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Abkiirzungsverzeichnis

cDNA Complementary DNA

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic Acid

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

ECs Effective Concentration 50 %

GABA v-Aminobuttersdure

gating Mechanismus des Offnen der Kanal-Pore

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-
ethansulfonsdure

HEK Human Embryonic Kidney

5-HT 5-Hydroxytryptamin (Serotonin)

h Stunden

(h) Human

I Induzierter Strom

I1Csq Inhibitory Concentration 50 %

kb Kilobasenpaar

m/V Masse pro Volumen

ms Millisekunden

nACh nicotinischer Acetylcholin

pPA Piko Ampere

R Resistenz

R Widerstand

S.D. Standard Deviation (Standardabweichung)

sek. Sekunden

Taq Thermophilus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA

Tris 2-Amino-2-(Hydroxymethyl)-1,3-Propandiol

Tubes Glaskapillare des Perfusionskopfes

U Unit

U Spannung

uv Ultraviolettes Licht



wt

Aminosiuren
Ala

Phe

4-Me-Phe
4-F-Phe

Ser

Tyr

mTyr

Volt
wild type (Wild-Typ)

Alanin

Phenylalanin
4-Methyl-Phenylalanin *
4-Fluor-Phenylalanin *
Serin

Tyrosin

meta-Tyrosin *

(* Aminosduren nach Beene et al. (2004))
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Anasthesie und Narkose

Die Narkose ist ein oftmals durch Anidsthetika herbeigefiihrter bewusstloser Zustand, bei dem
verstirkt Sinneswahrnehmungen abgeschaltet werden. Narkose bezeichnet einen Zustand des
reversiblen Komas.

Anidsthesie und Narkose sind weitestgehend unverstanden (Urban et al.,, 2006). Die
molekularen Effekte bzw. Wirkmechanismen, die der Narkose zugrunde liegen, sind
vollkommen unklar und in ihrer Komplexitit uniiberschaubar (Urban, 1992). Dennoch sind
Narkosen in der heutigen Zeit mit einer groflen Leichtigkeit durchzufiihren und die Mortalitét
ist bei nicht Risiko-Patienten dulerst gering: Weniger als ein Todesfall bei 200.000 Narkosen
(Urban und Bleckwenn, 2002).

Die Effekte, die der Narkose zugrunde liegen, sind duflerst komplexe Prozesse, bei dem mehr
als nur der Mechanismus eines Rezeptors im Zentralen Nervensystem eine Rolle spielt (Urban
et al.,, 1995). Die Darlegung von anéisthetischen Wirkungen deutet darauf hin, dass
Andsthetika in eine groBe Vielzahl von physicochemischen Prozessen eingreifen. Die
starksten erregbaren Prozesse sind die, die mit der Aktivitit von ligandengesteuerten
Ionenkandlen in Verbindung stehen (Richards, 1998). Postanoide-Rezeptoren sowie
Mitochondrien und der damit verbundene Energie-Stoffwechsel werden ebenfalls durch
Anisthetika beeinflusst. Diese ,,Targets” sind jedoch nicht fiir eine grofe Anzahl von
Anisthetika erforscht (Urban et al., 2006). Spezifische Effekte an ligandengesteuerten
Ionenkanélen von einigen Andsthetika sind bekannt (Formen und Miller, 1989). Es gibt einen
Zusammenhang zwischen Nervenmembran, Wirkung und Anreicherung der Anisthetika
(Mullins, 1954). Biologische Membranen bestehen hauptsidchlich aus Proteinen und
Membranlipiden. Letztere sind amphipatische Molekiile, d.h. sie verfligen iiber einen
hydrophilen und einen hydrophoben (Lipiddoppelschichten) Anteil. Wiahrend fiir die meisten
polaren (hydrophilen) Molekiile die Lipiddoppelschicht praktisch nicht permeabel ist,
passieren lipophile Substanzen die Membran (Stryer, 1999). Diese Eigenschatft stellt sich bei
der Meyer Overton-Korrelation dar. Hier wurde der Zusammenhang zwischen analgetischer
Potenz und Lipidloslichkeit in Form einer Korrelation dargestellt (Meyer, 1899; Meyer 1937;
Overton 1901). Spezifische und / oder unspezifische Wechselwirkungen der Anisthetika mit
thren Wirkungsorten werden diskutiert (Urban et al., 2006).
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1.2 Das Anisthetikum Propofol

Propofol gehort zur Stoffklasse der Hypnotika (Schlafmittel). Hierunter fallen die Narkotika
oder Anisthetika. Es gibt eine Reihe unterschiedlicher Anisthetika, die sich vollkommen in
threr molekularen Struktur unterscheiden (Urban et al., 2006) - vom einfachen Edelgas Xenon
iiber halogenierte Ether wie z.B. Halothan, Isofluran und Sevofluran bis hin zu duBerst
komplexen Strukturen wie Alfaxalon und Fentanyl. Anésthetika werden intravends injiziert
wie Propofol, das hiufigste verwendete intravendse Andsthetikum, welches um 1980 entdeckt
wurde (Langley und Heel, 1988), oder iiber einen Tubus eingeatmet wie die halogenierten
Ether. Propofol ist im klinischen Gebrauch in einer Ol-in-Wasser Emulsion geldst. Aufgrund
hoher Lipidldslichkeit ist es in dem Lipid Cremophor EL® gelost, welches unpolare
Substanzen in wiéssrigen Losungen schiitzt. Propofol wird in der Leber metabolisiert und iiber
den Harn als Glucuronid-Konjugate ausgeschieden (Trapani et al., 2000). Charakteristisch fiir
die Pharmakokinetik der Propofol-Emulsion ist eine rasche Verteilung in Blut und Gewebe.
Dies fiihrt zu einem schnellen Anfluten von Propofol und zu einer kurzen Wirkdauer.
Propofol wird oft zur Einleitung einer Allgemeinandsthesie verabreicht, bei der spéter die
Narkose mit einem halogenierten Ether fortgefiihrt wird. Man kann allerdings auch Narkosen
alleine mit Propofol durchfiihren. Die gute ,,Steuerbarkeit” der Narkose durch diesen
Arzneistoff, die geringe Kumulation im Plasma und eine gute Erholung nach der Applikation
sind Vorteile. Als dulerst positiv gegeniiber den Inhalationsethern ist das geringere Auftreten
von Ubelkeit und Erbrechen (PONV = ,Postoperative Nausea and Vomiting*) bei der
Verwendung von Propofol, was bei den Ethern ein grofles Problem darstellt (Borgeat und
Stirnemann, 1998). Nachteile sind ein relativ hohes Auftreten von Apnoe, sowie
Blutdruckabfall (Trapani et al., 2000). Das Auftauchen von Schmerz und anafylaktischen
Reaktionen erfordern oftmals eine zusétzliche Applikation von Analgetika wéhrend der
Operation.

Das Molekiil Propofol ist duBerst simpel und symmetrisch (Barann et al., 2008). Aufgebaut
aus zwei Isopropylgruppen, einer Hydroxylgruppe und einem aromatischen Benzolring (siche

Abbildung 1).

OH

Abbildung 1: Strukturformel von Propofol (2,6-Diisopropylphenol)
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Aufgrund der Einfachheit der Struktur ist Propofol ein hervorragendes Modell um

Mechanismen an ligandengesteuerten lonenkanélen zu erforschen.

1.3 Ligandengesteuerte Ionenkanile

In dieser Arbeit wurde mit zwei homopentameren ligandengesteuerten Ionenkanidlen
gearbeitet: 1.) der exzitatorische 5-HTss-Rezeptor und 2.) der inhibitorische al Glycin-
Rezeptor. Diese beiden Kanile sind Proteinkomplexe, die mit fiinf gleichen Untereinheiten
eine Pore bilden. Ligandengesteuerte Ionenkanéle (ionotrope Kanile) zeichnen sich dadurch
aus, dass sich nach der Bindung von Liganden, der Kanal (Pore) unter bestimmten
Umstdnden, durch Konformationsdnderung, 6ffnet. Die treibende Kraft, die die Ionen flieBen
lasst, ist die angelegte Spannung und der Konzentrationsgradient zwischen Extra- und
Intrazelluldrraum. lonenkandle sind permeabel und Ionenselektiv. Der 5-HTs-Rezeptor ist
permeabel fiir einwertige und zweiwertige Kationen (Na®, K, Mg*", Ca*"). Der Glycin-
Rezeptor ist, beginnend bei der stirksten Permeabilitét, selektiv fiir einwertige Anionen:
SCN, I, Br, CI', F (Bormann et al., 1987).

Man unterscheidet bei ligandengesteuerten Ionenkandlen zwischen vier empirischen
Zustinden: geschlossen, offen, geschlossen erregbar und geschlossen nicht erregbar.
Verschiedene andere Rezeptor-Zustinde werden diskutiert (Mott et al., 2001; Beato et al.,
2004).

Die Grofle des Ionenflusses hingt sowohl von der Anzahl der 6ffnenden Kanile, als auch von
der Dauer des gedffneten Zustandes ab. lonenkandle rufen oftmals charakteristische
Ionenstrome hervor. Dabei spielen ebenfalls die Art der Methode, ,,Whole Cell“- , ,,excised
Patch* (sieche Abschnitt 2.2.2) und die Konzentration des Agonisten eine entscheidende Rolle.
Der Kanal offnet / aktiviert (ton) unter Einwirkung des Agonisten sehr schnell.
Aktivierungszeiten konnen, beim 5-HTs;s-Rezeptor im ,.excised Patch®, GroBenordnungen
zwischen 5 und 20 ms haben. Der Kanal schlie§t langsamer, im Vergleich zur Aktivierung,
ebenfalls unter Einwirkung des Agonisten (Desensibilisierung, torr). Man unterscheidet
zwischen Desensibilisierung und Deaktivierung, wobei die Desensibilisierung ein SchlieBen
des Kanals ohne Agonist beschreibt. Die Desensibilisierungszeiten sind den Faktor 20 bis 50

langsamer.
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1.3.1 5-HT-Rezeptor

Berridge (1971) zeigte, die spezifische Wirkung von 5-HT (5-Hydroxytryptamin). Er
entwickelte ein Modell mit isolierten Speicheldriisen der Schmeifliege Calliphora. Die
Sekretion von Speichel beim unstimulierten Modell ist sehr langsam (0,5-1,0 nl/min), steigt
jedoch an, wenn eine geringe Konzentration von 5-HT hinzugegeben wird (40 nl/min). Wird
die Hydroxyl-Gruppe von 5-HT entfernt, ausgetauscht durch andere Gruppen (-Cl, -OCHs, -
CHs;) oder versetzt an andere Positionen im Indolring (4-, 6-), nimmt die Aktivitdt der
Speicheldriisen ab.

5-HT;-Rezeptoren kommen im peripheren und zentralen Nervensystem vor. Man nimmt an,
dass sie eine entscheidende Rolle bei Ubelkeit und Erbrechen spielen. Es ist bekannt, dass
antiemetogene Substanzen den 5-HT;a-Rezeptor inhibieren, wihrend emetogene Substanzen
dies nicht tun (Barann et al., 2006).

Der 5-HTs-Rezeptor ist ein Mitglied der ,,Cys-loop* Familie wie auch Glycin-, GABAA- und
der nACh-Rezeptor (Thompson et al., 2006) mit groBen strukturellen und funktionalen
Homologien zum nACh-Rezeptor (Thompson und Lummis, 2006). Der Agonist (5-HT)
bindet innerhalb einer Bindungstasche und setzt den Offnungs-Mechanismus in Kraft. Viel
wurde {liber die Bedeutung der einzelnen ,,loops* diskutiert. Die Liganden-Bindungsseite liegt
auf der Oberflache von zwei angrenzenden Untereinheiten und bildet sich aus den loops A bis
C (siehe Abbildung 2). Fiir eine vollstdndige Funktion des Rezeptors sind die Aminoséduren,
in den Positionen 143 und 153, essentiell (siche Abbildung 3) (Beene et al., 2004). Tauscht
man an der Position 234 die Aminosédure Tyr (wt) durch andere Aminosduren (Phe, 4-F-Phe,
mTyr, 4-Me-Phe) aus, so verdndern sich die ECsp-Werte um einem Faktor <10. Beene et al.
(2004) schlossen daraus, das die Hydroxyl-Gruppe von Tyr243 nicht essentiell ist fiir
Rezeptorfunktionen.

Entfernt man die Hydroxyl-Gruppe von Tyr143 (wt) (siche Abbildung 3) oder verldngert man
die Kettenldnge um eine weitere Methyl-Gruppe, so steigt der ECso um das 30- bis 40-fache.
Entfernt man die aromatische Gruppe oder dndert man die Position der Hydroxyl-Gruppe,
fiihrt dies zu einem 100-fachen Anstieg des ECsp-Wertes und einer zwei- bis vierfachen
Verlangsamung der Desensibilisierung (Beene et al., 2004). Die Aminsosdure Tyr143 spielt

eine entscheidende Rolle in der Rezeptorfunktion.
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Loop B Loop E

A et

Loop A

Abbildung 2: Modell von dem 5-HT;a-Rezeptor Bindungs-Domine. Gezeigt werden zwei
von fiinf Untereinheiten. Die Bindungsseite ist lokalisiert auf der Oberfliche der zwei
Untereinheiten, die die prinzipiellen Komponenten fiir Bindung bereitstellen (loop A-C) und

komplementir (loop D-F). Aus Barnes et al. (2008).

Beene et al. (2004) zeigten, dass die Aminosdure Tyrl53 des 5-HTss-Rezeptors (siche
Abbildung 3) zuziiglich entscheidend ist fiir die Rezeptorfunktion. Der Austausch des
aromatischen Rings, durch Ala oder Ser, fiihrte zu einem >100-fachen Anstieg des ECsy-
Wertes. Entfernung der Hydroxyl-Gruppe (Phe) oder Austausch der Hydroxyl-Gruppe (4-F-
Phe; 4-Me-Phe) fiihrte zu einem ~20-fachen Anstieg des ECso-Wertes. Dieses Ergebnis zeigt
die Bedeutung des aromatischen Rings und der Hydroxyl-Gruppe fiir Rezeptorfunktion.
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Abbildung 3: Das Modell zeigt die Bindung von einem 5-HT-Molekiil an einen 5-HTs3a-

Rezeptor mit den essentiellen Aminosduren, von zwei Sichtweisen. Aus Beene et al. (2004).

Die engste Stelle der Kanalpore wird durch die TM2-Segmente begrenzt (siche Abbildung 4),
bei der die negativen Ladungen der Aminosduren zum Poreninneren gerichtet sind, um so
permeabler fiir Kationen zu sein. Dennoch spielt die Engstelle bei der Leitfahigkeit nur eine
geringere Rolle, da das Portal des Zytoplasmas (siche Abbildung 4) und die dort
vorzufindende Aminosiduren-Zusammensetzung entscheidend fiir die Leitfahigkeit ist (Kelley
et al., 2003). Der 5-HTsg-Rezeptor hat eine ~13-fache hohere Leitfahigkeit als der 5-HT3a-
Rezeptor.

In der Arbeit von Mott et al. (2001) wurde gezeigt, dass die Konzentrations-Wirkungskurven
am (m) 5-HTsa-Rezeptor zwischen ,,Whole Cell*“- und ,,excised Patch® (siche Abbildung 5)
sich nicht unterscheiden (ECso = 2,0 uM), wéhrend die Kinetiken der Aktivierung und
Desensibilisierung am ,,Whole Cell-Patch® wesentlich langsamer ablaufen, in Bezug zum
»excised Patch®. Ferner wurde gezeigt, dass die Kinetik der Desensibilisierung schneller ein
Schliefen der Kanédle zulédsst, als der Prozess der Deaktivierung. Betrachtet man die
Messungen zu den Doppelpuls-Intervalle am (m) 5-HTza-Rezeptor (Aufeinanderfolgende 5-

HT-Pulse um die Zeit der Regeneration eines vollstindigen Offnens des Kanals zu ermitteln),
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so stellt man fest, dass die Zeit fiir die Regeneration bei langen 5-HT-Pulsen wesentlich
grofer ist als bei kurzen Pulsen (Trecovery 19,4 sek.; Trecovery 9,0 sek.). Dies lédsst die Vermutung
zu, dass zwei verschiedene Wege aus der Desensibilisierung existieren. Van Hooft und
Vijverberg (1996) stellten in ihrer Arbeit volle und partielle 5-HT-Agonisten dar. Wahrend
der Wirkungsgrad (ECsp) der vollen Agonisten grofBer ist, ist die konzentrationsabhidngige
Aktivierung und Desensibilisierung, bei Vordesensibilisierung durch Agonist, in umgekehrter
Reihenfolge. Setzt man diese Erkenntnis in Bezug zu der kurzen und langen 5-HT-

Applikation bei Mott et al. (2001), so ist die Idee, dass es mehrere Prozesse der

Desensibilisierung gibt, kaum noch von der Hand zu weisen.
Na

5-HT,, 5-HTyg

IRQFLEKRDETREVARDW ISNYLOTQDOTDQQOEAEW

Abbildung 4: Schematische Darstellung des 5-HT;-Rezeptors mit Angabe der TM2-
Segmente und des zytoplasmatischen Portals unterhalb der TM2-Segmente. Aus Kelley et al.
(2003).
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1.3.2 Glycin-Rezeptor

Glycin ist im Gegensatz zu 5-HT ein inhibitorischer Neurotransmitter, der sehr schnell im
Zentralen Nervensystem wirkt. Der Erregungsiibergang zwischen den Nervenzellen und das
damit Einhergehende ,,abfeuern von Neuronen, wird durch eine anwachsende Chlorid-
Permeabilitit der neuronalen Membran inhibiert (Barker und McBurney, 1979).
Glycin-Rezeptoren gehoren ebenfalls wie GABA,, 5-HTs und ACh zur ,,superfamily of cys-
loop ligand gated ion channels* (Grenningloh et al., 1987). Sie haben wie der 5-HT-Rezeptor
eine pentamere Struktur, in der die Kanal-Pore von fiinf Untereinheiten umgeben ist. Es sind
fiinf verschiedene Untereinheiten bekannt (al1-04 und B). Ein homomerer Rezeptor kann nur
von a-Untereinheiten aufgebaut sein, ein f-homomer ist nicht bekannt (Legendre, 2001). Die
homomere Form ist die vorherrschende in jungen Tieren, sie wird von af-heteromeren im
erwachsenen Stadium abgeldst (Legendre, 2001). Die Zeitkonstanten der Aktivierung sind
beim Glycin-Rezeptor wesentlich schneller als beim 5-HTs-Repeptor (Mott et al., 2001).
Betrachtet man Aniésthetika, so stellen sich unterschiedliche Effekte zwischen 5-HT- und
Glycin-Rezeptoren dar. Wahrend Propofol inhibitorisch am 5-HT-Rezeptor wirkt (Barann et
al., 2008), potenziert das intravendse Anésthetikum am Glycin-Rezeptor (Ahrens et al., 2004;
Dong und Xu, 2002). Andere Anisthetika wie Alphaxalon (Steroid-Anisthetikum) und
Isofluran (Inhalations-Anésthetikum) zeigten ebenfalls potenzierende Eigenschaften an
Glycin-Rezeptoren (Yevenes et al., 2008). Propofol sowie strukturanaloge Derivate wie 2,6-
oder 3,5-Dimethylphenol zeigten intrinsische Aktivitit an Glycin-Rezeptoren (Haeseler et al.,
2005). Dong und Xu, 2002 versuchten in ihrer Arbeit Erkenntnis iiber anésthetische
Mechanismen zu erlangen. Glycin- und GABA-Rezeptoren verursachten eine Potenzierung
der Amplitude bei klinischen Konzentrationen von Propofol (5 uM), wéhrend bei héheren
Konzentrationen es zu einer Inhibierung kam (100 uM). Die klinische Konzentration von

Propofol verlangsamte zusétzlich die Deaktivierung am Glycin-Rezeptor.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Potenzierende Substanzen an inhibitorischen Rezeptoren bzw. inhibierende Substanzen an
exzitatorischen Rezeptoren konnten Ausloser fiir Narkose und die damit oftmals
einhergehenden negativen Eigenschaften wie Ubelkeit und Erbrechen sein. 5-HT;-Rezeptoren
sind an pathologischen Zusammenhingen wie Ubelkeit und Erbrechen nach Anisthetika- und
/ oder Chemotherapie-Einsatz beteiligt. Es ist bekannt, dass 5-HTs-Inhibitoren positive
Eigenschaften haben, in Bezug auf Ubelkeit und Erbrechen, wie Propofol (Barann et al.,
20006).

Primires Ziel dieser Arbeit ist es, ausgehend vom Anésthetikum Propofol, die Wirkungsweise
bzw. die Wirkungsmechanismen dieses einfachen Strukturmodells zu verstehen. Um zu
begreifen, was Propofol verursacht und welche Struktur dieses Molekiils fiir welchen
Mechanismus verantwortlich ist, wurden strukturanaloge Derivate untersucht. Propofol wurde
zerlegt und durch funktionelle Gruppen modifiziert. So konnte eine sehr umfassende Studie
iiber molekulare Mechanismen von Phenol-Derivaten dargestellt werden. Da man weil3, dass
diese Substanzen postsynaptisch sehr schnell wirken, wurden -elektrophysiologische
Untersuchungen, Mithilfe eines schnellen Losungsaustausch-Systems, an Liganden
gesteuerten lonenkanidlen durchgefiihrt.

Ein weiteres Ziel bestand darin, neben dem exzitatorischen homopentameren (h) 5-HT;3a-
Rezeptor einen inhibitorischen homopentameren (h) al Glycin-Rezeptor stabil in HEK 293
Zellen zu etablieren und elektrophysiologisch zu charakterisieren. AnschlieBend sollten die
Mechanismen der Propofol-Derivate an diesem Rezeptor ebenfalls elektrophysiologisch
untersucht werden.

Molekulare Mechanismen sollten an exzitatorischen und inhibitorischen Rezeptoren unter
gleichen Bedingungen (beide Rezeptoren stabil transfiziert in HEK 293 und Homopentamere)

untersucht werden, um so mogliche grundlegende Unterschiede herauszustellen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien:

2.1.1 Verbrauchsmaterial und Reagenzien

Verbrauchsmaterial und Reagenzien

Anilin (HCI)

Benzene

4-n-Butylphenol *
2-tert.-Butyl-6-Methylphenol *
Borosilikat-Glaskapillaren
Calciumchlorid
Chlorbenzene

m-Cresol

0-Cresol

p-Cresol
1,2-Diethylbenzene *
2,6-Diethylphenol *
2,6-Diisopropylanilin *
1,3-Diisopropylbenzene **
2,5-Diisopropylphenol *
2,6-Dimethylphenol *
2,5-Dimethylphenol *
3,5-Dimethylphenol *
Dulbecco’s Modified Eagle Medium(DMEM)
EGTA
Ethylbutylthiobarbital
2-Ethylphenol *
2-Ethyl-6-Methylphenol *
3-Ethylphenol *
4-Ethylphenol *
Fluorobenzene

Fotales Kélberserum

Hersteller

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Alfa Aesar, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Steinheim
World Precision Instruments, FL, USA
Merck KGaA, Darmstadt
Fluka, Steinheim

Fluka, Steinheim

Fluka, Steinheim

Fluka, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim
Astra Zeneca, Wedel
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Alfa Aesar, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Biochrom AG, Berlin
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Geneticin (G418)
HEPES (9105.3)
HEK 293 Zelllinie
2-Isopropylanilin *
Isopropanol
2-Isopropylbenzenethiol *
2-Isopropylphenol *
3-Isopropylphenol *
4-Isopropylphenol *
Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid
Klonzylinder
Kulturflaschen
Magnesiumchlorid
Methanol

Natriumchlorid

2-Naphthol *
Natriumhydrochlorid-Losung

Nitrogen

Paneticin

Pentobarbital

4-n-Pentylphenol *

Petrischalen (35 mm Durchmesser)
Phenol
Penicillin-Streptomycin-Glutamin (PSG)
Propofol (2,6-Diisopropylphenol) *
2-Propylphenol *

3-Propylphenol *

4-Propylphenol *

2-tert.-Butylphenol *

Thiophenol

Thymol (5-Methyl-2-[1-methylethyl]phenol

Serotonincreatininsulfatkomplex

Sigma Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH + CO.KG, Karlsruhe
Pharmakologisches Institut, Bonn
ABCR

Merck, KGaA, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma Chemical CO, St.Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, Steinheim

Nunc, Wiesbaden

Sigma Aldrich, Steinheim
Riedel-de Haen Seelze

KMF Laborchemie Handels GmbH,
Lohmar

Sigma Aldrich, Steinheim
Hedinger, Stuttgart

Linde, Hollriegelskreuth

Biotech GmbH, Aidenbach

Sigma Aldrich, Steinheim

Alfa Aesar, Karlsruhe

Nunc, Wiesbaden

Sigma Aldrich, Steinheim

Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe
RBI, Natick, MA, USA

Sigma Aldrich, Steinheim

Alfa Aesar, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Sigma Aldrich, Steinheim
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Silberdrahte Science Products GmbH, Hofheim
Strychnin / Strychnin 2H,0 Roth, Karlsruhe

2.1.2 Oligonukleotide und Enzyme

Oligonukleotide (MBI):

Gly R s (Sequenzierung) tctttgagtggcaggaacagg

Gly R as (Sequenzierung) tagtaacccatctgecgetee
Primer s fiir EcoRI attagaattccaggtctggacgctctec
Primer as fiir Xbal attatctagatgtgctattcccacgttcc
Enzyme:

Restriktionsendonukleasen MBI Fermentas

Taq DNA-Polymerase MBI Fermentas
T4-DNA-Ligase Roche, Invitrogen

2.1.3 Medium, Puffer und Losungen

2.1.2.1 Medium Zellkultur:

DMEM-Nutrix F12 ohne Glutamin (Gibco)
10 % fotales Kédlberserum; inaktiviert bei 57° C fiir 30 min
1 % (PSG): 10.000 E Penicillin
10.000 mg Streptomycin
29,2 mg Glutamin
3 % Sodiumbicarbonat

1,5 % Panecitin

2.1.2.2 Puffer fiir die ,,Patch Clamp”-Experimente:

a) Extrazelluldre Pufferlosung (ECS) in Aqua bidest.
150 mM Natriumchlorid (NaCl)
1,8 mM Calciumchlorid (CaCl)
1 mM Magnesiumdichlorid (MgCl,*6 H,O)
10 mM HEPES
5,6 mM Kaliumhydroxid (KOH)
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Um einen physiologischen pH-Wert von 7,45 zu erhalten, wurde dieser je nach Bedarf mit
1 M Salzsédure oder 1 M Natriumhydroxid eingestellt.
b) Intrazelluldre Pufferlosung (ICS) geldst in Aqua bidest.
140 mM Kaliumchlorid (KCI)
5 mM Magnesiumdichlorid (MgCl,)
10 mM HEPES
10 mM EGTA
1,9 mM Kaliumhydroxid (KOH)
Um einen physiologischen pH-Wert von 7,3 zu erhalten, wurde dieser je nach Bedarf mit 1 M

Salzsdure oder 1 M Kaliumhydroxid eingestellt.

