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Abkürzungsverzeichnis 

 

2-MeSADP 2-Methylthioadenosindiphosphat 

[3H]PSB0413 [3H]2-Propylthioadenosinmonophosphat(1,1-dichloro-1-phos-

phonomethyl-1-phosphonyl)anhydrid 

AC    Adenylatcyclase 

ADP    Adenosindiphosphat 

ANCOVA   Kovarianzanalyse 

ANOVA   Varianzanalyse 

AR-C67085   2-Propylthio-β,γ-difluoromethylen-D-adenosintriphosphat 

ATP    Adenosintriphosphat 

BSA    Kälberserum-Albumin 

cAMP    Cyclisches Adenosinmonophosphat 

cGMP    Cyclisches Guanosinmonophosphat 

CHO-Zellen   Chinesische Hamsterovarienzellen 

CHO-ECFP-Zellen Chinesische Hamsterovarienzellen, die stabil ein Fusionspro-

tein aus dem humanen P2Y12-Rezeptor und dem verstärkt 

cyan fluoreszierenden Protein exprimieren 

CHO-ECFP-K280A-Zellen Chinesische Hamsterovarienzellen, die stabil ein Fusionspro-

tein aus dem K280A-mutierten humanen P2Y12-Rezeptor und 

dem verstärkt cyan fluoreszierenden Protein exprimieren 

CHO-WT-Zellen Chinesische Hamsterovarienzellen, die stabil den humanen 

P2Y12-Rezeptor ohne Modifikation (Wildtyp) exprimieren 
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DMSO   Dimethylsulfoxid 

DPBS    Dulbeccos phosphatgepufferte Salzlösung 

EC50-Wert   Halbmaximal wirksame Konzentration 

ECFP    Verstärkt cyan fluoreszierendes Protein 

EDTA    Ethylendinitrilotetraessigsäure 

ERK    Extrazelluläres Signal-regulierte Kinase 

EtOH    Ethanol 

FCS    Fetales Kälberserum 

FITC    Fluoresceinisothiocyanat 

GDP    Guanosindiphosphat 

Gi-Protein Inhibitorisches G-Protein 

GP    Glykoprotein 

GPCR    G-Protein-gekoppelter Rezeptor 

GTP    Guanosintriphosphat 

HBSS    Hanks ausgeglichene Salzlösung 

HEPES   2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

hP2Y12-ECFP Fusionsprotein aus dem humanen P2Y12-Rezeptor und dem 

verstärkt cyan fluoreszierenden Protein 

hP2Y12R   humaner P2Y12-Rezeptor 

P    Phosphat 

P2Y12R   P2Y12-Rezeptor 
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PBS    Phosphatgepufferte Salzlösung 

pKB-Wert   Schätzwert für die Affinitätskonstante 

PSB-0739  1-Amino-9,10-dihydro-9,10-dioxo-4-[[4-(phenylamino)-3-sulfo-

phenyl]amino]-2-anthracensulfonsäure. 

PI3K    Phosphatidylinositol-3-Kinase 

PIP3    Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat  

PKA    Proteinkinase A 

RT    Raumtemperatur, 21 - 24 °C 

SEM    Standardfehler der Mittelwerte 

TXA2    Thromboxan A2 

TM    Transmembrandomäne 

VASP    Vasodilator-stimuliertes Phosphoprotein 

WT    Wildtyp 
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1. Einleitung 

 

1.1 Purinerge Rezeptoren 

Purinerge Rezeptoren sind Rezeptoren in der Zellmembran, die durch das Nukleosid        

Adenosin oder seine phosphorylierten Nukleotide aktiviert werden (Burnstock und Ken-

nedy, 1985). Sie spielen eine wichtige Rolle bei vielen verschiedenen Aspekten der 

menschlichen Physiologie und Pathophysiologie und werden in die G-Protein-gekoppel-

ten, durch Adenosin aktivierten P1-Rezeptoren und die durch Nukleotide aktivierten P2-

Rezeptoren unterteilt (Kügelgen, 2021). Bei diesen wird weiter zwischen zwei Rezeptor-

familien unterschieden: P2X-Rezeptoren sind ionengesteuerte Ligandenkanäle und wer-

den durch Adenosintriphosphat (ATP) aktiviert, während es sich bei den P2Y-Rezeptoren 

um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) für verschiedene Adenosin- und Uracil-

nukleotide handelt (Müller et al., 2020). Sie gehören zur δ-Subgruppe der Klasse A 

GPCRs, (Fredriksson et al., 2003; Lagerström und Schiöth, 2008) und bestehen als sol-

che aus sieben hydrophoben Transmembrandomänen (TMs), die durch je drei intra- und 

extrazelluläre Schleifen verbunden werden (Kügelgen, 2019). Von den bisher bekannten 

acht P2Y-Rezeptor-Subtypen bei Säugetieren (P2Y1,2,4,6,11,12,13,14) (Abbracchio et al., 

2006) spielt der P2Y12-Rezeptor (P2Y12R) eine besondere Rolle als pharmakologische 

Zielstruktur der Thrombozytenaggregationshemmung (Andre et al., 2003; Kügelgen, 

2017) und soll daher hier näher beleuchtet werden. 

1.2 Der humane P2Y12-Rezeptor 

1.2.1 Bedeutung für die primäre Hämostase 

Die Thrombozytenaggregation ist nicht nur physiologisch als Teil der Hämostase von of-

fensichtlicher Relevanz, sondern nimmt auch pathophysiologisch wegen der Vielzahl an 

schweren Erkrankungen, die durch Thrombenbildung ausgelöst oder verstärkt werden, 

eine Sonderstellung ein und soll im Folgenden kurz dargestellt werden. Der Ablauf des 

hier kurz umrissenen Prozesses ist dabei im Detail komplex und beruht auf einer Vielzahl 

umfassender Signalketten. Die normale Funktion der beiden Rezeptoren aus der P2Y-

Familie, die in der Thrombozytenmembran liegen, P2Y1 und P2Y12 (Hechler et al., 1998; 

Hollopeter et al., 2001), und ihr Zusammenspiel sind hierbei Voraussetzungen für eine 
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uneingeschränkte Adenosindiphosphat (ADP)-induzierte Thrombozytenaggregation und 

damit für eine normale Blutstillung (Abbracchio et al., 2006).  

Im Organismus lagern sich Thrombozyten, sobald es zu einer Verletzung des Gefäß-

endothels kommt, an dieses an („Adhäsion“) und werden gleichzeitig aktiviert. Dies führt 

zu einer Formveränderung der Thrombozyten und zur Sekretion verschiedener Mediato-

ren wie z.B. Fibrinogen, ADP und Thromboxan A2 (TXA2), einem Lipid mit starken pro-

thrombotischen Eigenschaften (Schmidt et al., 2017; Speckmann et al., 2019). Das frei-

gesetzte ADP bindet an die genannten Rezeptoren und setzt jeweils mehrere intrazellu-

läre Signaltransduktionsmechanismen in Gang (s. 1.2.3). Hierbei vervollständigt der 

P2Y12-Rezeptor die über P2Y1 initiierte Thrombozytenaggregation, indem er zu einer ver-

mehrten Aktivierung des Glykoproteins (GP) IIb/IIIa auf der Membran der Thrombozyten 

beiträgt, was Voraussetzung für die Fibrinogen-basierte Quervernetzung der Thrombozy-

ten ist. Zusätzlich wird die Wirkung anderer Agonisten für weitere Rezeptoren in der Zell-

membran potenziert, ein positives Feedback generiert und vermehrt aggregationsför-

dernde Moleküle sezerniert (Cattaneo, 2011). Die Thrombusbildung wird hierbei bedeu-

tend gefördert und stabilisiert, und der entstehende eng vernetzte Pfropf aus 

Thrombozyten sorgt für einen ersten und schnellen Verschluss der Wunde (Pape et al., 

2023; Schmidt et al., 2017; Speckmann et al., 2019). 

1.2.2 Physiologie und Pathophysiologie 

Die bekannteste Funktion des humanen P2Y12-Rezpetors (hP2Y12R) besteht in seiner Re-

levanz für die beschriebene Thrombozytenaggregation und ist durch die hohe Expression 

des Rezeptors in Thrombozyten bedingt (Ohlmann et al., 2013). Während lange davon 

ausgegangen wurde, dass der Rezeptor ausschließlich auf Thrombozyten und im Ner-

vengewebe verschiedener Hirnregionen vorhanden ist (Hollopeter et al., 2001), ist mittler-

weile bekannt, dass der hP2Y12R von einer Vielzahl menschlicher Zellen exprimiert wird. 

So konnten neuere Studien seine Existenz auch auf verschiedenen Zellen des Immun-

systems nachweisen (Makrophagen und Mikroglia, dendritische Zellen, Eosinophile) so-

wie auf vaskulären glatten Muskelzellen und Osteoklasten (Ben Addi et al., 2010; Haynes 

et al., 2006; Kronlage et al., 2010; Muniz et al., 2015; Su et al., 2012; Wihlborg et al., 

2004). Die Diversität dieser Zelltypen lässt vermuten, dass der Rezeptor neben der 

Thrombozytenaggregation an der Signalverarbeitung verschiedenster weiterer (patho-) 
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physiologischer Vorgänge im menschlichen Körper beteiligt ist, von denen einige bereits 

näher untersucht worden sind (Li et al., 2023). 

So konnte neben einer Mitwirkung an Prozessen bei neuropathischen Schmerzen, der 

Neuroinflammation, beim Knochenumbau oder der vaskulären Kontraktion (Amadio et al., 

2014; Horváth et al., 2014; Syberg et al., 2012; Wihlborg et al., 2004) beispielsweise auch 

eine unterstützende Rolle des P2Y12-Rezeptors bei proinflammatorischen und immunmo-

dulatorischen Prozessen nachgewiesen werden, ebenso wie eine Mitbeteiligung an der 

Pathogenese von autoimmunen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis, dem            

Systemischen Lupus Erythematodes und dem Asthma Bronchiale (Horváth et al., 2014; 

Łukasik et al., 2018; Mansour et al., 2020). Möglichkeiten zum Einsatz von P2Y12-Inhibi-

toren in der Therapie der Sepsis und von einigen Tumoren werden aktuell erforscht (Han-

nachi et al., 2020; Gresele et al., 2018). 

1.2.3 Signaltransduktion 

Physiologisch wird der P2Y12R durch die Bindung seines endogenen Agonisten ADP ak-

tiviert (s. 1.2.1). Eine Konformationsänderung des Rezeptors führt dabei zur Initiierung 

verschiedener Signalkaskaden über die gekoppelten inhibitorischen Gi2-Proteine (Bodor 

et al., 2003). Dabei wird durch die Aktivierung des Rezeptors der Austausch des an das 

Gi-Protein gebundene Guanosindiphosphats (GDP) gegen Guanosintriphosphat (GTP) 

erleichtert und die Untereinheiten des heterotrimeren G-Proteins trennen sich in die GTP-

tragende Gα- und eine Gβγ-Untereinheit.  

Die αi-Untereinheit des Gi -Proteins hemmt die membranständige Adenylatcyclase (AC), 

was zu einem verminderten Spiegel des intrazellulären Botenstoffs cyclisches Adenosin-

monophosphat (cAMP) führt, der frei durch die Zelle diffundieren kann (Berg et al., 2018). 

Hierdurch wird v.a. die Proteinkinase A (PKA) vermindert aktiviert (Robison et al., 1968), 

die viele weitere Proteine phosphoryliert und damit Einfluss auf deren Aktivität nimmt. 

Dazu gehört auch das Vasodilator-stimulierte Phosphoprotein (VASP), das in phosphory-

lierter Form die Sekretion und Adhäsion von Thrombozyten hemmt (Ito et al., 2018). 
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Abb. 1: Schematische Übersicht der Signaltransduktion des P2Y12-Rezeptors. Dargestellt 
werden zudem ihre Effekte bei der Thrombozyten-Aktivierung. Modifiziert nach Li et al., 
2023 und Zhang et al., 2013. 2-MeSADP: 2-Methylthioadenosindiphosphat; AC: Ade-
nylatcyclase; ADP: Adenosindiphosphat; cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat; 
ERK: Extrazelluläres Signal-regulierte Kinase; GDP: Guanosindiphosphat; Gi-Protein: In-
hibitorisches G-Protein; GP: Glykoprotein; GTP: Guanosintriphosphat; P: Phosphat; 
P2Y12R: P2Y12-Rezeptor; PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase; PKA: Proteinkinase A; 
TXA2: Thromboxan A2; VASP: Vasodilator-stimuliertes Phosphoprotein. Erstellt mit Power 
Point (Microsoft) und Servier Medical Art (Les Laboratoires Servier, Lizenz unter 
https://creativecommons.org/ licenses/by/4.0/, modifiziert). 
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Die βγ-Untereinheit aktiviert dagegen die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und setzt da-

mit weitere Signalkaskaden in Gang. Das im Rahmen der enzymatischen Reaktion ent-

stehende Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) beeinflusst die Aktivität des Gua-

ninnukleotidaustauschfaktors RASA3 der kleinen GTPase Rap1 (Stefanini und Berg-

meier, 2016), welche wiederum eine wichtige Rolle bei der Regulierung von Integrinen 

und damit der Zelladhäsion spielt (Gremmel et al., 2016). Auch die PI3K-bedingte Phos-

phorylierung der Kinase Akt führt zur Aktivierung von Integrin αIIbβ3, also des GP IIb/IIIa-

Komplexes auf der Thrombozytenmembran, was eine Schlüsselkomponente für die Ex-

pansion und Stabilität der Thrombozytenaggregate darstellt (Li et al., 2023). Zusätzlich 

wird auch die TXA2-Produktion begünstigt (Garcia et al., 2010). 

Neben den Gi-vermittelten Signalwegen gibt es Hinweise auf davon unabhängige Signal-

weiterleitungen des P2Y12Rs, beispielsweise über Rho und die Rho-Kinase, die zur Um-

formung des Thrombozyten-Cytoskeletts führt (Hardy et al., 2005; Soulet et al., 2004). Die 

beschriebenen Transduktionswege sind in Abb. 1 zur Übersicht schematisch dargestellt. 

1.2.4 Pharmakologie 

Da der Gi-abhängige Signalweg nicht nur in humanen Thrombozyten aktiviert wird, son-

dern auch in ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters (CHO-Zellen), die den rekom-

binanten hP2Y12-Rezeptor exprimieren (Herbert und Savi, 2003), konnten im Rahmen 

dieser Arbeit verschiedene Wirkstoffe eingesetzt werden, die an unterschiedlichen Stellen 

in die beschriebene Signaltransduktion eingreifen. Verwendet wurden hierbei Forskolin 

als direkter Aktivator der Adenylatcyclase (Hanoune und Defer, 2001, s. Abb. 1) sowie der 

endogene P2Y12-Agonist ADP (Hollopeter et al., 2001) und der ebenfalls agonistisch wir-

kende potente P2Y12-Aktivator 2-Methylthioadenosindiphosphat (2-MeSADP) mit einer 

halbmaximalen Konzentration im nanomolaren Bereich (Kügelgen, 2006). ATP, seine 

Analoga und Diadeninnukleotide können als partielle Agonisten oder Antagonisten wirken 

(Chang et al., 2012; Kauffenstein et al., 2004; Kügelgen, 2019). 

Antagonisten des P2Y12Rs stehen im Fokus der Forschung zur Entwicklung neuer Throm-

bozytenaggregationshemmer, um die Therapie weiter zu verbessern und Nebenwirkun-

gen zu reduzieren. Klinisch eingesetzt werden aktuell Clopidogrel, Prasugrel, Cangrelor 

und Ticagrelor (Collet et al., 2021). Es wurde zudem eine Vielzahl an weiteren anta-
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gonistischen Wirkstoffen entwickelt; hierzu gehören z.B. der kompetitive P2Y12R-Antago-

nist AR-C67085 (Ingall et al., 1999; Kügelgen, 2019), der inverse Agonist Selatogrel 

(Beavers et al., 2022; Pons et al., 2022), das radiomarkierte [3H]PSB-0413  (El-Tayeb et 

al., 2005), Suramin, reaktives Blue-2 (Kügelgen, 2006; Kügelgen und Wetter, 2000) und 

viele weitere neue Stoffklassen (Kügelgen, 2024). Zu den Kandidaten klinisch eingesetz-

ter Substanzen gehören außerdem das mittlerweile durch Clopidogrel ersetzte Ticlopidin 

(Panak et al., 1983) sowie das klinisch getestete und im Rahmen dieser Arbeit näher 

untersuchte Elinogrel (Michelson, 2009). 

1.3 Elinogrel 

Elinogrel (PRT-060128) ist ein direkt wirkender, reversibler und kompetitiver Antagonist 

des P2Y12-Rezeptors (Serebruany et al., 2014; Ueno et al., 2010). Der Wirkstoff mit der 

chemischen Struktur eines Quinazolin-2,4-dions (s. Abb. 2) wurde in den 2000ern von 

zwei großen Pharmafirmen (Portola Pharmaceuticals Inc. und Novartis AG) entwickelt für 

einen möglichen klinischen Einsatz in der Behandlung des akuten Koronarsyndroms und 

zur Prävention von sekundären thrombotischen Ereignissen. Als erster Wirkstoff war Eli-

nogrel dabei sowohl oral als auch intravenös verfügbar und somit gut geeignet für den 

glatten Übergang zwischen der Akut- und Langzeitbehandlung (Oestreich, 2010).  

 

Abb. 2: Strukturformel von Elinogrel. Erstellt mit ChemDraw® (PerkinElmer). 

In klinischen Phase-I-Studien zeigte der Wirkstoff eine schnelle und potente Inhibition der 

ADP-vermittelten Thrombozytenreaktion mit schnellem An- und Abfluten der Wirkung. Ef-

fekte konnten auch in Patienten mit koronarer Herzkrankheit nachgewiesen werden, die 

nicht auf die damalige Goldstandard-Medikation Clopidogrel ansprachen und waren ne-

benwirkungsarm (Oestreich, 2010). Die Entwicklung von Elinogrel wurde 2012 eingestellt, 

nachdem in klinischen Phase-II-Studien vermehrt unerwünschte Blutungsereignisse und 

erhöhte Dyspnoeraten beobachtet wurden (Serebruany et al., 2014; Welsh et al., 2012). 

Als P2Y12-Inhibitor mit einzigartigem Wirkprofil bleibt Elinogrel aber weiterhin interessant. 
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1.4 Fragestellung 

Zu den weltweit häufigsten Todesursachen gehören seit Jahrzehnten insbesondere die 

ischämischen Herzerkrankungen (Nowbar et al., 2019). Da bei ihrer Prävention und The-

rapie vielfach P2Y12R-Antagonisten zum Einsatz kommen, ist ein detailliertes Verständnis 

der Funktionsweise des Rezeptors essentiell für die Entwicklung weiterer Wirkstoffe. 

Diese Arbeit untersucht die molekularpharmakologische Wirkung des Thrombozyten-     

aggregationshemmers Elinogrel am humanen P2Y12-Rezeptor. Elinogrel galt lange als 

vielversprechender Wirkstoffkandidat mit einer starken, direkten und reversiblen Wirkung 

am hP2Y12R (s. 1.3). In seinen chemischen Eigenschaften unterscheidet es sich deutlich 

von anderen P2Y12-Inhibitoren; ein tieferes Verständnis seiner molekularen Wirkungswei-

sen ist also sehr interessant, um Rückschlüsse auf die Bindungsmechanismen und Ei-

genschaften des Rezeptors ziehen zu können. 

Für die Analyse sollen CHO-Zellen verwendet werden, die ein Fusionsprotein aus dem 

hP2Y12R und dem verstärkt cyan fluoreszierenden Protein (ECFP) oder eine P2Y12R Wild-

typ (WT)-Variante exprimieren. Mithilfe des AlphaScreen®-cAMP-Assays von PerkinElmer 

soll die Änderung der intrazellulären cAMP-Konzentration als Maß der Aktivität des Re-

zeptors unter verschiedenen extrazellulären Einflüssen bestimmt werden, um so Konzent-

rations-Wirkungs-Kurven für verschiedene Agonisten ohne und mit Elinogrel erstellen und 

das pharmakologische Verhalten des Antagonisten beurteilen zu können. Anhand dieser 

sollen zudem die jeweiligen EC50-Werte (halbmaximal wirksame Konzentrationen) sowie 

ein pKB-Wert als Schätzwert für die Affinitätskonstante von Elinogrel berechnet werden, 

um letztlich eine Schildplot-Analyse durchführen zu können (s. 2.2.3.2.5) und den pA2-

Wert als Maß für die antagonistische Potenz von Elinogrel berechnen zu können. Anhand 

analoger Experimente an K280A-mutierten P2Y12R-exprimierenden Zellen soll außerdem 

eine mögliche Beteiligung dieses Aminosäurerests bei der Bindung von Elinogrel näher 

beurteilt werden. 

