radioliganden aufgetragen und es wurde eine
Regressionsanalyse  durchgefuhrt. Bei der Anpassung an das
Massenwirkungsgesetz (vgl. 2.8.3) in Form der Gleichung
f (X) = 100*x/(x+k)

mit k = Kp konnten die Kp und die Bnax ermittelt werden. Die Kp betrug fur
Kir6.2/SUR1(WT) ohne MgATP 0.073 + 0.003 nM. Die Anzahl der maximal
verfugbaren Bindungsstellen (Bmax) betrug 370 + 30 fmol/mg Protein (Wert
gemittelt aus n = 4 Einzelversuchen; vgl. Abbildung 11).
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Abbildung 11: Sattigung der spezifischen [ 3H]GBC-Bindung unter A bwesenheit von MgATP
an den Rezeptorkomplex Kir6.2/SUR1(WT); dargestellt  sind die normierten Werte der n = 4
Einzelversuchen. 100% B ,.x entsprechen einer B ,,x von 370 £ 30 fmol/mg Protein. K = 0.073
+0.003 nM. Die Werte wurden einer Regressionsanaly se nach f = 100*x/(x+k) unterzogen.

3.1.2 Bindung an Kir6.2/SUR1(QR)

Typisches Einzelexperiment:  Wie bereits unter 3.1.1 fir den Karp-
Kanal Wildtyp Kir6.2/SUR1(WT) beschrieben, wurde auch fir die Karp-Kanal-
Mutation Kir6.2/SUR1(QR) sowohl die Kp als auch die Bnax ermittelt. Dafur
wurden drei Sattigungsversuche in Abwesenheit von MgATP durchgefiuhrt.
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3. Ergebnisse

Exemplarisch soll hier der Versuch V15 dargestellt werden. Analog zu 3.1.1
sollte die spezifische Bindung (Bs) von [PH]JGBC an Kir6.2/SUR1(QR) ermittelt
werden. Das Vorgehen experimentell und rechnerisch orientierte sich an 3.1.1.
Bei der Regressionsanalyse fir die nichtspezifische Bindung (NSB) wurde fur
die Gradengleichung

f (X) = m*x

der Anstieg m = 330 dpm/(300ul*nM) berechnet (vgl. Abbildung 12).
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Abbildung 12: Versuch V15; Sattigung [ 3H]GBC-Bindung an Kir6.2/SUR1(QR) in
Abwesenheit von MgATP. Die Werte wurden einer Regre ssionsanalyse nach der
Gleichung f=a*x/(x+k)+330*x unterzogen; die ermittelte Amplitude a betragt 260 0 = 50
dpm/300u; Kp = 0.20 + 0.01 nM. Die Gleichung der Regressionsgera den fir die

Nichtspezifische Bindung (NSB) lautet  f=330*x; Proteinkonzentration: 0.10mg/ 300ul

Fur die totale Bindung By wurde anschlieliend eine nichtlineare
Regressionsanalyse nach der Gleichung
f (X) = a*x/(x+k) + 330*x
durchgefuhrt und ergab fir die Amplitude a = 2600 £ 50 dpm/300ul sowie flr
die Kp=0.20 £ 0.01 nM.

Gemeinsame Auswertung: Wie unter 3.1.1 fir den Wildtypen dargestellt,
wurden auch fur die Karp-Kanal Mutation Kir6.2/SUR1(QR) die Mel3werte der

Einzelexperimente (n = 3) auf Prozent der maximalen Bindung (% Bmax)
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normiert. Bei der anschlielend durchgefihrten Regressionsanalyse nach der
Gleichung

f (X) = 100*x/(x+k)
wurde die Kp = 0.21 + 0.01 nM ermittelt. Die Anzahl der maximal verfiigbaren
Bindungsstellen (Bmax) betrug 280 * 40 fmol/mg Protein (vgl. Abbildung 13).

Zsfg.Vv13;15;21
Sattigung an Kir6.2/SUR1(QR)

mit EDTA
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Abbildung 13: Sattigung der spezifischen [ 3H]GBC-Bindung unter Abwesenheit von MgATP
an den Rezeptorkomplex SUR1(Q1178R)/Kir6.2; dargest ellt sind die normierten (S g = %
Bnax) Werte aus n = 3 Einzelversuchen. 100% B . entsprechen B =280 * 40 fmol/mg
Protein. K p =0.21 + 0.01 nM. Die Kurve ist nach der Gleichung f = 100*x/(x+k) gefittet.
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3.1.3 [®*H]GBC-Bindung von Kir6.2/SUR1(WT) und
Kir6.2/SUR1(Q1178R) in Abwesenheit von MgATP

Tabelle 8: [°H]GBC-Bindung von Kir6.2/SURL(WT) und Kir6.2/SURL(Q 1178R) in
Abwesenheit von MgATP

Rezeptor Kp [nM] Bmax [fmol/mg] n
Kir6.2/SUR1(WT) 0.073 +£0.003 370+ 30 4
Kir6.2/SUR1(QR) 0.21+0.01 280 +40 3
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3.2 Hemmung der [ *H]GBC-Bindung durch MgATP

Unter physiologischen Bedingungen betragt die intrazellulare MgATP
Konzentration 3 — 5 mM und die Nukleotid-Bindungsstellen in den beiden
Nukleotid-Bindungsfalten (NBFs) des Sulfonylharnstoffrezeptors (SUR; vgl. 1.4)
sind durch MgATP besetzt, wobei in erster Linie die NBF2 eine ATPase-
Aktivitat besitzt. Dies fuhrt zu einer negativ-allosterischen Hemmung der GBC-
Bindung (Schwanstecher und Schwanstecher, 2002; Hambrock et al., 2002). In
dem folgenden Kapitel wird die Konzentrationsabhangigkeit dieser Hemmung

beschrieben.

3.2.1 Bindung an Kir6.2/SUR1(WT)

Zuerst betrachteten wir den Karp-Kanal-Wildtyp Kir6.2/SURL1(WT). Bei
den dazu durchgefiihrten Versuchen (n = 7; [*H]GBC-Konzentration = 1.4 + 0.1
nM) betrug die Amplitude bei einer MgATP Konzentration von 1 mM a =13 + 3
Prozent der spezifischen Bindung (Bs). Auf die Bestimmung der ICso
(Konzentration von MgATP bei halbmaximaler Hemmung) wurde aufgrund der
geringen Amplitude verzichtet (vgl. Abbildung 15). Fur Einzelheiten zur

Durchfiihrung und Auswertung von Hemmversuchen siehe Kap. 2.8.3.1.

3.2.2 Bindung an Kir6.2/SUR1(QR)

Typisches Einzelexperiment:  Exemplarisch wird hier der Versuch V7
kurz dargestellt (Abbildung 14). Um die Hemmung der spezifischen [*H]GBC-
Bindung an Kir6.2/SUR1(QR) durch MgATP zu bestimmen, benétigt man zum
einen die totale Bindung (= Bi: = unspezifische (NSB) + spezifische (Bs)
Bindung), zum anderen die nichtspezifische Bindung (NSB), um aus der
Differenz von By und NSB die spezifische Bindung Bs zu berechnen. Da sich
die Konzentration des Radioliganden nicht &anderte, war auch Kkeine
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Veranderung der nichtspezifischen Bindung zu erwarten Die nichtspezifische
Bindung wurde in Gegenwart von nicht markiertem Glibenclamid (100 nM)
bestimmt und der Verlauf der NSB-Werte wurde durch eine Gerade, die parallel
zur Abszisse verlauft, mit der Gleichung

fx)=y
beschrieben und ergab fur Versuch V7 den Wert NSB = f (x) = y = 320 [t 25]
dpm/300ul, was 23% By entsprach. Die totale Bindung (Biw:) betrug
1400 £ 60 dpm/300ul (vgl. Abbildung 14).
Zur Beschreibung der konzentrationsabhangigen Hemmung der [*H]GBC-
Bindung wurde anschliel3end eine Regressionsanalyse (vgl. 2.8.3.2) nach der
Gleichung