2.1.2.3 Losungen fiir die ,,Patch Clamp*“-Experimente:

a) Perfusionsldsungen:

Die Perfusionslosungen wurden ein Tag vor Gebrauch in ECS angesetzt und iiber Nacht
unter Lichtschutz riihren gelassen. Substanzen die mit einem Stern (*) angegeben sind,
wurden als 1 M Ethanol-Stock angesetzt; die mit zwei Sternen (**) angegeben sind
wurden als 0,1 M Ethanol-Stock angesetzt. Aus diesem Ethanol-Stock wurden nun
ebenfalls die Perfusionsldsungen ein Tag vor Gebrauch in ECS angesetzt und iiber Nacht

rithren gelassen. Der Ethanol-Stock wurde bei -20° C eingefroren.

b) Serotoninlosung:
25 mM Serotoninstocks wurde in Aqua bidest geldst und bei -20° C eingefroren. Je nach
gewiinschter Konzentration konnte diese Losung dann fiir die Experimente verwendet

werden.
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2.1.4 Geriite
Gerite Hersteller
Axiovert 25 Umkehrmikroskop Zeiss, Jena

Bessel Lowpass-Filter

Digidata 1200 Analog/Digitalumwandler

EVH-9

Klimabrutschrank BB 6060

ID 30 Mikroskop

L/M-CPZ 101 Hitze-Polierapparatur
L/M-EPC-7 Patch-Clamp-Verstirker
Telaval 31 Mikroskop
Patch-Pipette-Puller PA-10

Rapid solution exchange (RSC 200)

Supelcosil-Sdule

Frequency Devices, MA, USA

Axon Instruments, Molecular Devices

Corporation, CA, USA

Biologic Science Instruments, Claix,
Frankreich

Heraeus, Hanau

Zeiss, Jena

List Medical, Darmstadt

List Medical, Darmstadt

Zeiss, Jena

ESF Elektronic, Gottingen

Biologic Science Instruments, Claix,
Frankreich

Sigma Aldrich, Deisenhofen

2.1.4 Software

Software Hersteller

GraphPad Prism3® GraphPad, CA, USA

Microsoft Office 2003® Microsoft Corporation, CA, USA
RSC V1.04 Biologic Science Instruments, USA

pClamp® 8 und clampfit

Axon Instruments, Molecular Devices

Corporation, CA, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Methoden der Zellkultur

2.2.1.1 Stabile Transfektion am (h) 5-HT3s-Rezeptor

Die (h) 5-HT3s-Rezeptor cDNA wurde iiber den pCDNA3 (5,4 kb; Geniticin, Ampicilin®)
Vektor in HEK 293 (menschliche Nieren Stammzellen) Zellen transfiziert. Die Transfektion
wurde mittels der Calciumphosphat-Transfektion durchgefiihrt (Chen und Okayama, 1987),
am Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie (Abt. Bonisch). Die Integration der (h) 5-
HTj;a-Rezeptor cDNA ins menschliche Genom erfolgte an unspezifischer Stelle.

Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen durch Zugabe von Genecitin (800 pg/ml)
selektioniert. Tote Zellen setzten sich nicht am Flaschenboden fest und durch Mediumwechsel
(alle zwei Tage) wurden tote Zellen aus der Zellkulturflasche abgesaugt. Die Zellen wurden
nun in Petrischalen ausgesédt und nach Auftreten einzelner Zellkolonien durch Klonzylinder
(Sigma) abgegegrenzt und in 24-well Kulturplatten (Falcon) bis zu einer hohen Konfluenz
kultiviert. Aus den Transfektionen wurden 20-40 Kolonien in Bezug auf Expression des
humanen 5-HTs4 Rezeptors getestet. Man postuliert, dass eine Kolonie fiir einen Klon steht.
Die Testung erfolgte mit ['*C]Guanidinum Influx und Bindung des selektiven 5-HT; Rezeptor
Antagonisten [’H]JGR 65630 [3-(5-methyl-1H-imidazol-4-yl)-1(1-metzhyl-1H-indol-3-yl)-1-
propanone] oder durch spezielle [H]5-HT Aufnahmeexperimente. Klone, die starke
Expression aufwiesen, wurden kryokonserviert. Mit einem dieser Klone wurden alle im

Ergebnisteil beschriebenen Experimente durchgefiihrt.

2.2.1.2 Stabile Transfektion am (h) a1 Glycin-Rezeptors

Die Transfektion mit kationischen Liposomen des humanen al Glycin-Rezeptors-Gens (1,6
kb) mit Hilfe des pCDNA3 Vektors (5,4 kb), erfolgte durch das Protokoll und die Substanzen
von TransIT®. Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen durch Zugabe von
Genecitin (800 pg/ml) selektioniert. Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt. Diese
Arbeiten erfolgten teilweise mit freundlicher Unterstiitzung der Pharmakologie und

Toxikologie (Abt. Bonisch).

2.2.1.3 Kryokonservierung

Die Zellen (HEK 293) wurden aus der Zellkulturflasche abgeerntet (mit dem Spatel oder
durch abklopfen) und in ein Falcon-Tube tiberfiihrt. Bei 1000 U / min wurden die Zellen 10
min lang zentrifugiert. Das Zellsediment wurde im iiblichen Zellkulturmedium, ohne
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Antibiotika, mit 10 % DMSO resuspendiert und in Kryordhrchen iiberfiihrt. Die
Kryorohrchen wurden fiir 1-2 Stunden bei -20°C, dann bei -80°C eingefroren. Die
Arbeitsschritte sollten nach Zugabe mit DMSO schnell erfolgen, da die Substanz fiir Zellen
toxisch ist. Diese Schritte, bei denen die Zellen in nicht geschlossenen Behéltern vorlagen,

wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt.

2.2.1.4 Passagieren und Kultivieren von HEK 293

Alle Arbeitsschritte, bei denen die Zellen in nicht geschlossenen Behéltern vorlagen, wurden
ebenfalls unter der Sterilbank durchgefiihrt. Das Medium (DMEM) war fiir beide Rezeptoren.
Die HEK 293 Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und in einer ca.
5 % CO, angereicherten Atmosphdre inkubiert; sowohl Zellkulturflasche als auch
Petrischalen.

1) Das Passagieren des 5-HT;a-Rezeptor: Die Zellen wurden aus der Kulturflasche
abgeerntet, in ein Falcon-Tube {iberfiihrt und bei 1000 U fiir 10 min zentrifugiert. Das
Medium wurde abgesaugt und es wurden 10 ml neues Medium hinzugegeben. Die
Zellen wurden durch rauf- / runter-pipettieren homogenisiert. Es wurde 1 ml von
dieser Zellsuspension in eine neue Kulturflasche (20 ml Zellkulturflasche) iiberfiihrt,
so dass man auf ein Gesamtvolumen in der Kulturflasche von 21 ml kam. Der Rest der
Zellsuspension wurde 1:10 mit Medium verdiinnt. In Petrischalen (Durchmesser: 35
mm) wurden 2 ml Medium vorgelegt und 1 Tropfen der 1:10 Verdiinnung auf die
Petrischalen pipettiert.

2) Das Passagieren des al Glycin-Rezeptor: Die Zellen wurden in der Kulturflasche
durch rauf/runter-pipettieren homogenisiert. AnschlieBend wurde 1 ml in eine neue 10
ml Zellkulturflasche tiberfithrt, so dass das Gesamtvolumen in der Flasche 11 ml
betrug. AnschlieBend wurde 1 Tropfen der Zellsuspension in eine Petrischale

iberfiihrt, in dem 2 ml Medium vorgelegt wurde.

2.2.1.5 Herstellen einer monoklonalen Zelllinie aus einer polyklonalen

Der Mischklon (polyklonaler Klon) wurde in einer greiner Tissue Culture Flaks eine Woche
im Brutschrank herangezogen (siche 2.2.1.4). Die Zellen wurden vom Flaschengrund
abgeklopft und mit 20 ml Medium zentrifugiert (800 U / min). Das Pellet wurde mit 10 ml
Medium aufgenommen und eine 1:20 Verdiinnung wurde erstellt. 6 Tropfen dieser 1:20
Verdlinnung wurden in eine Petrischale (100 x 20 mm), in der 12 ml Medium vorgelegt

wurde, tiberfiihrt. 24 h spéter wurden jeweils einzelne Klone (monoklonale Klone), unter dem

16



Material & Methoden

Mikroskop bei geeigneter VergroBerung, einzeln in ein Well (greiner 24 Well Suspension
Culture Plate) iiberfiihrt. Dabei wurden 0,5 ml Medium in jeweils ein Well vorgelegt und mit
einer Pipette 10 pl des Mediums, unter dem Mikroskop mit dem Klon eingezogen und so in
das jeweilige Well iiberfiihrt. Nach einer Woche wurde das Medium im Well gewechselt.
Dabei wurden 0,4 ml Medium abgezogen und sofort 0,4 ml frisches Medium erneut
hinzugegeben. Nach einer Woche wurden die Klone umgesetzt in nunc Cell Culture Flaks. 5
ml Medium wurden in jede Flaks vorgelegt. Die Klone innerhalb des Wells wurden mit
vorsichtigem rauf-runter pipettieren vom Well-Grund geldst und in die nunc Cell Culture
Flaks tiberfiihrt. Das Passagieren der Zellen geschah je nach Zelldichte und Verfarbung des
Mediums, meist nach ca. einer Woche. Je nach Zelldichte wurden die Zellen 1:10 oder 1:5
passagiert in nunc Cell Culture Flaks (zur Prozedur, siehe 2.2.1.4) und bei Bedarf eingefroren

(siche 2.2.1.3).

2.2.2 Die ,,Patch Clamp“-Methode

Die Methode der ,,Patch Clamp“-Technik beruht im Wesentlichen auf der von Hamill et al.,
1981 beschriebenen. Zellmembranen enthalten Ionen- (ionotrope) Kanile, bei denen man
durch die ,,Voltage Clamp“-Technik Ionenstrome messen kann. Wenn man bei Liganden
gesteuerten lonen-Kandlen die Spannung konstant hidlt und sich der Kanal durch einen
Liganden 6ffnet, féllt der Membranwiderstand ab und ein Ionenfluss, der als treibende Kraft
die anliegende Spannung hat, ist so zu detektieren. Dieser Strom kann mittels ,,outside out*-
Patch oder ,,Whole Cell“-Patch gemessen werden. Erstere Konfiguration ist eine wenige pm?
Flache (nur Patch genannt) der Membran durch die lonen flieBen kdnnen. Die Kanile kénnen
in folgenden vier experimentell unterschiedlichen Zustinden sein: Offen, geschlossen,
geschlossen durch Agonist erregbar und geschlossen durch Agonist nicht erregbar.

Die Methode, mit der man nun ,,excised*“ oder ,,Whole Cell*“-Patch erhalten kann, wird nun
im Folgenden erkldrt. Betrachtet man Abbildung 5, so sieht man, dass man mittels
Mikromanipulator manuell und durch die Betrachtung eines Mikroskops auf die Zelle, den so
genannten ersten Kontakt ,,cell-attached* herstellen muss. Durch starkes Ansaugen erhélt man
den so genannten ,,seal bei dem sich ein Membranwiderstand von mehreren GQ einstellt.
Erhoht man nun durch stirker werdendes Ansaugen den Unterdruck, reiflt die Zelle auf. Man
erhilt die ,,whole-cell“ Konfiguration bzw. den ,,Whole Cell“-Patch; dieser offenbart sich

durch ein Abfallen des Membranwiderstandes. Mit dieser Konfiguration kann man nun
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»Whole Cell“~-Messungen machen. Zieht man die Pipette mittels Mikromanipulator nach
oben, von dem Petrischalengrund weg, so kann man die ,,outside-out* Konfiguration erhalten.
Mit diesem beschriebenen ,,excised Patch® kann man ebenfalls messen. Mit der ,,inside-out*

Konfiguration wurde nicht gearbeitet.

Pipette
wegziehen
stark SRR
: _
sa%v
ansaugen it o “whole-cell “outside-out”
“cell-attached* Pim :
wegziehen o

“inside-out”

Abbildung 5: Mogliche ,,Patch Clamp*“-Konfigurationen nach Hamill et al., 1981; beschrieben
von Linden, 2006. In dieser Arbeit wurden Versuche im ,,outside out”- im folgenden nur

»excised Patch® genannt und ,,Whole Cell“-Modus durchgefiihrt.

2.2.2.1 Durchfiihrung der ,,Patch Clamp“-Experimente

Bei den durchzufiihrenden Versuchen wurden die Lsungen tdglich neu angesetzt und
anschlieBend in die dafiir vorgesehen Reservoirs gefiillt (siche Abbildung 6). Die
Pipettenelektrode und die Badelektrode wurden vor jedem Experiment 24 h chloridiert. Dies
erfolgte in einer Natrium-Hypochlorid-Losung, der Draht erschien nun schwarz bzw. grau
anstelle von silbrig. Patchpipetten wurden ebenfalls tdglich neu hergestellt. Diese wurden
unter Hilfe des Pipettenpullers nach Anleitung des Herstellers zu pfeildhnlichen Pipetten
hergestellt (siche Abbildung 9). Der Poliervorgang, der anschlieend noch erfolgen musste,
sollte die Pipetten weniger scharfkantig werden lassen. Die Pipette wurde hierbei vor einen
Heizdraht gestellt und so lange ,,poliert” bis eine gewiinschte Form der Pipette und ein
Pipettenwiderstand von 3 bis 5 MQ eintrat. Die Pipette wurde vor dem Experiment mit
Intrazelluldrlosung (ICS) befiillt. Von der Petrischale wurde vorsichtig das Medium
verworfen, so dass sich keine Zellen vom Grund 16sen und es wurde Extrazelluldrlosung
(ECS) hinzugegeben. In die Extrazelluldrlosung wurde vorher Glucose (0,2 %) hinzugegeben,
unter der Annahme, dass die Zellen weniger in Schock verfallen. Um ,,excised* oder ,,Whole
Cell“-Patche nun zu erlangen, wurde wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben vorgegangen. Es sei

erwahnt, dass die Auswahl der Zellen fiir ,,excised* Patche eine andere war wie fiir ,, Whole
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Cell“-Patche. Wiahrend man erste nach Moglichkeit im Zellverbund suchte, sollten ,,Whole
Cell“-Patche nach Moglichkeit vereinzelnd vorliegen. Erhielt man nun einen ,,excised Patch,
so wurde der Patch unter Verwendung des Mikromanipulators vor den Perfusionskopf
positioniert. Beim ,,Whole Cell“-Patch musste der Perfusionskopf vor die Zelle am
Petrischalengrund positioniert werden. Je nach gewiinschtem Experiment wurden nun die
Losungen vom Applikationssystem (RSC 200, Biologic) appliziert unter Benutzung so
genannter ,,Parameterfiles” (siche Abbildung 6). Die ,,Parameterfiles” sind Programme, die
den Ablauf des Applikationssystems steuern. Der Low-pass-Filter filterte die erhaltenden
Daten, bei einer vom Verstirker eingestellten Aufnahmefrequenz von 2 kHz. Digitalisiert
wurde das analoge Signal mit einem Analog / Digitalumwandler bei 1 kHz (Digidata 1200).
Das Membranpotenzial des Patches wurde erst 200 ms vor Aufnahme der Stromspur von 0
mV auf —100 mV gesetzt. Bei permanenter —100 mV angelegter Spannung wiirde der Patch

schon nach kurzer Zeit kaputt gehen.

Perfusionskopf
Petrischale

Abbildung 6: a) Aufbau der ,,Patch Clamp“-Apparatur bei einem Experiment. b) Reservoirs
mit Losungen. Die Losungen wurden tiber die Schlduche und den Perfusionskopf auf den

»Patch® appliziert.
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Rotationskopf ﬂ Tubes

; o Losungen

Pipette

-100 mV

Abbildung 7: Schematische Darstellung der ,,Patch Clamp*“-Apparatur. Auf der Spitze der

Pipette sitzt der ,,excised Patch* auf den Losungen appliziert werden kdnnen.

2.2.2.2 Das Applikationssystem (RSC 200) von Biologic

Das Applikationssystem ermoglicht einen sehr schnellen Losungsaustausch von Substanzen
(£ 2ms). Von den Reservoirs, die aus Glas bestehen, flieBen die Losungen durch inerte
Teflonschlduche um einen Verlust von lipophilen Phenolderivaten zu vermeiden (Barann, et
al., 2000). Die Teflonschlduche sind an zwei Stellen durch flexible Gummischlduche
unterbrochen. Einmal dort, wo die Ventile des RSC 200 das Offnen und SchlieBen der
Substanzzugabe steuern und einmal dort wo der Ubergang zwischen Schlauch und
Glaskapillar des Perfusionskopfes stattfindet. Die flexiblen Schlduche sind weniger starr und
ermoglichen so einen frei rotierenden Perfusionskopf. Das Anbringen der Glaskapillare am

Perfusionskopf sowie das Anbringen der Schlduche erfolgte manuell.

2.2.2.3 Losungsapplikation

Die Programmierung der ,,Parameterfiles* erfolgte mithilfe des Programms RSC V1.04. Fiir
verschiedene Experimente, wie sie im Ergebnis-Teil der Arbeit beschrieben sind, bendtigte
man unterschiedliche Parameterfiles, die den Losungsaustausch steuerten. Es musste darauf
geachtet werden, dass bei den Experimenten der Perfusionskopf immer nur zum benachbarten
Tube springt, um so keine vorzeitige Desensibilisierung des Kanals zu erhalten. Nach jeder
Versuchsstromspur wurde eine Kontrollstromspur, in der Regel 30 uM 5-HT, durchgefiihrt.
Kontrollstromspuren und Versuchsstromspuren wurden jeweils gemittelt und man analysierte
anschlieBend die auftretenden Effekte. Es wurden folgende in dieser Arbeit beschriebenen

Losungsapplikations-Protokolle verwendet:
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1.) Erstellen von Konzentrationswirkungskurven von den drei wesentlichen
Applikationsmodi. Die Substanzen wurden folgendermaf3en appliziert:
a) Equilibrium- oder kontinuierliche Applikation: 1 min vor und wihrend der 5-HT-
Applikation.
b) Offen-Kanal-Applikation: AusschlieBliche Applikation der Substanz wéhrend der 5-
HT-Applikation.
c) Geschlossen-Kanal-Applikation: Applikation der Substanz ausschlielich vor (1 min)
der 5-HT-Applikation.

L 1 Kontrolle

I 1 Kontrolle
a) e Experiment ) i
i ] Experiment
Substanz 5-HT + Substanz
5-HT + Substal
v< 1min » ' ubstanz
v
9)
L 1 Kontrolle
Y 1 Experiment
Substanz 5-HT
V< 1min > ¥ 1 =5HT(30uM)

I = Substanz

Abbildung 8: a) Equilibrium- b) Offen-Kanal- c¢) Geschlossen-Kanal-Applikation. Die
Applikationsmodi sind vor der Abbildung 8 erklirt. Die Legende zur Abbildung befindet sich

unten rechts.

2) Erstellen von Einwaschexperimenten:

Bei dieser Art von Experimenten handelt es sich um verkiirzte bzw. verldngerte Equilibrium-
Applikationen. Die Zeit des Substanzeinwasches wird variiert von 32 ms (kleinste
Einwaschzeit, die das RSC 200 zulésst) auf iiber z.B. 3 Minuten. Die exakten Zeitintervalle
sind der jeweiligen Achse des Graphen zu entnehmen. Man kann durch solche Experimente
klaren, wie ,,schnell” der Effekt einer Substanz ist und welche kinetischen Mechanismen

diesem Effekt zu Grunde liegen.
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Abbildung 9: Betrachtung durch das Mikroskop. Die Abbildung zeigt die Position der Pipette

vor den Tubes des Perfusionskopfes.

2.2.2.4 Datenanalyse
1. Software und Statistik:

Die Stromspuren werden als analoges Signal anschlieBend digitalisiert (Digidata 1200, Axon
Instruments, Foster City, CA, USA). Die Analyse der Stromspuren wurde mit dem Programm
Clampfit® durchgefiihrt. Die Auswertung der Rohdaten wurde in GraphPad Prism3® Software
als Prozent der Kontrolle und unter Angabe der Standardabweichung (S.D.) angegeben. Die
Mittelwerte zweier Gruppen wurden gegebenenfalls mittels gepaarten bzw. ungepaarten
zweiseitigen  Student’s  t-test auf Signifikanz  untersucht. Befand sich die
Irrtumswahrscheinlichkeit bei p < 0,05 wurde der Unterschied als signifikant und bei p < 0,01

als hoher signifikant eingestuft.

2. Stromspurenanalyse:

a) In Bezug auf die Amplitude

Der Peak wurde unter Hilfe des Kursers abgegriffen und in pA abgelesen (siche Abbildung
10). Die Maximalamplitude wird in den analysierten Abbildungen als 5-HT induzierter Strom
angegeben (auf der y-Achse).
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Abbildung 10 : Darstellung einer Originalstromspur in dem Programm Clampex. Mit dem

Cursor wird die Amplitudenspitze (Maximalstrom des ,,Patches®) in pA abgelesen.

Die Effekte, die auftraten wie Potenzierung oder Inhibierung stellen sich nun in einem
GraphPad Prism3® Graphen dar. Die Konzentrationswirkungskurven wurden in einer
vorhandenen Gleichung der Software ,gefittet, die einen sigmoidalen Konzentrations-

Wirkungsverlauf mit variablen Slope darstellt.

y = bottom + (top — bottom)

-x) * Hi
1+10 (log EC50 - x) * Hillslope

Gingen die einzelnen Konzentrationspunkte bei kleiner werdender Konzentration gegen
100 %, so wurde vor dem ,,Fit* der ,,Top* auf 100 gesetzt und ,,Bottom* auf 0. Wurden die
Werte bei geringer werdender Konzentration grofler als 100 % oder blieben deutlich unter

diesem Wert, so wurde der Top variabel gelassen.

Die Einwasch-Experimente wurden ebenfalls als Prozent der 30 uM 5-HT-Kontrolle
gemittelt. Geringere Einwaschzeiten (< 1 min) konnten sich entweder als potenzierender
Effekt oder als inhibierender Effekt darstellen, gleiches galt fiir lingere Einwaschzeiten (> 1

min).

