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1 Einleitung

1.1 lonenkandle

lonenkandle sind hydrophole Poren in der Lipiddoppelschicht der Zellmembran. Sie
transportieren anorganische lonen wie Na*, K*, Ca®* oder ClI” passv mittels shneller
Diffusion entlang des elektro-chemischen Gradienten zwischen Zytoplasma und
Extrazellularraum. Die meisten lonenkandle besitzen eine lonenselektivitét, die nur
bestimmten lonen den Durchtritt erlaubt, so z.B. den K*-lonen im Falle der Kalium-
Kande. Es wird angenommen, dass die Poren stellenweise eng genug sind, un einen
direkten Kontakt zwischen pasgerendem lon unddem Kanaprotein zu bewirken, so
dass nur lonen passender Grosse und Ladung durchgelassen werden. Die Hydrathtile
der lonen geht dabei vermutlich verloren (Hille, 1992 Doyle & a., 199§. Diese
Selektivitdt sowie die Tatsadhe, dass lonenkandle sich nicht stdndig in gedffnetem
Zustand tefinden, urterscheidet sie von einfadchen, wassergeflllten Poren in der
Zellmembran. Die Offnung von lonenkandlen wird (iber verschiedene Reize geregelt.
Diese sind kel spannungsabhédngigen lonenkandlen Anderungen des Membran-
potentials, bei medhanisch kortrolli erten lonenkandlen de medanische Belastung und
bei ligandengekoppelten lonenkandlen die Bindurg eines Signamolekils. Zusétzlich
kann de Aktivitdt von lonenkandlen duch Protein-(De)-Phospharylierung geregelt sein
(Susdorich undBusch, 1998§.

Da die Plasmamembranen der meisten Zellen im Ruhezustand eine hohere Permeabilit &t
fur K* als fir Na“, Ca®* oder Cl” besitzen, spielen Kalium-Kanale éne Schiiisslrolle
fUr bestimmte zell uldre Parameter wie das Ruhemembranpaential, die Erregbarkeit der
Zelle oder das Zell volumen (Hill e, 1992).



1. Einleitung

1.2 Kaliumkande

Kaliumkandle kommen uliquitér in Zellen von erregbaren wie unerregbaren Geweben
vor. Das Ruhemembranpaential (RMP) der Zellen wird hauptsacilich duch K*
bestimmt, dessen Nernst’sches Gleichgewichtspotential Ex* bei =-90mV liegt. Durch
geringe Na'-Einwartsgrome entfernt sich das RMP vom Ex* und kewegt sich gewebe-
abhangig zwischen -80 und-60mV (Hill e, 19929.

Durch Schliessung von K*-Kandlen deibt K* vermehrt in der Zelle, das RMP wird
depdarisiert (-60 s -40mV) und ermdglicht in erregbaren Geweben (Neuronen,
Herzmuskelzellen) die Aktivierung spannurgsabhéngiger N&&*- oder Ca®*-Kandle, die
ein Aktionspotential (AP) ausidsen. In Muskeln ist der Ca**-Einstrom mit einer
Kontraktion assozii ert.

Eine Offnung des Kalium-Kanals bewirkt durch K*-Ausgrom eine Hyperpolarisation
des Membranpdentials in Richtung des Kalium-Gleichgewichtpatentials von
ca -90mV, woduch de Auslésung von Aktionspotentialen erschwert wird, da die
Zelle sich von dr Aktivierungsschwelle der spannurgabhéngingen lonenkandle
wegbewegt, weniger erregbar wird undEnergie ensparen kann.

Kaiumkanéle bestehen aus a-Untereinheiten, welche die Pore des Kanals formen und
zumeist in Form eines Tetramers angeordnet sind (Hill e, 1992. Diese Grundeinheit des
Kalium-Kanals wird héufig erganzt durch sog. B-Untereinheiten, welche fur die
Regulation der Kanalaktivitét elne wichtige Roll e spielen.

Aufgrund ihres Offnungsmechanismus und ihrer molekularen Struktur werden
Kaliumkandle in 3 \erschiedene Klasen engeteilt, Ky-, Kig- und Tandem-Kandle.
Unter den Kaliumkanden bilden de spannurgsabhéngigen K*-Kande die grosge
Gruppe.

Zundchst einma sind de Ubergeordneten Klassen der spannurgsabhéngigen auswarts
gleichrichtenden (Ky-Kandle, voltage dependent) und der einwérts glechrichtenden
K*-Kandle (K\r-Kanale, inward redifying) zu urterscheiden. Uber die Zugehdrigkeit zu

ener der beiden Klasen entscheidet die Anzahl der a-hdikalen Transmembran-
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segmente der a-Untereinheit. Die a-Untereinheiten der Kg-Kande enthaten zwei
Transmembransegmente (M 1 undM 2, s.u.), die der Ky-Kanéle dagegen seds.

Neben diesen beiden zuerst entdedkten Klassen vonK*-Kanalen wurde inzwischen eine
weitere Klasse gefunden, de Tandem-(2 P-) Kande, TOK1- bzw. TWIK-1-Kandle. Die
Besonderheit des TOK1- bzw. TWIK-1-Kanals besteht darin, dassin einer Untereinheit
zwei Porenregionen hintereinander angeordnet sind. Geht man davon aus, dass zur
Bildung eines funktionellen Kanalproteins vier Porenregionen nawendig sind, so
werden dese bel K\g-Kanden bzw. Ky-Kandlen aus 4 Untereinheiten, bei TOK1- bzw.
TWIK-1-Kandlen dagegen nu aus zwei Untereinheiten gebildet. So erklart sich auch
die Namensgebung dieser neuentdedkten Kande entsprechend ihrer Struktur. TOK1
steht fur Two P-region-containing outwardly redifying K*-channel und TWIK-1 fir
Tandem of P domainsin awedk inward redifying K* channel (Abb. 1.9.

Zur Familie der Ky-Kandle gehodrt beispielsweise der langsam aktivierende Ixs-Kanal,
dessen Quartérstruktur bis heute unbekannt ist. Es wurde gezeigt, dassdieser Kana aus
KvLQT1- (a-Untereinheit) und l«-Protein (fUr lgowkaium» Wegen seiner geringen
Griésse auch minK-Protein fir minimales Kaliumkanal protein genannt; [3-Untereinheit)
zusammengesetzt ist. Mutationen im Gen, dbs fur das KvLQT1-Protein kodert, gelten
alseine der Ursadhen fir das vererbte QT-1-Syndrom (Wang et a., 1999.

Ein wichtiges Mitglied der Klase der Kir-Kandle ist der ATP-gesteuerte K*-Kanal
(Katp-Kanal).
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Abb. 1.1: Molekulare Strukturen von Kaliumkanalen. Schematische Dar stellung der a-Untereinheiten.

N und C bezechnen die N- und C-Termini der Proteine,
Die grauen Zylinder stellen diein der Lipiddoppelschicht der Zellmembrane gel egenenTransmembranhelices
dar, welche aur Ausbildungder Kanal pare(n) durch eine intramembranér gelegene Schleife verbunden werden.

Ky bzw. Kig-Kande: Es liegt jeweils eine Porenregion pro a-Untereinheit vor, gebildet aus zwei
Transmembranhelices, welche durch eine intramembranér gelegene Schleife verbunden sind, die aur
Ausbildungder Kanalpore beitrégt; jeweil s vier a-Untereinheiten bil den das funktionell e Kanal protein.

TOK- bzw. TWIK-Kande: Es snd jeweils zwel Porenregionen pro a-Untereinheit hintereinander
angeordnet, jeweil s zwei a-Untereinheiten bil den das funktionell e Kanalprotein.

Darstellungin Anlehnungan Siisdrich urd Busch, 1998
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1.3 ATP-abhéngige Kaliumkanéde

K*-Kandle, welche durch das intrazellulére Energiesubstrat ATP in ihrer Aktivitét
gehemmt werden konren, werden als ATP-abhingige K'-Kandle (Karp-Kande)
bezeichnet.

Sie gehdren zur Gruppe der nicht spannurgsabhéngigen, einwarts gleichrichtenden
K*-Kandle (K\r-Kanale, s.0)) und zeigen eine Asymmetrie in ihrer K*-Leitfahigkeit: Bel
negativeren Potentialen as dem Kalium-Gleichgewichtspatential von ca —-90mV
kommt es zu Einwéartsgromen, wahrend bei positiveren Potentialen de Auswértsdréme
relativ gering sind. Bei Kig-Kanden nmmt aso de K'-Leitfahigkeit bel
Hyperpdarisation zu und @ Depdarisation ab. Diese Eigenschaften maden de
Kand e wichtig fur die Determinierung des Ruhemembranpdentials.

Ursadhe fur die Einwdrtsrektifizierung ist die spannurgsabhéngige Blockade der
Kanalpore durch intrazelluld&re Magnesiumionen (Vandenberg, 1987 und pa@itiv
geladene Polyamine wie Spermin und Spermidin (Ficker et al., 1994 Lopatin, 1994).
Strukturell ist der Grad der Einwartsrektifizierung abhéngig von der Aminosauren-
Grupperung der M 2-Region, der zweiten transmembrandren Helix des Kanalproteins
(Abb.1.2). Mutation vonAsparagin in Asparaginsaure in Position 160 kann aus Kg6.2
einen starken Einwaértsglei chrichter macdhen (Aguilar-Bryan et a., 1998.

Erstmals beschrieben wurden de Karp-Kande in Herzmuskelzellen (Noma, 1983
Trube und Hescheler, 1984. Sie finden sich nicht nur in erregbaren Geweben wie
Herz-, Skelett- und glatten Muskelzellen, Nervenzellen, [3-Zellen des Pankress u. a
(Ubersicht: Ashcroft und Ashcroft, 1990, sondern auch in nicht erregbaren Geweben
wie z.B. Endahelzellen und Nierenepithel (Quast et al., 19963). Weiterhin sind
intrazelluldre Katp-Kande in der Membran von Mitochondien beschrieben (Inoue &
al., 1991, Paucek et a., 1993.

Die physiologische Regulation der Katp-Kandle efolgt Uber das Verhdltnisvon ATP zu
MgNDP (z.B. dem ATP-Abbauprodukt ADP). Damit wird eine Verbindurg zwischen
dem metabalischen Zustand der Zelle und ihrer Erregbarkeit hergestellt. Bindurg von
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intrazelluldrem ATP an den Kanal fihrt zur Schliessung des Kanals. Seine Offnurg
hingegen erfolgt durch Bindurg von Nukleotiddiphasphaten in Mg?*-gebuncener Form
(MgNDP) undanschliessender Abdissoziation vonATP (Cook undHales, 1984).

Die aus der Kanal6ff nung resulti erende Hyperpalarisation (s.0.) der Zelle verhindert in
erregbaren Geweben die Offnung spannurgsabhéngiger Ca®*-Kandle und damit den
Einstrom von Ca’".

Nicht erregbare Gewebe besitzen keine spannurgsabhéngigen Ca®*-Kandle und ein
Ca’*-Einstrom erfolgt auch im hyperpdarisierten Zustand. Die Offnung von
Katp-Kandlen hat in desen Geweben einen vermehrten Ca2*-Eintritt zur Folge, da die
elektro-chemische Triebkraft, die das Ca®* in de Zdle treibt, duch de
Hyperpdarisation verstarkt wird (Choqguet undKorn, 1988.
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Abb. 1.2: Aufbau des ATP-abhangigen K *-K anals (K atp)

Oben: Schematische Illustration der anzunehmenden Topdogie von SUR und K,z6.x. Dargestellt ist das
von Tusnady et al. (1997 fir SUR vorgeschlagene Modell mit 17 Transmembranhelices, die sich in
3 Doménen guppieren (TMD 0-2). NBF 1 und 2 reprasentieren die avei Nukleotidbindungsfalten mit
Walker A und B-Motiven (W, bzw. Wg); N und C bezechnen die N und C-Termini der Proteine. Fir
SUR1 sind zwei Glykosylierungsgellen bekannt, im Schema durch die beiden baumartigen Strukturen
angedeutet. K\g6.x besitzt zwei Transmembranhelices;, beide verbindet eine intramembranér gelegene
Schleife, die aur Ausbildung der Kanalpore beitragt. Unten: Versuch der Darstell ung eines voll standigen
Katp-Kanals, der sich aus 4 SUR und 4 Kg-Untereinheiten zusammensetzt (Clement et a., 1997).
Angedeutet ist die Kopplung an das Aktinzytoskelett. Die Zeichnungerhebt keinen Anspruch auf eine
spezfische Konformation des Kanals; die dargestellt en Grossenverhéltnisse sind relativ.
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1.4 Funktionelle Relevanz von K 5rp-Kandlen am Beispiel einiger Gewebe

Die physiologische Roll e der Katp-Kande ist gewebeabhéngig.

In den B-Zellen des Pankreas deuern de Katp-Kande die Insulinauschittung in
Abhangigkeit vom Plasmaglucosespiegel. Das Membranpaential der (-Zellen wird
durch de Aktivitét der Kaliumkandle bestimmt. Ein Anstieg des Plasmaglucosespiegels
verschiebt das Verhdltnis ATP/ADP zugunsten vonATP, schliesg hierdurch den Kanal,
depdarisiert die Zelle und fiihrt zum Einstrom von Ca?*, welcher die Exozytose von
Insulinvesikeln zur Folge hat (Ubersichtsartikel Ashcroft und Ashcroft, 1990. Ein
dhnlicher Medhanismus ielt in anderen neurosekretorischen Zellen eine Rolle
(Bernardi et a., 1993 Mangel et a., 1994).

Genau ungekehrt verhélt es sch in den juxtaglomeruldren Zellen des Vas afferens der
Niere. Hier wird duch Hyperpdarisation (infolge Kanal6ffnung) die Reninsekretion
gesteigert, denn dese verhdlt sich invers zum Ca®*-Spiegel der Zelle (Hadenthal et al.,
1990 Quast, 1996; Ossvald undQuast, 1995.

Weiterhin spidlen de Karp-Kande der Niere ane wichtige Rolle fur die
Elektrolythomdostase, da sie im Tubuusepithel an de Na'/K*-ATPase gekoppelt sind
und somit Einflussauf die lonenrtickresorption haben (Quast, 1996. Der hier vertretene
Kare-Kana wird adlerdings nicht aus den Untereinheiten Kg und SUR
zusammengesetzt, sondern aus ROMK?2 undCFTR (s.u.).

In Herzmuskelzellen, in denen Katp-Kandle unter physiologischen Bedingungen duch
die hohe intrazelluldre ATP Konzentration geschlossen sind (Y okashiki et al., 1998,
sowie in Skelett- und glatten Muskelzellen werden Karp-Kandle gedffnet, wenn dbs
Gewebe metabadlisch urter Stressgerét (z.B. duch Ischdmie oder Hypoxie), das heisg,
wenn MgADP ansteigt sowie der pH-Wert falt. Die Offnurng des Kanals mit
nadhfolgendem Kaliumausdrom hélt die Zelle im Ruhezustand, Aktionspatentiale
werden verklrzt oder falen ganz aus, die Zelle kann refraktér werden (Carmeliet et al.,
199Q Babenko et al., 1992 Faivre @ a., 1990 Ubersichtsartikel Babenko et al., 1999.
Hierdurch wird der Ca’*-Einstrom vermindert, die Kontraktionskraft geschwédt, somit
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der ATP-Verbrauch gesenkt und Energie gespart, was der Zelle hilft, zu Uberleben
(Escande und Cavero, 1992. In der glatten Gefassnuskulatur sind de Karp-Kande
somit wichtige Determinanten des Gefasgonus. Ihre Off nung fiihrt zur Vasorelaxation.
In Neuronen haben de Katp-Kandle éenfals eine zytoprotektive Wirkung, indem sie
die Frequenz der Aktionspotentiale senken.

Aufgrund deser groseen plysiologischen Relevanz stellen K arp-Kanéle therapeutische
Angriffsziele von Pharmaka dar, welche zur Therapie von Diabetes mellitus Typ Il und
Hypertonie a@ngesetzt werden. Dabel fordert die Inhibition des Kanals durch orale
Antidiabetika wie die Sulfonylharnstoffe (SU, sulphorylureg die Insulinsekretion aus
pankredischen B-Zellen. Die Offnung von Karp-Kanden der glatten Gefassmuskeln
bewirkt eine starke Vasorelaxation, was den Einsatz von sogenannten K*-Kanal 6ffnern
as Antihypertensiva eklart. Die Tatsadche, dass die sog. Kaliumkana 6ffner (KCOs,
K" channel opener) genau auf digenigen Karp-Kandle d@nwirken, welche aich urter
ischamischen und lypoxischen Bedingungen &ffnen (Ubersicht in Quast, 19961 erklart
den therapeutischen Nutzen, den diese Substanzen in Tierversuchen im Hinblick auf
Kardioprotektion (Escande und Cavero, 1992 sowie auf Claudicatio intermittens (Cook
eta., 1993 Forth et al., 1999 zeigten.

1.5 Struktur undRegulation vonK arp-Kanélen

Katp-Kande sind Heteromultimere, die sich aus zwei verschiedenen Untereinheiten
zusammensetzen, der einwérts gleichrichtenden, de Pore formenden a-Untereinheit,
genannt K,r6.x (Inagaki et al., 1995, Ubersichtsartikel Babenko et al., 1999, sowie der
B-Untereinheit SUR (sulphorylurea receptor). Dieses 140kDa-Protein gehért zur
Familie der ABC-Proteine (ATP-binding cassette (transporter) proteins) und spielt eine
wichtige Roll e fir die Regulation der Kanalaktivitét (Tucker et d., 1997).

Zur Ausbildung eines funktionellen Karp-Kanals snd keide Untereinheiten erforderlich
(Inagaki et al., 1995 Sakura d al., 1995 Aguilar-Bryan et a., 1995 Clement et al.,
1997).



1. Einleitung

Die beiden Untereinheiten des Katp-Kanals koppeln oligat in einer 4:4-Stéchiometrie
und formen so einen oktameren Kanalkomplex, (SUR/Kr6.X)4, (Abb.1.2; Clement et
al., 1997 Inagaki et a., 1997 Shyng undNichadls, 1997).

Die Aswoziation dr beiden Untereinheiten konrte in Experimenten mit
K\r6.2-spezifischen Antikdrpern (Lorenz et a., 1998 und dem Photoradioliganden
129_.Azido-GBC (Clement et al., 1997 nachgewiesen werden.

Die Mase des (SUR/K|r6.2),-Multimers konnte mittels Sucrose-Dichtegradienten-
zentrifugation auf rund 950kDa geschétzt werden. (Ubersichtsartikel Aguil ar-Bryan et
a., 1998.

Bis heute sind de Isoformen von SUR kloniert und identifiziert worden: SURL1,
SUR2A und SUR2B (Aguilar-Bryan et a., 1995 Chutkow et a., 1996 Isomoto et al.,
1996. Diese koppeln mit K|g6.1 undKz6.2 zu urterschiedli chen Kanalkonstrukten und
bilden de Grundage der Gewebediversitét der Karp-Kande. Durch Koexpresson der
verschiedenen konierten Untereinheiten und Vergleich der Eigenschaften deser
klonierten mit nativen Karp-Kandlen kommt man zu dem Schluss dassder Katp-Kana
in den PB-Zellen des Pankress <wie in Neuronen aus Kg6.2 und SUR1L
(Ubersichtsartikel Babenko et al., 1999 und in den Kardiomyozyten aus Kz6.2 und
SUR2A (Okuyama d al., 1998 zusammengesetzt ist. In glatter Muskulatur scheinen
zwei Typen zu existieren: SUR2B/K z6.1 undSUR2B/K r6.2 (Zhang und Bolton, 1995
Isomoto et a., 1996 Koh et a.,1998. SUR2B/Kg6.1 ist der off nerempfindiche
Katp-Kanal im Geféss
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1.5.1 DieUnterenheiten der K tp-Kanéle

1.5.1.1 Die a-Untereinheit K|r6.X

1.5.1.1.1 Die Gene der a-Untereinheit

Die Karp-Kand-Untereinheit Kig6x (=45kDa) exidtiert in Form zweier verschiedener
Subtypen, Kir6.1 und Kg6.2. lhre kodierenden Gene stimmen beziglich der
Aminosaurensequenz zu ca 70% Uberein (Inagaki et d., 1997 Sakura @ d., 1995.

Das menschliche Gen fir Kig6.1 (KCNJB) ist =9,7kb lang und kesitzt drei Exore. Das
daraus entstehende Protein umfasg 424 Aminoséuren undzeigt eine 98%ige Homologie zu
murinem Kig6.1. Das Gen konnte mittels Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisation auf
Chromosom 12, Position 12p11.23okdisiert werden, nehe dem Gen fur SUR2, (s.u.).

Der Subtyp Kg6.1ist in verschiedenen Geweben anzutreffen und lkenn mit SURL (Amméa
et da., 196, Clement et d.,1997 und SUR2B, jedoch nicht mit SUR2A funktiondle
KatrKande ausbilden (Aguilar-Bryan et d.,1998. Sene Laetfdhigket (untary
condwtance =25pS in symmetrisch hotem K*) ist im Vergleich zu K\z6.2 geringer
(Babenkoet d., 1998).

Der native Partner von Kig6.1 konrte bisher noch nicht identifiziert werden. Yamada
d. (1997 bradten de Hypothese hervor, dass der von Beed et d. (1993 in glaiter
Gefassnmuskulatur  beschriebene ADP-gesteuerte KarpKana (Kypp) aus SUR2B und
Kir6.1 lestehe. Bindurgsdudien am rekombinanten System unterstitzen dese These
(Hambrock et d., 1999 Russet d., 1999. Zudem wirde ene Lokdlisation im Geféssdie
ubiquitére Vertelung von Kg6.1 erkldren. Spekulativ ist das Vorkommen von Kig6.1 in
den von Garlid et d. 1996 leschriebenen mitochondiden Karpe-Kanden (Aguilar-Bryan et
a.,1998.

Interessnterweise ig dieser rekombinante Kand aus SUR2B und Kig6.1 rdativ
ATP-urempfindich (ICs5o=2-3mM; Yamada & d., 1997, wéhrend fir den Karp-Kana
aus SUR2B und Kig6.2 eine ATP-Empfindichkeit von 30- 300puM beschrieben ist
(Isomoto et d.,1996. Dies zeigt, dass das Vorhandensein von K|g6.1 en von K|g6.2
unterschiedliches ATP-Verhdten prégt.

11
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Kir6.2 (Synorym BIR) ist ein 390Aminosauren langes Protein, dessen Gen auf dem kurzen
Arm von Chromosom 11 liegt. Seine Leitfahigkeit betragt unter symmetrisch holem K*
ca 80pS. Die Organisation cer Gene fir SUR1 (Position 11p15.1 Thomas et al., 19950
und Kigr6.2 in drekter Nadhbarschaft auf Chromosom 11 lasg vermuten, obss die beiden
Untereinheiten zu einem friheren Zetpunk wahrend der Evolution von nu einem
gemeinsamen Gen kodert wurden (Aguilar-Bryan und Bryan, 1996 Ubersichtsartikel
Aguilar-Bryan et d.,1998. Kir6.2 kann mit alen de Isoformen von SUR Karp-Kande
aushilden (Inagaki et d., 1996 Isomoto e d.,199. Dabe ig der pankredische
KatrKanad as eine Kombination aus SUR1 und Kz6.2 identifiziert worden (Sakura &
a., 1995. SUR2B/K r6.1ist der off nerempfindiche Katp-Kana im Gefass(s.0.) sowie im
Urogenitatrakt, SUR2B/K 6.2 im Intestinum sowie im Urogenitaltrakt Mutationen im
Kir6.2-Gen konren de Ursadie fir PHHI (persistent hyperinsulinemic hypoglycemia of
infancy, s.u.) sein (Nestorowicz et d., 1996 Thomaset d., 1999.

1.5.1.1.2 Die molekulare Struktur der a-Unterei nheit

Der Kig-Kanal ist ein Tetramer aus a-Untereinheiten. Er enthélt zwe Transmembran-
segmente (TMS1 und TMS2), verbuncen duch eine extrazelluldre Schleife (H 5).
Diese bildet durch Zurickfatung in de Membran den grosden Tell der Kanapore
(Abb.1.2). N- und C-Terminus liegen intrazelluléar. Mutationen im Bereich der
M 2-Schleife (N160D) lieferten Hinweise, dass diese Region fur die
Einwértsrektifizierung verantwortlich ist (Clement et al.,1997. Weiterhin ist die
Kir-Untereinheit for die Kaliumselektivitét sowie die Leitfahigkeit (unitary
conductance) entscheidend.

Obwohl der SUR as ABC-Protein zwel Nukleotidbindurgsgellen (NBFs) besitzt,
scheint die inhibitorische ATP-Bindurgsdelle aif der a-Untereinheit (Kr6.2) gelegen
zu sein (Tucker et a., 1997 Gribble @ a.,1997. Studien mit K\gr6.2AC36, s aus
Kir6.2 mach Entfernung von 36C-terminalen Aminosauren hervorgeht und im
Gegensatz zu diesem (Sakura @ al., 1995 einen eigenstandigen K*-Kanal ausbilden
kann, zeigten, dass die ATP-Inhibition Uker Bindurg an de K r6.2-Untereinheit
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vermittelt wird; ADP besitzt fir diese Bindurgsdelle eéne geringere Affinitét (Tucker et
al., 1997, dabei ist seine Wirkung inhibitorisch und Mg*-unabhédngig. Seine
stimulatorische Wirkung hingegen erfordert die Gegenwart von Mg** und erfolgt tiber
die Bindurg am SUR.

Weiterhin wird duch diese Studien deutlich, dassder C-Terminus die Expresson ces
Kir as aleine funktionstiichtigen K*-Kanal verhindert. Der Kg6.2AC36-Kanal ist
weder SU- noch KCO-empfindlich und mcht durch MgATP aktivierbar. Daraus 1asg
sich schliesen, dassKr6.2 zwar die Kanalpore bilden undsomit die Leitfahigkeit fir
Kalium stellen kann, jedoch keine regul atorischen Eigenschaften besitzt.

Neben des Hemmung durch ATP bzw. ADP werden moglicherweise aich de
Kanalinaktivierung (der sog. run-down, s.u.) und de nadfolgende Re&ktivierung durch
MQgATP Uber die K g-Untereinheit vermittelt (Tucker et a., 1997).

Mit niederer Affinitdt kdnnen auch SU an K\z6.2 kinden (Gribble & al., 1997).

1.5.1.2 Die B-Untereinheit SUR

1.5.1.2.1 Die Gene der B-Untereinheit

Die B-Untereinheit des Kaiumkanals, SUR (sulfonylureareceptor), wurde estmals aus
der [3-Zelle des Pankreas kloniert (Aguilar-Bryan et a., 1995. Sie gehdrt zur Familie der
ATP-bindenden Proteine, zu welcher auch de CFTR- (cystic fibrosis transcondictance
regulator) und de MDR-Proteine (multi -drug resistance proteins) gezdhlt werden.

Zwe verwandte Gene kodieren fir die beiden entdeckten SUR-Subtypen, SUR1 und
SUR2 (Aguilar-Bryan et d.,1995 Inagaki et al.,1996 Isomoto et d., 1996
Ubersichtsartikel Ashcroft und Gribble, 1998. Sie liegen auf Chromosom 11 (p15.1)
bzw. auf Chromosom 12 (p11.23 Chutkow et al.,1999. Fur SUR1 (1581 fw.
1582Aminosauren) kodieren 39Exone, fur SUR2 (1549Amincsduren) dagegen
38 Exone (Ubersichtsartikel Aguilar-Bryan et al., 1998.

Ein typisches Merkmal von SUR1 im Gegensatiz zu SUR2 ist seine hochaffine
Bindurgsdelle fur Sulfonylharnstoffe (Babenko et al., 1998. Anderersaits ist der von
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SUR2/K|g6X gebildete vaskulare Kana sehr offnerempfindich und duch de
Kaliumkanal 6ffner (KCO, K* channel opener) Pinaddil und Cromakalim aktivierbar - im
Gegensatz zu dem von SUR1/K r6.x gebil deten pankredischen Kanal.

Vom SU2-Rezeptor sind de beiden Isoformen SUR2A (Inagaki et d., 1996 und SUR2B
(Isomoto et al., 1999 bekannt, welche unterschiedliche Empfindichkelt gegentiber dem
KCO Diazoxid aufweisen (Babenko et al., 1999. Sie entstehen dadurch, dass nadch der
Transkription des SUR2-Gens durch dfferentielles Spleisen zwei mRNA-Molekile
gebildet werden, de sich im letzten Exon urterscheiden (Exon38A oder 38B). Der
strukturelle Unterschied zwischen SUR2A und SUR2B beschrankt sich somit auf die
endsténdigen 45Amincséuren des C-Terminus der beiden Proteine, ihre Homologie
betragt 97 % (Ubersichtsartikel Babenko et al., 1998. Dabei ist der C-Terminus von
SUR2B demjenigen von SUR1 dhnlicher ds der von SUR2A (Homologie insgesamt
67 %), woraus geschlossen wurde, dasser fur die Aktivierung des Kanals durch Diazoxid
erforderlich ist (Isomoto et a., 1996 Ubersichtsartikel Yokashiki et a., 1999. Neuere
Untersuchurgen von D'Hahan et ad. (1999 sowie von Dérschner et a. (1999
widerspredchen deser Vorstellung jedoch (s.u.).

Hingegen fihren de verschiedenen C-Termini von SUR2A und SUR2B zu
Unterschieden in der MgAD P-Abhéngigkeit, der Thermodynamik sowie der Affinitéten
von Off nern undSchliessern (Hambrock et al., 1999.

Der SUR spidt eine wichtige Rolle fir die Regulation der Kanaaktivitdt. Wie oben
erwdhnt bestzt die Kpg-Untereinheit enzeln exprimiert keine regulatorischen
Eigenschaften, sie wird erst durch direkte Asziation mit SUR funktionsfahig (Lorenz et
al., 1998 D'Hahan et a., 1999: Koexpresson mit SUR1 verleiht dem Kana zusétzlich
zur  Kg-indwierten  ATP-Empfindichkeit noch KCO-  (Diazoxid-) und
SU- (Tolbutamid-) Empfindichkeit und \erschiebt die habmaximae Hemm-
konzentration (ICsg) fur ATP von= 100uM auf = 10-25uM (Ubersichtsartikel Y okoshiki
eta., 1998.

SUR1 vermag also dem von Kg6.2 formierten Kanal regulatorische Eigenschaften zu
verlehen, dach ist er auch ungekehrt auf die Asoziation mit diesem angewiesen, da
auch SUR dleine eprimiert keinen funktionsfdhigen Kand - sondern lediglich ene
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1.5 Struktur und Regulation von K atp-Kanalen

hochaffine SU-Bindurgsdelle- stellen kann (Aguilar-Bryan et al., 1995 Ubersichts-
artikel Babenko et d., 1998: Fir SUR1 exigtieren zwel Glykosylierungsdellen an den
Positionen Asn-10 und Asn-1050 (Aguilar-Bryan et a., 1998, de in Abb.1.2 as
baumartige Strukturen dargestellt sind. SUR1 weist nadh Core-Glykosylierung im
Endofdasmatischen Reticulum (ER) ene relative Molekilmasse von 140kDa auf. Bei
Koexpresson mit der a-Untereinheit Kigr6.2 erhoht sich der Glykosylierungsgrad von
SURL: er besitzt nummehr eine Masse von 150170kDa und erscheint in deser Form in
der Plasmamembran. Interessant ist die Tatsadche, dass bei alleiniger Expresson SUR1
nur core-glykosyliert bleibt und ncht in de Plasmamembran weitertransportiert wird; er
verharrt viedmehr in intrazellul@en Membranen (Ozanne @ d.,1995. Fir die
Waelterleitung von SUR1 vam ER in den Golgi-Apparat, wo de terminale Glykosylierung
stattfindet, und von dd in de Plasmamembran ist aso de Koexpresson mit Kg6.2
natwendig, beide Untereinheiten asoziieren im ER (Clement et a., 1997 Zerangue d al.,
1999.

1.5.1.2.2 Die molekulare Struktur der 3-Untereinheit

Die genaue Topdogie des SUR konrte bisher noch nicht entschlisselt werden. Tusnady
et a. (1997 nehmen an, dass der SUR 17 Transmembransegmente (TMS) besitzt,
welche in drei Gruppen vonje 5, 6 und n@hmals 6 TM S angeordnet sind, woduch de
Transmembrandaménen TMD 0, 1, 2gebildet werden. Als Mitglied der ABC-Familie
besitzt der SUR weiterhin zwel Nukleotidbindurgsdellen (NBF, nucleotid binding
folds), eine in der intrazellul&ren Schleife zwischen den Transmembrandomanen, de
andere an intrazelluléaren Carboxylende (Abb. 1.2).

Damit befinden sich 11TMS zwischen dem extrazell uldr gelegenen NH,-Terminus und
der ersten Nukleotidbindurgsgelle und weitere 6 var der zweiten NBF, auf welche der
intrazelluldr gelegene C-Terminus folgt. Klasgscherweise besitzen ABC-Proteine
12TMS mit 2 NBFs, der SUR besitzt also 5TMS am NH»>-Ende mehr, welche die
TMD 0 hilden.
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Zum charakteristischen Aufbau der NBFs gehtren de sog. Waker A-und B-Motive
(Walker A-Motiv: -GlyXXGlyXGlyLysSer/Thr-, wobel X eine beliebige Aminaoséaure
darstellt; Walker B-Motiv: -YYYYA sp-, wobei Y ene hydrophole Aminoséure
darstellt; Abb.1.2; Walker et al., 1982 und eine verbindende (linker) Region (Higgns,
1992 Aguilar-Bryan et a., 1998 Schwanstecher et a., 199§, welche das g.
consensus motif, -leu-ser-gly-gly-gin-, enthdlt. Die Lysinreste des Walker A-Motives
interagieren mit den (3- undy-Phosphaten des ATP (Saraste ¢ a., 1990 Higgins, 1992
Schwanstedher et al., 1998, die Aspartat-Reste des Walker B-Motives mit Mg?*.

Das Walker A-Motiv ist Teill der Nukleotidbindurgstasche und i.A. zur Bindurg von
MgATP und MgADP befahigt, jedoch wird de inhibitorische Wirkung von ATP Uber
die a-Untereinheit vermittelt (s.0.).

Bei Mutationen im Bereich der Lysin-Reste der NBFs verliert der Kanal sowohl seine
KCO-Empfindlichkeit as auch seine Aktivierungsféhigkeit durch MgADP, de
Hemmung durch ATP hingegen bleibt erhalten (Gribble & al., 1997 Nichadls et a.,
1996. Somit ist die Offnung nativer Karp-Kandle durch MgADP (wahrscheinlich
MgNDPs) wohl Uber die NBFs vermittelt.

Diese Wirkung ist pathoplysiologisch von grossr Bedeutung, da die Folge des
Verlustes der Kanal6ffnung durch Mutationen in desem Bereich der NBFs des SUR1
der sog. famili &re Hyperinsulinismus (PHHI, persistent hyperinsulinemic hypoglycemia
of infancy) ist. Bel dieser Erkrankung liegt das Ruhepotential der Zellen standig bel
ca —-35mV, was einer dauernden Depadarisation entspricht. Die hierdurch gesteigerte
L-Typ-Ca®*-Kanalaktivitat treibt die Insulinsekretion hah (Aguilar-Bryan und
Bryan,1996. Auch Mutationen an Kg6.2 konen de persistierende
hyperinsulindmische Hypoglykamie ausldésen (s.0.). Bislang besteht die Therapie dieser
Erkrankung in der subtotalen Pankreaomie (Cook undBryan, 1998.

Krankheiten mit Beteili gung des SUR2-Gens snd kislang nicht bekannt.

ABC-Proteine verfligen charakteristischerweise tiber ATPase-Fahigkeit (Higgins, 1992
Ko und Pedersen, 1995 Koronakis et al., 1995 Travis et a., 1993 Ubersichtsartikel
Ashcroft und Gribble, 1998, welche durch Mutationen im Bereich dieser Lysinreste
vermindert bzw. aufgehoben wird (z.B. P-Glykoprotein). Fir den SUR jedoch ist die
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Rolle der ATP-Hydrolyse noch unKar und bisher nicht experimentell demonstriert
worden. Die Ergebnise von Gribble d@ al. (1997 sowie von Nichds et a. (1996
weisen alerdings darauf hin, dassauch am SUR die Hydrolyse von ATP eine wichtige
Rolle fur die Kanalaktivitat spielt. Diese Annahme wird gestitzt durch de Tatsade,
dass die Bindurg und Wirkung der KCOs hydrolysierbare Nukleotide afordert (s.u.).
Vermutlich bewirkt die Hydrolyse von ATP ein Umklappen, eine Konformations-
anderung des SUR, wodurch de Bindurg des Offners erst moglich wird (Ames et al.,
1992 Schwanstecdher et d., 1998.

In de as der ATP-Hydrolyse resultierenden Konformationsdnderungen des
SUR-Molekils sheint die Verbindurgsschleife (linker region) mit dem consensus motif
verwickelt zu sein (Schwanstedher et al., 1998.

Ueda ¢ a. (1999 fanden heraus, dass MgADP die Bindurg des Photoradioliganden
¥p.Azido-ATP an SURL sabilisieren konrte. Mutation der NBF2 von SUR1
reduzierte nicht die Bindurg von 3?P-Azido-ATP, jedoch deren Stabili sierung durch
MgADP. Mit diesen Ergebnisen konrte gefolgert werden, dass 3°P-Azido-ATP
vornehmlich an der NBF 1 hindet, wohingegen de Bindurg von MgADP an NBF 2
erfolgt; beide NBFs zeigten pasitive Kooperativitét. Spekulativ bleibt, wie die Aktion
der Nukleotide an den NBFs die Kanalaktivitéat regulieren; sicher scheint jedoch, dass
beide NBFs fur die Kanalaktivierung notwendig sind (Ashcroft und Gribble, 1998
Schwanstedher et al., 199§. Ueda d@ a (1999 nahmen an, dass die gleichzeitige
Besetzung von NBF 1 duch ATP und vonNBF 2 duch MgADP eine Kana 6ffnung
bewirkt. Die genaue Steuerung des Karp-Kanals durch de Nukleotide ist weiterhin
Gegenstand intensiver Forschung

Im Nierenepithel, genauer gesagt in den Hauptzellen des Sammelrohres, ist der Katp-
Kanal nicht aus den hisher bschriebenen Untereinheiten, Kir (a-Untereinheit) und SUR
(B-Untereinheit), zusammengesetzt. Die a-Untereinheit wird hier vom ROMK2-Kanal
gestellt (Renal Outer Medulla K™ channel; Kgr1.1b), die Funktion des SUR wird vom
CFTR (Cystis Fibrosis Transmembrane Conduwctance Regulator; McNichds et a.,
1996 Ubernommen. Der ROMK2-Kana (Zhou et al., 1999 ist eine SpleissVariante
von ROMK1, dem ersten Konierten einwérts rektifizierenden K*-Kanal (Ho et d.,
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1993. SUR wird in der Niere nicht exprimiert (Aguilar-Bryan et a., 1995, wohingegen
CFTR, en bekanntes Mitglied der Familie der ABC-Proteine, dat exprimiert wird
(Riordan, 1993. In Gegenwart aktivierter Proteinkinase A und MgATP agiert CFTR als
Cl'-Kana: seine Aktivitat wird sowohl von Glibenclamid as auch von Katp-Kanal-
Offnern mit K,-Werten im uM Bereich gehemmt (Sheppard und Welsh, 1992.
Koexpresson von ROMK2 und CFTR in Xenops-Oozyten erzeugt einen K*-Kanal,
der durch intrazelluldres ATP und Glibenclamid gehemmt wird (McNichdas et a.,
1996.

1.5.2 Physiologische Eigenschaften von Katp-Kanélen

Die Einzelkanalleitfahigkeit der Karp-Kande betragt in Kardiomyozyten =80 pS
(Noma 4 al., 1983 Trube und Hescheler, 1984 Tung und Kurachi, 1991 Y okoshiki et
a., 1997 undin B-Zellen des Pankreas = 56-65pS (Midler et a., 1986 Rorsman und
Trube, 1985 Trube & 4a.,1986 unter symmetrischen Bedingungen mit
140-150mM K*. In glatten Gefassnuskelzellen ist die Einzelkanall eitfahigkeit gering
bis mittelgross (22 pS) in einem K*-Gradienten von 60zu 130mM (Zhang und Bolton,
1995 1996.

1.5.2.1 Seuerung s Karp-Kands durch ATP, (Mg)ADP undPIP,

Die Effekte von ATP und (Mg)ADP auf die Karp-Kanéle lassen sich in mindestens drei
Kategorien eintellen: neben der fir die Karp-Kandle darakteristischen Hemmung,
bewirkt ATP ihre Reé&ktivierung (refreshment) und MgADP ihre Stimulation. PIP;
bewirkt durch Verschiebung der ATP-Empfindlichkeit die Feineinstellung des Kanals.

1.5.2.1.1 Hemmung des K arp-Kanas durch ATP

Intrazellulé&r zugegeben hemmt ATP (+ Mg®) die K g6.2-enthaltenden Karp-Kandle
dabei liegt die habmaximale Hemmkonstante mit 1540uM (Ohno-Shosaku et

18
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a., 1987 Ashcroft und Kakei, 1989 relativ niedrig; hieraus wirde ane totae
Hemmung bei einem zytosolischen ATP-Spiegel von ca 3-5mM in z.B. B-Zellen
(Ubersichtsartikel Yokoshiki et al., 1998 resultieren. In Experimenten in der perforated
patch-Konfiguration konrte jedoch gezeigt werden, dass einige Karp-Kande &tiviert
werden und in Abwesenheit von Glucose die Hintergrundeitfahigkeit (major
background condictance) erhalten konrten (Ashcroft und Ashcroft, 1990 Smith et al.,
1990 Ubersichtsartikel Yokoshiki et a.,19989. Aus diesem Grunde wurde
angenommen, dassausser ATP noch andere Regulatoren fur die Karp-Kanalaktivitét in
Betracht gezogen werden missen:

So hat auch ADP eine gewisse Affinitédt zur inhibitorischen ATP-Bindurgsdelle, jedoch
eine niedrigere Potenz. Fur gew6hnich wird deser hemmende Effekt von ADP am K|r
durch seine stimulatorische Komporente an SUR Uberlagert (s.u.).

Als weiterer Regulator kommt das Membranphasphdipid PIP, (Phospatidyl-
inositol-4,5-bisphosphat) in Betradht. Fur dieses konnten némlich Baukrowitz et a.
(1998 sowie Shyng und Nichads (1998 zeigen, dass es einen aussergewdhnlichen
Einflussauf die ATP-Empfindli chkeit des Kanals hat (s.u.).

1.5.2.1.2 Run-down undRe&ktivierung des K atp-Kanals durch ATP

In ATP-freier Losung oOffnen Karp-Kandle, dann jedoch kommt es zum
Aktivitatsverlust, kurz run-down genannt (Trube und Hescheler, 1984 Ubersichten:
Ashcroft und Ashcroft, 199Q Babenko et a., 1998 Okuyama d al.,1998. Diese
charakteristischen Eigenschaften erkléren sich duch einen zweifachen ATP-Effekt: im
intakten Zellmili eu wirkt endagenes ATP im mikromolaren Bereich inhibierend, mit
Abfallen der ATP-Konzentration resultiert eine Aktivierung, die jedoch nach und rach
verschwindet; somit scheinen geringe ATP-Mengen zur Erhaltung der Kanafunktion
notwendig zu sein (Babenko et a., 1998. Eine Inaktivierung des Kanals lasg sich auch
durch Applikation von holen Ca®* Konzentrationen (>10 uM) herbeifiihren (Furukawa
etal., 1996.
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Die Inaktivierung kann adlerdings durch kuze Applikation millimolarer
MgATP-Konzentrationen teilweise wieder riickgangig gemadt werden (refreshment).
Da die Wiederherstellung der Aktivitsd Mg® bzw. Mn? erfordert und nicht-
hydrolysierbare Nukleotide unwirksam sind, ist anzunehmen, dass MgATP die
Kanalaktivitédt durch einen hydrolyseabhéngigen Prozess (Furukawa & a., 1994
Ohno-Shosaku et a., 1987 unterhdlt. Der Kanal wird somit wohl von einem nicht-
aktivierbaren (nonoperationd) in einen aktivierbaren Zustand gebracht. Um die
Aktivitdt des Kanals wieder vollsténdig herzustell en, ist zudem die Zugabe von F-Actin
nétig (Furukawa d al.,1996. Hierdurch wird ein Zusammenhang zwischen der
Intaktheit des Zytoskeletts bzw. der Aktinfilamente und dr Aktivierbarkeit
(Verhinderung des run-downs) des Kanals deutlich. Umgekehrt bewirkt die
Depdymerisation von Aktinfilamenten, d.h. de Entkopdung des Kanals vom
Aktin-Zytoskelett den run-down des Kanals (Furukawa d al., 1996.

Weitere mogliche Erklarungen fur den Ubergang vom aktivierbaren in den
inaktivierbaren Zustand sind einmal Phaosphaylierung-Dephasphaylierung (Olesen
und Bundgaad, 1993 andererseits: Furukawa d al., 1994 1996 und schliesdich de
Hydrolyse anionischer Phasphdipide, von denen angenommen wird, dass $e den Kanal
in seinem aktivierbaren Zustand stabilisieren (Hilgemann und Ball, 1996 Fan und
Makielski, 1997). Welcher Medhanismus nun tatsdclich verantwortlich ist oder ob es
gar mehrere sind, ist Gegenstand der Diskussgon. Maoglicherweise wirkt der
Mg?**-erfordernde Effekt von ATP direkt auf die Kanaluntereinheiten oder auf die
Stabilit & der Aktinfilamente an.

1.5.2.1.3 Stimulation des Katp-Kanals durch MgADP
In Abwesenheit von Mg®* hemmen hote Konzentrationen (1-4 mM) von ADP und
vieler weiterer NDPs den Kanal, die Bindurg erfolgt hierbei am K r. MgADP-Bindurg

am SUR hingegen stimuliert die Aktivitdt des Katp-Kanas und kann von ATP
vorgehemmte Kanale &tivieren (Ubersichtsartikel Y okashiki et al., 1998.
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Andererseits konren NDPs auch in Abwesenheit von ATP den Kanal stimulieren
(Dunre & da., 1986 1986h Tung und Kurachi, 1997). Tung und Kurachi haben 1991
festgestellt, dass NDPs die Kanaaktivitdt nach dem sog. rundown (S.0)
wiederherstellen konren, und laben daher das Vorhandensein einer spezifischen
NDP-Bindurgsgelle (N site; stimulatorisch) postuliert, welche den Kana in einem
aktivierbaren Zustand erhdlt; moglicherweise handelt es sch hierbei um die NBF 2 des
SUR.

Insgesamt lase sich ads einfadhistes Modell fur die Regulation des Kanads aus
SUR/Kg6.x durch ATP bzw. ADP folgendes annehmen: ATP hemmt die Aktivitéat des
Kanads und erhdlt diesen in enem aktivierbaren Zustand, Fluktuationen im

ADP-Spiegel dagegen sind entscheidend fur die physiologische Regulation.

1.5.2.1.4 Feineinstellung durch PIP,

Die ATP-Empfindiichkeit des Katp-Kanals wird duch den endogenen PIP,-Spiegel in
der Zellmembran bedanfluss (Baukrowitz et a, 1998 Shyng und Nichads, 1998.
Isolierte Membranstlickchen zeigten steigende ATP-Empfindlichkeit, entsprechend
einem graduellen Verlust an PIP, (vermutlich duch Lipidphosphatasen). Applikation
mikromolarer PIP,-Konzentrationen auf die zytoplasmatische Seite des Membran-
patches hingegen reduzierte die halbmaximale Hemmkonzentration fur ATP nadh einer
gewissen Zeit, welche vermutlich fur den Einbau von PIP, in de Membran bendétigt
wurde, von =10puM auf =3 mM. Anders ausgedrickt konrte PIP, die
ATP-Empfindlichkeit des Kanals verschieben, genauer gesagt reduzieren. Dies erklért
die Beobaditung, dass in intakten [-Zellen des Pankreas Kaliumkanalaktivitét
beobaditet werden konrte, obwohl die hier vorliegenden zytoplasmatischen
ATP-Spiegel von ca 3-5mM den Kana in isolierten Membranstiickchen vadlstandig
hemmen (ICspoca 10 uM) (Ashcroft, 1998.

Da die Aktivitdt manch anderer K\gr-Kandle durch PIP, geregelt wird (Huang et d.,
1999, ist es nicht Uberraschend, dassPIP, mit der K|g6.2-Untereinheit des Karp-Kanals
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interagiert (Baukrowitz e d.,1998. Moglicheweise wird dese Regulation von dr
Anwesenheit von SUR beenflusg, in welcher Weise dlerdings, ist noch unkar.

Ebenso it der Medhanismus, Uber welchen PIP, die ATP-Empfindichkeit reduziert, nicht
bekannt. Zwe mdogliche Erkl&rungen snd denkbar, ersens eine Verdnderung der
ATP-Bindurg duch PIP, (Kompdtition un die gleiche oder ene Uberlappende
Bindurgsgdie af Kr6.2 odr negativ alosterische Kopdung der Bindurgsgelen), und
zweitens eine Erhdhurg der negativen Ladurgen an der Oberfladhe der Membran, welche
mittels eektrostatischer Effekte die Korzentration des negativ geladenen ATP-Molekiils
reduziert (Ashcroft, 1999.

Die Stabiliserung des Kare-Kands in seinem aktivierbaren Zustand wird wesentlich durch
die Intakthet des Aktinzytoskeetts bestimmt (s.0., Furukawa & d.,1996. PIP, hemmt
nahezu dle Aktin-bindenden Proteine, de Aktinfilamente begrenzen und trennen (Furukawa
et d., 1999 und es konrte gezeigt werden, dessPIP, den run-down des Kands hemmt Auf
welche Weise diese Hemmung duch PIP, dSattfindet, ist alerdings noch urgeklé&t: Die
Hydrolyse von PIP, reaultiet in der Produlion von Inastoltriphosphat (IP3) und
Diag/iglycerol (DAG), welche wiederum ProteinkinaseC (PKC) aktivieren hbew. [Ca];
erhéhen. Eine Erhohury der [C&"]; erleichtert jedoch eher den run-down undauch PKC
bewirkt keine Re&tivation des Kandls (Furukawa € d., 1996.