f (x) = a*10™(-pk*1)/(10"(-pk*1)+107(-x*1)) + b

durchgefuhrt. Die Variable a beschreibt die Amplitude der Hemmkurve und gibt
die Hemmung der spezifischen [PH]JGBC-Bindung an Kir6.2/SUR1(QR) durch
MgATP wieder. Die Amplitude betrug in Versuch V7 a = 605 + 40 dpm/300ul (=
57% Bs). Die ICs (= Variable pk) gibt die MgATP-Konzentration wieder, bei der
die spezifische [*H]JGBC-Bindung halbmaximal gehemmt wird und betrug in
Versuch V7 1Cso = 29 uM (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Versuch V7; Hemmung der spezifischen [*H]GBC-Bindung an
Kir6.2/SURL(QR) durch MgATP; Regressionsanalyse nac h der Gleichung f = a*10”(-
pk*1)/(107( -pk*1)+107(-x*1)) + b ; pICsy = 4.54 + 0.13; IC5 = 29 UM; a = 605 = 40 dpm/300pl
= 55% Bs. Lo* = 146 nM; By = 1400 = 60 dpm/300u, NSB = 321 + 25 dpm;
Proteinkonzentration: 0.05mg/300ul
Gemeinsame Auswertung: FlUr die gemeinsame Auswertung der
durchgefiihrten Einzelversuche (n = 4) ergab sich wie beschrieben (vgl. 3.1.1)
das Problem, dass die absoluten Mef3werte fiir die totale Bindung (B) in dpm
zwischen den Versuchen variierten. Um die verschieden Einzelexperimente
gemeinsam auswerten zu konnen, wurden die Werte fur die totale Bindung (Bio)
von [*H]GBC in Prozent der spezifischen Bindung (Bs) des jeweiligen
Experimentes ausgedrtickt (vgl. 2.8.3.2). Die gemittelten und normierten Werte
in Prozent Bs wurden zur Beschreibung der konzentrationsabhangigen
Hemmung Uber der Konzentration von MgATP aufgetragen und es wurde, unter
Anpassung an das Massenwirkungsgesetz (vgl. 2.8.3) eine Regressionsanalyse
mit der Gleichung
f (X) =a*10"(-pk*1)/(10"(-pk*1) + 10°(-x*1)) + (100-a)
durchgeftihrt. Es entspricht a der Amplitude der Hemmkurve und pk der pICsg
von MgATP. Fur die Hemmung der spezifischen [*H]JGBC-Bindung an
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Kir6.2/SUR1(QR) durch MgATP ergab sich die Amplitude a = 68 + 1% Bs und
plCso = 4.63 + 0.04, was einer ICso = 23 pM [19; 28] entspricht. (vgl. Abbildung
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Abbildung 15: Hemmung der [ 3H]GBC-Bindung an ( o)Kir6.2/SURT1(WT); (e)
Kir6.2/SUR1(QR) durch MgATP: Daten aus n = 4 Versuc hen gemittelt und auf Prozent der
spezifischen Bindung normiert, anschlielende Regres sions analyse nach der Gleichung:
f (x) = a*10"(-pk*1)/(10"(-pk*1)+107(-x*1)) + (100- a); pICso = 4.63 £ 0.04; ICs9 = 23 pM
[19; 28]; L ,*=1.4+0.1 nM; a=68 + 1% B ; 100% B, = 189 fmol/mg Protein. NSB = 25 + 1%
Biot- Biot = 250 = 20 fmol/mg Protein.

15)
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3.2.3 Hemmung der [ *H]GBC-Bindung durch MgATP an
Kir6.2/SUR1(WT) und Kir6.2/SUR1(QR)

Tabelle 9: Hemmung der [ *H]GBC-Bindung durch MgATP an Kir6.2/SURL(WT) und
Kir6.2/SUR1(QR); mit * gekennzeichnete, kursivgeschriebene Werte entnomme n
Hambrock et al., 2002

Rezeptor pIC 50 ICs0 [UM] A [% Bs] n
. + 13+3
Kir6.2/SUR1(WT) 56 (31, 102) 20+6" 7
Kir6.2/SURL(QR) | 4.60+0.04 | 23 (19, 28) 68 +1 4

Wie man Tabelle 9 entnehmen kann, hemmt die Anwesenheit von
MgATP (1 mM) die spezifische [PHJGBC—-Bindung an Kir6.2/SUR1(QR) deutlich
starker als an Kir6.2/SUR1(WT). Unklar blieb hingegen, ob diese Hemmung
primar auf eine Anderung der Affinitat (Kp) oder auf einer Anderung der
Kapazitat (Bmax) oder auf eine Anderung beider Bindungsparameter
zurickzufihren war. Diese Fragestellung konnte auf dem Wege der
Durchfihrung von Sattigungsversuchen an beiden Kap-Kanélen in
Anwesenheit von MgATP geklart werden, die im folgenden Kapitel betrachtet
werden.
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3.3 Sattigung der [ *H]GBC-Bindung in Anwesenheit von
MgATP

3.3.1 Bindung an Kir6.2/SUR1(WT)

In 3.2 wurde gezeigt, dass MgATP die Bindung von [*H]GBC an
Kir6.2/SUR1(WT) hemmt. Die Natur dieser Hemmung wurde nun genauer
untersucht, indem bei einer sattigenden MgATP Konzentration (1 mM) die
[*H]GBC-Bindung in drei Sattigungsversuchen bestimmt wurde, um zu sehen,
inwiefern MgATP die Affinitat (Kp) oder die Kapazitdt (Bmax) der Bindung
beeinflusst.

Typisches Einzelexperiment: Exemplarisch soll der Versuch V17
(Abbildung 16) kurz dargestellt werden. Analog zu 3.1.1 sollte die spezifische
Bindung (Bs) von [*H]GBC an Kir6.2/SURL(WT) bestimmt werden. Das
Vorgehen experimentell und rechnerisch orientierte sich an 3.1.1 (vgl. auch
2.8.3.1und 2.9).

Mit den Messwerten der nichtspezifischen Bindung (NSB) wurde eine lineare
Regressionsanalyse durchgefihrt, die fur die Gleichung
f (X) = m*x

den Anstieg m = 400 dpm/(300ul*nM) ergab. Fir die totale Bindung By
(= NSB + Bg) wurde anschlieBend eine nichtlineare Regressionsanalyse (vgl.
2.8.3.1) nach der Gleichung

f (x) = a*x/(x+k) + 400*x
durchgefuhrt und ergab fir die Amplitude a = 2370 £ 80 dpm/300ul und fur die
Kp=0.13 £ 0.01 nM. (vgl. Abbildung 16)

75



3. Ergebnisse

3000
2500 A

=
o
o
™ 2000 A

IS

o
= []

& 1500 -

5

o)

S
8 1000 A
Q
I
»

500 -
e e——— T T
— e —
0 — T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

[*H]GBC,_ . [nM]

frei

Abbildung 16: Versuch V17; Sattigung der [ >H]JGBC-Bindung an Kir6.2/SURL(WT) in
Anwesenheit von MgATP. Die Werte wurden einer Regre ssionsanalyse nach der
Gleichung f=a*x/(x+k)+400*x unterzogen; die ermittelt e Amplitude a betragt 2370 + 80
dpm/300ul; Kp= 0.13 + 0.01 nM. Die Gleichung der Regressionsgera den fur die
Nichtspezifische Bindung (NSB) lautet ~ f=400*x; Proteinkonzentration: 0.10mg/ 300 pl.

Gemeinsame Auswertung: Wie unter 3.1.1 dargestellt (vgl. 2.8.3.1),
wurden die MeRwerte der Einzelexperimente (n = 3) auf Prozent der maximalen
Bindung (Bmax) normiert. Bei der anschieBend durchgefiihrten nichtlinearen
Regressionsanalyse (vgl. 2.8.3.1) nach der Gleichung

f (X) = 100*x/(x+k)
wurde eine Kp = 0.13 + 0.01 nM ermittelt. Die Konzentration der maximal
verfugbaren Bindungsstellen betrug Bmax = 230 + 30 fmol/mg Protein (vgl.
Abbildung 17).
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Zsfg. V17;18;20
Sattigung an Kir6.2/SUR1(WT) mit MgATP
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Abbildung 17: Sattigung der spezifischen [  *H]GBC-Bindung in Anwesenheit von MgATP an
den Rezeptorkomplex Kir6.2/SUR1(WT); dargestellt si nd die normierten Werte aus n = 3
Einzelversuchen. 100% B .« entsprechen B .« = 230 + 30 fmol/mg Protein. K p = 0.13 + 0.01
nM. Die Kurve ist nach der Gleichung f =100*x/(x+k) gefittet.

