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Einleitung 1

1 Einleitung

In der Zeit vor Christi Geburt wurden die Entstefpimon Krankheiten und die Wirksamkeit
von Arzneimitteln als Laune der Gotter bezeichnets Galen aus Pergamon (129-
199 n. Chr.) in Rom erstmals eine wissenschaftli@asis fur das Kunsthandwerk der
Medizin legte. Mit seinem 22-bandigen Werk krontelie schopferische antike Medizin. Aus
seinem Namen wurde spater der Begriff der ,Galenggpragt. Sie umfasst die
Herstellungstechnik fir Arzneimittel und ist heetae Disziplin des Studiums der Pharmazie.
Das Fundament der modernen Medizin wurde durch edgrhosiven Wissenszuwachs der
Physik, Chemie und Biologie im 18. und 19. Jahrleuhdeschaffen. Wahrend zunéchst
Naturstoffe wie die um 1630 aus Peru eingefuhrtm&inde, aus der 1820 die Isolierung des
antipyretisch und analgetisch wirkenden Chininsaigg) oder das von Friedrich Sertlrner
1803 aus Opium extrahierte Opioid Morphin Bedeutaisy Arzneimittel erlangten, folgte
bald darauf das Zeitalter der synthetischen Arzoentwicklung™? Dieses ging einher mit
der Suche nach Auslosern fur Krankheiten und Mbgkgen zur Bekdmpfung mikrobieller
Erreger. So verodffentlichte der preuf3ische Arzt &blKoch 1876 seine Studien Uber
Milzbrand und entdeckte 1882 gemeinsam mit Louistéta den Milzbranderreger Bacillus
anthracis’ Zufallig, doch von weitreichender therapeutiscBedeutung war die Entdeckung
des antibiotisch wirkenden Penicillins durch dengleschen Bakteriologen Alexander
Fleming (1881-1955) im Jahre 192®er Wirkungsmechanismus von Arzneistoffen auf
molekularer Ebene blieb lange unentdeckt, bis Fulich (1854-1915) erstmals seine
Rezeptor-Theorie vorstellfeEr erkannte, dass im Korper nur solche Stoffe &figkung
entfalten, die an Zielstrukturen gebunden werd&orpora non agunt nisi fixata.“ Ehrlich
beschrieb die Wirkung eines Arzneimittels an einB®zeptor wie einen Schlissel im
Schloss. Heute wissen wir, dass dieses ,Schloss“Ziélstruktur (auch Target genannt) fur
Arzneimittel, in den meisten Fallen der momentageavandten Arzneistoffe ein Protein
darstellt. Neben dieser grundlegenden Erkenntnis laleeraktion von Arzneistoffen mit
Strukturen im Organismus pragte Ehrlich den Begdér ,Prodrugs”, indem er 1908
beschrieb, dass es Stoffe gibt, die erst im Koémpehre aktive Form umgewandelt werden
kénnen. Ebenso ist die Entdeckung der ,Carrier€yst (Transport-Systeme) auf Ehrlich
zurtckzufihren, denn er fand heraus, dass es rhoghar, chemische Agenzien,
beispielsweise auf Basis des Farbstoffes Methy&nbh Zellen zu transportieren.

Wie Abb. 1 zeigt, stellen die erwdhnten Rezeptoren und Tatspwichtige Zielstrukturen

fur heute auf dem Markt befindliche Arzneistoffer.dm der vorliegenden Arbeit wurden
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Untersuchungen anbakteriellen Transportproteinen und G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren humanen und tierischen Ursprungs durchgefuhrtfdlgenden werden diese

beiden Gruppen naher vorgestellt.

Enzyme 47% GPCR 30%

DNA 1% lonenkanale 7%

Integrine 1%

Verschiedene 2% Transporter 4%
Andere Nucleare Hormon-

Rezeptoren 4% rezeptoren 4%

Abb. 1. Zielstrukturen der auf dem Markt befindlichen Ariateffe (,small molecules®), modifiziert
nach Hopkins und Groofh.

11 Transportproteine

Biologische Membranen grenzen das Cytoplasma vdlerzaach auf3en hin ab und stellen
zunachst eine Barriere fur lonen und Molekile 8a&rmeabel sind Lipidmembranen lediglich
fur eine begrenzte Auswahl an Stoffen wie kleinmpihile Molekule, Wasser, Sauerstoff,
Kohlendioxid, Ethanol und Harnstoff. Diese sindder Lage, die Membranen aufgrund eines
Konzentrationsgefélles von extra- nach intrazetlwidd umgekehrt zu Gberwinden. Dieser
Prozess wird alsreie oder einfacheDiffusion bezeichnet. Fur den Ubertritt anderer
Verbindungen bedarf es der Mitwirkung sogenanntemn3porter. lhre Aufgabe besteht
allgemein in der Diffusionsbeschleunigung, so ddes vermittelte Transportprozess als
erleichterte Diffusion bezeichnet wird. Dabei sind drei Arten von Tramtgo bekannt:

Kanale, Carrier und Pumpen. Sie zeichnen sich deirtige gemeinsame Eigenschaften aus:
Alle besitzen eine ausgepragte Substratspezitat] durch bestimmte physikalische oder
chemische Parameter aktivierbar, durch Inhibitosshektiv hemmbar und zeigen eine

Sattigungskinetik. Kanale stellen wassergefiillte Poren mit einem Durchmegserweniger
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als 1 nm in der Lipiddoppelschicht dar. Sie erlaulmne selektive Diffusion einzelner
lonenarten wie Na K*, C&* oder Cl auf Basis eines Konzentrationsgradienten oderr eine
Potentialdifferenz zwischen den beiden Seiten dembfan und vermitteln somit einen
passiven Transport ohne Energieverbrauch in Form Adenosintriphosphat (ATP). Die
Kanale wechseln dabei standig zwischen offenem gesthlossenem Zustand, was als
.gating“ bezeichnet wird. Viele Kanédle sind fur dieeiden Transportrichtungen
unterschiedlich gut permeabel. Dieses Phanomen avicth Rektifikation genantCarrier ,
auch Permeasen genannt, vermitteln ebenfalls @agsiven Transport, haben dabei aber eine
geringere Transportrate als Kanale, zeigen keitingaund transportieren oft lonen wie"H
oder N4 in einem festen stochiometrischen Verhaltnis gesaih mit dem Substrat, was als
Cotransport bezeichnet wird. Im Rahmen des Cotatesp werden Carrier iBymporter
und Antiporter eingeteilt. Symporter beférdern mehrere untersiiiciee Teilchen in die
gleiche Richtung Uber die Membran, Antiporter ingegengesetzte Richtungen. Carrier, die
nur eine Art von Teilchen transportieren, heif3@niporter. Pumpen auch ATPasen
genannt, zeichnen sich durch aktiven Transport was, bedeutet, dass ATP im Zuge des
Transportprozesses an der Membraninnenseite zu WldAPhosphat gespalten wird und die
dabei freiwerdende Energie den Transport ermdglidbébei kénnen Substanzen die
Zellmembran entgegen einem Konzentrationsgefallerwibden. Auf einzelne Typen von
Carriern und ATPasen wird an spaterer Stelle n&irgegangen. Neben den bisher
genannten Arten von Transportprozessen sei nocfirdasport in Vesikeln erwdhnt. Dabei
werden die zu transportierenden Stoffe in Vesikeifganommen, die sich durch
Ausstlulpungen und anschlieende Abschnirungen edenTder Zellmembran bilden. Bei
der Endocytosewerden Stoffe vom Extrazellularraum aufgenommedh iom Zellinneren aus
den Vesikeln freigesetzt. Im Falle von Feststoftigain bezeichnet man sie dhagocytose
liegen die Stoffe fliissig oder gel6st vor, spriotdan vonPinocytose Das Verschmelzen von
Vesikeln, die intrazellular gebildet wurden, mit rd@ellmembran und Abgabe der
Inhaltsstoffe an den Extrazellularraum, wird Bisocytosebezeichnet.

Transportproteine sind fur prokaryontische wie &irkaryontische Zellen ein essentieller
Baustein zur Aufrechterhaltung physiologischer \&mge. So codieren beispielsweise 10%
der Gene in Bakterien fiir TransportproteinBies lasst deutlich werden, dass bakterielle
Transportproteine als mdogliche Zielstrukturen furzieistoffe dienen koénnten. Das
menschliche Genom umfasst rund 30000 Gene, welthe26688 Proteine im Proteom

codieren. Bis dato konnten rund 120 verschiedent&iPe als Zielstrukturen fiur Arzneistoffe
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identifiziert werder?® Wie Abb. 1 zeigt, wirken etwa 4% der auf dem Markt befindéinh
Arzneimittel an humanen Transportproteinen. Nebenaben vorgestellten Einteilung von
Transportern auf Basis ihrer Funktionsweise werderhaufig nach Art ihres Substrates oder

Vorkommen in bestimmten Organismen klassifizied bezeichnet.

Das Kommitee fur Nomenklatur der Internationaleniddnfiir Biochemie und Molekulare
Biologie (NC-IUBMB) hat 2002 eine Empfehlung zur askifizierung von Membran-
Transportproteinen verdffentlicht, welche im Inetrreinsehbar isf Im folgenden werden

die wichtigsten Familien humaner und bakteriellenBportproteine vorgestellt.

11.1 Humane Transportproteine

Die im menschlichen Organismus gefundenen und iftgetten Transportproteine lassen
sich in zwei Superfamilien einteilen: d&l.C (= solute arrier)-Superfamilie und dieABC

(= ATP-bnding @assetteSuperfamilie. Die SLC-Superfamilie beinhaltet 47 Familien, dere
Mitglieder Symporter, Antiporter oder Uniporter daallen. In diesen 47 Familien kommen
insgesamt mehr als 300 verschiedene Proteiné*vPre wichtigsten Familien der SLC-

Superfamilie werden nun vorgestellt.

SLC-Superfamilie
Nucleosid-Transporter

Die Familie der Nucleosid-Transporter (NT) beinbtléquilibrative Nucleosid-Transporter
(ENT, SLC29) und konzentrative Nucleosid-Transport€NT, SLC28). Transport von
Substanzen unter Mitwirkung von ENT geschieht naldm Prinzip der erleichterten
Diffusion und ist somit unabh&ngig von Nanen. Topologisch zeichnen sich die meisten
Mitglieder der Saugetier-ENT-Familie durch elf tsamembranédre Domé&anen (TMD) mit einer
gro3en extrazellularen Schleife zwischen TMD 1 ¢hdind einer grof3en intrazellularen
Schleife zwischen TMD 6 und 7 alfs.Bislang sind vier verschiedene ENT-Subtypen
beschrieben, welche sich bezglich ihrer Empfitnddeit gegentber 6-[(4-Nitrobenzyl)thio]-
9-B-D-ribofuranosylpurin  (Nitrobenzylmercaptopurin-riharieosid, Nitrobenzylthioinosin,
NBMPR) in zwei Gruppen einteilen lassen. Die hunmaB®NT1 und 3 lassen sich durch
NBMPR hemmen, was mit ,es" dailibrativ, ®nsitiv) gekennzeichnet wird. Die Subtypen 2
und 4 zeigen keine Inhibition durch NBMPR, was #udie Abkurzung ,ei* (quilibrativ,
insensitiv) ausgedruckt wird. Substrate fur ENT1#®8] Surin- und Pyrimidin-Nucleoside,
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wobei ENT2 und 3 zusatzlich Nucleobasen transpertikonnen. ENTL1 ist im Gehirn
hochexprimiert, und ihm wird hier eine Rolle in d&egulierung der Adenosinlevel
zugeschriebef® Er wirkt dabei als indirekter Modulator physiolegher Prozesse, die durch
Adenosinrezeptoren vermittelt werden. Der ENT2 tliggr allem in Skelettmuskelzellen
vor.**Von therapeutischem Interesse ist seine Eigensdiaéieosid-Analoga wie 3'-Azido-
3'-desoxythymidin (AZT), 2',3'-Didesoxycytidin (ddi@nd 2',3'-Didesoxyinosin (ddl), die in
der HIV-Therapie eingesetzt werden, zu transp@mi&t Der ENT3 liegt gegeniiber den
ENT1 und 2, die in der Plasmamembran lokalisiert siilberwiegend intrazellular vor. Ihm
wird eine Beteiligung an der Nucleosid-Freisetzuags Endosomen sowie an der
mitochondrialen DNA-Synthese zugeschriebeH. Der ENT4 zeichnet sich durch seine
Spezifitat fur Monoamine aus und ist maf3geblichkdaren Transport im Herzen und Gehirn
beteiligt, da er hier in hoher Dichte gefunden wftd

Der Transportprozess durch Mitglieder der Famibe kbnzentrativen Nucleosid-Transporter
(CNT) ist abhangig von Naonen. Die Transporter befordern inre Substratgesgen eines
Konzentrationsgradienten unter Cotransport vof+iaen in die Zellé? In humanen Zellen
wurden bis dato funf verschiedene Transportprozdsseh CNT auf Basis der Sensitivitéat
gegeniiber NBMPR und der Substratspezifitat bedmimié Fiir drei dieser Prozesse (cit, cif,
cib) konnten die zugehdrigen Transportproteine (RCN2, 3) charakterisiert werdenab. 1
gibt einen Uberblick tiber die wichtigsten Charaistéka der humanen ENT und CNT.

Tab. 1. Eigenschaften humaner equilibrativer (ENT) und lemeativer (CNT) Nucleosid-

transportef 182023

Transporter AS Transport- Cotransport- Substrate Gewebe-

prozess lon verteilung
(lon:Substrat)
hENT1 456 es kein Purin- und ubiquitar,
(SLC29A1) Pyrimidin- Erythrocyten
Nucleoside
hENT2 456 ei kein Purin- und Skelettmuskel,
(SLC29A2) Pyrimidin- Herz, Pankreas,

Nucleoside, Hirn, Niere,

Nucleobasen Lunge,
Schilddrise,
Darm
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Transporter AS Transport- Cotransport- Substrate Gewebe-
prozess lon verteilung
(lon:Substrat)
hENT3 475 es unklar, Purin- und Plazenta,
(SLC29A3) optimaler Pyrimidin- vereinzelt in
Transport bei  Nucleoside, Herz, Leber
pH=5,5 einige
Nucleobasen
hENT4 530 ei kein, aber organische ubiquitar,
(SLC29A4) Transport Kationen, vereinzelt in
kationischer ~ Monoamine Hirn und
Substrate ist Skelettmuskel
elektrogen
hCNT1 649 cit N& (1:1) Pyrimidin- Niere, Leber,
(SLC28A1) Nucleoside, Darm, Plazenta,
Adenosin Hirn
hCNT2 658 cif Na (1:1) Purin- Niere, Hirn,
(SLC28A2) Nucleoside, Plazenta,
Uridin Lunge, Leber,
Skelettmuskel,
Pankreas,
Darm, Herz
hCNT3 691 cib Na (2:1), Purin- und Leber,
(SLC28A3) Li* oder H Pyrimidin- Knochenmark,
(1:1), Nucleoside Darm,
Na" und H Pankreas,
(1:1:1) Trachea,
Prostata, Testes,
Lunge, Niere,
Plazenta
n. b. n. b. cit n. b. Pyrimidin- Niere
Nucleoside,
Adenosin,
Guanosin
n. b. n. b. cs n. b. Formycin B, Leuk&miezellen
Fludarabin,
Cladribin
n. b. n. b. csg n. b. Guanosin akute

promyelotische
Leukamiezellen

AS: Aminosaurengs: equilibrativ, sensitiv gegeniiber NBMP&,; equilibrativ, insensitiv gegenliber NBMPR,
cit: konzentrativ, insensitiv gegenuber NBMPR, Thymidatektiv cif: konzentrativ, insensitiv gegenuber
NBMPR, Formycin B-selektivgcib: konzentrativ, insensitiv gegeniber NBMPR, breitd<$atspezifitatcs:
konzentrativ, sensitiv gegeniiber NBMPé&sg: konzentrativ, sensitiv gegentber NBMPR, Guanosieksie,

n. b. nicht bekannt.
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Abb. 2 stellt die vorhergesagten Transmembrandomaneniéiiibekannten humanen ENT
und CNT dar.

ENT1, ENT2, ENT3, ENT4 CNT1, CNTZ2, CNT3

Cytoplasma

Helix, die an der Substrat-

N-verbundene Oligosaccharidkette selektivitat in CNT beteiligt ist

. Helix, die an Substrat- oder Inhibitor- | Region, die an Kationenkopplung
bindung in ENT beteiligt ist .- -t InCNT beteiligt ist
' Helix, die nicht in bakteriellen CNT vorkommt

Abb. 2. Schematische Darstellung humaner ENT und CNT, rimelif nach King et &

Neben den beiden vorgestellten Familien SLC28 (CNIJ SLC29 (ENT) existieren weitere
45 SLC-Transporter-Familien. Paul Dobson und Doaudf@ll veroffentlichten 2008 eine
ausfuihrliche Zusammenstellung dieser Transporteriiem mit potentieller und bekannter
Rolle in der Aufnahme von Arzneistofféh An dieser Stelle soll auf die neben den NT drei

wichtigsten Familien im Hinblick auf die Arzneistafifnahme eingegangen werden.

SLC15-Familie

Die SLC15-Familie vermittelt Protonen-gekoppeltenrarisport von Peptiden und
Peptidomimetik&> Wichtige Vertreter sind PEPT1 und 2, die im Darmdun der Niere
vorkommen und B-Lactamantibiotika (Penicilline und CephalosporjneYirustatika

(Valaciclovir, Valganciclovir) und ACE-Hemmstoff&galapril) transportiereff.

SLC22-Familie
Mitglieder der SLC22-Familie sind Transporter ongaher Kationen (OCT-Subfamilie),

organischer Anionen (OAT-Subfamilie) und extranealer Monoamine (EMT-Subfamilie)
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und kommen in zahlreichen Geweben wie Leber, Ni&ielettmuskel, Plazenta, Herz,
Lunge, Milz und Hirn vof® Zu ihren Substraten gehéren endogene Prostagindin
Serotonin, Carnithin, Adrenalin, 2-Oxoglutarat uAzneistoffe wie Aciclovir, Zidovudin,
Metformin, Pancuronium, Chinin, Verapamil, Methaimg Tetracyclin, Salicylat und viele

mehr?*

SLCO-Familie

Polypeptidische Transporter organischer Anioneddnildie Familie der SLCO, welche einen
bidirektionalen N&unabhangigen Uni- oder Antiport vermittelt. ZughrSubstraten z&hlen

Prostaglandine, Gallensduren, Steroid-Konjugateigopéptide und Arzneistoffe wie

Fexofenadin, Enalapril, verschiedene Statine, Riiam, Benzylpenicillin, Methotrexat und

Digoxin.**

ABC-Transporter

Merkmal aller ATP-kinding @assette (ABC)-Transporter ist der Transport vons8aten tber
Zellmembranen unter Spaltung von ATP (Adenosintgghat) in ADP (Adenosin-
diphosphat) und Phosphat und Nutzung der dabewdrdienden Energie fur den
Transportprozess. Der Begriff ,ABC-Transporter” wear1990 ins Leben gerufen, um die
Signifikanz dieser Proteinfamilie auszudriickenABC-Transporter bestehen aus 6-11
transmembranaren Domanen (TMD) in Form weHelices, in welchen die Substratspezifitat
verankert ist. Fur die Funktionalitat ist das Zusanspiel vierer essentieller Proteindoménen
notig: zwei hydrophobe Membran-ibergreifende Domarf®ISD, nembrane _jganning
domains) formen den Kanal, d.h den Ort des SubBwathtritts in der Membran; zwei
hydrophile _Nicleotid-Bnde-Domanen (NBD) binden an der cytoplasmatischen S€lte,
den Energietrager des Transportproze&sgseukaryontischen Zellen besteht ein kompletter
ABC-Transporter in der Regel aus zwei MSD mit jenrse TMD und je einer NBD, d. h.
insgesamt 12 TMD und 2 NBD. Die ABC-Transporterdsmeist an der Ausschleusung von
Substraten aus dem Cytoplasma in den extrazelluReaim oder an der Einschleusung von
Substraten aus dem Cytoplasma in intrazellulare patimente wie Endoplasmatisches
Reticulum (ER), Mitochondrien oder Peroxisomen tigte Fiir den Efflux-Transportprozess
sind zwei potentielle Modelle beschrieben: 1) dd$ASchalter- und 2) das ATP-Hydrolyse-
Modell 23! Im ATP-Schalter-Modell filhrt die Bindung des Substrates an seine hocteaffi
Bindungsstelle zu einer verstarkten Bindung von ADiese initiiert die Dimerisierung der

NBD, was eine Konformationsanderung der TMD induzi®ie Substrat-Bindungsstelle
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verlagert sich dadurch zur Aul3enseite der Zellmambdie Affinitat der Substratbindung
nimmt ab, und das Substrat wird an den Extrazetlen abgegeben. ATP wird zu ADP und
Phosphat hydrolysiert, wobei die freiwerdende Egigedie dimerisierten NBD in Monomere
spaltet und der Transporter in seine Ausgangskorgtion zuriickgefiihrt wir®*° Im ATP-
Hydrolyse-Modell bindet das Substrat an die Substrat-Bindungsstelte zeitnah ATP an
eine der NBD. Dort wird ATP zu ADP und Phosphat roygsiert, was eine
Konformationsanderung mit Ausschleusung des Substitzervorruft. Durch Spaltung eines
weiteren ATP-Molekils an der anderen NBD wird Emerdgereitgestellt, die zur
Reorientierung der NBD in ihre Ausgangskonformatibanotigt wird®® Allen ABC-
Transportern gemein sind hochkonservierte Aminesequenzen in den NBD, das
sogenannte Walker A-Motiv (auch P-Loop genannt; @XGKS/T) und das Walker B-
Motiv, welche durch etwa 90-120 Aminosauren vonedies getrennt sind. Dariiber hinaus
wird ein C-Motiv (auch C-Loop genannt; LSGGQ) besaben, welches ebenfalls an der
ATP-Bindung beteiligt sein soff** Eine Liste des internationalen Einbuchstabencdies
Aminosauren befindet sich in Kapit®l Im Hinblick auf die Substrat-Bindung werden zwei
nicht Gberlappende Bindungsstellen postuliert, alge H- und R-Bindungsstelle bezeichnet
werden. Je nach Substrat kann eine positive odgative Kooperativitat zwischen ihnen
vorliegen*? Die humane ABC-Transporter-Superfamilie gliedéchsn sieben Subfamilien
mit insgesamt 48 unterschiedlichen Transportera.diBben Subfamilien werden mit ABCA—
ABCG bezeichnet. Tab. 2 stellt die wichtigsten Charakteristika dieser Subifien

Zusammen.