Durch die beschriebenen Experimente sollen also letztlich Rückschlüsse auf den Bin-

dungsmechanismus von Elinogrel gezogen werden und seine Affinität zum Rezeptor nä-

her bestimmt werden. So soll dazu beigetragen werden, den P2Y12-Rezeptor und seine 

molekularpharmakologischen Eigenschaften besser zu verstehen. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Material 

2.1.1 Testsubstanzen und Antikörper 

Folgende Testsubstanzen wurden verwendet: 

- 2-MeSADP als Trinatriumsalz (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 

- ADP als Natriumsalz (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 

- Elinogrel (Tocris, Abingdon) 

- Forskolin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 

Zudem wurde das AlphaScreen®-cAMP-Assay Kit von PerkinElmer verwendet. Es bein-

haltet folgende Bestandteile: 

a) cAMP-Standard (50 µM) 

b) Biotin-cAMP-Tracer (Feststoff); hiermit wurde mit phosphatgepufferter Salzlösung 

(PBS) eine Ausgangslösung (1 µM) erstellt. 

c) Anti-cAMP-AlphaScreen®-Akzeptor-Beads mit einer Konzentration von 5 mg/ml in 

PBS und 0,05 % Proclin-300 (pH 7,2). Auf der Oberfläche befinden sich monoklo-

nale Hasen-Antikörper (hochspezifisch für cAMP; Kreuzreaktion mit cyclischem 

Guanosinmonophosphat (cGMP) < 0,005 %). 

d) Streptavidin-Donor-Beads mit einer Konzentration von 5 mg/ml in PBS und 0,05 % 

Proclin-300 (pH 7,2) 

Der verwendete Antikörper MA1-80281 (Ausgangskonzentration 0,1 mg/ml) ist ein mono-

klonaler Maus-Antikörper (IgG2a), der mit FITC (Fluoresceinisothiocyanat) konjugiert und 

gegen das V5-Epitop gerichtet ist (Hersteller: Thermo Fisher Scientific, Waltham). 

2.1.2 Biologisches Material 

Für die Experimente wurden folgende Zelllinien verwendet: 

a) CHO-ECFP-Zellen: Es handelte sich um eine eukaryotische Zelllinie aus den Ova-

rien des Chinesischen Hamsters. Die Zellen exprimierten stabil ein Rezeptorfusi-

onsprotein aus dem humanen P2Y12-Rezeptor und ECFP (verstärkt cyan 



17 
 

  

fluoreszierendes Protein). Verwendet wurde der sechste Klon ab Passage 18 (ein-

gefroren im Dezember 2014) aus der AG Kügelgen im Institut für Pharmakologie 

und Toxikologie Bonn. Die Original-Quelle der nicht-transfizierten Zellen ist Life 

Technologies (Karlsruhe). 

b) CHO-WT-Zellen: Es handelte sich um eine eukaryotische Zelllinie aus den Ovarien 

des Chinesischen Hamsters. Die Zellen exprimierten stabil den hP2Y12-Rezeptor 

ohne Modifikation (Wildtyp). Verwendet wurden die Zellen ab Passage 7 (eingefro-

ren im Mai 2014) aus der AG Kügelgen im Institut für Pharmakologie und Toxiko-

logie Bonn. 

c) CHO-ECFP-K280A-Zellen: Es handelte sich um eine eukaryotische Zelllinie aus 

den Ovarien des Chinesischen Hamsters. Die Zellen exprimierten stabil ein Rezep-

torfusionsprotein aus einem modifizierten hP2Y12-Rezeptor und ECFP. Lysin an 

Position 280 war dabei durch Alanin ersetzt worden (K280A-Mutation). Verwendet 

wurden Zellen ab Passage 7 (eingefroren im Mai 2014) aus der AG Kügelgen im 

Institut für Pharmakologie und Toxikologie Bonn. 

 

2.1.3 Weitere Materialien 

Geräte, Verbrauchsmaterialien, Medien und Puffer, Chemikalien und verwendete Soft-

ware sind in Anhang 1 aufgeführt. 

2.2 Methoden 

2.2.1 Fluoreszenzmikroskopie 

Bei dem verwendeten Fluoreszenzmikroskop handelt es sich um ein konfokales Laser-

Scanning-Mikroskop (LSM 700 mit Basisstativ Axio Observer.Z1; Zeiss, Oberkochen) un-

ter Einsatz des 40x/1,2 DIC M27 Plan-Apochromat-Objektives und einer Laser-Scanning-

Einheit (Zeiss, Oberkochen) und einer Inkubationseinheit (Incubator XLmulti S1; Pecon, 

Erbach). 

2.2.1.1 Vorbereitungen für fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen 

Für die Analyse unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden die Zellen 24 – 48 h vor Beginn 

des Versuches auf runde Glasplättchen gesplittet (Durchmesser 25 mm, autoklaviert). 

Dafür wurde zunächst mit dem Standardprotokoll für das Splitten der Zellen begonnen (s. 
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Anhang 2.1.2), nach mechanischer Ablösung der Zellen die Suspension aber nicht in eine 

Zellkulturflasche pipettiert, sondern je 50 μl auf die in 6-Well-Platten liegenden Glasplätt-

chen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 5 – 10 min wurden die Zellen vorsichtig 

mit je 1,5 ml Kulturmedium II überschichtet (s. Anhang 2.1.1) und anschließend bei 37 °C 

und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert. 

Die Zellen wurden vor Beginn eines Versuches mikroskopisch kontrolliert, das Plättchen 

in einen Spannring eingesetzt und die Oberfläche anschließend dreimal vorsichtig mit je 

1 ml Hanks ausgeglichene Salzlösung (HBSS) gewaschen. Nach Reinigung der Plätt-

chenunterseite mit Ethanol (EtOH, 100 %) konnte der Ring schließlich im Mikroskop plat-

ziert und die Analyse begonnen werden. Zu Beginn der Messungen wiesen die Zellen auf 

den Plättchen eine Konfluenz zwischen 50 % und 80 % auf. 

2.2.1.2 Markierung mit Antikörper 

Abweichend zum Vorgehen bei den mit ECFP markierten Zellen, wurde für die fluores-

zenzmikroskopische Analyse der CHO-WT-Zellen (s. 2.1.2) die Intensität vor und nach 

Markierung mit einem an den fluoreszierenden Farbstoff FITC gekoppelten Antikörper ge-

messen. Der verwendete Antikörper MA1-80281 (s. 2.1.1) erkennt die Sequenz IPN-

PLLGL, die in den P/V-Proteinen des Paramyxovirus SV5 vorhanden ist. In den WT-Zellen 

wird das Epitop über die Vektorsequenz kodiert, was die Anfärbung ermöglicht. 

Zunächst wurden die Zellen 24 – 48 h vor Beginn der Markierung – analog zum Vorgehen 

bei den ECFP-markierten Zellen – auf Glasplättchen gesplittet (s. 2.2.1.1). Für die Anti-

körper-Markierung wurde dann das Medium aus den Wells entfernt, diese erst zweimal 

mit je 2 ml HBSS gewaschen und dann 5 min lang mit 1 ml Methanol (100 %) inkubiert. 

Nach Ablauf dieser Zeit wurde das Methanol wieder entfernt, die Wells nochmal mit 2 ml 

HBSS gewaschen und anschließend 1 ml einer Blocken-Lösung hinzugefügt. Diese ent-

hielt eine Mischung aus HBSS, 10 % Fetalem Kälberserum (FCS) und 2 ‰ Triton x-100. 

Nach 20-minütiger Inkubation wurde die Lösung entfernt und durch 225 µl einer den An-

tikörper enthaltenden Lösung (erstellt durch Verdünnung der Ausgangslösung in Blocken-

Lösung im Verhältnis 1 : 500) ersetzt. Diese wurde zentral auf die auf dem Plättchen haf-

tenden Zellen getropft und die Platte dann für eine Stunde im Dunkeln auf feuchten Tü-

chern gelagert. Im Anschluss wurde die Antikörper-Lösung entfernt, die Plättchen zweimal 



19 
 

  

mit je 2 ml HBSS gespült, in den Spannring eingesetzt und ein letztes Mal mit 1 ml HBSS 

gewaschen. Nach Zugabe von 1 ml HBSS konnten die Zellen nach Reinigung der Plätt-

chenunterseite mit EtOH dann unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert werden. 

2.2.1.3 Expressionsanalyse 

Die Analyse von CHO-Zellen, die verschiedene Varianten des humanen P2Y12-Rezeptors 

exprimierten, erfolgte mithilfe des 40x Ölimmersions-Objektivs des Fluoreszenzmikros-

kops. Für die Messung wurde zunächst unter lichtmikroskopischer Kontrolle in eine zum 

Glasplättchen parallele Ebene mittig durch die Zellen fokussiert und nach Anregung mit 

einem Festkörperlaser (5 mW), der bei 2 % seiner Maximalleistung arbeitete, die Fluores-

zenzintensität gemessen und bildlich dargestellt. 

ECFP-markierte Zellen: Die Auflösung betrug 1748 x 1748 Pixel bei einer durchschnittli-

chen Pixelgröße von 0,09 μm. Nach Anregung mit der 445 nm Linie des Lasers erfolgte 

die Detektion der Fluoreszenz bei Wellenlängen ab 454 nm. 

Antikörper-markierte WT-Zellen: Die Auflösung betrug 1596 x 1596 Pixel bei einer durch-

schnittlichen Pixelgröße von 0,10 μm. Nach Anregung mit der 488 nm Linie des Lasers 

erfolgte die Detektion der Fluoreszenz bei Wellenlängen ab 493 nm. 

Für die Expressionsanalyse wurde dann die mittlere Fluoreszenzintensität in quadrati-

schen Regionen der entstandenen Bilder gemessen. Dafür wurden in der Membran jeder 

analysierten Zelle mindestens 4 Messquadrate definiert (je 0,5 μm x 0,5 μm). Gewählt 

wurden möglichst weit voneinander entfernte Bereiche, in denen die Zelle außerdem 

keine Nachbarzelle berührte, um Überlappungen zu vermeiden. Ein weiteres Quadrat 

wurde im Cytosol der Zellen definiert (5 μm x 5 μm), möglichst so, dass keine Anteile des 

Zellkerns enthalten waren, in dem oft ebenfalls eine erhöhte Fluoreszenzintensität zu er-

kennen war. Die Hintergrundfluoreszenz wurde in einem Quadrat außerhalb der Zellen 

bestimmt (10 μm x 10 μm). Das Auslesen der Bilder erfolgte durch das Programm MARS 

Data Analysis Software (BMG Labtech); der Versuchsaufbau ist in Abb. 3 dargestellt. Ana-

lysiert wurden pro Zellreihe mindestens sechs einzelne Zellen. 
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Abb. 3: Versuchsaufbau der Expressionsanalyse. Gemessen wurde die mittlere Fluores-
zenzintensität in quadratischen Regionen im mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgenom-
menen Bild (Anregung mit dem Laser bei Wellenlänge 445 nm, Detektion bei Wellenlän-
gen ab 454 nm). Dabei wurden Fluoreszenzwerte für folgende Bildbereiche ermittelt: Hin-
tergrund (grünes Quadrat, 10 μm x 10 μm) außerhalb der Zellen, Cytosol (gelbes Quadrat, 
5 μm x 5 μm) im Zellinnern möglichst ohne Anteile des Zellkerns und außerdem 4 ge-
trennte Regionen in verschiedenen Bereichen der Zellmembran (rote Quadrate, je 0,5 μm 
x 0,5 μm). Die dargestellte Fluoreszenzfarbe dient der Veranschaulichung und entspricht 
nicht dem reellen Bild. 
 
 
2.2.2 AlphaScreen®-Assay 

Die Durchführung des cAMP-Assays erfolgte mit den Bestandteilen des AlphaScreen®-

cAMP-Assay Kits (PerkinElmer, s. 2.1.1) und nach einem Standardprotokoll, das auf dem 

Handbuch zum Kit basiert und weitereinwickelt wurde (AG von Kügelgen, Bonn). Die ein-

zelnen Arbeitsschritte werden im Folgenden aufgeführt. 

2.2.2.1 Prinzip der Methode 

Mithilfe des cAMP-Assays können Veränderungen der cAMP-Konzentration durch Ago-

nisten oder Antagonisten in G-Protein exprimierenden Zellen nachgewiesen werden. Das 

Prinzip wird in Abb. 4 dargestellt. An Biotin gekoppelte cAMP-Tracer werden durch Strept-

avidin-Donor-Beads gebunden. In Abwesenheit von freiem cAMP können die Tracer 

Membran 4 
Membran 3 

10 µm 

Membran 1 

Membran 2 
Cytosol 

Hintergrund 
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durch Anti-cAMP-Antikörper gebunden werden, die an Akzeptor-Beads gekoppelt sind, 

wodurch die Donor- und Akzeptor-Beads in unmittelbare Nähe zueinander gelangen. Un-

ter Belichtung mit 680 nm wandeln die Donor-Beads umgebenden Sauerstoff zu Singulett-

Sauerstoff um, dessen Moleküle in Lösung ca. 200 nm weit diffundieren können. Befinden 

sich Akzeptor-Beads innerhalb dieser Reichweite, so wird Energie übertragen, die von 

den Akzeptor-Beads als Lichtsignal (520 – 620 nm) freigesetzt wird und detektiert werden 

kann. Das maximale Signal entsteht in Abwesenheit von freiem cAMP, da dieses mit dem 

Biotin-cAMP um die Bindungsstellen an den Akzeptor-Beads konkurriert. Eine Stimulation 

der Zellen und nachfolgende Produktion von freiem cAMP führt daher zu einer Erniedri-

gung des Alpha-Screen-Signals proportional zur Menge des produzierten cAMPs (Perkin-

Elmer AlphaScreen® cAMP User Manual). 

 

Abb. 4: Prinzip des AlphaScreen®-cAMP-Assays. cAMP: cyclisches Adenosinmonophos-
phat. Modifiziert nach dem PerkinElmer AlphaScreen® cAMP User Manual. Erstellt mit 
Power Point (Microsoft) und Servier Medical Art (Les Laboratoires Servier, modifiziert, 
Lizenz unter https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
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2.2.2.2 Vorbereitung der Zellen 

Um Zellen für ein Experiment vorzubereiten, wurden sie ca. 24 h vor Beginn des Versu-

ches auf eine 24-Well-Platte gesplittet. Hierfür entsprach das Vorgehen zunächst dem 

Protokoll für das Splitten der Zellen im Rahmen der normalen Kultivierung (s. Anhang 

2.1.2) bis zum Schritt der Trypsin-Zugabe. Um einen Zellverlust zu vermeiden, wurde das 

Trypsin nach einer Inkubation von 2 – 3 min im Brutschrank dann aber nicht abgenom-

men, sondern der Flaschenboden sofort sehr gründlich und wiederholt mit 12 ml Medium 

abgespült. Aus der entstandenen Zellsuspension wurden anschließend je 500 µl in jede 

Vertiefung der 24-Well-Platte pipettiert, durch Schwenken gleichmäßig verteilt, und die 

Platte bis zum Beginn des Experiments bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank gelagert. 

Verwendet wurden je nach Experiment CHO-ECFP-Zellen, CHO-WT-Zellen oder CHO-

ECFP-K280A-Zellen, die jeweils verschiedene Varianten des hP2Y12Rs exprimierten (s. 

2.1.2). 

2.2.2.3 Vorbereitung der Lösungen 

Herstellung des Lysepuffers: 

Um den Lysepuffer (LB) zu erstellen, wurden zunächst Ausgangslösungen der in Tab. 1 

angegebenen Substanzen in Reinstwasser hergestellt und vermischt. Der pH-Wert wurde 

auf 7,4 eingestellt (7,39 – 7,41, durch Zugabe von Natriumhydroxid-Lösung bzw. Essig-

säure unter Kontrolle eines pH-Meters) und die Lösung anschließend auf Eis gelagert. 

Der Puffer wurde vor jedem Experiment frisch hergestellt. 

Tab. 1: Inhaltsstoffe des Lysepuffers. BSA: Kälberserum-Albumin; HEPES: 2-(4-(2-         
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure. 

Komponente Menge Finale Konzentration 

Reinstwasser 19,3 ml  

BSA 20 mg 1 g/l ≙ 1,5 ∙ 10-5 M 

Tween 20 600 µl einer 10 % Lösung 3 µl/ml ≙ 1,8 ∙ 10-9 M 

HEPES 100 µl einer 1 M Lösung 5 mM 
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Vorbereitung der Komponenten des cAMP-Assays: 

Vor Beginn des eigentlichen Versuchs wurden Lösungen aus den im Kit bereitgestellten 

Reagenzien (s. 2.1.1) durch Verdünnung mit LB in der gewünschten Menge hergestellt: 

a) Akzeptor-Beads-Lösung: je 1 µl Anti-cAMP-Akzeptor-Beads-Ausgangslösung +    

49 µl LB  

b) Donor-Beads-Lösung: je 50 µl Streptavidin-Donor-Beads-Ausgangslösung + 8 µl 

Biotin-cAMP (1 µM) + 1142 µl LB 

c) Standard-cAMP-Verdünnungsreihe: Durch sukzessive Verdünnung und Vermi-

schung der Standard-cAMP-Ausgangslösung mit dem LB wurde eine Verdün-

nungsreihe erstellt mit folgenden Konzentrationen [nM]: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 

3,125; 1,56; 0,78; 0,39. 

Die Arbeitsschritte mit den Donor-Beads erfolgten dabei bei gedämmtem Licht, um eine 

vorzeitige Aktivierung zu verhindern. Alle Lösungen wurden nach Herstellung und bis zu 

ihrer Verwendung auf Eis und im Dunkeln gelagert. 

2.2.2.4 Vorbereitung der 24-Well-Platte 

Die am Vortag in Schritt 2.2.2.2 vorbereitete 24-Well-Platte mit den Zellen wurde nun ge-

waschen. Dafür wurde zunächst das die (jetzt adhärenten) Zellen bedeckende Medium 

abgenommen und jedes Well zweimal vorsichtig mit je 1 ml HBSS gespült, um möglichst 

alle Reste von Medium und Stoffwechselprodukten zu entfernen. Im Anschluss wurde je-

des Well – nach mikroskopischer Kontrolle der Zellen am Boden – mit je 800 µl HBSS 

bedeckt und die Platte für 1 h im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. 

2.2.2.5 Vorbereitung der Testsubstanzen und von Forskolin 

Testsubstanzen: 

Aus den jeweiligen Agonisten als Feststoff wurde eine Ausgangslösung in destilliertem 

Wasser hergestellt (2-MeSADP: 10-5 M, ADP: 10-2 M) und diese mit HBSS zu den ge-

wünschten Testlösungs-Konzentrationen verdünnt. Die gewünschte Testkonzentration 

von Elinogrel wurde durch Erstellen einer Ausgangslösung in Dimethylsulfoxid (DMSO) 

und weiterer Verdünnung mit diesem Lösungsmittel erreicht. Alle Ausgangslösungen der 

Testsubstanzen wurden zwischen Experimenten im Gefrierschrank bei -20 °C gelagert. 
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Forskolin: 

Aus einer vorbereiteten Ausgangslösung (Forskolin in DMSO : EtOH [1 : 7], Lagerung bei 

RT) wurde eine Verdünnung mit HBSS erstellt. Da Forskolin darin nur schwer löslich ist, 

erfolgte die Zugabe schrittweise unter heftigem Schütteln. Die Lösung wurde einige Minu-

ten vor der Gabe zu den Zellen hergestellt und analog zu der 24-Well-Platte im Wasser-

bad bei 37 °C warmgehalten. 

2.2.2.5 Zugabe der Testsubstanzen 

Die Gabe der Testsubstanzen zu den Zellen in der 24-Well-Platte mittels Pipette erfolgte 

unter kontinuierlicher Erwärmung der Platte im Wasserbad bei 37 °C. In den Wells für die 

Kontrollen wurde anstelle der Testsubstanz eine äquivalente Menge des jeweiligen Lö-

sungsmittels verwendet, das jeweils analog zur Testsubstanz vorbereitet wurde. Zugabe 

und Inkubation erfolgten in der dargestellten Reihenfolge (Mengenangaben pro Well): 

- 1 µl Antagonisten-Lösung bzw. 1 µl DMSO 

- Inkubationszeit 10 min 

- 100 µl Agonisten-Lösung bzw. 100 µl HBSS, im Anschluss direkt 100 µl Forskolin-

Lösung bzw. 100 µl HBSS-DMSO-EtOH-Lösung 

- Inkubationszeit 10 min 

 

Welche Substanz jeweils verwendet wurde, ist in Tab. 2 dargestellt; eine Übersicht aller 

verwendeten Zielkonzentrationen der Testsubstanzen zeigt Tab. 4 (Anhang).  