Die Bildurg der intrazellul&ren Botenstoffe Diagylglycain (DAG) und Inositoltriphosphet
(IPs) wird duch de PhosgphdipaseC (PLC) nadh Stimulation von G-Proteinen der
GyFamilie kataysiet (Forth et d.,1999. Wahrscheinlich kann de Stimulation eines
metabatropen Rezeptors, der an de PLC gekoppdt ist, Uker Variationen des PIP,-Gehdts der
Plasmamembran Kare-Aktivitdt moddieren (Baukrowitz et a.,1999. Neben Glucose
konren gadrointestinde Hormone wie Gadlrin, GIP oder Chdezystokinin (CCK) die
Insulinsekretion férdern (Dedjen und Spedkmann, 1994. Letzteres entfatet seine Wirkung
Uber eine Aktivierung der PLC (Silbernagl und Lang, 1999. Hinschtlich der Forderung der
Insulinsekretion aus pankredischen (B-Zelen it denkber, dess einersats der resultierence
Abfdl der PIP-Korzentration de ATP-Empfindichkelt des Karp-Kands erhoht andererseits
mit dem durch IP; vermittelten Anstieg der intrazell ulére Caf*-Spiegel steigt.
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1.5.2.2 Seuerung duch G-Proteine, pH, Phosphaylierung unda-Endaosulfin

Die Regulation der Aktivitét der Karp-Kandle wird neben dem Verhdltnis ATP/ADP
durch einige weitere Faktoren beanflusd. So konren Katp-Kandle z.B. durch
G-Proteine stimuliert werden. Beispielsweise wurde in Herz- und Skelettmuskel sowie
in B-Zellen des Pankreas und Koronararterien eine Kanal 6ffnung durch inhibitorische
G-Proteine beobadtet, insbesondere unter ischdmischen Bedingungen (Kirsch et a.,
199Q Terzic e al., 199%b; Nelson undQuayle, 1995 Ubersicht in Quast, 19963). Die
Applikation aktiver Formen exogener G-Protein-Untereinheiten auf die innere
Oberflache der Plasmamembran aktiviert Karp-Kandle, die zuvor durch ATP gehemmt
worden waren. (Terzic e a., 1994.

In enigen Gefasdetten werden de Karp-Kande durch geféassrweternde
Neurotransmitter und Hormone vermutlich Uber eine Aktivierung von Gs-Proteinen mit
nadhfolgendem cAMP-Anstieg und Proteinkinase A-Aktivierung indirekt geoff net
(Ubersichtsartikel Nelson und Quayle, 1995. Diesem Mechanismus unterli egen sowohl
die Relaxation der Koronargefase durch Adenosin (Daut et al.,199Q Dart und
Standen, 1993, Prostazyklin as auch sein Analogon lloprost (Jadkson et al., 1993
Ubersicht in Quast, 1996a).

Weiterhin kann der Karp-Kanal Uber den pH-Wert gesteuert werden (Lederer und
Nichads, 1989 Cuevas et a., 1991 Proks et a.,1994. Eine Absenkung des
intrazelluldren pH-Wertes unter 6,7 in Abwesenheit von ATP flhrte zu einer Senkung
der Offen-Wahrscheinlichkeit und cer Einzelkanalleitfahigkeit von K*-Kanden im
Herzen (Cuevas et a., 1991, im Pankreas (Proks et al., 1994 sowie im Nierenepithel.
In der Niere wird (ber diesen Regulationsmedhanismus die K*-Sekretion gebremst, was
andererseits die energieabhdngige Redisorption vonElektrolyten undanderen gel 6sten
Stoffen hemmtund damit Energie gespart.

Im Skelettmuskel hingegen erleichtert die Azidose die Kanal 6ffnung. Dies pasd zu der
angenommenen Funktion des Kanals, in Zeiten der Ischdmie zu dffnen und de

Energiereserven der Zell e durch gesenkte Erregbarkeit zu schitzen.
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Phosphaylierung mittels Proteinkinase A (PKA), ProteinkinaseG (PKG) oder
Proteinkinase C (PKC) stellen enen weteren Regulationsmedhanismus  fir
Karr-Kande dar (Hu et a., 1996 Light et al., 1996 Liu et a., 1996 Nelson und
Quayle, 1995. Vaskulare Katp-Kande werden Ubker Phosphaylierung durch PKA bzw.
PKG stimuliert, wohingegen sie - wie auch de Katp-Kande des Nierenepithels - durch
PKC-Aktivierung gehemmt werden (Nelson undQuayle, 1995 Quast, 1996). Kardiae
Kate-Kande hingegen werden duch PKC stimuliert, was eine bedeutende Rolle in
bezug auf den kardioprotektiven Effekt der Kaliumkanaéffnung spielen mag:
precondtioning (Liu et al., 1996 Hu et al., 1995.

Heron et al. (1998 berichteten tker die Klonierung eines endogenen Peptids mit einer
Mass von = 13kDa und einer Lange von 121Amincsduren, das in Geweben mit
beschriebener Katp-Aktivitdt gefunden wurde und ein weiterer Regulator des
Katp-Kanas sin konrte. a-Endasulfin, so der Name des Peptids, konrte Strome des
rekombinanten Karp-Kanals bestehend aus SUR1/Kg6.2 hemmen, koreentrations-
abhéngig die Insulinsekretion aus einer B-Zelllinie steigern und in Kompetiti ons-
experimenten de *H-GBC-Bindurg an desen Zellen mit einer 1Cso von =1 pM
verdrangen. Letzteres weist a-Endosulfin als einen Liganden am Katp-Kana aus,
unkar ist noch, auf welcher Untereinheit seine Bindurgsdelle liegt. Weiterhin kann de
endagene Aktivitét moglicherweise durch das Vorhandensein einer PKA -abhéngigen
Phosphaylierungsdelle noch verdndert werden (Heron et a., 1998. Weitere Studien
werden nawendig sein, um die genaue Stellung dieses Peptids in der Regulation von

nativen K ytp-Kanden zu erleuchten.

1.523 Molekulare Interaktion anvischen SJRundK g und de Roll e des Zytoskd etts

Wiefir viele lonenkand e ist auch fur den ATP-abhédngigen K*-Kanal die Einbindurgin
ein intaktes Aktin-Zytoskelett Vorausstzung fir eine regelrechte Kanafunktion (s.0.).
Die Aufrediterhatung eines intakten Aktin-Zytoskeletts ist ein energiesbhangiger
Prozess der die laufende Neubildung von Aktinpdymeren (F-Aktin) aus dem
monameren G-Aktin beinhatet (Stryer, 1991); bei ATP-Mangel kommt es zu einer
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zunehmenden Depoymerisation und damit zu einer Zerstérung der Aktinfilamente.
Dies hat auf Karp-Kande zwel unterschiedliche, zeitabhdngige Auswirkungen
(Furukawa ¢ a., 1996: einer Aktivierung fir einige Minuten folgt die zunehmende
Inaktivierung (run-down), die in einem irreversiblen Funktionsverlust resultiert und
durch eine Zugabe von MgATP nicht umgekehrt werden kann. Diesem Verhalten liegt
hochstwahrscheinlich eine zunehmende Abnahme des Polymersiationsgrades der
Aktinfilamente zugrunde. Experimentelle Depoymerisation duch de Zugabe des
Pilzgiftes Cytochalasin D konnte kardiale Katp-Kande kurzfristig aktivieren (Terzic
und Kuradi, 1996); langfristig wurde jedoch de Kanali naktivierung initii ert (Furukawa
et a., 1996; Substanzen, de die Aktinfilamente stabilisieren und vor einem Abbau
schitzen, konrten den run-down verhindern. Die Re&ktivierung von Kanalaktivitét
durch MgATP, die hichstens =60% der Ausgangsaktivitét wiederherstellen konrte
(Terzic und Kuradi, 1996, beruht auf der Bereitstellung von Energie, die fir eine
Repadymerisation von Aktinfilamenten ndig ist (Furukawa ¢ al., 1996. Irreversible
Inaktivierung, bei der MgATP ohre Effekt bleibt, tritt dann ein, wenn zur
Wiederherstellung von F-Aktin kein monameres G-Aktin mehr zur Verfligung steht.
Zugabe von CytochalasinD konrte in kardiden Karp-Kandle die hemmende
ATP-Wirkung abschwaden, was dch in ener Reditsverschiebung der
ATP-Inhibitionskurve zeigte (Terzic und Kuradi, 1996. Dies erklart die kurzfristige
Aktivierung von Katp-Kandlen bei Zerstorung des Aktinzytoskeletts. Die Wirkung von
Sulfonylharnstoffen wurde in Gegenwart von Cytochalasin D ebenfalls geschwadt
(Y okashiki et al., 19974). An Rattenaortawird die *H-GBC-Bindurg (im Gegensatz zur
®H-P1075Bindurg) nach Zerstérung des Zytoskeletts durch Cytochaasin D bzw.
Latrunculin B ebenfall s vermindert (L6ffler-Walz und Quast, 1997.
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1. Einleitung

1.6 Pharmakologische Moduation vonK rp-Kanélen

1.6.1 Kaliumkanaloffner

Die Karp-Kanaldffner (KCO, K' channel opener) umfassen eine strukturell
heterogene Stoffgruppe mit einem breiten therapeutischen Einsatzbereich, so z.B.
Hypoglykamie, Hypertonie, Arrhythmien, Angina pedoris und Asthma (Lawson,
1996, Schwansteder et al., 19998.

Die Prototypen der KCO, Pinaddil, Diazoxid, Minoxidilsulfat und
(Lev-)Cromakalim, gehdren zu den Strukturklassen der Zyanoguanidine,
Benzothiadiazine, Pyrimidine bzw. Benzopyrane. Diese Stoffe tiben ihre Wirkung
z.B. auf sekretorische Zellen, glatte (Gefass) Muskelzellen sowie Herz- und
Skelettmuskelzellen iiber eine Offnung von Katp-Kandlen aus: Sie ehohten in
Eff luxexperimenten mit Gefassgreifen den Aussrom von 2°Rb* oder *?K™*, welche
als Marker fiir die K*-Kanal6ffnung eingesetzt werden (Quast 1987 Quast und
Baumlin, 1988 Cook und Quast, 1990. Hierdurch wird, elektrophysiologisch
betrachtet, eine Verschiebung des Membranpaentials in Richtung des
Kalium-Gleichgewichtspotentials (Hyperpolarisation) bewirkt und so de
elektrische Aktivitét der Zell e reduziert (Edwards und Weston, 1993).

Die KCO wurden urspringlich far die Verwendurg am Karp-Kanal des glatten
Gefasanuskels (SUR2B/K|gr6.1) optimiert und weisen dementsprechend desem
gegeniliber eine mehr oder weniger stark ausgepragte Selektivitét auf. Sie bewirken
eine Gefasgelaxation (Quast, 1993 Edwards und Weston, 1994, was ihre
medi zinische Anwendurg als Antihypertensiva eklért. Diazoxid allerdings ist ein
KCO, welcher in den B-Zellen des Pankreas eine &énliche Potenz wie im glatten
Muskel aufweist und deshalb therapeutisch bei Hyperinsulindmie infolge d@nes
Insulinoms eingesetzt wird (Forth et al., 1996).

Der breite Einsatz der Kaliumkanal6ff ner wird beantrachtigt durch ihre geringe
Gewebespezifitét undteil weise geringe Affinitat (Lawson et al., 1996 D"Hahan et
a., 1999. Auf der Suche nach Stoffen mit einem gunstigeren Wirkprofil ist ein

26
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tiefergehendes Verstandns der Wirkungsmedanismen deser Substanzen urerlasdich.
Die molekularen Details ihres Wirkungsmedhanismus wie der Lokalisation ihrer
Bindurgsdelle sind jedoch nach immer nicht voll sténdig geklart.

Hambrock et al. (1998 sowie Schwanstedher et al. (1998 haben festgestellt, dassdie
KCO an de Untereinheit SUR des Katp-Kanals binden und @ss se fur diese Bindurg
wie ach fur ihre Wirkung an deser Bindurgsgelle die Anwesenheit von
hydrolysierbarem, Mg**-gebuncenem ATP benétigen (L6ffler-Walz und Quast, 1997
Schwanstedher et al., 1998. Punktmutationen im Walker A-Motiv oder in Verbindurgs-
bereichen der beiden NBFs heben de Aktivierung der Offnerbindurg durch MgATP
auf. Somit sind keide NBFs im nativen SUR fiir die Bindurg und Wirkung der Off ner
erforderlich. Hochstwahrscheinlich fuhrt die Bindurg undoder die Hydrolyse von
MgATP an beiden NBFs zu einer Konformationsdnderung, die den Karp-Kana
Off nerempfindich madit (Schwanstecher et a. 1998. Die ATP-Abhéngigkeit der
Offnerbindurg zeigt sich auch in Verdrangungsexperimenten mit *H-GBC, bei denen
die Offner in Abwesenheit von MgATP die *H-GBC-Bindurg nur schwach hemmen
kénren, urter Zugabe von MgATP jedoch elne stérkere Verdrangung beobadtet wird
(Schwanstedher et al., 1998.

Untersuchurngen von Schwanstedher et al. hatten 1998 eine im Vergleich zur
Konzentration fur die habmaximae Aktivierung (ECsg) 3,58ma hoéhere
Bindurgskonstante Kp an rekombinanten SURZ2B/Kr6.2-Kandlen ergeben. In
Anbetracht der Tatsache, dass K'-Kandle Oktamere ais 4Kg- und
4 SUR-Untereinheiten sind, wurde diese Rechtsverschiebung als Hinwels dafiir gesehen
werden, dassdie Offnung des Kanal's die Besetzung mehrerer K CO-Rezeptorstellen pro
Kana erfordert (Schwanstedher et al., 1999. Es wurde daher davon ausgegangen, dass
die Bindurg von 4 Offnermolekiilen zur Kanaléffnung erforderlich ist, wobei jedes
Off nermolekill eine Bindurgsdelle an der B-Untereinheit SUR besetzt (Schwanstedher
et a., 199§. Unterstitzt wurde diese Annahme durch de Hill-Koeffizienten der
Aktivierungskurven, welche zwischen 1,3 und 2,1agen undauf eine Kooperativitdt der
Wirkung hinweisen.
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In neuen Untersuchurgen von Grosset a. (1999 wurde diese Theorie jedoch widerlegt
und gezeigt, dass die Bindurg eines einzigen Off nermolekiils fir die Kanaaktivierung
ausreichendist.

Der KCO MxS verdrangt *H-P1075am SUR2B biphasisch bzw. unvdlstandig. (Hambrock
et a., 1998 1999 Schwanstecher et d., 1998 Kagp.3.2.5.3. Die Stochiometrie der
KCO-Bindurg an den SUR ist noch nicht geklart. Denkbar snd deher entweder eine
einzige KCO-Bindurgsgele pro SUR oder mehrere, nicht miteinander interagierende. Die
einfachste Erklarung der biphesischen Verdrangung it daher die Vorgtdlung zweer
Bindurgsddien pro SUR, wobei MxS die e@nzige Substanz darstellt, die urterscheidbar an
beide bindet. Anderersaits kdnrte die Bindurg von MxS an eine Bindurgsgselle efolgen,
welche von jener des verwendeten tritii erten P1075 \erschieden, aber negativ al osterisch
mit ihr gekoppdit ist. Als drittes Moddll fur die unvdl sténdige Hemmung durch MxS wurde
die Ubertragung einer Sulfatgruppe dieses Stoffes auf eine der Offnerbindurgsdelle
benadchbarte Aminosdure vorgeschlagen (Hambrock et ., 1998.

Unterschiede in den 42C-terminden Amincsduren bedingen 4-5fad nedrigere
Affinitaten fir die Offnerbindurg an SUR2A im Vergleich zur Bindurg an SUR2B;
SUR1 besitzt Bindurgskonstanten im mM Bereich. Dies zeigt, dass neben dem
C-Terminus auch der restliche Antell von SUR die Affinitdt beanflusd (Schwanstedher et
al., 1998 Hambrock et a., 1999.

Neuere Untersuchurgen weisen darauf hin, dess die Empfindichkeit fir das
Cromakaim-Anaogon SR47063 mit der Transmembrandomane TMD 2 des SUR in
Zusammenhang steht (D"Hahan et a., 1999 Uhde € al., 1999. Auch geht aus diesen
Untersuchungen hervor, dassdie Diazoxid-Wirkung, die friher stets in Zusammenhang
mit dem C-Terminus des SUR gebracht wurde (s.0), wohl eher auf komplexen
al osterischen Interaktionen mit verschiedenen Doménen des SUR beruht, wobel die
Intaktheit der NBFs unerlésdich it (Gribble d@ a.,1997. Unterschiede in der
Wirksamkeit von Diazoxid bal Karp-Kanden mit SUR1 oder SUR2A a's B-Untereinheit
konnen demnadch auf unterschiedlicher Signaltransduktion der Bindurg hin zur
Kanal 6ffnung beruhen. Dies wird duch Bindurgsdudien an rekombinanten SUR1 und
SUR2A unterstitzt, die fur Diazoxid dhnliche K;-Werte egaben (Schwanstedher et
a., 1998 D'Hahan et a., 1999.
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1.6.2 Kaliumkanalblocker

Eine sehr spezifische pharmakologische Eigenschaft von Katp-Kandlen ist ihre
Blockade durch Sulfonylharnstoffe (SU), klassscherweise durch Glibenclamid (GBC).
Weiterhin bockieren Benzamidoverbindurgen wie z.B. Repaglinid (NovoNormQ,
NovoNordiscll), Meglitinid oder AZ-DF265 d&n Kand. SU fordern de
Insulinfreisetzung aus den B-Zellen des Pankreas und werden bei der Behandlung des
Typ II-Diabetes mellit us (erhaltene Inselzell funktion) breit eingesetzt. Ausser GBC gibt
es ein Reihe weiterer Substanzen, de dle fur die Blockade pankredischer Karp-Kandle
entwickelt wurden (Quast, 19961). Hierzu zahlen beispielsweise Tolbutamid (TOL)
bzw. Glibornurid a's kurzkettige SU der 1. Generation undGlipizid bew. Gliquidonals
optimierte langkettige SU, zu welchen auch GBC gehort. Letztere besitzen zusétzlich
zur klasgschen SU-Gruppe ene Benzamidogruppe und stellen eine Besonderheit dar,
dasie beide dhemische Klassen in sich vereinen (Abb. 1.3).

of o Beide Strukturklassen entfaten ihre
Tolbutamid (TOL) /@/\S\NH)KNH/\/\ kanalhemmende Wirkung Uber eine
~ Hochaffinitatsbindurgsselle af der
/O B-Untereinheit SUR; desweiteren ist

\@‘\ /\/@/Gllbenclamld (GBC) | eine Hemmung durch niederaffine
/\/@,COOH Bindurg der Substanzen an de
\@\ a-Untereinheit  Kz6.2  keschrieben

Meglitinid (MGL)

(Gribble & al., 1997).
Interaktion der Schliessr mit der
Hochaffinitatsbindurgsgelle egibt

Abb. 1.3: Zusammensetzungder Hybridsubstanz GBC

haufig eine unvdlstdndige Hemmung des Kaliumstroms (Gribble & al., 1997
Dorschner et a., 1999. Mogliche Ursadhe ist die unvdl standige Signaltransduktion von
der Bindurg des Schliessers am SUR bis hin zur messaren Kanalblockade, welche mit
einer Konformationsdnderung der porenbildenden K z6.x-Untereinheit verbuncen ist. In
Ganzzell stom-Experimenten von Russet a. (1999 wurde diese Beobadtung al erdings
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nicht gemadit, so dass $e moglicherweise aif die patch-clamp-Konfiguration
zurlckzufihren ist.

Die verschiedenen SUR-Isoformen wurden hisher anhand ihrer unterschiedlichen
Empfindichket gegeniiber SU in Hoch- und Niederaffinitats-SUR unterschieden: den
erstgenannten stellt der pankreaische SU1-Rezeptor dar, SUR2A und SUR2B hingegen
galten traditionell als Niederaffinitéts-SUR. Neuere Untersuchungen zeigten jedoch,
dassauch de SUR2-1soformen duch GBC hochaffin gehemmtwerden kénren (Gribble
et al., 1998 Okuyama @ al., 1998 Russet al., 1999 SUR2B/K 6.1 K| =42nM).
Kurzlich konrte die Bindurgsdelle von Tolbutamid den TM-Segmente 14-16 des SURL
zugeordnet werden (Ashfield et al., 1999. Im besonderen Mass scheint ein Serinrest
an Position 1237, ds in der intrazelluldren Schleife zwischen TMS 15 und 16iegt, an
der Bindurg betelli gt zu sein; seine Mutationin Tyrosin (S1237Y) hebt den hachaffinen
Tolbutamidblock auf. Diese Erkenntnisee wurden duch Punktmutationen und duch
Synthese von Chiméren gewonren, bei denen in beiden Richtungen verschiedene
TM-Helices des Tolbutamid-unempfindlichen SUR2A durch korresponderende
TM-Segmente von SUR1 ersetzt wurden.

Weitere Bindurgsexperimente mit *H-GBC zeigten, dass die Mutation S1237 in
SUR1 de hochaffine GBC-Bindurg aufhebt und GBC nummehr einen leicht
auswaschbaren Kanalblock verursadit, der im Gegensatz zum im Wil dtyp steht, wo eine
relativ lang anhaltende Kanalinhibition beobadtet wird. Meglitinid konrte die Stréme
der Wildtypen SUR1/Kg6.2, SUR2A/K\g6.2 wie aich der S1237Y-Mutante in
gleichem Mass hemmen.

Die Beobadhtungen vonAshfield et a. (1999 untermauern de schon vonGribble € al.
(1998 hervorgebrachte Modellvorstellung (Abb.1.4), dass die Hybridsubstanz GBC
mit zwel eng benadbarten Bindurgsdelen am SUR1 interagiert (und zwar einer SU-
und einer Benzamid-Bindurgsgelle) und somit tGber zwel Kontakte en hachaffine und
gleichermassen stabile Bindurg ausbildet. An SURV/KIR6.2-Kandlen wird damit ein
langanhaltender Block erzeugt. Die Ablésung von GBC kann nu erfolgen, wenn
sowohl die SU- (Tolbutamid) als auch de Bezamid-Hélfte (Meglitinid) des Molekils
(Abb.1.3) gleichzeitig abdiszii eren.
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Abb. 1.4: Modell der Bindungsdelen an SUR1 und SUR2A (nach Ashfield et al., 1999. Dargestellt
ist das Bindungsverhalten der Hybridsubstanz GBC, dessen Benzamidogruppe durch ein Dreied (A),
seine Sulphonylharnstoff gruppe durch einen Kreis ymboalisiert ist (e ).

Da die Wahrscheinlichkeit hierfir gering ist, konrte dies der Grund fir die
Irreversibilit & (oder zumindest sehr langsame Ruckgangigkeit) der GBC-Hemmung an
SUR1 sein (Ashfield et d., 1999.

Am SUR2A hingegen hbindet GBC nur an eine (Benzamid-) Bindurgsdelle, allerdings
mit geringerer Affinitdt und Stabilitdt, was sch in einer leichter auswaschbaren
Kanalhemmung aussert und de Abhdngigkeit der Reversibilitéd der GBC-Hemmung
von cken Isoformen des SUR erklart. Da sich SUR2A und SUR2B nur in den letzten
42 Aminosduren des C-Terminus unterscheiden, ist fur SUR2B ein dhnliches Modell
anzunehmen. An SUR2B/Kg6.1 Letrégt die I1Cso flr die Bindurg von ®H-GBC an
ganzen transfizierten HEK293Zellen dlerdings immerhin nach ca 6 nM, eine
Kanahemmung in Ganz-Zell-Experimenten in voltage clamp-Konfiguration tritt mit
einer ICsp vonca 42nM auf (Russet a., 1999 s.a Dorschner et al., 1999.
Unterschiede in den letzten 42AS am COOH-Ende des Molekills, wie sie z.B. zwischen
SUR2A und SUR2B bestehen, bewirkten in Untersuchungen von Dorschner et
a. (1999 keine relevante Affinitéatsverschiebung, weshab sie schlossen dass der
C-Terminus wlbst nicht Tell der Bindurgstasche fur SU ist. Dem widersprechen
Ergebnise von Hambrock et al. (1999), welche in Abhéngigkeit vom SUR2-Subtyp
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sowohl Unterschiede in der MgADP-Abhangigkeit und der Thermodynamik der °H-
P1075Bindurg als auch in den Affinitéten fur Off ner und Gli benclamid fanden.

Fur die Hemmung von Katp-Kandlen duch SU ist die Intaktheit des Zytoskeletts
unerlasdich (Yokoshiki et a., 1997, Loffler-Walz und Quast, 1997). Als Ursacdhe fir
die verminderte Wirksamkeit von SU be zerstortem Zytoskelett wird eine
Konformationséanderung des SUR vermutet, die @ne SU-Bindurg erschwert oder gar
unmaogli ch madt.

Obwohl die Stochiometrie der Sulfonylharnstoff bindurg an den SUR noch nicht gekléart
ist, weisen Verdrangungsexperimente auf eine Bindurgsdelle pro Molekdl hin,
entsprechend vier Bindurgsdellen pro Kanal (Russet al., 1999 Dorschner et a., 1999.
Dabei ist die Frage nach der Zahl der fir die Blockade des Karp-Kanals erforderlichen
Schliessermolekile nicht endguiltig gekléart. Dorschner et al. (1999 gehen davon aus,
dass zur Schliesaung des Katp-Kanals die Bindurg von einem einzigen GBC-Mol ekl
ausreichend ist. Sie konrten zeigen, dassdie Bindurgskonstanten um einen Faktor 3-6
hoher waren als die Hemmkonstanten des Kanalstroms und der Hill koeffizient der
Hemmkurven bei 1,2 bis 1,3 lag. Russet a. (1999 hingegen fanden das umgekehrte
und vertreten de Auffasaung, dass dle vier angenommen SU-Bindurgsdellen des
Kanals besetzt sein misen, um eine Blockade zu erreichen.

Der Medhanismus der Hemmung des Katp-Kanals durch SU ist noch unwerstanden.
Beobachtungen von Gribble @ 4a. (1997 und Ashfield et a. (1999 lasen
Wedselwirkungen mit der Aktion von ADP und ATP an den NBFs vermuten. GBC
hemmt die Karp-Kanadaktivitdét moglicherweise Uber negativ  alosterische
Wedselwirkungen zur Aktion von MgATP an NBF 1 (Schwanstecher et a., 1992h
Uedaet a., 1999.

Die Bindurgsgelle(n) fir GBC ist von der Off nerbindurgsdell e des SUR verschieden
und regativ alosterisch mit ihr gekoppelt (Bray und Quast, 1992 Quast et a., 1992.
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1.7 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde an einer aus der Rattenaorta dablierten Zellinie
(A10; ATCCCRL1479 das Bindurgsverhaten verschiedener Kaliumkanal-
moduatoren charakterisiert.

A10-Zellen sind eine Zellinie, welche der Aorta thoradca der embryonalen Ratte
entstamnmt Sie besitzen viele der fir native glatte Muskelzellen charakteristischen
Eigenschaften (Kimes und Brandt, 1976. In friheren Studien fanden Holevinsky et al.
(1999 funktionelle Effekte von Katp-Kanadffnern an A10-Zellen (Blockade von
Cl-Kandlen bzw. Hyperpdarisation von A10-Zellen sowie Karp-Kanaaktivierung in
Kardiomyozyten duch den KCO P1075. Diese Beobadchtungen dienten als Grundage
fur die Hypathese, dass A10-Zellen auch Katp-Kandle exprimieren. Jedoch liessen de
Ergebnisse offen, ob de beobadtete Hyperpdarisation duch KCO an A10-Zelen
lediglich auf die Aktivierung von K*-Auswértsgrémen zuriickzufiihren ist oder ob eine
(zusétzliche) Hemmung des CI™-Auswartsdroms vorliegt. Russet al. urtersuchten 1997

die Pharmakologie dieser Karp-Kandle an ganzen Zellen mittels Bindurgs- und

elektrophysiologischer Studien und konten eine Mitbeteligung von Cl-Kanden
aushliesen. In der vorliegenden Arbeit sollte nun erstmals die Pharmakologie an
A10-Zellmembranen untersucht werden. A10-Zellen stellten zum damaligen Zeitpunk
ein leicht zugangliche Quelle fur vaskuldre Karp-Kandle in einer Zellkultur dar. Die
Moglichkeit der rekombinanten Expresson der einzelnen Kanaluntereinheiten (wie
spater an HEK293-Zellmembranen) bestand zu dieser Zeit noch nicht.

Folgli ch wurden Radioli gandenbindurgsexperimente mit dem fritii erten KCO *H-P1075
unternommen, welche die *H-P1075Bindurg an A10-Zellmembranen phermakologisch
charakterisieren sollten. Ausserdem sollte durch Vergleich der an A10-Zell membranen
erhaltenen Ergebnisse mit verschiedenen friiheren Studien an intakten Zellen (Russ et
al. 1997 Quast et a., 1992 geklart werden, inwieweit die *H-P1075Bindurg vom
Vorhandensein eines intakten Zytoskeletts abhéngig ist.
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P1075ist ein Pinaadilanalogon, welches zu den paentesten K atp-Kanal 6ff nern aus der
Strukturklasse der Zyanoguanidinderivate gehdrt (Smallwood undSteinberg, 1989 und
sich aufgrund seiner hohen Spezifitét fur die Bindurg an den SUR2-enthaltenden Katp-
Kanal zu desen Charakterisierung eignet (Bray und Quast, 1992 Quast et a., 1992
Manley et d., 1993.

Im zweiten Tell dieser Arbeit wurden, ebenfall s mittels Radioli gandenbindurgsdudien
mit dem KarpKandoffner 3H-P1075, an einer Membranprdparation  aus
SUR2B/K|g6.1-transfizierten HEK293Zellen neuartige Blocker des vaskulédren
Katr-Kanals gesucht. Vaskulare Karp-Kandle sind an der Regulation der
Reninsekretion aus den in der Tunicamedia des Vasafferens liegenden
juxtaglomeruldren Zellen beteiligt. Blocker des vaskul&ren Kanads senken de
Reninsekretion (1.4), indem sie ene Schliessung des Kanals mit nadfolgender
Depolarisation cer Zelle bewirken. Uber mehrere Schritte zieht eine Senkung der
Reninsekretion eine Relaxation des glatten Gefasgnuskels nadch sich, womit im Herz-
Kreidauf-System Vor- und Nadlast gesenkt werden. Dieses Prinzip konrte nach
Auffindurg geegneter Blocker zur Blutdrucksenkung bel renaler Hypertonie ausgenutzt
werden.

Aus Griinden der Selektivitét wurde dabei nicht an der porenbil denden Untereinheit des
Kanals (K\r6.1), sondern an der Steueruntereinheit (SUR2B) angesetzt, welche in
HEK293Zellen (human embryonal kidney cdls) nadh Transfektion mit  muriner
SUR2B-cDNA permanent exprimiert wurde (2.5.7).

Bis auf PhloxinB sind ale angesetzten Testsubstanzen etablierte Liganden an
P,-Rezeptoren (Ralevic und Burnstock, 1998. Diese Rezeptoren gehdren zur
Ubergeordneten Gruppe der Purin- bzw. Pyrimidinrezeptoren und werden in
ligandengesteuerte lonenkandl e (P.x-Rezeptoren) und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(P2y-Rezeptoren) unterschieden. Diadenosinpdyphosphate sowie ATP, ADP, UTP und
UDP sind endogene Agonisten an P,-Rezeptoren. Hieraus wurde die Hypothese
abgeleitet, dassdie Testsubstanzen, welche an P,-Rezeptor mit der ATP-Bindurgsdelle
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interagieren, auch am Karp-Kanal tber eine Interaktion mit dem SUR (z.B. Uber dessen
NBFs) Wirkung zeigen konrten.

Fruhere Untersuchungen am CFTR (Steueruntereinheit des epithelialen Kaliumkanals)
ergaben waeiterhin, dass mit anionischen Verbindurgen wie Phloxin B, Suramin
(P.-Rezeptorantagonist) die Potenz des bisher stérksten beschriebenen CFTR-Blockers,
Glibenclamid (K; =20-50uM), um wenigstens einen Faktor 20 Ulertroffen wird
(Badhmann et al., 1999. Am Katp-Kanal der pankreaischen [3-Zelle wirkt Phloxin B
kompetitiv zu Glibenclamid, d.h. leide Substanzen greifen an derselben Bindurgsdelle,
an (Schwanstecher et a., 1999.

DIDS (P.-Rezeptorantagonist), eine Substanz aus der Klasse der Stilbendisulfonate,
wurde  bekannt as Hemmer des  Anioren-Transportes und  as
Anionen-(Cl")-Kanalblocker (Maddy, 1964 Frolich, 1982 Waoll et a., 1987 Kokubun
et a., 1991 Groschner und Kukowetz, 1999. Seine Eigenschaften éhneln denen der
Sulfonylharnstoffe aufgrund ihrer chemischen Struktur, denn beide Substanzgruppen
besitzen Benzolringe und sulfonierte Reste und sind somit negativ geladen (Cabantchik
et a., 1979. Diese Tatsache veranlasge Furuwaka d al. (1993 mittels Patch-Clamp zu
untersuchen, ob Stilbendisulfonate mit dem Katp-Kana interagieren. Dabei wurde
DIDS als Blocker des Karp-Kanals erkannt. Jedoch wurde die Substanz bisher noch
nicht in Bindurgsgudien am Katp-Kanal untersucht.

Diadenosinpdyphasphate (endogene Agonisten an P,-Rezeptoren, s.0) stellen eine
endagene Stoffklasse dar, welche strukturelle Ahnlichkeiten mit ATP aufweist und
aufgrund deser Ahnlichkeit eventuell ebenso de Karp-Kanal-Aktivitdt moduieren
konnte. TatsAdlich fanden Jovanovic & a. 1996 mittels Patch-Clamp in APsA enen
potenten Antagonisten der Kartp-Kanal-Aktivitét.

Die Ubrigen Testsubstanzen wurden entweder aufgrund ihrer strukturellen
Verwandischaft mit ATP (TNP-ATP, PBy-Methylen-ATP (zudem P.x-Rezeptor-
Agonist)) oder aufgrund ihrer Eigenschaft als P.-Rezeptorantagonist ausgewahlt:
Readive Red 2 (kompetitiv), EvansBlue, CibaaonBlue (Synorym: Readive Blue;
nicht-kompetitiv), PPADS (nicht-selektiv); (Ralevic und Burnstock, 1998.
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1. Einleitung

1.8 Strukturformeln

1.8.1 Karp-Kanaléffner
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1.8 Strukturformeln

1.8.3 Testsubstanzen
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1. Einleitung
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1.8 Strukturformeln
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1. Einleitung

1.8.3.3 CFTR-Blocker
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Zur Herstellung von Konzentrationsreihen wurden von dn Substanzen zunddst
Stammlésungen in Konzentrationen von 10, 20 oer 100mM hergestellt. Als
Losungsmittel wurde Inkubationspuffer, Ethand/DMSO (1:1) oder DM SO verwendet.
Fir die wetere Verdinnurg der jewelligen Stammldésung wurden deselben
Losungsmittel verwendet, wobei die Losungsmittelendkoreentration urter 0,5% (v/v)

lag. Die Aufbewahrung der Stammlésungen erfolgte bei — 30 °C fur maximal 3 Monate.

APA 720,40 g/moal Sigma

APzA 752,40 g/moal Sigma

APA 832,40 g/moal Sigma

APsA 1098,3 g/mal Fluka

ATP-Na 551,10 g/mol Fluka

605,20 g/moal Boehringer Mannheim

Atropin 676,80 g/mol Sigma

AZ-DF 265 428,00 g/mal Thomae
By-Methylen-ATP 54290 g/mol Sigma

BSA =67000 g/mol Fluka

CaCl, * 2 H,0O 147,02  g/mol Merck
CibaaonBlue 794,2 g/mol Sigma
Creainphasphat-Na; * 1 H,0 255,10 g/mal Sigma
Credinphasphokinase (CK) 310 u/mg Sigma

CuSO, 159,60 g/moal Merck

DIDS 498,5 g/mol Sigma

DMEM + GIc4,5g/dl + L-GIn 500 mi Biowhitaker/Serva
DMSO 1 I Merck

Ethand 99% p.a 500 mi Merck
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2. Material und Methoden

Evans Blue
FCS
Folin-Ciocdteau-Reagenz (2 M)

Foridon

Geneticinsulfat

Gentamycin

Glibenclamid
3H-Glibenclamid
D(+)-Glucose* 1 H,0
HEPES

HCI

KCI

K*/Na'-Tartrat
Levcromakalim

MEM + L-GIn + Earle's Salze

MgCl,* 6 H,O
Minoxidil sulfat
MOPS

NaCl

Na,CO3
Na-EDTA
Na-EGTA
NaOH
Penicillin
Pepstatin A
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960,82
500
100
367,00

692,70

50

494,00
SA 47
198,17
238,30
33

25
74,56
282,23
286,30
500

203,3
289,00
209,30
58,44
105,99
372,24
380,40
40,00
10.000
685,9

g/moal
mi
mi
g/mol

g/mol

mg/ml

g/mol
Ci/mmol
g/moal
g/moal

%

%

g/moal
g/moal
g/mol

mil

g/moal
g/mol
g/mol
g/mol
g/moal
g/moal
g/mol
g/mol
units/ml
g/moal

Tocris

Gibco

Fluka

Testsubstanz Universitét
Koln
GibcoBRL-Life
Tedndogies
GibcoBRL-Life
Tedndogies

Sigma

Duport/NEN

Merck

Sigma

Merck

Fluka

Merck

Merck
SmithKline-Beetam
GibcoBRL-Life
Tedndogies

Merck

Sandaz

Sigma

Merck

Merck

Fluka

Sigma

Merck

Boehringer Mannheim
Sigma



2.1 Chemikalien

PBS
PF5

Phenylmethylsulfonylfluorid
Phloxin B
Pinaadil
PPADS

P1075
*H-P1075
QNB

*H-QNB
Readive Red 2
STI
Streptomycin
Suramin
TNP-ATP
TRIS
Trypsin/EDTA
Ukraine 1

Ukraine 3

Ukraine 4

Ultima Gold

500
310,00

174,20
829,66
245,33
725,42
231,30
SA =120
337,00
SA 44
615,3
10.000
10.000
1429,2
782,2
121,14
0,5/0,2
410,00

533,00

501,00

2,5

ml
g/mol

g/mol
g/mol
g/mol
g/mol
g/mol
Ci/mmol
g/mol
Ci/mmol
g/mol
units’/mg
ng/mi
g/mol
g/mol
g/mol

%

g/mol

g/mol

g/mol

Biowhitaker/Serva
Testsubstanz Universitét
Kéln

Fluka

Fluka

Sandaz

Tocris

Leo Pharmacaiticds
Amersham Buchler
RBI/Biotrend
RBI/Biotrend

Sigma

Sigma

Boehringer Mannheim
Sigma

Moleaular Probes

Fluka
Biowhitaker/Serva
Testsubstanz Universitét
Kéln

Testsubstanz Universitét
Koln

Testsubstanz Universitét
Kéln

Padkard
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2. Material und Methoden

2.2 Puffer und Medien

Alle Puffer wurden im Kiahlraum (6°C) gelagert. Die Puffer, die bel den
Bindurgsversuchen mit Rattenherzmembranen verwendet wurden, sind in dem

jewelli gen Kapitel in Anhang A bzw. B aufgefthrt.

Puffer 1
Hypotoner Puffer fur die Praparation von A10-Zell membranen
a 10mM HEPES
1 mM EGTA
b. 5mM MOPS
1mM EGTA

Die Substanzen wurden in a. demin. gel6st und de Losung im Kiahlraum (6 °C) Gber
Nadt abgekuhit. Der pH-Wert wurde anschlief3end auf Eis mit NaOH (1 M) auf 7,4
eingestellt.

Puffer 2

Isotoner Bindungspuffer fur A10-Zell membranen

Die in friheren Experimenten an Rattenherzmembranen (s. AnhangA) etablierte
Verwendurg von HEPES als Puffersubstanz in Experimenten mit Membranen wurde
auf MOPS umgestellt, nachdem sich bei der Proteinbestimmung eine Interferenz mit
HEPES herausgestellt hatte (2.3).

a 10mM HEPES
139mM NaCl
5mM KCl
1.2mM MgCl,
b. 5mM MOPS
139mM NaCl
5mM KCl
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2.2 Puffer und Medien

Diesem Puffer wurde zunachst im Inkubetionsansatz
1,2mM MgCl,
1mM NaATP
zugefugt, nach Optimierung jedoch stets
3,8mM MgCl,
3mM NapATP.
Von Puffer 2a bzw. 2b wurden jewells zwel Losungen hergestellt, jeweils einmal mit
pH 7,4 kei 0 °C undeinmal mit pH 7,4 kel 37 °C.
Die Substanzen wurden in a. demin. gel6st, entweder im Kuhlraum (6 °C) Uber Nadt
abgekihlt oder im Wasserbad (37 °C) erwarmt und der pH-Wert bei 0 °C (auf Eis) oder
bei 37 °C mit NaOH (1 M) auf 7,4 eingestellt.

Puffer 3
Hypotoner Puffer fur die Praparation von HEK293-Zell membranen
10mM HEPES
1mM EGTA

Die Substanzen wurden in a. demin. gel6st und de Losung im Kahlraum (6 °C) Gber
Nadt abgekiihlt. Der pH-Wert wurde anschlieRend auf Eis mit NaOH auf 7,4
eingestellt.

Puffer 4
Isotoner Bindungspuffer fir HEK293-Zell membranen
5mM HEPES
139mM NaCl
5mM KCl
Diesem Puffer wurde im Inkubetionsansatz
3,8mM MgCl,
3mM Na,ATP
zugefugt.
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2. Material und Methoden

Von Puffer 4 wurden zwei Losungen hergestellt, eine mit pH 7,4 kel 0 °C und eine mit
pH 7,4 bei 37°C. Die Substanzen wurden in a demin. gelost, entweder im Kihlraum
(6 °C) Uber Nadht abgekiihlt oder im Wasserbad (37 °C) erwérmt und der pH-Wert bei
0 °C (auf Eis) oder bei 37 °C mit NaOH (1 M) auf 7,4 eingestellt.

Puffer 5
Inkubationspuffer fir Ganzzll versuche
5mM HEPES
139mM NaCl
5mM KCI
1,2mM MgCl,
Die Substanzen wurden in a demin. gelést, und de Loésung im Kihlraum (6 °C)
gelagert. Vor jedem Ganzzellversuch wurden 80ml entnommen und far 40 Min. im
Wasserbad bei 37 °C mit Carbogen (95 % O./5 % CO,) begast. Nach Einstellung des
pH auf 7,4wurden
11mM D (+) - Glucose sowie
1,25M CaCl,
hinzugegeben. Der Puffer wurde bis zum Beginn der Inkubetion weiter begast.

Puffer 6
Puffer zur Herstellungvon Geneticin—Sammdsungen
100mM HEPES
Die Substanz wurde in a. demin. gel6st, und ar pH-Wert bei RT mit NaOH (1 M) auf
7,4 eingestellt. Anschlief3end wurde die Losung bei 4 bar und 121°C fir eine Stunde

autoklaviert.

Waschpuffer

Verdinnung @ Bindungansétze vor der Filtration
Tris 50mM
NaCl 154mM

Als Losungsmittel fur die Substanzen diente a demin. Es wurde ene zehnfach
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2.2 Puffer und Medien

konzentrierte Stammldsung angesetzt, die zur Herstellung des Waschpufers 1:10
verdunrt wurde. Vor der pH-Einstellung wurde die Losung Uber Nadcht im Kihlraum
(6 °C) abgekuhit. Die Einstellung erfolgte auf Eis (04 °C) mit HCI auf pH 7,4.

Hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum (FCS)

Serumzusatz 2im Zell kulturmedium

Fir die Kultivierung der HEK293-Zellen wurde dem Kulturmedium hitzeinaktiviertes
FCS zugesetzt, welches zum Wadstum der Zellen erforderliche mitogene Faktoren
enthalt.

Die Hitzeinaktivierung wurde durchgefuhrt, um eventuelle Restaktivitdéten von
Serumproteasen zu urterbinden. Dazu wurde die bis dahin bei —30°C aufbewahrte
500ml-Flasche aifgetaut und im Wassrbad (55°C) fur 30Min. htzeinaktiviert.
Danach wurde die Flasche bis zu ihrer jeweiligen Verwendurg im Kuhischrank
aufbewahrt.

Kulturmedium 1
Kulturmedium fir die A10-Zdllinie

DMEM 80%
hitzeinaktiviertes FCS 20%
Penicillin 100units/ml
Streptomycin 100pg/ml

Es wurde jeweils eine Flasche DMEM (500ml) frisch angesetzt und bs zur
Verwendurg im Kihlschrank aufbewahrt. Zur Verwendurg wurde esim Wasserbad auf

37 °C erwdrmt.

Gefriermedium 1
Kryokonservierungvon A10-Zellen

DMEM 60 %
hitzeinaktiviertes FCS 20%
DMSO 20%

Jewell s frisch angesetzt undauf Eis (04 °C) verwendet.
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2. Material und Methoden

Trypsin/EDTA-LGsung
Abldsen der A10-Zellen von den Kulturschalen
Trypsin 0,15%
EDTA 0,06%
Aus den Stammlosungen wurden entsprechend werdiinrte Aliquots hergestellt (in
Dulbec@’'s PBS, Biowhitaker), die bis zu ihrer Verwendurg bei —20°C aufbewahrt

wurden.

Kulturmedium 2
Kulturmedium fir die HEK293-Z€lli nie

MEM (Minimum Essential Medium) 90 % (v/v)
hitzeinaktiviertes FCS 10% (v/v)
Gentamycin 20 pg/ml

Es wurde jewell s eine Flasche MEM (500 ml) frisch angesetzt und s zur Verwendurg
im Kuhlschrank aufbewahrt. Gentamycin wurde in 6 ml - Stammldsungen angesetzt
(c=2mg/ml), ba —20°C aufbewahrt und kei der Herstellung des Kulturmediums

zugegeben. Zur Verwendurg wurde esim Wasserbad auf 37 °C erwéarmt.

Gefriermedium 2
Kryokonservierungvon HEK293-Zellen
Jewell s frisch angesetzt:
Gefriermedium 2A MEM + 40 % (v/v) FCS
Gefriermedium 2B MEM + 20% (v/v) DMSO
Nacd Zugabe von gleichen Antellen aus Gefriermedium A und B wurden die Zellen in
einer Endkoreentration von 20% FCS, 10% DM SO in MEM eingefroren.
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2.2 Puffer und Medien

Geneticin
Zur Selektion derjenigen transfizierten HEK293-Zellen, de das Plasmid mit der cDNA
der jeweiligen Untereinheit des Katp-Kanals (Kr6.1, SUR2A oder SUR2B),
aufgenommen haben, wurde Geneticin, ein Aminoglykosi d—Antibiotikum mit toxischen
Wirkungen auch auf eukaryontische Zell en, zugegeben.

30mg/ml Geneticinsulfat
Die Substanz wurde in sterilem Puffer 6 gelost, in 1 ml-Reaktionsgeféal3e diquaiert und
im Kahlschrank bel —20 °C aufbewahrt.

Stammlésungen fur die Proteinbestimmung

Lowry A: Lowry B:

2% (W/v) NaoCO3zin NaOH (0,1 M) 1% (w/v) CuSO,in a. demin.
Lowry C: Lowry D:

2 % (w/v) K*/Na'-Tartrat in a. demin. Folin-Ciocdteau-Reagenz (2 M)

Lowry A - C wurden als Stammldsungen hergestellt und kel RT aufbewahrt. Lowry D
wurde fertig erworben.

Lowry E:
Lowry A 98 Telle
Lowry C 1Tell
Lowry B 1Tell
Lowry F:
Lowry D 1Tel
a demin. 1Tel

Lowry E undF wurden fir jede Proteinbestimmung frisch angesetzt.
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2. Material und Methoden

2.3 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkorzentration wurde nadh Lowry et al. (195])
durchgefuhrt. Membranen, Homogenate, ganze Zellen bzw. der Puffer, in welchem das
Protein gel6st war, wurden in NaOH (0,1 M) verdiinrt, so dal3 de Proteinkorzentration
im linearen Bereich der Standardmef3kurve bestimmt werden konrte.

Die Standardmef3kurve wurde zuvor mit Rinderserumalbumin (BSA) erstellt, das in
verschiedenen  Konzentrationen in NaOH (0,1M) gelost wurde. Die
Konzentrationsreihe mit BSA wurde ds Eichgerade aufgetragen. Es konnte festgestellt
werden, da3 de Puffersubstanz HEPES mit der Proteinbestimmung erheblich
interferiert. MOPSPuffer zeigte eenfalls eine Retion, sie war alerdings viel
schwadher ausgepragt. Der Grund herflr liegt in der chemischen Struktur dieser
Puffersubstanzen mit ihren frelen Stickstoffgruppen. Fir HEPES wurde auch eine
Extinktionskurve bei verschiedenen Konzentrationen in NaOH (0,1M) erstellt
(Abb. 2.1, Einschub).

Die Proteinbestimmung erfolgte in Halbmikrokuvetten. Zu jeweils 200pl verdiinrtem
Protein oder Puffer bzw. NaOH (0,1 M) beim Leewert wurde zunddhst 1 ml Lowry E
gegeben und rach 5Min. Inkubetionsdauer zusétzlich 100ul Lowry F.

Die nunin der Klvette vorliegende L6sung wurde danach mit einem dinren Spatel gut
durchgemischt und kei RT fur 20 Min. inkuhiert.

In einem Spektraphaometer (HITACHI U-3.000 wurde sodann de Mesaung der
Proteinkoreentration duchgefiihrt. Die Well enlange der Wolfram-Lampe betrug dabei
770nm bel einer Spaltbreite von 5nm. Die optische Dichte (OD;7o) der jeweiligen
Probe und des Puffers wurde gegen die des Leawertes gemessen.