23



Material & Methoden

Die Kinetik der Zeitkonstanten wurde unter Verwendung folgender Gleichung gefittet:

Fiir Propofol und 2-Isopropylphenol:

y = Ymax1*exp(-K1*X) + (100-Ymax2-Plateau)*exp(-K2*X) + Plateau
Fiir Phenol und 1,3-Diisopropylbenzol:

y = Span*(-K1*X) + Plateau

y = Stromantwort

Ymax1 = maximale Antwort des 1. Effekts

Ymax2 = maximale Antwort des 2. Effekts

K1 = Konstante, mit der 1. Effekt ablauft

K2 = Konstante, mit der 2. Effekt ablauft

Plateau = Wert, der Effekt 1 von Effekt 2 trennt (d.h. Effekt 1 ist abgeschlossen).
Aus Linden, 2006

3) Zeitkonstanten: Die Aktivierungs- (ton) und Inaktivierungszeitkonstanten (torp) wurden
nach Moglichkeit  biexponentiell (siche  Abbildung 11) mit folgender Standard-
Exponentialfunktion nach Chebyshev gefittet:

f()y=> 4e"" +C
i=1

A = Amplitude der Funktion, berechnet ab dem gewaihlten Startpunkt der Kurvenanpassung
C = Konstante Inaktivierung

n = 1 fiir monoexponentielle (Abb. 9) und n = 2 fiir biexponentielle (Abb. 10) Berechnungen
t=Zeit

T = Zeitkonstante

Aus Linden, 2006
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Abbildung 11 : Originalstromspur biexponentiell nach Chebychev ,,gefittet”. Als blaue Splfr
dargestellt ist der biexponentiellen ,Fit“ zur Bestimmung von ton (Aktivierung) und torr
(Desensibilisierung). Die Aktivierung verlauft vom Beginn der Stromantwort bis zur
Amplitudenspitze. Die Desensibilisierung verlauft von der Amplitudenspitze bis zum ,,steady

state* Strom
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Sollte ein bieexponentieller ,,Fit* nicht gelingen, so wird monoexponentiell ,,gefittet” (siche

Abbildung 12).

192 bl )

500

400+

300+

11931 ms
1987 pi

200+

100+

-100+ ’f

200+

-300+

-400~

-500

T T T T T v T T T T
a 1000 2000
Time (ims) Sy 1024

4

Abbildung 12: Monoexponentieller ,,Fit“, blau dargestellt, nach Chebychev zur Bestimmung
des ton (Aktivierung). Die Aktivierung verlduft vom Beginn der Stromantwort bis zur

Amplitudenspitze.
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Abbildung 13: Monoexponentieller ,,Fit“, blau dargestellt, nach Chebychev zur Bestimmung

des torr, (Desensibilisierung). Die Desensibilisierung verlduft von der Amplitudenspitze bis

zum ,.steady state* Strom

2.2.3 Molekuarbiologische Methoden

Die nun folgenden Methoden wurden mit freundlicher und sachlicher Unterstlitzung am

Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie (Abt. Bonisch) durchgefiihrt.

2.2.3.1 Plasmid Mini-Priparation

Fiir die Isolierung (Préparation) geringer Mengen (bis 20 pg) wurde das ,,Fast Mini Kit* der
Firma Eppendorf benutzt. Die Isolation ist dem Handbuch des Kits zu entnehmen. Eine kleine
Menge Bakterien-Ubernachtkultur (1,5 ml) wurde angesetzt. Das Prinzip beruht darauf, dass
die Bakterien durch das Kit lysiert werden. Die Plasmid-DNA fillt im Gegensatz zur
chromosomalen DNA im basischen Bereich und wird anschlieBend durch Bindung an die
Silicagel-Matrix isoliert werden. Die Plasmid-DNA kann anschlieend fiir weitere Versuche

ohne Aufreinigung verwendet werden.

2.2.3.2 Plasmid Maxi-Praparation
GroBere Mengen Plasmid-DNA (bis 1,2 mg) erhielt man mit dem Kit ,,GenElute HP Plasmid

Maxiprep™ von der Firma Sigma, die Isolation ist dem Handbuch zu entnehmen. Hierfiir
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wurde eine 150 ml Bakterien-Ubernachtkultur angesetzt. Das Prinzip der Isolierung ist 2.2.3.1
zu entnehmen. Eluierte Plasmid-DNA wurde hier jedoch noch einmal mit Ethanol gewaschen,

gefillt und auf 1 pg / ml eingestellt.

2.2.3.3 DNA-Reinigung durch Phenol / Chloroform-Extraktion

Verunreinigungen durch Proteine wurden durch eine Ausschiittelung in einer Phenol /
Chloroform / Isoamylalkohol Losung (25 : 24 : 1) durchgefiihrt. Die Phasentrennung wurde
durch Zentrifugation herbeigefiihrt (13000 g fiir 1 min). Die wéssrige Phase wurde
entnommen und einer erneuten Extraktion unterworfen (Chloroform / Isoamylalkohol; 24:1)

um noch geldstes Phenol zu extrahieren. Durch Ethanol wurde die DNA dann prézipitiert.

2.2.3.4 Ethanolprézipitation von DNA

Die Konzentrierung und Reinigung von DNA wurde unter Verwendung der
Ethanaolprizipitation durchgefiihrt. DNA fiihrt unter Zugabe von Ethanol und in Gegenwart
non Na' zu einem Niederschlag. Zur Nukleinsiurelosung wurde das 2.5-fache Volumen
eiskaltes Ethanol (96 %) und 1 / 10 Natriumacetat-Losung (3 M, pH 5,2) gegeben.
Anschliefend wurde fiir 2 h bei -20°C inkubiert und dann zentrifugiert (13000 g, 4°C,
30 min). Der Féllungsansatz wurde 2 mal gewaschen (70 % Ethanol, eiskalt). Nach erneutem
zentrifugieren (13000 g, 4°C, 30 min) wurde der Fillungsansatz in der SpeedVac (Savant)
getrocknet und in H,O geldst.

2.2.3.5 Gelelektrophorese von DNA

Das Prinzip dieser Methode ist ein Molekularsieb, bei dem eine Spannung (1 — 5 V/cm)
angelegt wird und die negativ geladenen Nukleinsduren unter einer bestimmten
Geschwindigkeit zur Anode wandern. Die zuriickgelegte Wegstrecke ist umgekehrt
proportional zum dekadischen Logarithmus der Basenpaare, das heiflt je grofer das DNA-
Fragment, desto geringer der zuriick gelegte Weg. GroBenbestimmung erfolgte mittels
aufgetragener ,,DNA-Leiter” (Gene Ruler'™). DNA-Fragmente die zwischen 0,8 — 10 kb groB
waren auf 0,7 %-igen (m / V), Fragmente die zwischen 0,1 — 2 kb grofl waren auf 2 %-igen

(m/V) Gelen aufgetrennt. Die Agarose wurde in TBE-Puffer aufgekocht und mit
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Ehidiumbromid (0,5 pg/ml) versetzt und in eine horizontale Kammer gegossen. Die DNA-
Proben und die DNA-Leiter wurden mit Puffer (5x) versetzt und in die ,,Slots* (Taschen) des
Gels eingefiillt. TBE dient hier ebenfalls als Laufpuffer. Ethidiumbromid interkaliert nun mit
der DNA und macht diese unter UV-Licht (254 nm) sichtbar.

2.2.3.6 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Das DNA-Fragment wurde mit einem Skalpell unter UV-Licht herausgeschnitten. Die
Extraktion der DNA-Fragmente aus dem Gel erfolgte mit dem Kit ,,GenElute Agarose Spin

Column* der Firma Sigma.

2.2.3.7 PCR mit Einbau von Restriktions-Schnittstellen

Die Polymerasekettenreaktion ist (engl. polymerase chain reaction) eine in vitro Methode, bei
der DNA amplifiziert (vervielfiltigt) wird. Die Primer (Oligonukleotide) flankieren, dass zu
amplifizirende Fragment. Das Prinzip, einer typisch angesetzten PCR, beruht auf folgenden
Schritten: Bei der Denaturierung wird die doppelstringige Helix der DNA, die {iber
Wasserstoftbriickenbindung ihre Struktur aufrecht erhilt, durch Erhitzen 94°C, 30 — 60 sek.
zerstort. AnschlieBend erfolgt das ,,Annealing” (50 — 60°C, 30 — 60 sek.). Bei diesem
Kiihlungs-Vorgang werden die Primer an das jeweilige DNA-Fragment hybridisiert. Nun
erfolgt der Schritt der Elongation (72°C, 1 min / kb), bei dem die hitzestabile Taq-Polymerase
nun Nukleotide an das 3'-Ende der immer ldnger werdenden Strange der DNA anlagert. Diese
Schritte werden nun bis zu 40 x wiederholt. Dem Schritt Denaturierung kann ein Schritt
Initiale Denaturierung vorweg gehen, bei dem einmalig 90 sek. mit 94°C das Reaktionsgefal3
erhitzt wird. Diese Schritte laufen in einem ,,Themocycler* ab.

Die Reaktionskomponenten wurden in einem 0,5 ml-Reaktionsgefdl auf Eis zusammen
pipettiert. Der Ansatz enthielt Matritzen-DNA, 0,1 — 1 pg ,,sense* und ,,antisense* Primer, 0,2
mM dNTPs, Reaktionspuffer indem sich schon MgCl, befand und 1,25 U Tag-Polymerase.
Die Auswahl der Primer erfolgte aus der Sequenzdatenbank. Die Lange sollte zwischen 15 —
30 Basenpaare aufweisen und der G / C-Gehalt sollte zwischen 40 - 60 % liegen. Die Primer
wurden von der Firma MWG bezogen.

Zum Einbau von Restriktionsstellen wurde ein 3’-Uberhang innerhalb des Primers so
synthetisiert, dass er bei anschlieBenden Amplifikationen fiir das jeweilige Restriktionsenzym
kodiert (siche Abbildung 14). Nach Isolierung aus dem Agarosegel (siche Abschnitt 2.2.3.6)

wurden diese PCR-Produkte in den linerarisierten Vektor durch Ligation eingebracht.
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l Replikation mit Schnittstellen

Abbildung 14: Schematische Darstellung des Primerdesign fiir die eingebauten Schnittstellen

2.2.3.8 Sequenzierung von DNA

Das Prinzip der DNA-Sequenzierung beruht auf der Methode von Sanger et al. (1977).
Hierbei entsteht durch eingesetzte Didesoxynukleotide ein Kettenabbruch der DNA-Sequenz.
Unter Verwendung von Fluoreszensfarbstoff-markierten Primern (IRD 800) wurde die

Sequenzierung von der Firma MWG unter beschriebener Methode durchgefiihrt.

2.2.3.9 Restriktionsverdau von DNA

Um zu iiberpriifen, ob ein DNA-Fragment in dem gewliinschten Vektor enthalten ist, kann die
gesamt DNA mittels bakterieller Restriktionsenzyme geschnitten werden. Hierbei spalten
diese Enzyme hydrolytisch das Riickgrad (Phosphodiester-Bindungen) beider DNA-Striange.
Das Enzym erkennt die fiir ihn zu schneidende Sequenz. Es entstehen, bei denen unter 2.1.2
beschriebenen Enzymen, so genannte ,,sticky ends“. Die Stringe weisen kohdsive Enden auf,
bei denen die erneute Verkniipfung der komplementiren Sequenz besser gelingt. Ein
Standartsatz fiir den Restriktionsverdau enthielt: 0,5 - 1 pg DNA, 2 pl Restriktionsenzym (10
x) und 1 U Restriktionsenzym. Der Ansatz wird mit H,O auf 20 pl eingestellt. Der
Restriktionsverdau wird bei 37°C 1 h durchgefiihrt.

2.2.3.10 Ligation von DNA

Die Veresterung der Phosphodiester-Briicke der 3’'-Hydroxylgruppe und der 5'-
Phosphatgruppe wird unter Spaltung von ATP durch eine T4-DNA-Ligase katalysiert. Es
wurden ca. 25 ng geschnittener Vektor und das DNA-Insert 1 : 5 bis 1 : 10 mit
Ligationspuffer und 1 U T4-DNA-Ligase in einem Volumen von 10 pl iiber Nacht bei 14°C

inkubiert.
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2.2.3.11 Transformation kompetenter E. coli

Die kompetenten E. coli (XL1-Blue, Stratagene und NovaBlue, Novagen) wurden bei -20°C
gelagert und aliquotiert mit 50 pl Bakteriensuspension. Auf Eis wurde dieses Aliquot bei
Bedarf aufgetaut und 1 —2 pl Ligationsansatz unter mischen hinzugegeben. Nach einer 2 h
auf Eis wurde den Zellen ein Hitzeschock (30 sek., 42°C) verabreicht. Nach wiederholter 2-
miniitiger Inkubation auf Eis wurden 250 ul SOC-Medium zugegeben und fiir 10 — 30 min.
bei 37°C im Schiittelinkubator inkubiert. Die transformierten Zellen bildeten nun die
Resistenzen fiir das jeweilige Antibiotikum. Von der Suspension wurden nun verschiedene
Mengen (50 — 250 pl) auf eine Agarplatte (10 ng Kanamycin; 1,5 % Agar-Agar in LB-
Medium) pipettiert und mit einem Drigalskispatel ausgestrichen. Die Agarplatte enthielt das
entsprechende Antibiotikum (Ampicilin 200 pg / ml). Nach 16 h (37°C) waren die Platten
auswertbar. Die einzelnen Klone konnten nun mit sterilen Zahnstochern gepickt werden und

in Bakterien-Ubernachtkulturen fiir erneute Plasmid-Priparationen hochgezogen werden

(2.2.3.1 oder 2.2.3.2).
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3. Ergebnisse

3.1 Evaluierung der Messapparatur

In diesem Versuchsansatz wurden Offen-, Equilibrium- und Geschlossen-Kanal- Experimente
durchgefiihrt. In diesem speziellen Experiment wurde allerdings auf eine Substanz verzichtet
und somit ausschlielich gegen den Puffer gemessen (Negativkontrollen). Der Hintergrund
dieses Experimentes war, festzustellen wie gro3 der Fehler des Messsystems sein kann; also
eine Eichung der Messapparatur. Bei verschiedenen extrem geringen Konzentrationen einer
Konzentrations-Wirkungskurve erreichte man nicht die 100 % einer Kontrolle, sondern lag
teilweise bis zu 10 % unter bzw. iiber diesem Wert. In der ersten Konzentrations-
Wirkungskurve des Benzols (nicht dargestellte Daten) erreichte man eine immer groBer
werdende Hemmung bei geringeren Konzentrationen. Diese Widerspriichlichkeit wurde nun

durch Negativkontrollen untersucht.

Amplitude

* )
1104 * % — Kontrolle (theoretischer Wert)

188 = L = [ Offen-Kanal
80 B Equilibrium

704 Hl Geschlossen-Kanal
60
50
40+
304 n=3-7
204
10

e

=
N
?

% der 30 uM 5-HT Kontroll

a) b) c)
Abbildung 15: Versuchsabldufe der Offen-Kanal-/ Equilibrium-/ Geschlossen-Kanal-
Applikation gegen den Puffer gemessen bezogen auf die Amplitude. (*) Signifikante
Unterschied von der Kontrolle (p < 0,05, ungepaarter t-Test) a) Messungen mit alten
Schlduchen, nach Benzolverunreinigung. b) Messungen mit neuen Schlduchen. ¢) Messungen,
3 Monate nachdem die neuen Schlduche angebracht wurden. Die Schlduche wurden 3 Monate
mit Phenol-Derivaten verunreinigt. Vermutlich wurden durch den drei monatigen Gebrauch,

Weichmacher herausgespiilt.

Betrachtet man Abbildung 15 a), so siecht man deutlich, dass die Schlduche die mit Benzol-
Konzentrationen von bis zu 10 mM kontaminiert sind, nicht immer dem 100 % Wert
entsprechen; insbesondere ist dies in der Equilibrium- u. Geschlossen-Kanal-Applikation zu

sehen. Die Mittelwerte der entsprechenden Roh-Daten konnen zwischen 89 + 3 (siche
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Abbildung 15 a), Geschlossen-Kanal) unterhalb von 100 %, bis hin zu 107 + 4 (siche
Abbildung 15 b), Equilibrium) oberhalb von 100 % liegen. Betrachtet man Abbildung 15 b) u.
¢), so erkennt man, dass es groBBere Abweichungen oberhalb und unterhalb von 100 % gibt,
wenn die Schliduche neuer sind. Der Grund hierfiir konnte sein, dass anfangs Weichmacher in
den Schlduchen vorhanden sind, die zu einem spéteren Zeitpunkt (3 Monate) weggespiilt sein
konnten. Um statistische Fehler durch Verunreinigungen zu vermeiden wurde bei den
Experimenten wie folgt vorgegangen: Verfarbten sich die Schlduche von weil nach gelblich,
wurden diese umgehend ausgetauscht. AnschlieBend wurden diese Schlduche eine halbe
Stunde mit zweifach destilliertem Wasser gespiilt.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Fehler der Messapparatur im schlimmsten dargestellten Fall
bis zu ca. 10 % betragen kann. Jedoch kann man davon ausgehen, das bei hohen
Konzentrationen bei dem z.B. der ICsy der einzelnen Substanzen ermittelt wird, die

Verunreinigung gegeniiber dem Effekt der eigentlichen Substanz dul3erst gering ist.

3.2 Molekulare Wechselwirkung von Phenol-Derivaten mit dem S5-HT;,-
Rezeptor

In folgendem Abschnitt werden die molekularen Mechanismen einzelner Phenol-Derivate,
ausgehend vom Propofol, beschrieben. Propofol, das hiufigste angewandte intravendse
Anisthetikum eignet sich flir den klinischen Gebrauch durch seine gute Steuerung der
Narkose und seine vorteilhafte antiemetische Wirkung, im Gegensatz zu anderen Anésthetika.
Die Einfachheit der Molekularen Struktur macht es deshalb zur idealen Test-Substanz fiir das

Verstindnis molekularer Effekte an ligandengesteuerten lonenkanélen.

%* EO]H EO]H
Propofol 2-Isopropylphenol ~ Phenol Benzol
P oct./water 6170 760 29 125

Dargestellt sind von links nach rechts Propofol, 2-Isopropylphenol, Phenol und Benzol. P
oct./water ist der Partizipationskoeffizient, der die Verteilung zwischen Olphase und

Wasserphase angibt. Der Partizipationskoeffizient ist somit ein Mal} fiir die Lipophilie der
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einzelnen Substanzen. Sollte den Substanzwirkungen ein lipophiler unspezifischer
Mechanismus zugrunde liegen, miissten die angegebenen Partizipationswerte proportional zur
Wirkpotenz sein. Beispielsweise miisste Propofol um einen Faktor von 8 stirker wirken als 2-
Isopropylphenol. Die dargestellten  Isopropyl-Substituenten in ortho-Position werden
ausgehend vom Propofol bis hin zum Phenol nacheinander eliminiert. Entfernt man die
hydrophile = Hydroxyl-Gruppe @ am  Phenol, erhdlt man  Benzol. @ Welche
Strukturwirkungsbeziehungen die einzelnen Gruppen (Alkyl-, Hydroxyl-Gruppe und
aromatischer Benzolring) haben, soll durch eine Reihe von Experimenten geklirt werden.
Unspezifische lipophile Wechselwirkung und / oder spezifische Wechselwirkung stehen als

mogliche Mechanismen zur Debatte.

3.2.1 Effekte auf die Amplitude bei Equilibrium-Applikation

® Propofol (ICso= 18 uM)
A 2-Isopropylphenol (ICso= 17 uM)
® Phenol (IC50= 1620 uM)

=
o
?

©
o
1
>

n=2-13

I )
?T 9

5-HT (30 uM) induzier Strom
(% der Kontrollen)
N
o
1

5 -4 ' -3 -2
log [Substanzen] (M)

o
! 1
~
'
(<)

Abbildung 16: Durch Equilibrium Applikation induzierte Amplitudenhemmung der einzelnen
Phenol-Derivate mit dargestelltem ICsy. Darstellung nach Barann et al. (2008).

Propofol und 2-Isopropylphenol zeigen trotz unterschiedlicher Lipophilie (Faktor = 8) einen
dhnlichen ICsyp (siche Abbildung 16). Jedoch sind die Steilheiten der
Konzentrationswirkungskurven (Propofol, nyj= 2 £ 0,2; 2-Isopropylphenol nygj= 1 £ 0,2)

unterschiedlich. Phenol ist die geringste potenteste Substanz (ICso = 1,6 £ 0,2 mM).
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OH
i o 2- oder ortho-Position
T ¥~ 3_ oder meta-Position

4- oder para-Position

Abbildung 17: Nomenklatur der Substituentenstellung am aromatischen Ring des Phenols.

Da es in den folgenden Abbildungen um die moglichen Positionen von Alkyl-Gruppen am
aromatischen Ring des Phenols geht, werden die Formen der Beschriftung in Abbildung 17

noch einmal dargestellt.

Propofol (80 uM) 2-Isopropylphenol (260 uM]  Phenol (3000 uM)

————

Equlhbrlum — e

I I~ /o

Offen-Kanal — e
<« Kontrolle + Auswasch E "\//“'M

sopa| | ~

250ms ‘\/

Geschlossen- ] — s
Kanal ;«a ‘F; ‘W

1 =5HT(30uw
B - Substarz

Abbildung 18: Effekt von Propofol, 2-Isopropylphenol und Phenol (siehe oben) bei 30 uM 5-HT
und drei verschiedenen Applikationsmodi (linker Rand der Abbildung). Dargestellt sind die
jeweiligen Originalstromspuren. Der Substanz-Effekt ist die jeweilige rote Stromspur, die

schwarzen Stromspuren zeigen jeweils Kontrolle und Auswasch (Barann et al., 2008).
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In der Offen-Kanal Applikation zeigen 2-Isopropylphenol und Phenol eine Potenzierung in
Bezug auf die Amplitude, sowie eine deutliche Verlangsamung der Desensibilisierung. In der
Equilibrium- und in der  Geschlossen-Kanal-Applikation  sieht man  eine
Amplitudenunterdriickung. Durch Applikation der Substanzen vor der 5-HT Zugabe wird die
Amplitudenpotenzierung aufgehoben (siche Abbildung 18).

3.2.1 Effekte auf die Desensibilisierung

Equilibrium Offen-Kanal Geschlossen-Kanal
1504  Toff (% der Kontrollen) 150+ 7of (% der Kontrollen) 1504 Torf (%6 der Kontrollen)
100} -~~~ 5-~-100 100 |- 1004 -~~~ = ? 100

o 1 T T
50+ T 50+ ol 50+
*
0 0 0
-58 52 -47 -43 -5.8 -52 -47 -43 -5.8 52 -47 -43
log [Propofol] (M) log [Propofol] (M) log [Propofol] (M)

Abbildung 19:  Propofol-Desensibilisierungsraten  (tog) liber  vier  dargestellte
Konzentrationswirkungspunkte; n = 2-7. Uberhalb der Abbildung sind die Applikationsmodi
dargestellt (p< 0,05; gepaarter t-Test); (Barann et al., 2008).

Equilibrium- und Offen-Kanal-Applikation verursachen eine Beschleunigung der
Desensibilisierung bei Propofol-Konzentrationen > 6 pM. Die Geschlossen-Kanal-
Applikation (siche Abbildung 19) zeigt keinen konzentrationsabhidngigen Effekt.

Die in der gesamten Arbeit dargestellten Propofol- und 2-Isopropylphenol-Konzentrationen

sind teilweise aus der Arbeit von Linden (2006), siche hierzu Linden (2006).
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Equilibrium Offen-Kanal

Toft (% der Kontrollen) 1oft (% der Kontrollen)

Geschlossen-Kanal

Toff (% der Kontrollen)

750 N * 2000 300
500 200
1000
250 100 T 100
100 ﬁ W
100
-6.0 -56 -52 -47 -41 -6.0 -56 -52 -47 -41 -6.0 -56 -52 -4.7 -4.1
log [2-Isopropylphenol] (M) log [2-Isopropylphenol] (M) log [2-Isopropylphenol] (M)
750, ot (% der Kontrollen) . 1000, off (% der Kontrollen) 200, Toff (% der Kontrollen)
500 750 N
500 100 = 100
250
250
100 100
0 0 0
-40 -35 -3.0 -25 -40 -35 -3.0 -25 -40 -35 -3.0 -25
log [Phenol] (M) log [Phenol] (M) log [Phenol] (M)
Abbildung 20: 2-Isoropopylphenol- (obere Reihe) und Phenol- (untere Reihe)

Desensibilisierungsraten (tof) liber den dargestellten Konzentrationswirkungsbereich; n = 2-
7. (p< 0,05; gepaarter t-Test); Uberhalb der Abbildung sind die Applikationsmodi dargestellt
fiir 2-Isoropopylphenol und Phenol (Barann et al., 2008).