3.3.2 Bindung an Kir6.2/SUR1(QR)

Typisches  Einzelexperiment: Bei einer sattigenden MgATP
Konzentration (1 mM) wurden vier Sattigungsversuche durchgefuhrt
(experimentelles und rechnerisches Vorgehen vgl. 3.1.1).

Bei der Regressionsanalyse fir die nichtspezifische Bindung (NSB) wurde fur
die Gradengleichung
f (X) = m*x

der Ansteg m = 200 dpm/(300ul*nM) ermittelt. Die nichtlineare
Regressionsanalyse fir die totale Bindung nach der Gleichung

f (x) = a*x/(x+k) + 200*x
ergab fur die Amplitude a = 670 £ 40 dpm/300ul und fir die Kp = 0.91 + 0.14 nM
(vgl. Abbildung 18).
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Abbildung 18: Versuch V8; Sattigung | 3H]GBC-Bindung an Kir6.2/SUR1(QR) in
Anwesenheit von MQgATP. Die Werte wurden einer Regre ssionsanalyse nach der
Gleichung f = a*x/(x+k) + 200*x unterzogen; die ermittelte Amplitude a betragt 670 + 40
dpm/300ul; Kp = 0.91 £ 0.14 nM. Die Gleichung der Regressionsgera den fir die
Nichtspezifische Bindung (NSB) lautet  f = 200*x; Proteinkonzentration: 0.05mg/ 300 pl

Gemeinsame Auswertung: Bei der, fur die auf Prozent der maximalen
Bindung (Bmax) normierten Messwerte der Einzelexperimente (vgl. 3.1.1)
durchgefiihrte Regressionsanalyse (vgl. 2.8.3.1) nach der Gleichung

f (x) = 53*x/(x+k)

wurde die Kp = 0.94 £ 0.05 ermittelt. Die Konzentration der maximal
verfugbaren Bindungsstellen betrug Bmax = 130 £ 10 fmol/mg Protein. (vgl.
Abbildung 19).

Die ermittelten Bnax Werte wurden bei allen Sattigungen auf die Bnax der
Sattigung der [*H]GBC-Bindung an Kir6.2/SUR1(WT) ohne MgATP normiert. Da
die Bmax fur die [*H]JGBC-Bindung an Kir6.2/SUR1(QR) mit MgATP exakt 53%
davon betragt, wurde in der Regressionsgleichung anstelle einer Amplitude =
100 die Amplitude = 53 verwendet.
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Abbildung 19: Sattigung der spezifischen [ 3H]GBC-Bindung in Anwesenheit von MgATP an

den Rezeptorkomplex Kir6.2/SUR1(Q1178R); dargestell t sind die normierten Werte aus
n = 4 Einzelversuchen. K , = 0.94 + 0.05. Die Kurve ist nach der Gleichung f = 53*x/(x+k)
gefittet. 100% B ,ox entsprechen B 5« = 250 + 50 fmol/mg Protein.
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3.3.3 Vergleich des Effektes von MgATP auf die[ *H]GBC-Bindung
von Kir6.2/SURL1(WT) und Kir6.2/SUR1(QR)

Tabelle 10: Vergleich des Effektes von MgATP auf di e [3H]GBC-Bindung von
Kir6.2/SUR1(WT) und Kir6.2/SUR1(QR)

Rezeptorkomplex MgATP [mM] K p [nM] B max [fmol/mg]
Kir6.2/SUR1(WT) 0 0.073 £0.004 250 +£50
Kir6.2/SUR1(WT) 1 0.13+0.01 230 + 30
Kir6.2/SUR1(QR) 0 0.21+£0.01 240 £ 4
Kir6.2/SUR1(QR) 1 0.94 +0.05 130 + 10

Mit den Ergebnissen aus Tabelle 10 konnte gezeigt werden, dass die
Anwesenheit von MgATP (ImM) die Affinitit der [*H]JGBC-Bindung an
Kir6.2/SUR1(WT) signifikant um den Faktor 1.6 [1.4; 1.8] (P = 0,001) auf die
Ko = 0.13 £ 0.01 nM verringert (Kp = 0.073 = 0.004 nM in Abwesenheit von
MgATP; vgl.3.1.1). Die Kapazitat (Bma) der [°H]JGBC-Bindung verringert sich
unter der Anwesenheit von MgATP nicht signifikant (P = 0.288) auf 91 + 21%
(Bmax = 230 = 30 fmol/mg Protein) des Wertes von Bnax = 250 £ 50 fmol/ mg
Protein, der unter 3.1.1 fiir die [*H]JGBC-Bindung an Kir6.2/SURL(WT) in
Abwesenheit von MgATP bestimmt wurde. Das Verhaltnis der ermittelten Werte
fur die maximale Konzentration der Bindungsstellen (Bmax) ist konsistent mit der,
in 3.2 ermittelten Amplitude der Hemmung der [*H]GBC-Bindung durch MgATP
mit a = 13 = 3 Prozent der spezifischen Bindung (Bs; vgl. 2.8.3) an
Kir6.2/SURL1(WT).

Deutlicher fallt der Einfluss von MgATP auf die [*H]JGBC-Bindung an
Kir6.2/SUR1(QR) aus (Tabelle 10): Die Affinitat der Bindung wird durch MgATP
signifikant um den Faktor 4.5 [4.2; 4.8] verringert (P < 0,001) (vgl. Tabelle 10).
Die Kapazitat der Bindung wird durch die Anwesenheit von MgATP
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(Bmax = 128 £ 11 fmol/mg Protein) signifikant (P = 0.005) auf 53 + 5% der
Kapazitat (Bmax) bei der [’H]GBC-Bindung ohne MgATP gehemmt (Bmayx = 243 +
4). Diese Hemmung der Kapazitat durch MgATP wurde bereits unter 3.2
angedeutet. Die ermittelte Amplitude a = 68 + 1% B (vgl. 3.2.2) ist konsistent
mit der hier ermittelten Hemmung der Bnax.

Fur die weitergehende Diskussion der Ergebnisse siehe Kap. 4.
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3.4 Hemmung der [ *H]GBC-Bindung durch Benzothiadiazine

3.4.1 Einleitende Bemerkungen

In den bisherigen Betrachtungen haben wir uns ausschliel3lich auf die
Katp-Kanal-Inhibitoren konzentriert. Von erheblichem Interesse war aber auch
das Bindungsverhalten der sog. Katp-Kanal-Offner (Kalium-Channel-Opener =
KCO). Binden diese Substanzen an einen Karp-Kanal, erhohen sie dessen
Offenheitswahrscheinlichkeit. Kaliumionen konnen vermehrt in die Zelle
einstromen und es kommt zur Hyperpolarisation der Zellmembran. Infolge
dessen verringert sich die Insulinsekretion oder bleibt ganz aus.

Je nach Zusammensetzung des Rezeptorkomplexes Kir/SUR fallt die
hyperpolarisierende Wirkung der verschiedenen KCOs unterschiedlich stark
aus. Der ,klassische® KCO fur den Rezeptorkomplex Kir6.2/SUR1 ist das
Benzothiadiazin Diazoxid. Diazoxid bindet mit gleicher Wirksamkeit an Katp-
Kanadle in den R—Zellen des Pankreas’ (Kir6.2/SUR1) und in glatten
Muskelzellen z. B. in GefalRen (Kir6.1/SUR2B und Kir6.2/SUR2B) (Ashcroft,
2000; Quast und Cook, 1989) und mit geringer Wirksamkeit an Karp-Kanéle im
Herzen (Kir6.2/SUR2A; Hansen, 2006; Vivaudou und Forestier, 1995). Die
unselektive Wirkung von Diazoxid beschrankt seine Anwendung. Zur
Behandlung von bspw. inoperablen Insulinomen ware ein (-Zell-spezifischer
KCO zielfuhrender. Ein moglicher Wirkstoff ist das Diazoxidanalogon NNC 55-
0462 (nachfolgend: NNC; vgl.1.8.2), das selektiv Kir6.2/SUR1 6ffnet (Dabrowski
et al.,, 2002). Diese Eigenschaft birgt einen groRes pharmakologisches
Potential, da die insulinsenkende Wirkung erreicht werden kann, ohne dass
dabei Karp-Kandle aufRerhalb des Pankreas’ gedffnet werden und es bspw.
durch die konsekutive Relaxation glatter Muskelzellen in GefaRwanden zu einer
ungewollten hypotensiven Wirkung kommen kann (Dabrowski et al., 2002).

