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1 Einleitung

1.1  ATP-sensitive Kaliumkanéle

ATP-sensitive K™-Kanile (Karp-Kanile) stellen eine vielversprechende pharmakologische Ziel-
struktur dar. Wihrend Blocker des K arp-Kanals wie der Sulfonylharnstoff Glibenclamid klinisch
bereits hiufig in der Therapie des Diabetes mellitus eingesetzt werden, zeigen Offner des K arp-
Kanals aufgrund mangelnder Gewebsselektivitit zahlreiche Nebenwirkungen und werden selten
eingesetzt. Dabei besitzen sie ein gro3es therapeutisches Potential, welches sich von der Behand-

lung des Hypertonus bis hin zu zellprotektiven Effekten erstreckt.

1.2 Aufbau von Kare-Kanélen

1.2.1 Aufbau und Stochiometrie des Kare-Kanals

ATP-sensitive K'-Kanile (Karp-Kanile) sind Hetero-
Oktamere, welche sich aus vier porenbildenden Karp-
Kanal-Untereinheiten (Kir6.1 oder Kir6.2) sowie vier diese
regulierenden Sulfonylharnstoffrezeptoren (SURX) in einer
tetradimeren Stochiometrie (SURx/Kir6.y)s zusammenset-
zen (Clement et al., 1997; Inagaki et al., 1997; Shyng and
Nichols, 1997; Mikhailov et al., 2005).

Abb. 1.2.1: Ein Karp-Kanal setzt sich
aus 4 porenbildenden Kir6.y-Unterein-

den auf Ebene des Endoplasmatischen Retikulums auf- heiten sowie vier diese regulierende
SURXx-Untereinheiten in einer

grund von Retentionssignal-Sequenzen zuriickgehalten, so  (SURX/Kir6.y)s-Stoichiometrie zusammen

Einzeln vorkommende SURx oder Kir6.y-Proteine wer-

dass nur komplette Hetero-Oktamere durch gegenseitige Maskierung der Retentionssignal-Sequen-
zen effizient zur Plasmamembran oder intrazelluliren Membranen transportiert werden (Zerangue

et al., 1999; Neagoe and Schwappach, 2005).

1.2.2 Die regulatorische Sulfonylharnstoff-Untereinheit (SURX)

Sulfonylharnstoff-Rezeptoren (SUR) stellen mit einem Molekulargewicht von 140-170 kDa
grofle Membranproteine dar und gehoren zur Subfamilie C der Proteine mit ATP-Bindungskassette
(ABC-Proteine; Higgins, 2001). Generell werden die drei Subtypen SURI, SUR2A und SUR2B
unterschieden: wihrend der Subtyp SUR1 durch das humane Gen ABCCS8 auf Chromosom 11
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(11p15.1, 39 Exons) codiert wird, ist das SUR2-Gen ABCC9 auf Chromosom 12 (12p11.12, 38
Exons) lokalisiert. Durch alternatives Splicen des letzten Exons des SUR2-Gens entstehen die bei-
den Subtypen SUR2A und SUR2B (Inagaki et al., 1996). Sie unterscheiden sich in den letzten 42
bzw. 45 carboxy-terminalen Aminosduren im Falle der Maus (Isomoto et al., 1996) respektive
Mensch (Aguilar-Bryan et al., 1998). Daneben existieren weitere Splice-Varianten, deren physiolo-
gische Funktion bisher weitgehend unbekannt ist (Sakura et al., 1999; Hambrock et al., 2002; Pu et
al., 2008). Ein gleichzeitiges Vorkommen verschiedener SUR-Subtypen in einem Karp-Kanal ist
moglich (Chan et al., 2008; Cheng et al., 2008; Wheeler et al., 2008).

Fiir viele Vertreter aus der Familie der ABC-Proteine sind im Gegensatz zu den SUR aktive
Transportfunktionen bekannt. Die Namen bekannter Vertreter, wie dem Multidrug Resistance Pro-
tein (MDR), dem Multidrug Resistance Associated Protein (MRP) oder dem Breast Cancer Resi-
stance Protein (BCRP), zeugen von der Féhigkeit eine Vielzahl unterschiedlicher Substrate,
darunter auch Medikamente, zu transportieren (Ubersicht: Higgins, 2001). Charakteristisch fiir
ABC-Proteine besitzt auch der SUR zwei Transmembrandomédnen TMD1 und TMD?2, jeweils aus
sechs Helices bestehend, welche zwei cytoplasmatische Nukleotid-Bindungsregionen NBF1 und
NBF2 (nucleotid binding folds) formen (Abb. 1.2.2). An den NBF findet am SUR eine hydrolyti-
sche Spaltung von ATP mit einer dhnlichen Rate statt, wie sie fiir das MRP bekannt ist (Mikhailov
et al., 2005). Die SUR (wie auch das MRP) heben sich von anderen ABC-Proteinen durch eine aus
fiinf Helices bestehende zusétzliche TMDO ab; insgesamt besteht ein SUR somit aus 17 Transmem-
branhelices, wobei sich der Amino-Terminus des SUR extrazelludr und der Carboxy-Terminus

intrazelluldr befindet (Conti et al., 2001). Die TMDO iibt zusammen mit TMD2 den regulatorischen

Kir6.y SURX

extrazellular

M1;M2 1112113[14]5 61718211011 1201314115 16|17

NH{ é Q R L; R lT ) ) L} U U U intrazellular

COCH

modifiziert nach
Uhde et al. (1999) J Biol Chem 274(40): 28079
Moreau et al. (2005) J Mol Cell Cardiol 38: 951 COOCH

Abb. 1.2.2: Schematischer Aufbau einer porenbildenden Kir6.y-Untereinheit sowie einer regulierenden
Sulfonylharnstoff-Rezeptor-Einheit (SURX): Eine Kir6.y-Untereinheit besteht aus 2 Transmembranhelices,
welche durch eine sog. P-loop miteinander verbunden sind. Eine SURx-Untereinheit besteht aus drei
Transmembrandédmanen TMDO, TMD1 und TMD2. Zusatzlich eingezeichnet sind die beiden intrazellular
gelegenen nucleotid binding folds NBF1 und NBF2. [Abb. modifiziert nach Uhde et al. (1999) und Moreau et
al. (2005)]
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Einfluss auf die Kir6.y-Untereinheit aus (Babenko and Bryan, 2003; Dupuis et al., 2008). Neben

einer regulatorischen Beeinflussung des Kir6.y werden dem SURI zusitzliche Funktionen im

Zusammenhang mit der Regulation der Insulin-Sekretion sowie der Apoptose von [3-Zellen (insbe-
sondere im Zusammenhang mit Sulfonylharnstoffen) zugeschrieben (Maedler et al., 2005; Ham-

brock et al., 2006; Aittoniemi et al., 2009).

1.2.3 Die porenbildende Untereinheit (Kir6.y)

Vier Kir-Untereinheiten (Kir6.y) bilden gemeinsam als Tetramer die eigentliche Kanalpore eines
Karp-Kanals (vgl. Abb. 1.2.1). Fiir den Menschen werden die zwei Subtypen Kir6.1 (424 Amino-
sduren, 48 kD, Gen: KCNJ8) und Kir6.2 (390 Aminosduren, Gen:KCNJ11) unterschieden; sie glei-
chen sich in 71 % ihrer Aminosduresequenz (Inagaki et al., 1995; Kubo et al., 2005). Dariiber
hinaus wurde am Zebrafisch eine weitere Kir6.y-Form entdeckt und als zKir6.3 beschrieben (Zhang
et al., 20006).

Die Kir6.y-Untereinheiten gehdren zur Familie der einwértsgleichrichtenden Kalium-Kanéle
(Ubersicht: Nichols and Lopatin, 1997; Kubo et al., 2005). Typisch fiir diese Kanalfamilie besteht
eine Kir6.y-Untereinheit aus zwei Transmembrandoméinen M1 und M2, welche durch eine extrazel-
luldre Schleife (P-loop bzw. H5-loop) verbunden sind (vgl. Abb. 1.2.2). Diese Schleife beinhaltet
die Aminosduresequenz Gly-Phe-Gly und dient als Selektivitétsfilter fiir Kaliumionen an der duf3e-
ren Kanal6ffnung (Doupnik et al., 1995).

In ihrer Funktion als schwache Einwirtsgleichrichter zeichnen sich Karp-Kanile dadurch aus,
dass bei betragsgleicher Triebspannung fiir K™ (Differenz zwischen Membranpotential und Gleich-
gewichtspotential fiir K") der Einwértsstrom groBer als der Auswértsstrom ist; urséchlich blockieren
in Abhéngigkeit von der Triebspannung fiir K Polyamine (z. B. Spermin) und Mg>" die intrazellu-
lare Kanal6ffnung (Nichols and Lopatin, 1997; Bichet et al., 2003). Fiir (SUR2A/Kir6.y)-K aTp-
Kanile wurde eine Leitfahigkeit von ~ 35 pS (Kir6.1) bzw. ~ 80 pS (Kir6.2) ermittelt (Repunte et
al., 1999).

Die Mutanten Kir6.2A26 und Kir6.2A36 besitzen durch die Deletion von carboxyterminalen
Aminoséduren die Eigenschaft ohne SUR1-Einheit funktionsfahige Kanalporen zu bilden (Tucker et
al., 1997). Durch dieses Vorgehen gelang fiir die isolierte Kir6.2-Untereinheit ohne regulierenden
SUR1 der Nachweis einer eigenen ATP-Sensitivitit; gleichzeitig besitzt die Kir6.2-Untereinheit
keine Sensitivitét fiir aktivierende Nukleotide (z.B. ADP), Sulfonylharnstoffe oder K orp-Kanaloft-
ner, deren Wirkung allein der SUR-Untereinheit zugeschrieben wird (Tucker et al., 1997). Neben
ATP sind fiir Kir6.y weitere regulierende intrazelluldre Faktoren bekannt, unter denen Phosphatidy-

linositol-4,5-Bisphosphat (PIP>) (Shyng and Nichols, 1998; Ribalet et al., 2005), pH-Wert und die
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regulierende SUR-Untereinheit besonders hervorzuheben sind. Kir6.1 weist im Gegensatz zu Kir6.2
mogliche Phosphorylierungsmotive auf, welche durch Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert wer-
den und den Kir6.1 schlieen; dies stellt einen moglichen Wirkmechanismus fiir Vasokonstriktoren

und Neurotransmitter dar (Shi et al., 2008b).

1.2.4 Gewebsspezifischer Aufbau des Karp-Kanals
Die Erstbeschreibungen von ATP-sensitiven Kaliumkanédlen am Herzen gehen auf Noma (1983)

zuriick. Mittlerweile sind fiir viele weitere Gewebe wie der B-Zelle des Pankreas, der Skelettmus-
kulatur oder der glatten vaskuldren und nicht-vaskuldren Muskulatur Karp-Kandle beschrieben
worden (Ubersicht: Seino and Miki, 2003). Tabelle 1-1 gibt einen Uberblick iiber die nach heutigem
Kenntnisstand dominierende Kanalform in den jeweiligen Geweben. Dies schlief3t nicht aus, dass in
einem Gewebe andere Zusammensetzungen des Karp-Kanals gleichzeitig exprimiert werden. So
wurden beispielsweise in der Lunge, Leber, Niere und Harnblase sowohl SUR2B als auch SUR1-
Transkripte nachgewiesen (Shi et al., 2005).

Tab. 1-1: Gewebsspezifischer Aufbau von Kare-Kanélen (jeweils dominierende Variante)

SURx Kir6.y Quelle
Pankreas (B-Zelle) SURI1 Kir6.2 Ashcroft et al. (1984)
Ashford et al. (1988)
Gehirn SURI1/SUR2B Kir6.2
Liss et al. (1999)
Herz Atrium SUR1 Kir6.2 Inagaki et al. (1996)
Morrissey et al. (2005)
Herz Ventrikel SUR2A Kir6.2 Flagg et al. (2008)
Skelettmuskulatur SUR2A Kir6.2 Spruce et al. (1985)
Yamada et al. (1997)
Glatte Muskulatur Blutgefifle SUR2B Kir6.1
Ploug et al. (2010)
Nicht- Isomoto et al. (1996)
SUR2B Kir6.2
vaskuldr Koh et al. (1998)
Ureter SUR2B (Kir6.1);Kir6.2  Teramoto et al. (2009)

Dariiber hinaus kann sich ein einzelner Karp-Kanal aus unterschiedlichen SUR-Isoformen
zusammensetzen, welche in ihrer Kombination neue pharmakologische Eigenschaften aufweisen

(Wheeler et al., 2008). Auch fiir die Kir-Untereinheiten Kir6.1 und Kir6.2 wurden kiirzlich ,,Misch-
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kanéle“ an Uretheren des Schweines beschrieben, welche in der Form SUR2B/(Kir6.1);Kir6.2 vor-
liegen (Teramoto et al., 2009). Vor dem Hintergrund dieser Variationsmoglichkeiten in der Expres-

sion von K srp-Kanilen gibt Tabelle 1-1 nur einen vorliufigen orientierenden Uberblick.

1.3  Funktion und Regulation des Kare-Kanals

1.3.1 Physiologische Funktion der Karp-Kanale

Karp-Kanile beeinflussen das Membranpotential in Abhingigkeit vom Metabolismus der Zelle
in einer Vielzahl von Geweben. Die Regulation der Karp-Kanal-Aktivitdt in Abhéngigkeit vom
Stoffwechsel der Zelle erfolgt vor allem durch Anderungen der submembraniren Nukleotidkonzen-
trationen (insbesondere ATP und MgADP). Erhohte Verstoffwechselung von Energietragern fiihrt zu
einem intrazelluldren Anstieg der ATP-Konzentration, wodurch K arp-Kanile geschlossen werden
und eine Depolarisierung erfolgt; umgekehrt fiihrt ein sehr niedriger Metabolismus oder Ischdmie
(erhohte ADP-Konzentration) zum Offnen des Kanals und zu einer Hyperpolarisation der Zelle
(Nichols, 2006).

Das Vorkommen von K arp-Kanélen scheint ubiquitir: Im Gehirn modulieren K arp-Kanéle die
elektrische Aktivitit und Transmitterfreisetzung und wirken neuroprotektiv (Liss et al., 1999; Liss
and Roeper, 2001; Griesemer et al., 2002). Am Herzen sind sie beteiligt an der kardioprotektiven
Reaktion auf kardialen Stress und ischdmischer Prikonditionierung (Grover and Garlid, 2000;

Abdallah et al., 2010; Zhang et al., 2010). Endokrinologisch sind sie fiir die Freisetzung von Insulin

aus der -Zelle des Pankreas (Ashcroft et al., 1984), Glucagon aus der a-Zelle des Pankreas (Gopel
et al., 2000) und GLP-1 aus L-Zellen (Gribble et al., 2003) bedeutsam.

1.3.2 Regulation der Karp-Kanale durch Nukleotide

Die submembranére Konzentration von Nukleotiden bzw. deren Verhéltnis zueinander bestimmt
malgeblich die Aktivitdt von Karp-Kanidlen. Fiir ATP wird dabei ein blockierender Effekt (Aus-
nahme: SUR2B/Kir6.1) sowie fiir MgATP und MgADP (in Gegenwart von Mg>") ein aktivierender
Effekt angenommen. Dabei interagieren die Nukleotide sowohl mit der SURx- als auch der Kir6.y-
Untereinheit. An der Kir6.y-Untereinheit fiihrt ATP unabhéngig vom SURX zu einem Schlieen des
Kanals (Tucker et al., 1997). Hierfiir ist bereits die Bindung eines einzigen ATP-Molekiils an einer
der vier Kir6.y des Karp-Kanals ausreichend (Markworth et al., 2000). Die kanaloffnende Eigen-
schaft von MgADP wird dagegen nicht dem Kir6.y, sondern allein dem regulierenden SURx zuge-
sprochen (Tucker et al., 1997).
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NBF1 NBF2

inaktiver Zustand

MgATP
Glibenclamid

NBF1 NBF2 stabilisiert Bindung

aktiver Zustand Mg | Mg <von MgADP in NBF2 |~

SUR vermittelt Kanal6ffnung auf Kir6.y

ATP | ADP

MgADP MgADP ATP-Hydrolyse

NBF1 NBF2 NBF1 NBF2
i i MgATP
inaktiver Zustand Mg g . Mg | Mg
SUR vermittelt KEINE Kanal6ffnung ATP < ( = ATP | ATP

MgATP

Abb. 1.3.1: Vereinfachtes Schema zur Regulation der Aktivierung des SUR an den nucleotid binding folds
NBF1 und NBF2 durch Nukleotide. (Abb. modifiziert nach Matsuo et al., 2005)

Am SURx-Protein interagieren Nukleotide mit den beiden nucleotid binding folds NBF1 und
NBF2 (Abb. 1.3.1). Dabei ist NBF1 deutlich affiner fiir MgATP (oder ATP) und besitzt eine sehr
niedrige bis keine ATP-Hydrolyseaktivitdt. Der NBF2 besitzt dagegen eine niedrigere Affinitdt zu
MgADP und MgATP und gleichzeitig eine hohere Hydrolyseaktivitit. Es wird angenommen, dass
das in NBF2 gebundene MgADP den aktivierten Zustand des SURx vermittelt, welcher die Off-
nungswahrscheinlichkeit des Kir6.y erhoht und letztendlich zu einer Kanaloffnung fiihrt. Auch
MgATP kann an NBF2 binden, wird jedoch zu MgADP, welches den eigentlichen aktivierten
Zustand des SUR darstellt, hydrolysiert (Bienengraeber et al., 2000; Matsuo et al., 2000; Zingman
et al., 2001). Dartiber hinaus wird angenommen, dass die Bindung von MgATP in NBF1 den akti-
vierenden Effekt von MgADP in NBF2 positiv allosterisch verstiarkt (Matsuo et al., 2002). Auch
andere Mg?"-komplexierte Nukleotide wie GDP, GTP und UDP steigern die K arp-Kanal-Aktivi-
tit, wihrend freies ADP und freies GTP zu einer Reduktion der Offnungswahrscheinlichkeit des
Kanals fithren (Ashcroft and Rorsman, 1989; Schwanstecher et al., 1994).

Unterschiedliche SURx zeigen verschiedene ATP-Hydrolyseraten: so wird fiir SUR2A im Ver-
gleich zu SUR2B eine hohere Hydrolyserate und eine niedrigere Affinitét fiir MgATP und MgADP

im NBF2 angenommen (Matsuo et al., 2000; Reimann et al., 2000). Durch die daraus resultierende
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kiirzere Bindungszeit von MgADP in NBF2 soll die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals abneh-
men (Matsuo et al., 2005).

Auf Grundlage unterschiedlicher Hydrolyseraten und Affinitéten fiir Nukleotide wird fiir physio-
logische intrazelluldire ATP/ADP-Konzentrationen angenommen, dass SUR2-Kanile iiberwiegend

geschlossen sind, wihrend ein geringer Anteil der SUR1-Kanéle gedffnet ist (Matsuo et al., 2005).

1.3.3 Pharmakologische Beeinflussung der Nukleotid-Bindung

Die Wirkung von pharmakologisch eingesetzten Wirkstoffen kann teilweise anhand der Nukleo-
tidbindung erklért werden. So wird fiir Sulfonylharnstoffe wie Glibenclamid vermutet, dass sie eine
Dissoziation von MgATP vom NBF1 bewirken (Ueda et al., 1999; Karger et al., 2008). Dadurch
erreicht der Kanal auch durch Bindung von MgADP im NBF2 nicht den aktiven Zustand, woraus
eine sehr niedrige Offnungswahrscheinlichkeit des Karp-Kanals resultiert und die blockierende
Eigenschaft von Sulfonylharnstoffen erklédrt werden kann.

Auf der anderen Seite wird fiir Karp-Kanal6ffner (KCO) wie Diazoxid vermutet, dass sie die
Bindung von MgADP im NBF2 — also den SUR im aktivierten Zustand — stabilisieren. Dadurch
wiirde die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals steigen. Masia und Nichols (2008) konnten
anhand von Punktmutationen im NBF2 zeigen, dass mit Verlust oder Verstarkung der Wirksamkeit
von MgADP eine Verdnderung der Wirksamkeit von Diazoxid im gleichen Maf3e einhergeht. Dies

lege einen gleichen Transduktionsweg fiir aktivierende Nukleotide und Diazoxid nahe.

1.3.4 Regulation der Kare-Kanéle durch andere physiologische Substanzen

Neben der Verzahnung mit dem Metabolismus durch Nukleotide werden K arp-Kanidle durch
zahlreiche andere Substanzen und Proteine in ihrer Funktion reguliert. Da die SUR-Untereinheit zu
den ABC-Proteinen gehort, besteht grundsitzlich das Potential der Interaktion mit einer Vielzahl
chemisch unterschiedlicher Liganden, welche auch regulierend wirken konnen. Zusétzlich besitzt
auch die Kir6.y-Untereinheit unterschiedliche Regulationsmechanismen, welche zur Komplexitit
der Funktion des Karp-Kanals beitragen. Aufgrund der groen Anzahl unterschiedlicher Regulati-

onsmechanismen seien hier nur die wichtigsten kurz genannt:

1.3.4.1 Phospholipide

An der Kir6.y-Untereinheit konnen Phospholipide mit einer negativen Ladung, insbesondere
PIP- , binden und den Karp-Kanal 6ffnen; sie wirken entgegengesetzt zur inihibierenden Eigen-
schaft des ATP (Baukrowitz und Fakler, 2000). Gleichzeitig ist fiir PIP, bekannt, dass es die Wir-
kung von Liganden am SUR moduliert. So hebt PIP> die hochaffine Komponente der Hemmung



8 Einleitung Kap. 1.3

durch den Sulfonylharnstoff Tolbutamid an SUR1/Kir6.2 auf und verstirkt bei kurzer Applikation
die aktivierende Wirkung von Diazoxid und MgADP; nach langerer Applikation wurde die Aktivie-
rung vermindert (Koster et al., 1999). Wihrend fiir die Kir6.2-Untereinheit eine niedrige Affinitét
gemessen wurde, konnte fiir den (SUR2B/Kir6.1)-Kanal eine hohe Affinitit fiir Phospholipide
nachgewiesen werden; potentielle physiologische Fluktuationen von Phospholipiden beeinflussen

die Aktivitdt des SUR2B/Kir6.1-Kanals daher kaum (Quinn et al., 2003).

1.3.4.2 pH-Wert

Am SURI1/Kir6.2-Kanal fiihrt ein moderater Abfall des pH-Wertes zu einer Aktivierung des
Karp-Kanals mit einem Maximum zwischen den pH-Werten 6.5 und 6.8 (Wu et al., 2002). Dieser
Effekt wurde fiir den SUR2B/Kir6.1-Kanal bestétigt (Wang et al., 2003).

1.3.4.3 Phosphorylierung

Fiir den Karp-Kanal konnte eine Phosphorylierung durch die Proteinkinase A (PKA) sowie die
Proteinkinase C (PKC) nachgewiesen werden.

Schon Quayle et al. (1994) zeigten an Zellen der Aorta eines Kaninchens, dass ein durch Adeny-

lylcyclase (AC) vermittelter Anstieg der cAMP-Konzentration und eine damit einhergehende Akti-
vierung der PKA zu einer Aktivierung des Karp-Kanals fiihrt. Shi et al. (2007, 2008a) konnten
dariiber hinaus zeigen, dass aktivierte B>-Rezeptoren iiber diesen cAMP/PKA-Signalweg zu einer
Phosphorylierung im NBF2 des SUR2B fiihren, dessen Aktivitdt darauf hin gesteigert ist. Am
SUR1/Kir6.2-Kanal wurde in Abwesenheit oder geringen Konzentrationen von MgADP (< 0.5 mM)
ein hemmender Effekt gefunden, wihrend in Gegenwart von > 0.5 mM ein aktivierender Effekt
durch die PKA gezeigt werden konnte (Light et al., 2002).
Wihrend die PKA die SUR2B/Kir6.1-Kanalform durch Phosphorylierung aktiviert, hemmt die
Proteinkinase C (PKC) diesen und leistet als Endstrecke eines G-Protein-gekoppelten Signalwegs
einen wesentlichen Beitrag zur vasokonstriktiven Wirkung verschiedener Hormone (u. a.
Angiotension II, Endothelin, Noradrenalin; Thorneloe et al., 2002; Park et al., 2005; Shi et al.,
2007). Die hemmende Wirkung der PKC wird durch die Phosphorylierung von Serin-Resten am C-
terminalen Ende der Kir6.1-Untereinheit bewirkt, welche der Kir6.2-Untereinheit fehlen (Shi et al.,
2008b). Fiir die PKC ist an Kir6.2, im Gegensatz zu Kir6.1, eine Phosphorylierung von T180
bekannt, welche die Sensititvitit fiir ATP senkt und damit die Offnungswahrscheinlichkeit anhebt
(Light et al., 2000).
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1.3.4.4 Proteine

Insbesondere am Herzen wurden mehrere Hinweise darauf gefunden, dass K arp-Kandle mit
anderen Proteinen wie der Creatinkinase, Adenylatkinase oder Lactatdehydrogenase (M-LDH) als
Komplex vorliegen, welche den K arp-Kanal in seiner Aktivitit beeinflussen (Carrasco et al., 2001;
Crawford et al., 2002a, 2002b). In Gegenwart von Creatinkinase ist beispielsweise eine weitere
Reduktion der Offnungswahrscheinlichkeit bekannt und wird durch eine schnellere Dissoziation des
MgADP aus NBF2 und direkte Umsetzung zu MgATP durch die Creatinkinase erkldrt (Crawford et
al., 2002b).

1.3.5 Bedeutung der Stochiometrie fiir die Funktion des Kanals

Der tetradimere Aufbau des Karp-Kanals wirft die Frage auf, wieviele Blockermolekiile (z. B.
Sulfonylharnstoffe) an den vier regulierenden SUR-Untereinheiten binden miissen, damit ein
SchlieBen des Karp-Kanals erfolgt. Dorschner et al. (1999) entwickelten auf Grundlage von
Unterschieden zwischen der relativen Wirkstérke (gemessen in Patch-Clamp Versuchen) und der 3
bis 6-fach niedrigeren Affinitit (gemessen in Radioligandbindungs-Experimenten) ein Modell, in
dem bereits ein einziges gebundenes Molekiil Glibenclamid zu einem Schlieen des Kanals fiihrt.
Dies ist in Einklang mit dem SchlieBen des Kanals durch Bindung eines einzigen ATP-Molekiils an
einer der vier Kir6.y-Untereinheiten (Markworth et al., 2000).

Fiir Karp-Kanaloffner konnten Schwanstecher et al. (1998) einen entgegengesetzten Unterschied
zwischen relativer Wirkstérke und einer 3 bis 6-fach hoheren Affinitit finden. Dies lege nahe, dass
alle vier SUR-Untereinheiten von einem KCO besetzt sein miissten, bevor eine Aktivierung des
Kanals stattfindet. Diese Hypothese wird zusitzlich gestiitzt durch Experimente an SUR 1-Mutanten
einer bestimmten Form des neonatalem Diabetes (NDSUR1), welche auch ohne Ligand einen stén-
dig aktivierenden FEinfluss auf den Kir6.2 ausiiben: die Kombination dieser Mutanten mit SUR1-
Wildtypkanélen in unterschiedlichem Verhiltnis erbrachte eine vollstdndige Aktivierung des Kanals

erst bei vollstindigem Austausch des Wildtyps durch NDSUR 1-Mutanten (Babenko, 2008).

1.3.6 Funktion des SUR1/Kir6.2-Karp-Kanal der B-Zelle des Pankreas

Nachfolgend werden die in der vorliegenden Arbeit ndher untersuchten Kanalformen

SUR1/Kir6.2 und SUR2B/Kir6.1 (Kap. 1.3.7) beschrieben. In der B-Zelle des Pankreas regulieren
SURI1/Kir6.2-K arp-Kanile die Insulin-Sekretion. Bei substimulatorischen Glucosespiegeln stabili-
sieren sie das Ruhemembranpotential bei ca. -70 mV (Ashcroft and Rorsman, 1989). Steigt der Glu-
cosespiegel im Blut, wird vermehrt Glucose durch den Transporter GLUT-2 bzw. GLUT-1 (De Vos
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et al., 1995) in die Zelle transportiert und verstoffwechselt, wodurch das intrazelluldre Konzentrati-
onsverhéltnis von ATP zu ADP ansteigt. Dies fiihrt zu einem Schlieen von (SUR1/Kir6.2)-K aTp-
Kanidlen mit nachfolgender Depolarisation. Ab einem Membranpotential von ca. -50 mV 6ffnen
sich L-Typ-Calcium-Kanéle und das einstromende Calcium 16st die Exocytose von Insulin-Vesikeln
aus (vgl. Abb. 1.3.2; Kwan und Gaisano, 2009).

Die Inhibition und damit das SchlieBen von K orp-Kanélen durch Sulfonylharnstoffe wie Gliben-
clamid oder Glinide wie Repaglinid bei Diabetes Mellitus Typ2 stellt die therapeutisch verbreitetste
Beeinflussung von Karp-Kanilen dar. Durch die SchlieBung kommt es, wie fiir einen physiologi-
schen ATP-Konzentrationsanstieg typisch, zu einer Depolarisation des Membranpotentials und zur

Mobilisierung von Insulin-Reserven (Coghlan et al., 2001)

Blocker von K arp-Kanélen stehen jedoch auch im Verdacht, die Apoptose von B-Zellen zu for-

dern, wodurch letztendlich durch B-Zell-Reduktion die Insulinsekretion insgesamt abnehmen kann
(Rustenbeck et al., 2004; Maedler et al., 2005; Hambrock et al., 2006, 2007; Ackermann et al.,
2009).

Einen entgegengesetzten cytoprotektiven Effekt zeigen Karp-Kanaldffner, wie z.B. Diazoxid,

welche den SUR1-Karp-Kanal aktivieren (Trube et al., 1986). So konnte eine Verzogerung des

Untergangs von [-Zellen bei neu diagnostiziertem Diabetes mellitus Typl bei gleichzeitiger Gabe

von Diazoxid und intensivierter Insulintherapie nachgewiesen werden (Ortqvist et al., 2004). Dar-

Glukose 4

4 Insulin ©

Cad
Kanal

Ca*

Abb. 1.3.2: Vereinfachtes Modell der Insulinsekretion der B-Zelle des Pankreas unter Beteiligung von
(SUR1/Kir6.2)-Kate-Kanalen. Ein Anstieg des ATP/MgADP-Verhaltnisses fiihrt zu einer Inhibition von Kare-
Kanalen. Durch die darauf folgende Depolarisation des Membranpotentials werden spannungsabhangige
Ca?*-Kanale aktiviert und Ca2" stromt in die Zelle, welches die Verschmelzung von Insulinvesikeln mit der
Membran triggert. (Abb. in Anlehnung an Nichols 2006)

Depolarisation KaTp-
Kanal
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iiber hinaus konnten Studien mit adipdsen Ratten zeigen, dass Diazoxid oder das SURI1-selektive
NNC414 zu einer Verbesserung der Glucosespiegel und zu einer Gewichtsabnahme fithren
(Alemzadeh et al., 1996, 2004).

Fir die Karp-Kanal-Untereinheiten des pankreatischen Kanals (SUR1/Kir6.2 bzw. die Gene
ABCCS8 und KCNIJ11) sind eine Reihe von Mutationen bekannt; wahrend ein Verlust an Kanalakti-
vitdt zu einer Hyperinsulindmie fiihrt, resultiert aus einer vermehrten Kanalaktivitdt eine Hypoinsu-
linamie (Ubersicht: Flanagan et al., 2009). Die kongenitalen Hypoinsulinimien zeigen sich in einem
neonatalem Diabetes und machen eine Behandlung mit Insulin oder Sulfonylharnstoffen notwendig.
Ein Teil der congenitalen Hyperinsulindmien, sog. PHHI (persistant hyperinsulinemic hypoglyce-
mia of infancy), konnen konservativ mit dem Karp-Kanaloffner Diazoxid behandelt werden; meist
ist jedoch eine Pankreatektomie erforderlich. Auch fiir erworbene Hyperinsulindmien, wie dem
Insulinom oder PCOS (polycystic ovary syndrom), wird Diazoxid zur Minderung der hyperinsu-

lindmischen Symptomatik eingesetzt (de Tullio et al., 2006).

1.3.7 Funktion des SUR2B/Kir6.1-Kare-Kanal der glatten GefaBmuskulatur

Charakteristisch fiir die SUR2B-Untereinheit ist ihre Expression in glatter Muskulatur (Uber-
sicht: Teramoto, 2006a). In Kombination mit der Kir6.1-Untereinheit bildet sie einen K arp-Kanal,
der sich von anderen Karp-Kanalformen unterscheidet. So wird der SUR2B/Kir6.1-Kanal nicht
durch physiologische ATP-Konzentrationen gehemmt, bleibt jedoch in Abwesenheit von NDP oder
KCO geschlossen. Daher wird der Kanal gelegentlich auch als Knpp-Kanal referenziert. Seine
Leitfahigkeit fiir Kaliumionen wurde in Gegenwart von 140 mM K™ auf 33 pS bestimmt (Yamada
etal., 1997)

Beim SUR2B/Kir6.1-Kanal handelt es sich neben dem SUR1/Kir6.2-Kanal um die zweite in die-
ser Arbeit untersuchte K arp-Kanalform. Da er im gesamten arteriellen Gefdllsystem die dominie-
rende K arp-Kanalform der glatten Muskulatur bildet (Ploug et al., 2010) stellt er eine Zielstruktur
in der Therapie der arteriellen Hypertension dar. Diese Kanalform wird durch K arp-Kanal6ffner
(KCO) wie Pinacidil, Cromakalim oder Diazoxid aktiviert, welche durch Hyperpolarisation den
GefaBtonus vermindern und ihre bekannte vasodilatierende blutdrucksenkende Eigenschaft vermit-
teln (Jahangir et al., 2001). Die Bedeutung dieses Mechanismus wurde durch Knock-out-Méausen
mit fehlender Expression von funktionsfahigen Kir6.1- oder SUR2-Proteinen demonstriert: Diesen
Maiuse fehlt dieser vasodilatierende Effekt, dienen als Modell fiir einen Vasospasmus der Koronar-
arterien (Prinzmetal-Angina), zeigen spontane Angina pectoris-Anfille und sterben héufig an plotz-

lichen Herztod (Seino and Miki, 2003).
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Obwohl der K arp-Kanal6ffner Cromakalim die Phase III der Klinischen Untersuchungen erfolg-
reich durchlief, besitzen KCO keine klaren Vorteile gegeniiber anderen Hypertensiva (Coghlan et
al., 2001). Gleichzeitig zeichnen sich KCO aufgrund des ubiquitiren Vorkommens von K atp-
Kandle im menschlichen Ko&rper durch ein ausgeprigtes Nebenwirkungsprofil aus. Bekannte
Nebenwirkungen von Diazoxid sind unter anderem Odeme, Reflextachykardie, Kopfschmerzen
oder Hypoinsulindmien; daher wurde die Entwicklung von K aArp-Kanaloffnern mit hoherer Selekti-
vitdt angestrebt (Jahangir et al., 2001).

Karp-Kanal-Blocker wie Glibenclamid fiihren zu einer Depolarisation des Membranpotentials
und damit zu einem Anstieg des peripheren GefaBwiderstandes infolge einer Reduktion des arteriel -
len Durchmessers (Quayle et al., 1997). Im Zusammenhang mit der Regulation des Gefafltonus
bleibt erwdhnenswert, dass auch Neurotransmitter wie Noradrenalin oder Serotonin, sowie einige
Vasokonstriktoren wie Angiotensin II oder Endothelin 1 eine blockierende Wirkung auf K arpe-
Kanéle besitzen sollen. Auch fiir Adenosin oder CGRP (calcitonin gene-related peptide) wurden

aktivierende Effekte auf K arp-Kanile nachgewiesen (Quayle et al., 1997).

1.4 Kare-Kanal-Blocker

1.4.1 Wirkmechanismus und klinische Relevanz

K arp-Kanal-Blocker filhren zu einer verminderten Offnungswahrscheinlichkeit des Karp-
Kanals, einer Reduktion der Leitfahigkeit fiir Kaliumionen und dadurch zu einer Depolarisation der
Zelle. In der Beta-Zelle des Pankreas fiihrt dies analog zu einem Anstieg des ATP/ADP-Verhiltnis-
ses zu einer Aktivierung von spannungsabhingigen Ca®*-Kanilen und einer vermehrten Insulinse-
kretion (vgl. Abb. 1.3.2). Die Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 durch Mobilisation von
Insulinreserven stellt das hauptsidchliche klinische Anwendungsgebiet der K arp-Kanal-Blocker dar
(Rendell, 2004). Mogliche weitere Anwendungszwecke der Karp-Kanal-Blocker sind beispiels-
weise die Therapie einer Hypotension durch Endotoxine — z. B. im Rahmen eines septischen

Schocks (Landry and Oliver, 1992) — oder der Einsatz als Antiarrhythmika (Billman, 2008).
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1.4.2 Substanzgruppen

1.4.2.1 Sulfonylharnstoffe
Die bekannteste und therapeutisch bedeutsamste Gruppe der Karp-Kanal-Blocker stellen die

Sulfonylharnstoffe dar. Ein klassischer Vertreter dieser Gruppe ist Glibenclamid (vgl. Abb. 1.4.1).

WW e

Glibenclamid
Abb. 1.4.1: Strukturformel des Sulfonylharnstoffs Glibenclamid

w=0

o

Sulfonylharnstoffe sind namensgebend fiir die Sulfonylharnstoffrezeptor-Untereinheit und binden,

mit einer Selektivitit zugunsten der SUR 1-Untereinheit (Geisen et al., 1985; Sturgess et al., 1985).

1.4.2.2 Cyanoguanidine
Aus der Gruppe der Cyanoguanidine, welche auch potente K arp-Kanaloffner wie Pinacidil oder

P 1075 umfasst, stammen K srp-Kanalblocker wie PNU-96293(R), PNU-99963 oder das Guanidin-

Derivat PNU-37883A (Abb. 1.4.2; Khan et al., 1997).
CN
P CL) O- x@&
e HCL

-
PNU-37883A

(£)-PNU-94750 PNU-99963 Cl
PNU-96293 (R)
PNU-96179 (S)

Abb. 1.4.2: Strukturformeln der Cyanoguanidin-Derivate PNU-96283 (R) und PNU-99963 sowie des
Guanidin-Derivats PNU-37883A

Wihrend PNU-99963 die SURI-, SUR2A- als auch SUR2B-K arp-Kanile in gleichem Malle
blockiert, wurde fiir PNU-37883A eine Selektivitit zu Gunsten des K arp-Kanals der glatten Gefa3-
muskulatur (SUR2B/Kir6.1) nachgewiesen (Cui et al., 2003; Teramoto, 2006b). Wéhrend das R-
Enantiomer PNU-96293 eine blockierende Eigenschaft am SUR2B/Kir6.2-Kanal besitzt, wirkt das

entsprechende S-Enantiomer schwach agonistisch (Lange et al., 2002).
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1.4.2.3 Pyrido- und Thieno-Thiadiazine
Auch unter den Pyrido- und Thieno-Thiadiazinen wurden Derivate mit K arp-Kanal blockieren-
den Eigenschaften gefunden. Sie werden im Kontext der Diazoxid-Derivate in Kap. 1.5.3.2 und

Kap. 1.5.3.3 ndher beschrieben.

1.5 Agonisten des Karp-Kanals

Karp-Kanaloftner (KCO) stellen eine heterogene Substanzgruppe dar, welche den K arp-Kanal
im Sinne einer erhdhten Offnungswahrscheinlichkeit aktivieren und damit eine Hyperpolarisation
des Membranpotentials bewirken. Sie lassen sich in die Gruppen Benzopyrane (Cromakalim, Lev-
cromakalim, Bimakalim), Cyanoguanidine (Pinacidil, P 1075), Thioformamide (Aprikalim), Nico-
tinamides (Nicorandil), Pyrimidinsulfate (Minoxidilsulfat), Dihydropyridine (ZM-244085), Thieno-
Thiadiazine (NNC414) sowie Benzothiadiazine (Diazoxid und Derivate) unterteilen (vgl. Abb. 1.5.1
bis 1.5.4; Jahangir et al., 2001).

1.5.1 Therapeutisches Potential fir Kare-Kanaloffner

Aufgrund der Exprimierung von Karp-Kanilen in einer Vielzahl von unterschiedlichen Gewe-
ben, besitzen Karp-Kanaloffner zahlreiche Einsatzmoglichkeiten — jedoch auch zahlreiche uner-
wiinschte Nebenwirkungen. Ziel der Entwicklung weiterer KCO ist daher eine hohe Selektivitdt fiir
das entsprechende Zielgewebe, bei gleichzeitig minimiertem Nebenwirkungsprofil. Eine Ubersicht

iiber potentielle therapeutische Einsatzgebiete von KCO findet sich in Tab. 1-2.

Tab. 1-2: Potentielle Einsatzgebiete von Kare-Kanal-Agonisten sortiert nach Organsystem

Pankreas Gefalisystem Herz Gehirn

* Angeborene * Hypertension » Kardioprotektion ¢ Neuroprotektion
Hyperinsulindmie » Koronarspasmen * Angina pectoris * Epilepsie

* Angeborene * Periphere arterielle * Arrhythmien * Analgesie
Hypoglykédmie Verschlusskrankheit

* Insulinom (pAVK)

* Diabetes * zerebrale Vasospasmen

e Impotenz
Haarfollikel Blasenmuskulatur Lunge
 Haarausfall * Reizblase * Asthma

(modifiziert nach Jahangir et al., 2001)
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1.5.2 Non-Diazoxid-Karp-Kanaloffner

Karp-Kanaléffner (KCO) zeichnen sich in charakteristischer Weise durch eine hohe Selektivitét
zugunsten des SUR2 aus (Ausnahme: Diazoxid und Derivate) und werden aufgrund ihrer vasodila-
tierenden Eigenschaft (durch Agonismus an SUR2B) auch als vaskulidre K arp-Kanal6ffner bezeich-
net. Urspriinglich fiir die Therapie der Hypertonie entwickelt, wird die erste Generation von KCO
wie Pinacidil oder Cromakalim, nur selten eingesetzt. Im Vergleich mit anderen Antihypertensiva
bieten sie keine Vorteile und zeigen aufgrund des ubiquitdren Vorkommens von SUR2 und der unse-
lektiven Wirkung an SUR2A und SUR2B mehr Nebenwirkungen.

Chemisch entstammen Karp-Kanaloffner (KCO) verschiedenen Substanzgruppen von denen

einige nachfolgend néher beschrieben werden.

1.5.2.1 Cyanoguanidine

Der Prototyp der Cyanoguanidine ist Pinacidil (Abb. 1.5.1). Sein Derivat P 1075 zeichnet sich
durch eine gesteigerte Affinitit an SUR2B aus und wird in Form von [*H]-P 1075 als Radioligand
eingesetzt (Bray and Quast, 1992; Quast et al., 1993).

CN CN
S N 7
O O
Pinacidil P1075
Abb. 1.5.1: Strukturformeln der Cyanoguanidine Pinacidil und P 1075

1.5.2.2 Benzopyrane

Klassischer Vertreter der Gruppe der Benzopyrane (Abb. 1.5.2) ist Cromakalim bzw. seine aktive
Form Levcromakalim. Heute sind Derivate mit hoherer Affinitdt an SUR2 bekannt. Die Benzo-
pyran-Derivate Bimakalim und KC399 besitzen variierte Substituenten in den chemisch zugingli-
chen Positionen 3', 4' und 6'. Das hochaffine KC399, erreicht mit einer Thioamid-Gruppe in

Position 4', pKp-Werte im nanomolaren Bereich.

A
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(_) - Cromakalim Bimakalim KC399

Abb. 1.5.2: Strukturformeln der Benzopyrane (-)-Cromakalim, Bimakalim und KC399
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1.5.2.3 Weitere vaskuldre Kare-Kanaléffner
Ausgehend von den hochaffinen KCO des Benzopyrantyps stellten Cecchetti et al. (2003) Sub-

stanzen mit einem Benzothiazin-Molekiil als Grundgeriist vor. Im Vergleich mit dem Benzopyran

O e
B e s

3c 5¢c
Abb. 1.5.3: Strukturformeln der beiden Benzothiazine 3c und 5c¢ aus Cecchetti et al. (2003)

stellt das Benzothiazin durch das Ersetzen des Sauerstoff- durch ein Schwefelatom eine Aufweitung
des Pyranringes dar. In Kombination mit einer 4'-Cyclopentenon-Substitution erreichten Benzo-
thiazin-Derivate (Abb. 1.5.3) sogar eine 10.000-fach hohere vasorelaxierende Wirkung als Levcro-
makalim selbst. Diese Ergebnisse konnten nicht widerspruchsfrei von Carosati et al. (2005)
reproduziert werden: so wurden fiir diese Substanzen um ca. Faktor tausend geringere pKp- und
pECso-Werte bestimmt. Es bleibt zweifelhaft, ob der vasorelaxierende Effekt allein durch die Bin-
dung an der SUR-Untereinheit zu erkléren ist.

Neben den bereits genannten KCO existieren zahlreiche weitere KCO, welche in dieser Arbeit
nicht eingesetzt werden (Abb. 1.5.4). Sie unterstreichen jedoch die Diversitit der KCO. So ist fiir
das Nicotinamid Nicorandil bekannt, dass es seine vasorelaxierende Wirkung an Koronararterien
sowohl durch Aktivierung des SUR2B-K arp-Kanile -Kanals als auch in der Funktion eines Stick-

stoffmonoxid-Donor vermittelt (Cogolludo et al., 1999). Iptakalim unterscheidet sich durch seine

/N | (I?
N _NC
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‘>_< /-0
o (0]
ZM-244085 Iptakalim Minoxidilsulfat

Abb. 1.5.4: Strukturformeln diverser Karr-Kanaloffner
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einfache chemische Struktur von anderen KCO. Es wurde als SUR2B-selektiver KCO charakteri-
siert und besitzt eine geringe antagonistische Wirkung am SUR1/Kir6.2-K sorp-Kanal (Wang et al.,
2005; Misaki et al., 2007; Pan et al., 2010).

Minoxidilsulfat gilt ebenfalls als vaskuldrer K arp-Kanaloftner, wird jedoch klinisch vor allem
zur Stabilisierung androgener Alopezie eingesetzt (Jahangir and Terzic, 2005). Das Thioformamid
Aprikalim ist neben dem Benzopyran KC399 ein weiteres Beispiel fiir einen potenten KCO mit

einer Thioamid-Gruppe.

1.5.3 Diazoxid und seine Derivate

1.5.3.1 Funktionelle Sonderstellung des Diazoxids unter den Kare-Kanal6ffnern
Diazoxid (Abb. 1.5.5, 7-chloro-3-methyl-4H-1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxide) nimmt von
allen Kaliumkanaloffnern eine Sonderstellung ein. Im Unterschied zu anderen KCO aktiviert es

unselektiv neben SUR2 auch den fiir die B-Zelle des Pankreas typischen SURI. Larsson et al.

(1993) beschrieben fiir die 3-Zelle des Pankreas (SUR1) die Abhéngigkeit der Diazoxid-Wirkung
von der Anwesenheit von MgADP. Sie schlugen vor, dass die aktivierende Wirkung von MgADP
und Diazoxid auf dem gleichen Wirkmechanismus basiert und Diazoxid eine Amplifikation des
MgADP-Eftekts bewirkt. Diese Hypothese wird durch Mutationen im NBF2 unterstiitzt, welche
jeweils im gleichen Malle die Wirkung von MgADP als auch Diazoxid beeinflussen und einen
gemeinsamen Transduktionsmechanismus von MgADP und Diazoxid am SUR1 nahelegen (Shyng
et al., 1997; Masia and Nichols, 2008). Wiahrend Mutationen im NBF2 zu einem Wirkverlust oder
einer starken Wirkabschwichung sowohl von MgADP als auch Diazoxid fiihren, modulieren Muta-
tionen im NBF1 des SUR1 die Diazoxid-Wirkung und MgADP-Wirkung teils im Sinne einer Ver-
starkung teils einer Abschwichung (Shyng et al., 1997).

Neben der Aktivierung des SURI findet sich eine weitere Besonderheit des Diazoxids in der
Aktivierung des SUR2A: wihrend SUR2A durch klassische KCO wie z.B. Pinacidil aktiviert wird
(Isomoto et al., 1996), ist dies fiir Diazoxid erst in Gegenwart von sehr hohen MgADP-Konzentra-
tionen moglich (D’hahan et al., 1999b); die Aktivierung des SUR2B erfordert dagegen keine hohe
MgADP-Konzentration. Dabei unterscheiden sich die beiden Spleilvarianten SUR2A und SUR2B
nur in den letzten 42 C-terminalen Aminosduren (Isomoto et al., 1996). Dieser C-terminale Unter-
schied soll sich in unterschiedlichen Eigenschaften der Nukleotidbindung im NBF2 ausdriicken,
welchem eine Schliisselrolle in der Wirkung der Kaliumkanal6ffner zukommt (Bienengraeber et al.,

2000; Matsuo et al., 2000; Matsuoka et al., 2000; Zingman et al., 2001).
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Therapeutisch wird Diazoxid als einziger zugelassener KCO auch in der Behandlung der Hyper-
insulindmie eingesetzt, da es auch den SUR1-Karp-Kanal aktiviert. Aufgrund seiner unselektiven
Aquipotenz an SUR1 und SUR2 geht eine Behandlung mit Diazoxid jedoch mit zahlreichen uner-
wiinschten Nebenwirkungen wie Odemen, Kopfschmerzen, Hypotonie und Hypertrichose einher
(Jahangir et al., 2001). Daher begann auf Grundlage des Diazoxid-Molekiils die Suche nach Deriva-

ten mit einer hoheren Aftinitit und Selektivitit zugunsten des SUR1-K orp-Kanals.

1.5.3.2 Benzo- und Pyrido-Thiadiazine

Die Arbeitsgruppe um Bernard Pirotte synthetisierte zundchst Pyrido-Thiadiazine mit einer 3'-
Alkylamino-Seitenkette. Das 3'-Alkylamino-Derivat BPDZ 44 (Abb. 1.5.5) stellte sich dabei mit
1.65 Log-Einheiten als besonders SURI1-selektiv heraus (Pirotte et al., 1993, 1994). Umgekehrt

zeigt BPDZ 79 mit einer anderen Position des Stickstoffatoms im Pyridoring und einem quartiren

statt tertidrem [3-C-Atom im 3'-Substituenten eine funktionelle Selektivitit zu Gunsten des SUR2B:
es wirkt antagonistisch am (SURI1/Kir6.2)-K arp-Kanal, wéihrend es an Zellen einer Rattenaorta
(SUR2B/Kir6.1) agonistische Effekte zeigt (Schonlau, 2005).

Unter den Benzothiadiazinen sind bisher keine Antagonisten am K arp-Kanal bekannt. Erwih-
nenswert sind jedoch SUR1-selektive Benzothiadiazin-K arp-Kanaldffner wie beispielsweise das 3'-

Isopropylamino-Diazoxid-Derivat BPDZ 73 (Abb. 1.5.5; Lebrun et al., 2000).

1.5.3.3 Thieno-Thiadiazine

Auf diesen Ergebnissen aufbauend entwickelte die Arbeitsgruppe um Bodo Hansen mehrere 6-
chloro-3-alkylamino-Thieno-Thiadiazin-Derivate mit SURI-selektiver Wirkung (Nielsen et al.,
2002). So zeigte beispielsweise das Derivat NNC414 (Abb. 1.5.5) an SUR1/Kir6.2 eine agonisti-
sche relativen Wirkstirke von ca. 0.5 uM und einen vermeintlichem Wirkverlust an SUR2B. Wih-
rend NNC414 und dhnliche Substanzen die Studienphasen I und II erfolgreich durchliefen, wurde
die Markteinfiihrung durch die hepatotoxische Wirkung der Substanz letztendlich verhindert.

Unabhingig davon wurde entdeckt, dass es sich bei den vermeintlichen Wirkversagern am
SUR2B-Kanal um K arp-Kanalblocker handelt. Eine systematische Untersuchung im eigenen Insti-
tut (Dissertation Teschner 2011) erbrachte fiir die 3'-Cyclobutyl-, Cyclopentyl- und Cyclohexyl-
amino-Derivate mit einem tertidrem o—C-Atom, wie z.B. NNC 55,0047 (Abb. 2.4.2), eine antago-
nistische Wirkung an nativen Zellen der Rattenaorta (SUR2B/Kir6.1). Mit einer zusitzlichen
Methylgruppe am a—C-Atom, wie z. B. des Derivats NNC 55,0467 (Abb. 2.4.2), zeigen diese Sub-
stanzen agonistische Effekte an Zellen der Rattenaorta (Lemoine et al., 2007, 2009)
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Abb. 1.5.5: Darstellung ausgewahlter Thiadiazine

1.5.3.4 Modell fiir SUR1- oder SUR2B-selektive KCO

Zusammenfassend gilt als Rezept fiir eine SUR1-selektive Substanz ein kurzer, verzweigtkettiger
oder kleiner cyclischer 3'-Alkylamino-Substituent am Diazoxid-Molekiil in Kombination mit einer
kleinen elektronegativen Gruppe (z.B. einem Halogen) am assoziierten aromatischen Ring (in Posi-
tion 6' der Thieno-Thiadiazine bzw. Position 7' der Benzo-Thiadiazine). Fiir den SUR2B-K arp-
Kanaltyp sei in Position 3' ein kleiner verzweigtkettiger Alkylrest vorteilhaft, wihrend kleine cycli-
sche Reste zu einem Affinitétsverlust fithren; in Position 7' wirken sich elektronegative oder grof3e
lipophile Reste positiv hinsichtlich der Affinitdt am SUR2B aus (Pirotte et al., 2005; de Tullio et al.,
2006).
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1.6  Bindungsstellen am SUR

1.6.1 Allosterie zwischen der Bindungsstelle fiir Sulfonylharnstoffe und dem
Kaliumkanaloffner P1075

Im Hetero-Oktamer des K arp-Kanals stellen die vier Sulfonylharnstoftrezeptoren (SUR), welche
die vier porenbildenen Kir6.x-Proteine regulieren, das pharmakologische Ziel verschiedener Sub-
stanzen dar. Urspriinglich wurde der SUR nur als Rezeptor fiir die namensgebenden Sulfonylharn-
stoffe (SU) angesehen (Sturgess et al., 1985). Erst spdter wurde gezeigt, dass auch die
Kaliumkanal6ffner wie z. B. das Cyanoguanidin P1075 an einer anderen Bindungsstelle des SUR
binden (Bray and Quast, 1992). Eine negative allosterische Wirkung der SU-Bindungsstelle auf die
KCO-Bindungsstelle konnte mittels einer Beschleunigung der Dissoziationskinetik von [*H]-
P 1075 durch Glibenclamid fiir den SUR2A- (Dickinson et al., 1997) sowie den SUR2B- (Bray and
Quast, 1992; Hambrock et al., 1998) K arp-Kanaltyp nachgewiesen werden. Umgekehrt wird auch
eine negative allosterische Wirkung der klassischen KCO-Bindungsstelle auf die SU-Bindungsstelle
angenommen; so mindert Pinacidil (ebenfalls aus der Gruppe der Cyanoguanidine) in Gegenwart
von MgATP an SUR1 die Anzahl der Bindungsstellen fiir Glibenclamid, jedoch ohne dabei die Affi-
nitdt des Glibenclamids zu verdndern (Schwanstecher et al., 1992). Da Glibenclamid und Pinacidil
nicht kompetitiv an unterschiedlichen Stellen des SUR binden, ldsst dies auf eine negative allosteri-

sche Anderung der Affinitit der Sulfonylharnstoff-Bindungsstelle schlieBen.

1.6.2 Lokalisation der Bindungsstellen synthetischer Liganden am SUR

1.6.2.1 Lokalisation der Bindungsstellen von Diazoxid und Non-Diazoxid-KCO am SUR

Die folgenden Ausfiihrungen iiber die Position der einzelnen mutmaBlichen Bindungsstellen am
SUR lassen sich anhand Abb. 1.6.1 nachvollziehen. In molekularbiologischen Versuchen tauschten
Uhde et al. (1999) einzelne Dominen von SUR1 und SUR2B gegeneinander aus. Sie postulierten
durch den Wirk- und Affinitatsverlust der fiir SUR2B selektiven KCO P1075, Pinacidil und Levcro-
makalim an bestimmten Chiméren zwei kritische Regionen fiir die klassischen Kaliumkanaloffner
namens KCOI (Thr1059-Leul087, SUR2B) und KCOII (Arg 1218-Asn1320, SUR2B). KCO I
befindet sich dabei in einer cytoplasmatischen Schleife zwischen den Helices 13 und 14, wéhrend
sich KCO II iiber die Helices 16 und 17 und einen Teil des NBF2 erstreckt. Uhde et al. (1999) iiber-
trugen ihre Ergebnisse generell auf Kaliumkanal6ffner, dabei hebt sich das Benzothiadiazin Dia-
zoxid von den klassischen Kaliumkanaloffnern (z. B. aus den Gruppen der Benzopyrane oder

Cyanoguanidine) funktionell deutlich ab (vgl. Kap. 1.5.3.1).
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Abb. 1.6.1: Aufbau eines SURx; fir den Wirkmechanismus relevante Regionen der
Sulfonylharnstoffe (magenta), klassischen KCO (gelb) und Diazoxid (und Derivate) (blau) sind farbig
hinterlegt. Mit einem schwarzen Balken (Helix 17) ist die Lokalisation der Aminosauren M1290
(Sur1) bzw. T1253 (SUR2) markiert, welche fir die Wirkung klassischer KCO von Bedeutung sind.
Die Aminosaure S1237 ist fur die Wirkung von Sulfonylharnstoffen von besonderer Bedeutung
(magenta Punkt zwischen Helix 15 und 16).