Die OD;7olag bis zu einer Proteinkorzentration vonca 30 g (in der Kivette) unter 0,3
und zeigte ene lineae Abhangigkeit (Abb.2.1) wie ach der anféngliche
Kurvenverlauf mit der Puffersubstanz HEPES (Abb. 2.1, Einschub) Die zur Berechnurg
der Proteinkorezentration gebil dete Differenz zawischen der Extinktion des Proteins und

der des Puffers war somit ebenfalslinea.
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2.3 Proteinbestimmung

Bei Proteinextinktionen urter 0,3 konne die Funktion der Eichgeraden angewendet

werden: OD77O
OD,,, = 0,0087(m bzw.

Prot

Moot “ 00087 (Gl 1abzw. 1b)

wobei mpro die Proteinmenge in der Kivette in pug und OD57o die Proteinextinktion kew.
Diff erenzextinktion (Protein-Puffer) bezeichnet.
Bei Uberschreiten des lineaen Bereichs wurde die Proteinmenge nach der

Séttigungsfunktion (gestrichelte Linie) extrapaliert:

OD,, =1113— " pay  m,. =102300 Dm0
10230+ mg,, 111-0OD,,,  (Gl. 2abzw. 2b)
O 6 1 1 1 1 ] ] 1 1 ] | 1 ] ] 1 | 1 1 1 1 ]
] - :
05 .1 -
- D,r: ® e m -
1° .
0-4 __ ® OD770 = 2,26 * nygpgs | X "m--‘ _—
: O OD770=1,28 * nygpes /(0,56 +nyeps) : .m"“ :
(= - o0 0 o1 02 03 04 ) -
',: . Nyepes, Mmol /200 pl E B
a 03 7] 0
o i
0.2 - :
0.1 -
O_O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80

Mp,ot» MG Protein/200 pl

Abb. 2.1: Eichkurve fur Proteinbestimmung nach Lowry. Die Daten sind Mittelwerte aus 5-9
Einzdbestimmungen aus zwei Experimenten+ SEM. Die durchgezogene Linie (-) gibt den lineaen
Bereich bis 30pg Protein wieder; bel Bertcksichtigung aller Mel3punkte ehdt man eine
Séttigungsfunktion (gestrichelt, ) Einschubx Einfluld der Puffersubstanz HEPES auf die Extinktion. Die
Daten sind Mittelwerte aus 3-5 Einzdbestimmungen aus einem Experiment + SEM. Lineaer Bereich bis
0,1 pmol/200pl.
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2. Material und Methoden

2.4 Kultivierung vonA10-Zellen

Die A10-Zdlli nie stammt aus der Aortathoradcader embryonalen Ratte, es handelt sich
um eine transformierte glatte Muskelzelle, die die Kontraktilité& verloren hat, aber
einige Rezeptoren undKande exprimiert, darunter den Katp-Kanal. Die Zélli nie wurde
von dr ,American Type Culture Colledion®* (ATCCCRL1476 erworben. Zur
Kultivierung der Zellen wurden jeweils 10 ml flissges Kulturmedium 1 zu den Zellen
in eine Petrischale (Fa. PRIMARIA) aus Plastik mit 9,4cm Durchmesser gegeben. Die
Temperatur im Brutschrank mit hoher Luftfeuchtigkeit sowie @nem Verhdtnis von
95% Luft zu 5% CO, betrug 37°C. Alle 3-4 Tage wurde an Medienwedsd
durchgefuihrt. Sobald die Zellen eine Konfluenz von 83100% (ca 1-1,5Milli onen
Zellen) erreicht hatten, wurden sie passagiert (1:2 - 1:6). Dabel wurde zunadst das
Medium (Kulturmedium 1) abgesaugt und de Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA-LAsung
fur 5-10Min. ba 37°C im Brutschrank inkubert, so da3 sie sich von dbr
Schalenoberflache aldsten. Die Zellen wurden dann mit der Pipette mit 3 ml Medium 1
abgespiit und in ein 50ml-Gefé3 Ukerfihrt. Die Aussaa der Zellen erfolgte nad
Zentrifugation (500x g, 5 Min.), Resuspension undVerdiinnurg in Kulturmedium 1.

2.4.1 Einfrieren von A10-Zdlen

Es wurden Zellen verwendet, die in Petrischaen eine Konfluenz von 7080%
(ca 1 Million Zellen) erreicht hatten. Sie befanden sich somit in der exporentiellen
Wadstumsphase. Nadh Absaugen des Mediums und Ablésen der Zellen duch
Trypsinierung (s.0) wurden de Zellen zentrifugiert (500x g, 5Min). Der Uberstand
wurde agesaugt, die Zellen in einer Konzentration vonca 10° Zellen/ml (entsprechend
ca 1 Schale) in eiskaltem Gefriermedium 1 resuspendiert. Es wurden Aliquas von 1ml
Gefriersuspension in Kryoréhrchen fir 30 Min. auf Eis gestellt, anschlief3end fur 24 Std.
bei —80 °C aufbewahrt undschliefdlich in flissgem Stickstoff konserviert.
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2.4Kultivierung von A10-Zellen

2.4.2 Auftauen von A10-Zdlen

Der Auftauvorgang wurde moglichst rasch durchgefiihrt, um den Kontakt der Zellen mit
dem Detergens DM SO mdglichst gering zu halten. In ein 50ml-Gefél wurden ca 12-
15ml Kulturmedium 1 (37 °C) vorgelegt. Im Wasserbad (37 °C) wurde @n aus dem
fliissgen Stickstoff entnommenes Kryordhrchen mit 10° Zellen/ml schnell aufgetaut, bis
gerade noch ein Eisdift erkennbar war. Die Zell suspension wurde dann rasch aus dem
Kryor6hrchen in das vorbereitete 50 ml-Geféald Gbkerfihrt, dadurch in Medium verdinrt
und k& 500x g 5Min. lang zentrifugiert. Der entstandene Bodensatz (aufgetaute
A10-Zellen) wurde in 10ml Kulturmedium resuspendiert, in eine Petrischale (10 cm)
ausgesit undim Inkubator zur weiteren Kultivierung aufbewahrt.

2.4.3 Herstelung einer mikrosomalen Membranfraktion aus A10-Zellen

Alle Arbeitschritte wurden bei 0 °C durchgefthrt (Lésungen und Kulturschalen auf
Eis). Die Kulturschde mit den Zdlen (Konfluenz ca 80-90%, Zellzahl
ca 1-1,5Milli onen) wurde ca 1-2 Min. auf Eis inkubert, danach wurde das Medium
abgesaugt. Die Zellen wurden mit 3 ml hypotonem Puffer 1 Gberschichtet und herdurch
osmotisch aufgebrochen. Nadh ca 30 s konrten sie mit dem Zell schaber abgeschabt und
in ein Zentrifugenréhrchen dkerfihrt werden. Die Schale wurde mit weiteren 5ml
hypotonem Puffer 1 abgespiit. Zentrifugiert wurde bei 100.000x g fur 60 Min. Der
Uberstand wurde égesaugt, der Bodensatz in Inkubetionspuffer 2 resuspendiert und
kurz (3s) im PoLYTRON-Homogenisator bei 10000rpm homogenisiert. Nun wurde
entweder sofort en  Filtrationsbindurgsexperiment  durchgefihrt oder die
Membransuspension in ein Kryorohrchen Glkerfihrt und kel -80 °C eingefroren. Nach
dem Auftauen wurde die Membransuspension nach einmal homogenisiert (PoLY TRON-
Homogenisator, 5-8 s, 10000rpm).

Der Proteingehalt pro Schale (ca 1-1,5 Millionen Zelen bel einer Konfluenz von
80-90 %) betrug 2,1+ 0,4 mg Gesamtprotein, entsprechend ca 1,3mg Membranprotein
pro 1C Zellen (s. Kap.3.1).
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2.Material und Methoden

2.4.4 Praparation von ganzen A10-Zellen

Al10-Zellen wurden bei einer Konfluenz von 8090% (1-1,5 Millionen Zellen pro
Schale) verwendet. Die Zellen wurden im Medium 1 mit einem Zellschaber von cer
Schalenoberflache ageschabt, zunadhst in 10ml Kulturmedium 1 (37 °C) und rach
Resuspension in 10ml Inkubetionspuffer 2 (37°C) bei RT zentrifugiert (500x g,
5Min.). Der Bodensatz wurde wiederum in Inkubetionspuffer 2 resuspendiert und de

erhaltene Zellsuspension sofort nach Bestimmung des Anteils der Iebenden Zellen
mittels Trypanblau ((3,6+0,7* 10°) lebende Zellen pro Schale) in enem
Filtrationsbindurgsexperiment (2.6.1) verwendet.

Abb. 2.2: Lichtmikroskopische Darstellung von A10-Zellen mit der fur sie typischen lénglichen Form.
Die Abbildungentstand in 20-facher VergréRerungim Diff erenz-Interferenz-K ontrastmodus.
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2.5Kultivierung von HEK293-Z€llen

2.5 Kultivierung vonHEK293-Zellen

Die HEK293-Z€llinie stammt aus menschlichen embryonalen Nierenzellen (Human
Embryonal Kidney Cells), die durch den DNA-hatigen Adenowvirus Typ 5 tumors
transformiert und dadurch immortalisiert waren (Graham et al., 1977.

Die Zdlinie wurde freundicherweise von Dres. T. Kriger und J.E. Schultz (beide
Fakultat fur Chemie und Pharmazie, Abt. Pharmazeutische Chemie, Universitét
Tlbingen) zur weiteren Verfligung Gberlassen.

Die Zellen wurden jewellsin 10ml Kulturmedium 2 in einer Petrischale (Fa. GREINER,
Frickenhausen) aus Plastik mit 9,4 cm Durchmesser bei einer Temperatur von 37°C im
Brutschrank mit hoher Luftfeuchtigkeit sowie eénem Verhdltnis von 95% Luft zu 5%
CO; kultiviert. Sobald de Zellen eine Konfluenz von 7080 % (7-10 Milli onen Zellen
pro Schale) erreicht hatten, wurden sie in einem Verhdtnis von 12 - 1:4 passagiert.
Dabei wurde zunadst das alte Medium abgesaugt; anschlief?end wurden bei einer
1:3-Passage die Zelen mit 9ml ewamtem frischem Medium von cer
Schalenoberflache agesplit und auf 3 neue Kulturschalen verteilt, wobel jewells noch
7ml Medium sowie 100l Geneticin pro Schale hinzugefiigt wurden. Durch das
zugegebene Geneticinsulfat konrten de Zellen, de transfiziert wurden, von dn
nicht-transfizierten selektiert werden, da sie mit der aufgenommenen DNA auch eine
Geneticinresistenz erworben hatten.

2.5.1 Transfektion

Die Transfektion der HEK293-Zell en wurde von Frau Dr. A. Hambrock durchgeftihrt.

Zur Transfektion wurden Kulturschalen mit 60-80%iger Konfluenz der
pcDNA 3.1-Vektor (Invitrogen) zugesetzt, der die kodierende Sequenz fir murinen
SUR2A (Genbank-Bestellnummer D86037 oder SUR2B (D8603§9 oder Kr6.1
(D88159 enthielt (Isomoto et al., 1996 Yamada € al., 1997). Die Transfektion wurde
unter Verwendurg von LipofektAMINE und Opti-MEM  (Life Techndogies)
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2. Material und Methoden

durchgefuhrt; und zwar wurden gemd? Herstellerinformation entweder 4 ug DNA
(K\r6.1) oder 6,4ug (SUR2B) oder 6,4ug (SUR2A) und 60l LipofektAMINE pro
Kulturschale zugegeben. Man liel3 de Zellen de Fremd-DNA fir 48 Stunden
exprimieren. Die Isolierung der stabil transfizierten Zellen wurde ereicht, indem die
Zellen 2Tage nach der Transfektion mit frischem Medium abgelost, und de
Zellsuspension 1:20(v/v) in geneticinhdtigen Medium (700pug/ml) verdinrt wurde.
Nadh 2Monaten wurde das Geneticin auf 450ug/ml, weitere 2 Monate spéter auf
300ug/ml reduziert.

2.5.2 Einfrieren von HEK293-Zdlen

Es wurden Zellen verwendet, die in Petrischalen eine Konfluenz von 7680% (7-10
Millionen Zellen pro Schale) erreicht hatten; die Schalen wurden in einem 1:2 ocer
1:3-Verhdtnis auf vorbereitete Kryorohrchen vertellt und eingefroren (2-5 Mio. Zellen
pro Kryoréhrchen): nach Absaugen des alten Mediums wurden de Zellen in 4ml
Gefriermedium 2A/Schale von der Schalenoberflache agesplit und zentrifugiert
(500x g, 5Min). Wahrenddessen wurden 500ul Gefriermedium 2B in de anzelnen
Kryoréhrchen vorgelegt. Nadh der Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt, die
Zellen entsprechend dem Teilungsverhdtnisin 1,5 kzw. 2 ml/Schale Gefriermedium 2A
resuspendiert. Von deser Zell suspension wurden 500ul in de Kryordhrchen abgefllt,
bei —80°C fiur 24 Stunden aufbewahrt und schliefdlich in flissgem Stickstoff
konserviert. Vor alem die letzten Schritte eforderten rasches Arbeiten, um die
Kontaktzeit der Zellen mit dem Detergens DM SO mdgli chst gering zu helten.
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2.5Kultivierung von HEK 293 Zédllen

2.5.3 Auftauen von HEK293-Z€len

Der Auftauvorgang wurde ebenfalls moglichst rasch durchgefiihrt, um die Kontaktzeit
der Zellen mit dem Detergens DM SO so gering wie moglich zu halten.

In ein 50mI-Gefal3 wurden ca 10 ml Kulturmedium 2 (37 °C) vorgelegt. Im Wasserbad
(37°C) wurde en aus dem flisdggen Stickstoff entnommenes Kryorohrchen mit der
Zellmenge von YaSchale schnell aufgetaut, bis gerade noch ein Eisgift erkennbar war.
Die Zellsuspension wurde dann rasch aus dem Kryoréhrchen in das vorbereitete
50 ml-Gefald tkerfuhrt, dadurch in Medium verdinrt und kei 200x g 2-3 Min. lang
zentrifugiert.

Der entstandene Bodensatz (aufgetaute HEK293-Zellen) wurde in 10ml Kultur-
medium 2 resuspendiert, in eine Petrischale (Durchmesser 9,4cm) ausgesét und radch

Zugabe von Geneticin (300 ug/ml) im Inkubator zur weiteren Kulti vierung aufbewahrt.

Abb. 2.3: Lichtmikroskopische Dar stellung von HEK293-Zellen mit den firr Sie typischen Zellaud&ufern.
Die Abhildungentstand in 40-facher Vergroferungim Diff erenz-Interferenz-K ontrastmodus.
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2. Material und Methoden

2.5.4 Herstellung einer mikrosomalen Membranfraktion aus HEK293-Zellen

HEK?293-Zellen wurden bei einer Konfluenz von 6380% (7-10 Milli onen Zellen pro
Schale) verwendet. Die Zellen wurden im aten Medium (10 ml/Schale) abgesptit und
darin bei RT zentrifugiert (500x g, 10Min.). Die Zellen wurden duch Resuspension
des Bodensatzes in hypotonem Puffer 3 lysiert (pro Schale 4 ml hypatoner Puffer) und
ultrazentrifugiert (100000x g, 60Min.). Der Bodensatz wurde kurz (3s) im
PoLYTRON-Homogenisator bel 10000rpm homogenisiert und in Inkuketionspuffer 4
resuspendiert (je 3 Schalen 1 ml Inkubeationspuffer), in Kryordhrchen aliquatiert und kel
—80°C eingefroren. Nach dem Auftauen wurde die Membransuspension nach einmal
homogenisiert (PoLYTRON-Homogenisator, 5-8s, 10000s), aso insgesamt zweimal,
bevor die Membranen im Versuch verwendet wurden.

Die Effizienz der Membranprdparation wurde in n= 3 Pr8parationen urtersucht, bei
denen Schalen mit 80-85% Konfluenz eingesetzt wurden. Die Zell z&hlung erbradite
7,1+ 1,6x 10° Zellen/Schale, dies entsprach in  der  Proteinbestimmung
3,0+ 0,1mg/Schale. Nadh Lyse und anschliefiender Ultrazentrifugation der Zellen
erscheinten von deser anfanglichen Proteinmenge, die 100% gesetzt wurde, im
Homogenat 60+ 5% (1,7+ 0,2mg/Schale), 23+ 2 % verblieben im Uberstand; der
Proteinverlust hierbel betrug 15+ 4 %.

2.5.5 Préparation von ganzen HEK293Zellen

Experimente an ganzen Zellen setzen deren Vitalitéa und Integritdt wahrend der
gesamten Pr8paration sowie der Inkubation mit dem Radioliganden varaus. Um dies zu
garantieren, wurde en begaster, O,- und CO,—gesdttigter Puffer verwendet, der mit
Glucose angereichert war (Puffer 5); desweiteren wurde versucht, ale Arbeitschritte
moglichst bei 37 °C zu halten.

Vor jedem Ganzzell versuch wurden 80ml begaster Puffer hergestellt. Die Begasung mit
Carbogen (95% O.,/5 % CO,) erfolgte fur 40Min. im Wassrbad bei 37°C. Nad
Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 wurden 11mM Glucose und schliefdlich 1,25mM
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2.5Kultivierung von HEK293-Z€llen

CaCl; zur lonenbalance zugegeben. Der Puffer wurde wahrend des gesamten Versuchs
weiterbegast.

Zdlen (aus 1-4 Kulturschalen) mit einer Konfluenz von 40 bis hochstens 85 %
(3-10Mio. Zelen pro Schale) wurden mit begastem Puffer abgeldst und in einem
Volumen von 20ml fur 5Min. bei 500x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgesaugt; der Bodensatz wurde zur Entfernung von Medienresten, de die
Proteinbestimmung verfélscht hétten, in 10ml begastem Puffer resuspendiert und erneut
fir 5Min. bal 500x g zentrifugiert (Waschschritt). Nach Abschiitten des neuerlichen
Uberstands wurde der Bodensatz in begastem Puffer resuspendiert und wahrend der
anschli ef3enden Inkubationsphase im Wasserbad bel 37 °C gehalten. Eine Schale lieferte
abhangig von der Konfluenz ca 1—3,5mg Protein; die finale Proteinkoreentration in
den Ansétzen bewegte sich zwischen 0,1 und 0,9ng/ml (0,3—3,2* 10° Zellen/ml).

2.6 Radioligandenbindungsexperimente

Mit Hilfe der Radioligandenbindurg lassen sich de Rezeptorenzahl sowie die Affinitét
zwischen Rezeptor und Radioligand lew. Rezeptor und keuzreagjierender, nicht
radioaktiv markiertermLiganden in einem Prédparat direkt bestimmen.

Die Radioligandenbindurg ist reversibel und gehorcht dem Massenwirkungsgesetz
(MWG). Dabel liefert die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp ein Mal3 fur die
Stérke der Bindurg. Die Hemmung der Radioligandenbindury
(Kompetiti onsexperiment) durch nicht-markierte Liganden (Inhibitoren) ist ein Beispiel
fir ein Gleichgewichtsexperiment und ermoglicht die pharmakologische
Charakterisierung der jewells untersuchten Bindurgsdelle. Umgekehrt kann duch
Zugabe steigender Konzentrationen eines gedgneten Aktivators (wie dwa MgATP) die
Radioligandenbindurg gesteigert werden (Aktivierungsexperiment).

Ein weiteres Gleichgewichtsexperiment stellt das Sattigungsexperiment dar, bei
welchem die Rezeptorkonzentration korstant gehalten, die des Radioliganden dagegen

varii ert wird.
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Im Gegensatz zum Gleichgewichtsexperiment untersucht man mittels Ligand-Rezeptor-
Kinetik die zeitli chen Bindurgsabléaufe und kann fir ein imolekulares Bindurgsmodell
die Geschwindigkeitskonstanten der Hin- (kon) und Ruckregktion (ko) ermitteln.

In adlen Fallen wird der Rezeptor (z.B. in einr Membranfraktion) mit dem
Radioliganden inkubiert. Danach mufd cer frele Ligand van gebundenen abgetrennt
werden. Dies kann z.B. in einem Filtrationsbindurgsexperiment geschehen.

2.6.1 Filtrationbindungsexperimente

Mit dem hier beschriebenen Versuchsablauf wurde die Radioligandenbindurg an A10-
Zellmembranen, ganzen A10-Zellen, Rattenherzmembranen, HEK293-Zellmembranen
undganzen HEK293 Zell en gemesen.

A10-Zellen wurden bei einer Konfluenz von 8090 % verwendet. Die Herstellung einer
Zellsuspensionist in Kap. 2.4.4 leschrieben.

HEK293 Zellen wurden bei einer Konfluenz von 4085% verwendet. Schalen mit
hoherer Konfluenz erzielten in einigen Versuchen eine deutlich geringere spezifische
Bindurg und wurden aus diesem Grunce fir weitere Bindurgsversuche nicht mehr
eingesetzt. Die Herstellung einer Zell suspensionist in Kap. 2.5.5 keschrieben.
Al0-Zellmembranen, Rattenherzmembranen und HEK293-Zellmembranen (zur
Herstellung der jeweiligen Membranen s. 2.4.3, 7.1.2.2 2w. 2.5.4 wurden nach dem
Auftauen hamogenisiert (PoLYTRON-Homogenisator; =5s bei 10.000rpm) und im
Versuch eingesetzt.

Die Inkubation des Proteins mit dem jeweili gen Radioliganden erfolgte bei 37°C in
Ansdtzen von zumeist 1 ml Volumen. Nach Ablauf der Inkubetionszeit wurden aus
jedem Ansatz drel Aliquas (V =0,3ml) in eiskaltem Waschpufer verdinrt und urer
Vakuum uber Glasfaserfilter (Whatman GF/C fur Experimente an A10-Zellmembranen
sowie fur Ganzzell versuche (sowohl an A10- wie auch an HEK293-Zellen), GF/B fir
Experimente an HEK293-Zellmembranen) in einer Multifiltrationsanlage mit Hilfe

einer Membranpumpe d@gesaugt. Da die Maschen dieser Filter enger as die festen

60



2.6 Radioligandenbindungsexperimente

Bestandteile des Préparats gewéhlt wurden, dieben dese auf dem Filter zurtick. Um
unspezifisch im Prdparat gebundcene Radioaktivitdt zu entfernen, wurden de Filter
zweimal mit ca 8 ml eiskaltem Waschpufer (Zusammensetzung s. 2.2gewaschen. Die
Aktivitdt des gebundenen Radioliganden wurde in einem Szintill ationszéhler gemessen.
Dazu wurde dem auf dem Filter befindichen gebundenen Radioliganden in
Szintill ationsgeféRen 6 ml Szintill ationsflissgkeit (Ultima Gold) zugegeben und e
einer Effizienz vonca 0,5auf *H gezahlt.

2.6.2 Radioligandenstudien

Um festzustellen, obeine spezifische Bindurg des Radioli ganden in einem vorliegenden
Préparat existiert, wurden Gleichgewichtsexperimente vom einfachen Typ durchgefiihrt,
in denen aus<chliefdlich de totale und de unspezifische Bindurg (Brot bzw. Bys, S. 2.7)
bestimmt wurden. Da die optimale Inkubetionszeit nicht bekannt war, wurde éne Zeit
gewdhlt, die sich ba Versuchen mit demselben Radioliganden an &hnlichen
Préparationen vartell haft erwiesen hatte. Bel Vorliegen einer Bindurgsdelle wurden
Kompetitionsexperimente  angeschlossen, un  Aussgen  hinsichtlich  der
Bindurgskonstanten Kp, der Anzahl der Bindurgsdellen und es Hill -Koeffizienten zu
treffen; durch kinetische Experimente konrten Informationen Uber die ungefdhre
Affinitdt des Radioliganden und de Stabilitd des Rezeptor-Ligand-Komplexes
gewonren werden. Anhand letzterer war man in der Lage, die Inkubationszeit zu

optimieren.
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2.7 Modédl der Rezeptorbindunggudien

Es wird de Bindurg eines Radiolabels, L, an eine Klase von ncht miteinander

wedselwirkenden Bindurgsgell en angenommen.

(Gl. 1)
R+L QE‘T C

wobei R die freile Rezeptorkonzentration, L die frele Ligandkoreentration, C der
Rezeptor-Ligand-Komplex, k. die Asziationsgeschwindigkeitskonstante (M™s?) und
k die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante (s™*) darstell en.

Im Gleichgewicht gilt das Massenwirkungsgesetz:

K, = k _ ROL G.2)
k, C

Dabei ist Kp die Gleichgewichtsdisoziationskonstante (mol/l).
Weliterhin gelten de Massenbilanzen

R,=R+C und L,=L+C (Gl. 3abzw 5b)
Der Index ( bedeutet totale Konzentration; also total = frei + gebuncen.
Die Experimente werden nach Mogli chkeit so angelegt, dald gilt

R, << L, U L,=L (Gl.5c)

d.h. de totale Ligandkoreentration ist viel grofRer als die totale Rezeptorkonzentration;
der gebundcene Antell des Radioliganden sollte stets unter 5 % li egen.
Im Experiment Uberlagert sich der spezifischen Bindurg des Radioliganden an de
Rezeptoren, Bs, immer die durch das unspezifische Kleben des Liganden am Protein
undam Filter verursadhte nichtspezifische Bindurg, Bys.
Bns Wird gemessen, nachdem die spezifische Bindurg durch einen UberschuRan kaltem
Liganden (Lxat= 1000* Kp) blockiert wurde.
Experimentell bestimmt werden detotae, Bror, und de nichtspezifische Bindurg, Bys.

Aus diesen |3t sich Bgberechnen:

B, =B, -By; Bs=C (Gl. 2)
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2.7.1 Sattigungsexperiment

Gemessn werden Bror undBys as Funktion der freien Labelkonzentration, L.
Da Bys eine schwade Bindurg des Liganden an sehr viele Bindurgsplétze darstellt, bei
der eine Séttigung nicht erreicht wird, gilt folgender lineaer Ansatz:

B =all (Gl 7)
Die spezifische Bindury, Bs, wird aus (Gl. 1) und(Gl. 3abzw 5b) errechnet (Bs = C):
K = RO _ (R,-C)L, -C) (Gl. 8)
C C

Diese Gleichung 143t sich urter der Bedingung (5¢) umformen in

c=rot
L+K (Gl. 9)
woraus ersichtlich ist, da® de spezifische Bindurg, Bs=C, mit der freien
Ligandenkoreentration in Form einer rechtwinkligen Hyperbel wadst, ihre Séttigung
fur C -> Ry erreicht undHalbséttigung bei L = K vorli egt.
Direkt mel3bar im Experiment sind Bror, Bns und L =Lo—Btor—Bns. Die
Bindurgsisotherme ist dann de Summe der spezifischen undunspezifischen Interaktion
des Liganden.
B, = R, Dﬁ + oarl (Gl. 10)

Nad Anpasaung der Daten an Gl. 10 liefert der berechnete Graph Byax (= Rg) undKp
(= K).

2.7.2 Kompetitionsexperiment

Ausgegangen wird vonfolgender Re&ktion:

| (Gl. 11)
+

R+L
11
RI

RL

T
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mit | = Inhibitor, L = radioaktiver Ligand, R = Rezeptor, R = Rezeptor-Ligand-Komplex
undRI = Rezeptor-Inhibitor-Komplex.

Bemerkungen: In der Prdparation gibt es nur eine Klase von Bindurgsdellen
(Rezeptoren); L undl sind in Kompetition um R. Gemessen wird de Abnahme von RL
bei steigenden Konzentrationen von I. Im Versuch werden zur Zeit t=0 L und |
gleichzeitig zur Rezeptorpraparation zugegeben und de Gleichgewichtsenstellung
abgewartet.

Die beobadhtete Grofe ist RL, die ds Funktion des zugegebenen Inhibitors in einer
Hemmkurve dargestellt wird:

Aus den Massenwirkungsgesetzen fur die beiden oben dargestellten kompetiti erenden

Reé&ktionen

K, = RIL bzw. K, :%

(Gl. 12abzw 12b)
erhdt man duch Umformen urter der Vorausstzung Ry << Lo, lo:

LIK, K,(+L/K,)
1+L/K, K, @+L/K)+I (Gl. 13)
RL(I =0) DDDDODAO

-

RL=R,

Der Mittelpunkt der Hemmkurve befindet sich bel einer Inhibitorkonzentration von

I =K, (1+ L/Ky) undwird mit ICso bezeichnet.

Die Beziehung zwischen 1Cso und K, heiss Cheng-Prusoff-Gleichurng (Cheng und
Prusoff, 1973 underlaubt die Berechnurg von K,. Hierzu mu3K, bekannt sein:

L
IC., =K +—
o % KLE (Gl. 14)

Eine andere Moglichkelt zur Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten
K, (und auf¥erdem von K ), ebenfalls mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichurg, besteht in
der Auftragung der verschiedenen ICso-Werte der einzelnen Experimente gegen de
zugegebene Ligandenkorzentration, L.

Durch einfache Umformung der Cheng-Prusoff-Gleichung erhdt man eine
Geradengleichung mit Ordinatenabschnitt K, undSteigung K//K . :
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K
1Csy = K_ID-O + K, (Gl. 15

Im Fale der homologen Kompetition (VerLdréngung des Radiolabels durch sein

unmarkiertes Analogon) gilt:

IC,, = K, + L, bzw. K, = IC, - L,
(Gl. 16)
Unter Einbeziehung der Cheng-Prusoff-Gleichung [at sich de Hemmkurve nun
beschreiben als

i -
RL = RL0) 0—2— logarithmért RL:&
1Cso + 1 1+10P% ™ (Gl. 17abzw.17h)

Dabei gilt px =-1log .
Fir den in den Experimenten erreichten Séttigungsgrad vy, die Fraktion der mit Ligand
besetzten Rezeptoren, gilt im Fall e der homologen Kompetiti on:

y= o=t
R, L+K Gl. 18)

Hieraus 18 sich de maximale Bindurgskapazitat, d.h. de Gesamtrezeptorenzahl,

Bumax = Ro, berechnen zu

1 _L+K (Gl. 19)

2.7.3 Aktivierungsexperiment

Im umgekehrten Fall der Aktivierung der Radioligandenbindurg durch Zugabe
steigender Konzentrationen eines Aktivators, A, gilt fur die Aktivierungskurve:
RL = RL0) A logarithmert RL:ﬂ

E +A A -pEGy
o 1410 (Gl. 20a bzw. 20b)

Hierbel beschreibt die ECsy den Mittelpunkt der Aktivierungskurve, pA den negativen

LogarithmusvonA.
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2.7.4 Verallgemeinerung der Bindungsisotherme nach Hill

Gelegentlich ist die Bindurgsisotherme steiler oder flacher, as es (Gl. 17a bzw.17b
bzw. (Gl. 10) entspricht. In desem Fall wird (Gl. 17a bzw.17b bzw (Gl. 10) durch de
Einfihrung eines Exporenten n (= nH = Hill-Koeffizient) veralgemeinert. Fir die

Inhibitionskurve gilt dann:

IC! IC!
= B.(0)0—>— + B bzw. B. = B.(0) O0——>3>
BTOT s( ) |CQO+|n NS S s( ) |C5nO+|n

(Gl. 21abzw. 21b)
Fir die Séttigungsi sotherme gilt:

(Gl. 22
Dabel gilt: Bs(0) = Bs zum Zeitpunkt t = 0. Fir Bindurgsdudien lassen sich duch ny

folgende Schluf¥olgerungen ziehen:

n=1 ubli che Bindurgsisotherme; Vorhandensein nur einer Klasse von richt
miteinander wedhselwirkender Bindurgsgellen

n>1: positive Kooperativitédt; mehrere Ligandenmolekiile binden mit
steigender Affinitét an den Rezeptor

n<1: negative Kooperativitét; die Bindurg des ersten Liganden erschwert die
Bindurg weiterer Ligandenmolekiile; kommt in der Natur sehr selten vor.
Meist sind in der Prgparation mehrere Klasen von Bindurgsgellen
enthalten, de sich in ihrer Affinitdt fir den Liganden um weniger as
einen Faktor 10-30 urterscheiden. Da die @nzelnen Komporenten dann
nicht mehr deutlich voreinander getrennt sind, ergibt sich eine homogen
flach abfallende Kurve.
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2.7.5 Kinetik

Die Re&ktion wird duch Zugabe des Proteins zum Radioliganden zum Zeitpunk t=0
gestartet. Gemessen wird de Zunahme von RL Uber die Zeit, t (Asziationskinetik)
bzw. die Abnahme von RL nadh Zugabe dnes Uberschusses an kaltem Liganden
(Dissoziationskinetik) nach Gle chgewichtseinstell ung.
Fir Hin- undRickregtion ergeben sich nach (Gl. 1)

Hinrkt. : v, =k, [RIL bzw. Rickrkt.: v. =k [C (Gl. 23)
Die Hinre&ktion folgt also einer Kinetik 2. Ordnurg, die Rickregtion einer Kinetik
1.Ordnury. Die Anderung der Komplexkonzentration Uker die Zeit (dC/dt, kurz
C genannt) ergibt sich aus der Summe von Hin- undRiickreaktion:

C = k,[RIL - k[T (Gl. 24)
Unter der Bedingung (Gl. 3abzw 5b) erhélt man durch einige Umformungen

C + (k,,+k ) OC = k, [, [R,
%/—J %/—J
kapp Hinrkt (GI 25)

Somit wird de Anderung von RL (ber die Zeit durch eine inhomogene
Differentialgleichung 1. Ordnurg beschrieben, deren Losung lautet
I-0

- —_ ~Kapp [t i -
clt) = Cmm(l e ) mit C_ RODL07+K

(Gl. 26abzw. 26b)
Hierbel sind:
C.. = Konzentration des Rezeptor-Ligand-Komplexes im Gleichgewicht
Kapp = Scheinbare Assoziationskonstante; aul¥er von den eigentlichen Zeitkonstanten k
und k. nach vonLgabhéngig (Talarida1995.
Die Geschwindigkeitskonstante dieser Reektion, kg, enthédt die kinetischen
Konstanten der Hin- undRuckregktion:

Kopp = K, (Lo +K_ (Gl 27)
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Durch Ausklammern von kund(Gl.2) erh@lt man:

_ L Gl. 28
kapp_k_%+K—‘;E (Gl 28)

Die Halbhil dungszeit t' 1, in der sich de Halfte von C,, formiert, und de Halbwertszeit
ty» des Komplexes berechnen sich zu

_In2 bzw t'y = In2
%k ' % k.,
PP (Gl. 29abzw. 29b)

t

Der Verlauf der Disziation entspricht einem monacexporentiellen Zerfall und kann mit

Hilfe der exporentiell en Zerfall sgleichung quantifiziert werden:

RL(t)=C, @D
(Gl. 30)

2.8 Datenauswertung

2.8.1 Kompetitionsexperimente mit *H-P1075

Alle Ergebnise wurden ds Mittelwerte + Standardabweichung des Mittelwertes
(standard error of the mean, SEM) ausgedriickt. Bel 1Cso- oder Kp-Werten sind in
Klammern de 95%-Konfidenzintervalle angegeben (s.2.9. Fir die enzelnen
Experimente wurden de Daten an de (Gl. 21a bzw. 21b angepal¥. Die Experimente
einer Serie wurden dann as % Bs gemittelt zusammengefaldt, dabel wurde der Fehler
duch leicht unterschiedliche Radioligandenkoreentrationen (Abweichurg <5 %)
vernadlassgt. An de so erhatenen Werte wurde die logarithmierte Form der (Gl. 21a
bzw. 21b) angepaldt:

100 100
1+ 10—n[ﬂpx— pICso) bzw. BS (I ) - 1+ 10‘( px=plCsp)

(Gl. 31abzw. 31b)

Bs(l) =
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2.8 Datenauswertung

Fir eine enfadhe, einstufige Verdrangung glt ny = 1; bel der endgultigen Auswertung
von Experimenten, in denen de Vorausstzung ny= 1 nach Anpasaung an Gl. 21a bzw.
21b erfullt war, wurde zur Minimierung der Fehler der Hill -Koeffizient in der Formel
gleich 1gesetzt (Gl. 31abzw. 31b.

2.8.2 Kompetitionsexperimente mit *H-GBC

Alle Ergebnisee wurden als Mittelwerte + Standardabweichung des Mittelwertes
(standard error of the mean, SEM) ausgedriickt. Bei I1Csp- oder Kp-Werten sind in
Klammern de 95%-Konfidenzintervalle aigegeben. Fir einstufige Verdréangungen
konnen de enzelnen Experimente mit (Gl. 21a bzw. 21 beschrieben werden, fir
zweistufige Kurvenverlaufe muf¥e diese Gleichurg erweitert werden:

IC IC
BTOT(I) = ngi + Rzgi + BNS

ICy, +1 IC,, 1 (Gl 32)
R bzw R; reprasentieren de beiden Rezeptorpopuationen im Préparat.
An de gemittelten Werte wurden folgende Gleichungen angepalit:
%B.,(I) =100- A p %B.;(1)=100- A A

1+ 10’1(px—pl(‘60) 1+ 10PX‘P|C:)0,1 1+ 1opx‘p|(%o,z

(Gl. 33abzw. 33b)
A; bzw A, stellen de Amplituden der Kurven dar; fur die zwestufige Gleichurg

wurden zur Vereinfachung die Hill -K oeffizienten gleich 1 gesetzt.

2.8.3 Kinetik der *H-P1075Bindung

Fur die Auswertung der einzelnen Experimente wurden de Daten an de Gl. 26a
(Assoziation) bzw. Gl. 30 (Disziation) angepaldt. Die in den einzelnen Experimenten
erhaltenen Werte flir kyp bzw. k wurden gemittelt und heraus nadh Gl. 29 die
Halbwertszeit bzw. nach Gl. 27 k. berechnet. Aus Gl. 28 lezw. Gl 4 folgte die
Berechnurg der Kp. Dargestellt wurden jeweil s nur Einzel experimente.
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2.8.4 Aktivierungsexperimente mit *H-P1075

Alle Ergebnisee wurden as Mittelwerte + Standardabweichung des Mittelwertes
(standard error of the mean, SEM) ausgedriickt. FUr die Auswertung der einzelnen
Experimente wurden de Daten an Gl. 20a agepaldt. Die Experimente a@ner Serie
wurden dann als % Bs gemittelt zusammengefaldt, dabel wurde der Fehler durch leicht
unterschiedliche Labelkonzentrationen (Abweichung <5 %) vernadlassgt. Die so
erhaltenen Werte wurden an Gl. 20b angepald. Da fir eine enface, enstufige
Aktivierung, wie sie hier vorlag, ny =1 gelten muf3, wurde zur Minimierung der Fehler

der Hill K oeffizient in der Formel weggelassen.

2.9 Statistik

Alle Ergebnise wurden as Mittelwerte + Standardabweichung des Mittelwertes
(standard error of the mean, SEM) ausgedriickt. Die @nzelnen Experimente wie auch
die zusammengefasden Daten wurden mit den oben angegebenen Gleichungen nach der
Methode der minimierten Fehlerquadrate im Figure P-Programm (Biosoft, Cambridge,
U.K.) ausgewertet.

Fehler der Parameter wurden urter der Vorausstzung bestimmt, da3 de Amplituden
der Hemmkurven und de Logarithmen der 1Cso-Werte (d.h. de plCso-Werte)
normalvertellt waren. Be 1Cso- oder Kp-Werten sind in Klammern de 95%-
Konfidenzintervalle angegeben.

Bel der Auswertung zusammengefaldter Daten aus mehreren Einzelexperimenten
wurden die Fehler durch unvariate Anndherung bestimmt (Draper und Smith 198)).

In Berechnurgen, in welche zwel Mittelwerte mit Standardfehlern eingingen, wurde
eine Fehlerfortpflanzung nach Bevington (1969 berednet.

Statistische Signifikanz von Unterschieden mit Hilfe des dudent’ s t-test ermittelt.
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2.9 Statistik

Um zu entscheiden, ob ein Moddl mit zwe Bindurgsdellen einem mit ener
Bindurgsdelle statistisch tberlegen ist, wurden das Akaike-Kriterium und der F-Test
herangezogen (Akaike, 1974 Bevington, 1969 Quast und Mahimann, 1982.

Dabei wird im F-Test ein sogenannter F-Wert gemal3 folgender Gleichung beredchnet:

e _(SQ-SQ)/v,-v,)
calc SQ/VZ

(Gl. 34
SQ; und SQ; stellen jeweil s die Summe der Fehlerquadrate der Modell e mit einem oder

mit zwel Bindurgsgellen dar, v und v, bezeichnen jewells die Freiheitsgrade. Der
F-Wert wird danadh mit einem Tabellenwert F(a%, v;-v,, Vo) verglichen, in dem a as
Signifikanzniveau eingeht.

Das Akaike-Kriterium bezeichnet einen Wert, der getrennt fir die Modelle mit einer

bzw. mit zwel Bindurgsdellen kalkuliert wird:
(Gl. 35
Dabei ist N die Anzahl der Mef3punke, SQ; die Summe der Fehlerquadrate und p die

Anzahl der Parameter des jewelligen Modells. Bevorzugt wird das Modell mit dem

AIC, =NInSQ +2p,
niedrigeren AIC-Wert.

In den hier angewandten Falen (Kap. 3.2.5.4, 3.3.1 und 3.5.1.) .6nterstltzten beide
Tests das Modell mit zwel Bindurgsgellen.
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3 Ergebnisse

Aufgrund der  Bindurgsexperimente mit  °H-P1075 an Rattenherzmembranen
(s. Anhang A bzw. B) wurde davon ausgegangen, dass wohl Versuchsablauf als auch
Versuchsapparatur fur die Durchfiihrung von Bindurgsexperimenten an Zellmembran-

préparationen geagnet waren.

3.1 Membranherstellung

Um die Gros< des Proteinverlustes durch Ultrazentrifugation bei der Herstellung einer
Membranfraktion aus A10-Zellen zu bestimmen, wurden in n= 3 Experimenten jewells
3 Kulturschalen mit A10-Zellen verwendet. Zunadhst wurden de Zelen in der
Kulturschale (Konfluenz = 80-90 %) gezéhlt; eine Schale enthielt rund 11,5 Milli onen
Zellen. Nach osmotischem Aufbredhen wurden de Zellen von der Schalenoberfladhe
abgel6st: Dazu wurden die ausgewdhlten Kulturschalen fir 1-2 Min. auf Eis inkukliert,
das Medium aus den Schalen abgesaugt und Mediumreste durch Absplien der fest auf
der Schaenoberflache haftenden Zellen mit je 3 ml Inkubationspuffer 2 entfernt. Die
Zellen wurden sodann mit jeweils 1 ml hypotonem Puffer 1 Ghberschichtet und dadurch
osmotisch aufgebrochen. Nach ca 30s liesen sich de aifgebrochenen Zellen mittels
Zellschaber von der  Schaenoberflache a@ldsen und in en  voberetetes
Zentrifugenrohrchen Uberfihren. Die Schalen wurden mit weiteren 1 ml hypotonem
Puffer abgesplit und de hierdurch gewonren Zellreste éenfals in  das
Zentrifugenrohrchen Gkerfihrt. Aus dem so erhaltenen Homogenat wurden 2ml zur
Proteinbestimmung nach Lowry et a. (1951 s 2.3) entnommen, de ethaltene
Proteinmenge wurde 100% gesetzt (Gesamtproteinmenge vor Zentrifugation= G). Der
Rest des Homogenates wurde fur 60Min. ba 100000x g ultrazentrifugiert (4 °C,
29500rpm; BECKMANN-Ultrazentrifuge). Der durch de Zentrifugation erhatene
Uberstand wurde in ein Reagenzglas uberfuhrt und radh Durchmischung durch

mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurden 2ml zur Proteinbestimmung entnommen.
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3. Ergebnisse

Der Proteingehalt im Uberstand (U) betrug 57+ 2 % (zytosolisches Protein). Der
Bodensatz, welcher die Zellmembranen enthielt, wurde in 0,5ml Inkubeationspuffer 2
aufgenommen und resuspendiert. Die nun gelésten Membranen wurden in ein
Re&ktionsgefass  Uberfihrt, 5s be  10000rpm homogenisiert  (POLYTRON-
Homogenisator), der Schneidestab wurde mit weiteren 1ml Inkubationspuffer 2
abgespit. Der nach Lowry bestimmte Proteingehalt der erhaltenen Membransuspension
(M) in V=1,5ml betrug 41+ 4%. Damit liess sch der Proteinverlust (P) durch
Ultrazentrifugation berechnen: P=G — (U+M) =4,7+ 0,3% (n = 3).

Die Proteinmenge vor Zentrifugation ketrug 2,1+ 0,4mg Gesamtprotein pro Schale,
entsprechend ca 2,1 g Protein pro Zelle (bei rund 1 Milli on Zellen pro Schale). Von
diesem Gesamtzell protein liessen sich ca 57 % zytosoli sches Protein abtrennen. Daraus
folgt, dass10° Zellen rund 1,3mg Membranprotein ergeben.

3.2 °H-P1075Bindungsexperimente ax A10-Zell membranen

Die Bindurgsexperimente wurden mit 1,0-1,5x 10° Zellen pro Schale (entsprechend
einer Konfluenz von 86-90 %) wiein Kap. 2.6.1 keschrieben durchgeftihrt. Die Protein-
konzentration in den Ansdtzen bewegte sich zwischen 0,2 und0,6 mg/ml; die Re&ktion
fandin Puffer 2 und @i 37 °C statt.

3.2.1 ATP-Abhangigkeit der *H-P1075Bindung an A10-Zellmembranen

Zunachst wurde in n= 3 Bindurgsexperimenten urtersucht, ob die *H-P1075 Bindurg
von cbr im Inkubetionsansatz vorliegenden Konzentration an NaATP abhdngt, um
diese eventuell zu optimieren. Die Inkubationszeit betrug 30 Min. bei 0 °C, die Daten
wurden auf 1 nM Ligandenkoreentration namiert. Verglichen wurde die spezifische
Bindurg in Anwesenheit von 1mM bzw. 10mM NaATP:

Bs 1mm = 7,5% 0,9fmol/mg

Bs 10mv = 7,6 £ 1,4fmol/mg.

74



3.2%H-P1075Bindungsexperimente an A10-Zellmembranen

Somit liess $ch im Bereich von 1 lkw. 10mM NaATP-Konzentration kein
Unterschied in der *H-P1075Bindury feststellen. In spéter mit ATP as Aktivator
durchgefihrten  Aktivierungsexperimenten an  SUR2B-transfizierten HEK293
Zellmembranen wurde jedoch festgestellt, dass die *H-P1075 Bindurg durch
ansteigende Konzentrationen von ATP durchaus gesteigert wird (3.5.2.1, der Bereich
von 1-10mM NaATP-Konzentration liegt jedoch bereits im Sattigungsbereich der
Aktivierungskurve (Abb.3.5). Alle weiteren Experimente wurden bei einer ATP-
Konzentration von 3mM durchgefthrt.

Die gewdhlte Inkubationszeit war fur die Inkubationstemperatur von 0°C vermutlich zu
kurz, denn bkei der Betradhtung von Abb.3.1 fdllt auf, dass hier bei einer
Inkubationstemperatur von 37°C nach 2530 Minuten gerade das Maximum erreicht

wird.

3.2.2 Temperaturabhangigkeit der *H-P1075Bindung an A10-Zell membranen

In n=2 Bindurgsexperimenten wurde untersucht, inwieweit die *H-P1075 Bindurg
von o Inkubstionstemperatur abhéngt bzw. duch eine Anderung der
Inkubationstemperatur gesteigert werden kann. Die Inkubetionszeit betrug 30 Min., de
NaATP-Konzentration 1mM, die Daten wurden auf 1nM Ligandenkoreentration
normiert. Verglichen wurde die spezifische Bindurg bel einer Inkubetionstemperatur
von 0°C bzw. 37°C:

Bs 0.c =6,1% 0,4fmol/mg

Bs 37oc = 13,2+ 1,6 fmol/mg.

Dieses Ergebnis deutete an, dess die *H-P1075Bindurg durch eine Inkubations-
temperatur von 37°C ungefdhr verdoppelt werden kann. Folglich wurden all e weiteren
Versuchsansétze bei einer Temperatur von 37°C inkubert.

Hierzu muss jedoch festgestellt werden, dass die Daten eigentlich nicht vergleichbar
sind, da wie oben ewdhnt die Inkubetionszeit von 30Minuten bel einer

Inkubetionstemperatur von 0°C zu kurz ist, um eine Gleichgewichtseinstellung zu
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3. Ergebnisse

gewéhrleisten. Die Folgerung, dass eine Erhdhurg der Inkubetionstemperatur die
®H-P1075Bindury steigert, kann dgher nicht getroffen werden.

3.2.3 Mg*-Abhangigkeit der ®H-P1075Bindung an A10-Zellmembranen

Zur Optimierung der Mg®*-Konzentration in den Experimenten wurde die Abhangigkeit
der *H-P1075 Bindurg von der im Inkubationsansatz vorliegenden Konzentration an
MgCl, in n= 2 Bindurgsexperimenten urtersucht. Die Inkubetionszeit betrug 30 Min.,
die Na,ATP-Konzentration 3mM, die Daten wurden auf 2 nM Ligandenkorzentration
normiert. Verglichen wurde die spezifische Bindurg, Bs, in Anwesenheit von 0,92mM
bzw. 3,8mM MgCl,:

Bs: 0.92mm = 3,3+ 0,8fmol/mg

Bs 3smm = 9,8+ 1,4fmol/mg.

Die ®H-P1075Bindurg konrte bei einer MgCl,-Konzentration von 3,8mM ungefahr
verdreifadit werden. Aus diesem Grund wurden ale weiteren Versuche bei einer
MgCl,-Konzentration von 3,8mM durchgefihrt.

Inkubations- Inkubationszeit | ATP- Mg*- freiesMg®
temperatur Konzentration Konzentration
37°C 30 Minuten 3mM 3,8mM 0,8 mM
(physiol. Mg?*-K onzentration)

Tab.3.1: Optimale Bedingungen zur Durchfilhrung von °H-P1075Bindungsexperimenten im
Gleichgewicht.
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3.2.4 Kinetik der ®H-P1075Bindung an A10-Zellmembranen

Um den zeitlichen Verlauf der Retion zwischen dem Rezeptor und dem Liganden zu
studieren und dle Stabilit & des Rezeptor-Ligand-Komplexes hinsichtlich einer optimalen
Inkubetionszeit zu erfassen, wurde in einer Serie von n= 8 Experimenten de Kinetik der
®*H-P1075Bindury an Al0-Zelmembranen urtersucht. Mit Hilfe dieser
Kinetikexperimente konrten zudem orientierende Aussgen Uber die Lage der
Gleichgewichtsdissoziationskonstanten, Kp, getroffen werden.