Tab. 2. Humane ABC-Transporter-Familien.

Familie Mitgleider Funktion

(alternative Bezeichnung)

ABCA 12 Cholesterol-Abgabe an HDL

(ABC1) Arzneistoff-Resistenz
N-Retinyliden-Phosphoethanolamin-
Efflux
evtl. Surfactant-Sekretion

ABCB 11 Multidrug-Resistenz

(MDR, TAP) Peptid-Transport

Phosphatidylcholin-Transport
Eisen-Transport
Eisen-Schwefel-Cluster-Transport
Gallensalz-Transport
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Familie Mitgleider Funktion

(alternative Bezeichnung)

ABCC 12 Arzneimittel-Resistenz
(MRP, CFTR) Efflux organischer Anionen

Nucleosid-Transport
Chloridionen-Kanal
Sulfonylharnstoff-Rezeptor
K(ATP)-Kanal-Regulierung

ABCD 4 Transport-Regulation sehr langkettiger
(ALD) Fettsauren

ABCE 1 Oligoadenylat-Bindeprotein

(OABP)

ABCF 3 Unbekannt

(GCN20)

ABCG 5 Cholesterol- und Sterol-Transport
(White) Toxin-Efflux

Arzneimittel-Resistenz

Die wichtigsten der hier aufgezahlten ABC-Transpateine sind ABCB1 (P-Glycoprotein,
P-gp), ABCC1 (MRP1) und ABCG2 (Brustkrebs-Resispgnein, BCRP). Die von

Tumorzellen ausgebildeten Resistenzen sind vomalef P-Glycoprotein zurtickzufihren.
Dabei sticht die Eigenschaft des 170 kDa schwerew 1280 Aminosduren langen
Polypeptids hervor, chemisch und pharmakologischeranhiedlichste Substanzen als
Substrate zu akzeptieren. Als Schlussel-Eigensamafiir P-Glycoprotein-Modulatoren
wurden Lipidldslichkeit, kationische Ladung und elailare Sollbruchstellen erkantit.

Zytostatika aus der Gruppe der Taxane und Vincalalde, Immunsuppressiva wie
Tacrolimus, Corticoseroide, Mineralocorticoide, HPYotease-Inhibitoren und einzelne
Arzneistoffe aus verschiedenen pharmakologischeasd€in zahlen zu P-Glycoprotein-
Substrated? Die Suche nach selektiven P-Glycoprotein-Inhilgitor stellt eine

Herausforderung dar. Einige ausgewahlte P-Glyceprdhhibitoren bzw. -Modulatoren sind
LY335979 (Cyclopropyldibenzosuberan), Ciclosporin\alspodar, Verapamil, Mifepriston,
Tamoxifen, Chinidin, Ketoconazol und Midazolam.

Im folgenden werden Transportproteine prokaryohesc Zellen, im speziellen der

Eubakterien, vorgestellt.
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1.1.2 Bakterielle Transportproteine

Wie die humanen gehdren auch die bakteriellen Ppamgsroteine zu den Membranproteinen
und zeichnen sich durch eine erhéhte Anzahl hydsbph Aminosauren wie Alanin, Valin,

Leucin, Isoleucin, Tryptophan, Tyrosin und Phergitéth aus. Funktionell lassen sich die in
Bakterien vorkommenden Transportproteine den Klasser primaren Transportsysteme
(ABC-Transporter, lonen/ATP-asen), sekundaren Trarsysteme (Uniporter, Symporter,
Antiporter) und dem Phosphotransferase-System (RUiS)nert> Letzteres ist bislang nur

bei Bakterien gefunden worden. Der zugrunde liegefidansportmechanismus wird als
Gruppentranslokation bezeichnet, da im Rahmen debstf&t-Transportes Uber die
Zellmembran ein Phosphatrest von Phosphoenolpyrilvat mehrere Proteinkomponenten
auf das Substrat Ubertragen wird. Es ermoglicht Aigfnahme von Zuckern und

Zuckeralkoholen in die Zelle und ist somit an degRation des Kohlenstoff-Stoffwechsels
beteiligt.

Auf Basis der funktionellen Charakteristika lassech bakterielle Transporter in folgende
Superfamilien einordnen: Sodium/Solute (= NatriuniSrat)-Symporter-Superfamilie
(SSSS), Major Facilitator Superfamilie (MFS) unde dABC (= ATP-binding assette)-

Superfamilie. Im folgenden wird auf die einzelneamp&familien eingegangen.

Sodium/Solute-Symporter-Superfamilie
Merkmal der SSSS ist, dass Mitglieder dieser Sapalie ihre Substrate — mit wenigen
Ausnahmen — stets unter Cotransport vori-Maen in die Zelle befordern. Die SSSS

beinhaltet elf Familien:

+ SSF ubiquitare SSSS; Substrate sind Zucker, Aminosélfgamine, Nucleoside,
Cyclitole.

« SNF: Eukaryonten-spezifische Neurotransmitter-Famitbstrate sind Neuro-
transmitter, Hormone, Osmolite, Aminoséuren, Creati

« SDP: ubiquitare Dicarboxylat-Familie; Substrate sindyaische Dicarboxylate,
saure Aminosauren, Succinat, Fumarat, Malat.

« SPP: ubiquitare Anorganisches-Phosphat-Familie; Teil M&S; Substrate sind
Phosphate, Arzneistoffe, unbekannte Substanzen.

+ SGP: bakterielle Galactosid-Familie; Substrate sindtbse in gram-positiven und

Malibiose in gram-negativen Bakterien.
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+ SCF. bakterielle Citrat-Familie; Substrate sind Triaaplate des Citronen-
saurecyclus.

« SAF”: bakterieller Aminosaure-Transporter; Substraflanin.

 SLIVF: bakterieller Aminosaure-Transporter; Substrated swerzweigtkettige
Aminosauren.

» SEF:bakterieller Aminosaure-Transporter; SubstraGisttamat.

» SBF: Saugetier-Transporter; Substrate sind Gallenséundrunbekannte Proteine.

» SCIF:NaCl-Symporter in Sdugetieren

#nur Na/Substrat-Symport
® Na'/ oder H/Substrat-Symport

Wahrend die Familien SGF, SCF, SAF, SLIVF und SHEF in prokaryontischen und die
Familien SNF und SBF ausschlief3lich in eukaryohgsc Zellen vorkommen, wurden die
Familien SSF, SDF, SPF und SCIF in pro- und eukdrychen Zellen gefunden. Dabei sind
die prokaryontischen Transporter mit 400-500 Amdwen grundsatzlich kleiner als die
eukaryontischen mit mehr als 500 Aminosauren. liddye Fallen erstrecken sich die
Aminosauren (iber 6-12 TMH.

Major Facilitator Superfamilie

Die MFS besteht aus Transportproteinen, die von tdmn bis hin zu hoheren
eukaryontischen Zellen gefunden werden und eineipddinoder H/Substrat-Symport oder
-Antiport vermitteln®’ Treibende Kraft hierfiir ist das Protonenpotengiabton notive force,
PMF), welches sich aus dem elektrischen Membranpateund der pH-Differenz zwischen
AulRen- und Innenseite der Membran zusammensetkteBznzellen erhalten es aufrecht,
indem sie standig Protonen und Natrium-Kationen @ers Zelle hinauspumpéf.Anhand
ihrer Substratspezifitditen werden die Mitgliedeesaéir Superfamilie den funf Familien fir
1. Arzneistoffe, 2. Zucker, 3. Intermediate desrdiensaurecyclus, 4. Phosphatester und
5. Oligosaccharide zugeordnet. Von Bedeutung ist altem Familie 1 im Hinblick auf
Resistenzen gegeniber Arzneistoffen (multidrugstasce). Diese Transporter kommen in
zwei Typen vor und bestehen im einen Fall ausrhZnderen aus 14 TMD. Beispiele fur den
aus 12 TMD bestehenden Transporter sind das Noofef; erstmals entdeckt im Isolat
eines Chinolon- und Methicillin-resistent&taphylococcus aureusder der Ber- und MdfA-
Transporter, welche Bicyclomycin und Sulfathiazolge Chloramphenicol aus dem gram-

negativen BakteriunEscherichia colihinausbeférder®*® Der aus 14 TMD bestehende
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Transporter wurde z.B. iVibrio cholerae gefunden und versieht das gram-negative
Enterobakterium mit Resistenzen gegen Desoxychidkitdixinsdure und Chloramphenicol.
Weitere 14 TMD-Transporter kommen Bacillus subtilis Escherichia coli Mycobacterium
smegmatisund Staphylococcus aureusr*' Im Hinblick auf Multidrug-Transporter sei an
dieser Stelle erwahnt, dass neben der MFS die Svhadlidrug-Resistance (SMR)-Familie,
Resistance-Modulation-Cell-Division (RND)-Familiendi Multidrug-and-Toxic-Compound-

Extrusion (MATE)-Familie existieren. Auf diese wihier nicht naher eingegangen.

Nucleobasen-Transporter

Daruber hinaus sind weitere Protonen-gekoppelt@sparter bekannt wie die Familie der
Nucleobasen-Ascorbat-Transporter (NAT), auch Numsen-Kation-Symport2 (NCS2)-
Familie genannt. Sie gliedert sich nach Substrai{@# in drei Subfamilien. Die erste ist
spezifisch fur oxidierte Purine, Xanthine und/otarnsaure und kommt in Bakterien, Pilzen
und Pflanzen vor. Die zweite, spezifisch fur Urasilrde bisher nur in Bakterien gefunden,
wobei sich die dritte durch ihre Spezifitdt flir lséorbinsdure auszeichnet und nur in
Wirbeltieren entdeckt wurd®. Strukturell werden Vertreter mit 10-14 TMD, besteti aus
400-650 Aminosauren, beschrieben, wobei die mels#eh 12 TMD aufweisen; N- und C-
Terminus liegen an der cytoplasmatischen SeiteZdémembran. Hervorzuheben sind drei
charakteristische Doménen, welche die NAT-Spetiéitismachen: 1. flankierende Schleifen
in TMD 1, 2. ein langes amphipathisches Segmentsdvwen TMD 8 und 9 und 3. eine
Selektivitats-Filter-Doméane in TMD 12. Die physiglsche Rolle dieser Transporter in
Bakterien besteht darin, dass die aufgenommenesBarae zu Ureiden und gegebenenfalls zu
Harnstoff und Ammonium metabolisiert wird. Letzterdient als Stickstoff-Quell€. Xanthin
wird zu Harnsaure oxidiert und unterliegt dem dieit katabolischen Weg. Uracil wird direkt
in die Synthese von Nucleosiden und Nucleinsdumrggeschleust — als Stickstoffquelle kann
es nicht verwendet werdéh.

Neben der NAT-Familie findet man in Bakterien sowitanzen und Archaebakterien zum
Transport von Nucleobasen die sogenannte PuringtdRelTransporter (PRT)-Familie. lhre
Mitglieder bestehen aus 9—13 TMD in Form wveielices** Ein Vertreter in Bakterien ist
der Cytosin-Transporter CodB Hscherichia coli In Hefen wurden der Uracil-Transporter
FUR4 Saccharomyces cerevisja@chizosaccharomyces poms®wie der Adenin-Guanin-
Hypoxanthin-Transporter FCY2Saccharomyces cerevis)agefunden. FUR4 ist befahigt,
neben Nucleobasen auch Nucleoside wie Uridin zuspartieren. FCY2- und FUR4-artige

Sequenzen mit bislang unbekannter Funktion wurdech ain Aspergillus nidulans
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Escherichia coli Bacillus subtilissowie Streptococcusund PseudomonaSpezies entdeckt,
was den Verdacht nahe legt, dass diese Organismem @er Nucleobasen-Transporter

verfligen.

Nucleosid-Transporter

Wie die bereits vorgestellten eukaryontischen Nédgirn sich auch die prokaryontischen NT
in equilibrative (ENT) und konzentrative (CNT) Teporter. Wahrend noch bis vor ein paar
Jahren angenommen wurde, dass ENTs ausschliefllEbkiaryonten vorkommen, gelang es
Bremer et al. 1990 erstmals, einen Nucleosid-sisehién Kanal aus der auf3eren Membran
des gram-negativen BakteriurEscherichia colizu charakterisierefr. Nieweg und Bremer
veroffentlichten 1997 analoge Studien zu Nuclesgidzifischen Kandlen aus der aul3eren
Membran von Salmonella typhimurium Klebsiella pneumoniaeund Enterobacter
aerogenes® Diese Nucleosid-Transporter werden als Tsx-Protegeeichnet. Von Acimovic
und Coe 2002 publizierte phylogenetische Studidmtéin zu dem Schluss, dass diese Tsx-
Proteine in die Spezies-ubergreifende Familie d¥T Bingruppiert werden solltéi.2004
wurde erstmals eine Kristallstruktur des Tsx-PrategusEscherichia coliverdffentlicht?®
Allerdings stellt sich die Frage, in wie weit diedsorschlag Akzeptanz gefunden hat, denn
von einigen Autoren wurde danach weiterhin postylielass die ENT-Familie den
Eukaryonten vorbehalten it?* Unumstritten ist die Existenz von CNT in Eubaleariund
Eukaryonten. Den prokaryontischen CNT fehlt gegeniilen eukaryontischen der grof3e N-
und C-Terminus. Sie bestehen aus 10-12 TfMBr Transportprozess ist Protonen-abhangig,
wahrend der von eukaryontischen CNT Makoppelt ist. Wichtige Subfamilien sind die der
Uracil-Allantoin- und der NupG/XapB-Nucleosid-Trguster. Die erstgenannte fallt nach de
Koning und Diallinas unter die schon vorgestell®TPFamilie?* Die NupG/XapB-Familie
kommt nur in Bakterien vor, und lediglich vier Miteder konnten bisher identifiziert werden:
yegT, NupG, XapB auEscherichia colund CC1628 au€aulobacter crescentus$

In den meisten Fallen wird die Energie flr einekuselaren Transportprozess an bakteriellen
Membranen durch das Protonenpotenzial bereitgesteié bisher deutlich wurde. Eine
Sonderform des darunter fallenden Antiports st Precursor/Product (Vorlaufer/Produkt)-
Austausch bzw. -Antiport dar. Hier ist die Aufnaheirer gelosten Substanz (Vorlaufer) von
extra- nach intrazellular mit der direkten Abgalmee anderen Verbindung (Produkt) von
intra- nach extrazellular verbunden. Vorlaufer uPribdukt weisen strukturelle Ahnlichkeit
auf und konnen anionischer, kationischer oder a@rtrNatur sein. Beispiele fir solche

Transportsysteme sind der Arginin/Ornithin-Antigrtn Lactobacillus lactis Streptococcus
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sanguis und milleri sowie Enterococcus faecalisder Fumarat/Succinat-Austauscher in
Escherichia coliund der Malat/Lactat-Antiporter ibhactobacillus lactis Diese und weitere
Antiporter sind 1994 von Konings et al. beschrietenden?

ABC-Transporter

Wie die humanen ABC-Transporter bestehen auch dikteliellen aus zwei hydrophoben
Membran-Ubergreifenden Doméanen (MSD) und zwei hykditen Nucleotid-Bindedomé&nen
(NBD). 1982 wurde erstmals eine komplette Genserjueines ABC-Transporters, des
Histidin-Transporters auSalmonella typhimuriufrpubliziert™ Ein NBD-Monomer setzt sich
aus zwei Subdoméanen zusammen, einer grof3eren RegAraSubdoméne aus zwpi
Faltblattern und sechsi-Helices und einer kleineren aus vierHelices geformten
Subdomé&né! Konservierte Sequenzen sind auch hier das Walkemd B-Motiv sowie das
C-Motiv (LSGGQ). Eine Q-Schleife, auch Deckel ogedPhosphat-Schalter genannt, enthalt
Glutamin, welches eine Wasserstoffbriicke zu?Mgusbildet und angreifendes Wasser
bindet. Das H-Motiv enthalt einen hochkonserviertdistidin-Rest, welcher Uber eine
Wasserstoffbriicke mit demy-Phosphat des ATP in Wechselwirkung fHtt. Das
angesprochene ATP-Binde- (=Walker-)Motiv wird alieh ATPasen vom F- und P-Typ und
dem Arsenit/Arsenat-Exporter inEscherichia coli gefunder’® Die Anzahl der
transmembranaren Helices ist bei Importern varjdbgborter bestehen aus zwei MSD mit je
sechs transmembranaremHelices®® Die ATP-Hydrolyse an den NBD verhélt sich
kooperativ, was bedeutet, dass die Hydrolyse aar &omane die an der anderen aktiviert.
Umgekehrt fuhrt die Inaktivierung der ATP-Hydrolys& einer Doméane zum kompletten
Verlust der Transportfunktioff. Dariiber hinaus ist bekannt, dass nur ein ATP-Madlekm
Transport eines Substrates nétig>fsBakterielle ABC-Transporter lassen sich genenell i
Importer und Exporter unterteilen; derzeit sindS2thfamilien prokaryontischer Importer und
24 Subfamilien prokaryontischer Exporter bekafirttauptsachlich Nahrstoffe werden tber
die Importer in Zellen geschleust. Hierzu zahlenck&r, Aminoséuren, Peptide,
Phosphatester, anorganische Phosphate, Sulfatepitdmate, Metallkationen, Eisen-Chelat-
Komplexe, Vitamine und Polyaminé Bei gram-negativen Bakterien erfolgt dabei zuntichs
ein Substrat-Transport Uber die aul3ere Membramspieésweise durch Porine, in den
periplasmatischen Raum. In diesem befinden sichekBe€, hochaffine Substrat-
Bindeproteine (SBP, PBP) in geltdster Form, die, 8lsbstratfanger” fungieren. Sie liegen in
einer Art offenen Konformation vor und schliel3echsiwenn ein Substrat bindet. Schlie3lich

geben sie das Substrat an den Transporter ab. gxaom-positive Bakterien konnen tGber SBP
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verfigen. Da gram-positive Bakterien keinen pesplatischen Raum besitzen, sind die SBP
hier Uber Lipidfunktionen fest in der Zellmembraerankert. Transporter, denen SBP
assoziiert sind, zeichnen sich gegentber Trangpootene SBP durch eine hdohere Spezifitat
und Affinitéat bzw. Transportrate aus. Mutationere du funktionslosen SBP fiihren, ziehen
den Verlust der Transporteigenschaften mit sich,s wWaelegt, dass SBP fir den
Transportprozess der jeweiligen Transporter essesind> Da Bakterien sensitiv auf einen
osmotischen Schock reagieren, kbnnen sie dabeiSBie und folglich auch die Fahigkeit
zum transmembranaren Transport mittels ABC-Tranepoerlierert?

Die ABC-Exporter gliedern sich in solche, die ihubStrat direkt ins Medium entlassen und
solche, die lediglich eine Uberwindung der Cytopliasnembran erlauben. Die erstgenannten
arbeiten zusammen mit zwei sogenannten Helferprerei- einem Kanal in der &ufR3eren
Membran und einem Verbindungsprotein, das zur Fander Membranfusionsproteine
gehort und den Transporter mit der auf3eren Membednindet. Sie sind in gram-negativen
Bakterien beheimatet und fiir den Export von Preteinerantwortlici®> ABC-Exporter, die
Substrate nur Uber die Cytoplasmamembran befordeenden auch ABC2-Transporter
genannt und exportieren Polysaccharide und einigmeistoffe’® Sie spielen daher eine
wichtige Rolle in der Resistenz gegeniber antibobti wirkenden Arzneimitteln. Fur die
Ablaufe der Transportprozesse bei Im- und Exporsemd mehrere Modelle beschrieben. Die
Modelle fur den Import basieren auf strukturellemd ufunktionellen Untersuchungen am
Maltose-Transporter MallcG und dem Vitamin B-Transporter BtuCD au&scherichia
coli.® Initiiert wird der Transportprozess durch die hatdion des Substrates bzw. des
Komplexes aus SBP und Substrat mit den MSD. Diediwg des Substrates an die TMD
induziert eine Konformationsanderung in diesenchelsich auf die NBD ubertragt und dort
die ATP-Hydrolyse startet. Im MalK-basierten Modédt der Kanal fir den Substrat-
Durchtritt zur periplasmatischen Seite hin verssbém und zur cytoplasmatischen Seite hin
gebffnet. Dimerisierung der beiden NBD und ATP-BRind offnet den Kanal zur
periplasmatischen Seite und lasst das Substrat reint Rickkehr in die
Ausgangskonformation entldsst das Substrat ins plagma. Das BtuCD-basierte Modell
sieht im Ausgangszustand eine in Richtung des Rsnpa geotffnete Kanalpore vor, in die
sich das Substrat einlagern kann. Dimerisierung N&D 6ffnet den Kanal an der
cytoplasmatischen Seite und gibt das Substrat frei.

Eine schematische Darstellung dieser Modelle igtdh. 3 zu finden.
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Btu-basiertes Modell MalK-basiertes Modell

MSD | MSD

NBD NBD

Abb. 3. Modelle fur bakterielle ABC-ImporterMSD: membranibergreifende DomansBD:
Nucleotid-Bindedomane ATP: Adenosintriphosphat, modifiziert nach Davidson und
Chen??