Die niedrige Wirkstéirke von Diazoxid an SUR2A in Abwesenheit hoher MgADP-Konzentratio-
nen im Vergleich zu SUR2B oder SURI (vgl. Kap. 1.5.3.1) konnte in molekularbiologischen Expe-
rimenten an Chiméren aus SURI und SUR2A dazu beitragen, relevante Regionen fiir die
Diazoxidwirkung ndher einzugegrenzen. D'hahan et al. (1999a) konnten an SUR1~SUR2A-Chimi-
ren mittels Patch-Clamp-Technik die TMD2 (Helices 12-17) des SUR2A als kritische Region fiir
die Wirkung des Cromakalim-Analogons SR47063 abgrenzen; fiir Diazoxid dagegen konnte nur
gezeigt werden, dass seine Wirkung weder von dem Austausch von TMD2 noch von NBF2 abhing
und Diazoxid vermutlich einen anderen Wirkmechanismus als die klassischen KCO besitzt.

Babenko et al. (2000) teilten den SUR1 und SUR2A etwas feiner in sieben Regionen (N-termina-
les Ende, TMDO, TMD1, NBD1, TMD2, NBD2 und C-terminales Ende) ein und erzeugten durch
Austausch der Regionen zahlreiche SUR1~SUR2A-Chimire, welche mit Patch-Clamp-Technik
untersucht wurden. Die Ergebnisse bestétigten, dass TMD?2 die entscheidende Region fiir die Wir-
kung (SUR2A) bzw. fehlende Wirkung (SUR1) von klassischen KCO wie Cromakalim oder Pinaci-
dil darstellt. Fiir Diazoxid wurde ein solcher Zusammenhang zwischen Wirkung und TMD2 nicht
gefunden. Vielmehr konnte gezeigt werden, dass NBF1 sowie die Helices 6-11 (TMD1) des SUR1
die entscheidenden Regionen fiir eine Diazoxid-Wirkung darstellen. Jedoch bleiben diese funktio-

nellen Ergebnisse in Hinblick auf die eindeutige Identifikation einer Bindungsstelle schwierig zu



22 Einleitung Kap. 1.6

bewerten, da durch Austausch nur einer dieser beiden Domiinen an SUR1 gegen das SUR2A-Aqui-
valent kein vollstandiger Verlust der Diazoxid-Wirkung gemessen wurde.

Dabrowski et al. (2002) grenzte diese Angaben fiir das Diazoxid-Derivat NNC 55-09216
(Abb. 1.2.1) mittels Versuchen an SUR1/SUR2A-Chimiren auf die letzten vier Helices 8-11 von
TMDI1 des SURI ein. Dabei unterscheidet NNC 55-09216
sich jedoch in einigen Punkten funktionell von Diazoxid. Im H 3! H
Gegensatz zu Diazoxid benétigt das SURI1-selektive NNC /@i m/ \(
55-09621 zum einen MgATP (und nicht MgADP) um an  MeO™ 7' //S\f §

SUR2A zu wirken. Zum anderen fiihrt der Austausch des NNC(? 55-0(9)216

NBF2 aus SURI gegen den von SUR2A zu einem Wirkver- aApp. 1.6.2:

lust von NNC 55-09621, wohingegen die Wirkung fiir Dia- Strukturformel von NNC 55-09216
zoxid erhalten bleibt. Der Grund fiir diese funktionelle Divergenz konnte in der Guanidin-Struktur
des 3'-Alkylamino-Diazoxid-Derivates liegen, welches sich sterisch und in der Ladungsverteilung
vom einfachen Diazoxid unterscheidet (de Tullio et al., 2006). Zum einen schrankt dieser funktio-
nelle Unterschied die Ubertragbarkeit der Ergebnisse des Diazoxid-Derivats auf Diazoxid selbst ein.
Zum anderen besitzen beide eine sehr dhnliche Grundstruktur und die identifizierte Region fiir Dia-
zoxid durch Babenko et al. (2000) und NNC 55-09621 decken sich TMDI1 (Helices 8-11, SUR1).

Zusammenfassend kann aus den vorliegenden Studien an Chiméren hinsichtlich der Diazoxid-
Bindungsstelle gefolgert werden, dass die Helices 8-11 moglicherweise einen Teil der Diazoxid-
Bindungsstelle darstellen. Dabei miissen die Ergebnisse der Studien an Chiméren in mehrfacher
Hinsicht kritisch bewertet werden (Ubersicht: Moreau et al., 2005): Zum einen koénnen Studien an
artifiziellen SUR1~SUR2A-Chimiren nicht zweifelsfrei auf physiologische Karp-Kanéle iibertra-
gen werden. Zum anderen wird in der Literatur die Schwierigkeit der funktionellen Messung des
Karp-Kanals verwiesen. Da dieser durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst wird (vgl.
Kap. 1.3) weisen Patch-Clamp-Messungen, welche an Zellmembranen (z.B. inside-out-Konfigura-
tion) durchgefiihrt werden, eine hohe Variabilitit auf (Moreau et al., 2005b; Teramoto et al., 2006).
Zusétzlich bemerkte bereits Matsuoka et al. (2000) kritisch, dass von MgADP abhéngige Effekte
der Diazoxid-Wirkung, wie sie z. B. von Shyng et al. (1997) am NBF2 gezeigt wurden, durch den
MgADP-freien Versuchsautbau von Babenko et al. (2000) nicht erfasst werden. Zugleich wird in
Abwesenheit von MgADP die vermutete positive allosterische Wechselwirkung zwischen beiden
NBF (Matsuo et al., 2002) nicht beriicksichtigt. Eine zusitzliche Beteiligung des NBF2 an der Dia-
zoxid-Wirkung ist durch diese SUR1~SUR2A-Chiméren-Versuche somit nicht ausgeschlossen.

Bis auf Uhde et al. (1999) basierten alle an SUR1~SUR2A-Chiméren durchgefiihrten Versuche

auf rein funktionellen Untersuchungen. Damit bleibt offen, ob an den fiir die Diazoxidwirkung
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kritischen Regionen tatsidchlich Diazoxid bindet oder sie nur eine Bedeutung fiir den Transduktions-
weg von Diazoxid besitzen.

Wihrend die Aussagen iiber eine Diazoxid-Bindungsstelle diirftig sind, konnten fiir die Non-
Diazoxid-KCO bereits einzelne Aminosduren fiir deren Wirkung gefunden werden. So identifizierte
Moreau et al. (2000) die beiden Aminosduren T1253 und L1249 in Helix 17 der TMD II des
SUR2A, welchen eine Schliisselrolle in der Aktivierung des SUR2A durch klassische KCO
zukommt. Eine Ubertragung dieser beiden Aminosiuren von SUR2A an die entsprechenden Stellen
des SUR1-Molekiil, fiihrt am SUR1 zu einer deutlich héheren Wirkung der klassischen KCO; dage-
gen hat diese Mutation auf die Diazoxid-Wirkung nur einen geringen Einfluss (Moreau et al., 2000;
Hambrock et al., 2004).

Aufgrund seiner GroB3e konnte bis heute kein SUR-Molekiil mit gebundenen Liganden in seiner
Struktur analysiert werden. Es existieren jedoch auf Grundlage von Daten bakterieller Proteine
Modelle fiir den SUR in seiner dreidimensionalen Struktur, welche Riickschliisse iiber mogliche
Bindungsstellen und Funktionen des SUR zulassen. Dabei sollen die Transmembrandoménen
TMDI1 und TMD?2 analog zu anderen ABCC-Transporterproteinen eine Bindungstasche formen in
der die beiden bereits genannten Aminosduren T1253 und L1249 (TM 17 in TMD?2) liegen und
einen Bestandteil der Bindungsstelle fiir die klassischen KCO darstellen (Bryan et al., 2004;
Babenko, 2005; Moreau et al., 2005b). Die Aminosédure T1253 (SUR2A) soll einen von der Grof3e
der Seitenkette des Liganden abhidngigen Schalter darstellen, wihrend die benachbarten aromati-
schen Aminosduren ein hydrophobes Umfeld schaffen; die an SUR1 entsprechende Aminosdure
Met1290 verhindert eine Bindung an SUR1 (Moreau et al., 2005a). Diese Aminosduren besitzen

keinen Einfluss auf die Wirkung von Diazoxid.

1.6.2.2 Lokalisation der Bindungsstellen der Sulfonylharnstoffe am SUR

Fiir Sulfonylharnstoffe wurde das Konzept von zwei Bindungsstellen, A-Site und B-Site, entwi-
ckelt (Vila-Carriles et al., 2007; Winkler et al., 2007). Die 4-Site entspricht dabei der Bindungsstelle
fiir Tolbutamid auf TMD2 (Babenko et al., 1999), deren kritische Bindungsstelle zwischen Helix 15
und 16 vermutet wird; nach einer Mutation der Aminosdure S1237 (SUR1) zwischen Helix 15 und
16, erlischt deren Funktion (Ashfield et al., 1999). Die B-Site wird in einem Anteil des Linkers LO
sowie dem N-terminalen Ende des Kir6.x selbst vermutet und ist fiir SUR1 und SUR2 unselektiv

(Vila-Carriles et al., 2007).
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1.7
L

II.

Ziele der vorliegenden Arbeit

Charakterisierung neuartiger, in Kooperation mit dem Institut fiir Organische Chemie und

Makromolekulare Chemie I der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf (AG Prof. Braun)

entwickelter Benzothiadiazin-Derivate als K aorp-Kanaldfther

1.

hinsichtlich ihrer Affinitit an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mittels [*H]-P 1075-

Kompetitionsbindung

hinsichtlich ihrer funktionellen Wirkung und Selektivitit an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-

Zellen und CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen mittels neuer Fluoreszenztechniken

Untersuchung einer potentiellen Allosterie zwischen den neuen Diazoxid-Derivaten und

vaskuldrer KCO an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mittels [H]-P 1075- Dissoziati-

onsbindung um folgende Fragestellungen zu beantworten:

a) Bindet Diazoxid tatsichlich an einer Bindungsstelle, welche sich von den Bindungs-
stellen klassischer, vaskuldrer KCO unterscheidet?

b) Binden die neu entwickelten Diazoxid-Derivate auch an diese Diazoxid-Bindungs-
stelle?

c) Existiert eine allosterische Wechselwirkung zwischen der Diazoxid-Bindungsstelle
und der Bindungsstelle herkdmmlicher, vaskuldrer KCO und ldsst sich diese quanti-
fizieren?

Welchen Einfluss besitzt die Grofe des 3'-Alkyl-Substituenten von Benzothiadiazin-

Derivate hinsichtlich Affinitat, relativer Wirkstarke und Selektivitit am SURI1- bzw.

SUR2B-K arp-Kanal ?

Besitzen Benzothiadiazin-Derivate mit einer 3'-Cyclobutyl-, cyclopentyl- oder cyclo-

hexyl-Substitution analog zu strukturdhnlichen 3'-Cycloalkylamino-Thieno-Thiadiazinen

eine SUR2B-K arp-Kanal blockierende Eigenschaft ?

Charakterisierung neuartiger, in Kooperation mit dem Institut fiir Organische Chemie und

Makromolekulare Chemie 1 der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf (AG Prof. Braun)

entwickelter Benzofuran-, Benzothiophen-, Benzothiazol-Derivate als K arp-Kanalliganden

1.

hinsichtlich ihrer Affinitit an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mittels [*H]-P 1075-
Kompetitionsbindung.

hinsichtlich ihrer funktionellen Wirkung und Selektivitdt an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-
Zellen und CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen mittels neuer Fluoreszenztechniken.
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2 Methoden und Material

2.1 CHO-(SUR1/Kir6.2)- und CHO-Wildtyp-Zellkultur

2.1.1 Herkunft

Die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen (CHO = Chinese Hams-
ter Ovary) stellen ein stabil transfiziertes, artifizielles Zellsystem dar, welches die fiir das menschli-
che Pankreas typische Isoform SUR1/Kir6.2 des K arp-Kanals exprimiert. Sie wurden freundlicher
Weise zusammen mit der entsprechenden CHO-Wildtypzelllinie durch die Firma Bayer AG zur Ver-

fiigung gestellt.

21.2 Kultivierung

Die CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen wuchsen adhirent mit einer Zelldichte von 6 bis 10 Millionen
Zellen auf einer Zellkulturschale (Greiner Bio-One) mit einem Durchmesser von 100 mm. Mit 10
ml Kulturmedium und unter den Bedingungen von 37° C, 100% Luftfeuchtigkeit und einer auf 7 %
CO; ergédnzten Luftatmosphire in einem Brutschrank erreichten die Zellen nach ca. 2 Tagen eine
einschichtige Konfluenz.

Als Kulturmedium wurde a-Minimal-Essential-Medium (a-MEM, GIBCO Nr. 22571-038)
erginzt um 10 % fetales Kélberserum (FKS), 2 mM L-Glutamin sowie 0.3 mg/ml G418 (Geneticin,
Invitrogen) als Selektionsfaktor verwendet. Die Kultivierung der CHO-Wildtypzellen erfolgte ana-
log, jedoch ohne G418.

21.3 Passagierung

Im 48 Stunden-Rhythmus nach Erreichen von Konfluenz wurden jeweils zwei Millionen Zellen
der Mutter-Zellkultur in eine Tochterschale unter einer Cleanbench mit keimfreien Material und
Instrumentarium passagiert. Hierzu wurde der Uberstand des Kulturmediums abgesaugt, die Zellen
anschlieBend mit 10 ml proteinfreiem PBS-Puffer zweifach gespiilt und fiir ca. 2 min bei Raumtem-
peratur mit 1 ml ¥4 Trypsinlosung (EDTA 0.01 %, Trypsin 0,025 %) versetzt, bis mikroskopisch eine
Auflosung der Zellverbdande sichtbar wurde. Diese Losung wurde durch 10 ml a-MEM ersetzt
womit die Zellen abgelost, resuspendiert und im Verhiltnis 1:5 (2 ml auf 10ml; entspricht ca. 1.2 bis
2 Millionen Zellen) in eine neue Zellkulturschale mit 8 ml a-MEM iiberfiihrt wurden. Die geringe

verbleibende Trypsinaktivitét verbrauchte sich am Proteinbestandteil des Kulturmediums.
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2.1.4 \Vorbereitung von Experimenten

Fiir Experimente mit Fluoreszenzmarkern wurden die Zellen in 12-well-strips (Greiner, TC) im
96-well-Format mit einer Zelldichte von 60.000 je well ausgesiedelt und im Brutschrank ca. 36 bis
48 h bis zur Konfluenz kultiviert. Zellzahlen wurden erhoben, indem 50 pl einer homogenen Zell-
suspension im Verhdltnis 1:1 mit Trypan-Blau als Vitalititsindikator versehen und anschlieend in

der Neubauer-Zahlkammer die Zahl der nicht angefarbten Zellen bestimmt wurde.

2.2 HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)- und HEK 293-Wildtyp-Zellkultur

2.2.1 Herkunft

Die Zelllinie HEK 293 leitet sich aus einer humanen embryonalen Nierenzellkultur ab, welche
durch Transformation mit gescherter DNS aus Adenovirus Typ5 hergestellt wurde (Graham et al.,
1977). Die in dieser Arbeit verwendeten HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen wurden mit der fiir
menschliche glatte Aortenmuskelzellen typischen Isoform SUR2B/Kir6.1 des K arp-Kanals perma-
nent transfiziert (Winkler, 2009) und freundlicher Weise durch das Institut fiir Experimentelle und
Klinische Pharmakologie der Universitdt Tiibingen zusammen mit der urspriinglichen Wildtypzell-

linie zur Verfiigung gestellt.

2.2.2 Kultivierung und Passagierung

Die Kultivierung der HEK 293-Zellen unterscheidet sich von den in Kapitel 2.1 beschriebenen
Verfahren fiir die CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellkultur in der Verwendung von MEM als Kulturmedium,
einem Kulturrhythmus von ca. 3.5 Tagen, sowie der Ablosung der Zellen vom Kulturmaterial ohne
den Einsatz von Trypsin. Die Kultivierung der transfizierten HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
erfolgte zusitzliche unter Zugabe von 0,150 mg/ml Zeocin (Zeocin Selection Reagent, InvivoGen)

als Selektionsfaktor.

2.2.3 \Vorbereitung von Experimenten

Fiir Experimente wurden HEK 293-Zellen in Poly-(L)-Lysin beschichtete 12-well-strips (96-
well-Format), sowie (fiir Radioligandbindungsversuche) in 96-well-Platten mit einer Zelldichte von
50.000/well ausgesiedelt. Nach 3-4 Tagen erreichten die Zellen jeweils eine einschichtige Konflu-

€nz.
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2.3  Kompetitionsbindung an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen

2.3.1 Rezeptortheorie und mathematisches Modell

Kompetitionsbindungsstudien beruhen auf der Annahme, dass ein zu untersuchender, radioaktiv
nicht markierter Ligand (A) mit dem Radioligand (L*) um eine Rezeptorbindungsstelle (R) konkur-
riert. Wahrend die Rezeptormenge und die Radioligandkonzentration [L*] konstant gehalten wer-
den, werden steigende Konzentrationen des unmarkierten Liganden [A] hinzugegeben.

Generell konnen fiir die Bildung von Ligand-Rezeptor-Komplexen nach dem Massenwirkungs-
gesetz Gleichgewichtskonstanten bestimmt werden. Dabei ergibt sich die Dissoziations-
gleichgewichtskonstante Kp eines Liganden (A) aus seiner Dissoziationsratenkonstanten koe und

der allgemeinen Assoziationsratenkonstante ko, wie folgt:

ko (4)
_ o
KD - kon(A) (1)

In Abwesenheit eines weiteren Liganden wird die relative Rezeptorbesetzung y A eines Liganden

A in Abhéngigkeit von seiner Konzentration [A] und seines Kp-Wertes wie folgt berechnet:

[4]

YaT Talvk, (2)

Mit steigender Konzentration des Liganden A ergibt sich somit eine zunehmende Rezeptorbeset-
zung. Nach Gl. (2) sind in einer Konzentration [A], welche dem Kp-Wert entspricht ([A] = Kp)
genau die Hélfte aller Rezeptoren besetzt (ya=0.5). Um eine Ligandkonzentration [A] in Relation

zum Kp-Wert des Liganden zu setzen, wird die analytische Einheit ¢4 angegeben:

—

A]
s = 3)

K—D

In Kompetitionsbindungsstudien wird vorausgesetzt, dass der Radioligand L* und der zu unter-
suchende unmarkierte Ligand A kompetitiv an der gleichen Bindungsstelle binden. Wéhrend die
Konzentration des Radioliganden [L*] konstant bleibt, wird die Konzentration des zu untersuchen-
den Liganden [A] variiert. Mit steigender Konzentration [A] steigt somit die statistische Wahr-
scheinlichkeit des Liganden A an einer freien Bindungsstelle zu binden. In
Kompetitionsbindungsstudien wird jedoch nicht die Bindung des zu untersuchenden Liganden A
gemessen, sondern die daraus resultierende verbleibende Bindung des Radioliganden L*. Dabei

wird fiir den Radioliganden die spezifische Bindung am Rezeptor (Bs) von der unspezifischen Bin-
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dung (Bns) an sonstigen Zellbestandteilen unterschieden; aufsummiert ergeben sie die totale Bin-
dung (Biot). Die spezifische Bindung (Bs) ist dabei von dem Konzentrationsverhéltnis beider Ligan-
den und ihrer Affinitdit zum Rezeptor abhédngig. Die unspezifische Bindung wird ermittelt, indem
ein nicht markierter kompetitiver Ligand in einer Konzentration [A] >> 100 * K beinahe alle Ziel-
rezeptoren des Radioliganden besetzt und anschlieend die dennoch gebundene Menge an Radioli-
gand gemessen wird. Die spezifische Bindung wird durch Subtraktion der unspezifischen Bindung
(Bns) von der totalen Bindung (Biot) ermittelt.

Die ermittelte Kompetitionsbindungskurve 148t sich durch folgende Formel beschreiben:

[4]

Bg([4]) = Bo—Bo'm 4)

Dabei wird mit Bs([A]) die spezifische Bindung des Radioliganden in Gegenwart einer Ligand-
konzentration [A] beschrieben. B, stellt die spezifische Bindung des Radioliganden am zu untersu-
chenden Rezeptor in Abwesenheit eines Liganden (A) dar. Ky - und Kp bezeichnen die
Dissoziations-Gleichgewichtskonstanten des Radioliganden (L*) bzw. des zu untersuchenden
Liganden (A). Mit der ICso wird die Konzentration des Liganden (A) bezeichnet, welche eine halb-

maximale Inhibition des Radioliganden (in seiner eingesetzten Konzentration) erreicht.
ICy, = K, (1+[L*/K,,)

50
Ic
o K, = 50 ®))
1+[L *]/KL*

Mit Hilfe des Cheng-Prussof-Faktors (1 +[L*]/K,.)in Gl (5) (Cheng und Prusoff, 1973)
lasst sich die unter Anwesenheit des Radioliganden ermittelte ICso in die Dissoziationsgleichge-
wichtskonstante K> des Liganden (A) konvertieren. Aus obiger Gl. (5) ergibt sich fiir den Fall einer
homologen Kompetitionsbindung mit der nicht radioaktiv markierten Variante des Radioliganden

(self displacement: A = L*):

K, = ICy, — [L*] (6)

2.3.2 Experimentelle Bedingungen fur die Kompetitionsbindung

Fiir die Kompetitionsbindungsstudien wuchsen HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen in 96-well-
Platten in ca. 2.8 Tagen bis zur einschichtigen Konfluenz. Die Versuche wurden mit dem hydrophi-
len Radioliganden [*H]-P1075 (N-cyano-N‘[1,1-dimethyl-[2,2,3,3,°H]-N*“-(3-pyridinyl) durch-
geflihrt. Fiir eine Kompetitionsbindung wurde je well [?H]-P 1075 in einer Endkonzentration von
2 nM mit steigenden Konzentrationen des zu untersuchenden Liganden in einem Gesamtvolumen

von 80 ul HBSS (Hanks' balanced salt solution, Tab. 2-1) bei einer Temperatur von 37° C fiir 60
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min inkubiert. Die Trennung von freiem und

gebundenem Radioliganden erfolgte durch dreifa- Tab. 2-1: Zusammensetzung des HBSS-
Puffers ( Hanks' balanced salt solution)

HBSS-Puffer

chen Losungswechsel mit HBSS {iber den am

Wellboden haftenden Zellen. Nach Lyse der Zellen

) ) ) 137 mM NacCl
mit 0.5 N NaOH wurde der Inhalt eines wells mit- s4mM KCI
tels eines Sippers jeweils in ein 1.5 ml Eppendorf- 12mM MgSO,
Cup iberfilhrt und mit Szintillatorfliissigkeit 0.34 mM Na,HPO,
(Ultima Gold, Packard) auf ein Volumen von 1-2 42 mM NaHCO;
ml aufgefiillt. Die Strahlung selbst wird in [3-Szin- 0.44mM KH,PO,
1y .. . 1.3mM CaCl,
tillationszdhlern (Koinzidenzverfahren) (Packard

20 mM HEPES

1500 und 1600) mit Hilfe von speziellen Adaptern 55mM Glucose
fiir Eppendorf-Cups gemessen. Hierbei wird die
Anzahl der singuldren Ereignisses eines Zerfalls in pH-Wert: 7.4

einer Minute [cpm] (counts per minute) erfasst; Temperatur: 36°C

mit Hilfe des Molefaktors kann ein Zusammen-
hang zwischen cpm und der Menge des Radioli-

ganden herstellt werden.

2.3.3 Auswertung

Mittels nicht-linearer Regression (Kap. 2.6) nach Gl. (4) wurde der ICso-Wert eines Liganden A
bestimmt und nach Gl. (5) fiir den pKp-Wert (-log M) korrigiert.

2.4 Dissoziationsbindung

241 Rezeptortheorie und mathematisches Modell

Den Beginn der Assoziation markiert die Gabe einer konstanten Konzentration des Radioligan-
den, welcher an die Rezeptoren statistisch zunehmend bindet, bis sich ein Gleichgewicht aus Asso-
ziation und Dissoziation einstellt. Zu diesem Zeitpunkt wird nun der zu untersuchende, nicht
radioaktiv markierte Ligand hinzugefiigt.

Sobald der Radioligand vom Rezeptor dissoziiert, ist fiir einen im Uberschuss gegebenen kompe-
titiven Liganden die Wahrscheinlichkeit hoher, dass dieser an die freie Bindungsstelle des Rezeptors
bindet. Uber die Zeit kommt es zu einer zunehmenden Dissoziation des Radioliganden vom Rezep-
tor, deren Geschwindigkeit durch die Dissoziationszeit des Radioliganden limitiert ist. Allosterische

Liganden konnen an einer anderen Bindungsstelle als der Radioligand selbst binden und z.B. durch
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Konformationsédnderung des Rezeptors die Dissoziation des Radioliganden im Vergleich zu kompe-
titiven Liganden beschleunigen.
Die spezifische Bindung des Radioliganden zu einem Zeitpunkt B(t) wird durch folgende Glei-

chung beschrieben:
Bs(t) = BO'(I_eXp(_kojj’.t)) + an (7)

Dabei stellt By die spezifische Bindung zum Zeitpunkt (t=0) und B, die unspezifische Bindung
dar. Die Dissoziationskonstante k¢ bezeichnet die Zeitkonstante der Dissoziation, mit welcher

auch die Halbwertszeit t;,» ermittelt werden kann:

t,, = —
1/2 i (8)

Um dem Betrachter eine vergleichende Beurteilung der Dissoziationsbindung zu erleichtern
wurde die Darstellung der Dissoziationsbindung jeweils auf die minimale spezifische Bindung (Bs)

normiert, welche dem Wert der Asymptote fiir eine unendlich grofle Zeitmenge entspricht.

24.2 Experimentelle Bedingungen der Dissoziationsbindung

Fiir die vorliegende Arbeit wurden adhérent in 96-well-Platten wachsende bis zur Konfluenz kul-
tivierte HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit 1 nM [*H]-P 1075 in 100 ul HBSS-Puffer (Tab. 2-1)
fiir 45 min bei 37 °C inkubiert bis sich ein Assoziationsgleichgewicht einstellte. Darauf wurde die
Dissoziation durch zwei mogliche Verfahren induziert: Entweder durch Injektion und sukzessivem
Mischen eines kleinen Volumens (11 pl) der zu untersuchenden Substanz (Methode A) oder durch
einfachen Austausch der Radioligand-Losung durch eine Losung mit den Endkonzentrationen der
zu untersuchenden Testsubstanzen (Methode B; ,,HTS-Methode*). Beide Verfahren wurden im sog.
Riickstopp-Verfahren durchgefiihrt, d.h. die Dissoziation wurde sukzessive zu unterschiedlichen
Zeitpunkten gestartet und gemeinsam durch dreifachen Losungswechsel gestoppt. Der dreifache
Losungswechsel trennt zugleich den gebundenen vom freien Anteil des Radioliganden. Analog zur
Kompetitionsbindung (Kap. 2.3.2) wurden die Zellen anschliefend mit 0.5 N NaOH-Ldsung abge-

16st, der gesamte Inhalt eines wells jeweils in Eppendorf-Cups iiberfiihrt und analog zur Kompetiti-

onsbindung im B—Szintillationszadhler gemessen.
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2.4.3 Auswertung einer Dissoziationsbindung

Mittels nicht-linearer Regression (Kap. 2.6) wurde nach Gl. (7) der kosWert ermittelt, in der die
Hilfte des gebundenen Radioliganden vom Rezeptor dissoziiert ist und anhand GI. (8) in die Halb-

wertszeit t;,» umgerechnet.

2.44 Quantitative Auswertung des allosterischen Effekts

Ausgehend von einem allosterischen Modell existieren fiir zwei Liganden zwei separate Bin-
dungsstellen am Rezeptor. Je nachdem, welcher Ligand am Rezeptor bindet, kann der Ligand das
Vorliegen eines fiir ithn giinstigen Rezeptorzustandes begiinstigen. Das in Abb. 2.4.1 dargestellte
ternary-Modell beschreibt diese Zustinde und Bindungsvorginge und beriicksichtigt — im Gegen-
satz zu einem kompetitiven Modell — den ternary-Zustand in dem beide Liganden gleichzeitig am
Rezeptor gebunden vorliegen. Nachdem ein Ligand am Rezeptor gebunden hat, wird angenommen,
dass diese Bindung einen Rezeptorzustand fiir diesen Liganden begiinstigt (induced-fit) und die

Affinitdt des Rezeptors fiir den jeweils anderen Liganden éndert.
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Abb. 2.4.1: Ternary-Modell

In Gegenwart eines
Radioliganden L* (z.B. [3H]-
P 1075) und eines allosterisch
(an eine andere Bindungsstelle
bindenden) Liganden G (z. B.
Glibenclamid) liegt der Rezeptor
R je nach gebundenem
Liganden in unterschiedlichen
Zustanden vor. Im Zustand ©
ist keiner der beiden Liganden
an den Rezeptor gebunden.
Nachdem einer der beiden
Liganden an den Rezeptor
gebunden hat (@ bzw. @),
andert sich die Affinitdt des
Rezeptors fur den jeweils
anderen  Liganden. Bindet
beispielsweise der Radioligand
L* an den freien Rezeptor (@)
andert sich die Affinitat fur G
von K zu Ka'.

Im Gegensatz zu einem
kompetitiven Modell existiert in
diesem Modell ein zusatzlicher
sog. ternary complex“-Zustand
(®) in dem beide Liganden
gleichzeitig am Rezeptor binden
(GRL¥).

Ternary-Modell

@ @
kon.L”‘
R + L* e« "~ RL*
Kot *
- -
G G
'
K G K G
GR+ L* «—— GRL*
oft L*|G

R : Rezeptor
L* : Radioligand
G : allosterischer Ligand

Auf Grundlage des ternary-Modells ldsst sich ein mathematisches Modell ableiten, welches
einen Zusammenhang zwischen dem gemessenen koe-Wert und kinetischen Parametern des

Modells herstellt (Gl. 15 entnommen aus Kiihner et al. 2011) :

Def.: L* = [?H]-P 1075 (bzw. Ligand, welcher an die [*H]-

P 1075-Bindungsstelle bindet)

G = Glibenclamid (bzw. allosterischer Ligand, welcher
nicht an die [°’H]-P 1075-Bindungsstelle bindet)

R = freier Rezeptor

RL* = Rezeptorkomplex mit L* an R gebunden,

RG = Rezeptorkomplex mit G an R gebunden,

GRL* = Rezeptorkomplex mit G und L* an R gebunden

| = kosr des Radioliganden in Abwesenheit von G

Kotr.L*1G = ko¢r des Radioliganden in Gegenwart von G

Korr = kosr des Radioliganden bezogen auf alle rezeptorgebundenen L*

[L*], IG], IRl € R"
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VYoraus- R, = R + RL* + GRL* + RG
setzungen: R = 0, wenn G im Uberschuss iiber freie R und L*
0 _
El[RL*]} - _kojf.L* ’ [RL *] 9)
0 _
E[[GRL*]} - _koffL*|G ’ [GRL*] (10)

Daraus folgt:

Grenzwerte:

Wendepunkt:

Aus Gl. (9) und (10) folgt:

O (1 pr #] 4 [GRI*] = —
2 ([RL*)+[GRL*) =

Aus dem Massenwirkungsgesetz ldsst sich die Gleichgewichtskonstante Ks' wie
folgt definieren:

off L* ’ [RL*] - koﬁ.'L*\G : [GRL*] (11)

oo _ [RL*)[G]
< [GRL *] -
[G] ( )

o [GRL*] = [RL*]- =,
G

Die Gesamtheit aller Rezeptorkomplexe, an denen L* gebunden vorliegt,

beschreibt G1.(13):

G G
(RL¥)+[GRL*) = (RL*T+ (R = [R5y
Aus den Gleichungen (11), (12) und (13) folgt:
G G
%{[RL*] - (1 "'[K—G],)] = = [RL*] - (kpgp e+ kpgrug - %) (14)
Die Integration ergibt:
. . [G]
ofi* ¥ Koy - ,
k — G (15)
v [G]
1 +
KG'
limk_. ([G] =0) = K
limk, . ([G]>> Kg5) = Kyppwe
Fiir [G] =K' gilt:
Kogere + Kogrrng ~ 1 koere + Korrxg

Cor = 1+ 1 ) 2
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Simulation fiir K, = 0.5 min* £t,, = 1.386 min (const.)
0.50 Kq' [nM]

300
koff

500
1000

0.25 - 3000

10000

koff.L* ==
0.00

0O 500 1000 1500 2000 2500 3000
[G] nM

Simulation fiir K;' =300 nM (const.)

0.50 - koﬁ‘.L*lG

0.5
koff

0.4

0.3

0.25 -

0.2

0.1
0.05

koff.L* o=p

0.00 4

0O 500 1000 1500 2000 2500 3000
[G] nM

Ky = 0.0462 min™ £ t,, = 15 min (const.)

Abb. 2.4.2: Simulation der konzentrationsabhangigen Zunahme von ko durch Variation der
Parameter Kg' bzw. Kofr.L+,c nach Gl. (15)

Oben: Variation des Kg '-Wertes bei konstantem kot~ von 0.5 min~*

unten: Variation des koL~ bei konstantem Kg ' von 300 nM. Simuliert fir die eingezeichneten
Parameter .
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Nach GI. (15) ist der in der Dissoziationskinetik ermittelte ke Wert sowohl vom Ko 1 «-Wert des
Radioliganden [*H]-P 1075 (bimolekulare Reaktion) als auch vom Kkogrp+g-Wert des
Radioliganden in Gegenwart des allosterischen Liganden G (Zerfall des ternary-complex L*RGQG)
abhingig; diese Parameter stellen zugleich das Minimum bzw. Maximum von Ko dar (vgl. Abb.
2.4.2 oben). Darliber hinaus beschreibt GIl. (15) auch, wie der kosWert mit steigender
Konzentration des allosterischen Liganden G zunimmt, seinen halbmaximalen Wert fiir die
Konzentration des Kg'-Wertes erreicht Abb. 2.4.2 (unten) und sich in hohen Konzentrationen von G
asymptotisch nach ko1 |G strebend sittigt. Zur Auswertung der Dissoziationskinetiken wurde ko¢r
als Zielvariable gewdhlt, wihrend ko1« und Kg' als abhingige Variablen mittels nicht-linearer
Regression (Kap. 2.6) geschitzt wurden. Der Kkogrr+-Wert wurde durch [*H]-P 1075-
Dissoziationskinetiken mit 10 uM P1075 (>>1000x Ky «) ermittelt. Die Simulation in Abb. 2.4.2
(oben) demonstriert, dass sich der Hyperbel-Graph in einem Konzentrationsbereich, welcher kleiner

als der Kg'-Wert ([G] << Kg') ist, durch die folgende Geradengleichung annihern lésst:
FUGY) = & 1G] + koo

— 1
off LG~ K opra (16)

K.’

k

mit € =

Diese Gerade besitzt den y-Achsenabschnitt von Kogrr+ (min™') und die Steigung € (min™' M),
welche nachfolgend auch als ,,approximative allosterische Potenz* bezeichnet wird. Letztere
ermoglicht einen einfachen Vergleich der allosterischen Potenz zwischen verschiedenen

allosterischen Liganden anhand eines einzigen Parameters.

2.5 Fluoreszenzphotometrie

2.51 Prinzip der Membranpotentialmessung mit DiBAC4(3) oder DyeB

DiBAC4(3) (bis-(1,3 Dibutyl-barbitursdure)-Trimethinoxonol, Molecular Probes, OR, USA) ist
ein Fluoreszenzmarker, welcher durch die Zellmembran diffundieren und im Zellinneren an hydro-
phobe Bestandteile von Proteinen bindet. Ohne diese Bindung zeigt der Fluoreszenzmarker keine
wesentliche Fluoreszenz. Die dadurch geringere extrazelluldre Fluoreszenz wird zusitzlich durch
einen nicht membrangéngigen Quencher absorbiert; in den Versuchen mit DiBAC4(3) erfiillte Bril-
liantBlack diesen Zweck.

Durch negative Ladungen des DiBAC4(3) verteilt es sich je nach Zustand des Membranpotenti-

als der Zelle: Mit steigender Depolarisation der Zelle erfolgt eine zunehmende Umverteilung des
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DiBAC4(3) in die Zelle, welche in Form eines Anstiegs des Fluoreszenzsignals gemessen wird,
umgekehrt sinkt das Fluoreszenzsignal in einer Zelle je mehr die Zelle hyperpolarisiert.

Die gemessene Fluoreszenzintensitdt hidngt somit von der Menge des intrazelluldr an Proteine
gebundenen Fluoreszenzfarbstoffs ab und kann aufgrund dessen spannungsabhingigen Verteilungs-
verhaltens als MaB fiir das Membranpotential verwendet werden (Epps et al., 1994).

In der vorliegenden Arbeit wurde mit DyeB (auch bekannt unter den Namen DisBAC,(3); FMP
= FLIPR membrane potential dye R7260; blue component, Molecular Probes, 0.125 mg/ml,
530/550 nm) ein zweiter Fluoreszenzmarker verwendet, welcher sich auch nach dem Zustand des
Membranpotentials der Zelle verteilt. Gegeniiber DiBAC4(3) sei vor allem seine sehr schnelle
potentialabhédngige Verteilung hervorgehoben, welche es ermdglicht die Membranpotentialdanderung
beinahe in Echtzeit ohne Uberlagerung durch die Verteilungskinetik des Fluoreszenzfarbstoffes
selbst darzustellen. Gleichzeitig konnten mit DyeB auch Substanzen mit einer Nitrogruppe (z.B.
DAD?2) untersucht werden, welche in Experimenten mit DiBAC4(3) zu fehlinterpretierbaren Quen-
cheffekten der Fluoreszenz flihren konnten (Whiteaker et al., 2001; Baxter et al., 2002; Wolff et al.,
2003).

Fiir Routineexperimente erwies sich die relativ langsame potentialabhdngige Verteilungskinetik
des DIBAC4(3) als robustes Verfahren fiir die Ermittlung von Wirkeffekten von Substanzen in
unterschiedlichen Konzentrationen. Sobald die Fragestellung die Analyse der Kinetik selbst betraf

oder Quencheffekte mit DiBAC4(3) beobachtet wurden, wurde DyeB eingesetzt.

Tab. 2-2: Vergleich der Membranpotentialmarker DIBAC4(3) mit DyeB

Eigenschaft DiBAC4(3) DyeB

Wellenléinge: Excitation 488 oder 505 nm 505 oder 525 nm
Wellenléinge: Emission LP 515 oder LP 530 LP 530 oder LP 550
Quencher 0.01% BrilliantBlack Im Produkt bereits enthalten
Eingesetzte Konzentrationen 5uM 0.125 mg/ml

2.5.2 12-Kanal-Fluoreszensmessgerate

Die Fluoreszenzsignale wurden mit Hilfe von 12-well-Fluoreszenzdetektoren, welche durch unser
Institut entwickelt werden, gemessen (vgl. Abb. 2.5.1; Lemoine und Rood, 2006). Sie bieten den
Vorteil einer vollkinetischen Messung mit einer Datenfrequenz von bis zu 200 Hz bei gleichzeitiger
on-line Uberwachung auf einem Monitor. Durch den Verzicht auf jegliche Transportmechanik ist

die Messung storunanfillig und der Experimentator kann jederzeit in den Versuch eingreifen.
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Der Fluoreszenzfarbstoff wird mit herkdmmlichen LED (FNL-U500-G11, 505 nm, Forge Europe)
von der Unterseite der 12-well-strips durch ein im 45°-Winkel angeordnetes Dichroid (505) ange-
regt. Fiir DIBAC4(3) wird zur Anregung blaues Licht mit einer Wellenldnge von 488 nm, fiir DyeB
griines Licht mit einer Wellenldnge von 505 nm benutzt. Um unnétiges Fotobleaching des Fluores-
zenzfarbstoffs zu vermeiden wurde die Anregungszeit auf 30 ms je Datenpunkt reduziert. Der Fluo-
reszenzfarbstoff emittiert nach Anregung Licht, welches einen Emissionsfilter (OG, Langpassfilter
von Schott) passiert und mit Photodetektoren (OSD15-5T von Centronics) gemessen wird. Durch
einen 2-Stufen-Verstirker (operational amplifiers OPA111 und OPA121, Texas Instruments, USA)
wird das Signal um mehr als Faktor 100.000 verstérkt und noch in der Messmaschine digitalisiert.
Anschlieend wird das Signal an einen PC gesendet (RS232, 38400 Baud), auf dessen Bildschirm
dargestellt, sowie kommasepariert in einer Datei (.csv) zur spiteren Analyse gespeichert. Fiir Licht-
versuche mit dem Fluoreszenzliganden DiBAC4(3) wurde aufgrund dessen langsamer Verteilungs-
kinetik eine addquate Datenrate von 0.33 Hz gewdhlt; fiir DyeB 1 Hz und fiir Untersuchungen zur

Halbwertszeitbestimmung der Fluoreszenzkinetik wurden 3 Hz gewahlt.

N ’ 12-well
. > DIiBAC,(3)/ 1= strip
Multichannel-Fluorescence-Detector | DyeB |
Lemoine H, Rood HA (2006) Device and method for the
measurement of fluorescence in several reaction chambers.
Internationale Patentanmeldung (01.06.2006) WO 2006/056168 A1

> . _— Zellen

Dichroid-
spiegel

. Emission-
filter

Exzitations-
filter

Collimator-
linse

Foto-
detektor

Abb. 2.5.1: Multikanal-Fluoreszenz-Detektor

links: Foto eines 12-Kanal-Fluoreszenzdetektors

rechts: Schematischer Aufbau und Strahlengang eines einzelnen Kanals der eingesetzten
Fluoreszenzmessgerate
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2.5.3 Experimentelle Bedingungen

Fir die Fluoreszenzmessung wurden drei &hnliche Puffer verwendet, welche nach Gopala-
krishnan et al. (1999) auf einem ,,kaliumarmen® Versuchspuffer basieren; der geringe Anteil von K™
fiihrt bei Gabe von Karp-Kanaldffnern zu einer starken Anderungen der Fluoreszenzintensitiit

(Gopalakrishnan et al., 1999).

Tab. 2-3: Zusammensetzung der Versuchspuffer zur Membranpotentialmessung mittels Fluoreszenz

Versuchspuffer A Versuchspuffer B Versuchspuffer C

NacCl 120 mM + + +
KCl 2 mM + + +
MgCl> 1.0 mM + + +
CaCl, 2.0 mM + + +
HEPES 20 mM + + -
BrilliantBlack (BB) 0.01 % - + +
Glucose 10 mM - + +
DiBAC4(3) 5 uM bzw. - + +
oder DyeB 0.125 mg/ml
pH-Wert: 7.4 7.4 7.4
Temperatur: 32°C 32°C 50 °C
Verwendungszweck: Waschen von Zellen eigentlicher Ldsung von
Versuchspuffer zur lipophilen
Durchfiihrung von Substanzen
Fluoreszenz-
Versuchen
+ enthalten - nicht enthalten in Anlehnung an Gopalakrishnan et al. (1999)

Versuchspuffer A wurde ausschlieBlich zum Waschen von Zellen benutzt, wihrend Versuchspuf-
fer B als Standardpuffer zur Fluoreszenzmessung diente. Zum Anldsen der iiberwiegend lipophilen
Testsubstanzen, wurde standardisiert 1 ul 1 N NaOH in 5 pl Substanz (50 mM oder 100 mM) einge-
rithrt und anschlieend bei 50 °C in 500 ul Hepes-freiem Versuchspuffer C gelost.

Vor der eigentlichen Versuchsdurchfithrung wurden Zellen in 12-well-strips (96-well-Format) bis
zur einlagigen Konfluenz kultiviert. Nach Absaugen des Kulturmediums und zweimaligen Waschen
mit 150 pl Versuchspuffer A wurde jedes well mit 225 ul Versuchspuffer B (inkl. Fluoreszenzli-
gand, Quencher und Glucose) aufgefiillt (vgl. Miller et al., 1999). Der Verteilungsprozess des Fluo-

reszenzliganden wurde in 12-well-Fluoreszenzdetektoren bei 34°C verfolgt.
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2.5.4 Versuchsdurchfiihrung zur Erstellung einer Dosiswirkungskurve eines KCO

Permanent (SUR2B/Kir6.1)-transfizierte HEK 293-Zellen wurden 3 Tage bis zur Konfluenz in
mit Poly-L-Lysin beschichteten 12-Well-Strips (96-well-Format) in MEM-Medium kultiviert. Vor
Versuchsbeginn erfolgte ein zweifacher Losungswechsel mit Versuchspuffer A um eine Anlagerung
des Fluoreszenzliganden an Eiweillbestandteile des Mediums (FKS) zu vermeiden. Bei einem drit-
ten Losungswechsel wurde der Versuchspuffer mit 5 pM DiBAC4(3) und 1% Brillant Black (BB)
versetzt und das 12-well-Strip sofort in einem 12-Kanal-Fluoreszenzdetektor positioniert; dies ent-
spricht dem Zeitpunkt O min in der Abb. 2.5.2 oben. Dort ist auch die anschliefende Zunahme der
Fluoreszenz (Labelverhalten) der Zellen dargestellt, welche bei ca. 45 min ein Gleichgewicht
erreicht. Nach dem elektronischen Kanalabgleich bei 47 min wurde Diazoxid in steigenden Kon-
zentrationen injiziert. Hierdurch ergab sich eine Dosiswirkungskurve fiir den hyperpolarisierenden
Effekt von Diazoxid (siehe gekastelter Bereich im oberen Abbildungsteil, welcher unten vergrofert
dargestellt wird). Um die Endkonzentrationen von 0.8 uM bis 200 uM zu erreichen, wurde mit
Hilfe einer 12-Kanal-Pipette eine vorbereitete Verdiinnungsreihe von Diazoxid in Konzentrationen
von 8 uM bis 2000 uM unter jeweils 10-facher Verdiinnung in die einzelnen wells pipettiert. Der
Kontrollkanal erhielt ein gleiches Volumen des Versuchspufters ohne Wirkstoff.

Da sich ein Lichteinfall wéhrend der Injektion nicht vermeiden 148t, wurden die Detektoren
wihrend der Injektionszeit (ca. 10-20 sec) abgeschaltet. Unmittelbar nach der Injektion ergibt sich
ein Abfall des Fluoreszenzsignals (im Sinne einer Hyperpolarisation). Hierbei zeigen hohere
Konzentrationen eine schnellere Kinetik. Nach ca. 35 min hat sich in allen Kanilen ein neues
Gleichgewicht eingestellt. Darauthin wird der hochaffine KCO KC399 in einer Endkonzentration
von 3 uM injiziert, welcher in dieser Konzentration erwartungsgemifl einen maximalen
agonistischen Stimulus darstellt. Damit lassen sich die Fluoreszenzintensititen der verschiedenen
Diazoxid-Konzentrationen im Gleichgewicht auf ein identisches Maximum zu normieren. Um dem
Betrachter das Vergleichen der Wirkung der Substanz in verschiedenen Konzentrationen in Relation
zu der maximalen agonistischen Wirkung durch 3 pM KC399 zu erleichtern, wurde die Darstellung
der Einzelkurven auf ein gemeinsames agonistisches Maximum unter Erhalt dieser Relation

grafisch skaliert (vgl. Abb. 2.5.2 unten).
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Abb. 2.5.2: Beispiel zu der in Kap. 2.5.4 beschriebenen Versuchsdurchfiihrung zur Erstellung einer
Dosiswirkungskurve fir die Hyperpolarisation durch den Kare-Kanaloffner Diazoxid an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen

oben: vollstandiger Versuch mit Verteilungsverhalten des Fluoreszenzfarbstoffs ohne Normierung auf ein
Maximum.

unten: Auf ein gemeinsames agonistisches Maximum normierter Ausschnitt der oberen Darstellung.
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2.5.5 Analyse und statistische Auswertung der Daten einer Fluoreszenzmessung

2.5.5.1 Mathematisches Modell fiir Fluoreszenzkinetiken

Die Gabe eines Karp-Kanal-Offners (KCO) fiihrt zu einem Abfall des Membranpotentials,
dadurch zu einer Umverteilung des Fluoreszenzliganden und letztendlich zu einem Abfall der
gemessenen Fluoreszenz. Mit der nachfolgenden Formel lésst sich dieser Abfall der Fluoreszenz fiir
eine bestimmte Konzentration eines Liganden und dessen Fluoreszenzintensitit (F([L])) bei Einstel-

lung eines neuen Gleichgewichts beschreiben:

(17)

mit AF = F - F
max

max min

Dabei bezeichnet Fimax die maximale Fluoreszenz gemessen in Abwesenheit eines K arp-Kanal-
Offners, Fmin die gemessene Fluoreszenz in Anwesenheit eines maximal wirksamen KCO und ECso
die Konzentration eines KCO, welche eine halbmaximale Wirkung zeigt. Den Steilheitsfaktor der

Hyperbel (hill slope) stellt der Exponent p dar.

2.5.5.2 Auswertung einer Dosiswirkungskurve fiir einen KCO

Fiir den Beispielversuch aus dem vorhergehenden Kapitel 2.5.4 wurden zur Erstellung von
Dosiswirkungskurven fiir jeden einzelnen Kanal prozentual normierte Effekte bestimmt. Diese ent-
sprechen dem Quotienten aus der Differenz zwischen Kontrolle und Substanzwirkung (AF;) und der
Differenz zwischen Kontrolle und Maximaleffekt durch KC399 (AFmax); fiir einen einzelnen Kanal
(blau) wurde dies in Abb. 2.6.1 (oben) demonstriert.

Die Daten der normierten Effekte aller untersuchten Substanzkonzentrationen von mindestens
sechs gleichartigen Experimenten fiir z.B. Diazoxid an einer HEK 293(SUR2B/Kir6.1)-Zellkultur
wurden nach Gl. 17 mittels nicht-linearer Regression zu einer Dosiswirkungskurve zusammenge-
fasst; im Beispiel wurde so eine pECso von 5.14 £+ 0.02 (-log mol/l) und einer Steilheit p von 1.31 +
0.08 ermittelt.

Die Angabe der Anzahl der Experimente (n) bezieht sich dabei nicht auf die Fluoreszenzmessung
in Zellen eines einzelnen wells, sondern auf die Daten eines kompletten 12-well-strips. Die Angabe
von ,,n=1 Experimenten kann daher je nach Anzahl der untersuchten Konzentrationen der Testsub-
stanz eines 12-well-strips (dies kann der Dosiswirkungskurve entnommen werden) bis zu 10 ver-

schiedene einzeln untersuchte Konzentrationen umfassen.
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Abb. 2.6.1: Auswertung einer Dosiswirkungskurve aus Fluoreszenzmessungen.

oben: Darstellung einer Fluoreszenzmessung mit DIiBAC4(3): unbehandelter Kontrollkanal (rot),
agonistischer Maximalstimulus mit 3 yM KC399 (rosa), agonistische Wirkung von 12.5 yM Diazoxid
(blau). Nach Einstellung einer Gleichgewichtswirkung bei ca. 35 min wird die agonistische Wirkung von
Diazoxid (AFi) auf die maximalagonistische Wirkung von 3 yM KC399 bei ca. 45 min prozentual normiert.
Die Wirkung im Kontrollkanal (rot) entspricht somit 0%, die des Maximalstimulus 100%. (vgl. Text Kap.
2.5.5.2).

unten: beispielhafte Dosiswirkungskurve fiir die Hyperpolarisation: Aus sechs Einzelexperimenten (n=6)
mit jeweils zehn untersuchten Konzentrationen wird aus den prozentual normierten Daten anhand von
Gl. 17 mittels nichtlinearer Regression eine Dosiswirkungskurve erstellt. Die vollstandige Auswertung von
Diazoxid befindet sich in Abb. 3.1.6.
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2.6 Mathematisch-statistische Auswertungsverfahren

Mit Hilfe der Statistiksoftware SAS 6.04 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) wurden die Mess-
daten computergestiitzt ausgewertet. Fiir die graphische Darstellung wurde der Standardfehler als
Standardabweichung des Mittelwertes (SEM = standard error of the mean) berechnet.

Die Ergebnisse der nicht-linearen Regression selbst werden als Schitzwerte £ ASD (asymptotic
standard deviation) angegeben. Dabei wurden ermittelte Ergebnisse der nichtlinearen Regression
nur verwertet, wenn einzelne Parameter nicht zu stark voneinander abhingen, wobei die von SAS
ermittelten Korrelationskoeffizienten als Kriterium dienten.

Aufgrund der Inhomogenitit der Fehlerverteilung in Kompetitions- und Dissoziationsexperimen-
ten wurden mit dem Verfahren von Ehle et al. (1985) transformierte Funktionen fiir das Regressi-
onsverhalten verwendet, welches statistische Storungen bei der Schitzung der Parameter im
Regressionsverfahren vermeidet.

Als Standardfehler von Mittelwerten wird in der vorliegenden Arbeit einheitlich der SEM (stan-
dard error of the mean) angegeben (Quotienten der Standardabweichung und der Quadratwurzel der

Anzahl der Messwerte).

2.7 Mathematisches Modell zur Beschreibung des Zusammenhangs zwischen
Kp- und ECso-Wert am Kare-Kanal

Das von der Arbeitsgruppe um M. Schwanstecher vorgeschlagene four-sites-model geht von
einem SUR-Tetramer aus. An diesem muss ein Kaliumkanal6ffner alle vier SUR-Einheiten beset-
zen, um eine Kanal6ffnung zu bewirken. Vom four-sites-model des SUR-Tetramers ausgehend,

betrdgt die Aktivitit E eines Agonisten A an einem K orp-Kanal.
E = p* (18)

Wobei b die Wahrscheinlichkeit der Ligandbindung in Gegenwart einer Konzentration [A] darstellt.
Durch ersetzen der Wahrscheinlichkeit b durch die Rezeptorbesetzung ya (vgl. Gl. 2) eines
Agonisten A ergibt sich

E=(y,) (19)

Fiir den halbmaximalen Effekt (E = 1/2) eines Agonisten A (entsprechend der ECso) folgt:

1
1 2
E = 5 = (yA)4 = yA = 24 (20)
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Aus der Umstellung der Formel fiir die Rezeptorbesetzung (GI. 2, S. 27) folgt fiir [A] = ECso (in
logarithmischer Form):

1
PEC,, = pK, + 10g(yA+1) (21)

Und in Kombination mit GI. 20:
1

pEC,, = pK, + log(2* —1)

50
1 (22)
mit log(2* — 1) = —0.7231
bzw. ECy, = K, * 528 oder pEC,, = pK, —0.7231

Fiir den Zusammenhang zwischen Kp- und ECso-Wert folgt daraus, dass fiir einen halbmaximalen
Effekt (ECso) eine 5.28-fach hohere Konzentration des Kp-Wertes benétigt wird.

2.8 Material und Substanzen

2.8.1 Untersuchte Substanzen

2.8.1.1 Standardsubstanzen

Material Herkunft

Bimakalim Merck (Darmstadt, GER)

Diazoxid Sigma (St. Louis, USA)

KC399 Chugai Pharmaceutical Co, JAP (Tamura et al., 1994)
Glibenclamid Leo (Ballerup, DK)

NNC414 Novo Nordisk (Bagsverd, DK)

P1075 Leo (Ballerup, Danemark)

[*H]-P 1075 (Radioligand) Amersham Pharmacia (UK)

Die Strukturformeln der Standardsubstanzen konnen Abb. 3.1.1 (S. 49) entnommen werden.

2.8.1.2 Diazoxid-Derivate

In einer Kooperation mit dem Institut fiir Organische Chemie und Makromolekulare Chemie I
wurden alle Diazoxid-Derivate durch die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. M. Braun synthetisiert und
unserer Arbeitsgruppe aufgereinigt zur Verfiigung gestellt. Substanzen beginnend mit dem Kiirzel
»DAD oder ,,DSL* wurden durch Herrn Dr. Stefan Lachenicht, Substanzen beginnend mit dem
Kiirzel ,,AF* durch Herrn Dipl. Chem. Andreas Fischer synthetisiert. Eine genaue Beschreibung der
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Synthese findet sich in Lachenicht et al. (2009). Die Strukturformeln der Diazoxid-Derivate kdnnen
den Tabellen 3-4 und 3-5 (S. 82f) entnommen werden.

2.8.1.3 Benzofuran-, Benzothiophen- und Benzothiazol-Derivate

Auch alle Benzofuran-, Benzothiophen- und Benzothiazol-Derivate wurden durch das Institut
fiir Organische Chemie und Makromolekulare Chemie I synthetisiert und uns aufgereinigt zur Ver-
fiigung gestellt. Eine genaue Beschreibung der Synthese findet sich in Fischer et al. (2010).

Die Strukturformeln der Benzofuran-Derivate befinden sich in Tabelle 3-6 (S. 92), die der Ben-
zothiophen-Derivate in Tabelle 3-8 (S. 112) und die der Benzothiazol-Derivate in Tabelle 3-10

(S.117).