Zum Zetpunk t=0 wurde die Re&tion duch Zugabe des Proteins zur
Inkulbetionsl 6sung mit dem Liganden gestartet; die Re&ktion fand in Ansatzvolumina von
6-6,5ml in Puffer 2 bei 37°C und ener Ligandenkoreentration von 1,93t 0,06nM
statt. In einem pardleen Redktionsgefdss wurde der zetliche Verlauf der
nichtspezifischen Bindurg in Gegenwart von 10uM katem P1075 mitbestimmt. Die
nichtspezifische Bindurg, Bys, blieb tber die Dauer des Experiments konstant; sie betrug
ungeféhr 12% der totalen Bindurg im Gleichgewicht. Die spezifische Bindurg, Bs,
betrug 19+ 2 fmol/mg. Die Inkubketion der Asziation bei 37 °C wurde beendet durch
Entnahme von 0,3ml-Aliquas zu urterschiedlichen Zeiten (1.-90.Min.). Verdinnumg in
eiskatem Waschpufer und Filtration erfolgten wie in Kap.2.6.1 leschrieben. Die
erhaltenen Daten wurden mit einer monoexporentiellen Funktiion (2.7.5, Gl. 26a)
ausgewertet.

Die Disziation wurde nach 30-mindtiger Vorinkuketion der A10-Zellmembranen mit
®H-P1075 k& 37°C durch Zugabe von 10pM P1075 zum Rezeptor-Ligand-Komplex
eingeleitet. Wie bel der Assoziation wurden 0,3ml-Aliquas zu urterschiedlichen Zeiten
(31-100.Min.) entnommen und wie oben beschrieben verdiinrt und filtriert. An de
erhdtenen Daten wurde ene monoexporentidle Zerfadlsfunktion (2.7.5, Gl. 30)
angepasg.

Es wurde éne scheinbare Asziationskonstante, kqpp, Von 0,11+ 0,03 min™ errechnet
sowie dne Disoziationskonstante, kg, von 0,07+ 0,01min™. Hieraus konrte dne
Halbwertszeit (ty2) von 9,9+ 1,7Min. berechnet werden (2.7.5, Gl. 293). Aus dieser
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Halbwertszeit des Komplexes von urgefdhr 10 Minuten kann geschlossen werden, dass
die Bindurg des Liganden an den Rezeptor fir die Zeit zwischen Regtionsgopp duch
Verdiinnurg in eiskaltem Waschpufer und Abfiltration (ca 10s) erhalten deibt.

Aus der Beziehung Kqpp = Kon * Lo + Koff (2.7.5,Gl. 27), liess $ch nun de Asziations-
konstante ko, ermitteln zu (2,1+ 1,7) * 10" M™* min?, wobei der gros= Fehler durch de
Fehlerfortpflanzung bei der Berechnurg aus zwei fehlerbehafteten Ausgangswerten
entstand.

Zusétzlich konrte mit diesen Daten urgeféhr der Kp-Wert der Bindurgsdell e bestimmt
werden, da fir eine anfadie Bindurgsreaktion de Beziehung Kp = Ke/kon gilt (2.7,
Gl. 4). Die Gleichgewichtsdisziationskonstante wurde so zu 3,3+ 2,8nM errechnet.
Dieser Wert steht mit dem  Ergebnis der  Kompetitionsexperimente
(Kp =7,9(5,9 10,3 nM) in zufriedenstell ender Ubereinstimmung (3.2.5.1.

Ein typisches Experiment ist in Abb.3.1 dargestellt. Es l&sd erkennen, dass die
Bindurg nach rund 25Minuten vdlstandig ausgebil det und aquili briert ist und dassdie
Konzentration des Rezeptor-Ligand-Komplexes im Glechgewicht, RL., vonMinute 25
bis 60 stabil blieb; daraus folgt, dass fur spédtere Gleichgewichtsexperimente (z.B.
Kompetiti onsexperimente) eine Inkubetionszeit von 30Min. gewdhlt werden konrte,

um eine maximal hohe totale Bindurg zu erzielen.
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Abb. 3.1: Asziation und Disziation der *H-P1075Bindung an A10-Zellmembranen bei 37 °C

Gezagt sind de Daten aus einem typischen Einzdexperiment. Die Asziationskinetik bel einer
Ligandenkonzentration Lo=2,17nM ergab nach Gl. 26a (2.7.5) eine ky, von 0,108* 0,014min™.
Disoziation des Rezeotor-Ligandenkomplexes, gestartet durch Zugabe von 10 uM P1075(Pfeil), trat mit
einer kg von 0,071+0,004min?t  auf (Gl.30, 2.7.5). Mit diesen Werten wurde k,, zu
(21+1,7)* 10’ M min™ errechret (Gl. 27, 2.7.5).
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3.2.5 Kompetition der *H-P1075Bindung an A10-Zellmembranen

Um ein pharmakologisches Profil des Katp-Kanals an A10-Zellmembranen zu erstellen,
wurde die spezifische *H-P1075Bindurg durch einige K ate-Kanalmoduatoren gehemmt
Verwendet wurden Vertreter verschiedener Klasen von Karp-Kanaéffnern (P1075,
MxS, LCRK), sowie von Karp-Kanablockern (GBC, AZ-DF 265). Die Hemmkurven
dieser Karp-Kanamoduatoren sindin Abb. 3.2 cargestellt.

Die Daten wurden in % der spezifischen Bindurg ohre Inhibitor (=2100%)
transformiert und de Hill-Funktion (2.8.1, Gl. 31a) angepasd. Die Extrapolation cder
Bwax fir *H-P1075 aus den Daten der homologen Kompetition erfolgte tber die
Berechnurg des Séttigungsgrades nach Gl. 19 (2.7.3.

3.2.5.1 Kompetition cer *H-P1075Bindung duch P1075

Um das Bindurgsverhdten von °H-P1075 an Membranen von A10-Zelen zu
untersuchen, wurden hamologe Kompetitionsexperimente in An- und Abwesenheit des
kalten (d.h. ncht radioaktiv markierten) Inhibitors P1075 duchgeftihrt. Die mittlere
Ligandenkoreentration lag in n=4 Experimenten bei 1,95+ 0,08nM. Der Hill-
Koeffizient lag mit 0,93+0,08 umefdr be 1, wie e fir enen enfaden
Bindurgsprozesszu erwarten ist undwurde im Sinne @ner Fehlerminimierung des plCsg-
Wertes fir die endgliltige Auswertung mit ny =1 festgesetzt. Durch de homologe
Kompetition der *H-P1075Bindurg mit nicht markiertem P1075wurde én plCs-Wert
von 8,01+ 0,04 ermittelt, entsprechend einem ICs¢-Wert von 9,8(7,9, 12,2 nM. Daraus
liess $ch nach Cheng-Prusoff-Korrektur (Cheng und Prusoff, 1973 Gl. 16, 2.7.2 dieKp
zu 7,9(5,9 10,3 nM beredren (Tab. 3.2).

Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 26 + 4 fmol/mg (= 80+ 3 % der totalen Bindurg), sie
wurde durch den Offner P1075 vdistandig verdrangt; die maximale Bindurgskapazitét,
Buax, lag bei =131(90, 172 fmol/mg (Gl. 18, 2.7.2. Die unspezifische Bindurg,
gemesen urter Zugabe von 10uM P1075, letrug =17% der totaen Bindurg im
Gleichgewicht.
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3.2.5.2 Kompetition cer *H-P1075Bindung duch MxS

Zur weiteren Charakterisierung des Karp-Kanals an A10-Zellmembranen wurdein n=4
heterologen Kompetitionsexperimenten de Bindurg von *H-P1075 in An- und
Abwesenheit des Offners Minoxidilsulfat (MxS) bestimmt. Die Experimente wurden
bei einer mittleren Ligandenkoreentration von Lo= 1,80+ 0,05nM durchgefiihrt.
Durch die Kompetition der *H-P1075Bindurg mit MxS wurde én plCso-Wert von
7,07+ 0,03 ermittelt, entsprechend einem ICso-Wert von 85(68; 107) nM ermittelt.
Daraus liess sch mittels Cheng-Prusoff-Korrektur nach Gl. 15 (2.7.2 die K, zu
69 (52, 91) nM berechnen (Tab. 3.2).

Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 13+ 2 fmol/mg (= 76 + 2 % der totalen Bindury).
Der Hill-Koeffizient lag mit 1,15+ 0,09, wie fur einen einfachen Bindurgsprozess zu
erwarten, urgefahr bei 1. Der Offner MxS verdrangte die spezifische Bindurg nicht
voll sténdig, sondern nu zu ca 70 % (nicht verdréngter Antell = 28,8+ 1,5%).

3.2.5.3 Kompetition cer *H-P1075Bindung duch LCRK

Als weiterer K*-Kanaloffner wurde bei einer mittleren Ligandenkorzentration von
Lo=1,58% 0,03nM in n=4 Experimenten Levcromakaim (LCRK) eingesetzt und de
Bindurg von *H-P1075im Gleichgewicht in An- und Abwesenheit dieses Inhibitors
bestimmt. Durch de heterologe Kompetition mit LCRK wurde en plCso-Wert von
6,48+ 0,05 ermittelt, entsprechend einem 1Cso-Wert von 332(259 424) nM ermittelt.
Darausliess sch nach Gl. 15(2.7.2 die K, zu 276(204, 368 nM berechnen (Tab. 3.2).
Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 12+ 1 fmol/mg (= 78 + 3 % der totalen Bindury).
Der Hill-Koeffizient lag mit 0,87+ 0,10, rahe bei 1, wie e fir einen einfachen
Bindurgsprozess zu erwarten ist und wurde im Sinne éner Fehlerminimierung des
plCso-Wertes fir die endgiltige Auswertung mit ny = 1 festgesetzt.. Der Offner LCRK
verdrangte die spezifische Bindurg voll stéandig.
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3.2.5.4 Kompetition cer *H-P1075Bindung duch GBC

Als weiterer K'-Kanalmoduator wurde der Blocker Glibenclamid (GBC) zur
Untersuchung der *H-P1075Bindurg eingesetzt. In An- und Abwesenheit dieses
Inhibitors wurde die Bindurg von *H-P1075 im Gleichgewicht bei einer mittleren
Ligandenkoreentration von Lp=1,86+0,04nM in n=6 Experimenten bestimmt.
Durch die heterologe K ompetition zwischen *H-P1075 undGBC wurde én plCsp-Wert
von 6,32+ 0,04 ermittelt, entsprechend einem 1Cso-Wert von 474(377, 598 nM.
Daraus liess sch nach Gl. 15 (2.7.2 die Bindurgskonstante K, zu 383(287, 506 nM
berechnen (Tab. 3.2).

Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 23+ 2 fmol/mg (= 75+ 3 % der totalen Bindurp)
und wurde durch den Blocker GBC vollsténdig verdrangt. Der Hill -Koeffizient sprach
mit 0,68+ 0,04 gegen einen einfachen Bindurgsprozess (2.7.4 und ceutete stattdessen
auf einen Bindurgsprozess an zwel Bindurgsdellen hin. Aus diesem Grund wurde an
die Daten eine zweistufige Funktion angepasd. Hierbel ergaben sich nun de plCsq-
Werte zu plCsp1 = 6,73+ 0,07 kzw. plCspr = 5,04+ 0,21 undsomit die ICso-Werte zu
186(126 275 nM bzw. 9,1(3,1 26,4 uM. Hieraus liesen sich nach Cheng-Prusoff -
Korrektur K, ; zu 150(96; 233 nM undK, , zu 7,3(2,4; 22,4 uM beredchnen (Tab. 3.2).
Der Antell der ersten Bindurgsdelle betrug dabel 73+ 5 %. Sowohl im F-Test (s. 2.9
(F(95%, 2,9) =19,4<F4.=35,5 as auch mit Akake-Kriterium (Quast und
Mahimann, 1982 s. 2.9) erwies sch das Modell mit zwel Bindurgsdellen statistisch
Uberlegen (Akaike: AIC; = 75,1, AIC,=50,9.

3.2.5.5 Kompetition der *H-P1075Bindung duch AZ-DF 265

Schliesdich wurde neben GBC noch ein weiterer Kanalblocker, AZ-DF 265,in n=4
Experimenten urtersucht. Bei der Bestimmung der Bindurg von *H-P1075in An- und
Abwesenheit des Inhibitors AZ-DF 265 letrug die mittlere Ligandenkoreentration
Lo=1,80£0,05nM. Durch de heterologe Kompetition mit AZ-DF 265 wurde én
plCso-Wert  von 5,36+ 0,05 ermittelt, entsprechend enem ICse-Wert von
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4,4(2,5 5,89 uM ermittelt. Daraus liess sch nach Gl.15 (2.7.2 die K, zu

3,6(2,5 4,9 uM berechnen (Tab. 3.2.

Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 13+ 2 fmol/mg (= 75+ 1 % der totalen Bindurg).
Der Hill -Koeffizient lag bei 0,97+ 0,17,also urgeféhr bei 1, wie es flr einen einfachen
Bindurgsprozess zu erwarten ist und wurde im Sinne aner Fehlerminimierung des
plCso-Wertes fir die endgultige Auswertung mit ny =1 festgesetzt. Der Blocker
AZ-DF 265 \erdrangte die spezifische Bindurg auf 7 £ 3 %.

Tab.3.22 Hemmung der °H-P1075Bindung an A10-Zellmembranen durch Karp-Kanal-
modulatoren. Hierbei bezechrnen n die Anzahl der Experimente, Lo, die gemittelte
Ligandenkonzentration, plCsy den negativen Logarithmus der ICs-Werte, welche wiederum die
halbmaximale Hemmkonzentration beschreiben, K; die Gleichgewichtsinhibitionskonstante, pK,; den
negativen Logarithmus der K-Werte, ny den Hill -Koeffizienten urd Ayax die maximale Hemmung der
spezfischen °*H-P1075Bindung

Substanz | n |Lo pICso 1Cso K, pKi N1 Awmax
(nM) (-logM) (nM) (nM) (-logM) (% Bs)

P1075 4 11,95+0,08 |[8,01+0,04 |98(79 122) 7,9(5,9; 10,3) 8,11+0,04 |0,93+0,08 |100

MxS 4 11,80+005 |7,07+0,03 |85(68 107 69(52 91 7,16+ 0,03 [1,15+0,09 |71+2

LCRK 4 1158+0,03 |6,48+0,05 |332(259424) 276(204; 369 6,56+ 0,05 |0,87+0,10 |100

GBC 6 | 1,86+ 0,04

einstufig 6,32+ 0,04 |474(377 598 383(287, 506) 6,42+ 0,04 |0,68+0,01 |100

2weistufig 6,73+ 0,07 |186(126 275 150(96; 233 6,82+0,07 |1 73+5

504+ 0,21 9,1(3,1;,26,4)uM | 7,3 (2,4;,22,4) uyM 514+ 0,21
AZ-DF 4 11,80+0,05 |536+0,05 |44(25;58uM |3,6(25;4,9) uM 545+0,05 |097+0,17 [93%7
265
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Abb. 3.2 Hemmung der 3H-P10758indung an  Al0-Zelmembranen durch Katp-
Kanalmodulatoren:

Kompetitionskurven mit den Karp-Kanaloffnern PLO75(M), Minoxidilsulfat (v, MxS), Levcromakalim
(®, LCRK), sowie mit den Blockern Glibenclamid (A, GBC) und AZ-DF 265 (0).Die spezfische *H-
P1075Bindung (Lo =1,80%+ 0,03nM) war 17,9+ 1,5 fmol/mg Membranprotein (77+ 1% der totalen
Bindung und wurde aif 100% normiert; die Parameter der Anpasang an Gl. 31a (2.8.1) sind
Tabell e 3.2 zu entnehmen. Die gezegten Daten sind Mittelwerte + SEM aus 4-6 Experimenten.
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3.3 °H-GBC-Bindungsexperimente an A10-Zellmembranen

Um welitere Informationen Ulker den Katp-Kana zu erhalten undihn richt nur mit dem
,Auge* des Offners, *H-P1075, sondern auch mit dem des Blockers, *H-GBC,
betrachten zu kdnren, wurde dieser Radioli gand fur weltere Bindurgsdudien eingesetzt.
Schonin friheren Untersuchungen an der Rattenaorta (Quast et al., 19929, an intakten
A10-Zellen (Russet al., 1997, sowie an der afferenten Arteriole des Glomerulums der
Rattenniere (Metzger et a., 1997 wurde die *H-GBC-Bindury pharmakologisch
charakterisiert. Mit den Ergebnisen deser Studien wurden de folgenden
Untersuchungen an A10-Zellmembranen verglichen.

Die Bindurgsexperimente wurden mit 1-1,5x 10° Zellen pro Schale (entsprechend
einer Konfluenz von 8G6-90 %) wie in Kap. 2.6.1 leschrieben durchgefiihrt. Es wurden
hierbel 0,5ml-Ansdtze verwendet, die Proteinkoreentration ketrug 0,3-0,6 mg/ml; die
Re&ktionfandin Puffer 2 und el 37° C statt, die Inkubationszeit betrug 60 Minuten, de
Na,ATP-Konzentration lag bei 3 mM, die Mg?*-Konzentration bei 3,8 mM.

Die Daten wurden in % der spezifischen Bindurg (Bs) ohre Inhibitor (= 100%) trans-
formiert und de Hill -Funktion (2.8.2, Gl. 33a bzw. 33 angepasd. Die Extrapadation
der Buax aus den Daten fiir die homologe Verdrangung von *H-GBC erfolgte tiber die
Berechnurg des Séttigungsgrades nach Gl. 18 (2.7.2.

3.3.1 Kompetition der *H-GBC-Bindung durch GBC

Um das Bindurgsverhalten von *H-GBC an Membranen von A10-Zellen zu urter-
suchen, wurden homologe Kompetitionsexperimente in An- und Abwesenheit des
katen Inhibitors GBC durchgefiihrt. Die mittlere Ligandenkoreentration lag in n=5
Experimenten bei 2,04+ 0,05nM.

Durch die homologe Kompetition der *H-GBC-Bindurg mit nicht-markierten GBC
wurde en plCsg-Wert von 6,20+ 0,02 ermittelt, entsprechend einem 1Cso-Wert von
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633(536, 747 nM ermittelt. Daraus liess sch nach Gl. 16 (2.7.2 die Kp zu
631(534;, 745 nM berechnen (Tab. 3.3).

Die spezifische Bindurg, Bs, die der Blocker GBC vollsténdig verdréngte, betrug
30+ 5fmol/mg (=63+1%der totalen Bindurg), die maximale Bindurgskapazitét,

Buvax, 9% 2pmol/mg. Der Hill-Koeffizient

wies mit 0,71+ 0,03 auf enen
Bindurgsprozessan zwei Bindurgsgellen hin (2.7.4). Aus diesem Grundwurde an de
Daten eine zweistufige Funktion angepasd. Hierbei ergaben sich nun de plCse-Werte
zu pICsp1 = 6,84+ 0,12 lzw. plCsp2 = 5,59+ 0,12, (ICs-Werte: 144(76; 275 nM bzw.
2,6(1,4 4,9 uM), woraus sch Kp 1 zu 142(74; 273 nM undKp, zu 2,6(1,4; 4,9 uM
berechnen liessen. Der Antell der ersten Bindurgsdell e betrug dabel 49 + 8 %. Sowohl
im F-Test (s.2.9 (F(95%, 2,8) =19,4< F¢qc =43,4 as auch mit Akaike-Kriterium
(Quast und Mé&hlmann, 1982 s. 2.9) erwies sch das Modell mit zwei Bindurgsdellen
statistisch Gkerlegen (Akaike: AIC; = 63,1 AIC, =37,9.

Die Berechnurg der Byax fUr die este Bindurgsgelle egab 1 pmol/mg.

Tab. 3.3: Hemmung der *H-GBC-Bindung an A10-Zellmembranen durch GBC. Hierbei bezéchnen
n die Anzahl der Experimente, L, die gemittelte Ligandenkonzentration, pl Cs, den negativen Logarithmus
der I1Cs¢-Werte, welche wiederum die halbmaximale Hemmkonzentration beschreiben, K, die
Gleichgewichtsinhibitionskonstante, pK; den negativen Logarithmus der K,-Werte, ny den Hill-
Koeffizienten urd Ayax die maximale Hemmungder spezfischen 3H-GBC—Bindung

Substanz n | Lo plCso 1Cso Ko pK Ny Awmax
(nM) (-logM) (nM) (nM) (-logM) (% Bs)
GBC 5 12,04+0,05
einstufig 6,20+ 0,03 |633(536 747 |631(534 745 |6,20+0,03 |071+0,03 |100
2weistufig 6,84+0,12 | 144(76;275 142(74, 273 6,85+0,12 | 1(fix) 49+ 8
560+0,18 |26(L449uM |26(1,449uM |560+0,18 |1(fix)
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Hemmung der *H-GBC-Bindung an A10-Zellmembranen
durch GBC
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Abb. 3.3: Hemmung der *H-GBC-Bindung an A10-Zellmembranen durch GBC.

Homologe Kompetitionskurve mit dem Blocker Glibenclamid (w, GBC). Die spezfische *H-GBC-
Bindung (Lo = 2,04 + 0,05 nM) war 30+ 5 fmol/mg Membranprotein (63 + 1 % der totalen Bindung) und
wurde aif 100% normiert; die Parameter der Anpasaung an Gl. 33a (1-Komponentenmodell, gestrichelte
Linie (---)) bzw. 33b (2-Komponentenmodell, durchgezogene Linie (-)) (2.8.2) sind Tab.3.3 zu
entnehmen. Die gezeagten Daten sind Mittelwerte £ SEM aus 5 Experimenten. Weiterhin ist der durch
den Offner P1075(100uM) verdrangbare Anteil der *H-GBC-Bindungaufgetragen.
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3.3.2 Kompetition der *H-GBC-Bindung durch P1075

Zur Untersuchurg der Offnerempfindichkeit der *H-GBC-Bindurg wurde diese im
Gleichgewicht in An- und Abwesenheit des Inhibitors P1075 kestimmt. In einer Serie
von n=5 Experimenten betrug die mittlere  Ligandenkorzentration
Lo=2,04+ 0,05nM. Die Daten wurden in % der spezifischen Bindurg ohre Inhibitor
(= 100%) transformiert. Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 29 + 5 fmol/mg. Selbst bei
einer hohen Inhibitorkonzentration von 10QuM konrte der Offner P1075 de

spezifische Bindurg nur zu ca 20% verdrangen (auf 80 = 3 %).

3.4 °H-P1075Bindungexperimente an ganzen A10-Zellen

Um spéter Ganzzell experimente mit *H-GBC al's Radioliganden durchfiihren zu kénren
undin desem Versuchsablauf das bisher noch nicht bekannte pharmakologische Profil
der *H-GBC-Bindurg an ganzen A10-Zellen zu erstell en, sollte zunédhst die *H-P1075
Bindurg an ganzen A10-Zellen etabliert werden. Friither waren bereits Versuche mit *H-
P1075 an ganzen A10-Zellen in der Schale durchgefiihrt worden (Russ et a., 1997,
hierbei wurden de Zellen jedoch direkt in der Schale mit dem Radioliganden inkubiert;
diese Methoce lieferte Ergebnisee mit einem sehr grossen Fehler, da die Anzahl der
Zellen pro Kulturschale von 1bis 1,5Milli onen streute. Aus diesem Grund sollte nun
eine Methode entwickelt werden, bei der die Zellen mehrerer Schalen von dbr
Schalenoberflache ageldst und zusammen as ein Proteinstamm verwendet wurden.
Die Zelen wurden bei einer Konfluenz von 8390% verwendet, entsprechend 1—
1,5* 10° Zellen pro Schale. A10-Zellen haften sehr stark an der Schalenoberflache und
kénren von deser nur durch Trypsinierung oder medanisch mit einem Zell schaber
abgel 6st werden. In desem Fall e wurde versucht, die Zellen mittels Zell schaber von der
Schalenoberflade zu |6sen (2.4.4). Problematisch erwies sch dabei die Tatsache, dass
eine grose Anzahl an Zellen deses Verfahren nicht Uberlebte. Enthielt eine Schale
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vorher ca 1l-1,5Mio. Zelen, so waren im Proteinansatz nadh Ablésen und
Zentrifugation (400x g) nur noch (3,6+ 0,7)*10° (n=4) lebende Zellen pro Schale
enthaten. Der Verlust ist teils auf die Zentrifugation, teils auf die medanische
Strapazierung der Zellen beim Abschaben zuriickzufiihren, wobel viele Zellen zerstért
wurden. Dadurch enthielt der Proteinansatz nicht nur ganze Zellen, sondern ua. auch
Zellmembranen, welche durch de Zentrifugation (400x g) nicht abgetrennt wurden.

Die Filtrationsbhindurgsexperimente wurden wie in Kap.2.6.1 leschrieben
durchgefuihrt; as Inkubationspuffer (Inkubetionszeit 30Min. bei 37°C) verwendet
wurde Puffer 2b urter Zusatz von 3,8mM MgCl, und 3mM NaATP.

In Vorversuchen, hanologen Kompetiti onsexperimenten mit *H-P1075, wurden Werte

erzielt, die denen der Membranversuche entspredien (plCsp = 7,87).
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35 °H-P1075Bindungexperimente an SUR2B-transfizierten HEK 293
Zellmembranen: Untersuchung vonP,-Rezegotorantagonisten

Die Bindurgsexperimente wurden mit 7-10 Milli onen Zellen pro Schale (entsprechend
einer Konfluenz von 60-80 %) wie in Kap. 2.6.1 leschrieben duchgefihrt.

Die Proteinkoreentration in den Ansétzen bewegte sich zwischen 0,1 und 0,2mg/ml,;
die Re&ktionfandin Puffer 4 undbel 37 °C statt, die Inkubeationszeit betrug 30 Minuten,
die Na,ATP-Konzentration lag bei 3 mM, die Mg**-Konzentration betrug 3,8 mM.

3.5.1 Kompetition der *H-P1075Bindung an HEK 293-Zell membranen (SUR2B)

Zielsetzung der folgenden Experimente bestand darin, herauszufinden, obsich urter den
ausgewahlten Testsubstanzen pdente Inhibitoren der spezifischen *H-P1075Bindurg
am SUR2B befinden (1.7). Hierzu wurden zundchst Screening-Versuche mit alen
Substanzen duchgefuhrt. In diesen Experimenten wurden jeweils die totale, die
unspezifische und de spezifische *H-P1075Bindurg in Gegenwart von 1pM bzw.
100puM Kompetitor sowie in dessen Abwesenheit bestimmt. Auf diese Weise wurden
digenigen Testsubstanzen selektiert, welche ene Verdrangung der spezifischen
®H-P1075Bindurg bewirkten. Mit diesen Substanzen wurden sodann *H-P1075
K ompetiti onsexperimente durchgefihrt, um ihre Potenz zu bestimmen.

Die Hemmkurven deser Testsubstanzen sindin Abb. 3.4 dargestellt.

Die Daten wurden in % der spezifischen Bindurg ohre Inhibitor (= 100%) trans-
formiert und de Hill -Funktion (2.8.1,Gl.31a) angepasy.

3.5.1.1 Kompetition der *H-P1075Bindung an §R2B durch P,-Rezeptormoduatoren

Im Rahmen der Screening-Versuche (s.0) wurde die Bindurg von °H-P1075 im
Gleichgewicht in An- und Abwesenheit der oben aufgefiihrten Inhibitoren bestimmt. In
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einigen Fdllen stellte sich heraus, dass der jewellige Inhibitor selbst in ener
Konzentration von 10QuM den Radioliganden °H-P1075 nu zu maxima 25%
verdréngen konrte (Tab. 3.4).

Tabelle 3.4: Screening-Experimente air Hemmung der *H-P1075Bindung an SUR2B durch
P>-Rezeptor modulatoren.

Aim bzw. Ajgoum beschreiben denjenigen Anteil der spezfischen Bindung der bei einer
Inhibitorkonzentration von 1 uM bzw. 100uM nicht verdrangt wurde. Weiter stehen nfir die Anzahl der
durchgefiihrten Experimente, L, fur die Ligandenkonzentration urd Bs fur die spezfische Bindung

Substanz n Lo Bg Arum Asooum
(nM) (fmol/mg) (% Bg) (% Bg)
Phloxin B 4 1,90+ 0,05 168+ 27 29+3
Suramin 4 1,98+ 0,04 184+ 26 90+ 0 12+ 2
EvansBlue 5 1,59+ 0,03 106+ 7 89+4 7+2
Cibacron Blue 5 1,53+0,03 88+ 18 86+ 4 3+2
Reactive Red 2 7 1,53+ 0,03 105+ 14 99+1 42+ 7
DIDS 4 1,59+ 0,05 75+ 14 714 73
APA 5 1,51+0,07 86+ 10 98+ 3 100+ 2
APzA 4 1,43+ 0,05 93+13 100+ 4 76+ 3
APA 4 1,94+ 0,02 93+7 99+ 2 761
AP:A 4 1,59+ 0,03 103+ 8 - 98+ 6
PPADS 6 1,63+ 0,06 84+ 10 100+ 3 82+2
TNP-ATP 4 1,59+ 0,03 103+3 - 103+ 6
By-Methylen-ATP 5 1,51+ 0,07 86+ 10 98+ 2 95+ 3

Da sich de im unteren Teil von Tabelle 3.4 aufgefiihrten Substanzen somit in den
Screaening-Versuchen nicht als taugliche Karp-Kanamoduatoren erwiesen hetten,
wurden mit ihnen keine Hemmkurven erstellt.

Die im oberen Teill der Tabelle aifgeflhrten Testsubstanzen jedoch hatten in den
Screening-Versuchen ihre Fahigkeit zur Verdrangung von *H-P1075gezeigt. Mit diesen
Substanzen wurden mittels *H-P1075K ompetiti onsexperimenten Hemmkurven erstellt
undihre Potenz bestimmt. Die ehaltenen Ergebnisse der einzelnen Substanzen sind im
folgenden aufgefthrt (Tab. 3.5).
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3.5.1.1.1 Kompetition der *H-P1075Bindurg an SUR2B durch Phloxin B

Die Bindurg von *H-P1075 im Gleichgewicht wurde in An- und Abwesenheit des
Inhibitors Phloxin B bestimmt. Die Experimente (n=4) wurden bei einer mittleren
Ligandenkoreentration wvon Lo =1,90+ 0,05 M durchgefthrt. Durch de heterologe
Kompetition von *H-P1075 mit Phloxin B wurde én plCse-Wert von 6,50+ 0,03,
entsprechend einem 1Cso-Wert von 314(259 382 nM ermittelt. Daraus liess $ch nach
Gl. 15(2.7.2 K, zu 253(196, 322 nM berechnen (Tab. 3.5.

Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 168+ 27fmol/mg (=78+3% der totaen
Bindurg). Sie wurde von Phloxin B nicht vollsténdig, sondern nu zu ca 93%
verdrangt. Der Hill -Koeffizient lag mit ny = 1,12+ 0,07 urgeféhr bei 1, wie esflr einen
einfadhen Bindurgsprozess zu erwarten ist (2.7.4). Aus diesem Grund wurde an de
Daten eine enstufige Funktion angepasd.

3.5.1.1.2 Kompetition der *H-P1075Bindurg an SUR2B durch Suramin

Die Potenz des als P,-Rezeptorantangonist (Ralevic und Burnstock, 1998 bekannten
Suramin wurde in n=4 Experimenten bei einer mittleren Ligandenkoreentration von
Lo=1,98+0,04nM durch Kompetition mit der Bindurg von 3H-P1075 im
Gleichgewicht bestimmt. Durch de heterologe Kompetition der beiden Substanzen
wurde en plCsg-Wert von 5,19+ 0,03 ermittelt, entsprechend einem 1Cso-Wert von
6,46(5,19 8,05 pM. Daraus liess sch mach Gl. 15 (2.7.2 K, zu 5,16(3,89 6,75 uM
(Tab. 3.5) berechnen.

Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 184+ 26fmol/mg (=82+2% der totaen
Bindurg). Suramin verdrangte die spezifische Bindurg nicht voll sténdig, sondern nu
zu ca 92%. Der Hill -Koeffizient betrug 1,16+ 0,09 undlag somit ungeféhr bei 1, wie
es fur einen einfachen Bindurgs-prozess zu erwarten ist (2.7.4), weshab an de Daten

eine anstufige Funktion angepass wurde.
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3.5.1.1.3 Kompetition der *H-P1075Bindurg an SUR2B durch Evans Blue

In An- und Abwesenheit des als Inhibitor fungierenden P,-Rezeptorantagonisten
EvansBlue (Ralevic und Burnstock, 1999 wurde die Bindurg von *H-P1075 im
Gleichgewicht in n=5 Experimenten bestimmt. Die mittlere Ligandenkoreentration
betrug Lo=1,59+0,03nM. Es wurde en plCse-Wert von 5,38+ 0,02 ermittelt,
entsprechend einem ICso-Wert von 4,13(3,74 4,55 uM. Daraus liess $ch nach Gl. 15
(2.7.2) K, zu 3,43(2,95 3,94 uM berechnen (Tab. 3.5).

Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 106+ 7 fmol/mg (= 81 + 1 % der totalen Bindurg).
Evans Blue verdrangte die spezifische Bindurg zu ca 94 %. Der Hill -K oeffizient betrug
ny = 1,50+ 0,07.

3.5.1.1.4 Kompetition der *H-P1075Bindurg an SUR2B durch Cibaaon Blue

Unter Zugabe des nicht-kompetitiven P,-Rezeptorantagonisten Cibaaon Blue (Ralevic
und Burnstock, 1999 in ansteigender Konzentration wurde in n=4 Experimenten
wurden bei einer mittleren Ligandenkorezentration von Lo=1,53+0,03nM die
Bindurg von ®H-P1075 im Gleichgewicht bestimmt. Es wurde én plCso-Wert von
5,32+ 0,02 ermittelt, entsprechend einem 1Cso-Wert von 4,81(4,21; 5,50 uM. Daraus
liess $ch nach Gl. 15(2.7.2 K, zu 4,03(3,34 4,79 UM berechnen (Tab. 3.9.

Die spezifische Bindurg, Bs, die CibaaonBlue vollstandig verdrangte, betrug
88+ 18fmol/mg (=75+2% der totalen Bindurg). Der Hill-Koeffizient lag mit
ny =1,08+ 0,06 umefdhr be 1, wie e fir einen einfachen Bindurgsprozess zu
erwarten ist (2.7.4); er wurde im Sinne a@ner Fehlerminimierung des plCso-Wertes fur
die endgultige Auswertung mit ny = 1 festgesetzt. An de Daten wurde éne anstufige
Funktion angepasg (Gl. 31b, 2.8.1L
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3.5.1.1.5 Kompetition der *H-P1075Bindurg an SUR2B durch Readive Red 2

Die Bindurg von *H-P1075im Gleichgewicht in An- und Abwesenheit des al's Inhibitor
wirkenden kompetitiven P,-Rezeptorantagonisten Readive Red 2, wurde in n=5
Experimenten bei elner mittleren Ligandenkorzentration von Lo = 1,53+ 0,03nM
bestimmt. Es ergab sich ein plCs-Wert von 4,88+ 0,01, entsprechend einem | Csg-Wert
von 13,27(12,38 14,23 uyM. Daraus liess s$ch mad Gl.15 (2.7.2 K, zu
11,08(10,2Q 12,41 uM berechnen (Tab. 3.5).

Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 106+ 7 fmol/mg (= 80+ 3 % der totalen Bindurg).
Readive Red 2 verdréngte die spezifische Bindurg nur zu ca 61%. Der Hill-
Koeffizient betrug 1,50+ 0,05.

3.5.1.1.6 Kompetition der *H-P1075Bindurg an SUR2B durch DIDS

Zur Bestimmung der Potenz des Stilbendisulfonates DIDS, eines P,-Rezeptor-
antagonisten mit Strukturéhnlichkeit zu GBC (1.7), zur Verdrangung von *H-P1075
vom SUR wurde die *H-P1075Bindurg in n= 5 Experimenten in An- und Abwesenheit
des Inhibitors DIDS gemesen. Die Experimente wurden bei einer mittleren
Ligandenkoreentration vonlLy =1,59+ 0,05nM durchgefiihrt. Dabel konnte @n plCso-
Wert von 5,34+ 0,03 ermittelt werden, entsprechend einem ICse-Wert von
4,59(3,88 5,43 uM. Darausliess $ch nach Gl. 15(2.7.2 K, nzu 3,82(3,06 4,70 puM
berechnen (Tab. 3.5.

Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 75+ 14fmol/mg (= 73 + 4 % der totalen Bindurg).
DIDS verdréngte die spezifische Bindurg vollstandig. Der Hill -Koeffizient lag mit
ny =0,72+ 0,03 ncht wie fur einen einfachen Bindurgsprozess zu erwarten (2.7.4
ungefahr bel 1, sondern deutete auf einen Bindurgsprozessan zwei Bindurgsgellen hin.
Aus diesem Grund wurde an die Daten eine zweistufige Funktion angepasd (Gl. 33b,
2.8.2. Hieba ergaben sich nun de plCse-Werte zu plCso; =6,18+ 0,18 lzw.
plCso2 =4,88+ 0,11, dwraus liesen sich  1Cspp =655(232 185) nM  bzw.
Cs02 =13,06(7,18 23,74 uM berechnen und es folgten K,; zu 545(183 1603 nM
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und K, zu 10,86(5,66 20,59 pM. Der Anteil der ersten Bindurgsdelle betrug
36+ 9%. Sowohl im F-Test (s.2.9) (F(95%, 2,6) =19,3< Fcgc =29,2 as auch mit
Akaike-Kriterium (Quast und Mahimann, 1982 s. 2.9) erwies sch das Modell mit zwei
Bindurgsgellen statistisch tlerlegen (Akaike: AIC; =52,2 AIC, = 32,9.

Tab. 3.5: Hemmung der *H-P1075Bindung an SUR2B durch P,-Rezeptormodulatoren. Hierbei
bezachnen ndie Anzahl der Experimente, L, die gemittelte Ligandenkonzentration, plCso den negativen
Logarithmus der 1Cs-Werte, welche wiederum die halbmaximale Hemmkonzentration beschreiben, K,
die Gleichgewichtsdisziationskonstante, pK, den negativen Logarithmus der K-Werte, ny den Hill -

Koeffizienten urd Ayax die maximale Hemmungder spezfischen *H-P1075Bindung

Substanz Lo plCso 1Cso K| pK, Ny Awmax
(nM) (-logM) (-logM) (%Bs)

Phloxin B 1,90+0,05 |[6,50+0,03 |314(259 382nM |259(196, 322nM | 6,59+ 0,03 |1,12+0,07 |93

Suramin 1,98+ 0,04 |[519+0,03 [65(52; 81)uM |52(3,9; 6,8)uM 5,28+0,03 |1,16+0,09 |92

Cibacron 1,53+0,03 [532+0,02 |48(4,2;55uM 4,0(3,3; 4,8)uM 5,40+0,02 |1,08+006 |100

Blue =>1 (fix)

Evans 1,59+0,03 |538+0,02 |41(37 4,6)uM 3,4 (3,0; 3,9)uM 547+0,02 |150+0,07 |94

Blue

Reactive 1,53+0,03 |4,88+0,01 |133(124;142)uM |11,1(10,2;124)uM | 495+0,01 |1,50+0,05 |61

Red 2

DIDS

einstufig 159+0,05 |534+0,03 |4.6(3,9; 54)uM 3,8(3,1; 4,7)uM 5,42+0,03 |0,72+0,03 |100

2weistufig 6,18+ 0,18 |655(232 185)nM | 545(183 1603nM | 626+ 0,18 | 1 (fix) 36£9

4,88+0,11 131 (7,2; 23 7)uM | 10,9 (5,7; 20,6)uM 496+011 |1(fix)

95



3. Ergebnisse

1 | L | 1 | 1 | L |
100 —
(7,
m
o
_ 80 - -
e
m Phloxin B
_g A Suramin
c 60 -{| v Evans Blue |
E ¢ Cibacron Blue y -
* Reactive Red 2
u[) e DIDS
N~ 40 B
o
.
T
T 20 B
™
0 T | T T T T T | T T |
9 8 7 6 5 4

Substanz, (— log M)

Abb.3.4: Hemmung der *H-P1075Bindung an SUR2B durch verschiedene P,-Rezeptor-
modulatoren.

Kompetitionskurven mit den Inhibitoren Phloxin B (m), Suramin (A), Evans Blue (v), Cibaaon Blue
(0), Readive Red 2 (0) und DIDS (e ). Die spezfische *H-P1075Bindung (Lo = 1,66 + 0,03nM) war
115+ 10fmol/mg Membranprotein (78+ 1 % der totalen Bindung und wurde auf 100% normiert; die
Parameter der Anpasaung an Gl. 31a bzw. Gl. 31b (2.8.1) bzw. Gl. 33b (2.8.2) im Fale von DIDS sind
Tabelle 3.5 zu entnehmen. Die gezegten Daten sind Mittelwerte + SEM aus 4-7 Experimenten.
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3.5.2 Aktivierung der *H-P1075Bindung an HEK 293-Zell membranen (SUR2B)

Die getesteten Substanzen sind als P,-Moduatoren bekannt (Ralevic und Burnstock,
1998. An desen Rezeptoren wirken namaerweise kérpereigene Nukleotide (ATP,
ADP, UTP, UDP). Nachdem durch de Kompetiti onsexperimente mit diesen Substanzen
wie aich mit Phloxin B gezeigt wurde, dass $e aich am Karp-Kana wirken (3.5.7),
stellte sich die Frage, ob deser Effekt moglicherweise aif eine Interferenz mit der dort
vorliegenden Nukleotidbindurgsdelle zuriickzufiihren ist. Dies wurde fur einige der
Substanzen urtersucht, indem die ATP-Abhdngigkeit der *H-P1075Bindurg in
Abwesenheit und Gegenwart der Substanz gemessen wurde.

Die Bindurgsexperimente wurden mit 7-10 Milli onen Zellen pro Schale (entsprechend
einer Konfluenz von 60-80 %) wiein Kap. 2.6.1 leschrieben ducchgefihrt.

Es wurden hierbei 0,3 ml-Anséize verwendet, die Proteinkorzentration in den Ansétzen
bewegte sich zwischen 0,1 wnd 0,2mg/ml; die Re&tion fand in Puffer 4 und ket 37°C
statt, die Inkubetionszeit betrug 30 Minuten, de Mg?*-Konzentration betrug 3,8 mM.
Die Daten wurden in % der spezifischen Bindurg mit maximaler ATP-Konzentration
(=100%) transformiert und de Aktivierungsgleichung (Gl. 14b, 2.7.2 angepasd, der
Hill -K oeffizient wurde mit ny = 1 festgesetzt.

3.5.2.1 Aktivierung der *H-P1075Bindung an SR2B durch ATP

In Kontrollexperimenten wurde die Abhdngigkeit *H-P1075Bindurg von cer
zugegebenen NaATP-Konzentration urtersucht. Hierzu wurde die Bindurg von
®H-P1075im Gleichgewicht bei steigenden Konzentrationen an Na,ATP gemesn. Die
Experimente (n=4) wurden bei ener mittleren Ligandenkorzentration von
1,74+ 0,11nM durchgefthrt.

Die Aktivierung der *H-P1075Bindurg durch ATP ergab einen pECso-Wert
(halbmaximale Aktivierungskonzentration) von 5,36+ 0,03, entsprechend einem ECs¢-
Wert von 4,40(3,75 5,16 uM. Bei einer Konzentration von =4,4uM ATP ist die

97



3. Ergebnisse

Bindurg von *H-P1075 an seinen Rezeptor demzufolge halbmaximal. Die spezifische
Bindurg, Bs, betrug 126+ 17fmol/mg (= 78+ 2 % der totalen Bindurg). Der Hill -
Koeffizient betrug 0,96+ 0,07, er lag damit ungeféhr bei 1, wie es fir einen einfachen
Bindurgsprozess zu erwarten ist und wurde im Sinne e@ner Fehlerminimierung des

plCso-Wertes fir die endgultige Auswertung mit ny = 1 festgesetzt.

ohne Phloxin B
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Abb. 3.5: Abhangigkeit der spezfischen *H-P1075Bindung an SUR2B von der ATP-K onzentration
* Phloxin B (500nM).

ATP wurde ds Na'-Salz hinzugegeben. Die spezfische *H-P1075Bindungin Gegenwart von 3 mM ATP
(Lo=1,74£0,11nM) betrug 126+ 17 fmol/mg Membranprotein (78+ 2 % der totalen Bindung und
wurde aif 100% normiert; die Parameter der Anpasaung an Gl. 20b (2.7.3) sind Tabelle3.6 zu
entnehmen. Die gezeégten Daten sind Mittelwerte + SEM aus 4-5 Experimenten.
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3.5.2.2 Aktivierung der *H-P1075Bindung an 8R2B durch ATP unter Zugake won
Phloxin B (500 riV)

Um zu untersuchen, ob Phloxin B mit der Nukleotidbindurgsdell e interferiert, wurde
die *H-P1075Bindurg wie oben beschrieben bei steigenden Konzentrationen an
NaATP gemessen; zusétzlich jedoch wurde Phloxin B in einer Konzentration von
500nM zugegeben. Diese Konzentration wurde gewahlt, da sie ungefahr der 1Cso von
Phloxin B entspricht (3.5.1.1.), so dasseine Verdrangung der *H-P1075Bindurg um
ungefdhr die Hafte zu erwarten ist. Stets wurde die totale Bindurg in Gegenwart von
3mM ATP ohre Zugabe von Phloxin B as Kontrollwert (ATP-Aktivierung ohre
Phloxin B) mitbestimmt und 100% gesetzt.

Die Experimente (n=5) wurden bei einer Ligandenkorzentration von 1,5% 0,9nM
durchgefiihrt. Die Aktivierung der *H-P1075Bindurg durch ATP in Gegenwart von
500nM Phloxin B ergab einen pECso-Wert von 5,25+ 0,08, entsprechend einem ECsq-
Wert von 5,7(3,5 9,39 uM. Be einer Konzentration von ca 5,7uM ATP ist die
Bindurg von °H-P1075 an seinen Rezeptor in Gegenwart von Phloxin B somit
halbmaximal.

Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 66+ 8 fmol/mg (= 59+ 3 % der totalen Bindurg
unter Zugabe von Phloxin B). Dies bedeutet eine Reduktion der spezifischen Bindurg
mit Phloxin B auf ca 56 % im Vergleich zur parale gemessenen spezifischen Bindurg
in Gegenwart von 3mM ATP ohre Phloxin B. Diese Bindurgsabnahme ist auf die
Zugabe von Phloxin B zuriickzufihren, da Phloxin B gemass ®ines Séttigungsgrades
bei einer Konzentration von 500nM 61 (57, 66) % der Rezeptoren besetzt hélt
(3.5.1.1.) undeine Bindurg des Off ners ®*H-P1075 \erhindert. Die spezifische Bindurg
von *H-P1075an seinen Rezeptor kann deshalb nur noch ca 39 (34; 43) % betragen, in
den Experimenten wurden nach 56+ 4 % der phloxinfreien spezifischen Bindurg

gemessen; dies geht in zufriedenstell ender Ubereinstimmung mit dem erwarteten Wert.
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3. Ergebnisse

3.5.2.3 Aktivierung der *H-P1075Bindung an 8R2B durch ATP unter Zugake won
Suamin (5 pM)

Die Experimente (n=3) wurden bel einer mittleren Ligandenkoreentration von
2,03£0,06nM wie unter 3.5.2.2 fur PhloxinB beschrieben duchgefthrt. Die
Aktivierung der *H-P1075Bindurg durch ATP in Gegenwart von Suramin (5 M)
ergab einen pECs-Wert von 5,28+ 0,06, entsprechend einem ECse-Wert von
5,25(2,89 9,54 uM. Bel einer Konzentration vonca 5,3uM ATP st die Bindurg von
®H-P1075an seinen Rezeptor in Gegenwart von Suramin somit halbmaximal.

Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 83+ 9 fmol/mg (63+ 3% der totalen Bindurg
unter Zusatz von Suramin). Dies bedeutet einen Abfall der spezifischen Bindurg auf
ca 63 % der spezifischen Bindurg ohne Suramin. Dieser Abfall ist auf die Zugabe von
Suramin zurlckzufihren, da Suramin gemass ®ines Sdtigungsgrades bel ener
Konzentration von 5uM 43 (38; 49) % der Rezeptoren besetzt hélt, (3.5.1.1.2 undeine
Bindurg des Offners ®*H-P1075 \erhindert. Daher kann de spezifische Bindurg von *H-
P1075 an seinen Rezeptor nur noch ca 57 (51; 62) % betragen; in den Experimenten
betrug sie in guter Ubereinstimmung mit dem errechneten Wert noch 63+ 3%
(Abb.3.5).
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Abb. 3.6: Abhangigkeit der spezfischen *H-P1075Bindung an SUR2B von der ATP-K onzentration
in Gegenwart von Suramin (5 uM).

ATP wurde ds Na'-Salz hinzugegeben. Die spezfische °H-P1075Bindung in Gegenwart von
3mM ATP +5 puM Suramin (Lo =2,03% 0,06 nM) betrug 83+ 9 fmol/mg Membranprotein (63+ 3 %
der totalen Bindung in Gegenwart von Suramin bzw. 86+ 2 % der totalen Bindung ohne Zugabe von
Suramin) und wurde aif 100% normiert; die Parameter der Anpasaung an Gl. 20b (2.7.3) sind
Tabelle 3.6 zu entnehmen. Die gezagten Daten sind Mittelwerte £+ SEM aus 3 Experimenten. Gestrichelt
dargestellt i st die ATP-Aktivierungskurve ohne Zugabe von Suramin.
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3.5.2.4 Aktivierung der *H-P1075Bindung an SR2B durch ATP
unter Zugale von Evans Blue (5 uM)

Bei ener mittleren Ligandenkoreentration von 2,03 0,07nM wurden n=3
Experimente zur Bestimmung der Bindurg von *H-P1075 im Gleichgewicht bei
steigenden Konzentrationen an NaATP undin Gegenwart von Evans Blue (5 pM) wie
unter 3.5.2.2fur Phloxin B beschrieben durchgefuihrt. Es ergab sich ein pECsg-Wert von
5,19+ 0,02 entsprechend einem ECse-Wert von 6,5(5,8 7,2 uM. Be ener
Konzentration vonca 6,5uM ATP st die Bindurg von *H-P1075an seinen Rezeptor in
Gegenwart von Evans Blue somit halbmaximal.