Wie die humanen ABC-Transporter besitzen auch dlgdniellen Exporter zwei bestimmte
nicht-tberlappende kooperative Arzneistoff-Bindwsigen, benannt mit H- und R-
Bindungsstelle. Untersuchungen an UberexprimieNESD LmrA aus Lactococcus lactis
ohne NBD in Abwesenheit von ATP zeigten, dass aiftux von Stoffen wie Ethidium
maoglich war. Dieser wurde auf einen sekundarenvektiTransport in Form eines Proton-
Ethidium-Symports durch die MSD zuriickgefutirDies lasst vermuten, dass sich die ABC-
Transporter evolutiondr aus sekundaren aktiven spansystemen entwickelt und ihre
Fahigkeit zur ATP-Hydrolyse erst spater erlangt em® Der Efflux-Prozess von
Arzneistoffen Uber bakterielle ABC-Transporter kamit drei verschiedenen Modellen
beschrieben werdef. Im ersten wird davon ausgegangen, dass jede Toresmilfte,
bestehend aus einer MSD und einer NBD Uber einst&aiBindungsstelle verfiigt. Wahrend
der ATP-Hydrolyse orientiert sich eine Bindungdstet Richtung extrazellular, die andere in
Richtung intrazellular. Dieses Modell wird auch ,@wZylinder-Maschinen-Modell*
genannt? Das zweite Modell sieht eine Substrat-Bindungksteadr, die zwischen den beiden
MSD liegt. Nach der ATP-Hydrolyse verlagert sicles# Bindungsstelle von der Innen- an
die AuRenseite der Membran und gibt das Substeat’fim dritten Modell werden zwei

koexistierende Bindungsstellen angenommen, eirgrigagfine, nach extrazellular gerichtete
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und eine hochaffine nach intrazellular gerichtddas Substrat bindet an die hochaffine
Bindungsstelle, deren Affinitat daraufhin abnimmtas Substrat bewegt sich weiter zur
niedrigaffinen Bindungsstelle, und wird von diesech extrazellular freigegeben. ATP-
Hydrolyse versetzt das System in seinen Ausgangsmiguriick®

Tab. 3 gibt einen Uberblick tiber verschiedene bakteri@BC-Transporter-Familien.

Tab. 3. Bakterielle ABC-Transporter-Familiéh

Familie TC- Anzahl
Klassifikation® Aminoacyl-
Reste

Carbohydrat-Aufnahme-Transporter-1 3.A11 421
Carbohydrat-Aufnahme-Transporter-2 3.A.1.2 343
Polare Aminosauren-Aufnahme-Transporter 3.A.1.3 262
Hydrophobe Aminosauren-Aufnahme-Transporter 3.Al4 376
Peptid-Nickel-Aufnahme-Transporter 3.A.15 532
Sulfat-Aufnahme-Transporter 3.A.16 342
Phosphat-Aufnahme-Transporter 3.A.1.7 334
Molybdat-Aufnahme-Transporter 3.A.1.8 251
Phosphonat-Aufnahme-Transporter 3.A.19 300
Eisen(lll)-Aufnahme-Transporter 3.A.1.10 328
Polyamine-phosphonat-Aufnahme-Transporter 3.A1.11 352
Quartare-Amine-Aufnahme-Transporter 3.A.1.12 421
Vitamin B;-Aufnahme-Transporter 3.A.1.13 279
Eisen-Chelat-Aufnahme-Transporter 3.A.1.14 327
Mangan-Zink-Eisen-Chelat-Aufnahme-Transporter 3.761 306
Nitrat-Nitrit-Cyanat-Aufnahme-Transporter 3.A.1.16 451
Taurin-Aufnahme-Transporter 3.A.1.17 333
Mogliche Kobalt-Aufnahme-Transporter 3.A.1.18 105
Thiamin-Aufnahme-Transporter 3.A.1.19 346
Eisen-Aufnahme-Transporter in Brachyspira 3.A.1.20 346
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1.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Neben Enzymen stellen G-Protein-gekoppelte Rezepto(GPCR) die wichtigsten
Zielstrukturen fur auf dem Markt befindliche Arzegiffe dar (sieheAbb. 1). Der
grundlegende Unterschied zwischen den bereits stelifen Transportproteinen und GPCR
besteht darin, dass Transporter einen direkten afigsh von chemischen Verbindungen
zwischen intra- und extrazellularem Milieu ermolgéa, dem gegebenenfalls physiologische
Vorgange nachgeschaltet sind, wahrend den Rezepthreh extrazellulare Ligandbindung
eine Konformationsanderung widerfahrt, der einen8liigansduktionskaskade im Zellinneren
folgt. Beim Menschen sind tber 800 verschiedendslaCR kodierende Sequenzen bekannt,
was diese Superfamilie zu einer der grof3ten Pratmilien im menschlichen Organismus
macht®® Der groRte Anteil dieser Rezeptoren ist im Gehitn finden®? Aufgrund der
Diversitat bezuglich ihrer Funktion und Ligandenedert sich die GPCR-Superfamilie in
mehr als 100 Subfamilien. Liganden fir GPCR sinmtelg organische Geruchsstoffe, Amine,
Polypeptide, Lipide, Nucleotide, Photonen und vielehr und somit chemisch-strukturell
aulBerst breit gefachert. Die Grundstruktur allerCBPhingegen ist einheitlich. Sie ist
gekennzeichnet durch eine Aminosaurekette, dieisi€lorm vona-Helices sieben mal durch
die Lipiddoppelschicht der Zellmembran windet. Daliesteht jede transmembranére
Doméne (TMD) aus 25-35 Aminosauren. Das Merkmal sieben TMD verleiht diesen
Rezeptoren auch die Bezeichnung 7-Transmembrans bldptahelix-Rezeptoren. Die
Aminosaurekette bildet drei extra- und drei intth#ére Schleifen (Loops) und endet
extrazellular mit einer Aminofunktion (-NHK N-Terminus) und intrazellular mit einer
Carboxylgruppe (-COOH, C-Terminus). Der C-Terminugfiigt tUber Phosphorylierungs-
und Palmitoylierungsstellen sowie Uber Bindungtstelfir das G-Protein. Dieses kann
daneben auch an Aminosauren der dritten intrazeéul Schleife binden. G-Proteine sind
Heterotrimere und somit aus drei verschiedenenrdimigeiten zusammengesetzt, welche mit
a, p undy bezeichnet werden. Die-Untereinheit dient zur Bindung der Guaninnuclestid
Guanosin-5'-diphosphat (GDP) in der inaktiven unga@sin-5'-triphosphat (GTP) in der
aktiven Form des Rezeptors. Die hydrophoben Umtkegien3 und y verankern den G-
Protein-Komplex in der Zellmembr&i Einzelne GPCR unterscheiden sich vor allem inrihre
Gensequenz, der Lange und Funktion des C- und Mhhes und den intrazellularen
Schleifen. Die erstmalige Aufklarung der dreidimenalen Struktur eines GPCR gelang
Palczewski im Jahr 2000 mit der hochauflésendest&listruktur des Rinder-Rhodopsitis.
Dieser Meilenstein in der Erforschung G-Proteingielter Rezeptoren erlaubte Einblick in
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den Aufbau eines GPCR auf atomarer Ebene mit em@simalen Auflésung von 2,8 A und
war Grundlage fur weitere dreidimensionale Rezeptalelle. 2007 und 2008 wurden die
Rontgenkristallstrukturen der G-Protein-gekoppelfan B.- und Aa-Rezeptoren publi-

ziert®*®° In diesen wurden die Rezeptoren in Gegenwart Istignender Verbindungen wie
bekannter Agonisten oder Antagonisten KkristalltsieDurch diese Modelle liel3 sich
nachweisen, dass je nach Ligand unterschiedlichandséuren an der Bindung beteiligt sind

und damit auch die Bindungstasche unterschiedbkdlisiert und orientiert sein kann.

Signaltransduktion
Essentiell fur die Signalweiterleitung der GPCR ste schon im Namen ausgedrickt, die
Interaktion mit einem bereits erwéhnten G-Prot&me schematische Darstellung der im

folgenden beschriebenen Prozesse igthh. 4 zu finden.

Abb. 4. Zyklus eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors.

Das aus den Untereinheiten f undy zusammengesetzte G-Protein ist Uberfdieind y-
Untereinheit in der Membran verankert. Im Ruheausdides Rezeptors ist das Nucleotid GDP
an diea-Untereinheit des G-Proteins gebundé&h Qurch die Bindung eines Agonisten an
den Rezeptor ) werden die a-helicalen TMD umstrukturiert 3), was in einer
Konformationsanderung des Rezeptors resultiertswird an die intrazellulare Doméne
weitergeleitet und bewirkt dort eine Senkung deiinittit zwischeno-Untereinheit und GDP.
Es kommt zu einem Austausch des gebundenen GDm @ggge @). Daraufhin dissoziiert
die a-Untereinheit von derpy-Untereinheit ab und tritt in Wechselwirkung mit

Effektorsystemen 5). Je nach G-Protein (sieh€ab. 4) kann eine stimulierende oder
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inhibierende Wirkung auf Zielproteine (ProteinkiaasAdenylatcyclase, Phospholipase C)
erfolgen, welche wiederum die Bildung sogenannteecond messenger“-Verbindungen
(cyclisches Adenosin-3',5'-monophosphat cAMP, b, 4,5-trisphosphat B Diacyl-
glycerol DAG) beeinflussen. Unabhangig von deUntereinheit kann digy-Untereinheit
membranstandige Effektoren wie Acetylcholin-gestiue Kaliumkanale, neuronale
spannungsabhangige Calciumkanéale oder Enzyme vaePtliosphatidylinositol-3-Kinase
(P1K) und die Isoenzym@, und 3 der Phospholipase C aktivieren. Die Signaltransdnk
wird beendet, indem die-Untereinheit das GTP durch ihre GTPase-Eigensehafi GDP
und Phosphat spalted)( Die a-Untereinheit dissoziiert vom Zielprotein ab unéssoziiert
mit der By-Untereinheit. Somit liegt das G-Protein wiedese@iner urspriinglichen Form, mit
GDP gebunden, und der Rezeptor in seinem inak#ftestand vor. Wahrend dieses Zyklus’
liegt der Rezeptor zu Beginn in einem Ruhezustamdder sich durch eine hohe Affinitat far
Agonisten auszeichnet. Dissoziation des G-Prote@implexes versetzt den Rezeptor in einen
niedrigaffinen Zustand fur Agonisten, der durch Rettierung des G-Proteins und Ruckkehr
in den Ausgangszustand aufgehoben wird. Ausschieyge fir die Aktivierung der
genannten Effektorsysteme ist die Struktur deUntereinheit des G-Proteins, welche
stimulierend oder inhibierend auf das Effektorpimoteirken kann. Eine Einteilung der G-
Proteine in verschiedene Familien istliab. 4 dargestellt.

Tab. 4. Klassifizierung der G-Proteifie

a-Untereinheit Effektorprotein und Funktion

Gio Inhibition der AC, cAMP]
Aktivierung und Hemmung spannungsabhangiger lonailka
wie Kanale fiir K (Aktivierung) und C& (Hemmung)

Got Stimulation der AC des Riechepithels, cAMP
Gq/11/14/15/16 Stimulation der PLC, |?T, DAG i

Gi2113 Aktivierung der Proteins Rho, Stimulierung der Rfioase
Gs Stimulation der AC, cAMP

Gt Stimulation der PDE6, cGMP

i: inhibitorisch, o: anders (,other"), olf: olfaktorisch, q: die Phospholipase C stimulierend; die
Adenylatcyclase stimulierend; Phosphodiesterase-stimulierendC: Adenylatcyclase,cAMP: cyclisches
Adenosinmonophospha®LC: Phospholipase AP3: Inositol-1,4,5-trisphosphaDAG: Diacylglycerol, PDE:
PhosphodiesteraseGMP: cyclisches Guanosinmonophosphat

Wie bisher deutlich wurde, nimmt die AktivierungR3etein-gekoppelter Rezeptoren in den
meisten Fallen Einfluss auf die Funktion der AC wiet PLC. Daneben kénnen GPCR

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen) iaieren’? Dies sind Serin/Threonin-
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Kinasen, die an der Regulierung des Zellwachstumdgr Apoptose und der
Zelldifferenzierung beteiligt sinf. In Saugetieren sind drei Klassen dieser Enzyme
beschrieben: extrazellular regulierte Kinasen (ER¥jess-aktivierte Proteinkinasen (SAPK)
und die c-Jun-N-terminale Kinase (JNK)™

Liganden

Da der Focus des Rezeptor-bezogenen TeilprojekéserdArbeit auf der Charakterisierung
neuartiger Rezeptor-Liganden liegt, werden an di&selle die verschiedenen Klassen von
Liganden im Hinblick auf ihre prinzipielle Funktiarlautert. Die Bindung eines Liganden an
einen Rezeptor wird durch lonenbindung, Wassetstidken, hydrophobe
Wechselwirkungen oder van-der-Waals-Krafte erméglicGenerell lassen sich Rezeptor-

Liganden in drei Gruppen einteilen:

» Agonisten: Substanzen, die bevorzugt an den Rezeptor imeak#iustand binden
und das Gleichgewicht nahezu vollstéandig zur aktit®nformation verschieben.
Agonisten besitzen intrinsische Aktivitat, d. hneinachgeschaltete Signaltrans-
duktionskaskade und ein physiologischer Effekt wardusgelost.

* Antagonisten: Verbindungen, die durch Interaktion mit dem ina&tivRezeptor
dessen Aktivierung verhindern.

* Inverse Agonisten: Wirkstoffe, die den Anteil konstitutiv aktiver Reatoren
herabsetzen. Es handelt sich um Antagonisten radrénagonistischer Aktivitat,

und die meisten therapeutisch genutzten Antagangegloéren zu dieser Klasse.

Auf die Zustande eines Rezeptors wird an spatdedleidaher eingegangen.

Die Agonisten lassen sich je nach Ausmald der giamen Aktivitat involle und partielle
Agonisten unterteilen. Die Fahigkeit des Agonisten, eine Ring, einen Effekt auszulésen,
wird als intrinsische Aktivitat bezeichnet. Sie tgidas Verhéltnis zwischen dem vom
Agonisten hervorgerufenen Effekt und dem maximalgiotien Effekt des jeweiligen
Systems an. Rechnerisch ergibt sich somit fir vagenisten eine intrinsische Aktivitat von
1, fUr partielle Agonisten ein Wert zwischen 0 undie Eigenschaft partieller Agonisten, in
Gegenwart eines vollen Agonisten antagonistischvaleen, in Abwesenheit dessen aber

agonistisch, lasst ihnen die alternative Bezeicgnigonisten-Antagonisten zukommen.
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Antagonisten lassen sich in sechs Typen unterteilen

* Kompetitiver Antagonist: Substanz mit Affinitdt zur Agonist-Bindungsstetles
Rezeptors, aber ohne intrinsische Aktivitat. Chemagtikum ist die gemafld dem
Massenwirkungsgesetz magliche gegenseitige Verdrimgon der Bindungsstelle
durch Konzentrationserh6hung, welche sich in ei@allelverschiebung der Dosis-
Wirkungs-Kurve des Agonisten nach rechts in Gegenhdes Antagonisten zeigt.

» Allosterischer Antagonist: Verbindung, die an eine andere Stelle des Rezeptors
bindet als der Agonist und dadurch eine ReduktemAgjonist-Affinitat induziert.

« Kompetitiver-nicht-kompetitiver Antagonist: Substanz, die in niedrigen
Konzentrationen kompetitiv antagonistisch und imér@n Konzentrationen nicht-
kompetitiv antagonistisch wirkt.

* Funktioneller Antagonist: Verbindung, die durch ihren entgegengesetzten Effek
die Wirkung eines Agonisten schwacht oder aufhebt.

* Physiologischer Antagonist: funktioneller Antagonist, der an einem anderen
Zellsystem im Organismus wirkt als der Agonist.

* Chemischer Antagonist: Verbindung, die mit einem Wirkstoff reagiert unchih

dadurch inaktiviert.

In der vorliegenden Arbeit werden Agonisten sowoenketitive Antagonisten thematisiert.

Die oben angesprochenen Zustande oder Konformatides Rezeptors lassen sich durch
unterschiedliche Modelle beschreiben. Nach dem rsogden Zwei-Zustande-Modell
befindet sich der Rezeptor in einem dynamischenclgewicht zwischen dem inaktiven
(Ruhe-) und dem aktiven (aktivierten) Zustand. Inw&senheit eines Liganden ist dieses
Gleichgewicht quantitativ zur Seite des Ruhezustangrschoben. Als konstitutiv aktiv wird
ein Rezeptor bezeichnet, wenn er sich in Abwesérdiees Liganden dennoch im aktiven
Zustand befindet. Nach diesem Modell binden Agenistelektiv nur an den aktiven Zustand
und fordern dessen Vorliegen. Antagonisten zeigen Affinitat zum Ruhezustand und
beginstigen diesen. Je nach Aktivitat des Rezetoch oder niedrig) kann ein Antagonist
zu einem dem Agonisten entgegengesetzten EffekenfilDieser Antagonist wird auch als
inverser Agonist bezeichnet. Ein anderes Modellhtsigor, dass Agonisten an den

Ruhezustand des Rezeptors binden und dadurch emvweabidlung in den aktiven Zustand
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auslésen. Antagonisten hingegen binden an den Rstae®, ohne eine

Konformationsanderung zu induzierén.

Purinerge Rezeptoren

Die in dieser Arbeit untersuchten P2Y-Rezeptorenleréizur Familie der P2-Rezeptoren,
welche gemeinsam mit den PO- und P1-Rezeptorersdippe der purinergen Rezeptoren
bildet (sieheAbb. 5).

Purinerge Rezeptoren

PO Pl P2
(Adenin-Rezeptoren) (Adenosin- (Nucleotid-Rezeptoren)
Nucleosid-
Rezeptoren

PTAN

AdelR| |Ade2R| |A;|[Asn| A As||P2X1-7| P2Y, ;4611121314

Abb. 5. Einteilung purinerger Rezeptoren.

Drury und Szent-Gyorgyi entdeckten 1929 erstmalsssd®urine durch Bindung an
extrazellulare Strukturen intrazellulare Signalslasen kénnef’ Der Begriff der purinergen
Rezeptoren wurde rund 50 Jahre spater 1976 von @gd¥urnstock ins Leben geruféh.
Kurz darauf erfolgte 1978 die grundlegende Eintejlin P1- und P2-RezeptoréhDie
Beobachtung, dass sich einige P2-Rezeptoren dymmiBine und Purine aktivieren lassen
und die Untersuchung der Signaltransduktionswege lamiekten Rezeptoren bildeten die
Basis fir die Unterteilung in P2X- und P2Y-Rezeptordie schliel3lich 1994 abgeschlossen
wurde®>®! Momentan ist die Existenz von sieben P2X- und &2\Y-Rezeptor-Subtypen

bewieserf?®* Auf die einzelnen Subtypen wird an spéaterer Steilgen eingegangen.

PO-Familie

Die jungste Familie der purinergen Rezeptoren stigPO-Familie der Adenin-Rezeptoren
dar. Bender et al. publizierten 2002, die Nucleobadenin als physiologischen Agonisten
eines sogenannten ,Orphan“-Rezeptors der Ratte ifidéert zu haberf> Als ,Orphan*-

Rezeptor wird ein Rezeptor bezeichnet, dessen ghgscher Ligand bis dato noch nicht



Einleitung 25

identifiziert werden konnte. Adenin-Bindung an dthenin-Rezeptor l0st eine;@ekoppelte

Inhibition der Adenylatcyclase aus. Aufgrund seirfeshen Expression in den kleinen
Neuronen der Rickenmarksganglien wird eine Betailigan der Schmerzweiterleitung
diskutiert® AuRerdem wird fiir Adenin eine pathophysiologisched®itung in der Niere
angenommen, denn es wurde beobachtet, dass Patraintehronischer Niereninsuffizienz
eine mit dem Schweregrad der Erkrankung zunehmaddeainkonzentration im Blutplasma
aufwiesen (Gesunder: 0,07 pM Adenin, Erkranktes bu 1,45 puM Adenin> Bisher

konnten Adenin-Rezeptoren in Maus und Ratte idiergit werden, ein direktes Ortholog im

Menschen ist derzeit noch nicht gefundzfy.

P1-Familie

Endogener Ligand aller Mitglieder dBd-Rezeptorfamilieist das Nucleosid Adenosin. Auf
Basis ihrer Struktur und Pharmakologie werden dideosin-Rezeptoren in die vier
Subtypen A, Aza, Azs und Ag unterteilt. Die Affinitdt von Adenosin an dem-Aund Apa-
Rezeptor liegt im nanomolaren, die zumysA und As-Rezeptor im mikromolaren
Konzentrationsbereich. Eine Ubersicht dieser viezdptor-Subtypen mit den zugehérigen

Effektorsystemen sowie bekannten Agonisten und gortesten ist infab. 5 dargestellt.