2.8.2 Sonstige Materialien

Material Herkunft
oa-MEM Gibco (Paisley, UK)
DiBAC4(3) Molecular Probes (Eugene, USA)

DyeB = FLIPR membrane potential dye R7260
Fetales Kélberserum (FBS 18G)

G418 (Active Geneticin)
Glucose

Hepes

L-Glutamin

MEM
PBS

Poly-L-Lysin
Szintillatorfliissigkeit (Ultima Gold)
Trypsin

Zellkulturschalen, 12-well-strips, 96-well-Platten

Zeocin Selection Reagent

Molecular Devices (Miinchen, GER)
Biochrom AG (Berlin, GER)

Gibco (Paisley, UK)

Merck (Darmstadt, GER)

Sigma (St. Louis, USA)
LC-Laboratories (Woburn, USA)
Gibco (Paisley, UK)

SIGMA (Deisenhofen, GER)

Sigma (St. Louis, USA)

Packard Bioscience/PerkinElmer (USA)
Gibco (Paisley, UK)

Greiner Bio-One (Solingen, GER)

InvivoGen (San Diego, USA)

Alle anderen Chemikalien wurden aus handelsiiblichen Quellen bezogen.
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2.8.3 Zur Messung, Auswertung und Darstellung verwendete Software

Die chemischen Parameter S+logP und Molekulargewicht (g/mol) wurden mit
MedChem Designer 1.0 (Simulations Plus Inc., Lancaster, CA, USA) ermittelt
MLP12 (Inst. fiir Lasermedizin, Diisseldorf, GER)

SAS 6.04 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)

Excel 97 (Microsoft Corporation, Redmond, USA)

LibreOffice 3.4 (The Document Foundation)

Corel Draw 9 (Corel Corporation, Ottawa, CAN)

MDL ISIS/Draw 2.5 (MDL Information Systems Inc.)
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3 Resultate

3.1 Standard-Kare=-Kanaloffner

3.1.1 Physikochemische Eigenschaften

Tab. 3-1: Molekulargewicht und Lipophilie (S+logP) untersuchter Standard-Kare-Kanal6ffner

Molekulargewicht (g/mol)
Substanz (mit Strukturformel) S+logP
KC399 5 ‘ 317.4
Sl 2.9
ON X
CH,F
O CiF
Bimakalim N 278.3
it
NI o
IR
m
0
P 1075 _N 231.3
I SR N 17
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3.1.2 Membranpotentialmessung mittels Fluoreszenz

Zur Kontrolle des Fluoreszenzverfahrens insgesamt, der Funktion der verwendeten Zellen als auch
zum Normieren der einzelnen Versuche wurden bekannte Karp-Kanaloffner (KCO) eingesetzt,
welche selbst nicht Forschungsschwerpunkt der vorliegenden Arbeit sind. Dabei handelt es sich um
die Benzopyrane KC399 und Bimakalim, das Cyanoguanidin P1075, das Thieno-Thiadiazin
NNC414 sowie das Benzothiadiazin Diazoxid. Fiir sie wurde jeweils eine Dosiswirkungskurve nach
der in Kap 2.3 beschriebenen Methode der Membranpotentialmessung mittels Fluoreszenz erstellt.
Dabei wurden die Effekte der Substanzen auf einen maximal hyperpolarisierenden Stimulus
normiert; die pECso stellt die Konzentration einer Substanz dar, welche einen halbmaximalen
Effekt erzielt und ermdglicht den Vergleich der relativen Wirkstérke verschiedener Substanzen (vgl.
Kap. 2.3). Die Messdaten der Standard-Substanzen sind in Tabelle 3-2 (Diazoxid in Tabelle 3-4)
gelistet; die Abb. 3.1.1 bis 3.1.5 zeigen Originalexperimente sowie mittels nicht-linearer Regression
ermittelte Dosiswirkungskurven.

Der Karp-Kanaloftner KC399 wurde in der vorliegenden Arbeit als sog. Maximalstimulus zur
Normierung von Einzelversuchen an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen auf einen gemeinsamen
maximalen hyperpolarisierenden Effekt in einer Konzentration von 3 uM verwendet. Fiir KC399
wurde eine pECso von 9.23 + 0.01 (-log M) an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen ermittelt
(Abb. 3.1.1). Vereinzelt wurde als Maximalstimulus auch Bimakalim in einer Konzentration von 4
uM eingesetzt, welches in der Fluoreszenzmessung an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen eine
pECso von 7.81 £ 0.04 (-log M) erreichte (Abb. 3.1.2). Zusitzlich wurde P1075 zum Vergleich mit
Daten aus Radioligandbindungsversuchen mit [*H]-P 1075, sowie Referenzliteratur charakterisiert
(Abb. 3.1.3); es erreicht einen pECso-Wert von 8.02 + 0.02 (-log M).

Fiir Versuche an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen wurde als hyperpolarisierender Maximalstimulus das
Thieno-Thiadiazin NNC414 mit einer gemessenen pECso von 6.54 + 0.02 (-log M) in einer
Konzentration von 30 uM eingesetzt (vgl. Abb. 3.1.4).

Das Benzo-Thiadiazin Diazoxid stellt die Stammsubstanz der in dieser Arbeit untersuchten
Diazoxid-Derivate dar. Es zeigt sich an beiden Rezeptorsystemen dhnlich niederaffin mit einer
gemessenen pEC50 von 5.14 + 0.02 (-log M) an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen bzw. 4.72 + 0.02
(-log M) an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen (vgl. Tabelle 3-4, Abb. 3.1.5).



Kap. 3.1 Resultate - Standard-KATP-Kanal6ffner 49
2.7 ¢ KC399 ‘53“M KC399 Abb. 3.1.1
- Hyperpolarisierende  (agonistische)
Q 25= Membranpotentialwirkungen des
g RUM|  Benzopyrans KC399
2 23+ — control
L 0.1 KC399 wurde standardisiert als
S 51 — 8% agonistischer Maximalstimulus zur
|22 _ 15 Normierung der Versuche an HEK
T |9 - 50 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen in einer
.g ' lég-g Konzentration von 3 uM eingesetzt.
< o 4 uM
é L7 Bimakalllim a) oben
S Originalexperiment an  HEK293-
Z 1.5+ (SUR2BI/Kir6.1)-Zellen, welche mit
5 uM DIiBAC4(3) markiert wurden.
1.3

50 4

1004

= HEK293-(SUR2B/Kir6.1)
L ] L |

0 10 20 30 . 40
[min]
SN
AN
CHF
O "CHF

O SUR2B/Kir6.2

12 11 10 9 8 7 6

- log [ KC399] mol/1

Der Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 0.1 nM bis
160 nM bei ca. 3 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Max-
imalstimulus (4 pM Bimakalim). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 32 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 4 uM
Bimakalim normiert.

b) unten

Dosiswirkungskurve fir die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (Gl. 17) von n=7 Experimenten
(d.h. n=7 12-well-strips mit jeweils
neun separat untersuchten Kon-
zentrationen) an HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit KC399
ergab einen pECso-Wert von 9.23 +
0.01 (-log M) und eine Steilheit p von
1.37 £ 0.05.
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30 min bestimmt und prozentual auf
die darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 10puM P1075
normiert.

b) unten

Dosiswirkungskurve fir die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten Da-
ten (Gl. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit P 1075 ergab einen pECso-Wert
von 8.02 £ 0.02 (-log M) und eine
Steilheit p von 1.15 + 0.08.
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Membranpotentialwirkungen des

Benzothiadiazins Diazoxid.

Diazoxid stellt die Muttersubstanz
der in dieser Arbeit beschriebenen
Diazoxid-Derivate dar. Es wurde als
Vorstimulus zur Uberpriifung — von
neu synthetisierten Substanzen auf
repolarisierende  (antagonistische)
Effekte in einer Konzentration von
50 uM (SUR1) bzw. 25 yM (SUR2B)
eingesetzt.

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit 5
UM DIiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 0.8 uM bis 200
UM bei ca. 2 min injiziert. Ein Kanal
blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt  einen
Maximalstimulus (3 uM KC399). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 35 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen, welche mit 5
MM DiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 1.6 uM bis 200
UM bei ca. 2 min injiziert. Ein Kanal
blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt  einen
Maximalstimulus (30 pM NNC414).
Es wurden Gleichgewichtswirkungen
bei ca. 41 min bestimmt und
prozentual auf die darauf folgende
maximale Hyperpolarisation durch
30 uM NNC414 normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven far die
Hyperpolarisation. Die nicht-lineare
Regressionsanalyse der normierten
Daten (Gl. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit Diazoxid ergab einen pECso-Wert
von 5.14 + 0.02 (-log M) und eine
Steilheit p von 1.31 £ 0.08.

Die Auswertung von n=8
Experimenten an  CHO-(SUR1-
IKir6.2)-Zellen ergab einen pECso-
Wert von 4.72 + 0.02 (-log M) und
eine Steilheit p von 1.80 = 0.10.
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Tab. 3-2: Vergleich von pECso-Werten der Membranpotential-Tests der Standard-Kare-Kanal6ffner mit
ihren Dissoziationskonstanten aus der Kompetitionsbindung mit [2H]-P 1075

[PH]-P 1075 DiBAC4(3)-
Membranpotentialmessung
A B C
HEK293- HEK293- CHO-
(SUR2B/Kir6.1) = (SUR2B/Kir 6.1) (SUR1/Kir6.2)
pKb (-log M) pECso (-log M)
p(Hill slope)
(n) (n)
KC399 8.99 £ 0.04 9.23+0.01
Abb. 3.1. S H 1.37 £0.05 n.d.
e “ @)
ON =
CH,F
o CHF
Bimakalin AN 7.65+£0.03 7.81 £0.04
Abb. 3.1.2 | 1.12+0.10 nd.
L N O “4) )
Yy
m
0
P 1075 8.31+0.02 8.02+0.02
Abb. 3.1.3 1.15 £0.08 n.d.
. ///N “4) (6)
Bl
N N
NNC414 6.54 +0.02
Abb. 3.1.4 n.d. n.d. 1.68 +1.31
N N (6)
o T 7N
St s
eihe
Diazoxid 497 +0.02 5.14+£0.02 4.72 +0.02
Abb. 3.1.5 H 1.31 £0.08 1.80 £0.10
N “) (6) (®)
Ioe1
_N
Cl .S,
(QFO)
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3.1.3 Kompetitionsbindung

Die Kompetitionsbindungsstudien wurden mit Radioliganden [*H]-P 1075 ausschlieBlich an
(intakten) HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen durchgefiihrt. Hierbei konkurriert die zu untersuchende
Substanz als Ligand mit [*H]-P 1075 um die gleiche Rezeptorbindungsstelle. Je hoher die Konzen-
tration und die Affinitdt der zu untersuchenden Substanz, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit,
dass der Ligand an freie Rezeptoren bindet und dadurch gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit der
Bindung durch den Radioliganden sinkt. Fiir ansteigende Ligand-Konzentrationen wird die fiir den
Rezeptor spezifische Bindung (Bs) des Radioliganden gemessen, mittels nicht-linearer Regressions-
analyse anhand GI. 4 ausgewertet und als Dosiswirkungskurve dargestellt. Die Ligand-Konzentra-
tion, welche 50% des [*H]-P 1075 vom Rezeptor ,,verdrangt®, wird als pKp-Wert in (-log M)
angegeben und korreliert mit der Affinitit des Liganden zur Rezeptorbindungsstelle.

In Abb. 3.1.6 (oben) sind die Kompetitionsbindungskurven fiir die Kaliumkanal6ffner (KCO)
KC399, Bimakalim und Diazoxid, welche sich deutlich in ihrer Affinitdt zum Karp-Kanal unter-
scheiden, dargestellt (Messdaten in Tabelle 3-2). Das Benzopyran KC399 ist mit einem pKp -Wert
von 8.99 + 0.04 (-log M) der affinste untersuchte Karp-Kanaloffner. Es ist am SUR2B/Kir6.1-
Karp-Kanaltyp — wie auch P1075 und Bimakalim mit pKp-Werten von 8.31 + 0.02 bzw. 7.65 +
0.03 (-log M) — deutlich affiner als Diazoxid mit einem pKp-Wert von 4.97 £+ 0.02 (-log M). Min-
destens eine dieser Substanzen wurde jeweils als Standardsubstanz zur Kontrolle und Normierung
in beinahe allen Fluoreszenzmethoden eingesetzt.

Fiir den Sufonylharnstoff Glibenclamid wurde ein pKp-Wert von 6.33 £+ 0.03 (-log M) ermittelt
(Abb. 3.1.6 unten); er ist der einzige untersuchte Karp-Kanalblocker (=Antagonist) in der vor-

liegenden Arbeit.
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Abb. 3.1.6 Kompetitionsbindung von Standardsubstanzen mit [3H]-P 1075 an HEK 293 SUR2B/Kir6.1-
Zellen. Adharente, in 96-well-Platten kultivierte Zellen werden mit dem Radioliganden (ca. 1.5 nM [3H]-
P 1075) und steigenden Konzentrationen der kompetierenden Liganden versehen (Lésungswechsel), deren
geeignete Mischung vorher in Eppendorf-Cups hergestellt wurde. Die unspezifische Bindung wird mit 10 yM
P1075 bestimmt. Dargestellt wird die prozentual normierte spezifische Bindung (Bs). Die Daten wurden
mittels nicht-linearer Regressionsanalyse anhand Gl. 4 ausgewertet.

a) oben: b) unten:
pKp £ ASD (-log M) pKp £ ASD (-log M)
O KC399 8.99 £ 0.04 n=4 O Glibenclamid 6.33+£0.03 n=4
O P 1075 8.31+£0.03 n=4
O Bimakalim 7.65 +0.03 n=4
O Diazoxid 497 +0.02 n=4
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3.2 Diazoxid-Derivate

3.21 Physikochemische Eigenschaften

Tab. 3-3: Molekulargewicht und Lipophilie (S+LogP) der untersuchten Diazoxid-Derivate

R1 MW (g/mol)
(R2=H, R3=cl)|  S*LogP
AF56 256.7
R3
MW (g/mol) A 21
S+LogP
R1 |R2| R3 AF55 270.7
2.63
Diazoxid 230.7 D
CH; Cl 1.63 AF53 284 .8
\Q 3.2
DAD1 275.1
CH; Br 1.75 AF51 284.8
O 3.0
DAD2 275.7
CH; NO, (I 2.0 AF49 298.8
b 35
DAD3 245.7
CH; NH, (I 1.2 AF39 298.8
oNE:
DAD4 272.3
CH; Phenyl 2.7 AF38 312.8
\O 40
IDAD7 Ho 274.3
\O 29 DAD13 364.9
L
IDADS 258.3
© 2.64 AF4S _ 298.8
|
S
DADY 264.4
AF42 292.7
2.5
3.5
DADI10 264.3
@ 3 AF41 306.8
s/ : \O 3.2
DAD11 330.5 N 3707
3.4 N 3
DAD12 236.3 AFS7 ~ 2707
Y 2.0 Y 3.0
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3.2.2 Membranpotentialmessung mittels Fluoreszenz

Ausgehend von der Muttersubstanz Diazoxid wurden Substitutionen in Hinblick auf eine hohere
Wirkung und Selektivitit fiir den SUR2B/Kir6.1-K arp-Kanal synthetisiert und getestet. Dabei
wurde in einer ersten Phase mit moglichst einfachen Synthesewegen nach einer geeigneten Stelle
im Diazoxid-Molekiil fiir Modifikationen gesucht (Tabelle 3-4, S. 82). Anschliefend wurden in
einer zweiten Synthesephase Reste in Position 3' des Diazoxid-Molekiils systematisch variiert
(Abb. 3-5, S. 83).

Die neu synthetisierten Diazoxid-Derivate wurden auf ihre agonistische Wirkung sowohl am
HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)- als auch CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellsystem untersucht. Die Effekte der
Substanzen wurden auf einen maximal hyperpolarisierenden Stimulus normiert; der pECso-Wert
stellt die Konzentration einer Substanz dar, welche einen halbmaximalen Effekt erzielt und ermdg-
licht den Vergleich der relativen Wirkstirke verschiedener Substanzen. Die Selektivitét fiir einen der
beiden untersuchten Karp-Kanaltypen wird jeweils als Differenz zwischen der an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen und der an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen gemessenen pECso in (-log M)
angegeben; je hoher die Wirkung an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen im Vergleich zu CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen, desto groBBer der fiir die Selektivitdt angegebene Wert.

H Modifikationen in Position 7': Die Messergebnisse der nachfolgenden

}@ | Derivate, welche aus der ersten Synthesephase hervorgingen, befinden sich
N

R //S\f in Tabelle 3-4. Ein erster Ansatz stellte die Substitution des Diazoxid in

0]
Position 7' dar. Wihrend der Austausch Chlor (Diazoxid) durch Brom

(DADI) in dieser Position eine nur geringfiigig hohere relative Wirkstarke an beiden untersuchten
Rezeptorsystemen im Vergleich mit Diazoxid selbst erbrachte (Abb. 3.2.2), zeigte DAD4, mit einem
Phenylring in Position 7', eine deutliche Absenkung der relativen Wirkstiarke (Abb. 3.2.3). Dieser
Unterschied spiegelt sich auch in den Originalabbildungen wieder: In Abb. 3.2.2a und b (DAD]1)
erreichen die hochsten eingesetzten Konzentrationen von 50 uM (dicke hellblaue Kurve) bzw. 100
uM (diinn rosa) (-log M) die volle Fluoreszenzintensitit im Sinne einer hyperpolarisierenden Wir-
kung der Maximalstimuli (jeweils dick rosa), welche der Maximalwirkung der Standardsubstanzen
KC399 bzw. NNC414 entsprechen. In Abb. 3.2.2¢ sind fiir DAD1 die mittels nicht-linearer Regres-
sionsanalyse erstellten Dosiswirkungskurven der relativen Wirkungen in Abhéngigkeit von der
Konzentration beider Zelltypen dargestellt. Dabei entsprechen die pECso-Werte Schnittpunkten
einer gedachten horizontalen Linie bei 50% mit den beiden Dosiswirkungskurven; je grofer die
Differenz — also grafisch der Abstand — beider pECso-Punkte, desto selektiver die Substanz. Fiir die
Substanz DAD4 in Abb. 3.2.3a wurden aufgrund der relativ kleinen Wirkstarke keine Originalver-

suche demonstriert und nur die beiden teilextrapolierten Dosiswirkungskurven angegeben. Da bei
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Konzentrationen grofer als 100 uM toxische Nebeneffekte eintreten, konnten keine vollstindige
Dosiswirkungskurven gemessen werden. In diesen Fillen wurde zur ungefdhren Abschiatzung der
Selektivitdt unter der Annahme einer 100%-igen Wirkung im millimolaren Bereich eine Dosiswir-
kungskurve extrapoliert (siehe gestrichelte Linien in Abb. 3.2.3a). Der hiermit ermittelte pECso-
Wert stellt den kleinsten anzunehmenden extrapolierten pECso-Wert dar, woraus sich eine Aussage
iiber die untere Grenze der Selektivitét treffen ldsst. Die Selektivitit der Derivate DAD1 und DAD4
fiir SUR2B/Kir6.1 weicht kaum von der des Diazoxids selbst ab.

R H Modifikationen in Position 5': Eine weitere Modifikation des Diazoxid-

S N
Y Molekiils wurde in Position 5' vorgenommen; jedoch zeigten die Substitu-

_N

cl > tionen mit einer Nitrogruppe (DAD2) oder einer Amidgruppe (DAD3) in

© ©O dieser Position an beiden Zelllinien selbst in hohen Konzentrationen nur

Schwellenwirkungen, welche extrapolierte pECso-Werte groBer als 4.0 (-log M) bei minimaler
Selektivitdt (Abb. 3.2.3b und c) ergaben.

Modifikationen in Position 3" Die Substitution mit lipophilen Resten an

H
N 3R
©i \|( Position 3' erwies sich dagegen in Hinblick auf Selektivitét als vielverspre-
N
~
//S\\
o o

chend, auch wenn die Derivate zur Vereinfachung der Synthese ohne Chlor

in Position 7' synthetisiert wurden, wodurch die gemessenen pECso-Werte,
die des Diazoxids nicht erreichten. So wurde fiir DAD9, mit einem Cyclohexyl-Rest in Position 3'
eine pECso von 4.51 + 0.03 (-log M) an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen gemessen, welche sich
beinahe um den Faktor 10 von der deutlich verminderten pECso von 3.56 + 0.12 (-log M) an CHO-
(SUR1/Kir6.2; Abb. 3.2.4) unterscheidet.

Die Idee von lipophilen Resten in Position 3' fortsetzend wurde ein Diazoxid-Derivat mit einem
Adamantyl-Rest in dieser Position synthetisiert. Diese Substanz (DADI11) zeigte an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit einer gemessenen pECso von 4.95 + 0.04 (-log M) beinahe die gleiche
agonistische Wirkung wie Diazoxid selbst. Im Vergleich mit dem extrapolierten pEC so-Wert von
3.57 £ 1.36 (-log M) an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen, zeigt diese Substanz eine hohe Selektivitdt mit
um den Faktor 25 hoheren Effekten an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen (Abb. 3.2.5). Adamantan
selbst stellt ein hochsymmetrisches Cycloalkan dar, welches formal aus 4 Cyclohexanmolekiilen in
Sesselkonformation besteht. Durch den Adamantyl-Rest ist DAD11 nur schwer zu 16sen, so dass
keine Konzentrationen grof3er als 50 uM untersucht werden konnten.

Weitere Substitutionen in Position 3' mit einem Phenyl- (DADS), Thiophen- (DAD10) oder Iso-
butenylrest (DAD12) erwiesen sich als weniger agonistisch wirksam an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-
Zellen (pECso < 4.5; -log M); wobei durch einen Verlust der Wirksamkeit an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen die Selektivitdt um mehr als Faktor zehn zugunsten des SUR2B-K arp-Kanals erhalten blieb.
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Dagegen zeigte das mit einem Salicyl-Rest substituierte DAD7 eine dhnliche geringe relative Wirk-
stirke (pECso < 4.1; -log M) an beiden untersuchten Rezeptorsystemen und damit einen Verlust an

Selektivitit (Abb. 3.2.6 und 3.2.7).

Modifikation von 7'-chloro-Derivaten in Position 3': Aufgrund der hohen Selektivitét und relativ
hohen Wirksamkeit der Substanzen DAD9 (3'-Hexyl) und DADI11

H
N 3R
/C[ \|( (3'-Adamantyl) wurden in einer zweiten Synthesephase Diazoxid-
N
cl sl
O

>s{ Derivate synthetisiert, welche zum einen das Chloratom in Position 7'
7 N
© besitzen als auch unterschiedliche liberwiegend cyclische Reste in Posi-

tion 3' aufweisen (Abb. 3.2.1). Dabei unterscheiden sich die Derivate teilweise in einer zusétzlichen
Methyl-Gruppe zwischen dem Molekiil-Grundgeriist und der eigentlichen cyclischen Substitution in
Position 3', welche nachfolgend als ,,spacer* bezeichnet wird. H

3 _R1
Nachfolgend werden zuerst die cyclischen Reste in zuneh- /@: T
cl N
o

mender GroBe, danach nicht-cyclische Reste in Position 3' O/,S\\
beschrieben; zugehorige Daten konnen der Tabelle 3-5 ent-
nommen werden. AFs6 N\

Die kleinste Ringstruktur in Position 3' stellt der Cyclo- s D m AFS3

propyl-Rest der Substanz AF56 (Abb. 3.2.8) dar. Mit einer an

HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen gemessenen pECso von  Afps) O b AF49
6.04 (-log M) zeigt AF56 eine fast zehnfach hohere agonisti-

sche Wirkstirke als Diazoxid selbst. Auch an CHO-  AF39 O \O AF38
(SURI1/Kir6.2)-Zellen ist die agonistische Wirkung mit einer

pECso von 5.47 (-log M) erhoht; jedoch ergibt sich durch die @ DADI3
hohere Wirksamkeit an beiden Karp-Kanaltypen insgesamt

eine im Vergleich mit anderen Diazoxid-Derivaten relativ AF45 Q

geringe Selektivitit fiir den SUR2B/Kir6.1-Kanaltyp von

0.57 (-log M). AFL2 O \© AR
Die Substanz AF55 (Abb. 3.2.9) mit einem Cyclobutyl-Rest Abb. 324: Cydlische Reste in
ohne ,,spacer* erreicht mit einer pECso von 6.22 (-log M) an Position 3' des Diazoxidmolekiils
HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen die hochste agonistische Wirkung der untersuchten Diazoxid-
Derivate. Gleichzeitig ist die Selektivitit zugunsten des SUR2B/Kir6.1-K aorp-Kanals durch eine im
Vergleich zu AF56 geringere pECso von 5.14 (-log M) an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen auf 1.08 (-
log M) erhoht. Der zusitzliche ,,spacer des Cyclopentyl-Derivats AF53 (Abb. 3.2.10) verringert
im Vergleich zu AF55 die pECso vor allem an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1) auf 5.84 (-log M) um
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mehr als den Faktor 2; an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen unterscheiden sich die relativen Wirkstarken
(pECso = 5.1; -log M) kaum.

Fiir das Cyclopentyl-Derivat AF51 ohne ,,spacer® (Abb. 3.2.11) wurde ein pECso-Wert von 6.09
(-log M) an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen bzw. 5.39 (-log M) an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen
gemessen. Fiir das Cyclopentyl-Derivat mit ,,spacer (AF49, Abb. 3.2.12) wurde an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit einer pECso von 5.66 (-log M) nur ein moderater Verlust relativer
Wirkstirke gemessen. Dagegen ist der starke Abfall der relativen Wirkstirke am SURI1-Katp-
Kanal-Typ um den Faktor zehn auf einen pECso-Wert von 4.43 (-log M) hervorzuheben. Hierdurch
kommt es im Vergleich zur Substanz AF51 zu einem sprunghaften Anstieg der Selektivitdt auf 1.23
(-log M) zugunsten des SUR2B-Typs.

Die beiden Cyclohexyl-Derivate AF39 und AF38 (Abb. 3.2.13 bzw. 3.2.14) zeigen an beiden

untersuchten Rezeptorsystemen eine dhnliche relative Wirkstirke wie AF49. Dabei erreicht das mit
“spacer” synthetisierte AF38, einen leicht hoheren pECso-Wert von 5.83 (-log M) an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen sowie eine Selektivitit von 1.51 (-log M) zugunsten des SUR2B-Typs.
Die hochste ermittelte Selektivitit von 2.64 (-log M) erreicht das mit einem Adamantyl-Rest in
Position 3' substituierte DAD13 (Abb. 3.2.15). Die hohe Selektivitit setzt sich aus der im Vergleich
zu AF38 hoheren pECso von 6.09 (-log M) an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, sowie dem Ver-
lust relativer Wirkstdrke an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen mit einem extrapolierten pECso-Wert von
3.26 (-log M) zusammen.

In Position 3' wurden weiterhin auch aromatische Substitutionen in Form eines Thiophen-
(AF45) und zwei Cylcophenyl-Derivaten AF42 und AF41 vorgenommen. Fiir das Thiophen-Derivat
AF45 (Abb. 3.2.16) wurde an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen eine pECso von 5.13 (-log M)
gemessen; der pECso-Wert an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen betrug 4.30 (-log M). Im Vergleich zum
Cyclopentyl AF51 ohne “spacer” sind die gemessenen relativen Wirkstérken des Derivats AF45 um
etwa den Faktor zehn geringer.

Das Derivat AF42 (Abb. 3.2.17), dessen Cyclophenyl-Rest direkt am Diazoxid-Derivat ansetzt,
zeigte mit dem Thiophenderivat AF45 vergleichbare relative Wirkstiarken. Dagegen konnte fiir das
Cyclophenyl-Derivat mit ,,spacer (AF41, Abb. 3.2.18) an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen in
DiBAC4(3)-Membranpotentialtests eine pECso von 5.55 (-log M) gemessen werden; die relative
Wirkstiarke an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen ist an allen planaren Substitutionen in Position 3' ver-
gleichbar (pECso = 4.3 (-log M)). Eine Nachmessung mit dem Membranpotentialmarker DyeB an
HEK?293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen in Anhang A (Kap. A2.3.1) ergab einen geringgradig niedrigeren
pECso-Wert von 5.21 + 0.03 (-log M) und eine geringere spezifsche Karp-Kanal-Wirkung an
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CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen, welche zu einer geringen Unterschétzung der Selektivitidt von AF41
fithrt.

Neben den bisher beschriebenen cyclischen Substitutionen in Position 3' wurden auch zwei nicht
zyklische Butyl-Reste untersucht. Die zweithdchste extrapolierte Selektivitit flir den
SUR2B/Kir6.1-Kanaltyp erzielte mit 1.86 (-log M) mit einem Isobutenyl-Substituent die Substanz
AFS57 (vgl. Abb. 3.2.20); ein erheblich kleinerer Substituent im Vergleich zum Adamantyl-Rest des
DAD13, welches eine Selektivitit von 2.64 (-log M) erreichte. Auch AF57 zeigte an CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen kaum messbare agonistische Effekte, bei einer gleichzeitig gemessenen
pECso von 5.41 (-log M) an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen. Im Vergleich zu AF57 erreicht die
Substanz AF54 (Abb. 3.2.19) mit einem einfachen Butenyl-Rest in Position 3' (vgl.) an CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen eine hohere pECso von 4.67 (-log M), bei beinahe identischer pECso an
HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen; daraus resultiert eine um etwa Faktor 10 geringere Selektivitit.
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249 Abb. 3.2.2
‘f DADI ‘C 3 HMKC399 Hyperpolarisierende  (agonistische)
9 = Membranpotentialwirkungen des
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3 214 0.4
- ’ 0.8
= — 16 a)oben
22 — 32 Originalexperiment an HEK293-
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anderer Kanal erhielt  einen
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5 174 16 DIBAC4(3) markiert wurden. Der
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_L:; - lg-g zentrationen von 400 nM bis 100 uM
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= 500 unbehandelt (control), ein anderer
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bestimmt und prozentual auf die
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[min]
0~ H c) unten
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O 0 Daten (Gl. 17) von n=6 Experimenten
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an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit DAD1 ergab einen pECso-Wert
von 529 +0.02 (-log M) und eine
Steilheit p von 1.35 + 0.07.

Die Auswertung von n=10 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zel-
len ergab einen pECso-Wert von
4.88 £ 0.01 (-log M) und eine Steil-
heit p von 1.71 + 0.07.
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Abb. 3.2.3

Dosiswirkungskurven fiir hyperpolar-
isierende (agonistische) Membran-
potentialwirkungen der Diazoxid-
Derivate DAD2, DAD3 und DAD4

Zur Abschétzung der Selektivitét
unter Annahme einer 100%-igen
Wirkung bei supramillimolaren Kon-
zentrationen wurden mittels nicht-
linearer Regressionsanalyse der
normierten Daten (GIl. 17) extra-
polierte Dosiswirkungskurven erstellt.

a) oben: DAD4

Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-
Zellen mit DAD4 ergab eine Dosis-
wirkungskurve mit einem pEC50-
Wert von 4.35+0.02 (-log M) und
einer Steilheit p von 1.37 £ 0.07. Die
Auswertung von n=6 Experimenten
an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen ergab
eine extrapolierte  Dosiswirkungs-
kurve mit einem pEC50-Wert von
3.79 £ 0.04 (-log M) und eine Steil-
heit p von 1.82 + 0.25.

b) Mitte: DAD2

Die Auswertung von n=10
Experimenten an HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit DAD2

ergab eine extrapolierte, normsteile
Dosiswirkungskurve mit einem
theoretischen pECso-Wert  von
3.82 £ 0.05 (-log M).

Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab einen theoretischen
pECso-Wert von 3.58 + 0.16 (-log M)
und eine Steilheit p von 0.81 + 0.22.

c) unten : DAD3

Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-
Zellen mit DAD3 ergab einen
theoretischen pECso-Wert von
3.70 £ 0.05 (-log M) und eine Steil-
heit p von 1.28 + 0.15.

Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab einen theoretischen
pECso-Wert von 3.36 + 0.14 (-log M)
und eine Steilheit p von 1.31 £ 0.27.
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Abb. 3.2.4

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Diazoxid-Derivats DAD9

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit 5
UM DIiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden Kon-
zentrationen von 400 nM bis 100 uM
bei ca. 7 min injiziert. Ein Kanal blieb
unbehandelt (control), ein anderer
Kanal erhielt einen Maximalstimulus
(3 M KC399). Es wurden Gleich-
gewichtswirkungen bei ca. 46 min
bestimmt und prozentual auf die
darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 3 puM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen, welche mit 5
UM DiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 200 nM bis 100
MM bei ca. 5 min injiziert. Ein Kanal
blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maximal-
stimulus (30 uyM  NNC414). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 33 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 30 uM
NNC414 normiert.

¢) unten

Dosiswirkungskurven fur die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit DAD9 ergab einen pECso-Wert
von 4.51£0.03 (-log M) und eine
Steilheit p von 1.13 + 0.07.

Die Auswertung von n=6 Ex-
perimenten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab eine extrapolierte
Dosiswirkungskurve mit einem
theoretischen pECso-Wert  von
3.56£0.13 (-logM) und einer
Steilheit p von 0.95 + 0.22.
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Abb. 3.2.5

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Diazoxid-Derivats DAD11

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit 5
UM DiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden Kon-
zentrationen von 100 nM bis 50 uM
bei ca. 5 min injiziert. Ein Kanal blieb
unbehandelt (control), ein anderer
Kanal erhielt einen Maximalstimulus
(3 uM KC399). Es wurden
Gleichgewichtswirkungen bei ca.
53 min bestimmt und prozentual auf
die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 uM
DIBAC4(3) markiert wurden. Nach
einer Kontrollinjektion von
Versuchspuffer ohne Wirkstoff bei ca.
4 min wurde eine Einzelkonzentration
von 50 uM DAD11 bei ca. 37 min
injiziert. Ein Kanal blieb unbehandelt
(control), ein anderer Kanal erhielt
einen Maximalstimulus (30 uM
NNC414). Es wurden Gleich-
gewichtswirkungen bei ca. 75 min
bestimmt und prozentual auf die
darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 30 yM NNC414
normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=9 Experimenten

an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit DAD11 ergab eine
Dosis-wirkungskurve mit  einem

pECso-Wert von 4.95 + 0.04 (-log M)
und einer Steilheit p von 1.38 + 0.13.
Die Auswertung von n=6 Ex-
perimenten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab fir die hdchste
untersuchte Konzentration von 50 uM
eine agonistische Wirkung von
3.57 £ 1.36 %.
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Abb. 3.2.6

Dosiswirkungskurven  fir  hyper-
polarisierende (agonistische) Mem-
branpotentialwirkungen der Diazoxid-
Derivate DAD7 und DADS8

a) oben: DAD7

Die nicht-lineare Regressionsanalyse
der normierten Daten (Gl. 17) von
n=6 Experimenten an HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit DAD7
ergab eine Dosiswirkungskurve mit
einem pECso-Wert von 4.06 + 0.03
(-log M) und einer Steilheit p von
1.29 + 0.11.

Die Auswertung von n=8 Ex-
perimenten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab einen pECso-Wert von
3.78+0.03 (-logM) und eine
Steilheit p von 1.32 £ 0.13.

b) unten: DAD8

Die nicht-lineare Regressionsanalyse
der normierten Daten (Gl. 17) von
n=6 Experimenten an HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit DADS8
ergab eine Dosiswirkungskurve mit
einem pECso-Wert von 4.00 + 0.02
(-log M) und einer Steilheit p von
1.28 £ 0.08.

Die Auswertung von n=6 Ex-
perimenten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab fur die hochste
untersuchte Konzentration von
100 yM eine agonistische Wirkung
von 1.67 + 0.68 %.
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Abb. 3.2.7

Dosiswirkungskurven fiir hyperpolar-
isierende (agonistische) Membran-
potentialwirkungen der Diazoxid-
Derivate DAD10 und DAD12

a) oben: DAD10

Die nicht-lineare Regressionsanalyse
der normierten Daten (Gl. 17) von
n=6 Experimenten an HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit DAD10
ergab eine Dosiswirkungskurve mit
einem pECso-Wert von 4.04 £ 0.03
(-log M) und einer Steilheit p von
1.31+£0.11.

Die Auswertung von n=6 Ex-
perimenten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab fur eine Konzentration
von 100 uM eine agonistische
Wirkung von 6.78 £ 1.12 %.

b) unten: DAD12
Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (Gl. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit DAD12 ergab eine Dosis-
wirkungskurve mit einem pECso-Wert
von 4.26 £0.02 (-log M) und einer
Steilheit p von 1.06 £+ 0.05.

Die Auswertung von n=6 Ex-
perimenten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab fir die hdochste
untersuchte Konzentration von
100 uM eine agonistische Wirkung
von 10.7 + 1.36 %.
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Abb. 3.2.8

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Diazoxid-Derivats AF56

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit 5
UM DIiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden Kon-
zentrationen von 100 nM bis 25 uM
bei ca. 2 min injiziert. Ein Kanal blieb
unbehandelt (control), ein anderer
Kanal erhielt einen Maximalstimulus
(3 M KC399). Es wurden Gleich-
gewichtswirkungen bei ca. 35 min
bestimmt und prozentual auf die
darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 3 puM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 pM
DiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 400 nM bis
50 yM bei ca. 4 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer  Kanal erhielt  einen
Maximalstimulus (30 uM NNC414).
Es wurden Gleichgewichtswirkungen
bei ca. 60min bestimmt und
prozentual auf die darauf folgende
maximale Hyperpolarisation durch
30 yM NNC414 normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fur die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit AF56 ergab eine Dosiswirkungs-
kurve mit einem pECso-Wert von
6.04 £+0.03 (-logM) und einer
Steilheit p von 1.18 + 0.09.

Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab einen pECso-Wert von
547 +£0.02 (-logM) und eine
Steilheit p 1.86 + 0.14.
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Abb. 3.2.9

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Diazoxid-Derivats AF55

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
5 uM DiBAC4(3) markiert wurden.
Der Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 200 nM bis
50 M bei ca. 3 min injiziert. Ein Kanal
blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen
Maximalstimulus (3 pM KC399). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 40 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 puM
DIBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 200 nM bis
50 uM bei ca. 3 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer  Kanal erhielt  einen
Maximalstimulus (30 uM NNC414).
Es wurden Gleichgewichtswirkungen
bei ca. 40 min bestimmt und
prozentual auf die darauf folgende
maximale Hyperpolarisation durch
30 uM NNC414 normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fur die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit AF55 ergab eine Dosiswirkungs-
kurve mit einem pECso-Wert von
6.22+£0.02 (-logM) und einer
Steilheit p von 1.37 + 0.08.

Die Auswertung von n=6
Experimenten an  CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen ergab eine Dosis-
wirkungskurve mit einem pECso-Wert
von 514 £0.02 (-log M) und eine
Steilheit p 1.39 £+ 0.09.
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¢ AF53 ¢ 3 uMKC399 Abb. 3.2.10
329 2 Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
59 Apsy  Diazoxid-Derivats AF53
S 3.0+
] [uM]
2 — control a) oben
L 0o  Originalexperiment an  HEK293-
g 2.8+ — 04 (SUR2BIKir6.1)-Zellen, welche mit 5
— - 08  pM DIiBAC4(3) markiert wurden. Der
= _ 16 Wirkstoff wurde mit steigenden
S 2.6+ = 32 Konzentrationen von 200nM bis
;T'; 125 25uM bei ca. 3 min injiziert. Ein
g 250  Kanal blieb unbehandelt (control), ein
S 2.4+ anderer Kanal erhielt einen Maximal-
Z = stimulus (3 yM KC399). Es wurden
3uM Gleichgewichtswirkungen bei ca.
2.2 HEK293-(SUR2B/Kir6.1) kC300 45 min bestimmt und prozentual auf
r T T T T T T 1 die darauf folgende maximale Hyper-
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[min]  normiert.
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K ¢ b) Mitte
9 Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
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Q [uM]  DIiBAC4(3) markiert wurden. Der
O 2.1+ — control  Wirkstoff wurde mit steigenden Kon-
g 02  zentrationen von 200 nM bis 50 uM
= — 0.8  bei ca. 2 min injiziert. Ein Kanal blieb
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gressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=7 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit AF53 ergab einen pECso-Wert
von 5.84 £0.02 (-log M) und eine
Steilheit p von 1.29 + 0.06.

Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab einen pECso-Wert von
509+0.04 (logM) und eine
Steilheit p von 1.29 + 0.14.
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Abb. 3.2.11

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Diazoxid-Derivats AF51

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit 5
UM DIiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden Kon-
zentrationen von 100 nM bis 50 uM
bei ca. 5 min injiziert. Ein Kanal blieb
unbehandelt (control), ein anderer
Kanal erhielt einen Maximalstimulus
(3 UM KC399). Es wurden Gleich-
gewichtswirkungen bei ca. 50 min
bestimmt und prozentual auf die
darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 3 uM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 puM
DIBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden Kon-
zentrationen von 100 nM bis 50 uyM
bei ca. 5 min injiziert. Ein Kanal blieb
unbehandelt (control), ein anderer
Kanal erhielt einen Maximalstimulus
(30 uM NNC414). Es wurden Gleich-
gewichtswirkungen bei ca. 75 min
bestimmt und prozentual auf die
darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 30 yM NNC414
normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fur die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit AF51 ergab einen pECso-Wert
von 6.09+0.02 (-logM) und eine
Steilheit p von 1.42 + 0.07.

Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab eine Dosiswirkungs-
kurve mit einem pECso-Wert von
539+0.02 (logM) und eine
Steilheit p von 1.11 £ 0.06.
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3.7 ¢ AF49 ¢ 3 uM KC399 Abb. 3.2.12
— Hyperpolarisierende  (agonistische)
o AF49  Membranpotentialwirkungen des
2 33 [“M]" Djazoxid-Derivats AF49
o : — control
2 — o1
a4 _ a) oben
5 20 Originalexperiment an  HEK293-
= (SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
= 5 uM DIiBAC4(3) markiert wurden.
'8 254 Der Wirkstoff wurde mit steigenden
E ’ Konzentrationen von 100 nM bis
© 50 uM bei ca. 3 min injiziert. Ein
é 714 Kanal blieb unbehandelt (control), ein
2 ’ anderer Kanal erhielt  einen
Maximalstimulus (3 yM KC399). Es
174 wurden Gleichgewichtswirkungen bei

42

3.6

3.0+

Normalized Fluorescence

2.4

100 4

HEK293-(SUR2B/Kir6.1)

0 10 20 30 40

60 70
[min]

{ AF49 & 30 uM NNC414

=

CHO-(SURV/Kir6.2)

AF49
[uM]
control

I
<
S

30 uM

NNC414
n n

0 20 40

O SUR2B/
Kir6.1

ASUR1/
Kir6.2

[min] 80

- log [AF49] mol/l

ca. 45 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 uM
DiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 100 nM bis
50 yM bei ca. 4 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer  Kanal erhielt  einen
Maximalstimulus (30 uM NNC414).
Es wurden Gleichgewichtswirkungen
bei ca. 40 min bestimmt und
prozentual auf die darauf folgende
maximale Hyperpolarisation durch
30 yM NNC414 normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fur die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=6 Experimenten
an  HEK293-(SUR2B/Kir6.1Zellen
mit AF49 ergab einen pECso-Wert
von 5.66 +0.03 (-log M) und eine
Steilheit p von 1.36 + 0.12.

Die Auswertung von n=10 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab einen pECso-Wert von
443+0.02 (JlogM) und eine
Steilheit p von 0.89 + 0.03.
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Abb. 3.2.13 3.0= ¢ AF39 $3MMKC399

Hyperpolarisierende  (agonistische) ~

Membranpotentialwirkungen des o -

Diazoxid-Derivats AF39 2 281 N ars)
n

a) oben % 2.64 = control

Originalexperiment an  HEK293- 3

(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit = 247

5 uM DiBAC4(3) markiert wurden. ,_L;

Der Wirkstoff wurde mit steigenden e 224

Konzentrationen von 200 nM bis = ;

25 UM bei ca. 5 min injiziert. Ein g 2.0+ ‘

Kanal blieb unbehandelt (control), ein 5

anderer Kanal erhielt einen Maxi- /7, 1.8=

malstimulus (3 uM  KC399). Es

wurden Gleichgewichtswirkungen bei 1.6

ca. 70 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen, welche mit 5
UM DiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 3.2 yM bis
50 uM bei ca. 2 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein

anderer Kanal erhielt einen Maximal- ;

stimulus (30 uM  NNC414). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 50 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 30 uM
NNC414 normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fur die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (Gl. 17) von n=7 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit AF39 ergab einen pECso-Wert
von 5.65+0.02 (-logM) und eine
Steilheit p von 1.35 + 0.07.

Die Auswertung von n=10 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab einen pECso-Wert von
431+006 (-logM) und eine
Steilheit p von 0.93 + 0.13.
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Abb. 3.2.14

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Diazoxid-Derivats AF38

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit 5
UM DIiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 200 nM bis
25 uM bei ca. 4 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maximal-
stimulus (3 yM KC399). Es wurden
Gleichgewichtswirkungen bei ca. 70
min bestimmt und prozentual auf die
darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 3 pM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 pM
DiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 3.2 uyM bis 50
UM bei ca. 2 min injiziert. Ein Kanal
blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maximal-
stimulus (30 pM NNC414). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 40 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 30 uM
NNC414 normiert.

¢) unten

Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (Gl. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit AF38 ergab einen pECso-Wert
von 583 £ 0.03 (-log M) und eine
Steilheit p von 1.17 £ 0.07.

Die Auswertung von n=12 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab einen pECso-Wert von
432 £ 0.08 (-log M) und eine
Steilheit p von 1.09 + 0.25.
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Abb. 3.2.15

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Diazoxid-Derivats DAD13

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
5 uM DiBAC4(3) markiert wurden.
Der Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 100 nM bis
3.2 UM bei ca. 4 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen
Maximalstimulus (3 pM KC399). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 50 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 puM
DIBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 100 nM bis 6.3
MM bei ca. 4 min injiziert. Ein Kanal
blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maxi-
malstimulus (30 yM NNC414). Es
wurden minimale Wirkungen bei ca.
45 min bestimmt und prozentual auf
die darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 30 uM NNC414
normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fur die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (Gl. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit DAD13 ergab einen pECso-Wert
von 5.90 £ 0.05 (-log M) und eine
Steilheit p von 1.00 £ 0.09.

Zur Abschatzung der Selektivitat
unter Annahme einer 100%-igen
Wirkung in supramillimolaren Kon-
zentrationen wurde mit n=7 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ein theoretischer pECso-Wert
von 3.26+2.07 (logM) und ein
Steilheit p von 1.05 % 1.63 extra-
poliert.
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24m- Abb. 3.2.16
¢ AF45 ¢ 3 uM KC399 Hyperpolarisierende  (agonistische)
o - Membranpotentialwirkungen des
% -~ Apgs  Diazoxid-Derivats AF45
Q - [uM]
L —_— trol a) ppen .
5 N, Originalexperiment an  HEK293-
= os (SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
E; 2.04 — 16 5uM DIiBAC4(3) markiert wurden.
O — 32 Der Wirkstoff wurde mit steigenden
E — 132 Konzentrationen von 400 nM bis
e — 550 25uM bei ca. 5min injiziert. Ein
g 1.84 Kanal blieb unbehandelt (control), ein
Z. anderer Kanal erhielt einen Maximal-
3 uM stimulus (3 yM KC399). Es wurden
16 Kc3og  Gleichgewichtswirkungen bei ca.
' HEK293-(SUR2B/Kir6.1) 45 min bestimmt und prozentual auf
(.) 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 die darauf folgende maximale Hyper-
[min] polarisation durch 3 puM KC399
normiert.
2.9m ¢ AF45 ¢ 30 uM NNC414
o N S———— \ b) Mitte
g Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
S 264 ~ AF45  Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 puM
a ‘\ [uM]  DiBAC4(3) markiert wurden. Der
5 — control ~ Wirkstoff wurde mit steigenden
= — 32 Konzentrationen von 3.2uM bis
~ 23- — 63 50uM bei ca. 6 min injiziert. Ein
= 21;5) Kanal blieb unbehandelt (control), ein
N 500 anderer Kanal erhielt einen Maximal-
= 30uM  stimulus (30 uM  NNC414). Es
é 2.0 NNC414  wurden Gleichgewichtswirkungen bei
2 ca. 40 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 30 uM
L.7=  cHo-surikire2) NNC414 normiert.
0 20 40 . 8
[min]
0 - c) unten
w H | N Dosiswirkungskurven fur die Hyper-
NS S polarisation. Die nicht-lineare Re-
E% 7/@ ,L‘ gressionsanalyse der normierten
cl .S, Daten (GI. 17) von n=6 Experimenten
©o 0 an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit AF45 ergab einen pECso-Wert
504 von 5.13+0.02 (<logM) und eine
' Steilheit p von 1.36 + 0.08.
\ Die Auswertung von n=6 Experi-
© SUR2B/ . menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
ir6.1 .
' Zellen ergab einen pECso-Wert von
Alsgijrfglz/ oo 430002 (logM) und eine
100 AT Steilheit p von 1.80 £ 0.18.
1 1 1 1 1 1
8 7 6 5 4 3

- log [AF45] mol/l
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Abb. 3.2.17 229 AF42 3 UM KC399
Hyperpolarisierende  (agonistische) ‘f ‘f
Membranpotentialwirkungen des Q N —
Diazoxid-Derivats AF42 = 2.0+ AF42
3 b [uM]
2]
a) oben 8 — control
Originalexperiment an HEK293- © 18+ — 0.4
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit -E — 1.6
5uM DIiBAC4(3) markiert wurden. - zg
Der Wirkstoff wurde mit steigenden 9 16 \ 125
Konzentrationen von 400 nM bis ;C_'; 25.0
25 UM bei ca. 4 min injiziert. Ein é 3uM
Kanal blieb unbehandelt (control), ein 5 1 44 KC399
anderer  Kanal erhielt  einen 'z
Maximalstimulus (3 pM KC399). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei 12+ .
ca. 60 min bestimmt und prozentual .HEK293'(SUR2B/K“6‘.1) . .
auf die darauf folgende maximale 0 30 60 . 90
Hyperpolarisation durch 3 uM KC399 [min]
normiert.
3.8m
¢ AF42 ¢ 30 uM NNC414
b) Mitte © ——
Originalexperiment an CHO-(SUR1/- g 3.4
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5uM ¥ AF42
DiBAC4(3) markiert wurden. Der % [mM]
Wirkstoff wurde mit steigenden & 3 (d — control
Konzentrationen von 3.2uM bis = - 32
50 yM bei ca. 3min injiziert. Ein M - 5
Kanal blieb unbehandelt (control), ein o 2.6 250
anderer  Kanal  erhielt einen .= 50.0
Maximalstimulus (30 uM NNC414). g 30 uM
Es wurden Gleichgewichtswirkungen £ 274 NNC414
bei ca. 50 min bestimmt und 2 ‘
prozentual auf die darauf folgende
maximale Hyperpolarisation durch 18-
30 uM NNC414 normiert. ‘ .CHO-(SURI/KM-Z) . . .
0 30 60 90

c) unten
Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare

Regressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit AF42 ergab einen pECso-Wert
von 4.98 +0.03 (-log M) und eine
Steilheit p von 1.35 + 0.11.

Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zel-
len ergab einen pECS50-Wert von
434+0.03 (log M) und eine
Steilheit p von 1.72 + 0.25.
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1.8 = Abb. 3.2.18
Hyperpolarisierende  (agonistische)
o ¢ AFdl ¢ 3 kM RC399 Membranpotentialwirkungen des
g " Diazoxid-Derivats AF41
5 AF41
3 16 [uM]  a) oben
5 — control  Originalexperiment an  HEK293-
= 02 (SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit 5
F— 08  uM DIBAC4(3) markiert wurden. Der
= - ;g Wirkstoff wurde mit steigenden
E 14 - 63 Konzentrationen von 0.2puM bis
S - 125 25PyM bei ca. 3 min injiziert. Ein
é 250 Kanal blieb unbehandelt (control), ein
2 — anderer Kanal erhielt einen Maximal-
stimulus (3 yM KC399). Es wurden
3uM  Gleichgewichtswirkungen bei ca.
1.2 HEK293-(SUR2B/Kir6.1) KC399 40 min bestimmt und prozentual auf
. v y v y * die darauf folgende maximale Hyper-
0 10 20 30 40 S0 60 bolarisation durch 3 M KC399
[min] normiert.
3.8
AF41 ¢ 30 uM NNC414 ]
. AN b) Mitte
5 i Originalexperiment an CHO-
S 349 — ara;  (SUR1/-Kir6.2)-Zellen, welche mit
2 mM] 5 uM DIiBAC4(3) markiert wurden.
L —  contro]  Der Wirkstoff wurde mit steigenden
O 3.0+ . :
s -— 32  Konzentrationen von 3.2 puM bis
— 63 50 uM bei ca. 3 min injiziert. Ein
= 125 Kanal blieb unbehandelt (control), ein
S 2.6 _ gg'g anderer Kanal erhielt einen Maximal-
;C—; 30 “M stimulus (30 uM  NNC414). Es
é NNCc414  wurden Gleichgewichtswirkungen bei
S 22+ ca. 55 min bestimmt und prozentual
Z. auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 30 uM
1.8 cHO-(SURIKIr6.2) NNC414 normiert.
0 30 60 . 90
[min]
0- y

100 4

O SUR2B/
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c) unten

Dosiswirkungskurven fur die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit AF41 ergab eine Dosiswirkungs-
kurve mit einem pECso-Wert von
555+0.03 (-logM) und einer
Steilheit p von 1.25 + 0.09.

Die Auswertung von n=10 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab einen pECso-Wert von
431001 (-logM) und eine
Steilheit p von 1.76 + 0.08.
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Abb. 3.2.19

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Diazoxid-Derivats AF54

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
5 uM DiBAC4(3) markiert wurden.
Der Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 100 nM bis
25 UM bei ca. 3 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen
Maximalstimulus (3 pM KC399). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 70 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 puM
DIBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 0.8 uM bis
50 uM bei ca. 5 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maximal-
stimulus (30 uM  NNC414). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 60 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 30 uM
NNC414 normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fur die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit AF54 ergab einen pECso-Wert
von 546 +0.02 (-logM) und eine
Steilheit p von 1.37 + 0.08.

Die Auswertung von n=6 Ex-
perimenten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab einen pECso-Wert von
467 +0.02 (-logM) und eine
Steilheit p von 1.87 + 0.10.
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Abb. 3.2.20

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Diazoxid-Derivats AF57

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
5 uM DIiBAC4(3) markiert wurden.
Der Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 0.1 uM bis
25 uM bei ca. 3 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maximal-

- stimulus (3 uM KC399). Es wurden

Gleichgewichtswirkungen bei ca.
70 min bestimmt und prozentual auf
die darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 3 puM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 uM
DiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 16 uM bis
50 yM bei ca. 3 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maximal-
stimulus (30 uM  NNC414). Es
wurden  vernachlassigbar  kleine
Wirkungen erreicht, welche bei ca.
50 min bestimmt und prozentual auf
die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 30 uM
NNC414 normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=7 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit AF57 ergab einen pECso-Wert
von 541 +0.02 (-logM) und eine
Steilheit p von 1.25 + 0.07.