Die Reaktionen wurden nach Ablauf der Inkubationszeit beendet, indem die Flüssigkeiten 

aus der Platte entfernt wurden. Jedes Well wurde mit 200 µl des LB befüllt und die Platte 

bei ständiger Bewegung 40 min lang inkubiert für ein vollständiges Lysieren der Zellen. 

Die Lagerung erfolgte dabei auf Eis, um weitere Reaktionen in den Zellen zu verhindern. 

2.2.2.6 Befüllen der 96-Well-Platte 

Das Befüllen der 96-Well-Platte erfolgte nach Ablauf der Inkubationszeit bei Raumtempe-

ratur (RT, ≙ 21 – 24 °C) im abgedunkelten Raum. Zunächst wurden in jedes Well 20 µl 

der vorbereiteten Akzeptor-Bead-Lösung (s. 2.2.2.3) vorgelegt. In diese wurden dann 20 

µl einer der folgenden Lösungen gegeben: 
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a) Zelllysat-Lösung aus einem Well der 24-Well-Platte  

b) Vorbereitetes Standard-cAMP in jeweiliger Verdünnung (Triplets, s. 2.2.2.3) 

c) Lysepuffer (10 – 15 Wells) 

Anschließend erfolgte eine 30-minütige Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach 

Ablauf dieser Zeit wurden 60 µl der Streptavidin-Donor-Bead-Biotin-cAMP-Lösung (s. 

2.2.2.3) hinzugegeben und die Platte erneut für 60 Minuten im Dunkeln bei RT inkubiert. 

Tab. 2: Übersicht der zur 24-Well-Platte zugegebenen Substanzen. HBSS: Hanks ausge-
glichene Salzlösung; DMSO: Dimethylsulfoxid; EtOH: Ethanol. 

Bezeich-

nung 
HBSS 

DMSO HBSS HBSS-DMSO-EtOH 

ø                                        

Elinogrel 

+ Elino-

grel 

ø Ago-

nist 

+ Ago-

nist 

ø 

Forskolin 

+ 

Forskolin 

Versuche ohne Antagonisten 

Kontrolle 800 µl 1 µl  100 µl  100 µl  

Forskolin 800 µl 1 µl  100 µl   100 µl 

Agonist 800 µl 1 µl   100 µl  100 µl 

Versuche mit Antagonisten 

Kontrolle 800 µl  1 µl 100 µl  100 µl  

Forskolin 800 µl  1 µl 100 µl   100 µl 

Agonist 800 µl  1 µl  100 µl  100 µl 

 

2.2.2.7 Messung 

Die Ausmessung und Quantifizierung der emittierten elektromagnetischen Strahlung nach 

Anregung mit Strahlung der Wellenlänge 680 nm erfolgte im Anschluss im Mikroplatten-

Photometer POLARstar Omega (BMG Labtech) als AlphaScreen-Werte. 
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2.2.3 Auswertung 

2.2.3.1 Expressionsanalyse 

Von den gemessenen Rohwerten der mittleren Fluoreszenzintensität F୰୭୦ in den quadra-

tischen Regionen (s. Abb. 3) in Membran (M1 – M4) und Cytosol (C) einer Zelle wurde 

zuerst die Hintergrund-Fluoreszenz FB des entsprechenden Bildes abgezogen und an-

schließend die entstehenden Werte der Quadrate in der Membran gemittelt.  

Cytosol (Zelle x):  Fେ,   ୶ =  (F୰୭୦(େ) −  F୆) 

Membran (Zelle x):  F୑,   ୶ =  
(୊౨౥౞(౉భ)ି ୊ా)ା (୊౨౥౞(౉మ)ି ୊ా)ା (୊౨౥౞(౉య)ି ୊ా)ା (୊౨౥౞(౉ర)ି ୊ా)

ସ
 

Aus so erhaltenen Intensitätswerte jeder einzelnen analysierten Zelle wurde dann jeweils 

die Mittelwerte Fେ
തതത und F୑

തതതത für alle Zellen einer Zellreihe gebildet. Zusätzlich wurde für jede 

Zelle der Faktor berechnet, um den die Intensität in der Membran höher war als im Cytosol 

(
୊౉

(୊ి
) und diese Werte wiederum gemittelt. 

2.2.3.2 cAMP-Assay 

Als Rohdaten lagen die vom Mikroplatten-Photometer gemessenen Werte als Alpha-

Screen-Signal Aroh, x (in cps) der jeweiligen Lösungen aus der 96-Well-Platte vor. 

2.2.3.2.1 Erstellung der cAMP-Standardgeraden: 

Um das Hintergrund-Signal zu ermitteln, wurde zunächst der Mittelwert A୐୆
തതതതത aller gemes-

senen Werte des Lysepuffers (LB) gebildet (n ≥ 10). Die Messwerte für jede cAMP-Kon-

zentration wurden standardisiert, indem der Hintergrundwert A୐୆
തതതതത durch den Rohwert der 

jeweiligen cAMP-Konzentration A୰୭୦,   ୡ୅୑୔ geteilt wurde: Aୡ୅୑୔ =  
୅ైాതതതതതത

୅౨౥౞,   ౙఽ౉ౌ
.  

Die berechneten Werte Aୡ୅୑୔ (y-Achse) wurden gegen die jeweilige Standard-cAMP-

Konzentration (x-Achse) aufgetragen; die verwendeten Konzentrationen waren dabei 100; 

50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78 und 0,39 nM mit jeweils n ≥ 2 (Ausnahme: für c = 50 

nM und c = 100 nM teilweise n = 1). 
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Abb. 5: Beispiel einer erstellten cAMP-Standardgeraden. Aufgetragen wurde die cAMP-
Konzentration c (cAMP) gegen standardisierte Messwerte AcAMP und mittels einfacher li-
nearer Regression eine Ausgleichsgerade errechnet (im Beispiel n = 18). Angegeben wer-
den außerdem die Geradengleichung sowie das Bestimmtheitsmaß R2. 
 

Mittels einfacher linearer Regression wurde dann eine Ausgleichsgerade erstellt (s. Abb. 

5), deren Geradengleichung (y = mx + b) also die Berechnung der in einer Probe enthal-

tenen cAMP-Konzentration aus einem standardisierten Wert A୶ =  
୅ైాതതതതതത

୅౨౥౞,   ౮
 ermöglicht. Da 

die Kurve global gesehen einen sigmoidalen Verlauf haben sollte (s. PerkinElmer Alpha-

Screen® cAMP User Manual) und also nur in jeweils kleinen Bereich annähernd linear 

verläuft, wurden die Werte für die höheren cAMP-Konzentrationen entfernt, wenn die be-

rechneten Punkte zu weit von der Geraden abwichen. Zur Entscheidung wurde hierfür 

das zusätzlich zur Geradengleichung angegebene Bestimmtheitsmaß R2 herangezogen, 

das beschreibt, wie gut die Punkte durch die Gerade abgebildet werden (0 ≤ R2 ≤ 1, bes-

sere Übereinstimmung zwischen Punkten und Gerade bei größerem R2). Entfernt wurden 

die Punkte für c = 100 nM, c = 50 nM und c = 25 nM in dieser Reihenfolge, bis sich der 

höchste R2-Wert ergab, da die ermittelten cAMP-Konzentrationen fast immer in Bereichen 

deutlich unterhalb von 25 nM lagen und somit die niedrigeren Standardwerte eine höhere 

Relevanz für eine akkurate Rückrechnung auf die cAMP-Konzentration hatten. In der Re-

gel wurde die Gerade letztendlich aus je drei Werten für die verwendeten Konzentrationen 
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von 0,39 nM bis 25 nM gebildet (R2 meist > 0,95). Experimente wurden verworfen bei 

einem R2 ≤ 0,9, um eine Verfälschung der Werte durch eine zu ungenaue Standardgerade 

zu vermeiden.  

2.2.3.2.2 Berechnung der cAMP-Werte 

Als nächstes erfolgte die Standardisierung der AlphaScreen-Werte der auf der 6-Well-

Platte getesteten Lösungen nach der gleichen Methode wie vorher für die Standard-

cAMP-Werte: A୘ୣୱ୲ =  
୅ైాതതതതതത

୅౨౥౞,   ౐౛౩౪
. Mithilfe der Standardgeraden und ihrer Gleichung                  

(y = mx + b)  konnten dann die zugehörigen, in den Wells vorhandenen cAMP-Konzent-

rationen berechnet werden: cୡ୅୑୔ = x =
୷ ି ୠ

୫
=  

୅೅೐ೞ೟ିୠ 

୫
. Sich hierbei ergebende Werte ≤ 0 

wurden auf 0 gesetzt (cAMP-Konzentration muss ≥ 0 sein). Hieraus ergaben sich die 

cAMP-Konzentrationen für die Testbedingungen Kontrolle (K), Forskolin (F) und Agonist 

in Konzentration x (Agonistx, pro Experiment 3 – 6 verschiedene Konzentrationen) mit 

jeweils 2 ≤ n ≤ 6. Die konkrete Zusammensetzung der jeweiligen Testlösung ist in Tab. 2 

aufgeführt. 

2.2.3.2.3 Berechnung der Forskolin-induzierten Erhöhung der cAMP-Konzentration:  

Anschließend wurde der Mittelwert Kഥ der cAMP-Konzentrationen der Kontrollen sowie der 

Mittelwert Fത der Forskolin-enthaltenden Wells berechnet und ihre Differenz Fത −  Kഥ, die also 

die Netto-Erhöhung der cAMP-Konzentration durch Forskolin angibt.  

Für jeden Wert F (= Agonist0) und jeden Wert Agonistx wurde berechnet, welcher Anteil 

der durch Forskolin induzierten Erhöhung der cAMP-Konzentration unter der jeweiligen 

Testbedingung erreicht wurde: 

Forskolin-induzierter Anstieg der cAMP-Konzentration [%] = 
୅୥୭୬୧ୱ୲౮ି ୏ഥ

୊ ഥ ି ୏ഥ
∗ 100  

2.2.3.2.4 Erstellung der Konzentration-Wirkungs-Kurven 

Um die so erhaltenen Daten weiter zu analysieren, wurden die Werte aus den einzelnen 

Experimenten mit den gleichen Versuchsbedingungen zusammengeführt. Pro Versuchs-

gruppe (jeweils gleiche Agonisten, Konzentration von Elinogrel und Zelltypen) wurden 

mindestens 3 unabhängige Experimente einbezogen. 
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Sämtliche Werte eines Experimentes wurden verworfen, wenn 

a) R2 der Standardgeraden ≤ 0,9 war (s. 2.2.3.2.1). 

Die Standardgerade war ungenau und somit die Berechnung der cAMP-Werte 

nicht zuverlässig. 

b) Ein Wert (≠ Kontrolle) für den Forskolin-induzierten Anstieg der cAMP-Konzentra-

tion ≥ 140 % lag. 

In der Regel war das der Fall bei sehr niedrigen cAMP-Werten in den „Forskolin“-

Wells ohne Agonisten. Es war ein Hinweis darauf, dass die Zellen nicht auf das 

Forskolin reagiert hatten und somit eine Berechnung der Forskolin-induzierten Ver-

änderung der cAMP-Konzentration durch einen Agonisten nicht sinnvoll war. 

c) Die Abweichung der Mittelwerte für den Forskolin-induzierten Anstieg der cAMP-

Konzentration von hoher und niedriger Agonistenkonzentration (Unterschied von 

mindestens zwei Logarithmusstufen) ≤ 15 % war. 

Dies war ein Hinweis darauf, dass die Zellen nicht auf den Agonisten reagiert hat-

ten und somit ein Vergleich verschiedener Agonisten-Konzentrationen nicht sinn-

voll war (Anmerkung: bei den K280A-Zellen wurde die Schwelle auf ≤ 5 % gesetzt, 

da generell nur sehr geringe Unterschiede erkennbar waren, s. 3.2.4). 

Aus den erhaltenen Daten wurden anschließend mithilfe des Programms Prism 9 (Graph-

Pad) Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt. Hierbei handelte es sich um 4-Parameter-

logistische Kurven. Angepasst wurden die Kurven durch Regression der kleinsten Quad-

rate und nach dem Modell y = min +  
୫ୟ୶ି୫୧୬

ଵା ଵ଴ౢ౥ౝ(ుిఱబష౮) ∗ ౏౪౛౟ౝ౫౤ౝ. 

2.2.3.2.5 Schildplot-Analyse 

Aus der dargestellten Kurve ergab sich jeweils der EC50-Wert als Maß der halbmaximalen 

Wirkung des Agonisten; hieraus konnte dann der pKB-Wert als Schätzwert für die Affini-

tätskonstante des Antagonisten berechnet werden: 

 pK୆  =  log(dr −  1)  −  log[B] mit dr =  
୉େఱబ (୫୧୲ ୆)

୉େఱబ (୭୦୬ୣ ୆)
 und B = Antagonist 

Zur Darstellung im Schildplot wurde log(dr-1) gegen die logarithmisch dargestellte Anta-

gonisten-Konzentration aufgetragen und mittels einfacher linearer Regression eine Aus-
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gleichsgerade erstellt (Arunlakshana und Schild, 1959). Mit einer zu ANCOVA (Analyse 

der Kovarianz) äquivalenten Methode wurde statistisch überprüft, ob die Steigung m der 

Geraden signifikant unterschiedlich zu 1 ist. Bei einer Steigung von m = 1 zeigt der Schnitt-

punkt mit der Abszisse den pA2-Wert als Maß für die antagonistische Potenz.  

Zusätzlich zum Schildplot wurden die pKB-Werte dargestellt, indem sie gegen die jeweils 

eingesetzte logarithmische Antagonistenkonzentration aufgetragen wurden, mittels einfa-

cher linearer Regression eine Ausgleichsgerade berechnet und mittels ANCOVA-Äquiva-

lents überprüft wurde, ob die Steigung signifikant unterschiedlich zu 0 ist. 

2.2.4 Statistische Verfahren 

Für die statistische Analyse wurde das Programm Prism 9 (Graph Pad) genutzt. Daten 

werden stets als Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Statis-

tisch signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten von zwei Gruppen wurden durch 

einen Zweistichproben-t-Test ermittelt (unabhängige Gruppen, zweiseitig). Statistische 

Signifikanzen zwischen mehreren Gruppen wurden durch eine einfaktorielle Varianzana-

lyse (ANOVA) im multiplen Vergleich nach Tukey ermittelt. Die Vergleiche der am besten 

passenden Werte gewählter ungeteilter Parameter von Kurven basieren auf F-Tests. Ein 

Vergleich zwischen Geraden erfolgte wie oben beschrieben mittels Kovarianzanalyse 

(ANCOVA)-Äquivalents. Korrespondierende signifikanzangebende p-Werte liegen bei je-

weils *: p < 0,05; **: p < 0,01 und ***: p < 0,001. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Expression des humanen P2Y12-Rezeptors 

Für die hier durchgeführten molekularpharmakologischen Untersuchungen wurden CHO-

Zellen verwendet, die verschiedene Varianten des hP2Y12Rs exprimierten. Zur Evaluation 

der Eignung der Zellen für die Versuche wurden initial Expressionsanalysen durchgeführt. 

3.1.1 Expression des Rezeptors als Fusionsprotein 

Die hierfür verwendeten CHO-ECFP-Zellen exprimierten stabil ein Fusionsprotein aus 

dem humanen P2Y12-Rezeptor und dem verstärkt cyan fluoreszierenden Protein (hP2Y12-

ECFP), das bei Analyse im Fluoreszenzmikroskop sichtbar wird. Auf den angefertigten 

Fluoreszenzmikroskopiebildern zeigte sich eine Färbung der Zellen als Darstellung detek-

tierter Fluoreszenzaktivität (s. Abb. 6A); das Protein wurde also exprimiert. Dass insbe-

sondere die Umrisse der Zellen erkennbar waren, lässt auf ein bevorzugtes Vorkommen 

des exprimierten Rezeptors in der Zellmembran schließen. Zusätzlich ließ sich oft eine 

verstärkte Anfärbung des Zellkerns erkennen. Innerhalb der Membran lag optisch eine 

weitgehend diffuse Verteilung des hP2Y12-ECFP-Komplexes vor. Die Färbung der Zellen 

zeigte sich schon bei Anregung mit einer geringen Laserintensität; es ist von einer hohen 

Menge exprimierter Fusionsproteine auszugehen. Die Analyse der Bilder ergab eine sig-

nifikant erhöhte relative Fluoreszenzintensität in der Membran gegenüber der im Cytosol, 

sowohl ohne als auch nach Vorinkubation mit 2-MeSADP (s. Abb. 6A, 6B, 8A, 8B). Der 

Rezeptor mit seinem fusionierten Protein ist also v.a. in der Zellmembran zu finden. 

3.1.2 Expression des K280A-mutierten Rezeptors als Fusionsprotein 

Die verwendeten CHO-ECFP-K280A-Zellen exprimierten stabil ein Fusionsprotein aus 

ECFP und einer K280A-mutierten Variante des hP2Y12Rs. Auf den Fluoreszenzmikrosko-

piebildern war Fluoreszenzaktivität als Anfärbung der Zellen erkennbar (s. Abb. 6C), die 

sich verstärkt in der Zellmembran und teilweise im Zellkern erkennen ließ. In der Analyse 

konnte eine signifikante Erhöhung der relativen Fluoreszenzintensität der Zellmembran 

gegenüber der im Cytosol nachgewiesen werden (s. Abb. 8C). Auch der mutierte Rezep-

tor scheint also vornehmlich in der Zellmembran vorhanden zu sein. Die beschriebenen 

Effekte zeigten sich auch nach Vorinkubation mit 2-MeSADP (s. Abb. 6D, 8D).    
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Abb. 6: Verteilung des humanen P2Y12-Rezeptors in Zelle und Membran. Für die Unter-
suchungen wurden ovarielle Zellen des Chinesischen Hamsters verwendet, die verschie-
dene Varianten des humanen P2Y12-Rezeptors (hP2Y12R) exprimierten (A, B: Fusions-
protein aus dem hP2Y12R und dem verstärkt cyan fluoreszierenden Protein (ECFP); C, D: 
Fusionsprotein aus dem durch eine K280A-Mutation veränderten hP2Y12R mit ECFP). Die 
Zellen wurden bei Raumtemperatur (RT, 21 – 24 °C) in 1 ml HBSS (Hanks ausgeglichene 
Salzlösung) mit dem 40x Ölimmersions-Objektiv des konfokalen Fluoreszenzmikroskops 
untersucht, entweder ohne Zugabe von Testsubstanzen (A, C) oder nach Zugabe von und 
10-minütiger Inkubation der Zellen mit 2-Methylthioadenosindiphosphat (2-MeSADP, 100 
nM) bei RT (B, D). Gemessen wurde jeweils die Fluoreszenzintensität des ECFPs (hell-
blau dargestellt), deren Verteilung auf die Expression des daran gekoppelten Rezeptors 
schließen lässt. Die Anregung mit dem Laser erfolgte bei Wellenlänge 445 nm, die Detek-
tion bei Wellenlängen ab 454 nm. 

A: ECFP B: ECFP 

C: ECFP-K280A D: ECFP-K280A 

50 µm 
+ 2-MeSADP 

+ 2-MeSADP 

50 µm 

50 µm 50 µm 
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3.1.3 Expression des Wildtyp-Rezeptors 

Die abschließende Expressionsanalyse erfolgte an CHO-Zellen, die die Wildtyp-Variante 

des hP2Y12Rs exprimierten. Da in diesem Fall kein fluoreszierendes Protein gekoppelt 

war, erfolgte eine Markierung des Rezeptors mit einem an einen fluoreszierenden 

Farbstoff gekoppelten Antikörper (s. 2.1.1). Im Kontrollbild der nicht-markierten Zellen ließ 

sich optisch keine Fluoreszenz erkennen (s. Abb. 7A) und es war keine Fluores-

zenzintensität messbar. Nach Antikörper-Markierung konnten die Zellen mit dem 

Fluoreszenzmikroskop dargestellt werden (s. Abb. 7B). Insbesondere im Bereich der 

Plasmamembran zeigte sich eine erhöhte Fluoreszenzintesität, was entsprechend dort 

auf eine erhöhtes Vorkommen des Rezeptors schließen lässt. In der Bildanalyse zeigte 

sich dieser vermutete Unterschied der relativen Fluoreszenzintensität zwischen Membran 

und Cytosol als signifikant zugunsten der Membran erhöht (s. Abb. 8E). Der Rezeptor ist 

also auch hier hauptsächlich in der Membran der Zellen zu finden. 