Tab. 5. Einteilung der Adenosin-Rezeptoren

Subtyp Ay Aoa Acg Az

G-Protein Gi, Go Gs, Gorr Gs Gy11 Gi, Gy1

Effekt cAMP | CAMP 1 CAMP, IP;, cAMP |
IPs, DAG, DAG, IP3, DAG,
KJre>4<_traze||ul£a'ur Caz +intrazelluleirT Caz +intrazelluléeirT
Ca2 intrazellularT

Agonisten CPA®® CGS-21688  BAY-60- AB-MECA®®
ccpa® 658399 Cl-IB-MECA®!
R-PIA%8 PENECA"

Antagonisten ~ DPCPX® MSX-2% MRS-1754’ PSB-16%
LUF5417? SCH-58261° PSB-60%8 PSB-11%
PSB-36° ZM-241385°  PSB-603° MRE-
PSB-63* 3008F23°

Exprimiert sind Adenosin-A-Rezeptoren in hoher Dichte in bestimmten Arealen des
Gehirns wie Cortex, Cerebellum und Hippocampus eomi Rickenmark, Auge, Herz und in
der Nebennieré®® Aktivierung von A-Rezeptoren im ZNS filhrt zu sedativen,

antikonvulsiven und anxiolytischen Effekten, indedie Freisetzung exzitatorischer
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Neurotransmitter gehemmt wit® Aj-Antagonisten zeigen somit ZNS-stimulierende
Wirkung und besitzen therapeutisches PotenziaéimB&handlung von Demenzerkrankungen
und Depressionei® Im Herzen sind ARezeptoren am Sinoatrial- und
Atrioventrikularknoten lokalisiert und vermittelnegativ chronotrope, dromotrope und
inotrope Effekte?? Agonisten wie Tecadenoson, Selodenoson und P @i#5Kandidaten
fir klinische Studien zur Behandlung atrialer Atthmien!®* Antagonisten kommt
Bedeutung in der Behandlung der Herzinsuffizienz Eiir den nicht-nucleosidischen
Adenosin-A-Rezeptor-Agonisten Capadenoson (BAY-68-4986) kendie Phase 1l der
klinischen Studien zur Behandlung des Vorhofflimnsemabgeschlossen werden. Dig- A
Agonisten GW493838 und GR792363 besitzen PoteatsaAnalgetika. Der ARezeptor-
Partialagonist CVT-3619 vermittelt eine erhdhteulimsensitivitat und kénnte dadurch in der
Therapie des Typ 2-Diabetes eingesetzt weteBindung von Adenosin an:ARezeptoren
der Niere bewirkt eine Vasokonstriktion und damimee Reduzierung der glomeruléren
Filtrationsrate. Gleichzeitig wird die Sekretionnv&®enin und die Freisetzung verschiedener
Neurotransmitter gehemmt. Antagonisierung dieseieki# konnte der Behandlung des
Nierenversagens, der renalen Dysfunktion, der Neghder Hypertonie und von Odemen
dienen'®

Adenosin-Aa-Rezeptorenwerden ebenfalls in hoher Dichte im Gehirn gefundaer vor
allem im Striatum, Caudate-Putamen, Nucleus accombmd Tuberculum olfactoriuni?
DarUberhinaus werden sie von Endothelzellen, Leyteo¢ Thrombocyten und glatten
Muskelzellen exprimieft? Im Gehirn vermitteln die A-Rezeptoren wie die ARezeptoren
eine sedative Wirkung. Agonisten und Antagonistaetelm &ahnliches therapeutisches
Potenzial wie die schon beschriebengALyanden. Besonderes therapeutisches Augenmerk
ist der beschriebenen Interaktion zwischen-Aind Dopamin-B-Rezeptoren im Striatum zu
schenken. Aktivierung von A-Rezeptoren resultiert in einer Affinitditsabnahmes d}-
Rezeptors gegeniiber Agonist8fi Aa-Antagonisten stellen somit potenzielle Therapeutik
zur Behandlung des Morbus Parkinson§Ar.

Das Vorkommen vormdenosin-Agg-Rezeptorenkonzentriert sich vor allem auf die Blase,
den Gastrointestinaltrakt, die Lunge und Mastzellem Gehirn werden sie nur in geringer
Dichte gefunden® Aktivierung von Ag-Rezeptoren im Darm induziert die Ausschiittung
des proinflammatorischen Cytokins IL-6, welches der Entstehung der Colitis beteiligt
ist1% Antagonisierung bietet Mdglichkeiten zur Behandjurchronisch entziindlicher
Darmerkrankungen. Auch in der Lunge vermittelt di&,g-Rezeptor-Stimulation

proinflammatorische Effekte, so dass Antagonisten der Behandlung von
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Lungenerkrankungen wie Lungenentziindung, Lungesdgioiund Asthma eingesetzt werden
kénnten. Diskutiert werden zudem hemmende Eigefigchaon Ag-Antagonisten auf die
GefaRneubildung bei Tumorét?.

Adenosin-As-Rezeptoren konnten in der Leber, Lunge, Aorta, Plazenta und Gehirn
gefunden werdelf® Neben den sedierenden Effekten im Gehirn ist betkatass durch A
Rezeptor-Aktivierung in der Lunge vor allem inflaatarische Prozesse beglnstigt werden.

Daraus resultieren Behandlungsmdéglichkeiten fiziemdliche Erkrankungen und Asthma.

P2X-Rezeptoren der P2-Familie
Wie in Abb. 5 zu erkennen, gliedert sich die Familie der P2-Re&xen in P2X- und P2Y-

Rezeptoren. Da die funktionellen Untersuchungen Riezeptor-Teilprojektes dieser Arbeit
ausschlieBlich an P2Y-Rezeptoren durchgefihrt wyraeerden diese in einem folgenden
Kapitel ausfuhrlicher vorgestellt. Nun wird ledighi auf die P2X-Rezeptoren néher
eingegangen.

Im Jahr 1994 gelang die erste Isolierung der cDNA P2X-Rezeptoreh! Eine
Klassifizierung dieser Rezeptoren wurde 2001 voakkhet al. beschriebéff Bis heute sind
sieben P2X-Rezeptor-Subtypen beschrieben, die @W1Pbis P2X7 bezeichnet werden.
Derzeit liegen keine Hinweise vor, dass mehr Sudatypxistieren. P2X-Rezeptoren sind
Ligand-gesteuerte lonenkanéle. Die P2X-Untereieheinthalten 384-595 Aminoséauren,
zwei hydrophobe transmembrandre Doménen und eiygoplasmatischen C- und N-
Terminus'™® P2X-Rezeptoren liegen als Homo- oder Hetero-TdiercHexamere vor:* Sie
formen Kationen-selektive Kandle, welche sich inllisekunden nach der Bindung des
Agonisten 6ffnen. Endogener Ligand aller P2X-Reaefubtypen ist das Nucleotid ATP,
welches EGyx-Werte im Bereich von 1-10 puMn rekombinanten P2X-Rezeptoren aufweist.
Ausnahme ist der P2X7-Rezeptor mitgg@Verten fur ATP von etwa 100 uM. Dieser Subtyp
unterscheidet sich aul3erdem gegenuber den and2keiR&zeptoren durch seinen langeren
C-Terminus, der fur die Interaktion mit elf versetdenen zellularen Proteinen wie Laminin
az, B-Actin, Phosphatidylinositol-4-Kinase und weiteregrantwortlich gemacht wird. P2X-
Rezeptoren sind vor allem in Neuronen, weichen Mlzslen und Makrophagen hoch
exprimiert. Tab. 6 gibt einen Uberblick iiber die P2X-Rezeptor-Subtyp® Hinblick auf

ihre physiologischen Funktionen.
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Tab. 6: Charakteristika der P2X-RezepotEh

Subtyp endogener Subtypen zur Phanotyp der jeweiligen
Agonist Bildung von Knockout-Maus
Oligomeren
P2X1 ATP 1,2,3,5,6 Kontraktion des Vas defergns

Infertilitat ()

neurogene Vasokonstriktign
Autoregulation des renalen
Blutflusses|

P2X2 ATP 1,2,3,56 ventilatorische Gegenreguiabei
Hypoxie |
P2X3 ATP 1,2,3,5 Harnblasenreflgx

Schmerzwahrnehmung durch ATP
und Formalin]

P2X4 ATP 4,5,6 -
P2X5 ATP 1,2,3,4,5,6 -
P2X6 ATP 1,2,4,5,6 -
P2X7 ATP 7 ATP-vermittelte Abtotung von

Mycobakterien und Cytokin-
Produktion in Macrophageh
Anderungen in Knochenbildung
und -resorption

Im folgenden wird auf die in dieser Arbeit ndhettarauchte Gruppe der P2Y-Rezeptoren

eingegangen.

121 P2Y-Rezeptoren

Bis heute wurden acht Subtypen der P2Y-Rezeptoreschoieben und kloniert:
P2Y124611121334 Die in dieser Reihe fehlenden Nummern reprasemtieentsprechende
GPCR von Wirbeltieren, die nicht zur Gruppe derdgfiere gehéren, oder Rezeptoren mit
Sequenzhomologie zu P2Y-Rezeptoren aber ohne gigdewBezug zu Nucleotide. Fiir
P2Y-Rezeptoren gelten die unter.2 beschriebenen strukturellen und funktionellen
Charakteristika fur GPCR. Allen P2Y-Rezeptoren gemesind konservierte
Aminosauresequenzen in der sechsten transmembmam@mane, ein aus H-X-X-R/K
bestehendes Motiv. Aufgrund weiterer Sequenzhonmtotpssen sich die acht Rezeptor-
Subtypen in zwei Gruppen, A und B, einteifénMitglieder der Gruppe A teilen ein Y-Q/K-
X-X-R-Motiv in TMD 7; dies sind der P2, 46 und P2Y;-Rezeptor. Gruppe B zeichnet
sich durch ein K-E-X-X-L-Motiv in TMD 7 aus und uadst die Subtypen P2¥:3 und
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P2Y..'™ Die Sequenzhomologie zwischen den einzelnen Remsptist insgesamt eher
gering. Wahrend alle genannten P2Y-Rezeptoren nitrdbeinen interagieren, ist fur einige
Subtypen eine Modulation von lonenkanélen bescanelAktivierung des P2Y,s und
P2Y:-Rezeptors ist mit einer SchlieRung von*Giéanalen verbunden, wahrend P2Y
Aktivierung diese Kanale 6ffnéf. Stimulation einiger P2Y-Rezeptoren fiihrt, wie unte?
allgemein erlautert, zu einer Aktivierung von MARAKsen und ERK. Wichtige

Charakteristika der P2Y-Rezeptoren sind &b. 7 zusammengefasst.

Tab. 7. Charakteristika der P2Y-Rezeptofett®

Subtyp G-Protein Effektor endogener Gewebe mit hoher
Agonist Expression
P2Y; Gq PLC ADP Herz, Hirn, Plazenta, Lunge,

Leber, Muskulatur, Niere,
Pankreas, Milz,
Thrombocyten

P2Y, Gy(+G) PLC ATP, UTP Atemwege, Darm,
Epithelien, Hirn,
Leukocyten, Testes, Niere,
Knochen, Macrophagen

P2Y, Gy(+G) PLC UTP Pankreas, Plazenta, Hirn,
Herz, Astrocyten, glatte
Muskulatur, Lunge, Darm

P2Ye Gq PLC UDP T-Lymphocyten, Plazenta,
Milz, Thymus, Leukocyten,
Lunge, Darm, Astrocyten

P2Y1, Gyt Gs PLC, AC ATP Plazenta, Milz, Darm,
Granulocyten

P2Y12 G AC ADP Thrombocyten, Hirn

P2Y13 G AC ADP Hirn, Immunzellen, Milz,
Lunge

P2Y14 G AC UDP-Glucose Plazenta, Hirn, Milz, Magen,

Darm, Herz, Lunge, Thymus

Abkirzungen: sieh&ab. 4

Da in der vorliegenden Arbeit ausschliel3lich Expemte an den Subtypen P2yund P2Y%
durchgefuhrt wurden, werden diese Subtypen nachrfiolgletaillierter beschrieben.
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Der P2Y,-Rezeptor

Dieser Subtyp konnte bisher von Mensch, Ratte, Miasinchen sowie aus Purkinje-Zellen
kloniert werdenf? Der humane P2¥Rezeptor besteht aus 377 Aminosauren, besitzt zwei
glycosylierte Positionen im N-Terminus und kommtzwei polymorphen Formen vot°
Seine Aktivierbarkeit durch zwei unterschiedlichackotide, ATP ) und UTP 2) (siehe
Abb. 6), verleint ihm eine Sonderstellung unter den P2¢éptoren. Eine Desensibilisierung
des P2¥-Rezeptors tritt nach einer Dauer von rund 5 min, @élie der Rezeptor dem
Agonisten UTP ausgesetzt ist, und klingt 5-10 machnEntfernung des Nucleotids wieder
ab’ Die Gr-gekoppelte Signaltransduktion (sighab. 4) resultiert in einer Freisetzung von
C&" aus intrazellularen Speichern wie dem Endoplastiain Reticulum und damit in einem
Anstieg des intrazellularen Calciumspiegél®ieser Effekt macht den Rezeptor zuganglich
fur funktionelle pharmakologische Untersuchungeie, auf der Freisetzung intrazellularen
Calciums basieren, wie sie in der vorliegenden Araegewendet wurden und an spaterer
Stelle beschrieben werden. Die physiologischenpatdophysiologischen Effekte des B2Y
Rezeptors sind vielfaltig. Aktivierung dieses Rdpep erhtht die Synthese und/oder
Freisetzung von Arachidonséure, Prostaglandinen @idkstoffmonoxid (NO), was
proinflammatorische Prozesse wie Chemotaxis und Immunzell-Migratiogumstigt oder
im Falle der NO-Freisetzung zwasodilatation filhrt.”> Therapeutisches Potenzial fiir
selektive P2¥-Antagonisten wird aus diesem Grund in der Behargllentzindlicher
Prozesse, die durch Stimulation von BXRézeptoren in der Lunge, auf Mastzellen und
eosinophilen Leukocyten ausgeldst werden, gesefien.

Daruber hinaus sind P23Rezeptoren an déellproliferation beteiligt, indem die Rezeptor-
Aktivierung zur Proliferation und/oder Migration tmaner epidermaler Keratinocyten,
Lungenepithel-Tumorzellen, Gliomzellen und weichdtuskelzellen filhrf> Es wurde
gezeigt, dass die Expression von RRézeptoren in gestressten und verletzten Geweben
hochreguliert wird!®*° Dem gegeniiber steht allerdings die Beobachturss 43P P2Y-
Rezeptor-vermittelt das Wachstum priméarer Zellkatu des humanen Osophaguskrebs
hemmt, was zu der Uberlegung fiihrt, B2Agonisten in der Therapie gegen Osophaguskrebs
einzusetzen®® Der exakte Einfluss des P2Rezeptors auf die Zellproliferation ist noch
nicht ganzlich geklart, was bedeutet, dass auch Miekung agonistischer und
antagonistischer Substanzen auf diesem Gebietmolhabgesehen werden kann.

Besser untersucht ist dahingegen die Auswirkung RIEY,-Rezeptor-Aktivierung auf die
Sekretion von Chlorid aus Epithelzellenbei gleichzeitiger Inhibition der NaAbsorption in

diese Zellen. Dieser Effekt kann in der Behandldeg cystischen Fibrose (CF), auch unter
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dem Begriff Mukoviszidose bekannt, genutzt werdearch einen Defekt im Gen, das fiur
den CFTR (gstic fibrosis_tansmembrane conductanegulator), einem wichtigen Anionen-
Kanal auf Epithelzellen, codiert, wird in der Lunge wenig Cl sezerniert und zu viel Na
absorbiert. Der sezernierte Schleim der Atemwegeexsrem viskos und begilnstigt so
obstruktive und bakterielle BronchitidéH. P2Y,-Agonisten fordern hier die Chlorid-
Sekretion Uber alternative Chlorid-Kanale (ORC@Qiwardly tectifying dloride dannels)
und bessern so das Krankheitsbild. Das Unternelinsgire Pharmaceuticals testete erstmals
in einer doppelblinden, randomisierten, crossoRP&cebo-kontrollierten Studie den Einfluss
der Inhalation des P2YRezeptor-Agonisten UTP auf die mukoziliare CleaearJTP nimmt
einen ginstigen Einfluss auf milde Formen der cisairen Bronchiti$?* Der
dinucleotidische P2¥Agonist Denufosol (INS 37217, U@C, 10 in Abb. 6) befindet sich als
inhalative Darreichungsform derzeit in der PhaskeBklinischen Prifung fur die Indikation
Mukoviszidos€’?* Im Auge stimulieren derartige Verbindungen die Cid- und
Wassersekretion aus konjunktivalen Epithelzellerd diihren somit zu einer besseren
Benetzung der Augoberflache. Der B2Agonist Diquafosol (INS 365, U, 11 in Abb. 6)
erhielt am 16. April 2010 in Japan erstmals eina&asung fir die Indikation trockenes Auge
und ist unter dem Handelsnamen DIQUAS™ Ophthalnatut®n 3% in Form wassriger
Augentropfen erhaltlich?**?

Volonté et al. beschrieben 199%uroprotektive Eigenschaften des unselektiven P2-
Rezeptor-Antagonisten Reactive Blue-2 (RB12 in Abb. 7).}?° Es ist nicht bekannt,
welche(r) P2-Rezeptor(en) fir diesen Effekt veramtiich ist/sind. Doch die bekannte
Expression des P2¥Rezeptors im Gehirn legt die Vermutung nahe, dbssbeschriebene
Effekt Gber diesen Rezeptor vermittelt wird. B2¥tagonisten kdnnten somit Einsatz in der
Behandlung epileptischer Anfalle, Schlaganfallerodier neurodegenerativen Erkrankungen
Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson finden.

Dass die Aktivierung des P2¥Rezeptors durch ATP und UTP die Knochen-aufbaugende
Osteoblasten inhibiert wurde 2002 von Hoebertz et al. beschrielférEntsprechende
Antagonisten bieten Potenzial zur Osteoporose-Biibhag.

Durch die genannten physiologischen und pathoplogischen Funktionen stellt der P2Y
Rezeptor eine vielversprechende Zielstruktur fiwramgge Arzneistoffe zur Behandlung von
Krankheiten wie Mukoviszidose, chronische Bronghitrockenes Auge, Osteoporose und
Krebs, aber auch von entzindlichen und neurodegvem Erkrankungen dar.

Die groRte Herausforderung in der Identifizieruregier Leitstrukturen besteht darin, stabile,

selektive Verbindungen zu finden, die eine angesressBioverfugbarkeit besitzen.
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Nucleotide sind sehr instabil, da sie leicht enzyseh abgebaut werden. Auf diesen
Sachverhalt wird nach der Vorstellung der P2Y-Remefubtypen naher eingegangen.
Aufgrund dieser Problematik existieren bisher nanige, maRig selektive P2¥Agonisten
und -Antagonisten. Die endogenen Agonisten ATP uUné besitzen zum humanen P2Y
Rezeptor Affinitaten im Bereich von 85-230 nM (ATi)d 16-140 nM (UTPY**#Alle bis
dato entwickelten Agonisten stellen UTP-Derivate. ddeben den schon vorgestellten
Verbindungen Diquafosol1l() und Denufosol X0) sind 4-Thio-UTP 4) und 2-Thio-2'-
amino-2'-deoxy-UTPY) von Bedeutung, da sie eine gewisse Selektiviégegiber den P2Y-
Rezeptor-Subtypen 4 und 6 aufweisen. YSH8) ist &hnlich potent wie UTP, allerdings
stabiler gegeniuber Nucleotidasen. Den bisher ekélen P2¥-Antagonisten mangelt es
haufig an Selektivitdt gegeniber anderen P2-Remapt®ie bekanntesten, wenn auch wenig
selektiven und nicht hochaffinen Antagonisten gilel Verbindungen Reactive Blue-24(
RB-2, 1Go~1uM am hP2Y¥) und Suramin 16, ICso~50 pM am hP2¥).2%"! Das
Anthrachinon-Derivat PSB-716 (SW K284, siehe4.2.1) wurde von Weyler et al. als P2Y
Antagonist identifiziert mit 1g-Werten von rund 9 uM zum humanen und murinen P2Y
Rezeptor*? Das Thiouracil-Derivat AR-C118928.%) weist mit einem 1G-Wert von unter

1 uM eine gute Affinitat zum P2¥YRezeptor auf und ist gegenluber den Subtypen 46und
selektiv. In Kapitek.4 wird auf diese Verbindung naher eingegangen. Danebien einige
Naturstoffe wie die Flavonoide Kampferol, Tangeraind Heptamethoxyflavon Affinitaten
zum murinen P2¥Rezeptor mit I1G-Werten von 10-20 pM, wobei Tangeretin
maoglicherweise einen nicht-kompetitiven Inhibitiomschanismus am P2YRezeptor

aufweist'33

Der P2Y,-Rezeptor

Der humane, Ratten- und Maus-R2ezeptor sind bis heute kloniert und charaktetisfe
Der hP2Y;-Rezeptor besteht aus 365 Aminosauren und weist 8aguenzhomologie von
51% zum hP2¥-Rezeptor und 40% zum hP@Rezeptor auf'’***Endogener Agonist des
humanen P2¥Rezeptors ist UTP2] mit einem EGy-Wert von bis zu 2,5 uM, ATPL) wird

als Partial-Agonist oder Antagonist vermutet. Deambinanten Rezeptoren aus Ratte und
Maus lassen sich durch ATP und UTP aktivief@nDer P2Y;-Rezeptor unterliegt einer
schnellen Agonist-induzierten Desensibilisierungeirhalb von etwa 10 min, die mit einer
Internalisierung von rund 50% der auf der Zelloldetie vorhandenen Rezeptoren
einhergeht. Innerhalb von 12 h nach der Entferndaeg Agonisten ist die urspringliche

Anzahl an Rezeptoren wieder auf der Zelloberflacloehanden®® Auch dieser P2Y-
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Rezeptor-Subtyp flhrt tber eing-&opplung zur intrazellularen Calciumausschittutig,in

den funktionellen Untersuchungen in dieser Arbahwgzt wurde. Die Expression dieses
Rezeptors beschrankt sich hauptséchlich auf demrddasstinaltrakt, die Plazenta, Lunge
und weiche GefalBmuskelzellen. Diskutiert wird adBer eine Beteiligung an der
Gerauschwahrnehmung durch Vorkommen in der Gehgssahnecke des Innenohrs von
Ratte und Meerschweffi’ Aktivierung von P2¥-Rezeptoren im Jejunum fiihrt zur Sekretion

von CI."?

Dem in der Lunge exprimierten P2Rezeptor werden &hnliche funktionelle
Eigenschaften zugeschrieben wie dem PR¥zeptor, so dass er ebenso als Zielstruktur fur
agonistische Arzneistoffe zur Behandlung der cgbés Fibrose dienen konntePotente
synthetische Agonisten sindN}-Methanocarba-UTP7§, Up,U (11, Diquafosol, INS 365),
UTPyS @), und 5-Br-UTP §) mit EGgWerten von 0,085 uM, 0,4 uM, 1,6 uM und 15—
49 pM am hP2Y-Rezeptor!” Hier besteht wieder die Problematik geringer oddrender
Selektivitat, die auch die P2MAntagonisten betrifft. Schwache P2X¥ntagonisten sind
Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2',4'-disulfonsauté (PPADS) und Reactive Blue-24)

mit ICsc-Werten von mehr als 100 pM bzw. 21 {#>" Sowohl im Hinblick auf die
Arzneistoffentwicklung wie auch auf den Einsatz plermakologische Werkzeuge werden

dringend hochaffine selektive P2Rezeptor-Liganden bendtigt.