Katp-Kanal-Offner im Allgemeinen und Benzothiadiazine im speziellen
benttigen fur ihre hyperpolarisierende Wirkung die Anwesenheit von
hydrolysierbarem ATP (Dunne und Petersen, 1986). Ein mdglicher Grund fur
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diese Abhangigkeit ist die rAumliche Nahe der Bindungsstellen fur Diazoxid und
ATP innerhalb der Rezeptorstruktur. Elektrophysiologische Experimente mit
chimaren Rezeptorkomplexen legen nahe, dass auf SUR1 insbesondere die
Transmembrandoméne (TMD) 1 (entspricht Transmembransegmenten (TMS)
6-11; vgl.1.4) und die erste Nukleotid-Bindungsfalte NBF1 fir die Regulation
von Benzothiadiazinen von Bedeutung sind (Babenko et al.,, 2000). Da die
NBF1 in diesem Segment liegt, ist ein unmittelbarer Einfluss der
Nukleotidbindung, bzw. Hydrolyse auf die KCO-Wirkung wahrscheinlich
(Babenko et al., 2000). Das Segment der TMD 2 (TMS 12-17) ist fur die KCOs
von grol3er Bedeutung und spielt ebenfalls eine Rolle bei der Bildung der
Bindungsstellen. In SUR1 befindet sich diese Region in Nachbarschaft zu der
Sulfonylharnstoff Bindungstasche. Diese lokale Nahe konnte der Grund fur die
allosterische Hemmung der [PHJGBC-Bindung durch Benzothiadiazine sein
(Babenko et al., 2000).

3.4.2 Bindung an Kir6.2/SUR1(WT)

3.4.2.1 Bei Abwesenheit von MgATP

Die Bindung und Wirkung von KCOs an SUR erfordert die Anwesenheit
hydrolysierbarer Mg?*-Nukleotide (Babenko et al., 2000). Unter Abwesenheit
von MgATP ist daher weder durch Diazoxid noch durch NNC eine signifikante

Hemmung der [*H]GBC-Bindung an den Karp-Kanal-Wildtyp zu erwarten.

Diazoxid: An dem Rezeptorkomplex Kir6.2/SUR1(WT) wurden vier
Einzelversuchen durchgefiihrt. Nach Normierung der MelRwerte auf Prozent der
spezifischen  Bindung und  anschlieRender  Mittelwertbildung  aller
Einzelversuche konnte gezeigt werden, dass Diazoxid in Abwesenheit von
MgATP die [*H]GBC-Bindung nicht hemmen kann (bei 500 pM Diazoxid a =
102 + 10% Bg; vgl. Abbildung 20; Tabelle 11). Die NSB betrug 24 + 1% By mit
Biot = 203 + 12 fmol/mg Protein.
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NNC: Die gemeinsame Auswertung (s.0.) der Einzelversuche (n = 4)
ergab, dass NNC in Abwesenheit von MgATP keinen hemmenden Effekt auf die
[*H]GBC-Bindung an Kir6.2/SURL(WT) (a = 102 + 2% Bs; vgl. Abbildung 20;
Tabelle 11) hat. Die nichtspezifische Bindung betrug 25 + 1% By, bei Byt = 266

fmol/mg Protein.

3.4.2.2 Bei Anwesenheit von MgATP

Die Anwesenheit von MgATP fuhrt zu einer Aktivierung des Karp-Kanals.
Durch die Konformationsédnderung des Kanals kénnen die KCOs mit deutlich
erhohter Affinitat an die SUR-Untereinheiten binden und so die
Offenheitswahrscheinlichkeit  erhdhen  (Schwanstecher et al., 1992;
Schwanstecher et al., 1998; Quast, 1993). Um diesen Effekt von Diazoxid auf
die [PH]GBC-Bindung an den Karp-Kanal-Wildtyp nachweisen zu kénnen,
wurden Einzelversuche unter Anwesenheit von MgATP (1mM) durchgefuhrt.
Zur gemeinsamen Auswertung wurden die Messwerte der Einzelexperimente
jeweils auf Prozent der spezifischen Bindung (% Bs) normiert. Fur die
normierten  Werte  gleicher  Benzothiadiazin-Konzentrationen  wurden
nachfolgend die arithmetischen Mittelwerte in Prozent Bs gebildet (vgl. 2.8). Die
gemittelten und normierten Werte in Prozent Bs wurden zur Beschreibung der
konzentrationsabhangigen Hemmung Uber der Konzentration des
Benzothiadiazin aufgetragen und es wurde, unter Anpassung an das

Massenwirkungsgesetz, eine Regressionsanalyse mit der Gleichung

f (x) = a*107(-pk*1)/(L07(-pk*1) + 107(-x*1)) + (100-a)

durchgefiihrt. Dabei steht a fir die Amplitude der Hemmung der spezifischen
[*H]GBC-Bindung und pk fiir die pICso, den negativen dekadischen Logarithmus
der Konzentration der halbmaximalen Hemmung der [*H]GBC-Bindung durch
das Benzothiadiazin.

Diazoxid : Mithilfe der Regressionsanalyse konnte die Amplitude A = 40
+ 5% Bs und die plCsp = 4.12 £ 0.17 ermittelt werden.
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Die Hemmkonstante K; wird nach dem Massenwirkungsgesetz (vgl. 2.8.3.2) von
der Konzentration des Radioliganden beeinflusst. Unter Bertcksichtigung der
mittleren Konzentration des Radioliganden L = 1.23 £ 0.03 nM und der unter
3.3. ermittelte Kp = 0.13 + 0.01 nM hinzu, lie sich durch Anwendung der
Korrektur nach Cheng und Prusoff (1973; vgl. 2.8.3.2)

IC,, =K, [E1+ij
I<D

die Hemmkonstante K; berechnen. Diese betrug K; = 7.2 (3.3; 15.8) uM
(pKi = 5.14 £+ 0.17). Da die Korrektur nach Cheng und Prusoff nur fur
kompetitive Hemmungen gilt, es sich aber bei der Bindung der
Benzothiadiazine Diazoxid und NNC um eine allosterische Hemmung handelt,
sind die, mit der Korrektur nach Cheng und Prusoff berechneten Werte als
Néaherungswerte zu betrachten (vgl. 2.8.3.2).
Zusatzlich wurden sowohl die Amplitude A als auch die pK; durch Bestimmung
des arithmetischen Mittelwertes und des SEM der Einzelversuche (n = 6)
bestimmt. Dabei ergab die Amplitude fur Diazoxid A = 42 = 1% Bs und die
pKi = 5.07 £ 0.12. Dies entspricht einer Hemmkonstante K; = 8.5 (6.5; 11) uM.
Die Werte fur die Amplitude A und die Hemmkonstante K;, die einerseits tUber
Mittelwertbildung der Parameter aus den Einzelversuchen und andererseits
Uber die Regressionsanalyse der gemittelten Daten und anschlieRende
Korrektur nach Cheng und Prusoff ermittelt werden konnten, zeigten eine sehr
gute Ubereinstimmung.

Die nichtspezifische Bindung (NSB) blieb wahrend der Einzelversuche
konstant und betrug (bei n = 6) 16 £ 1% Bio; (Mit By = 187 = 12 fmol/mg).