Zur Abschatzung der Selektivitat
unter Annahme einer 100%-igen
Wirkung in supramillimolaren Kon-
zentrationen wurde aus n=8 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ein theoretischer pECso-Wert
von 3.55+0.07 (log M) und eine
Steilheit p von 1.24 +0.19 extra-
poliert.
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Tab. 3-4: Vergleich von pECso-Werten der Membranpotential-Tests der Diazoxid-Derivate mit ihren
Dissoziationskonstanten aus der Kompetitionsbindung mit [3H]-P 1075 (Teil1)

[PH]-P 1075 DiBAC 4(3)-Membranpotentialmessung
A B C D
HEK293- HEK293- CHO-
(SUR2B/Kir6.1) | (SUR2B/Kir 6.1) (SURI1/Kir6.2)
pKo (-log M) PECs (-log M) A (B-C)
p(Hill slope) (-log M)
R1 |R2|R3 (n) (n)
Diazoxid 4.97 +0.02 5.14+£0.02 4.72 +£0.02 0.42 +0.03
Ubb. 3.1.5 CH; Cl 1.31 £0.08 1.80 £0.10
“4) (6) (3)
DAD1 5.01 £0.03 5.29+0.02 4.88 +£0.01 0.40 + 0.02
“) (6) (10)
DAD?2 3.55+0.05 3.82+0.05® 3.58+0.16* | 0.23+0.17
Ubb. 323 CH; NO, Cl 1.00 £0.00 0.81 £0.22
4) (10) (6)
DAD3 3.69 +0.03 3.70+0.05® 336+0.14* | 0.34+0.15
Ubb. 323 CH; NH, Cl 1.28 +£0.15 1.31 £0.27
4) (6) (6)
DAD4 Phe| 4-50+0.03 4.35+0.02 3.79+0.04* | 0.56+0.04
Ubb. 3.2.3 CH; | 1.37 £0.07 1.82 £0.25
w ) (6) (6)
DAD7 Ho 4.01 £0.02 4.06 +0.03 3.78+0.03* | 0.27+0.04
ibh 326 \O 1.29 +0.11 1.32+0.13
“) (6) (3)
DADS 4.18+0.02 4.00+0.02 1.67+0.68 % A>1.0
bb. 3.2.6 O 1.28 +£0.08 Effekt mit 100 uM
“) (6) (6)
DAD9 4.81+0.03 4.51+0.03 3.56+0.13* | 0.95+0.13
ibb 335 O 1.13 £0.07 0.95 £0.22
4) (6) (6)
DAD10 _ 3.95+0.03 4.04+0.03 6.78+1.12 % A>1.0
bh. 327 Q 1.31 £0.11 Effekt mit 100 uM
4) (6)
DAD11 5.19+0.03 4.95+0.04 3.57+1.36 % A>1.4
b 25 @ 138 +0.13 Effekt mit 50 uM
“) )
DAD12 4,50+ 0.02 4.26 £0.02 10.7+£1.36 % A>0.8
labb. 3.2.7 Y 1.06 +0.05 Effekt mit 100 uM
4) (6)

“ zur Abschdtzung der Selektivitdit extrapolierter pEC so-Wert unter der Annahme einer 100%-igen Wirkung in
supramillimolaren Konzentrationen
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Tab. 3-5: Vergleich von pECso-Werten der Membranpotential-Tests der Diazoxid-Derivate mit ihren
Dissoziationskonstanten aus der Kompetitionsbindung mit [3H]-P 1075 (Teil2)

H R [PH]-P 1075 DiBAC4(3)-Membranpotentialmessung
A B C D
T HEK293- HEK293- CHO-
_N (SUR2B/Kir6.1) = (SUR2B/Kir 6.1) (SURI/Kir6.2)
c O//S\\O pKo (-log M) PECso (-log M) A (B-C)
p(Hill slope) (-log M)
R1 (n) (n)
AF56 5.65+0.02 6.04 +£0.03 5.47 £0.02 0.57+£0.04
Abb. 3.2.8 A 118 0.09 1.86 +0.14
4) (6) (6)
AF55 6.02 +£0.02 6.22+0.02 5.14+0.02 1.08 £ 0.03
Abb. 3.2.9 D 1.37 £0.08 1.39 +0.09
4) (6) (6)
AFS3 5.86+0.02 5.84+£0.02 5.09+£0.04 0.75+£0.04
Abb. 3.2.10 \Q 1.29 +0.06 1.29 +0.14
4) (7 (6)
AF51 6.23+0.03 6.09 £ 0.02 5.39+£0.02 0.70+0.03
Abb 3.2.11 O 1.42 £0.07 111 +0.06
4) (6) (6)
AF49 5.97+0.03 5.66+0.03 4.43 +0.02 1.23 £0.04
Abb 3.2.12 b 1.36 £0.12 0.89 +0.03
4) (6) (10)
AF39 5.85+0.02 5.65+0.02 4.31 £0.06 1.34 +£0.06
Abb 3.2.13 O 1.35 £0.07 0.93 £0.13
4) (7 (10)
AF38 5.94 +0.03 5.83+£0.03 4.32 £0.08 1.51£0.09
Abb 3.2.14 \O 1.17 £0.07 1.09 +0.25
4) (6) (12)
DAD13 6.09 +£0.03 5.90 £ 0.05 (3.26 £2.07) 2.64+2.07
Abb 3.2.15 @ 1.00 +0.09 (1.05 + 1.63)
“) (6) (7
AF45 _ 5.41+0.02 5.13+£0.02 430+0.02 0.83+0.03
Abb 3.2.16 Q 1.36 £0.08 1.80 £0.18
4) (6) (6)
AF42 5.17+0.03 4.98 +0.03 434 +0.03 0.64+0.04
Abb 3.2.17 O 1.35 £0.11 1.72 £0.25
4) (6) (6)
AF41 5.57+0.03 5.55+0.03¢° 431 +£0.01° 1.24+0.03
Abb 3.2.18 \O 1.25 £0.09 1.76 +0.08
4) (6) (10)
AF54 5.32+0.02 5.46+0.02 4.67 £0.02 0.79+0.03
Abb 3.2.19 A N 1.37 +0.08 1.87 £0.10
4) (6) (6)
AF57 N 5.67+0.02 5.41 +0.02 (3.55+£0.07) 1.86 £ 0.07
Abb 3.2.20 Y 1.25 £0.07 (1.24 £0.19)
4) (7 (3)

Die Werte in Klammern sind approximiert, da sie jenseits des untersuchten Konzentrationsbereichs liegen.
Ergdnzende Kontrollversuche an HEK293- und CHO-Wildtyp-Zellen mit DyeB befinden sich in Anhang A2.3.1.
“ Hinweis auf einen ausgeprdgten unspezifischen Effekt (vgl. Anhang A2.3.1; Tab. A-5, A-6, A-7 und Abb. A6 und A7)
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3.2.3 Kompetitionsbindung

Zur Bestimmung der Affinitdt der Diazoxid-Derivate wurden Kompetitionsbindungsversuche mit
dem Radioliganden [*H]-P 1075 an adhirent wachsenden HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen durch-
gefiihrt. Die Messung ermoglicht durch die Bestimmung der Dissoziationskonstante pK eine Aus-
sage liber die Affinitdt einer Substanz zum SUR2B-Kir6.1-K arp-Kanal. Die einzelnen pKp-Werte
der Diazoxid-Derivate konnen den Tabellen 3-4 und 3-5 entnommen werden, wahrend die Abbil-
dungen 3.2.21 bis 3.2.25 die spezifische Bindung (Bs) in Abhingigkeit von der eingesetzten Sub-
stanzkonzentration als normsteile Kompetitionskurven darstellen.

Zur Orientierung iiber die Moglichkeiten zur Modifikation des Diazoxid-Molekiils wurde
zunichst eine erste Synthesephase durchgefiihrt, deren Messwerte Tabelle 3-4 entnommen werden
konnen.

Dabei wurde fiir die Muttersubstanz Diazoxid selbst an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen ein
pKp-Wert von 4.97 (-log M) gemessen. Eine nur geringfiigig verdnderte Affinitdt wurde fiir das in
Position 7' bromierte Derivat DADI mit einem pKp-Wert von 5.01 (-log M) ermittelt (Abb. 3.2.21
oben). Dagegen zeigte sich fiir die in Position 5' substituierten Substanzen DAD2 und DAD3 im
Vergleich zu Diazoxid ein deutlicher Affinititsverlust mit extrapolierten pKp—Werten kleiner
4.0 (-log M; Abb. 3.2.21 unten). Auch fiir die Substanzen DAD4 und DAD7 mit einem Phenyl in
Position 7' bzw. einem Salicyl-Rest in Position 3' wurden mit pK pr-Werten von 4.50 (-log M) bzw.
4.01 (-log M) schwichere Affinitdten gemessen als fiir Diazoxid selbst (Abb. 3.2.22).

Eine zweite Synthesephase (Tab. 3-5) wurde aufgrund der Ergebnisse der Derivate DADS,
DAD9, DAD10, DAD11 sowie DAD12 mit einer Substitution in Position 3' durchgefiihrt: sie zeich-
neten sich in der Fluoreszenzmessung durch eine hohe Selektivitdt fiir den SUR2B-Kir6.1-K a1p-
Kanal aus; auch wenn die Affinitét aufgrund eines fehlenden Chlors in Position 7' deutlich schwé-
cher als die von Diazoxid selbst ist. Sie werden in den Abbildungen 3.2.23 bis 3.2.25 jeweils
zusammen mit den entsprechend chlorierten Derivaten dargestellt und zeigen jeweils eine etwa Fak-
tor 10 geringere Affinitdt. Die Derivate werden nachfolgend geordnet nach aufsteigender Grof3e
ihres Restes in Position 3' beschrieben.

Bereits die Substitution der Substanz AF56 mit einem Cyclopropyl in Position 3’ verbesserte die
Aftinitdt des Diazoxids bereits deutlich auf einen pKp-Wert von 5.65 (-log M). Fiir die Substanzen
AF55 und AF53, mit einem Cyclobutyl-Rest in Position 3, wurden leicht hohere pKp-Werte
gemessen (Abb. 3.2.23 oben). Hierbei zeigte sich die Variante ohne zusétzliches Briicken-C-Atom
(,,spacer”) (AF55) mit einem pKp-Wert von 6.02 (-log M) geringfiigig affiner im Vergleich zu
AF53 mit einem pKp-Wert von 5.86 (-log M).
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Das Cyclopentyl-Derivat ohne ,,spacer AF51, zeigte mit einem pKp-Wert von 6.23 (-log M) die
hochste Affinitdt aller Diazoxid-Derivate; fiir die Substanz ohne ,,spacer (AF49) wurde ein klein-
erer pKp-Wert von 5.97 (-log M) ermittelt (Abb. 3.2.23 unten). Bisher nahm vom Cyclopropyl iiber
das Cyclobutyl hin zum Cyclopentyl die Affinitdt mit der GroBe des cyclischen Substituenten zu;
ein zusdtzlicher ,,spacer” verringerte die Affinitdt. Bereits mit einer etwas grofBeren Ringstruktur
wie dem Cyclohexyl-Rest der Substanzen AF38 und AF39 zeigt sich jedoch, dass die Affinitdten
mit pKp-Werten von 5.94 bzw. 5.85 (-log M) geringer sind als die der Substanzen mit Cyclopentyl-
rest; AF38 mit einem zusitzlichem ,,spacer* ist geringfiigig affiner als die AF39 ohne ,,spacer*. Fiir
die Substanz DAD13 mit einem Adamantyl-Rest wurde ein pKp-Wert von 6.09 (-log M) ermittelt.

Die Substitution mit planaren Cyclophenyl-Resten der Substanzen AF41 und AF42 in Position 3’
filhrt im Vergleich zu den Cyclohexyl-Derivaten zu einer geringeren Affinitdt. Fiir die Substanz
ohne ,;spacer” (AF42) wurde hierbei ein pKp-Wert von 5.17 (-log M) gemessen, welcher nur
geringfiigig eine bessere Affinitdt gegeniiber Diazoxid selbst darstellt.

Die Substanz AF45 mit einem ebenfalls planaren Thiophen-Rest in Position 3' erreichte einen
pKp-Wert von 5.41 (-log M). Im Vergleich der Diazoxid-Derivate AF54 und AF57 mit 3'-Butenyl-
bzw. Isobutenyl-Rest erreichte AF57 mit einem pKp-Wert von 5.67 (-log M) eine beinahe doppelt
so hohe Affinitdt wie AF54.
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Abb. 3.2.21: Kompetitionsbindung von Diazoxid-Derivaten mit [3H]-P 1075 an HEK 293 SUR2B/Kir6.1-
Zellen (n=4). Adharente, in 96-well-Platten kultivierte Zellen werden mit dem Radioliganden und steigenden
Konzentrationen der kompetierenden Liganden versehen (L&sungswechsel), deren geeignete Mischung
vorher in Eppendorf-Cups hergestellt wurde. Die unspezifische Bindung wird mit 1 pM P1075 bestimmt.
Dargestellt wird die prozentual normierte spezifische Bindung (B.). Die Daten werden mittels nicht-linearer
Regressionsanalyse anhand Gl. 4 Ausgewertet.

a) oben: b) unten:
pKp £ ASD (-log M) pKp £ ASD (-log M)
O DAD1 5.06 £ 0.02 O DAD3 3.64 £ 0.02 n=4
[0 Diazoxid 4.71+£0.02 n=4 O DAD2 3.55+0.05 n=4

1
N
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Abb. 3.2.22: Kompetitionsbindung von Diazoxid-Derivaten mit [3H]-P 1075 an HEK 293 SUR2B/Kir6.1-
Zellen (n=4). Adhérente, in 96-well-Platten kultivierte Zellen werden mit dem Radioliganden und steigenden
Konzentrationen der kompetierenden Liganden versehen (L&sungswechsel), deren geeignete Mischung
vorher in Eppendorf-Cups hergestellt wurde. Die unspezifische Bindung wird mit 1 yM P1075 bestimmt.
Dargestellt wird die prozentual normierte spezifische Bindung (B,). Die Daten werden mittels nicht-linearer
Regressionsanalyse anhand GI. 4 ausgewertet.

pKp £ ASD (-log M)
O DAD4 4.50 £ 0.03 n
O DAD7 4.01+£0.02 n

4
4
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Abb. 3.2.23: Kompetitionsbindung von Diazoxid-Derivaten mit [3H]-P 1075 an HEK 293 SURZ2B/Kir6.1-
Zellen (n=4). Adharente, in 96-well-Platten kultivierte Zellen werden mit dem Radioliganden und steigenden
Konzentrationen der kompetierenden Liganden versehen (L&sungswechsel), deren geeignete Mischung
vorher in Eppendorf-Cups hergestellt wurde. Die unspezifische Bindung wird mit 1 pM P1075 bestimmt.
Dargestellt wird die prozentual normierte spezifische Bindung (Bg). Die Daten werden mittels nicht-linearer
Regressionsanalyse anhand Gl. 4 ausgewertet.

a) oben: b) unten:
pKp £ ASD (-log M) pKp £ ASD (-log M)
O AF55 6.02 £ 0.02 n=4 O AF51 6.23 + 0.03 n=4
O AF53 5.86 £ 0.02 n=4 O AF49 5.97 £ 0.03 n=4
[0 AF56 5.65+0.02 n=4
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Abb. 3.2.24: Kompetitionsbindung von Diazoxid-Derivaten mit [3H]-P 1075 an HEK 293 SUR2B/Kir6.1-
Zellen (n=4). Adharente, in 96-well-Platten kultivierte Zellen werden mit dem Radioliganden und steigenden
Konzentrationen der kompetierenden Liganden versehen (L&sungswechsel), deren geeignete Mischung
vorher in Eppendorf-Cups hergestellt wurde. Die unspezifische Bindung wird mit 1 pM P1075 bestimmt.
Dargestellt wird die prozentual normierte spezifische Bindung (Bg). Die Daten werden mittels nicht-linearer
Regressionsanalyse anhand GI. 4 ausgewertet.

a) oben: b) unten:
pKp £ ASD (-log M) pKp £ ASD (-log M)
O AF38 5.94 + 0.03 n=4 O AF41 5.57 + 0.03 n =4
D AF39 5.85+0.02 n=4 D AF42 5.17 £ 0.03 n=4
[0 DAD9 4.81+£0.03 n=4 [0 DAD8 4.18 £ 0.02 n=4
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Abb. 3.2.25: Kompetitionsbindung von Diazoxid-Derivaten mit [3H]-P 1075 an HEK 293 SUR2B/Kir6.1-
Zellen (n=4). Adharente, in 96-well-Platten kultivierte Zellen werden mit dem Radioliganden und steigenden
Konzentrationen der kompetierenden Liganden versehen (Losungswechsel), deren geeignete Mischung

vorher in Eppendorf-Cups hergestellt wurde. Die unspezifische Bindung wird mit 1

uM P1075

bestimmt.Dargestellt wird die prozentual normierte spezifische Bindung (Bg). Die Daten werden mittels nicht-
linearer Regressionsanalyse anhand Gl. 4 ausgewertet.

a) oben:

O DADM
O DAD13

b) unten:
pKp £ ASD (-log M) pKp £ ASD (-log M)
5.19+0.03 n=4 O AF57 5.67 £ 0.02 n=4
6.09 £ 0.03 n=4 O AF54 5.32+0.02 n=4
[0 DAD12 418 £ 0.02 n=4
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3.3 Benzofuran-Derivate

3.3.1 Physikochemische Eigenschaften

Tab. 3-6: Molekulargewicht und Lipophilie (S+logP) der Benzofuran-Derivate

Molekulargewicht (g/mol) . ., R2
‘ = o 3 S+logP R3.° 3
2!
DSL154 | 190.3 D—ri
_Ti_ 42 ©
DSL141 s 191.3
%N 2.4
\
DSL186 S 205.3
—{N 2.7
\
DSL189 S 233.3
—< 3.5
ANEN4
DSL190 s 2333
4% 3.4
N
DSL238 s 233.3
— 3.5
DSL184 ZS 270.2
N Br 33
\
DSL187 s 270.2
_<N\_ Br 3.3
DSL181 s 207.3
<N CH20H 2.5
\
DSL217 s 221.3
4N_/ CH20H 2.9
DSL177 Se n 205.3
CHs >/ ~ 2.0
AF84 7 s 303.4
N
~ 3.5
Y
DSL262 S 233.3
_<N CHs  CFs 3.4
(.
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3.3.2 Membranpotentialmessung mittels Fluoreszenz

Mit den Benzofuran-Derivaten wird eine neue Substanzklasse als . 3 R2
K arp-Kanaloffner untersucht. Dafiir wurden Benzofuran-Derivate an \? R
drei chemisch zuginglichen Positionen des Benzofuran-Molekiils @)

substituiert. Analog zu den Diazoxid-Derivaten wurden die Benzo- Abb. 3.3.1:

furan-Derivate hinsichtlich ihrer relativen Wirkstirke an CHO- Benzofuran-Grundgertist
(SUR1/Kir6.2)-Zellen sowie HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen untersucht. Die Darstellungen von
Beispielexperimenten und Dosiswirkungskurven befinden sich in den Abb. 3.3.2 bis 3.3.13; tabella-
risch aufbereitete Daten finden sich in Tabelle 3-8. Kontrolluntersuchungen zum Ausschluss fiir den
K arp-Kanal unspezifischer Effekte wurden in Anhang A (Kap. A2.3.2) dokumentiert.

Ein SiH5-Substitution in Position 2' des Benzofuran-Molekiils (DSL154, vgl. Abb. 3.3.2) erwies
sich an beiden untersuchten Zellsystemen mit einer extrapolierten relativen Wirkstiarke im submilli-
molaren Bereich als kaum wirksam. Dagegen zeigten 2'-Substitutionen, welche auf einem Thioamid
aufbauten als wirksamer: hierbei konnte mit zunehmender Gréfle der Kohlenwasserstoftkette eine
moderate Zunahme der Wirksamkeit an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen von 4.58 + 0.02 (-log M)
mit DSL141 (Methyl-Thioamid) iiber 4.65 = 0.02 (-log M) mit DSL186 (Ethyl-Thioamid) auf
4.81 £ 0.03 (-log M) mit DSL189 (Butyl-Thioamid) festgestellt werden. Ein Derivat mit einem 2'-
Tert-Butyl-Thioamid-Rest (DSL190) ergab eine mit DSL189 vergleichbare relative Wirksamkeit
von 4.72 £+ 0.04 (-log M) an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen. Die Erginzung der Thioamid-
Gruppe am Stickstoffatom um einen Phenylring (DSL238) fiihrte dagegen zu einem deutlichen
Wirkverlust.

Die bisher erwdhnten Substanzen zeigten jeweils eine deutliche Selektivitit zu Gunsten des
(SUR2B/Kir6.1)-K arp-Kanals auch aufgrund der geringen agonistischen Wirkung an CHO-
(SURI1/Kir6.2)-Zellen von jeweils weniger als 10 % fiir eine Konzentration von 25 uM; eine Aus-
nahme stellten die Substanzen DSL186 und DSL190 mit einer agonistischen Wirkung zwischen 15
und 20 % dar.

Die Substanzen DSL141 und DSL186 wurden durch weitere Substitutionen in Position 3'
und/oder 5' des Benzofuran-Molekiils modifiziert. Das Substituieren der Substanzen DSL141 oder
DSL186 in Position 5° mit einem zusétzlichen Brom-Atom fiihrt zu den Substanzen DSL184 bzw.
DSL187. Beide zeigen mit einer in DiBAC4(3)-Membranpotentialtests ermittelten pECso von 4.92
+ 0.04 bzw. 4.93 £+ 0.04 (-log M) eine vermeintlich geringfiigig hohere Wirksamkeit als ihre Aus-
gangssubstanz; Nachuntersuchungen in Anhang A (Kap. 2.3.2) mit dem Membranpotentialmarker
DyeB schitzten die pECso-Werte unter Beriicksichtung unspezifischer Effekte jedoch deutlich
geringer (< 4.2 -log M). Fiir CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen zeigten das bromierte DSL184 bzw.
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DSL187 in der Konzentration von 25 uM keine fiir den Karp-Kanal spezifische Wirkung (Anhang
A, Kap. A2.3.2).

Auch die Substanzen DSL181 und DSL217 entsprechen den Substanzen DSL141 bzw. DSL186
jedoch mit einer zusétzlichen CH,OH-Gruppe in Position 3¢ des Benzofuran-Molekiils; fiir sie
wurde an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen eine geringfiigige Verminderung der relativen Wirk-
stirke gemessen. An CHO-(SURI1/Kir6.2)-Zellen fiihrte diese zusitzliche Substitution zu keiner
Verbesserung der schwachen Wirksamkeit.

Die Substanz DSL177 stellt sich mit einer Thioamid-Gruppe mit Methyl-Rest am Amid in Posi-
tion 3 sowie einer Methylgruppe in Position 2° dar. Fiir DSL177 wurde ein pECso von 4.33 £ 0.03
(-log M) an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen gemessen.

Das einzige dreifach substituierte Benzofuran-Derivat DSL262 erreicht an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen eine pECso von 4.74 £ 0.03 (-log M), sowie an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen
in einer Konzentration von 30 uM einen agonistischen Effekt von 29.3 + 3.2 %.

Mit Wirkungen im einstelligen Prozentbereich an beiden untersuchten Kanaltypen stellte sich das
Benzofuran-Derivat AF84 dar (nicht demonstriert).

Abschlieflend sei zur Interpretation der Daten erneut auf die im Anhang A (Kap. A2.3.2) doku-
mentierten Fluoreszenzeffekte an HEK293- und CHO-Wildtyp-Zellen verwiesen. Neben den bereits
erwahnten Substanzen DSL184 und DSL187 zeigten auch die Substanzen DSL217 und DSL262 in
einer Konzentration von 25 uM in geringerem Ausmal} unspezifische Effekte (> 10 %), deren

Bedeutung fiir die Bewertung der vorliegenden Substanzen jedoch vernachléssigt werden kann.
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Abb. 3.3.2

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Benzofuran-Derivats DSL 154

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
5 uM DiBAC4(3) markiert wurden.
Der Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 3.2 uM bis
50 uM bei ca. 7 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maximal-
stimulus (3 yM KC399). Es wurden
Gleichgewichtswirkungen bei ca. 88
min bestimmt und prozentual auf die
darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 3 puM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen, welche mit
5 uM DiBAC4(3) markiert wurden.
Der Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 3.2 uM bis
50 yM bei ca. 5 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer  Kanal erhielt  einen
Maximalstimulus (30 uM NNC414).
Es wurden nur vernachlassigbar
kleine Wirkungen erreicht, welche
prozentual bei ca. 67 min bestimmt
und prozentual auf die darauf
folgende maximale Hyperpolarisation
durch 30 uM NNC414 normiert
wurden.

c) unten

Extrapolierte  Dosiswirkungskurven
fur die Hyperpolarisation.

Zur Abschatzung der Selektivitat
unter Annahme einer 100%-igen
Wirkung bei supramillimolaren Kon-
zentrationen wurde mittels nicht-
linearer Regressionsanalyse der
normierten Daten (Gl. 17)  far
HEK293(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
(n=7) eine extrapolierte Dosiswirk-
ungskurve mit einem pECso-Wert
von 3.80+0.01 (-log M) und einer
Steilheit p von 1.08 £ 0.16, bzw. flr
CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen (n=6) ein
pECso-Wert von 2.90 +2.48 (log M)
und eine Steilheit p von 1.28 +2.48
geschatzt.

Fir eine Konzentration von 25 uM
DSL154 wurde an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen (n=7) bzw.
CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen (n=6)
eine agonistische Wirkung von
13.0+25% bzw. 3712 %
ermittelt.
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Abb. 3.3.3

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Benzofuran-Derivats DSL 141

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit 5
UM DIiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 3.2 yM bis
50 UM bei ca. 4 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maximal-
stimulus (3 yM KC399). Es wurden
Gleichgewichtswirkungen bei ca.
45 min bestimmt und prozentual auf
die darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 3 uM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 puM
DIBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 3.2 uM bis
50 uM bei ca. 5 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer  Kanal erhielt  einen
Maximalstimulus (30 uM NNC414).
Es wurden nur vernachlassigbar
kleine Wirkungen erreicht, welche
bei ca. 70min bestimmt und
prozentual auf die darauf folgende
maximale Hyperpolarisation durch
30 uM NNC414 normiert wurden.

c) unten

Dosiswirkungskurven fur die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (Gl. 17) von n=11 Experi-
menten an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-
Zellen mit DSL141 ergab eine Dosis-
wirkungskurve mit einem pECso-Wert
von 4.57 +£0.02 (-log M) und einer
Steilheit p von 1.16 + 0.06.

Zur ungefahren Abschatzung der
Selektivitdt unter Annahme einer
100%-igen Wirkung bei supramilli-
molaren Konzentrationen, wurden
n=6 Experimente an CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen ausgewertet
eine extrapolierte Dosiswirkungs-
kurve auf einen pECso-Wert von
3.86+0.08 (-logM) wund eine
Steilheit p von 1.50 + 0.08 geschatzt.
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) 8m 6 DSL186 & 3 uM KC399 Abb. 3.3.4
’ Hyperpolarisierende  (agonistische)
o DSLIS6 Membranpotentl:alwirkungen des
8 2.6+ [uM] Benzofuran-Derivats DSL186
Q
3 24 "t a) oben
5 — 038 Originalexperiment an  HEK293-
= - 1.6 (SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit 5
= 22 - UM DIiBAC.(3) markiert wurden. Der
= 125 Wirkstoff wurde mit steigenden
g 20 25.0 Konzentrationen von 400 nM bis 50
<~ 50.0 UM bei ca. 3 min injiziert. Ein Kanal
é Kgg‘é\g blieb unbehandelt (control), ein
2 1.8+ anderer Kanal erhielt  einen
N\ Maximalstimulus (3 yM KC399). Es
16 _ wurden Gleichgewichtswirkungen bei
: HEK?293-( SUR2B/Kir6.1) ca. 33 min bestimmt und prozentual
(') 1'0 2'0 3'0 4'0 . 5'0 auf die darauf folgende maximale
[IIllIl] Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.
5 8- ¢ DSL186 ¢ 30 uM NNC414
———— b) Mitte
o Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
2 DSL186 Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 puM
8 25+ [nM] DiBAC4(3) markiert wurden. Der
5 —  control Wirkstoff wurde mit steigenden
= - 32 Konzentrationen von 3.2 uM bis
= - 63 50 UM bei ca. 5min injiziert. Ein
_L:; 224 g:g Kanal blieb unbehandelt (control), ein
o 50.0 anderer  Kanal erhielt  einen
= 30uM Maximalstimulus (30 uM NNC414).
g 1.9+ NNC414 Es wurden Gleichgewichtswirkungen
5 bei ca. 56 min bestimmt und
Z, prozentual auf die darauf folgende
maximale Hyperpolarisation durch
30 yM NNC414 normiert.
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c) unten

Dosiswirkungskurven fur die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit DSL186 ergab eine Dosis-
wirkungskurve mit einem pECso-Wert
von 4.65+0.02 (-log M) und einer
Steilheit p von 1.04 + 0.08.

Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab fir eine Konzentration
von 25 uM eine agonistische Wirkung
von 19.8 £ 1.8 %.

Eine extrapolierte Dosiswirkungs-
kurve wurde unter der Annahme
einer 100%-igen Wirkung bei supra-
millimolaren  Konzentrationen  auf
einen pECso-Wert von 4.03 £ 0.05
(-log M) und eine Steilheit p von
1.03 £ 0.12 geschatzt.
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Abb. 3.3.5 30m ‘ DSL189 6 3 uM KC399
Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des 3 R DSL189
Benzofuran-Derivats DSL189 527+ [nM]
8 == control

a) oben o —
Originalexperiment an  HEK293- 22.4' _ 35
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit = —_ 6.3
5 uM DiBAC4(3) markiert wurden. = \ 12.5
Der Wirkstoff wurde mit steigenden  © 2.1 3uM
Konzentrationen von 400nM bis = KC399
12.5 yM bei ca. 5 min injiziert. Ein ©
Kanal blieb unbehandelt (control), ein é 1.8+
anderer Kanal erhielt einen Maxi- 2
malstimulus (3 uM  KC399). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei L5= HEK293-( SUR2B/KIr6.1)
ca. 53 min bestimmt und prozentual f T ' T ' T ' ' 1
auf die darauf folgende maximale 0 10 20 30 40 30 60 70 80
Hyperpolarisation durch 3 pM KC399 [min]
normiert.
b) Mitte 38m ¢ DSL189 ¢ 30 uM NNC414
Originalexperiment an CHO-(SUR1- o m
IKir6.2)-Zellen, welche mit 5uM 2 . . ‘ DSL189
DiBAC4(3) markiert wurden. Der 8 ™ \ [uM]
Wirkstoff wurde mit steigenden g ‘, —  control
Konzentrationen von 1.6 yM bis J 30 - 1.6
25uM bei ca. 2min injiziert. Ein 2 3.2
Kanal blieb unbehandelt (control), ein ~ F~ 6.3

) : _— — 12.5
anderer  Kanal erhielt einen g 29a — 250
Maximalstimulus (30 uM NNC414). ‘_Ej \ 30 uM
Es wurden nur vernachlassigbar NNC414
kleine Wirkungen erreicht, welche §2.6-
bei ca. 40min bestimmt und ©
prozentual auf die darauf folgende Z

2.3

maximale Hyperpolarisation durch
30 uM NNC414 normiert wurden.

c) unten

Dosiswirkungskurven fur die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (Gl. 17) von n=9 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit DSL189 ergab eine Dosis-
wirkungskurve mit einem pECso-Wert
von 4.81+0.03 (-log M) und einer
Steilheit p von 1.04 + 0.08.

Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab fur eine Konzentration
von 25 uM eine agonistische Wirkung
von 9.1+29%. Zur ungefdhren
Abschatzung der Selektivitdt unter
der Annahme einer 100%-igen
Wirkung bei supramillimolaren Kon-
zentrationen, wurde eine extra-
polierte  Dosiswirkungskurve  auf
einen pECso-Wert von 3.63 £0.21
(-log M) und eine Steilheit p von
0.98 + 0.21 geschatzt.
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27 = 6 DSL190 c 3 uM KC399 Abb. 3.3.6
Hyperpolarisierende  (agonistische)
8 % DSLi90 Membranpotentialwirkungen des
g [uM] Benzofuran-Derivats DSL190
8 — control
O 2.3+ a) oben
= Originalexperiment an  HEK293-
= (SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
3 5 uM DIiBAC4(3) markiert wurden.
N Der Wirkstoff wurde mit steigenden
= 191 Konzentrationen von 400 nM bis
é 12.5 yM bei ca. 3 min injiziert. Ein
‘23 Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt  einen
15 kC399 Maximalstimulus (3 yM KC399). Es
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wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 57 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 uM
DiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 1.6 uM bis
25 uM bei ca. 2 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maxi-
malstimulus (30 yM NNC414). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 41 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 30 uM
NNC414 normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fiir die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (Gl. 17) von n=9 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit DSL190 ergab eine Dosis-
wirkungskurve mit einem pECso-Wert
von 4.72+0.04 (log M) und einer
Steilheit p von 1.49 + 0.16.

Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab fiir eine Konzentration
von 25 uM eine agonistische Wirkung
von 15.2+3.2 %. Zur ungefahren
Abschatzung der Selektivitat unter
der Annahme einer 100%-igen
Wirkung bei supramillimolaren Kon-
zentrationen, wurde eine Dosis-
wirkungskurve auf einen pECso-Wert
von 3.51+0.51 (log M) und eine
Steilheit p von 0.74 + 0.51 geschatzt.
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Kap.3.3

Abb. 3.3.7

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Benzofuran-Derivats DSL238

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
0.125 mg/ml DyeB markiert wurden.
Der Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 3.2 yM bis
50 uM bei ca. 3 min injiziert. Ein.
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen
Maximalstimulus (3 pM KC399). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 10 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 0.125
mg/ml DyeB markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 800 nM bis
50 uM bei ca. 3 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein P~
anderer  Kanal erhielt  einen g
Maximalstimulus (30 uM NNC414). '_Fﬂ
Es wurden Gleichgewichtswirkungen &
bei ca. 14 min bestimmt und
prozentual auf die darauf folgende ‘ZD
maximale Hyperpolarisation durch
30 uM NNC414 normiert.

luorescence

d

m

c) unten

Dosiswirkungskurven fiir die
Hyperpolarisation. Zur Abschatzung
der Selektivitat unter Annahme einer
100%-igen Wirkung bei supramilli-
molaren  Konzentrationen  wurde
mittels nicht-linearer Regressions-
analyse der normierten Daten
(Gl. 17) fur HEK293(SUR2B/Kir6.1)-
Zellen (n=6) eine extrapolierte Dosis-
wirkungskurve mit einem pECso-Wert
von 3.14 £0.79 (-log M) und einer
Steilheit p von 0.98 + 0.65, bzw. fir
CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen (n=6) ein
pECso-Wert von 3.12 +2.12 (log M)
und eine Steilheit p von 1.23 +1.77
geschatzt.

Fir eine Konzentration von 25 puM
DSL154 wurde an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen (n=6) bzw.
CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen (n=6)
eine agonistische Wirkung von
6.1+3.4% bzw. 21+£04 %
ermittelt.
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279 , DsLis4 3uMKC399  Abb.3.3.8
4 ‘f Hyperpolarisierende  (agonistische)

9 | DSL184 Membranpotentialwirkungen des

= 2.5+ [wM] Benzofuran-Derivats DSL 184

8 — control

N -_— 0.1

) a) oben

3 23 ' Originalexperiment an  HEK293-

2 (SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit

_L; 5 uM DIiBAC4(3) markiert wurden.

QO )| Der Wirkstoff wurde mit steigenden

E Konzentrationen von 100 nM bis

g 50 uM bei ca. 2 min injiziert. Ein

5 1.9+ Kanal blieb unbehandelt (control), ein

Z, ’ anderer Kanal erhielt  einen
Maximalstimulus (3 yM KC399). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
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ca. 54 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen, welche mit
5uM DiBAC4(3) markiert wurden.
Der Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 3.2 uM bis
50 yM bei ca. 3 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen
Maximalstimulus (30 uM NNC414).
Es wurden Gleichgewichtswirkungen
bei ca. 109 min bestimmt und
prozentual auf die darauf folgende
maximale Hyperpolarisation durch
30 yM NNC414 normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit DSL184 ergab unter Annahme
einer 100%-igen Wirkung flr supra-
millimolare  Konzentrationen eine
Dosiswirkungskurve mit einem
pECso-Wert von 4.92 + 0.04 (log M)
und einer Steilheit p von 0.98 + 0.10.
Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab fir eine Konzentration
von 25 uM eine agonistische Wirkung
von 25.8+2.1%. Zur ungefahren
Abschatzung der Selektivitat unter
der Annahme einer 100%-igen
Wirkung bei supramillimolaren
Konzentrationen, wurde eine extra-
polierte  Dosiswirkungskurve  auf
einen pECso-Wert von 3.89 +0.20
(-log M) und eine Steilheit p von
0.70 £ 0.20 geschatzt.
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Abb. 3.3.9

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Benzofuran-Derivats DSL187

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
5 uM DiBAC4(3) markiert wurden.
Der Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 200 nM bis
25 UM bei ca. 3 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen
Maximalstimulus (3 pM KC399). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 67 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen, welche mit 5
MM DiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 3.2 uM bis
25 uM bei ca. 3 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maxi-
malstimulus (30 yM NNC414). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 109 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 30 uM
NNC414 normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation unter Annahme einer
100%-igen Wirkung bei supramilli-
molaren Konzentrationen. Die nicht-
lineare = Regressionsanalyse  der
normierten Daten (Gl. 17) von n=7
Experimenten an HEK293-(SUR2B/-
Kir6.1)-Zellen mit DSL187 ergab
eine Dosiswirkungskurve mit einem
pECso-Wert von 4.94 £ 0.04 (-og M)
und einer Steilheit p von 0.81 + 0.07.
Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab eine Dosiswirkungs-
kurve mit einem pECso-Wert von
460+0.06 (JlogM) wund einer
Steilheit p von 0.96 + 0.12.
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Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen
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2 5m Abb. 3.3.10

: ¢ DSkl g 3 HMEKe Hyperpolarisierende  (agonistische)

= ~ ~ Membranpotentialwirkungen des
g & — DS?II% Benzofuran-Derivats DSL181
i

§ \ — control a) oben
L 2.14 _ 8-?3 Originalexperiment an  HEK293-
g — 16 (SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
= - 32 5 uM DIiBAC4(3) markiert wurden.
o) —_— 6.3 Der Wirkstoff wurde mit steigenden
g 12.5 Konzentrationen von 200 nM bis
g 1.7 0 50uM bei ca. 3min injiziert. Ein
o
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Maximalstimulus (3 yM KC399). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 34 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 uM
DiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 200 nM bis
50 yM bei ca. 3 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer  Kanal erhielt  einen
Maximalstimulus (30 uM NNC414).
Es wurden nur vernachlassigbar
kleine Wirkungen erreicht, welche
prozentual bei ca. 58 min bestimmt
und prozentual auf die darauf
folgende maximale Hyperpolarisation
durch 30 uM NNC414 normiert
wurden.

¢) unten

Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation unter Annahme einer
100%-igen Wirkung bei supramilli-
molaren Konzentrationen. (-log M)
und einer Steilheit p von 1.13 £ 0.15,
sowie flir eine Konzentration von
25 uM eine agonistische Wirkung von
25.1+2.5%. Die Auswertung von
n=7 Experimenten an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen ergab fiir eine Kon-
zentration von 25 uM eine ago-
nistische Wirkung von 11.3 £ 1.6 %.
Eine extrapolierte Dosiswirkungs-
kurve wurde auf einen pECso-Wert
von 346 +£0.16 (-logM) und eine
Steilheit p von 0.83 + 0.16 geschatzt.
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Abb. 3.3.11

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Benzofuran-Derivats DSL217

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
5 uM DiBAC4(3) markiert wurden.
Der Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 200 nM bis
50 UM bei ca. 3 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maxi-
malstimulus (3 uM  KC399). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 32 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 puM
DIBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 3.2 uM bis
50 uM bei ca. 7 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maximal-
stimulus (30 uM  NNC414). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 57 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 30 uM
NNC414 normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation unter Annahme einer
100%-igen Wirkung bei supramilli-
molaren Konzentrationen.. Die nicht-
lineare  Regressionsanalyse  der
normierten Daten (Gl. 17) von n=6
Experimenten an HEK293-(SUR2B/-
Kir6.1)-Zellen mit DSL217 ergab
eine Dosiswirkungskurve mit einem
pECso-Wert von 4.55 + 0.05 (-log M)
und einer Steilheit p von 0.94 + 0.11.
Die Auswertung von n=7 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab fir eine Konzentration
von 25 uM eine agonistische Wirkung
von 20.5 1 3.3 %. Eine extrapolierte
Dosiswirkungs-kurve  wurde  zur
Abschatzung der Selektivitat auf
einen pECso-Wert von 4.03 £ 0.08
(-log M) und eine Steilheit p von
1.01 £ 0.21 geschatzt.
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229 DSL177 3 UM KC399 Abb. 3.3.12
f& ‘f Hyperpolarisierende  (agonistische)
Q | Membranpotentialwirkungen des
g 2.0m DSL177 Benzofuran-Derivats DSL177
O
2 [uM]
8 ‘ — control a) oben
© 1.8= —_ 32 Originalexperiment an  HEK293-
= —_ 63 (SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
,_L; 125 5 uM DiBAC4(3) markiert wurden.
2 164 25.0 Der Wirkstoff wurde mit steigenden
= 3501-\9[ Konzentrationen von 3.2 M bis
g chlgg 50 uM bei ca. 8 min injiziert. Ein
5 14- L, Kanal blieb unbehandelt (control), ein
Z, anderer Kanal erhielt einen Maximal-
stimulus (3 yM KC399). Es wurden
124 _ Gleichgewichtswirkungen bei ca.
: HEK293-( SUR2B/Kir6.1) 88 min bestimmt und prozentual auf
0 20 40 60 R0 100 120 die darauf folgende maximale Hyper-
[min] polar|_sat|on durch 3 uM KC399
normiert.
1.6 JDSL177 I 30 nMNNC414 b) Mitte _
3 151 = (SURAKire.2) Zellen, weiche mi
o - — ir6.2)-Zellen, welche mi
5 ' DSL177  5,M DiBAC4(3) markiert wurden.
S 14- WMl Der Wirkstoff wurde mit steigenden
o — control  Konzentrationen von 3.2 yM bis 50
S 13 — Zg UM bei ca. 3 min injiziert. Ein Kanal
=3 — 55 blieb unbehandelt (control), ein
S 1.2+ 250  anderer Kanal erhielt einen Maxi-
N 50.0 malstimulus (30 yM NNC414). Es
= 30 uM wurden nur vernachlassigbar kleine
é 1.1+ . NNC414 Wirkungen erreicht, welche pro-
) zentual bei ca. 39 min bestimmt und
Z 1.01 K prozentual auf die darauf folgende
maximale Hyperpolarisation durch
0.9 HO(SURIKir6.2) 30 uM NNC414 normiert wurden.
0 10 20 30 40 . 50 c) unten
[rmn] Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation unter Annahme einer
0 - MA s 100%-igen Wirkung bei supramilli-
NG molaren Konzentrationen. Die nicht-
lineare  Regressionsanalyse  der
E% A\ normierten Daten (Gl. 17) von n=9
o Experimenten an HEK293-(SUR2B/-
Kir6.1)-Zellen mit DSL177 ergab
DSL177 eine Dosiswirkungskurve mit einem
50 - PECso-Wert von 4.33 £ 0.03 (-log M)
A und einer Steilheit p von 1.24 + 0.11.
' Die Auswertung von n=6 Experi-
’ menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
. . Zellen ergab fiir eine Konzentration
© SURzB/I.(HGl * von 25 pM eine agonistische Wirkung
A SURI/Kir6.2 . von 2.0 £ 1.2 %.
100 - i

8 7 6 5
- log [DSL177] mol/1
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Abb. 3.3.13

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Benzofuran-Derivats DSL262

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
5 uM DiBAC4(3) markiert wurden.
Der Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von
50 UM bei ca. 4 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen
Maximalstimulus (3 pM KC399). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 56 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 puM
DIBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 3.2 uM bis
50 uM bei ca. 3 min injiziert. Ein
Kanal blieb unbehandelt (control), ein
anderer  Kanal erhielt  einen
Maximalstimulus (30 uM NNC414).
Es wurden Gleichgewichtswirkungen
bei ca. 62min bestimmt und
prozentual auf die darauf folgende
maximale Hyperpolarisation durch
30 yuM NNC414 normiert wurden.

c) unten

Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation unter Annahme einer
100%-igen Wirkung bei supramilli-
molaren Konzentrationen. Die nicht-
lineare = Regressionsanalyse  der
normierten Daten (Gl. 17) von n=9
Experimenten an HEK293-(SUR2B/-
Kir6.1)-Zellen mit DSL262 ergab
eine Dosiswirkungskurve mit einem
pECso-Wert von 4.74 + 0.03 (-log M)
und einer Steilheit p von 1.89 + 0.18.
Die Auswertung von n=6 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab fir eine Konzentration
von 25 uM eine agonistische Wirkung
von 29.3 £ 3.2 %. Eine extrapolierte
Dosiswirkungskurve wurde zur
Abschatzung der Selektivitat auf
einen pECso-Wert von 4.62 +0.02
(-log M) und eine Steilheit p von
1.16 + 0.05 geschatzt.
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Tab. 3-7: Vergleich von pECso-Werten der Membranpotential-Tests der Benzofuran-Derivate mit ihren
Dissoziationskonstanten aus der Kompetitionsbindung mit [3H]J-P 1075

5 5 R2 [°H]-P 1075 DiBAC4(3)- Membranpotentialmessung
R3 , HEK293- HEK293- CHO-
\ 2 R1 (SUR2B/ Kir6.1) (SUR2B/ Kir 6.1) (SURI1/Kir6.2)
o pKo (-log M) pECso (-log M) agonistischer Effekt
p(Hill slope) mit 4.6 (-log M)
R1 R2 R3 (n) (n) (n)
DSL154 | <2.8+0.3 13.0£2.5% 3.7+£1.2%
Abb.332  _g§—_
| (4) ) (6)
DSL141 _{S 3.82+0.04 4.58 +£0.02 7.6+1.0%
Abb. 333 N 116 +0.06

T \ (4) (11) (6)
DSL186 s 4.23+0.03 4.65+0.02 198+ 1.8%
Abb.33.4 — 0.90 +0.04

- o (4) (6) (6)
DSL189 _43 4.39+0.03 4.81+0.03* 9.1+£29%?*

1.04 £0.08
Abb. 3.3.5 N
N (4) ) (6)
DSL190 s 4.38 £0.02 4.72+0.04* 152+£32%*
Abb. 3.3.6 N‘% 149 =0.16
(4) ) (6)
DSL.238 _<s <3.6+0.09 6.1+3.4% 2.1+0.4 %
DyeB DyeB
IAbb. 3.3.7 N < >
4) (6) (6)
DSL184 s 4.34+0.03 (4.92+£0.04)* 25.8+2.1 %"
Abp. 338 <N Br (0.98 £ 0.10)

T \ (4) (6) (6)
DSL187 _<S 4.44 +0.02 (4.94+£0.04)* 46.3+ 3.7 %"
Abb. 339 \ Br (0.81 £ 0.07)

— (4) () (6)
DSL181 fs 3.90£0.05 25.1+2.5% 11.3£1.6%*
Abb. 3.3.10 N CH20H

\ (4) ©6) (™)
DSL217 s 4.08 £ 0.02 4.55+0.05* 205+33%*
Abb. 3311 _<NJ CH20H 0.94 +0.11

- (4) (6) (6)
DSL177 Se 3.95+0.04 4.33+0.03 20+£1.2%
Abb 3312 CHa )T 124 £0.11

(4) ) (6)
AF84 7 ssln 3.88+0.04 85+1.3% 49+1.7%
~N
keine Abb. <:< >, 4) (6) 4)
DSL262 S 3.99 +£0.05 4.74+0.03* 293+32%*
Abb.3.3.13 N\_ CHs CFs 1.89+0.18
4) 9) (6)

Ergdnzende Kontrollversuche (auch fiir HEK293- und CHO-Wildtyp-Zellen) mit dem Membranpotentialmarker DyeB
befinden sich in AnhangA (Kap. A 2.3.2).
* Hinweis auf unspezifische Effekte fiir eine Konzentration von 25 uM > 10 % (vgl. Anhang A Kap. A 2.3.2)
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3.3.3 Kompetitionsbindung

Die Daten der Kompetitionsbindung von Benzofuran-Derivaten mit [°H]-P 1075 an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen werden in Tabelle 3-7 angegeben, wihrend sich die graphische Darstellung
der spezifischen Bindung in den Abb. 3.3.14 bis 3.3.16 befindet. Nachfolgend werden die Substan-
zen gruppiert nach ihrer Substitution in Position 2 am Benzofuran-Grundmolekiil beschrieben.

Das Benzofuran-Derivat DSL141 wurde mit einer Thioamid-Gruppe in Position 2' synthetisiert,
welche am Stickstoffatom zusitzlich eine Methylgruppe tragt. Seine Affinitit wurde auf einen pK »-
Wert von 3.82 (-log M) extrapoliert. Mit einem zusdtzlichem Brom-Atom in Position 5' wurde fiir
die Substanz DSL184 eine im Vergleich zu DSL141 hohere Affinitit mit einem pKp-Wert von
4.34 (-log M) ermittelt.

Statt einer Methylgruppe am Stickstoffatom in Position 2' tragen die Substanzen DSL186,
DSL187 und DSL262 jeweils eine Ethylgruppe. Auch hier zeigt die in Position 5' bromierte Sub-
stanz DSL187 mit einem pKp-Wert von 4.44 (-log M) eine moderat hohere Affinitét als das unbro-
mierte Analogon DSL186 mit 4.23 (-log M). Das einzige dreifach substituierte Benzofuran-Derivat
DSL262 entspricht der Substanz DSL187 mit einer zusétzlichen Methylgruppe in Position 3', wel-
che sich auf die Affinitdt negativ auswirkt; der pKp-Wert von DSL262 wurde auf 3.99 (-log M)
extrapoliert.

Wird die Kohlenstoftkette am Stickstoffatom in Position 2' des Derivats DSL186 um ein weiteres
Kohlenstoffatom zu einem n-butyl (DSL189) oder t-butyl (DSL190), steigt erneut die Affinitdt auf
einen pKp Wert von 4.39 bzw. 4.38 (-log M). Ein Phenylring am Stickstoffatom in Position 2' fiihrt
hingegen zu einem Affinitédtsverlust auf einen extrapolierten pKp-Wert von 3.60 (-log M).

Die Substanzen DSL181 und DSL217 entsprechen den Substanzen DSL141 und DSL186 mit
einer zusitzlichen OH-Gruppe in Position 3', welche jedoch zu keiner bedeutenden Anderungen der
Affinitét flihrt.

Fiir das Derivat DSL177 wurde die Thioamid-Gruppe statt in Position 2' in Position 3' syntheti-
siert. Fiir DSL177 wurde ein pKp-Wert von 3.95 (-log M) bestimmt.

DSL154 wurde mit einer Silicium-Gruppe in Position 2' synthetisiert und zeichnet sich durch
eine sehr geringe Affinitdt mit einem extrapolierten pKp-Wert von 2.74 (-log M) an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen aus.
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Abb. 3.3.14: Kompetitionsbindung von Benzofuran-Derivaten mit [3H]-P 1075 an HEK 293 SUR2B/Kir6.1-
Zellen (n=4). Adharente, in 96-well-Platten kultivierte Zellen werden mit dem Radioliganden und steigenden
Konzentrationen der kompetierenden Liganden versehen (Losungswechsel), deren geeignete Mischung
vorher in Eppendorf-Cups hergestellt wurde. Die unspezifische Bindung wird mit 1 yM P1075 bestimmt.
Dargestellt wird die prozentual normierte spezifische Bindung (Bg). Die Daten werden mittels nicht-linearer
Regressionsanalyse anhand Gl. 4 ausgewertet.

a) oben: b) unten:
pKp £ ASD (-log M) pKp £ ASD (-log M)
O DSL184 4.34 £0.03 =4 O DsSL187 444 +0.23 n=4
O DSL141 3.82+£0.04 n=4 O DSL186 4.23+0.03 n=4
[0 DSL262 3.99+0.05 n=4
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Abb. 3.3.15: Kompetitionsbindung von Benzofuran-Derivaten mit [3H]-P 1075 an HEK 293 SUR2B/Kir6.1-
Zellen (n=4). Adhérente, in 96-well-Platten kultivierte Zellen werden mit dem Radioliganden und steigenden
Konzentrationen der kompetierenden Liganden versehen (L&sungswechsel), deren geeignete Mischung
vorher in Eppendorf-Cups hergestellt wurde. Die unspezifische Bindung wird mit 1 yM P1075 bestimmt.
Dargestellt wird die prozentual normierte spezifische Bindung (B,). Die Daten werden mittels nicht-linearer
Regressionsanalyse anhand GI. 4 ausgewertet.

a) oben: b) unten:
pKp £ ASD (-log M) pKp £ ASD (-log M)
O DSL189 4.39+0.03 n=4 O DSL217 4.08 £ 0.02 n=4
O DSL190 4.38 £0.02 n=4 A DSL181 3.90 £ 0.05 n=4
[0 DSL238 3.60 £ 0.09 n=4
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Abb. 3.3.16: Kompetitionsbindung von Benzofuran-Derivaten mit [3H]-P 1075 an HEK 293 SUR2B/Kir6.1-
Zellen (n=4). Adharente, in 96-well-Platten kultivierte Zellen werden mit dem Radioliganden und steigenden
Konzentrationen der kompetierenden Liganden versehen (L&sungswechsel), deren geeignete Mischung
vorher in Eppendorf-Cups hergestellt wurde. Die unspezifische Bindung wird mit 1 pM P1075 bestimmt.
Dargestellt wird die prozentual normierte spezifische Bindung (Bg). Die Daten werden mittels nicht-linearer
Regressionsanalyse anhand Gl. 4 ausgewertet.

pKp £ ASD (-log M)
O DSL177 3.95+0.04
O DSL154 2.74 £0.32

n=4
n=4
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3.4 Benzothiophen-Derivate

3.41 Physikochemische Eigenschaften

Tab. 3-8: Molekulargewicht und Lipophilie (S+logP) der Benzothiophen-Derivate
Molekulargewicht (g/mol)

S+logP
DSL176 S\ N— 207.3
Abb. 3.4.1 2.5
8]
S
DSL180 207.3

Abb. 3.4.2 @\/\3_43 2.8
S N

3.4.2 Membranpotentialmessung mittels Fluoreszenz

Die Substanz DSL176 wurde in der Position 2¢, die Substanz DSL180 in der Position 3 mit
einer Thioamid-Gruppe substituiert. An HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen zeigten DSL176 und
DSL180 mit einer pECso von 4.81 und 4.80 (-log M) eine sehr dhnliche relative Wirkstirke. An
CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen zeigte DSL180 mit einer pECso von 4.62 (-log M) eine etwa doppelt
so starke agonistische Wirkung als DSL.176 mit einer pECso von 4.32 (-log M). Dadurch lieB sich
fiir die in Position 2' substituierte Substanz DSL176 eine hohere Selektivitit fiir den SUR2B/Kir6.1-
Isotyp ermitteln, welche auf einer schwicheren agonistischen Wirkung an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen beruht. (vgl. Tabelle 3-8 sowie Abb. 3.4.1 und 3.4.2)
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1.9= Abb. 3.4.1
6DSL176 \F?apM KC399  Hyperpolarisierende  (agonistische)
O 1.8« = Membranpotentialwirkungen des
2 \ Benzothiophen-Derivats DSL176
2 174 DSL176
5o MM]  a) oben
5 — control  Qriginalexperiment an  HEK293-
2= 167 - zg (SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
_L:; = 125 5 uM DIiBAC4(3) markiert wurden.
o 1.54 550 Der Wirkstoff wurde mit steigenden
E 500 Konzentrationen von 3.2 yM bis 50
14 3uM  uM bei ca. 5 min injiziert. Ein Kana
< M bei 5 min injiziert. Ein Kanal
é | KC3%9  blieb unbehandelt (control), ein
2 1.3+ | anderer Kanal erhielt einen
; - Maximalstimulus (3 uM KC399). Es
124 wurden Gleichgewichtswirkungen bei
: HEK 293-( SUR2B/Kir6.1) ca. 45 min bestimmt und prozentual
0 10 20 30 40 50 60 auf die darauf fOlgende maximale
[min] Hyperpolarisation durch 3 yM KC399
normiert.
1.6= .
: b) Mitte
DRL176 30 1M Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
NNC414
Q 159 § Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 uM
g psi176  DIBAC4(3) markiert wurden. Der
2 1.4 T [uM] Wirkstoff wurde mit steigenden
L | _ control Konzentrationen von 3.2 uyM bis 50
8 1.3 | — 32 pM bei ca. 3 min injiziert. Ein Kanal
73 '; 63 blieb unbehandelt (control), ein
= 194 ! anderer  Kanal  erhielt  einen
g - Maximalstimulus (30 pM NNC414).
;?*'; Es wurden Gleichgewichtswirkungen
é 1.14 bei ca. 35 min bestimmt und
o prozentual auf die darauf folgende
Z 1.0+ maximale Hyperpolarisation durch 30
30 UM MM NNC414 normiert wurden.
0.9 cHO.(SURIKIG.2) LGS
I T T T T 1 C) unten
0 10 20 30 .1 30 Dosiswirkungskurven fiir die Hyper-
[mln] polarisation unter Annahme einer
100%-igen Wirkung bei supramilli-
0~ S, N— molaren Konzentrationen. Die nicht-
lineare  Regressionsanalyse der
normierten Daten (Gl. 17) von n=9
E A\ Experimenten an HEK293-
s (SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit DSL176
ergab eine Dosiswirkungskurve mit
DSL176 einem pECso-Wert von 4.81 + 0.03 (-
504 log mol/l) und einer Steilheit p von
1.28 + 0.10.
O SUR2B/Kir6.1 Y
A SURI1/Kir6.2 ‘\ s
100 - RREL
i T T T T ]
8 7 6 5 4 3

- log [DSL176] mol/l
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Abb. 3.4.2 2.5+ DSL180 ‘c 3 UM KC399
Hyperpolarisierende  (agonistische) L<_
Membranpotentialwirkungen des @ DSMISI"
Benzothiophen-Derivats DSL180 = % . co[rtltro}
2 0.1
a) oben o 2.1+ 02
Originalexperiment an HEK293- O 0.4
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit = - 0.8
5uM DIiBAC4(3) markiert wurden. E; - ;g
Der Wirkstoff wurde mit steigenden @ — 63
Konzentrationen von 100 nM bis 50 = | 7 12.5
MM bei ca. 2 min injiziert. Ein Kanal s 25.0
blieb unbehandelt (control), ein g 500
anderer Kanal erhielt einen Maximal- Z, K?}?gg
stimulus (3 uM KC399). Es wurden . _
Gleichgewichtswirkungen bei ca. 35 13-
min bestimmt und prozentual auf die ‘ HEK 293-( SUR2B/Kir6.1)
darauf folgende maximale 0 10 20 30 40 30
Hyperpolarisation durch 3 uM KC399 [min]
normiert.
b) Mitte 35m ¢ DSL180 ¢ 30 uM NNC414
Originalexperiment an CHO-(SUR1/- =
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 pM 8 37, %ﬁ Dsﬁllﬁ‘;
DIBAC4(3) markiert wurden. Der §
Wirkstoff wurde mit steigenden - congcz’l
Konzentrationen von 3.2 pM bis 50 8 2.99 04
MM bei ca. 4 min injiziert. Ein Kanal g “ — 0.8
blieb  unbehandelt (control), ein T 5 (. “ - 1.6
anderer  Kanal erhielt einen — - 32
Maximalstimulus (30 uM NNC414). & - %
Es wurden Gleichgewichtswirkungen % 23+ 25.0
bei ca. 55 min bestimmt und é 50.0
prozentual auf die darauf folgende & 30uM
maximale Hyperpolarisation durch 30 7 2.09
MM NNC414 normiert wurden.
¢) unten 1.7+ (CHO(SURIKir62) i i i : .
Dosiswirkungskurven fir die Hyper- 0 10 20 30 40 50 60 70 80

polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (Gl. 17) von n=9 Experimenten

an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit DSL180 ergab eine
Dosiswirkungskurve mit einem

pECso-Wert von 4.80 + 0.03 (-log
mol/l) und einer Steilheit p von 1.05
0.06.