Der P2Ys-Rezeptor

Dieser P2Y-Rezeptor-Subtyp konnte von Ratte, Mawds Mensch kloniert werden. In allen
genannten Spezies besteht er aus 328 Aminosaueam.p8ysiologischer Agonist ist das
Nucleotid UDP B), welches eine Affinitat von 87—300 nM zu dieserez&ptor besitzt'’
Weitere Nucleotide wie UTP2), ADP und ATP () aktivieren den P2¥Rezeptor nur
schwach oder tberhaupt nicht. Uber die angenomrtigneKopplung fihrt die Rezeptor-
Aktivierung zum schon bekannten Anstieg intrazéllei Calciumkonzentrationen. Eine
Besonderheit des P23Rezeptors gegenuber den anderen Subtypen ist &migsame
Desensibilisierung und Internalisierung. Brinsord utlarden beobachteten, dass bis zu 20-
minutige Inkubation P2¥Rezeptoren exprimierender Zellen mit dem AgonistHDP zu
keiner Abnahme der Rezeptoren auf der Zelloberfléfilinrte. Zuriickgefihrt wird dieses
Phanomen auf den kurzen C-Terminus des¢HR&zeptors, der bei der Internalisierung des
P2Y,-Rezeptors eine Schlusselrolle einnimmt. Eine Dabdisierung setzt erst 30 min nach
Exposition gegeniiber einem Agonisten &hDer humane P2¥Rezeptor kommt in der
Plazenta, Milz, Darm, in Gefalimuskelzellen, Epitrelund Immunzellen vor. Darlber

hinaus wird er von einigen Zelllinien wie JurkatZ&élen, C6-2B Gliomzellen der Ratte und
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humanen Caco-2-Zellen exprimiétf. Seine Aufgabe im Darm besteht darin, nach
Aktivierung die Sektretion von NaCl zu fordern®® Gleiche Funktion besitzt er in der
Gallenblase und konnte dort als Angriffspunkt fgomistische Arzneistoffe zur Behandlung
der cystischen Fibrose der Gallenblase diéfferin der Lunge wird dieser Rezeptor
gemeinsam mit dem P2¥Rezeptor gefunden. lhm wird hier eine Beteiliguag der
Proliferation tumordser Zellen des Lungenepithelszugesprochef?® Aktivierung des
P2Ys-Rezeptors auf Monocyten bewirkt eine Produktiom woterleukin-8 und damit eine
immunologische Reaktion*® Auf den Immunzellen des Gehirns, der sogenannten
Microglia, konnten P2¥-Rezeptoren nachgewiesen werden. Durch Aktivieruheser
Rezeptoren durch UDP, welches von verletzten Neurates Hippocampus freigesetzt wird,
werden die Microglia-Zellen zuPhagocytoseveranlasst*! In GefaRen vermittelt der P2Y
Rezeptor eine Vasokonstriktion. Agonisten am h§R¥zeptor sind UDES (9), INS 48823
(13), UpsU (12) und 5-Br-UTP 6) mit EGgWerten von 47 uM, 0,125 uM, 0,2 uM und
0,8 uMM*7142 Antagonistisch wirksam ist das Diisothiocyanat-ier MRS-2578 {8) mit
einem 1GgeWert von 0,37 uM. Es wird vermutet, dass es kawaleBindungen mit dem
P2Yes-Rezeptor eingeHt* Daneben wirken die unselektiven Verbindungen PPADS und
RB-2 (14) auch antagonistisch mit 4&Werten von mehr als 100 pM Somit besteht
Bedarf, selektive und hochaffine Liganden fir d&Y£Rezeptor zu entwickeln.

In den beiden folgenden Abbildungen sind die Striédt ausgewahlter im Text erwahnter

P2Y-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten dargestell
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Abb. 6. Ausgewahlte

P2Y-Rezeptor-Agonisten mit Aktivitit aRRY,-Rezepto?t, am P2Y-

Rezepto? bzw. am P2¥-Rezeptof, dargestellt als freie Sauren.
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Abb. 7. Ausgewahlte P2Y-Rezeptor-Antagonisten mit inhiligtciner Aktivitdt am P2¥-Rezeptof,
am P2\Q-Rezepto? bzw. am P2¥-Rezeptof.

Auf die eingangs erwéhnte enzymatische Instabwitét Nucleotiden soll im folgenden kurz

eingegangen werden.

Ectonucleotidasen

Unter dem Begriff der Ectonucleotidasen werden [BErey zusammengefasst, die
Phosphoresterbindungen in Nucleotiden spalten. eDiéstonucleotidasen sind Teil der
dynamischen Regulation der extra- und intrazelamucleotidkonzentrationen. Zur
Aktivierung von membranstandigen P2Y-Rezeptorerd saigemein Konzentrationen des
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nativen Agonisten im Bereich von 0,1-10 uM erfolidar Die extrazellulare

Nucleotidkonzentration ist in der Realitat jedocheish hdher, da Nucleotide uber
verschiedene Wege das Cytoplasma, in dem millirmokifP-Konzentrationen herrschen,
verlassen konnen. Stress oder mechanische Stiowlatin Zellen kénnen zur Freisetzung
von ATP und UTP fuhren. Fir exzitatorische und etkische Zellen wie Neuronen,
Thrombocyten, adrenerge markhaltige Chromaffineelleneuroendokrine Zellen und
Mastzellen ist die Exocytose von ATP beschrieffebie Vesikel schlieBen Nucleotide in
Konzentrationen von 150-1000 mM ein. Doch auchtrésizitatorische Zellen wie Endothel-
und Epithelzellen, glatte Muskelzellen, Fibroblast&strocyten, Erythrocyten, Lymphocyten,
Monocyten und transformierte Zelllinien kdnnen Naatlde nach bisher noch nicht
aufgedeckten Mechanismen freisetzen. Darlber hingu$ ATP Uber Transporter und
Kanale von intra- nach extrazellular befordert.iizuletzt flhrt die Zelllyse zum pulsartigen
Anstieg extrazellularer Nucleotidkonzentrationextr&zellular werden die Nucleotide nun
von ldslichen wie Membran-gebundenen Ectonucleséidametabolisiert. Diese Enzym-

Superfamilie gliedert sich in verschiedene Familien

» Ecto-NucleosidtriphosphatdiphosphohydroladesN{TPDase

« Ecto-Nucleotidpyrophosphatasen/-NucleotidphosplatdiasenE-NPP)
e Ecto-5'-NucleotidaseHcto-5'-NT)

* Nucleosiddiphosphokinas8lDPK)

» Alkalische PhosphataseAR)

* Adenylatkinase

Beteiligt an der Metabolisierung extrazellularer cdwtide sind die Familien der E-
NTPDasen, E-NPP, Ecto-5-NT und AP. Die Familie &NTPDasen beinhaltet acht
Mitglieder, von denen die Vertreter 1, 2, 3 und &mbransténdig an der Zelloberflache, die
Vertreter 4 und 7 intrazellular und die E-NTPDaseaurtd 6 |6slich sekretiert vorliegen.
Relevant fur die Hydrolyse extrazellularer Nucldetisind die Formen 1, 2, 3 und 8. Die
P2Y-Rezeptoragonisten ADP, ATP, UDP und UTP wemdierch die E-NTPDasen 1, 3 und 8
zu AMP und UMP hydrolysiert. Die E-NTPDase 2 akeaptnur die Triphosphate der
genannten Nucleotide. Di&-NPP-Familie besteht aus sieben Isoenzymen. Zu ihren
Substraten zahlen Nucleosidtriphosphate, Dinudietigophosphate und UDP-Glucose.
Erstgenannte werden bis zum Monophosphat abgebBuig¢. Ecto-5'-NT spaltet
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Nucleosidmonophosphate in das entsprechende Nutleosl Phosphat. Sie bedient sich
unter anderem an Produkten der katalytischen Reakier E-NTPDasen. DigP sind in der
Lage, Nucleosidtriphosphate in das Nucleosid ural Bhosphatreste zu zerlegen. Aufgabe
der Adenylatkinase ist, Phosphatreste zwischen iddanleotiden zu Ubertragen. So kénnen
bespielsweise zwei Mol ADP zu einem Mol AMP undeemMol ATP umgesetzt werden.

Bei pharmakologischen Untersuchungen an P2Y-Remapist daher immer ein potenzieller
Einfluss der genannten Enzyme zu beachten. SpeAabwirkungen auf die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Studien werden Kapitel 4 thematisiert. Eine Zusammenstellung der
Interaktionen zwischen P2Y-Rezeptoren und Ectomtidasen ist in der Dissertation von
Andreas Brunschweiger aus dem Jahr 2007 zu fifiten.
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2 Ziele der Arbeit

Pharmakologische In-vitro-Experimente in Form vaadRligand-Rezeptor-Bindungsstudien
sind heute eine weitverbreitete Methode zum Scrgepotenzieller Wirkstoffkandidaten fur
die jeweilige Zielstruktur. Diese Experimente ze&ieh sich durch eine hohe Sensitivitat bei
geringen eingesetzten Probenmengen aus. Eine [MDirciny im Format des Hoch-
Durchsatz-Screenings (HTS, high-throughput-scregniarméglicht die Analyse vieler
Verbindungen in kurzer Zeit. Mitarbeiter unserebditsgruppe entdeckten, dass in einzelnen
Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien unter Verwexdder tritiierten Nucleobase Adenin
eine sehr hohe gebundene Radioaktivitat gemesseteywelche sich nicht ausschlief3lich
durch die Bindung an den Saugetier-Adenin-Rezeetkléren liel3. Aus dem verwendeten
Tris-Inkubationspuffer konnten drei unterschiedéichaerobe, gram-negative Bakterien-
stamme isoliert werden, die afschromobacter xylosoxidang&chromobacter denitrificans
und Acinetobacter Iwoffiidentifiziert wurden. {H]Adenin wies dabei die hdchste Affinitat zu
Achromobacter xylosoxidanmit ICso-Werten im niedrigen nano-molaren Bereich auf.
Schiedel und Mdller postulierten, dass es sichdEsem Bindeprotein um einen hochaffinen
Purin-Transporter handeln konrf8.Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll untersucht
werden, ob auch die Nucleobase Uracil Bindung asedbzw. analoge Zielstrukturen zeigt.
Dazu wird Uracil als radioaktiv markiertes Molekiih, Position 5 und 6 mit Tritium>)
substituiert, eingesetzt. Zunéchst soll auf entdprde Bindungsstellen fiiH]Uracil an den
drei isolierten Bakterienstammen gepriift werdenlt&p’H]Uracil an einen oder mehr dieser
Bakterienstamme spezifisch binden, fokussieren dieHfolgenden Untersuchungen auf den
Stamm, zu dem®H]Uracil die hochste Affinitat aufweist. Die voriH]Uracil adressierten
Protein-Strukturen sollen in weiteren Experimemntéher charakterisiert werden. Letztendlich
konnte eine Proteomanalyse die Identitat dieser diigsstelle auf Ebene der
Aminosauresequenz aufklaren.

Neben dieser grundlegenden analytischen Betrachtdngten aus der Funktionsweise und
Bedeutung der Bindungsstelle fir den potenziellega@ismus Ideen fur Hemmstoffe der
Uracil-Bindung entwickelt werden. Es ware denkbadass diese Inhibitoren in wichtige
physiologische Vorgange des Organismus, beispigdsweines Bakteriums, eingreifen und

somit moglicherweise eine antibiotische Wirkungraten.

Daneben sollen in einem zweiten Projekt neue petdnganden fur bereits bekannte
Arzneistoff-Zielstrukturen, die zur Familie der PRézeptoren gehdrenden PRYP2Y,-
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und P2Y%-Rezeptoren, identifiziert werden. Diese G-Prog#hkoppelten Rezeptoren stellen
wichtige Zielstrukturen in der Behandlung von Erkmangen wie Artheriosklerose, cystische
Fibrose, chronisch-obstruktive Bronchitis, neuraategrative sowie Herz-Kreislauf-

Erkrankungen da¥ Die Problematik bisher beschriebener AgonistenAmigigonisten dieser

Rezeptoren besteht zum einen in ihrer geringenn2pteum anderen in der schwachen
Selektivitat. Im Rahmen dieser Arbeit werden muofimetrischen Calciummessungen
Verbindungen untersucht, die sich drei verschiedesteikturellen Klassen zuordnen lassen:
1. Anthrachinon-Derivate, 2. Adenosin-5- und Umid'- amide und -ether, 3. Tetrazol-
Derivate. Wahrend von den Anthrachinon- und Tetr@&yivaten antagonistisches Potenzial
erwartet wird, sollen die Adenosin-5'- und Uridir-5amide und -ether sowohl auf

agonistisches wie auch auf antagonistisches Vernhain den genannten P2Y-Rezeptor-

Subtypen untersucht werden.
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3 Charakterisierung des Uracil-Bindeproteins des

Bakteriums Achromobacter xylosoxidans

3.1 Einleitung

In unserem Labor werden Radioligand-Bindungsstudieierschiedlicher Art durchgefihrt,
deren Ziel darin besteht, die Affinitat eines Lidan zu einem bestimmten Rezeptor zu
untersuchef?*"*®pa die im Organismus herrschenden physiologisd®edingungen in
diesen pharmakologischen In-vitro-UntersuchungeGawebepraparationen imitiert werden
sollen, wird als Medium ein Tris-Puffer verwendBlie Pufferkapazitat dieses Tris-Puffers
(50 mM, mit konz. HCI auf pH 7,4 eingestellt; T(isydroxymethyl-)Jaminomethan, INN-
Bezeichnung: Trometamol) liegt im pH-Bereich vor2-8,0 und &hnelt damit den im
menschlichen Blut vorhandenen Puffersystemen ausdrddgncarbonat, Phosphat und
Proteinen, die einen physiologischen pH-Wert vo# @ufrecht erhalteh**® Mitarbeiter
unserer Arbeitsgruppe beobachteten, dass in eezdRadioligand-Bindungsstudien an dem
G-Protein-gekoppelten Adenin-Rezeptor unter Verwagddes RadioliganderiH]Adenin
eine sehr hohe gebundene Radioaktivitat gemessedewdie nicht allein durch die Bindung
des Radioliganden an den Adenin-Rezeptor erklartieve konnté*® Es stellte sich heraus,
dass der zur Inkubation und Filtration der Radmtid-Rezeptor-Komplexe verwendete Tris-
Puffer mit drei verschiedenen aeroben, gram-negatBakterien kontaminiert war, die in der
Lage sind, den RadioligandefH]Adenin spezifisch zu bindeft® [*H]Adenin ist die an
Position 8 tritierte Form der Nucleobase Adenim essentielles Molekul fur die Synthese
von Nucleinsduren in Organism&fl. Adenin ist auRerdem Bestandteil des
Adenosintriphosphats (ATP), dem universellen Errgger samtlicher Lebewestf.Das
Phanomen der Bindung des Radioligand&n]4denin durch die vorliegenden Bakterien
fuhrte uns zu der Uberlegung, ob auch die Nuclemhaacil, in Form des in Position 5 und 6
tritiierten Radioliganden, Bindung an die drei isden Bakterienstdamme zeigt. Durch
vorangegangene Kompetitionsstudien von Uracil gedér]Adenin konnte zwar
ausgeschlossen werden, dass Uracil die Adenin-Bighiielle besetzt, aber es galt
herauszufinden, ob die Bakterien eine separate dffied Bindungsstelle fur Uracil
exprimieren-*

Dieser Frage soll in den folgenden Kapiteln nachgggn werden.
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3.2 Bindung der Nucleobase Uracil an das BakteriurAchromobacter

xylosoxidans

3.2.1 Isolierung und Identifizierung verschiedeneBakterienstdmme aus Tris-

(hydroxymethyl)-aminomethan-Inkubationspuffer

Die aus Tris-Puffer (50 mM, pH 7,4) isolierten Batkénstamme wurden am Institut far
Tierwissenschaften, Physiologie und Hygiene derveisitat Bonn charakterisiert. Es
konnten die Stamm@ecinetobacter Ilwoffi(Wahrscheinlichkeit 98,1 %)Achromobacter
denitrificans  (Wahrscheinlichkeit 82,2 %) und Achromobacter xylosoxidans
(Wahrscheinlichkeit 94,5 %) identifiziert werd&i.In einem Vortest wurde auf Bindung des
Radioliganden 5,6%H]Uracil an Suspensionen dieser BakterienstammeliiffefiDa aus den
Experimenten mit®H]Adenin bekannt war, dass der Radioligand mit eh@hen Affinitét an
die Bakterien bindet, was zu einer hohen gemesdeadiaktivitat fuhrt, wurden die in LB-
Medium vorliegenden Bakteriensuspensionen vor demsaEz in den Versuch zu einer im
Vial vorliegenden Verdinnung von 1:100 (V:V) miti§-inkubationspuffer gemischt. Zur
genauen Bestimmung der Bakterienzahl in der Sugpemgrd normalerweise die Messung
der optischen Dichte OD herangezogen (sile3d, auf welche in diesen Vortests zunachst
verzichtet wurde. Da die drei untersuchten Baktestidnme unter gleichen Kultur-
bedingungen aufgezogen wurden, liel3 sich vereibfacmehmen, dass sich in gleichen
Suspensionsvolumina &hnlich viele Zellen befandigkubiert wurde nach Zusatz von 5 nM
[*H]Uracil im Schiittelwasserbad bei 37 °C fiir einai®avon fiinf Stunden. Diese Parameter
wurden fur die ersten Versuche gewahlt, da sieSsdard-Bedingungen fur einen bereits
etablierten Bindungsassay unter Verwendung des oRgaiden fH]Uracil galten®*
Anschliel3end wurde tber einen mit GF/C-Glasfagerfil bestlickten Zellharvester filtriert.
Das nachfolgende S&aulendiagramm stellt das Ausmea@Bithdung des Radioliganden dar.
Diese setzt sich zum einen aus der Bindung an ohiduBgsstellen, zum anderen aus einer

Aufnahme des Radioliganden in die Bakterien zusamme
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Abb. 8. Spezifische und unspezifische Bindung vofH][racil an bzw. in die isolierten
BakterienstammeAcinetobacter Iwoffji Achromobacter denitrificansind Achromobacter
xyxlosoxidangfur den Versuch 1:100 in Tris-Inkubationspuffesrdtinnt) sowie an Tris-
Inkubationspuffer. Dargestellt ist ein Einzelexpeent in Dreifachbestimmung + SEM.

Bindung von [ 3H]Uracil
[cpm]

Wie in Abb. 8 zu erkennen, misst man hohe cpm (Counts per mirdéhlung der
radioaktiven Zerfalle pro Minute) des eingesetzfRadioliganden bei allen getesteten
Bakterienstiammen. Vom verwendeten Tris-Inkubatiaffep (50 mM, pH 7,4), inAbb. 8
bezeichnet als ,autokl. Puffer®, wird der Radialigl nur mit geringer Affinitat und nicht
spezifisch gebunden. Der eingesetzte Tris-Inkuhapaffer ist somit nicht mit Uracil-
bindenden Proteinen verunreinigt. Durch das Autdklen vor dem Einsatz in dem Versuch
kann eine Kontamination mit solchen Protein-Strugtu ausgeschlossen werden. Bei
Betrachtung der Saulen im obigen Diagramm féallt daks die Gesamtbindung (Summe aus
spezifischer und unspezifischer Bindung) mit 85A@WO00 cpm in allen Fallen sehr hoch
liegt. Bei einer unspezifischen Bindung von 15-2&%@ die spezifische Bindung ebenfalls
mit hohen cpm von 65000-85000 cpm gemessen. Prd Wimde eine Radioligand-
konzentration von 5nM eingesetzt, die ungebunden Messung im LSC zu etwa
220000 cpm fiithrt. Setzt man die spezifische Binduog [PH]Uracil mit etwa 85000 cpm
(Acinetobacter Iwoff), 65000 cpm Achromobacter denitrificans und 75000 cpm
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(Achromobacter xylosoxidangu der eingesetzten Radioaktivitat pro Vial insrhaltnis, so

wird deutlich, dass etwa 30-40% der im Vial vorhameh Radioaktivitdt von den jeweiligen
Bakterienstdammen gebunden bzw. aufgenommen wird. \Wéitere Untersuchungen,
insbesondere Kompetitionsexperimente, ist der Ané®i gebundener Radioaktivitat in
Relation zu dem an eingesetzter Radioaktivitatathhin Kompetitionsexperimenten soll der
Anteil an gebundener Radioaktivitat nicht mehr 4096 der eingesetzten Radioaktivitat
betragen, da die Radioligandkonzentration in dere@&ung des KWertes als konstant
angenommen wird und aus diesem Grund im Ubersaturbsgen muss (siel&8.6 Gl. 18).

Durch Reduzieren der zur Verfugung gestellten Ahzah Radioligand-Bindungsstellen,
indem die Proteinkonzentration, die Bakterienanz&ldrabgesetzt wird, soll der Antell

gebundener Radioaktivitat in den folgenden Versnacreringert werden.