NNC: Die Auswertung der sechs Einzelversuche orientierte sich an der
fur Diazoxid. Rechnerisch konnten anhand der Regressionskurve die Amplitude
A =64 = 2% Bs und die pICsp = 7.10 £ 0.10 nM ermittelt werden (vgl. Abbildung
20). Mit der ermittelten pICso lieR sich bei einer Konzentration des
Radioliganden L = 0.9 £ 0.1 nM und mit der unter 3.3 ermittelten Kp = 0.13 *
0.01 nM durch Anwendung der Korrektur nach Cheng und Prusoff, 1973b (vgl.
2.8.3.2) die Hemmkonstante K; berechen. Diese betrug K; = 10 (6.5; 16) nM
(pKi = 7.99 £ 0.1). Zusatzlich wurden sowohl die Amplitude A als auch die pK;
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durch Bestimmung des arithmetischen Mittelwertes und des SEM der
Einzelversuche (n = 6) bestimmt. Dabei ergab die Amplitude A =59 * 4% Bs
und die pK; = 7.99 + 0.06. Dies entspricht einer Hemmkonstante der Inhibition K;
= 10 (8; 13) nM. Die Werte fir die Amplitude A und die Hemmkonstante Ki, die
einerseits Uber Mittelwertbildung und andererseits tber die Regressionsanalyse
und anschlielBende Korrektur nach Cheng und Prusoff ermittelt werden konnten,
zeigten eine sehr gute Ubereinstimmung. Die nichtspezifische Bindung (NSB)
blieb wahrend der Einzelversuche konstant und betrug (bei n=6
Einzelversuchen) 23 + 4% By, (mit Bio: = 230 £ 30 fmol/mg).
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Abbildung 20: Hemmung der spezifischen [ *H]GBC-Bindung an Kir6.2/SURL(WT) durch
Diazoxid. ( A) MgATP = OmM. ( A) MgATP = 1mM: Daten aus n = 6 Versuchen gemittelt  und
auf Prozent spezifische Bindung normiert; anschlief3 ende Regressionsanalyse nach der
Gleichung: f (x) = a*10"(-pk*1)/(10"(-pk*1) + 107(-x*1))+(100- a); pICso =4.12 £0.17; A=40 «
5% Bs; Lo* =1.23 £ 0.03 nM; NSB = 16 + 1% B 4; By = 187 £ 12 fmol/mg Protein. Hemmung
der spezifischen [ 3H]GBC-Bindung an Kir6.2/SUR1(WT) durch NNC; (o) MgATP = 0mM.; (e)
MgATP = 1mM: Daten aus n = 6 Versuchen, Vorgehen wi e bei Diazoxid; pIC s, = 7.10 + 0.06;
a=64+2%Bg;L,*=0.9+0.1nM; NSB =23 + 4% B ; Bt = 230% 30 fmol/mg Protein.

3.4.3 Bindung an Kir6.2/SUR1(QR)

Unter 3.4.2 wurde gezeigt, dass weder Diazoxid noch NNC ohne MgATP
einen hemmenden Einfluss auf die [PH]JGBC-Bindung an Kir6.2/SURL(WT)
hatten. Im folgenden Kapitel sollte ermittelt werden, inwiefern die Amplitude der
Hemmung und die Hemmkonstante der beiden KCOs durch die Mutation
Kir6.2/SUR1(QR) beeinflusst wird.
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3.4.3.1 Bei Abwesenheit von MgATP

Diazoxid: Zur Bestimmung der [*H]JGBC-Bindung an Kir6.2/SUR1(QR)
ohne MgATP wurden vier Einzelversuche durchgefuhrt und, wie unter 3.4.2
beschrieben, ausgewertet. Bei einer Diazoxid Konzentration von 500 uM
bewirkte Diazoxid eine geringe Hemmung der [°*H]GBC-Bindung auf A = 7 + 3%
Bs (vgl. Abbildung 21). Auf die Bestimmung der ICso wurde aufgrund der
geringen Amplitude verzichtet. Die nichtspezifische Bindung (NSB) betrug 26 +
1% By, bei einer totalen Bindung (=nichtspezifische Bindung (NSB) +
spezifische Bindung (Bs)) Bt = 185 fmol/mg Protein.

NNC: Die gemeinsame Auswertung der Einzelversuche (n = 7) ergab fur
die Amplitude A = 15 + 5% Bs (vgl. Abbildung 21). Auf die Bestimmung der ICsg
wurde aufgrund der geringen Amplitude verzichtet. Die nichtspezifische
Bindung (NSB) betrug 24 + 1% By, bei einer totalen Bindung By = 180 + 10
fmol/mg Protein.

3.4.3.2 Bei Anwesenheit von MgATP

Diazoxid: Anders als bei dem Karp-Kanal-Wildtyp bewirkte Diazoxid
auch ohne MgATP eine geringe Hemmung der [*H]JGBC-Bindung an
Kir6.2/SUR1(QR). Noch nicht geklart war dagegen, ob, und wenn ja in welchem
Mal3e die Mutation die Amplitude der Hemmung bzw. die Inhibitionskostante K;
von Diazoxid bei Anwesenheit von MgATP (1 mM) beeinflusst. Dazu wurden
funf Einzelversuche durchgefihrt (vgl. Abbildung 21). Die gemeinsame
Auswertung orientierte sich an 3.4.2.2.

Diese ergab fir die Amplitude A = 58 + 3% B und die pICsy = 4.56 +
0.10. Unter Hinzuziehung der mittleren Radioliganden Konzentration L = 1.27 +
0.03 nM sowie der ermittelten Kp = 0.94 = 0.05 nM (vgl. 3.3) ergab sich bei der
Korrektur nach Cheng und Prusoff (vgl. 2.8.3.2) die Hemmkonstante K; = 12
(7.4; 19) uM (pKi = 4.93 + 0.1). Zusatzlich wurden sowohl die Amplitude A als
auch die pK; durch Bestimmung des arithmetischen Mittelwertes dieser
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Parameter aus der Auswertung der Einzelversuche und des SEM der
Einzelversuche (n = 5) bestimmt. Dabei ergab die Amplitude A = 59 + 4% Bs
und die pK; = 4.92 £ 0.18. Dies entspricht einer Hemmkonstante K; = 12 + 4 uM.
Die Werte fur die Hemmkonstante K; und die Amplitude A, die einerseits Uber
Mittelwertbildung und andererseits Uber die Regressionsanalyse und
anschlieBende Korrektur nach Cheng und Prusoff ermittelt werden konnten,
zeigten eine sehr gute Ubereinstimmung. Die nichtspezifische Bindung (NSB)
blieb wahrend der Einzelversuche konstant und betrug (bei n = 5

Einzelversuchen) 47 + 2% By, (mit Byt = 60 £ 3 fmol/mg).

NNC: Die Auswertung (vgl. 3.4.2.2) ergab eine Amplitude A = 71 +/-2%
Bs und eine plCsy = 7.70 + 0.06. Mit der ermittelten plCso lield sich bei einer
Konzentration des Radioliganden L = 1.4 £ 0.2 nM und mit der unter 3.3.
ermittelten Kp = 0.94 = 0.05 nM durch Anwendung der Korrektur nach Cheng
und Prusoff (vgl. 2.8.3.2) die Hemmkonstante K; berechen, welche K; = 8 (6; 10)
nM (pK; = 8.1 £ 0.1) betrug.

Wie unter 3.4.2.2 beschrieben, wurde A und pK; zudem als Mittelwert der
Einzelversuche (n = 6) ermittelt. Dabei ergab sich die Amplitude A =72 £+ 2% Bs
und die pK; = 8.02 £ 0.12, was einer K; = 9.5 nM (5.5; 17) entspricht. Somit
konnten sowohl die Amplitude A als auch die K;, die durch Mittelwertbildung der
Einzelexperimente bestimmt wurde durch die Werte bestatigt werden, die aus
der Regressionsanalyse der gemittelten und normierten Werte bestimmt wurde.
Die nichtspezifische Bindung (NSB) blieb wahrend der Einzelversuche konstant

und betrug (bei n = 6 Einzelversuchen) 46 + 2% Byt (Mit Bt = 95 = 7 fmol/mg).
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Abbildung 21: Hemmung der spezifischen [ >*H]GBC-Bindung an Kir6.2/SUR1(Q1178R)
durch Diazoxid ( A) MgATP = OmM: A =7 + 3% Bs; ( A) MgATP = 1mM: Daten aus n = 6
Versuchen gemittelt und auf Prozent spezifische Bin dung normiert; anschlie3ende
Regressionsanalyse nach der Gleichung:  f (x) = a*10"(-pk*1)/(10"(-pk*1)+10"(-x*1)) + (100-
a); plCsp =4.56 £0.10; a =58 £ 3% Bg; Lo,* = 1.27 + 0.03nM; NSB = 47 £ 2% B t; Btot =60 = 3
fmol/mg Protein. Hemmung der spezifischen [ 3H]GBC-Bindung an Kir6.2/SUR1(Q1178R)
durch NNC (o) MgATP = OmM: A = 28 + 2% B . (¢) MgATP = 1mM: Daten aus n = 6
Versuchen, Vorgehen wie bei Diazoxid; pIC 5 =7.70+£0.06; a =71 +/- 2; L,*=1.4+ 0.2 nM;
NSB =46 + 2% B ; Bt = 95 + 7 fmol/mg Protein.
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3.4.4 Hemmung der spezifischen [ *H]GBC-Bindung an
Kir6.2/SUR1(WT)und Kir6.2/SUR1(Q1178R) durch Diazox id und
NNC

In der Tabelle 11 sind die Werte genannt, die durch die Bildung des
arithmetischen Mittelwertes und des SEM der Werte fir A und pK; aus den

Einzelversuchen ermittelt wurden.