    
Abb. 7: Antikörper-Färbung des humanen P2Y12-Rezeptors. Es wurden ovarielle Zellen 
des Chinesischen Hamsters verwendet, die die Wildtyp-Variante (WT) des humanen 
P2Y12-Rezeptors (hP2Y12R) exprimierten. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur (21 – 
24 °C) in 1 ml Hanks ausgeglichener Salzlösung mit dem 40x Ölimmersions-Objektiv des 
konfokalen Fluoreszenzmikroskops untersucht. Gemessen wurde jeweils die Fluores-
zenzintensität (grün dargestellt), die Rückschlüsse auf die Expression des so markierten 
Rezeptors erlaubt. Die Laseranregung erfolgte bei Wellenlänge 488 nm, die Detektion bei 
Wellenlängen ab 493 nm. A) Zellen ohne vorherige Anfärbung. B) Zellen nach Markierung 
des Rezeptors durch den Antikörper MA1-80281, der an den fluoreszierenden Farbstoff 
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelt ist und die Sequenz IPNPLLGL erkennt, die in 
den P/V-Proteinen des Paramyxovirus SV5 vorhanden ist.  

A: WT 

 

B: WT 

Kontrolle 
20 µm 20 µm 



34 
 

  

                     
Abb. 8: Verteilung des humanen P2Y12-Rezeptors in Zellmembran und Cytosol. Die Ana-
lyse erfolgte an ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters (CHO-Zellen), die Varianten 
des humanen P2Y12-Rezeptors (hP2Y12R) exprimierten. A, B) Fusionsprotein aus dem 
hP2Y12R und dem verstärkt cyan fluoreszierenden Protein (ECFP); C, D) Fusionsprotein 
aus dem durch eine K280A-Mutation veränderten hP2Y12R mit ECFP (ECFP-K280A), E) 
Wildtyp-Variante (WT). Die Messung im Fluoreszenzmikroskop erfolgte ohne (A, C, E) 
oder nach (B, D) Zugabe von und 10-minütiger Inkubation der Zellen mit 2-Methylthioa-
denosindiphosphat (2-MeSADP, 100 nM). Pro Zelle wurde die mittlere Fluoreszenzinten-
sität in vier Quadraten der Größe 0,5 µm x 0,5 µm in der Membran und einem Quadrat 
der Größe 5 µm x 5 µm im Cytosol gemessen. Dargestellt werden jeweils die unter Be-
achtung der Hintergrundfluoreszenz berechneten relativen Fluoreszenzintensitäten in Cy-
tosol und Membran. Die Zahl analysierter Zellen war jeweils n = 6. Die Ergebnisse werden 
als Mittelwerte ± Standardfehler der Mittelwerte dargestellt (**: p < 0,01; ***: p < 0,001). 
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Abb. 9: Verhältnis der Verteilung des humanen P2Y12-Rezeptors in Zellmembran und 
Cytosol. Die Analyse erfolgte mithilfe von ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters 
(CHO-Zellen), die verschiedene Varianten des humanen P2Y12-Rezeptors (hP2Y12R) ex-
primierten. ECFP: Fusionsprotein aus dem hP2Y12R und dem verstärkt cyan fluoreszie-
renden Protein (ECFP); ECFP-K280A: Fusionsprotein aus dem durch eine K280A-Muta-
tion veränderten hP2Y12R mit ECFP; WT: Wildtyp-Variante. Die Messungen im Fluores-
zenzmikroskop erfolgten ohne (nicht geriffelt Balken) oder nach (geriffelte Balken) Zugabe 
von und 10-minütiger Inkubation der Zellen mit 2-Methylthioadenosindiphosphat (2-Me-
SADP, 100 nM). Für die Untersuchung der WT-Zellen wurde dafür der Rezeptor durch 
den Antikörper MA1-80281 markiert, der an den fluoreszierenden Farbstoff Fluorescein-
isothiocyanat (FITC) gekoppelt ist. Pro Zelle wurde die mittlere Fluoreszenzintensität in 
vier Quadraten der Größe 0,5 µm x 0,5 µm in der Membran und einem Quadrat der Größe 
5 µm x 5 µm im Cytosol gemessen. Dargestellt wird der Quotient aus den unter Beachtung 
der Hintergrundfluoreszenz daraus berechneten relativen Fluoreszenzintensitäten der 
Membran und des Cytosols. Die Zahl analysierter Zellen war jeweils n = 6. Die Ergebnisse 
werden als Mittelwerte ± Standardfehler der Mittelwerte dargestellt (ns: nicht signifikant; 
**: p < 0,01). 

3.1.4 Einfluss des Agonisten 

Die CHO-ECFP-Zellen und die CHO-ECFP-K280A-Zellen wiesen im Versuchsaufbau 

ohne 2-MeSADP ein ähnliches Verhältnis der relativen Fluoreszenzintensität von Memb-

ran zu Cytosol auf (s. Abb. 9). Hierbei war die Fluoreszenz in der Membran jeweils ca. um 

das 14-fache höher als im Cytosol. Bei den nicht-mutierten CHO-ECFP-Zellen führte eine 

10-minütige Vorinkubation mit dem Agonisten 2-MeSADP (100 nM) optisch zu einer deut-

lich gesteigerten Anfärbung der Zellmembran im Bild (s. Abb. 6A, 6B).  Während sich bei 

den CHO-ECFP-Zellen nach Vorinkubation mit dem Agonisten eine signifikante Erhöhung 

des Verhältnisses der relativen Fluoreszenzintensität von Membran zu Cytosol auf etwa 
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das 24-fache nachweisen ließ, war der Unterschied für die CHO-ECFP-K280A-Zellen 

nicht signifikant (s. Abb. 9). In CHO-Zellen erhöht 2-MeSADP also die Zahl der nicht-

mutierten hP2Y12Rs in der Zellmembran im Verhältnis zum Cytosol, nicht aber die des 

K280A-mutierten Rezeptors. Bei den CHO-WT-Zellen zeigte sich eine etwa 6-fach er-

höhte Fluoreszenz in der Membran im Verhältnis zum Cytosol. Ein Versuch mit 2-Me-

SADP-Vorinkubation war wegen der notwendigen Anfärbung mit den Antikörpern nicht 

sinnvoll. 

3.2 Molekularpharmakologische Analyse am humanen P2Y12-Rezeptor 

Für die molekularpharmakologische Analyse am hP2Y12R wurden für Zellen, die 

verschiedene Varianten des Rezeptors exprimierten, Konzentrations-Wirkungs-Kurven 

eines Agonisten erstellt und und ihre Beeinflussung durch den Antagonisten Elinogrel 

untersucht. Als Ausgangspunkt für die Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven 

wurde der Forskolin-induzierte Anstieg der cAMP-Konzentration unter Einfluss des 

Agonisten und ggf. zusätzlich des Antagonisten bestimmt (s. 2.2.2 und 2.2.3.2) . Mit den 

sich ergebenden jeweiligen EC50-Werten sowie den pKB-Werten wurde anschließend eine 

Schildplot-Analyse durchgeführt (s. 2.2.3.2.5). 

3.2.1 Konzentrations-Wirkungs-Kurven im Überblick 

Für die Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurde der aus den Versuchser-

gebnissen berechnete Forskolin-induzierte Anstieg der cAMP-Konzentration gegen die 

jeweils verwendete logarithmische Konzentration des Agonisten aufgetragen. Für jede 

Experimentreihe wurden in initialen Testversuchen pro verwendeter Elinogrel-Konzentra-

tion verschiedene Logarithmus-Stufen der Agonisten-Konzentration getestet, um den op-

timalen Konzentrationsbereich für die weiteren Experimente zu finden. Hierbei ergaben 

sich jeweils sigmoidale Kurven zwischen zwei annähernd horizontal verlaufenden Pla-

teaus der minimalen und der maximalen Wirkung des Agonisten auf den Forskolin-indu-

zierten Anstieg der cAMP-Konzentration (Ergebnisse der Testversuche nicht gezeigt). 

Alle darauffolgenden Experimente wurden dann möglichst mit den logarithmischen Stufen 

der Agonisten-Konzentrationen im Bereich von Minimum bis Maximum durchgeführt.  

In sämtlichen Versuchskonstellationen führte Forskolin zu einer signifikanten Erhöhung 

der cAMP-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle (Ergebnisse nicht gezeigt). Der 
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Forskolin-induzierte Anstieg der cAMP-Konzentration konnte in allen Versuchen mit einer 

zunehmenden Konzentration des jeweiligen Agonisten signifikant gesenkt werden. 

3.2.2 Analyse am Rezeptor als Fusionsprotein 

Zunächst erfolgte die Analyse anhand der CHO-Zellen, die das Fusionsprotein hP2Y12R-

ECFP exprimierten. Untersucht wurde die Wirkung von Elinogrel in Kombination mit dem 

potenten Agonisten 2-MeSADP und in Kombination mit dem endogenen Agonisten ADP. 

3.2.2.1 2-Methythioadenosindiphosphat 

3.2.2.1.1 Konzentrations-Wirkungs-Kurven 

Die Auswertung der Ergebnisse ergab sigmoidale Konzentrations-Wirkungs-Kurven mit 

signifikanter Verringerung des Forskolin-induzierten Anstiegs der cAMP-Konzentration 

bei zunehmender Agonisten-Konzentration (Abb. 10-12). Die Ausgangskurve ohne Zu-

gabe von Elinogrel im Versuchsaufbau zeigte dabei eine signifikante Verringerung des 

Forskolin-induzierten Anstiegs der cAMP-Konzentration von 100 % (Kontrolle ohne Ago-

nisten-Zugabe) auf ca. 15 % bei der maximal verwendeten 2-MeSADP-Konzentration von 

10-8 M. Im Versuch mit 1 nM Elinogrel zeigte sich eine maximale Senkung auf ca. 8 %, 

bei allen höheren eingesetzten Konzentrationen von Elinogrel (10, 30, 100 und 300 nM) 

auf Werte nahe null (ca. 0,5 – 2,5 %).  

Aus der Ausgangskurve (ohne Elinogrel), konnte für das 2-MeSADP eine halbmaximal 

wirksame Konzentration (EC50-Wert) von 21 pM berechnet werden (s. Abb. 10). 

Die niedrigste eingesetzte Konzentration von Elinogrel (1 nM) führte zu keiner sichtbaren 

Seitverschiebung der Ausgangskurve. Es ergab sich ein EC50-Wert von 30 nM (s. Abb. 

10). Da der EC50-Wert nicht signifikant unterschiedlich war zu dem der Ausgangskurve, 

konnte hieraus kein pKB-Wert berechnet werden. 

Versuche mit etwas höher konzentriertem Elinogrel von 10 nM führten zu einer Rechts-

verschiebung der Ausgangskurve (s. Abb. 11A). Es ergab sich ein EC50-Wert von 108 pM, 

der signifikant unterschiedlich zu dem der Ausgangskurve war. Um die gleiche inhibie-

rende Wirkung auf die Forskolin-induzierte Steigerung der cAMP-Konzentration zu haben, 

benötigt man also in Anwesenheit von 10 nM Elinogrel höhere Konzentrationen von 2-
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MeSADP. Als Schätzwert für die Affinitätskonstante von Elinogrel konnte aus den beiden 

genannten EC50-Werten ein scheinbarer pKB-Wert von 8,6 berechnet werden.  

 

Abb. 10: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von 2-Methylthioadenosindiphosphat am hu-
manen P2Y12-Rezeptor (als Fluoreszenz-markiertes Fusionsprotein) und ihre Beeinflus-
sung durch Elinogrel (1 nM). Die Analyse erfolgte an ovariellen Zellen des Chinesischen 
Hamsters, die ein Fusionsprotein aus dem humanen P2Y12-Rezeptor und dem verstärkt 
cyan fluoreszierenden Protein (ECFP) exprimierten. Mithilfe des AlphaScreen®-cAMP-As-
says (PerkinElmer) konnte die cAMP-Konzentration in den Zellen nach 10 min Inkubation 
mit Forskolin (10 µM) und dem Agonisten 2-Methylthioadenosindiphosphat (2-MeSADP, 
verschiedene Konzentrationen) bei 37 °C bestimmt werden. Die Darstellung erfolgt als 
Anteil des Forskolin-induzierten Anstiegs der cAMP-Konzentration an der Kontrolle (ohne 
Agonistenzugabe). Zusätzlich erfolgen weitere Messungen unter Einfluss des Antagonis-
ten Elinogrel (1 nM, Inkubation 10 min vor Zugabe des Agonisten). Durch nichtlineare 
Regression konnten 4-Parameter-Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt und anhand 
dieser der EC50-Wert (halbmaximal wirksame Konzentration) berechnet werden. Die Er-
gebnisse werden dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler der Mittelwerte aus je 4 – 8 
unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede werden angegeben als **: p < 
0,01; ***: p < 0,001 gegen die Kontrolle nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) im 
multiplen Vergleich nach Tukey. 
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Abb. 11: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von 2-Methylthioadenosindiphosphat am hu-
manen P2Y12-Rezeptor (als Fluoreszenz-markiertes Fusionsprotein) und ihre Beeinflus-
sung durch Elinogrel (10 nM, 30 nM). An ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters, 
die ein Fusionsprotein aus dem humanen P2Y12-Rezeptor (hP2Y12R) und dem verstärkt 
cyan fluoreszierenden Protein (ECFP) exprimierten, konnte mithilfe des AlphaScreen®-
cAMP-Assays (PerkinElmer) der Forskolin-induzierte Anstieg der cAMP-Konzentration 
durch den Agonisten 2-Methylthioadenosindiphosphat (2-MeSADP) ohne/unter Einfluss 
des Antagonisten Elinogrel (A: 10 nM, B: 30 nM) bestimmt und hieraus Konzentrations-
Wirkungs-Kurven erstellt werden. Berechnet wurden jeweils der EC50-Wert (halbmaximal 
wirksame Konzentration) sowie der pKB-Wert (Schätzwert für die Affinitätskonstante des 
Antagonisten). Die Ergebnisse werden dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler der 
Mittelwerte aus je 3 – 8 unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede werden 
angegeben als **: p < 0,01; ***: p < 0,001 gegen die Kontrolle nach einfaktorieller Vari-
anzanalyse (ANOVA) im multiplen Vergleich nach Tukey. Für weitere Details s. Abb. 10. 
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Abb. 12: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von 2-Methylthioadenosindiphosphat am hu-
manen P2Y12-Rezeptor (als Fluoreszenz-markiertes Fusionsprotein) und ihre Beeinflus-
sung durch Elinogrel (100 nM, 300 nM). An ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters, 
die ein Fusionsprotein aus dem humanen P2Y12-Rezeptor (hP2Y12R) und dem verstärkt 
cyan fluoreszierenden Protein (ECFP) exprimierten, konnte mithilfe des AlphaScreen®-
cAMP-Assays (PerkinElmer) der Forskolin-induzierte Anstieg der cAMP-Konzentration 
durch den Agonisten 2-Methylthioadenosindiphosphat (2-MeSADP) ohne/unter Einfluss 
des Antagonisten Elinogrel (A: 100 nM, B: 300 nM) bestimmt und hieraus Konzentrations-
Wirkungs-Kurven erstellt werden. Berechnet wurden jeweils der EC50-Wert (halbmaximal 
wirksame Konzentration) sowie der pKB-Wert (Schätzwert für die Affinitätskonstante des 
Antagonisten). Die Ergebnisse werden dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler der 
Mittelwerte aus je 3 – 8 unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede werden 
angegeben als **: p < 0,01; ***: p < 0,001 gegen die Kontrolle nach einfaktorieller Vari-
anzanalyse (ANOVA) im multiplen Vergleich nach Tukey. Für weitere Details s. Abb. 10. 
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Bei einer Elinogrel-Konzentration von 30 nM zeigte sich eine stärkere Rechtsverschie-

bung der Ausgangskurve als durch 10 nM Elinogrel mit einem daraus resultierenden EC50-

Wert von 407 pM und einem pKB-Wert von 8,8 (s. Abb. 11B). Analog führte eine weitere 

Erhöhung der Elinogrel-Konzentration zu noch weiterer Rechtsverlagerung der Aus-

gangskurve und höheren EC50-Werten (1,67 nM bei 100 nM Elionogrel und 2,59 nM bei 

300 nM Elinogrel, s. Abb. 12). Die EC50-Werte waren signifikant unterschiedlich zu dem 

der Ausgangskurve und die hieraus berechneten scheinbaren pKB-Werte lagen bei 8,9 

und 8,6. 

Insgesamt zeigte sich also ab einer Elinogrel-Konzentration von 10 nM bis zur höchsten 

getesteten Konzentration von 300 nM mit zunehmender Konzentration eine ebenfalls zu-

nehmende Rechtsverschiebung der Ausgangskurve und hieraus resultierenden zuneh-

mend erhöhten EC50-Werten. Da die Steigungen sämtlicher Konzentrations-Wirkungs-

Kurven nicht signifikant unterschiedlich zu der der Ausgangskurve waren, kann von einer 

parallelen Verschiebung ausgegangen werden. Je höher die Konzentration von Elinogrel, 

desto höher muss also die Konzentration von 2-MeSADP sein, um die gleiche inhibie-

rende Wirkung auf die Forskolin-induzierte Erhöhung der cAMP-Konzentration zu haben. 

3.2.2.1.2 Schildplot-Analyse 

Im Anschluss konnte anhand der erhobenen Daten und der soeben erläuterten Konzen-

trations-Wirkungs-Kurven eine Schildplot-Analyse durchgeführt werden (s. 2.2.3.2.5). 

Hierbei wurde aus den jeweiligen EC50-Werten das Konzentrationsverhältnis dr = EC50, + 

Elinogrel / EC50, ø Elinogrel berechnet und dieses gegen die jeweils eingesetzte Elinogrel-Kon-

zentration aufgetragen und mittels einfacher linearer Regression die Schildplotgerade er-

stellt. Wenn diese annähernd eine Steigung von m = 1 besitzt, zeigt der Schnittpunkt mit 

der X-Achse den pA2-Wert als Maß der antagonistischen Potenz von Elinogrel an. 

Für die Berechnung wurden alle EC50-Werte hinzugezogen, die signifikant unterschiedlich 

zu dem der Ausgangskurve waren. Es ergab sich eine Gerade mit einer Steigung von m 

= 1,006 ± 0,1543, die nicht signifikant unterschiedlich zur Einheitskurve (m = 1) war (s. 

Abb. 13A). Dies lässt auf einen linear konzentrationsabhängigen und damit kompetitiven 

Antagonismus durch Elinogrel schließen. Der sich aus der Geraden ergebende pA2-Wert 

von Elinogrel lag bei 8,72. 
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Abb. 13: Schildplot-Analyse des Antagonisten Elinogrel am humanen P2Y12-Rezeptor 
(als Fluoreszenz-markiertes Fusionsprotein) mit 2-Methylthioadenosindiphosphat. Die 
Versuche erfolgten an ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters, die ein Fusionspro-
tein aus dem humanen P2Y12-Rezeptor (hP2Y12R) und dem verstärkt cyan fluoreszieren-
den Protein (ECFP) exprimierten. Anhand von Konzentrations-Wirkungs-Kurve von 2-Me-
thylthioadenosindiphosphat (2-MeSADP) am hP2Y12R ohne/mit Beeinflussung durch Eli-
nogrel in verschiedene Konzentrationen konnte der jeweilige EC50-Wert (halbmaximal 
wirksame Konzentration) bestimmt und das Konzentrationsverhältnis dr =EC50 (+ Antago-
nist) / EC50 (- Antagonist) berechnet werden sowie der pKB-Wert von Elinogrel (Schätz-
werte für die Affinitätskonstante des Antagonisten, pKB = log(dr – 1) – log[B] mit B = An-
tagonist). A) Bei Auftragung von log(dr-1) gegen die eingesetzten Elinogrel-Konzentratio-
nen und nach einfacher linearer Regression ergibt sich die gezeigte Gerade des 
Schildplots. Bei einer annähernden Steigung von m = 1 zeigt der Schnittpunkt mit der 
Abszisse den pA2-Wert (antagonistische Potenz) von Elinogrel. B) Darstellung der errech-
neten pKB-Werte in Abhängigkeit von der Elinogrel-Konzentration und der durch einfache 
lineare Regression erstellten Ausgleichsgeraden. Mit einer zu ANCOVA (Analyse der 
Kovarianz) äquivalenten Methode wurde statistisch überprüft, ob die Steigung m der Ge-
raden signifikant unterschiedlich zu 1 (A) oder 0 (B) war. 
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Zur abschließenden Überprüfung der Abhängigkeit der experimentell ermittelten pKB-

Werte von der eingesetzten Konzentration des Antagonisten wurden die pKB-Werte aus 

den einzelnen Konzentrations-Wirkungs-Kurven gegen die jeweilige Elinogrel-Konzentra-

tion aufgetragen und mit einfacher linearer Regression eine Ausgleichsgerade erstellt (s. 

Abb. 13B). Es ergab sich eine Gerade mit einer Steigung von 0,0080 ± 0,1513, die nicht 

signifikant unterschiedlich zu null war. Somit scheint der experimentell bestimmte pKB-

Wert unabhängig von der eingesetzten Konzentration von Elinogrel zu sein. 