Die beiden Strukturdhnlichen Propofolderivate 2-Isopropylphenol (= 20 uM) und Phenol (> 1
mM) zeigen, sowohl in der Equilibrium als auch in der Offen-Kanal Applikation eine
Verlangsamung der Desensibilisierung (z.B. 2-Isopropylphenol um 214% bei > 21 uM;
Phenol 188% bei 1mM) bei steigender Konzentration, wihrend die Geschlossen-Kanal-

Applikation unverdndert bleibt iiber den gesamten Konzentrationsbereich (sieche Abbildung

20).

Effekt von Propofol bezogen auf die Amplitude

100~ -- = g-F-F-x-—~-—--~---------

85 i
5T 801 o Offen-Kanal
SE (ICso = 28 uM)
Sx 604
S5 o Geschlossen-Kanal
=g 401 (ICs0 = 29 uM)
? E 201 v Equilibrium
5s (ICso = 18 uM)

O_

T T T T T T 1 n=2-12

log [Propofol] (M)
Abbildung 21: Konzentrations-Wirkungskurven von Propofol bei drei Applikationsmodi
(Offen-Kanal-, Equilibrium-, Geschlossen-Kanal-Applikation) bezogen auf die Amplitude.

37



Ergebnisse

Betrachtet man Propofol, so stellt sich eine Hemmung der Amplitude (siche Abbildung 21)
und eine Beschleunigung der Desensibilisierung (= 6 uM) dar, wihrend bei 2-
Isopropylphenol (= 20 pM) und Phenol (= 1000 pM) eine Verlangsamung der
Desensibilisierung zunimmt (Abbildung 20). Diese gegenteiligen Effekte stellen sich nur
dann da, wenn die Substanzen wihrend der 5-HT Zugabe appliziert werden (Equilibrium-,

Offen-Kanal-Applikation).

a)  Effekt auf die Amplitude b) Effekt auf die Amplitude

150+

—o— Offen-Kanal
v Equilibrium
(IC50 = 1620 puM)
o Geschlossen-Kanal
(ICso = 1466 pM)

=
o
o

—— Offen-Kanal

v Equilibrium
(ICs0 =17 uM)

al
o
L

504

5-HT (30 pM) induzierter

O Geschlossen-Kanal
(ICsq = 14 pM)

Strom (% der Kontrollen)
= =
o wu
S . 7
L

I >y

5-HT (30 pM) induzierter
Strom (% der Kontrollen)

7 5 5 - 3 4 3 2
log [2-Isopropylphenol] (M) log [Phenol] (M)

Abbildung 22: a) Amplituden-Hemmung / -Potenzierung von 2-Isopropylphenol bei drei
Applikationsmodi  (Offen-Kanal-, Equilibrium-, Geschlossen-Kanal-Applikation). b)
Dargestellte Amplituden-Hemmung / -Potenzierung von Phenol bei drei Applikationsmodi

(Offen-Kanal-, Equilibrium, Geschlossen-Kanal-Applikation).

Betrachtet man die Offen-Kanal-Applikation bei den in Abbildung 22 dargestellten Propofol-
Derivaten, so sieht man deutlich, dass die Potenzierung in einem bestimmten
Konzentrationsbereich am stirksten ausgepridgt ist, bei Phenol (1 mM) und bei 2-
Isopropylphenol (0,1 mM). Bei steigenden Konzentrationen  wird  diese
Amplitudenpotenzierung bei beiden Propofol-Derivaten durch eine Inhibierung iiberlagert
(sieche Abbildung 22). Dass der potenzierende Effekt dennoch auch bei steigender
Konzentration vorhanden ist, siecht man deutlich anhand der Desensibilisierungsraten in
Abbildung 20. Betrachtet man Equilibrium- und Geschlossen-Kanal-Applikation (siche
Abbildung 20 u. Abbildung 22 ), so erkennt man ebenfalls, dass ein potenzierender Effekt in
der Equilibrium-Applikation vorhanden ist, wenn man die Equilibrium- mit der Geschlossen-
Kanal-Applikation vergleicht. Beim Phenol ist dieser Effekt jedoch deutlicher zu sehen (siche
Abbildung 22).
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3.2.2 Schnelle und langsame Substanz-Effekte von Propofol-Derivaten

Da gegenteilige Effekte bei Propofol-Derivaten immer dann auftraten, wenn 5-HT mit der
Substanz zusammen appliziert wurde, also dann wenn schnelle Agonisten-Effekte stattfanden,
sollte nun in den folgenden Experimenten der Zeitverlauf der Substanzeffekte geklart werden.
Zuziiglich sollte geklart werden, welchen Einfluss die Hydroxyl-Gruppe bei den folgenden
beschriebenen Effekten beinhaltet.

Propofol 14 pM Propofol

OH

- "Equilibrium"

Tiny =35 ms
———r— — Tn2= 4.8s
102 10 10° 10! 102

2-Isopropylphenol Einwasch (sek.)

5-HT (30 pM) induzierter
Strom (% der Kontrollen)

21 uM 2-Isopropylphenol

OH

PP

© o N

S o o
1 1 1

------------------------------------------------- - "Equilibrium”

5-HT (30 pM) induzierter
Strom (% der Kontrollen)
(2]
o
1

Tin1 = 56,9 ms
02 Tn2= 6.6s

T T T
10 10 10° 10t 1
Einwasch (sek.)

Phenol

1000 uM Phenol

)

o
o
g

OH

B T - N EE — 100

i
o
o

............................................ ='Equilibrium”

5-HT (30 uM) induzierter
Strom (% der Kontrollen
3

Ty =204s

T T T T ]
102 10t 10° 10* 102 10°
Einwasch (sek.)

Abbildung 23: Verschiedene Vorapplikationszeiten der drei Substanzen (von oben nach unten):
Propofol, 2-Isopropylphenol und Phenol; n = 2-19. Strome sind induziert durch 30 pM 5-HT in
Gegenwart der jeweiligen Substanz und bei verschiedenen Vorapplikationszeiten der jeweiligen
Substanz. Die gewihlten Substanz-Konzentrationen liegen im Bereich des ICsy-Wertes (Barann et al.,
2008). Propofol zeigt einen schnellen und langsamen inhibitorischen Prozess, wihrend bei 2-
Isopropylphenol und Phenol der schnelle Prozess eine Potenzierung und der langsame eine

Inhibierung ist.
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Zwei verschiedene Prozesse wurden fiir alle drei Substanzen beim Equilibrium-Einwasch
beobachtet. Beim Propofol sind diese beiden Effekte inhibitorisch mit einer schnellen
Zeitkonstante von 35 ms (ti,1) und einer langsamen von 4,8 sek (ti,2). Beim 2-
Isopropylphenol ist der schnelle Prozess ein potenzierender (ti,1 = 56,9 ms) und der langsame
ein inhibitorischer (1,2 = 6,6 sek.) (siche Abbildung 23). Der schnelle auftretende
potenzierende Effekt des Phenols ist sofort da und demnach nicht auflosbar, der langsame

betragt 20,4 sek. (tn).

)
N

1,3-Diisopropylbenzol Equilibrium-Einwasch

120+ 30 uM Diisopropylbenzol

------------------ ="Equilibrium"

5-HT (30 pM) induzierter
Strom (% der Kontrollen)
3

204 TN = 9,3 S

T T T T 1
102 107 10° 10° 102 10°
Einwasch (sek.)

Phenol Geschlossen-Kanal-Einwasch

o
~

OH 120+ 1000 uM Phenol

100

---—"Equilibrium"

5-HT (30 uM) induzierter
Strom (% der Kontrollen)

TN = 4,1 S

T T T 1
1072 10 10° 10! 102
Einwasch (sek.)

Abbildung 24: a) Equilibrium-Einwasch von 1,3-Diisopropylbenzol (gewéhlte Konzentration
liegt im Bereich des ICsg). Strome sind induziert durch 30 uM 5-HT in Gegenwart von 1,3-
Diisopropylbenzol und bei verschiedenen Vorapplikationszeiten von 1,3-Diisopropylbenzol.
b) Geschlossen-Kanal-Einwasch von Phenol (gewéhlte Konzentration liegt im Bereich des
ICsp). Strome sind induziert durch 30 pM 5-HT und Phenol, welches ausschlieBlich vor der 5-
HT-Applikation bei verschiedenen Vorapplikationszeiten appliziert wird. a) u. b) zeigen, dass

nur ein inhibitorischer Prozess zu sehen ist.

Fehlt die Hydroxyl-Gruppe, wie beim 1,3-Diisopropylbenzol (siche Abbildung 24 a)) ist nur

ein langsamer Prozess zu sehen (tn= 9,3 s) im Gegensatz zum Propfol (siche Abbildung 25).
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Phenol zeigt ebenfalls, in der Geschlossen-Kanal-Einwasch Applikation iiber den gesamten
Zeitverlauf, nur einen langsamen Prozess (tn= 4,1 s) (siche Abbildung 26 b)) im Gegensatz
zum Equilibrium-Einwasch (sieche Abbildung 23).

Sowohl die Hydroxyl-Gruppe als auch die Applikation, mit dem Agonisten zusammen,
spielen eine entscheidene Rolle fiir schnelle Prozesse. Die HydroxI-Gruppe scheint demnach,
mit schnellen Agonisten-Prozessen, zu interagieren.

Es stellt sich demnach die Frage welche Desensibilisierungswerte ohne Hydroxyl-Gruppe

auftreten.

3.2.3 Die Hydroxyl-Gruppe als entscheidender Faktor fiir Potenzierung

Die dargestellten Ergebnisse in Abbildung 21 und Abbildung 23 zeigen, dass eine
Potenzierung, durch beidseitiges Flankieren der Hydroxyl-Gruppe in ortho-Position,
aufgehoben wird. Liegt die Hydroxyl-Gruppe von einer ortho-Seite frei vor, findet
Potenzierung statt. Die Potenzierung stellt sich immer mit einer Verlangsamung der
Desensibilisierung dar (siche Abbildung 20), sobald die Substanz mit dem Agonisten
appliziert wird. Ob die Verlangsamung der Desensibilisierung ebenfalls zu einer Amplituden-

Potenzierung fiihrt, hingt davon ab, ob die Potenzierung die Inhibition tibertrifft.
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a) b)
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Abbildung 27: a) Strukturformel Benzol b) Offen-Kanal-Experiment mit 3 mM Benzol c)
Konzentrations-Wirkungskurven in der Offen-, Equilibrium- und Geschlossen-Kanal-
Applikation von Benzol bezogen auf die Amplitude b) Konzentrations-Wirkungskurve in der
Offen-, Equilibrium- und Geschlossen-Kanal-Applikation von Benzol bezogen auf die

Desensibilisierungrate (topr).

Benzol zeigte in der Offen-Kanal-Applikation keine Verlangsamung der Desensibilisierung
wie Phenol (siehe Abbildung 20). Uber den gesamten Konzentrationsverlauf (1 pM bis 10
mM; Abbildung 27 c)) konnte in der Offen-Kanal-Applikation keine Potenzierung gesehen
werden, sowie keine deutliche Verlangsamung der Desensibilisierung (siche Abbildung 27).
Eine weitere Fragestellung ist nun, ob die Isopropyl-Gruppen alleine potenzierende Effekte
hervorufen kdnnen, sofern {iberhaupt keine Vorapplikation mit der Substanz stattfindet wie in

Abbildung 24 a).
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Abbildung 28: a) Strukturformel von 1,3-Diisopropylbenzol. b) Amplitudenhemmung von
1,3-Diisopropylbenzol in der Offen-, Equilibrium- und Geschlossen-Kanal-Applikation c)
Desensibilisierungsbeschleunigung (torr) von 1,3-Diisopropylbenzol  in der Offen-,

Equilibrium- und Geschlossen-Kanal-Applikation

Die Ergebnisse zeigen deutlich, fiir den angegebenen Konzentrationsbereich, dass 1,3-
Diisopropylbenzol ausschlieBlich eine Amplituden-Inhibierung, sowie eine Beschleunigung
der Desensibilisierung bei zunehmender Konzentration verursacht. Isopropyl-Gruppen alleine

spielen demnach keine Rolle fiir die Potenzierung.

3.2.4 Kompetetivitit der Phenol-Derivate mit 5-HT

In Abschnitt 3.2.2 und 3.2.3 konnte gezeigt werden, welche Bedeutung die Hydroxyl-Gruppe
und die beiden angrenzenden Isopropyl-Gruppen in ortho-Position, bei den verschiedenen
Versuchsabldufen, haben. Inwiefern die Derivate reagieren bzw. mit 5-HT interagieren, sollte
durch die folgenden Experimente geklart werden.

Ob Propofol und die jeweiligen Derivate bei verschiedenen Applikationsmodi an dem 5-HT-
Rezeptor binden, musste durch Experimente gekldrt werden, die Riickschliisse auf

Kompetetivitdt zulassen. Bei den folgenden Experimenten wurden deshalb die Agonisten-
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Konzentration (5-HT) von 3 uM und 30 uM gewihlt, die Substanz-Konzentrationen liegen im

Bereich des 1Csy.
Equilibrium
e 100
=30y p<0.01
P8 751
25
N
25 90
£ 1
£E 25
Yo}
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100 00 I
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501 T
254
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100
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Abbildung 29: Kompetetivitdts-Experimente von Propofol (14 uM), bei zwei verschiedenen

5-HT-Konzentrationen und drei verschiedenen Applikationsmodi, n = 4-10 (p< 0,05

gepaarter t-Test); (Barann et al., 2008). Equilibrium- und Offen-Kanal-Applikation sind

kompetetiv, wihrend die Geschlossen-Kanal-Applikation nicht kompetetiv ist.

Im Fall von Propofol werden bei 3 uM 5-HT induzierte Strome um 58 % unterdriickt,

wihrend 30 uM 5-HT induzierte Strome den Strom um 14 % unterdriicken (siche Abbildung

29).
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Abbildung 30: Kompetetivitits-Experimente von a) 2-Isoropopylphenol- (21 pM) und b)

Phenol-Applikationen (1000 uM), bei zwei verschiedenen 5-HT-Konzentrationen und drei

verschiedenen Applikationsmodi, n = 5-8 (p< 0,05; ungepaarter t-Test); (Barann et al., 2008).

2-Isopropylphenol und Phenol sind in der Equilibrium- und Offen-Kanal-Applikation

kompetetiv, wihrend Geschlossen-Kanal-Applikation fiir beide Derivate nicht kompetetiv ist.
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Abbildung 31: Kompetetivitits-Experimente von Benzol (10 mM), bei zwei verschiedenen
5-HT-Konzentrationen und drei verschiedenen Applikationsmodi, n = 4-8 (p< 0,05;
ungepaarter t-Test). Benzol zeigt in der Equilibrium-, Offen-Kanal- und Geschlossen-Kanal-

Applikation keine kompetetivitét.

In der Geschlossen-Kanal-Applikation konnte bei allen drei Substanzen kein Unterschied in
Bezug auf Inhibierung, bei unterschiedlicher 5-HT-Konzentration, beobachtet werden. Wenn
schneller und langsamer Effekt multipliziert werden, fiir jeweils jede Substanz, erhélt man das
Produkt fiir 3 uM und 30 uM 5-HT (durchgezogende Linie, siche Abbildung 29 u. Abbildung
30). Man sieht, dass der kalkulierte Effekt sehr nahe dem gemessenen ist. 2-Isopropylphenol
und Phenol induzieren bei 3 uM 5-HT einen stirkeren potenzierenden Effekt (206 % und 197
%) als bei 30 uM 5-HT (11 % und 13 %).

Die Geschlossen-Kanal-Applikation ist die Applikationsform, bei der die Substanz nicht
unmittelbar mit dem Agonisten (5-HT) appliziert wird. Interaktion mit der 5-HT-
Bindungsstelle (Kompetetivitét) findet also nur dann statt, wenn beide Substanzen zeitgleich
appliziert werden und somit zeitgleich interagieren. Betrachtet man Abbildung 24 b), so
erkennt man dort, dass in der Geschlossen-Kanal-Einwasch-Applikation sich nur ein
langsamer Effekt darstellt, im Gegensatz zu zwei Effekten im Equilibrium-Einwasch (siehe
Abbildung 23). Diese Erkenntnis zusammen mit den Kompetetivitits-Versuchen zeigen
eindeutig, dass spezifische Interaktion nur dem Agonisten zusammen stattfindet.

Benzol zeigt bei allen drei Applikationsmodi keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf
die zwei verschiedenen 5-HT-Konzentrationen (siche Abbildung 31). Benzol kompetetiert
demnach nicht mit dem Agonisten (5-HT) und reagiert demnach nicht unmittelbar mit der 5-
HT-Bindungsstelle, wie die drei anderen Substanzen (siche Abbildung 29 u. Abbildung 30).
Die Hydroxyl-Gruppe ist demnach ausschlaggebend fiir spezifische Interaktion an der 5-HT-
Bindungsstelle.
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3.2.3 Inhibierung oder Potenzierung aufgrund der Aktivierungs-Kinetik

In dem folgenden Abschnitt werden durch Phenol-Derivat induzierte Effekte gezeigt, die
nicht nur auf verschiedene Vorapplikationen der Substanzen zuriickzufithren sind. Das
schnelle und langsame Aktivierungs-Kinetiken einen Einfluss auf die Amplitude der Strome

haben, zeigt folgendes Experiment:

a) b)
250+ 100+ -
Equilibrium Kontrollspur Equilibrium Kontrollspur
o Versuchsspur 0 Versuchsspur
g g
E 50l ton: 4.2 ms (Versuchsspur) g 100- Ton: 23,6 ms (Kontrolispur)
o o
) <« 1o\ 4,5 ms (Kontrollspur) n ton: 42,5 ms (Versuchsspur)
-500+ -200-
‘750 T T T T 1 _300 T T T T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 0.0 0.5 1.0 15 2.0 25
Zeit (sek.) Zeit (sek.)

Abbildung 32: Gleiches Experiment (Equilibrium-Applikation mit 1 mM Phenol), zwei
verschiedene Patche: a) und b). Der Patch a) zeigt eine Amplitudenhemmung, wihrend der

Patch b) eine Amplitudenpotenzierung zeigt.

Trotz gleichem Experiment entsteht beim Patch a) (sieche Abbildung 32), eine Inhibition
wihrend beim Patch b) eine Potenzierung stattfindet. Beide Versuche unterscheiden sich in
deren Aktivierungs-Kinetik (ton). In der nun folgenden Abbildung wird dieses Phidnomen bei

einer Vielzahl von Patchen statistisch dargestellt.

47



Ergebnisse
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Abbildung 33: Einzeldarstellung von Patchen bei Equilibrium-Applikation von 1mM Phenol
(ein Kreis steht fiir jeweils einen Patch). Aufgrund der unterschiedlichen Aktivierungskinetik
(ton) kommt es zu einer Potenzierung der Amplitude (ton > 20ms) oder zu einer Hemmung

(ton < 20ms).

Betrachtet man Abbildung 33, so erkennt man deutlich, dass bei steigender ton-Kinetik die
Inhibierung durch das Phenol abnimmt bzw. in eine Potenzierung {libergeht. Hieraus lésst sich
deutlich erkennen, dass das Ergebnis eines Experimentes von der Kinetik des individuellen
Patches abhingig sein kann.

Ein langsameres ton (Aktivierungs-Kinetik) beglinstigt somit, vermutlich, ein lédngeres
Anbinden von Phenol an den 5-HT Bindungsstellen. Jedoch sollte man beachten, dass Patche

mit einer Aktivierungs-Kinetik > 15 ms duBlerst selten sind.
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3.2.4 Induzierte Amplitude durch Phenol nach Reststrom

Experimente haben gezeigt, dass Phenol nicht nur unmittelbar Einfluss hat, auf den
aktivierbaren, also den nicht-desensibilisierten Patch hat, sondern auch Effekte hervorruft bei

desensibilisierten Patch wie in Abbildung 34 a) dargestellt.

a) b) . .
100+ 108 Korrelation von Stromanstieg nach
Reststrom bei Desensibilisierung ] Reststrom induziert durch 1mM Phenol
0 )/ Stromanstieg induziert durch Phenol ¢ —
< . (Amplitude nach Reststrom) 2 S °
o - c~— 102
~ -1004 o g
5 £k
& -2001 37 e
Eg 107 ° Nsiope = 1,616
3004 /- - - Amplitude <@ 0 Slope = =
-400 T T 100
0 1 2 10° 10° 102 10°
Zeit (s) Reststrom (pA)
c)
Korrelation von Stromanstieg nach
Reststrom induziert durch 3mM Phenol
1034
=~
g3
C~ 1024
o £
g9
=0 o
]
£ 8 104 ° Nsjope = 3,127
<
100 T T 1
10° 10! 102 10°

Reststrom (pA)

Abbildung 34: a) Stromanstieg nach Reststrom bedingt durch Phenol-Einwasch
(Originalstromspur) b) Stromanstieg nach Reststrom bedingt durch 1 mM Phenol-Einwasch
(ein Kreis steht fiir jeweils einen Patch). ¢) Stromanstieg nach Reststrom bedingt durch 3 mM

Phenol-Einwasch (ein Kreis steht fiir jeweils einen Patch).

In Abbildung 34 a) sieht man deutlich, dass ein Stromanstieg bei desensibilisierten Patch
aktiviert wird, induziert durch Phenol. 3 mM Phenol aktiviert eine groBere Anzahl von
Kanilen als 1 mM Phenol, dieses kann man deutlich anhand unterschiedlicher Steilheiten der
Graphen erkennen (3 mM ngjope=3,1; 1 mM ngiepe=1,6). Die 3 mM Konzentration aktiviert
demnach doppelt so viele Kandle wie 1 mM. Die Tatsache, dass der Graph einer Korrelation
unterliegt, also je mehr Reststrom desto groBBer die Amplitude nach Reststrom, zeigt, dass bei
desensibilisiertem Patch die gleichen Kanile aktiviert werden, wie bei nicht
desensibilisiertem Patch. Denn es gilt, je groBer die Amplitude, desto grofer der Reststrom
(siche Abbildung 34 a)).
Dieser Stromanstieg findet nicht nur beim vollstindig desensibilisiertem Patch statt, sondern
auch wenn man zu unterschiedlichen Zeiten, auf teils desensibilisierte Patche, Phenol
appliziert (siche Abbildung 35).
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a) Kontrolle:  Torr: 120,3ms b) Kontrolle:  ToFr: 119,0ms c) Kontrolle: ~ Torr: 49,6ms
Sprungrein: Torr: 203,8ms Sprungrein: ToFr: 450,2ms Sprungrein: Torr: 2249,3ms
Sprungraus: Torr: 82,5ms Sprungraus: Torr: 109,1ms Sprungraus: Torf: 82,3ms

Konzentrationssprung: 300 ms

-250 pAI

4 Konzentrationssprung: 50 ms ~# Konzentrationssprung: 100 ms
d) Kontrolle:  Torr: 41,6ms e) Kontrolle: ~ Torr: 42,9ms f) Kontrolle: ~ ToFr: 92,2ms
Sprungrein: Torr; 1465,8ms Sprunrein:  Torr: 338,1ms Sprungrein:  Torr: - (nicht auswertbar)
Sprungraus: Torr: 88,4ms —— Sprungraus: Torr; 89,3ms Sprungraus: Torr: 124,0ms

4

Konzentrationssprung: 3 sek.

Konzentrationssprung: 500 ms Konzentrationssprung: 1 sek.

Abbildung 35: ,,Sprung-Experimente®. Darstellung von Stromspuren bei denen zuziiglich, bei
verschiedenen Einwasch-Zeiten a) 50ms, b) 100ms, ¢) 300ms, d) 500ms, e) 1sek., f) 3 sek.

1 mM Phenol zur 30 uM 5-HT-Applikation hinzugegeben bzw. ausgewaschen wurde. Die
Desensibilisierungsraten der jeweiligen Patche sind oberhalb der einzelnen Abbildungen zu

entnehmen.

Genauso wie eine Desensibilisierung bei Phenol-Einwasch (Sprungrein) verlangsamt wird,
die sich immer in einer Amplituden-Potenzierung darstellt, findet umgekehrtes bei einem
»Wegnehmen* (Sprungraus) von Phenol und einer weiterhin reinen 5-HT-Applikation statt.
Abbildung 35 a)- c) zeigen, dass je weiter fortgeschritten die Desensibilisierung ist, desto
starker wird der durch Phenol eingeleitete verlangsamte Desensibilisierungs-Prozess. Warum
Abbildung 35 d)- f) dies nicht wiedergeben, konnte aufgrund erschwerter Auswertung, in

Bezug auf die jeweiligen ,,Fitting-Parameter* (siche Abschnitt 2.2.2.4), zurlickzufiihren sein.
Phenol aktiviert hier also Kanédle, wihrend es Phenol-Derivate gibt bei denen eine

Inhibierung, im Bereich des Reststroms, durch ECS (Puffer)-Einwasch aufgehoben wird
(siche Abbildung 36 b))
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Thym01 Offen-Kanal-Experiment mit Thymol (300 pM)
Reststrom Kontrolle
OH 0- / Offen-Kanal
<
/©)\ 2 «— ECS (Puffer)-Einwasch
5
7 -50
_75_
-100 T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

Zeit (sek.)
Abbildung 36: a) Strukturformel Thymol b) Experiment in der Offen-Kanal-Applikation mit
300 uM Thymol, mit anschlieBendem ECS-Einwasch dargestellt. Durch den ECS-Einwasch
wird der Kanal-Block-Effekt des Thymols aufgehoben.