Die Auswertung von n=6
Experimenten an CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen ergab eine
Dosiswirkungskurve mit einem

pECso-Wert von 4.62 = 0.02 (-log
mol/l) und einer Steilheit p von 1.16 *
0.05.

100 4

O SUR2B/Kir6.1 I\
A Y
A  SURI/Kir6.2 “w
1 1 1 1 1 1
8 7 6 5 4 3

- log [DSL180] mol/1
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Tab. 3-9: Vergleich von pECso-Werten der Membranpotential-Tests der Benzothiophen-Derivate mit ihren
Dissoziationskonstanten aus der Kompetitionsbindung mit [°H]-P 1075

[PH]-P 1075 DiBAC 4(3)-Membranpotentialmessung
A B C
HEK293- HEK293- CHO-
(SUR2B/Kir6.1) | (SUR2B/Kir 6.1) (SURI1/Kir6.2)
pKp (-log M) pECso (-log M) A (B-C)
p(Hill slope) (-log M)
(n) (n)
DSL176 e 4.18£0.03 4.81 £0.03* 4.32+0.03* 0.50 +0.04
Abb. 3.4.1 1.28 £0.10 1.34 £0.14
\ “ ()] (6)
S
DSL180 S 4.64 £0.03 4.80 +0.03* 4.62+£0.02* 0.18 £0.04
Abb. 3.4.2 <jl\/\§—< 1.05 +0.06 116 +0.05
SF N @ (©) ©)

Erginzende Kontrollversuche (auch fiir HEK293- und CHO-Wildtyp-Zellen) mit dem Membranpotentialmarker DyeB

befinden sich in Anhang A (Kap. A 2.3.4).

* Hinweis auf unspezifische Effekte fiir eine Konzentration von 25 uM > 10 % (vgl. Anhang A Kap. A 2.3.4)
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3.4.3 Kompetitionsbindung
In der Kompetitionsbindung mit dem Radioliganden [*H]-P 1075 an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-

Zellen wurde fiir das Benzothiophen-Derivat DSL 180 mit einer Thioamid-Gruppe in Position 2' ein
pKp-Wert von 4.64 £ 0.03 (-log M) ermittelt. Eine Thioamid-Gruppe in Position 2' (DSL176)
fithrte zu einem geringeren pKp-Wert von 4.18 £+ 0.03 (-log M).

O DSL 180
S
B % \
S N
504
S
A DSL 176 N—
A\
S
100 -

7 6 5 4 3
- log [KCO] mol/1

Abb. 3.4.3: Kompetitionsbindung der Benzothiophen-Derivate DSL180 und DSL176 mit [3H]-P 1075 an
HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen (n=4). Adharente, in 96-well-Platten kultivierte Zellen werden mit dem
Radioliganden und steigenden Konzentrationen der kompetierenden Liganden versehen (Lésungswechsel),
deren geeignete Mischung vorher in Eppendorf-Cups hergestellt wurde. Die unspezifische Bindung wird mit
1 uM P1075 bestimmt. Dargestellt wird die prozentual normierte spezifische Bindung (Bg). Die Daten werden

mittels nicht-linearer Regressionsanalyse anhand Gl. 4 ausgewertet.

pKo +ASD (-log M)
O DSL180 4.64 +0.03 n=4
£ DSL176 4.18 +0.03 n=4
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3.5 Benzothiazol-Derivate

3.5.1 Physikochemische Eigenschaften der Benzothiazol-Derivate

Tab. 3-10: Molekulargewicht und Lipophilie (S+logP) der Benzothiazol-Derivate

R2. 5 N Molekulargewicht (g/mol)
\>i R1 S+logP
9%

R1 R2
DSL203 S 2083
—4 2.6
N_
DSL202 s 2223
_<N 3.0
A\
DSL208 s 270.4
“0
AF33 S 290.3
_<N CF; 3.9
\
AF35 s 338.4
—<N© CF; 48
AF20 236.4

2.2

.
H
AF22 S 417.6
KO
N
S Yo
N
H

AF48 250.4
AF75 S\ /T 264.4
N
4& 2.9
AF78 & 278.4

3.3

2.74

}L
N

AF130 262.4
EL
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3.5.2 Membranpotentialmessung mittels Fluoreszenz

Die Benzothiazol-Derivate wurden systematisch mit unterschiedlichen R2S N
. : . .. : : : \>_2'
Substituenten in Position 2' synthetisiert, welche, wie bereits die R1
S
Substituenten der Benzofuran- und Benzothiophen-Derivate, eine

Abb. 3.5.1: Strukturformel
Thioamid-Gruppe beinhalten. Fiir die Substanzen AF33 und AF35 der  Benzothiazol-Grund-

struktur

wurde zusitzlich die Position 5' mit einem CF;-Rest versehen.

Fiir die Derivate DSL202, DSL203, DSL208, AF33, AF35, AF20 und AF22 sei auf die im Anhang
A (Kap. A2.3.4) dokumentierten Untersuchungen mit dem alternativen Membranpotentialmarker
DyeB hingewiesen, in denen an CHO-(SURI1/Kir6.2)-Zellen nur geringe spezifische Karp-
Kanalwirkungen gefunden wurden. Zur Charakterisierung der Substanzen am (SUR2B/Kir6.1)-
K arp-Kanaltyp sei hier auf die Radioligandbindungsversuche (Kap. 3.5.3) verwiesen, in denen sich
jedoch keine der oben genannten Substanzen als ausreichend affin darstellte, um ihre Wirkung
mittels Fluoreszenzmarker niher zu beschreiben.

Die Substanzen AF48, AF75 und AF78 wurden in Position 2 des Benzothiazol-Molekiils mit
einem Briicken-C-Atom sowie daran anschliefender Methyl- oder Ethyl- sowie einer Thioamid-
Gruppe substituiert. Sie zeigen eine hohe Selektivitdt fiir den SUR2B/Kir6.1-Isotyp des Katp-
Kanals. Dabei erreichte unter den untersuchten Benzothiazolen AF78 mit einem pECso-Wert von
541 £ 0.03 (-log M; DiBAC4(3)) sowohl die hochste agonistische Wirkung an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, als auch mit einer extrapolierten pECso von 3.30 (-log M) die geringste
relative Wirkstdarke an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen (Abb. 3.5.4). Daraus resultiert eine Selektivitit
von ca. Faktor 100 zugunsten der HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen. Die Substanzen AF48 und
AF78 zeigen an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen eine anndhernd gleiche relative Wirkstérke mit
einem pECso-Wert von 5.07 £ 0.02 bzw. 5.08 + 0.03 (-log M; DiBAC4(3)), wihrend eine Konzen-
tration von 25 uM an CHO-(SURI1/Kir6.2)-Zellen agonistische Effekte von nur 5.4 bzw. 6.3 %
bewirkt (Abb. 3.5.2 bzw. 3.5.3). Unspezifische Effekte (z.B. Quenching-Effekte) konnten fiir die
Substanzen AF48, AF75 und AF78 in der DiBAC4(3)-Messung ausgeschlossen werden, da zum
einen in Anhang A (Kap. A2.3.4) dokumentierte Nachuntersuchungen mit dem alternativen Mem-
branpotentialmaker DyeB (auch an untransfizierten Wildtypzelllen) dies bestédtigen und zum ande-
ren eine Wiederholung der Versuche mit DyeB die mit DIBAC4(3) gemessenen Werte wiederfand
(Tab. 3-11).

Zugleich zeigten die Substanzen an CHO-(SURI1/Kir6.2)-Zellen in einer Konzentration von

25 uM Substanz agonistische Effekte von jeweils weniger als 10 %.
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Als Nachweis, dass die Thioamid-Gruppe entscheidend fiir die relative Wirkstirke an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen ist, wurde die Substanz AF78 modifiziert und die Thioamid-Gruppe durch
eine Carboxy-Gruppe ersetzt (AF130). Die Fluoreszenzmessung mit DyeB ergab fiir die Substanz
AF130 mit einem extrapolierten pECso-Wert von ca. 3.97 + 0.02 (-log M) eine ca. 30-fach gerin-
gere relative Wirkstéirke als fiir AF78 (Abb. 3.5.5).
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Abb. 3.5.2

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Benzothiazol-Derivats AF48

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit 5
UM DIiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 200 nM bis 50
MM bei ca. 2 min injiziert. Ein Kanal
blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maximal-
stimulus (3 yM KC399). Es wurden
Gleichgewichtswirkungen bei ca. 45
min bestimmt und prozentual auf die
darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 3 pM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-(SUR1/-
Kir6.2)-Zellen, welche mit 5 uM
DIBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden
Konzentrationen von 12.5 uyM bis 50
MM bei ca. 2 min injiziert. Ein Kanal
blieb unbehandelt (control), ein
anderer Kanal erhielt einen Maximal-
stimulus (30 pM NNC414). Es
wurden Gleichgewichtswirkungen bei
ca. 30 min bestimmt und prozentual
auf die darauf folgende maximale
Hyperpolarisation durch 30 pM
NNC414 normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (Gl. 17) von n=6 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit AF48 ergab eine Dosiswirkungs-
kurve mit einem pECso-Wert von
493 + 0.02 (-log M) und einer
Steilheit p von 1.36 + 0.07.

Die Auswertung von n=12 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab fur eine Konzentration
von 25 pM eine agonistische Wirkung
von 54 + 0.6 %. Fir eine extra-
polierte normsteile Dosiswirkungs-
kurve wurde ein pECso-Wert von
3.45 + 0.09 (-log M) geschatzt.

3.0=

2.84

2.64

244

224

2.04

Normalized Fluorescence

1.84

1.6+

32+

3.0

2.64

2.4+

2.2+

Normalized Fluorescence

2.0+

1004

& 3uM KC399

[uM]
control

HEK293-(SUR2B/Kir6.1)
0 10 20

30 40

‘f 30 uM NNC414

E AF48

[uM]

— control
12.5
25.0
50.0
30 uM
NNC414

CHO SURI1 Kir6.2
| ]

0 10 20

O SUR2B/Kir6.1
A SURI/Kir6.2 .

-----

8 7 6 5 4 3

- log [AF48] mol/l



Kap. 3.5 Resultate - Benzothiazol-Derivate 121
Abb. 3.5.3
2.7 =
{AFB {3“ MKC399 Hyperpolarisierende  (agonistische)
o Membranpotentialwirkungen des
3} AF75 Benzothiazol-Derivats AF75
5 [uM]
L 244 trol
7 - °°n6°2 a) oben
g _ 08 Originalexperiment an  HEK293-
B — 16 (SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit 5
I 21+ — 32 UM DIiBAC4(3) markiert wurden. Der
3 - lgg Wirkstoff wurde mit steigenden
N 5.0 Konzentrationen von 200 nM bis 50
= ' UM bei ca. 3 min injiziert. Ein Kanal
é 1.8+ blieb unbehandelt (control), ein
) anderer Kanal erhielt einen Maximal-
Z stimulus (3 yM KC399). Es wurden
3uM Gleichgewichtswirkungen bei ca. 65
1.5= HEK293-(SUR2B/Kir6.1) KC399 min bestimmt und prozentual auf die
I T T 1 darauf folgende maximale Hyper-
0 30 % [min] 7 polarisation durch 3uM KC399
normiert.
329 AFTS 30 uM NNC414 b) Mitte
A 4 CHO-
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Originalexperiment an
(SUR1/Kir6.2)-Zellen, welche mit 5
UM DiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit Konzentrationen
von 12.5 yM und 25 yM bei ca. 2 min
injiziert. Ein Kanal blieb unbehandelt
(control), ein anderer Kanal erhielt
einen Maximalstimulus (30 uM
NNC414). Es wurden Gleich-
gewichtswirkungen bei ca. 30 min
bestimmt und prozentual auf die
darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 30 yuM NNC414
normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation. Die nicht-lineare Re-
gressionsanalyse der normierten
Daten (Gl. 17) von n=11 Experi-
menten an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-
Zellen mit AF75 ergab eine Dosis-
wirkungskurve mit einem pECso-Wert
von 5.14 + 0.03 (-log M) und einer
Steilheit p von 1.47 + 0.14.

Die Auswertung von n=12 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab fiir eine Konzentration
von 25 uM eine agonistische Wirkung
von 6.3 1.1 %.

Eine extrapolierte, normsteile Dosis-
wirkungskurve ergab einen pECso-
Wert von 3.69 + 0.03 (-log M).
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Abb. 3.5.4

Hyperpolarisierende  (agonistische)
Membranpotentialwirkungen des
Benzothiazol-Derivats AF78

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-

(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit 5
UM DIiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit steigenden Kon-
zentrationen von 200 nM bis 50 yM
bei ca. 2 min injiziert. Ein Kanal blieb
unbehandelt (control), ein anderer
Kanal erhielt einen Maximalstimulus
(3 uM KC399). Es wurden Gleich-
gewichtswirkungen bei ca. 45 min
bestimmt und prozentual auf die
darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 3 pM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen, welche mit 5
UM DIiBAC4(3) markiert wurden. Der
Wirkstoff wurde mit einer  Kon-
zentration von 25 yM bei ca. 2 min
injiziert. Ein Kanal blieb unbehandelt
(control), ein anderer Kanal erhielt
einen Maximalstimulus (30 uM
NNC414). Es wurden Gleich-
gewichtswirkungen bei ca. 30 min
bestimmt und prozentual auf die
darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 30 uM NNC414
normiert.

c) unten

Dosiswirkungskurven far die
Hyperpolarisation. Die nicht-lineare
Regressionsanalyse der normierten
Daten (GI. 17) von n=7 Experimenten
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
mit AF78 ergab eine Dosiswirkungs-
kurve mit einem pECso-Wert von
545 + 0.01 (-log M) und einer
Steilheit p von 1.39 + 0.10.

Die Auswertung von n=12 Experi-
menten an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen ergab fur eine Konzentration
von 25 pM eine agonistische Wirkung
von 2.5 £ 1.5 %. Zur ungefahren
Abschatzung der Selektivitat wurde
fir eine extrapolierte, normsteile
Dosiswirkungskurve ein pECso-Wert
von 3.30 £ 0.02 (-log M) geschatzt.
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Abb. 3.5.5

Vergleich der hyperpolarisierenden
(agonistischen)  Membranpotential-
wirkungen des Benzothiazol-Derivate
AF78 und AF130

a) oben

Originalexperiment an  HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, welche mit
0.125 mg/ml DyeB markiert wurden.
Die Wirkstoffe wurde mit einer
Konzentration von jeweils 25 uM bei
ca. 3 min injiziert. Ein Kanal blieb
unbehandelt (control), ein anderer
Kanal erhielt einen Maximalstimulus
(3 M KC399). Es wurden Gleich-
gewichtswirkungen bei ca. 22 min
bestimmt und prozentual auf die
darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 3 pM KC399
normiert.

b) Mitte

Originalexperiment an CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen, welche mit
0.125 mg/ml DyeB markiert wurden.
Der Wirkstoff wurde mit einer
Konzentration von 25 pM bei ca. 4
min injiziert. Ein Kanal blieb
unbehandelt (control), ein anderer
Kanal erhielt einen Maximalstimulus
(30 uM NNC414). Es wurden Gleich-
gewichtswirkungen bei ca. 33 min
bestimmt und prozentual auf die
darauf folgende maximale Hyper-
polarisation durch 30 yM NNC414
normiert.

¢) unten

Dosiswirkungskurven fir die Hyper-
polarisation an HEK293-(SUR2B/-
Kir6.1)-Zellen.

Die nicht-lineare Regressionsanalyse
der normierten Daten (Gl. 17) von
n=7 Experimenten mit AF78 ergab
eine Dosiswirkungskurve mit einem
pECso-Wert von 5.45 + 0.01 (-log M)
und einer Steilheit p von 1.39 + 0.10.
Zur Abschatzung der Selektivitat der
Substanz und unter Annahme einer
100%-igen Wirkung bei supramilli-
molaren Konzentrationen wurde fur
n=8 Experimente mit AF130 eine
Dosiswirkungskurve mit einem
pECso-Wert von 3.97 £ 0.02 (-log M)
und einer Steilheit p von 1.36 £ 0.07
geschatzt.
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Tab. 3-11: Vergleich von pECso-Werten der Membranpotential-Tests der Benzothiazol-Derivate mit ihren
Dissoziationskonstanten aus der Kompetitionsbindung mit [3H]-P 1075

R2. 5 N [PH]-P 1075 DiBAC4(3)-Membranpotentialmessung
: A B C
2
\©: \>—R1 HEK293- HEK293- CHO-
S (SUR2B/ Kir6.1)| (SUR2B/Kir 6.1)  (SURI/Kir6.2)
pKp (-log M) pECso(-log M)  |agonistischer Effekt mitf A B-C
Hill slope 25 uM -log M
R o . P o pe) o (- log M)
DSL203 s 422 +£0.06 n.d. 170 £52%° n.d.
_4N_
“4) (6)
DSL202 S 4.12+0.03 n.d. 366 £1.7% n.d.
4
"
“4) (&)
DSL208 S <3.3+0.20 n.d. 203 £4.6% n.d.
O
N
“) (7
AF33 s 4.12+0.04 n.d. 18.1 £5.6% ¢ n.d.
N CF;
N\ “4) (11)
AF35 _(S 4.08 £ 0.05 n.d. 273 £3.1%"™| n.d.
“4) €3]
AF20 s, — 431+0.03 n.d. 17.1 £24% | nd.
e
“4) €2))
AF22 s /@ <3.4+0.20 n.d. 0.7+3.5%"Y n.d.
A @ 3)
AF48 SN/ 4.83 £0.03 5.07£0.02 54 £0.6% A>1.4
Abb. 3.5.2 ‘%N 1.29£0.06 PECs0<3.50"
“4) o ® (12)
493 +0.02°"
1.36 £0.07
AF75 s, — 5.03+0.03 5.08 £0.03 63+1.1% A>1.3
Abb. 3.5.4 4@ 1.31 +0.08 PECs0<3.70 "
“4) I ¢ (O N (12)
5.14+0.03"
1.47 £0.14 (11)
AF78 5.38 £0.03 5.41+0.03 25+1.5% A>2.0
Abb. 3.5.5 g N>L 1.20+0.09 pECs0<3.30°
XLH @ | ___ay_ | (12)
5.45+0.03 "
1.39+0.06 (7)
AF130 \/ / 4.30+0.02 3.97+0.02
abb. 3.5.5 N 1.36£0.07 n.d.
42;H ) DyeB(8)

Ergdnzende Kontrollversuche (auch fiir HEK293- und CHO-Wildtyp-Zellen) mit DyeB befinden sich in Anhang A2.3.5.
¥ Zur Abschitzung der Selektivitdt extrapolierte pEC so-Werte einer normsteilen Dosiswirkungskurve (-log M)

») DyeB-Membranpotentialmessung  Hinweis auf unspezifische Effekte fiir eine Konzentration von 25 uM > 10 %
(vgl. Anhang A, Kap. A 2.3.5) Y Tabelle A-7 (Anhang A) entnommen
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3.5.3 Kompetitionsbindung

Die Ergebnisse der Kompetitionsbindung der Benzothiazol-Derivate mit [*H]-P 1075 an
HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen werden in Tabelle 3-11 aufgefiihrt. Die zugehorigen Kompetiti-
onsbindungskurven sind in den Abb. 3.5.6 bis 3.5.8 dargestellt.

Im Einzelnen wurden die Substanzen DSL203, DSL202 und DSL208 in Position 2' des Benzo-
thiazolmolekiils mit einer Thioamid-Gruppe mit Methyl-, Ethyl bzw. Phenylrest substituiert.
DSL203 und DSL202 zeigen geringe Affinitidten mit einem pK p-Wert von 4.22 bzw. 4.12 (-log M);
fiir DSL208, mit einem Phenylring am Stickstoffatom der Thioamid-Gruppe, wurde ein pK p-Wert
von ca. 3.3 (-log M) extrapoliert. Fiir AF33 und AF35, beide entsprechen den Substanzen DSL202
bzw. DSL208 mit einem zusitzlichem CF; in Position 5', wurden pKp-Werte von 4.12 bzw. 4.08
(-log M) bestimmt. Die Substitution der untersuchten Derivate mit direkt am Grundmolekiil anset-
zender Thioamid-Gruppe stellt sich zusammenfassend niederaffin (pKp < 4.3; -log M) dar.

Eine weitere Methylgruppe zwischen Benzothiazol-Molekiil und Thioamid-Gruppe — im Sinne
eines Briicken-C-Atoms — wurde mit den Substanzen AF20 und AF22 synthetisiert. Auch hier
wurde ein Ethyl(AF20)- bzw. ein Phenylring(AF22) an dem Amid der Thioamid-Gruppe positio-
niert. Wahrend AF20 mit einem Ethylrest am Stickstoffatom der Thioamid-Gruppe einen pK p-Wert
von 4.31 (-log M) erreicht, zeigte sich fiir die Substitution mit einem Phenylring (AF22) nur eine
geringe Affinitdt mit einem extrapolierten pKp-Wert von ca. 3.4 (-log M).

Interessant ist eine geringe zusitzliche Modifikation der Substanz AF20 durch Einfligen eines
zusdtzlichen Methylrestes am Briicken-C-Atom. Diese Substanz (AF48) ist mit einem pKp-Wert
von 4.83 £ 0.03 (-log M) um ca. Faktor drei affiner als AF20 selbst (Abb. 3.5.7). Ersetzt man diese
Methylgruppe durch eine ldngerer Ethylgruppe (AF75) zeigt sich dies in einer geringfiigig hoheren
Affinitdt mit einem pKp-Wert von 5.03 + 0.03 (-log M). Ersetzt man stattdessen das endstindige
Methyl der Thioamid-Gruppe von AF48 durch eine tert-Butyl-Gruppe (AF78) fiihrt dies zu einer
weiteren Affinitdtserhohung um ca. Faktor 3 (Abb. 3.5.7) mit einem pKp-Wert von ca.
5.38£0.03 (-log M). AF78 stellt somit das Benzothiazol mit der hochsten Affinitit zum
(SUR2B/Kir6.1)-K arp-Kanaltyp dar.

AF130 unterscheidet sich durch den Austausch der Thioamid-Gruppe von AF78 durch eine Car-
boxyamid-Gruppe. Die Affinitdt von AF130 ist mit einem pKp-Wert von ca. 4.3 (-log M) an
HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen im Vergleich zu AF78 um ca. Faktor zehn geringer.
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Abb. 3.5.7: Kompetitionsbindung von Thiazol-Derivaten mit [3H]-P 1075 an HEK 293 SUR2B/Kir6.1-Zellen
(n=4). Adhéarente, in 96-well-Platten kultivierte Zellen werden mit dem Radioliganden und steigenden
Konzentrationen der kompetierenden Liganden versehen (L&sungswechsel), deren geeignete Mischung
vorher in Eppendorf-Cups hergestellt wurde. Die unspezifische Bindung wird mit 1 yM P1075 bestimmt.
Dargestellt wird die prozentual normierte spezifische Bindung (Bg). Die Daten werden mittels nicht-linearer
Regressionsanalyse anhand Gl. 4 ausgewertet.

a) oben: b) unten:
pKp + ASD (-log M) pKp + ASD (-log M)
O AF20 4.31+0.03 n=4 O AF78 5.39 £ 0.03 n=4
O AF22 3.36 £ 0.21 n=4 O AF75 5.03 £ 0.03 n=4
] AF48 4.83+0.15 n=4
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Abb. 3.5.8: Kompetitionsbindung von Thiazol-Derivaten mit einem tert-Butyl-Thioamid-Rest (AF78) bzw.
einem tert-Butyl-Amid (AF130) mit [3H]-P 1075 an HEK 293 SUR2B/Kir6.1-Zellen (n=4). Adharente, in 96-
well-Platten kultivierte Zellen werden mit dem Radioliganden und steigenden Konzentrationen der
kompetierenden Liganden versehen (Losungswechsel), deren geeignete Mischung vorher in Eppendorf-
Cups hergestellt wurde. Die unspezifische Bindung wird mit 1 yM P1075 bestimmt. Dargestellt wird die
prozentual normierte spezifische Bindung (Bg). Die Daten werden mittels nicht-linearer Regressionsanalyse
anhand GI. 4 ausgewertet.

pKo + ASD (-log M)
O AF78 5.39 + 0.03 n=4

O AF130 4.30 £ 0.02 n=4



Kap. 3.6 Resultate 129

3.6 Agonistisch nicht wirksame Testsubstanzen zeigen keine antagonistische
Wirkung an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)- und CHO-(SUR1/Kir6.2)- Zellen

Karp-Kanalliganden, die nicht agonistisch aktiv sind, konnen als Antagonisten wirken, wie in
unserer Arbeitsgruppe mehrfach nachgewiesen. Als Test fiir den Nachweis eines potentiellen Ant-
agonisten wurden die HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)- bzw. CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen mit einer Dia-
zoxid-Konzentration von 25 puM vorstimuliert. Diese Konzentration induziert mehr als 50 % der
max. hyperpolarisierenden Wirkung, wobei die Konzentration zugleich so gering ist, dass ein
Cheng-Prussof-Effekt groBeren Ausmales (ECso des Diazoxid >> Kp des potentiellen Blockes)
vermieden wurde. In einem zweiten Schritt wurde mit den zu untersuchenden Substanzen versucht
den im Sinne eines Kaliumkanal6ffners hyperpolarisierenden Effekt des Diazoxids zu antagonisie-
ren. Als Kontrollsubstanz diente der Karp-Kanalblocker Glibenclamid in einer Konzentration von
10 uM an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1) bzw. 1 uM an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen.

Antagonistische Effekte am Karp-Kanal konnten an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)- oder CHO-
(SURI1/Kir6.2)-Zellen mit keiner einzigen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Benzothia-
diazin-, Benzofuran-, Benzothiophen- oder Benzothiazol-Derivate in jeweils n =2 Versuchen nach-

gewiesen werden.

3.7  Die Wirkungen agonistisch wirksamer untersuchter Substanzen am Karp-
Kanal werden durch Glibenclamid antagonisiert.

Die Sperzifitit der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Substanzen fiir den Karp-Kanal
wurde nicht nur durch Radioligandbindungsverfahren ([?H]-P 1075) nachgewiesen, sondern auch
durch Versuche mit dem Sulfonylharnstoff Glibenclamid mittels Membranpotentialmessung
(DiBAC4(3)). Glibenclamid ist ein Karp-Kanalblocker. Aufgrund der hoéheren Affinitit am
(SUR1/Kir6.2)-K arp-Kanaltyp wurde Glibenclamid hier in einer Konzentration von 1 uM verwen-
det, wogegen am HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Modell 10 uM eingesetzt wurden.

Alle agonistischen Effekte der in dieser Arbeit untersuchten Benzothiadiazin-, Benzofuran-,
Benzothiophen- oder Benzothiazol-Derivate an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)- und CHO-
(SURI1/Kir6.2)-Zellen konnten mit Glibenclamid in je n =2 Versuchen vollstindig antagonisiert
werden. Auch die Kontrolluntersuchungen in Anhang A zur Quantifizierung von unspezifischen
Effekten demonstrieren die Blockadewirkung durch Glibenclamid und ermdglichen eine Interpreta-

tion unter Beriicksichtigung von unspezifischen Effekten der untersuchten Testsubstanzen.
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3.8 Dissoziationskinetiken mit [°H]-P 1075

3.8.1 Diazoxid-Derivate beschleunigen die [*H]-P 1075-Dissoziation

Beschleunigen K arp-Kanal-Liganden die Dissoziation von [*H]-P 1075, so handelt es sich nicht
um eine Konkurrenz (Kompetition) mit [*H]-P 1075, sondern um eine allosterische Wirkung, wie
sie von Bray and Quast (1992) am SUR2B-K arp-Kanaltyp gezeigt werden konnte. Bislang konnte
eine solche allosterische Bindung durch Diazoxid nicht nachgewiesen werden, vermutlich weil die
Affinitidt von Diazoxid nicht ausreicht und der Konzentrationsbereich zwischen Kp und toxischer
Wirkung zu klein ist. Mit den neu synthetisierten Diazoxid-Derivaten mit bis zu 20-fach hoherer
Affinitét ergab sich die Moglichkeit Experimente zur (moglicherweise) beschleunigten Dissoziation
anzulegen.

Adhérent wachsende HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen wurden zu diesem Zweck mit 1 nM
[*H]-P 1075 fiir 45 Minuten inkubiert. Mit Zugabe der zu untersuchenden Substanz im Riickstopp-
Verfahren (unterschiedliche Startzeit, gemeinsamer Stopp) startet die eigentliche Messung der [*H]-
P 1075-Dissoziation (Abb. 3.8.1bis 3.8.10); die entsprechenden Daten finden sich in Tab. 3-12. Als
MaB fiir die Geschwindigkeit der Dissoziation des Radioliganden vom Rezeptor wird die Halb-
wertszeit (ti,2) in Minuten angegeben, in welcher die spezifische Bindung des Radioliganden um
die Hélfte (bezogen auf das Maximum der Dissoziation) abféllt (mit ko= In2 / t1,2; vgl. Gl. 8).
Zusétzlich wird fiir die eingesetzten Konzentrationen jeweils die analytische Einheit c o angegeben;
sie driickt aus, welchem Vielfachen des Kp-Wertes diese Konzentration entspricht (ca= [A]/Kp;
vgl. GL. 3).

In der Regel wurden die Versuche parallel mit vier Karp-Kanalliganden durchgefiihrt von denen
jeweils einer P1075 (10 uM) war. Der ko Wert (bzw. t;,2-Wert) von P1075 diente als Kontrollwert
eines rein kompetitiven Antagonisten: in n = 60 Einzelversuchen betrug die durchschnittliche Halb-
wertszeit der Dissoziation des Radioliganden [*H]-P 1075 von seiner Bindungsstelle 13.8 + 0.5 min
(entspricht einem Ko -Wert von ca. 0.0508 + 0.0051 min™).

In Abb. 3.8.1 (oben) ist dargestellt, dass die Kaliumkanal6ffner KC399 und Bimakalim ( jeweils
ca > 100) mit einer Halbwertszeit von 13.3 min bzw. 14.65 min die Dissoziation von [*H]-P 1075,
verglichen mit der P1075-Kontrolle (12.31 min), nicht beschleunigen. In Gegenwart des Sulfonyl-
harnstoffs Glibenclamid konnte dagegen fiir die hochste eingesetzte Glibenclamid-Konzentration
von 30 pM eine Beschleunigung auf einen t;,--Wert von 3 min ermittelt werden; jedoch beschleu-

nigt auch eine kleinere Konzentration von 1 pM die Dissoziation bereits auf eine t;,> von 6.6 min
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(Abb. 3.8.1 unten). Auffallig ist dabei der Zusammenhang, dass die Halbwertszeit mit zunehmender
eingesetzter Substanzkonzentration abnimmt.

Fiir 500 uM Diazoxid wurde eine méBige Beschleunigung der Dissoziationskinetik auf eine
Halbwertszeit von 7.57 £ 0.44 min im Vergleich zu 12.79 min fir 10 uM P1075 gemessen
(Abb. 3.8.3 oben); dies steht in starkem Kontrast zu der fehlenden Beschleunigung durch andere
Kaliumkanal6ffner wie Bimakalim oder KC399. Vor dem Hintergrund, dass fiir die hohe Konzen-
tration von 500 uM Diazoxid toxische Nebeneffekte nicht auszuschlieen sind, ist das Ergebnis fiir
Diazoxid jedoch zweifelhaft.

Dagegen wurde fiir potente 7'-chloro-3'-Alkyl-Diazoxid-Derivate eine deutlich beschleunigte
[*H]-P 1075-Dissoziation gemessen. So wurde fiir AF56, mit einem Cyclopropyl-Rest in Position 3,
fiir eine Konzentration von 200 uM eine Halbwertszeit t;,>» von 3.83 min gemessen (Abb. 3.8.4
unten). Kleinere Konzentrationen von AF56 fiihrten dabei, analog zu Glibenclamid, zu einer schwé-
cheren Beschleunigung der Dissoziation.

In der Konzentration von 200 uM erreichten die Cyclobutyl-Derivate AF53 und AF55 eine Dis-
soziationsgeschwindigkeit mit einer Halbwertszeit t;,» von 0.54 min bzw. 1.03 min (Abb. 3.8.6).
Die Derivate AF51 und AF49, beides Substanzen mit einem Cyclopentyl-Rest, zeigten in einer
Konzentration von 200 uM Halbwertszeiten von 2.09 bzw. 1.67 min (Abb. 3.8.5). Auch fiir die
Derivate AF38 und AF39 mit einem Cyclohexyl-Rest in Position 3' wurde in dieser Konzentration
eine deutlich schnellere Halbwertszeit t;,> von 2.23 bzw. 2.86 min gemessen als fiir die P1075
Kontrolle (Abb. 3.8.6).

Der Nachweis einer beschleunigten Dissoziation ist dabei abhéngig von der eingesetzten Kon-
zentration der zu untersuchenden Substanz. Am Beispiel der Substanz AF38 in Abb. 3.8.6 wird
deutlich, dass eine Beschleunigung mit 200 uM, welche dem 174-fachen des Kp-Wertes entspricht,
sicher nachweisbar ist. Dagegen zeigt sich fiir eine Konzentration von 2 uM AF38, welche dem
1.74-fachem des Kp-Wertes entspricht, keine Beschleunigung der Dissoziation.

Fir die Substanzen AF38, AF39 sowie AF49 sind keine Daten im Rahmen des HTS-Verfahrens
aufgrund von Loslichkeitsproblemen entstanden. AF57 wurde erst zu einem spdteren Zeitpunkt in
die Experimente aufgenommen und zeigte als einziges untersuchtes Diazoxid-Derivat mit nicht
zyklischem Alkylrest im HTS-Verfahren eine deutliche Beschleunigung der [°H]-P 1075-Dissozia-
tion auf eine Halbwertszeit von 2.31 min™" (200 uM).

Zusammenfassend beschleunigt Glibenclamid die Dissoziationsbindung des [*H]-P 1075, wih-
rend die Kaliumkanal6ffner KC399 und Bimakalim die Dissoziation nicht beschleunigen. Fiir Dia-
zoxid konnte eine méfige Beschleunigung und fiir dessen Derivate eine deutliche Beschleunigung

der Dissoziation von [°H]-P 1075 durch Diazoxid-Derivate nachgewiesen werden.
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100 - . .
3 | [eM] | tp[min] | K o [min’] | cA
B % O P1075 10 12.31 4+ 0.53 0.0563 + 0.0024 2041.7
A KC399 1 13.33 £+ 0.56 0.0520 + 0.0021 3090.3

O Bimakalim 10 14.65 + 0.58 0.0473 + 0.0018 446.7
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Abb. 3.8.1: Dissoziationskinetik von [3H]-P 1075 mit den Benzopyranen KC399 und Bimakalim an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen. Vor Beginn der eigentlichen Dissoziationskinetik wurden adhasiv in 96-well-Platten
wachsende Zellen mit 1 nM [3H]-P 1075 (100 ul) prainkubiert und somit eine Assoziationsbindung ausgelést
(nicht gezeigt). Nach Erreichen des Equilibrium nach ca. 45 min wurde die Dissoziation durch Injektion (mit
sukzessivem Mischen) eines kleinen Volumens (11 pl) der angegebenen Endkonzentrationen der zu
untersuchenden Substanzen (= Methode A) im Rickstopp-Verfahren gestartet; d.h. die Dissoziation wurde
zu verschiedenen Zeitpunkten gestartet und die Reaktion zu einem einheitlichen Zeitpunkt durch mehrfachen
Lésungswechsel gestoppt. Als Kontrolle des Versuchs wurden 10 yM P1075 eingesetzt (gestrichelt). Die
Daten wurden mittels nichtlinearer Regressionsanalyse anhand Gl. 7 ausgewertet, auf die min. spezifische
Bindung der jeweiligen Konzentration normiert und in der obigen Abbildung als spezifische Bindung Bs Uber
die Zeit dargestellt (n=4).

Dieses Experiment zeigt, dass KC399 und Bimakalim auch in hohen Konzentrationen (>> 100x Kp) die
Dissoziationskinetik nicht tGber die Geschwindigkeit von P1075 selbst beschleunigen.
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OO [uM] t,,, [min] k¢ [min l] cA
O P1075 10 14.29 + 0.62 0.0485 + 0.0022 2041.7
B % @® Glibenclamid 1 7.41 + 0.94 0.0935 + 0.0105 2.1
/\ Glibenclamid 3 4.61 + 0.3 0.1502 + 0.0106 6.4
O Glibenclamid 10 2.21 + 0.13 0.3132 + 0.0169 21.3
o Glibenclamid 30 1.3 +£ 0.10 0.5328 + 0.0365 64.0
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[xM] ty, [min] k., [min] cA
O Glibenclamid 25 1.25 + 0.20 0.5527 + 0.0771 53.3
B % /\ Glibenclamid 50 0.75 + 0.11 0.9238 + 0.1220 106.7
O Glibenclamid 75 0.46 + 0.05 1.5187 + 0.1392 160.0
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Abb. 3.8.2: Dissoziationskinetik von [PH]-P 1075 mit dem Sulfonylharnstoff Glibenclamid an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen.

oben: Die Versuchsdurchfihrung und Darstellung erfolgte analog zu Abb. 3.8.1(Methode A, n=4).

unten: Im Unterschied zu der oberen Abbildung (nach Methode A) erfolgte zum Start der Dissoziation ein
Austausch der Radioligand-Lésung durch einfachen Lésungstausch mit den angegebenen Konzentrationen
der Testsubstanz (Methode B, ,HTS-Verfahren®; vgl. Kap. 2.4.2; n=4).

In der oberen Abbildung wird eine beschleunigte Dissoziation von [3H]-P 1075 bereits durch eine
Glibenclamid-Konzentration von 1 yM gezeigt. Mit zunehmender Konzentration wird eine Zunahme der
Dissoziation beobachtet.
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100 @ [M] t,,; [min] Ko [min’] cA
O P1075 10 12.79 + 0.86 0.0542 + 0.0039 2041.7
B % /A Diazoxid 20 10.62 + 2.59 0.0653 + 0.0128 1.1
O Diazoxid 200 9.52 + 0.70 0.0728 + 0.0050 10.7
O Diazoxid 500 7.57 + 0.49 0.0916 + 0.0056 26.9
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Abb. 3.8.3: Dissoziationskinetik von [PH]-P 1075 mit Diazoxid an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen (n=4). Die
Durchfihrung und Darstellung des obigen Versuchs erfolgte analog zu Abb. 3.8.1 (Methode A).
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100 4 < [M] ty, [min] K [min’] cA

O P1075 10 16.78 + 0.85 | 0.0413 + 0.0022 | 2041.7

B % A AF56 5 13.84 + 1.46 | 0.0501 + 0.0059 22
O AF56 50 11.55 + 0.79 | 0.0600 + 0.0044 223

O AFs6 200 3.83 + 0.12 | 0.1812 + 0.0068 89.1
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100 % [#M] t,, [min] K g [min’] cA
O AF56 50 8.37 + 0.85 0.0828+ 0.0076 22.3
B % /\ AF56 100 5.44 + 0.28 0.1275 + 0.0063 44.6
O AF56 150 3.56 + 0.16 0.1948 + 0.0082 66.8
<> 2.91 + 0.15 0.2383 + 0.0089 89.1
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Abb. 3.8.4: Dissoziationskinetik von
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen.

Oben: Die Durchfiihrung und Darstellung des Versuchs erfolgte analog zu Abb. 3.8.1 (Methode A, n=4).
Unten: Die Durchfiihrung und Darstellung des Versuchs erfolgte analog zu Abb. 3.8.2 u. (Methode B, n=4).

[®H]-P 1075 mit dem Diazoxid-Derivat AF56 an HEK 293-
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100 4 4 LMl | telminl |k, fmin’] A
O P1075 10 12.25 + 0.79 0.0566 + 0.0039 2041.7

B % N A\ AF53 2 8.49 + 0.80 0.0816 + 0.007 1.5
] O AF53 20 4.0 + 0.23 0.1735 + 0.0093 14.5
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100, & [M] t,, [min] k. [min’] cA
50 3.79 + 0.19 0.1827 + 0.0089 36.3
B % 100 2.00 + 0.09 0.3465 + 0.0151 72.6
150 1.24 + 0.07 0.5605 + 0.0282 108.9
200 1.15 + 0.11 0.6042 + 0.0621 145.2
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Abb. 3.8.5: Dissoziationskinetik von [3H]-P 1075 mit dem Diazoxid-Derivat AF53 an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen.

Oben: Die Durchfiihrung und Darstellung des Versuchs erfolgte analog zu Abb. 3.8.1 (Methode A, n=4).
Unten: Die Durchfihrung und Darstellung des Versuchs erfolgte analog zu Abb. 3.8.2 u. (Methode B, n=4).
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100 - [uM] t,, [min] K [min’] cA

B O P1075 10 13.67 + 0.52 0.0507 + 0.0022 2041.7

B % Y\ A AFSS 2| 1487128 | 0.0466 + 0.0037 2.1
O AF55 20 8.41 + 0.44 0.0824 + 0.0041 21.0
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B % v A AF55 100 3.39 +£ 0.13 0.2047 4+ 0.0075 105.0
O AF55 150 2.45 + 0.10 0.2826 + 0.0114 157.4
O AF55 200 2.05 + 0.10 0.3388 + 0.0152 209.9
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Abb. 3.8.6: Dissoziationskinetik von [3H]-P 1075 mit dem Diazoxid-Derivat AF55 an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen.

Oben: Die Durchfiihrung und Darstellung des Versuchs erfolgte analog zu Abb. 3.8.1 (Methode A, n=4).
Unten: Die Durchfihrung und Darstellung des Versuchs erfolgte analog zu Abb. 3.8.2 u. (Methode B, n=4).
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100 - . .
[M] t,,, [min] | [min'] cA
B O P1075 10 14.50 + 0.55 0.0478 + 0.0019 2041.7
% /\ AF49 2 11.48 + 1.15 0.0604 + 0.0055 1.7
O AF49 50 4.94 + 0.26 0.1404 + 0.0071 42.6
<> AF49 200 2.09 + 0.13 0.3310 + 0.0188 170.2
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Abb. 3.8.7: Dissoziationskinetik von [®H]-P 1075 des Diazoxid-Derivats AF49 an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-
Zellen. Die Durchfiihrung und Darstellung des Versuchs erfolgte analog zu Abb. 3.8.1 (Methode A, n=4).
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[pM] t,, [min] Ko [min"] cA

O P1075 10 12.36 + 0.61 0.0561 + 0.0029 2041.7
/\ AF51 2 10.66 + 0.79 0.0650 + 0.0045 3.4
O AFsl 20 8.47 + 0.45 0.0818 + 0.0041 33.9
<> AF51 200 1.67 + 0.10 0.4163 + 0.0233 338.9
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[eM] t,,, [min] k ; [min™] cA
50 4.29 + 0.17 0.1605 + 0.0061 84.7
100 2.44 + 0.15 0.2836 + 0.0160 169.4
150 1.72 + 0.09 0.4021 + 0.0202 254.2
200 1.53 + 0.06 0.4545 + 0.0170 338.9
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Abb. 3.8.8: Dissoziationskinetik von [®H]-P 1075 mit den Diazoxid-Derivat AF51 an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen.

Oben: Die Durchfiihrung und Darstellung des Versuchs erfolgte analog zu Abb. 3.8.1 (Methode A, n=4).
Unten: Die Durchfiihrung und Darstellung des Versuchs erfolgte analog zu Abb. 3.8.2 u. (Methode B, n=4).
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100 - i\ [xM] ty,, [min] k. [min] cA
O P1075 10 13.25 + 1.00 0.0523 + 0.0037 2041.7

B % A AF38 2 13.54 + 1.34 0.0512 + 0.0046 1.7
O AF38 20 4.95 + 0.213 | 0.1400 + 0.0058 17.3

o AF38 200 2.26 + 0.13 0.3063 + 0.0163 172.6

502
"
N
~
Cl S
o? Yo AF38
04 <
1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50
time [min]
100 - . .
' [aM] ty,, [min] k. [min] cA
B O P1075 10 | 1415+ 072 | 0.0490 + 0.0026 | 2041.7
% A AF39 2 | 1120+ 1.11 | 0.0619 + 0.0056 1.4
O AF39 20 | 8.06+ 041 | 0.0860 + 0.0044 14.1
O AF39 200 | 2.85+0.19 | 0.2430 + 0.0150 |  140.6

504

time [min]

Abb. 3.8.9: Dissoziationskinetik von [3H]-P 1075 mit den Diazoxid-Derivaten AF38 (oben) und AF39 (unten)
an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen. Die Durchfihrung und Darstellung des Versuchs erfolgte analog zu
Abb. 3.8.1 (Methode A, n=4).
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100 - [xM] t,,, [min] k. [min] cA
O P1075 10 13.25 + 1.00 0.0523 + 0.0037 2041.7
B % ® AF57 50 5.91 + 0.31 0.1172 + 0.0059 23.4
A\ AF57 100 3.37 + 0.21 0.2056 + 0.0122 46.8
0O AF57 150 2.70 + 0.13 0.2565 + 0.0114 70.2
O AF57 200 2.31 + 0.12 0.2999 + 0.0152 93.5
50 4
.
Y\(
O~ ~< c 4352 AF57
~o - ®~
- ~©
0. Bt S
i T T T T \
0 10 20 30 40 50

time [min]

Abb. 3.8.10: Dissoziationskinetik von [3H]-P 1075 mit dem Diazoxid-Derivat AF57 an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen. Die Durchfihrung und Darstellung des Versuchs erfolgte analog zu Abb. 3.8.2 u.
(Methode B, n=4). Zum direkten Vergleich ist eine reprasentative P1075-Kontrolle (10uM) in der Abb. 3.8.9
(oben) eingezeichnet.
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Tab. 3-12: Kinetische Daten fiir die durch Standard-Kare-Kanalliganden induzierte [3H]-P 1075-Dissoziation
an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen

Substanzname PKp +ASD | Konz. Ca Korr + ASD tiz =+ ASD n Methode *

-1

(-log M) pM min min

hochaffine vaskulare KCO

(vgl. Abb. 3.8.1)

P1075

8.31 £0.02 10 2041.7 | 0.0508 +0.0051 13.83 £1.49 60 A
KC399

8.99 +0.04 1 977.2 0.0520 +0.0021 13.33 £0.56 4 A
Bimakalim

7.65 £0.04 10 446.7 0.0473 +£0.0018 14.65 £0.58 4 A

Sulfonylharnstoffe

Glibenclamid 6.33 +0.03 1 2.1 | 0.0935 £0.0105 | 7.41 +0.94 4 A
(vgl. Abb. 3.8.2) 3 64 | 01502 £0.0106 | 4.61 +0.35 4 A
10 | 213 | 03132 £0.0169 | 221 £0.13 4 A
25 | 533 | 0.5527 +£0.0771 1.25 +0.20 4 B
30 | 640 | 05328 +0.0365 | 1.30 +£0.10 4 A
50 | 106.7 | 0.9238 £0.1220 | 0.75 +0.11 4 B
75 | 160.0 | 1.5187 £0.1392 | 0.46 +0.05 4 B
100 | 2133 | 1.6294 +0.2656 | 0.43 +0.08 4 B

a

Methode A: Die Dissoziation von [*H]-P 1075 wurde durch Zugabe eines kleinen Volumens (11 ul) der
Testsubstanz in die [*H]-P 1075-haltige Losung (100 pl) bei sukzessiver Vermischung induziert.
Methode B: Die Dissoziation wurde durch Austausch der radioaktiven Losung gegen eine Losung mit der
Endkonzentration der Testsubstanz induziert (vgl. Kap. 2.4.2).
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Tab. 3-13: Kinetische Daten fiir die durch Diazoxid-Derivate induzierte [*H]-P 1075-Dissoziation an
HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen (Teil 1)
Substanzname pKp +ASD | Konz. (IN Kotr = ASD ti2 = ASD Methode *
(-log M) pM min™* min
N o R
LY
cl //s\f
Diazoxid-Derivate (1)
Diazoxid 473 +0.04 20 1.1 | 0.0653 £0.0128 | 10.61 £2.59 A
(vgl. Abb. 3.8.3) 200 | 10.7 | 0.0728 +0.0050 9.52 +0.70 A
500 | 26.9 | 0.0916 +0.0056 7.57 +0.49 A
AF56 5.65 +0.04 5 2.2 | 0.0550 £0.0037 | 12.60 +£0.91 A
(vgl. Abb. 3.8.3 unten) 50 22.3 | 0.0538 £0.0029 | 12.88 +0.73 A
A 50 223 | 0.0828 +0.0076 8.37 +0.85 B
100 | 44.6 | 0.1275 +0.0063 544 +0.28 B
150 | 66.8 | 0.1948 +0.0082 3.56 £0.16 B
200 | 89.1 | 0.2283 +0.0089 3.04 +0.12 B
200 | 89.1 | 0.1812 +0.0068 3.83 £0.15 A
AF53 5.86 +0.04 2 1.5 | 0.0816 =0.0070 8.49 +0.80 A
(vgl. Abb. 3.8.5) 20 14.5 | 0.1735 +0.0093 4.00 £0.23 A
\G 50 363 | 0.1827 £0.0089 3.79 +0.19 B
100 | 72.6 | 0.3465 +£0.0151 2.00 +0.09 B
150 | 108.9 | 0.5605 +0.0282 1.24 +0.07 B
200 | 1452 | 0.6042 = 0.0000 1.15 +0.00 B
200 | 1452 | 1.2784 +0.0570 0.54 +0.03 A
AF55 6.02 +0.04 2 2.1 | 0.0466 £0.0037 | 14.87 £1.28 A
(vgl. Abb. 3.8.6) D 20 21.0 | 0.0824 +0.0041 8.41 +0.44 A
50 525 | 0.1200 +0.0039 5.78 +0.19 B
100 | 105.0 | 0.2047 +0.0075 339 +£0.13 B
150 | 157.4 | 0.2826 +0.0114 2.45 +0.10 B
200 | 209.9 | 0.3388 +0.0152 2.05 £0.10 B
200 | 209.9 | 0.6738 +0.0377 1.03 +0.06 A
AF49 5.93 +0.04 2 1.7 | 0.0604 £0.0055 | 11.48 +1.15 A
(vgl Abb. 3.8.7) b 50 42.6 | 0.1404 +0.0071 494 +0.26 A
200 | 1702 | 0.3310 +£0.0188 2.09 +0.13 A
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Tab. 3-14: Kinetische Daten fir die durch Diazoxid-Derivate induzierte [3H]-P 1075-Dissoziation an
HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen (Teil 2)

Substanzname pKp =ASD Konz. Ca Kosr £ ASD ti,2 £ASD n Methode ?
(-log M) uM min™’ min
H
N_ 3_R
S0
cl //s\f
(0] (0]
Diazoxid-Derivate (2)
AF51 6.23 +0.04 2 3.4 0.0650 +0.0045 | 10.66 +0.79 4 A
(vgl. Abb. 3.8.8) O 20 33.9 | 0.0818 +0.0041 8.47 +0.45 4 A
50 84.7 | 0.1605 +0.0061 432 £0.17 4 B
100 | 169.4 | 0.2836 +0.0160 244 +£0.15 4 B
150 | 2542 | 0.4021 +0.0202 1.72 £0.09 4 B
200 | 3389 | 0.4163 +0.0233 1.67 £0.10 4 A
200 | 338.9 | 0.4545 +0.0254 1.53 £0.09 4 B
AF38 5.94 +0.04 2 1.7 0.0512 +0.0046 | 13.54 +1.34 4 A
(vgl. Abb. 3.8.9 oben) 20 17.3 | 0.1400 +0.0046 495 £0.17 4 A
\O 200 | 172.6 | 0.3063 +0.0163 226 +0.13 4 A
AF39 5.85 +0.04 2 14 0.0619 +0.0056 | 11.20 +1.11 4 A
(vgl. Abb. 3.8.9 unten) 20 14.1 | 0.0860 +0.0044 8.06 +0.43 4 A
200 | 140.6 | 0.2430 +0.0150 2.85 +0.19 4 A
AF57 5.67 +0.02 50 234 | 0.1172 +0.0059 591 +0.31 4 B
(vgl. Abb. 3.8.10 unten) 100 46.8 | 0.2056 +0.0122 337 +£0.21 4 B
X
150 702 | 0.2565 +0.0114 270 +0.13 4 B
200 93.5 | 0.2999 +0.0152 231 £0.12 4 B

¢ Methode A: Die Dissoziation von [PHJ-P 1075 wurde durch Zugabe eines kleinen Volumens (11 ul) der Testsubstanz
in die [PHJ-P 1075-haltige Losung (100 ul) bei sukzessiver Vermischung induziert.

Methode B: Die Dissoziation wurde durch Austausch der radioakt. Losung gegen eine Losung mit der
Endkonzentration der Testsubstanz induziert (vgl. Kap. 2.4.2).
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3.8.2 Abschatzung der Diffusionsgeschwindigkeit mittels Fluoreszenzmessung

Da die Bindungsstelle des K arp-Kanals auf der cytoplasmatischen Seite der Zellmembran liegt
(Stephan et al., 2006) und die Dissoziationsbindung an intakten Zellen erfolgte, muss ein Ligand
zundchst die Zellmembran passieren, bevor er die Bindungsstelle erreicht. Um die Dauer dieses
Vorgangs zeitlich einzuordnen, wurde eine Membranpotentialmessung mit dem Fluoreszenzligan-
den DyeB unter den in Kap.2.5 beschriebenen experimentellen Bedingungen durchgefiihrt;
DiBAC4(3) kommt als Fluoreszenzligand aufgrund seiner langsamen Verteilungskinetik nicht in
Frage. Diese Messung dient lediglich als Abschitzung eines oberen Zeitlimits, da die gemessene
Zeit neben der eigentlichen Diffusion und Bindung auch die gesamte Transduktion bis zur Ande-
rung des Membranpotentials und die darauf folgender Umverteilung des Fluoreszenzliganden
erfasst.

Die Diazoxid-Derivate wurden Konzentrationen von jeweils 2 uM, 20 uM bzw. 50 uM unter-
sucht. Im [’H]J-P 1075-Dissoziationsversuch wurden zwar auch Konzentrationen von 200 puM
Ligand eingesetzt, welche jedoch im Fluoreszenzversuch zur Vermeidung potentiell toxischer
Effekte durch eine Konzentration von 50 uM ersetzt wurde. P1075 wurde in einer Konzentration
von 10 uM untersucht (entspricht der Konzentration der Kontrolle in der Dissoziationsbindung).

Mit einer 12-fach-Pipette wurde eine zeitgleiche Injektion der zu untersuchenden Substanzen in
den jeweiligen Konzentrationen gewahrleistet und nach Einstellung des Gleichgewichts ein Maxi-
malstimulus von 3 uM KC399 zur Kontrolle gegeben. Darauf wurde die Zeit von der Injektion bis
zur vollstindigen Einstellung eines neuen Verteilungsgleichgewichts des DyeB aufgrund einer
Anderung des Membranpotentials der Zelle gemessen. Die Geschwindigkeit dieses Vorgangs wird
durch die Halbwertszeit t;,» angegeben. Ein Beispielversuch fiir die Substanz AF53 wird in
Abb. 3.8.11 demonstriert. Bis der halbmaximale Effekt von 2 uM bzw. 20 uM AF53 eintritt, dauert
es ca. 35.0 bzw. 8.1 Sekunden.