3.2.2.2 Adenosindiphosphat 

3.2.2.2.1 Konzentrations-Wirkungs-Kurven 

Im Anschluss wurden weitere Versuche mit den CHO-ECFP-Zellen durchgeführt; die 

Durchführung war dabei analog zum bisher beschriebenen Vorgehen. Anstelle des po-

tenten Antagonisten 2-MeSADP wurde jetzt der endogene P2Y12R-Agonist ADP einge-

setzt. Wie zuvor mit 2-MeSADP ergaben sich sigmoidale Konzentrations-Wirkungs-Kur-

ven mit signifikanter Verringerung des Forskolin-induzierten Anstiegs der cAMP-Konzent-

ration bei zunehmender Konzentration des Agonisten (s. Abb. 14, 15). Allerdings waren 

für eine ähnlich starke Senkung des Forskolin-induzierten Anstiegs der cAMP-Konzentra-

tion deutlich höhere ADP-Konzentrationen nötig als 2-MeSADP-Konzentrationen in den 

vorher beschriebenen Versuchen (um 2 – 3 Logarithmusstufen, s. Abb. 10 – 12). 

Die Ausgangskurve ohne Zugabe von Elinogrel im Versuch ergab eine Verringerung des 

Forskolin-induzierten Anstiegs der cAMP-Konzentration von 100 % (Kontrolle ohne Ago-

nisten-Zugabe) auf ca. 13 % bei der höchsten verwendeten ADP-Konzentration von 10-6 

M. Bei allen untersuchten Konzentrationen von Elinogrel (10, 30, 100 nM) zeigte sich eine 

maximale Senkung auf Werte fast bis null (ca. 0,2 – 3,3 %). Die Berechnung des EC50-

Werts aus der Ausgangskurve ohne Elinogrel-Einfluss ergab eine halbmaximal wirksame 

ADP-Konzentration von 13 nM (s. Abb. 14). 

Der Einsatz von Elinogrel führte zu einer Rechtsverschiebung der Ausgangskurve (s. Abb. 

14, 15). Die Verschiebung zeigte sich hierbei zunehmend ausgeprägt mit höheren Elino-

grel-Konzentrationen. Da die Steigungen sämtlicher Konzentrations-Wirkungs-Kurven 

nicht signifikant unterschiedlich zu der der Ausgangskurve waren, kann von einer 

parallelen Verschiebung ausgegangen werden. 
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Für 10 nM Elinogrel ergab sich hieraus in der ADP-Konzentrations-Wirkungs-Kurve ein 

EC50-Wert von 93 nM, für 30 nM Elinogrel ein Wert von 228 nM und für die höchste ein-

gesetzte Konzentration von 100 nM Elinogrel ein Wert von 956 nM (s. Abb. 14, 15). Alle 

EC50-Werte waren signifikant unterschiedlich zu dem der Ausgangskurve. Je höher die 

eingesetzte Elinogrel-Konzentration, desto mehr ADP wird benötigt, um die gleiche inhi-

bierende Wirkung auf die Forskolin-induzierte Steigerung zu erzielen. 

Die aus den sich ergebenden EC50-Werten berechneten scheinbaren pKB-Werte lagen 

bei 8,8 (Elinogrel 10 nM), 8,7 (Elinogrel 30 nM) und 8,9 (Elinogrel 100 nM). 

 

Abb. 14: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Adenosindiphosphat am humanen P2Y12-
Rezeptor (als Fluoreszenz-markiertes Fusionsprotein) und ihre Beeinflussung durch Eli-
nogrel (10 nM). Die Analyse erfolgte an ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters, die 
ein Fusionsprotein aus dem humanen P2Y12-Rezeptor (hP2Y12R) und dem verstärkt cyan 
fluoreszierenden Protein (ECFP) exprimierten. Mithilfe des AlphaScreen®-cAMP-Assays 
(PerkinElmer) konnte die cAMP-Konzentration in den Zellen nach 10 min Inkubation mit 
Forskolin (10 µM) und dem Agonisten Adenosindiphosphat (ADP, verschiedene Konzent-
rationen) bei 37 °C bestimmt werden. Die Darstellung erfolgt als Anteil des Forskolin-in-
duzierten Anstiegs der cAMP-Konzentration an der Kontrolle ohne Agonistenzugabe. Zu-
sätzlich erfolgen Messungen unter Einfluss des Antagonisten Elinogrel (10 nM; Inkubation 
10 Minuten vor der Zugabe des Agonisten). Durch nichtlineare Regression konnten 4-
Parameter-Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt und anhand dieser der jeweilige 
EC50-Wert (halbmaximal wirksame Konzentration) sowie der pKB-Wert (Schätzwert für die 
Affinitätskonstante des Antagonisten) berechnet werden. Die Ergebnisse werden darge-
stellt als Mittelwerte ± Standardfehler der Mittelwerte aus je 3 – 4 unabhängigen Experi-
menten. Signifikante Unterschiede werden angegeben als ***: p < 0,001 gegen die Kon-
trolle nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) im multiplen Vergleich nach Tukey. 
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Abb. 15: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Adenosindiphosphat am humanen P2Y12-
Rezeptor (als Fluoreszenz-markiertes Fusionsprotein) und ihre Beeinflussung durch Eli-
nogrel (30 nM, 100 nM). An ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters, die ein Fusi-
onsprotein aus dem humanen P2Y12-Rezeptor (hP2Y12R) und dem verstärkt cyan fluores-
zierenden Protein (ECFP) exprimierten, konnte mithilfe des AlphaScreen®-cAMP-Assays 
(PerkinElmer) der Forskolin-induzierte Anstieg der cAMP-Konzentration durch den Ago-
nisten Adenosindiphosphat (ADP) ohne/unter Einfluss des Antagonisten Elinogrel (A: 30 
nM, B: 100 nM) bestimmt und hieraus Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt werden. 
Berechnet wurden jeweils der EC50-Wert (halbmaximal wirksame Konzentration) sowie 
der pKB-Wert (Schätzwert für die Affinitätskonstante des Antagonisten). Die Ergebnisse 
werden dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler der Mittelwerte aus je 3 – 4 unabhän-
gigen Experimenten. Signifikante Unterschiede werden angegeben als ***: p < 0,001 ge-
gen die Kontrolle nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) im multiplen Vergleich 
nach Tukey. Für weitere Details s. Abb. 14. 
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Abb. 16: Schildplot-Analyse des Antagonisten Elinogrel am humanen P2Y12-Rezeptor 
(als Fluoreszenz-markiertes Fusionsprotein) mit Adenosindiphosphat. Verwendet wurden 
ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters, die ein Fusionsprotein aus dem humanen 
P2Y12-Rezeptor (hP2Y12R) und dem verstärkt cyan fluoreszierenden Protein (ECFP) ex-
primierten. Anhand von Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Adenosindiphosphat (ADP) 
am hP2Y12R ohne/mit Beeinflussung durch Elinogrel in verschiedenen Konzentrationen 
konnte der jeweilige EC50-Wert (halbmaximal wirksame Konzentration) bestimmt und das 
Konzentrationsverhältnis dr = EC50 (+ Antagonist) / EC50 (- Antagonist) berechnet werden 
sowie der pKB-Wert von Elinogrel (Schätzwerte für die Affinitätskonstante des Antagonis-
ten, pKB = log(dr – 1) – log [B] mit B = Antagonist). A) Bei Auftragung von log(dr-1) gegen 
die jeweiligen Elinogrel-Konzentrationen und nach einfacher linearer Regression ergibt 
sich die gezeigte Gerade des Schildplots. Bei annähernder Steigung von m = 1 zeigt der 
Schnittpunkt mit der Abszisse den pA2-Wert (antagonistische Potenz) von Elinogrel.                
B) Darstellung der errechneten pKB-Werte in Abhängigkeit von der Elinogrel-Konzentra-
tion und der durch einfache lineare Regression erstellten Ausgleichsgeraden. Mit einer zu 
ANCOVA (Analyse der Kovarianz) äquivalenten Methode wurde statistisch überprüft, ob 
die Steigung m der Geraden signifikant unterschiedlich zu 1 (A) oder 0 (B) ist. 
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3.2.2.2.2 Schildplot 

Die nachfolgende Schildplot-Analyse aus den ADP-Konzentrations-Wirkungs-Kurven 

ergab eine Gerade mit einer Steigung von m = 1,074 ± 0,1205, die nicht signifikant unter-

schiedlich zur Einheitskurve (m = 1) war (s. Abb. 16A). Auch mit dem endogenen P2Y12R-

Agonisten ADP scheint der Antagonist Elinogrel also kompetitiv zu konkurrieren. Der sich 

aus der Geraden ergebende pA2-Wert von Elinogrel als Schnittpunkt mit der Abszisse lag 

bei 8,70. 

Die abschließende Auftragung der experimentell ermittelten pKB-Werte gegen die ent-

sprechend eingesetzte Elinogrel-Konzentration ergab nach linearer Regression eine Aus-

gleichsgerade mit einer Steigung von 0,0800 ± 0,1155 (s. Abb. 16B). Diese war nicht 

signifikant unterschiedlich zu null. Somit scheint auch hier der experimentell bestimmte 

pKB-Wert unabhängig von der eingesetzten Elinogrel-Konzentration zu sein. 

3.2.3 Analyse am Wildtyp-Rezeptor 

Im Anschluss an die Versuche mit den CHO-ECFP-Zellen erfolgte die Analyse anhand 

von CHO-Zellen, die die Wildtyp-Variante des hP2Y12Rs exprimierten. Untersucht wurde 

die Wirkung von Elinogrel in Kombination mit 2-MeSADP als potentem Agonisten. Das 

Vorgehen entsprach hierbei dem bereits beschriebenen im Rahmen der Analysen an den 

CHO-ECFP-Zellen (s. 3.2.2). 

3.2.3.1 Konzentrations-Wirkungs-Kurven 

Es ergaben sich wiederum sigmoidale Konzentrations-Wirkungs-Kurven mit einer signifi-

kanten Senkung des Forskolin-induzierten Anstiegs der cAMP-Konzentration mit zuneh-

mender Agonisten-Konzentration. Die für die Versuche benötigten 2-MeSADP-Konzent-

rationen waren hierbei im Schnitt etwas höher als für die CHO-ECFP-Zellen (s. Abb. 10-

12 und 14, 15). Insbesondere zeigte sich für alle erzeugten Kurven ohne und mit Elinogrel-

Einfluss ein deutlich veränderter Wert des maximalen Effekts. So war der Forskolin-indu-

zierte Anstieg der cAMP-Konzentration unter allen Versuchsbedingungen nur auf Werte 

im Bereich von 43 – 57 % senkbar und diese lagen somit bedeutend höher als die ent-

sprechenden Werte bei den CHO-ECFP-Versuchen (s. 3.2.2.1.1 und 3.2.2.2.1). 
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Für die Ausgangskurve ohne Elinogrel zeigte sich ein EC50-Wert von 1,3 nM (s. Abb. 17). 

Unter Elinogrel-Einfluss kam es zu einer leichten Rechtsverschiebung der Ausgangskurve 

(s. Abb. 17-19), die mit zunehmender Elinogrel-Konzentration deutlicher wurde. Die 

Steigungen aller Konzentrations-Wirkungs-Kurven waren hierbei nicht signifikant unter-

schiedlich zu der der Ausgangskurve, sodass von einer parallelen Verschiebung aus-

gegangen werden kann. Auch für die WT-Zellen gilt also: Je höher die eingesetzte Elino-

grel-Konzentration, desto mehr 2-MeSADP wird benötigt, um die gleiche inhibierende Wir-

kung auf den Forskolin-induzierten Anstieg der cAMP-Konzentration zu erzielen. 

 

 

Abb. 17: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von 2-Methylthioadenosindiphosphat am hu-
manen P2Y12-Rezeptor (Wildtyp-Variante) und ihre Beeinflussung durch Elinogrel (1 nM). 
Die Analyse erfolgte mithilfe von ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters, die die 
Wildtyp-Variante des humanen P2Y12-Rezeptors (hP2Y12R) exprimierten. Mithilfe des Al-
phaScreen®-cAMP-Assays (PerkinElmer) konnte die cAMP-Konzentration in den Zellen 
nach zehnminütiger Inkubation mit Forskolin (10 µM) und dem potenten Agonisten 2-Me-
thylthioadenosindiphosphat (2-MeSADP, verschiedene Konzentrationen) bei 37 °C be-
stimmt werden. Die Darstellung erfolgt als Anteil des Forskolin-induzierten Anstiegs der 
cAMP-Konzentration an der Kontrolle (ohne Agonistenzugabe). Zusätzlich erfolgten wei-
tere Messungen unter Einfluss des Antagonisten Elinogrel (1 nM; Inkubation 10 Minuten 
vor Zugabe des Agonisten). Durch nichtlineare Regression konnten 4-Parameter-Kon-
zentrations-Wirkungs-Kurven erstellt und anhand dieser der EC50-Wert (halbmaximal 
wirksame Konzentration) sowie der pKB-Wert (Schätzwert für die Affinitätskonstante des 
Antagonisten) berechnet werden. Die Ergebnisse werden dargestellt als Mittelwerte ± 
Standardfehler der Mittelwerte aus je 4 – 6 unabhängigen Experimenten. Signifikante Un-
terschiede werden angegeben als **: p < 0,01; ***: p < 0,001 gegen die Kontrolle nach 
einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) im multiplen Vergleich nach Tukey. 
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Abb. 18: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von 2-Methylthioadenosindiphosphat am hu-
manen P2Y12-Rezeptor (Wildtyp-Variante) und ihre Beeinflussung durch Elinogrel (3 nM, 
5,62 nM). An ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters, die die Wildtyp-Variante des 
humanen P2Y12-Rezeptors (hP2Y12R) exprimierten, konnte mithilfe des AlphaScreen®-
cAMP-Assays (PerkinElmer) der Forskolin-induzierte Anstieg der cAMP-Konzentration 
durch den Agonisten 2-Methylthioadenosindiphosphat (2-MeSADP) ohne/unter Einfluss 
des Antagonisten Elinogrel (A: 3 nM, B: 5,62 nM) bestimmt und hieraus Konzentrations-
Wirkungs-Kurven erstellt werden. Berechnet wurden jeweils der EC50-Wert (halbmaximal 
wirksame Konzentration) sowie der pKB-Wert (Schätzwert für die Affinitätskonstante des 
Antagonisten). Die Ergebnisse werden dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler der 
Mittelwerte aus je 3 – 8 unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede werden 
angegeben als ***: p < 0,001 gegen die Kontrolle nach einfaktorieller Varianzanalyse               
(ANOVA) im multiplen Vergleich nach Tukey. Für weitere Details s. Abb. 17. 
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Abb. 19: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von 2-Methylthioadenosindiphosphat am hu-
manen P2Y12-Rezeptor (Wildtyp-Variante) und ihre Beeinflussung durch Elinogrel (10 nM, 
30 nM). An ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters, die die Wildtyp-Variante des 
humanen P2Y12-Rezeptors (hP2Y12R) exprimierten, konnte mithilfe des AlphaScreen®-
cAMP-Assays (PerkinElmer) der Forskolin-induzierte Anstieg der cAMP-Konzentration 
durch den Agonisten 2-Methylthioadenosindiphosphat (2-MeSADP) ohne/unter Einfluss 
des Antagonisten Elinogrel (A: 10 nM, B: 30 nM) bestimmt und hieraus Konzentrations-
Wirkungs-Kurven erstellt werden. Berechnet wurden jeweils der EC50-Wert (halbmaximal 
wirksame Konzentration) sowie der pKB-Wert (Schätzwert für die Affinitätskonstante des 
Antagonisten). Die Ergebnisse werden dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler der 
Mittelwerte aus je 3 – 6 unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede werden 
angegeben als **: p < 0,01; ***: p < 0,001 gegen die Kontrolle nach einfaktorieller Vari-
anzanalyse (ANOVA) im multiplen Vergleich nach Tukey. Für weitere Details s. Abb. 17. 
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Abb. 20: Schildplot-Analyse des Antagonisten Elinogrel am humanen P2Y12-Rezeptor 
(Wildtyp-Variante) mit 2-Methylthioadenosindiphosphat. Die Versuche erfolgten an ovari-
ellen Zellen des Chinesischen Hamsters, die die Wildtyp-Variante des humanen P2Y12-
Rezeptors (hP2Y12R) exprimierten. Anhand von Konzentrations-Wirkungs-Kurven von 2-
Methylthioadenosindiphosphat (2-MeSADP) am hP2Y12R ohne/mit Beeinflussung durch 
Elinogrel in verschiedene Konzentrationen konnte der jeweilige EC50-Wert (halbmaximal 
wirksame Konzentration) bestimmt und das Konzentrationsverhältnis dr =EC50 (+ Antago-
nist) / EC50 (- Antagonist) berechnet werden sowie der pKB-Wert von Elinogrel (Schätz-
werte für die Affinitätskonstante des Antagonisten, pKB = log(dr – 1) – log [B] mit B = 
Antagonist). A) Bei Auftragung von log(dr-1) gegen die eingesetzten Elinogrel-Konzentra-
tionen und nach einfacher linearer Regression ergibt sich die gezeigte Gerade des Schild-
plots. Bei einer annähernden Steigung von m = 1 zeigt der Schnittpunkt mit der Abszisse 
den pA2-Wert (antagonistische Potenz) von Elinogrel. B) Darstellung der errechneten pKB-
Werte in Abhängigkeit von der Elinogrel-Konzentration und der durch einfache lineare 
Regression erstellten Ausgleichsgeraden. Mit einer zu ANCOVA (Analyse der Kovarianz) 
äquivalenten Methode wurde statistisch überprüft, ob die Steigung m der Geraden signi-
fikant unterschiedlich zu 1 (A) oder 0 (B) ist. 
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Die niedrigste eingesetzte Elinogrel-Konzentration von 1 nM ergab einen EC50-Wert von 

1,9 nM und ließ somit einen scheinbaren pKB-Wert von 8,7 errechnen (s. Abb. 17). Für 

die nächsthöheren eigesetzten Konzentrationen ergaben sich aus den jeweiligen EC50-

Werten der Konzentrations-Wirkungs-Kurven (4,2 nM, 5,6 nM und 11,1 nM) scheinbare 

pKB-Werte von 8,9 (Elinogrel 3 nM), 8,8 (Elinogrel 5,62 nM) und 8,9 (Elinogrel 10 nM). Die 

höchste der an diesem Zelltyp eingesetzten Elinogrel-Konzentrationen (30 nM) zeigte ei-

nen EC50-Wert von 14,6 nM und somit einen scheinbaren pKB-Wert von 8,7 (s. Abb. 18, 

19). 

3.2.3.2 Schildplot-Analyse 

Die anhand der beschriebenen Daten durchgeführte Schildplot-Analyse aus den Konzen-

trations-Wirkungs-Kurven mit 2-MeSADP führte zu einer Ausgleichs-Geraden mit einer 

Steigung von m = 1,003 ± 0,1125, die nicht signifikant unterschiedlich zur Einheitskurve 

mit m = 1 war (s. Abb. 20A). Es lässt sich auf einen kompetitiven Bindungsmechanismus 

von Elinogrel auch am WT-hP2Y12-Rezeptor schließen. Aus der Geraden ergab sich ein 

pA2-Wert von 8,76 für Elinogrel. 

Zur abschließenden Überprüfung der Abhängigkeit der experimentell ermittelten pKB-

Werte von der eingesetzten Konzentration des Antagonisten Elinogrel wurden erneut die 

pKB-Werte aus den einzelnen Konzentrations-Wirkungs-Kurven gegen die jeweilige Eli-

nogrel-Konzentration aufgetragen und mit einfacher linearer Regression eine Ausgleichs-

gerade erstellt (s. Abb. 20B). Es ergab sich eine Gerade mit einer Steigung von 0,0060 ± 

0,1117, die nicht signifikant unterschiedlich zu null war. Somit scheint der experimentell 

bestimmte pKB-Wert auch hier unabhängig von der eingesetzten Konzentration von Eli-

nogrel zu sein. 

3.2.4 Analyse am K280A-mutierten Rezeptor als Fusionsprotein 

Zuletzt erfolgte die Analyse an den CHO-Zellen, die das Fusionsprotein aus ECFP und 

der K280A-mutierten Variante des hP2Y12Rs exprimierten. Untersucht wurde die Wirkung 

von Elinogrel in Kombination mit 2-MeSADP. 

Die Experimente mit den mutierten Zellen gestalteten sich wesentlich schwieriger, da die 

Zellen deutlich weniger auf das 2-MeSADP reagierten als es in den vorhergehenden Ex-
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perimenten mit den CHO-ECFP-Zellen oder den CHO-WT Zellen der Fall gewesen war. 