Betrachtet man Abbildung 36 b), so erkennt man, dass Thymol in der Offen-Kanal-
Applikation die Amplitude nicht nur potenziert, sondern auch inhibiert. Dieses Phdnomen ist
dadurch zu erkennen, dass der ECS-Einwasch eine Inhibierung aufhebt. Dennoch tiberlagert
die Potenzierung die Inhibierung bezogen auf die Amplitude auch bei hohen Thymol-

Konzentrationen (siehe Abbildung 36 b)). Dieser Effekt findet bei Phenol nicht statt.

3.2.5 Spezifische Effekte unterliegen zuziiglich der Lipophilie

Unter der Beriicksichtigung das Phenol-Derivate mit Hydroxyl-Gruppe spezifischen
Mechanismen unterliegen, in der Offen-Kanal- und der Equilibrium-Applikation, wie bei
Kompetitions-Experimenten mit 5-HT (siche Abschnitt 3.2.4) oder bei Einwasch-
Experimenten, bei denen sich schnelle und langsame Effekte zeigen (siche Abschnitt 3.2.2);
unterliegt die Geschlossen-Kanal-Applikation einem anderen Mechanismus (nicht spezifisch),

(siehe Abschnitt 3.2.1 und 3.2.2).
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a) b)
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Abbildung 37 : Meyer-Overthon-Korrelationen. Aufgetragen sind alle vorhandenen ICs-
Werte der einzelnen Substanzen aus der Tabelle 1 gegen die AlogP-Werte, der das MaB fiir

Lipophilie darstellt.

Die in Abbildung 37 dargestellten Meyer-Overthon-Korrelationen zeigen den Zusammenhang
zwischen Potenz (ICsp) und Lipohilie (AlogP). Abbildung 37 b) zeigt, dass der spezifische
Mechanismus, der sich in der Offen-Kanal-Applikation offenbart, zuziiglich einer lipophilen
Wechselwirkung unterliegt. Unabhidngig davon ob die Hydroxyl-Gruppe partiell frei ist, wie
bei den potenzierenden Substanzen (siche Abbildung 37 c)) oder von beiden ortho-Seiten
vollstindig umschlossen, wie bei den nur inhibierenden Substanzen (siche Abbildung 37 d)).
Der unspezifische Mechanismus (Geschlossen-Kanal-Applikation) (sieche Abbildung 37 a))

unterliegt nicht einer solchen Korrelation.

3.3 Unterdriickung der Potenzierung durch Alkyl-Gruppen

Wie im Abschnitt 3.2 schon dargestellt, verhindert eine beidseitige Flankierung der Hydroxyl-
Gruppe, in ortho-Position durch Isopropyl-Gruppen, den Mechanismus der Potenzierung,
wihrend bei 2-Ispropylphenol Potenzierungseffekte deutlich auftreten. Eine mogliche

Erkldrung ist eine sterische Behinderung der Hydroxyl-Gruppe, sofern diese von beiden
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Seiten (ortho) erfolgt. Erfolgt die Abschirmung partiell, also nur von einer Seite, wie beim 2-

Isopropylphenol, so ist die Folge eine Potenzierung.

3.3.1 Vergroflerung der Alkyl-Gruppe in ortho-Position

Ob man auch durch eine einseitige Flankierung der Hydroxyl-Gruppe, in ortho-Position, die
Potenzierung aufheben kann, sollte durch folgende Experimente geklart werden.

a) 2-tert.Butylphenol b) Effekt auf die Amplitude

OH .
j —o— Offen Kanal
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c) Effekt auf die Desensibilisierung (torr) d)  Effekt auf die Desensibilisierung (torr)
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Abbildung 38: a) Strukturformel 2-tert.Butylphenol. b) Amplituden-Potenzierung /-Hemmung
von 2-tert.Butylphenol in Offen- und Equilibrium-Applikation. c)
Desensibilisierungsverlangsamung (torg) von 2-tert.Butylphenol in der Offen-Kanal-
Applikation d) Desensibilisierungsverlangsamung (topr) von 2-tert.Butylphenol in der

Equilibrium-Applikation

Trotz einer VergrofBerung der Alkyl-Gruppe in ortho-Position (2-ter.Butyl) konnte der Effekt
der Potenzierung nicht ausgeschaltet werden (siehe Abbildung 38). Eine Verlangsamung der
Desensibilisierung, die bei vorherig beschriebenen Phenol-Derivaten eine Potenzierung

offenbart, sowohl in Offen-Kanal- als auch in Equilibrium-Applikation, war bei 2-
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tert.Butylphenol ab einer Konzentration von 30 uM nicht mehr auflosbar (siche Abbildung 38
¢) und d)).

Der Effekt der Potenzierung konnte beim 2-tert.Butylphenol-6-Methylphenol wieder
aufgehoben werden. Betrachtet man Abbildung 39, so erkennt man, dass im gleichen
Konzentrationsbereich 2-ter.Butyl-6-Methylphenol, in der Offen-Kanal-Applikation, nicht
mehr potenziert. AuBBerdem beschleunigt 2-ter.Butyl-6-Methylphenol die Desensibilisierung
(sieche Abbildung 39), wihrend ohne die Methyl-Gruppe der Prozess verlangsamt (siche
Abbildung 38). Der Effekt scheint hier jedoch fiir angegebene Konzentrationspunkte nicht

konzentrationsabhingig zu sein.

a) 2-tert.Butyl-6-Methylphenol b) Effekt auf die Amplitude
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Abbildung 39: a) Strukturformel 2-tert.Butyl-6-Methylphenol. b) Amplitudenhemmung von
2-ter.Butyl-6-Methylphenol in Offen- und Equilibrium-Applikation C)
Desensibilisierungsbeschleunigung (torr) von 2-ter.Butyl-6-Methylphenol in Offen- und

Equilibrium-Applikation.
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3.3.2 Flankieren der Hydoxyl-Gruppe durch kleinere Alkyl-Gruppen

Das Ergebnis in Abbildung 39 erbrachte eine neue interessante Fragestellung. Reichen
grundsitzlich kleine Alkyl-Gruppen aus, in ortho-Position, um Potenzierungsmechanismen
auszuschalten? Schirmen diese Gruppen von geringer Grofle bzw. Umfang die Hydroxyl-

Gruppe sterisch ab? Um dieser Fragen nachzugehen, wurden folgende Versuche durchgefiihrt:

a) 2,6-Diethylphenol
OH

b) Effekt auf die Amplitude c)  Effekt auf die Desensibilisierung (torr)
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Abbildung 40: a) Strukturformel 2,6-Diethylphenol. b) Konzentrationswirkungskurve der
Amplitude von 2,6-Diethylphenol in Offen- wund Equilibrium-Applikation. c¢)
Desensibilisierungsbeschleunigung (torr) von 2,6-Diethylphenol in Offen- und Equilibrium-

Applikation.

Betrachtet man Abbildung 40, so erkennt man, dass Ethyl-Gruppen die von beiden ortho-
Positionen die Hydroxyl-Gruppe des Phenols flankieren, alleine ausreichen Inhibition
hervorzurufen. Fiir den beschriebenen Konzentrationsbereich konnte weder eine Potenzierung
der Amplitude, in der Offen-Kanal-Applikation, gezeigt werden (siche Abbildung 40 b)),
noch eine Verlangsamung der Desensibilisierung (siche Abbildung 40 c)).

Beide Ethyl-Gruppen reichen also aus, um den Effekt der Potenzierung auszuschalten.

Folglich stellt sich nun die Frage ob dies im Fall von 2,6-Dimethylphenol ebenfalls so ist.
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a)
2,6-Dimethylphenol
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b) Effekt auf die Amplitude c) Effekt auf die Desensibilisierung (topr)
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Abbildung 41: a) Strukturformel 2,6-Dimethylphenol. b) Konzentrationswirkungskurve der
Amplitude von 2,6-Dimethylphenol in Offen- und Equilibrium-Applikation. c)
Desensibilisierungsbeschleunigung (topr) von 2,6-Dimethylphenol in Offen- und

Equilibrium-Applikation.

In dem in Abbildung 41 b) und c) dargestellten Konzentrationsbereich findet bei 2,6-
Dimethylphenol eine Inhibition der Amplitude und eine Beschleunigung der
Desensibilisierung statt. Der Effekt ist konzentrationsabhéngig.

Methyl-Gruppen, welche die Hydroxyl-Gruppe von beiden Seiten flankieren, reichen aus um
den Effekt der Potenzierung aufzuheben. Eine ausreichende sterische Abschirmung der
Hydroxyl-Gruppe ist demnach durch diese kleinste Form der Alkyl-Gruppen gegeben.
Postuliert man, dass Phenol-Derivate direkt mit der 5-HT-Bindungsstelle durch Verstarkung
der Effekte bei geringerer Agonisten-Konzentration (siche Abbildung 29 u. Abbildung 30)
interagieren und unterschiedliche Mechanismen, wie Potenzierung und Inhibierung
hervorrufen, so stellt sich die Frage in wie weit Alkyl-Gruppen durch sterische Behinderung

der Hydroxyl-Gruppe keine Wechselwirkung mit der 5-HT-Bindungsstelle zulassen.
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3.3.3 Inhibition oder Potenzierung durch andere Positionen am aromatischen

Ring

In den folgenden Abbildungen werden Phenol-Derivate dargestellt, die auBerhalb der ortho-

Position am aromatischen Ring fiir inhibierende Mechanismen sorgen.
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Abbildung 42: Links in der Abbildung von oben nach unten: Konzentrationswirkungskurven
der Amplitude in der Offen-, Equilibrium und Geschlossen-Kanal-Applikation von a)
Thymol ¢) 2,5-Diisopropylphenol und e) 3,5-Dimethylphenol. / Rechts in der Abbildung von
oben nach unten: Konzentrationswirkungskurven der Desensibilisierung (topr) in der Offen-,
Equilibrium und Geschlossen-Kanal-Applikation von b) Thymol d) 2,5-Diisopropylphenol
und f) 3,5-Dimethylphenol.
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Wie in Abbildung 22 beschrieben, zeigt 2-Isopropylphenol in der Offen-Kanal-Applikation,
eine Potenzierung, innerhalb eines bestimmten Konzentrationsbereichs, wihrend eine
minimale Flankierung der Hydroxyl-Gruppe, von beiden ortho-Position, dieses verhindert
(siche Abbildung 41).

Thymol ist ein Strukturderivat von 2-Isopropylphenol und besitzt zuziiglich an der 5. Position
des aromatischen Rings eine Methyl-Gruppe. Dennoch reicht diese Methylgruppe nicht aus,
um den Effekt der Potenzierung zu verhindern (siche Abbildung 42 a)). Eine Isopropyl-
Gruppe in der 5. Position fiihrt jedoch zu einer Inhibition der Amplitude (sieche Abbildung 42
b)). Die GroBe des Umfangs konnte hierbei eine entscheidende Rolle spielen.
3,5-Dimethylphenol zeigte in Bezug auf die Amplitude keine Potenzierung im angegebenen
Konzentrationsbereich (sieche Abbildung 42 c)). Betrachtet man die Desensibilisierungswerte
(torr), so erkennt man eine konzentrationsabhingige Beschleunigung. Bei allen bisher
beobachteten Phenol-Derivaten beinhaltet eine Velangsamung der Desensibilisierung einen
potenzierenden, eine Beschleunigung einen inhibitorischen Mechanismus. Zwei Methyl-
Gruppen in meta-Position reichen demnach aus, um Potenzierung zu verhindern. Wéhrend ein
relativ groBes Molekiill wie 2-Naphthol (sieche Abbildung 43) wiederum Potenzierung

hervorrufen kann.
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Abbildung 43: Amplitudenpotenzierung von 2-Naphthol in der Offen-Kanal-Applikation.
Equilibrium und Geschlossen-Kanal-Applikation zeigen eine identische Amplitudenhemmung
fiir den dargestellten Konzentrationsbereich. b) Desensibilisierungwerte (torr) von 2-

Naphthol in der Offen-, Equilibrium und Geschlossen-Kanal-Applikation.
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3.4 Effekte unterschiedlicher funktioneller Gruppen

Im Abschnitt 3.2 wurde beschrieben, welche Bedeutung die Hydroxyl-Gruppe im Phenol in
Bezug auf die Effekte und somit auf die Mechanismen beim 5-HTsa-Rezeptor hat. Im nun
folgenden Abschnitt soll geklart werden, ob andere funktionelle Gruppen dhnliche oder sogar
gleiche Effekte auslosen konnen. Oder ob andere funktionelle Gruppen den Effekt verstiarken
bzw. abschwichen.

In den nun folgenden Versuchen werden Phenole mit den jeweiligen Anilinen verglichen.

3.4.1 Phenol und Anilin
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Abbildung 44: Vergleich der Konzentrationswirkungskurven von Phenol und Anilin bezogen

auf die Amplitude in der a) Offen-Kanal- b) Equilibrium- c¢) Geschlossen-Kanal-Applikation.

Anilin zeigt in der Offen-Kanal-Applikation keinen Effekt, selbst bei hohen Konzentrationen
(10 mM; siehe Abbildung 44 a)). Folglich gibt es keinen schnellen Effekt des Anilins. Anilin
verursacht bei hohen Konzentrationen in der Equilibrium- und Geschlossen-Kanal-
Applikation schwache inhibitorische Effekte, dennoch ist das Phenol die wesentlich potentere

Substanz.
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Abbildung 45: Vergleich der Desensibilisierung (torr) von Phenol und Anilin in der a) Offen-

Kanal- b) Equilibrium- ¢) Geschlossen-Kanal-Applikation.

Die Desensibilisierungs-Werte in Abbildung 45 zeigen, fiir die Substanz Anilin bei allen

Applikationsmodi, kaum Effekt. Hier stellt sich klar heraus, dass Anilin iiber einen

vollkommen unterschiedlichen Mechanismus verfiigen muss, im Gegensatz zu den anderen

Phenol-Derivaten, da weder Beschleunigung noch Verlangsamung deutlich zu sehen ist.

60



Ergebnisse

3.4.2 2-Isopropylphenol und 2-Isopropylanilin

In den folgenden Experimenten wurden ortho-Isopropyl-Derivate von den jeweiligen

Phenolen und Anilinen gegeniibergestellt.
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Abbildung 46: Vergleich der Konzentrationswirkungskurven von 2-Isopropylphenol und 2-
Isopropylanilin bezogen auf die Amplitude in der a) Offen-Kanal- b) Equilibrium- c)
Geschlossen-Kanal-Applikation.

Betrachtetet man Abbildung 46 b) und c) so sieht man, dass auch hier die jeweiligen Phenol-
Derivate potenter sind als die jeweiligen Aniline, (in der Equilibrium-Applikation um einen
Faktor 22, in der Geschlossen-Applikation um einen Faktor 19). In der Offen-Kanal-
Applikation potenziert 2-Isopropylanilin wie auch 2-Isopropylphenol, wéhrend Anilin (siehe
Abbildung 44 a)) nicht potenziert. Hier also verursacht die Isopropyl-Gruppe, in ortho-
Position, den Effekt der Potenzierung (sieche Abbildung 46). Dennoch ist 2-Isopropylphenol,
auch was den Effekt der Potenzierung angeht, die potentere Substanz (siche Abbildung 46 a)).
Der potenzierende Mechanismus zeichnet sich ebenfalls sehr deutlich bei den
Desesibilisierungs-Werten ab (sieche Abbildung 47 a)). Nicht zu verstehen ist jedoch, warum
eine Verlangsamung in Geschlossen-Kanal-Applikation mit zunehmender Konzentration

darstellt, da 2-Isopropylanilin hier nicht potenziert (siche Abbildung 47 c)).
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Abbildung 47: Vergleich der Desensibilisierung (torr) von 2-Isopropylphenol und 2-
Isopropylanilin in der a) Offen-Kanal- b) Equilibrium- ¢) Geschlossen-Kanal-Applikation.
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3.4.3 Propofol und 2,6-Diisopropylanilin

Von grofBem Interesse ist 2,6-Diisopropylanilin, da es den direkten Vergleich zum Propofol

darstellt.
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Abbildung 48: Vergleich der Konzentrationswirkungskurven von 2,6-Diisopropylphenol und
2,6-Diisopropylanilin bezogen auf die Amplitude in der a) Offen-Kanal- b) Equilibrium- c)
Geschlossen-Kanal-Applikation.

2,6-Diisopropylanilin ist in allen drei Applikationsmodi weniger potent als das
Phenolstruktur-Derivat Propofol (siche Abbildung 48). In der Offen-Kanal- als auch in der
Equilibrium-Applikation ist 2,6-Diisopropylanilin um einen Faktor 2 weniger potent als
Propofol. In der Geschlossen-Kanal-Applikation ist 2,6-Diisopropylanilin um einen Faktor 3
weniger potent. Bei den 2-Isopropylanalogen sind die Faktoren 22 und 19 (Equilibrium-,

Geschlossen-Kanal-Applikation).
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Abbildung 49: Vergleich der Desensibilisierung (torr) von 2,6-Diisopropylphenol und 2,6-
Diisopropylanilin in der a) Offen-Kanal- b) Equilibrium- ¢) Geschlossen-Kanal-Applikation.

Sowohl in der Equilibrium- als auch in der Offen-Kanal-Applikation, also immer dann wenn
der schnelle Effekt der Substanz einsetzt, ist bei Propofol eine konzentrationsabhidngige
Beschleunigung der Desensibilisierung zu sehen (sieche Abbildung 49), nicht jedoch in der
Geschlossen-Kanal-Applikation. 2,6-Diisopropylanilin zeigt jedoch in allen Applikationsmodi
eine konzentrationsabhéngige Beschleunigung der Desensibilisierung (siche Abbildung 49).
Dieses deutet auf unterschiedliche Mechanismen der jeweiligen Substanzen hin.
Zusammenfassend kann man sagen, dass Phenole potenter sind als die jeweiligen Aniline und

das bei den Strukturanaloga unterschiedliche Mechanismen wirken.
Wie aber verhilt es sich mit anderen funktionellen Gruppen? Was passiert, wenn man die

Hydroxyl-Gruppe durch eine Mercapto-Gruppe austauscht. Im Folgenden soll darauf

eingegangen werden.
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3.4.4 Phenol und Thiophenol
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Abbildung 50: Vergleich der Konzentrationswirkungskurven von Thiophenol und Phenol
bezogen auf die Amplitude in der a) Offen-Kanal- b) Equilibrium- c¢) Geschlossen-Kanal-

Applikation.

Thiophenol ist in der Equilibrium- und in der Geschlossen-Kanal-Applikation ein wesentlich
stiarkerer Inhibitor als Phenol (Faktor 180 u. 148) (siche Abbildung 50 b) u. c)). In der Offen-
Kanal-Applikation setzt bei Thiophenol der hemmende Effekt erst bei ca. ImM ein (siche
Abbildung 50 a)). Vergleicht man die Offen-Kanal-Applikation mit der Geschlossen-Kanal-/
Equilibrium-Applikation, so sieht man, dass fiir den starken hemmenden Effekt eine
Vorapplikation der Substanz noétig ist. Der starke inhibitorische Effekt ist demnach kein
schneller Effekt.

Thiophenol zeigt bei allen Applikationsmodi eine Beschleunigung der Desensibilisierung
(siche Abbildung 51), Phenol eine Verlangsamung, sofern es mit 5-HT zusammen appliziert
wird (Equilibrium u. Offen-Kanal). Thiophenol aktiviert hier offenbar einen unterschiedlichen

Mechanismus.
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Abbildung 51: Vergleich der Desensibilisierung (torr) von Thiophenol und Phenol in der a)

Offen-Kanal- b) Equilibrium- ¢) Geschlossen-Kanal-Applikation.
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3.4.5 2-Isopropylphenol und 2-Isoprpylbenzolthiol
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Abbildung 52: Vergleich der Konzentrationswirkungskurven von 2-Isopropylphenol und 2-
Isopropylbenzolthiol bezogen auf die Amplitude in der a) Offen-Kanal- b) Equilibrium-
Applikation.

Abbildung 52 a) zeigt deutlich, dass 2-Isopropylbenzolthiol in dem angegebenen
Konzentrationsbereich nicht potenziert, im Gegensatz zu 2-Isopropylphenol und 2-
Isopropylanilin (siehe Abbildung 46 a). Keinerlei Verlangsamung der Desensibilisierung von
2-Isopropylbenzolthiol zeigt sich zusétzlich in Abbildung 53. Zusammenfassend kann man
sagen, dass 2-Isopropylphenol (ICsp = 18 uM) um einen Faktor 5 potenter ist als 2-
Isopropylbenzolthiol (ICsp = 88 puM) in der entsprechenden Equilibrium-Applikation,
wéhrend 2-Isopropylbenzolthiol um einen Faktor 4 potenter ist als das entsprechende Anilin

(2-Isopropylanilin; ICsg = 372 uM).
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Abbildung 53: Vergleich der Desensibilisierung (torr) von 2-Isopropylphenol und 2-
Isopropylbenzolthiol in der a) Offen-Kanal- b) Equilibrium-Applikation.

Bisher wurde auf funktionelle Gruppen von phenolischen Aromaten eingegangen, die ein
(Phenol u. Thiophenol) oder zwei Wasserstoffatome (Anilin) tragen. Diese Substanzen
interagieren wahrscheinlich mit der S5-HT-Bindungsstelle, indem sie zumindest als
Wasserstoft-Donor mit Proteinen, innerhalb der Bindungstasche,
Wasserstoffbriickenbindungen eingehen. Moglich sind auch Reaktionen als Akzeptor.
Wasserstoftbriickenbindungen sind innerhalb der Bindungen von ligandengesteuerten

Ionenkanélen von grof3em Interesse.

In dem folgenden Abschnitt soll darauf eingegangen werden, wie Halogenbenzole mit dem 5-

HT;a-Rezeptor interagieren?
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3.4.6 Halogenbenzole
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Abbildung 54: a) Amplitudenhemmung von Fuorbenzol in der Offen-, Equilibrium und
Geschlossen-Kanal-Applikation. b) Denesibilisierungsbeschleunigung (topr) von Fluorbenzol
in der Offen-, Equilibrium und Geschlossen-Kanal-Applikation. ¢) Amplitudenhemmung von
Chlorbenzol in der Offen-, Equilibrium und Geschlossen-Kanal-Applikation. d)
Denesibilisierungsbeschleunigung (torr) von Chlorbenzol in der Offen-, Equilibrium und

Geschlossen-Kanal-Applikation.

Fluorbenzol zeigt in der Equilibrium- und Geschlossen-Kanal-Applikation etwa die gleiche
Hemmung (sieche Abbildung 54 a)). Diese Inhibition nimmt jedoch nur leicht, bei
zunehmender Konzentration, zu. In der Offen-Kanal-Applikation ist bei steigender
Konzentration, wenig Hemmung zu erkennen. Die Substanz braucht demnach eine lédngere
Vorapplikation, so dass diese am Rezeptor wirkt.

Chlorbenzol wirkt starker inhibitorisch, wenn es mit 5-HT zusammen appliziert wird (siehe
Abbildung 54 c)); bei Betrachtung der hochsten Konzentration von 10 mM (Equilibrium und
Offen-Kanal). Somit ist Chlorbenzol eine schnell wirkende Substanz, im Gegensatz zu
Fluorbenzol. Die Substanzen verursachen somit verschiedene Effekte. Jedoch zeigen beide
Halogenderivate Beschleunigung mit zunehmender Konzentration in Bezug auf die

Desensibilisierung (siche Abbildung 54 b) u. d)).
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3.5 Verstirkung der Potenzierung durch Alkyl-Gruppen

3.5.1 Potenzierung durch Positionsverinderungen von Methyl-Gruppen

Wie in Kapitel 3.2 eingehend erklirt, konnen zusitzliche Alkyl-Gruppen, am phenolischen
Aromaten, die Potenzierung der Amplitude und die Verlangsamung der Desensibilisierung
autheben und andere Mechanismen wie Inhibition und Beschleunigung in Gang setzten.