Fiir eine Konzentration von 10 uM P1075, welches in den Dissoziationskinetik-Versuchen als
Kontrolle eines kompetitiven Mechanismus eingesetzt wird, wurde auf diese Weise eine durch-
schnittliche Halbwertszeit t;,> von 10.7 £ 1.3 Sekunden ermittelt. Tabelle 3-15 kann entnommen
werden, dass die Diazoxid-Derivate in den hochsten Konzentrationen dhnliche Werte erreichen. Je

kleiner die eingesetzte Konzentrationen, desto langere Halbwertszeiten wurden gemessen.
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1.6

( Injektion (t=0 s) 3 uM KC399

control

_.""-\-—.,.~—\H

AF53
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0.8~
| 1 | II/ | 1
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t, (5.7-logM)= 3505 . .
t,,(47-logM)=815s time [min]

Abb. 3.8.11: Fluoreszenzmessung mit DyeB zur Bestimmung der Geschwindigkeit der Wirkkinetik von AF53
an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen. Adhasiv wachsende Zellen wurden mit 0.125 mg/ml DyeB bis zum
erreichen eines Verteilungsgleichgewichts inkubiert. Nach Normierung der Kanale wurde mit einer 12-fach
Pipette zeitgleich das Diazoxid-Derivat AF53 in steigenden Konzentrationen von 0.5 uyM bis 50 uM injiziert.
Nach ca. 3 Minuten wurde ein Gleichgewicht in allen Kanalen erreicht. Zur Charakterisierung, wie schnell
dieser Vorgang fiur die verschiedenen Konzentrationen ablief, wurde die Halbwertszeit t4,> zwischen
Injektion und Einstellung des Gleichgewichts bestimmt. Zur Kontrolle des Versuchs wurde zusatzlich ein
maximal agonistischer Stimulus von 3 yM KC399 bei 12 min injiziert und durch Vergleich mit zuvor
ermittelten Dosiswirkungskurven die Wirkung der einzelnen Konzentrationen verifiziert.
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Tab. 3-15: Abschatzung der Diffusionszeit mittels DyeB-Fluoreszenzmessung

3 R
T
C|/©i//s\f N
o o [A] ti/2
uM [s]
[P1075 (control) 5 10.7+1.3
AF38 2 103.5+5.8
\O 20 433452
50 272 +6.2
AF39 2 44.0 £ 6.7
O 20 25.5+5.2
50 18.3+22
AF49
2 37.0 + 4.3
b 20 18.4£2.9
50 15.92.0
AFS1 2 27.8+4.1
O 20 15.6 1.5
50 9.0+ 12
AFS3 2 212+39
\g 20 14.6 24
50 10.3+0.9
AFSS 2 27.6+5.9
D 20 12.6 £ 2.0
50 9.0+ 1.1
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3.8.3 Bestimmung der allosterischen Potenz

Die Dissoziationsgeschwindigkeit (k_,) des Radioliganden ([*H]-P1075) nimmt mit steigender
Konzentration der Testsubstanzen (Diazoxid-Derivate) zu (s. Abb. 3.8.2 bis 3.8.10), was die alloste-
rische Interaktion von Cyanoguanidinen ([3H]-P1075) und Diazoxid-Derivaten belegt. Die
Zunahme ist klein fiir Konzentrationen im Bereich der Gleichgewichtsdissoziationskonstante
(~K,) und wird erst deutlich fiir grole Konzentrationen > 20 K ;. Zur Kldrung der Frage, ob dieser
allosterische Effekt von der unterschiedlichen chem. Struktur der Derivate abhéngt, soll ein Ma8 fiir
die allosterische Potenz einer Substanz definiert werden. Hierfiir bietet sich ein Plot der k _.-Werte

in Abhingigkeit von der Ligand-Konzentration an. Der funktionale Zusammenhang ergibt sich

durch Annahme eines ternary complex GRL* von Rezeptor (K ,,.,-Kanal), Radioligand L™, und

ATP
allosterischem Ligand G (Abb. 2.4.1) sowie der Losung einfacher Differentialgleichungen als
Hyperbel (Gl. 15). Diese Hyperbel strebt fiir groBe Konzentrationen des allosterischen Liganden

dem Limes k¢, ... (Dissoziationsgeschwindigkeit des allosterisch induzierten Prozesses) zu. Ein
halbmaximaler Wert wird bei der Dissoziationskonstanten K, angenommen, der Bindung von G an

den Komplex [R L*] beschreibt. Fiir kleine Konzentrationen strebt die Hyperbel dem Limes k., .

(Dissoziationsgeschwindigkeit in einer kompetitiven Situation) zu; er wurde im Rahmen der nichtli-
nearen Regression als Konstante auf den koe~Wert von [°H]-P 1075 in Gegenwart von 10 pM
P1075 gesetzt: 0.0508 min™' (n=60, Tab. 3-12). Der Plot der k_.-Werte findet sich in Abb. 3.8.12.
Fiir keines der untersuchten Diazoxid-Derivate 146t sich ein eindeutig hyperboles Verhalten feststel -
len, da offensichtlich alle untersuchten Konzentrationen kleiner als die Dissoziationskonstante K °
sind. Infolgedessen kann der Fit der Daten mittels nicht-linearer Regressionsanalyse nach Gl. 15

keine unabhingig bestimmten Werte fiir K, und k ergeben. Aus diesem Grunde wurde fiir

of .L*|G

die Randbedingung [G] << K, eine Approximation an ein lineares Modell abgeleitet, die eine

Gerade mit der Steigung {k } 1 K ergibt. Die k_~-Funktion von Glibenclamid ist

of f L*|G koff.A
wesentlich steiler als die aller Diazoxid-Derivate (Abb. 3.8.12); dementsprechend ist die allosteri-
sche Potenz (19300 £ 300 min-' M-') wesentlich hoher als die aller untersuchten Diazoxid-Deri-
vate (Tabellen 3-12 bis 3-14). Innerhalb der Gruppe der Diazoxid-Derivate gibt es bemerkenswerte
Unterschiede: so ist die allosterische Potenz des zyklischen Butyl-Derivats AF53 mit 3030 + 80
min-! M-! wesentlich hoher als die des gleichaffinen zyklischen Propyl-Derivats AF56 mit 530 + 10

min-! M-!. Die geringste allosterische Potenz hat die Muttersubstanz Diazoxid mit einer allosteri-

schen Potenz von nur 120 £ 10 min-! M-,
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Tab. 3-16: Vergleich der allosterischen Potenz von Diazoxid, seinen Derivaten und Glibenclamid
B R HEK293-(SUR2B/Kir6.1)
CI/OiS]\I/ pKD a koff_]j*\? b pKa b Aper)X.
o’ % (-log M) (min™) (-log M) allosterische
Ri ) (n) (n) Potenz °
(min” M)
Diazoxid 497 +0.02 120+ 10
4) “4)
AF56 A 5.65+0.02 647 £ 24
“) 4
AF55 D 6.02+0.02 | (3.5+3.9) (2.7 +0.5) 1483 + 28
“) (4) (4) “
AFS53 5.86 +£0.02 (2.5 +1.0) (3.2 +0.2) 3028 £ 86
: “) (4) (4) “4)
AF51 O 6.23 £0.03 (1.4 £0.3) (3.3 £0.1) 2067 £ 44
“) 4) (4) “
AF49 5.97+0.03 1424 £ 49
: “ “4)
AF39 5.85+0.02 969 £ 37
O 4) 4
AF38 5.94+0.03 1469 + 59
\O “) “
AFS57 Y 5.67+0.02 (2.1 £2.0) (2.9 £0.5) 13071 £ 32
“) (4) 4) “4)
Glibenclamid (7.1 £4.0) (3.5 +0.3) 19348 + 300
4) (4) (4)

* pKp-Werte aus Tab. 3-2, 3-4 und 3-5 fiir einen direkten Vergleich iibernommen.

® Die Parameter ko L+ und pKg' beziehen sich auf die Gleichung 15; in der nicht-linearen Regressionsanalyse
zeigten sie sich statistisch stark voneinander abhéngig und mit groen Fehlern behaftet.

Kogrre + Kogrsg - (G]/ K.’

diss = I+ [G]/ K,

(entspricht GI. 15; S. 33)

¢ Steigung einer Regressionsgeraden, welche anhand von GI. 16 geschitzt wurde. Sie entspricht dem Term:

k k

oftL¥|G
!
Kg

off. A

(aus Gl. 16; S. 35)
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2.0 =

koff

[min!]

Glibenclamid

H
N\ﬁR
/[ I N
-
Cl //S\\
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Abb. 3.8.12: Die Zunahme der kosWerte der Einzelversuche (s. Tab. 3-16) wurde in Abhangigkeit von
der verwendeten Konzentration untersucht und mit einer nicht-linearen Regression anhand von Gl. 15
analysiert (durchgezogene Linie). Weder die Glibenclamid-Funktion noch die der verschiedenen
Diazoxid-Derivate sattigt sich im untersuchten Konzentrationsbereich. Es wurden allerdings deutliche
quantitative Unterschiede der allosterischen Potenz der Wirkstoffe gefunden. Die lineare Funktion der
approximativen allosterischen Potenz nach Gl. 16 ist exemplarisch fir Glibenclamid und AF53
eingezeichnet (gepunktet). Zum Vergleich wurde der konstante ko#Wert des kompetitiven Liganden

P1075 eingezeichnet (rot).
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4 Diskussion

4.1 Evaluation der Messmethodik

411 Fluoreszenzmessverfahren des Membranpotentials im Vergleich

Die Arbeitsgruppe um Gopalakrishnan etablierte bereits auf dem Membranpotential-Fluores-
zenzmarker DiBAC4(3) basierende Versuchsanordnungen zur Charakterisierung von Karp-Kanal-
Liganden (Gopalakrishnan et al., 1999). Dabei wurde hier ein FLIPR-System (Fluorescent Imaging
Plate Reader, Molecular Devices) eingesetzt, welches die Fluoreszenz einer gesamten 96-well-
Platte anregen und detektieren kann (Schroeder und Neagle, 1996). Die gemessene Fluoreszenzin-
tensitédt des dabei eingesetzten Fluoreszenzmarkers DiBAC4(3) zeigt einen linearen Zusammenhang
mit dem Membranpotential (Epps et al., 1994). Weiterhin konnten Gopalakrishnan et al. (1999) zei-
gen, dass die mit DiBAC4(3) ermittelten ECso-Werte denen aus Relaxationsexperimenten an Mus-
kelstreifen der Harnblase entsprechen und dass ein kaliumarmer Puffer (KCl = 2 mM) bei
maximaler Stimulation der K arp-Kanéle eine hohere Membranpotentialinderung als die Standard-
konzentration von 5 mM erzielt. Daher wurde auch in der vorliegenden Arbeit ein kaliumarmer Puf-
fer (Miller et al., 1999) eingesetzt. Ein weitere Technik der Membranpotentialbestimmung mit
DiBAC4(3) wurde mit einem motorisierten Fluoreszenz-Mikroskop beschrieben (Lebrun et al.,
2000; Nielsen et al., 2006); hierbei werden die einzelnen Kanile einer 96-well-Platte sukzessiv
angesteuert und ausgelesen, wodurch keine vollkinetische Messung im eigentlichen Sinne moglich
ist.

Jedoch besitzt DIBAC4(3) einige Nachteile, vor allem seine langsame Verteilungskinetik und
Quencheffekte in Kombination mit einigen Testsubstanzen (Whiteaker et al., 2001; Yamada et al.,
2001). Als alternativen Membranpotentialmarker setzen daher sowohl die Arbeitsgruppe um Gopa-
lakrishnan, wie auch unsere Arbeitsgruppe, das sog. ,,FLIPR membrane potential dye* (FMP), in
der vorliegenden Arbeit ,,DyeB* genannt, ein. Auch fiir DyeB ist ein linearer Zusammenhang zwi-
schen Fluoreszenzintensitit, Anderung des Membranpotentials, sowie Relaxation an Muskelstreifen
der Harnblase gezeigt; gleichzeitig bietet es den Vorteil einer sehr schnellen Verteilungskinetik, wel-
che die Messung schneller Membranpotentialdnderungen ermdéglicht (Whiteaker et al., 2001; Baxter
et al., 2002; Wolff et al., 2003).

Zusammenfassend erscheint die Messung von Membranpotentialinderungen mittels Fluoreszenz
als etablierte Alternative zur herkdmmlichen Patch-Clamp-Technik. Zwar ist eine detaillierte bio-
physikalische Beschreibung der lonenkanalfunktion nicht moglich, aber gerade fiir die gezielte Cha-

rakterisierung einer Vielzahl von potentiellen Karp-Kanal-Liganden erscheint die verwendete
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Technik mit hohem Probendurchsatz, hoher Zuverldssigkeit, gut reproduzierbaren ECso-Werten
sowie leichter Handhabung als tiberlegen.

Die eingesetzten Fluoreszenzmessmaschinen (Eigenentwicklung, Lemoine und Rood, 2006) bie-
ten im Vergleich zum FLIPR-System nicht nur stabilere Messspuren mit Schwankungen << 1 % ,
sondern auch die Moglichkeit einer direkten Interaktion dank einer optimierten Injektionstechnik
(Dunkelinjektion bei laufender Messung) sowie eine hohe Datenrate von derzeit ca. 3 Hz fiir jeden
einzelnen Kanal zur Erfassung schneller Kinetiken. Die simultane Messung von ,,nur* 12 Kanélen
in einer Maschine stellt im Vergleich mit dem FLIPR-System (96 Kanile) keinen quantitativen
Nachteil hinsichtlich des Probendurchsatzes dar, da stets mehrere Messmaschinen simultan einge-

setzt werden.

41.2 Messergebnisse der Affinitat und relativen Wirkstarke im Vergleich mit
Literaturangaben

Zur Evaluierung des Messverfahrens werden in Tabelle 4-1 eigene Messergebnisse fiir Standard-
Substanzen Literaturangaben flir den (SUR2B/Kir6.2)-K arp-Kanal gegeniibergestellt; Messergeb-
nisse an der Aorta der Ratte von Jaspert (2001) stammen ebenfalls aus unserer Arbeitsgruppe.

Hinsichtlich der Bestimmung der Affinitdt der untersuchten Standardsubstanzen gleichen die
pKp-Werte der [°H]-P 1075-Kompetitionsbindungsversuchen von Schwanstecher et al. (1998) und
Russ et al. (2003) anndhernd den eigenen Messergebnissen. Da die Radioligandbindung nur die
Bindung des [*H]-P 1075 an den Rezeptor und nicht den gesamten Signaltransduktionsweg erfasst,
erscheint dieses Verfahren als robust und die erhobenen Daten valide. Die Bewertung der relativen
Wirkstirken erweist sich als schwieriger: Wihrend die an Aortenringen von Jaspert (2001) mittels
Relaxationsexperimenten erhobenen pECso-Messwerte fiir P1075, Bimakalim und Diazoxid im
Vergleich zu den eigenen Membranpotentialmessungen mit Fluoreszenzmethoden nur leicht niedri-
ger ausfallen, weichen die mittels Patch-Clamp-Technik (inside-out-Konfiguration) erhobenen
Messwerte (Schwanstecher et al., 1998; Russ et al., 2003) um ca. Faktor acht ab. Zum einen konnte
dies auf der jeweils verwendeten Messtechnik beruhen. So fanden bereits Shieh et al. (2001) an
Karp-Kanélen der Harnblase des Schweines (SUR1/SUR2B), dass durch Messung von Membran-
potential oder Relaxation erhobene pECso-Werte um Faktor 6 niedriger ausfielen, als die mittels
patch clamp Messung ermittelten Werte fiir die Kanalleitfahigkeit. Dies wird darauf zuriickgefiihrt,
dass nur wenige Karp-Kanile gedffnet sein miissen, um das Membranpotential zu dndern (Bonev
und Nelson, 1993; Nelson und Quayle, 1995; Quayle et al., 1997). Die Messmethoden unterschei-
den sich weiterhin in der Verwendung von inside-out-Patches (Schwanstecher et al., 1998; Russ et

al., 2003) gegen intakte Zellen in Form von RASMC (Jaspert, 2001) oder HEK 293-
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(SUR2B/Kir6.1)-Zellen. Speier et al. (2005) konnte zeigen, dass an Pankreas-Gewebescheiben der
Maus — also intakten Zellen im Gewebsverbund — die ATP-Sensitivitdt im Vergleich zu Membran-
fragmenten der inside-out-Konfiguration (Patch-Clamp) fiir ATP sinkt und die ECso vom mikromo-
laren in den millimolaren Bereich verschoben wird.

Auch an mit a-Toxin perforierten Zellen konnte dieser Unterschied zu nicht perforierten Zellen
fiir den SURI1 gemessen werden (Tarasov et al., 2006). Durch diesen Effekt sind unter physiologi-
schen Bedingungen in intakten Zellen mehr K orp-Kanéle gedffnet (Speier et al., 2005; Proks und
Ashcroft, 2009), so dass bereits bei kleineren Konzentrationen eines K arp-Kanaléftners ein Maxi-
maleffekt denkbar ist. Als Ursache fiir diesen Effekt wird ein Zusammenhang mit der ATPase-Tétig-
keit des SUR selbst vermutet (Tarasov et al., 2006).

Tab. 4-1: Vergleich von Wirksamkeit und Bindungsaffinitat von Standard-Kare-Kanalliganden

vorliegende Jaspert Schwanstecher et al. Russ et al.
Arbeit (2001) (1998) (2003)
HEK293 RASMC HEK293 HEK293 HEK293 HEK293
(SUR2B/Kir6.1) (SUR2B/Kir6.1) (SUR2B) (SUR2B/ (SUR2B) (SUR2B/
Kir6.2) Kir6.2)

[*H]- Membran- [*H]- Relax- [*H]- Patch- [*H]-  Patch-
P 1075 potential P 1075 ation P1075 Clamp P 1075 Clamp
pKD pEC50 pKD pEC50 pKD pEC50 pKD pEC50

P1075 8.31 8.02 8.31 7.96 7.92 7.35 8.36 7.17
+0.02 +0.02 +0.09 +0.03 +0.06 +0.11 +0.10 +0.20
Bimakalim 7.65 7.81 7.79 7.67
+0.03 +0.04 +0.08 +0.06
Diazoxid 4.97 5.14 4.83* 4.76 4.89 4.24 5.11
+0.02 +0.02 +0.11 +0.06 | +£0.06 +0.09 +0.12
KC399 8.99 9.23
+0.04 +0.02
Levcromakalim 7.07 7.00 6.44 5.51 6.94
+0.13 +0.03 +0.03 +0.24 +0.02
(-)-Pinacidil 7.32 6.65 6.899 6.17» 7.64
+0.07 +0.09 | +£0.03 +0.11 +0.40
Minoxidil 7.13 7.60 6.51 7.32
+0.04 +0.16 +0.09 +0.10
Rilmakalim 7.81 8.45 7.68
+0.11 +0.06 +0.07
Aprikalim 6.46 6.64 6.49
+0.11 +0.04 +0.16
Nicorandil 4.24 6.86 5.04
+0.17 +0.05 +0.12

Die pK >-Werte (-log M) wurden bei allen Quellen durch Kompetitionsbindungexperimenten mit [PHJ-P 1075 bestimmt;
beachte unterschiedlich exprimierte K 47p -Kandle. Die pECso-Werte (-log M) wurden mittels DiBAC4(3)-Membran-
potentialmessung (vorliegende Arbeit), Relaxationsexperimenten (Jaspert 2001) oder Patch-Clamp-Technik (current-
clamp; Schwanstecher et al., 1998, Russ et al., 2003; beachte: unterschiedlicher Kaliumkanal-Subtyp) gemessen.
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4.1.3 Vergleich von Affinitat und relativer Wirkstarke

Generell muss zwischen der Bindung des Liganden an den inaktiven Rezeptor selbst und allen
anderen darauf folgenden transduktiven Ereignissen und Wechselwirkungen unterschieden werden
(Colquhoun (1998). Wéhrend die Bindungsaffinitit durch die Gleichgewichtsdissoziationskonstante
(pKp) beschrieben wird, kann die halbmaximale Anderung des Membranpotentials (pECso) ledig-
lich als Charakterisierung eines mit den verwendeten Methoden erfassbaren Endpunktes einer
Signal-Transduktionskaskade dienen. Die Transduktion zwischen Bindung und Wirkung selbst wird
von vielen Faktoren beeinflusst (vgl. Einleitungskapitel) und ist noch nicht vollstdndig aufgeklart.
Dennoch erfolgte neben einem Vergleich mit Literaturangaben auch ein Vergleich der an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen erhobenen pECso und pKp-Werte selbst. Eine Korrelation beider Werte
ergab fiir die Diazoxid-Derivate einen linearen Zusammenhang zwischen pKp und pECso
(R?=0.94); dabei schwanken die pECso-Werte mit = 0.3 Log-Einheiten um die jeweiligen pKp-
Werte (Abb. 4.1.1).
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Abb. 4.1.1: Die an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen erhobenen pKp- und pECso-Werte der Diazoxid-
Derviate zeigen in einer linearen Regression mit einem Bestimmtheitsmal von 0.94 einen starken
Zusammenhang; dabei besitzt die Regressionsgerade eine Steigung von anndhernd 1 (0.95).
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In Hinblick auf die Evaluation der Messung des Membranpotentials mittels Fluoreszenz bedeutet
dies fiir die verwendeten Zellen einen konstanten Zusammenhang zwischen beiden Werten, der
somit auch die pECso-Werte bzw. pKp untereinander vergleichbar macht.

Obwohl auf Grundlage der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auch auf ein konventionelles Rezep-
tormodell geschlossen werden konnte, finden sich in der Literatur Hinweise, dass genau dies nicht
der Fall ist: Die Arbeitsgruppe um M. Schwanstecher leitete aus thren Messergebnissen ein rezep-
tortheoretisches Modell ab, welches das Vorliegen des Sulfonylharnstoffrezeptors als Hetero-
oktamer mit 4 interagierenden SUR-Untereinheiten beriicksichtigt: nach dem sog. four-sites-Modell
muss ein Karp-Kanaloffner alle vier Bindungsstellen der 4 SUR-Untereinheiten besetzen (Schwan-
stecher et al., 1998), um den Kanal zu aktivieren. Fiir das four-sites-Modell ergibt sich nach GI. 22
eine entsprechende Rechtsverschiebung der pECso-Werte von 0.7231 Log-Einheiten im Vergleich
zum Kp-Wert der Radioligandbindung. Dieses Modell ist mit den Daten von Schwanstecher et al.
(1998) fiir P1075, Diazoxid, Levchromakalim und (-)-Pinacidil gut belegt: die pECso-Werte sind
durchschnittlich 0.6 bis 0.9 Log-Einheiten geringer als die pKp-Werte (fiir P1075 s.a. Russ et al.,
2003). Weitere Unterstiitzung fiir das four-sites-Modell ergibt sich aus einer Studie von Babenko
(2008), der durch einen sukzessiven Austausch von SURI1 durch eine mutierte, den Kir6.2 aktivie-

rende SURI-Variante einen exponentiellen Zusammenhang zwischen der Anzahl aktivierender
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Abb. 4.1.2: Vergleich der Rezeptorbindungskurve (fett) fir Diazoxid mit seiner Membranpotential-Wirkung
(strich-punktiert) an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen und der theoretischen Kare-Kanal-Aktivierungskurve
(punktiert), die sich aus der Interaktion aller 4 SUR-Untereinheiten mit einer Verschiebung um 0.72 Log-
Einheiten (orange dargestellt) ergibt.
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SUR1-Varianten und Kanalaktivitdt gefunden hat; erst bei vollstindigem Austausch aller vier
SUR1-Einheiten durch die Mutation erfolgt eine volle Aktivierung des Kanals.

Fiir das four-sites-Modell spricht zusitzlich die Uberlegung, dass K arp-Kanalblocker am K orp-
Kanal an nur eine Bindungsstelle zum Schlieen des Kanals binden miissen (Doérschner, Brekardin,
Uhde, Schwanstecher und Schwanstecher, 1999), so dass im Umkehrschluss gefolgert werden
konnte, dass ein Karp-Kanaldffner an alle vier Bindungsstellen binden miisste, um eine Offnung
des Kanals zu bewirken. Entgegen dieser Befunde postulierten Gross, Toman, Uhde, Schwanstecher
C und Schwanstecher M (1999) ein one-site-Modell fiir K arp-Kanal6ffner, aus dem eine entgegen-
gesetzte Linksverschiebung der pECso-Werte um 0.7231 Log-Einheiten im Vergleich zum pKp-
Wert folgt; in der Literatur konnte dieses Modell nur fiir K arp-Kanalblocker (Ddrschner, Brekardin,
Uhde, Schwanstecher C und Schwanstecher M, 1999), jedoch nicht fiir Agonisten bestétigt werden.

Die pECso- und pKp-Werte fiir die Standard-Agonisten der vorliegenden Arbeit (Tab. 4-1), die
mit einer gewissen Schwankungsbreite iibereinstimmen, scheinen auf den ersten Blick weder fiir ein
four-sites-Modell von vier interagierenden SUR-Untereinheiten noch fiir ein one-site-Modell zu
sprechen. Zieht man allerdings in Betracht, dass die Membranpotential-Wirkungen an einem artefi-
ziellen Zellsystem - HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen — bestimmt wurden, deren Kanaldichte
mehrere GroBenordnungen tiiber einer native K orp-Kanaldichte liegt, so muss davon ausgegangen
werden, dass sich das artefizielle Zellsystem wie ein spare-receptor-System verhilt (ECso << Kp),
welches halbmaximale Wirkungen bei wesentlich weniger als einer 50%tigen Rezeptorbesetzung
erlaubt. Anders gesagt, es ist davon auszugehen, dass es durch die spare-receptors zu einer deutli-
chen Linksverschiebung der Dosiswirkungskurve kommt, die die Rechtsverschiebung durch das
four-sites-Modell ganz oder teilweise kompensiert. Unterstiitzend kommt hinzu, dass eine Arbeit
aus unserem Labor an intakten Aorten der Ratte (Jaspert, 2001), die ebenfalls iiber den
Sur2B/Kir6.1-K arp-Kanal verfligen, durchschnittlich 2-fach (0.3 log-Einheiten) geringere pECso-
Werte fiir die Standardagonisten aufwiesen, wie es von einem System, welches iiber keine oder
wenige spare receptors verfiigt, angenommen werden kann.

Ein Vergleich von Affinitdt und funktioneller Aktivitét ist fiir CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen nicht
durchfithrbar. Bisher existiert kein Radioligand, welcher die klassische KCO-Bindungsstelle
besetzt, sondern nur der antagonistische Radioligand [*H]-Glibenclamid mit einer vollig anderen
ATP-Abhingigkeit, so dass hier keine pKp-Werte fiir Agonisten bestimmt werden konnen. Da es
sich auch bei den CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen wahrscheinlich auch um ein iiberexprimiertes Rezep-
torsystem handelt, darf vermutet werden, dass an diesem Zellmodell ebenfalls spare-receptor-

Effekte existieren.
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4.2 Diazoxid-Derivate

4.21 Fehlende Substituierung mit Chlor in Position 7' fuhrt zu Abfall der relativen
Wirkstarke

Zur Orientierung am Molekiil erfolgte fiir diese Arbeit zunéchst H
eine Synthese von Diazoxid-Derivaten ohne Chloratom in Position 7' ’ N\l:jﬁ
des Benzo-Thiadiazin-Molekiils. Diese Derivate zeigten im Vergleich o @i
zu ihren chlorierten Analoga eine um etwa Faktor zehn geringere rela- o’ "o
tive Wirkstérke respektive Affinitit (vgl. Tab. 3-4, 3-5, S. 82f). Abb. 4.2.1:

Diazoxid-Strukturformel

Schon von Peat et al. (2002) wurde berichtet, dass in Position 7'
chlorierte Derivate eine zehnfach hoéhere relative Wirkstirke in Patch-Clamp-Versuchen an
(SURI1/Kir6.2)-transfizierten Oozyten zeigen als unchlorierte; eine Aminogruppe in Position 7'

filhrte dagegen zu einem weiteren Wirksamkeitsverlust um ca. Faktor zehn. Zu einem &hnlichen

Ergebnis kommen auch de Tullio et al. (2006), welche bei Messungen der Hemmung der Insulinse-

kretion an -Zellen des Pankreas (SUR1/Kir6.2) eine 5 bis 10-fach erhohte Wirkstdrke von Deriva-
ten mit 7'-Chlor-Substituenten beschreiben. Beide folgern aus ihren Ergebnissen, dass eine hohe
Elektronegativitdt in Position 7' sich vorteilhaft auf die relative Wirkstérke der Derivate auswirkt.
Zugleich konnte das Halogen Chlor auch einen indirekten Einfluss auf das Stickstoffatom in Posi-
tion 4' des Thiadiazin-Rings haben, welches so bei einem pH von 7.2 iiberwiegend protoniert vor-
liegt. Somit wiirden Halogene in Position 7' die Wasserstoftbriickenbildung am 4'-Stickstoffatom
begiinstigen (Lebrun et al., 2000; Peat et al., 2002). Neben Position 7' wiren auch andere Positionen
des Chlor-Substituenten am Benzol-Ring des Diazoxids denkbar. Pirotte et al. (2010) kamen fiir die
(SURI1/Kir6.2)-K arp-Kanalvariante zu dem Schluss, dass die relative Wirkstérke in der Reihen-
folge 5' <8' < 7' < 6'-Chlor ansteigt. Die um Faktor zehn geringere gemessene relative Wirkstarke
an unchlorierten Diazoxid-Derivaten steht damit sehr gut im Einklang mit der vorhandenen Litera-
tur.

Pirotte et al. (2011) zeigte fiir 3'-Isopropyl-Diazoxid-Derivate, dass eine 7'-Substituierung mit
Chlor Varianten mit Fluor oder Brom geringfiigig iiberlegen sei. Fiir das untersuchte Diazoxid-Deri-
vat DAD1 mit einem 7'-Bromatom kann dies fiir die untersuchten Zellsysteme, im Vergleich zu
Diazoxid selbst, nicht bestétigt werden, da sowohl relative Wirkstirke als auch Affinitdt mit denen

der Muttersubstanz Diazoxid iibereinstimmen.
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4.2.2 Substituenten in Position 3'

4.2.2.1 Einfluss der RinggréBe von nicht-aromatischen Cycloalkyl-Substituenten

Bereits de Tullio et al. (1996) modifizierten das Diazoxid-Mole-

kil durch einen Cyclopentyl-Rest in Position 3' (entspricht der H 3

Substanz AF51; Abb. 4.2.2) und konnten in Relaxationsexperimen- |

ten an der Aorta von Ratten eine um ca. Faktor 10 gesteigerterte cl S/N
TN

Wirkung zugunsten des SUR2B-Karp-Kanals nachweisen; eine

systematische Untersuchung von 3'-Cycloalkyl-Resten fehlte AFS1

Abb. 4.2.2: Strukturformel des
Diazoxid-Derivates AF51  mit
Molekiil verschiedene nicht-aromatische 3'-Cycloalkyl-Substitutio- €inem 3'-Cyclopentyl-Rest

jedoch bislang. Im Rahmen dieser Arbeit wurden am Diazoxid-

nen mit unterschiedlicher Ringgré3e vom Cyclopropyl(AF56)- bis zum Adamantyl-Substituenten
(DADI13) vorgenommen (Tab. 3-5, S. 83). Dabei wurden an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen fiir
diese Derivate jeweils 6 bis 10-fach erhohte relative Wirkstérken respektive Affinititen im Ver-
gleich zur Ausgangssubstanz Diazoxid gemessen. Ein Zusammenhang zwischen relativer Wirk-
stairke an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen und Ringgréfe des 3'-Cycloalkyl-Restes wurde hier
nicht eindeutig sichtbar.

Dagegen konnte an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen ein deutlicher Verlust der relativen Wirkstarke
um beinahe Faktor zehn gemessen werden, sobald der nicht-aromatische 3'-Cycloalkyl-Rest aus
mehr als fiinf Kohlenstoffatomen besteht (vgl. AF51 mit AF49 in Tab. 3-5). Fiir das ausgeprigt lipo-
phile Adamantyl-Derivat DAD13 wurde die ECso sogar in den millimolaren Bereich extrapoliert.
Fiir Substituenten mit weniger als 5 Kohlenstoffatomen wie z.B. das 3'-Cyclopropyl-Derivat AF56
konnte an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen hingegen eine Zunahme der relativen Wirkstarke im Ver-
gleich zu Diazoxid um bis zu Faktor fiinf auf einen pECso-Wert von 5.47 (-log M) erzielt werden.
Auch fiir die 3'-Cyclobutyl-Derivate AF55 und AF53 sowie das 3'-Cyclopentyl-Derivat AF51 wur-
den fiir den (SUR1/Kir6.2)-K arp-Kanaltyp hohere Wirksamkeiten mit pECso-Werten zwischen ca.
5.1 und 5.4 (-log M) ermittelt.

Der Effekt des Wirkverlustes an CHO-Zellen mit Zunahme der Grof3e des 3'-Alkyl-Substituen-
ten wird auch durch einen Vergleich von Wirksamkeiten von 3'-Alkylamino-Diazoxid-Derivaten
bestdtigt (de Tullio et al., 2005; Sharma et al., 2008). Danach besitzt der 3'-Substituent mit zuneh-
mender Lipophilie nur fiir SUR1/Kir6.2 einen negativen Einfluss auf die pECso; am SUR2B/Kir6.1
konnte kein Einfluss nachgewiesen werden. Da die Zunahme der RinggroBe dieser Substituenten
mit einer Zunahme der Lipophilie einhergeht (Tab. 3-3), kann dieser Zusammenhang fiir die in der

vorliegenden Arbeit untersuchten 3'-Alkyl-Diazoxid-Derivate bestétigt werden.
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4.2.2.2 Aromatische Substituenten

Im Vergleich von aromatischen mit nicht aromatischen 3'-Substituenten dhnlicher Ringgrdfe
zeigt der aromatische 3'-Thiophenring-Substituent (AF45) verglichen mit dem Cyclopentyl-Substi-
tuenten (AF51) einen Abfall der relativen Wirkstdrke um ca. Faktor zehn an beiden Zellystemen
(s. Tab. 3-5). Auch die planaren 3'-Phenyl-Substituenten AF41 und AF42 zeigten an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen im Vergleich mit den 3'-Cyclohexyl-Derivaten AF38 und AF39 eine gerin-
gere Affinitdt und relative Wirkstérke. Dabei ist die Affinitdt der Phenyl-substituierten Derivats
AF42 ca. 2.5-fach geringer als die des Methyl-Phenyl-substituierten Derivats AF41 (mit Briicken-
C-Atom, welches die freie Drehung des planaren Phenyl-Rings gegeniiber der aromatischen Grund-
struktur erlaubt), mit einer potentiell besseren Anpassung des Wirkstoffs AF41 an die Rezeptor-
struktur des SUR2B. Die Bestimmung der relativen Wirkstirke beider Liganden mittels
Fluoreszenz-Verfahren ergab ein etwas kritisches Verhalten von AF41, da das Briicken-C-Atom
kondensierte Doppelbindungen zwischen Substituent (Phenyl) und Grundstruktur (Benzo-Thiadia-
zin) erlaubt, die moglicherweise in die Fluoreszenz-Lichtmessung eingreifen (s. Anhang A). Ein-
deutig konnten jedoch beide Substanzen als Agonisten fiir den SUR2B-Typ Karp-Kanal
charakterisiert werden (s. Tab. 3-5, sowie in Anhang A: Abb. A6, A7 und Tab. A-5 bis A-7).

Hinsichtlich ihrer relativen Wirkstirke an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen wurde sowohl fiir die aro-
matischen Phenyl- und Thiophen-Substituenten (AF42, AF41, AF45) als auch fiir die Cyclohexyl-
Substituenten (AF39, AF38) ein dhnlich geringer pECso-Wert von jeweils ca. 4.3 (-log M) ermittelt.
Diese geringe relative Wirkstidrke konnte fiir diese Substanzen — neben ihrem aromatischen Charak-
ter — mit Phenyl- oder Cyclohexyl-Substituenten auch allein aufgrund ihrer GroBe (vgl.
Kap. 4.2.2.1) erkldrt werden (der Thiophen-Ring des Derivats AF45 ist geringfligig weiter als der
Cyclopentyl-Ring des Derivats AF51).

Zusammenfassend bieten die untersuchten aromatischen Substituenten an beiden Zellsystemen
weder hinsichtlich ihrer Selektivitdt noch ihrer relativen Wirkstirke keine Vorteile gegeniiber

Cycloalkyl-Substituenten dhnlicher Ringgrofle.

4.2.2.3 Einfluss eines zusétzlichen Briicken-C-Atoms in Position 3’

Die Cycloalkyl-Derivate lassen sich weiterhin nach einer zusitzlichen Methylgruppe (Briicken-
C-Atom) zwischen Thiadiazin-Ring und eigentlichem Cycloalkyl-Substituenten gruppieren. Die
Motivation zur Synthese von Diazoxid-Derivaten mit diesem zusétzlichen Briicken-C-Atom in
Position 3' stellt zum einen eine Serie von potenten 3'-Cycloalkylamino-Thienothiadiazin-Derivaten
der Arbeitsgruppe um Bodo Hansen (Nielsen et al., 2002) dar, welche eine agonistische Wirkung
am SURI-Typ, jedoch eine antagonistische Wirkung am SUR2B-Typ des K arp-Kanals bewirkten
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(funktionelle Selektivitit). Unter den neu synthetisierten 3'-Methyl-Cycloalkyl-Benzothiadiazin-
Derivaten der vorliegenden Arbeit befand sich jedoch kein einziger K arp-Kanal-Antagonist (vgl.
Abb. 4.2.2.6). Eine weitere Motivation stellte die Grundidee dar, dass Substituenten mit Briicken-C-
Atom eine hohere rdumliche Flexibilitit bzw. Rotationsfreiheit besitzen und sich den Erfordernissen

der Bindungsstelle besser anpassen konnten.
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Abb. 4.2.3: Strukturformeln der Diazoxid-Derivate AF42 und AF41. Das Derivat AF41 wurde im Vergleich zu
AF42 mit einem zusatzlichem Briicken-C-Atom zwischen dem Benzothiadiazin-Ring und 3'-Pentyl-Rest
synthetisiert.

Diese Argumentation stiitzen die Ergebnisse der 3'-Phenyl-Derivate AF42 und AF41
(Abb. 4.2.3): die Variante mit Briickenatom (AF41) zeigt eine ~ 2.5-fach hohere Affinitit an HEK
293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen (Tab. 3-5). Auch fiir die Cyclohexyl-Derivate AF39 und AF38 zeigt
sich ein solcher Zusammenhang, wobei die Variante mit Briickenatom (AF38) nur geringfiigige
Vorteile hinsichtlich der relativen Wirkstirke bietet. Ein Erklarungsansatz ist, dass die rdumliche
Flexibilitdat der Substanzen AF39 und AF42 durch den direkt am Diazoxid-Molekiil ansetzenden
Substituenten eingeschrinkt ist; fiir den planaren Phenyl-Substituenten des AF42 scheint dieser
Effekt dabei stirker ausgepridgt zu sein. Analog zum Phenyl-Substituenten (AF42), konnte dieser
Effekt auch fiir die geringe Wirkstérke des Thiophen-Derivats AF45 verantwortlich sein. Einen ent-
gegengesetzten Effekt zeigen Derivate mit kleineren 3'-Substituenten wie Cyclobutyl- und Cyclo-
pentyl-Resten (AF55/AF53 bzw. AF51/AF49). An ihnen fiihrte das zusédtzliche Briicken-C-Atom
zu einer mehr als halbierten relativen Wirkstarke an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen. Da fiir diese
Derivate ohne Briickenatom gleichzeitig auch die hochsten relativen Wirkstérken aller untersuchten
Diazoxid-Derivate gemessen wurde, scheinen sie ohne zusétzliches Briicken-C-Atom bereits eine
optimale Bindungsposition zu besitzen, welche durch ein Briicken-C-Atom verschlechtert wird.

Interessanterweise wurden an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen keine wesentlichen Unterschiede zwi-
schen der Variante mit oder ohne Briicken-C-Atom gemessen. Einzige Ausnahme stellen dabei die
Cyclopentyl-Derivate AF49 vs. AF51 dar. Hier kommt es durch ein zusétzliches Briicken-C-Atom
(AF49) zu einem beinahe 10-fachem Absinken der relativen Wirkstdarke an CHO-(SUR1/Kir6.2)-
Zellen. Da AF49 die Substanz mit dem kleinsten cyclischen Substituenten in Position 3' mit mehr
als 5 Kohlenstoffatomen ist, kann dieser Wirkverlust der Grof3e des Substituenten zugerechnet wer-

den (Kap. 4.2.2.1).
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4.2.2.4 3'-Butenyl- und Isobutenyl-Derivate

Neben den cyclischen Substitutionen wurden auch zwei Butenyl-Derivate untersucht. Dabei
stellte sich das 3'-Butenyl-Diazoxidderivat AF54 im Vergleich zu Diazoxid mit dhnlicher relativer
Wirkstiarke an SUR1/Kir6.2, sowie doppelter relativer Wirkstarke an SUR2B/Kir6.1 dar, woraus
sich eine Selektivitdt von 0.8 (-log M) ergab.

Uberraschend wurde dagegen fiir das 3'-Isobutenyl-Derivat AF57 (Tab. 3-5, S.83) trotz seiner
kleinen Grofe an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen eine extrapolierte pECso von nur 3.6 (-log M) ermit-
telt, wihrend es an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen die doppelte relative Wirkstiarke (pECso 5.41;
-log M) von Diazoxid erreichte. Daraus resultiert fiir AF57 mit einer Selektivitit von ca. 1.8 Log-
Einheiten zugunsten des SUR2B/Kir6.1-K arp-Kanals die zweithochste Selektivitdt nach dem Ada-
mantyl-Derivat (DAD13).

Dabei ist die hohe Selektivitdt von verzweigtkettigen 3'-Substituenten, deren Gruppe AF57 ent-
spricht, bereits fiir SUR1 (und nicht SUR2) bekannt (de Tullio et al., 2006).
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Abb. 4.2.4: Gegenuberstellung von drei ahnlichen Diazoxid-Derivaten mit 3'-Isobutenyl-Rest (links)
bzw. 3'-Isopropylamino-Rest (Mitte, rechts)

So stellen sich die Substanzen BPDZ 73 und NNC 55-0118 (Abb. 4.2.4), beides Derivate mit
einem 3'-Isopropylamino-Substituenten, mit etwa 1.8 Log-Einheiten als sehr SUR1/Kir6.2-selektiv
dar (de Tullio et al., 2005; Nielsen et al., 2006; Lebrun et al., 2008; Pirotte et al., 2010). Zusétzlich
ist fiir die Substanz NNC55-0118 eine inhibierende Wirkung an SUR2B bekannt, so dass hier eine
funktionelle Selektivitdt zugunsten des SUR1 besteht (Dabrowski et al., 2003). Diese Umkehr der
Selektivitdt zugunsten des SUR1/Kir6.2-K arp-Kanals im Vergleich zu der in dieser Arbeit unter-
suchten Substanz AF57 ist vor allem auf das Stickstoffatom des 3'-Substituenten zuriickzufiihren
(de Tullio et al., 20006).

Die in der vorliegenden Arbeit an AF57 erhobenen Daten widersprechen kiirzlich verdftentlich-
ten Ergebnissen von Pirotte et al. (2011) zur Wirksamkeit seiner Substanz 15¢ (identisch zur Sub-
stanz AF57 der vorliegenden Arbeit): in Relaxationsstudien an Aortenringen der Ratte wurde fiir
AF57 dort ein pECso -Wert von 5.23 + 0.13 (-log M) angegeben; dies entspricht etwa den in dieser
Arbeit erhobenen Daten zum Derivat AF57 an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen. Uberraschend

ist, dass die Wirksamkeit der Substanz 15¢ in Untersuchungen zur Insulinfreisetzung aus Inselzellen
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des Pankreas von Ratten (entspricht dem SURI1/Kir6.2-Karp-Kanal-Typ) auf einen &hnlichen
pECso-wert bestimmt wurde, und damit &hnlich dem Diazoxid selbst unselektiv ist; dagegen zeigte
AF57 an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen in der vorliegenden Arbeit einen deutlichen Wirkverlust und
eine daraus resultierende hohe Selektivitit zugunsten des SUR2-Typs.

Da die Messungen der vorliegenden Arbeit an beiden Zellsystemen (SUR1 vs. SUR2B) teilweise
zeitgleich mit dem gleichen Puffer- und pipettierten Verdiinnungsreihen durchgefiihrt wurden,
erscheint eine Fehlmessung in der vorliegenden Arbeit wenig wahrscheinlich. Es bleibt anzumer-
ken, dass sich die eingesetzten Methoden und gemessenen ZielgroBBen zwischen der vorliegenden
Arbeit und Pirotte et al. (2011) grundlegend unterscheiden und Pirotte et al. (2011) nur einen aus
Einzelwerten extrapolierten pECso-Wert angibt. Letztendlich bleibt der Unterschied zwischen

Pirotte et al. (2011) und der vorliegenden Arbeit unverstanden.

4.2.2.5 Vergleich von 3-Alkyl- mit 3'-Alkylamino-Substituenten

Die 3'-Substituenten der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Diazoxid-Derivate besitzen in
der a-Position (entspricht dem ersten Atom des Substituenten in 3') ein Kohlenstoffatom und wer-
den als 3'-Alkyl-Derivate bezeichnet. Sie werden nachfolgend mit Derivaten verglichen, welche in
dieser Position ein Stickstoffatom besitzen und als 3'-Alkylamino-Derivate bezeichnet werden
(vgl. Abb. 4.2.5). Diese unterscheiden sich generell von den untersuchten 3'-Alkyl-Substituenten:

Das Stickstoffatom bildet zusammen mit den beiden Stickstoffatomen des Thiadiazin-Rings eine
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Guanidin-Struktur (rot markiert in Abb. 4.2.5 unten), in wel-
cher die Elektronen zwischen den drei Stickstoffatomen
delokalisiert vorliegen. Durch diese mesomeriestabilisierte

Gruppe ist die Rotation um die Bindung zwischen 3'-Stick-

7\

stoffatom und dem Thiadiazin-Ring eingeschrinkt; das erste
Kohlenstoffatom nach dem Stickstoffatom in Position 3' liegt
dadurch mit den drei Stickstoffatomen in einer Ebene.

Dagegen ist eine Rotation fiir 3'-Methyl-Alkyl-Substituen-

ten um die Bindung zwischen Thiadiazin-Ring und erstem
Kohlenstoffatom des Substituenten mdglich (griin markiert
in Abb. 4.2.5 oben), wodurch 3'-Alkyl-Derivate mehr mogli-
che Konformationen einnehmen kénnen (Pirotte et al., 2011).
Ein weiterer sterischer Unterschied ergibt sich aus den unter-
schiedlichen Bindungswinkeln des 3'-Stickstoffatoms der 3'-
Alkylamino-Derivate (119.1°) und des 3'-Kohlenstoffatoms
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Abb. 4.2.5: 3'-Alkyl-Thiadiazine wie
z.B. AF53 (oben) besitzen eine
zusatzliche Torsionsmadglichkeit (grin)
im  Vergleich mit  3'-Alkylamino-
Thiadiazine wie Substanz Nr. 31
(unten; de Tullio et al.,2006) Das
Stickstoffatom des Substituenten von
Substanz Nr. 31 kann mit den beiden
Stickstoffatomen des Thiadiazin-Rings
eine Guanidinstruktur (rot) ausbilden.
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der 3'-Alkyl-Derivate (113.4°). Zusétzlich soll das Stickstoffatom der 3'-Alkylamino-Reste die Aus-
bildung von Wasserstoffbriickenbindungen begiinstigen.

Durch die Arbeitsgruppe um Pirotte wurden zahlreiche Substanzen mit 3'-Alkylamino-Substitu-
enten synthetisiert und analysiert (Pirotte et al., 1993, 2000, 2010; Lebrun et al., 2000, 2008; de Tul-
lio et al., 2003, 2005, 2006). De Tullio et al. (2006) entwickelten auf dieser Datengrundlage, sowohl
fiir den Pankreastyp des Karp-Kanals (SURI) als auch fiir die Aortenmuskulatur (SUR2B) ein
pharmakologisches Modell der 3'-Alkylamino-Derivate. Danach sei fiir den SUR1-K orp-Kanaltyp
das 3'-Stickstoffatom giinstig in Hinblick auf hohere relative Wirkstdrke und Selektivitit; insbeson-
dere in Kombination mit kurzen verzweigtkettigen oder kleinen zyklischen 3'-Substituenten. Im
Gegensatz dazu erreichen die 3'-Alkyl-Derivate der vorliegenden Arbeit mit kleinen zyklischen
Resten (Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cyclopentyl) zwar eine teilweise hohere relative Wirkstirke
(pECs0) an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen als Diazoxid selbst — jedoch ohne Zuwachs der Selektivitét
im Vergleich zum (SUR2B/Kir6.1)-Typ. Einen deutlicheren Unterschied zwischen 3'-Alkyl- und 3'-
Alkylamino-Derivaten am SUR1-K orp-Kanaltyp zeigt das einzige untersuchte verzweigtkettige 3'-
Isobutyl-Derivat AF57: es weist eine ausgepragte Selektivitit zugunsten des SUR2B durch einen
Wirkverlust an SUR1 auf, wéhrend fiir das 3'-Isopropylamino-Derivat (BPDZ 73; Abb. 4.2.4 Mitte)
eine entgegengesetzte SUR1-Selektivitdt bekannt ist (Lebrun et al., 2008).

Die Ergebnisse der untersuchten 3'-Alkyl-Diazoxid-Derivate widersprechen auch in Hinblick auf
den SUR2B-K arp-Kanaltyp den Vorhersagen fiir 3'-Alkylamino-Derivate (de Tullio et al., 2006).
Danach wiirden kleine cyclische Substituenten einen Wirkverlust bewirken; fiir Diazoxid-Derivate
mit Cyclopropyl-, Cyclobutyl- oder Cyclopropyl-Rest wurde dagegen die ca. 8-fache relative Wirk-
starke (pECso) im Vergleich zu Diazoxid an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen gemessen. Einzig
die Vorhersage, dass Derivate mit einem kleinen verzweigtkettigen Rest vorteilhaft seien, stimmt
mit der hohen Selektivitdt von AF57 fiir SUR2B iiberein. Zusammenfassend entsprechen die beiden
fiir 3'-Alkylamino-Derivate entworfenen pharmakologischen Modelle nicht den Ergebnissen der 3'-
Alky-Diazoxid-Derivaten der vorliegenden Arbeit.

Sharma et al. (2008) erweiterten die Analyse von de Tullios et. al. (2006) fiir die 3'-Alkylamino-
Benzothiadiazine auf andere chemische Eigenschaften und entwickelten ein QSAR-Modell um
pECso-Werte hervorzusagen. Danach ist die relative Wirkstirke einer Substanz am SURI1-Karp-
Kanaltyp umso geringer, desto grofler der ClogP-Gruppenverteilungskoeffizienz (als Ausdruck
gesteigerter Lipophilie) des 3'-Substituenten ist; fiir den SUR2B-K arp-Kanaltyp hat diese Eigen-
schaft dagegen kaum Bedeutung. Diese Vorhersage stimmt mit den eigenen Ergebnissen an CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen mit Diazoxid-Derivaten fiir 3'-Cycloalkyl-Substituenten {iiberein (vgl.
Kap. 4.2.2.1).
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4.2.2.6 Vergleich der Diazoxid-Derivate mit Thiadiazin-Derivaten anderer

Molekiilgrundstrukturen

Vergleich mit Pyrido-Thiadiazin-Derivaten. Die Ausgangssubstanz Diazoxid und die in dieser
Arbeit untersuchten Diazoxid-Derivate basieren auf einem Benzo-Thiadiazin-Heterozyklus
(Abb. 4.2.6 links). Wird der Benzol-Ring des Cyclopentyl-Diazoxid-Derivats AF51 (Abb. 4.2.2)
durch einen Pyridin-Ring getauscht, ergibt sich sowohl fiir SURI als auch SUR2B ein deutlicher
Wirkverlust; in Kombination mit einem 3'-Alkylamino-Substituenten (vgl. Kap. 4.2.2.5) zeigten
Pyrido-Thiadiazin-Derivate (Abb. 4.2.6, Mitte) jedoch eine ausgeprigtere SURI-Selektivitdt als
entsprechende Benzo-Thiadiazin-Derivate (de Tullio et al., 1996).

// \\ // \\ ’/ \\
3'-alkyl- 3'-alkylamino- 3'-alkylamino-
Benzo-Thiadiazin-Derivate Pyrido-Thiadiazin-Derivate Thieno-Thiadiazin-Derivate

Abb. 4.2.6: Ubersicht diverser Thiadiazin-Grundstrukturen mit 3'-Alkyl- oder 3'-Alkylamino-Substitutionen

Vergleich mit Thieno-Thiadiazin-Derivaten. J.B. Hansen und Mitarbeiter (Nielsen et al., 2004,
2006) synthetisierten eine Reihe von Thieno-Thiadiazin-Derivaten, die in 3'-Position durch ver-
schieden Alkylamino-, bzw. Cyclo-Alkylamino-Gruppen substituiert waren, mit dem Ziel, hochse-

lektive SUR1-Typ selektive Karp-Kanal-Agonisten zu gewinnen. Fiir die in Abb. 4.2.7 dargestellen

Agonistische Wirkung an SUR2B
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Abb. 4.2.7: Thiadiazine mit ahnlicher Substitution in Position 3'. Wahrend an 3'-Cycloalkyl-Benzo-
Thiadiazinen (oben) die Substitution mit Cycloalkyl-Resten am SUR2B/Kir6.2-Karp-Kanaltyp zu vollen
Agonisten flihrt, wurde fiir die gleiche Substitution an 3'-Cycloalkylamino-Thieno-Thiadiazinen eine
antagonistische Wirkung nachgewiesen (unten).
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3'-Cycloalkylamino-Derivate C50 (Cyclobutyl), C51 (Cyclopentyl) und C52 (Cyclohexyl) wurde
von den Erstbeschreibern eine geringe Affinitét fiir den SUR2B-K arp-Kanaltyp der GefdBmuskel-
zellen angenommen, und somit eine hohe Selektivitit zugunsten der SURI-K arp-Kanéle der B-
Zelle der Pankreas. Uberraschenderweise wurde in unserem Labor jedoch festgestellt, dass es sich
bei den vermeintlichen niederaffinen Substanzen in Wirklichkeit um Antagonisten handelt, die
durchaus submikromolare Affinititen fiir SUR2B-Typ Karp-Kanidle besitzen, ohne jedoch die
Kanile aktivieren zu kénnen (Lemoine et al., 2007, 2009; Teschner, 2011). Auf Basis dieses inter-
essanten Befundes wurden auch in dieser Arbeit Benzo-Thiadiazine mit entsprechenden Cycloalkyl-
Resten substituiert (AF53, AF49, AF38; s. Abb. 4.2.7), wobei die Aminogruppe der Thieno-Thiadia-
zine in Position 3' durch eine Methylgruppe bei den Benzo-Thiadiazinen ersetzt wurde, um auf
diese Weise K arp-Kanal-Antagonisten zu erzeugen. Diese Hypothese wurde allerdings experimen-
tell widerlegt: alle Benzo-Thiadiazin-Derivate wirken ohne Ausnahme als Karp-Kanal-Agonisten
(Kap. 3.2.2 und 3.6). Dabei kann zum einen der 3’-Alkylamino-Rest mit der sich daraus ergebenden
Guanidinstruktur (vgl. Kap. 4.2.2.5) als auch die verdnderte Grundstruktur des Thieno-Thiadiazins

den entscheidenen Unterschied ausmachen kann.

4.2.2.7 Selektivitéat

Diazoxid unterscheidet sich u.a. von den klassischen Karp-Kanal6ffnern (Benzopyrane,
Cyanoguanidine etc.) dadurch, dass es unselektiv sowohl am SUR1- als auch am SUR2x-Typ wirkt.
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Modifikation des Diazoxid-Molekiils zu Gunsten einer
hoheren Selektivitdt fiir den SUR2B-K arp-Kanal-Typ. Da fiir den SUR1-K arp-Kanaltyp noch kein
Agonist-Radioligand existiert, welcher die Bestimmung von Kp-Werten fiir SURI1-Agonisten
erlaubt, wurde die Selektivitidt durch eine funktionelle Methode, der Messung der Karp-Kanal
induzierten Hyperpolarisation des Membranpotentials, erhoben.

In Abb. 4.2.8 wurden die gemessenen pECso-Werte an beiden untersuchten Rezeptorsystemen
fiir die Diazoxid-Derivate gegeneinander aufgetragen (Tab. 3-3, 3-4; S. 57f). Derivate mit gleicher
pECso an beiden Rezeptorsystemen, und damit ohne Selektivitit, wiirden auf der Winkelhalbieren-
den (schwarz gestrichelt) liegen; je grofer der orthogonale Abstand eines pECso-Punktwertes von
der Winkelhalbierenden, desto hoher die Selektivitdt. Diazoxid (rot) stellt sich wie erwartet als rela-
tiv unselektiv dar.

Im Vergleich zu Diazoxid zeigen dessen Derivate der ersten zur Orientierung dienenden Synthe-
sephase ohne 7'-Chloratom (orange) an beiden Rezeptorsystemen eine generell geringere Wirk-
stiarke. Dabei ist die Selektivitit zugunsten der HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen jedoch nur fiir

DAD7 geringer als fiir Diazoxid selbst; sdmtliche anderen Diazoxid-Derivate zeigten eine hohere
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Abb. 4.2.8: Selektivitdtsplot der Diazoxid-Derivate

Aufgetragen wurde die relative Wirkstarke (pECso) der Messungen des Membranpotentials an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen gegen die an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen; Messwerte kénnen Tab. 3-4 und 3-5
entnommen werden. Die schwarze gestrichelte Linie beschreibt eine Linie von Punkten ohne Selektivitat fur
ein Rezeptorsystem. Als roter Punkt ist die Ausgangssubstanz Diazoxid eingetragen. Werte die links der rot
gestrichelten Linie liegen besitzen eine hdhere Selektivitat fiur den SUR2B-Kir6.1-Kare-Kanaltyp als Diazoxid
selbst. In orange sind Substanzen der ersten Synthesephase ohne Chlor in Position 7' dargestellt.
Substanzen der zweiten Synthesephase mit einem Chlor in Position 7' werden in gelb und mit ihrem 3'-
Substituenten dargestellt. (PECso-Werte < 4.0 (-log M) stellen (zur Abschatzung der Selektivitat) extrapolierte
Werte dar)

Selektivitdt. Fiir die 3'-Cycloalkyl-Derivate DADS, DAD9, DAD10 sowie DADI11, wurden dabei
die groBten Selektivitdtswerte ermittelt. Als einziges unchloriertes Diazoxid-Derivat erreicht das
Adamantyl-Derivat DAD11 an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen das Wirkniveau von Diazoxid
selbst.