Aus diesem Grund mussten die Grenzwerte für die Einbeziehung eines Experimentes in 

die Auswertung leicht angepasst werden (s. 2.2.3.2.4). Trotz dieser Maßnahme mussten 

viele Experimente verworfen werden, sodass die Experimentreihe nach Versuchen mit 

nur einer Konzentration von Elinogrel (10 nM) beendet wurde. 

 

 

Abb. 21: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von 2-Methylthioadenosindiphosphat am mu-
tierten humanen P2Y12-Rezeptor (K280A-Mutation im Fluoreszenz-markierten Fusions-
protein) und ihre Beeinflussung durch Elinogrel (10 nM). Die Analyse erfolgte mithilfe von 
ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters, die ein Fusionsprotein aus dem mutierten 
humanen P2Y12-Rezeptor (hP2Y12R) und dem verstärkt cyan fluoreszierenden Protein 
(ECFP) exprimierten. Mithilfe des AlphaScreen®-cAMP-Assays (PerkinElmer) konnte die 
cAMP-Konzentration in den Zellen nach 10 min Inkubation mit Forskolin (10 µM) und dem 
Agonisten 2-Methylthioadenosindiphosphat (2-MeSADP, verschiedene Konzentrationen) 
bei 37 °C bestimmt werden. Die Darstellung erfolgt als Anteil des Forskolin-induzierten 
Anstiegs der cAMP-Konzentration an der Kontrolle (ohne Agonistenzugabe). Zusätzlich 
erfolgen weitere Messungen unter Einfluss des Antagonisten Elinogrel (10 nM; Inkubation 
10 min vor der Zugabe des Agonisten). Durch nichtlineare Regression konnten 4-Para-
meter-Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt und anhand dieser der jeweilige EC50-
Wert (halbmaximal wirksame Konzentration) sowie der pKB-Wert (Schätzwert für die Affi-
nitätskonstante des Antagonisten) berechnet werden. Die Ergebnisse werden dargestellt 
als Mittelwerte ± Standardfehler der Mittelwerte aus je 5 unabhängigen Experimenten. 
Signifikante Unterschiede werden angegeben als (*: p < 0,05; **: p < 0,01 gegen die Kon-
trolle nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) im multiplen Vergleich nach Tukey. 
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In beiden erstellten Konzentrations-Wirkungs-Kurven ließ sich der Forskolin-induzierte 

Anstieg der cAMP-Konzentration nicht unter 76 % senken (s. Abb. 21) und lag somit noch-

mal deutlich höher als für die CHO-ECFP-Zellen und auch für die WT-Zellen in den jewei-

ligen Experimenten mit 2-MeSADP (s. 3.2.2.1.1 und 3.2.3.1). Die K280A-Mutation scheint 

also die Wirkung des 2-MeSADPs deutlich zu vermindern. 

Unter Vorbehalt der veränderten Grenzwerte ergaben die Konzentrations-Wirkungs-Kur-

ven aus den Experimenten für die Ausgangskurve ohne Elinogrel-Einfluss einen EC50-

Wert von 171 nM und nach Vorinkubation mit 10 nM Elinogrel einen EC50-Wert von 472 

nM (s. Abb. 21), was einen scheinbaren pKB-Wert für Elinogrel von 8,2 errechnen lässt. 

3.2.5 Vergleich der Agonisten und der Rezeptorvarianten 

Im Rahmen der Experimente wurden insgesamt vier Konzentrations-Wirkungs-Kurven als 

Ausgangskurven ohne den Einfluss von Elinogrel erzeugt, die dementsprechend die reine 

agonistische Wirkung am Rezeptor zeigen. Zur besseren Verdeutlichung und Vergleich-

barkeit der Wirkung der verschiedenen Agonisten sowie die Wirkung auf die verschiede-

nen Zelltypen sind die jeweiligen Kurven in Abb. 22 erneut im direkten Vergleich darge-

stellt und werden im Folgenden ergänzend erläutert. 

3.2.5.1 Vergleich der Agonisten 

Den beiden anhand der CHO-ECFP-Zellen erstellten Kurven gemein war der sigmoidale 

Verlauf mit signifikanter Verringerung des Forskolin-induzierten Anstiegs der cAMP-Kon-

zentration im Vergleich zur Kontrolle (ohne Agonisten) bei zunehmender Konzentration 

des jeweiligen Agonisten 2-MeSADP oder ADP (s. 3.2.2.1.1 und 3.2.2.2.1). Beide Ago-

nisten bewirken also eine Hemmung der Adenylatcyclase. Es zeigt sich bei etwa gleicher 

Steigung eine parallele Rechtsverschiebung der ADP-Konzentrations-Wirkungs-Kurve 

um ca. drei Logarithmusstufen der Agonistenkonzentration im Vergleich zur 2-MeSADP-

Konzentrations-Wirkungs-Kurve (s. Abb. 22), sodass bei dem sich hieraus ergebenden 

deutlich erhöhten EC50-Wert von ADP am P2Y12R (vgl. 3.2.2.1.1 und 3.2.2.2.1) von einer 

deutlich höheren Potenz von 2-MeSADP im Vergleich zu ADP ausgegangen werden 

kann. 
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Abb. 22: Vergleich der Konzentrations-Wirkungs-Kurven von verschiedenen Agonisten 
und an verschiedenen Varianten des humanen P2Y12-Rezeptors. Die Versuche erfolgten 
an ovariellen Zellen des Chinesischen Hamsters (CHO-Zellen), die entweder ein Fusions-
protein aus dem humanen P2Y12-Rezeptor (hP2Y12R) und dem verstärkt cyan fluoreszie-
renden Protein (ECFP) oder die Wildtyp-Variante des hP2Y12Rs oder eine K280A-mu-
tierte Variante als Fusionsprotein mit ECFP exprimierten. Mithilfe des AlphaScreen®-
cAMP-Assays (PerkinElmer) konnte die Konzentration von cyclischem Adenosinmono-
phosphat (cAMP) in den Zellen nach 10 min Inkubation mit Forskolin (10 µM) und den 
Agonisten 2-Methylthioadenosindiphosphat (2-MeSADP) oder Adenosindiphosphat 
(ADP) bei 37 °C bestimmt werden. Die Darstellung erfolgt als Anteil des Forskolin-indu-
zierten Anstiegs der cAMP-Konzentration an der Kontrolle (ohne Agonistenzugabe). Ge-
zeigt werden die durch nichtlineare Regression erstellten 4-Parameter-Konzentrations-
Wirkungs-Kurven (Darstellung der Datenpunkte als Mittelwerte ± Standardfehler der Mit-
telwerte aus je 4 – 8 unabhängigen Experimenten ohne Angabe von Signifikanzen).                  
A) Vergleich der Agonisten an den CHO-ECFP-Zellen, Daten aus Abb. 10, 14.                                 
B) Vergleich der Zelltypen mit dem Agonisten 2-MeSADP, Daten aus Abb. 10, 17, 21. 
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3.2.5.2 Vergleich der Rezeptorvarianten 

In allen drei der verschiedenen Varianten der hP2Y12R exprimierenden Zellreihen kam es 

bei Zugabe einer (jeweils unterschiedlichen) ausreichend hohen Konzentration von 2-Me-

SADP zu einer signifikanten Senkung des Forskolin-induzierten Anstiegs der cAMP-Kon-

zentration; in allen drei Zellreihen hatte das 2-MeSADP also einen messbaren Effekt auf 

die Aktivität der AC. In der Stärke dieses Effekts unterschieden sich die Zelltypen und 

damit die Rezeptortypen jedoch deutlich (s. Abb. 22). 

Bei den initial untersuchten CHO-ECFP-Zellen war dabei sowohl der Maximaleffekt auf 

den Forskolin-induzierten Anstieg der cAMP-Konzentration mit einer Senkung um etwa 

85 % am größten als auch der EC50-Wert am niedrigsten als Hinweis auf eine hohe Potenz 

an diesem Rezeptortyp. In den CHO-WT-Zellen war der maximale Effekt auf die Aktivität 

der AC deutlich geringer ausgeprägt als bei der ECFP-modifizierten Rezeptorvariante; 

scheinbar führt die Kopplung mit ECFP zu einer gesteigerten Wirkung des 2-MeSADPs 

am Rezeptor. Die CHO-ECFP-K280A-Zellen zeigen einen noch weiter reduzierten Maxi-

maleffekt (s. Abb. 22), obwohl sie ebenfalls mit ECFP gekoppelt sind und also abgesehen 

von der eingefügten Mutation analog zu den CHO-ECFP-Zellen reagieren sollten. Die ein-

zelne Punktmutation des Lysins an der Stelle 280 scheint den Effekt von 2-MeSADP also 

deutlich zu reduzieren und für eine halbmaximale Wirkung sind etwa 10 000-fach höhere 

Konzentrationen nötig als bei den nicht-mutierten CHO-ECFP-Zellen (vgl. 3.2.4).  

3.2.6 pA2-Wert von Elinogrel 

Aus den drei ermittelten Schildplot-Geraden (CHO-ECFP-Zellen mit 2-MeSADP (s. Abb. 

13), CHO-ECFP-Zellen mit ADP (s. Abb. 16) und CHO-WT-Zellen (s. Abb. 20) konnte eine 

gemeinsame Geradengleichung errechnet werden (s. Abb. 23, vgl. 4.4.3) und – bei einer 

Steigung von 1,016, die nicht signifikant unterschiedlich zu 1 ist – der gemeinsame pA2-

Wert bestimmt werden. Der endgültige in dieser Arbeit bestimmte pA2-Wert von Elinogrel 

am humanen P2Y12-Rezeptor liegt damit bei 8,74. 
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Abb. 23: Gemeinsame Schildplot-Gerade des Antagonisten Elinogrel an verschiedenen 
Varianten des humanen P2Y12-Rezeptors. Die Versuche erfolgten an ovariellen Zellen 
des Chinesischen Hamsters, die entweder ein Fusionsprotein aus dem humanen P2Y12-
Rezeptor (hP2Y12R) und dem verstärkt cyan fluoreszierenden Protein (ECFP) oder die 
Wildtyp-Variante des hP2Y12Rs exprimierten (WT). Aus den letztlich erzeugten Schildplot-
Geraden der Konstellationen hP2Y12R-ECFP mit 2-MeSADP, hP2Y12R-ECFP mit ADP 
und hP2Y12R-WT mit 2-MeSADP konnte eine gemeinsame Geradengleichung ermittelt 
werden, deren Gerade hier dargestellt ist (Daten aus Abb. 13, 16, 20). Mit einer zu AN-
COVA (Analyse der Kovarianz) äquivalenten Methode wurde statistisch ermittelt, dass die 
Steigung m der Geraden nicht signifikant unterschiedlich zu 1 ist. 
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4. Diskussion 

 

4.1 Eignung der Methoden 

4.1.1 Alpha-Screen®-Verfahren 

Die Ansätze, um pharmakologische Auswirkungen von Liganden auf GPCRs zu testen, 

sind vielfältig und haben jeweils eigenen Vor- und Nachteile. Während ein proximaler Re-

zeptor-Assay es ermöglicht, die Fähigkeit zur G-Protein-Kopplung oder früher nachge-

schalteter Signale direkt zu testen, hat ein weiter distaler Ansatz den Vorteil, dass das 

bereits verstärkte Signal den Fehler durch Hintergrundsignale vermindert. Hierbei haben 

sich cAMP-Assays als vielseitig und gut geeignet erwiesen, insbesondere auch für phar-

makologische Untersuchungen mit Agonisten und Antagonisten (Vasudevan, 2017). In 

einer Studie, die fünf verschiedene cAMP-Assays verglich, schnitt das AlphaScreen®-Ver-

fahren (PerkinElmer) gut ab und zeigte Vorteile wie eine hohe Sensitivität und breite Dy-

namikbereiche gegenüber vergleichbaren Assays (Gabriel et al., 2003). In vielen Publika-

tionen konnte der Assay erfolgreich eigesetzt werden und wies gute Ergebnisse  auf (z.B. 

Bartho et al., 2012; Breit et al., 2004; Moll et al., 2006; Slominski et al., 2006). Es kann 

also von einer prinzipiellen und guten Eignung des AlphaScreen®-cAMP-Assays ausge-

gangen werden, der spezifisch dafür entwickelt wurde, direkt die cAMP-Menge messen 

zu können, die durch die Modulation der AC-Aktivität durch GPCRs beeinflusst wird (Per-

kinElmer AlphaScreen® cAMP User Manual). Da es sich bei dem hier untersuchten 

P2Y12R um einen Gi-Protein-gekoppelten Rezeptor handelt, der dementsprechend auf die 

AC wirkt (s. 1.2.3), waren die Voraussetzungen für einen erfolgreichen Einsatz des As-

says erfüllt. 

4.1.2 Fehlerquellen 

Der cAMP-Assay wurde für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche nach 

dem beschriebenen Protokoll (s. 2.2.2) in möglichst standardisierter Form durchgeführt. 

Das Protokoll war dabei ausgehend von dem vom Hersteller empfohlenen Vorgehen in 

vorhergehenden Projekten optimiert und überprüft worden (AG von Kügelgen). Trotzdem 

ergaben sich im Rahmen der praktischen Durchführung vereinzelt Probleme in der Stan-

dardisierung, die zu Fehlern führen könnten.  
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So war beispielsweise bei der Zugabe der Testsubstanzen zur 24-Well-Platte (s. 2.2.2.5) 

eine vollständige Randomisierung der Well-Anordnung nicht praktikabel, da die Substan-

zen manuell zugegeben wurden und ein korrektes Befüllen der Wells ansonsten deutlich 

erschwert und verlangsamt worden wäre. Um systemische Fehler möglichst zu vermei-

den, wurde daher die Anordnung von „Blöcken“ mit denselben Versuchsbedingungen ran-

domisiert, was nichtsdestotrotz zu einer nicht vorhersagbaren Verzerrung einzelner Er-

gebnisse geführt haben könnte. Aus dem gleichen Grund – der manuellen Zugabe – 

konnte die Zugabe nicht für jedes Well auf die Sekunde genau erfolgen. Da der anschlie-

ßende Reaktionsstopp durch Entfernung der Flüssigkeit in den Wells zeitgleich erfolgte, 

hatten die zuerst befüllten Wells somit eine etwas verlängerte Inkubationszeit als die zu-

letzt befüllten. Diese Ungenauigkeit in den Inkubationszeiten sowie die teilweise proble-

matische Randomisierung könnten durch einen maschinellen Versuchsaufbau gelöst wer-

den, der im Rahmen dieser Arbeit nicht verfügbar war. 

Weitere – schwer vermeidbare – Ungenauigkeiten könnten durch Abweichungen von 

Temperatur oder pH-Wert entstanden sein, die im Laufe der Durchführung trotz optimaler 

initialer Einstellung auftreten sein könnten, oder durch leicht unterschiedliche, wetterbe-

dingte Beleuchtungsstärken trotz Abdunklung des Raums bei der Arbeit mit den lichtemp-

findlichen Donor-Beads (s. 2.2.2.3). Dies sollte jedoch bei vereinzeltem Auftreten nicht zu 

systemischen Fehlern geführt haben. 

4.1.3 Standardgerade 

Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde die tatsächliche cAMP-Konzentration in den 

Wells aus dem gemessenen AlphaScreen-Signal mithilfe der cAMP-Standardgeraden er-

rechnet (s. 2.2.3.2.1). Diese ist global gesehen eine sigmoidale Kurve; im gängigen Ver-

fahren – und so auch hier – wird aber oft der Bereich um den Wendepunkt der Kurve als 

annähernd linear angesehen und mittels einfacher linearer Regression eine Standardge-

rade erstellt. Wie man in der dargestellten Beispielgeraden (s. Abb. 5) erkennen kann, 

lässt sich i.d.R. eine Gerade mit einem hohen R2-Wert erstellen, was auf eine tatsächliche 

annähernde Linearität in dem Bereich schließen lässt. Nichtsdestotrotz werden so beson-

ders hohe gemessene Werte (also vornehmlich einzelne Werte bei der Kontrolle ohne 

Agonisten), die im nicht-linearen Bereich liegen, falsch-niedrigen cAMP-Konzentrationen 

zugeordnet. Die errechneten cAMP-Werte wurden aber nahezu immer durch die 
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Eichgerade abgedeckt, sodass insgesamt von einer guten Abbildung der tatsächlichen 

Werte durch die errechneten ausgegangen werden kann. Falls viele Werte außerhalb des 

„linearen“ Bereichs liegen, könnte dieses Problem gelöst werden, indem keine Standard-

gerade, sondern mittels 4-Parameter-logistischer Gleichung die sigmoidale Standard-

kurve errechnet wird. 

4.1.4 Einwirkungen auf die Signaltransduktion 

Im Zuge der Auswertung der Experimente wurde aus dem ursprünglich gemessenen Al-

pha-Screen-Signal die tatsächliche cAMP-Konzentration im Überstand in den Wells er-

rechnet. Für die Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven wäre die bestimmte tat-

sächliche cAMP-Konzentration jedoch als Vergleichswert nicht sinnvoll, da neben der           

Adenylatcyclase viele weitere Signalwege auf die cAMP-Konzentration einwirken (Omori 

und Kotera, 2007) und cAMP nicht nur intrazellulär vorkommen kann, die Zellen aber im 

Verlauf des Experiments lysiert und somit auch extrazelluläres cAMP in die Messung ein-

gehen würde. Aus diesem Grund erfolgte eine Berechnung des Forskolin-induzierten An-

stiegs der cAMP-Konzentration. Das im Versuch zugegebene Forskolin ist ein direkter 

Aktivator der AC (s. 1.2.4), was die signifikante cAMP-Erhöhung nach Forskolin-Zugabe 

erklärt (s. 3.2.1). Durch die Berechnung des Forskolin-induzierten Anstiegs der cAMP-

Konzentration werden daher AC-unabhängige Einflüsse auf die cAMP-Konzentration 

weitgehend herausgerechnet. Da das Gi-Protein auch unter Forskolin-Stimulation als di-

rekter Inhibitor der AC wirkt (Simonds, 1999), wird v.a. das Vorhandensein von aktivem 

Gi-Protein und damit – wie gewünscht – die P2Y12R-Aktivierung gemessen (s. 1.2.3). Bei 

der Interpretation der Ergebnisse sollte aber stets bedacht werden, dass im Rahmen die-

ser Methode nur eine indirekte Messung der Rezeptoraktivität möglich ist. So gibt es bei-

spielsweise Hinweise darauf, dass Gi-Proteine eine intrinsische, Rezeptor-unabhängige 

Aktivität in Bezug auf die AC besitzen (Melsom et al., 2014), was mit dem Assay nicht von 

einer Rezeptor-getriggerten Antwort unterschieden werden kann. Zudem können viele 

Faktoren wie kovalente Modifikationen, Homo- und Heterodimerisierung, Protein-Interak-

tionen, Phosphorylierung und Aktivierungen durch multiple Agonisten Einfluss auf die 

GPCR-Funktion nehmen (Thomsen et al., 2005). 

Der Einsatz von Forskolin kann hierbei zudem als problematisch angesehen werden, da 

eine künstliche Manipulation des Signals zu Streuung und Fehlern führen kann (Hill et al., 
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2010; Gilissen et al., 2015). Er ist jedoch notwendig, da die basale AC-Aktivität und cAMP-

Level in der Zelle relativ niedrig sind (Houslay und Milligan, 1997) und eine zusätzliche 

Erniedrigung durch Gi-abhängige AC-Inhibierung zu großen Schwierigkeiten in der Mess-

genauigkeit führen würde. 

4.2 Expression des humanen P2Y12-Rezeptors 

Das Ziel der durchgeführten Expressionsanalyse lag nicht in einer Quantifizierung der ex-

primierten Proteinmenge, sondern in einer Überprüfung einer generellen – und augen-

scheinlich ausreichend hohen – Expression des Rezeptors sowie seiner relativen Vertei-

lung in der Zelle. In allen drei getesteten Zellreihen mit verschiedenen exprimierten Vari-

anten des hP2Y12Rs zeigte sich das Vorkommen des Rezeptors in der Zellmembran signi-

fikant höher als im Cytosol (s. 3.1.1 – 3.1.3). Das war zu erwarten, da es sich bei dem 

Rezeptor um einen GPCR und daher einen membrangebundenen Rezeptor handelt (La-

gerström und Schiöth, 2008) und bestätigt in allen drei Versuchsreihen das Vorhanden-

sein des Rezeptors für die folgenden Versuche. Seine präferentielle Lage in der Membran 

ermöglicht die Interaktion mit extrazellulären Liganden, was notwendig für die hier durch-

geführte pharmakologische Analyse war. 