Die spezifische Bindurg unter Zusatz von EvansBlue, Bs, betrug 95+ 10fmol/mg
(90+ 1% der totden Bindurg unter Zusatz von EvansBlue). Dies bedeutet einen
Abfal der spezifischen Bindurg auf ca 75+ 2% im Vergleich zur ohre Evans Blue
gemessenen spezifischen Bindurg. Dieser Abfall ist auf die Zugabe von Evans Blue
zurlckzufiihren; Evans Blue hédlt geméss sines Séttigungsgrades bei  ener
Konzentration von 5uM 55(52 57) % der Rezeptoren besetzt, (3.5.1.1.3 und
verhindert eine Bindurg des Offners *H-P1075. Damit kann de spezifische Bindurg
von °H-P1075 an seinen Rezeptor nur noch ca 45(43; 48) % betragen, in den
Experimenten betrug sie noch 75+ 2 %.

Problematisch beziiglich einer Mittelung der Daten erwies sch, dass im letzten
Experiment die Aktivierungskurve nicht mehr nahe 0 % Bs begann wie bel Phloxin B
und Suramin dargestellt (Abb.3.5 bzw 3.6). Es zeigte sich vielmehr eine Art Sockel
(33% der spezifischen Bindurg), auf desen Basisbindurg die Aktivierungskurve
bereits bel Zugabe von nu 30nM ATP begann (Abb.3.7). Der ECs-Wert dieses
Experimentes unterschied sich dennoch nicht von den Werten der Experimente ohre
diesen Sockel, weshalb de Werte gemittelt wurden. Der Unterschied betraf lediglich de
Amplitude.
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Abb. 3.7: Abhangigkeit der spezfischen *H-P1075Bindung an SUR2B von der ATP-K onzentration
in Gegenwart von Evans Blue (5 uM).

ATP wurde ds Na'-Salz hinzugegeben. Die spezfische °H-P1075-Bindung in Gegenwart von
3mM ATP+5puM EvansBlue (Lo=2,03+£0,07nM) betrug 95+ 10fmol/mg Membranprotein
90+ 10 % der totalen Bindung in Gegenwart von Evans Blue bzw. 69+ 3 % der totalen Bindung ohne
Zugabe von Evans Blue) und wurde auf 100% normiert; die Parameter der Anpasaingan Gl. 20b (2.7.3)
sind Tabelle3.6 zu entnehmen. Die gezegten Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung aus
3 Experimenten. Gestrichelt dargestellt i st die ATP-Aktivierungskurve ohne Zugabe von Evans Blue.
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3.5.2.5 Aktivierung der *H-P1075Bindung an SR2B durch ATP unter Zugake won
DIDS (5 uM)

In n=3 Experimenten wurde be einer mittleren Ligandenkoreentration von
2,06+ 0,03nM die Bindurg von °H-P1075 im Gleichgewicht bei steigenden
Konzentrationen an NaATP in Gegenwart von DIDS (5 uM) wie unter 3.5.2.2f0r
Phloxin B beschrieben gemessen. Stets wurde die totale Bindurg in Gegenwart von
3 mM ATP ohnre Zugabe von DIDS a's Kontroll wert mitbestimmt und 100% gesetzt.
Die Experimente li eferten einen pECso-Wert von 5,74+ 0,01, entsprechend einem ECso-
Wert von 1,8(1,7; 1,9uM. D.h. bei einer Konzentration vonca 1,8uM ATP ist die
Bindurg von *H-P1075an seinen Rezeptor in Gegenwart von DIDS halbmaximal.

Die spezifische Bindurg, Bs, betrug 71+ 9fmol/mg (84+ 2% der totalen Bindurg
unter Zusatz von DIDS). Dies bedeutet einen Abfall der spezifischen Bindurg auf
ca 47+ 2 %. Dieser Abfall ist auf die Zugabe von DIDS zuriickzufihren, da DIDS
gemass ®ines Séttigungsgrades bei einer Konzentration von 5uM 52 (48; 56) % der
Rezeptoren besetzt halt, (3.5.1.1.6 und eine Bindurg des Off ners *H-P1075 \erhindert.
Die spezifische Bindurg von ®H-P1075an seinen Rezeptor kann deshalb nur noch ca
48 (44; 52) % betragen, in den Experimenten betrug sie in sehr guter Ubereinstimmung
mit dem erwarteten Wert noch 47+ 2 %.

Problematisch bezliglich einer Mittelung der Daten erwies sch, dass in den
Experimenten die Aktivierungskurve nicht nahe 0 % Bs begann wie bel Phloxin B und
Suramin dargestellt (Abb.3.5 kzw. 3.6). Es zeigte sich vielmehr, wie schon kei Evans
Blue beschrieben, eine Art Sockel (19 kzw. 35% der spezifischen Bindurg), auf dessen
Basishindurg die Aktivierungskurve ohrne Zugabe von ATP begann (Abb.3.8). Die
ECso-Werte dieser Experimente unterschieden sich jedoch nicht, weshab de Werte
gemittelt wurden. Der Unterschied betraf lediglich de Amplitude.
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Abb. 3.8:Abhangigkeit der spezfischen *H-P1075Bindungan SUR2B von der ATP-K onzentration
in Gegenwart von DIDS (5 pM).

ATP wurde ds Na'-Salz hinzugegeben. Die spezfische °H-P1075Bindung in Gegenwart von
3mM ATP + 5 pM DIDS (Lo = 2,08 nM) betrug 87 fmol/mg Membranprotein (87 % der totalen Bindung
in Gegenwart von DIDS bzw. 43 % der totalen Bindung ohne Zugabe von DIDS) und wurde auf 100%
normiert; die Parameter der Anpasaung an Gl. 20b (2.7.3) sind Tabelle 3.6 zu entnehmen. Gezegt sind
die Daten aus einem typischen Einzdexperiment. Gestrichelt dargestellt sind de gleichzetige
Mitbestimmung der ATP-Aktivierung ohne Zugabe von DIDS (---) sowie die ATP-Aktivierungskurve
(O O). Der Sockel (ca 19 % Bg) scheint eine Art Basishindung ohne Zugabe von ATP darzustell en.
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Tabelle 3.6: Aktivierung der *H-P1075Bindung an SUR2B durch ATP in Gegenwart verschiedener
P>-Rezeptor modulatoren.

Anax beschreibt die maximae Amplitude der spezfischen Bindung in Gegenwart von 3mM ATP; pECsg
stellt den negativen Logarithmus der ECsq-Werte dar, ECso steht fir die halbmaximale Aktivierungs
konzentration urd 1Cs fiir die halbmaximale Hemmkonzentration der jeweili gen Substanz bei 3 mM ATP.

PECs ECs, Amax; ICso,
Substanz (-log M) (M) (%Bs 3mm aTR) (M)
ATP 5,36+ 0,03 44(3,8;5,2) 100% -
ATP +
Phloxin B (500nM) | 5,25+ 0,08 5,7 (3,5; 9,3) 59+ 6% 314(259 382 nM
ATP +
Suramin (5 uM) 5,28+ 0,06 5,3(2,9; 9,5) 70+ 2% 6,5 (5,2; 8,1)
ATP +
EvansBlue (5 uM) [5,15+0,01 6,5(58; 7,2) 75+ 2% 4,1(3,8; 4,6)
ATP +
DIDS (5 uM) 5,74+ 0,01 A47+2% 4,6 (3,9; 54)

3.5.3 Aktivierung der *H-P1075Bindung an SUR2B durch DIDS

In Aktivierungsexperimenten mit ATP unter Zugabe von DIDS (5 uM) (3.5.2.5 wurde
festgestellt, dass auch ohre Zugabe von ATP, welches eine Vorausstzung fur das
Stattfinden einer Bindurg von *H-P1075 an seine Bindurgsgelle ist (Schwanstedher et
a., 1998 Hambrock et a.,1998, ene von der unspezifischen Bindurg deutlich
abgrenzbare (3-4ma so hote) *H-P1075Bindurg gemessn werden kann. Dies deutete
auf eine Aktivierung der *H-P1075Bindurg durch DIDS hin bzw. darauf, dassDIDS in
vorliegenden Experimenten ATP wenigstens teil weise esetzen konrte.

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob de *H-P1075Bindurg von cer zugegebenen
DIDS-Konzentration abhangt, wurde die Bindurg von *H-P1075im Gleichgewicht bei
steigenden Konzentrationen an DIDS gemessn. Die Experimente (n=2) wurden bei
einer Ligandenkoreentration vonca 1,93nM durchgefihrt.

In beiden Experimenten wurde die totde Bindurg (110bzw.146fmol/mg) bei
3 mM ATP ohre Zugabe von DIDS bestimmt und 100% gesetzt.

Im ersten Experiment zeigte sich, dass €lbst ohre Zugabe von DIDS und ATP eine
wesentliche 3H-P10758indurg stattfand (3,7 ma Bns, Bns =5 % Bror). Diese Bindurg
(20% Bror) konrte durch steigende Konzentrationen an DIDS im Bereich zwischen
1uM und 10uM DIDS gesteigert werden, das Maximum lag bei 10uM DIDS
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(28% Bror). Bel weiterer Zugabe sank de Bindurg auf das Niveau der Bys ab, welches
bel Zugabe von 100uM DIDS erreicht war.

Im zweiten Experiment wurde dieser Korzentrationsbereich nher untersucht. Die Kurve
zeigte diesma ohre Zugabe von ATP und DIDS nur eine Erhéhung um einen Faktor 2
gegeniiber der Bys (Bns=5% Bror). Es zeigte sich wieder ein Bindurgsanstieg im
Konzentrationbereich zwischen 1uM und 10uM DIDS, das Maximum lag wiederum bei
10uM DIDS (32% Bror). Bei welterer Zugabe fiel die Bindurg ab auf das vorherige
Niveau, welches bei Zugabe von 100uM DIDS erreicht war (Abb. 3.9).

100 - - === - = oo - - oo oo -
+ 3 mM ATP, ohne DIDS

B o 0
o o o
I | I
| | |

3H-P1075-Bindung, % Bs
N
o

DIDS, (- log M)

Abb. 3.9: Aktivierung der *H-P1075Bindung an HEK 293 Zellmembranen (SUR2B) durch DIDS.

Gezagt sind de Daten aus einem typischen Einzeexperiment. Gestrichelt dargestellt ist die totale
Bindung uner Zugabe von 3mM ATP ohne Zugabe von DIDS. Dieser Wert (146fmol/mg
Membranprotein) wurde 100% gesetzt. Die durchgezogene Linie zégt die *H-P1075Bindung in
Gegenwart von DIDS (ohne Zugabe von ATP). DIDS konnte die *H-P1075Bindung steigern mit einem
Maximum bei ca 10 uM DIDS, an welchem die Bindungca 30 % der totalen Bindungerreichte.
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3. Ergebnisse

3.5.4 Kinetik der ®H-P1075Bindung an HEK 293 Zellmembranen (SUR2B)

Homologe Dissziationsexperimente elauben ein Aussage Uber die Disziations
geschwindigkeit des untersuchten Rezeptorligandenkomplexes. Die Dissziation wird
gestartet durch Zugabe des kalten Liganden im Uberschuss wenn de Bindurg des
markierten Liganden das Gleichgewicht erreicht hat. Mit Kenntnis der Halbwertszeit
des Komplexes owie seines kqs-Wertes (Kontrolle), lasen sich Aussagen Uber das
Bindurgsverhalten weiterer Stoffe, genauer gesagt, die Lokalisation der
Bindurgsdelle(n) dieser Stoffe, geben. Und zwar kann festgestellt werden, ob dr
jewells untersuchte Stoff dieselbe Bindurgsdelle wie der verwendetete Radioligand
oder aber eine von deser verschiedene besitzt.

Untersucht man ndmlich de Disziation des Rezeptor-Ligand-Komplexes unter Zusatz
einer Testsubstanz, welche man gleichzeitig mit dem homologen Inhibitor zugibt, so
ergeben sich fir den Vergleich des kog-Wertes mit jenem der Kontroll experimente
folgende M dgli chkeiten: Unterscheiden sich de kqs-Werte nicht, so ist durch den neuen
Stoff keine Beschleunigung der Dis®ziation eingetreten. Man kann in desem Fall
davon ausgehen, dass zwischen der Testsubstanz und dem homologen Inhibitor eine
direkte Kompetition umn dieselbe Bindurgsgell e stattfindet.

Gibt es jedoch einen Unterschied, d.h. leschleunigt oder verlangsamt die nicht-
markierte Testsubstanz die Dissoziation, muss es einen transienten terndaren Komplex,
bestehend aus SUR, *H-P1075 und dr Testsubstanz, geben (Bray und Quast, 1992
Hambrock et al., 1998, d.h. de Bindurgsgellen von *H-P1075 und ér Testsubstanz
mussen verschieden sein. Beschleunigt die Testsubstanz die Disgziation
(Kot kontrolle < Koff, Testsubstanz), 1859 dies auf eine negativ all osterische Koppelung der
Bindurgsdellen fur Inhibitor und Testsubstanz schliessen. Unter der umgekehrten
Vorausstzung, Kot kontrolle > Koff, Testsubstanz » di€ @ne Verzogerung der Disziation duch
die Testsubstanz darstellt, kann man davon ausgehen, dass die Testsubstanz die
Bindurg fordert.

Die Bindurgsexperimente wurden mit 7—10 Milli onen Zellen pro Schale (entsprechend
einer Konfluenz von 6G6-80 %) durchgefiihrt. Die Dissoziation wurde nadh 30-minditiger
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Vorinkubation der HEK 293 Zellmembranen mit *H-P1075 i 37° C durch Zugabe von
10 uM P1075 sowie gleichzeitig der jewelligen Testsubstanz (ausser bei den
Kontrollexperimenten) zum Rezeptor-Ligand-Komplex eingeleitet. Die Inkubetion
wurde beendet durch Entnahme von 0,3ml-Aliquats zu urterschiedlichen Zeiten (31-
100.Min.); Verdinnurg undFiltration erfolgten wiein Kap. 2.6.1 keschrieben.

Es wurden hierbel 6,5ml-Ansédtze verwendet, die Proteinkorezentration in den Ansdtzen
bewegte sich zwischen 0,1 und 0,2ng/ml; die Re&ktion fand in Puffer 4 und lei 37°C
statt, die Na,ATP-Konzentration lag bei 3 mM, die Mg**-K onzentration betrug 3,8 mM.
Die Daten wurden in % der spezifischen Bindurg (= 100%) transformiert und de

monaexporentiell e Zerfal sfunktion (Gl. 30, 2.7.5 angepasg.

3.5.4.1 Kinetik der *H-P1075Bindung artHEK293-Zell membranen (SUR2B) ohre
Zugale \on Testsubstanzen

In einer Kontroll-Serie von n=4 Experimenten wurde die Kinetik der *H-P1075
Bindurg an HEK293 Zellmembranen urtersucht. Die Experimente wurden bei einer
mittleren Ligandenkoreentration von 1,65 0,10nM durchgefuhrt. Es wurde &ne
Disziationskonstante, ko, von 0,07+ 0,01min? ermittelt. Hieraus konrte éne
Habwertszeit (ty2) von 10,7+ 1,5Min. berechnet werden (2.7.5, Gl. 29%). Aus der
Halbwertszeit des Komplexes von ca 10 Minuten kann geschlossen werden, dassdie
Bindurg des Liganden an den Rezeptor fUr die Zeit zwischen Re&tionssopp duch
Verdinnurg in eiskaltem Waschpufer undAbfiltration (ca 10) erhalten bleibt.

3.5.4.2 Kinetik der *H-P1075Bindung artHEK293-Zell membranen (SUR2B) unter
Zugale von Phloxin B (500 rM; 3 uM)

Die Disoziationskinetik unter Zugabe von 500nM PhloxinB wurde in n=3
Experimenten bei einer mittleren Ligandenkoreentration von 1,6G:0,19nM
durchgefuhrt. Es wurde ene Disziationskonstante, ky, von 0,09t 0,004min™

ermittelt. Hieraus konrte ane Halbwertszeit (ty) von 7,9 1,7 Min. berechnet werden
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3. Ergebnisse

(2.7.5, Gl. 29%). Da hierbei kein grosser Unterschied zur Dissoziationskinetik ohre
Zugabe von Phloxin B auftrat, wurde fur die weiteren Experimente (n=3) die
Konzentration vonPhloxin B auf 300uM erhéht. Die mittlere Ligandenkoreentration
betrug 1,43+ 0,14nM. An de ehatenen Daten wurde a@ne monoexporentielle
Zerfalsfunktion (2.7.5, Gl. 30) angepasd. Es wurde ane Dissoziationskonstante, K,
von 0,17+ 0,01min® ermittelt. Hieraus konrte eéne Halbwertszeit (ty,) von
4,2+ 0,7Min. berechnet werden (2.7.5,Gl. 29a).

3.5.4.3 Kinetik der *H-P1075-Bindung anHEK293-Zell membranen (SUR2B) unter
Zugale von Suamin (50 uM; 300uM)

Zundchst wurde @n Vorversuch urter Zugabe von 50uM Suramin bei ener
Ligandenkorzentration von 1,5InM durchgefihrt. Es  wurde ane
Disoziationskonstante, kg, von 0,088t 0,01mint ermittelt. Hieraus konnte éne
Halbwertszeit (t2) von 7,9Min. berechnet werden (2.7.5,Gl. 293).

Da hierbel kein grosser Unterschied zur Disziationskinetik ohre Zugabe von Suramin
auftrat, wurde fur die weiteren Experimente (n = 3; mittlere Ligandenkoreentration
1,54+ 0,07nM) die Konzentration vonSuramin auf 300uM erhdht. Es wurde nuneine
Disziationskonstante, ko, von 0,24+ 0,01min? ermittelt. Hieraus konrte éne
Halbwertszeit (ty2) von 2,90+ 0,07Min. berechnet werden (2.75, Gl.2%). Der
Losungsmittelanteil in desem Versuch betrug =3 % (v/v) und konne wegen
Losungsschwierigkeiten beim  Ansetzen holerkonzentrierter  Stammldsungen nicht
minimiert werden. Aus diesem Grunde wurden Experimente mit einer analogen
Losungsmittelkonzentration zur Kontrolle von Losungsmitteleff ekten angeschlossen
(3.5.4.9.
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3.5.4.4 Kinetik der ®*H-P1075Bindung arHEK293-Zell membranen (SUR2B) unter
Zugale von Evans Blue (50 uM; 300 uM)

Wiederum wurde zunddhst ein Vorversuch bei einer Ligandenkoreentration von
1,47nM, diesma unter Zugabe von 50uM Evans Blue, durchgefiihrt. Dabei wurde ene
Disoziationskonstante, ko, von 0,074t 0,004mint ermittelt. Hieraus konrte éne
Halbwertszeit (t12) von 9,37Min. berechnet werden (2.7.5,Gl. 29a).

Da hierbel kein grosser Unterschied zur Dissoziationskinetik ohre Zugabe von Evans
Blue auftrat, wurde fur die weiteren Experimente die Konzentration vonEvans Blue auf
300uM erhoh.

Bel ener mittleren Ligandenkorzentration von 1,56t 0,03nM wurde nun ene
Diswziationskonstante, kg, von 0,40t 0,01min? ermittelt. Hieraus konrte éne
Halbwertszeit (ty2) von 1,75+ 0,02Min. berechnet werden (2.7.5, Gl. 29%). Der
Losungsmittelanteil in desem Versuch betrug =3%(v/v) und konme wegen
Losungsschwierigkeiten beim Ansetzen hokerkonzentrierter Stammldsungen nicht
minimiert werden. Aus diesem Grunde wurden Experimente mit einer analogen
Losungsmittelkonzentration zur Kontrolle von Losungsmitteleff ekten angeschlossen
(3.5.4.9.

3.5.4.5 Kinetik der ®*H-P1075Bindung anHEK293-Zell membranen (SUR2B) unter
Zugale von DIDS (50 uM; 300uM; 30 uM)

In zwei Vorversuchen urter Zugabe von 50uM DIDS bel einer Ligandenkoreentration
von ca 1,52nM wurde éne Disoziations-konstante, ko, vonca 0,049min™ ermittelt.
Hieraus konrte a@ne Halbwertszeit (ty,) von ca 14,4Min. berechnet werden (2.7.5,
Gl. 299).

Da hierbel im Unterschied zur Dissziationskinetik ohre Zugabe von DIDS ene
Verlangsamung auftrat, wurde zur Bestatigung der Verzogerung fir die weiteren
Experimente die Konzentration von DIDS auf 300uM erhoht. Die
Ligandenkoreentration betrug im Mittel 1,53+ 0,02nM. Es wurde ene
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Disziationskonstante, ky, von 0,28t 0,02min ermittelt. Hieraus konrte nun eine
Halbwertszeit (ty,) von 2,46+ 0,16Min. berechnet werden (2.7.5, Gl.2%). Der
Losungsmittelanteil in desem Versuch betrug =3 % (v/v) und konne wegen
Losungschwierigkeiten beim  Ansetzen holerkonzentrierter  Stammldsungen nicht
minimiert werden. Aus diesem Grunde wurden Experimente mit einer analogen
Losungsmittelkonzentration zur Kontrolle von Losungsmitteleff ekten angeschlossen
(3.5.4.9.

Um zu urtersuchen, ob de Disoziation der *H-P1075Bindurg durch geringe DIDS-
Konzentrationen tatsadchlich verlangsamt wird, wie e sch urter Verwendurg von
50uM DIDS andeutete, wurde in n=2 Expeimenten gleichzeitig die
Dissziationskinetik mit und ohre Zugabe von 30uM DIDS untersucht.

Die Ligandenkoreentration ketrug ca 1,59nM. Fir die Re&tion urter Zugabe von
30 uM DIDS wurde ene Disziationskonstante, kq, von 0,08 mint ermittelt. Hieraus
konnte ene Halbwertszeit (ty2) von 12,8Min. beredhnet werden (2.7.5,Gl. 293).

Fur die Restion ohne Zugabe von DIDS betrug ke 0,058min™, entsprechend einer
Halbwertszeit (t12) von 12,1IMin. (2.7.5,Gl. 2%).

Somit trat keine wesentli che Verlangsamung der Dissoziation duch DIDS auf.

3.5.4.6 Kinetik der *H-P1075Bindung anHEK293-Zell membranen (SUR2B) unter
Zugale von Losungsmittel (3 % v/v)

In den Experimenten mit einer Inhibitorkonzentration von 30QuM betrug der LAsungs-
mittelantell =3 % (v/v). Um auszuschliesen, dass die bei diesen Inhibitor-
konzentrationen beobadtete Beschleunigung der Disziation auf den holen Losungs-
mittelanteil zurtckzufUhren ist, wurden Kontrollexperimente durchgefiihrt, bei denen
anstell e des Inhibitors 3 % (v/v) Lésungsmittel zugegeben wurden.

Die Ligandenkoreentration in n=2 Experimenten betrug ca 1,59nM. Es wurde eéne
Disziationskonstante, kg, von 0,11mint ermittelt. Daraus errechnete sich eine
Halbwertszeit (ty2) von 6,5Min. (2.7.5,Gl. 29a). Dies g€llt ungefdhr eine Verdopdung
der  Disoziationsgeschwindigkeit im  Vergleich  zur  Kontrolle  ohre
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Losungsmittelzugabe (ko = 0,062+ 0,006min™) dar. Die Differenz zwischen den

beiden Werten wurde von dn kg-Werten der Versuche mit einer Inhibitor-

konzentration von 30QuM abgezogen. Die korrigierten Werte sind Tab.3.7 zu

entnehmen.

Tabelle 3.7: Kinetik der 3H-PlO?SBindung an HEK 293-Zellmembranen (SUR2B).

Die Dissziationskonstante wird durch ky, die Halbwertszeit durch t., beschrieben. Weiter stehen L fir

die Ligandenkonzentration urd K, fur die Gleichgewichtsinhibiti onskonstante.

Als Kontrolle dienten digjenigen Experimente, in welchen zur Einleitung der Dis®ziation lediglich
10 puM P1075 zugegeben wurde. In den (brigen Experimenten wurde zsétzlich die jewellige
Testsubstanz bzw. Lésungsmittel in den angegebenen Konzentrationen hinzugefiigt. Die gezegten Daten
sind Mittelwerte + SEM aus 2—-6 Experimenten.

Substanz Lo Koff ty, K,
(nM) (min™) (min) (M)
Kontrolle 1,65+ 0,10 0,062+ 0,006 11,18+ 0,99 -
L sg.mittel (3%, v/v) 1,59 0,107 6,48 -
Phloxin B 259196322 nM
500 rivi 1,60+ 0,19 0,089+ 0,004 7,8+0,35
3uM 1,43+0,14 0,166+ 0,005 4,18+ 0,15
Suramin 5,2(3,9;6,8)
50uM 151 0,088 7,88
300 uMm* 1,54+ 0,07 0,195+ 0,006 3,55+ 0,06
EvansBlue 3,4(3,0;3,9)
50uM 1,47 0,074 9,37
300 pM* 1,56+ 0,03 0,350+ 0,005 1,98+ 0,02
DIDS einstufig:
30uM 1,59 0,054 12,84 3,8(3,1,4,7)
50uM 1,52 0,049 14,3 2weistufig:
300 pMm* 1,53+ 0,02 0,237+ 0,020 2,92+0,16 5451831603 nM
10,9(5,7;20,6)
*  Losungsmittelkonzentration im  Experiment =3%(v/v); die kg-Werte wurden entsprechend der  Differenz

[kor (Kontroll experimente) — ko (LESUngsmittelexperimente)] = 0,045min™ korrigiert.
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Dissoziation der 3H—P1075-Bindung an HEK 293-Zellmembranen (SUR2B)
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Abb. 3.10: Kinetik der *H-P1075Bindung an HEK 293-Zellmembranen (SUR2B).

Die Disoziation des Rezeptor-Ligand-Komplexes, wurde gestartet durch Zugabe von 10pM P1075
(Pfeil) sowie der jeweiligen Testsubstanz (ausgenommen in den Kontrollexperimenten). Gezegt sind
jeweil s Daten aus Einzdexperimenten. Die Parameter der Angleichungan Gl. 30 (2.7.5) sind Tabelle 3.7
Zu entnehmen.
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B Phloxin B B
A Suramin

v Evans Blue
0.3 - + DIDS B

Substanz, (-log M)

Abb. 3.11: Auftragung der ks-Werte gegen die éngesetzte Konzentration der jeweili gen Substanz.
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Abb. 3.12: Auftragung der ks—Werte gegen den Quotienten aus der eingesetzten

Substanzkonzentration und der Gleichgewichtsdisoziationskonstanten K;, ([M]/K)).
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3.6 °H-P1075Bindungexperimente an ganzen HEK293 Zellen (SUR2B)

An ganzen HEK293Zedlen (SUR2B) wurde untersucht, ob de Testsubstanzen
membrangangig sind. Eine Permedion in de Zelle kbnnte entweder Gber Transporter
oder aber durch de Membran hinduch erfolgen. Letzteres erscheint allerdings eher
unwahrscheinlich, da die meisten der untersuchten Substanzen bei physiologischem pH
negativ geladen, also Anionen sind (Strukturformeln s, 1.8.3.3.

Die Préparationen der HEK293Zellen erfolgte wie unter 2.5.5 leschrieben. Die
Bindurgsexperimente an ganzen HEK293-Zellen wurden mit 7-10 Milli onen Zellen
(=0,51,6mg) pro Schale (entsprechend einer Konfluenz von 65-75%) gemass
Kap. 2.6.1 duchgefihrt.

Die Bindurg von *H-P1075im Gleichgewicht wurde in An- und Abwesenheit der unten
aufgeflibrten Inhibitoren bestimmt. In allen Féllen stellte sich heraus, dassder jeweili ge
Inhibitor selbst in einer Konzentration von 10QuM den Radioli ganden *H-P1075 nu zu
maximal 25 % verdrangen konrte (Tab. 3.9).

Da sich de in Tabelle 3.8 angefuihrten Substanzen nicht als membrangéangig erwiesen
hatten, konrten mit ihnen keine Hemmkurven an ganzen SURZ2B-transfizierten
HEK293 Zell en erstellt werden

Tabelle 3.8: Hemmung der *H-P1075Bindung an ganzen HEK 293 Zellmembranen (SUR2B) durch
P>-Rezeptor modulatoren.

Aqgo v beschreibt denjenigen Anteil der spezfischen Bindung der bei einer Inhibitorkonzentration von
100uM nicht verdréngt wurde. Weiter stehen L, fir die Ligandenkonzentration undBg fiir die spezfische
Bindurg: Lo =1,39+ 0,10nM; Bs= 141+ 9 fmol/mg. Die gezagten Daten sind Mittelwerte + SEM aus 4
Experimenten.

Substanz Aiooum; (% Bs)
Phloxin B 93+3
Suramin 81+3
EvansBlue 96+ 4
DIDS 75+ 3
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4 Diskusgon

4.1 Diskusson cer *H-P1075Bindungexperimente an A10-

Zellmembranen

4.1.1 Allgemeine Eigenschaften der ®*H-P1075Bindung

Die Daten aus den hamologen Kompetiti onsexperimenten mit *H-P1075weisen darauf
hin, dassder K atp-Kanaloffner *H-P1075mit hoher Affinitzt (Kp=7,9nM) an nu eine
Klasse von Bindurgsdellen bindet (denkbar sind pinzipiell auch zwei (oder mehrere)
verschiedene Bindurgsdellen mit nur geringem Affinitdtsunterschied fur P1075,
jedoch weisen Ergebnise an SUR2B-transfizierten HEK293 Zellmembranen auf nur
eine Offnerbindurgsgelle pro SUR-Molekil hin (Artunc, F., Charakterisierung des
Bindurgsverhatens des Radioliganden °H-Glibenclamid an den rekombinant
exprimierten Untereinheiten SUR2A, SUR2B und Kg6.1 des ATP-abhdngigen
K*-Kanas (Katp), Med. Disertation, Universitét Tiibingen, 1999.

Die Dichte dieser Bindurgsgellen, Byax, in der vorliegenden Membranpréparation lag
bei = 131fmol/mg Protein.

Der in den Kompetitionsexperimenten ermittelte Kp-Wert fur P1075 vonca 7,9nM
konnte durch de kinetischen Versuche bestdtigt werden: Aus der ermittelten
Diswziationskonstanten, ks, von 0,07+ 0,01min? sowie der scheinbaren
Asgziationskonstanten, Kgpp, von 0,11+ 0,03min™ liess $ch mittels Gl. 27 de
Aszitationskonstante, ko, berechnen. Diese liegt mit (2,07+1,7) * 10’ M min® um
Grossenordnurgen niedriger, as es fur eine diffusionskontrolli erte Assoziation zu
erwarten gewesen ware. Vielmehr liegt sie genau im Rahmen der Zetkonstanten
spezifischer Bindurgsvorgange wie z.B. fur die Interaktion von [-adrenergen
Antagonisten mit deren Rezeptor (Affolter et a., 1985. Schliesdich folgte aus der
Beziehurng Kp = Ke/kon (Gl. 4) die Berechnurg der Gleichgewichtsdissoziations-
konstanten zu 3,3+ 2,8nM.
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Die spezifische Bindurg pro mg Protein lag in den ersten Versuchen( P1075 GBC) als
Verdrénger um ca einen Faktor 2 hoher (= 24,4fmol/mg gegentiber = 12,8fmol/mg)
als in den spédteren Versuchen (MxS; LCRK; AZ-DF 265. Der Grund herfir kann
darin gesehen werden, dass fur die Experimente mit P1075 lzw. GBC als Inhibitor
Zellen verwendet wurden, de st wenige Mae passagiert worden waren (Anzahl der
Passagen: 9-13). Je hoher die Anzahl der Passagen war, die ene Zellinie bereits
erfahren hatte, desto niedriger erwies sch de spezifische Bindurg an de daraus
hergestellten Membranen (im Fale der Kompetitionen mit MxS, LCRK und
AZ-DF 265 I®trug die Passagenzahl 33—44). Vermutlich ist dies als ein Prozess der
Zellaterung zu sehen, mit der Konsequenz, dass die Zellen mit steigendem Alter der
Zdllinie weniger Kandle in ihre Membranen einbauten. In spateren Experimenten, in
denen wieder Zellen niedriger Passagen eingesetzt wurden, erreichte die spezifische
Bindurg pro mg Protein wieder Werte um 20-30 fmol/mg Protein.

4.1.2 Kompetition der *H-P1075Bindung an A10-Zellmembranen

4.1.2.1 Spezfitat der P1075Bindung Karp-Kand versus Cl-Kand

Die spezifische 3H-PlO?E—Bindurg wurde durch Katp-Kanaoffner verschiedener
Strukturklassen sowie durch de Blocker Glibenclamid (Sulfonylharnstoff) und
AZ-DF 265 \erdrangt (Abb.3.2). Die Ergebnisse der Kompetitionsexperimente mit
®H-P1075 an A10-Zellmembranen zeigen, dess die untersuchte Bindurgsgelle fir
P1075 von @n wesentlichen fir glatte Muskelzell en typischen Karp-Kanalmoduatoren
erkannt wird; die Karp-Kanamoduatoren verdrangen somit das mit hoher Affinitét
(3.2.5.9 bindende *H-P1075 vonStrukturen des K arp-Kanals.

Inzwischen ist die genaue Lokalisation cer 3H-P1075Bindurgsstelle an Katp-Kand
durch Experimente an Zellen, de nur mit der SUR-Untereinheit bzw. nur mit der
Kir-Untereinheit des Katp-Kanals transfiziert worden waren, bekannt: Die Bindurgs-
stelle fur P1O75 liegt an der B-Untereinheit SUR des Karp-Kanas (Hambrock et al.,
1998 Schwanstedher et al., 199§. Aufgrund der heterologen Bindurg von MxS (s.u.)
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4.1 Diskusson der *H-P1075Bindungsexperimente an A10-Zellmembranen

ist ihre Stochiometrie dlerdings noch nicht endgultig geklart. Es gibt jedoch Hinweise,
dassam SUR jeweils eine SU- (Ddrschner et al., 1999 und eine Off nerbindurgsgelle
vorliegen (Artunc, F., Charakteriserung des Bindurgsverhatens des Radioliganden
®H-Glibenclamid an den rekombinant exprimierten Untereinheiten SUR2A, SUR2B und
Kir6.1 ds ATP-abhéngigen K*-Kanas (Katp), Med. Dissertation, Universitét
Tlbingen, 1999 Grosset a., 1999.

Durch Kompetitionsexperimente dleine ist dabel keine Aussage tber den Modus der
Verdréngung moglich. Um zu entscheiden, ob de Verdrdngung durch drekte
Kompetition um dieselbe Bindurgsdelle oder durch negativ all osterische Kopdung
zweier verschiedener Bindurgsdellen erfolgt, sind Disoziations- (Kinetik-)
Experimente ndtig. Diese wurden 1992 von Bray und Quast durchgefuihrt. Fir die
Offner wurde dabei eine direkte Kompetition mit *H-P1075 um dieselbe Bindurgsgelle
festgestellt, fir den Blocker GBC hingegen ergaben sich Hinweise auf eine negativ
all osterische Kopdung seiner Bindurgsdell e(n) mit derjenigen von P1075.Gegen eine
direkte Kompetition cer Bindurgsdellen von SU und Offnern sprechen auch
Untersuchungen von Schwanstecher et al. (1992.

P1075 zeigte in friheren Untersuchungen an glatten Geféasanuskelzellen Wirkung als
Kate-Kana 6ff ner undzugleich als Cl-Kanal-Blocker (Holevinsky et al., 1994).

Zwel verschiedene Modelle eklaren deses Ergebnis. Fir das erste Modell gelte die
Annahme, dassdie Cl-Kandle und de K arp-Kanél e keine gemeinsamen regul atorischen
Proteine oder strukturellen Arede haben; damit muss P1075 an zwel verschiedene
Bindurgsgellen hinden, eine Offnerbindurgsgelle an Kare-Kana und eine
Schlieserbindurgsgelle an Cl'-Kanal.

Im zweiten Modell wird angenommen, dass $ch Cl-Kanal und Katp-Kana ein
gemeinsames regulatorisches Protein oder eine gemeinsame Untereinheit teilen. Dieses
Modell erfordert nur ein einziges P1075bindendes Protein, verlangt jedoch, dassdieses
mit mindestens zwel verschiedenen lonenkandlen interagiert. ES muss $ch weiter um
ein membranasziiertes Protein handeln, denn gegen ein 16sliches, zytosolisches
Protein spricht die Tatsadhe, dassan A10-Zellmembranen ein Bindurgserfolg stattfand.
Bezieht man mit ein, dassdie P1075Bindurgsdelle an SUR, der 3-Untereinheit des
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4. Diskusson

Katp-Kanals, liegt (Hambrock et al., 1998 Schwanstecher et al., 1998 s.0.), so scheidet
das zweite Modell aus.

In den varliegenden Bindurgsexperimenten wurde for P1075 an A10-Zellmembranen
nur eine Bindungsdelle (und zwar am Katp-Kanal) gefunden. Die von Holevinsky et al.
1994 fur P1075 heschriebene Cl-Kanal-Bindurgsdelle an A10-Zellen konrte an
Membranen nicht bestdtigt werden. Es s denn de beiden Bindurgsdellen besitzen
eine fast identische und somit nicht aufl6sbare Affinitét.

M o6gli cherwei se hangt die Cl™-Kanal-Bindurg von P1075im Gegensatz zur Katp-Kanal-
Bindurg von der Intaktheit der Zelle und damit von einem intakten Zytoskelett ab und
konnte deshalb nu in ganzen Zellen (Holevinsky et a., 1994 beobadtet werden. Auch
unter dieser Annahme misen de Bindurgsdellen fur P1075 an CI-Kanal bzw.
Katp-Kanal, wieim ersten Modell beschrieben, urebhéngig sein.

4.1.2.2 Unvollstandge MxS-Verdrangungkurve

Fast ale Offner verdrangten *H-P1075 vdistandig, eine Tatsache, die fir eine
Kompetition un eine homogene Klasse von Bindurgsgellen spricht. Jedoch deutet die
von MxS nur zu urgefahr 71 % geleistete Verdrangung der *H-P1075Bindurg auf eine
Heterogenitét der *H-P1075Bindurgsgellen hin. Dasselbe Ergebnis wurde schonfriiher
an Rattenherzmembranen belegt (Loffler-Walz und Quast, 1998 sowie an SUR2B-
transfizierten HEK293-Zellen (Hambrock et a., 1998, an A10-Zellen (Russ et d.,
1997 und an Koronararterien des Kabes (Lemoine & a.,199§. An transient
SUR2B/K r6.2-coexprimierten COS7-Zellen wurde fur MxS eine zweistufige
Verdrangung gefunden (Schwanstecher et al., 1999, wobei die aste Stufe der in
A10-Zellmembranen gefundenen unvdl standigen Verdrangung um 70 % entspricht; die
zweite Stelle (im mM Bereich) wurde an A10-Zellmembranen nicht untersucht.

Fir diesen Sachverhalt gibt es mehrere mogliche Erklarungen. Entweder bindet MxS
(im Gegensatz zu den Ukrigen Offnern) nur an einen gewissen Teil der (heterogenen
und richt miteinander interagierenden) P1075Bindurgsgellen oder aber an eine Klasse
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4.1 Diskusson der *H-P1075Bindungsexperimente an A10-Zellmembranen

von Bindurgsdellen, de von der P1075Bindurgsdelle verschieden, aber negativ
all osterisch mit ihr gekoppelt ist.

Fur das erste Modell spredhen von Loffler-Walz und Quast (1998 verdffentlichte
Daten, de ene durch MxS in holen Konzentrationen (bis zu 100uM) nicht gesteigerte
Disziation des Komplexes aus *H-P1075 undseinem Rezeptor beschreiben, was eine
negativ all osterische Kopdung unwahrscheinlich erscheinen 1asg, das Vorhandensein
von zwei Klassen vonBindurgsgellen mit sehr dhnlichen Affinitaten fur all e Off ner mit
Ausnahme von MxS dagegen urterstiitzt.

Doch es gibt noch ein drittes Modell, welches eine Erklarung fir die unvdlstandige
Hemmung durch MxS an einer homogenen P1075Bindurgsgelle gibt. Meisheri et al.
berichteten 1993 Uler eine sehr |eicht auftretende Proteinsulfatierung durch MxS. Somit
ist denkbar, dass MxS seine Sulfat-Gruppe aif eine der Offner-Bindurgsdelle
benachbarte Aminosaure Ubertragt und herdurch eine weitere Bindurg von MxS an
diese Bindurgsgell e verhindert (Hambrock et al., 1999.

4.1.2.3 Vergleich mit anderen Geweben

Die an AlQ-Zdlmembranen erhaltenen plCso-Werte der einzelnen Karp-Kana-
moduatoren wurden mit den plCsp-Werten deser Substanzen aus friheren
Bindurgsexperimenten an Rattenherzmembranen (Loffler-Walz und Quast, 1999, an
SUR2A- (Hambrock et a., 1999 bzw. SUR2B-transfizierten HEK293-Zellmembranen
(Hambrock et a., 19989, an der Rattenaorta (Quast et a., 1992 sowie an ganzen
A10-Z€llen (Russet a., 1997) verglichen (Tab. 4.1).

Durch den Vergleich mit den Ergebnisen der Studien an intakten Zellen sollte ane
Zytoskelettabhangigkeit der *H-P1075Bindurg untersucht, sowie die Korrelation cer
erhaltenen Daten mit denjenigen der anderen Studien ermittelt werden.

Insbesondere in den Experimenten mit GBC as Inhibitor fiel eine grosse Variabilit &t
hinsichtlich der plCse-Werte sowie der Anzahl an Bindurgsdellen auf. Aus diesem
Grunce soll im folgenden der Vergleich fur Offner- und Schliessrbindurg an den

einzelnen Geweben getrennt erfolgen.
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4.1 Diskusson der *H-P1075Bindungsexperimente an A10-Zellmembranen

Tab. 4.2: Vergleich der K arp-Kanalmodulatoren in verschiedenen Geweben.

Lineae Korreationsanalysen der pK,-Werte as Tab.4.1 ergaben die unten aufgefihrten
Korrelationskoeffizienten (r), Steigungen (s), y-Achsenabschnitte (b) und mittleren Differenzen
(d = pK, (Abszis=) - pK, (Ordinate)) von der Identitétsinie; s=1 bedeutet, dassdie pK;-Werte auf den
beiden Achsen einander propartional sind; 10" gibt den Faktor an, um welchen die pK,-Werte aif der
Ordinate im Mittel von denjenigen auf der Abszisse aweichen.

Korrelationsanalyse (nur Off ner)

Korrelationsanalyse (auch Blocker)

Zellmembranen

Abszdss Ordinate ry s d; by ry S dz b,

Al0- Rattenherz- 1,0 0,98+0,01 | -0,04+0,01| 0,17+0,10 | 0,99| 0,90+0,07 | -0,18+0,08 | 0,83+0,46
Zellmembranen | membranen®

Al10- SUR2A- 1,0 |0,92+0,05 | 0,28+0,04 | 0,33+0,35 | 0,99 0,83+0,06 | 0,14+0,11 | 1,00+0,43
Zellmembranen | Membranen?

A10- SUR2B- 0,98 |1,01+0,19 | -0,29+0,09 | 0,20+1,40 | 0,95 1,28+0,25 | 0,03+0,29 | -1,90+1,68
Zellmembranen | Membranen®

Al0- Intakte A10- 0,79 | 0,47+0,35 | -0,07+0,29 | 3,97+2,58 | 0,75 1,04+0,64 | 0,22+0,35 | -0,50+4,56
Zellmembranen | Zelen®

Al0- Rattenaorta® 0,95 | 0,81+0,26 | -0,50+0,14 | 1,90+1,86 | 0,95| 0,97+0,18 | -0,39+0,14 | 0,60+1,23

L 6ffler-Walz und Quast, 1998

2Hambrock et al., 1999

*Hambrock et al., 1998

‘Russet al., 1997

Quast et al., 1992
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Abb. 4.1: Vergleich der plCs-Werte in A10-Zellmembranen mit jenen aus SUR2B-transfizierten
HEK?293 Zellmembranen (Hambrock et al., 1999.

Die doppelt logarithmische Darstellung der Korrelation (plCso = -log 1Cso (M)) ergab eine Steigung \on

1,28 £ 0,25 (y-Achsenabschnitt —1,90 + 1,68; r = 0,95). Die mittl ere Differenz der plCso-Werte in beiden
Préparationen  (d) = plCsg (A10-Zellmembranen) — plCso (SUR2B-Membranen))  war 0,03+ 0,29.
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Abb 4.2: Korrelation unter Weglasaung der Werte fir GBC. Hierbei ergeben sich eine Steigung \on
1,20+ 0,12, ein y-Achsenabschnitt von -1,23+ 0,84 und ein Korrelationskoeffizient von r=0,99; d
errechnet sich zu-0,16 + 0,15:
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4. Diskusson

41.2.3.1 Off nerbindurg

Vergleicht man de a1 A10-Zellmembranen erhaltenen Werte fir die Offner P1075,
LCRK und MxS mit jenen an SUR2B- (Hambrock et al., 1998 bzw. an SUR2A-
(Hambrock et al., 1999 transfizierten HEK293-Zellmembranen, so besteht in beiden
Félen eine hohe Korrelation (Tab. 4.2). Uberraschenderweise ist die Korrelation mit
SUR2A sogar hoher als mit SUR2B, welcher als Untereinheit in glatten Muskelzellen,
von denen de A10-Zellen abstammen, zu erwarten ist (Isomoto et a., 1996 Yamada d
a., 1997. Die Werte fur A10-Zellmembranen liegen zwischen denjenigen fur SUR2A
und SUR2B und weisen mit den an Rattenherzmembranen erhatenen eine sehr hohe
Ubereingtimmung auf (Tab. 4.2), und zwar nicht nur in Bezug auf die Offner, sondern
auch in Bezug auf den Blocker GBC, be welchem die Unterschiede in den
verschiedenen Studien besonders gross snd.

Damit glichen sich de Affinitéten der Karp-Kanalmoduatoren in beiden Préparationen.
Dies ist insofern Uberraschend, als in Rattenherzmembranen nicht die Bindurgsgelle
glattmuskuléren Charakters der A10-Zellen mit Untereinheit SUR2B (Isomoto et a.,
1996 Yamada € a., 1997), sondern deenige des Herzens mit Untereinheit SUR2A zu
erwarten ist (Inagaki et al., 1996 Okuyama € al., 1998.

Ein Grund herfir kénnte sein, dass bel der Préparation der Rattenherzmembranen
glattmuskuléres Gewebe der Herzgefass nicht von den eigentlichen Kardiomyozyten
abgetrennt werden konrte (Loffler-Walz und Quast, 1998 Anteil der Kardiomyozyten
an der Gesamtzahl an Zellen im Herzen: 33%; Rest Endahelzellen, Perizyten,
Fibroblasten, glatte Muskelzellen und Makrophagen (Nag, 1980) und somit auch
hieran Bindurg erfolgte. Denn wie bei Tomlins et a. (1986 beschrieben, enthélt eine

Membranpréparation von nativem Rattenherzgewebe aich Plasmamembranen deser
weiteren Zelltypen. Zudem ist bekannt, dass swohl Kardiomyozyten als auch glatte
Gefasanuskelzellen, Endahelzellen (Ashcroft und Ashcroft, 199Q Quast, 192
Edwards und Weston, 1993 sowie Mitochondien (Paucek et a., 1992 Garlid et a.,
199G Szewczyk et d., 1997 Katp-Kande besitzen. Prinzipiell konrten dese Zelltypen
aso ale zu der beobadchteten *H-P1075Bindurg beigetragen haben. Jedoch stimmt das
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4.1 Diskusson der *H-P1075Bindungsexperimente an A10-Zellmembranen

Profil der in Mitochondien sowie der an Endahelzellen erhobenen Daten nicht mit
demjenigen an Rattenherzmembranen Uberein (L6ffler-Walz und Quast, 1998. Somit
durfte das pharmakologische Profil des Karp-Kanas an Rattenherzmembranen durch
Katp-Kande in Kardiomyozyten sowie in glatten Geféssmuskelzellen bestimmt sein.
Aufgrund der hohen Ubereinstimmung (s.0.) der Daten an Rattenherzmembranen mit
denjenigen an Al10-Zellmembranen liegt der Schluss nahe, dass das in
Rattenherzmembranen erhaltene Profil durch glatte Gefassmuskelzellen (d.h. SUR2B)
mitbestimmt ist.

Eine adere Erklarung fir die hohe Ubereinstimmung der Affinitdten der
K*-Kanalmoduatoren an A10-Zellmembranen bzw. Rattenherzmembranen kénrte die
Unabhéngigkeit der Offnerbindurg vom SUR-Subtyp sein. Jedoch konrten Hambrock
et a. (1999 zeigen, dassdie Off nerbindurg an SUR2A ungefahr viermal schwadher ist
as an SUR2B (die GBC-Bindurg dagegen ist an SUR2A adtma stérker als an
SUR2B).

Vielleicht ist die hohe Korrelation zwischen A10-Zell- und Rattenherzmembranen
jedoch auch ganz einfach auf die Tatsadche zurickzufiihren, dass in beiden Fallen
natives Gewebe und somit vollstandige Katp-Kanédle vorlagen und mcht wie im Fale
der transfizierten HEK293 Zellmembranen nu die jeweili ge SUR-Untereinheit.

Beim Vergleich der Ergebnise an A10-Zellmembranen und an Rattenaorta (Quast et
a., 1992 zeigen de Daten fur die Offner P1075, MxS, und LCRK eine gute
Korrelation (r = 0,95 Tab. 4.2).