Konnen aber Alkyl-Gruppen Effekte wie Potenzierung und Verlangsamung verstirken? Um
dieser Frage nachzugehen, wurde eine umfassende Studie durchgefiihrt, die sich mit Methyl-
Gruppen beschiftigt, die an unterschiedlichen Positionen (ortho, meta, para) des phenolischen
Aromaten substituiert wurden. Es sei erwidhnt, das der Partizipationskoeffizient (P oct./water)

bei den nun folgenden Substanzen fast gleich grof3 ist.

3.5.1 Potenzierung durch Positionsverinderungen von Methyl-Gruppen

a) b)
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Abbildung 55: Originalstromspuren. a) Offen-Kanal- b) Equilibrium-Applikation von 1 mM
o-, m- und p-Cresol. / In der Offen-Kanal-Applikation zeigen alle Cresole eine Potenzierung
der Amplitude und eine Beschleunigung der Desensibilisierung (torr). Die Equilibrium-

Applikation zeigt eine Amplitudenhemmung und eine Beschleunigung der Desensibilisierung.

Abbildung 55 a) und b) zeigt einen Patch an dem die Offen-Kanal- a) und Equilibrium-
Applikation b) durchgefiihrt wurde. Man erkennt deutlich, dass von der ortho-Position iiber
die meta- bis hin zur para-Position die Potenzierung der Amplitude zunimmt (Offen-Kanal),
sowie eine zunehmende Verlangsamung der Desensibilisierung (torr). In der Equilibrium-

Applikation wird analog eine Zunahme der Inhibition beobachtet.
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Abbildung 56: Konzentrationswirkungskurven von o-, m- und p-Cresole (n =2-7): a) Offen-
Kanal-Applikation bezogen auf die Amplitude. b) Equilibrium-Applikation bezogen auf die
Amplitude c) Offen-Kanal-Applikation bezogen auf die Desensibilisierung (torr) d)

Equilibrium-Applikation bezogen auf die Desensibilisierung (togr).

Die statistische Auswertung {iber den gesamten Konzentrationsbereich (Abbildung 56 a) u.
b)) bestitigt, dass para-Cresol das potenteste Cresol ist. Meta- und ortho-Cresol sind im
unteren Konzentrationsbereich etwa gleich potent. Wihrend ortho- im Gegensatz zu meta-
Cresol bei 3 mM stirker potenziert (Offen-Kanal-Applikation). Der sterische Effekt der
Methyl-Gruppe bezogen auf die Hydroxyl-Gruppe, wird moglicherweise der Grund dafiir
sein. Wie schon in Abbildung 55 gesehen, nimmt die Verlangsamung der Desensibilisierung

bei steigender Konzentration von ortho-, iiber meta-, zu para-Cresol zu (siche Abbildung 56

o) u. d)).
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3.5.2 Positionsverinderungen von Isopropyl-Gruppen

Methyl-Gruppen bewirken an unterschiedlichen Positionen (ortho, meta, para), am
phenolischen Aromaten, unterschiedliche Effekte. Wie verhélt es sich mit anderen Alkyl-
Gruppen an gleichen Positionen. Betrachtet man Isopropyl-Gruppen, die durch Propofol und

2-Isopropylphenol in Kapitel 3.2 ndher untersucht wurden, so sicht man folgendes:
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Abbildung 57: a) Strukturformeln von 2-, 3- und 4-Isopropylphenol b)Amplituden-

Potenzierung / Hemmung der Isopropyl-Derivate in der Offen-Kanal-Applikation. c)

Amplitudenhemmung der Isopropyl-Derivate in der Equilibrium-Applikation.

Betrachtet man den dargestellten Konzentrationsbereich bei 100 uM und 300 uM (siehe
Abbildung 57 b)), so stellt man fest, dass 2- und 3-Isopropylphenol dhnlich potent wirken.
Wihrend 4-Isopropylphenol, in diesem Konzentrationsbereich, nicht mehr potenziert, in
Bezug auf die Amplitude, oder im Bereich der Desensibilisierung verlangsamt (siche
Abbildung 58). Wenn die Isopropyl-Derivate, vor dem 5-HT-Puls zuziiglich appliziert werden
(sieche Abbildung 57 c¢)), also wenn mdgliche Effekte hinzukommen, die eine lidngere
Einwaschzeit bendtigen, ergeben sich andere Konstellationen. 3- und 4-Isopropylphenol sind
dhnlich potent (ICso = 241 uM u. 316 uM), wihrend 2-Isopropylphenol um einen Faktor 16

potenter ist als die beiden anderen Derivate.
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Abbildung 58: Desensibilisierungs-Verlangsamungen / Beschleunigungen von 2-, 3- und 4-

Isopropylphenol (torr) in der a) Offen-Kanal- b) Equilibrium-Applikation.

Vergleicht man die Desensibilisierungs-Werte der Cresole (sieche Abbildung 56 ¢) u. d)) mit
denen der 2-Isopropyl-Derivate (siche Abbildung 58 a) u. b)), so erkennt man, dass sich
vollkommen unterschiedliche Effekte darstellen. Wiahrend bei den Cresolen in der
Reihenfolge: ortho-, meta-, para-Position eine Zunahme der Verlangsamung der
Desensibilisierung stattfindet und damit zuziiglich eine Zunahme der Amplituden-
Potenzierung, ldsst sich bei den Isopropyl-Derivaten eine gegensitzliche Reihenfolge der
Desensibilisierungs-Werte feststellen. Abbildung 58 a) u. b) zeigt, dass die ortho-Position (2-
Isopropylphenol) stirker verlangsamt als die meta-Position (3-Isopropylphenol), wihrend die

para-Position (4-Isopropylphenol) nur noch beschleunigt.
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3.6 Effekte unterschiedlicher Alkyl-Gruppen

Wie in den beiden vorherigen Abschnitten beschrieben, bewirken gleiche Alkyl-Gruppen an
unterschiedlichen Positionen (ortho, meta, para) des phenolischen Aromaten unterschiedliche
Effekte. Von grofBem Interesse ist es nun zu erfahren, was unterschiedliche Alkyl-Gruppen an

gleichen Positionen bewirken.

3.6.1 Konstitutionsisomere

In der folgenden Abbildung, werden Isopropylphenole mit Propylphenolen verglichen.
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Abbildung 59: Vergleich von Konzentrationswirkungskurven der Amplituden in der Offen-
Kanal-Applikation der phenolischen Propyl-Konstitutionsisomeren. a) ortho- b) meta- c¢) para-

Position
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Betrachtet man Abbildung 59 a), so erkennt man keinen wesentlichen Unterschied der
Konstitutionsisomere fiir den angegebenen Konzentrationsbereich. Wéihrend das
3-Propylphenol weniger stark potenziert als das jeweilige Konstitutionsisomer
(3-Isopropylphenol), verhélt es sich bei 4-Isoropylphenol und 4-Propylphenol genau
umgekehrt (siche Abbildung 59 b) u. ¢). Dennoch zeigen die Substanzen dhnliche ICso-Werte.
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Abbildung 60: Vergleich der Desensibilisierung (torr) in der Offen-Kanal-Applikation der

phenolischen Propyl-Konstitutionsisomeren. a) ortho- b) meta- c¢) para-Position

Vergleicht man die Desensibilisierungs-Werte von Abbildung 60 b) u. ¢) mit den analogen
Amplituden-Werten (Abbildung 59 b) u. c)), so erkennt man, dass Effekte wie Potenzierung
der Amplitude und Verlangsamung der Desensibilisierung sich exakt iibertragen lassen.
Vergleicht man jedoch die 2-Propyl- und 2-Isopropylphenol, sieht man in dem Verlauf der
Amplitude kaum Unterschiede, wihrend die Verlangsamung Desensibilisierung von 2-
Isopropylphenol wesentlich ausgeprégter ist (siche Abbildung 59 a) u. Abbildung 60 a)).
Demzufolge konnte man vermuten, dass der potenzierende Effekt von 2-Isopropylphenol

zusétzlich tiberlagert wird von einer Inhibition.
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Abbildung 61: Vergleich von Konzentrationswirkungskurven der Amplituden in der

Equilibrium-Applikation der phenolischen Propyl-Konstitutionsisomeren. a) ortho- b) meta-

¢) para-Position

In der Equilibrium-Applikation sind alle Isopropyl-Derivate potenter als die entsprechenden

Propyl-Derivate (siche Abbildung 61 a), b) u. c)). 2-Isopropylphenol ist um einen Faktor 5

potenter als 2-Propylphenol. 3-Isopropylphenol ist um einen Faktor von 1,5 potenter als 3-

Propylphenol. Dennoch potenziert 4-Propylphenol stirker als 4-Isopropylphenol zwischen 30

puM und 300 puM.

Das die Isopropyl-Derivate die potenteren Substanzen sind, gegeniiber den jeweiligen Propyl-

Derivaten spiegelt sich auch in den Desensibilisierungs-Werten wider (siche Abbildung 62 a)

—0)).
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Abbildung 62: Vergleich der Desensibilisierung (torr) in der Equilibrium-Applikation der

phenolischen Propyl-Konstitutionsisomeren. a) ortho- b) meta- c) para-Position
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3.6.2 Verkiirzung der Alkyl-Gruppe

Im Abschnitt 3.6.1 wurde die Wirkung von verschiedenen Konstitutionsisomeren dargestellt.

In den nun folgenden Versuchen sollen die Unterschiede aufgezeigt werden, zwischen

Ethylen und Propylen, die an gleicher Stelle des phenolischen Aromaten substituiert sind.
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Abbildung 63: Vergleich von Konzentrationswirkungskurven der Amplituden in der Offen-

Kanal-Applikation der Ethyl- / Propyl-Phenole in a) ortho- b) meta- ¢) para-Position. / Die

Propylphenole sind potenter als die dementsprechenden Ethylphenole.

4-Propylphenol ist um einen Faktor 3 potenter als 4-Ethylphenol (siche Abbildung 63 c)).

Die Potenzierung, von 4-Propylphenol (Amplitude) ist fiir den Konzentrationsbereich

zwischen 30 uM und 300 uM starker ausgepragt. Wahrend 2-Ethylphenol annéhernd potent
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ist wie 2-Propylphenol (bei 100 uM und 300 uM), inhibiert 3-Propylphenol bei ImM im
Vergleich zu 3-Ethylphenol (siche Abbildung 63 a) u. b)).
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Abbildung 64: Vergleich der Desensibilisierung (topr) in der Offen-Kanal-Applikation der
Ethyl- / Propyl-Phenole in a) ortho- b) meta- c¢) para-Position.

Aus der Abbildung 63 a) — c) lésst sich erkennen, dass die Propylphenole die etwas potenteren
Substanzen sind als die jeweiligen Ethylphenole. Innerhalb der Desensibilisierungs-Werte
spiegeln sich diese Effekte jedoch nur deutlich, bei 2-Propylphenol und 2-Ethylphenol wider
(siche Abbildung 64 a).
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Abbildung 65: Vergleich von Konzentrationswirkungskurven der Amplituden in der
Equilibrium-Applikation der Ethyl- / Propyl-Phenole in a) ortho- b) meta- c¢) para-Position. /
Die Propylphenole sind potenter als die dementsprechenden Ethylphenole.

2-Ethylphenol ist im Gegensatz zu 2-Propylphenol um einen Faktor 15 weniger potent (siche
Abbildung 65 a)). 3-Ethylphenol zeigt im Bereich zwischen 100 uM und 1000 uM keine
Inhibierung, im Gegensatz zu 3-Propylphenol (sieche Abbildung 65 b)). Wie schon in
vorherigen Abbildungen gezeigt, potenziert 4-Propylphenol auch in der Equilibrium-
Applikation. Der schnell einsetzende Effekt, der mit 5-HT zusammen -einsetzt, ist
moglicherweise dominant gegeniiber einem langsamen inhibitorischen. Betrachtet man die
Konzentrationskurven bei 1 mM, so stellt man erneut fest, dass 4-Propylphenol wesentlich
potenter ist als 4-Ethylphenol (siche Abbildung 65 c)).

Man sieht deutlich, dass bei den Propylphenolen, im Vergleich mit den Ethylphenolen,

unterschiedliche Mechanismen greifen.
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Abbildung 66: Vergleich der Desensibilisierung (topr) in der Equilibrium-Applikation der
Ethyl- / Propyl-Phenole in a) ortho- b) meta- c¢) para-Position.

Vergleicht man Abbildung 65 a) mit Abbildung 66 a), so erkennt man deutlich, dass bei
beiden Phenol-Derivaten, die Potenzierung der Amplitude durch eine Inhibierung iiberlagert
wird. Die iiberlagerte Potenzierung zeigt sich durch die verlangsamten Desensibilisierungs-
Werte in Abbildung 66 a). Bei geringeren Konzentrationen zeigt sich bei den Propyl-
Derivaten eine stirkere Verlangsamung der Desensibilisierung; dieser Verlauf lieBe sich unter
Umstinden ebenfalls auch bei 3-Ethylphenol und 3-Propylphenol erkennen, jedoch ist hier

der Konzentrationsbereich zu klein gewéhlt.

81



Ergebnisse

3.7 Abbruch der Potenzierung in para-Position

Wie schon in Abbildung 59 gesehen, fiihren unterschiedliche Konstitutionsisomere zu
unterschiedlichen Effekten. Wéhrend 4-Propylphenol (para-Position) noch potenziert,
inhibiert 4-Isopropylphenol in allen Applikationsmodi. Ein unterschiedlicher Umfang bzw.
eine unterschiedliche Grofle dieser beiden Konstitutionsisomere bewirken offenbar diese zwei

unterschiedlichen (spezifischen) Effekte.

3.7.1 Abbruch durch die Linge der Alkyl-Gruppen

Von groflem Interesse ist es nun herauszufinden, ob es moglich ist, einen ,,Cut-Off-Effekt™
nur durch eine Verldngerung der Alkyl-Gruppen in para-Position zu erreichen, also bei
welcher Kettenldnge es zu einem Abbruch der Potenzierung kommt. Eine Inhibierung der

Amplitude und keine Verlangsamung der Desensibilisierung (torr) wiren die Folgen.
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Abbildung 67: a) Strukturformel 4-Butylphenol. b) Konzentrationswirkungskurven der
Amplitude von 4-Butylphenol in Offen.-Kanal- und Equilibrium-Applikation. c)
Desensibilisierung (torr) von 4-Butylphenol in Offen.-Kanal- und Equilibrium-Applikation.

Wie in Abbildung 67 a) zu erkennen ist, findet bei 4-Butylphenol in der Equilibrium-
Applikation, fiir den Bereich 10 uM bis 30 uM, eine Potenzierung der Amplitude statt, bei
gleichzeitiger Verlangsamung der Desensibilisierung (siche Abbildung 67 b)). Wiahrend man
umgekehrt in der Offen-Kanal-Applikation eine Hemmung der Amplitude sieht (siche
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Abbildung 67 a)), bei gleichzeitiger Beschleunigung der Desensibilisierung (siche Abbildung
67 c)).

Ein Effekt der eine Beschleunigung der Desensibilisierung zeigt, bei gleichzeitiger
Potenzierung der Amplitude ist hier zum ersten mal zu sehen, und wurde bei sonst keinem

anderen Phenol-Derivat zuvor gesehen.
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Abbildung 68: a) Strukturformel 4-Pentylphenol. b) Konzentrationswirkungskurven der
Amplitude von 4-Pentylphenol in Offen.-Kanal- und Equilibrium-Applikation. c¢)

Desensibilisierung (torr) von 4-Pentylphenol in Offen.-Kanal- und Equilibrium-Applikation.

Abbildung 68 b) u. c) zeigen den einsetzenden ,,Cut-Off-Effekt“ von 4-Pentylphenol.
Inhibition (Amplitude) und Beschleunigung (Desensibilisierung; topr) sind die Folgen.
Demnach ist moglicherweise der Umfang dieser Alkyl-Gruppe in para-Position zu grof3, um

an gleicher Stelle wie 4-Butylphenol zu binden.
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3.7.2 Qualitative Ubersicht aller verwendeter Substanzen

Substanz 1Cs0 Eq ICso Of.K | ICso Ge.K | Potenzierer: (+)
(LM) (LM) (LM) Nicht-Potenzierer: (-)
Anilin - - - -
Benzol 4710 13001 9268 -
4-n-Butylph. 38 67 - +
2-te-Bu-6-Methylph. | 31 380 - -
Chlorbenz. 906 1698 877 -
m-Cresol 9506 7551 - +
0-Cresol - - - +
p-Cresol 1282 - - +
1,2-Diethylbenz. 86 - - -
2,6-Diethylph. 49 - - -
2,6-Diisopropylan. 54 113 121 -
1,3-Diisopropylbenz. | 34 - 175 -
2,5-Diisopropylph. 5 - 5 -
2,6-Dimethylph. 1371 - - -
3,5-Dimethylph. 1442 1730 - -
2-Ethylph. 1262 1991 - +
2-Ethyl-6-Methylph. | 368 548 - -
3-Ethylph. - - - +
4-Ethylph. 1858 2427 - +
Fluorbenz. 3908 - 29512 -
2-Isopropylanilin 372 - 272 +
2-Isopropylbenz.thio | 88 - - -
2-Isopropylph. 18 - 14 +
3-Isopropylph. 242 697 - +
4-Isopropylph. 316 122 - -
2-Naphthol 26 1035 26 +
4-Pentylph. 32 41 - -
Phenol 1621 - 1035 +
Propofol 17 28 22 -
2-Propylph. 83 - - +
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3-Propylph. 354 735 - +
4-Propylph. 834 919 - +
2-tert.-Butylph. 31 380 - +
Thioph. 8,9 23823 7,5 -
Thymol 5 - 5 +

Tabelle 1: Gesamtibersicht aller vorhandenen ICso-Werte der verwendeten
Substanzen in Equilibrium-(Eq), Offen-Kanal-(Of.K), Geschlossen-Kanal-(Ge.K)
Applikation.
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3.8 Der homopentamere humane al Glycin-Rezeptor

Die grundlegende Idee einen neuen stabilen tranfizierten al Glycin-Rezeptor zu etablieren,
war es neben einem exzitatorischen humanen homopentameren Rezeptor (5-HTsa), einen
humanen homopentameren inhibitorischen Rezeptor (ol Glycin) zu erhalten. Ziel dieser
Arbeit sollte sein, dhnliche molekulare Mechanismen durch Phenol-Derivate zu erforschen,

wie es schon am 5-HT3-Rezeptor gemacht worden ist.

3.8.1 Molekularbiologische Herstellung und Charakterisierung

Das homopentamere humane «a/ gly-Gen (1,6 kb) wurde freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe Betz aus Frankfurt zur Verfiigung gestellt. Es wurde mittels der unter
Abschnitt 2.1.2 angegebenen Oligonukleotide sequenziert (2.2.3.8). Nach Bestéitigung der
korrekten Sequenz (siche Anhang) wurde unter Abschnitt 2.2.3.7 eine PCR mit zusitzlichem
Einbau von Restriktionsschnittstellen vollzogen. Nach anschlieBendem Auftragen von
pCDNA3-Vektor (5,4 kb) und al gly-Gen (2.2.3.5) (siche Abbildung 69) wurden diese
beiden DNA-Banden aus dem Gel isoliert (2.2.3.6) und unter Hilfe der Restriktionsenzyme
Xbal und EcoRI verdaut (2.2.3.9). AnschlieBend wurden Vektor und Gen zusammen
homogenisiert und legiert (2.2.3.10).

Abbildung 69: Links auf dem Gel: GeneRuler™. Tasche 1: pCDNA3-Vektor; Tasche 2: al
gly-Gen.
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Nach vollzogener Transformation (2.2.3.11) wurden 10 Bakterien-Klone gepickt und einer

erneuten Plasmid-Isolation (2.2.3.2) mit anschlieBendem Restriktionsverdau unterzogen

(2.2.3.9). Das Ergebnis ist in Abbildung 70 zu sehen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

6,0 kb —» wa

- T Y L 2 A

2,0kb —>»

L2

Abbildung 70: 10 gepickte Klone mit anschlieBendem Restriktionsverdau. Tasche 1 und 2
enthielten nicht das integrierte o/ gly-Gen. Tasche 3-10 enthielten das integrierte a/ gly-Gen
und den Vektor pcDNA3. Links auf dem Gel: GeneRuler™.

Acht von Zehn Bakterien-Klone enthielten das a/ gly-Gen (Abbildung 70, Tasche 3 —10).
Der in Abbildung 71 dargestellte isolierte Vektor mit integriertem Gen wurde fiir die
Transfektion (2.2.1.2) in HEK 293 herangezogen.

6,0 kb —p : s (5.4 kb) pcDNA3
—
—
-

—
2,0 kb——» W=
(1,6 kb) ol gly

.

i

Abbildung 71: Zeigt den priparierten Klon (2.2.3.9) der fiir die Transfektion genommen

wurde. Links auf dem Gel: GeneRuler ™.

Mit dem nun so entstandenen polyklonalen HEK 293-Klon wurden elektrophysiologische

Charakterisierungs-Experimente gemacht (3.8.2).
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3.8.2 Elektrophysiologische Charakterisierung

Die elektrophysiologischen Untersuchungen ergaben, dass im ,,excised Patch® leider keine
Strome zu sehen waren, von daher musste im ,,Whole Cell*“-Modus gearbeitet werden. Hier
zeigten sich manchmal relativ groBe Strome (siche Abbildung 72). Die dargestellten
elektrophysiologischen Ergebnisse sind ausschlielich Daten der polyklonalen Zelllinie.

a) b)

) Glycin 1mM
Glycin 1mM

50 pA
1000 pA

0,5 sek.
0,5 sek.

Abbildung 72: Originalstromspuren vom al Glycin-Rezeptor induziert durch 1mM Glycin a)
Ein selten beobachteter ,,Whole Cell“-Patch mit groBem Strom. b) Ein haufig beobachteter
»Whole Cell“-Patch mit geringem Strom.

Daher wurde weiterhin im ,,Whole Cell“~-Modus gearbeitet; im Abschnitt 3.8 sowohl am 5-
HT;x- als auch am al Glycin-Rezeptor. Um den ol Glycin-Rezeptor grundlegend
physiologisch zu charakterisieren, wurden Konzentrationswirkungskurven sowohl vom 5-
HT;a-Rezeptor als auch vom al Glycin-Rezeptor angefertigt, um bei beiden Rezeptoren

mogliche Unterschiede herauszustellen.
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"Whole Cell"-Messungen von
beiden Rezeptoren

1504
g
5 1254
5 100+
~
5 754 n=27
©
$ 507
25
0 T Y T L — T T 1
9 8 -7 6 5 -4 -3 -2 -1
log [Agonist] (M) .
v 5-HT35-Rezeptor o ol Glycin-Rezeptor
BOTTOM (Constant) | 0.0 BOTTOM (Constant) | 0.0
TOP 102.2 TOP 150.3
LOGEC50 -5.989 LOGEC50 -3.220
HILLSLOPE 1.471 HILLSLOPE 1.465
EC50 1.0260e-006 EC50 0.0006020

Abbildung 73: Konzentrationswirkungskurven vom 5-HT3s-Rezeptor (schwarz) normiert auf
30 uM 5-HT und al Glycin-Rezeptor (rot) normiert auf 1 mM Glycin; beide im ,,Whole
Cell“-Modus.

Die dargestellte Abbildung 73 zeigt, dass der 5-HT34-Rezeptor um einen Faktor von ca. 600
potenter ist, zum jeweiligen Agonisten, als der ol Glycin-Rezeptor, bei jedoch gleichen
Steilheiten der Kurve (Hillslope 1,471; 1,465). Walkenbach et al. (2005) zeigten, fiir den 5-
HT;a-Rezeptor ,.excised Patch® einen ECsy = 10,4 uM (Hillslope 1,567). Man erkennt den
deutlichen Unterschied der Aktivititen beziiglich des Agonisten zwischen ,,Whole Cell* und
»excised Patch® (Faktor 7).

Weitere elektrophysiologische Charakterisierungen des al Glycin-Rezeptors sind zum einen

Inhibition nachzuweisen, gegeniiber eines Glycin-Inhibitors (Strychnin) und zum anderen

eine Stromspannungskurve darzustellen (siche Abbildung 74 a) u. b)).
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a) 100+ b) (a1 Glycin-Rezeptor)
g al Glycin-Rezeptor
= J 200
Ouo " g n=3
=0 Strychnin 100 nM —
EE 5o (St : E £ 100
— 5 —— 1 n=4 ST
o X =N
S 25 n2s x x ; x \
x Lo € 75 50 2 25 50 75
232
0 ° -100+
£
Strychnin HCI  Strychnin HCI 2H,0 -200-
= 99% 96-98%

Spannung (mV)

Abbildung 74: al Glycin-Rezeptor: a) Inhibition des Glycin-Stromes bei zwei verschiedenen
Strychnin-Salzen, jeweils 100 nM (Whole Cell). b) Stromspannungskurve, normiert auf —50
mV bei ImM Glycin (Whole Cell).