Die Ergebnisse suggerieren, dass 2-MeSADP das Vorkommen des hP2Y12Rs in der Zell-

membran im Verhältnis zum Cytosol in den CHO-ECFP-Zellen erhöht (s. 3.1.4). Baurand 

et al. konnten 2005 nachweisen, dass die hP2Y12Rs in Thrombozyten nach Aktivierung 

sehr schnell internalisiert werden und wieder in die Zellmembran zurückkehren können, 

eine erhöhte Expression wurde jedoch nicht beschrieben. Sowohl in Mikroglia-Zellen als 

auch Thrombozyten konnte eine erhöhte membranäre P2Y12R-Darstellung nach Stimula-

tion mit starken Agonisten nachgewiesen werden (Moore et al., 2015; Haberstock-Debic 

et al., 2011), die das Vorhandensein eines induzierbaren P2Y12R-Pools nahelegen. Hier-

bei handelte es sich jedoch um Agonisten anderer Zellrezeptoren und nicht um P2Y12R-

Agonisten. Die Daten aus dieser Arbeit legen nahe, dass es in den getesteten Zellen einen 

rein P2Y12R-abhängigen Mechanismus zur Expressionserhöhung / verstärktem Einbau in 

die Membran gibt oder eine P2Y12R-unabhängige 2-MeSADP-Antwort existiert. Dass die 

Erhöhung aber in den K280A-Zellen nicht mehr gezeigt werden konnte (s. 3.1.4) und die 

Mutation des Rezeptors den einzigen Unterschied im strukturellen Aufbau der Zellen bil-

det, favorisiert die erste Hypothese. Die Mutation scheint zudem dafür verantwortlich zu 



62 
 

  

sein, dass der positive Effekt von 2-MeSADP auf die Darstellung in der Membran vermin-

dert oder sogar aufgehoben wird.  

4.3 Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Agonisten 

Vergleicht man die vier Konzentrations-Wirkungs-Kurven als Ausgangskurven ohne den 

Einfluss von Elinogrel erzeugt, die die reine agonistische Wirkung am Rezeptor zeigen so 

ergibt sich ein interessanter Einblick in die Wirkung der verschiedenen Agonisten sowie 

die Wirkung auf die verschiedenen Zelltypen. 

4.3.1 Vergleich der Agonisten 

Vergleicht man die Wirkung der beiden Agonisten 2-MeSADP und ADP anhand der er-

stellten Konzentrations-Wirkungs-Kurven, so führen beide zu einer Hemmung der Ade-

nylatcyclase (s. 3.2.5.1); es zeigt sich aber ein deutlicher Unterschied in ihrer Potenz. Die 

parallele Rechtsverschiebung der ADP-Konzentrations-Wirkungs-Kurve um ca. drei Lo-

garithmusstufen der Agonistenkonzentration im Vergleich zur 2-MeSADP-Konzentrations-

Wirkungs-Kurve (s. Abb. 22) und der sich hieraus ergebende deutlich erhöhte EC50-Wert 

von ADP am P2Y12R (vgl. 3.2.2.1.1 und 3.2.2.2.1) bestätigen die bekannte deutlich hö-

here Potenz von 2-MeSADP (Kügelgen, 2017). Während in Studien für ADP als endoge-

ner Agonist ein pEC50-Wert von 6,0 (Foster et al. 2001; Hollopeter et al. 2001; Takasaki 

et al. 2001) ermittelt werden konnte, kann die Affinität des synthetischen Agonisten 2-

MeSADP mit einem pEC50-Wert von 9,0 (Takasaki et al. 2001, vgl. Tab. 3) als etwa 1000-

fach stärker eingeschätzt werden. Dies bestätigt das hier ermittelte Verhältnis der EC50-

Werte von 21 pM (2-MeSADP, s. 3.2.2.1.1) zu 13 nM (ADP, s. 3.2.2.2.1), welches also 

ebenfalls ca. 1:1000 beträgt. 

4.3.2 Vergleich der Rezeptorvarianten und Auswirkung der K280A-Mutation 

Vergleicht man die Wirkung des 2-MeSADPs auf die unterschiedlichen analysierten Re-

zeptorvarianten, so ergibt sich bei allen ein messbarer hemmender Effekt auf die Aktivität 

der AC mit jedoch deutlich unterschiedlicher Ausprägung. 

Die WT-Zellen sollten von allen Zelltypen das beste „Modell“ des Rezeptors darstellen, da 

der Rezeptor nicht modifiziert ist. Der hier ermittelte EC50-Wert von 1,3 nM (s. 3.2.3.1) 

erscheint im Vergleich mit bereits vorhandenen Daten aus anderen Publikationen sinnvoll, 
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da 2-MeSADP bekannt ist als potenter Agonist mit einer halbmaximal wirksamen Kon-

zentration im nanomolaren Bereich (Kügelgen, 2006). Bei den CHO-ECFP-Zellen zeigte 

sich die höchste Potenz des Agonisten am Rezeptor (s. 3.2.5.2); scheinbar führt die Kopp-

lung mit ECFP zu einer gesteigerten Wirkung des 2-MeSADPs am Rezeptor.  

Die CHO-ECFP-K280A zeigen einen – insbesondere im Vergleich zu den sich nur durch 

die Punktmutation im Rezeptor unterscheidenden CHO-ECFP-Zellen – deutlich vermin-

derten Effekt von 2-MeSADP (s. 3.2.5.2). In einer Experimentreihe mit den gleichen CHO-

Zellen, die stabil das K280A-Konstrukt exprimierten, und unter Verwendung eines ande-

ren als des hier verwendeten cAMP-Assays, zeigte 2-MeSADP keinen signifikanten Effekt 

auf die Rezeptor-vermittelte Verminderung der cAMP-Produktion (Hoffmann et al., 

2008b), was im Widerspruch zu den hier gezeigte Ergebnissen steht. Beachtet werden 

sollte jedoch, dass eine signifikante Senkung der Forskolin-induzierten Steigerung der 

cAMP-Konzentration hier erst ab einer 2-MeSADP-Konzentration von 10-5 M auftrat, wäh-

rend in der genannten Studie nur Konzentrationen bis 10-6 M verwendet wurden. Ande-

rerseits gestaltete sich das Experimentieren mit den K280A-Zellen, wie bereits erwähnt, 

äußerst schwierig (s. 3.2.4), sodass für eine sinnvolle Auswertung ein Grenzwert ange-

passt werden musste (s. 2.2.3.2.4) und die Ergebnisse daher kritisch betrachtet werden 

sollten. Eine Evaluation der Auswirkungen der Mutation auf die Rezeptoraktivität mit hö-

heren 2-MeSADP-Konzentrationen von mindestens 10-5 M scheint jedoch lohnenswert zu 

sein. Im Einklang stehen die Ergebnisse aber auf jeden Fall in der Hinsicht, als dass die 

K280A-Mutation die 2-MeSADP-vermittelte Rezeptorwirkung auf die cAMP-Konzentration 

sehr deutlich einschränkt. 

Die Aminosäure Lysin 280 befindet sich im oberen Drittel der Transmembrandomäne 7 

des Rezeptors (Kügelgen, 2006). Wie durch die Analyse der Kristallstruktur gezeigt wer-

den konnte, führt die Bindung von 2-MeSADP an den Rezeptor zur Stabilisierung einer 

einwärts gerichteten Position der Transmembran-Helices 6 und 7, was essentiell für die 

Deckelformation der Bindungstasche ist (Zhang et al., 2014). Es ist daher gut vorstellbar, 

dass K280 essentiell für eine vollständige Bindung des Agonisten ist – und damit die Ak-

tivierung des Rezeptors, was die hier gezeigte deutlich verminderte Wirkung des Agonis-

ten an der K280A-mutierten Variante des Rezeptors erklären würde. 
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4.4 Wirkung von Elinogrel am humanen P2Y12-Rezeptor  

4.4.1 Antagonismus 

In den Versuchen am nicht-mutierten Rezeptor (CHO-ECFP-Zellen und CHO-WT-Zellen) 

führte der Einsatz von Elinogrel in den meisten Fällen zu einer parallelen Rechtsverschie-

bung der weiter oben diskutierten jeweiligen Ausgangskurve (s. 4.3.1). Die Ausnahme 

bildetet der Versuch an den CHO-ECFP-Zellen mit 2-MeSADP und 1 nM Elinogrel. An-

scheinend ist diese Konzentration zu gering, um einen signifikanten Effekt auf den EC50-

Wert der Konzentrations-Wirkungs-Kurve zu haben. Bei allen höheren eingesetzten Eli-

nogrel-Konzentrationen wurde die parallele Rechtsverschiebung mit zunehmender Kon-

zentration immer stärker. Dies lässt auf einen rein kompetitiven Mechanismus von Elino-

grel schließen, da der Effekt von höheren Antagonisten-Konzentrationen durch entspre-

chend höhere Agonisten-Konzentrationen aufgefangen werden kann. Dass der Antago-

nismus „übersteigbar“ ist, wird unterstützt durch die Tatsache, dass es bei allen einge-

setzten Elinogrel-Konzentrationen mit einer entsprechend hohen Agonisten-Konzentra-

tion zu einer signifikanten Erniedrigung des Forskolin-induzierten Anstiegs der cAMP-

Konzentration kam. Dies galt sowohl für 2-MeSADP als auch für ADP und zeigte sich 

sowohl an der ECFP-gekoppelten als auch der WT-Variante des Rezeptors (s. 3.2.5.1 

und 3.2.5.2). 

Ein Unterschied zeigte sich jedoch in den Auswirkungen auf den Maximaleffekt des Ago-

nisten. Während dieser bei den WT-Zellen durch das Hinzufügen von Elinogrel in ver-

schiedenen Konzentrationen auf annähernd gleichem Level blieb, zeigte sich bei den 

CHO-ECFP-Zellen sowohl für die Versuche mit 2-MeSADP als auch mit ADP eine Abwei-

chung. Der jeweils ursprüngliche Maximaleffekt der Senkung des Forskolin-induzierten 

Anstiegs der cAMP-Konzentration um ca. 85 – 87 % in den beiden Ausgangskurven wird 

nach Elinogrel-Vorinkubation und mit zunehmender Elinogrel-Konzentration verstärkt auf 

jeweils annähernd 100 % (s. 3.2.2). Mögliche Erklärungen hierfür lägen beispielsweise in 

einem Einfluss von Elinogrel auf die Struktur des Rezeptors oder einer zusätzlichen allos-

terischen und verstärkenden Wirkung von Elinogrel. Diese träten jedoch scheinbar nur bei 

Kopplung des Rezeptors an ECFP auf. Auch eine mögliche Hemmung von Nukleotidasen 

durch Elinogrel und somit längere Wirkung der Agonisten kann in Betracht gezogen wer-
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den, allerdings sollte der Effekt theoretisch dann auch bei den WT-Zellen auftreten. Da 

dies hier nicht der Fall war, sollten die ersten zwei Hypothesen bevorzugt werden. 

4.4.2 Bindungsmechanismus von Elinogrel 

Der für Elinogrel bekannte Mechanismus ist laut verschiedenen Veröffentlichungen kom-

petitiv (z.B. Angiolillo et al., 2012; Leonardi et al., 2010; Ueno et al., 2010), es stellte sich 

jedoch als sehr schwierig heraus, diese Aussage zu einer originalen Studie zurückzuver-

folgen. Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit lag in der Untersuchung des antagonistischen Ver-

haltens von Elinogrel und seiner Affinität anhand von Schildplot-Analysen. Verschiedene 

Punkte unterstützen hierbei die These des kompetitiven Bindungsmechanismus. Zu-

nächst zeigte Elinogrel eindeutig einen übersteigbaren Antagonismus bei den CHO-

ECFP- und auch den CHO-WT-Zellen (s. 4.4.1). Sowohl bei den Experimenten mit ADP 

als auch denen mit 2-MeSADP ergaben sich in den Schildplot-Analysen Geraden, deren 

Steigungen nicht signifikant unterschiedlich zu 1 waren, was auf einen linear konzentrati-

onsabhängigen und damit kompetitiven Antagonismus hinweist. Zudem lagen sämtliche 

ermittelten scheinbaren pKB-Werte aus allen Experimenten an den nicht-mutierten Zellen 

mit Werten zwischen 8,6 und 8,9 (s. 3.2.2.1.1, 3.2.2.2.1 und 3.2.3.1) in einem sehr ähnli-

chen Bereich. Die Werte sind dabei „scheinbar“, da sie jeweils nur anhand einer einzelnen 

Antagonisten-Konzentration ermittelt wurden. Für die genannten Konstellationen konnte 

dann aber jeweils eine Unabhängigkeit der ermittelten pKB-Werte von der Elinogrel-Kon-

zentration gezeigt werden (s. 3.2.2.1.1, 3.2.2.2.1 und 3.2.3.1) was ebenfalls für einen 

kompetitiven Mechanismus spricht. Dementsprechend scheint Elinogrel am hP2Y12R in 

der Tat als kompetitiver Antagonist zu wirken. 

4.4.3 Affinität von Elinogrel 

Der endgültige in dieser Arbeit anhand einer gemeinsamen Geradengleichung aus ver-

schiedenen Schildplotgeraden bestimmte pA2-Wert von Elinogrel am humanen P2Y12-Re-

zeptor liegt bei 8,74 (s. 3.2.6). Der 1947 durch Schild eingeführte pA2-Wert ist dabei defi-

niert als der negative dekadische Logarithmus der molaren Dosis eines Antagonisten, die 

den Effekt einer Agonistenkonzentration zu dem der halben Dosis reduziert (Schild, 1947). 

Damit ist er ein Maß für die Affinität eines Antagonisten zu seinem Rezeptor und somit 

seiner antagonistischen Potenz. Bei einem rein kompetitiven Antagonisten entspricht er 
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dessen pKB-Wert und hat dieselbe Relevanz wie die Dissoziationskonstante der Antago-

nist-Rezeptor-Interaktion für die Klassifizierung von Wirkstoffen und Rezeptoren (Tallarida 

et al., 1979).  

Die zwei im Rahmen dieser Arbeit zuerst erzeugten Schildplot-Geraden zeigen die pA2-

Werte als Maß der Affinität von Elinogrel am hP2Y12R-ECFP-Konstrukt anhand von Ver-

suchen mit 2-MeSADP und ADP. Da der pA2-Wert unabhängig vom eingesetzten Agonis-

ten ist (Arunlakshana und Schild, 1959), sollten diese Geraden annähernd identisch sein. 

Tatsächlich unterscheiden sich sowohl Steigung als auch Achsenabschnitte nicht signifi-

kant voneinander, was für eine gute Qualität der Ergebnisse spricht. Die Schildplot-Ge-

rade aus den Experimenten am hP2Y12-WT-Rezeptor wurde zwar ebenfalls am hP2Y12R 

erzeugt, da sich die Rezeptoren aber durch die ECFP-Kopplung unterscheiden, handelt 

es sich streng genommen nicht um denselben Rezeptor (man beachte auch den unter-

schiedlichen maximalen Effekt von 2-MeSADP, s. 3.2.3.1). Da sich die erzeugte Gerade 

aber ebenfalls in Steigung und Achsenabschnitten nicht signifikant von den beiden ande-

ren Schildplot-Geraden unterscheidet, kann davon ausgegangen werden, dass sich die 

Affinität von Elinogrel für die beiden Rezeptorvarianten nicht unterscheidet, sodass die 

Errechnung einer gemeinsamen Geradengleichung aus den drei Geraden gerechtfertigt 

ist (s. Abb. 23) und hieraus letztlich die Bestimmung des gemeinsamen pA2-Wertes erfol-

gen konnte. 

4.4.4 Einordnung des pA2-Werts 

Vergleicht man Liganden des hP2Y12R in ihrer Affinität, so zeigen sich – natürlicherweise 

– große Unterschiede. Einige ausgewählte Liganden mit ihrer Affinität sind in Tab. 3 dar-

gestellt. Dabei reichen die pKB-Werte der hier genannten Antagonisten von 6,9 beim ak-

tiven Metaboliten von Clopidogrel bis 9,8 bei PSB-0739, was, da es sich um eine logarith-

mische Darstellung der Affinitätskonstanten KB handelt, einen enormen Unterschied in 

ihrer Rezeptoraffinität bedeutet. Man beachte jedoch die irreversible – und damit in vivo 

deutlich stärkere – Wirkung von Clopidogrel. Mit dem experimentell bestimmten Wert von 

8,74 (s. 3.2.6) gehört Elinogrel zu den potenteren Antagonisten, was sich auch in klini-

schen Studien erkennen ließ (s. 1.3). Besonders interessant ist hierbei auch der Vergleich 

mit den aktuell klinisch eingesetzten Thrombozytenaggregationshemmern.  
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Tab. 3: Ausgewählte Liganden mit Wirkung am humanen P2Y12-Rezeptor. Modifiziert 
nach Kügelgen, 2024. ADP: Adenosindiphosphat; AR-C67085: 2-Propylthio-β,γ-difluoro-
methylen-D-adenosintriphosphat; [3H]PSB0413: [3H]2-Propylthioadenosin-monophos-
phat(1,1-dichloro-1-phosphonomethyl-1-phosphonyl)anhydrid; PSB-0739: 1-Amino-9,10-
dihydro-9,10-dioxo-4-[[4-(phenylamino)-3-sulfophenyl]amino]-2-anthracensulfonsäure. 
    pEC50/pKB Ausgewählte Referenzen 

Physiologi-

scher Agonist 

ADP 6,0 Foster et al., 2001; Hollopeter et al., 

2001; Takasaki et al., 2001 

Synthetischer 

Agonist 

2-Methylthio-ADP 9,0 Takasaki et al., 2001 

Antagonist Cangrelor 9,4 Ingall et al., 1999 

AR-C67085 8,2 Ingall et al., 1999 

Selektiver 

Antagonist 

Ticagrelor 8,6 Hoffmann et al., 2014; Springthorpe 

et al., 2007 

Selatogrel 7,4 Baldoni et al., 2014 

PSB-0739 9,8 Baqi et al., 2009; Hoffmann et al., 

2009 

Irreversibler 

Antagonist 

Clopidogrel (aktiver 

Metabolit) 

6,9 Herbert und Savi, 2003 

Radioligand [3H]2-Methylthio-

ADP 

9,0 Takasaki et al., 2001 

[3H]PSB0413 8,3 El-Tayeb et al., 2005; Ohlmann et 

al., 2013 

 

Der pKB-Wert von Elinogrel liegt dabei deutlich höher als der pEC50-Wert des bereits ge-

nannten irreversibel wirkenden Clopidogrels (6,9; s. Tab. 3) und lediglich ein wenig höher 
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als der pKB-Wert von Ticagrelor (8,6; s. Tab. 3), welches – ebenso wie Elinogrel – rever-

sibel wirkt. Trotz einer sehr unterschiedlichen Struktur scheint sowohl ihre Affinität als 

auch Wirkungsweise sehr ähnlich zu sein, was auf einer ähnlichen Bindungsart beruhen 

könnte. Der aktive Metabolit R-138727 von Prasugrel wies in Studien mit 2-MeSADP eine 

halbmaximale Konzentration von etwa 1 µM auf (Algaier et al., 2008) und scheint somit 

eine geringere Affinität zum Rezeptor zu besitzen als Elinogrel. 

Das ebenfalls klinisch eingesetzte Cangrelor wirkt wie Ticagrelor und Elinogrel reversibel, 

weist aber einen pKB-Wert von 9,4 auf und ist damit der potenteste klinisch verwendete 

P2Y12R-Antagonist. Die erhöhte Blutungsrate unter Elinogrel, die zum Abbruch seiner 

Entwicklung geführt hat (s. 1.3), lässt sich rein anhand des ermittelten pKB-Wertes daher 

hier nicht erklären. Zwar wurde die betreffende Studie im Vergleich zu Clopidogrel durch-

geführt, was, wie bereits genannt, ein deutlich weniger potenter Antagonist ist und daher 

vermuten lassen könnte, dass potentere Antagonisten per se zu einer stärkeren Throm-

bozytenaggregationshemmung und damit Blutungsneigung führen, doch relativiert der im 

Vergleich zu Cangrelor niedrige pKB-Wert diese These wieder, da unter Cangrelor-Be-

handlung in Phase III-Studien im Vergleich zu Clopidogrel keine verstärkten Blutungser-

eignisse zu beobachten waren (Walsh und Price, 2014). 

4.4.5 Einfluss der K280A-Mutation 

Im Rahmen der Experimente an den K280A-mutierten Zellen ergab sich ein scheinbarer 

pKB-Wert von 8,2 (s. 3.2.4), der somit deutlich niedriger war als alle bestimmten schein-

baren pKB-Werte der nicht-mutierten Zellen (8,6 – 8,9, s. 3.3.2.2.1, 3.2.2.2.1 und 3.2.3.1). 