In der zweiten Synthesephase (gelb) von Diazoxid-Derivaten mit 7'-Chloratom wurden unter-
schiedliche, v.a. cyclische Substituenten in Position 3' synthetisiert (gelb). Fiir diese 3'-Cycloalkyl-
Derivate ist in Abb. 4.2.8 erkennbar, dass die relative Wirkstirke an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen
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mit zunehmender Gréfe des 3'-Substituenten um bis zu Faktor 100 abnimmt. Dagegen bleibt die
relative Wirkstdrke an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen relativ stabil zwischen ca. 5.0 und 6.0
(- log M). Dadurch wird die Selektivitdt zugunsten von SUR2B/Kir6.1 maBgeblich durch den Wirk-
verlust an SUR1/Kir6.2 bestimmt; je grof3er bzw. lipophiler der Substituent in Position 3', desto gro-
Ber die Selektivitit. Die aromatischen Substanzen AF45 und AF42 — beide ohne Briickenatom —
fallen durch ihre dhnlich geringe Wirkstirke an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen und somit auch
relativ geringe Selektivitit auf. Im Vergleich dazu ist die Affinitit des Methyl-Phenyl-Derivats
(AF41) ca. 2.5-fach hoher ebenso wie die relative Wirkstérke (s. dazu auch Anhang A), ohne jedoch
Affinitidt und Wirkstédrke der 3'-Cycloalkyl-Derivaten mit bis zu sechs C-Atomen zu erreichen (vgl.
Kap. 4.2.2.3). Die hochste Selektivitdt wurde fiir das Adamantyl-Derivat DAD13 mit 11 Kohlen-
stoffatomen und damit dem groBten substituierten Rest in Position 3' ermittelt. Gleichzeitig ist die
zweithochste ermittelte Selektivitdt am 3'-Isobutenyl-Diazoxid-Derivat AF57 mit einem relativ klei-
nen Substituenten unerwartet; dabei vertritt AF57 jedoch mit einem verzweigtkettigem Substituen-

ten eine andere Gruppe von Substituenten (Kap. 4.2.2.4).
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4.2.3 Nachweis negativer Allosterie zwischen der Diazoxid- und der klassischen KCO-
Bindungstelle

4.2.3.1 Das Cyanoguanidin P1075 und die Benzopyrane Bimakalim und KC399 binden
kompetitiv an der gleichen Bindungsstelle wie [?H]-P 1075

In Kap. 3.8 wurden die Ergebnisse der Dissoziationskinetiken von [H]-P 1075 in Gegenwart des

Sulfonylharnstoffs Glibenclamid, des Cyanoguandins P1075, der Benzopyrane KC399 und Bimaka-
lim sowie des Benzothiadiazins Diazoxid und seinen Derivaten an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zel-
len gezeigt. Einen dhnlichen Versuchsaufbau setzten auch Bray und Quast (1992), Dickinson et al.
(1997), Loffler-Walz und Quast (1998) und Hambrock et al. (1998) ein, um eine Beschleunigung
der Dissoziation von [*H]-P 1075 durch Glibenclamid zu demonstrieren.
Bei alleiniger Gabe von [?H]-P 1075 stellt sich nach dem Massenwirkungsgesetz ein Gleichgewicht
zwischen freiem und an Rezeptor gebundenem [*H]-P 1075 ein (vgl. Abb. 4.2.9a). Nachdem sich
das Gleichgewicht eingestellt hat, wird dem System ein weiterer Ligand A (z. B. unmarkiertes
P1075) in einer Konzentration, die einem Vielfachem seines K-Wertes entspricht, hinzugefiigt. In
diesem kompetitiven Modell, in dem zwei Liganden um die gleiche Bindungsstelle konkurrieren,
stellt die Dissoziation des Radioliganden den eigentlichen geschwindigkeitslimitierenden Prozess
dar. Denn trotz seiner hohen Konzentration kann Ligand A erst an an die Rezeptorbindungsstelle
binden, wenn der Radioligand [*H]-P 1075 von der Bindungsstelle dissoziiert ist; die Dissoziations-
rate des Radioliganden wird trotz des Konzentrationsiiberschusses von Ligand A nicht beschleunigt.
Da der kompetitive Ligand A aufgrund seiner hohen eingesetzten Konzentration eine héhere Wahr-
scheinlichkeit besitzt eine frei gewordene Rezeptorbindungsstelle zu besetzen, verlagert sich die
Rezeptorbesetzung durch [°H]-P 1075 zunehmend hin zu einer Besetzung durch den unmarkierten
Liganden.

In den durchgefiihrten Versuchen wurden zur Kontrolle einer kompetitiven Bindung jeweils 10
uM unmarkiertes P1075 eingesetzt. Da fiir P1075 ein pKp-Wert von ca. 5 nM (s. Tab. 3-2)
bestimmt wurde, entsprechen 10 uM mehr als dem Tausendfachen des Kp-Wertes. Gleichzeitig
kann von P1075 sicher ausgegangen werden, dass es mit seiner radioaktiv markierten Variante [*H]-
P1075 um die gleiche Bindungsstelle konkurriert. In Gegenwart von 10 uM des kompetitiven
Liganden P1075 bestimmten Bray und Quast (1992) eine Halbwertszeit der [*H]-P 1075-
Dissoziation von 18.9 min an Muskelstreifen einer Rattenaorta (SUR2B), Dickinson et al. (1997) 16
min an Zellmembranen des Skelettmuskels eines Hasen (SUR2A), Loffler-Walz und Quast (1998)
5.3 min an Zellmembranen von Rattenherzen und Hambrock et al. (1998) 11.55 min an Zellmem-

branen von SUR2B exprimierenden Zellen. Die eigenen Ergebnisse an intakten HEK 293-
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a) Auslésung der Dissoziation durch kompetitive Liganden (Agonisten A)
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b) Auslésung der Dissoziation durch allosterische Liganden
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G : allosterischer Ligand (z.B. Glibenclamid)

Abb. 4.2.9:

a) Dissoziation des Radioliganden (L*) von der Rezeptorbindungsstelle (R) in Gegenwart hoher
Konzentrationen kompetitiver Liganden (A). Erst nach erfolgter Dissoziation des Radioliganden (L*) kann
ein um die gleiche Rezeptorbindungsstelle konkurrierender (kompetitiver) Ligand (A) binden. Eine hohe
Konzentration des kompetitiven Liganden ([A] >> Ka) bedeutet, dass der Ligand A eine deutlich hdhere
Wahrscheinlichkeit als der Radioligand (L*) besitzt an einer freien Rezeptorbindungsstelle zu binden; er
sinhibiert* die Bindung des Radioliganden an freie Rezeptorbindungsstellen, beschleunigt die eigentliche
Dissoziation des Radioliganden (L*) jedoch nicht.

b) Auslésung der Dissoziation des Radioliganden (L*) von der Rezeptorbindungsstelle (R) in Gegenwart
allosterischer Liganden (G). Letztere kdnnen am Rezeptor an einer anderen Bindungsstelle binden, so
dass beide Liganden gleichzeitig am Rezeptor gebunden vorliegen (2;3). Die Bindung des allosterischen
Liganden (G) beglnstigt jedoch eine Konformation, welche eine niedrigere Affinitat der Rezeptor-
bindungsstelle des Radioliganden bedeutet (3); hierdurch kommt es zu einer schnellen Dissoziation des
Radioliganden vom Rezeptor (4).
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(SUR2B/Kir6.1)-Zellen liegen mit n=60 Versuchen an intakten HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
relativ konstant bei 13.83 & 1.49 min (Tab. 3-12).

Die fiir die Benzopyrane KC399 und Bimakalim gemessenen Halbwertszeiten fiir die [*H]-
P 1075-Dissoziation entsprechen denen des Pinacidil-Derivats P1075. Dies spricht fiir eine Kompe-
tition von Benzopyranen und Cyanoguanidinen um die gleiche Bindungsstelle und ist in Einklang

mit der Annahme, dass es eine Bindungsstelle fiir alle KCO gibt (Uhde et al., 1999).

4.2.3.2 Glibenclamid bindet an eine andere Bindungsstelle als [°H]-P 1075 und wirkt negativ

allosterisch auf dessen Bindungsstelle

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen KCO beschleunigt Glibenclamid die [*H]-P 1075-
Dissoziation deutlich (vgl. Abb. 3.8.2), sodass ein nicht-kompetitiver Prozess angenommen werden
muss. Dabei beschleunigt Glibenclamid selbst in kleinen Konzentrationen von 1 pM die [*H]-
P 1075-Dissoziation (von einer Halbwertszeit t;,» von 14 min auf 7.5 min), wihrend hohe Konzen-
trationen der potenten Benzopyrane KC399 und Bimakalim die Dissoziation nicht beschleunigten.
Die Zunahme der Beschleunigung der Dissoziation von [*H]-P 1075 mit steigender Konzentration
des Glibenclamids wird in Kap. 4.2.3.5 ausfiihrlich diskutiert.

Fiir Glibenclamid wurde bereits mehrfach eine beschleunigte Dissoziation von [*H]-P 1075
gemessen und im Sinne zweier unterschiedlicher Bindungsstellen fiir KCO und Sulfonylharnstoffe
(Glibenclamid) gedeutet (Bray and Quast, 1992; Dickinson et al., 1997; Hambrock et al., 1998).

Der zugrundeliegende Prozess ldsst sich anhand des in Abb. 4.2.9b gezeigten Modells der allos-
terischen Bindung beschreiben: Nachdem sich ein Gleichgewicht zwischen freiem und an der
Rezeptorbindungsstelle gebundenem [*H]-P 1075 eingestellt hat wird zum Start der Dissoziations-
bindung ein allosterischer Ligand G (Glibenclamid) diesem System hinzugefiigt und bindet an einer
anderen Bindungsstelle, als der fiir [*H]-P 1075. Glibenclamid kann sofort an diese andere Bin-
dungsstelle binden, ohne dass [*H]-P 1075 zuvor von seiner Bindungsstelle hitte dissoziieren miis-
sen. Der ternary complex bestehend aus den beiden Liganden und dem Rezeptor isomerisiert
statistisch iiberwiegend in eine Konformation, welche die Bindungseigenschaften der [*H]-P 1075-
Bindungsstelle negativ im Sinne einer verringerten Affinitit fiir [*H]-P 1075 verindert, sodass [*H]-
P 1075 schneller vom Rezeptor dissoziiert: der ternary complex zerfillt. Diese negative Beeinflus-
sung einer Bindungsstelle durch eine ferne Bindungsstelle wird auch als negative Allosterie

bezeichnet.
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4.2.3.3 Diazoxid-Derivate binden an eine andere Bindungsstelle als [?H]-P 1075 und wirken

negativ allosterisch auf dessen Bindungsstelle

Das iiberraschende Ergebnis einer Beschleunigung der [*H]-P 1075-Dissoziation durch Diazoxid
und seine Derivate wird in dieser Arbeit erstmals gezeigt. Dabei erreichen alle untersuchten Deri-
vate in der jeweils hochsten Konzentration (substanzabhéngig entsprechend dem 89 bis 339-fachem
des Kp-Wertes) Halbwertszeiten unter 4 min im Vergleich zu durchschnittlich 13.7 min der kompe-
titiven P1075-Kontrolle. Diese Beschleunigung belegt die Existenz einer separaten Bindungsstelle
fiir Diazoxid und seiner Derivate, sowie der negativ allosterischen Wirkung dieser Bindungsstelle
auf die Bindungsstelle von P1075.

Wihrend die kleinsten Konzentrationen von 2 uM nur eine méiBige Beschleunigung bewirken,
zeigt sich bei der zehnfachen Konzentration von 20 uM eine deutliche Beschleunigung auf Halb-
wertszeiten zwischen ca. 4.0 und 8.4 Minuten. Fiir Diazoxid selbst konnten in den vorliegenden
Versuchen ebenfalls Hinweise auf eine miBige Beschleunigung der [*H]-P 1075-Dissoziation
gefunden werden. Die Ergebnisse von Diazoxid fallen jedoch aufgrund seiner niedrigen Affinitit
weit weniger eindeutig aus als die seiner Derivate. So erreicht Diazoxid in einer Konzentration von
500 uM zwar eine Beschleunigung der Dissoziation auf ca. 7.6 Minuten, jedoch konnen in dieser
sehr hohen Konzentration toxische Effekte nicht ausgeschlossen werden. Erst durch die Entwick-
lung von Diazoxid-Derivaten mit erhdhter Affinitéit fiir SUR2B ist dieser Nachweis eindeutig gelun-
gen und stellt eine Kernaussage der vorliegenden Arbeit dar.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse lassen sich zu Diazoxid und seinen Derivaten zwei Aussagen
treffen: zum einen binden sie an eine andere Bindungsstelle als [*H]-P 1075; zum anderen
beschleunigen sie die Dissoziation von [*H]-P 1075 vom Rezeptor nicht kompetitiv im Sinne einer

negativ allosterischen Wirkung.

4.2.3.4 Die Diffusion der KCO durch die Zellmembran intakter Zellen ist kein

geschwindigkeitslimitierender Faktor

Fiir KCO des Benzopyran-Typs zeigten Stephan et al. (2006), dass deren Bindungsstelle am
SUR2B nur von der cytoplasmatischen Seite der Zellmembran zuginglich ist und Versuchssubstan-
zen zundchst durch die Membran diffundieren miissen (Stephan et al., 2006). Da dies fiir Diazoxid-
Derivate ebenso angenommen wird, konnten die Versuchsergebnisse auch so gedeutet werden, dass
P1075 als Kontrolle deutlich langsamer in die Zelle gelangt als Diazoxid-Derivate. Dies konnte
durch eine grobe Abschitzung der Diffusionsgeschwindigkeit mittels Bestimmung der Halbwerts-
zeit von DyeB-Fluoreszenzkinetiken in Kap. 3.8.2 widerlegt werden. So wurde fiir P 1075 in der

eingesetzten Konzentration von 10 uM eine durchschnittliche Halbwertszeit von 11.2 Sekunden bis
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zum Erreichen des Wirkmaximums gemessen. Auch die Diazoxid-Derivate erreichen in den hochs-
ten eingesetzten Konzentrationen dhnliche Werte zwischen 9.0 und 27.2 Sekunden (vgl. Tab. 3-14).
Dies bedeutet, dass sowohl P 1075 als auch die Diazoxid-Derivate innerhalb von Sekunden am
Rezeptor binden, so dass dieser Vorgang im Vergleich zu der mehrere Minuten dauernden Dissozia-
tion des [*H]-P 1075 eine untergeordnete Rolle spielt und mit der Interpretation der Daten im Sinne

einer Beschleunigung der [*H]-P 1075 durch Diazoxid-Derivate im Einklang ist.

4.2.3.5 Allosterische Potenz

Die untersuchten allosterischen Testsubstanzen bewirken, je nach eingesetzter Konzentration,
eine deutliche Beschleunigung der [°H]-P 1075-Dissoziation. Diese Beschleunigung der Dissozia-
tion ist auch mit dem potentesten Diazoxid-Derivat (AF53, Abb. 3.8.5, S. 136) geringer als die
Beschleunigung durch Glibenclamid (Abb. 3.8.2, S. 133). Auch gibt es zwischen den verschiede-
nen Diazoxid-Derivaten deutliche Unterschiede (Tab. 3-13 und 3-12).

Um diesen Unterschied der allosterischen Potenz quantifizieren zu konnen, wurden die Ko
Werte von [*H]-P 1075 in Abhingigkeit der Ligand-Konzentration dargestellt (Kap. 3.8.3,
Abb. 3.8.12, S. 150). Aus der Annahme eines Ternary-Modells (Abb. 2.4.1, S. 32) — in dem 2 Ligan-
den gleichzeitig an einem Rezeptor binden kénnen (sog. fernary complex) — wurde fiir die Abhan-
gigkeit der kos~Werte von der Ligand-Konzentration ein funktioneller Zusammenhang in Form von
Gl. 15 abgeleitet (Kap. 2.4.4, S. 311f; Kap. 3.8.3, S. 148ff). Danach setzt sich die gemessene (effek-
tive) Dissoziationsgeschwindigkeit von [H]-P 1075 (kosr) aus zwei Prozessen zusammen:

(1)  der ungezwungenen [*H]-P 1075-Dissoziation (Kofr.r+) allein durch Absenkung der freien
[*H]-P 1075-Konzentration nach dem Massenwirkungsgesetz (dquivalent zu der experimen-
tell leichter durchfiihrbaren Dissoziation durch Uberschwemmung mit dem nicht-markierten
Liganden P1075) und

(2)  der durch einen negativ allosterisch wirkenden Liganden G induzierten Dissoziation von
[H]-P 1075 (Kofr.*G) aus einem ternary complex.

Da der erste Dissoziationsprozess (koer.r=) nicht konzentrationsabhingig und damit konstant ist,

stellt er den kleinst moglichen ko-Wert dar. Fiir steigende Konzentrationen des negativ allosterisch

wirkenden Liganden strebt die Dissoziationsgeschwindigkeit von [*H]-P 1075 in Form einer Hyper-
bel (im Plot nach GI. 15; Abb. 3.8.12) dem Limes Ko+ (max. Dissoziationsgeschwindigkeit
des allosterisch induzierten Prozesses) zu. Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante K' beschreibt

die Bindung des allosterischen Liganden G an einen bereits von [*H]-P 1075 besetzten Rezeptor [R-

L*] und stellt die Ligandkonzentration bei halbmaximaler, allosterisch-induzierter Dissoziation ( 2

koff_L*|G) dar (Abb 242, S. 34)
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Aus dem Plot der koe~Werte in Abb. 3.8.12 ist ersichtlich, dass kein allosterischer Ligand, weder
die Diazoxid-Derivate noch Glibenclamid, ein eindeutig hyperboles Verhalten zeigt und nur der
anndhernd lineare Beginn einer Hyperbel nach Gl. 15 experimentell erfasst wurde. Die Dissoziati-
onskonstate Ks' muss somit auf ein Vielfaches der untersuchten maximalen Konzentration von 200
uM fiir Diazoxid-Derivate bzw. 100 uM fiir Glibenclamid geschétzt werden; auch fiir ko«
muss aus dem gleichen Grund ein Vielfaches der experimentell ermittelten maximalen k,e~Werte
angenommen werden. Eine Untersuchung in einem so hohen Konzentrationsbereich (> 200 uM)
war experimentell aufgrund von unspezifischen Effekten nicht mdglich. Die fehlende Sattigung der
hyperbolen Funktionen hat zur Folge, dass eine nicht-lineare Regressionsanalyse anhand von GI. 15
keine unabhéngigige Schitzung der Parameter ko1« und pKg' erlaubt.

Um dieser Schwierigkeit zu entgehen und da alle untersuchten Konzentrationen deutlich kleiner
als Kg' sind, wurde fiir die Randbedingung [G] << K' aus Gl. 15 eine Approximation an ein linea-
res Modell mit der Steigung {korr1.+c - Korra} / Kg' abgeleitet (Gl. 16, S. 35); dies entspricht der
Anfangssteilheit der Hyperbel in der Einheit min™" M~' und wird in der vorliegenden Arbeit auch
als approximative allosterische Potenz bezeichnet. Sie ermoglicht den Vergleich der konzentrations-
abhingigen Zunahme der Dissoziationsgeschwindigkeit von [*H]-P 1075 zwischen verschiedenen
Substanzen anhand eines einzigen Parameters in einem fiir die experimentellen Untersuchungen
relevanten Konzentrationsbereichs. Je hoher dieser Wert, desto mehr vermag die untersuchte Sub-
stanz durch einen bestimmten Konzentrationszuwachs die Dissoziation von [*H]-P 1075 zu
beschleunigen; eine approximative allosterische Potenz von 0 min™' M™! entspricht einem kompeti-
tiven Liganden.

Auf den eingangs erwdhnten Vergleich zwischen Glibenclamid und AF53 {ibertragen lésst sich
nun die Aussage treffen, dass die approximative allosterische Potenz von Glibenclamid mit ca.
19350 min™" M™! ein Vielfaches der approximativen allosterischen Potenz von AF53 mit ca. 3000
min~' M™" (hdchster Wert unter den Diazoxid-Derivaten) betrigt. Dies bedeutet, dass mit kleinen
Konzentrationsunterschieden die allosterische Wirkung des Glibenclamids auf die P1075-Bindungs-
stelle deutlich mehr dndert als fiir AF53 sowie alle anderen Diazoxid-Derivate (Tab. 3-16).

Kleinere Unterschiede existieren innerhalb der Gruppe der Diazoxid-Derivate: hier steigt die
approximative allosterische Potenz in der Reihenfolge der Derivate AF56, AF39, AF57, AF49,
AF38, AF55, AF51, AF53 von 500 auf 3000 min™' M™'. Bemerkenswert ist, dass die ermittelte
approximative allosterische Potenz weder vom Kp-Wert der Substanz, noch von der Anzahl der C-
Atome, der Lipophilie oder Briicken-C-Atome des 3'-Substituenten abhédngig zu sein scheint. So
wurde sowohl fiir AF53 als auch fiir AF56 (3'-Cyclopropyl-Rest) ein pKp-Wert von ca. 5.65 (-log
M) an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen ermittelt, wihrend sich die allosterische Potenz von ca.
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3000 min™' M fiir AF53 von der des AF56 mit ca. 500 min™' um den Faktor 6 deutlich unterschei-
det. Eine mogliche Erkldrung wiren verdnderte Bindungseigenschaften der Diazoxid-Bindungs-
stelle, sobald die P1075-Bindungsstelle besetzt ist; dies wiirde auch sehr hohe pKg' -Werte mit
mehr als Faktor tausend Unterschied zum pKp des Diazoxid-Derivates erkléren.

Die approximative allosterische Wirkstirke der Muttersubstanz Diazoxid wurde mit 120 min™
M-! um ca. Faktor 30 geringer geschitzt als fiir sein potentestes Derivat AF53. Dies erkldrt zum
einen, warum ein eindeutiger Nachweis einer allosterischen Wirkung von Diazoxid auf die P1075-
Bindungsstelle schwierig ist und bislang in der Forschungsgeschichte der K arp-Kanéle nicht gelun-
gen ist. Zum anderen zeigt der Vergleich, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht nur die
Entwicklungsziele hohere Affinitit und hohere Selektivitét verfolgt wurden, sondern eben auch eine
Steigerung der allosterischen Potenz zum Nachweis einer unabhéngigen Bindungsstelle fiir Dia-

zoxid.

4.2.3.6 Negativ allosterische Wirkung der Bindungsstelle von [?H]-P 1075 auf die Bindungsstelle

der Diazoxid-Derivate

In der vorliegenden Arbeit wurde der Nachweis erbracht, dass Diazoxid-Derivate sowohl an einer
anderen Bindungsstelle als [°H]-P 1075 binden, als auch dass diese Diazoxid-Bindungsstelle
negativ allosterisch auf die [*H]-P 1075-Bindungsstelle wirkt. Dies wirft die Frage auf, ob
umgekehrt auch eine allosterische Wirkung seitens der Bindungsstelle von [*H]-P 1075 auf die
Diazoxid-Bindungsstelle existiert.
Generell wiirde eine allosterische Wirkung die Bindungseigenschaften der Diazoxid-Bindungsstelle
beeinflussen und so z. B. die Dissoziationsratenkonstante kogr des Diazoxids beschleunigen. Da
kein Radioligand fiir die Diazoxid-Bindungsstelle zur Verfligung steht ist ein direkter Nachweis,
wie er fiir die allosterische Wirkung auf die P1075-Bindungsstelle mit einem entsprechenden
Radioliganden ([*H]-P 1075) im Rahmen dieser Arbeit mittels Dissoziationskinetiken durchgefiihrt
wurde, nicht moglich. Die verdnderten Bindungseigenschaften wiirden jedoch auch die
Dissoziationsgleichgewichtskonstante des Diazoxids in Gegenwart von P1075 verdndern, welche in
der Nomenklatur des fernary-Modells in Abb. 2.4.1 (S. 32) dem Parameter K' entspricht. Dieser
wurde fiir den Aspekt der allosterischen Potenz der Diazoxid-Derivate bereits ndher untersucht,
konnte jedoch aufgrund des untersuchten Konzentrationsbereiches (<< Kg') und der daraus
resultierenden starken Abhéngigkeit der Parameter pKg' und ko= in der nicht-linearen
Regressionsanalyse nur auf ein Vielfaches von 200 uM geschétzt werden (Kap. 4.2.3.5).

Auch wenn eine exakte Bestimmung von Kg' nicht mdglich erscheint, so kann die Information,
dass der Kg'-Wert deutlich gréBer als 200 uM (= 100x Kp) fiir die Diazoxid-Derivate ist — unter

der Voraussetzung der Giiltigkeit des ternary-Modells — als indirekter Hinweis auf eine negativ
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allosterische Wirkung des P1075 auf die Diazoxid-Bindungsstelle gedeutet werden; eine negativ
allosterische Wechselwirkung zwischen beiden Bindungsstellen ist somit wahrscheinlich. Dass die
P1075-Bindungsstelle einen negativ allosterischen Einfluss auf die Glibenclamid-Bindungsstelle
besitzt zeigten bereits Schwanstecher et al. (1992) in Kompetitionsbindungs-Experimenten mit dem
Radioliganden [*H]-Glibenclamid an HIT-Zellen (SUR1): sie wiesen eine ,,Reduktion von Gli-
bendclamid-Bindungsstellen in Gegenwart von hohen Pinacidil-Konzentrationen nach. Zusammen-
fassend kann sowohl fiir Glibenclamid als auch fiir die neu synthetisierten Diazoxid-Derivate eine
negativ allosterische Wechselwirkung mit der Bindungsstelle fiir klassische KCO (z.B. P1075)

angenommen werden.

4.2.3.7 Neubewertung der Ergebnisse der [°H]-P 1075-Kompetitionsbindung von Diazoxid-

Derivaten unter Kenntnis einer dritten Bindungsstelle fiir Diazoxid-Derivate

Kompetitionsbindungsstudien beruhen auf der Annahme, dass ein Radioligand L* und ein
kompetitiver Ligand A um die gleiche Bindungsstelle konkurrieren (Kap. 2.3.1). Da Diazoxid-Deri-
vate und [*H]-P 1075 unterschiedliche Bindungsstellen besetzen, ist diese Methodik zur Bestim-
mung der Affinitdt der Diazoxid-Derivate — auf den ersten Blick — nicht aussagekriftig. Dennoch
entspricht die Grofenordnung der durch Radioligandbindung ermittelten pKp-Werte den durch
Membranpotentialmessung (mittels Fluoreszenz) ermittelten pECso-Werten (Tab. 3-4 und 3-5).

In einer kompetitiven Situation wiirde der Unterschied zwischen ICso- und Kp-Wert maximal
den Cheng-Prusoff-Faktor (1 +[L*]/K,.) (Cheng und Prusoff, 1973) in Gl 5 betragen. Dieser
betrdgt fiir die eingesetzte Endkonzentration von 8.7 (-log M) des Radioliganden [*H]-P 1075 und
dem fiir P1075 bestimmten pKp-Wert von ca. 8.3 (-log M; Tab. 3-2) einen sehr kleinen Unterschied
zwischen plCso und pKp von ca. 0.15 (-log M).

In Gegenwart der negativ allosterisch wirkenden Diazoxid-Derivate dndern sich die Eigenschaf-
ten der Bindungsstelle des Radioliganden [?H]-P 1075; ein Prozess welcher im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit als Zunahme der kop~Werte des [*H]-P 1075 erfasst wurde. Die
konzentrationsabhingige Zunahme der koe~Werte geht mit einer Zunahme der Dissoziationsgleich-
gewichtskonstanten Ky« ( K+ = Kogr / Kon ; Gl. 1) einher, woraus eine Abnahme des Cheng-
Prusoff-Faktors folgt. Der geringe Cheng-Prussof-Faktor von 0.15 (-log M) stellt damit zugleich
ein oberes Limit der mit steigender Konzentration der Diazoxid-Derivate steigenden Fehlkorrektur
durch den Cheng-Prusoff-Faktor dar. An dieser Stelle sei zudem darauf hingewiesen, dass selbst
potente Diazoxid-Derivate in der Konzentrationen der ermittelten K»-Werte die [°H]-P 1075-Disso-

ziation nur sehr gering bis nicht nachweisbar beschleunigen (Abb. 3.8.12, S. 150).
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4.2.3.8 Einordnung der Diazoxid-Bindungsstelle in ein funktionelles Modell mit drei

Bindungsstellen fiir synthetische Liganden an einer SUR-Einheit

Die vorliegende Arbeit zeigt deutlich, dass Diazoxid und seine Derivate an einer anderen Bin-
dungsstelle als andere Karp-Kanaldffner (KCO) binden. Geht man von einer eigenen Bindungs-
stelle fiir Diazoxid aus, ldsst sich diese auch von der Bindungsstelle fiir Sulfonylharnstoffe
abgrenzen: In Saturationsbindungs-Experimenten mit dem Radioliganden [*H]-Glibenclamid an
HIT-Zellen (SUR1) beschrieben Niki und Ashcroft (1991) eine nicht-kompetitive Wirkung von Dia-
zoxid auf die Bindung des Radioliganden [*H]-Glibenclamid im Sinne einer Reduktion der Bin-
dungsstellen fiir [*H]-Glibenclamid in Gegenwart des niederaffinen Diazoxid; bei Annahme einer
separaten Bindungsstelle fiir Diazoxid und seiner Derivate ist auch hier ein allosterischer Wirkme-

chanismus zu vermuten.

A Diazoxid B Diazoxid
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. negative / @ positive / @ unbekannte allosterische Beeinflussung (bislang nicht nachgewiesen)

Abb. 4.2.10: Drei-Bindungsstellenmodell des SURx ausgehend von separaten Bindungsstellen fir
Glibenclamid (Sulfonylharnstoff, magenta), [3H]-P 1075 (vaskulare Kartp-Kanaltffner; Benzopyrane,
Cyanoguanidine; gelb) sowie Diazoxid und seine Derivate (blau).

A) Darstellung von nachgewiesenen negativ allosterischen Interaktionen zwischen den drei Bindungsstellen.
Quellen (mit Angabe des untersuchten SURXx/Kir6.y-Kanals in Klammern): a) Niki und Ashcroft (1991) an
HIT T15-Zellen (SUR1/Kir6.2); b) Schwanstecher et al. (1992); c) Bray and Quast (1992) an
Rattenaortenzellen (SUR2B/Kir6.1), Dickinson et al. (1997) an der Skelettmuskulatur von Hasen
(SUR2A/Kir6.2), Hambrock et al. (1998) an HEK 293-(SUR2B)-Zellen, vorliegende Arbeit (Kap. 4.2.3.2) an
HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen; d) vorliegende Arbeit (Kap. 4.2.3.3); e) Hinweise in der vorliegenden Arbeit
(Kap. 4.2.3.6).

B) Darstellung des positiven und negativen allosterischen Einflusses von MgATP oder MgADP auf die
verschiedenen Bindungsstellen am SUR. Quellen (SURx/Kir6.y Zusammensetzung jeweils in Klammern): f)
Niki und Ashcroft (1991) an HIT T15-Zellen (SUR1/Kir6.2), D'hahan et al. (1999b) an Xenopus oocyte
(SUR2A/Kir6.2 und SURT1/Kir6.2); g) Schwanstecher et al. (1992) an HIT T15-Zellen (SUR1/Kir6.2),
Dickinson et al. (1997), Russ et al. (2003) an HEK 293-(SUR2B/Kir6.2)-Zellen; h) Schwanstecher et al.
(1991) an HIT-Zellen (SUR1/Kir6.2); Loffler-Walz et al. (2002) an HEK 293-(SUR2B)-Zellen.
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Unter Berlicksichtigung der in Kap. 1.6.1 genannten Quellen miissen am SURx mindestens drei
Bindungsstellen fiir synthetische Liganden funktionell unterschieden werden: eine fiir Sulfonylharn-
stoffe, eine fiir klassische KCO und eine fiir Diazoxid. Obwohl alle drei Bindungsstellen funktionell
voneinander abgegrenzt werden konnen, fehlen zwei Aussagen iiber das allosterische Wechselspiel,
denn der Einfluss der Glibenclamid-Bindungsstelle, sowie der Bindungstelle der klassischen KCO
auf die Diazoxid-Bindungsstelle, ist bislang nicht bekannt. Ein Hinweis darauf, dass die Bindung-
stelle der klassischen KCO auch negativ allosterisch auf die Diazoxid-Bindungsstelle wirkt, kann
indirekt durch die verénderten Bindungseigenschaften fiir Diazoxid-Derivate aus dem TZernary-
Modell abgeleitet werden (vgl. Kap. 4.2.3.6). Da Diazoxid niederaffin ist und bis dato kein Radioli-
gand fiir dessen Bindungsstelle existiert, ist eine Aussage iiber die Beeinflussung der Diazoxid-
Bindung durch diese beiden Bindungsstellen schwierig. Zusammenfassend ldsst sich die Aussage
treffen, dass fiir die Wirkung der klassischen KCO (z.B. Pinacidil, Cromakalim), Diazoxid und der
Sulfonylharnstoffe unterschiedliche Regionen am SUR von Bedeutung sind. Wéhrend die Diskus-
sion um potentielle Bindungsstellen fiir klassische KCO und Sulfonylharnstoffe bereits einzelne
Aminosduren betrifft, l4sst sich fiir Diazoxid nur eine vage Aussage treffen. So soll eine Region auf
TMD1, wahrscheinlich Helices 8-11 (Babenko et al., 2000; Dabrowski et al., 2002), entscheidend
fiir dessen Wirkung ist. Dabei kommen drei verschiedene Mdglichkeiten fiir die Bedeutung dieser
Region fiir die Diazoxid-Wirkung in Frage: Erstens konnte es sich um eine Diazoxid-Bindungsstelle
handeln, zweitens konnte es eine flir die Transduktion des Effekts der Diazoxid-Bindung wichtige
Region darstellen und letztendlich wére auch eine Modulation der Nukleotidbindungseigenschaften
durch diese Region denkbar, welche somit indirekt Einfluss auf die Diazoxid-Wirkung nimmt. Die
vorgestellten Arbeiten (Kap. 1.6) vermogen nicht zwischen diesen Moglichkeiten zu unterscheiden.
Auch die Punktmutationen in TMD17 miissen vor dem Hintergrund betrachtet werden, dass sie
zwar entscheidend fiir die Wirkung der klassischen KCO sind, jedoch nicht ausschlieen, dass KCO
auch in anderen Regionen zusitzlich binden konnten (z.B. in den Helices 13-14 wie von Uhde et al.
(1999) beschrieben). Die vorliegende Arbeit stiitzt die Hypothese einer dritten Bindungsstelle fiir
Diazoxid und seiner Derivate und zeigt gleichzeitig, dass diese die Bindungsstelle der klassischen
KCO negativ allosterisch beeinflusst.

Klar abzugrenzen ist der Wirkmechanismus dieser Bindungsstellen fiir synthetische Liganden
von den Bindungsstellen der physiologischen Nukleotide NBF1 und NBF2, zu deren Verstindnis
diese Arbeit nicht beitragen kann. Dennoch sei an dieser Stelle auf die Komplexitit hingewiesen,
die sich durch die Einbindung der K arp-Kanéle in den Stoffwechsel der Zelle ergibt. So weisen die
Nukleotide MgATP und MgADP ebenfalls eine negativ allosterische Wechselwirkung mit der Bin-
dungsstelle fiir Sulfonylharnstoffe (Schwanstecher et al., 1991; Loffler-Walz et al., 2002) auf und
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verstirken sowohl die Wirkung von Diazoxid (Niki and Ashcroft, 1991) als auch der klassischen
Kaliumkanal6ftnern (Schwanstecher et al., 1992; Dickinson et al., 1997; Russ et al., 2003) positiv
(vgl. Abb. 4.2.8 B); dabei wird auch ein von Nukleotiden unabhéngiger Wirkmechanismus postu-
liert (Russ et al., 2003). Gleichzeitig wird angenommen, dass Diazoxid und MgADP iiber einen
gemeinsamen Signalweg wirken (Masia and Nichols, 2008). Dariiber hinaus wird auch zwischen
NBF1 und NBF?2 eine allosterische Wechselwirkung angenommen (Karger et al., 2008).

Vor diesem Hintergrund erscheint der SURx im Licht eines Netzwerkes aus Bindungsstellen,

welche sich gegenseitig beeinflussen konnen.
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4.3  Benzofuran-, Benzothiophen- und Benzothiazolderivate
Benzanelierte, heterozyklische, sechsgliedrige Ringe (Sechsringe) wie die Benzopyrane Croma-
kalim, Bimakalim, KC399 u.a. (Salamon et al., 2002; Uhrig et al., 2002) sind wohletablierte K , .-

Kanal-Offner mit hoher Affinitét bis in den subnanomolaren Bereich (z.B. KC399, Abb. 4.3.1b;
Tamura et al., 1994) sowie hoher Selektivitidt fiir den SUR2-Karp-Kanaltyp (im Vergleich zu
SUR1-Kanilen der B-Zelle des Pankreas). Hierbei ist der Benzopyran-Ring kein Alleinstellungs-
merkmal wie durch die Arbeiten von Cecchetti et al. (2003), die den 6-gliedrigen Pyran-Ring durch
einen Thiazin-Ring (Abb. 4.3.1a) ersetzten, bewiesen werden konnte: geeignete substituierte Benzo-
thiazin-Derivate konnen ebenfalls subnanomolare Affinitdten besitzen, wie im eigenen Labor nach-

gewiesen werden konnte (Carosati et al., 2005).

a) b) S N
o \/\CN
X N\ 2 X
CH,F
o S O “CHF

Benzopyran Benzothiazin KC399

review: Uhrig et al. Cecchetti et al. Tamura et al.
(2002) (2003) (1994)

Abb. 4.3.1: a) Strukturformeln der Grundstruktur benzanylierter, heterozyklischer Sechsringe
(etablierte Karp-Kanaldffner); b) der hochaffine Kare-Kanaldffner KC399 weist als Grundstruktur
ein Benzopyran-Ring auf und umfasst einen Thioamid-Rest in Position 3'

Basierend auf diesen Arbeiten war es naheliegend, auch benzanelierte, heterozyklische Fiinfringe
zu synthetisieren und auf ihre Eignung als K ATP—Kanal—Offner zu untersuchen. Daher wurden in
Analogie zu den oben beschriebenen Sechsringen heterozyklische Fiinfringe designed (und durch
das Chem. / Synthetische Partnerlabor von Herrn Prof. Braun synthetisiert), die ein Sauerstoffatom
(Furan), ein Schwefelatom (Thiophen) oder ein Schwefelatom und ein Stickstoffatom (Thiazol) ent-
halten (Abb. 4.3.2; Messdaten in Tab. 3-7, 3-9 und 3-11).

Die Mehrzahl ihrer Derivate umfassen eine Thioamid-Gruppe als Rest, wie sie als Motiv bereits

vom hochaffinen Benzopyran KC399 (Abb. 4.3.1b) oder Aprikalim bekannt ist.

LD Qo O

Benzofuran Benzothiophen Benzothiazol

Abb. 4.3.2: Strukturformeln der Grundstruktur benzanelierter, heterozyklischer Funfringe
(Gegenstand dieser Arbeit)
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4.3.1 Vergleich von Benzofuran- und Benzothiophenderivaten
mit 2'- oder 3'-Carbothioamid-Substitution

Um zu kléren, welche chemisch zugéngliche Position SN

»
fiir eine Substitution mit einer Thioamid-Gruppe am @L{S A
. . . . fo) N\ (e}

Benzofuran- oder Benzothiophen-Molekiil vorteilhaft ist,
DSL141 DSL176

~N

wurden Derivate mit einer Thioamidgruppe in Position 2'
(DSL141 bzw. DSL180) oder Position 3' (DSL177 bzw. DSL176) synthetisiert und hinsichtlich
Affinitdt und relativer Wirkstarke an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen verglichen (Tab. 3-7,S. 107
bzw. Tab. 3-9, S. 115). An den beiden Benzothiophenen konnte eine Steigerung der Affinitdt um
Faktor vier flir die Thioamid-Substitution in Position 2' (DSL180) im Vergleich mit einer Substitu-
tion in Position 3' (DSL176) gezeigt werden. Fiir das Benzofuran-Derivat DSL.141 mit einer Thio-
amid-Gruppe in Position 2' ergibt sich ein nur geringfiigiger Vorteil hinsichtlich Affinitdt und
relativer Wirkstarke an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen. Dieser kann dabei nicht allein auf die
Position der Thioamid-Gruppe zurilickgefiihrt werden, da die Substanz DSL177 in Position 2'
zusétzlich eine Methylgruppe aufweist.

Insgesamt zeichnet sich die Tendenz ab, dass die Substitution einer Thioamidgruppe in Position
2" im Vergleich zu Position 3' bei der Synthese weiterer Benzofuran- bzw. Benzothiophen-Derivate
zu bevorzugen ist. Das Benzopyran KC399 wurde dagegen in Position 3' mit einer Thioamid-

Gruppe synthetisiert und zeigte mit einer pKp-Wert von 9.45 (-log M) eine sehr hohe Affinitét.

4.3.2 Einfluss des Substituenten am Stickstoffatom der 2'-Carbothiamid-Gruppe an
Benzofuranen

In einer ersten Serie von Benzofuran-Derivaten wurde systematisch der Einfluss des aliphati-
schen Restes am Stickstoffatom der 2'-Carbothiamid-Gruppe getestet (Tab. 3-7, S. 112). Dabei

zeigte sich mit zunehmender GroB3e des Substituenten vom Methyl- iiber Ethyl- hin zum n-Butyl-

(0 T T - T

DSL141 DSL186 DSL189 \_\/ DSL190

oder Tertbutyl-Substituenten eine moderate Zunahme der Affinitét, sowie der relativen Wirkstirke
an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen. Ahnlich den bereits besprochenen Diazoxid-Derivaten
erscheint auch hier die Idee zunehmender Affinitdt durch zunehmende Lipophilie des Substituenten
in dieser Position naheliegend (vgl. Kap. 4.2.2.1). Andererseits fiihrt eine Phenylgruppe (DSL238)

in dieser Position zu einem deutlichen Affinitits- und Wirkverlust.
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4.3.3 Einfluss eletronegativer Gruppen in Position 5' des Benzofurans

Weiterhin wurden Benzofuran-Derivate mit einem <I\>—<S Br\5©\/\>_<s
zusitzlichem Brom-Atom oder einer Trifluoromethyl- o N o N
Gruppe in Position 5' synthetisiert (Tab. 3-7, S. 107).  DSL141 \ DSL184 \
Dabei fiihrten die bromierten Derivate DSL184 und DSL187 im Vergleich mit ihren unbromierten
Analoga DSL.141 und DSL186 nur zu einer moderaten Erhhung der Affinitét. Bei der Messung des
Membranpotentials mit DiBAC4(3) kam es offensichtlich zu einer Uberschiitzung der relativen
Wirkstérke dieser niederaffinen Liganden, wie durch Nachuntersuchung mit dem moderneren Mem-
branpotential-Marker DyeB (s. Anhang A, Kap. 2.3.2) gezeigt werden konnte, die jetzt die Ergeb-
nisse der Radioligandbindungsstudie unterstiitzen. Das chemisch sehr aufwendig dreifach
substituierte Benzofuran-Derivat DSL262 mit einer Trifluoromethyl-Gruppe in Position 5' zeigte
enttduschenderweise im Vergleich mit DSL141 (ohne diese Gruppe) keine Verbesserung von Affini-
tat und relativer Wirkstdrke. Dabei ist eine Verbesserung der relativen Wirkstirke durch elektrone-

gative Gruppen in Position 5' bereits fiir Benzopyrane und Benzothiazine beschrieben.

4.3.4 Vergleich von Benzothiophen- mit Benzofuran-Derivaten

Aufgrund der gleichen Substitution eignen sich das @_{s @45
Benzofuran-Derivat DSL141 und das Benzothiophen-Deri- o N\ s N\
vat DSL180 fiir eine direkte Gegeniiberstellung beider DSL141 DSL180
Heterozyklen (Tab. 3-7, S. 107 bzw. Tab. 3-9, S. 115). Dabei zeigt das Benzothiophen DSL180 eine
um 0.82 Log-Einheiten hohere Affinitdt an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen als sein Benzofuran-
Analogon DSL141. Auf diesem Ergebnis basiert die Hypothese, dass der durch das Schwefelatom
,vergroflerte® Fiinfring des Benzothiophens die Erfordernisse des Rezeptors besser erfiillt. Dies war
eine Motivation zur Synthese von Benzothiazol-Derivaten. Im Vergleich zu Benzothiophen-Deriva-

ten besitzen Benzothiazole mit einem zusétzlichen Stickstoffatom im Thiazolring eine zusétzliche

Moglichkeit mit hydrophilen Bindungsstellen zu interagieren.
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4.3.5 Vergleich von Benzofuran- und Benzothiazol-Derivaten

In einer ersten Synthesereihe wurden die Benzo- s N s
thiazol-Derivate DSL203, DSL202, DSL208 (Tab. 3-11, @_4N @:SHN_
S. 124) mit gleicher 2'-Substitution wie die Benzofuran- DSL141 \ DSL203
Derivate DSL141, DSL186, DSL238 (Tab. 3-7, S. 107) hinsichtlich ihrer Affinitdt an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen untersucht.

Keines der Benzothiazol-Derivate zeigte eine herausragende Zunahme der Affinitdt an HEK

293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen im Vergleich zu den entsprechenden Benzofuran-Derivaten; vielmehr

dhnelten sich die Affinititen dieser Benzofuran- und Benzothiazol- F
N S
Derivate gleicher Substitution. Auch eine weitere Modifikation der FJQ(I \>_<
N
Benzothiazol-Derivate DSL202 und DSL208 mit einem zusétzlichen s _\

elektronegativen 5'-Trimethylfluor-Rest, AF33 und AF35, konnten die

Affinitit nicht verbessern.

4.3.6 Benzothiazol-Derivate mit einem Briicken-C-Atom

In einer zweiten Synthesereihe wurden Benzothiazole mit einem Briicken-C-Atom zwischen
dem heterozyklischen Ring und der Thioamid-Gruppe in Position 2' synthetisiert. Die Grundidee
des Briickenatoms ist, analog zum Briickenatom der Diazoxid-Derivate, eine hohere Flexibilitéit des
Substituenten zu Gunsten einer hoheren Affinitdt an SUR2B zu schaffen, sowie die hydrophile

Gruppe im Molekiil iiber die Distanz einer -CH»-Gruppe zu vergroBern.

- o

DSL202 AF20

) N ) N ) N
S S S
AF48 AF75 AF78

Das Benzothiazol-Derivat AF20, welches sich von dem Derivat DSLL.202 durch dieses zusétzli-
che Briickenatom unterscheidet, erbrachte mit einem pKp-Wert von 4.32 (-log M) nur eine gering-
fligig erhohte Affinitdt. Wurde dagegen am Briickenatom neben der eigentlichen Thioamid-Gruppe

eine zusitzliche Methyl-Gruppe synthetisiert zeigte das daraus resultierende Derivat AF48 mit
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Abb. 4.3.3: Pharmakophor des Benzothiazol-Derivats AF78. Gezeigt werden drei Eigenschaften von
AF78, welches die hochste Affinitat und Selektivitat unter den untersuchten Benzothiazolen an SUR2B
erzielte. (Quelle: Fischer et al., 2010)

einem pKp-Wert von 4.83 (-log M) eine deutlich hohere Affinitit. Mit einer zusétzlichen Ethyl-
statt Methylgruppe wurde fiir das Derivat AF75 eine nur geringfiigig hohere Affinitdt mit einem
pKp-Wert von 5.03 (-log M) gemessen. Dagegen zeigt die Modifikation von AF48 durch Substitu-
tion lipophilen tert-butyl-Substituenten (AF78) eine weitere Steigerung der Affinitdt um eine halbe
Log-Einheit. Damit erreicht das Benzothiazol AF78 die hochste Affinitét aller untersuchten Benzo-
furan-, Benzothiophen- und Benzothiazol-Derivate. Gleichzeitig wurde fiir AF78 an CHO-
(SURI1/Kir6.2)-Zellen eine sehr geringe relative Wirkstérke im submillimolaren Bereich geschitzt,
so dass fiir AF78 eine hohe Selektivitit von mehr als zwei Log-Einheiten angenommen werden
kann.

Ausgehend von den verschiedenen Substitutionen stellt Abb. 4.3.3 ein Modell dar, in dem die
drei Eigenschaften von AF78 dargestellt sind, die mutmaBlich giinstig fiir eine Bindung am SUR2B-
Rezeptor erscheinen (Fischer et al., 2010). Hierzu zéhlt zum einen die Mdoglichkeit Wasserstoff-
briicken durch die beiden Stickstoffatome des Molekiils auszubilden. Zum anderen besitzt AF78
durch seine Schwefelatome eine geladene Region mit hoher Elektronendichte. Als weiteres Merk-
mal fillt ein lipophiler, verzweigtkettiger Rest am Stickstoffatom der Thioamidgruppe auf; ver-

zweigtkettige, lipophile Reste sind bereits von Seiten der Diazoxid-Derivate bekannt (Kap. 4.2.2.1).
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4.3.7 Die Thioamidgruppe ist bedeutend fiir eine agonistische Wirkung am SUR2B-
KATp-KanaI

Neben den neu synthetisierten Benzothiazo-
len findet sich eine Thioamid-Gruppe auch bei

s Y o V-
anderen KCO wie KC399 oder Aprikalim wie- ©:N\>_2; H ©:N\>_2; H
S s

der. Um die Bedeutung der Thioamidgruppe

fir die agonistische Wirkung der Benzo- AFT8 AF130
thiazol-Derivate, insbesondere AF78, zu iiberpriifen wurde ein AF78-Analogon synthetisiert, in
welchem die Thioamid-Gruppe durch eine Carboxyamid-Gruppe ersetzt wurde: AF130.

In der [*H]-P 1075-Kompetitionsbindung erzielte AF130 mit 4.30 + 0.02 (-log M) einen um ca.
Faktor 10 geringeren pKp-Wert als AF78 (Abb. 3.8.5). Dies spiegelt sich auch in einem Abfall des
pECso-Wertes um beinahe Faktor 30 von 5.45 (-log M) (AF78) auf 3.97 (-log M) (AF130) wieder.
Abb. 3.5.5 demonstriert in einem direkten Vergleich der agonistischen Wirkung von 25 uM AF78
mit 25 uM AF130 den deutlichen Wirkverlust von AF130 mit einer Carboxyamid-Gruppe.

Dieses Ergebnis untermauert die Bedeutung der Thioamid-Gruppe fiir die Affinitdt und relative

Wirkstérke fiir den (SUR2B/Kir6.1)-Kanal.

4.3.8 Eine Untersuchung der Racemate von Benzothiazolen ist nicht moglich

Die Benzothiazole AF20, AF48, AF75 und AF78 liegen als Enantiomer-Mischung vor und wur-
den als solche auch untersucht. Die Fragestellung nach Unterschieden in der Wirkung der einzelnen
Enantiomere erweist sich als schwierig, da es unter physiologischen Bedingungen zu einer leichten

Isomerisierung kommt (Fischer et al., 2010).
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5 Zusammenfassung

ATP-sensitive Kaliumkanéle (Karp-Kanéle) koppeln die Erregbarkeit — insbesondere durch das
cytosolische Nukleotid-Verhiltnis [ATP]/[ADP] — an den metabolischen Zustand der Zelle. Als inte-
grale Membranproteine mit tetradimerem Aufbau (SURx/Kir6.y), bestehen sie aus jeweils vier
porenbildenden, einwartsgleichrichtenden K™ Kanal-Untereinheiten (Kir6.y) sowie vier diese regu-
lierende Sulfonylharnstoffrezeptor-Untereinheiten (SURx). Die Komposition aus verschiedenen
Untereinheiten definiert eine gewisse Organselektivitit: so exprimiert die B-Zelle des Pankreas v. a.
den (SUR1/Kir6.2)-K arp-Kanaltyp, die Herzmuskelzelle den (SUR2A/Kir6.2)-Typ und die glatten
Muskelzellen der Gefdale den (SUR2B/Kir6.1)-Typ. Karp-Kanile spielen physiologisch u. a. eine
entscheidene Rolle in der Regulation der Glukosehomoostase (Insulinsekretion der B-Zelle), des
Muskeltonus der glatten GefdBmuskulatur sowie bei zytoprotektiven Effekten (z. B. der ischdmi-
schen Prékonditionierung des Herzmuskels). Die SUR-Untereinheiten sind besonders interessant,
weil sie eine pharmakologische Regulation der Kanalaktivitdt ermdglichen.

Eine Fiille verschiedener Wirkstoff-Klassen (z.B. Benzopyrane, Cyanoguanidine, Thioforma-

mide, u. a.) interagiert mit den SUR2-Typ K, ,-Kandlen; darunter auch die Thieno-Thiadiazine-

ATP
Dioxide, die interessante Charakteristika — wie den Ubergang vom Agonisten zum Antagonisten nur
durch das Fehlen einer einzigen Methylgruppe mit submicromolarer Wirksamkeit — aufweisen. Wir
stellten nun die Frage, ob auch Benzo-Thiadiazin-Dioxide (i.e. Derivate der niederaffinen Mutter-

substanz Diazoxid) geeignete, SUR2-selektive K , . -Kanal-Offner mit micromolarer Affinitit dar-

ATP
stellen, mit denen sich ein Agonist/Antagonist-Switch oder mit denen sich allosterische
Wechselwirkungen mit anderen Substanzklassen am SUR2B-Rezeptor nachweisen lassen.

I) In Zusammenarbeit mit der lokalen Organischen Chemie (Prof. Dr. M. Braun) wurden opti-
mierte Diazoxid-Derivate dargestellt, die in 3-Position mit aliphatischen und aromatischen Ringen
unterschiedlicher GroBe substituiert und in verschiedenen Testsystemen unseres Labors untersucht
wurden. Neben der klassischen Radioligandbindung mit dem Cyanoguanidin [*H]-P1075 wurden
neuere Verfahren eingesetzt, die die vollkinetische Messung der Membranpotentialverdnderung

durch die Diazoxid-Derivate mittels Fluoreszenz (Marker: DiBAC,(3) u. DyeB) in eigenentwickel-

ten 12-kanaligen Fluoreszenzdetektoren und damit u.a. die Unterscheidung von Agonisten und Ant-
agonisten ermoglicht. Beide Testmethoden wurden an zelluliren Testmodellen eingesetzt
(HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)- u. CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen), die es u.a. ermoglichen, die Selektivi-

tidt fiir SUR2B- und SURI1-K , | .-Kanile zu bestimmen. Mit den schrittweise optimierten Testsub-
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stanzen konnte die Wirksamkeit und Affinitidt der Muttersubstanz Diazoxid bis zu 20-fach gesteigert
werden, wobei die hochsten Werte (pK, < 6.3, -log mol/l) mit 4-, 5- und 6-gliedrigen Ringen (mit

und ohne Briicken-C-Atom (CH,-Gruppe) erzielt wurden, welche auch hohe Selektivititen (~100-
fach) zugunsten der SUR2B-Kanile aufwiesen.

Mit diesen affinititsgesteigerten Diazoxid-Derivaten konnte die bisher ungeklérte Frage, ob che-
misch-verschiedene Agonist-Klassen kompetitiv oder allosterisch am SUR2 interagieren — d.h. ob
eine einheitliche oder unterschiedliche Bindungsstellen existieren — experimentell untersucht wer-
den. Zur Klarung der Frage wurden Radioligandbindungsexperimente mit [2H]-P1075 in Dissoziati-
onstechnik durchgefiihrt, wobei die Dissoziation des vordquilibrierten Radioliganden mit
verschiedenen Liganden induziert werden kann: Induziert man die Dissoziation von [3H]-P1075 mit
nicht-markiertem P1075 oder mit hochaffininen Benzopyran-Liganden (KC399, Bimakalim), so

benétigt die Dissoziation von [*H]-P1075 t, , ~ 13 min (k_,, ~ 0.05 min-'), was einer kompetitiven

1/2
Interaktion von Benzopyranen und Cyanoguanidinen an einer einheitlichen Bindungsstelle ent-
spricht. Wird die Dissoziation dagegen mit hohen Konzentrationen der Diazoxid-Derivate (> 30

K ) induziert, so beschleunigt sich die [*H]-P1075-Dissoziation dramatisch (t, , ~ 3 min), was eine

1/2
allosterische Interaktion bzw. die Existenz zweier verschiedener Bindungsstellen fiir Diazoxid-Deri-
vate und [3H]-P1075 beweist. Fiir das quantitative Verstdndnis des Phdnomens beschleunigter Dis-
soziationen wurde ein mathematisches Modell abgeleitet, welches auch die Bestimmung der
allosterischen Potenz einer Substanz erlaubt.