Der al Glycin-Rezeptor zeigt bei zwei verschiedenen Strychnin-Salzen gleich starke
Inhibition (siche Abbildung 74 a)). Die Stromspannungskurve (siche Abbildung 74 b)) zeigt
im Gegensatz zum 5-HTsa-Rezeptor ,,excised Patch® keine Rektifizierung (Barann et al.,
2000). Die Zeit des Auswasches (Auswasch wihrend Agonisten / Substanz-Aplikation) wurde
auf 15 sek festgelegt. Experimentell wurde gezeigt, dass diese Zeit ausreicht, um einen
vollstindigen Auswasch zu erhalten (Daten nicht dargestellt).

Da die Zeitkonstanten der Aktivierung (ton) am ol Glycin-Rezeptor Werte > 20 ms
darstellten, wurden Experimente durchgefiihrt, bei denen der Vorlauf der Losung
heruntergesetzt wurde; sowohl am al Glycin-Rezeptor als auch am 5-HTss-Rezeptor. Es sei
darauf hingewiesen, dass der Vorlauf der Losung am ,,excised Patch® essentiell ist, da die
Trennung zwischen Ende der ersten Substanzapplikation und Beginn des Agonisten-
Einwasches ansonsten nicht ,,scharf ist. Dieser Vorlauf fiihrt jedoch beim ,,Whole Cell*-
Patch dazu, dass am Petrischalen-Grund ein Konzentrations-Gradient entsteht, was

moglicherweise zu einem friihzeitigen Offnen bei einem Teil der Kanile fiihrt.
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Abbildung 75: Verschiedene Zeitvorldufe von Agonisten-Konzentrationen bezogen auf die

Kinetik der Zeitkonstante der Aktivierung (ton) a) (Whole Cell) 5-HT34- b) (Whole Cell) al
Glycin-Rezeptor.

Die Abbildung 75 a) u. b) zeigt deutlich, dass bei weniger langem Agonisten-Vorlauf es zu
schnelleren Aktivierungs-Kinetiken der Zeitkonstanten (ton) kommt und dass diese
konzentrationsabhingig sind. Die Aktivierungszeitkonstanten des 5-HT;a-Rezeptors sind

wesentlich schneller als die des al Glycin-Rezeptors (siche Abbildung 75 a) u. b)).

Von grofBem Interesse ist weiterhin, wie die molekularen Mechanismen von Phenol-Derivaten
am ol Glycin-Rezeptor sind, und ob diesen Mechanismen spezifische, wie am 5-HT;3a-

Rezeptor, oder unspezifische Effekte zugrunde liegen.

o
p—

b)

Effekt auf die Amplitude | —— Propofol intrinsische
Aktivitat 5,6 uM Propofol

84,1 uM Propofol
172 uM Propofol
1 mM Glycin + Auswasch

o Glycin

n=3-7
50 pA

400 ms

Glycin oder Propofol
induzierter Strom (% der
1mM Glycin-Kontrollen)

log [Glycin oder Propofol] (M)

Abbildung 76: al Glycin-Rezeptor : a) Intrinsische Aktivitdt von Propofol und Glycin
(Whole Cell) am al Glycin-Rezeptor. Propofol ist der potentere Agonist am al Glycin-
Rezeptor b) Originalstromspuren eines ol Glycin ,,Whole Cell“-Patches induziert durch

verschiedene Propofol-Konzentrationen und 1mM Glycin.
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Betrachtet man Abbildung 76 a), so erkennt man, dass Propofol der etwas potentere Agonist
ist. Um zu entscheiden ob dieser Agonisten-Effekt spezifisch ist, wurde im Folgenden Phenol

das Grundgeriist aller Derivate untersucht.

0,1 mM Phenol
—— 1 mM Phenol

~-— Kontrolle + Auswasch 1 mM Glycin

250 pA

30 ms

Abbildung 77: Originalstromspur am ol Glycin-Rezeptor (Whole Cell); testen auf
intrinsische ~ Aktivitdit durch 0,1 und 1mM Phenol. Phenol =zeigt fiir diesen

Konzentrationsbereich keine intrinsische Aktivitit.

Phenol zeigt im Gegensatz zu Propofol (siehe Abbildung 77) keine intrinsische Aktivitét fiir
den angegebenen Konzentrationsbereich. Dies bedeutet, dass der Rezeptor nicht gegeniiber
allen Phenolen gleich empfindsam ist, was demzufolge auf spezifische Mechanismen

hindeutet.
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Abbildung 78: Equilibrium-Applikation Imin von Propofol (schwarz) und Phenol (griin) a)
(Whole Cell) am a1 Glycin- b) (Whole Cell) am 5-HTs5-Rezeptor.

Abbildung 78 a) zeigt das in der Equilibrium-Applikation Propofol erst ab einer
Konzentration von ca. 100 uM Hemmung zeigt, wahrend Phenol bis hin zu 1 mM keine
Effekte hervorruft. Zum Vergleich zeigt Propofol bei 17 uM (ICsy vom ,,excised Patch®) am
5-HT;a-Rezeptor ,,Whole Cell“-Patch wesentlich weniger Hemmung als am ,,excised Patch"

(siche Abbildung 78 b)).
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3.8.3 Herstellung einer monoklonalen Zelllinie aus einer polyklonalen

Monoklonaler |[Anzahl ,Whole |kein Strom |bis 100 |bis 500 |bis 1000 |bis 2000 |bis 3000
Klon: Cell“-Patche pA pA pA pA pA
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Tabelle 2: Monoklonale Klone mit der gesamten Anzahl der jeweiligen ,,Whole Cell“-Patche
und den daraus resultierenden erfolgreichen Stromgréfen in piko Ampere (pA). Rot

dargestellt Klone wurden kryokonserviert (2.2.1.3).
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Die in Tabelle 2 rot dargestellten Klone wurden kryokonserviert (2.2.1.3). Zusétzlich wurden
mit diesen Klonen ,,excised Patch“-Experimente gemacht (Daten nicht dargestellt). Leider
wurde zu keinem Zeitpunkt eine Stromantwort bei einem dieser Experimenten (excised Patch)

gemessen.
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4. Diskussion

4.1 Validation der Messapparatur

Zur Charakterisierung der Phenol-Derivate wurde in dieser Arbeit die ,,Patch-Clamp*-
Methode unter Beriicksichtigung eines schnellen Losungsapplikationssystem verwendet.
Durch den schnellen Losungsaustausch (< 10 ms) bietet dieses System die Moglichkeit,
schnelles Offnen und SchlieBen von Membrankanilen zu erfassen und die daraus
resultierenden Stromeffekte zu analysieren. Die Reversibilitdt der Strommessungen stellt
einen grofen Vorteil dieser Methode dar. Auf eine erste Kontrollmessung erfolgt eine
Versuchsmessung und anschlieBend wieder eine Kontrollmessung (Auswasch), so dass man
den Effekt der Versuchsmessung klar von den Kontrollen abgrenzen kann.

Dennoch zeigen die dargestellten klassischen Experimente in Abschnitt 3.1, bei denen
ausschlieflich gegen den Puffer (ECS) gemessen wurde (Negativkontrollen), dass der
auftretende Fehler bei ca. 10 % liegen kann (siche Abbildung 15). Folgende Moglichkeiten
kommen hierfiir in Betracht:

1.) Eine Verunreinigung des Schlauchsystems durch eine vorherige Benutzung von Phenol-
Derivaten.

2.) Weichmacher oder andere Substanzen die sich in den Schlduchen befinden und sich
wiahrend der Benutzung des Systems aus diesen 16sen. Dies wiirde erkldren, warum in
Abbildung 15 c) nach drei Monaten Benutzung der Anlage, die Kontrollen bei einem sehr
guten Wert von ca. 100 % lagen.

3.) Das Auftreten von Kanalverlust-Ereignissen. Hierbei verliert der Patch Kandle bzw.
Kanile werden irreversibel zerstort. Lauft dieses Ereignis nicht kontinuierlich ab, also verliert
die Versuchsstromspur mehr Kanile als die Kontrollstromspur innerhalb einer Messung, so
entsteht ein Fehler in der Auswertung, der nicht unmittelbar auf die Messapparatur
zuriickzufiihren ist. Leider kamen diese Ereignisse (Kanalverluste) sehr hiufig vor, so dass
man nicht einfach nur darauf zuriickgreifen konnte, nur solche Patche zu nehmen, die diesem
Ereignis nicht unterlegen waren.

Nichtsdestotrotz konnten potenzierende und inhibierende Mechanismen von Phenol-
Derivaten klar herausgestellt werden, da sich diese Mechanismen in mehr als nur einem
Effekt duBern - im weiteren Verlauf der Diskussion wird hier noch genauer darauf
eingegangen. Dennoch sto3t man bei dullerst geringen Konzentrationen an die Auflosung der

Messapparatur bzw. des Messsystems. D. h., Prozesse die in geringen Konzentrationen

95



Diskussion

beispielsweise 5 % Inhibierung oder Potenzierung zeigen, sind nicht klar zu trennen beziiglich

Effekt einer Substanz oder Fehler des Messsystems.

4.2 Untersuchungen der molekulare Mechanismen

Primires Ziel der Arbeit war es, die molekularen Mechanismen von Propofol zu verstehen.
James und Glen (1980) untersuchten in ihrer Arbeit verschiedene Alkylphenole in Bezug auf
ihre intravendse andsthetische Aktivitit bei Mdusen. Zu diesem Zeitpunkt war bekannt, dass
2,6-Diethylphenol in Méusen und 2,6-Diisopropylphenol (Propofol) bei Menschen sehr gut
funktionieren. In ihrer Studie von tiber fiinfzig Alkylphenolen kamen sie zu dem Schluss, dass
die optimalen Erfordernisse fiir intravendse andsthetische Aktivitit bei Di-sek-Alkyl
Substituenten gegeben sind, wobei die Summe der Kohlenstoffatome der Substituenten
zwischen Sechs und Acht liegen sollte.

Andsthetische Wirkungen spielen bei einer Reihe von Prozessen im Zentralen Nervensystem
eine Rolle. Von grofer Bedeutung sind solche Prozesse, die mit der Aktivitit von
ligandengesteuerten lonenkanilen in Verbindung stehen (Richards, 1998). Diese Prozesse
sollten nun an verschiedenen Phenol-Derivaten untersucht werden, ausgehend von Propofol,

im Rahmen von ,,Patch-Clamp*“-Versuchen am 5-HT34- und a1 Glycin-Rezeptor.

4.3 Propofol und Derivate am 5-HT;,-Rezeptor

Betrachtet man die Strukturformel von Propofol (siche Abbildung 1), so konnte man
annehmen, dass bei einem so simplen Molekiil der Wirkmechanismus am 5-HT;,-Rezeptor
ahnlich einfach funktioniert. Eine Reihe von Ergebnissen zeigten aber, dass dies nicht der Fall
ist. Anisthetische Potenz wird oftmals mit unspezifischer lipophiler Wechselwirkung in
Verbindung gebracht. Das bedeutet, je lipophiler eine Substanz ist, desto potenter ist sie.
Uberfiihrt man diese Hypothese in Bezug auf unser Modellsystem 5-HT3-Rezeptor, so stellt
man folgendes fest: Betrachtet man zundchst einmal die ICsp-Werte fiir Propofol,
2-Isopropylphenol und Phenol, so sieht man, dass Propofol und Isopropylphenol gleich potent
sind, wihrend der ICs fiir Phenol um einen Faktor 93 weniger potent ist. Demgegeniiber steht
der Partifitionskoeffizient, der als MaB fiir Lipophilie und somit unspezifische

Wechselwirkungen steht. Hier sollte Propofol um einen Faktor 213 potenter sein als Phenol.
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Unspezifische lipophile Wechselwirkung dieser Substanzen kann als alleinige Ursache somit
ausgeschlossen werden.

Krasowski et al. (2001) zeigten von verschiedenen Propofol-Analogen anisthetische Wirkung
an Xenopus laevis Kaulquappen, sowie Selbstaktivitdt dieser Propofol-Derivate am GABA,-

Rezeptor und schlossen reine Lipophilie als Ursache dafiir aus.

4.4.1 Effekte der Phenol-Derivate

Wie in Abschnitt 4.3 bereits beschrieben, kommt eine unspezifische lipophile
Wechselwirkung am 5-HT;a-Rezeptor als alleiniger Mechanismus wahrscheinlich nicht in
Frage. Was aber genau beziiglich der Struktur von Phenol-Derivaten fiir spezifische
Wechselwirkungen erforderlich ist, wie diese Effekte zu verstehen sind, wird nun im
Folgenden diskutiert:

Propofol verursacht ab einer Konzentration von ca. 1,6 uM (siehe Abbildung 21), sowohl in
der Offen-Kanal- als auch in der Equilibrium-Applikation, eine Inhibierung der Amplitude
und eine Beschleunigung der Desensibilisierung (topr) (siche Abbildung 19). Diese beiden
Effekte sind konzentrationsabhédngig und nehmen bei ansteigender Konzentration zu. Wird
die Hydroxyl-Gruppe nicht mehr von beiden Seiten flankiert, wie beim 2-Isopropylphenol
oder gar nicht mehr, wie beim Phenol, so weicht die Inhibierung der Amplitude einer
Potenzierung (sieche Abbildung 22) und die Beschleunigung der Desensibilisierung einer
Verlangsamung. Die Potenzierung der Amplitude offenbart sich nur fiir einen bestimmten
Konzentrationsbereich, wihrend bei zunehmender Konzentration die Potenzierung durch eine
Inhibierung tiberlagert wird. Der Mechanismus der Potenzierung der Amplitude offenbart sich
immer mit einer Verlangsamung der Desensibilisierung, dies unterscheidet diesen
Mechanismus von rein inhibitorischen Substanzen. Potenzierung wird, gegebenenfalls, in der
Equilibrium-Applikation, iiberlagert durch eine Inhibierung. Doch auch hier zeigte sich bei
allen potenzierenden Substanzen eine Verlangsamung der Desensibilisierung, die somit auch
in der Equilibrium-Applikation bei 2-Isopropylphenol und Phenol zu sehen war (siche
Abbildung 20). In der Geschlossen-Kanal-Applikation konnte nur eine Inhibierung der
Amplitude festgestellt werden. Betrachtet man nun die Equilibrium-Applikation als Summe
der Offen-Kanal und Geschlossen-Kanal-Applikation, so sicht man, dass die Equilibrium-
Applikation sich zwar insgesamt als Inhibition darstellt (Effekt; Geschlossen-Kanal) sich aber
von der Geschlossen-Kanal-Applikation durch den zusitzlichen Effekt der Verlangsamung
(torr) unterscheidet (Effekt; Offen-Kanal). Demzufolge deutet sich hier bereits an, dass

potenzierende und inhibierende Effekte unterschiedlicher Natur und voneinander trennbar
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sind. Da die Geschlossen-Kanal-Applikation keinen Effekt iiber den gesamten
Konzentrationsbereich auf die Desensibilisierung hat (sieche Abbildung 19 u. Abbildung 20),
konnte man hier einen anderen Wirkmechanismus vermuten, der vielleicht nicht in direktem
Zusammenhang mit der Rezeptorbindungsstelle steht.

Um festzustellen, ob Phenol-Derivate direkt in Verbindung mit der Rezeptorbindungstelle
stehen, wurden Kompetetivititsversuche durchgefiihrt, bei denen Propofol, 2-Isopropylphenol
und Phenol im Bereich des ICsy bei unterschiedlichen Agonisten-Konzentration (3 und 30
uM) gemessen wurden (siche Abbildung 29 u. Abbildung 30). Potenzierende und
inhibierende Effekte verstirken sich, bei geringerer Agonisten-Konzentration, sowohl in der
Offen-Kanal als auch in der Equilibrium-Applikation, nicht aber in der Geschlossen-Kanal-
Applikation. Sobald also 5-HT zusammen mit einem Derivat appliziert wird, ist der Effekt
kompetitiv. Wird die Substanz ausschlieflich vorher appliziert, ist der Effekt nicht mehr
kompetitiv. Entweder spielt hier die Rezeptor-Konformation eine Rolle und / oder die
Geschwindigkeit mit der die Phenol-Derivate reagieren.

Abbildung 23 zeigt schnelle und langsame Effekte von Phenol-Derivaten, die klar voneinander
zu trennen sind. Beim Propofol sind beide Effekte inhibitorisch, wihrend 2-Isopropylphenol
und Phenol Potenzierungen zeigen, die im weiteren Zeitverlauf einer Inhibition weichen.
Schnelle Effekte konnen sowohl inhibitorisch als auch potenzierend sein, wéhrend langsame

Effekte nur inhibitorisch sind.

Das Phidnomen der Potenzierung kann man folgendermaflen erkldren: Die Substanz
konkurriert mit dem Agonisten (5-HT) um die gleiche Bindungsstelle, wie Kompetetivitits-
Experimente gezeigt haben (siehe Abbildung 29 u. Abbildung 30). Das alleine reicht aber
nicht, da auch Propofol, eine nicht potenzierende Substanz, ebenfalls zu 5-HT kompetetiv ist
(siche Abbildung 29). Bei potenzierenden Substanzen muss die Hydroxyl-Gruppe partiell frei
sein, dass heiBit sie darf nicht von beiden ortho-Seiten mit Alkyl-Substituenten flankiert
werden. Ist also die Hydrodxyl-Gruppe partiell frei, konnte es sein, dass diese Substanzen
langer an der Agonisten-Bindungsstelle binden. 5-HT bindet dann zu einem spéteren
Zeitpunkt, was demnach die Desensibilisierung verspitet einleitet. Verlangsamung der
Desensibilisierung duflert sich in einer Amplituden-Potenzierung. Ein Hinweis auf diese
Theorie zeigt sich in Abbildung 32 u. Abbildung 33. Hier fiihrt eine Verlangsamung der
Aktivierung (ton) innerhalb der Equilibrium-Applikation zu einer Potenzierung der
Amplitude, anstelle einer Inhibierung. Ist die Zeitkonstante der Aktivierung > 25 ms, so setzt

sich die Potenzierung gegeniiber der Inhibierung in der Equilibrium-Applikation durch
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(Phenol, 1 mM). D. h., es bleibt mehr Zeit fiir die Substanz an der Bindungsstelle zu binden,
bevor die Desensibilisierung eingeleitet wird und so setzt sich Potenzierung anstelle
Inhibierung ist die Folge. Potenzierung korreliert hier also mit der Zeitkonstante der
Aktivierung. Langeres Binden dieser Substanzen an der Agonisten-Bindungstelle, sowohl in
der Aktivierungs- als auch in der Desensibilisierungs-Kinetik konnte zu einem verspiteten
schlieBen der Kandle durch den Agonisten (Desensibilisierung) fithren. Eine weitere
Erklarung des Phanomens Potenzierung der Amplitude wére, dass die partiell freie Hydroxyl-
Gruppe einen speziellen Mechanismus in Gang setzt, der diese Potenzierung bewirkt.

Krasowski et al. (2001) =zeigten, dass eine Punktmutation beim GABA-Rezeptor,
(B2(M286W)) innerhalb der TM3-Doméne, ein Abbruch der Potenzierung durch Propofol
verursacht, jedoch keinen Einfluss auf die direkte Aktivierung durch Propofol hat. Wihrend
Mutationen innerhalb der a,-Untereinheiten, auch innerhalb der TM3 und TM3-Domaéinen,
keinen Einfluss auf Potenzierung durch Propofol hatten (Krasowski et al., 1998). Es konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die a;-Untereinheit mehr Potenzierung am GABA-Rezeptor
verursacht als die oe-Untereinheit (Krasowski et al., 1997). Diese Arbeiten deuten auf eine
allosterische Bindungsstelle fiir Propofol und dessen Derivate hin, wie sie ebenfalls beim 5-
HTj;a-Rezeptor vorhanden sein konnte. Dennoch haben Kompetetivitits-Experimente gezeigt,
dass Propofol, zuziiglich Derivate, an der 5-HT-Bindungsstelle binden koénnen (siehe
Abbildung 29 u. Abbildung 30). Ein zusitzlicher allosterischer Effekt konnte demnach

unabhingig voneinander sein.

4.4.2 Alkyl- und funktionelle Gruppen

Von Anfang an stellte sich die Frage, welche Bedeutung die einzelnen Komponenten
(aromatischer Ring, Isopropyl- und Hydroxyl-Gruppen) in Bezug auf die Wirkmechanismen
haben. Mindestens zwei Effekte konnten beim Einwasch beobachtet werden, ein schneller
und ein langsamer (siehe Abbildung 23). Fehlte die Hydroxyl-Gruppe (siche Abbildung 24),
wie beim 1,3-Diisopropylbenzol, beobachtete man nur einen langsamen Effekt. Krasowski et
al. (2001) veranschaulichten am GABAa-Rezeptor, bei gleicher Substanz (1,3-
Diisopropylbenzol) keine Potenzierung, wihrend mit Hydroxyl-Gruppe wieder Potenzierung
vorhanden war. Die Potenzierung der Amplitude, die sich durch die Einwasch-Versuche als
schneller Effekt verifizieren lédsst, fehlt vollstindig beim Benzol, ebenso wie die
Verlangsamung der Desensibilisierung. Phenol und Benzol unterscheiden sich durch die
Hydroxyl-Gruppe, die beim Benzol fehlt. Somit steuert die Hydroxyl-Gruppe einen

spezifischen schnellen Effekt, der sich entweder in Potenzierung oder Inhibierung &ufern
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kann. Beene et al. (2004) zeigten, dass die Hydroxyl-Gruppe von Tyrosin und die damit
Verbundenen Wasserstoftbriickenbindungen, innerhalb der Bindungstasche, essentiell sind
fiir das Offnen des Kanals. Somit konnte die Hydroxyl-Gruppe von Phenolen, innerhalb
dieser Bindungstasche, eine Rolle spielen und dadurch zu schnellen Prozessen, wie
Potenzierung besteuern. Krasowski et al. (2002) zeigten, dass das Proton der Hydroxyl-
Gruppe des Propofols und die damit formierte Wasserstoffbriickenbindung innerhalb der
Bindungstasche, des GABAx-Rezeptors, eine der wichtigsten Funktionen fiir Potenzierung
bzw. direkte Aktivierung des Kanals ist.

Welche Bedeutung ist den Alkyl-Gruppen zuzuordnen? Betrachtet man Abbildung 79, so
erkennt man, dass sobald die Hydroxyl-Gruppe von beiden Seiten mit Alkyl-Gruppen
flankiert wird, der Effekt der Potenzierung aufgehoben ist. Bei keinem Phenol-Derivat konnte
dann Potenzierung beobachtet werden, selbst wenn die Hydroxyl-Gruppe nur von Methyl-
Substituenten flankiert wurde. Krasowski et al. (2001) stellten in ihrer Arbeit Punktmutanten
am GABAj-Rezeptor vor und =zeigten, dass weder 2,6-Dimethylphenol noch 2-
Isopropylphenol den Abbruch der Potenzierung besteuerten, wohl aber 2,6-Diethylphenol.
Innerhalb dieser Bindungstasche scheint die Hydroxyl-Gruppe beim 2,6-Dimethylphenol
noch Wasserstoftbriickenbindung einzugehen. Beim 5-HTsa-Rezeptor gibt es keinen Alkyl-
Substituenten, der durch eine einseitige ortho-Flankierung grof3 genug ist, die Potenzierung
aufzuheben — wie 2-tert-Butylphenol. Wie in dem vorherigen Abschnitt bereits besprochen,
scheint die Hydroxyl-Gruppe und deren Bindung von entscheidender Bedeutung zu sein. Es
ist offenbar so, dass die beidseitige Flankierung diesen Mechanismus (Potenzierung)
unterbindet (5-HT35-Rezeptor), wihrend dies von einer ortho-Position nicht moglich ist.
Krasowski et al., zeigten am GABAa-Rezeptor, dass nur 2-Cyclopentylphenol, als mono-
ortho-Substanz, den potenzierenden Mechanismus am GABAa-Rezeptor unterbindet,
aufgrund des zu groBBen Umfangs.

Trotzdem interagiert die Hydroxyl-Gruppe, am 5-HT3s-Rezeptor, auch bei beidseitiger
Flankierung und steuert auch hier einen schnellen, allerdings inhibitorischen, Effekt (siche
Abbildung 23) im Gegensatz zum 1,3-Diisopropylbenzol (sieche Abbildung 24) und wirkt
kompetetiv im Gegensatz zum Benzol (sieche Abbildung 29 u. Abbildung 31).