3.2.2 Homologe Kompetitionsexperimente

Um die Affinitdt eines Liganden an eine Bindungbsteausgedriickt als gWert, zu
charakterisieren und die Anzahl an BindungssteBanx fur diesen Liganden in einer
Proteinprobe zu ermitteln, werden in der Regeli@itgsexperimente durchgefiihrt (siehe
3.2.5. Da diese aber einen hohen Verbrauch an Radmligait sich bringen, werden die
Parameter K und Bphax haufig auf vereinfachtem Weg uber homologe Kontioeis-
experimente bestimmt?*>* Dabei konkurriert eine konstant gehaltene Konzgioin des
Radioliganden mit einzelnen Verdinnungen der genchaber nicht radioaktiv markierten
chemischen Substanz um die Bindungsstelle in deoteidprobe, wobei einige
Voraussetzungen erfullt sein mussen: Die Binduefjesstmuss den nicht radioaktiv
markierten Liganden und den Radioliganden mit gleicAffinitat akzeptieren. Bei tritiierten
Verbindungen stellt dies meist kein Problem dard&d keine Art von Kooperativitat, weder
positive, noch negative, vorliegen. Dies bedeutét, Bindung eines Liganden darf seine
Affinitat zu anderen mdglichen Bindungsstellen @irler Weise beeinflussen, weder erhdéhen,
noch erniedrigen. Depletion des Radioliganden ishtnerwinscht, was bedeutet, dass der
Radioligand im Uberschuss vorliegen muss und nukkiner Anteil gebunden werden darf.
Die unspezifische Bindung muss mit der Konzentraties Radioliganden ansteigen,
ungeachtet der Konzentration an nicht radioaktivrkmeater Substanz. Gelten diese
Annahmen, kénnen homologe Kompetitionsexperimenteetdyefiihrt werden. Schliel3lich
kann aus dem in einem homologen Kompetitionsexp@rinermittelten 16-Wert der ko-

und der K-Wert gemal&l. 1 berechnet werden.
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Ko = Ki = 1Cs0—[L'] Gl.1
Kp = Gleichgewichtsdissoziationskonstante des Ragfialien [M]
K; = Gleichgewichtsdissoziationskonstante des InbibifM]
1Csp = halbmaximale inhibitorische Konzentration [M]
L] = Konzentration des ungebundenen Radioligandeder Berechnung gleich der

eingesetzten Radioligandkonzentration, da diesestibéssig vorliegt [M]

Die maximale Anzahl an spezifischen BindungssteBggy in der Probe berechnet sich wie

folgt:

spezifiscleBindung[cpm]lIC,,[M]
L' [M]

B [CPM]= Gl. 2

Uber die Zahleffizienz des LSC, den Umrechnungsiakton cpm in Bequerel und die
spezifische Aktivitdt A des Radioliganden lasst sich bei bekannter Zdlldah Anzahl
spezifischer Bindungsstellen pro Zelle berechnen:

B, . [cpmM][100

B, . [Bindungssellen/Zele] = —— :
Effizienz[%] [2,2[A  [Ci/mmol][Zellzahl

Gl. 3

Ziel der hier durchgefihrten homologen Kompetitexpgerimente war, die Affinitdt von
Uracil zu den drei unterschiedlichen Bakterienst&mnzu bestimmen. Daftr wurden in
einem ersten Vorversuch Uracil-Verdiinnungen vonn®4100 pM mit 5 nM {H]Uracil an
Verdinnungen der Bakteriensuspensionen fir eineeDaon 5 h im Schittelwasserbad bei
37 °C inkubiert und anschlieRend Uber GF/C-Glasfétee separiert. Abb. 9 zeigt die
Inhibitionskurven dieser Versuche. Die daraus bereten 1Gs-, Kp- und K-Werte sind in
Tab. 8 aufgeflhrt.
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Abb. 9. Homologe Kompetition von Uracil vs.’H]Uracil an Suspensionen der einzelnen
Bakterienstamme (in  Tris-Inkubationspuffer verdjnnDargestellt ist jeweils ein
Einzelexperiment in Dreifachbestimmung + SEM. Filige Werte ist der SEM durch das
Symbol tberdeckt.

In Abb. 9 lasst sich erkennen, dass die homologe KompetittonUracil gegen®H]Uracil an
allen Bakterienstammen zu sigmoidalen Dosis-Wirleddgrven fuhrt, deren Wendepunkte,
die IGgWerte, im submikromolaren Bereich liegen. Zu demusggnsionen des
Achromobacter xylosoxidanseist Uracil die hochste Affinitat auf, was sich ohen
niedrigsten hier erhaltenen J&Werten niederschlagt. Eine Auflistung der anhameser
Inhibitionskurven ermittelten l§g-Werte sowie der gemé&Bl. 1 daraus berechneten-Kind

Kp-Werte ist inTab. 8 zu finden.

Tab. 8. 1Cso, Ki- und Kp-Werte von Uracil an Suspensionen der Bakteriensgwcinetobacter
Iwoffii, Achromobacter denitrificansind Achromobacter xylosoxidanig verschiedenen
Verdinnungen (V:V in Tris-Inkubationspuffer).

Bakteriensuspension IC(?]oini\gl] Ki :(an [1r;M]
Acinetobacter Iwoffi(1:1000 verd.) 401 396
Acinetobacter Iwoffi(1:10000 verd.) 131 126

Achromobacter denitrifican@:1000 verd.) 354 349
Achromobacter denitrificangl:10000 verd.) 104 99
Achromobacter xylosoxidar$:10000 verd.) 67,9 62,9

Achromobacter xylosoxidari$:100000 verd.) 29,5 24,5
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Anhand Tab. 8 lasst sich erkennen, dass die an den verschiedgakteriensuspensionen
experimentell ermittelten Kg-Werte alle im zwei- bis dreistelligen nanomolarareich
liegen. Innerhalb jedes einzelnen Bakterienstamsbagt der 1G-Wert mit der Anzahl an
Bakterien in der Suspension, d. h. mit geringererdidnnung der Ausgangs-Bakterien-
suspension, an. Dies kann mit einer Depletion eritérdent>?*>*Zum adaquaten Vergleich
der 1Go-Werte der unterschiedlichen Bakterienstamme wemd@ndie 1Go-Werte in der
gleichen Verdinnungsstufe betrachtet. Die Suspensgies Achromobacter xylosoxidans
musste hoher verdinnt werden als die der anderéefdanstdmme, da sonst der oben
erlauterte Anteil an gebundener Radioaktivitat zacth gewesen wére. Von allen
Bakteriensuspensionen wurde in diesem Versuch Eib@000-Verdinnung (V:V) in Tris-
Inkubationspuffer eingesetzt. Die aus diesen Kurbenechneten I§-Werte lassen sich
miteinander vergleichen. Dabei ist deutlich zu arlen, dass Uracil mit einemdg&Wert von
67,9 nM die hochste Affinitat zur Suspension Aekromobacter xylosoxidamafweist. Eine
um das anderthalbfache reduzierte Affinitat zeighdil zur Suspension deschromobacter
denitrificans resultierend in einem KgWert von 104 nM. Der mit der Suspension des
Acinetobacter Iwoffigemessene KzWert von 131 nM spiegelt hier die niedrigste Aitét
von Uracil wieder. Die gema@l. 1 durch Subtraktion der freien Radioligandkonzerdgrat
von 5 nM aus den l§g-Werten berechnetendK bzw. K-Werte verhalten sich untereinander
wie die IGyWerte und werden hier nicht néher diskutiert. Oér dRadioligand an
Membranproteine der &ufReren oder inneren MembrarBdkterienzellen, an Proteine des
periplasmatischen Raums bindet oder ins Cytoplask@poriert wird, kann anhand dieser
Experimente nicht ermittelt werden. Nimmt man aassldie Flissigszintillationszahlung der
auf dem Filter gesammelten Radioaktivitdi]Uracil-Molekiile, die sich im Cytoplasma oder
Periplasma lebender Bakterien befinden, nafiéissen kann, sind folgende Ablaufe denkbar:
Bleiben die Bakterien bei der Filtration Uber desllZarvester komplett intakt, bindet
[*H]Uracil nur an Proteine der dulReren Membran. Wind die 4uRere Membran bei der
Filtration beschadigt, ist es moglich, dass der i®laand an periplasmatische Proteine
und/oder Proteine der inneren und/oder aul3eren Ngnibndet. Werden die Bakterienzellen
bei der Filtration komplett zerstort, wird die Bimy von fH]Uracil an samtliche
Bindeproteine gemessen, die grol3 genug sind, aufklier zuriickgehalten zu werden. In
die Zelle aufgenommenes, ungebunderie§racil wiirde ins Filtrat gelangen. Werden bei
der Flissigzintillationszahlung von den Bakterienkorporierte {H]Uracil-Molekiile
miterfasst, indem beispielsweise die Zellwand dudiehSzintillationsflissigkeit lysiert wird,

l&sst nicht zwischen Bindung an Membranproteine Amthahme in die Zelle unterscheiden,
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wenn die Bakterien bei der Filtration intakt bleibeDa sich die untersuchten
Bakterienstimme durch eine allgemein hohe Robustliszeichnen, kann die Frage, ob die

Bakterien bei der Filtration tUber den Zellharvegenstort werden, nicht beantwortet werden.

Im folgenden wird der Bakterienstamhehromobacter xylosoxidangeiter untersucht, da die
hochste Affinitdt von Uracil an diesem Bakteriensta gemessen werden konnte. Darlber
hinaus wies er in Experimenten unserer Arbeitsgeutlip beste Affinitat fur die Nucleobase
Adenin auf und wurde in hoher Konzentration im lesninierten Tris-Puffer gefundéf’® In
Anlehnung an diese Erkenntnisse soll die Bindung deicleobase Uracil an den
Achromobacter xylosoxidamharakterisiert werden.

3.2.3 Chemisch-physikalische Einfliisse auf die Bimthg von Uracil

Die Bindung von {H]Uracil an die bakterielle Bindungsstelle wurdeitiai unter
Bedingungen (Inkubationszeit, Temperatur, Radiolti@nzentration etc.) durchgefihrt, die
fir Bindungsversuche mit diesem Radioliganden bisioen sind> Um mehr Uber die
Eigenschaften der Bindungsstelle auf dem Bakteridohromobacter xylosoxidangu
erfahren, wurden verschiedene chemische Einflisselamenzusatze und unterschiedliche
Puffersysteme, sowie physikalische Einflisse, znedeTemperatur, Inkubationszeit und
Filtertypen z&hlen, untersucht. Diese Versuche arzli Beginn des Projektes an lebenden
Bakterien durchgefiihrt, da zu dem Zeitpunkt nocinkeMethode zur Herstellung einer
Membranpréparation entwickelt worden war. Untersugjfen an lebenden Bakterien bieten
jedoch — wie unteB.2.2 bereits erlautert — den Nachteil, dass man nish$chen Bindung
und Aufnahme differenzieren kann. Es wurde hierersucht, welchen Einfluss eine
Kultivierung derAchromobacter xylosoxidaf®ellen unter Nahrstoffmangelbedingungen auf
die Bindungsfahigkeit von®iH]Uracil besitzt. Dabei muss beachtet werden, dgaigerien,
die einmalig in eine Nahrlésung eingeimpft werder|che daraufhin von auf3en nicht mehr
verandert wird, besonderen Wachstumsphasen ugenligsiehe Abb. 10) Diese Art
geschlossenen Systems wird als statische Baktettenkbezeichnet und in der vorliegenden
Arbeit eingesetzt. Dabei kann die Bakterienkultur m der exponentiellen Wachstumsphase
als einheitlich angesehen werden, denn dann sitigrdée und Zellproteingehalt bei vielen
Bakterien konstant Die Zellen verdoppeln sich in dieser Phase stefig sind
stoffwechselphysiologisch hochaktiv, und viele Bneysind stark exprimiett® In dieser

Zeit besteht die Kultur sozusagen aus ,Standamzelln der stationdren Phase wachsen die
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Zellen nicht mehr. Zwar sind noch viele Zellen lesfhig, bis die Absterbephase aus
Mangel an Nahrstoffen und Uberschuss an Schadstoifie Medium eintritt, aber
Stoffwechselvorgange kénnen bereits beeintrachtegtien. In der Absterbephase nimmt die
Lebendzellzahl stetig ab. Um reproduzierbare Ergslenin Versuchen an lebenden Bakterien
zu erhalten, mussten sich die Bakterien in der egptiellen Wachstumsphase befinden. Da
dies praktisch nur schwer einzuhalten ist, und umssehlie3lich Bindung und nicht
Aufnahme messen zu koénnen, wurde eine Membran@éigar des Achromobacter
xylosoxidansergestellt, an der die meisten Untersuchungechdefiihrt wurden.

Nachfolgend sind die Tests der verschiedenen Eiséliauf die Bindung vortH]Uracil
beschrieben.

log Zellzahl 4
ﬁ\

I

Anlauf (lag)- exponentielle (log) stationare Phase Absterbephase Zeit
Phase Phase

Abb. 10. Wachstumskurve einer Bakterienkultur.

Untersuchung verschiedener Filtertypen

StandardméaRig wird in Radioligand-Bindungsstudierumserem Labor mit Glasfaserfiltern
des Typs GF/B mit einer Retention von PartikelredeDurchmesser gréf3er als 1,0 um in
Flassigkeiten betragt, und Filtern des Typs GF/i€, Rartikel mit einem Durchmesser von
mehr als 1,2 pm in Flussigkeiten zuriickhalten, lomiget'> Vor der Filtration werden die
Filter mit Tris-Inkubationspuffer angefeuchtet, bspeziellen Experimenten auch mit
0,3%iger PEI-Losung impréagniert. Der Durchmesser rdeisten Bakterien betragt 1 .
Somit ist offensichtlich, dass bei Filtration Ul@F/B-Glasfaserfilter ein hoherer Anteil an
Bakterien zurtckgehalten werden sollte als bei &msvon GF/C-Glasfaserfiltern. Im
folgenden Versuch wurde eine im Vial 1:100000 (V:Verdinnte Suspension des

Achromobacter xylosoxidamsit 5 nM [H]Uracil 5 h lang im Schittelwasserbad bei 37 °C
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inkubiert und mittels eines Zellharvesters Uber BsRind GF/C-Filter filtriert. Eine zuvor
durchgefuhrte Bestimmung der optischen Dichte ODetlezusetzenden Bakteriensuspension
bei einer Wellenlange von 600 nm lieferte einen Wen umgerechnet 3,5 - “1dellen pro
Vial (siehe6.6.3.1%°

100000

80000-

60000-

40000+

25001

Bindung von [ 3H]Uracil
[cpm]

E spezifische Bindung

[ unspezifische Bindung

Abb. 11. Abhangigkeit der bei der Filtration zurtickgehalter@nzahl von Radioligand-Bakterien-
Komplexen vom Filtertyp. Dargestellt ist ein Eiregberiment in Dreifach-
bestimmung + SEM.

Der in Abb. 11 dargestellte Vergleich der Glasfaserfilter vom Tgp/B und GF/C zeigt
deutlich, dass durch den mit der kleineren Pordhgrausgestatteten GF/B-Filter mehr
Komplexe aus H]Uracil und Achromobacter xylosoxidasZellen bei der Filtration
zuruickgehalten werden als bei Verwendung des G#Ht€rgd: Betrachtet man die gemessenen
cpm fir die spezifische Bindung als Maf} fir die &mz an Radioligand-Bakterien-
Komplexen, so lasst sich erkennen, dass sich bewvéfelung der GF/B-Filter fast die 40-
fache Anzahl der durch GF/C-Filter zurtiickgehalteikemplexe messen lasst. Allerdings
steigen durch die kleinere Porengrof3e auch digigirunspezifische Bindung gemessenen
cpm an, wobei aber die unspezifische Bindung mitem Anteil von nur 1% an der
Gesamtbindung sehr niedrig ausfallt. Daher wirdukinftigen Experimenten ausschliel3lich
mit GF/B-Filtern gearbeitet.
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Kultivierung des Achromobacter xylosoxidananter Nahrstoffmangelbedingungen

Der BakterienstammAchromobacter xylosoxidansvurde in flissigem LB-Medium
kultiviert. %8 Zur Aufzucht wurde die Bakteriensuspension in einémiturkolben bei
30 °C mit einer Geschwindigkeit von 220 rpm in kférmigen Bewegungen geschuttelt.
Eine Ubernacht-Kultur der Bakteriensuspension wurdig einer Beschleunigung von
10000 x g 10 min lang bei 4 °C zentrifugiert undrnns-Inkubationspuffer resuspendiert. Das
Volumen des Tris-Inkubationspuffers glich dem d&Mediums. Die Bakteriensuspension
in Tris-Inkubationspuffer wurde sechs Wochen laag4°C aufbewahrt. Nach dieser Zeit der
Haltung unter Nahrstoffmangelbedingungen wurde wieter 3.2.2 beschrieben ein
homologes Kompetitionsexperiment durchgefuhrt, wolber GF/B- und GF/C-Filter filtriert
wurde. Die aufgenommenen Inhibitionskurven sind #Abb. 12 dargestellt. Zur
Verdeutlichung der hohen Anzahl von Bindungssteifeden Bakteriensuspensionen ist die

spezifische Bindung vortfi]Uracil in cpm angegeben.
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Abb. 12. Homologe Kompetition von Uracil vs’H]Uracil an Suspensionen deéschromobacter
xylosoxidans welcher sechs Wochen lang in Tris-Inkubationsguffehalten wurdeA.
Filtration Uber GF/B-GlasfaserfilteB. Filtration tUber GF/C-Glasfaserfilter. Dargestedt i
jeweils ein Einzelexperiment in Dreifachbestimmun§EM. Fir einige Werte ist der SEM
durch das Symbol tiberdeckt.

Wie in Abb.12 Teil A deutlich zu erkennen, wird trotz hoher Verdinnungr d
Bakteriensuspension bei Filtration Uber GF/B-Glgsflter etwa ein Drittel der eingesetzten
Radioaktivitdt von rund 220000 cpm spezifisch gelmm Dabei verlaufen die Kurven der
1:10000 und 1:100000 verdiinnten Bakteriensuspemsiofentsprechend 3,5 -“1Qnd
3,5 - 18 zellen/Vial) nahezu identisch. Die d&Werte liegen mit 20,4 nM fiir die 1:10000
und 21,6 nM fir die 1:100000 verdiinnte Suspensiankeieinander. Bei Filtration Uber die
mit gréReren Poren ausgestatteten GF/C-Filter ésidib. 12, Teil B) wird ein geringerer
Anteil an Komplexen aus Radioligand und Bakteriahdem Filter zurtickgehalten. Die aus
den Kurven resultierenden J&Werte liegen bei 19,9 nM fur die 1:10000 und b& aM flr
die 1:100000 verdinnte Bakteriensuspension. Da @m dnter 3.2.2 durchgefuhrten
homologen Kompetitionsexperimenten uber GF/C-Gkasfdter separiert wurde, werden an
dieser Stelle nur die gWerte aus den ilbb. 12, Teil B dargestellten Inhibitionskurven
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mit den inTab. 8 fur die Suspensionen déshromobacter xylosoxidaraufgefihrten G-
Werten verglichen. Zunachst lasst sich festhaldgss sich die I§g-Werte fir Uracil
erniedrigen, wenn das Bakterium sechs Wochen lafgis-Inkubationspuffer gehalten wird.
An der 1:10000 (V:V) verdinnten Suspension sinktl@go-Wert von 67,9 nM auf 19,9 nM.
Eine Abnahme des WgWertes von 29,5 nM auf 7,30 nM lasst sich an défaooo (V:V)
verdinntenAchromobacter xylosoxidar&uspension verzeichnen. In beiden Fallen verdrei-
bis vervierfacht sich die Affinitdt von Uracil ztech Bakterium, wenn dieses zuvor fir eine
Dauer von sechs Wochen einem Nahrstoffmangel aesteist. Dieses erste Experiment
muss jedoch zukunftig in weiteren Versuchen begtéterden.

Aus dieser Beobachtung lasst sich erahnen, dasBidesungsstelle fir Uracil auf dem
Bakterium bezuglich ihrer Affinitat fir Uracil vemderbar ist. Moglich ware, dass die
Geschwindigkeit, mit der Uracil gebunden, transpdrioder sogar metabolisiert wird, durch
den Nahrstoffmangel zunimmt. Falls Uracil an einz§gn des Bakteriums bindet, ware
folgender Sachverhalt vorstellbar: Das erste filereiBiosyntheseweg spezifische Enzym ist
in den meisten Fallen regulierbar und wird duramedUberproduktion oder Anhaufung des
Endproduktes in der Zelle gehemmt. Das Ausmal} imdGdschwindigkeit nachgeschalteter
Reaktionen werden so reduzigttUmgekehrt konnte die Aktivitast des Enzyms unter
N&ahrstoffmangelbedingungen durch Zunahme der Geadigkeit des Stoffumsatzes oder
Erhéhung der Enzymanzahl gesteigert werden. Diaatktdarauf hindeuten, dass das Uracil-
Bindeprotein ein Transporter oder Enzym in der idetihbran oder im Periplasma ist. Wie
bereits untef.1 erlautert, ist die Funktionsfahigkeit von Trangpor und Enzymen haufig an
das Vorhandensein von Kationen gebunden. So fimdet Symporter, die das Substrat und
Protonen, Natriumkationen, Kaliumkationen oder Ammmionen gemeinsam ins Zellinnere
transportierei®**® Ebenso gibt es eine Vielzahl von Antiportern, di@s Substrat oder
Protonen im Austausch gegen Natriumkationen odee erganische Saure ins Zellinnere
beférderr®>3® Das aktive Zentrum eines Enzyms ist in der Regethl eine ganz spezielle
raumliche Anordnung der beteiligten Aminosaurerestigebaut. Einige Enzyme bilden ihr
Aktivitatszentrum erst durch die Anwesenheit sogeter Coenzyme aus, deren Struktur
nicht proteinartig ist. Diese Coenzyme, auch Cafaki genannt, kdnnen beispielsweise
Metall-lonen sein, die durch Verbindung mit deme@lé nicht wirksamen Enzymprotein
(Apoenzym) das aktive Enzym (Holoenzym) bildé&h.

Im folgenden werden die Einflisse verschiedeneenomler lonenkonzentration des Assay-

Puffers und Chelatbildner untersucht. Da jedocle sghon eingangs unt8r2.3 erlautert,
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Versuche an lebenden Bakterien einige Nachteilesmlt bringen, werden zunéchst die an
einer Membranpraparation deéchromobacter xylosoxidanslurchgefuhrten Vortests
erlautert, da die folgenden Experimente zum Teilebenden Bakterien, wie auch an der

Membranpréparation durchgefihrt wurden.

Bindung von [*H]Uracil an die Membranpraparation des Achromobacter xylosoxidans

Die Membranpraparation déshromobacter xylosoxidamgurde wie unte6.3.1beschrieben
hergestellt. In den ersten Experimenten wurde menserem Labor isolierte Bakterienstamm
dafur verwendet, bis dieser durch einen Originalk8h, der bei der Deutschen Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) Braunschweig kommerziell
erworben wurde, abgeldst wurde.