Wenn es sich um einen tatsächlichen pKB-Wert handeln würde, würde dies implizieren, 

dass die Affinität von Elinogrel zum Rezeptor durch die Mutation gemindert wird und somit 

könnte man vermuten, dass K280 an der Bindung von Elinogrel direkt oder indirekt betei-

ligt ist. Da sich die Experimente an den K280A-mutierten Zellen jedoch schwierig gestal-

teten (s. 3.2.4), konnte dies hier nicht weiterverfolgt werden. Andere Studien liefern eben-

falls Hinweise darauf, dass Lysin280 eine wichtige Rolle bei der Liganden-Erkennung des 

humanen P2Y12-Rezeptors spielt (Hoffmann et al., 2008a;  s. 4.3.2). Es scheint daher 

lohnenswert, die Bedeutung der Aminosäure K280 des Rezeptors weiter zu untersuchen. 
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4.4.6 Wissenschaftliche Bedeutung - Überblick 

Da die ischämischen Herzerkrankungen vor allem in westlichen Ländern das größte Ge-

sundheitsproblem darstellen, liegt in ihrer Therapie und Prävention eins der zentralen me-

dizinischen Interessensgebiete unserer Zeit. Die besondere Bedeutung des P2Y12-Re-

zeptors als pharmakologisches Ziel für viele der klinisch eingesetzten Thrombozytenag-

gregationshemmer wurde hier bereits mehrfach hervorgehoben (s. z.B. 1.2.1). Die im 

Rahmen dieser Arbeit analysierten Eigenschaften des ursprünglich vielversprechenden 

Wirkstoff-Kandidaten Elinogrel – sein kompetitiver Wirkmechanismus und seine starke 

Affinität zum Rezeptor mit einem pA2-Wert von 8,74, sowie einer wahrscheinlichen Betei-

ligung der Aminosäure K280 bei der Bindung des Agonisten 2-MeSADP und einer mögli-

chen bei der Bindung von Elinogrel – unterstützen und erweitern die bereits vorhandenen 

Kenntnisse über den Rezeptor. Durch Rückschlüsse auf Affinitäten und Bindungsstellen 

können tiefere Einblicke in die genauen Bindungs- und Wirkungsmechanismen des Re-

zeptors gewonnen werden. Dies hilft, die molekularen Prozesse besser zu verstehen, 

wodurch letztlich ein Beitrag zur Entwicklung neuer Wirkstoffe geleistet wird. 
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5. Zusammenfassung 

 

Der humane P2Y12-Rezeptor (hP2Y12R) spielt eine Schlüsselrolle in der Thrombozytenag-

gregation und ist eine der wichtigsten pharmakologischen Zielstrukturen für Aggregations-

hemmer, die klinisch im Rahmen der Prävention und Therapie von thrombotischen Er-

krankungen eingesetzt werden. Es handelt sich um einen Gi-Protein-gekoppelten Rezep-

tor, der bei Aktivierung zu einer Senkung der intrazellulären Konzentration von cyclischem 

Adenosinmonophosphat (cAMP) führt, was über verschiedene Signalwege zur Hemmung 

der für die Aggregation notwendige Sekretion und Adhäsion von Thrombozyten führt. Zu 

seinen Liganden gehört Elinogrel, ein direkter, reversibler P2Y12-Antagonist, dessen Ent-

wicklung als Pharmakon nach klinischen Phase-II Studien wegen unerwünschter Blu-

tungsereignisse beendet wurde. 

In dieser Arbeit sollten nähere Untersuchungen zur Bindung und der Affinität von Elinogrel 

am hP2Y12R durchgeführt werden. Die Versuche erfolgten an ovariellen Zellen des Chi-

nesischen Hamsters, die entweder ein Fusionsprotein aus dem hP2Y12R und dem ver-

stärkt cyan fluoreszierenden Protein (ECFP), die Wildtyp-Variante des hP2Y12Rs oder 

eine K280A-mutierte Variante als Fusionsprotein mit ECFP exprimierten. Nach einer initi-

alen Expressionsanalyse konnte der Forskolin-induzierte Anstieg der cAMP-Konzentra-

tion mithilfe des AlphaScreen®-cAMP-Assays (PerkinElmer) bestimmt und hieraus Kon-

zentrations-Wirkungs-Kurven verschiedener Agonisten erstellt werden – ohne oder unter 

Einfluss von Elinogrel. Anhand dieser Daten konnten dann Schildplot-Analysen erfolgen.  

Die Expressionsanalyse ergab ein vornehmliches Vorkommen des Rezeptors in der Zell-

membran, das am hP2Y12R-ECFP-Konstrukt durch 2-Methylthioadenosindiphosphat (2-

MeSADP) gesteigert werden konnte. In den Versuchen zeigte sich 2-MeSADP deutlich 

potenter als der endogene Agonist ADP und es konnte eine wahrscheinliche Beteiligung 

der Aminosäure K280 bei der Bindung von 2-MeSADP nachgewiesen werden. Die Ergeb-

nisse weisen auf einen rein kompetitiven Wirkmechanismus von Elinogrel hin und zeigen 

seine starke Affinität zum Rezeptor mit einem pA2-Wert von 8,74 am nicht-mutierten Re-

zeptor. Diese Ergebnisse helfen dabei, tiefere Einblicke in die genauen Bindungs- und 

Wirkungsmechanismen zu gewinnen und tragen so zu einem besseren Verständnis der 

molekularen Prozesse dieses klinisch so relevanten Rezeptors bei. 
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Anhang 1. Weitere Materialien 

 

Anhang 1.1 Geräte 

Bezeichnung Hersteller  Firmensitz 

Autoklav Thermo Fisher Scientific Waltham 

Brutschrank Heraeus  Wehrheim 

Feinwaage Sartorius  Göttingen 

Fluoreszenzmikroskop LSM 700 Zeiss  Oberkochen 

Flüssigstickstofftank, -196 °C Thermo Fisher Scientific Waltham 

Gefrierschrank, -20 °C Siemens  Berlin / München 

Inkubationseinheit für das                                      

Fluoreszenzmikroskop Pecon  Erbach 

Kühlschrank, 4 °C Siemens  Berlin / München 

Mikroplatten-Photometer                                   

POLARstar Omega BMG Labtech  Ortenberg 

Mikroskop Zeiss   Oberkochen 

pH-Meter Mettler Toledo  Columbus 

Pipetten                           

1 μl, 100 μl, 1000 μl Eppendorf  Hamburg 

Pipettierhilfe Brand  Wertheim 

Reinstwasseranlage PURELAB ElGA  High Wycombe 

Sterilarbeitsplatz Heraeus  Wehrheim 
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Bezeichnung Hersteller  Firmensitz 

Sterilarbeitsplatz, Filter Heraeus  Wehrheim 

Vakuumpumpe Ilmvac  Ilmenau 

Vortexmischer VELP Scientifica  Usmate 

Wasserbad B. Braun  Melsungen 

 

Anhang 1.2 Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller  Firmensitz 

Glasplättchen,                  

Durchmesser 25 mm Thermo Fisher Scientific Waltham   

Falcon-Röhre, 15 ml Sarstedt  Nümbrecht 

Falcon-Röhre, 50 ml Sarstedt  Nümbrecht 

Filtropur-Flaschen Sarstedt  Nümbrecht 

Kryoröhrchen 1,8 ml Thermo Fisher Scientific Waltham 

Laborhandschuhe Meditrade  Kiefersfelden 

Labortücher ZVG   Troisdorf 

Multiwellplatte, 6-Well Greiner bio-one  Kremsmünster 

Multiwellplatte, 24-Well Greiner bio-one  Kremsmünster 

Multiwellplatte, 96-Well Greiner bio-one  Kremsmünster 

Parafilm American National Can  Bishopville 

Pipettenspitzen,                         

10 μl, 100 μl, 1000 μl  Sarstedt  Nümbrecht     
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Bezeichnung Hersteller  Firmensitz 

Pipettenspitzen mit Filter,                         

10 μl, 100 μl, 1000 μl  Sarstedt  Nümbrecht                                    

Pipetten, 1 ml, 2 ml, 10 ml  Greiner bio-one  Kremsmünster 

Pipetten, 5 ml, 25 ml  Corning Incorporated  Corning 

Reagiergefäß, 1,5 ml Sarstedt  Nümbrecht 

Reagiergefäß, 2 ml Sarstedt  Nümbrecht 

Spritze, 20 ml, mit Kanüle  B. Braun  Melsungen 

Sterilfilter, 0,2 μm Schleicher und Schuell  Dassel 

Zellkulturflaschen,                                            

25 cm2, 75 cm2 Greiner bio-one  Kremsmünster 

 

Anhang 1.3 Medien und Puffer 

Bezeichnung Hersteller  Firmensitz 

Dulbeccos phosphatgepufferte                           

Salzlösung (DPBS) Life Technologies  Karlsruhe 

Fetales Kälberserum (FCS) Life Technologies  Karlsruhe 

Hanks ausgeglichene Salzlösung                           

(HBSS) Life Technologies  Karlsruhe 

Hams Nährstoffmischung F-12,                                

GlutaMax Life Technologies  Karlsruhe 

Kälberserum-Albumin (BSA) Sigma-Aldrich  Deisenhofen 

Tween 20 Sigma-Aldrich  Deisenhofen 
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Anhang 1.4 Chemikalien 

Bezeichnung Hersteller  Firmensitz 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazi-                                

nyl)-ethansulfonsäure (HEPES) Life Technologies  Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid (DMSO), steril Sigma-Aldrich  Deisenhofen 

DMSO, steril Roth  Karlsruhe 

Essigsäure, wasserfrei Roth  Karlsruhe 

Ethanol, 70 %, vergällt mit                                            

Methylethylketon  Fischar  Saarbrücken   

Ethanol, 100 % Roth  Karlsruhe 

Hygromycin B                

(in PBS, 50 mg/ml) Life Technologies  Karlsruhe 

Immersionsöl Zeiss  Oberkochen 

Methanol, 100 % Roth  Karlsruhe 

Natriumhydroxid Merck  Darmstadt 

Trypsinethylendinitrilo-                                            

tetraessigsäure                   

(Trypsin-EDTA, 0,05 %) Life Technologies  Karlsruhe 

 

 

 

 



90 
 

  

Anhang 1.5 Software 

Bezeichnung Hersteller  Firmensitz 

ChemDraw® PerkinElmer  Waltham 

Citavi 6 Swiss Academic Software Wädenswil 

MARS Data Analysis Software                                    

Version 2.10 R3 BMG Labtech  Ortenberg 

Medical Art Les Laboratoires Servier Suresnes 

Office 2021         

(Excel, PowerPoint, Word) Microsoft  Redmond  

Prism 9 Graph Pad  San Diego 

ZEN 3.6, blaue Edition Zeiss  Oberkochen 
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Anhang 2. Weitere Methoden 

 

Anhang 2.1 Zellkulturtechnik 

Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank 

durchgeführt. Verwendete Medien, Puffer und Chemikalien waren ebenfalls steril, wurden 

bei 4 °C gelagert und vor ihrer Verwendung auf Raumtemperatur erwärmt (RT, ≙ 21 – 24 

°C). 

Anhang 2.1.1 Medien 

Für die Herstellung der Zellkulturmedien wurde fetales Kälberserum (FCS) im 50 °C war-

men Wasserbad über 20 Minuten hitzeinaktiviert und anschließend zu einer vorgefertigten 

Nährlösung gegeben. Je nach Medium (s. u.) wurde außerdem ein Antibiotikum zugesetzt 

und die Mischung schließlich mithilfe einer Vakuumpumpe steril filtriert, um das Kontami-

nationsrisiko möglichst gering zu halten. 

Kulturmedium I (für die Zellkultur direkt nach dem Auftauen der Zellen): 

- 90 % Hams Nährstoffmischung F-12 + GlutaMax  

- 10 % FCS, hitzeinaktiviert 

 

Kulturmedium II (Standard für die Zellkultur aller verwendeten Zellreihen): 

- 90 % Hams Nährstoffmischung F-12 + GlutaMax  

- 10 % FCS, hitzeinaktiviert 

- Hygromycin B, 500 μg/ml 

 

Einfriermedium: 

- 72 % Hams Nährstoffmischung F-12 + GlutaMax 

- 20 % DMSO, sterilfiltriert 

- 8 % FCS, hitzeinaktiviert 

 

 

 



92 
 

  

Anhang 2.1.2 Zellkultur 

Die vorliegende Analyse am humanen P2Y12-Rezeptor erfolgte mithilfe von ovariellen Zel-

len des Chinesischen Hamsters, die den genannten Rezeptor – je nach Zelltyp – in ver-

schiedenen Variationen exprimieren (CHO-ECFP-Zellen, CHO-WT-Zellen und CHO-

ECFP-K280A-Zellen, Details s. 2.1.2). 

In der Regel erfolgte die Kultivierung der Zellen in Zellkulturflaschen mit einer Bodenfläche 

von 75 cm2; daher beziehen sich die im Folgenden genannten Volumina auf die Verwen-

dung von Flaschen dieser Größe. Bei der gelegentlichen Arbeit mit 25 cm2-Zellkulturfla-

schen wurde entsprechend maximal ein Drittel der angegebenen Volumina eingesetzt. 

Die Zugabe oder Abnahme von Medien und Puffern erfolgte stets mithilfe von sterilen 

Pipetten. 

Auftauen der Zellen: 

Zu Beginn der Zellkultur wurden eingefrorene Zellen jeder verwendeten Zellreihe einmalig 

aufgetaut. In diesem Zuge wurde eine 75 cm2-Zellkulturflasche mit 20 ml Kulturmedium I 

vorbereitet (s. Anhang 2.1.1) und im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 vorgewärmt. Das 

die gefrorenen Zellen enthaltende Kryoröhrchen wurde von -196 °C vorsichtig auf RT er-

wärmt und die Zellen anschließend in die 37 °C warme Zellkulturflasche übertragen, um 

mit der adhärenten Zellkultur zu beginnen. Etwa 24 h später erfolgte ein vollständiger 

Mediumwechsel, indem das alte Medium durch frisches ersetzt wurde. 

Kultivierung der Zellen: 

Nach erfolgreichem Auftauen der Zellen wurde die Kultivierung der Zellen folgenderma-

ßen fortgesetzt: Sobald bei mikroskopischer Kontrolle eine Teilung der Zellen erkennbar 

war (in der Regel nach ca. 48 bis 72 h), wurde von nun an für alle Schritte das das Anti-

biotikum Hygromycin B enthaltende Kulturmedium II (s. Anhang 2.1.1) verwendet, wel-

ches die Selektion der Zellen unterstützen sollte, die den P2Y12-Rezeptor exprimierten. 

Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 in feuchter Atmosphäre. 

Um Kontaminationen so weit wie möglich auszuschließen, wurden die Zellen enthalten-

den Kulturflaschen dabei durch eine Kappe mit integriertem Filter verschlossen. Das 

Wachstum der Zellen erfolgte adhärent auf dem Boden der Zellkulturflasche.  
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Um den Zellen möglichst optimale Wachstumsbedingungen zu bieten, wurde regelmäßig 

ein Teil des Mediums erneuert; bei deutlicher Gelbfärbung des Mediums als Hinweis auf 

eine Ansäuerung und folglich hohe Stoffwechselaktivität der Zellen erfolgte ein vollständi-

ger Mediumwechsel. Dafür wurde jeweils die gewünschte Menge des Mediums abgenom-

men und durch frisches Medium ersetzt.  

Um die Zellpopulation vital zu halten, wurde sie regelmäßig gesplittet, d.h. ein gewisser 

Anteil in eine neue Zellkulturflasche übertragen, sobald ein zu dichtes Wachstum zu er-

kennen war (i. d. R. ab einer Konfluenz von 70 – 80 %). Hierfür wurden nach Abnahme 

des Kulturmediums 10 ml DPBS auf die Zellen gegeben und nach einmaligem Schwenken 

wieder entfernt, um anschließend 1,2 ml einer 0,05 % Trypsin-EDTA-Lösung tropfenweise 

hinzuzufügen und die Zellen damit für zwei bis drei Minuten im Brutschrank zu inkubieren. 

Sobald im Mikroskop eine – durch das Trypsin hervorgerufene – ausreichende Abrundung 

und damit beginnende Ablösung der Zellen erkennbar war, wurde die Trypsin-Lösung 

dann vorsichtig wieder abgenommen. Mithilfe einer Pipette wurden die Zellen anschlie-

ßend mechanisch vom Flaschenboden getrennt, indem 10 ml des Kulturmediums etwa 

15-mal in starkem Strom auf verschiedene Bereiche des Flaschenbodens gespült wurden. 

Abschließend wurde der gewünschte Anteil der entstandenen Zellsuspension in eine 

neue, etwa 12 ml Kulturmedium enthaltende Zellkulturflasche überführt. 

Einfrieren der Zellen: 

Die Konservierung von Zellen für den späteren Gebrauch durch Einfrieren erfolgte mit 

einer 80 – 100 % konfluenten Zellpopulation, bei der zuvor ein Mediumwechsel zum anti-

biotikafreien Kulturmedium I (s. Anhang 2.1.1) stattgefunden hatte. Zunächst wurden die 

Schritte des Standardprotokolls für das Splitten der Zellen befolgt (s. o.), nach Abnahme 

des Trypsins jedoch nur 1 ml Kulturmedium I zugegeben und dieses mehrfach in starkem 

Strom auf die Zellen gespült, um sie abzulösen. 1 ml des Einfriermediums (s. Anhang 

2.1.1) wurde anschließend zur Zellsuspension hinzugefügt, sodass diese einen finalen 

DMSO-Anteil von 10 % aufwies. Nach Umfüllung in ein Kryoröhrchen wurde die Suspen-

sion für etwa 24 h im Gefrierschrank bei -20 °C eingefroren, bevor sie bis zur weiteren 

Verwendung bei -196 °C im Stickstofftank gelagert wurde. 
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Anhang 2.2 Zusatzinformationen zur Versuchsdurchführung 

Die genauen Verdünnungen der Substanzen auf der 24-Well-Platte sind in Tab. 4 gezeigt. 

Tab. 4: Überblick über alle im Verlauf der Experimente für die Reaktion auf den 24-Well-
Platten verwendeten Agonisten, Antagonisten und Lösungen sowie ihrer Konzentratio-
nen. HBSS: Hanks ausgeglichene Salzlösung; 2-MeSADP: 2-Methylthioadenosindiphos-
phat; ADP: Adenosindiphosphat; DMSO: Dimethylsulfoxid; EtOH: Ethanol. 

Testsubstanz 
Lösungs- 

mittel 
Konzentration 
der Testlösung 

Finale Ver-
dünnung in 

HBSS 

Finale Konzent-
ration 

Agonisten 

2-MeSADP HBSS 

10 mM 

1 : 10 

1 mM 

1 mM 100 µM 

100 µM 10 µM 

10 µM 1 µM 

1 µM 100 nM 

100 nM 10 nM 

10 nM 1 nM 

1 nM 100 pM 

100 pM 10 pM 

ADP HBSS 

100 µM 

1 : 10 

10 µM 

10 µM 1 µM 

1 µM 100 nM 

100 nM 10 nM 

10 nM 1 nM 

Antagonist 

Elinogrel DMSO 

100 mM 

1 : 1000 

100 nM 

30 mM 30 nM 

10 mM 10 nM 

3 mM 3 nM 

1 mM 1 nM 

Forskolin und Lösungsmittel 

Forskolin 
HBSS : 

DMSO : EtOH 
800 : 1 : 7 

100 µM 1 : 10 10 µM 

HBSS     

DMSO   1 : 1000  

DMSO: EtOH 
1:7 

  1 : 100  
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9. Erklärung zum Eigenanteil 

 

Die Arbeit wurde im Institut für Pharmakologie und Toxikologie unter Betreuung von Herrn 

Prof. Dr. Ivar von Kügelgen durchgeführt.  

Die Konzeption der Arbeit erfolgte zusammen mit Herrn Prof. Dr. Ivar von Kügelgen. 

Sämtliche Versuche und Analysen wurden nach Einarbeitung durch Dr. rer. nat. Diana 

Hanna von mir eigenständig durchgeführt. Dabei erfolgte die Durchführung des cAMP-

Assays nach einem Standardprotokoll, das – basierend auf dem Handbuch zum Kit – 

zuvor in der AG von Kügelgen im Institut für Pharmakologie und Toxikologie weitereinwi-

ckelt worden war. 

Die Analyse der Daten, die statistischen Auswertungen und die graphische Darstellung 

der Ergebnisse erfolgten eigenständig mit der unter Material und Methoden genannten 

Software. Weitere Abbildungen wurden selbst mit Hilfe von Servier Medical Art, Power 

Point und ChemDraw® erstellt. Die Interpretation und Diskussion der Ergebnisse erfolgten 

selbstständig, ebenso wie die Recherche und Auswertung relevanter Literatur.  

Ich versichere, die Dissertationsschrift selbständig verfasst zu haben und keine weiteren 

als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet zu haben. 
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