IT) Parallel zur Optimierung der Diazoxid-Struktur wurden Arbeiten mit der lokalen Organischen
Chemie (Prof. Dr. M. Braun) durchgefiihrt, die zum Ziel hatten, den hocherfolgreichen benzanelier-
ten, heterozyklischen 6-Ringen (z.B. Benzopyrane mit subnanomolaren Affinititen) 5-Ringe (i.e.
Benzofuran-, Benzothiophen-, und Benzothiazol-Derivate) an die Seite zu stellen mit dem Ziel, die
Subtyp-Erkennung der Substanzen zu verbessern. Als Hauptsubstitution wurde die Thioamid-
Gruppe ausgewihlt, die bei Benzopyranen eine subnanomolare Affinitdt (KC399) ermoglicht hatte.
Die schrittweise Optimierung (Synthese — Testung — Modifikation der Synthese, etc.) der Substan-
zen sowie deren Testung in Radioligandbindungs- und Membranpotential-Experimenten ergab, dass

alle heterozyklischen 5-Ringe K, ,.-Kanal-Liganden sind und in der Regel als K, ,-Kanal-

Agonisten wirken. Allerdings muss zur Erzielung mikromolarer Affinitéten die Thioamidgruppe mit
einer Methyl-Gruppe vom heterozyklischen 5-Ring gespaced und weiter variiert werden, wie mit
Benzothiazol-Derivaten nachgewiesen wurde. Einschriankend muss konstatiert werden, dass es nicht

gelang, in den Bereich nanomolarer Affinitéten vorzustoBen.
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Anhang

A Kontrollversuche zur Membranpotentialmessung mit dem

Fluoreszenzmarker DyeB

A 1 Einleitung und Motivation

Das Fundament der Arbeit wurde 2006 (DFG-Antrag) bestehend aus einem chemischen und
einem medizinisch/physiologischen Teil gelegt, mit der Zielrichtung, a) weitere Substanzklassen zu
finden, die b) agonistisch oder antagonistisch und c) moglicherweise {iber verschiedene Bindgungs-
stellen an der rezeptiven SUR-Untereinheit des K arp-Kanals binden und wirken. Solche Neusyn-
theseansitze flihren bekanntermallen zu einer Fiille von Substanzen mit sehr unterschiedlicher
Affinitét, insbesondere auch solchen, die nur eine geringe Affinitét fiir die Zielstruktur aufweisen.

Als Screeningverfahren konnte das etablierte Verfahren der Radioligandbindung nur einen Teil
([*H]-P1075-Bindung am SUR2B-Subtyp des Kanals) abdecken, da fiir den SUR1-Subtyp nur der
Antagonist-Ligand [*H]-Glibenclamid verfiigbar ist, welcher es aufgrund seiner hohen allosteri-
schen Potenz nur sehr eingeschrinkt erlaubt, Agonistwirkungen zu messen. Als alternatives Verfah-
ren wurde die in wunserer Arbeitsgruppe seit Jahren erforschte Fluoreszenz-Technik
weiterentwickelt, die zuerst nur fiir den klassischen Membranpotentialmarker DiBAC4(3) (hiermit
wurde die Mehrzahl der Experimente im Hauptteil der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt) verfiigbar
war. Zwei bis drei Jahre nach Erstpublikation der Daten (Lachenicht et al., 2009; Fischer et al.,
2010) mit der Beschreibung neuer Wirkmolekiile fiir den K arp-Kanal bot sich aufgrund der mittler-
weile als Routineverfahren etablierten Fluoreszenz-Lichtmessung mit dem Membran-
potentialmarker DyeB (DisBAC,(3); R7260, Molecular Probes) die Moglichkeit, nicht nur die viel,
sondern auch die wenig versprechenden neuen Substanzen (wie mit der DiBAC4(3)-Fluoreszenz
gescreent) nochmals mit dem tiiberlegenen Verfahren der DyeB-Fluoreszenz zu vermessen. Dieses
ist allgemein weniger sensibel fiir Storungen der Fluoreszenz-Lichtmessung und geeignet als Besta-
tigungstest der durchgefiihrten DiBAC4(3)-Versuche.

Als einer der Hauptsubstitute der Derivate der vorliegenden Arbeit wurde die Thioamid-Gruppe

gewdhlt, die der japanischen Entwicklungssubstanz KC399 zu einer iiberlegenen Affinitdt mit Kp-
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Werten < 1 nM (Kap. 3.1.3) verholfen hatte. Verbunden mit der Wahl der chemischen Grundkorper
(Benzo-Thiadiazin, -Furan, -Thiophen, -Thiazol) und der Thioamid-Gruppe war eine gewisse Wahr-
scheinlichkeit gegeben, farbige Substanzen zu erhalten, die bei niedriger Affinitit die Fluoreszenz-
Lichtmessungen storen konnen. Da allerdings niederaffine Substanzen als Entwicklungssubstanzen
nur von eingeschrinkter Bedeutung sind — sie fallen durch das Screening-Raster und es wird ver-
sucht die chemische Synthese in Richtung hoherer Affinitét zu lenken — erschien das Risiko (St6-
rung der Fluoreszenz-Lichtmessung durch niederaffine Substanzen) beherrschbar.

Ziel der durchgefithrten Membranpotentialmessungen mittels Fluoreszenz in der vorliegenden
Arbeit ist die Erfassung der spezifischen Wirkung von Testsubstanzen am Karp-Kanal, welche zu
einer Anderung des Membranpotential fiihrt. Davon abzugrenzen sind potentielle unspezifische
Effekte durch andere Zellstrukturen oder durch die zu untersuchende Substanz selbst herbeigefiihrte
Storungen des Messaufbaus z.B. durch Fluoreszenzloschung, sog. ,,Quenching®.

Um diese unspezifischen Effekte zu erfassen, wurden zusitzlich zu den in Kapitel 3 dargestellten
eigentlichen Untersuchungen auch an den Wildtyp-Zelllinien der CHO-(SURI1/Kir6.2)- und
HEK293-(SUR2B/Kir6.2)-Zellen (nachfolgend ,,CHO-WT* bzw. ,,HEK293-WT genannt) Fluores-
zenzversuche unter folgenden Kernaspekten durchgefiihrt:

* Ausschluss relevanter, spezifischer Karp-Kanalwirkungen an den Wildtyp-Zelllinien zur
isolierten Betrachtung subtypspezifischer K arp-Kanalwirkungen in transfizierten Zellen.

* Erfassung unmaskierter Storeffekte durch Bindung an unspezifische Zellstrukturen (d.h.
nicht Sulfonylharnstoffrezeptoren) und/oder die Stérung des Messprinzips durch Quen-

ching-Effekte der eingesetzten Testsubstanzen.

A 2 Ergebnisse und Diskussion

A 2.1 Ausschluss spezifischer Kare-Kanalwirkungen an Wildtyp-Zelllinien

Um eine mogliche Storung des Messaufbaus durch eine endogene Expression von Katp-
Kanilen in transfizierten CHO-(SURI1/Kir6.2)- und HEK293-(SUR2B/Kir6.2)-Zellen zu erfassen,
wurden Versuche mit hochaffinen und hochselektiven K arp-Kanalliganden an den Wildtyp-Zellli-
nien durchgefiihrt.

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte mit 0.125 mg/ml DyeB analog zu dem in Kapitel 2.5.4

beschriebenen Messverfahren zur Membranpotentialmessung mittels Fluoreszenz. Zusétzlich wur-
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den parallel zu den Wildtyp-Zelllinien auch transfizierte Zellen in separaten 12-well-strips gesiedelt
und zeitgleich untersucht, um die Wirkung der verwendeten Testsubstanzen und deren erfolgreiche
Losung im physiologischen Puffer zu bestétigen. Fiir HEK293-(SUR2B/Kir6.2)-Zellen und deren
Wildtyp-Zelllinie wurden die Karp-Kanalagonisten Bimakalim und P1075 in einer maximaleffekti-
ven Konzentration von 5 uM bzw. 10 uM eingesetzt. Fiir CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen und deren
Wildtyp-Zelllinie wurde NNC414 in einer maximaleffektiven Konzentration von 30 uM (vgl.
Kap. 3.1.2) verwendet.

Abb. Ala demonstriert die (fehlende) Wirkung der beiden potenten K arp-Kanalagonisten Bima-
kalim und P1075 an HEK293-WT-Zellen: die gemessene Fluoreszenzidnderung an HEK293-Wildty-
pzellen, ldsst sich — absolut betrachtet — in die GroBenordnung von Schwankungen der Kontrolle
einordnen. Fiir das Benzothiadiazin Diazoxid wurden geringe Effekte an HEK293-WT-Zellen
gefunden.

Um diese geringen Effekte zu quantifizieren und deren Einfluss auf durchgefiihrte Messungen
abzuschitzen, wurden die Effekte an Wildtypzellen (unter Beriicksichtigung von kanalspezifischem
Basalwert sowie Ausgangsfluoreszenz (Labelhohe) der jeweiligen Messung) in Relation auf eine
durchschnittliche Fluoreszenzénderung durch einen maximal hyperpolarisierenden Stimulus von
2 uM Bimakalim bezogen. Mit diesem Verfahren wurde der durch Diazoxid hervorgerufene Effekt
an HEK293-Wildtypzellen auf ca. 2 % (n=12) eines maximal hyperpolarisienden Effektes an
HEK?293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen geschitzt; die Effekte von Bimakalim und P1075 auf <1 %.

Tab. A-1: Fluoreszenzeffekte (E%) an HEK293-Wildtyp-Zellen und HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen

Testsubstanz [uM] Wildtyp SUR2B/Kir6.1
E% + SD E% + SD
Bimakalim 5 0.8 £3.4 (60) 96.6 +9.8 4)
P1075 10 -0.3 £1.9 4) 98.7 £+ 1.7 3)
Diazoxid 200 1.9 £4.8 (12) 939 +2.8 )

positive E%-Werte bedeuten einen Effekt im Sinne einer Hyperpolarisation; neg. i. S. einer Depolarisation

Zusitzlich wurde fiir Bimakalim in Abb. A2 exemplarisch demonstriert, wie die sukkzessive
Steigerung der Konzentration von Bimakalim (von 1 nM bis 4 uM) zu einer entsprechenden Wir-
kung an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen fiihrt, wiihrend keine Anderung der Fluoreszenzintensitit
an HEK293-WT-Zellen zu beobachten ist.

Die gleiche methodische Vorgehensweise mit vergleichenden Fluoreszenzmessungen an CHO-

(SURI1/Kir6.2)-Zellen und deren Wildtyp-Zelllinie ergab fiir 50 pM NNC414 etwa 3% Effekt; fiir
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200 uM Diazoxid wurden ca. -7 % (d.h. 7 % Effekt im Sinne einer Zunahme der Fluoreszenzinten-

sitit, welche aufgrund des agonistischen Charakters von Diazoxid am SURI als unspezifisch fiir

den K arp-Kanal gewertet werden kann). Fiir CHO ist ein Beispielexperiment in Abb. A3 demons-

triert; Messergebnisse finden sich in Tab. A-2.

Tab. A-2: Fluoreszenzeffekte (E%) an CHO-Wildtyp-Zellen und CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen

Testsubstanz (uM] Wildtyp SUR1/Kir6.2
E% + SD E% + SD
NNC414 50 3.0 £4.1 (36) 992 +1.6 (47)
Diazoxid 200 -7.0 £4.0 (14) 925 1.7 (2)

positive E%-Werte bedeuten einen Effekt im Sinne einer Hyperpolarisation; neg. i. S. einer Depolarisation
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Abb. A1: Vergleich der Anderung der Fluoreszenzintensitat durch Standard-Agonisten an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit der an untransfizierten Wildtyp-Zellen und der an blockierten Kare-Kanalen.

Es wurden die hochaffinen Karp-Kanal-Offner Bimakalim, P1075 und KC399, sowie die niederaffine
Muttersubstanz der Benzo-Thiadiazine, Diazoxid, fur diesen Test ausgesucht. Die mit Standardverfahren
kultivierten Zellen wurden mit 0.125 mg/ml des Membranpotentialmarkers DyeB (DisBac+(3); membrane
potential dye R7260, Molecular Probes) ca. 90 — 120 min bis zum Erreichen des Labelgleichgewichtes
markiert. Danach wurden die einzelnen Kandle (12 Stick) eines Fluoreszenz-Detektors fir DyeB
abgeglichen und die in DyeB/Pufferldsung vorverdiinnten Liganden injiziert (mit ,Agonist markierter
Zeitpunkt). Nach ca. 20 min erfolgt als maximal hyperpolarisiender Stimulus eine weitere Injektion von
20 yM Bimakalim. Weiterhin wurde ein Teil der Kanale der HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen 30 Minuten vor
der ersten Injektion mit 10 yuM Glibenclamid effektiv blockiert, so dass keine Agonistwirkung mehr erwartet
werden konnte.

Mit den hochaffinen Kare-Kanal-Offnern Bimakalim, P1075 und KC399 beobachtet man weder am Wildtyp
(a) noch an den geblockten Kare-Kanadlen (b, oben) eine Wirkung, wahrend an nicht-blockierten Kare-
Kanalen (b, unten) eine maximale Hyperpolarisation gemessen wird. Mit der niederaffinen Substanz
Diazoxid, die in der hohen Konzentration von 200 uyM eingesetzt wurde, beobachtete man eine kleine,
nicht-Karp-spezifische Wirkung an blockierten Kare-Kanalen (b, oben).
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Abb. A2: Vergleich der Wirkung von Bimakalim an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit der an
untransfizierten Wildtyp-Zellen im Membranpotential-Test mit DyeB.

Bimakalim Ubt seine Wirkung mit hoher Affinitdt (ECso ~ 16 nM) an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-
Zellen (b) aus. An Wildtyp-Zellen ist kaum eine Wirkung bis 4 uM zu beobachten. Zur Normierung
der Effekte an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen auf einen agonistischen, hyperpolarisierenden
Maximalstimulus wurden in dieser Untersuchungsreihe jeweils 2 yM Bimakalim verwendet,
welche eine maximale Hyperpolarisation und zugleich keine relevante Anderung der
Fluoreszenzintensitat an Wildtyp-Zellen auslost.
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Abb. A3: Vergleich der Anderung der Fluoreszenzintensitat durch etablierte Standard-Agonisten
an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen mit der an untransfizierten Wildtyp-Zellen

Als Karp-Kanal-Offner wurden das Thieno-Thiadiazin NNC414 sowie das Benzothiadiazin
Diazoxid in jeweils maximal wirksamer Konzentration gewahlt.

Fir NNC414 wurde an CHO-Wildtypzellen (a) keine relevante Fluoreszenz-Anderung gemessen.
Das niederaffine Diazoxid bewirkte in der hohen Konzentration von 200 yM an CHO-Wildtypzellen
eine leicht hdhere Fluoreszenzintensitat, welche im Verhaltnis zu der in (b) dargestellten Wirkung
an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen gering erscheint.
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A 2.2 Demaskierung unspezifischer Kare-Kanalwirkungen an HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)- bzw. CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen durch Glibenclamid

Um eine Korrektur der Gesamtwirkung um die nicht Karp-Kanal-mediierte Wirkung zu
ermoglichen, wurden in einem zweiten Schritt die Karp-Kanéle an transfizierten Zellen durch eine
hohe Konzentration des fiir den Sulfonylharnstoffrezeptor spezifischen Sulfonylharnstofts Gliben-
clamid blockiert. Dieses Vorgehen ermoglicht die zeitgleiche Erfassung von Fluoreszenzsignalen an
HEK?293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen unter drei Bedingungen:

1. Vorinkubation der Zellen eines Messkanals mit Glibenclamid 30 Minuten vor Beginn der
eigentlichen Messung der Fluoreszenzeffekte durch die zu untersuchende Testsubstanz. Die
eingesetzte Glibenclamid-Konzentration zur Blockade spezifischer Effekte am K arp-Kanal
betragt 10 uM an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)- und 1 uM an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen.

2. Vergleichskanal ohne Glibenclamid-Vorinkubation zur Erfassung eines potentiellen Misch-
effekts der zu untersuchenden Testsubstanz (bestehend aus unspezischer und spezifischer
Wirkung).

3. Maximalhyperpolarisiernder Effekt durch einen etablierten Karp-Kanalagonisten. Hierfiir
wurden 2 uM Bimakalim fiir Untersuchungen an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen bzw.
30 uM NNC414 fiir Untersuchungen an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen eingesetzt.

Durch die Verwendung einer einheitlichen Zelllinie (ndmlich der transfizierten) fiir beide Mes-
sungen — d.h. der Kontrollmessung in Gegenwart von Glibenclamid (F,s, nicht-spezifische Fluores-
zenz) und der Effekt-Messung in Abwesenheit von Glibenclamid (Feor = Fs + Fns) — ergibt sich die
Moglichkeit, die K arp-Kanal-spezifische Fluoreszenz (Fs = Fiot — Fns) zu ermitteln. Zugleich wer-
den potentielle Schwierigkeiten bei der Verrechnung von Fluoreszenzwerten von Wildtyp-Zellen
versus transfizierten Zellen — wie unterschiedliche Zelldichten, fehlende Normierung des Signals an
Wildtyp-Zellen iiber K arp-Kanal-Stimuli — ausgeschlossen.

Abb. A-1 (b, oben) zeigt ein Originalexperiment, welches die bereits am Wildtyp gefundenen
Ergebnisse fiir die Karp-Kanalagonisten P1075, Bimakalim und Diazoxid an HEK?293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen in Gegenwart von Glibenclamid bestitigt (vgl. Tab. A-1 und A-3).
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Tab. A-3: Fluoreszenzeffekte (E%) an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen fir Standard-Kare-Kanalagonisten

A B A: (B-A)
[uM] SUR2B/Kir6.1 SUR2B/Kir6.1 SUR2B/Kir6.1
E% =+ SD (n) E% =+ SD (n) E% + SD (n)

Vorbehandlung mit

10 uM Glibenclamid
Bimakalim 2 07 £26 (@4 | 954+10 (4 973 £8.1 (4
P1075 20 12439 (3) | 98907 (3) 97.7 £54  (3)
KC399 1 64 £6.1 (2) | 976 £03 (2) 912 £65 (2)
Diazoxid 200 8207 (2) | 939 +28 (2) 857 £2.1  (2)

positive E%-Werte bedeuten einen Effekt im Sinne einer Hyperpolarisation; neg. i. S. einer Depolarisation

Auch die Fluoreszenzeffekte von NNC414 und Diazoxid an CHO-(SUR1/Kir6.2) unter der Blo-
ckade der K arp-Kanéle mit 1uM Glibenclamid dhneln den gefundenen Wildtypeffekten (vgl. Tab.
A-2 und A-4). Diazoxid zeigt in diesem Versuchsaufbau jedoch in einer Konzentration von 200 pM
mit durchschnittlich 6.2 % (n=3) eine leicht hyperpolarisierende Wirkung, die fiir die Konzentration
von 25 uM (entspricht etwa der ECs) bereits auf < 2 % fallen.

Tab. A-4: Fluoreszenzeffekte (E%) an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen fir NNC414 und Diazoxid

A B A: (B-A)
[uM] SURI/Kir6.2 SURI/Kir6.2 SURI/Kir6.2
E% + SD (n) E %+ SD (n) E %+ SD (n)

Vorbehandlung mit
1 uM Glibenclamid

NNC414 30 46 £48 (3) 954 £1.0 (3) 90.8 £54  (3)
Diazoxid 25° 19 £19 (3) 584 £79 (3) 565 £82 (3
Diazoxid 200 62 +14 (3) 925 +1.7 (3) 863 £22  (3)

positive E%-Werte bedeuten einen Effekt im Sinne einer Hyperpolarisation; neg. i. S. einer Depolarisation
@ entspricht ca. der ECso

Da selbst fiir potente K arp-Kanalagonisten in hoher Konzentration an beiden Wildtyp-Zelllinien
keine bis nur geringe (< 3 %) Fluoreszenzidnderungen (im direkten Vergleich zu den in der vorlie-
genden Arbeit vewendeten transfizierten Zellen) gemessen wurden, kann ein Storeinfluss durch
endogen exprimierte Karp-Kanéle oder andere mit dem Sulfonylharnstoffrezeptor interagierende
und bereits in den Wildtyp-Zelllinien vorhandene (endogene) Strukturen als dullerst gering bewertet
werden. Auch die Beeinflussung der Messung der Wirkung an einem bestimmten Kgarp-Kanal-
Subtyp (hier SUR1/Kir6.2 bzw. SUR2B/Kir6.1), durch die gleichzeitige endogene Expression eines
anderen Subtyps, ist mit dem verwendeten Verfahren fiir beide verwendeten transfizierten Zellsys-

teme sehr unwahrscheinlich.
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A 2.3 Untersuchung unspezifischer Effekte von Kare-Kanal-Agonisten an Wildtyp-
Zelllinien

Die systematische Untersuchung auf unspezifische Storeffekte durch neu synthetisierte Katp-
Kanalliganden erfolgte zunichst durch zwei ,,Screening®-Versuche: hierzu zéhlten wie im vorange-
henden Kapiteln sowohl vergleichende Versuche mit transfizierten HEK293-(SUR2B/Kir6.1)- bzw.
CHO-(SURI1/Kir6.2)-Zellen und deren Wildtyp-Zelllinien (Kap. A2.1), als auch Versuche zur
Demaskierung unspezifischer Effekte durch die Blockade von Karp-Kanélen mit Glibenclamid an
transfizierten Zellen (Kap. A2.2) jeweils fiir eine Konzentration von 25 uM durchgefiihrt. Die
Ergebnisse dieser beider Versuchstypen finden sich in den Tabellen A-5 bis A-14 gelistet. Fiir Sub-
stanzen mit einem relevanten unspezifischen Effekt wurde zur Bewertung dieses Effekts eine

zusétzliche Dosiswirkungskurve erstellt.

A 2.3.1 Benzothiadiazin-Derivate

Stellvertretend fiir diese Substanzgruppe wurden insbesondere die Diazoxid-Derivate AF51 und
AF41 in mehreren Konzentrationen untersucht. Abb. A4a demonstriert fiir AF51 in einer Konzen-
tration von 25 uM an HEK293-WT-Zellen einen geringen unspezifischen Fluoreszenzeffekt von ca.
8 %, welcher durch die Blockade der Karp-Kanéle in Gegenwart von 10 uM Glibenclamid mit ca.
8.8 % Effekt an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen bestétigt wird; kleinere Konzentrationen von ca.
6.4 uM AF51 weisen bereits keinen unspezifischen Storeffekt mehr auf (Abb. A4b). Auch an CHO-
Wildtyp- bzw. CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen war nur ein kleiner unspezifischer Effekt fiir eine Kon-
zentration von 25 uM AF51 nachweisbar (Abb. AS).

Wie flir AF51 konnten fiir beinahe alle Benzothiadiazine in der Konzentration von 25 puM nur
geringe Effekte an HEK293- und CHO-Wildtyp-Zellen von vereinzelt bis zu 12 % gefunden wer-
den. Das Diazoxid-Derivat AF41, substituiert mit einem Methyl-Phenylrest in Position 3', stellt eine
Besonderheit dar: Abb. A6 demonstriert den unspezifischen Effekt von AF41 an HEK293-WT-
Zellen, welcher mit etwa 32.3 % an HEK293-WT, 37.2 % an HEK293-(SUR2B/Kir6.1), 19.9 % an
CHO-WT und 29.8 % an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen jeweils zu den hochsten gemessenen unspezi-
fischen Storeffekten (einhergehend mit einer Abnahme der Fluoreszenzintensitét) aller untersuchten
Substanzen zdhlt. Das strukturdhnliche Derivat AF42 (ohne Briicken-C-Atom zwischen Thiadiazin-
Ring und Phenyl-Rest) zeigte interessanterweise weder an HEK293-WT noch an CHO-WT-Zellen
einen ausgepréigten unspezifischen Effekt. Die Messergebnisse aller untersuchter Benzothiadiazine
sind in den Tabellen A-5 und A-6 dokumentiert.

Um die Auswirkung der unspezifischen Wirkungen auf bisher erhobene Ergebnisse néher zu bewer-

ten, wurden fiir AF51 und AF42 zusidtzlich neue Dosiswirkungskurven an HEK293-
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(SUR2B/Kir6.1)-Zellen erstellt. Abb. A4b demonstriert das Vorgehen, die spezifische Wirkung
unterschiedlicher Konzentrationen von AF51 jeweils in einem Messkanal mit Glibenclamid zu blo-
ckieren, wéahrend in einem Nachbar-Messkanal eines 12-well-strips der Mischeffekt aus spezifischer
und unspezifischer Wirkung erfasst wird. Aus der fiir jede Konzentration erfassten Differenz beider
Messergebnisse — im Sinne einer Abschédtzung der mindestens vorhandenen spezifischen Wirkung —
wurden Dosiswirkungskurven erstellt. Fiir AF51 wurde in dieser Untersuchungsreihe ein im Ver-
gleich zur Vorevidenz hoherer pECso-Wert erzielt, welcher in einer Nachmessung mit DyeB an
HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen (ohne Glibenclamidblockade) bis auf die zweite Nachkomma-
stelle bestdtigt wurde (Abb. A7; Tab. A-7). Durch die Nachmessung konnte zugleich gezeigt wer-
den, dass geringe unspezifische Effekte (hier ca. 8 %) keinen Einfluss auf die Schitzung des pECso-
Wertes haben, wenn dieser in einem Konzentrationsbereich liegt, welcher keine unspezifischen
Effekte aufweist.

Umgekehrt wire fiir AF41 als Extrembeispiel mit einem unspezifischem Effekt von ca. 30 % in
einer Konzentration von 25 uM eine drastische Verdnderung des pECso-Wertes zu erwarten (Abb.
A6). So fiihrt die Einrechnung eines unspezifischen Effekts zu einer Anderung des pECso-Wertes
um 0.3-Logeinheiten auf ca. 5.2 (-log M) (Abb. A7; Tab. A-7). Dieser Abfall der relativen Wirk-
starke fiihrt jedoch zu keiner Neubewertung der Substanz im Rahmen der vorliegenden Arbeit, da
sie zum einen weiterhin durch eine moderat hohere relative Wirkstirke im Vergleich zu Diazoxid
und hoher Selektivitdt (wahrscheinlich sogar unterschétzt hoher Selektivitit aufgrund eines iiber-
schitzt hohen pECso-Wertes von AF41 an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen) charakterisiert ist.

Zum anderen sei fiir die korrekte Interpretation der ermittelten pECso-Daten an dieser Stelle darauf
hingewiesen, dass es sich bei dem unter Glibenclamid-Blockade ermittelten unspezifischen Effekts
nicht zwingend um einen additiven Effekt handeln muss, d.h. dass die Summe aus spezifischem und
unspezifischem Effekt nicht den ohne Blockade ermittelten Effekt darstellt; vielmehr konnte es sich
um {iiberlagernde Effekte handeln, so dass die durchgefiihrte Differenzbildung den spezifischen
Effekt am K arp-Kanal moglicherweise unterschétzt. So zeigt beispielsweise Abb. A6b fiir AF41 an
HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen eine Sittigung des Maximaleffektes von 12.5 und 25 uM auf dem
gleichen Signalniveau wie eine maximaleffektive Hyperpolarisation von 2 pM Bimakalim, ohne
dass hier erkennbar ist, dass sich beide Kurven um die zusétzliche unspezifische Wirkung voneinan-
der oder von der Bimakalim-Kontrollwirkung unterscheiden. In gleichem Malle wie der bisher mit
DiBAC4(3) ermittelte pECso-Wert aufgrund von evtl. vorhandenen unspezifischen Effekten als zu
hoch bewertet wurde, so kann der in diesem Kapitel bestimmte pECso-Wert durch Annahme eines
additiven Modells bei der Berechnung von pECso-Werten als zu gering bewertet werden; der

,wahre* Wert ist wahrscheinlich zwischen beiden Schéitzungen einzuordnen.
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Abb. A4: Vergleich der Anderung der Fluoreszenzintensitat des Diazoxid-Derivates AF51 an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit der an untransfizierten Wildtyp-Zellen und der an blockierten Kare-Kanalen im
Membranpotential-Test mit DyeB.

Die hohe Konzentration von 25 uM Ubt eine nicht-Kare-spezifische Wirkung aus (vgl. Wildtyp-Zellen mit den
blockierten HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen). Diese Konzentration liegt allerdings wesentlich Uber der ECso
von ca. 0.4 yM, beeinflusst also die Abschatzung der Wirkung von AF51 nicht.
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Abb. A5: Vergleich der Wirkung des Diazoxid-Derivates AF51 an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen mit der an
untransfizierten Wildtyp-Zellen und der an blockierten Kare-Kandlen im Membranpotential-Test mit DyeB.

AF51 (bt in einer Konzentration von 25 yM einen submaximalen hyperpolarisatorischen Effekt aus. In
Gegenwart einer Rezeptor-sattigenden Konzentration von Glibenclamid erscheint ein geringgradiger
Storeffekt des Fluoreszenz-Lichtmessung in hyperpolarisatorischer Richtung. An Wildtyp-Zellen induziert
die gleiche Konzentration einen geringgradigen Effekt in depolarisierender Richtung.
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Abb. A6: Vergleich der Wirkung des Diazoxid-Derivates AF41 an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit der
an untransfizierten Wildtyp-Zellen und der an blockierten Karp-Kandlen im Membranpotential-Test mit
DyeB.

Steigende Konzentrationen > 1 yM Uben sowohl an untransfizierten Wildtyp-Zellen als auch an blockierten
Karp-Kanélen eine nicht-Kare-spezifische Wirkung aus. Benutzt man die Differenz der Membranpotential-
Wirkung in Gegenwart und Abwesenheit von Glibenclamid zur Berechnung einer Dosiswirkungskurve, so
ergibt sich eine pECso von 5.21 + 0.06 (n=4), vergleichbar mit dem mittels DiIBAC4(3) bestimmten pECso-
Wert (5.55 £ 0.06; Tab.3-5). Allerdings hat das angewendete Differenz-Verfahren seine Limitationen: Die
Wirkung hoher Konzentrationen (z.B. 25 yM, rosa), die mit hohen Stoéreffekten (i.e. nicht-Karr-spezifischer
Wirkungen) behaftet sind, ergeben nach Korrektur eine geringere Membranpotential-Differenzwirkung als
die mit einer kleineren Konzentration von 12.5 yM (hellblau) bestimmte Wirkung. Zugleich zeigen die
Konzentrationen von 12.5 und 25 pM eine Sattigung auf Hohe der maximal-agonistischen Wirkung von
Bimakalim ohne eine zusatzliche additive Wirkung durch den unter Glibenclamidblockade erhobenen
unspezifischen Effekt.

Auffallig ist, dass die nicht-Kare-spezifische Wirkung von AF41 (substituiert mit Methyl-Phenyl) wesentlich
groRer war als die nicht-Kare-spezifische Wirkung (kaum nachzuweisen) von AF42 (substituiert mit
Phenyl): Offenbar spielen die kondensierten Doppelbindungen, die den mit Methyl angekoppelten
Phenylring mit dem aromatischen System der Grundsubstanz verbindet (i.e. AF41), die entscheidende
Rolle fir den rel. hohen Stéreinfluss der Substanz (AF41) auf das Fluoreszenz-Lichtverfahren.
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Tab. A-5: Fluoreszenzeffekte (E%) von 25 uM der Benzothiadiazin-Derivate an HEK293-Wildtyp- und
HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen

A B C A: (C-B)
Wildtyp SUR2B/Kir6.1 SUR2B/Kir6.1 SUR2B/Kir6.1
E% £ SD (n) E% £ SD (n) E% £ SD (n) E% + SD (n)
Vorbehandlung mit
10 uM Glibenclamid
AF56 53 +£0.6 4) 4.6 £4.8 3) 954 £1.0 (3 90.8 £54 3)
AF55 10.7 £3.9 (6) 19.2 +£49 %) 98.9 £0.7 (5 79.7 £54 %)
AF53 119 £1.7 (6) 17.5 +3.8 %) 972 £0.8 (5) 79.7 £3.6 5)
AF51 8.1 £3.5 (16) 8.8 £4.5 3) 978 £1.2 (3) 89.0 £4.1 3)
AF49 7.6 £2.3 (8) 145 £43 6) 952 £1.6 (6) 80.7 £4.5 6)
AF39 -0.8 £1.8 (6) -1.0 £1.2 3) 70.7 £84 (3) 717 £7.9 3)
AF38 6.6 £1.9 @) 9.0 £4.8 4 725 £64 (4) 63.5 £2.5 4
AF45 99 +£3.0 (10) 204 1.5 3) 909 £29 (3) 70.5 +£3.1 3)
AF42 -0.1 £6.8 4)
AF41 323 £1.1 (6) 372 £1.3 %) 946 £0.5 (5 574 +£1.8 %)
AF54 53 +£2.6 (6) 9.7 £2.0 6) 932 £1.0 (6) 83.5 £1.8 6)
AF57 8.8 £4.6 (8) 14.8 +3.1 6) 932 £0.7 (6) 783 £29 6)

positive E%-Werte bedeuten einen Effekt im Sinne einer Hyperpolarisation; neg. i. S. einer Depolarisation

Tab. A-6: Fluoreszenzeffekte (E%) von 25 uM der Benzothiadiazin-Derivate an CHO-Wildtyp- und CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen

A B C A: (C-B)
Wildtyp SURI1/Kir6.2 SURI1/Kir6.2 SURI1/Kir6.2
E% £ SD (n) E% £ SD (n) E% £ SD (n) E% £ SD (n)
Vorbehandlung mit
1 uM Glibenclamid
AF56 22 +£2.1 4 45 £35 (3) 80.0 +8.1 (3) 75.5 £10.6 (3)
AF55 54 £55 ®) 60 £36 (5 587 £81 (5 527 £5.0 (5
AF353 3.6 4.1 6) 79 £50 (4 64.0 £9.6 (4) 56.1 £86 (4)
AF51 -49 +£6.0 ©) 59 £33 (5 86.4 £3.5 (5 80.5 £3.0 (5
AF49 -11.6 £5.5 4 47 £58 (7) 7.7 £8.0 (7) 30 £27  (7)
AF39 -2.0 £6.8 (13) -0.5 £4.0 (11) -1.5 £6.8 (1) -1.0 £6.7  (11)
AF38 -1.4 +£0.7 2) 6.1 £53 (1) 48 6.1  (7) -11.0 £53  (7)
AF45 54 +£9.2 (10) 102 £39 (6) 25.0 £8.5 (6) 148 £9.3  (6)
AF42 -8.2 +5.8 (12) -1.0 £3.8 () 18.6 £9.8  (8) 196 £7.3  (8)
AF41 199 £8.2 (7 29.8 £44  (6) 350 £99  (6) 51 £6.8  (6)
AF54 33 +£73 (14) 08 £3.6 (6) 764 £13  (6) 75.7 £3.1  (6)
AF57 -11.5 £2.6 @) 68 £40 (4 3.0 £7.6  (4) -9.8 +4.1 €)]

positive E%-Werte bedeuten einen Effekt im Sinne einer Hyperpolarisation; neg. i. S. einer Depolarisation
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Abb. A7: Dosiswirkungskurven fur die Hyperpolarisation: Evaluation des Glibenclamid-
Differenzverfahrens

a) Die nicht-lineare Regressionsanalyse normierter Fluoreszenzeffekte von AF51 abziglich
eines unter Blockadewirkung von 10 uM Glibenclamid ermittelten Effekts (Fs = Fiot — Fns)
von n=3 Experimenten (d.h. n=3 je abgebildeter Konzentration) an HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen nach Gl. 17 ergab fiir eine normsteile Dosiswirkungskurve einen
pECso-Wert von 6.51 + 0.04 (-log M).

b) Die nicht-lineare Regressionsanalyse normierter Fluoreszenzeffekte von AF51 ohne
Berucksichtigung unspezifischer Effekte (F...) ergab einen pECso-Wert von 6.51 + 0.05 (-
log M).

c) Die nicht-lineare Regressionsanalyse normierter Fluoreszenzeffekte von AF41 abzuglich
eines unter Blockadewirkung von 10 uM Glibenclamid ermittelten Effektes (Fs = Fiot — Fns)
von n=3 Experimenten (d.h. n=3 je abgebildeter Konzentration) an HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen nach Gl. 17 ergab fir eine normsteile Dosiswirkungskurve einen
pECso-Wert von 5.21 £ 0.03 (-log M).
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Tab. A-7: Vergleich der pECso-Werte von DyeB- und DiBAC4(3)-Membranpotential-Tests der

Benzothiadiazin-Derivate AF51 und AF41

DyeB- Membranpotentialmessung *

DiBAC4(3)-Membranpotentialmessung

Daten wurden Tab. 3-5 (Spalte B) entnommen

PECso (-log M) (n) PECso (logM)  (n)
p (Hill slope) = 1 p (Hill slope)
AF51 6.51 +0.04 (3) 6.09 +0.02° (6)
1.42 £0.07
AF41 521 +0.03 (4) 5.55 +0.03 (6)
1.25 £0.09

* Auswertung einer normsteilen Dosiswirkungskurve mittels nicht-linearer Regressionsanalyse nach Gl. 17 auf der
Datengrundlage K arp-Kanal-spezifischer mit dem Glibenclamid-Differenzverfahren erhobener Fluoreszenzeffekte

(Fs = Ftot - Fns)-

® Aufgrund der Differenz von 0.4 Log-Einheiten zur Vorevidenz wurde eine Nachmessung der Dosiswirkungskurve an
gleichen Zellen und gleicher Substanz (ohne Beriicksichtigung unspezifischer Effekte) durchgefiihrt und fiir eine
normsteile Dosiswirkungskurve ein pECso-Wert von 6.51 + 0.05 (-log M) (n=3) geschitzt.

A 2.3.2 Benzofuran-Derivate

Im Vergleich zu den Benzothiadiazinen stellen die Benzofurane mit ihrer geringen relativen Wirk-

stirke eine deutlich kritischere Substanzgruppe dar. Die Mehrzahl der untersuchten Benzofurane
(DSL141, DSL186, DSL238, DSL184, DSL187, DSL181 und DSL217) zeigen einen niedrigen
unspezifischen Effekt (< 10%) in der Fluoreszenzmessung an HEK293- und CHO-WT. Die ausge-

pragtesten unspezifischen Effekte im Sinne einer Abnahme der Fluoreszenzintensitét zeigen die bei-

den bromierten Benzofurane DSL184 bzw. DSL187 mit ca. 20 bis 30 % sowie das Benzofuran

DSL262 (mit einer Trifluoromethyl-Gruppe in Position 5') mit ca. 20-25 % Stérwirkung.
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Abb. A8: Vergleich der Anderung der Fluoreszenzintensitat des Benzofurans DSL190 an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit der an untransfizierten Wildtyp-Zellen und der an blockierten Kare-Kanalen
im Membranpotential-Test mit DyeB.

Die Applikation des Benzofurans DSL190 fuhrt Ubereinstimmend an a) HEK293-Wildtyp- und an b)
HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit blockierten Kare-Kanalen zu einer unspezifischen Zunahme der
Fluoreszenzintensitat. Trotz dieses Storeffekts ergab die mit dem Differenzverfahren (in Gegenwart
und Abwesenheit von Glibenclamid) ermittelte (partielle) Dosiswirkungskurve flr Effekte < 25 uM eine
pECso von 4.64 £+ 0.05 (-log M), die vergleichbar mit dem mit DIiBAC4(3) bestimmten pECso-Wert
(4.72 £ 0.04 -log M; Tab. 3-7) ist.

Eine deutliche Zunahme (von bis zu ca. 35 %) der Fluoreszenzintensitdt wurde fiir das Benzofuran
DSL190 an allen untersuchten Zelllinien beobachtet. Fiir diesen unspezifischen Effekt zeigt
Abb. A8 eine Besonderheit im Vergleich zu anderen gefundenen unspezifischen Effekten (mit
Abnahme der Fluoreszenzintensitét): die Fluoreszenzintensitdt des durch Bimakalim oder NNC414
maximal-hyperpolarisierenden Stimulus ist stets um den gleichen absoluten Betrag des unspezifi-
schen Effekts nach oben verschoben. Auch fiir DSL189 konnte dieser Effekt an CHO-WT-Zellen
gefunden werden, jedoch an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen nur deutlich abgeschwécht. An HEK293-
WT-Zellen fand sich dieser Effekt nicht (Abb. A9), wahrend er an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen

vereinzelt erneut auftrat. Um eine Bewertung der gefundenen unspezifischen Wirkungen vorzuneh-
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men, wurden analog zu Kap. A3.1.1 auch fiir ausgewihlte Benzofuran-Derivate normsteile, extra-
polierte Dosiswirkungskurven an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen erstellt, in denen der unter Blo-
ckadewirkung von 10 puM Glibenclamid gemessene Fluoreszenzeftekt berticksichtigt wird
(Abb. A10, Tab. A-10). Sowohl fiir die Benzofuran-Derivate DSL.141, DSL186, DSL177 als auch
fiir die Derivate DSL189 und DSL 190 konnten die in Tabelle 3-7 mittels DiBAC4(3)-Membranpo-
tentialmessung ermittelten pECso-Werte anndhernd bestétigt werden. Fiir die Derivate DSL184 und
DSL187, beide mit einem Bromatom in Position 5' substituiert, wurde ein deutlich um eine Logein-

heit geringerer pECso-Wert gefunden.
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Abb. A9: Vergleich der Anderung der Fluoreszenzintensitit des Benzofurans DSL189 an
HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit der an untransfizierten Wildtyp-Zellen und der an blockierten
Karp-Kanédlen im Membranpotential-Test mit DyeB.

Ubereinstimmend an Wildtyp- und an HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit blockierten Karp-
Kanalen (bt das Benzofuran DSL189 nur einen geringen Storeinfluss auf die Fluoreszenz-
messung aus. Die mit dem Differenz-Verfahren (in Gegenwart und Abwesenheit von
Glibenclamid) ermittelte (partielle) Dosiswirkungskurve flr Effekte < 25 uM ergab eine pECso von
4.65 + 0.12, die vergleichbar ist mit dem mit DIBAC4(3) bestimmten pECso-Wert (4.8 + 0.03;
Tab.3-7).

Auffallig war, dass das Derivat DSL190 (Substitution mit tert-Butyl anstelle von n-Butyl in DSL189)
die Fluoreszenz-Lichtmessung starker stort, indem es offensichtlich selbst zur Fluoreszenz
beitragt (s. Tab. A-9).
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Tab. A-8: Fluoreszenzeffekte (E%) von 25 uM der Benzofuran-Derivate an HEK293-Wildtyp- und HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen

A B C A: (C-B)
Wildtyp SUR2B/Kir6.1 SUR2B/Kir6.1 SUR2B/Kir6.1
E% £ SD (n) E% + SD (n) E% + SD (n) E% + SD (n)
Vorbehandlung mit
10 uM Glibenclamid
DSL141 7.7 £4,6 (4) 6.7 +£3.6 (5 557 £7.1 (5)| 49.0 £6.2 ®))
DSL186 73 £23 (11)] 83 £36 (6)| 454+74 (6) 37.1 £68 (6)
DSL189 1.9 £45 (9)| -134+64 (3)| 566138 (3) 69.9 £192 (3)
DSL190 243 £50 (5)| -309£9.0 (4) | 644 +11.5 (4) 954 £194 (4)
DSL184 208 +48 (7) 182 +58 (4)| 427 +93 (4) 246 £88 (4
DSL187 192 +48 (7)| 305+76 (3)| 51.8+69 (3) 21.5+22 (3)
DSLI181 58 +18 (4)| -64+23 (5 34+42 (5 98 +57 (5
DSL217 58 £32 (8) 13.1£52 (7)| 299 +45 (7) 167 £34 (7)
DSL177 03+1,6 (4 50£29 (8 35,5 £10.1 (8)] 30.6 +£7.7 (8)
DSL262 149 +46 (8)| 183 3.0 (3)| 49.6+39 (3) 313 +41 (3)

positive E%-Werte bedeuten einen Effekt im Sinne einer Hyperpolarisation; neg. i. S. einer Depolarisation

Tab. A-9: Fluoreszenzeffekte (E%) von 25 uM der Benzofuran-Derivate an CHO-Wildtyp- und CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen

A B C A: (C-B)
Wildtyp SUR1/Kir6.2 SURI1/Kir6.2 SURI1/Kir6.2
E% + SD (n) E% + SD (n) E% E £ SD (n) E% + SD (n)
Vorbehandlung mit
1 uM Glibenclamid
DSL141 23471 4)| 67+75 (8| -03+97 (8) -7.0+134 (8)
DSL186 33453 (17)) 68 +06 (3) 87+75 (3) 1975 (3)
DSL189 299 +56 (8)| -58+42 (4) 45+78 (4) 103 £6.8 (4)
DSL190 356 £8.0 (8)| -133+52 (4)| 138 +88 (4) 271 +112 (4)
DSL238 34 £27 (4) : 2.1 £1.0° (6) -
DSL184 83 +4.1 (8)| 28564 (7)| 17.5+104 (7) -11.0 £13.9 (7)
DSL187 47 +42 (8)| 269+74 (5)| 23.0+72 (5) -39+68 (5
DSL181 117 £60 (12)) -47 £58 (3) 25+113 (3)] 72+54 (3)
DSL217 23 +42 (9)| 115433 (@) | 107 +50 (4) -08+29 (4
DSL177 05+83 @) 90+70 (6)| -87=*113 (6) -17.7 +17.6 (6)
DSL262 50 +38 (10)) 254 +63 (4) | 142 +13.0 (4) -11.2 £108 (4)

positive E%-Werte bedeuten einen Effekt im Sinne einer Hyperpolarisation; neg. i. S. einer Depolarisation
@ Tab. 3-7 entnommen
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Abb. A10: Dosiswirkungskurven von Benzofuran-Derivaten fiir die Hyperpolarisation unter Berlick-
sichtigung unspezifischer Effekte.an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen.

Die Ergebnisse der nicht-linearen Regressionsanalyse normierter Fluoreszenzeffekte von
Benzofuranderivaten abziglich eines unter Blockadewirkung von 10 uM Glibenclamid ermittelten Effekts
(Fs = Fiwot — Fns) an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen nach GI. 17 unter der Annahme einer normsteilen
Dosiswirkungskurve kdnnen Tab. A-10 enthommen werden.
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Tab. A-10: Vergleich der pECs,-Werte von DyeB- und DiBAC4(3)-Membranpotential-Tests ausgewahlter
Benzofuran-Derivate

DyeB-Membranpotentialmessung® DiBAC4(3)-Membranpotentialmessung
Daten wurden Tab. 3-7 (Spalte B) entnommen

PECso (-log M) (n) PECso (-log M) (n)
p (Hill slope) =1 p (Hill slope)

DSL141 4.49 £0.10 4) 4.58 +£0.02 (6)
1.16 £0.06

DSL186 4.44 +£0.07 (4) 4.65 +0.02 (6)
0.90 +0.04

DSL189 4.65 £0.06 (6) 4.81 £0.03 (6)
1.04 +£0.08

DSL190 4.64 +0.05 (5) 472 £0.04 (6)
1.49 +0.16

DSL184 3.93 £0.07 (4) 4.92 +0.04 (6)
098 +0.10

DSL187 4.12 +£0.07 (4) 494 +£0.04 (6)
0.81 +0.07

DSL217 4.04 +0.10 (4) 4.55 +0.05 (6)
0.94 +0.11

DSL177 436 +0.04 (4) 433 £0.03 (6)
1.24 +£0.11

* Auswertung einer normsteilen Dosiswirkungskurve mittels nicht-linearer Regressionsanalyse nach Gl. 17 auf der
Datengrundlage K arp-Kanal-spezifischer mit dem Glibenclamid-Differenzverfahren erhobener Fluoreszenzeffekte
(Fs = Ftot - Fns)-



224 Anhang A

A 2.3.3 Benzothiophen-Derivate

Insbesondere an HEK293-WT-Zellen wurden sowohl fiir DSL176 als auch DSL180 unspezifi-
sche Effekte > 10 % gefunden (Abb. A11; Tab. A-11); an CHO-WT dagegen nur etwa 5% (Tab. A-
12). Dennoch bestitigten normsteile, extrapolierte Dosiswirkungskurven die pECso-Wertlage beider

Substanzen an beiden transfizierten Zelllinien, auch wenn der pECso-Wert von DSL176 um

0.2 Logeinheiten niedriger geschétzt wurde (Abb A12; Tab. A-13).

a) HEK293-Wildtyp

( DSL180 2 uM Bimakalim
5 1 control
Tl
o
o
w0 N 25 yM DSL 180
10 min
b) HEK293-(SUR2B/Kir6.1)
( DSL180 2 yM Bimakalim
v 1’ control
cum
~ V10 uM
E ] Glib
4
3
DSL180 [pM]
3.0
= 64
= 12.5
K\ 250

2 M Bimakalim
10 min

Abb. A11: Vergleich der Wirkung des Benzothiophen-Derivats DSL180 an HEK 293-
(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit der an untransfizierten Wildtyp-Zellen und der an blockierten Kare-
Kanalen im Membranpotential-Test mit DyeB.

Hohere Konzentrationen von DSL180 (12.5 und 25 uM) storen die Fluoreszenz-Lichtmessung
sowohl in Wildtyp- als auch in HEK 293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen mit blockierten Kare-Kanéalen.
Benutzt man die Differenz der Membranpotential-Wirkung in Gegenwart und Abwesenheit von
Glibenclamid zur Berechnung einer partiellen Dosiswirkungskurve, so ergibt sich eine pECso von
4.77 + 0.06 (n=4), die nicht unterscheidbar ist von dem mit DIBAC4(3) bestimmten pECso-Wert
(4.80 + 0.03; Tab.3-5).
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Abb. A12: Dosiswirkungskurven der Benzothiophen-Derivate DSL176 und
DSL180 fur die Hyperpolarisation unter Berticksichtigung unspezifischer Effekte
an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen durch Blockade der Kare-Kanale mit 10 yM
Glibenclamid (Fs = Fiot — Fns).
Tab. A-11: Fluoreszenzeffekte (E%) von 25 pyM der Benzothiophen-Derivate an HEK293-Wildtyp- und
HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen
A B C A: (C-B)
Wildtyp SUR2B/Kir6.1 SUR2B/Kir6.1 SUR2B/Kir6.1
E% + SD (n) E% + SD (n) E% + SD (n) E% + SD (n)
Vorbehandlung mit
10 uM Glibenclamid
DSL176 10.3 £2.8 (10) 7.6 £6.0 (5) 605 £1.5 (5| 529 +£69 (5
DSL180 164 £2.7 (12)| 205 +3.0 (6) | 689 +2.4 (6) 483 +38 (6)

positive E%-Werte bedeuten einen Effekt im Sinne einer Hyperpolarisation; neg. i. S. einer Depolarisation

Tab. A-12: Fluoreszenzeffekte (E%) von 25 yM der Benzothiophen-Derivaten an CHO-Wildtyp- und CHO-

(SUR1/Kir6.2)-Zellen

A

B C A: (C-B)
Wildtyp SUR1/Kir6.2 SURI1/Kir6.2 SUR1/Kir6.2
E% + SD (n) E% + SD (n) E% E + SD (n) E% + SD (n)
Vorbehandlung mit
1 uM Glibenclamid
DSL176 50 £3.8 (10)) 164 £33 (5) 157 +£34 (5)| 07 =21 (5
DSL180 63 £50 (12)) 282 +62 (6) 357 %52 (6)| 7.5+46 (6)

positive E%-Werte bedeuten einen Effekt im Sinne einer Hyperpolarisation; neg. i. S. einer Depolarisation
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Tab. A-13: Vergleich der pECs-Werte von DyeB- und DiBAC4(3)-Membranpotential-Tests ausgewanhiter
Benzothiophen-Derivate

DyeB-Membranpotentialmessung® DiBAC.4(3)-Membranpotentialmessung
Daten wurden Tab. 3-9 (Spalte B) entnommen
pECso (-log M) (n) pECso (-log M) (n)
p (Hill slope) =1 p (Hill slope)

DSL176 4.59 +0.04 (5) 4.81 £0.03 )
1.28 +0.10

DSL180 477 £0.07 (5) 4.80 +0.03 (6)
1.05 +0.06

* Auswertung einer normsteilen Dosiswirkungskurve mittels nicht-linearer Regressionsanalyse nach Gl. 17 auf der
Datengrundlage K arp-Kanal-spezifischer mit dem Glibenclamid-Differenzverfahren erhobener Fluoreszenzeffekte

(Fs =Fiot— Fns)-

A 2.3.4 Benzothiazol-Derivate

Fiir Benzothiazol-Derivate wurden bereits in ersten Versuchen mit DiBAC4(3) ausgeprigte Sto-
rungen gefunden, welche dazu fiihrten, dass zunichst eine Kompetitionsbindung mit dem Radioli-
ganden [*H]-P 1075 an HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen durchgefiihrt wurde. Diese klassifizierte
die Substanzen DSL203, DSL202, DSL208, AF33, AF35, AF20 und AF22 fiir den SUR2B/Kir6.1-
Karp-Kanal als niederaffin (pECso < 4.3 -log M). Fiir Messungen an CHO-(SUR1/Kir6.2)-Zellen
wurden Membranpotentialmessungen mit DyeB jeweils fiir die Substanzkonzentration von 25 uM
durchgefiihrt und nur geringe Effekte CHO-(SUR1/Kir6.2) gefunden, welche zum grofiten Teil
unspezifischen Ursprungs sind (Tab. A-12). DSL203, DSL202, DSL208, AF33, AF35, AF20 und
AF22 konnen somit als niederaffin sowohl an HEK293-(SUR2B/6.1)- als auch CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen charakterisiert werden.

Fiir die Thiazol-Derivate AF48, AF75 und AF78 konnten keine ausgeprigten unspezifischen
Effekte an CHO-Wildtyp-Zellen festgestellt werden (Tab. A-12).
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Tab. A-14: Fluoreszenzeffekte (E%) von 25 uM der Benzothiazol-Derivate an CHO-Wildtyp- und CHO-
(SUR1/Kir6.2)-Zellen

A B C A: (C-B)
Wildtyp SURI1/Kir6.2 SURI1/Kir6.2 SURI1/Kir6.2
E% + SD (n) E% + SD (n) E% + SD (n) E% + SD (n)
Vorbehandlung mit
1 uM Glibenclamid
DSL203 41 +25 (4) | 13.0+50 (6) | 16951 (6) | 4.0 =67 (6)
DSL202 12 £3.1 (4) 42 +35 (6) | 181 £39 (6) @ 139 £52 (6)
DSL208 329 £83 (3) | 332472 (7) | 301 £9.0 (7) | -3.1£59 (7)
AF33 213425 @) | -65+80 (5) |-267+9.0 (5 | -20.1 £53 (5)
AF35 268 £50 (4) | -21.6 £55 (6) |-33.1 £4.0 (6) | -11.6 £4.8 (6)
AF20 3.7 £32 (6) 9.0 £89 (4) | 23.0 £103 (4) | 140 £2.6 (4)
AF22 74 £10 (2) | -79+40 (3) | -71+28 (3) | 07 %35 (3)
AF48 6.8 £1.7 (4) - 54 £2.1° (12) -
AF75 24 £2.0 (5) 30 +£35 (3) | -44£205 (3) | -745 £22.1 (3)
AF78 114 £82 (3) - 2.5 £5.22 (12) :

positive E%-Werte bedeuten einen Effekt im Sinne einer Hyperpolarisation; neg. i. S. einer Depolarisation
2 Tab. 3-11 entnommen
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A 4 Zusammenfassung der Kontrollversuche

Die in diesem Anhang dokumentierte Nachuntersuchung der Fluoreszenz-Wirkung der neuen
Karp-Kanal-Liganden an transfizierten und nicht transfizierten Zellen machte sich die Tatsache zu
Nutze, dass zwischenzeitlich in unserem Labor eine groere Zahl von DyeB-fahigen Fluoreszenz-
Messmaschinen entwickelt worden war, die die liberlegene Membranpotential-Messung von DyeB
nutzt.

An den korrespondierenden Wildtyp-Zellen der in der vorliegenden Arbeit verwendeten HEK293-
(SUR2B/Kir6.1)- bzw. CHO-(SURI1/Kir6.2)-Zellen konnten selbst potente Karp-Kanaloffner
(Bimakalim, P1075, NNC414) in maximaleffektiver Konzentration keine relevante Anderung (<
1% fiir 2 uM Bimakalim bzw. 20 uM P1075; < 3% fiir 20 uM NNC414) der Fluoreszenzintesitit
und somit auch keine relevante Anderung des Membranpotentials bewirken. Eine relevante Storung
der Messung von Membranpotentialinderungen durch eine endogene Expression von K atp-
Kanidlen —auch hinsichtlich einer isolierten Betrachtung fiir Wirkeffekte an einem spezifschen
K arp-Kanalsubtyp — kann somit ausgeschlossen werden.

Die iiberwiegende Mehrzahl der neu synthetisierten Karp-Kanalagonisten zeigte sowohl an
Wildtyp-Zelllinien, als auch an mit Glibenclamid blockierten Karp-Kandlen der transfizierten
Zellen, keine bis nur gering ausgeprigte unspezifische Effekte. Fiir Substanzen mit relevantem
Storeffekt (und zumeist niedriger Affinitdt) wurden zur besseren Beurteilung Dosiswirkungskurven
erstellt, in denen der unspezifische Effekt an transfizierten Zellen (unter Blockadewirkung von
10 uM Glibenclamid) beriicksichtigt wurde. Die bereits mit DiBAC4(3) ermittelten pECso-Werte
konnten selbst fiir Substanzen mit relativ ausgeprigtem unspezifischem Effekt anndhernd bestétigt
werden (AF41, DSL190). Allein fiir zwei Substanzen, die bromierten Benzofuran-Derivate DSL184
und DSL187 musste die Schitzung der pECso-Werte um eine Log-Einheit nach unten korrigiert
werden; ein Ergebnis, welches bereits im Vorfeld erwartet und entsprechend annotiert wurde.
Zusammenfassend konnten in den durchgefiihrten Nachuntersuchungen keine unspezifischen
Effekte gefunden werden, welche eine Neuinterpretation der bereits mit DiBAC4(3)-
Membranpotentialmessung erhobenen Daten, in Hinblick auf die Charakterisierung der Wirkung
der in der vorliegenden Arbeit neu synthetisierten Substanzen an CHO-(SURI1/Kir6.2)- bzw.
HEK293-(SUR2B/Kir6.1)-Zellen, erforderlich gemacht hitten.
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