Die pK,-Werte an A10-Zellmembranen sind riederaffiner als an Rattenaorta (s.0.).
Diese Affinitétserniedrigung ist signifikant: der Y-Achsenabschnitt ist von Null
verschieden (Tab.4.2), was bel gleichzeitig unveranderter Steigung eine zur
Ursprungsgeraden parallel verschobene Kurve anzeigt. Da in desem Fal nun de
Ergebnise ais Versuchen an Zellmembranen mit denjenigen aus intakten Zellen
verglichen wurden und herbel an Membranen eine signifikante Affinit&tserniedrigung
auffiel, konrte man anzunehmen, dass die Off nerbindurg vom Vorhandensein eines
intakten Zytoskeletts abhéngig ist. Dies wird jedoch widerlegt durch Ergebnise an
intakten SUR2B-transfizierten HEK293Zellen (Artunc, F.: Charakterisierung des
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Bindurgsverhatens des Radioliganden °H-Glibenclamid an den rekombinant
exprimierten Untereinheiten SUR2A, SUR2B und Kg6.1 des ATP-abhdngigen
K*-Kanals (Katp), Med. Dissrtation, Universitdt Tubingen, 1999 bzw. an daraus
hergestellten Membranen (Hambrock et a., 199§, in welchen sich de Affinitaten for
P1075 ncht unterscheiden. Die hier gefundene Affinitétserniedrigung konrte
mogli cherweise auf der Streuung zwischen den verschiedenen Methoden beruhen.
Vergleicht man nun weiter Al10-Zellmembranen mit intakten A10-Zellen, so
korrelieren de Werte fur P10O75 undMxS sehr gut (Tab 4.2). Hier tritt somit keine
signifikante Affinitétserniedrigung durch das zerstorte Zytoskel ett zutage.

Die Daten furr den Offner LCRK sind an A10-Zellmembranen etwas niederaffiner als an
intakten A10-Zellen (pK, = 7,21+ 0,04). Eine Fehlbestimmung an A10-Zellmembranen
ist nicht anzunehmen, da der hier ermittelte pK;-Wert von 6,56+ 0,05 duich Ergebnisse
an transient SUR2B-transfizierten COS7-Zellen (Schwanstecher et al., 1999 bestétigt
wird (pK, = 6,42. Da sich jedoch de Ergebnisse fir die Offner P1L075 undMxS (s.0.)
an Al0-Zelmembranen und A10-Zelen gut entsprechen, kann aufgrund aes
Ergebnisses fir LCRK nicht auf eine generelle Affinitétserniedrigung der Offner an
Membranen im Vergleich zu intakten Zellen undsomit auf eine Zytoskel ettabhéngigkeit
der Offner geschlossen werden, zumal ein Vergleich der pK,-Werte fir LCRK schon
dlein deshab problematisch ist, da sich das maximale Ausmass der Verdrangung,
Amax, an A10-Zellmembranen (100%) und A10-Zellen (85 %) deutlich urterscheidet.

Insgesamt lasg sich sagen, dess die *H-P1075Bindurg keine Zytoskel ettabhéngigkeit
aufweist und de an A10-Zellmembranen in Kompetiti onsexperimenten mit den Offnern
P1075,LCRK und MxS erhaltenen Ergebnisse mit den in friiheren Studien erhatenen
Werten in guter Ubereinstimmung stehen.
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4.1.2.3.2 Schliesserbindurg

Die heterologen Kompetitionsexperimente an A10-Zellmembranen deuten darauf hin,
dasses fur Glibenclamid zwel Bindurgsgellen am Katp-Kana gibt (Signifikanzprifung
mittels Akaike-Kriterium (Quast und Mahimann, 1982 und F-Tegt, s. 3.2.5.9. GBC
konrte H-P1075 von zwei Bindurgsgellen verdrangen. Da P1075 rachweislich
spezifisch an SUR bindet (Hambrock et al., 1998 Schwanstedher et al., 1998, musses
von GBC von desem verdrangt worden sein, z.B. duch drekte Kompetition um en
und deselbe Bindurgsdelle. Jedoch ist fir GBC und P1075 leine direkte Kompetition
anzunehmen, wie 1992 vonBray und Quast gezeigt wurde. Es handelt sich vielmehr um
eine indirekte Kompetition von einer von dr Offnerbindurgsgelle verschiedenen
GBC-Bindurgsgelle aus, welche jedoch mit dieser negativ all osterisch gekoppelt ist
und daher vermutli ch eine grosse raumliche Nahe aufweist.

Wie oben beschrieben betragt der Antell der ersten Bindurgsdelle an den
A10-Zellmembranen ca 73% (pK;;=6,82+£0,07 pK,;2=5,14+0,21). Diese
Ergebnise wurden duch de a Rattenherzmembranen (Loffler-Waz und
Quast, 1998 erhaltenen bestétigt; der Antell der ersten Bindurgsgell e wurde hier zu ca
60 % bestimmt, pK, ; betrug 7,12+ 0,09 und K, > ca 5,29(Tab. 4.2).

Im Gegensatz dazu wurde jedoch in den Kompetitionsexperimenten an SUR2B-
transfizierten HEK293Zellmembranen (Hambrock et al., 1998 bzw. an SUR2A-
transfizierten HEK293-Zellmembranen (Hambrock et al., 1999 fur GBC nur eine
Bindurgsdelle gefunden.

Dain den netiven Geweben der A10-Z€ll- sowie der Rattenherzmembranen der ganze
Kate-Kanal, bestehend aus o- (Kig) und f- (SUR) Untereinheit, und in den
Experimenten jeweil s eine zweistufige Verdrangung der *H-P1075Bindurg durch GBC
vorlagen, konrie @éne maogliche Erklarung die niederaffine Bindurg von GBC an von
der SUR-Untereinheit verschiedene, nur in nativen Geweben vorliegende Strukturen
sein. Aufgrund der Spezifitét von *H-P1075 gegeniiber dem SUR (Hambrock et al.,
1998 Schwanstecher et al., 1999 ist diese Moglichkeit nur unter der Vorausstzung
einer negativ alosterischen Kopdung dieser Nicht-SUR-Bindurgsgelle fir GBC mit
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4. Diskusson

der Offnerbindurgsgelle in Betradht zu ziehen, was insgesamt redit unwahrscheinlich
ist. Allerdings wurde beispielsweise @ne niederaffine, im mikromolaren Bereich
gelegene Bindurg von GBC an Kg6.1 heschrieben, welcher in A10-Zellen de
o-Untereinheit bildet (Miller et a., 1999 und an welchen P1075 ncht bindet
(Artunc, F., Charakteriserung des Bindurgsverhatens des Radioliganden
®H-Glibenclamid an den rekombinant exprimierten Untereinheiten SUR2A, SUR2B und
Kir6.1 s ATP-abhingigen K'-Kanals (Katp), Med. Dissertation, Universitét
Tlbingen, 1999. Dabei ist die GBC-Bindurgsgelle an K z6.1 richt 6ff nerempfindlich,
jedoch de GBC-Bindurgsdelle an SUR. Eine Betelligung von Kr6.1 an der
niederaffinen GBC-Bindurg bleibt noch zu kiéren.

Andererseits  koénnte die Heterogenitdt der Bindurgsdelen auf zwe
SUR-Subpopuationen in den Pr@parationen aus A10-Zell- bzw. Rattenherzmembanen
zurtickgefiihrt werden, de sich beispielsweise in der Phosphaylierung oder in ihrer
Lokalisation in verschiedenen Zell organellen urterscheiden. Eine énliche Beobadtung
wurde bereits in Untersuchungen an SUR2B-transfizierten HEK293 Zellmembranen
gemadt (Artunc, F., Charakterisierung des Bindurgsverhaltens des Radioliganden
3H-Glibenclamid an den rekombinant exprimierten Untereinheiten SUR2A, SUR2B und
Kir6.1 ds ATP-abhéngigen K*-Kanas (Katp), Med. Dissrtation, Universitét
Tubingen, 1999.

A10-Zellmembranen und Rattenaorta korrelieren in Bezug auf den Schliesser GBC
nicht, wenn man fir die A10-Zellmembranen eine zweistufige Bindurg voraussetzt.
Denn an Rattenaorta wurde nur eine Bindurgsdele ekannt. Flihrt man das
Vorhandensein zweler GBC-Bindurgsdellen an A10-Zellmembranen auf zwei
Rezeptorsubpopuiationen zuriick, so ist anzunehmen, dassin der Rattenaorta nur eine
Popuation valag. (Moglicherweise lagen aber auch zwei Popuationen var und de
zweite Bindurgsdell e konrte nur nicht detektiert werden, weil sie sich in ihrer Affinitéat
zur ersten um einen zu geringen Faktor unterscheidet und mittels der eingesetzten
Messnethode nicht aufgelost werden konrte) Setzt man némlich an den A1Q-
Zellmembranen auch nu eine Bindurgsdelle voraus, so kareliert diese gut mit der an
Rattenaorta gefundenen.
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4.1 Diskusson der *H-P1075Bindungsexperimente an A10-Zellmembranen

Nimmt man jedoch an, dassdie zweite Bindurgsgell e fir GBC an A10-Zellmembranen
am Kr liegt, so hétten in der Rattenaorta ebenfalls zwel Bindurgsdellen gefunden
werden missen, da aich hier der native Kanal vorlag. Dass die zweite Bindurgsdelle
nicht gefunden wurde, kénrte zwar wie oben beschrieben daran gelegen haben, dass $e
nicht aufgelost werden konrte, wahrscheinlicher jedoch ist, dassdie an K,g gelegene
GBC-Bindurgsdelle mit der Off nerbindurgsdelle keine Wedselwirkung eingeht und
somit hier auch nicht gemessen wurde.

Beim Vergleich zwischen A10-Zellmembranen undintakten A10-Zellen fallt auf, dass
auch in desem nativen Gewebe nur eine Bindurgsgelle ekannt wurde, jedoch keine
vollstandige, sondern nur 70 %ige Verdrangung von deser Bindurgsdelle afolgte.
Dieser Antell der Verdrangung konrte der ersten an Membranen gefundenen
Bindurgsgelle entsprechen, welche dort ebenfalls rund 70% ausmadite. Denkbar ist,
dass der Antell der zweiten an Membranen gefundenen Bindurgsdelle von GBC an
ganzen Zellen nicht gemessen oder aber nicht verdrangt werden konrte, sondern nur der
Antell dieser ersten Bindurgsdelle, dies jedoch mit einer um ein Vielfadches geringeren
Affinitat fur GBC an ganzen Zellen. Letzteres deht im Widerspruch zu der in
homologen Kompetiti onsexperimenten mit GBC (3.3.1) gefundenen Tatsadhe, dassdie
Zerstbrung des Zytoskeletts eine Affinitatserniedrigung fir GBC bedeutet. Da die
Ergebnise a intakten A10-Zellen in den restlichen Daten gut korrelieren, wird
angenommen, dass die Affinité for den Blocker GBC mdglicherweise dwas zu
schwadh bestimmt wurde, da in den Experimenten bedingt durch de aigewandte
Methode sehr grosse Fehler auftraten (Russet a., 1997).

Auch in deser Untersuchurg liegt der native Katp-Kanal vor, d.h. urter der Annahme
einer zweiten Bindurgsdelle an Kg misden an intakten Zellen ebenfals zwel
Bindurgsgellen erkannt werden; unter der Annahme, dassan Membranen verschiedene
Rezeptorpopuationen verantwortlich waren, konrie in ganzen Zellen auch nu ene

Bindurgsdelle (aufgrund nu einer Popuation) vorliegen.
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Insgesamt bleiben beim Vergleich der GBC-Bindurg in den einzelnen Geweben
aufgrund der unterschiedlichen erhobenen Daten einige Fragen beziiglich der Anzahl an
Bindurgsdellen fur PLO75am Karp-Kana (SUR) offen, vonwelcher(n) es durch GBC
verdrangt werden kann. Da die Ergebnis< friherer Untersuchungen darauf hinweisen,
dass P1075 spezifisch (Hambrock et al., 1998 Schwanstedher et a., 199§ an de
Untereinheit SUR des Katp-Kanals bindet und jeweils nur eine Bindurgsgelle pro
SUR-Molekil besitzt (Artunc, F., Charakterisierung des Bindurgsverhaltens des
Radioliganden *H-Glibenclamid an den rekombinant exprimierten Untereinheiten
SUR2A, SUR2B undKz6.1 ces ATP-abhéngigen K*-Kanals (Katp), Med. Dissertation,
Universitdt Tubingen, 1999 Grosset a., 1999, geben de Daten Grund zur Annahme,
dass in manchen Praparationen, in denen GBC *H-P1075 vonzwei Bindurgsgellen
verdrangen konrte, entweder (mindestens) zwei Rezeptorsubpopuationen oder aber
eine niederaffine zweite Bindurgsdelle fur GBC, z.B. an Kg, vorlag. Diese
GBC-Bindurgsdelle an Kjr existiert tatsadhlich (s.0); um die hier gemessenen
Ergebnise zu erkldren, misge sie dlerdings mit der (am SUR liegenden)
P1075Bindurgsdell e negativ al osterisch gekoppelt sein.

Die Abhéngigkeit der Schliessrbindurg vom Zytoskelett wurden in nadfolgenden
Experimenten mit *H-GBC untersucht.
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4.2 Diskusdon der *H-GBC-Bindungexperimente an A10-Zellmembranen

4.2.1 Allgemeine Eigenschaften der 3H-GBC-Bindung

Aus den hamologen Kompetiti onsexperimenten von *H-GBC gegen GBC ergibt sich,
dass an Al0-Zelmembranen fur GBC (mindestens) zwel Bindurgsdedlen vorliegen
(Signifikanzprifung mittels Akaike-Kriterium (Quast und Mahimann, 1982 und F-Test
s. 3.3.]), deren Antell e jeweil s ca 50 % betragen.

Die Dichte der ersten Bindurgsgele, Byax, 1, in deser Membranprdparation lag bei
=1 pmol/mg Protein, de der zweiten Bindurgsgelle, Byax, 2, bel =19 pmol/mg Protein.
Der betradtliche Unterschied zwischen den Byax-Werten fiir *H-GBC zeigt an, dessdie
beiden GBC-Bindurgsgelen auf zwei verschiedenen Proteinen lokali siert sein missen.
Problematisch wird es dlerdings beim Vergleich der maximalen Bindurgskapazitdten
zwischen P1075 undGBC: Die Anzahl der Off nerbindungsdellen errechnet sich in den
homologen Experimenten mit *H-P1075zu rund 131fmol/mg (Gl. 18); angenommen, de
ersten Bindurgsgdlien fur GBC stimmen in den heterologen und hanologen
Experimenten Ubkerein undliegen am SUR, so misde die maximale Bindungskapazitét,
die fur die este Bindurgsgelle in den hanologen Kompetitionen mit GBC
(ca 1 pmol/mg Protein) errechnet werden kann, mit der Anzahl der Off nerbindurgsgellen
am SUR U(Ubereinstimmen—unter der Voraussstzung der 1:1-Stochiometrie der
Bindurgsstellen von GBC und P1075, (Dorschrer et al., 1999 vier SU-Bindurgsdellen
pro Kanal, Besetzung einer Stelle ausreichend fir Kanalschliessung; dagegen Russet 4.,
1999 Besetzung dler 4 GBC-Bindurgsgellen fir Kanal schliessung nétig; Schwanstecher
et al., 1998 P1075 bindet spezifisch an SUR, Bindurg von 4Molekilen des Off ners nétig
zur Kanalaktivierung; neu jedoch: Gross e d., 1999 Besetzung einer
Off nerbindurgsgelle zur Kanalaktivierung ausreichend; Artunc, F., Charakterisierung des
Bindurgsverhaltens des Radioliganden °H-Glibenclamid an den rekombinant
exprimierten Untereinheiten SUR2A, SUR2B undKg6.1 des ATP-abhdngigen K*-Kanals
(KaTp), Med. Dissrtation, Universitaét Tubingen, 1999 Russ et a., 1999 : 1:1-
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Stochiometrie der Bindurgsgellen fir GBC und P1075am SUR).
Rund 20% des gebundenen *H-GBC las®n sich duch P1075 \erdrangen. P1075 bndet
nur an SUR (Hambrock et al., 1998 Schwanstecher et d.,1998; mit hoher
Wahrscheinlichkeit hat es daher *H-GBC vom Sulfonylharnstoffr ezeptor verdrangt. Die
Ubrigen 80% sind duch P1075 ncht verdrangbar.
Fur diesen Sachverhat gibt es zwei Erklarungsmodelle: Entweder konrte aifgrund der
negativ dlosterischen Kopdung der Bindurgsgelen fur GBC und P1075 (Bray und
Quast, 1992 keine weitere Verdrangung von *H-GBC durch P1075erfolgen (obwohl die
gesamte GBC-Bindurg an SUR stattfand) und de GBC-Bindurg ist nur wenig
oOff nerempfindlich.
Eine andere, wahrscheinli chere Erklarung dafirr, dassnur 20 % des gebundenen *H-GBC
von P1075 \erdréngt werden konrten, ist, dasseben nu diese 20 % tatsddlich an SUR
gebuncen haben, de dbrigen 80% dagegen an andere, unbekannte und aus
stochiometrischen Uberlegungen (s.u) wahrscheinlich vom niederaffin GBC-bindenen
Kr verschiedene Strukturen.
Geht man davon aus, dassder Off ner *H-GBC voll standig (vom SUR) verdréngt, so hétte
in der homologen Verdrdngung mit *H-GBC die este Stufe 20% statt 50% der
spezifischen Bindurg ausmadien mussen. Diessr Wert wird auch duch hamologe
Verdrangungsversuche  mit  GBC  an  HEK293-Zelmembranen bestétigt
(6ff nerverdrangbarer hochaffiner Antell der GBC-Bindurg ca 15%; Russet a., 1999.
Aus dieser Uberlegung heraus wurde die homologe GBC-Verdrangungskurve neu
berechnet, wobei der Anteil der ersten Bindurgsgelle mit 20 % festgesetzt wurde. Damit
ergaben sich folgende neue plCsg-, 1Cs¢- bzw. Kp-Werte:

plCso 1= 7,42+0,15

pl Cso,2=5,94+ 0,04

I Cs0,1 = 38(27; 54) nM;

1Cs02=1,1(1,2 1,3 uM;

K1 =36(25; 52) nM;

Ko=1,1(1,2 1,3 uM.
Ausserdem liess $ch nundie Bindurgskapazitét, Byax, der ersten GBC-Bindurgsdelle

berechnen zu rund 114 pmol/mg.
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Hemmung der 3H-GBC-Bindung an A10—Zellmembranen
durch GBC
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Abb. 4.3: Hemmung der *H-GBC-Bindung an A10-Zellmembranen durch GBC mit festgesetzter
Amplitude der ersten Bindungsdelle auf 20 % der spezfischen Bindung, Bs.

Homologe K ompetiti onskurve mit dem Blocker Glibenclamid (GBC, m). Die spezfische *H-GBC-
Bindung (L0 = 2,04 £ 0,05nM) war 30+ 5 fmol/mg Membranprotein (63 + 1 % der totalen Bindung) und
wurde auf 100% normiert; die Parameter der Anpassungan Gl. 33a (1-Komponentenmodell, gestrichelte
Linie (---)) bzw. 33b (2-Komponentenmodell, durchgezogene Linie (-)) (2.8.2) sind Tab. 3.3 zu
entnehmen. Die gepunktete Darstellung () gibt das 2-Komponentenmodell unter Festsetzungdes Anteils
der ersten Bindungsgelle auf 20 % Bs wider, die genauen Parameter finden sich urter Abschnitt 4.2.1.
Die gezagten Daten sind Mittelwerte + SEM aus 5 Experimenten. Parallel zur Abszisse ist mit einer
durchgezogenen Linie der durch den Offner PL075(100uM) verdrangbare Anteil der *H-GBC-Bindung
aufgetragen.

Unter diesen Voraussetzungen besteht nun eine gute Ubereinsimmung der Byax-Werte
der an SUR gefuncenen Bindurgsgellen fir P1075 (131fmol/mg) und GBC
(114fmol/mg), was eine 1:1-Stochiometrie der Bindurgsstellen von P1075 undGBC am
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SUR bestétigt, wie sie auch schonfriher gefunden wurde (Russet a., 1999.

Ungeklart ist dabei die mangelnde Ubereinstimmung des 6ff nerverdrangbaren Anteil s der
GBC-Bindurg (20%) mit dem Antell der ersten Bindurgsdele an SUR in der
homologen (in der urspriinglichen Berechnurg 49+ 8 %, jetzt auf 20% festgesetzt) bzw.
heterologen Verdrangung (75+ 3 %). Dennach ist anzunehmen, dassdie fir GBC in der
homologen sowie der heterologen Kompetition gemessnen ersten Bindurgsdellen
Ubereinstimmen und \ermutlich ca 20% der gesamten GBC-Bindurg ausmaden und
dass P1075 a@n Radioliganden GBC vollsténdig verdrangt, da dieser Wert auch duch
andere Studien bestétigt wird (s.0.).

Unter der Annahme, dass nur die este, hachaffine Bindurgsdelle (gemessen ca 50%,
tatsddhlich wohl ca 20%) fur Glibenclamid am SUR liegt (denn gegen zwei
Bindurgsdelen am SUR sprechen Ergebnise aderer Studen innerhdb der
Arbeitsgruppe, die af eine GBC-Bindurgsddle pro SUR hindeuten (Artunc, F.,
Charakterisierung des Bindurgsverhaltens des Radioliganden *H-Glibenclamid an den
rekombinant exprimierten Untereinheiten SUR2A, SUR2B und Kg6.1 ds ATP-
abhéangigen K*-Kanals (Katp), Med. Dissertation, Universitat Tubingen, 1999, I4sg sich
ihr 1Cso-Wert (38(27; 54 nM) mit dem hochaffinen Wert aus der heterologen
Kompetition von>H-P1075 gegen GBC (186(129, 268) nM) vergleichen. Der entweder
an einer anderen Rezeptorsubpopuiation ocer einer anderen Struktur as SUR gemessene
niederaffine Wert aus der heterologen Verdrangung wird dabei ausser acht gelassen.
Esfalt auf, dassdie homologe Kompetition einen um rund einen Faktor 5 affineren 1Csq-
Wert as die heterologe Kompetition liefert. Dies ist nicht Uberraschend, denn auch in
anderen Studien an SUR2B-transfizierten HEK293-Zellen wurde e@ne negative All osterie
der beiden Bindurgsddlen fir GBC und P1075 lkeobaditet. Es wurde @ne nac
vorheriger P1075Bindurg erniedrigte Affinitét fur GBC beschriegben (Artunc, F.,
Charakterisierung des Bindurgsverhaltens des Radioliganden *H-Glibenclamid an den
rekombinant exprimierten Untereinheiten SUR2A, SUR2B und Kg6.1 des ATP-
abhangigen K*-Kanas (Katp), Med. Dissertation, Universitdt Tibingen, 1999. Eine
umgekehrte Stérung der P1075Bindurg durch varherige Bindurg von GBC erfolgte
hierbel nicht.
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4.2.2 Kompetition der *H-GBC-Bindung

4.2.2.1 Potentielle Angriffspurkte fir GBC

K ompetiti onsbindurgsexperimente mit *H-GBC an nativen HEK293-Zellmembranen
zeigten keine Bindurg fur GBC (Artunc, F., Charakterisierung des Bindurgsverhatens
des Radioliganden *H-Glibenclamid an den rekombinant exprimierten Untereinheiten
SUR2A, SUR2B undKz6.1 ces ATP-abhéngigen K*-Kanals (Katp), Med. Dissertation,
Universitdt Tabingen, 1999. Transfizierte man de Zellen mit der a-Untereinheit des
vaskuléaren Katp-Kanal, K\g6.1, so wiesen de daraus hergestellten Zellmembranen nun
eine niederaffine (im uM Bereich) Bindurgsdelle fir GBC auf. Transfektion mit der
B-Untereinheit, SUR2B, lieferte @ne zweistufige homologe Verdrangungskurve fir
GBC (1Cs01=89 nM, 1Cs02=9 puM). Die homologe Verdrangung von 3H-P1075 duch
P1075, welches nur an den SUR bindet (Hambrock et al., 1998 Schwanstecher et
a., 1998, verlief an derselben Membranpréparation einstufig (ICsp=4nM) und de
berechnete Anzahl an Bindurgssdlen fur diese P1075Bindurgsdelle an SUR2B
entsprach der Bindurgskapazitdt der ersten Stufe der homologen GBC-Verdrangung.
Somit wurden am rekombinanten System jeweils eine Offner- und eine
Sulfonylharnstoff bindurgsdelle an SUR2B gefunden.

Die zweite Stufe der homologen GBC-Verdrangung wurde infolge der durch GBC in
dieser Praparation ebenfals monoplesisch  verdrangten  *H-P1075Bindury
(ICs0=2,4uM, Hambrock et al., 1998 auf eine in deser Membranprgparation
vorliegende zweite SUR2B-Rezeptorsubpopulation (z.B. andere Phaspharylierung,
S. 4.1.2.3.2 oder die niederaffine Bindurg an ein nicht bekanntes Protein zurtickgefthrt.
Im nativen System der A10-Zellen mit sowohl zweistufiger Verdrangung der *H-P1075
als auch der *H-GBC-Bindurg lasg sich urter diesen Vorausstzungen folgende
Lokali sation der GBC-Bindurgsdellen vermuten:

Die hochaffine GBC-Bindurgsgelle (ICso=38nM bel homologer Kompetition) liegt
am SUR(2B) selbst (s.0.), ihr Anteil an der gesamten GBC-Bindurg betragt rund 20%.
Problematisch bleibt dabei die oben bereits erwahnte mangelnde Ubereinstimmung des
Off nerverdréngbaren Anteils der GBC-Bindurg (20%) mit dem Anteil der ersten
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Bindurgsdelle an SUR in der homologen (gemessen 49+ 8 %, jedoch auf 20%
festgesetzt, s.0.) bzw. heterologen Verdrangung (75 + 3 %).

Die niederaffine GBC-Bindurgsgelle (mit uM Affinitédt) liegt an eilnem von SUR
verschiedenen, vermutlich endogenen Protein. Die Vermutung, es kbnrte sich dabei um
die a-Untereinheit des vaskularen Katp-Kanas Kig6.1, wie sie in A10-Zellen valiegt
(Miller et d., 1999, handeln, erscheint eher unwahrscheinlich, obwohl GBC wie oben
beschrieben mit uM Affinitdt an sie bindet und dese Bindurg nicht 6ff nerempfindlich
ist. Denn aufgrund der bekannten 1:1-Stéchiometrie zwischen SUR und Kig und aer
Tatsadche, dass beide nur eine GBC-Bindurgsgelle besitzen (s.0.), misge die Anzahl
der Bindurgsdellen fir GBC an beiden gleich hach sein. Doch es findet sich fur die
GBC-Bindurg an SUR eine Byax vonca 114fmol/mg, an K\r hingegen eine maximale
Bindurgskapazitdt von ca 14 pmol/mg (120fad).

4.2.2.2 Vergleich mit anderen Geweben

Vergleicht man nun de aa A10-Zellmembranen erhobenen Daten mit den Ergebnissen
an Glomerulamembranen (Metzger et a., 1997, Rattenaortenringen (Loffler-Walz et
Quast, 1997) sowie an Rattenglomerula (Metzger et a., 1997), so stellt man fest, dassin
alen Geweben zwel Bindurgsdellen fur Glibenclamid valiegen. Allerdings ist nicht
bekannt, woran genau de a Glomerula gemessene *H-GBC-Binduryg erfolgt, da SUR
im Nierenepithel nicht exprimiert wird und *H-P1075 dat folgerichtig nicht bindet.
K ompetiti onsexperimente unter Verwendurg von °H-GBC as Radioliganden an
Rattenherzmembranen (Gopalakrishnan et a.,1991) und an Rattenaortenringen
(Loffler-Walz und Quast, 1997 zeigten ebenfals ene Heterogenitat der
GBC-Bindurgsdgellen auf.
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Tabelle 4.3: Hemmung der *H-GBC-Bindung in verschiedenen Geweben durch GBC
Auax bezéchnet die maximale Hemmung der spezfischen *H-GBC-Bindung pK, den regativen

Logarithmus der K,-Werte. Zur Berechnung der pK,-Werte wurden die plCsg-Werte nach Cheng urd
Prusoff (1973 korrigiert (Gl. 15, 2.7.2).

A10-Zelmembranen Glomerulamembr anen® Rattenaortenringe’ Rattenglomerula®

pK; Awmax pK; Awmax pK; Awmax pK; Awmax
Substanz

(- logM) (%6Bs) (- logM) (%6Bs) (- logM) (%6Bs) (- logM) (%6Bs)
GBC, 6,20+0,02 100
einstufig (ny=0,7)

6,84+0,12 49+8 6,82+0,18 =36 =772 =20 7,33t0,08 =33
zweistufig | 5,59+0,12 4,93+0,12 = 4,49 5,01+0,04

Metzger et al., 1997
2 offler-Walz e Quast, 1997

Der prozentuale Anteil der ersten Bindurgsdelle weist in allen Geweben eine gute
Korrelation auf (Tab. 4.3) und de Affinité fur GBC in den mit Membranen (A10-Zell -
bzw. Rattenglomerulamembranen) durchgefihrten Versuchen zeigt eine hohe
Ubereinstimmung (Tab. 4.3) undist um ca einen Faktor 5 geringer alsin den ebenfalls
miteinander gut Kkorrelierenden (Tab.4.3) Versuchen, in welchen intakte Zellen
vorlagen (Rattenaortenringe bzw. Rattenglomerula). Es ist anzunehmen, dass die
Zerstorung des Zytoskeletts in der Membranpréparation fur die verminderte Affinitét
von GBC verantwortlich ist.

Somit ist im Gegensatz zur Offnerbindurg (3.2) die Schliessrbindurg von cer
Intaktheit des Zytoskeletts abhéngig und duch seine Zerstérung beanflussar.

Dieses Ergebnis wurde bestétigt durch Studien an SUR2B-transfizierten
HEK?293 Zellen denen

Affinitatserniedrigung um einen Faktor 2-3 madgewiesen wurde (Artunc, F.,

und @raus hergestellten Membranen, in eine
Charakterisierung des Bindurgsverhaltens des Radioliganden *H-Glibenclamid an den
rekombinant exprimierten Untereinheiten SUR2A, SUR2B und Kg6.1 des ATP-

abhéngigen K*-Kanals (Katp), Med. Dissertation, Universitét Tiibingen, 1999.
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4.3 Diskusson dcer Bindungexperimente an ganzen A10-Zellen

In den Bindurgsexperimenten an ganzen A10-Zellen wurde der fir
Zellmembranversuche optimierte Puffer verwendet und ds fir °H-P1075
Membranversuche obligatorische (Hambrock et a., 1998 Schwanstedher et al., 1998
ATP zugesetzt. Dieses ist jedoch fur ganze Zellen als Energielieferant nutzlos, da es
nicht ins Innere der Zellen gelangen kann. Zudem wurde nicht beaditet, dass ganze
Zellen einen mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) begasten und mit Glucose versetzten
Puffer bendtigen, d.h. metabolisch geschitzt werden misen und mcht bei
Raumtemperatur zentrifugiert und pépariert werden sollten, sondern bel 37 °C.

Es ist anzunehmen, dessdie Zellen ihre Vitalitéa und Integritdt einbisgen und dissdie
Plasmamembran ihre Barrierefunktion nicht mehr erflllen konrte, so dass das
extrazelluldr hinzugegebene ATP die Bindurg ahnlich wie in den Membranversuchen
zu aktivieren vermochte und de Experimente plCso-Werte lieferten, de denen der
Membranversuche entsprechen (pICso=7,87). Somit stellen diese Versuche keinen
Bindurgserfolg an ganzen Zellen dar.

Die Methode der Ganzzellversuche an A10-Zellen wurde wieder verlassen, da keine
Moglichkelt bestand, de Zellen mdglichst unbeschadet von der Schalenoberflache
abzul 6sen.
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4.4 Diskusson cer *H-P1075Bindungexperimente an SUR2B-
transfizierten HEK 293 Zell membranen

4.4.1 Allgemeine Eigenschaften der ®*H-P1075Bindung an HEK 293

Zellmembranen

In hanologen Kompetitionsexperimenten mit *H-P1075 an SUR2B-transfizierten
HEK293 Zellmembranen wurde die Kp zu =4 nM bestimmt (Hambrock et al., 1998.
Der Bindurgsvorgang verlauft monoplasisch. Weitere Studien zeigten, dass P1075
spezifisch an de B-Untereinheit SUR des Katp-Kanals bindet (Hambrock et al., 1998
Schwanstecher et a.,1999 und ‘ermutlich jeweills eine Bindurgsdelle pro
SUR-Molekiil vorliegt (Grosset a., 1999. Diese Off nerbindurgsgelleist mit der GBC-
Bindurgsdelle negativ al osterisch gekoppelt (Bray und Quast, 1992 Hambrock et a.,
1998.

4.4.2 Kompetition der *H-P1075Bindung an HEK 293-Zellmembranen

AP,sA, PPADS, TNP-ATP und By-Methylen-ATP hatten sich in den zunadst
durchgefiihrten Screeningversuchen richt als taugliche Hemmer der *H-P1075Bindury
gezeigt undwurden daher nicht weiter untersucht.

Fur die Diadenosinpdyphaosphate mag dieses Ergebnis zunddhst etwas Uberraschend
erscheinen, da Jovanovic & a. (1996 mittels Patch-Clamp in APsA einen pdenten
Antagonisten der Katp-Kanaaktivitdt an Kardiomyozyten gefunden hatten. Jedoch darf
aus dessen Fahigkeit, den Karp-Kana zu schlieseen, ncht auf eine Bindurg an de
Offnerbindurgsgell e oder auch nu eine negativ all osterische Koppung mit dieser (wie
im Falle von GBC, s.0.) geschlossen werden. In den an SUR2B-transfizierten HEK293

Zellmembranen durchgefiihrten Kompetiti onsexperimenten konrte APsA selbst in einer
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Konzentration von 10QuM die *H-P1075Bindung nur auf 98+ 6% verdrangen.
Daraus kann gefolgert werden, dass APsA nicht mit P1075 un dessen Bindurgsdelle
konkuriert. Der Medhanismus Uber den APsA eine Kanalschliesaung bewirkt, ist ganz
offensichtlich von dr Offnerbindurgsgelle unabhédngig. Moglicherweise verlauft er
Uber eine Bindurg an K|g6.2 (Quast, 200Q personliche Mittell ung).

Das intrazell ulér synthetisierte und strukturell mit ATP verwandte APsA ist in der Lage,
die Aktivitét verschiedener nukleotidbindender Enzyme, wie z.B. Adenylatzyklase, zu
hemmen, welche ene entscheidende Rolle in der Aufredhterhaltung der Energie-
Homoostase von Muskelzellen spielen (Jovanovic & al., 199. Dabel wird ihre
Wirkung auf eine Interaktion mit intrazelluld&r gelegenen AMP-  undoder
ATP-Bindurgsdellen zurtckgefuhrt. Aufgrund deser offensichtlichen Affinité far
Nukleotidbindurgsgellen ist anzunehmen, dass diese Substanz auch eine Affinitét zu
nukeotidgesteuerten lonenkanden wie dem K arp-Kanal besitzt, wie dies von Jovanovic
et a. (1999 an Kg6.2 auch gezeigt werden konrte. Eine Interaktion mit den
Nukleotidbindurgsdellen des SUR2B wird duch de an HEK293Zelmembranen
durchgefiihrten Bindurgsgudien auch nicht widerlegt, denn enerseits konrte die
Substanz dort die Wirkung von ATP imitiert haben, dach auch im umgekehrten Fall
einer reinen Besetzung der Nukleotidbindurgsdellen ohre ATP-dhnliche Wirkung wére
kein erheblicher Verlust der *H-P1075Bindurg eingetreten, obwohl diese aif das
Vorhandensein von ATP angewiesen ist (Hambrock et al., 1998 Schwanstecher et al.,
1999. Dennin den Experimenten lag ATP in geséttigter Konzentration (3 mM) vor.
Ahnliches konrte fur die ATP-Abkémmlinge TNP-ATP und By-Methylen-ATP sowie
den P,-Rezeptorantagonisten PPADS (Strukturformeln s. 1.8) zutreffen, misge jedoch
ebenfals in elektrophysiologischen Experimenten (Nadhweis einer Schliesaung des
Kanals) sowie in Aktivierungsexperimenten (Nadchweis einer Interferenz mit der ATP-
Bindurgsdelle) Uberprift werden. Voraussetzung ist alerdings in allen Féllen eine
Hydrolysierbarkeit der Substanz, denn sonst ist selbst bel einer Bindurg an de
Nukleotidbindurgsgelle(n) die ATP-ahnliche Wirkung nicht gewéhrleistet, da diese
neben der Kanalhemmung auch de Forderung der *H-P1075Bindurg umfasg, welche
nur durch hydrolysierbare ATP-Analoga bewirkt wird (Hambrock et a., 1998
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Schwanstedher et al., 1998. Nicht-hydrolysierbare Substanzen sollten daher ihre
Wirkung am Kare-Kanal in einer Hemmung der *H-P1075Bindurg dussern — entweder
Uber eine Interferenz mit der Off ner- oder mit den Nukleotidbindurgsgell en.

Die Ubrigen 6 dr 13 eingesetzten Testsubstanzen, Phloxin B, Suramin, Evans Blue
(EB), CibaaonBlue (CB), Readive Red 2 (RR2) und DIDS, zeigten hingegen eine
deutliche Verdrangung der *H-P1075Bindurg (Tab. 3.5).

Zur Auswahl der anionischen Verbindurgen Phloxin B und Suramin hette ihre in
friheren Untersuchungen von Badhmann et a. (1999 gezeigte Blockade des CFTR
(Steueruntereinheit des epitheliden Karp-Kanas) mit einer um enen Faktor 20
grésseren Potenz als Glibenclamid (K; = 20-50 uM) gefiihrt. lhre Hemmung der *H-
P1075Bindurg am SUR verlief nahezu vdlsténdig (ca 90%). Der Grundfur ihre nicht
100%ige Verdrangung ist dabei vermutlich in einer Allosterie ihrer Bindurgsgell e mit
derjenigen des Off ners P1075 zu suchen (s.u.). Firr Phloxin B wurde dies sogar bereits
gezeigt: Die Substanz konkuriert mit GBC um dessen Bindurgsdelle an SUR, welche
mit der Off nerbindurgsgell e negativ all osterisch gekoppelt ist (Bray und Quast, 1992,
und ihre Affinitét wird ebenso wie die von GBC durch de Anwesenheit von MgATP
(300umoal/l) deutlich reduziert (Schwanstedher et a., 1995.

Die Hill-Koeffizienten (ny=1) von PhloxinB und Suramin zeigten enen
Bindurgsprozess an nu eine Bindurgsdelle an (2.7.4. Theoretisch denkbar, jedoch
eher unwahrscheinlich, ist auch eine Bindurg an zwel in ihren Affinitéten sehr ahnliche
und dgher nicht auflésbare Bindurgsgell en.

EvansBlue, CibaaonBlue, ReadiveRed2 und DIDS waren aufgrund ihrer
Eigenschaften als P,-Rezeptorantagonisten (Ralevic und Burnstock, 199§ as putative
Katp-Kanamoduatoren in Erwdgung gezogen worden (1.7). Fur DIDS sprach neben
dem bekannten P,-Rezeptorantagonismus die Strukturéhnli chkeit mit GBC (Cabantchik
et a. 1978. Zudem wurde es in elektrophysiologischen Studien von Furukawa € al.
1993als Karp-Kanal-Schliesser erkant.

Mit Ausnahme von Readive Red 2, welches nur eine rund 6®oige Verdrangung
leistete, verdrangten de Ubrigen Substanzen zwischen 90% (Evans Blue) und 100%
(Cibaaon Blue, DIDS) der *H-P1075-Bindurg. Wie oben bereits angedeutet ist der
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Grund fir die nicht immer vollstandig verlaufende Verdrangung von °H-P1075
vermutlich in einer alosterischen Koppung ihrer Bindurgsgellen mit derjenigen von
3H-P1075 zu suchen. So zeigten neue, bisher unwerdffentlichte Experimente von
Loffler-Walz und Quast (1999, dassDIDS sich gegentiber GBC am SUR1 kompetitiv
verhdlt, d.h., assDIDS an de GBC-Bindurgsdelle bindet, welche wiederum mit der
Off nerbindurgsgelle negativ allosterisch gekoppelt ist. Mdglicherweise gilt fur die
Ubrigen Testsubstanzen dasselbe.

Bel der Betraditung der Hill-Koeffizienten, ny der einzelnen Substanzen fallen
insbesondere 3 Werte ins Auge. Zum einen der deutlich urter 1liegende Hill -
Koeffizient von DIDS (ny=0,7), welcher auf einen Prozess an mehr as einer
Bindurgsgelle hinweist (Signifikanzprifung mittels Akaike-Kriterium (Quast und
Mahimann, 1982 und F-Test s. 3.5.1.1.6 andererseits wurden inzwischen von Loffler-
Walz und Quast in bisher unvertff entli chten Experimenten Hil Ikoeffizienten von iy =1
gefunden) und zum anderen de deutlich Uker 1 liegenden Hill -Koeffizienten (ny = 1,5)
von EvansBlue und Readive Red 2 (RR2), welche aif eine positive Kooperativitét
hindeuten, was bedeutet, dassmehrere Liganden mit steigender Affinitét binden (2.7.4).
Allerdings ist dabei ny =1 nicht in alen Experimenten sicher ausschliesdar, so dass
dies keinen sicheren Hinweis auf mehr als eine Bindurgsdelle mit Angriff an mehreren
Stellen des Mol ekiils darstellt.

Die Verdrangung durch Cibacron Blue ebradhte eénen Hill -Koeffizienten, ny, von=1
undliessdamit auf nur eine Bindurgsdelle schliessen (2.7.4).

Uber die Lokalisation der Bindurgsdelle(n) ist bei allen urtersuchten Substanzen duch
Kompetitionsexperimente dleine keine Aussge moglich. Zwar konrten de
Testsubstanzen das ezifisch an den SUR bindende P1075 (Hambrock et al., 1998
Schwanstedher et a., 1998 von desem verdrangen, damit ist jedoch nicht gesagt, dass
sie dies durch drekte Kompetition um dieselbe (Offner-)Bindurgsdelle bewirkten.
Aufgrund der nicht immer vollstandig geleisteten Verdrangung von °H-P1075ist eine
Hemmung durch Bindurg an eine von der Off nerbindurgsdelle verschiedene, jedoch
mit ihr negativ all osterisch gekoppelte Bindurgsgell e sogar wahrscheinlicher (s.0.), wie
dies friher schon fir GBC gezeigt werden konrte (Bray und Quast, 1992. Doch auch
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Uber eine Interferenz mit den Nukleotidbindurgsgellen des SUR ist eine Reduktion der
®H-P1075Bindurg méglich. Da die *H-P1075Bindurg ATP erfordert (Hambrock et
al., 1998 Schwanstecher et a., 1999, ist zu erwarten, dass durch Verdrangung von
ATP die *H-P1075Bindury reduziert wird (vorausgesetzt, ATP liegt nicht gesittigt
vor).

Aufgrund der Tatsadhe, dasses sch bei den meisten der eingesetzten Substanzen um
P,-Rezeptormoduatoren handelt (1.7), ist eine Interaktion deser Substanzen mit den
Nukleotidbindurgsgell en des SUR durchaus denkbar.

Die Beobadtung, dass die edogenen Agonisten an P,-Rezeptoren, de
Diadenosinpdyphaosphate, sowie die mit ATP grosse Strukturéhnli chkeit aufweisenden
Substanzen, TNP-ATP und By-Methylen-ATP, keine Hemmung der *H-P1075Bindurg
zeigten, spricht durchaus nicht gegen dese Annahme (s.0.), denn auch ATP, welches
bekanntlich wie APsA eine Kanalschliessung bewirkt, hemmt die *H-P1075Bindury
nicht, sondern férdert sie im Gegenteil sogar (Hambrock et a., 1998 Schwanstedher et
a., 1999. Entscheidend fiir die Hemmung der *H-P1075Bindurg bei einer eventuellen
Interferenz mit den ATP-Bindurgsdellen ist wie oben erwdhnt die Nicht-
Hydrolysierbarkeit des angreifenden Agens.

Im Falle von DIDS allerdings gricht dessen Strukturdhnlichkeit mit GBC (1.7) und de
von DIDS zu 100% geleistete Verdrangung fur eine von den Nukleotidbindurgsgellen
verschiedene Lokalisation der DIDS-Bindungsdelle, moglicherweise die GBC-
Bindurgsgelle. Zur Klarung dieser Frage werden *H-GBC-Séttigungsexperimente mit
und ohme Zugabe der Testsubstanz bendtigt, welche dlerdings nur an SUR1-
Membranen (wegen deren hoker GBC-Affinitét) durchgefiihrt werden konren. Diese
Experimente wurden wie oben bereits erwahnt inzwischen von Loffler-Walz und Quast
begonren und ihre bislang unverdffentlichten Daten lieferten eine Kompetiti vitét
zwischen GBC und DIDS am SUR1, wie dies auch fur Phloxin B friher schon
beobadtet wurde (Schwanstedher et a., 1995.

Zur Uberprifung der Frage, ob de ubrigen Testsubstanzen mogli cherweise liber eine
Kompetition mit ATP eine Erniedrigung der *H-P1075Bindurg bewirkten, wurden

Aktivierungsexperimente mit ATP durchgefihrt, um anhand ener eventuellen
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Affinitétsverschiebung  von ATP ene mogliche Interferenz mit  den

Nukleotidbindurgsgell en zu erkennen.

4.4.3 Aktivierung der ®*H-P1075Bindung an HEK 293-Zellmembranen

Nadhdem in heterologen Kompetitionsexperimenten de Wirksamkeit der untersuchten
Substanzen am Katp-Kana gezeigt worden war, stellte sich de Frage, ob deser Effekt
maoglicherweise aif eine Interferenz mit den Nukieotidbindurgsdellen zurlickzufiihren
ist.

Im Falle ener Bindurg der Testsubstanz an de Nukleotidbindurgsdell en stellt dieseine
Konkurenz zu vorgegebenem ATP dar. Dies bedeutet eine Redhtsverschiebung der
ATP-Aktivierungskurve bei unverdndertem Maximawert der Bindurg.

Da die Bindurg von *H-P1075an seinen Rezeptor ATP-abhéngig ist (Hambrock et al.,
1998 Schwanstedher et a., 1998, wird duch eine Konkurenz der Testsubstanz mit
ATP die ®*H-P1075Bindurg erniedrigt, wenn de Testsubstanz die ATP-Bindurgsgellen
blockiert, ohre dessen Wirkung zu imiti eren.

Erfullt die Testsubstanz nadmlich bei direkter Kompetition mit ATP auch dessen
Wirkung, so ist auch ohre Zugabe von ATP eine *H-P1075Bindurg messar und es
wére in den Kompetitionsexperimenten keine Hemmung zu sehen gewesen. Denn
steigende Konzentrationen von ATP bewirken keine Hemmung der *H-P1075Bindury,
sondern fordern dese sogar (3.5.2.3 Hambrock et al., 1998 Schwanstecher et
a., 1998.

Die in den Kompetitionsexperimenten (3.5.1) beobachtete Reduktion cer *H-P1075
Bindurg kann jedoch durch eine direkte Kompetition mit ATP (aber ohne Wirkung an
desen Bindurgsdellen) nicht erkléart werden, da in den Experimenten ATP jewells
geséttigt (3mM) vorlag; somit hétte aich bei direkter Kompetition der Testsubstanz um
die Nukleotidbindurgssellen keine Reduktion der *H-P1075Binduryg eintreten dirfen.
Eine Redtsverschiebung der Kurve ist andererseits auch bel nicht-kompetitiver
Hemmung der ATP-Bindurg zu erwarten, all erdings mit verschiedenen Maximalwerten
der Bindurg. Denn de geringere Bindurg von °H-P1075 k& maximaem ATP in
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Gegenwart der Testsubstanz zeigt, dass ATP und de Testsubstanz nicht um dieselbe
Bindurgsdelle konkurieren und @sses einen ternaren Komplex (s.u.) geben muss
Eine Linksverschiebung bedeutet entweder eine verbesserte ATP-Bindurg durch eine
negativ al osterisch bindende Substanz oder eine Imitation der ATP-Wirkung durch eine
direkt an de ATP-Bindurgsdelle bindende Substanz mit hoherer Affinitdt als ATP
selbst.

Findet andererseits eine direkte oder negativ all osterische Wirkung der Testsubstanz auf
die P1075Bindurgsdelle statt, so stellt dies eine zum ATP nicht-kompetitive
Hemmung dar, welche dessen Kp unwverdndert |ésd; das Plateau der Kurve jedoch sinkt
abhéngig von der zugegebenen Menge der getesteten Substanz, da diese (direkt oder
negativ alosterisch) *H-P1075 \erdrangt. Die im Kompetitionsexperiment (3.5.1)
gesehene Hemmung der *H-P1075Bindurg ist hierdurch ebenfall s erklarbar.

Als Kontrolle wurden zunadchst Aktivierungsexperimente unter Zugabe steigender
ATP-Konzentrationen ohre Zugabe ener Testsubstanz durchgefiihrt. Es zeigte sich,
dass ATP die ®*H-P1075Bindurg mit einer halbmaximalen Aktivierungskonzentration,
ECso, vonca 4,4 uM steigern konrte (vgl. auch Hambrock et a., 1998 ECso = 3 uM).
Mit diesem Kontrollwert wurden nun de ECso-Werte der unter Zugabe der jeweili gen
Testsubstanz in einer ihrer [1Csp nahekommenden Konzentration ermittelten
Aktivierungskurven verglichen.

In allen Félen wurde das Plateau im Vergleich zur Kontrolle eheblich erniedrigt. Wie
oben beschrieben, deutet dies auf eine Interferenz der zugegebenen Testsubstanz mit der
P1075Bindurgsdelle hin - vorausgesetzt, die ECso fur ATP wird nicht veréndert — und
schliesg eine dleinige Bindurg an de Nukleotidbindurgsdellen aus. Dabei ist keine
Aussage Uber den Modus dieser Wedhselwirkung (kompetitiv oder negativ all osterisch)
mogli ch. Dieser Frage wurde in Kinetikexperimenten nadhgegangen (s.u.).