Die folgende Abbildung zeigt einen Vortest an deznvbranpraparation des selbst isolierten
Achromobacter xylosoxidangur Bestimmung der fir weitere Experimente optimale
Proteinkonzentration und die daran aufgenommendnbitionskurven der homologen
Kompetition von Uracil vs. °H]Uracil. Die Inkubationsdauer betrug 5h im
Schittelwasserbad bei 37 °C, bevor die FiltratideriGF/B-Glasfaserfilter durchgefiihrt

wurde.
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Abb. 13. Bindungsstudien von3H]Uracil an der Membranpraparation des im Laborliésten
Achromobacter xylosoxidansA. Vortest der Bindung von °f]Uracil an einzelne
Proteinkonzentrationen. Dargestellt ist jeweils Einzelexperiment in Dreifachbestimmung
+ SEM. B. Homologe Kompetition von Uracil vs.’H]Uracil. Dargestellt sind die

Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenta Dreifachbestimmung. Fur
einige Werte ist der SEM durch das Symbol tiberdeckt

Wie in Abb. 13 Teil A zu erkennen, nimmt die Bindung des Radioligandendee
Membranpraparation de&chromobacter xylosoxidanie erwartet mit der eingesetzten

Proteinkonzentration zu. Die proteinfreie Kontroligemessen durch den Einsatz von Tris-
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Inkubationspuffer anstelle von in Tris-Inkubationfpr suspendierter Membranpraparation,
fallt mit einer Gesamtbindung von etwa 50 cpm umereunspezifischen Bindung von etwa
25 cpm wuinschenswert niedrig aus. Dies bedeutetss dder eingesetzte Tris-
Inkubationspuffer nicht mit Bindungsstellen fiir ditabzw. ["H]Uracil, speziell Bakterien,
kontaminiert ist. In Ansétzen mit Zusatz der Menmmpr@paration fallt die unspezifische
Bindung mit weniger als 100 cpm in allen Fallenrsailedrig aus und steigt nur geringfiigig
mit der Proteinkonzentration an, was beweist, ddss Radioligand kaum an andere
Strukturen im Versuchsansatz bindet als an die iBigdstellen der Membranpraparation, an
welche sich eine hochaffine spezifische Bindung eabmet. Bereits bei einer
Proteinkonzentration von 5 pg pro Vial werden mabkrl0% der eingesetzten Radioaktivitat
von 5nM, welche mit 220000 cpm gemessen wird, ifpelz gebunden. Um zu
gewahrleisten, dass die gebundene Radioaktivitédr D% liegt, werden in den folgenden
Experimenten Proteinkonzentrationen von 0,5-1 pad/\ingesetzt. Je nach Qualitat der
hergestellten Membranpraparation kann die eingesBtoteinkonzentration auch leicht unter
oder Uber dieser Spanne liegen. DieAbb. 13, Teil B dargestellte Inhibitionskurve der
homologen Kompetition von Uracil vs*H]Uracil weist durch den nur gering ausfallenden
Standardfehler SEM eine gute Reproduzierbarkeit. &ié verlauft mit einem Hill-
Koeffizienten von —0,8583 nahezu ideal sigmoidadr Brmittelte 1G-Wert fur Uracil liegt
mit 25,2 + 4,8 nM nah an dem fur die 1:100000-Verding der Achromobacter
xylosoxidansSuspension mit 29,5 nM bestimmten Wert (sidtad. 8). Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass die Bindungsstellen fur Uracitler Membranpréaparation intakt sind,
und Uracil mit gleicher Affinitat wie an das leben®8akterium, welches im Labor isoliert
wurde, bindet. Zur Uberprifung, ob Uracil auch aendkommerziell erworbenen
Originalstamm desAchromobacter xylosoxidan&iehe Tab. 34, Kap. 6.1.6 mit gleicher
Affinitat bindet, wurde von diesem ebenfalls einerivbranpraparation hergestellt und nach
Festlegung der fur den Assay optimalen ProteinkanaBon ein homologes
Kompetitionsexperiment durchgefihrtAbb. 14 veranschaulicht die Ergebnisse dieser

Versuche.
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Abb. 14. Bindungsstudien von®f]Uracil an der Membranpréaparation des kéauflich aivenen
Originalstammes deschromobacter xylosoxidans. Vortest der Bindung vorfif]Uracil
an einzelne Proteinkonzentrationen. Dargestellt j&steils ein Einzelexperiment in
Dreifachbestimmung + SEMB. Homologe Kompetition von Uracil vs.*H]Uracil.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von drei bhédngigen Experimenten in
Dreifachbestimmung. Fir einige Werte ist der SENMcHuwas Symbol tberdeckt.

Das in Abb. 14, Teil A dargestellte Saulendiagramm zeigt, dass auch an der
Membranpraparation des kauflich erworbemahromobacter xylosoxidardie spezifische
Bindung von fH]Uracil mit der eingesetzten Proteinkonzentratiirigt, wenngleich die

Bindung insgesamt zu etwas niedrigeren cpm fulstdaé in Abb. 13 dargestellte. Das
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Ausmal’ der unspezifischen Bindung ist mit wenidgerl@0 cpm in allen Fallen sehr niedrig
und zeigt mit Zunahme der Proteinkonzentrationainen geringen Anstieg. Die proteinfreie
Kontrolle belegt, dass der eingesetzte Tris-Inkiobapuffer frei ist von Bindungsstellen fur
Uracil bzw. PHJUracil. Die anhand dieses Vorversuches ermittelaptimale
Proteinkonzentration fur weitere Bindungsstudiegtlibei 1 pg/Vial. Aus dem iAbb. 14,
Teil B dargestellten Verlauf der Inhibitionskurve fur diemologe Kompetition von Uracil
vs. PH]Uracil resultiert einCso-Wert von 23,4+ 2,3nM. Dieser stimmt sehr gut mit dem an
der Membranpraparation des isoliersthromobacter xylosoxidamsit 25,2+ 4,8 nM (siehe
Abb. 13) sowie am lebenden Bakterium rgR,5 nM (sieheTab. 8) ermittelten Wert Gberein.
Der geringe Standardfehler SEM beweist eine gut@rdieizierbarkeit der einzelnen
Versuche. Mit einem Hill-Koeffizienten von —1,148rauft diese Kurve etwas steiler als die
in Abb. 13 dargestellte, vermittelt aber dennoch einen f@salen sigmoidalen Verlauf. Die
Hillkoeffizienten von —0,8583 und —1,149 derAbb. 13 und Abb. 14 dargestellten Kurven
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (h1365, ungepaarter t-Test). Aufgrund
der Ubereinstimmenden 4§&Werte, die anhand der homologen Kompetitionserpenie an
einer Suspension des isolierten lebend&tchromobacter xylosoxidansan einer
Membranpréparation des isolierteAchromobacter xylosoxidansowie des kauflich
erworbenen Bakterienstammes ermittelt wurdenegilan dieser Stelle als bewiesen, dass die
Bindungsstelle fur Uracil in allen drei Fallen idisch und gleichermal3en intakt ist.

Wie bereits angesprochen werden im nachsten SdmitEinflisse verschiedener lonen auf

die Uracil-Bindung untersucht.

Einfluss verschiedener lonen-Zusatze auf die Bindupivon PH]Uracil

Da fur Transportproteine bekannt ist, dass sieStpstrat hdufig gemeinsam mit lonen ins
Zellinnere transportieren oder das Substrat nuAustausch gegen lonen von intra- nach
extrazellular ins Zellinnere beférdern, soll in defgenden Experimenten untersucht werden,
ob es durch Zusatz verschiedener Arten von lonan Assay zu einer Erhdhung oder
Erniedrigung der Bindung vortH]Uracil kommt. Zunéchst wurden an einer Suspensies
lebendenAchromobacter xylosoxidardie Einflisse der Verbindungen Natriumchlorid und
Dithiothreitol, sowie verschiedener Konzentrationeles Salzes Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan-HCI im Inkubationspuffer untersucht. e Dinachfolgende Abbildung
verdeutlicht, wie sich die Bindung von 5 nNH]Uracil an den lebendeAchromobacter
xylosoxidans durch Zusatz dieser Stoffe veréndert. Dazu wurde HBindung des

Radioliganden an eine 1:100000 (V:V) in Tris-Inktibaspuffer verdiinnte Suspension des
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Achromobacter xylosoxidanmtersucht. Inkubiert wurde 5 h lang im Schittalseabad bei
37 °C, bevor Uber GF/B-Glasfaserfilter separiertdeu
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Abb. 15. Einfluss einer erhohten TRIS-Konzentration und dassatzes von Dithiotreitol oder
Natriumchlorid zum Tris-Inkubationspuffer auf dieinBung von {H]Uracil an den
lebenden Achromobacter xylosoxidans Dargestellt ist ein Einzelexperiment in
Dreifachbestimmung + SEM.

Der in Abb. 15 genannte Einsatz von 50 mM Tris-Inkubationspuffe 7,4 (,TRIS
50 mM*) stellt das Standardmedium fir die Durchfiiig dieser Bindungsstudien dar. Die
Bindung des Radioliganden fallt hier mit rund 8@bnc fur die Gesamtbindung
verhaltnismalig niedrig aus, was wahrscheinlicld@ngeringen Anzahl an Bakterien in der
verwendeten Suspension liegt. Vervierfacht marKaiezentration an Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan im Inkubationspuffer und stellt mit kentrierter Salzsaure einen pH-Wert von
7,4 ein, so reduziert sich die spezifische Bindung mehr als ein Drittel von rund 730 auf
etwa 460 cpm. Daraus lasst sich schlie3en, dassrdinte Anzahl an lonen in der Losung
einen negativen Einfluss auf die Gesamtbindung Riggdioliganden und bei nur geringem
Anstieg der unspezifischen Bindung auch negativewhtkung auf die spezifische Bindung
ausubt. Bei Zusatz der Verbindungen Dithiothre(®TT) und Natriumchlorid (NaCl) in
Konzentrationen von 10 bzw. 100 mM zum Tris-Inkutragpuffer zeichnet sich ein anderes
Bild ab. Ein hoher Anteil der Radioligandbindungfélit auf unspezifische Bindungsstellen.
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Ein Zusatz von DTT fuhrt zu einem Anteil von 50%spazifischer Bindung, gemessen an der
Gesamtbindung des Radioliganden. In Gegenwart @0miM NaCl nimmt die unspezifische
Bindung einen Anteil von knapp 60% der Gesamtbigdein. Dies bedeutet, dass ein Zusatz
der Verbindungen DTT und NaCl eine Differenzieruder Bindung von 3H]Uracil an
spezifische und unspezifische Bindungsstellen &rsdh Die Gesamtbindung fallt so hoch
aus wie in der Kontrolle (TRIS 50 mM), doch die pezifische Bindung steigt erheblich zu
Ungunsten der spezifischen Bindung. Das Uracil-Bprdtein wird durch DTT und NaCl so
verandert, dass Uracil weniger gut bindet. DTTinstler eingesetzten Konzentration in der
Lage, Disulfidbriicken in Proteinen zu reduziereisubidbriicken stabilisieren Proteine und
tragen zur Aufrechterhaltung ihrer Sekundar-, &ertiund Quartarstruktur bei. Als
sogenannte ,allosterische Disulfidbriicken* kdnnea die Konformation und damit die
Funktion von Proteinen verandern. Das vorliegendgelnis des Einsatzes von DTT zeigt,
dass die raumliche Struktur des Uracil-Bindepraeiturch DTT so verandert wird, dass
[*H]Uracil schlechter binden kann. Der nachfolgen@esvch soll klaren, ob die Reduzierung
der Bindung aufgrund von NaCl-Zusatz durch Natriwwder Chloridionen verursacht wird.
Abb. 16 verdeutlicht den Einfluss der Chloride ein- undemertiger Kationen auf die
Bindung von {H]Uracil an die Membranpréparation dashromobacter xylosoxidarsowie
die Auswirkungen des Zusatzes der Chelatbildneribdaedetat (EDTA) und Ethylenglycol-
bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsdure (EGTA). Bis dultration Uber GF/B-Glasfaserfilter
wurde der Versuchsansatz 5 h lang bei 37 °C im tBalliasserbad inkubiert.
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Abb. 16. Einfluss des Zusatzes von NaCl, MgQTaC}, Na-EDTA und EGTA auf die Bindung von
[*H]Uracil an die Membranpraparation déshromobacter xylosoxidanBargestellt ist ein
Einzelexperiment in Dreifachbestimmung + SEM.

Das oben abgebildete S&aulendiagramm zeigt, dassdean Membranpraparation des
Bakteriums unter Standardbedingungen (,ohne Zu§atnee hohe spezifische Bindung von
etwa 6600 cpm gegenuber einer geringen unspezfisBimdung von etwa 30 cpm gemessen
wird. Die Salze der zweiwertigen Kationen, der Btdimetalle Magnesium und Calcium,
wurden dem Inkubationspuffer in einer Konzentratimn jeweils 10 mM zugesetzt und
beeinflussen die Bindung voPH]Uracil nur schwach. Die spezifische Bindung fafiit rund
6000 cpm etwas niedriger aus als in der Kontroll®bei die unspezifische Bindung
anndhernd gleich bleibt. Der Chelatbildner EGTAfgaund von begrenzter Loéslichkeit
eingesetzt in Konzentrationen von 0,1 und 1 mM,miedert die Radioligandbindung
ebenfalls nur in geringem Ausmali. Dass die hohevaz&ntration scheinbar geringere
Auswirkung zeigt, kann durch Ld&slichkeitsproblemerursacht sein, was bedeutet, dass die

reale in Losung vorliegende Konzentration Kleinksr s mM war. Auffallig inAbb. 16 ist,
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dass es zu einer mehr als 50%igen Reduktion deiolRgahdbindung durch Zusatz von 0,1
bzw. 1 mM Natriumedetat (Na-EDTA) kommt. 100 mM Nad&ssen die Bindung sogar auf
fast ein Funfzigstel des Ausgangswertes absinkeie Méim Versuch an den lebenden
Bakterien steigt auch hier die unspezifische Biddarch Zusatz von NaCl leicht an. Dieses
Experiment verdeutlicht, dass die Bindung vdd][racil wenig beeinflussbar ist durch den
Zusatz von Chelatbildnern und Chloridsalzen zwetigger Kationen, doch drastisch reduziert
wird in Gegenwart von Natriumkationen. Diese Erkaemuntermauert die Idee, dass es sich
bei der Bindungsstelle fir Uracil um ein bakteaslTransportprotein handeln kénnte, dessen

Funktionalitat moglicherweise durch das Vorhandengen Natriumionen beeinflusst wird.

Da sich Transportproteine unter anderem in ihremekk von Rezeptorproteinen
unterscheiden, soll in den folgenden Experimenteehrmiber die Gesetzmaligkeiten
beziiglich der Reaktionsgeschwindigkeit durch Varatder Inkubaktionszeit in Erfahrung
gebracht werden.

Auswirkung verschiedener Inkubationszeiten auf dieBindung von [*H]Uracil

In den bisherigen Versuchen galten stets die fumpe&titionsexperimente mit dem
Radioliganden 3H]Uracil am postulierten Uracil-Rezeptor beschriedre Parametér® Dies
bedeutet, die Inkubation wurde 5 h lang im Schivieserbad bei 37 °C vorgenommen. Die
eingesetzte Radioligandkonzentration betrug innabbés hier beschriebenen Experimenten
5 nM pro Vial. In einem ersten Vortest zur Kinetlkr Interaktion zwischen Uracil und des
Uracil-Bindeproteins  des Achromobacter xylosoxidans wurde ein  homologes
Kompetitionsexperiment von Uracil vs.*HJUracil an der Membranpraparation des
Bakteriums mit unterschiedlichen Inkubationszeiteturchgefihrt. Das Ergebnis

veranschaulichfbb. 17.
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Abb. 17. Homologe Kompetition von Uracil vsH]Uracil an der Membranpréparation (0,4 pg/Vial)
desAchromobacter xylosoxidamsit Inkubationszeiten von 1, 2, 4 und 5 h sowiedheaus
resultierenden 16-Werte. Dargestellt ist jeweils ein Einzelexperimen Dreifach-
bestimmung + SEM. Fir einige Werte ist der SEM tdutas Symbol tGiberdeckt.

In der obigen Abbildung ist deutlich zu erkennemssl die mit den unterschiedlichen
Inkubationszeiten durchgefiihrten homologen Komioeisexperimente alle zu auswertbaren
Inhibitionskurven flhren, deren d&Werte eng beieinander liegen. Der geringste-\W@ert
lasst sich bei zweistiindiger Inkubation bestimnvegihrend die Inkubation von 5 h zu einem
rund doppelt so hohen deWert fihrt. Dennoch lasst sich keine GesetzmaRigikeischen
der Dauer der Inkubation und Hohe degyl@ertes feststellen. Wie zu erwarten fuhrt eine
langere Inkubation zu einer hoheren spezifischew@ig, d. h. zu héheren gemessenen cpm.
Aus Grinden der Praktikabilitat wird anhand dieSestests beschlossen, die folgenden
Kompetitionsexperimente mit einer Inkubationszeinvl h durchzufiihren. Um cpm zu
erreichen, die eine valide Auswertung ermdglichenss je nach Membranpréparation die
Proteinkonzentration der Vials erh6ht werden.

Weitere Untersuchungen zur Kinetik, insbesonder alifwendigere Durchfiihrung von

Assoziationsexperimenten, sind un®e2.4ausfuhrlich beschrieben.

Auswirkung der Inkubationstemperatur auf die Bindung von [PH]Uracil

Versuche zur Temperaturabhangigkeit der Uracil-Bnglwurden an einer definierten Menge
Membranpraparation unter Einsatz von 5 nM Radiokbei Inkubationstemperaturen von 4,
21, 30 und 37 °C durchgefiihrt. Die spezifische Bimgl von fH]Uracil nimmt mit der
Temperatur stark ab. Bei einer Inkubationstemperatan 4 °C lasst sich kaum noch
spezifische Bindung detektieren. Die optimale Hdbaespezifischen Bindung wird bei 37 °C
erreicht, so dass diese Temperatur als Standaadlémeiteren Versuche gilt.
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3.24 Kinetische Experimente

Allgemein bezeichnet das Wort Kinetik die Lehre \a@r Geschwindigkeit. An dieser Stelle
soll die Geschwindigkeit der Assoziation bzw. Diation zwischen dem Liganden
[*H]Uracil und dem Uracil-Bindeprotein des Bakteriumdchromobacter xylosoxidans
untersucht werden. Diese Geschwindigkeit setzt aich der Geschwindigkeit fur die Hin-
und Riuckreaktion zusammen. Die Hinreaktion besbhidie Assoziation des Radioliganden
L™ an die Bindungsstelle R mit Bildung des Kompleaas Ligand und Bindungsstelle RL

wobei die Rickreaktion die Dissoziation des Kompkaus Ligand und Bindungsstelle

darstellt. GemaR dem Massenwirkungsgesetz lassvsikiirzt darstelleh™

k

R+L" =—— RL
diss

Zunachst wurde die Assoziation naher untersuche. Auswertung erfolgte nach den fur
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen gultigen Gesetaeeswegen im folgenden anstatt
.Bindungsstelle” der Begriff ,Rezeptor* verwendetrd: In Assoziationsexperimenten wird
der zeitliche Verlauf der Bindung des Liganden @&m @Rezeptor untersucht und damit die
Assoziationskonstante & auch k, genannt, bestimmt. Dazu wird eine konstante
Proteinmenge mit einer konstanten Radioligandkamagan so lange inkubiert, bis sich ein
kinetisches Gleichgewicht zwischen Bildung und Dmation des Radioligand-Rezeptor-
Komplexes eingestellt hat. Die an den Rezeptor gg@dne Radioaktivitat nimmt ab diesem
Zeitpunkt augenscheinlich nicht mehr zu. In der werung des Assoziationsexperimentes
mit Hilfe des Programms Prish{one-phase exponential association) wird die uzifipehe
Bindung, welche mit der Zeit linear zunimmt, zunr&ehnung der spezifischen Bindung von
der gemessenen Gesamtbindung subtrahiert. Diefispgbei Bindung (cpm) wird gegen die
Zeitpunkte der Radioligandzugabe (min) graphischfgettagen. Durch nichtlineare
Regression wird aus der spezifischen Bindung deetische Parameteggals Mal3 fir die
tatsachliche Assoziationsgeschwindigkeit berechi. Halbwertszeitqf, lasst sich aus der
Assoziationskurve auf der Zeitachse an der Stéllesan, an der die spezifische Bindung die
Halfte ihres Maximalwertes erreicht hat.

Dartber hinaus kann in Dissoziationsexperimentenfolg werden, mit welcher
Geschwindigkeit der Komplex zwischen Rezeptor urghihd wieder zerféllt, woraus sich die
Dissoziationskonstantegls, auch ki genannt, ermitteln lasst. Dazu wird eine konstante
Proteinmenge zundchst mit einer konstanten Radindigonzentration bis zur
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Gleichgewichtseinstellung, die im Assoziationsekpent ermittelt wurde, inkubiert. Dann
wird Uber eine Zeitspanne, die mindestens so lagig sollte wie die Zeit bis zur
Gleichgewichtseinstellung, in definierten Zeitalbskin eine konstante hohe Konzentration an
nicht radioaktiv markiertem Liganden zugegeben, itdaieser den Radioliganden vom
Rezeptor verdrangt.