Tabelle 11: Hemmung der spezifischen [ 3H]GBC-Bindung an Kir6.2/SUR1(WT) und
Kir6.2/SUR1(Q1178R) durch Diazoxid und NNC ; * = Ki r6.2/SUR1(Q1178R) signifikant
(P<0.05) verschieden von Kir6.2/SUR1(WT) (t-test tb er Amplituden der Einzelversuche);
* = signifikant (P<0.05) verschieden vom jeweiligen Wert fir Diazoxid (t-test Uber
Amplituden der Einzelversuche)

MgATP | . A
Rezeptor Offner pK Ki n
[1mM] [%B ]
Diazoxid - - 0+£10 (4
Kir6.2/SURL(WT) | 0
NNC - - 02 |4
Diazoxid 5.07 + 8.5 (6.5; 11)
. 0.1 Y 421 |6
NNC 76?(?61 10(8;13)nM | 60+4* | 6
Diazoxid - - 7+3 |4
Kir6.2/SURL(QR) | 0
NNC - - 15+5* |7
Diazoxid | 4-92% | 15 g 16)uM | 59+ 4 | 6
1 0.18
8.02+ | 95(55;17) | 72+2
NNC 0.10 nM ot 6
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4. Diskussion

Wie unter Kapitel 1.9 ausgefuhrt war es das Ziel dieser Arbeit, die
Auswirkungen der Mutation Q1178R in der [B-Untereinheit SUR1 auf die
Bindungseigenschaften des Kanals Kir6.2/SUR1 zu charakterisieren. Beim
Menschen fuhrt diese Mutation zu einem ND (vgl. 1.7.3). Babenko konnte mit
elektrophysiologischen Experimente zeigen, dass diese Mutation den offenen
Zustand des Kanals stabilisiert (Babenko, 2008).

Die Bindungsmessungen wurden mit dem Radioliganden [*H]GBC
durchgeftihrt und, um die Vergleichbarkeit mit den elektrophysiologischen
Experimenten zu gewahrleisten, wurde am vollstdndigen Kanal (d.h. nach
Koexpression von SUR mit Kir6.2; vgl. 2.7.4 und Babenko, 2008) gemessen.

In Tabelle 12 sind alle Ergebnisse zusammengefasst. Im Weiteren
werden die Ergebnisse in Gegenwart von MgATP im Rahmen eines (stark

simplifizierten) Drei-Zustandsmodell des Kanals diskutiert.

92



4. Diskussion

Tabelle 12: Bindungsprofil fur die K
pcDNA3.1; Hamster SUR1 (WT) und (Q1178R) liegen in

are-Kanale Kir6.2/CRICRSURL(WT) und Kir6.2/SURL(QR); R adioligand: [ *H]JGBC; Cave: Maus Kir6.2 in
pECE DNA vor; — molares Transfektionsverhaltnis Kir:SUR = 1: 100

Ligand Kir6.2/SUR1(QR) Kir6.2/SURL(WT) Bemerkungen
ICso/ Kp /K A [% Bs)/ IC50/ KD/ K; A [% Bs]/
[nM /uM] Bmax [nM] Bmax
[fmol/mg] [fmol/mg]
MgATP 23 (19, 28) uM 68 + 1% Nicht ermittelt, da |13 + 3% [3H]GBC Konz. war 1.4 + 0.1 (bei WT und QR)
Amplitude zu at 1 mM MgATP
gering >SURL(WT): Daten von Hambrock. et al., 2002
SUR1(QR) allein SUR1 WT allein >(QR) verschiebt niedrigaffine Bindung von
1.6(1.2,22)pM |83 £3% (nM) Al=34+4% (WT) zu hochaffiner = monophasische
|7Cj>)0,1 =3.9(20, [A2=38+2% Bindungskurve mit hoher Affinitat!!
IC50,2 = 220 (200,
250)
["HIGBC | +MgATP [0.92 (0.89, 0.95) [128+11 0.12 (0.10, 0.13) |229 +24 1. (QR) vermindert Ky 7.9 (7.0, 8.9)x
(I mM) [nM nM (+MgATP)
2. MgATP vermindert
a) Kp 4.5 (4.2, 4.8)x (QR); 1.6 (1.4, 1.8)x (WT)
b) Biax ZU 53 + 5% (QR); 91 + 21% (WT)
-MgATP ]0.21 (0.20,0.22) |243+4 0.074 (0.068, 252 +51 (QR) vermindert Kp 2.8 (2.4, 3.2)x (-MgATP)
(100 pM | nM 0.081) nM
EDTA)
NNC +MgATP | Ki=9.5(5.5,17) |72+2% Ki=10 (7.8, 13) 59 + 4% In Anwesenheit von MgATP erhoht (QR) die
nM nM Amplitude aber nicht K;; bei (QR)-Versuchen
war die SB gering — schwierige Auswertung
-MgATP 1@ 1 uM: Bs =89+ @ 10 uM: Bs = Schwache Bindung an (QR) bei sehr hohen c,
6 102+2 aber nicht an (WT)
@ 10 um: Bs =85
+4
Diazoxid | +MgATP |Ki=11(7.9,17) 58 + 2% Ki=6.7 (3.1,15) |40+ 4% (QR) erhoht Amplitude aber nicht K; (s. NNC)
UM UM
-MgATP | @ 500 pM: Bs = @ 500 pM: Bs = Vgl. mit NNC -MgATP
93+ 3 102 + 10%
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4.1 Auswirkung der Mutation SUR1(Q1178R) auf die GB C-
Bindung in Abwesenheit von MgATP

In Abwesenheit von MgATP (und Anwesenheit von EDTA, vgl. 3.1) ist
der Kanal im Geschlossenzustand, denn es findet keine Hydrolyse von MgATP
statt und die NBFs am SUR sind unbesetzt. In Sattigungsexperimenten mit
[*H]GBC wurden die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp und die
maximale Konzentration der Rezeptorbindungsstellen (Bindungskapazitat Bmax)
des Radioliganden bestimmt (vgl. 3.1 und 3.3). Die Bnhac-Werte fur den Wildtyp
und den mutierten Kanal unterscheiden sich nicht (252 = 51 und 243 + 4 fmol/
mg Protein), wahrend die Kp-Werte signifikant unterschiedlich sind (0.074
(0.068, 0.081) nM fur Kir6.2/SUR1(WT) und 0.21 (0.20, 0.22) nM fur die
Mutante; vgl. Tabelle 12). Dies zeigt, dass die Mutation auf das Level der
verfigbaren Bindungsstellen des Rezeptors keinen signifikanten Einfluss hat,
wohl aber auf den Kp-Wert und damit auf die Affinitat fur [*H]GBC, die leicht
aber signifikant um den Faktor 2.8 (2.4, 3.2) gesenkt wird. Die Mutation
SUR1(Q1178R) liegt im Transmembransegment 15 (TMS15) etwa in der Mitte
der Membran (Babenko, 2008; Abbildung 4). TMS15 liegt in der Wand der
GBC-Bindungstasche (Ashfield et al., 1999; Uhde et al., 1999; Bryan et al.,
2005; Stephan et al., 2006); und es zeigt sich, dass diese Mutation die
Konfiguration der Bindungstasche leicht verandert und die Bindung leicht

erschwert (vgl. 1.4).

4.2 Drei-Zustandsmodell des K arp-Kanals

Katp-Kanéle unterliegen einer dualen Steuerung durch MgATP (vgl.
1.5.1): Die Bindung von ATP an die porenbildende a—Untereinheit Kir6.2 (ohne
nennenswerten Einfluss von Mg®"; Ashcroft und Kakei, 1989) schlieBt den
Kanal, wobei bereits die Bindung eines ATP-Molekiils an das Kir6.2-Tetramer
mit vier ATP-Bindungsstellen gentigt um den Geschlossenzustand zu
induzieren (Markworth et al., 2000). Dieser Hemmung durch ATP steht die
stimulierende Wirkung der Bindung und Hydrolyse von MgATP an den beiden
NBFs des SUR entgegen, wobei NBF1 Uberwiegend ATP bindet und NBF2 die

94
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groBere Hydrolyseaktivitat besitzt (Ueda et al., 1999 ; vgl. 1.4). Insgesamt
handelt es sich dabei um ein gleichermalien genau ausbalanciertes wie
storungsanfélliges System von inhibierender und stimulierender Wirkung des
ATP.