Da die Testsubstanzen in einer ihrer 1Cso dhnlichen Konzentration zugegeben wurden,
war bei einer Interferenz mit der *H-P1075Bindurgsgelle éne Absenkung des Plateaus

auf ca 50 % des Kontrollwertes (welcher jeweil s mitbestimmt wurde) zu erwarten. Fur
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Phloxin B, Suramin und DIDS wurde dieser Wert auch relativ genau erreicht (3.5.2),
unklarerweise jedoch nicht fir Evans Blue (75%).

Gleichzeitig wurde keine wesentliche Verschiebung der ATP-Aktivierungskurve fir
Suramin und Phloxin B beobaditet. Diese beiden Substanzen bewirkten somit keine
Affinitétsveranderung fir ATP, liesen desen ECsp nahezu unverdndert. Hieraus kann
geschlosen werden, dass se keine Interferenz mit den Nukleotidbindurgsgellen,
sondern eine zu ATP nicht-kompetitive Hemmung der *H-P1075Bindurg bewirkten,
entweder durch drekte, wahrscheinlicher aber durch negativ all osterische Kompetition
mit der ®*H-P1075Bindurgsgelle. Firr Phloxin B wurde ja bereits sine Kompetition mit
GBC um dessen Bindurgsdell e nachgewiesen (Schwanstedher et a., 1995.

Im Gegensatz dazu wurden fir EvansBlue ane Reditss und fur DIDS ene
Linksverschiebung der ATP-Aktivierungskurve beobadtet.

Die im Fale von Evans Blue aifgetretene angedeutete Redhtsverschiebung der ECso
von ATP, welche gleichzusetzen ist mit einer Affinitatserniedrigung fir ATP, weist auf
eine Interferenz mit den ATP-Bindurgsdellen (kompetitiv oder nicht-kompetitiv) hin.
Da Evans Blue jedoch bei geséttigtem ATP (3 mM) gleichzeitig die *H-P1075Bindurg
hemmt (3.5.1.1.3, kann es an den ATP-Bindurgsdelen nicht direkt mit ATP
konkurriert haben (s.0).

DIDS bewirkt eine deutliche Linksverschiebung der ECso von ATP, d.h. eine
Affinitdétserhhurg  von ATP. Die dlgemein moglichen Ursachen einer
Linksverschiebung wurden olken bereits erlautert. Im Falle von DIDS lasg sich eine
Interferenz mit den ATP-Bindurgsgellen in dem Sinne vermuten, dassdie Bindurg von
ATP verbessert wird. Denkbar ist, dassDIDS an eine Nukleotidbindurgsdell e geht und
die Affinitdt der zweiten Nukleotidbindurgsgelle fur ATP/MgATP erhoht. Die
Nukleotidbindurgsgell en sind pasitiv all osterisch gekoppelt (Ueda  al., 1999.

Um eine madgliche direkte Wedhselwirkung von DIDS mit den ATP-Bindungsdellen
und eventuelle Wirkungsenfaltung (im Sinne é@ner ATP-Imitation) zu Gbkerprifen,
wurden Aktivierungsexperimente ohne Zugabe von ATP, dagegen mit steigenden
Konzentrationen von DIDS durchgefuhrt (3.5.3. Es zeigte sich, dass bereits ohre
Zugabe von ATP und DIDS eine um einen Faktor 2-4 gegeniiber der Bns erhbhe
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*H-P1075Bindury stattfand. Ursadlich hierfir dirften Spuren vonATP gewesen sein,
welche vermutlich bereits in der Membranprdparation valagen. Bemerkenswert ist
jedoch, dassdiese Basishindung durch Zugabe steigender Konzentrationen an DIDS im
Bereich zwischen 1uM und 10uM gesteigert werden konrte. Einerseits konne DIDS
diese Wirkung durch Bindurg an de Nukleotidbindurgsgelle(n) und Imitation der
ATP-Wirkung zustande gebracht haben. Andererseits muss aufgrund der schon vaher
mesdaren Basisbindurg vom Vorhandensein geringer Mengen ATP ausgegangen
werden, und de besondere Wirkung von DIDS kénnte darin bestehen, dessn
Bindurg im Konzentrationsbereich zwischen 1 uM und 10uM DIDS zu férdern.
Hierflr spricht auch eine weitere Beobadhtung, welche @ne d@gene Wirkung von
DIDS an den ATP-Bindurgsgellen eher unwahrscheinlich erscheinen lasg und de
Vermutung, dass DIDS die Bindurg bereits vorhandenen ATPs fordert, unterstitzt.
Denn betrachtet man die Aktivierungskurve, so fallt, wie auch bei EvansBlue, in
einigen Experimenten ein Anfangseffekt auf. In diesen Experimenten begann de
Aktivierungskurve nicht nahe bei Null wie in den Experimenten mit Suramin und
Phloxin B, vielmehr liess $ch eine Art Sockel beobadten, auf dessen Basisbindurg
die Aktivierungskurve bereits ohrne Zugabe von ATP begann. Die ECso-Werte sowie
die Maximalaktivierung blieben davon unkeanflusg, lediglich die Amplitude wurde
verringert. Dieser Anfangseffekt, welcher auf DIDS zu beruhen schien, konrte
jedoch auch ohre DIDS beobadtet werden. Daher ist er moglicherweise nicht auf
eine d@gene Wirkung von DIDS an den Nukleotidbindurgsgellen zuriickzuftihren,
sondern auf die Wirkung geringer Mengen bereits vorhandenen ATPs in der
Praparation. Klarung konnte hier nur die Mesaung der ATP-Konzentration in den
Ansatzen bringen.

Der in den Aktivierungsexperimenten mit DIDS und EvansBlue beobadtete
Anfangseffekt (Sockel) scheint der in den Kompetitionsexperimenten fast
voll standigen Verdrangung der *H-P1075Bindurg zu widersprechen. Jedoch lagen
dort in den Ansédtzen stets 3mM ATP vor, womit ein Vergleich der Daten nicht
moglich ist. Vermutlich sind de bei Evans Blue und DIDS in den
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Aktivierungsexperimenten gemaditen Beobaditungen nur bei  niedrigen
Konzentrationen von ATP mdgli ch, was es jedoch noch genauer zu urtersuchen gilt.
Auch zeigen de Kompetiti onsexperimente mit DIDS kein
“Aktivierungsbuckelchen”, da sie denfalls bei 3mM ATP-Konzentration
durchgefihrt wurden, also in einem Bereich, in dem ATP bereits geséttigt vorliegt
(ECs0= 4,4 uM) und DIDS vermutlich nicht mehr erkannt werden kann. Aus diesem
Grunde ist auch kein Schluss auf die beiden in den Kompetitionsexperimenten
gefundenen DIDS-Bindurgsdellen mdglich; es kann keine Aussage darUber
getroffen werden, dass DIDS z.B. an einer Bindurgsdelle &tivierend, an der
anderen dagegen hemmend wirkt.

In neueren und bisher unveroff entli chten Experimenten von Loffler-Walz und Quast
konnte jedoch in &nlichen Versuchen - alerdings bei einer Inkubationstemperatur
von 25°C - ein solches “ Aktivierungsbuckelchen” nachgewiesen werden.
Wahrscheinlich unterstitzt DIDS die Bindurg von ATP an eine der
Nukleotidbindurgsgellen, ohre jedoch mit dieser Bindurgsgelle zu interferieren,
wie auch de Ubrigen Stoffe nicht mit der Nukleotidbindurgsdell e interferieren.
Denkbar ist eine Wedhselwirkung der Stoffe mit der GBC-Bindurgsdelle (s.0.), da
die Stoffe wie GBC negativ geladen sind. Eine Mesaung konrte jedoch aufgrund cer
Tatsache, dass®H-GBC an SUR2B-Membranen nicht gemessen werden konrte, nicht
durchgefihrt werden.

In der Zwischenzeit wurden, wie oben bereits erwahnt, von Lo6ffler-Walz und Quast
neue, bisher unveréffentlichte Untersuchungen an SUR1-transfizierten Membranen
von HEK293Zellen gemadt und eine Kompetition zwischen DIDS und GBC am
SUR1 nadhgewiesen. In weiteren Untersuchungen zeigten DIDS eine positive
Allosterie mit der ATP-Bindurg, GBC eine stark negative und Suramin sowie
Phloxin B eine schwacdh negative All osterie mit ATP.

Zusammenfassend |8ss sich feststellen, dass die Ursache fir die beobadtete

Hemmung der *H-P1075Bindurg in einer all osterischen Wedhselwirkung mit der
Off nerbindurgsgell e zu suchen ist, z.B. in einer Besetzung der GBC-Bindurgsdell e.
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FUr Phloxin B (Schwanstedher et al., 1995 und DIDS (Loffler-Walz und Quast,
unver6ff entli chte Daten, 2000 wurde der Nachweis hierfir bereits erbracht. Fur die
Ubrigen Substanzen hingegen steht er noch aus. Eine Wedhselwirkung mit den

Nukleotidbindurgsgellen konrte nicht ausgeschlossen werden.

4.4.4 Kinetik der *H-P1075Bindung an HEK 293 Zell membranen

Nachdem sich Hinweise auf eine Wedselwirkung mit der Offnerbindurgsgelle
ergeben hatten, wurde in Kinetikexperimenten de Art und Weise dieser
Wedselwirkung (kompetitiv oder negativ all osterisch, 3.5.4 genauer studiert.
Die Experimente mit den ausgewéhlten Testsubstanzen, Phloxin B, Suramin,
EvansBlue und DIDS, lasen fur alle Substanzen eine Beschleunigung der
Diswoziation erkennen. Wahrend dese bei PhloxinB  bereits im
Konzentrationsbereich von= 10* 1Cs auftrat, so war bei den Ukrigen Substanzen in
diesem Konzentrationsbereich nach kein wesentlicher Unterschied im Vergleich zur
Kontrolle (ohne Zugabe von Testsubstanzen) zu erkennen. Erst im Bereich von
= 60* 1Csq trat eine deutlich Beschleunigung der Dissoziation zutage.
Diese Beschleunigung der Dissoziation des Rezeptor-Ligand-Komplexes |asg auf
eine negativ alosterische Koppung der Bindurgsdellen der Testsubstanzen mit
derjenigen vonP1075schliessen (3.5.4). Dabei fuhrt vermutlich die voriibergehende
Ausbil dung eines terndren Komplexes zwischen SUR, *H-P1075 und er jeweili gen
Testsubstanz zu einem beschleunigten Zerfall des Rezeptor-Liganden-Komplexes
(Bray und Quast, 1992 Hambrock et al., 1998§.
Modell der Bildung eines ternaren Komplexes:

I

R = SUR
A + R = RA A =3H-P1075
1 1 | = Testsubstanz

>
+
Y|
I

RAI
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4. Diskusson

Im Bereich von 1upM bis 100uM DIDS-Konzentration konre in den
Aktivierungsexperimenten eine Steigerung der Bindurg durch DIDS beobadtet
werden (3.5.3. Die in den Kinetikexperimenten bei 50uM DIDS angedeutete
Verlangsamung der Dissoziation im Vergleich zur Kontrolle, konrte bei 30 uM
DIDS nicht bestétigt werden. Vermutlich war der Aktivierungseffekt von DIDS bei
dieser Konzentration zu klein, um messar zu sein (er betrug bei 30 uM DIDS im
Aktivierungsexperiment nur 10 % Bs). Wie sich herausgellte wurde der maximale
Aktivierungseffekt bel 10uM DIDS im Aktivierungsexperiment (30 % Bror)
gemessen, bei dieser Konzentration kdnrne moglicherweise aich in
Kinetikexperimenten eine Verzogerung der Dissoziation messdar sein. Bei einer
Konzentration von 300uM DIDS dagegen findet keine Aktivierung der Bindurg
mehr statt (3.5.3, daher erfolgt in den Kinetik-Experimenten hier eine
Beschleunigung, da DIDS in hdreren Konzentrationen (> 100 uM) als Hemmer auf
die ®*H-P1075Bindurg wirkt.

Die beobadtete Beschleunigung im Ldsungsmittel kontroll experiment (3.5.4.9 stellt
keinen spezifischen Effekt am Katp-Kanal dar, sondern madit die Zerstérung der
Bindurg durch DM SO sowie EtOH deutlich welche das Protein (und damit den
Rezeptor) denaturieren.

Zusammenfassend kann damit gesagt werden, dass die durch die Testsubstanzen
beobachtete Hemmung der *H-P1075Bindurg auf einer negativ all osterischen
Koppung ihrer Bindurgsgelle mit derjenigen fur P1075 keruht. Die Lokalisation
der Bindurgsgell e bleibt damit jedoch unkekannt (mit Ausnahme von Phloxin B und
DIDS, fur welche ene Kompetition mit GBC belegt ist, s.0.). In Frage kommt auch
fur die UObrigen Substanzen beispielsweise die GBC-Bindurgsgelle an SUR.
Weiterhin kann keine Aussage tber die Wirkungsweise der einzelnen Substanzen am
SUR getroffen werden; ob de Substanzen Off ner oder Schliesser des Katp-Kanals

sind, mussin elektrophysiologischen Experimenten noch urtersucht werden.
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4.5Diskusson der 3H-P10758indungsexperimentean ganzen HEK293Zellen

45 Diskusson cer *H-P1075Bindungexperimente an ganzen HEK 293
Zellen (SUR2B)

Die Eigenschaften der eingesetzten Testsubstanzen sollten an ganzen Zellen welter
untersucht und mit den an Membranen erhaltenen Ergebnissen vergli chen werden.
Voraussetzung fur die Durchfihrbarkeit von Experimenten an ganzen Zellen ist jedoch
die Membrangéangigkeit der Testsubstanzen, denn aufgrund der intrazelluldren Lage der
*H-P1075Bindurgsgelle musseine Substanz, die ®H-P1075 \erdréngen kann, entweder
Uber Transporter oder durch de Membran hindurch in de Zelle gelangt sein. Dabel
erscheint letzteres wegen der stark negativen Ladung der meisten Substanzen eher
unwahrscheinlich.

Zur Untersuchung der Membrangangigkeit wurden zunachst Screeningversuche mit
hohen Inhibitorkonzentrationen an intakten Zellen durchgefiihrt.

Dabel erwies sch bai allen Substanzen keine ausreichende Permedion in de Zelle, es
konrte keine befriedigende Hemmung der *H-P1075Bindurg erzielt werden.

Die Erstellung von Hemmkurven an ganzen SURZ2B-transfizierten HEK293-Zellen
wurde daher aufgegeben.
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5 Zusammenfasaung

Der este Tell dieser Arbeit liefert Erkenntnisse Uber das Bindurgsverhadten von
*H-P1075 und®H-GBC an Membranen vonA10-Zellen.

Die *H-P1075Bindurg wurde schonin einigen fritheren Studien urtersucht (u.a Quast
et a.,1992 Russ et d., 1997 Loffler-Walz und Quast, 1998 Hambrock et al., 1998
1999, jedoch nach nie an Membranen von A10-Zellen. Auch Uber die *H-GBC-
Bindurg liegen bereits einige Arbeiten var (u.a. Metzger et a., 1997 Gopal akrishnan et
al., 1991, Loffler-Walz und Quast, 1997).

Durch Vergleich der in deser Arbeit an A10-Zellmembranen erhaltenen Ergebnisse mit
jenen aus friheren Untersuchungen sollten weitere Erkenntnisse Uber das Bindurgs-
verhalten des vaskularen ATP-abhdngigen K*-Kanals (Katp) gewonren und deser
Kaliumkanal pharmakologisch nach genauer charakterisiert werden.

Die gute Ubereinstimmung der fir die Offner gefundenen Kp-Werte mit friiheren
Studien (s.Tab. 3.2) weist die auf die korrekte Bindurg an den Katp-Kanal hin.

Fir den Katp-Kana-Schliesser GBC  wurden sowohl in den heterologen
Kompetitionsexperimenten  mit  *H-P1075 as auch in  den  hanologen
Verdrangungsversuchen jewells zwei Bindurgsdellen gefunden. Dabel konrte gezeigt
werden, dass die jewells ersten, hachaffinen Bindurgsdellen tkereinstimmen undam
SUR liegen. Letzteres folgte aus der Beredhnurg der Bindurgskapazitdten fir den
Offner P1075 am SUR (131fmol/mg) und Blocker GBC (erste Bindurgsdelle in
homologen Kompetitionsexperimenten bei Festsetzung der ersten Bindurgsdelle auf
20 % der spezifischen *H-GBC-Bindury: ca 114fmol/mg). Weiterhin wurde hierdurch
ein Hinweis auf die 1:1-Stochiometrie der Bindurgsdellen fur GBC und P1075
erbradt.

Unter Einbeziehungy der Tatsache, dass *H—P1075 spezifisch und hochaffin
(Kp =4 nM, Hambrock et a., 1998 an de B-Untereinheit SUR bindet (Schwanstecher
et a., 1999, liesen sich de Daten wie folgt interpretieren: Der Blocker GBC besitzt
eine hochaffine Bindurgsdelle an SUR(2B) (Kp=36nM), welche mit der
Off nerbindurgsdelle, wie aich schon frither von Bray und Quast (1992 gezeigt,
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5. Zusammenfasaing

negativ allosterisch gekoppelt ist und welche rund 20% der gesamten gemessenen
spezifischen GBC-Bindurg ausmadt. Dabei ist die GBC-Bindurg durch den Offner
P1075 vdlstandig verdrangbar. Ausserdem besitzt GBC eine weitere, niederaffine (im
UM Bereich) Bindumgsdelle an einem unbekannten, vermutlich endogenen Protein.
Eine Identifikation deses Protein war nicht mdglich. In Betracht gezogen wurde die a-
Untereinheit K\g, denn dese besitzt eine GBC-Bindurgsgelle mit Affinitét im pM
Bereich (Artunc, F., Charakteriserung des Bindurgsverhaltens des Radioliganden
3H-Glibenclamid an den rekombinant exprimierten Untereinheiten SUR2A, SUR2B und
Kir6.1 s ATP-abhdngigen K'-Kanals (Katp), Med. Dissertation, Universitét
Tubingen, 1999 undwird in A10-Zellen exprimiert (Miller et d., 1999, jedoch kammt
sie aufgrund stochiometrischer Uberlegungen wohl eher nicht in Frage.

Denncch liefert diese Arbeit damit eine mogliche Erklarung fir die grosse Varietét
hinsichtlich der Anzahl an Bindungsdellen fir den Blocker GBC in den verschiedenen
Geweben.

Weiterhin wird gezeigt, dass die GBC-Bindurg im Gegensatz zur Off nerbindurg von
der Intaktheit des Zytoskeletts abhdngig ist und duch desen Zerstérung in ihrer
Affinitét empfindich beantradtigt wird.

Eine von Holevinsky et a. (1994 neben der Katp-Kanalaktivierung an A10-Zellen
beobadtete zusétzliche Blockade von ClI'-Kanden konrte nicht bestétigt werden: An
A10-Z€llen liegt nur eine Bindurgsdelle fur P1075 vo; diese ist am SUR lokalisiert
(Hambrock et a., 1998 Schwanstecher et al., 1999, denn von desem konrte P1075
durch all e Giblichen Katp-Kana-Moduatoren verdrangt werden.

Die durch den Offner MxS angedeutete Heterogenitd der °H-P1075Bindurg
(Verdrangung der spezifischen *H-P1075-Bindurg um nur ca 70%) beruht am
wahrscheinlichsten auf einer durch dese Substanz sehr leicht auftretende Sulfatierung
der Bindurgsdelle mit nadhifolgend behinderter welterer Bindurg. Unter dieser
Annahme liegt an SUR nur eine homologe Bindurgsdelle fur die Offner vor; diese
Vermutung wird durch weitere in der Arbeitsgruppe durchgefihrte Studien urterstiitzt
(Artunc, F., Charakterisierung des Bindurgsverhatens des Radioliganden
®H-Glibenclamid an den rekombinant exprimierten Untereinheiten SUR2A, SUR2B und
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Kir6.1 ds ATP-abhéngigen K*-Kanas (Katp), Med. Dissertation, Universitét
Tabingen, 1999 s.a. Grosset a., 1999.

Im zweiten Tell dieser Arbeit wurde a Membranen SURZB-transfizierter
HEK?293 Zellen erstmalig das Bindurgsverhalten von Testsubstanzen urtersucht, von
welchen eine Interaktion mit dem Kapp-Kana erhofft werden konrte, da sie an
Purinrezeptoren, deren endogene Moduatoren ATP und einige ATP-Analoga sind,
Wirkung zeigen (Ralevic und Burnstock, 1998. Ziel der Untersuchungen war die
Auffindurg neuartiger Blocker des Katp-Kanals.

Sollten sich urter den Substanzen Schliesser des Katp-Kanals befinden, so konrte mit
Hilfe dieser Blocker eines Tages—ihre Selektivitdt fir den vaskuldren Kana
vorausgesetzt —ein geagnetes Instrument zur Bekdmpfung der renalen Hypertonie
gefunden werden. Denn an der Regulation der Reninfreisetzung aus den in der Tunica
media des Vas aff erens liegenden juxtaglomeruldren Zellen sind vaskulére Katp-Kande
beteili gt. Die Schliesaung dieser Kanéle bewirkt Uber eine Depolarisation der Zelle die
Senkung der Reninsekretion. Nadifolgend tritt eine Relaxation der glatten
Gefasgnuskulatur auf und Vor- und Nadhlast im Herz-Kreislaufsystem werden gesenkt
und camit auch der Blutdruck.

TatsAdlich konrten einige Substanzen als paente Katp-Kanal-Moduatoren erkannt
werden: Phloxin B, Suramin, EvansBlue und DIDS zeigten eine Verdrangung der
®*H-P1075Bindurg vom SUR. Die Hemmkurven verliefen fiir Phloxin B, Suramin und
EvansBlue @anstufig, fir DIDS deutete sich en Bindurgsprozess an zwel
Bindurgsdellen an. Weiterhin konrie gezeigt werden, dass die Verdrangung nicht-
kompetitiv mit *H-P1075 \erl&uft. Die Bindurgsgelle(n) der Testsubstanzen ist (sind)
somit nicht die Offnerbindurgsgelle, dach ist (sind) sie mit dieser negativ allosterisch
gekoppelt. Eine naheli egende direkte Interaktion mit den Nukleotidbindurgsgellen (d.h.
eine Kompetition mit ATP) konrte nicht sicher geklart werden. Allerdings konrten
Loffler-Walz und Quast in neueren, nach nicht verdffentlichten Experimenten eine
schwadhe negative All osterie zwischen Suramin bzw. Phloxin B und ATP, eine starke
negative Allosterie zwischen GBC und ATP sowie éne positive Allosterie zwischen
DIDS und ATP zeigen. Fur DIDS konnten sie weterhin in hisher ebenfals

159



5. Zusammenfasaing

unveroffentlichten  Séttigungsexperimenten eine Kompetition mit GBC am SUR1
nachweisen. Damit findet aso de Wirkung von DIDS am Karp-Kana Uber eine
Interaktion mit der GBC-Bindurgsdelle statt, welche wiederum mit der
Off nerbindurgsgell e (negativ) all osterisch gekoppelt ist (Bray und Quast, 1992.

Die genaue Lokalisation der Bindurgsdelle(n) der Gbrigen Substanzen (evtl. ebenfalls
die GBC-Bindurgsgelle) muss in weiteren Experimenten urtersucht werden; ebenso
sind weiterfihrende dektrophysiologische Experimente vonnden, um die Wirkung der
einzelnen Substanzen auf den Karp-Kanal zu Kéren (Offnung oder Schliessung des
Kanals), soweit sie noch nicht bekannt ist. Diese Arbet legt den Grundstein zur
Auffindurg neuartiger Blocker des Karp-Kanals und zeigt auf, welche Substanzgruppen
hierfir mogli cherweise geegnet sind.

160



6 Literaturverzeachnis

ACKERMANN, M. J. uND CLAPHAM, D.E. (1997: lon channels—basic science and
clinicd disease. New Engl J Med Vol. 336,22, 157586

AFFOLTER, H., HERTEL., C., JAEGGI, K., PORTENIER, M., STAEHELIN, M. (1985:
(-)-S[*H]CGP-12177 and its use to determine the rate mnstants of unlabelled
beta-adrenergic antagonists. Proc Natl Acad Si USA 82, 92529

AGUILAR-BRYAN, L., NicHOLS, C. G., WECHESLER, S. W:, CLEMENT IV, J. P., BovyD Ill,
A. E., GoNnzALEZ, G., HERRERA-SOSA, H., NGuy, K., BRYAN, J. UND NELSON,
D.A. (1995: Cloning of the beta cél high affinity sulfonylurea receptor: a
regulator of insulin seaetion. Science 268, 42326

AGUILAR-BRYAN, L. UND BRYAN, J. (1996: ATP-sensitive potassum channels,
sulfonylurea receptors and persistent hyperinsulinemic hypoglycemia of infancy.
Diabetes Rev4, 33646

AGUILAR-BRYAN, L., CLEMENT IV, J. P, GONZALEZ, G., KUNJLWAR, K., BABENKO, A.
UND BRYAN, J. (1998: Toward understanding the assembly and structure of Katp
channels. Am Physiol Sac 78, 22745

AKAIKE, H. (1974: |1.R.E. Trans Autom Control 19, 716

AMES, G. F., MIMURA, C. S., HOLBROOK, S.R. UND SHYAMALA, V. (1992: Traffic
ATPases: a superfamily of transport proteins operating from Escherichia oli to
humans. Adv Enzymol Relat Areas Mol Biol 65, 1-47

AMMALA, C., MOORHOUSE, A., GRIBBLE, F. M., ASHFIELD, R., PROKS, P., SMITH, P. A.,
SAKURA, H., CoLES, B., ASHCROFT, J.H. UND ASHCROFT, F.M. (1996:
Promiscuous couding between the sulphorylureareceptor and inwardly redifying
potassum channels. Nature 379, 5458

ARTUNC, F. H. (1999: Charakterisierung des Bindurgsverhatens des Radioliganden
*H-Glibenclamid an den rekombinant exprimierten Untereinheiten SUR2A, SUR2B
und Kg6.1 s ATP-abhéngigen K*-Kanals (Katp). Med. Dissertation, Universitét
Tlbingen

ASHCROFT, F. M. (1998: Exciting times for PIP,. Science 282, 105960

ASHCROFT, F. M. UND GRIBBLE, F. M. (1999: Correlating structure and function in
ATP-sensitive K* channels. TINSVol. 21,No. 7, 28894

ASHCROFT, F. M. UND KAKEI, M. (1989: ATP-sensitive K* channels in rat pancredic
beta-cdls: moduation by ATP, Mg ions. J Physiol 416, 34967

ASHCROFT, S.J. H. UND ASHCROFT, F. M. (1990: Properties and function d ATP-
sensitive K*-channels. Cell Signd 2, 197214

ASHCROFT, S. J. H. UND ASHCROFT, F. M. (1992: The sulfonylureareceptor. Biochim
Biophys Acta 1175 4549

ASHFIELD, R., GRIBBLE, F. M., ASHCROFT, S. J. H. UND ASHCROFT, F. M. (1999:
Identificaion d the high-affinity tolbutamide site on the SUR1 subunt of the Katp
channel. Diabetes Vol. 46, 134147

BABENKO, A. P., AGUILAR-BRYAN, L. UND BRYAN, J. (1992: Potassum channelsin the
cardiomyocyte sarcolemma: initial opening under influence of hypoxia. Basic Appl
Myology 2, 31623

161



BABENKO, A. P., AGUILAR-BRYAN, L. UND BRYAN, J. (1998: A view of SUR/K g6 X,
Katp-channels. AnnuRevPhysiol 60, 66787

BACHMANN, A., Russ U. UND QuAsT, U. (1999: Potent inhibition o the CFTR
chloride dhannel by suramin. Naunyn-Schmiedeberg's Arch Pharmacol 360, 473
476

BAUKROWITZ, T., SCHULTE, U., OLIVER, D., HERLITZE, S., KRAUTER, T., TUCKER, S. J.,
RUPFERSBERG, J. P. UND FAKLER, B. (1998: PIP, and PIP as determinants for ATP
inhibition o Katp channels. Science282, 11414

BEECH D. J., ZHANG, H., NAKAO, K. UND BoLTON, T. B. (1993: K" channel adivation
by nucleotide diphosphates and its inhibition by glibenclamide in vascular smooth
muscle cdls. Br J Pharmacol 110, 57382

BERNARDI, H., DEWEILLE, J. R., EPELBAUM, J., MOURRE, C., AMOROSO, S., SLAMA, A .,
FOS<ET, M., LAZDUNSKI, M. (1993: ATP-moduated K* channels snsitive to
antidiabetic sulfonyluress are present in adenohypophysis and are invaved in
growth hamone release. Proc Natl Acad Si USA 90, 134044

BEVINGTON, P. R. (1969: Data reduction anderror andysis for the physical sciences.
McGraw-Hill, New York, S. 5565 undS. 92118

BRAY, K. M. UND QUAST, U. (1992: A spedfic binding for K™ channel openers in rat
aorta. J Biol ChemVol. 267,No. 17, 1168992

CABANTCHIK, Z. |., KNAUF, P. A., ROTHSTEIN, A. (1978: The anion transport system of
the red blood cdl: The role of membrane protein evaluated by the use of , probes'.
Biochim Biophys Acta 515 239302

CARMELIET, E., STORMS, L. UND VEREECKE, Y. (1990: The ATP-dependent K* channel
and metabali c inhibition. Cardiac Eledrophysiology, 1038

CHENG, Y. UND PrRUSOFF, W. H. (1973: Relationship between the inhibition constant
K, and concentration d inhibitor that causes 50% inhibition (ICsg) of an enzymatic
readion. Biochem Pharmacol 22, 3099108

CHOQUET, D. uND KORN, H. (1988: Moduation d voltage-dependent potassum
channelsin B lymphacytes. Biochem Pharmacol 37, 3797802

CHuTtkow, W. A., SIMON, M. C., LE BEAU, M. M. UND BURANT, C. F. (1996: Cloning,
tissle expresson, and chromosoma locdization d SUR2, the putative drug-
binding subunt of cardiac skeletal muscle, and cascular Katp channels. Diabetes
45, 143945

CLEMENT IV, J. P., KUNJLWAR, K., GONZALEZ, G., SCHWANSTECHER, M., PANTEN, U.,
AGUILAR-BRYAN, L., BRYAN, J. (1997:Asxciation and stoichiometry of Katp
channel subunts. Neuron 18, 827-38

Cook, D. L. UND BRYAN, J. (1999: ATP-sensitive K* channels come of age. TiPS 19,
477-8

Cook, D. L. UND HALES, C. N. (1984: Intracdlular ATP diredly blocks K* channelsin
pancredic 3-cdls. Nature 311, 271273

Cook, N. S. uND QUAST, U. (1990: Potassum channel parmaalogy. In: Cook, N. S.
(Herausgeber): Potassum channels, stucture, function and therapeutic potential.
Elli s Horwood Chichester Cookbodk, 181255

Cook, N. S, RUDIN, M., PALLY, C., BLARER, S., QUAsST, U. (1993: Effeds of the
potassum channel openers SDZ-PCO 400 and cromakalim in an in vivo rat model

162



of ocdusive ateria disease assesed by 31P-NMR spedroscopy. J Vasc Med Biol
4, 1422

Cuevas, J., BAs=TT, A. L., CAMERON, J. S., FURUKAWA, T., MYERBURG, R.J. UND
KIMURA, S. (1991): Effed of H® on ATP-regulated K* channels in feline
ventricular myocytes. AmJ Physiol 261 (Heart Circ Phyiol 30), H75561

DART, C. UND STANDEN, N. B. (1993: Adenasine-adivated paassum current in
smooth muscle cdlsisolated from the pig coronary artery. J Physiol (Lond) 471,
767-86

DAuUT, J., MAIER-RUDOPH, W., VON BECKERATH, N., MEHRKE, G., GUENTHER, K.,
GOEDEL-MEINEN, L. (1990: Hypoxic dilatation d coronary arteries mediated by
ATP-sensitive patassum-channels. Science 247, 134144

DEETEN, P. UND SPECKMANN, E.J. (19949 Physiologie. 2. Aufl., Urban &
Schwarzenberg, Munchen-Wien-Batimore, S. 344,S. 549

D'HAHAN N., JACQUET, H., MOREAU, C., CATTY, P UND VIVAUDOU, M. (1999: A
transmembrane domain o the sulfonylurearecetor mediates adivation d ATP-
sensitive K™ channels by K™ channel openers. Mol Pharm 56, 30815

DORSCHNER, H., BREKARDIN, E., UHDE, |[|.,, SCHWANSTECHER, C. UND
SCHWANSTECHER, M. (1999: Stoichiometry of sulfonylureainduced ATP-sensitive
potassum channel closure. Mol Pharm 55, 10606

DovLE, D. A., CABRAL, J. M., PFUETZNER, R. A., Kuo, A., GuLslis, J. M., COHEN,
S. L., CHAIT, B. T. UND MACKINNON, R. (1998: The structure of the patassum
channel: moleaular basis of K* conduction and seledivity. Science 280, 69-76

DRAPER, N. B. UND SmITH, H. (198]). Applied Regresson Analysis. New York: Wil ey,
S.8596 undS. 458517

DUNNE, M. J. UND PETERSEN, O. H. (198&): Intracdlular ADP adivates K™ channels
that are inhibited by ATP in an insulin-seaeting cdl li ne. FEBS Lett 208 59-62

DUNNE, M. J. UND PETERSEN, O. H. (19860): GTP and GDP adivation d K* channels
that can be inhibited by ATP. Pflugers Arch 407, 56465

EDWARDS, G. UND WESTON, A.H. (1993: The pharmamlogy of ATP sensitive
potassum channels. Annu Rev Pharmacol Toxicol 33, 597637

EDWARDS, G. UND WESTON, A. H. (1994: Effed of potassum channe moduating
drugs on isolated smooth muscle. Szekeres L., Papp J.G. (eds) Handbodk of
experimental pharmacology, Vol. 111, Springer, Heidelberg, 469531

EscanDE, D. UND CAVERO, I. (1992: K channe openers and ,natural*
cadioprotedion. Trends Pharmacol Sci 13, 26972

FAIVRE, J. F. UND FINDLAY, I. (1990: Action pdential duration and adivation d ATP-
sensitive potassum current in isolated guineapig ventricular myocytes. Biochim
Biophys Acta 1029 167%72

FAKLER, B. UND RUPFERSBERG, J.P. (1996: Functional and moleaular diversity
clasgfies the family of inward-redifier K+ channels. Cell Physiol Biochem 6, 195
209

FAN, Z. UND MAKIELSKI, J. C. (1997: Anionic phasphlipids adivate ATP-sensitive
potassum channels. J Biol Chem 272 538895

FICKER, E., TAGLIALATELA, M., WIBLE, B. A., HENLEY, C. M. UND BROWN, A. M.
(19949: Spermine and spermidine & gating moleaules for inward redifier K*
channels. Science 266, 106872

163



FORTH, W., HENSCHLER, D., RUMMEL, W. UND STARKE, K. (1996: Allgemeine und
spezielle Pharmakologie, 7. Aufl., Spektrum Verlag, Heidel berg-Berlin-Oxford
FROHLICH, O. (1982: The ecternal anion kinding site of the human erythrocyte anion
transporter: DNDS binding and competition with choride. J Membrane Biol 65,
111-23

FURUKAWA, T., VIRAG, L., FURUKAWA, N., SAWANOBORI, T., HIRAOKA, M. (1994):.
Medhanism for readivation o the ATP-sensitive K™ channel by MgATP complexes
in guineapig ventricular myocytes. J Physiol 479, 95107

FURUKAWA, T., YAMANE, T., TERAI, T., KATAYAMA, Y. UND HIRAOKA, M. (1996:
Functional linkage of the cadiac ATP-sensitive K* channel to the adin
cytoskeleton. Pfllgers Arch 431, 50412

GARLID, K. D., PAaucek, P., YAROV-YAROVOY, V., SUN, X. UND SCHINDLER, P.A.
(1996: The mitochondia Katp channel an a receptor for potassum channel
openers. J Biol Chem 271, 879699

GLOCKER, S., QUAST, U. (1997: Binding and effeds of P1075, an opener of ATP-
sensitive K* channels, in the arta from streptozotocin-treaed dabetic rats.
Naunyn-Schmiedeberg’s Arch Pharmacol 356 21015

GOPALAKRISHNAN, M., JoHNSON, D.E., JaNnis, R.A., TRIGGLE, D.J. (1991):
Charaderization d binding of the ATP-sensitive potassum channel ligand,
[*H]glyburide, to neuronal and muscle preparations. J Pharmacol Exp Therapeut
257, 116271

GRAHAM, F. L., SMILEY, J., RussLL, W. C. UND NAIRN, R. (1977): Charaderistics of a
human cdl li ne transformed by DNA from human adenovirus type 5. J Gen Virol
36, 5972

GRIBBLE, F. M., ASHFIELD, R., AMMALA, C., UND ASHCROFT, F. M. (1997): Properties
of cloned ATP-sensitive K™ channels expressed in Xenopts oocytes. J Physiol 498,
87-98

GRIBBLE, F. M., TUCKER, S.J. UND ASHCROFT, F. M. (19979): The interadion o
nucleotides with the tolbutamide block of cloned ATP-sensitive K™ channel
currents expressed in Xenopus oocytes: areinterpretation. J Physiol 504.1, 3545

GRIBBLE, F. M., TUCKER, S. J. UND ASHCROFT, F. M. (1997h: The esentia role of the
Walker A motifs of SUR2ain Katp channel adivation by Mg-ADP and dazoxide.
EMBO J 16, 114552

GRIBBLE, F. M., TUCKER, S. J., SEINO, S. UND ASHCROFT, F. M. (1998: Tiswue spedafity
of sulfonylureas. Diabetes 47, 14128

GROSCHNER, K., KukovETz, W. R. (1992: Voltage-sensitive diloride channels of large
condwctance in the membrane of pig aortic endahelia cdls. Pflligers Arch 421,
20917

Gross |., TOMAN, A., SCHWANSTECHER, C., UND SCHWANSTECHER, M. (1999:
Stoichiometry of potassum channel opener adion. Mol Pharm 56, 137601373

HACKENTHAL, E., PAUL, M., GANTEN, D., UND TAUGNER, R. (1990: Morphdogy,
physiology and moleaular biology of renin seaetion. Physiol Rev70, 10671116

HAMBROCK, A., LOFALER-WALz, C., KLOOR, D., DELABAR, U., HORIO, Y.,
KURACHI, Y. UND QUAST, U. (1999: ATP-sensitive K* channel moduator binding
to sulfonylurea receptors SUR2A and SUR2B: oppasite dfeds of MgADP. Mol
Pharm 55, 83240

164



HAMBROCK, A., LOFRLER-WALZ, C., KURACHI, Y. UND QuAsT, U. (1998: Mg* and
ATP dependence of Katp channel moduator binding to the recombinant
sulphorylureareceptor, SUR2B. Br J Pharmacol 125 57783

HERON, L. VIRSOLVY, A., PEYROLLIER, K., GRIBBLE, F. M., LE CAM, A., ASHCROFT,
F. M. UND BATAILLE, D. (1998: Human a-endosulfine, a possble regulator of
sulfonylureasensitive Katp channel: moleaular cloning, expresson and kologicd
properties. Proc Natl Acad Si USA 95, 838791

HIGGINS, C. F. (1992: ABC transporters: from microorganisms to man. Annu. Rev. Cell
Biol. 8, 67-113

HILGEMANN, D. W. UND BALL, R. (1996: Regulation o cardiac Na", Ca?* exchange
and Katp potassum channels by PIP,. Science273 95659

HILLE, B.(1992: lonic chanrels of exdtable membranes. 2" edn. Sinauer Asciates
Inc. Sunderland, Massadhusetts

Ho, K., NicHoLs, C. G., LEDERER, W. J., LYTTON, J., VASSLEV, P. M., KANAZIRSKA,
M. V. UND HEBERT, S. C. (1993: Cloning and expresson d an inwardly redifying
ATP-regulated paassum channel. Nature 362, 31-38

HOLEVINSKY, K. O., FAN, Z., FRAME, M., MAKIELSKI, J. C., GROPH, V. UND NELSON,
D. J. (1994: ATP-sensitive K™ channel opener ad as a potent Cl” channel inhibitor
in vascular smooth muscle cdls. J Membr Biol 137, 5970

HUANG, C. L., FENG, S. UND HILGEMANN, D. W. (1998: Dired adivation d inward
redifier potassum channels by PIP, and ist stabili zytion by G beta gamma. Nature
391, 8036

HussaIN, M. UND WAREHAN, A. C. (1994): Rundonvn and readivation d ATP-sensitive
patassum channels (Katp) in mouse skeletal muscle. J Membr Biol 141, 25765

INAGAKI, N., GoNol, T. AND SEINO, S. (1997): Suburnt stoichiometry of the Katp
channel complex. FEBS Lett 409, 23236

INAGAKI, N., GoNol, T., CLEMENT, J. P.,, NAMBA, N., INAZAWA, J., GONZALEZ, G.,
AGUILAR-BRYAN, L., SEINO, S. UND BRYAN, J. (1995): Remnstitution d lxatp: an
inward redifier suburit plus the sulfonylureareceptor. Science 270, 1165-9

INAGAKI, N., GoNol, T., CLEMET, J. P.,, WANG, C. Z., AGUILAR-BRYAN, L., BRYAN, J.
UND SEINO, S. (1996: A familiy of sulfonylurea receptors determines the
pharmalogica properties of ATP-sensitive K* channels. Neuron 16, 10117

INAGAKI, N., TSUURA, Y., NAMBA, N., MASUDA, K., GoNoal, T., HORIE, M. SEINO, Y .,
MizUTA, M. UND SEINO, S. (1995h: Cloning and functional charaderization d a
novel ATP-sensitive patassum channel ubiquitously expressed in rat tissues,
including pancredic islets, pituitary, skeletal muscle, and reat. J Biol Chem 270,
56914

INOUE, I., NAGASE, H., KisHI, K., HicuTI, T. (1991): ATP-sensitive K* channels in the
mitochondial inner membrane. Nature 352, 24447

IsomoTO, S., KONDO, C., YAMADA, M., MATSUMOTO, S., HIGASHIGUCHI, O., HORIO,
Y., MATSUZAWA, Y. KURACHI, Y. (1996: A nowel sulfonylurea receptor forms
with BIR (Kir 6.2) a smooth muscle type ATP-sensitive K* channel. J Biol Chem
271, 243214

JACKSON, W. F. , KONIG, A., DAMBACHER, T., Buss, R. (1993: Prostacyclin-induced
vasodil atation in rabbit heat is mediated by ATP-sensitive potassum channels. Am
J Physiol 264, H23843

165



JovANovic, A., ALEKSEEV, A. E. UND TERzIC, A. (1996: Cardiac ATP-sensitive K*
channel: target for diadenosine 5',5"-P1,P5-pentaphosphate.  Naurnyn-
Schmiedeberg’ s Arch Pharmacol 353 24144

KauBiscH, N., HAMMER, R., WoLLHEIM, C., RENOLD, A. E., OFFORD, R. E. (1982:
Spedfic receptors for sulfonylureas in brain and in a beta-cdl tumor in the rat.
Biochem Pharmacol 31, 117%74

KIMES, B. W. UND BRANDT, B. L. (1976): Charaderization d two puative smocth
muscle cdl li nes from rat thoradc aorta. Exp Cell Res, 98, 34966

KIRSCH, G. E., CODINA, J., BIRBAUMER, L., BROWN, A. M. (1990: Couding of ATP-
sensitive K* channelsto A1 receptors by G proteinsin rat ventricular myocytes. Am
J Physiol 259,H820-26

Ko, Y. H. UND PEDERSEN, P. L. (1999: The first nucleotide binding fold o the gystic
fibrosis transmembrane @nductance regulator can function as an adive ATPase. J
Biol Chem 270, 2209396

KoH, S. D., BRADLEY, K. K., RAE, M. G., KEEF, K. D., HOROWITZ, B. UND SANDERS,
K. M. (1999: Basa Activation d ATP-sensitive potassum channels in murine
colonic smooth muscle cél. Biophys J 75, 1793800

KOKUBUN, S., SAIGUSA, A., TAMURA, T. (1991)): Blockade of Cl channels by organic
andinorganic blockersin vascular smooth muscle cdls. Pflligers Arch, 418 20413

KORONAKIS, E., HUGHES, C., MiLIsAv, |. UND KORONAKIS, V. (1999: Protein exporter
functionandin vitro ATPase adivity are crrelated in ABC-domain mutants of
HlyB. Mol Microbiol 16, 87-96

LANG, F. (1990: Pathopthysiologie/Pathohiochemie. 4. Aufl., Enke-Verlag, Stuttgart

LAWSON, K. (1996. Is there atherapeutic future for ,, potassum channel opener“? Clin
i (Lond) 91, 65163

LEDERER, W. J., UND NicHoLS, C. G. (1989: Nucleotide moduation d the adivity of
rat heat ATP-sensitive K channels in isolated membrane patches. J Physiol 419,
193211

LEMOINE, H., MANNHOLD, R. UND GRITTNER, D. (1996: Binding studies with
potassum channel openers (KCO) in smoath muscle cdls of cdf coronary artery as
compared to rat cardiomyocytes. Naunyn-Schmiedeberg’'s Arch Pharmacol 353
(supd.), R54

LIGHT, P. (1996: Regulation d ATP-sensitive potassum channels by phospharylation.
Biochim Biophys Acta 1286 6573

Liu, Y., GAo, W. D., O'ROURKE, B., MARBAN, E. (1999: Synergistic potentiation d
ATP-sensitive patassum currents by protein kinase C and adenosine: Implicaions
for ischemic preaondtioning. Circulation92, 1197

LOEFALER-WALZ, C. UND QuAsT, U. (1997: Disruption d the adin cytoskeleton
abdlishes high affinity *H-glibenclamide binding in rat aortic rings. Naunyn-
Schmiedeberg’s Arch Pharmacol 357, 1835

LOEFALER-WALZ, C. UND QUAST, U. (1998: Binding of Katp channel moduators in rat
cadiacmembranes. Br J Pharmacol 123 1395402

LoPATIN, A. N. (1994: K* channel block by cytoplasmic polyamines as the mecdhanism
of intrinsic redificaion. Nature 372 36669

LORENZ, E., ALEKSEEV, A E., KRAPIVINSKY, G. B., CARRASCO, A. J., CLAPHAM, D. E.
UND TERzIC, A. (1998: Evidence for dired physicd assciation between a K*

166



channel (Kir6.2) and an ATP-Binding Casstte Protein (SUR1) which affeds
cdlular distribution and kinetic behaviour of an ATP-sensitivity K™ channel. Mol
Cell Biol Vol.18,No0.3, 16529

LowRy, O. H., ROSEBROUGH, N. J., FARR, A. L. UND RANDALL, R.J. (195]): Protein
measurement with the folin prenal reagent. J Biol Chem 193 26575

MADDY, A.H. (1969: A fluorescent label for the outer comporents of the plasma
membrane. Biochim Biophys Acta 88, 390-99

MANGEL, A. W., PrPIC, V., SNOw, N. D., BAsavAaPm, S., HURST, L. J, SHARARA, A. |,
LIDDLE, R. A. (1994: Regulation d choecystokinin seaetion by ATP-sensitive
potassum channels. Am J Physiol 267, G595-600

MANLEY, P. W., QUAST; U.; ANDRES, H., BRAY, K. M. (1993: Synthesis of radioligand
binding studies with a tritiated pnaddil analogue: Receptor interadions of
structurally different classes of potassum channel openers and Hockers. J Med
Chem 35, 200410

McNicHoLAS, C. M., GUGGINO, W. B., SCHWIEBERT, E. M., HEBERT, S. C., GIEBISCH,
G. UND EGAN, M. E. (1996: Sensitivity of arenal K* channel (ROMK2) to the
inhibitory sulfonylurea @mpound,gli benclamide, is enhanced by co-expresson
with the ATP-binding cassette transporter CFTR. Proc Natl Acad i USA, 93,
808388

MEISHERI, K. D., JOHNSON, G. A. UND PUDDINGTON, L. (1993: Enzymatic and non
enzymatic sulfation medhanisms in the biologicd adions of minoxidil. Biochem
Pharmacol 45, 27179

METZGER, F. (1996: Pharmakologische Charakterisierung von Bindurgsgellen fir
Moduatoren ATP-gesteuerter Kaiumkandle in isolierten Rattenglomerula und
A10-Zéellen; Biolog. Dissertation, Universitat Tubingen

METZGER, F., LOFRLER, C. UND QUAST, U. (1997): Sulphorylureabinding in rat isolated
glomeruli: pharmamlogicd charaderization and dependence on cdlmetabolism
and cytoskel eton. Naunyn-Schmiedeberg’s Arch Pharmacol 355 1419

MILLER, T. R., TABER, R. D., MOLINARI, E. J., WHITEAKER, K. L., MONTEGGIA, L. M.,
ScotT, V.E., BRION|, J. D., SULLIVAN, J.P., GOPALAKRISHNAN, M. (1999:
Pharmalogicd and moleaular charaderization o ATP-sensitive K+ channels in
the TE671 human medull oblastoma cél li ne. Eur J Pharmacol 370(2), 17985

MISLER, S., FALKE, L. C., GiLLIS, K. UND MCDANIEL, M. L. (1986: A metabadlite-
regulated paassum channel in rat pancredic B cdls. Proc Natl Acad Si USA 83,
7119123

NAG, A. C. (1980: Study of nonmuscle cdls of the alult mammaian heat: a fine
structural analysis and dstribution. Cytohios, 28, 41-61

NELSON, M. T. UND QUAYLE, J. M. (1999: Physiologicd roles and properties of
potassum channelsin arterial smooth muscle. Am J Physiol 268 C799-822

NESTOROWICZ, A., SCHOOR, K.P., WIiLsON, B A., GLASER, B., SEINO, S. UND
PERMUTT, M. A. (1996: Identification d a nonsense mutation in the 3-cdl i nward
redifier, BIR, asociated with familia hyperinsulinsm. In: Int. Cong.
Endocrinology, 10", San Francisco CA

NicHoLs, C. G., SHYNG, S.L., NESTOROWICZ, A., GLASER, B., CLEMENT IV, J. P.,
GONzALEZ, G., AGUILAR-BRYAN, L., PERMUTT, M A. UND BRYAN, J. (1996:

167



Adenasine diphosphate @& an intracdlular regulator of insulin seaetion. Science
272, 17857