Die ortho-Positionen scheinen, bei der Beglinstigung von Potenzierung bzw. Inhibierung und
der damit verbundenen Interaktion der Hydroxyl-Gruppe, eine entscheidende Rolle zu

spielen. Welche Rolle aber spielen para- und meta-Position?
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Abbildung 79: Ubersicht iiber die Phenol-Derivate und ihre Einteilung in 5-HT3a-Rezeptor

potenzierenden und nicht potenzierenden Substanzen.
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Betrachtet man Abbildung 42, so sieht man, dass Thymol trotz einer Methyl-Gruppe in meta-
Position den 5-HT induzierten Strom noch potenziert. Vergrofert man den Substituenten in
dieser Position (2,5-Diisopropylphenol), so findet dieser Effekt (Potenzierung) nicht mehr
statt. Der Umfang dieser Gruppe scheint demnach so gro3 zu sein, so dass die Hydroxyl-
Gruppe des Phenols nicht mehr an ihren Wirkungs-Ort gelangen kann, um dort
Wasserstoftfbriickenbindung einzugehen. Ebenfalls konnen zwei Methyl-Gruppen in jeweils
beiden meta-Positionen (siche Abbildung 42) (3,5-Dimethylphenol) die Position des Phenol-
Derivats so behindern, dass auch hier kein potenzierender Effekt auftritt. Krasowski et al.
(2001) zeigten am GABAj-Rezeptor, dass an gleicher Position (3,5-Di-tert-Butylphenol)
jedoch mit tert-Butyl-Gruppen es zu einer Potenzierung kam, wihrend die gleichen Gruppen
an beiden ortho-Positionen nicht mehr potenzierten, sowie auch die Methyl-Gruppen an
beiden ortho-Positionen, am 5-HT3a-Rezeptor, nicht mehr potenzieren. Hier also stellen sich
andere Wirkmechanismen bei beiden Rezeptoren, innerhalb der Bindungstasche, dar und
deuten auf grundsétzliche Unterschiede bei beiden Rezeptoren hin.

Insgesamt ist der Umfang beim Thymol groBer als bei 3,5-Dimethylphenol, jedoch scheint
diese sterische Anordnung die Bindung der Hydroxyl-Gruppe nicht zu unterbinden. Dies ist
ein weiterer entscheidender Hinweis auf spezifische Struktur-Wirkungsbeziehungen der
phenolischen Derivate. 2-Cyclopentylphenol und 2,6-Di-Cyclopentylphenol waren bei James
und Glen (1980), wie auch bei Krasowski et al. (2001), als Anésthetikum inaktiv, was auf

sterische Behinderung (Uberdeckung) der Hydroxyl-Gruppe zuriickgefiihrt wurde.

Von groflem Interesse sind zusitzlich Isomere, die den gleichen Substituenten tragen, jedoch
an verschiedenen Positionen des phenolischen Aromaten substituiert sind. Betrachtet man
Abbildung 55, so erkennt man unterschiedliche Cresol-Isomere, die trotz gleicher
Substituenten, jedoch an unterschiedlichen Stellen, unterschiedlich potent sind. Von para iiber
meta nach ortho nimmt das Ausmal} der Potenz ab (siche Abbildung 56). Lédsst man eine
Isopropyl-Gruppe am phenolischen Ring an gleichen Positionen ,,rotieren‘ (siche Abbildung
57), so findet an der para-Position ein vollkommen anderer Effekt, Inhibierung anstelle
Potenzierung, statt. Betrachtet man nun diese Ergebnisse, so stellt man fest, dass gleiche
Alkyl-Substituenten, jedoch an verschiedenen Positionen, spezifische Bindung der Hydroxyl-
Gruppe verstirken (Cresole) oder sogar vollstindig unterbinden koénnen (para-
Isopropylphenol). Krasowski et al. (2001) zeigten in diesem Zusammenhang, dass 3,5-Di-tert-
Butylphenol potenziert, wiahrend 2,6- und 2,4-Di-tert-Butylphenol dieses nicht machen.

102



Diskussion

Die Konstitution der Isomere scheint demnach ebenfalls von grof3er Bedeutung zu sein. James
und Glen (1980) folgerten, dass fiir andsthetische Aktivitdt Di-sekundédre Alkyl-Substituenten
an Phenolen erforderlich sind. Solche Konstitutionsisomere steuern spezifische
Wirkmechanismen. So scheinen die Isopropylphenole grundsitzlich potenter zu sein als deren
n-Propyl-Pendants (siehe Abschnitt 3.6.1). Trotz gleicher Summenformel und gleicher

Position scheint die Bindung auch hier spezifisch beeinflussbar.

Ein Vergleich von funktionellen Gruppen (Abschnitt 3.4.1 — 3.4.4) zeigte, dass die Phenole
grundsitzlich potenter sind als Aniline. In Bezug auf spezifische Bindung konnte hier die
Hydroxyl-Gruppe und deren stidrkere Fahigkeit als Protonen-Donor, durch die grdBere
Elektronegativitit des Sauerstoffatoms, von entscheidender Bedeutung sein.

Thiophenol ist jedoch wesentlich potenter als Phenol, obwohl dem Sauerstoffatom der
Hydroxyl-Gruppe auch hier eine hohere Elektronegativitit zuzuordnen ist. Die Mercapto-
Gruppe, die hier ebenfalls als Protonen-Donor fungieren kann, besitzt ein Schwefelatom,
welches von groflerem Umfang ist, als das des Sauerstoffatoms. H,S ist ein Gas, wihrend
H,O eine Flissigkeit (Raumtemperatur) darstellt. Betrachtet man also diese wesentlich
schwichere Form der Wasserstoftbriickenbindung und Dipoleigenschaften von Mercapto-
Gruppen, so lésst sich nur schwer dariiber diskutieren warum Thiophenol so potent ist.
2-Isopropylanilin zeigte als einzige nicht phenolische Substanz Potenzierung — wenn auch nur
sehr schwach. Die Isopropyl-Gruppe konnte hier entscheidend dazu beitragen, dass die NH;-
Gruppe an entscheidender Position Wasserstoftbriickenbindung eingeht. Da eine Flankierung

von beiden ortho-Seiten Potenzierung verhindert (sieche Abschnitt 3.4.2 — 3.4.3).

Potenzierung induziert, durch Phenol-Derivate am GABAx-Rezeptor, korreliert mit dem log
P-Wert (Lipophilie), wéhrend nicht-potenzierende Substanzen, dies nicht tun (Krasowski et
al.,, 2001). In dieser Arbeit wurde Potenzierung am 5-HT;a-Rezeptor gezeigt (spezifische
Wechselwirkung), die zuziiglich mit der Lipophilie von Phenol-Derivaten korreliert (siehe
Abbildung 37 b-d)), wihrend unspezifische Wechselwirkung nicht korreliert (siche
Abbildung 37 a)). Dies bedeutet, dass die postulierte Bindungstasche die Lipidldslichkeit der
Phenol-Derivate zuziiglich beriicksichtigt. Lipidldslichkeit von Phenol-Derivaten wird von
Alkyl-Substituenten beinflusst. Je mehr Alkyl-Gruppen ein Phenol-Derivat hat desto potenter
ist es (siche Abbildung 37 b)-d)). Die Ausnahmen bilden solche Derivate, die dieselben
Alkyl-Gruppen haben, die allerdings an verschiedenen Positionen des aromatischen Rings

substituiert vorliegen; wie z.B. Cresole. Cresole zeigen trotz &hnlicher log P-Werte
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unterschiedliche Potenzen. Eine mogliche Erkldrung ist, dass Phenol-Derivate Membranen
passieren miissen um an die Bindungstasche zu gelangen. Je lipophiler ein Phenol-Derivat ist,
desto ,,einfacher passiert es die Membran um dort mit der Bindungstasche zu interagieren.
Cresol-Isomere passieren die Membran, aufgrund &hnlicher Lipophilie, identisch.
Unterschiedliche Potenzen sind nur das Resultat unterschiedlicher Interaktionen mit der

Bindungstasche — die auch von Alkyl-Gruppen gesteuert werden.

Zusammenfassend ldsst sich folgendes postulieren: Phenole die durch Alkyl-Gruppen nicht
sterisch abgeschirmt oder vom Umfang her zu groB sind, binden an gleichen Bindungsstellen
wie 5-HT. Dadurch wird der Vorgang der Desensibilisierung weniger schnell eingeleitet und
eine Verlangsamung ist die Folge; die sich mit einer Erhéhung (Potenzierung) der Amplitude
darstellt. Betrachtet man die Wirkungsweisen der Cresol- und Isopropyl-Isomere (siche
Abbildung 56 u. Abbildung 57), so stellen sich bei fast gleicher Lipophilie unterschiedliche
Potenzen dar. Unspezifische lipophile Wechselwirkung alleine kann unmoglich der Grund,

fir diese unterschiedlichen Wirkmechanismen sein.

4.4.3 Anisthetische Aktivitit durch Phenol-Derivate

Es ist bekannt, dass eine Reihe von intravendsen Anésthetika wie Pentobarbital und
Methohexital den 5-HT;x-Rezeptor inhibieren (Barann et al., 2006). Appaud und Lambert
(1996) zeigten an einer neuroblastoma Zelllinie, die inhibierende Wirkung am 5-HTs-
Rezeptor der intravendsen Anisthetika: Etomidat, Ketamin, Thiopentan und Propofol. Mit
Ausnahme von Thiopentan hatten alle Anédsthetika einen 1Csp-Wert auerhalb der klinischen
Konzentration. Der 5-HT3;-Rezeptor eignet sich demnach nicht als Modell zur Bestimmung
der andsthetischen Relevanz. James und Glen (1980) zeigten die intravendsen anésthetischen
Eigenschaften von Alkyl-Phenolen an Méusen. Sie zeigten in einer vergleichenden Serie von
2,6-Dialkylphenolen folgenden Trend:

Di-sek-Alkyl > n-Alkyl, sek-Alkyl > Di-n-Alkyl (von rechts nach links, zunehmende
andsthetische Potenz).

Wihrend 2,6-Di-sek.-Butylphenol das Optimum anisthetischer Aktivitét darstellt, ist bei 2,6-
Di-ter.-Butylphenol keine andsthetische Aktivitdt vorhanden. Sie schlossen daraus, dass
aufgrund der Planaritdt der Alkyl-Gruppen von 2,6-Di-sek.-Butylphenol die Hydroxyl-Gruppe
nicht vollstindig liberdeckt ist. Sie zeigten zuziiglich, dass andsthetische Aktivitét fiir ortho-
Alkyl-Phenole hoher ist als bei den vergleichbaren para-Isomeren. Daraus schlossen sie, dass

das Ausmafl der Abschirmung der Hydroxyl-Gruppe fiir andsthetische Potenz entscheidend
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ist. Krasowski et al. (2001) untersuchten eine Serie von Propofol-Derivaten. Der Ausfall von
einem aufrichtenden Reflex in Xenopus laevis Kaulquappen fiir einen bestimmten Zeitraum,
diente als Mal fiir anésthetische Aktivitit. Derivate ohne Hydroxyl-Gruppe zeigten keine
andsthetische Wirkung. Hochste anésthetische Potenz zeigte 2,6-Di-sek.-Butylphenol. Keine
andsthetische Potenz zeigte 2-Di-tert.-Butylphenol. Dieses Ergebnis spiegelt sich in den
Mausversuchen von James und Glen (1980) wider. Krasowski et al. (2001) zeigten am
GABA-Rezeptor, dass die Derivate: 2,6-Di-sek.-Butylphenol, Propofol und 2,6-
Diethylphenol aktiv (intrinsisch aktivierend und potenzierend) sind. Wahrend 2-Di-tert.-
Butylphenol inaktiv ist. Propofol (2,6-Diisopropylphenol) ist 10-fach anésthetisch potenter als
2,6-Diethylphenol.

Der GABA-Rezeptor ist entscheidend in der Anésthesie und ist ein geeignetes Modell um
anésthetische Wirkungen zu untersuchen. Allerdings gibt es Substanzen wie 2,6-

Dibromophenol, die aktiv am Rezeptor wirken aber keine anésthetische Aktivitit zeigen.

Beim 5-HT;a-Rezeptor ist die Abschirmung der Hydroxyl-Gruppe in ortho-Position
entscheidet fiir Beschleunigung der Desensibilisierungskinetik  (Propofol) oder
Verlangsamung (2-Isopropylphenol) (sieche Abbildung 18). Zwei Effekte bei zwei
verschiedenen Substanzen — Propofol schirmt die Hydroxyl-Gruppe stirker ab als 2-
Isopropylphenol. Beide Substanzen zeigen jedoch anisthetische Wirkung (James und Glen
1980; Krasowski et al., 2001). Diesem Beispiel entsprechend, eignet sich der 5-HTsa-
Rezeptor nicht als andsthetisches Modell. Der 5-HTs5-Rezeptor zeigt jedoch, dass der Trend
(siehe Abbildung 21, Abbildung 40 u. Abbildung 41):

2,6-Diisopropylphenol > 2,6-Diethylphenol > 2,6-Dimethylphenol (von rechts nach links;
zunehmende Potenz bezogen auf den ICsp-Wert) sich auf die anésthetische Aktivitit bei

Kaulquappen {ibertragen lasst (Krasowski et al., 2001).
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4.3 Etablierung des (h) a1l Glycin-Rezeptors

Primires Ziel dieses Teilbereiches ist es, neben einer stabilen in HEK293 transfizierten (h)
homopentameren exzitatorischen Rezeptoreinheit (5-HTs;a) eine stabil transfizierte (h)
inhibitorische homopentamere Rezeptoreinheit (a1 Glycin) molekularbiologisch zu etablieren
und elektrophysiologisch zu charakterisieren. Mechanismen von Phenol-Derivaten sollen am
inhibitorischen al Glycin-Rezeptor elektrophysiologisch erforscht und gegeniiber dem
exzitatorischen 5-HT34-Rezeptor abgegrenzt werden.

Nach gelungener stabiler Transfektion, konnte zu keinem Zeitpunkt ein ,.excised Patch®-
Strom gemessen werden, obwohl es durchaus ,,Whole Cell“-Patche gab, die iiber dhnlich
grofle Strome verfligten wie ,,Whole Cell“-Patche vom 5-HTss-Rezeptor (bis zu 5,5 nA).
Eine mogliche Erklidrung ist, dass 5-HT induzierte Strome am 5-HTsa-Rezeptor (,, Whole-
Cell”) in Wirklichkeit wesentlich grofer sind. Die Desensibilisierung aber schon zu einem
fritheren Zeitpunkt einsetzt. Ein Indiz ist, dass ,,Whole Cell“-Patche auch wesentlich
empfindsamer gegeniiber dem Agonisten sind, als ,,excised Patche* (ECsp: ,,Whole Cell*-
Patch = 1 uM, ,,excised Patch* = 7 uM) (siehe Abbildung 73).

Aus mechanischer Sicht konnte es sein, dass durch die Applikation der Losung sich die Zelle
am Petrischalen-Grund verformt und so ein frithzeitiges Offnen der Kanile einsetzt. Da der
»excised Patch® moglicherweise auf der Pipette ,,gespannt wie ein Segel* vorliegt, ist dieser
von einem friihzeitigen Offnen der Kanéle nicht betroffen.

»Whole Cell“-Versuche fiir den al Glycin-Rezeptor ergaben einen ECsy von 602 uM und
einen Hillslope von 1,465. Haeseler et al. (2005) zeigten bei gleichem Rezeptor, ebenfalls in
HEK293 Zellen, in einem transienten Versuchsansatz, einen ECsy von 12,8 uM bei einem
Hillslope von 0,9. Grenningloh et al. (1990) zeigten an Xenopus Oocyten einen ECsy von 300
UM und eine hohere Sensibilitit gegeniiber Strychnin (ICso = 16 nM), zum Vergleich siehe
Abbildung 74. Uber die Griinde der weniger groBen Sensibilitit des Rezeptors kann nur
spekuliert werden. Da die stabile Variante, im Gegensatz zur transienten, ins Chromosom
randomisiert integriert, konnte es sein, dass hier durch benachbarte Gene ungewollte
Prozessierungsvorgédnge eingreifen, die dazu fiihren, dass der Rezeptor sich veréndert an der
Oberfldche darstellt. Grundsitzlich zeigen eine nicht Rektifizierung des Ionenstromes (siche
Abbildung 74) und eine hohere Empfindlichkeit von Propofol gegeniiber Glycin (siehe
Abbildung 73), wie sie auch von Ahrens et al. (2004) gefunden wurden deutlich, dass es sich
um eine solide al Glycin-Rezeptor Variante handelt.

Hohe Propofol Konzentrationen bei der Equilibrium-Applikation mit Glycin (ImM) fiihrten
zu einer Inhibition der Amplitude (siche Abbildung 78). Dong und Xu (2002) zeigten
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ebenfalls, dass der Glycin-Strom bei héheren Konzentrationen gehemmt wird, wahrend
Ahrens et al. (2004) gegenteiliges fand. Nicht zu verstehen ist, dass die Zeitkonstante der
Aktivierung (ton) wesentlich langsamer ist, als die vom 5-HT3-Rezeptor (siehe Abbildung

75), obwohl dies eigentlich nicht der Fall sein diirfte (Mott et al., 2001).

Verschiedene Phenol-Derivate wurden am al Glycin-Rezeptor untersucht (Ahrens et al.,
2004; Haeseler et al., 2005). Betrachtet man die Tatsache, dass Propofol intrinsische Aktivitit
zeigt (siehe Abbildung 76), so stellen sich hier vollkommen unterschiedliche Eigenschaften
gegeniiber dem exzitatorischen 5-HTss-Rezeptor dar, bei dem Propofol nicht intrinsisch
wirkt. Die Tatsache, dass Propofol intrinsisch wirkt, am al Glycin-Rezeptor, und Phenol
nicht (sieche Abbildung 77) zeigt, dass Isopropyl-Gruppen hier, ebenfalls wie am 5-HT3a-

Rezeptor, bestimmte ,,Effekte steuern.
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5. Zusammenfassung

Der 5-HTss-Rezeptor ist der einzige exzitatorische Rezeptor aus der ,,Cys-loop* Superfamilie,
der nach Ligandenbindung permeabel fiir Kationen (Na', Ca*", Mg*", K") ist. Von daher ist
der 5-HTsa-Rezeptor ein ausgezeichneter Kandidat, um schnelle Effekte, die bei der
Andésthesie eine grofle Rolle spielen, mithilfe der ,,Patch-Clamp“-Technik zu untersuchen
(Richards, 1998).

Ausgehend vom Anésthetikum Propofol konnte man bei verschiedenen Phenol-Derivaten
Amplituden potenzierende und inhibierende Effekte voneinander abgrenzen. Potenzierende
Effekte gingen bei diesen Substanzen immer mit einer Verlangsamung der Desensibilisierung
einher; inhibierende Effekte mit einer Beschleunigung. Potenzierung konnte bei hohen
Konzentrationen jedoch durch eine Inhibierung, in Bezug auf die Amplitude, liberlagert
werden (Kanal-Block-Effekt). Inhibierende Effekte kamen durch beidseitiges Abschirmen der
Hydroxyl-Gruppe in ortho-Position (sterische Abschirmung) oder durch einen zu groflen
Umfang des Molekiils zustande.

Eine unspezifische lipophile Wechselwirkung alleine kann ausgeschlossen werden, da bei drei
Phenol-Derivaten kompetetive Mechanismen nachgewiesen wurden (sieche Abbildung 29 u.
Abbildung 30). Es gilt zu kliren, ob die Vorapplikation alleine (Geschlossen-Kanal-
Applikation) rein unspezifischen Charakter hat.

Unspezifische Wechselwirkung alleine ist zuziiglich auszuschlielen, da einige untersuchte
Phenol-Derivate (siche Abbildung 16) nicht entsprechend ihres Partifitionskoeffizientens (Poc.
/ water) gieren.

Schnelle Effekte sind von langsamen Effekten abzugrenzen und zeigen bei Phenol-Derivaten
unterschiedliche Mechanismen (sieche Abbildung 23).

Der (h) homopentamere al Glycin-Rezeptor zeigt ebenfalls spezifische Wechselwirkung.

Wihrend Propofol ein intrinsischer Aktivator ist, bewirkt Phenol keine Selbstaktivierung.
Zusammenfassend kann man postulieren, dass die Komponenten des Propofols (Hydroxyl-

Gruppe, Isopropyl-Gruppen) spezifische Mechanismen an ligandengesteuerten Ionenkanilen

steuern.
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6. Anhang

Sequenzierungsanalyse des (h) a/ Glycin-Gen

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

917

977

61

1037

121

1097

181

1157

241

1217

301

1277

361

1337

421

1397

481

1457

541

TGGACTAACTCTGCCCCAGTTTATCTTGAAGGAAGAGAAGGACTTGAGATACTGCACCAA

RN NN RN N RN R RN NN RN NN RN RN
TGGACTAACTCTGCCCCAGTTTATCTTGAAGGAAGAGAAGGACTTGAGATACTGCACCAA

GCACTACAACACAGGTAAATTCACCTGCATTGAGGCCCGGTTCCACCTGGAGCGGCAGAT

RN NN RN N RN R RN NN RN NN RN RN
GCACTACAACACAGGTAAATTCACCTGCATTGAGGCCCGGTTCCACCTGGAGCGGCAGAT

GGGTTACTACCTGATTCAGATGTATATTCCCAGCCTGCTCATTGTCATCCTCTCATGGAT

HHErree e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GGGTTACTACCTGATTCAGATGTATATTCCCAGCCTGCTCATTGTCATCCTCTCATGGAT

CTCCTTCTGGATCAACATGGATGCTGCACCTGCTCGTGTGGGCCTAGGCATCACCACTGT

HHErree e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTCCTTCTGGATCAACATGGATGCTGCACCTGCTCGTGTGGGCCTAGGCATCACCACTGT

GCTCACCATGACCACCCAGAGCTCCGGCTCTCGAGCATCTCTGCCCAAGGTGTCCTATGT

RN N RN RN RN RN RN RN RN N RN RN RN RN RRNR AN RY
GCTCACCATGACCACCCAGAGCTCCGGCTCTCGAGCATCTCTGCCCAAGGTGTCCTATGT

GAAAGCCATTGACATTTGGATGGCAGTTTGCCTGCTCTTTGTGTTCTCAGCCCTATTAGA

RN N RN RN RN RN RN RN RN N RN RN RN RN RRNR AN RY
GAAAGCCATTGACATTTGGATGGCAGTTTGCCTGCTCTTTGTGTTCTCAGCCCTATTAGA

ATATGCTGCCGTTAACTTTGTGTCTCGGCAACATAAGGAGCTGCTCCGATTCAGGAGGAA

RN RN RN RN RN RN NN RN NN RN NN RN RN RN RN AR
ATATGCTGCCGTTAACTTTGTGTCTCGGCAACATAAGGAGCTGCTCCGATTCAGGAGGAA

GCGGAGACATCACAAGGAGGATGAAGCTGGAGAAGGCCGCTTTAACTTCTCTGCCTATGG

RN RN RN RN RN RN NN RN NN RN NN RN RN RN RN AR
GCGGAGACATCACAAGGAGGATGAAGCTGGAGAAGGCCGCTTTAACTTCTCTGCCTATGG

GATGGGCCCAGCCTGTCTACAGGCCAAGGATGGCATCTCAGTCAAGGGCGCCAACAACAG

RN NN RN N RN R RN NN RN NN RN RN
GATGGGCCCAGCCTGTCTACAGGCCAAGGATGGCATCTCAGTCAAGGGCGCCAACAACAG

TAACACCACCAACCCCCCTCCTGCACCATCTAAGTCCCCAGAGGAGATGCGAAAACTCTT

RN NN RN N RN R RN NN RN NN RN RN
TAACACCACCAACCCCCCTCCTGCACCATCTAAGTCCCCAGAGGAGATGCGAAAACTCTT

976

60

1036

120

1096

180

1156

240

1216

300

1276

360

1336

420

1396

480

1456

540

1516

600
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Query 1517 CATCCAGAGGGCCAAGAAGATCGACAAAATATCCCGCATTGGCTTCCCCATGGCCTTCCT 1576

HHErree e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 601  CATCCAGAGGGCCAAGAAGATCGACAAAATATCCCGCATTGGCTTCCCCATGGCCTTCCT 660

Query 1577 CATTTTCAACATGTTCTACTGGATCATCTACAAGATTGTCCGTAGAGAGGACGTCCACAA 1636

RN N RN RN RN RN RN RN RN N RN RN RN RN RRNR AN RY
Sbjct 661  CATTTTCAACATGTTCTACTGGATCATCTACAAGATTGTCCGTAGAGAGGACGTCCACAA 720

Query 1637 CCAGTGAAGGGTCTGAAAGGTTGGGGGAGGCTGGGAGAGGGGAACGTGGGAATAGCACA 1695

FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 721  CCAGTGAAGGGTCTGAAAGGTTGGGGGAGGCTGGGAGAGGGGAACGTGGGAATAGCACA 779

Abbildung 80: Sequenzierungsanalyse des (h) al Glycin-Gen ; mit Gendatenbankabgleich
(ClustalW)
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