Zingman et al. (2001) postulierten ein Modell, demzufolge die ATPase-
Aktivitdt des SUR-Molekils die Kanalkonformation mafigeblich bestimmt. Sie
unterschieden zwischen einem prahydrolytischen, geschlossenen Kanalzustand
und einem posthydrolytischen, offenen Kanalzustand. Diese beiden Zustande
konnen experimentell stabilisiert werden, prahydrolytisch mit Berylliumfluorid
und posthydrolytisch mit Orthovanadat (Zingman et al., 2001). Mindestens drei
Zustande sind zu unterscheiden (vgl. Abbildung 22): Der Grundzustand (R, kein
Nukleotid gebunden, Kanal geschlossen), der prahydrolytische Zustand (T, ATP
gebunden, Kanal geschlossen) und der posthydrolytischen Zustand (D, ADP

gebunden, Kanal offen).

R o D

Abbildung 22: Drei- Zustandsschema fir SUR, das wahrend der Hydrolyse d  urchlaufen
wird. R = Grundzustand (hohe Affinitat fir GBC; gering fur P1075); T = prahydrolytischer
Zustand (&hnlich R); MgATP gebunden; D = posthydrol  ytischer Zustand (ADP und Pi
noch gebunden; hohe Affinitat fur P1075; niedrigaff in fir GBC)

Diese Zustande haben verschiedene Affinitaten fur GBC: Im Grundzustand ist
die Affinitat fur GBC hoch (Abwesenheit von MgATP). Im prahydrolytischen
Zustand liegt vermutlich eine mittlere Affinitat vor und der posthydrolytische
Zustand ist wahrscheinlich sehr niederaffin (Hambrock et al., 2002).
Andererseits benotigen die Offner fiir eine hoch affine Bindung MgATP (Quast,
1993; Russ et al., 2003) und neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass
die Offner den posthydrolytischen Zustand stabilisieren (Zingman et al., 2001).
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Es sei noch angefigt, dass das Drei-Zustandsschema in Abbildung 22
eine grobe Vereinfachung darstellt. Der Kanal (Kir6.2/SUR1), ist ein Tetradimer
mit vier MgATP-Bindungsstellen an (Kir6.2), und acht an (SUR1), fir MgATP,
was fur viele Zwischenzustande spricht. Zudem sind bei der Hydrolyse von

MgATP mehr als nur drei enzymatische Zustande zu erwarten.

4.3 Auswirkung der Mutation SUR1(Q1178R) auf Modula  tion
der GBC-Bindung durch MgATP

Bei den Versuchen (n = 7) wurde eine Hemmung der [*H]-GBC-Bindung
durch MgATP von 13 £+ 3% am Wildtyp ermittelt Aufgrund dieser geringen
Amplitude wurde auf die Bestimmung der Konzentration ICsy verzichtet. Dies
stimmt weitgehend mit den Ergebnissen von Hambrock et al., 2002 Uberein, in
denen die Glibenclamidbindung an Kir6.2/SUR1(WT) durch MgATP um 20%
gehemmt wurde mit einer Konzentration der halbmaximalen Hemmung
ICs50 = 56 uM. Deutlich signifikanter fiel dagegen der Einfluss von MgATP auf die
Glibenclamidbindung an den mutierten Kanal aus: Die [*H]GBC-Bindung an
Kir6.2/SUR1(Q1178R) wurde durch MgATP um 68 + 1% gehemmt mit einer
ICs0= 23 (19, 28) uM.

Dies zeigt, dass die Mutation den Kanal fur den Effekt von MgATP
sensibilisiert (Linksverschiebung der Hemmkurve) und zugleich den maximalen
Effekt von MgATP verstarkt (Zunahme der maximalen Hemmung). Diese
Ergebnisse passen sehr gut zu der Publikation von Babenko (2008) in der
gezeigt wurde, dass die Mutation die Hemmwirkung von GBC drastisch
verringert und stehen im Einklang mit der von Babenko aufgestellten
Hypothese, dass die Mutation den posthydrolytischen Zustand des Kanals

stabilisiert.
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4.4 Auswirkung der Mutation SUR1(Q1178R) auf die GB C-
Bindung in Anwesenheit von MgATP

Aus den bisherigen Versuchen konnte ermittelt werden, dass der
hemmende Effekt von MgATP auf die [*H]JGBC-Bindung an
Kir6.2/SUR1(Q1178R) starker ist als beim Wildtyp-Kanal. Nun war die Frage zu
klaren, ob diese Hemmung auf eine Abnahme der Affinitat (Zunahme des Kp-
Werts), eine Abnahme der Kapazitat (Bmax) oder auf eine Anderung beider
Bindungsparameter zurtckzufihren ist. Dazu wurde bei einer sattigenden
MgATP Konzentration von 1 mM die Bindung bei steigenden [*H]GBC
Konzentrationen gemessen.

Beim Wildtyp Kir6.2/SURL1(WT) war bereits bei den unter 3.2.1
beschriebenen Hemmversuchen mit MgATP kein starker Effekt von MgATP auf
die [*H]GBC-Bindung beobachtet worden, und so konnte auch bei den
Sattigungsversuchen nur ein geringer Einfluss festgestellt werden. Die Kp
erhohte sich leicht aber signifikant um den Faktor 1.6 (1.4, 1.8) auf
0.12 (0.10, 0.13) nM bei einer unveranderten Bindungskapazitat Bnax = 229 £
24 fmol/ mg Protein (vgl. Tabelle 12). Fur den Wildtyp-Kanal kann man
zusammenfassen, dass MgATP im Fliel3gleichgewicht der Hydrolyse die
[*H]GBC-Bindung an Kir6.2/SUR1(WT) kaum hemmt - lediglich die Affinitat Kp
nimmt um den Faktor 1.6 ab - und daher der niederaffine posthydrolytische
Zustand D unter diesen Bedingungen im Steady State der Zustéande nicht viel
beitragt; der Kanal halt sich im wesentlichen in den Zustanden R und T auf (vgl.
Abbildung 22).

Am mutierten Kanal zeigte sich hingegen der Effekt von MgATP (1 mM)
auf die [°*H]JGBC-Bindung deutlich ausgepragter. Die Bmax Verringert sich
dramatisch auf ~54% der Bmnax 0hne MgATP. Dartber hinaus verringert sich
auch die Affinitat um den Faktor 4.5 (4.2, 4.8) von einer Kp = 0.21 (0.20, 0.22)
auf 0.92 (0.89, 0.95) nM (vgl. Tabelle 12).

Der massive Verlust an Bindungsstellen ist so zu deuten, dass in der
Gegenwart von MgATP eine neue Klasse von Bindungsstellen entstanden ist
mit 46% der Gesamtkapazitat und einer Kp fiir die [°’H]JGBC-Bindung, die
mindestens das Zehnfache der maximal verwendeten Konzentration (6 nM, vgl.
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3.3.2) betragt, also Kp > 60 nM. Es liegt nahe, diese Bindung als Bindung an
den posthydrolytischen Zustand (D) zu betrachten. Dies bedeutet, dass im
Fliessgleichgewicht der MgATP-Hydrolyse der mutierte Kanal
Kir6.2/SUR1(Q1178R) ~46% der Zeit im D-Zustand vorliegt mit Kp > 60 nM und
54% in R und T mit einer mittleren Kp = 0.92 nM (vgl. Abbildung 22). Im
Vergleich zum Wildtyp stabilisiert die Substitution Q1178R offensichtlich sehr
stark den posthydrolytischen (D-) Zustand. Diese Deutung steht im Einklang mit
der Hypothese von Babenko (2008).