NoMA, A.(1983: ATP-regulated K™ channelsin cardiacmuscle. Nature 305, 1478

OHNO-SHOSAKU, T. B., ZUNKLER, J. UND TRUBE, G. (1987): Dual effeds of ATPonK"
currents of mouse pancredic 3-cdls. Pflugers Arch 408 1338

OKUYAMA, Y., YAMADA, M., KONDO, C., SATOH, E., ISOMOTO, S., SHINDO, T., HORIO,
Y., KITAKAZE, M., HORI, M. UND KURACHI, Y. (1998: The dfeds of nucleotides
and pdassum channel openers on the SUR2A/Kir6.2 complex K* channel
expressed in HEK293 cdls. Pflligers Arch 435 595603

OLESEN, S. P. UND BUNDGAARD, M. (1993: ATP-dependent closure and readivation o
inward redifier K* channelsin endahelia cdls. Circ Res 73, 49295

OsswALD, H. UND QuAsT, U. (1995: lon channels and renin seaetion from
juxtaglomerular cdls. In: Scheribl, H., Hescheler, J. (Editoren): The
eledrophysiology of neuroendccrine céls. CRC Press 30114

OzANNE, S. E., GUEsT, P.C., HUTTON, J. C. UND HALES, C. N. (1995): Intracdlular
locdization and moleaular heterogeneity of the sulphorylureareceptor in insulin-
seaeting cdls. Diabetologia 38, 27782

Paucek. P., MIRONOVA, G., MAHDI, F., BEAVIS, A. D. WOLDEGIORGIS, G., GARLID,
K. D. (1992: Rewnstitution and partial purificaion d the glibenclamide-sensitive
ATP-dependent K* channel from rat liver and bed heat mitochondia. J Biol Chem
267, 2606269

PROKS, P., TAKANO, M. UND ASHCROFT, F. M. (1994: Effeds of intracdlular pH on
ATP-sensitive K™ channels in mouse pancredic B-cdls. J Physiol 475, 33-44

QuAsT, U. (1987): Effed of the K* efflux stimulating vasodil ator BRL34915 on®®Rb*
efflux and sportaneous adivity in guineapig portal vein. Br J Pharmacol 91, 569
78

QuAsT, U. (1993: Do the K* channel openers relax smooth muscle by opening K*
channels? Trends Pharmacol Sci 14, 33236

QuAST, U. (19963): ATP-sensitive K™ channels in the kidney. Naurnyn-Schmiedeberg's
Arch Pharmacol 354, 21325

QuAsT, U. (1996h): Effeds of potassum channel adivators in isolated bood ves=ls.
In: Evans, J. M., Hamilton, T. C., Stemp, G. (Editoren): Potassum chanrgls and
their moduators: from synthesis to clinical experience Taylor & Francis, London,
S. 173195

QUAST, U. UND BAUMLIN, Y. (1988: Comparison d the dfluxes of “K* and %°Rb*
elicited by cromakalim (BRL34915 in tonic and plesic vascular tissue. Naunyn-
Schmiedeberg’s Arch Pharmacol 338 31926

QuAsT, U. UND Cook, N. S. (1989: Moving together: K* channel openers and ATP-
sengitive K™ channels. Trends Pharmacol Sci 10, 431-35

QUAST, U. UND GLOCKER, S. (199%): Vascular pathoogy and the Katp channel. In:
Myocardial Protedion andthe Karp chanrel. Yellon, D. M. und Gross G. J., eds
Kluwer, S. 31-50

QuAST, U. UND MAHLMANN, H. (1982: Interadion o [*H]-Flunitrazepam with the
benzodiazepine reeptor: evidence for a ligand-induced conformation change.
Biochem Pharmacol Vol. 31,17, 27618

168



QuAsT, U., BrRAY, K. M., ANDRES, H., MANLEY, P. W., BAUMLIN, Y. UND DOSOGNE, J.
(1992: Binding of the K" channel opener [*H]P1075 in rat isolated aorta:
relationship to functional effeds of openers and Hockers. Mol Pharm 43, 47481

QuAsT, U., GUILLON, J.-M., uND CAVERO, |. (1995h): Moduation d K* channels:
pharmaamlogicd and therapeutic aspeds. Pharmalogical Control of Calcium and
Potassum Homeostasis, Kluwer Academic Publishers and Fondezione Giovanni
Lorenzini, 2342

RALEVIC, V. UND BURNSTOCK, G. (1998: Receptors for purines and pyrimidines.
Pharmacol Rev50, 41392

RAO, R., MIANO, J. M., OLsON, E. N., SEIDEL, C. L. (1997: The A10 cdl li ne: a model
for neonatal, neointimal or differentiated vascular smooth muscle cdls?
Cardiovascular Research 36, 11826

RIORDAN, J. R. (1993: The gystis fibrosis transmembrane @ndictance regulator. Annu
RevPhysiol 55, 60930

RORSMAN, P. UND TRUBE, G. (1985: Glucose dependent K* channels in pancredic [3-
cdlsareregulated by intracdlular ATP- Pflugers Arch 405 3059

Russ U., METZGER, F., KICKENWEIZ, E., HAMBROCK, A., KRIPFEIT-DREWS, P. UND
QuasT, U. (1997: Binding and effeds of Katp channel openers in the vascular
smooth muscle cdl line, A10.Br J Pharmacol 122, 111926

Russ U., HAMBROCK, A. ARTUNC, F. LOFRLER-WALZ, C. HORIO, Y., KURACHI, Y. UND
QuAsT, U. (1999: Coexpresson with the inward redifier Kir6.1 increases the
affinity of the vascular sulfonylurea receptor sulfonylurea recgptor SUR2B for
glibenclamide. Mol Pharm 56, 95561

SAKURA, H., AMMALA, C., SMITH, P. A., GRIBBLE, F. M. UND ASHCROFT, F. M.
(1995: Cloning and functional expresson of the dNA encoding a novel ATP-
sensitive potassum channel suburit expressed in pancratic beta-cdls, brain, heat
and skeletal muscle. FEBS Lett 377, 33844

SARASTE, M., SIBBALD, P. R. UND WITTIGHOFER, A. (1990: The P-loop-a mmmon
motif in ATP- and GTP-binding proteins. Trends Biochem Sci 15, 43034

SCHWANSTECHER, C., DICKEL, C., PANTEN, U. (19923): Cytosolic nucleotides enhance
the tolbutamide sensitivity of the ATP-dependent K channel in mouse pankredic
[3-cdls by their combined adions at inhibitory and stimulatory sites. Mol Pharm 41,
480-86

SCHWANSTECHER, C., DICKEL, C., PANTEN, U. (1994h: Interadion d tolbutamide and
cytosoli ¢ nucleotides in controlli ng the ATP-sensiti ve K-channels in mouse (3-cdls.
Br J Pharmacol 111,30210

SCHWANSTECHER, M., BRANDT, C., BEHRENDS, S., SCHAUPP, U. UND PANTEN, U.
(1992h: Effea of MgATP on pnaddil-induced dsplacement of glibenclamide
from the sulphorylureareceotor in a pancredic [-cdl line and rat cerebral cortex.
Br J Pharmacol 106 295301

SCHWANSTECHER, M., LOSER, S., CHUDZIAK, F. UND PANTEN, U. (19943): Identificaion
of a 38-kDa high affinity sulfonylureabinding peptide in insulin.seaeting cdls and
cerebral cortex. J Biol ChemVol. 269,No. 27, 1776871

SCHWANSTECHER, M., BACHMANN, C., LOSER, S., PANTEN, U. (1999: Interadion d
fluorescan derivatives with sulfonylurea binsing in insulin-seaeting cdls.
Pharmacology 50, 18291

169



SCHWANSTECHER, M., SEEVERDING, C., DORSCHNER, H., GROSS |., AGUILAR-BRYAN,
L., SCHWANSTECHER, C. UND BRYAN, J. (1998: Potassum channel openers require
ATP to bind to and ad through sulfonylurearecetors. EMBO J Vol. 17, No.19,
552935

SHEPPARD. D.N. UND WELSH, M.J. (1992: Effed of ATP-sensitive K* channel
regulators on cystic fibrosis transmembrane @nduwctance regulated chloride
currents. J Gen Physiol 100, 57391

SHYNG, S. L. UND NicHOLS, C. G. (1997): Octameric stoichiometry of the Katp channel
complex. J Gen Physiol 110 65564

SHYNG, S. L. UND NicHoLS, C. G. (1998:Membrane phosphdipid control of nucleotide
sensitivity of Katp channels. Science282, 113841

SILBERNAGL, S. UND LANG, F. (1998: Taschenatlas der Pathoptysiologie. Thieme
Verlag, Stuttgart-M inchen- New Y ork

SMALLWOOD, J. K. UND STEINBERG, M. . (1988: Cardiac dedrophysiologicd effeds
of pinaddil and related pyridylcyanoguanidines. relationship to antihypertensive
adivity. J Cardiovasc Pharmacol 12, 1029

SMITH, P. A., ASHCROFT, F .M. UND RORSMAN, P. (1990: Simultaneous rerdings of
glucose-dependent eledricd adivity and ATP-regulated K* currents in isolated
mouse pancredic -cdls. FEBSLett 261, 18790

STRYER, L. (199]): Biochemie. Korr. Nachdruck, Spektrum Verlag, Heidelberg-Berlin-
New York

STURGESS N. C., AsHFORD, M. L. J., Cook, D. L., HALES, C. N.: The sulphorylurea
receptor may be an ATP-sensitive potassum channel. Lance 1l (8453, 474475
(198H

SURBRICH, H. UND BuscH, A.E. (1998: Kaiumkande; Struktur, Funktion und
Pharmakologie. Dt. Apatheke Zeitung 13, 47-58

Szewczyk, A., Woxik, G., LoBaNnov, N.A. UND NALCEz, M. (1997: The
mitochondial sulfonylurea receptor: identification and charaderization. Biochem
Biophysical Res Comm230, 61115

TALLARIDA, R.J. (1995: Receptor discrimination and control of agonist-antagonist
binding. AmJ Physiol 269, E379-91

TERzIC, A. UND KURACHI, Y. (1996: Actin microfilament disrupters enhance Katp
channel opening in patches from guineapig cardiomyocytes. J Physiol 492.2 395
404

TERZIC, A., FINDLAY, |. HOSOYA, Y. UND KURACHI, Y. (19941): Dualistic behavior of
ATP-sensitive K* channels toward intracelular nucleoside diphosphates. Neuron
12, 104958

TERzIC, A., JAHANGIR, A. UND KURACHI, Y. (1995: Cardiac ATP-sensitive K*
channels: regulation by intracélular nucleotides and K* channel-openig drugs. Am
J Physiol 269 (Cell Physiol 38) C525-45

TERzIC, A., TUNG, R.T., INANOBE, A., KATADA, T. UND KURACHI, Y. (1994h: G
proteins adivate ATP-sensitive K* channels by antagonizing ATP-dependent
gating. Neuron 12, 88593

THoMAS, P., Cotg, G.J.,, HALLMAN, D.M. UND MATHEW, P.M. (199%):
Homozygosity mapping of the gene for familia persistent hyperinsulinemic
hypoglycemia of infancy to chromosome 11p.AmJ Hum Genet 56, 41621

170



THoMAS, P., CoTg, G.J., WoHLIK, N., HADDAD, B., MATHEW, P M., RABL, W.,
AGUILAR-BRYAN, L., GAGEL R.F. UND BRYAN, J. (19950): Mutations in the
sulfonylurea receptor gene in familial hyperinsulinemic hypogylcemia of infancy.
Science 268 4269

THOMAS, P., YE, Y. UND LIGHTNER, E. (1996: Mutations of the pancredic islet inward
redifier also lead to familia persisitent hyperinsulinemic hypoglycemia of infancy.
Hum Mol Genet 5, 180912

TOMLINS, B., HARDING, S. E. , KIRBY, M. S., POOLE-WILSON, P. A. UND WILLIAMS,
A.J. (1986: Contamination d a cadiac sarcolemmal preparation with endahelial
plasma membrane. Biochim Biophys Acta, 856,137-143

TrRAVIS, S. M., CARSON, M. R., RIES, D. R. UND WELSH, M. J. (1993: Interadion d
nucleotides with membrane-associated cystic fibrosis transmembrane @nductance
regulator. J Biol Chem 268 1533639

TRUBE, G. UND HESCHELER, J. (1984): Inward-redifying channelsin isolated patches of
the heat cdl membrane: ATP-dependence and comparison with cdl-attached
patches. Pfligers Arch 401, 17884

TRUBE, G., RORSMAN, P., UND OHNO-SHOsAKU, T. (1986: Oppasite dfeds of
tolbutamide and dazoxide on the ATP-dependent K* channel in mouse pancredic
B-cdls. Pfligers Arch 407, 49399

TUCKER, S.J., GRIBBLE, F. M., ZHAO, C., TRAPP, S. UND ASHCROFT, F. M. (1997:
Truncation d Kir6.2 poduces ATP-sensitive K™ channels in the ésence of the
sulphorylureareceptor. Nature 387, 17983

TUNG, R. T. UND KURACHI, Y. (199]): On the medanism of nucleotide diphasphate
adivation o the ATP-sensitive K™ channel in ventricular cdl of guineapig. J
Physiol 437, 23956

TUSNADY, G. E., BAKOS, E., VARADI, A. UND SARKADI, B. (1997: Membrane topdogy
distinguishes a subfamily of the ATP-binding casstte (ABC) transporters. FEBS
Lett 402 1-3

UeDA, K., KOMINE, J., MATSUO, M., SEINO, S. UND AMACHI, T. (1999: Cooperétive
binding of ATP and MgADP in the sulfonylurea receptor is moduated by
glibenclamide. Proc Natl Acad i USA 96, 126872

UHDE, I., TOMAN, A., GROSS |., SCHWANSTECHER, C. UND SCHWANSTECHER, M.
(1999: Identificaion d the potassum channel opener site on sulfonylurea
receptors. J Biol ChemVol. 274, No. 40, 2807982

VANDENBERG, C.A. (1987: Inward redificaion d a potassum cannel in cadiac
ventricular cdls depends on internal magnesium ions. Proc Natl Acad i USA 84,
256064

VENKATESH, N, LAMP, S. T. uND WEISS J. N. (1991): Sulfonyluress, ATP-sensitive K*
channels, and cdlular K* lossduring hypoxia, ischemia and metabalic inhibitionin
mammalian ventricle. Circ Res 69, 62337

WALKER, J. E., SARASTE, M., RuUNswicK, M.J. UND GAY, N.J. (1982: Distantly
related sequences in the dpha- and keta-suburits of ATP synthase, myosin kinases
and other ATP-requiring enzymes and a cmmon nuceotide binding fold. EMBO J
1, 94551

171



WANG, Q., CURrRAN, M.E., SPLAwWsSKI, |., BURN, T.C., MILLHOLLAND, J. M.,
VANRAAY, T.J., SHEN, J., TiMOTHY, K.W., VINCENT, G. M., DEJAGER, T.,
SCHWARTZ, P.J., TOwBIN, J. A., Moss A. J., ATKINSON, D. L., LANDES, G. M.,
CONNORS, T. D., KEATING, M. T. (1996: Positiona cloning of a novel patassum
channel gene: KV LQT1 mutations cause cadiac arhythmias. Nature Genet 12, 17
23

woLL, K.H., LeiBowitz, M.D., NEUMCKE, B. UND HiLLE, B. (1987: A high
conductance anion channel in adult amphibian skeletal muscle. Pfluegers Arch 410,
63240

YAMADA, Y. M., Isom0OTO, S., MATSUMOTO, S., KONDO, C., SHINDO, T., HORIO, Y.
UND KURACHI, Y. (1997): Sulfonylurearecetor 2B, Kir6.1 form a sulfonylurea
sensitive but ATP-insensitive K* channel. J Physiol 499, 71520

YOKOSHIKI, H., KATSUBE, Y., SUNAGAWA, M., SeklI, T., SPERELAKIS, N. (1997
Disruption d adin cytoskeleton attenuates sulfonylureainhibition o cardiac ATP-
sensitive K™ channels. Pfliiger’s Arch 434, 2035

Y OKOSHIKI, H., SUNAGAWA, M., SekI, T., SPERELAKIS, N. (1998: ATP-sensitive K*
channels in pancredic, cadiac and vascular smooth muscle cdls. Am J Physiol
(Cell Physiol) 43, C25-37

ZERANGUE, N., SCHWAPPACH, B., JAN, Y. N., JAN, L. Y. (1999: A new ER trafficking
signa regulates the subunt stoichiometry of plasma membrane K-ATP channels.
Neuron 22, 53748

ZHANG, H. L. uND BoLTON, T. B. (19995: Activation by intracdlular GDP, metabadlic
inhibition and @naddil of a glibenclamide-sensitive K* channel in smooth muscle
cdlsof rat mesenteric atery. Br J Pharmacol 114, 66272

ZHANG, H.L. uND BoLTON, T.B. (1996: Two types of ATP-sensitive potassum
channelsin rat portal vein smooth muscle. Br J Pharmacol 188 10514

ZHou, H., TATE, S. S. UND PALMER, L. G. (1994: Primary structure and functional
properties of an epithelial K* channel. Am J Physiol 266, C809-24

ZUNKLER, B.J., LINS, S., OHNO-SHOSAKU, T., TRuUBE, G., PANTEN, U. (1988:
Cytosolic ADP enhances the sensitivity of tolbutamide of ATP-dependent K*
channels from pancredic [3-cdls. FEBS Lett 239, 24144

Eigene Publikationen

YAGUPOLSKII, L. M., ANTEPOHL, W., ARTUNC, F., HANDROCK, R., KLEBANOV, B. M.,
MALETINA, |. 1., MARXEN, B., Petko. K.I., Quast, U., Vocr, A., WEIss C,,
ZI1BOLD, J. UND HERzIG, S. (1999: Vasorelaxation by new hybrid compound
containing dihydropyridine and pnaddil-like moieties. J Med Chem 42,526671

172



7 Anhang

7.1 AnhangA: Charakterisierung des Bindungsverhaltens neuartiger
Hybridsubstanzen mittels *H-P1075Bindunggudien an

Rattenherzmembranen

7.1.1 Einleitung

Ca®*-Antagonisten und K*-Kanal6ffner entfalten ihre antihypertensive Wirkung durch
direkten Angriff am glatten Geféassnuskel, wo sie @ne Vasorelaxation hervorrufen.
Dabei blockieren Ca®*-Antagonisten den spannurgsabhangigen Ca**-Kanal vom L-Typ
und verhindern somit den Ca?*-Einstrom in die Muskelzell e. Dies fiihrt vor alem in der
glatten Muskelschicht arterioldrer Widerstandsgefésse zu einer Erschlaffung. Daneben
kénnen Ca’*-Antagonisten auch am Herzen wirksam sein, wo sie durch Hemmung
desslben Ca**-Kanals die Erregungsentstehurg und -weiterleitung sowie das
Kontraktionsvermdgen der Myokardzelle negativ beenflusen. Die gebrauchlichen
Ca®*-Antagonisten werden in drei chemische Klassen urterschieden, von dnen die sog.
Dihydropyridine @ne Besonderheit darstellen, da sie mit guter Selektivitéat (= 100fach)
am glatten Gefassnuskel wirken und richt mit den kardialen Ca®*-Kanalen interagieren
(Forth et al., 1996.

K*-Kanaloffner sind eine demisch heterogene Wirkstoffklasse, die die Offen-
wahrscheinlichkeit des ATP-empfindichen Kaliumkanals (Katp) steigern und somit
durch einen hyperpolarisierenden K*-Ausgrom die Erregbarkeit vermindern kann. Eine
wichtige Klasse von K*-Kanal6ffnern stellen die Zyanoguanidine mit ihren Vertretern
P1075 und Pinaddil dar. Sie sind hchaffine Liganden am Karp—Kana vom
glattmuskuléren Typ SUR2B/K|g6.1 und lesitzen Bindurgskonstanten im nanomolaren
Bereich (Loffler-Walz und Quast, 1998&; Hambrock et al., 1999.
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Abb.7.1: Strukturformeln der eingesetzten Substanzen. Mit einem Stern (O) sind de
Chiralitétszentren gekennzeichnet.

Durch Synthese von Substanzen, de sowoh den L-Typ-Ca®*-Kana as auch den
Katp-Kana hemmen konren, konrie en neuartiges antihypertensives Prinzip
geschaffen werden. Um solche Substanzen zu erhalten, wurden ausgehend voneinem
Dihydropyridin  und einem Zyanoguanidin Hybridstoffe synthetisiert, die die
pharmakol ogischen Eigenschaften ihrer Ursprungsaubstanzen beibehalten sollten.

Abb.7.1 zeigt die Strukturformeln der Ausgangs- und dr Hybridsubstanzen; dabei
stellen Foridon, UK 1 und UK 5 reine Dihydropyridine dar, die an Phenylring in
Orthostellung eine Difluoromethoxygruppe asfweisen; UK 1 besitzt noch zusétzlich
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eine phenylische Nitrogruppe, bei UK 5 befindet sich am Dihydropyridinring eine
Zyanogruppe anstelle des Methylesters. Die Zyanoguanidine Pinaddil, PF5 undP1075
besitzen einen Pyridinring, der im Falle des PF 5 einen p-Difluoromethoxysubsituenten
tragt; bel P1075 ist der Pyridinstickstoff in Metastellung angeordnet. Deswelteren
unterscheiden sich Pinadadil und PF5 vonP1075 duch einen um eine Methylengruppe
verlangerten Kohlenwassrstoffterminus, der ein Chirditdtszentrum enthdt. Die
Hybridsubstanzen UK 3 und UK 4 gingen duch Fusion von PF5 mit Foridon odr
UK 5 hervor. Dabei wurde bei PF 5 der jewelli ge Dihydropyridinrest von Foridon odr
UK 5in Metastellung eingeftihrt.

Die so entstandenen Hybridstoffe UK 3 bzw. UK 4 wurden daraufhin urtersucht, wie
se mit dem L-Typ-Ca®*-Kanadl und dm Kare-Kana interagieren; neben
Bindurgsexperimenten kamen auch Relaxationsexperimente an Mesenteriaarterien zur
Anwendury.

Im folgenden wurde das Bindurgsverhalten von UK 3 und UK 4 am Karp-Kana
studiert. Dazu wurden Kompetiti onsexperimente mit dem Radioliganden *H-P1075an
Rattenherzmembranen durchgefthrt; Bindurgsexperimente mit den
Ursprungsaubstanzen PF 5 (Zyanoguanidin) und UK 1 bzw. Foridon (Dihydropyridine)
dienten zum Vergleich der mit den Hybridsubstanzen erhaltenen Ergebnisse.

Die vorliegenden Experimente etstanden in  Zusammenarbeit mit  der
Pharmakol ogischen Abtellung der Universitdt Kéln undmit dem Institut fir Organische
Chemie der Universitét Kiev; die Ergebnisse wurden urter dem Titel , Vasorelaxation
by new hybrid compound containing dihydropyridine und pnaddil-like moieties’
pubdiziert (YAGuUPOLSKII, L. M., ANTEPOHL, W., ARTUNC, F., HANDROCK, KLEBANOV,
B. M., R., MALETINA, I. |., MARXEN, B., PETKO, K. |., QUAST, U., VoGT, A., WEISS C.,
ZIBOLD, J. UND HERZIG, S. [1999, J Med ChemVol. 42,No. 25, 526671).
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7.1.2 Material und Methoden

7.1.2.1 Verwendete Puffer

Alle Puffer wurden im Kuhiraum (6 °C) gelagert.

Puffer A
Aufnahme frisch entnommener Rattenherzen

5mM HEPES

1mM EGTA

139mM NaCl
5mM KCI
1,2mM MgCl,

Die Substanzen wurden in a. demin. gel6st und de Losung im Kiahlraum (6 °C) Uber
Nadt abgekihlt. Anschlieseend wurde der pH-Wert auf Eis mit NaOH auf 7,4
eingestellt.

Puffer B
Hypotoner Homogenisationspuffer zur Praparation von Rattenherzmembranen
10mM HEPES
1mM EGTA
sowie die Proteaseinhibitoren
0,2mM Phenylmethylsulfonylfluorid
0,2uM Pepstatin A
10puM Leupeptin

10ugml*  Sojabohren-Trypsin-Inhibitor
Die Substanzen wurden in a. demin. gel6st und de Losung im Kahlraum (6 °C) Uber
Nadt abgekihlt. Anschlieseend wurde der pH-Wert auf Eis mit NaOH auf 7,4
eingestellt.
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Puffer C
Aufnahme der mikrosomalen Membranfraktion ats Rattenherzen
20mM HEPES
139mM NaCl

5mM KCI

2mM MgCl,
Die Substanzen wurden in a. demin. gelost und de Losung im Wasserbad auf 37 °C
erwarmt. Anschliessend wurde der pH-Wert bel 37 °C mit NaOH auf 7,4 eingestellt.

Puffer D
Isotoner Bindungspuffer flir Rattenherzmembranen
5mM HEPES
139mM NaCl
5mM KCI
25mM MgCl,
Die Substanzen wurden in a demin. gelost, die Losung im Wassrbad auf 37°C
erwarmt und der pH bei 37 °C auf 7,4 eingestellt.
Unmittelbar vor jedem Versuch wurden nach
1,25mM CaCl,
20mM CP
3mM NaATP
50U/ml CK  zugegeben.

7.1.2.2 Herstellungeiner mikrosomalen Membranfraktion ais Rattenherzen

Mannliche Sprague-Dawley-Ratten (200-350g) wurden duch Genickschlag getétet,
anschliessend dekapiti ert und ausgeblutet. Die Herzen wurden rasch entnommen undin
eiskatem Puffer A aufgenommen. Nach Entfernung der Vorhéfe wurden de Ventrikel
in kleine Stlicke geschnitten undin Puffer B gegeben. Das Kammergewebe wurde durch

ein Edelstahlsieb (Maschenweite 320um) gepresd, um Bindegewebe und grossere
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Koronargeféasse zuriickzuhalten. Danach wurde das erhatene Materiad in Puffer B
zentrifugiert (45Min., 10xg), der entstandene Bodensatz in 15-20Volumina
eiskaltem Puffer C resuspendiert, hamogenisiert (POLYTRON; 5s bel 10.000rpm) und
bei —80 °C eingefroren.

Die Proteinkorzentration wurde nach Lowry et a. (1951 bestimmt (s. Kap. 2.3).

7.1.2.3  Bindungexperimente mit *H-P1075

Die Bindurg des Off ners ®*H-P1075an Rattenherzmembranen wurde bereits ausfiihrlich
studiert (Loffler-Waz und Quast, 1998. Dabei kann de Bindurg nur in Anwesenheit
von MgATP stattfinden; die Bindurgskonstante Kp wurde in Séttigungsexperimenten
zu =6nM ermittelt. Es ist anzunehmen, dass die hierbei untersuchte mikrosomale
Membranpréparation aus Rattenherzen Sulfonylharnstoffrezeptoren sowohl der
Kardiomyozyten (SUR2A) als auch der glatten Gefassnuskelzellen (SUR2B) enthélt,
der Offner *H-P1075 jedoch mit sehr dhnlichen Affinitdten an beide bindet (Loffler-
Walz undQuast, 1998.

Das Bindurgsverhalten der Hybrid- wie aich der Ursprungsaubstanzen am Karp—Kanal
wurde anhand vonKompetiti onsexperimenten mit *H-P1075 urersucht. Dabei kann de
®H-P1075Bindurg von seinen Rezeptoren nu durch spezifische Interaktion der
Testsubstanzen mit diesen Rezeptoren verdréngt werden.

Fur die Kompetitionsexperimente wurde die Membranprgparation in ener
Konzentration von0,8mg Protein/ml mit dem Radioliganden *H-P1075 (1-2 nM) und
aufsteigenden Konzentrationen der zu urtersuchenden Substanzen fur 30 Min. bei 37°C
inkukiert. Die unspezifische Bindurg Bys wurde in Gegenwart von 10uM kaltem
P1075 ermittelt. Die Re&ktion fand in Ansdtzen zu 1,1ml in Puffer D statt, der ein
ATP-regenerierendes System, bestehend aus Kreainphasphat (CP) und Kredinkinase
(CK), enthielt. Die Inkubation wurde durch Verdinren von 0,3ml-Aliquads in 8ml
Waschpufer beendet, die Filtration erfolgte Uber GF/C —Filter unter zweimaligen
Nachspilen mit 8 ml Waschpufer.
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7.1.3 Ergebnise

Die Ergebnise der einzelnen Kompetitionsexperimente sind in Tab. 7.1 dhrgestelit.
Dabei lag die totale Bindurg der einzelnen Serien zwischen 7,5 und 10,8mol/mg (im
Mittel 9,1+ 0,5fmol/mg), die spezifische Bindurg zwischen 4,5 und 6,Zmol/mg (im
Mittel 5,2+ 0,5fmol/mg). Mit der Bindurgskonstanten von>H-P1075 (=6 nM; Loffler-
Walz und Quast, 19981 183t sich Byax bel einer mittleren Ligandenkoreentration von
1,19+0,15nM zu =31 fmol/mg extrapdlieren. Die unspezifische Bindurgy bewegte sich
abhangig von der vorliegenden Ligandenkonzentration (0,881,69nM) zwischen 32und
49% Bror. Die Daten der einzelnen Serien wurden zusammengefaldt und mit Gl. 21b
ausgewertet. Da von monoplasischen Verdrangungsvorgangen ausgegangen wurde,
konrte der Hill-Koeffizient zur Fehlerredukiion gleich 1 gesetzt werden. Die
Verdréngungskurven sind in Abb. 7.2 zusammen dargestellt.

Die Verdrangung der *H-P1075Bindurg durch UK 1 und Foridon war in den
eingesetzten Konzentration 1-100uM) noch nicht geséttigt. Die Daten konrten dennach
quantitativ mit Gl. 21b ausgewertet werden, indem die nichtspezifische Bindurg als
untere Grenze der Kurve gesetzt wurde. Die Kurven deser Substanzen sind als
Einschubin Abb. 7.2 gezeigt.

Substanz Stoffklasse Anz. plCso K,
Versuche
UK 1 DHP 3 4,43 +0,10 29 (14;59) uM
Foridon DHP 3 4,34+ 0,02 36 (31, 41) M
PF5 ZG 5 7,05+ 0,04 74(61; 92) nM
Pinaddil ZG 5 6,62+ 0,04 196(162 237) nM
UK 3 Hybrid 5 5,21+0,04 54 (4,3, 6,7) uM
UK 4 Hybrid 2 5,25+ 0,10 4,9(2,9; 8,4) uM

Tab. 7.1: Ergebnisse der Kompetiti onsexperimente der einzenen Substanzen mit *H-P1075als
Radioligand; DHP= Dihydropyridin; ZG= Zyanoguanidin.
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Abb. 7.2: Kompetition der *H-P1075Bindung durch PF5 (), Pinacidil (O), UK 3 (e) und UK 4
(0),, dargestellt als % der spezfischen Bindung (100% entsprechen 5,2 + 0,5 fmol/mg). Die Daten sind
Mittelwerte ais n=5 Einzdexperimenten + SEM (Ausnahme UK 4: n=2). Amplituden der einzenen
Kurven 400-1000 dpn.

Einschub Verdrangung der *H-P1075Bindung durch UK 1 (e) und Foridon () als % der totalen
Bindung (10 entsprechen 8,9%0,5fmol/mg). Die Daten sind Mittelwerte as n=3
Einzdexperimenten + SEM. Die Bindung ist im eingesetzten Konzentrationsbereich richt vollsténdig
verdrangt; héhere Konzentrationen konnten wegen Losungsmittel artefakten nicht eingesetzt werden.
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7.1.4 Diskusson

Die Zyanoguanidine PF 5 undPinaddil sind im Gegensatz zum P1075 chirale Molekiile
mit einem (+) und (-)-Enantiomer. Im Falle des Pinaddils konrte zuvor gezeigt werden,
dassdas (-)-Enantiomer die &tive Form darstellt und ki Kompetiti onsexperimenten mit
®H-P1075 an derselben Membranpréparation aus Rattenherzen eine K, von =100nM
besitzt (Loffler-Walz und Quast, 1998. Die hier ermittelte K, von Pinaddil mit 200nM
liegt um einen Faktor 2 nach redhts verscholben und spiegelt die Tatsadhe wider, dassin
diesen Experimenten ein Razemat verwendet wurde. Die Enantiomere des PF5, des
ebenfalls als razemisches Gemisch eingesetzt wurde, wurden alerdings nicht auf ihre
Aktivitét hin urtersucht.

Wenn man davon ausgeht, dass die Zyanoguanidine dle dieselbe Bindurgsgelle an
SURZ2B besetzen, ist eine negétive dl osterische Wedsalwirkung zwischen der Bindurg
von *H-P1075, Pinaddil und PF5 ausgeschlosen. Somit reflektieren de emittelten
Inhibitionskonstanten K, von Pinaddil und PF5 de Affinitét dieser Zyanoguanidine an
SURZ2B; sie konren ferner mit der Bindurgskonstanten Kp von P1075 \erglichen werden
(=6 nM; Loffler-Waz und Quast, 1998. Bem Vergleich der K,-Werte von Pinaadil und
PF 5 zeigt Sich, dassdie Einflhrung der Difluoromethoxygruppe an Pyridinstickstoff die
Affinitdt um einen Faktor 2 steigert. Die Bedeutung des Pyridinrings wird weiter durch
die unterschiedliche Position des Stickstoffatoms in Pinaddil und P1075 unerstrichen,
das schim Falle des P1075in meta-Stellung befindet. Der Kohlenwassrstoffterminus ist
ebenso von grossem Einfluss auf das Bindurgsverhaten der Zyanoguanidine: dieser
enthdlt im Pinaddil- und PF 5-Molekil ein chirales Zentrum undfihrt dazu, dessnur ein
Enantiomer die Fahigkeit zur hochaffinen Bindurg besitzt. Beide Aspekte tragen dazu
bei, dassP1075mit hoherer Affinitét am SUR2B binden kann.

Die Dihydropyridine UK 1 und Foridon konten de >H-P1075Bindurg mit
Inhibitionskonstanten um 30 UM verdrangen, was auf eine spezifische Interaktion am
SUR2B hindeutet. Ob sie dieselbe Bindurgsgell e wie die Zyanoguanidine besitzen, kann
aus den duchgefuhrten Experimenten nicht gefolgert werden; esist jedoch moglich, dass
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sie aifgrundihrer chemischen Struktur (zwei Ringsysteme) partiell die Bindurgsgelle der
Zyanoguanidine besetzen undeine niederaffine Bindurg ausbil den.

Die Hybridsubstanzen UK 3 und UK 4 waren ebenfalls in der Lage, die *H-P1075
Bindurg spezifisch zu hemmen; ihre K;-Werte lagen bei =5uM und waren um enen
Faktor 50 schwadher as der K\-Wert von PF5 und um einen Faktor 6 stérker as die K-
Werte der Dihydropyridine UK 1 und Foridon. Daraus kann man schliessen, dassdurch
Einflihrung des Dihydropyridinrings in de Zyanoguanidingrundstruktur die Fahigkeit zur
hochaffinen Bindurg im nanomolaren Bereich verloren wird. Wie oben bereits erlautert,
hat die diemische Struktur am Pyridinring der Zyanoguanidine wesentli chen Einfluss auf
das Bindurgsverhaten. Die Frage, ob de Hybridsubstanzen deselbe Bindurgsgelle wie
die Zyanoguanidine besetzen, koénrie in Versuchen geklart werden, in denen de
Disoziationskinetik der *H-P1075Bindurg unter Zugabe der Testsubstanz untersucht
wird.

Aus medizinischer Sicht lassen de oben erwahnten Hybridsubstanzen duch ihren
zweifachen Angriff am glatten Geféssnuskel eine starke vasorelaxierende Wirkung in
vivo erwarten, de mit einem eventuell starken Blutdruckabfal einher gehen konrte. Dies
wirde ene verstérkte sympathische Gegenregulation des Korpers einschliesdich der
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems hervorrufen. Die Folge wéren
eine @hohte Vasokorstriktion undeine massve H,0- und Na'-Retention in der Niere,
woduch jedoch de therapeutische Wirksamkeit dieser Hybridsubstanzen einschrankt
wirde und ihre Verwendurg in der Monaherapie der arteridllen Hypertonie nicht
geagnet ware. Abhilfe dafir konrte die Kombination mit einem [3-Blocker schaffen,

wodurch die sympathische Gegenregulation urterdriickt wirde.
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7.2 Anhang B: Bindung vor’H-QNB undAtropin an Rattenherzmembranen

7.2.1 Einleitung

Die Rezeptoren des chdinergen Systems umfassen neben den nikotinischen
Rezeptoren, de ligandengesteuerte lonenkande darstellen, de Muscarinrezeptoren-
familie. Letztere sind van Typ her metabotrop, d.h.sie setzen innerhab der Zelle ene
Signalkette in Gang, an deren Ende semnd mesenger fre werden. Man kann de
m-Chadlinorezeptoren in 8 Subtypen dversifizieren, von anen heute die Typen M3 am
besten physiologisch und plarmakologisch charakterisiert sind.

M;-Rezeptoren kommen auf peripheren Neuronen (z.B. am Magen mit Betelligung an
der Sauresekretion) und im ZNS (z.B. Corpus Striatum, Bredhzentrum) vor und
modui eren Erregungsvorgange. Sie vermitteln tlber ein Gg-Protein eine Aktivierung der
Phosphdipase C mit Anstieg der semnd messenger Diaglglycerin  (DAG;
membranstandig) bzw. Inacsitoltriphosphat (IPs; zytosolisch). Beide fiuhren zu einer
Aktivierung der Proteinkinase C bzw. eine Konzentrationserhéhurg des intrazell uldren
Calciums.

M-Rezeptoren sind typisch fur das Herz, deren Rezeptorendichte im Vorhof wegen der
bestehenden parasympathischen Innervation holer ist als im Ventrikelmyokard, das
weniger parasympathischer Fasern aufweist. M,-Rezeptoren erzeugen ihre Eff ekte Gber
ein inhibitorisches G;-Protein, welches einerseits K*-Kandle 6ffnet (ACh- abhingige
K*-Kandle, Kacy) andererseits durch Hemmung der Adenylatcyclase den am Herzen
sympathischen Second Messnger CAMP erniedrigt. Die Aktivierung bewirkt eine
negative Chrono, Dromo-, und Inctropie; letzteres ist im Ventrikel schwad
ausgepragt, da dort kein Ixacy-Kana exprimiert wird. Weitere Vorkommen erstredken
sich auf Gefaldmuskelzellen, de sie zur Relaxation kringen sowie auf postganglionére
sympathische und prasympathische Axone, wo sie ds Autorezeptoren ene

Transmitterfrei setzung abschwéaden.
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Abb. 7.3: Strukturformeln der untersuchten m-Cholinoantagaisten

Ms-Rezeptoren koppeln an deselbe Kaskade wie der Subtyp M;. Man findet sie
vornehmlich an den parasympathisch innervierten inneren Organen wie Lunge, Gastro-
Intestinal-Trakt, Drisen, Auge und Urogenitaltrakt. Dabei wird Sekretion und
Kontraktion (Erhdhurg des intrazelluldaren Calciums) verursacht. Bemerkenswert ist,
dass Endahelien trotz fehlender Innervation Ms-Rezeptoren aufweisen, woduch de
NO-Synthase aktiviert wird, was zur vermehrten Freisetzung des vasodil atatorisch
wirkenden NO fuhrt (Forth et a., 1998.

Atropin stellt einen urspezifischen kompetitiven Antagonisten an allen 3 Subtypen dar.
Als natirliches Alkaloid ist es in der Familie der Nadhtschattengewadse (Solanaceag
enthalten. Wichtige Vertreter sind de Tollkirsche (Atropa belladonre) und dbs
Bil senkraut (Hyoscamus niger). Es wird therapeutisch bei Bradykardie, Spasmen der
Bronchien und as Magen-Darm-Trakts, ferner zur Verhinderung von vagalen Reflexen
intraoperativ verwendet. Im Gegensatz dazu ist QNB, welches auch ein urspezifischer
kompetitiver M-Antagonist ist, therapeutisch nicht einsetzbar, da es halluzinogene
Nebenwirkungen besitzt; heute wird es nur noch in der wissenschaftlichen Forschurg
verwendet, nachdem es urspriinglich in den 8Cer Jahren in den USA als ein Anti-Riot-
Mittel entwickelt, aber nie engesetzt wurde (Quast, U., personliche Mittell ung).
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7.2Anhang B

7.2.2 Methoden

7.2.2.1 Herstellungeiner mikrosomalen Membranfraktion aws Rattenherzen

Die Pragparation cer Rattenherzen wurde bereits in Anhang A, Kap. 7.1.2.2beschrieben.

7.2.2.2  Kompetitionsexperimente

Das durch de Membranherstellung gewonrene Protein (0,11 kzw.0,27mg/ml) wurde
fir 60 Min. mit *H-QNB (0,12-0,49nM) in einem Gesamtvolumen von 1,1ml bei 37 °C
und H 7,4 in Inkubationspuffer (Puffergehalt in mM: NaCl, 139 KCI, 5; MgCl,, 1,2
HEPES, 5; CaCl,, 1,25 inkubiert, a's Kompetitor wurden kaltes QNB oder Atropin in
steigender Konzentration zugegeben.

Die Inkuketion wurde durch Entnahme von 0,3ml-Aliquas (Dreifadhbestimmung)
beendet, die in 8ml eiskatem Waschpufer (50mM Tris, 154mM NaCl, pH 7,4
geloscht wurden. Die Gesamtradioaktivité wurde durch Entnahme von 50ul aus dem
jeweiligen Ansatz vor Abfiltration kestimmt. Gebuncener und freier Ligand wurden
durch rasche Vakuumfiltration Ulker Whatman GF/C-Filter getrennt. Die Filter wurden
2ma mit 8 ml eskadtem Waschpufer gewaschen und in Gegenwart von 3ml
Szintill ator (Ultima Gold; Padkard) auf *H gezahlt.

7.2.2.3  Satigungsexperimente

Das durch de Membranherstellung gewonrene Protein (0,27 mg/ml) wurde fur 60 Min.
mit einer aufsteigenden *H-QNB-Konzentrationsreihe (20-300pM) in  einem
Gesamtvolumen von 1,1ml bei 37 °C und H 7,4 in Inkubetionspuffer (Puffergehalt in
mM: NaCl, 39; KCI, 5; MgCl,, 1,2, HEPES, 5; CaCl,, 1,25 inkuhert.
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In einer parallelen Konzentrationsreihe wurde die unspezifische Bindurg von *H-QNB
in Gegenwart von 1uM Atropin erfasg.

Nacdh der Inkubationszeit wurden den Ansétzen 0,3ml Aliquas entnommen undwie
oben beschrieben urter zweimaligem Nadspulen Uber GF/C-Filter abfiltriert.

7.2.3 Ergebnise

7.2.3.1 Homologe Kompetition der *H-QNB-Bindung

Die homologe Kompetition der *H-QNB-Bindurg wurde in n= 2 Versuchen bei einer
Ligandenkoreentration von 0,160M und einer Proteinkonzentration von 0,26ng/ml
untersucht. Die totale Bindurg Bror betrug beide Male = 13fmol/mg, die unspezifische
Bindurg, gemesen in Anwesenheit von 1uM kaltem QNB, lag bel 5-8 % Bror. Bel
Anpasaing der Daten an Gl. 21a zeigte sich ein Hill -Koeffizient, ny, der nahe bel 1 lag
und auf einen monoplasischen Prozess hindeutete; zur weiteren Auswertung wurde ny
gleich 1 gesetzt. Dadurch resultierten 1Cs-Werte von 143+ 13 lzw. 71+£10pM, aus
denen sich jedoch keine Kp-Werte berechnen liessen, da die Anwendurg der Gl. 16
negative Kp-Werte lieferte. Eine Erkldrung dafir liefert die Tatsadhe, dass der
gebuncene Anteil des Radioliganden in den Versuchen = 27 % betrug undweit Gber den
maximal zulassgen 5% lag, was eine quantitative Auswertung nach Cheng-Prusoff
nicht mehr zuliessund sich in ursinnigen negativen Kp-Werten ausserte. Um dennacch
eine quantitative Aussage zu erhalten, hétte fir weitere Kompetitionsexperimente die
Ligandenkoreentration hoter gewahlt werden missen.

7.2.3.2  Séatigung dr *H-QNB-Bindung

Zur Bestimmung der Disziationskonstanten Kp von QNB an Rattenherzmembranen
wurden n=2 Sattigungsexperimente durchgefiihrt (Abb.7.4); dabei wurden beide
Versuche ohre Mittelung zusammengefass und mit Gl. 8 bzw. Gl. 22 ausgewertet. Die
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unspezifische Bindurg Byns zeigte @ne lineae Abhéngigkeit mit einer Steigung von
0,0079fmol/ 78ug Protein/pM freiem *H-QNB; zum Erhalt der Bindurgskonstanten K,
wurden de Daten fir die Bror—Werte an Gl. 23 angepasd, in de obige Steigung
eingesetzt wurde. Es zeigte sich ein Hill-Koeffizient von n=1,14+ 0,35, der unter
Annahme anes einstufigen Bindurgsverhaltens gleich 1 gesetzt wurde; damit konrte
eine Kp, gng VOn 60+ 14pM erhaten werden. Die Gesamtrezeptorenzahl Ry betrug
11,8+ 1,0fmol/78 ug Protein, auf 1mg Protein nomiert bedeutet dies eine
Rezeptorendichte von 151+ 13 fmol/mg Protein.

—
N

(@)

Bindung in fmol/ 78 ug Prot.
»

0 50 100 150 200 250 300

Konz. von freiem 3H-QNB, pM

Abb. 7.4: Séttigung der *H-QNB-Bindung an Rattenherzmembranen. Die Daten sind ausn = 2
Einzdexperimenten zusammengefasg; einzdne Mesgpunkte sind Dreifachbestimmungen £ SEM. Die
totale Bindungze gt einen anfangs hyperbalischen Verlauf, der zunehmend von der unspezfischen
Bindung (berlagert wird.
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7.2.3.3  Heterologe Kompetition der *H-QNB-Bindung duch Atropin

Die Verdrangung der *H-QNB durch Atropin wurde in n= 4 Experimenten urtersucht.
Die mittlere Ligandenkoreentration betrug in n= 3 Versuchen = 0,15+ 0,01nM, dabei
wurde ene totale Bindurg Bror von 150+ 11fmol/mg Protein erhalten; abweichend
dazu lag die Ligandenkoreentration in einem Versuch bei 0,49nM, was mit einem
hoheren Bror (222fmol/mg Protein) und gleichzeitig niedrigeren Antell an
gebuncenem Radioliganden (< 5 %) einher ging. Die unspezifische Bindurg, gemessn
in Anwesenheit von 1uM Atropin, bewegte sich zwischen 9 und 24% Bror.

Die Auswertung der einzelnen Versuche unter Annahme @nes monoplasischen
Verdrangungsvorganges mit Gl. 21a lieferte ICsg-Werte, die unter Einbeziehung der im
Versuch vorliegenden Ligandenkorzentration und olen ermittelten Bindurgskonstanten
Kp von QNB mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung (Gl. 14) in K-Werte umgerednet
wurden. Die Mittelung dieser Ki-Werte egab eine mittlere Inhibitionskonstante der
*H-QNB-Bindurg durch Atropin von=1,9+0,2nM; ein typisches Experiment ist in
Abb.7.5 chrgestellt.

Durch  Auftragung der erhaltenen 1Cs-Werte gegen de  engesetzte
Ligandenkorzentration von*H-QNB kann urter Kenntnis des Kp-Werts von *H-QNB
ebenfdls der K,-Wert von Atropin erhaten werden (Gl. 15); dabel besitzt die
resulti erende Gerade den Ordinatenabschnitt K;, der sich hier zu 1,9+ 0,1 nM errechnen

liessund rervorragend mit dem gemittelten K,-Wert Gbereinsmmte.
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Abb. 7.5: Typisches Einzdexperiment einer heterologen Verdrangung der *H-QNB-Bindungdurch
Atropin; einzene Mesgunkte sind Dreifachbestimmungen = SEM. Bei einer Ligandenkonzentration von
0,16 nM betragt die ICso 7,9 £ 0,9 nM, der Hill -Koeffizient ist gleich 1 gesetzt.

Einschubr Auftragungder |Cso-Werte gegen die Ligandenkonzentration von *H-QNB. Die Gerade besitzt
die SteigungK,/K_ und den Ordinatenabschnitt K.
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7.2.4 Diskusson

Die Versuche zeigen, dass>H-QNB in Rattenherzmembranen an eine homogene Klass
von Rezeptoren mit einer Bindurgskonstanten von 60pM bindet. Ahnliche Ergebnisse
waren schon vonBindurgsversuchen mit *H-QNB an intakten Zellen vonHiihrerherzen
erhalten worden: dort wurde ébenfalls ein monoptasischer Bindurgsvorgang mit eéinem
Kp-Wert von 14pM beobaditet (Brown und Goldstein, 1986. Dieselben Autoren
erhielten fir die Verdrangung der *H-QNB-Bindurg durch Atropin einen K;-Wert von
2,2nM bel einem Hill -Koeffizienten von 1,was hervorragend mit den hier erhaltenen
Ergebnissen tlkereinstimmt (K, atropin 1,9% 0,2nM).

Beim Vergleich von K ong Mit Kjawgpin €rscheint QNB ein um einen Faktor 30
affinerer Ligand am muskarinischen ACh-Rezeptor as Atropin. Dabei muss man sich
dartber im klaren sein, dass Kp und K,-Werte nicht identisch ssnd und nu dann
vergleichbare Grosen darstellen, wenn de Bindurgsdelle des Kompetitors mit
derjenigen des Radioliganden dbkereinstimmt. In desem Falle wéren negativ
all osterische Wedselwirkungen zwischen Radioligand undKompetitor ausgeschlossen
und d&r Verdrangungsvorgang wirde auf einer kompetitiven Hemmung beruhen. Die
hier untersuchten m Chali noantagonisten weisen beide an ahnli ches chemisches Gertst
auf (Abb.7.3), so dass die Vermutung nahe liegt, dass beide Substanzen deselbe
Bindurgsdelle an muskarinischen ACh-Rezeptor besetzen. Endgiltige Klarung
konnten Experimente liefern, in denen de Disoziationskinetik des Radioliganden in
Anwesenheit der Testsubstanz untersucht wird.
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