4.5 Auswirkung der Mutation SUR1(Q1178R) auf die Bi ndung
von Benzothiadiazinen

Die Katp-Kanaltffner (KCO), eine strukturell heterogene
Substanzgruppe, weisen an den verschiedenen SUR-Subtypen ein
charakteristisches, selektives Bindungsverhalten auf. Dabei verfigen
insbesondere SUR2-haltige Karp-Kanale iber eine erhohte Offneraffinitat.
SUR1-haltige Katp-Kanale haben mit Ausnahme des Benzothiadiazins Diazoxid
fur KCOs eine eher geringe Offneraffinitat, allerdings wurden in den
vergangenen Jahren auf der Basis der Benzothiadiazine neue SUR1-selektive
Offner synthetisiert (Nielsen et al., 2002; Hansen, 2006). Fir weitergehende
Ausfuhrungen zu KCOs siehe Kapitel 1.8.2. Karp-Kanaloffner bendtigen fir
hochaffine Bindung und ihre hyperpolarisierende Wirkung die Anwesenheit von
hydrolysierbarem ATP (Quast, 1993; Schwanstecher et al., 1992; Nielsen et al.,
2002). Die KCOs stabilisieren den offenen Kanalzustand und es erscheint
plausibel, dass der SUR in der posthydrolytischen Konformation die hdchste
Affinitat fur die Offner besitzt. Da fur die Durchfihrung von
Bindungsexperimenten am SUR1 kein radioaktiv markierter KCO vom
Benzothiadiazin-Typ zur Verfiigung steht, wurde [*H]JGBC als Radioligand
verwendet; die GBC-Bindung an SUR wird von Benzothiadiazinen durch einen
allosterischen Mechanismus gehemmt (Nielsen et al., 2002; Russ et al., 2003).

In der Abwesenheit von MgATP zeigten weder Diazoxid noch NNC 55-
0462 (NNC) eine signifikante Hemmung der [*H]JGBC-Bindung an den Wildtyp-
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Kanal Kir6.2/SURL1(WT). In der Gegenwart von MgATP (1 mM) jedoch wurden
deutliche Hemmkurven beobachtet. Diazoxid hemmte die [*H]GBC-Bindung
maximal um 40 £ 4% mit K; = 8.5 (6.5; 11) uM; NNC um maximal 60 + 4% mit K;
= 10 (8; 13) nM (vgl. 3.4 und Tabelle 12). Die groRere maximale Hemmung
durch NNC bedeutet, dass die negative allosterische Wechselwirkung zwischen
NNC und GBC starker ist als die zwischen Diazoxid und GBC. Die Ergebnisse
dieser Bindungsversuche stimmen gut mit den Ergebnissen von Nielsen et al.
(2002) Uberein.

Im Falle des mutierten Kanals Kir6.2/SUR1(Q1178R) und in der
Abwesenheit von MgATP waren Diazoxid und NNC jedoch in der Lage, bei
hohen Konzentrationen die [*H]GBC-Bindung leicht zu hemmen, Diazoxid (500
UM) um 7 = 3% und NNC (10 uM) um 15 £ 4%. Dies zeigt, dass die Mutation
die Bindungstasche des SURL fur die Benzothiadiazine auch in Abwesenheit
von MgATP so verandert, dass diese Offner leichter binden konnen und/oder
dass sie die negativ allosterische Kopplung zwischen GBC und den
Benzothiadiazinen verstarkt.

In der Gegenwart von MgATP zeigten die Hemmkurven fir Diazoxid und
NNC eine grol3ere maximale Hemmung als beim Wildtyp (Diazoxid 59 + 4%;
NNC 72 = 2%); die K; Werte waren gegentber dem Wildtyp unverédndert. Dies
deutet darauf hin, dass die Mutation die negativ allosterische Kopplung
zwischen GBC und den Benzothiadiazinen verstarkt.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die
Mutation SUR1(Q1178R) in der Abwesenheit von MgATP die Bindungstasche
des SUR1 leicht verformt, so dass GBC etwas schlechter und die
Benzothiadiazine etwas besser binden als beim Wildtyp. MgATP, zusammen
mit MgADP der zentrale Regulator der Kanéle, wirkt am mutierten Kanal mit
groBerer Potency und Efficacy. Die in der Gegenwart von MgATP stark
verschlechterte Bindung von GBC und die stark verbesserte Bindung der
Benzothiadiazine an den mutierten Kanal ist mit der von Babenko (2008)
aufgestellten Hypothese zu erklaren, dass die Mutation SUR1(Q1178R) zu
einer deutlichen Stabilisierung des posthydrolytischen Zustandes des SUR
fuhrt.
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5. Zusammenfassung

Die ATP-empfindlichen Kaliumkanale (Karp-Kanale) sind schwach
einwarts gleichrichtende Kaliumkanéle. Sie setzen sich aus zwei Untereinheiten
mit einer 4 : 4 Stochiometrie zusammen: Der porenbildenden Untereinheit
Kir6.x und der Steueruntereinheit SURX, einem ABC-Protein. Das
Hauptcharakteristikum der Karp-Kanéle ist ihre Steuerung durch Nukleotide:
Intrazellulares ATP fihrt zum SchlieRen, das ATP-Abbauprodukt ADP in der
Form von MgADP hingegen zur Offnung der Kanale. Durch Karp-Kanale werden
der metabolische Zustand der Zelle und die elektrische Aktivitat der
Zellmembran miteinander verkntipft. Am besten bekannt sind die Karp-Kanéle in
den B-Zellen des Pankreas’, wo sie als indirekter Glukosesensor die Kopplung
der Insulinsekretion an den Blutzuckerspiegel gewahrleisten. Synthetische
Schlie3er des Kanals (z.B. Glibenclamid, Repaglinid) haben ihren Platz als
orale Antidibetika in der Therapie des Typ 2-Diabetes mellitus. Offner (z.B.
Diazoxid, Cromakalim, Minoxidilsulfat) kénnen je nach Selektivitat bei
Hyperinsulinamie oder Bluthochdruck eingesetzt werden. Sowohl die
KanalschlieRRer als auch die Offner binden an den SUR.

Mutationen des Kanals filhren oft zu Stérungen der Insulinsekretion. Die
hier untersuchte Mutation Kir6.2/SUR1(Q1178R), bei der im SUR1 an der Stelle
1178 die Aminosaure Glutamin gegen Arginin ausgetauscht ist, fuhrt zu einer
Uberaktivitat des Kanals, die beim Menschen (heterozygot) eine kongenitale
Hypoinsulindmie und einen permanenten neonatalen Diabetes herbeiflhrt.
Gegenstand dieser Arbeit war die Charakterisierung der Ligand-
Bindungseigenschaften des mutierten Kanals im Vergleich zum Wildtyp. Dazu
wurden beide Kandle transient in HEK 293-Zellen exprimiert und in Membranen
aus diesen Zellen wurden Radioligandenbindungsstudien mit Tritium-
markiertem Glibenclamid ([*H]GBC) bei 37 T durchgefiihrt.

In Abwesenheit von MgATP war in Sattigungsversuchen mit [*H]JGBC die
Affinitat von GBC fur die Mutante leicht geringer als die fur den Wildtyp. Die
Bindungskapazitat war unverandert, was darauf hindeutet, dass die Mutation

die Expression des Kanals nicht beeintrachtigt. Die Hemmung der [°*H]GBC-
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Bindung durch den Offner NNC 55-0462 (NNC, ein hochaffines Diazoxid-
Analog) war leicht verstarkt. Zusammengefasst deuten diese Veranderungen
darauf hin, dass die Mutation Konformationsanderungen in der Bindungstasche
des SUR herbeifiihrt.

Die Gegenwart von MgATP hemmt die Bindung von GBC und férdert die
der Offner. Die Mutation sensibilisiert den Kanal fiir die Hemmung durch
MgATP (Linksverschiebung der Hemmkurve) und verstarkt die maximale
Hemmung. In Sattigungsversuchen bei 1 mM MgATP war die [*H]GBC-Bindung
an die Mutante signifikant in Affinitdt und Bindungskapazitat verschlechtert;
hingegen war die negativ allosterische Hemmung der [°*H]GBC-Bindung durch
Benzothiadiazine (Diazoxid und NNC) verstarkt

Im Kontext eines stark vereinfachten Dreistufenschemas der
Kanalaktivitat, das zwischen Ruhe-, prahydrolytischen und posthydrolytischen
Zustand unterscheidet, kann jedem Zustand eine Kanalkonformation mit
veranderten Bindungseigenschaften zugeordnet werden. Die Ergebnisse
stehen im Einklang mit der von Babenko (2008) aufgestellten Hypothese, dass
die Mutation SUR1(Q1178R) =zu einer deutlichen Stabilisierung des
posthydrolytischen Zustandes des SUR fuhrt; dieser ist mit einer Kanal6ffnung
assoziiert. Die verstarkte Kanalaktivitat fuhrt zu einer Hyperpolarisation der
B-Zellen und damit einer stark verminderten Insulinsekretion auch bei hohen

Blutzuckerspiegeln.
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