Die Assoziationsgeschwindigkeitskonstandg &der kg, berechnet sich schliel3lich wie folgt:

kob (min_l) - kdiss
Cr (M)

(min™)

K,c(M™*min™)= Gl. 4

Durch Bildung des Quotienten augskund kssl&sst sich gemagl. 5 der kinetische K-Wert
berechnen. Diese Gleichgewichtsdissoziationskotestanstellt ein Mal} fur die Affinitat des
Radioliganden zum Rezeptor dar und beschreibt diezEntration des Radioliganden, die
vorliegen muss, um die Halfte der in der Proteibproenthaltenen Rezeptoren mit
Radioligand zu besetzen. Je gré3er die AffinithegiRadioliganden zum Rezeptor ist, desto
grolBer wird der Zahlenwert fir,k und damit der Nenner des Bruches. DgrWert sinkt
und das Gleichgewicht der oben genannten Reaktioschen Ligand L und Rezeptor R
verschiebt sich nach rechts zugunsten des Ligarzé{Rer-Komplexes. Ist die Affinitat des
Radioliganden zum  Rezeptor nur gering ausgepragt,ussm eine hohe
Radioligandkonzentration eingesetzt werden, um 5086 Rezeptoren mit diesem zu
besetzen. Die praktische Bedeutung dgsWertes liegt vor allem darin, dass er erlauben
sollte, in Filtrationsassays die Radioligand-Reaepiomplexe von ungebundenem
Radioliganden zu trennen, bevor sie dissoziieraiuiDsind K-Werte unter 10 nM ideal.

Kiss (min™)

Ko (M) = M Tming)

Gl.5

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten kinetischen &xmente werden nachfolgend

beschrieben.

Assoziationsexperiment am lebendeAchromobacter xylosoxidans
Zu einer 1:100000 (V:V) in Tris-Inkubationspuffeerdiinnten Suspension des Bakteriums
wurde in bestimmten zeitlichen Abstdnden eine Ra@indkonzentration von 5 nM

[*H]Uracil zugesetzt (siehés.8.1). Die unspezifische Bindung wurde zum maximalen
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Zeitpunkt t =360 min ermittelt. Der Versuchsansatairde wahrend der gesamten
Durchfihrung im Schittelwasserbad bei einer Temperaon 37 °C gehaltenAbb. 18
veranschaulicht den graphischen Verlauf fur die éddder spezifischen Bindung des

Radioliganden in Abh&ngigkeit von der Dauer deuldtion mit der Bakteriensuspension.
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Abb. 18. Assoziation von 5 nM ®H]Uracil an die Suspension deSchromobacter xylosoxidans
Dargestellt ist ein Einzelexperiment in Dreifachtbamung + SEM. Fir einige Werte ist
der SEM durch das Symbol tiberdeckt.

In Abb. 18 ist deutlich zu erkennen, dass die spezifischeig des Radioliganden mit der
Inkubationszeit zunimmt. Schon nach einer Inkubetzeit von nur 0,5 min, in diesem
Versuch die minimale Inkubationszeit, bind&t]Uracil spezifisch mit rund 150 cpm an die
suspendierten lebenden Bakterien, bis die Bindwmy maximalen Zeitpunkt von 360 min,
also nach einer Inkubation von sechs Stunden, ihmarimalen Wert von rund 1000 cpm
erreicht. Ein Gleichgewichtszustand, der sich deldutennzeichnet, dass die spezifische
Bindung nicht weiter zunimmt und die Assoziationsiauetwa parallel zur x-Achse verlauft,
wird durch diese Inkubationszeit von sechs Stundeht erreicht. Die in dieser Darstellung
gewéhlte Rechengrundlage der einphasigen expolientiAssoziation liefert einen
Grenzwert von 1185 cpm fur die spezifische Bindwoyvie eine Halbwertszeit;4 von
174,2 min. Die experimentelle Assoziationskonstadgtewird zu 0,003979 mih berechnet.
Eine Auswertung, die eine zweiphasige exponentidksoziation zugrunde legt, was
bedeuten wiirde, dassH]Uracil zwei unterschiedlich affine Bindungsstelleauf dem
Bakterium adressiert, fiuhrt zu keinem Ergebnis. Bggnauerer Betrachtung des
Kurvenverlaufes fallt jedoch auf, dass nach eimdubationsdauer von bis zu einer Stunde

ein gewisser Anteil an Radioligand spezifisch gelmmwird, was zu einer leichten Stufe im
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Kurvenverlauf fuhrt. Einen Ausschnitt des Kurvernaafes fir diesen Zeitraum der
Inkubation zeigiAbb. 19.
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Abb. 19. Ausschnitt der Assoziation von 5 nMH]Uracil an die Suspension deschromobacter
xylosoxidansDargestellt ist ein Einzelexperiment in Dreifaebmmung + SEM.

Innerhalb der ersten 60 min der Inkubation erretibtAssoziation des Radioliganden einen
Grenzwert, der bei 257 cpm fur die spezifische Biglliegt. Die Halbwertszeit 4 wird
nach Zugrundelegen einer einphasigen exponenti@dsioziation mit 2,336 min angegeben,
koo betragt 0,2967 mih Somit kénnte angenommen werden, dass sich dasrSysereits
innerhalb von 20-60 min in einer Art Gleichgewidlgfindet, bei dem die Assoziation von
[*H]Uracil an die Bindungsstelle mit gleicher Gesahaligkeit ablauft wie die Dissoziation.
Auffallig ist, dass die spezifische Bindung zu d&itpunkten 0,5 min, 2 min und 5 min fast
identische Werte annimmt und den Kurvenverlauf eseat Stelle stufen kdnnte. Legt man
jedoch eine zweiphasige exponentielle Assoziation Zuswertung zugrunde, gelingt die
nichtlineare Regression nicht. Die Annahme, da®s kine einphasige Assoziation mit
Gleichgewichtseinstellung in kurzer Zeit stattfindéihrt zu der Uberlegung, dass der
Radioligand einer Aufnahme in die Bakterien unéglj auch Uptake genannt.

In der Literatur sind verschiedene Mechanismen 8esfftransportes durch bakterielle
Membranen beschrieb&h>?*°?Fiir einige bakterielle Transporter sind sogenatuptake-
Assays, also Experimente, in denen die Stoffaufreatiorch die Bakterien untersucht werden
soll, bereits etablief*'**Dabei wird der zeitliche Verlauf und das AusmaR Alefnahme
einer radioaktiv markierten Verbindung in die Zeilerfolgt. Charakteristisch fir diese

Versuche ist, dass die Stoffaufnahme innerhalb etsten Minuten nach Zugabe der
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radioaktiv markierten Verbindung geschieht undigsdr Zeit linear verlauft. Je nach Art des
Transporters muss den Bakterien zuvor eine Energikqy beispielsweise Glucose, zur
Verfigung gestellt werdelf®> Nach der Inkubation werden die Zellen, wie in der
vorliegenden Arbeit, durch Filtration Uber einenllZ&rvester von der Losung separiert,
woraufhin die Radioaktivitat im Filtrationsricksthgemessen wird. In einigen Experimenten
werden die Zellen durch Ultraschallbehandlung pet;stie Zelltrimmer abzentrifugiert und
die Radioaktivitat im Uberstand gemess&hAnalog zum eingangs vorgestelltern-Kvert
wird in Uptake-Assays ein kWert ermittelt. Diese aus der Enzymkinetik stamdeen
MICHAELIS-MENTEN-Konstante, bezeichnet die Substratkonzentratiorei loler die
Geschwindigkeit der Substratumsetzung, bei Uptaksafs entsprechend der
Substrataufnahme, halbmaximali&Die maximale Geschwindigkeit der Substratumsetzung
(Substrataufnahme in Uptake-Assays) wird algcbezeichnet und in fmol/mg Protein oder
fmol/Anzahl Zellen angegeben. Die in dieser Ardm#schriebene Assaydurchfiihrung mit
direkter Filtration Gber einen Zellharvester wilfe Frage auf, ob die Zellen bei der Filtration
zerstort werden und das potentiell aufgenommérgUfacil freigesetzt wird oder ob sie
intakt auf dem Filter zuriickgehalten werden. DieSachverhalt wurde bereits untgR.2
diskutiert und konnte nicht befriedigend beurtedMerden. Da die Durchfihrung der
vorliegenden Experimente die alleinige Annahme reiigfhahmedes SubstratesH]Uracil

in die Zelle_nichterlaubt, ist eine Auswertung dieser Assoziatiormwehe im Hinblick auf
einen Uptake, mit dem Ziel Kund \nax Zu bestimmen, nicht mdglich.

Da zuklnftige Experimente an der Membranpraparaties Achromobacter xylosoxidans
durchgefuhrt werden sollen und sich in diesem Mgrsexperimentell noch kein Grenzwert
ermitteln liel3, wurde die Assoziation des Radialidan mit langeren Inkubationszeiten nun

an Membranpraparationen des Bakteriums untersucht.

Assoziationsexperimente an der Membranpraparation dsAchromobacter xylosoxidans

Die Versuche wurden wie unte6.8.1 beschrieben durchgefiihrt. Die einzelnen
Versuchsparameter sind ifiab. 36 aufgelistet. Die Membranpréparation des Bakteriums
wurde zunachst zu verschiedenen Zeitpunkten mérdrRadioligandkonzentration von 5 nM
versetzt und im Schuittelwasserbad bei 37 °C inktildbde unspezifische Bindung wurde zu
allen Zeitpunkten gemessen und von der zum gleidegpunkt gemessenen Gesamtbindung
subtrahiert. Die nachfolgende Abbildung fasst drz@nen Experimente zusammen.
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Abb. 20. Assoziation von 5nM °H]Uracil an die Membranpréaparation de&chromobacter
xylosoxidansDargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus draabhangigen Experimenten
in Dreifachbestimmung. Fur einige Werte ist der S@iiMch das Symbol Uberdeckt.

Die Abbildung lasst deutlich erkennen, dass dieifisehe Bindung des Radioliganden mit

der Inkubationszeit steigt. Dabei werden Counts k@ zu 40000 cpm fir die maximale

Inkubationszeit erreicht (hier nicht dargestelDer graphische Verlauf nimmt fast die Form
einer Geraden an. Zu erwarten gewesen ware naehn gewissen Zeit ein grenzwertiger

Verlauf. Besonders bei langerer Inkubation stréeitHtbhe der spezifischen Bindung stark um
die Ausgleichsgerade. Ein Grenzwert lasst sich diesen Experimenten nicht verlasslich
ermitteln, jedoch fallt wiederum auf, dass die simzhe Bindung etwa innerhalb der ersten
30 min der Inkubation ein Plateau erreicht. Digsa@sschnitt des Graphen befindet sich in der
nachfolgenden Abbildung.
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Abb. 21. Ausschnitt der Assoziation von 5nM’H]Uracil an die Membranpraparation des
Achromobacter xylosoxidansDargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus drei
unabhéngigen Experimenten in Dreifachbestimmung.ehiige Werte ist der SEM durch
das Symbol tberdeckt.

Innerhalb der ersten 30 min der Inkubation tritt deutlicher Grenzwert in der Assoziation
des Radioliganden an die Membranpréparation deteBakis auf. Der Anteil des spezifisch
gebundenen Radioliganden an der Uber die Gesangbitndenen Radioaktivitat ist mit
maximal 3% sehr gering. Die Halbwertszegjt fur diese Assoziation betragt 1,80 min bei
einem Grenzwert der spezifischen Bindung von 2,7B%.Assoziationskonstantgnimmt
einen Wert von 0,386 mihan. Somit kénnte auch dieser Kurvenverlauf einwdiis darauf
sein, dass der Radioligand maoglicherweise einen&uie unterliegt. Dieser Sachverhalt ist
jedoch bei Versuchen an Membranpraparationen schaehnzuvollziehen. Diese bestehen
grof3tenteils aus Bruchstiicken der Membran ohnefittasmanche Transporter notwendige
Konzentrationsgefalle der zu transportierenden f&taivischen intra- und extrazellular.
Ebenso ist eine vesikulare Aufnahme (sidh® an der Membranpraparation nur schwer
vorstellbar.

In allen bisherigen Versuchen wurde eine Radioliganzentration von 5 nM>]Uracil
eingesetzt. Aufgrund der Idee, dass diese KonzemniranOglicherweise nicht ausreicht, um
einen Gleichgewichtszustand herbeizufihren, wuedefalgende Assoziationsexperiment mit
einer Radioligandkonzentration von 20 nNH[Uracil an der Membranpraparation des
Achromobacter xylosoxidandurchgefiihrt. Dabei wurde die unspezifische Birgdwum

maximalen Zeitpunkt t = 420 min gemessen.
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Abb. 22. Assoziation von 20 nM ®H]Uracil an die Membranpréparation dechromobacter
xylosoxidans Dargestellt ist ein Einzelexperiment in Zweifaeebmmung + SEM. Fur
einige Werte ist der SEM durch das Symbol Gberdeckt

Wie in Abb.22 zu erkennen, wird auch durch den Einsatz der acben
Radioligandkonzentration, 20 nM gegeniiber standafign 5 nM fH]Uracil tber eine
Inkubationszeit von 7 h kein Grenzwert erreicht.e DAuswertung mittels einphasiger
exponentieller Assoziation liefert stark extrapudlieine maximale spezifische Bindung von
7,90 - 16cpm. Die Halbwertszeit;b wird zu 4700 min, entsprechend 31 Tagen berechnet,
die Assoziationskonstante,skzu 1,55 - 10 min. Eine hohere Radioligandkonzentration
fihrt demnach zu einer héheren spezifischen Bindmg[’H]Uracil, einer langeren Zeit bis
zur Gleichgewichtseinstellung und einem niedrigevéert fur ky, Genaue Betrachtung der
Anordnung der Messpunkte Abb. 22 |asst auch hier eine Stufe innerhalb der erstemi80

der Inkubationszeit erkennen. Berechnet man diarfeter der Assoziation nur fur diesen

Zeitraum, ergibt sich der iAbb. 23 dargestellte Kurvenverlauf.
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Abb. 23. Ausschnitt der Assoziation von 20 nMH]Uracil an die Membranpraparation des
Achromobacter xylosoxidanBargestellt ist ein Einzelexperiment in Zweifaeebmmung
+ SEM. Fir einige Werte ist der SEM durch das Syiniberdeckt.

Der fur die ersten 30 min der Assoziation abgebdd&urvenverlauf fuhrt zu einer
maximalen spezifischen Bindung von 1390 cpm besreitalbwertszeit;f, von 7,46 min und
einem Wert fiir k, von 0,0929 mit. Wie in Abb. 19 und Abb. 21 deutet dieser Sachverhalt
an, dass®H]Uracil schnell bis zu einem gewissen ersten Maximspezifisch gebunden wird.
Eine Auswertung, der eine zweiphasige exponentfskoziation zugrunde gelegt wird, fihrt
zu keinem Ergebnis.

Zusammenfassend fur alle hier abgebildeten Assomsurven lasst sich festhalten:
Inkubation der Bakteriensuspension oder einer lamteh Konzentration der
Membranpraparation mit einer konstanten Konzemmatn fH]Uracil, die zu bestimmten
Zeitpunkten Uber eine Gesamtzeit von bis zu 10degetzt wird fuhrt zu einer linearen
Abhéngigkeit zwischen der spezifischen Bindung deadioliganden an das Uracil-
Bindeprotein und der Zeit. Es lasst sich praktigein Grenzwert ermitteln, der belegen
wirde, dass die Bildung und der Zerfall des Kome$exaus Radioligand und Uracil-
Bindeprotein mit gleicher Geschwindigkeit ablaufem.Sinne der Reaktionskinetik bedeutet
dies, dass die Reaktionsgeschwindigkeit konstadtwrabhangig von der Konzentration des
Radioliganden und der Proteinprobe ist. Sie ergbprder Steigung der Geraden. Die
Reaktionskinetik bezeichnet diesen Fall als Reakflo Ordnung. Alle hier abgebildeten
Assoziationskurven lassen jedoch eine Stufe intierdar ersten Stunde der Inkubation
erkennen. Auswertungen nur bis zu diesem Zeitplasisen einen Grenzwert berechnen, was

bedeutet, dass die Bildung und der Zerfall des Kergs zwischen Radioligand und Uracil-
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Bindeprotein zu dieser speziellen Zeit mit gleich&eschwindigkeit ablaufen. Die
Uberlegung, dass eine zweiphasige Assoziationfistigt, bei der das erste Gleichgewicht
innerhalb der ersten 60 min erreicht wird und deite weitaus spater folgt, lasst sich
mathematisch nicht verifizieren.

Dass die ahnlichen Kurvenverlaufe der Assoziatispeemente an lebenden Bakterien im
Vergleich zu Membranpréparationen durch das Vorbasein noch lebender Bakterien in
den Membranpraparationen zu erklaren sind, kanmgesgblossen werden. In einem
Bindungsexperiment, fir welches die lebenden Bakieruvor unter gleichen Bedingungen
eingefroren und wieder aufgetaut wurden wie die Mempraparation, konnte keine Affinitat
von [PH]Uracil mehr detektiert werden. Wahrend die Balkterbereits nach rund sechs
Wochen Lagerung bei —80° C ihre Fahigkeit zur dimetien Bindung von *H]Uracil
verloren haben, sind die Membranpraparationen génbers zu etwa einem Jahr nach
Herstellung verwendbar. Die Assoziationsexperimentéhren somit zu leicht
widerspruchlichen Ergebnissen, die an dieser Staelbhit befriedigend gedeutet werden
kénnen. Da als Voraussetzung fur Dissoziationsexyte gilt, dass die minimale Zeit bis
zur endgultigen Gleichgewichtseinstellung bekaraih snuss, werden keine Dissoziations-

experimente durchgefuhrt.

Zur Festlegung der zukinftigen Inkubationszeit iradRligand-Bindungsstudien von
[*H]Uracil an der Membranpréaparation déshromobacter xylosoxidarsowie an lebenden
Bakterien wird das inAbb. 17 dargestellte Ergebnis miteinbezogen. Basierend camuf
Erkenntnis, dass Inkubationszeiten von 1, 2, 4 &t in homologen Kompetitions-
experimenten von Uracil vs®H]Uracil an der Membranpraparation des Bakteriumdast
gleichen IG-Werten fihren und in Assoziationsexperimenteniinak® der ersten 60 min der
Inkubation ein Gleichgewichtszustand erreicht wiveerden fur folgende Versuche eine
Inkubationszeit von 1 h und eine Inkubationstemjoeraon 37 °C im Schittelwasserbad als
Standardbedingungen definiert. Zur Uberpriifung, edbe Radioligandkonzentration von
5nM geeignet ist und zur Bestimmung desp-Kund BhacWertes wurden

Sattigungsexperimente durchgefihrt. Darauf wirdotgenden Kapitel eingegangen.

3.2.5 Séattigungsexperimente

Durch Sattigungsexperimente lasst sich die DicleteBindungsstellen in einer Proteinprobe,

ausgedruckt durch den B-Wert, sowie die Affinitdt des Radioliganden firesé
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Bindungsstelle, verdeutlicht durch die GleichgeusdmssoziationskonstantepK ermitteln.
Dazu werden einer konstanten Konzentration Membéggration steigende Konzentrationen
an Radioligand zugesetzt und fur eine definierteitsganne inkubiert. Fur jede
Radioligandkonzentration wird die Gesamtbindung diedunspezifische Bindung gemessen.
Durch Subtraktion der unspezifischen Bindung von @esamtbindung wird die spezifische
Bindung errechnet, welche gegen die eingesetzteioRgahdkonzentration graphisch
aufgetragen wird. Nichtlineare Regression (eingeitihyperbole Bindung) liefert den
Grenzwert der Sattigungskurve, die maximale AnzahBindungsstellen in der Proteinprobe
Bmax angegeben zunachst in cpm. Der in cpm gemessgad\ert 1asst sich gem&al. 17,
Kapitel 6.8.6 in fmol pro mg Protein umrechnen. Die Gleichgeusdmssoziationskonstante
Kp ist die Konzentration des Radioliganden, die im Hage ist, 50% der Rezeptoren zu
besetzen. Sie lasst sich ermitteln, indem von détighngskurve aus auf Hohe der
halbmaximalen Anzahl an Bindungsstellen das Lotgeix-Achse gefallt wird. Der gcWert
wird in der Einheit nM angegeben. Zur besseren aisierung der Daten kann ein Scatchard-
oder Rosenthal-Plot angelegt werd&t®’ Dabei wird die spezifische Bindung des
Radioliganden gegen den Quotienten aus spezifiscigindung und freier
Radioligandkonzentration graphisch aufgetragen.d&inder Radioligand nur an eine
Bindungsstelle in der Proteinprobe, wird eine Geradhalten, deren Steigung —g/Kind
deren Schnittpunkt mit der x-Achse,& entspricht. Fir das menschliche Auge ist diese
lineare Darstellung besser zu erfassen und bebhigtles Ergebnisses leichter zu
interpretieren. Die Auswertung der experimenteDaten sollte jedoch mittels nichtlinearer
Regression erfolgen, da die Standardfehler zu jeldesspunkt bei der linearen Auswertung
leicht verzerrt werden, so dass die aus der Geradmaittelten Werte flr Bax und Ky hohere
Abweichung zur Realitat aufweisen als die aus dgtighingskurve ermittelten. Aus diesem
Grund werden die hier vorgestellten Sattigungserperte in Form der Sattigungskurve
dargestellt und mittels nichtlinearer Regressiosgawertet.

Die Durchfihrung der Experimente ist une8.2ausfuhrlich beschrieben.

Der Kurvenverlauf unter Annahme einer einseitigendBng fiir die einstiindige Inkubation
von 0,03125-300 nM’H]Uracil an 0,1 pghchromobacter xylosoxidafdembranpraparation
pro Vial bei einer Temperatur von 37 °C ist nacpéold abgebildet. IAbb. 25 ist der oben

angesprochene Rosenthal-Plot dargestellt.
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Abb. 24. Sattigungsexperiment von*H]Uracil an der Membranpréaparation déshromobacter
xylosoxidang(0,1 pg Protein/Vial), einseitige Bindung. Dargdistsind die Mittelwerte *
SEM aus drei unabhéngigen Experimenten in Dreifestimmung. Fur einige Werte ist der
SEM durch das Symbol Uberdeckt.
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Abb. 25. Rosenthal-Plot des Sattigungsexperimentes YajUfacil an der Membranpraparation des
Achromobacter xylosoxidan®,1 1g Protein/Vial), einseitige Bindung. Dargdistsind die
Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimentenrngifchbestimmung.

Wie in Abb. 24 zu erkennen steigt die unspezifische Bindung dedidiganden mit dessen

Konzentration linear an und féallt insgesamt mit kis 300 cpm recht niedrig aus. Die
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Gesamtbindung erreicht mit rund 5800 cpm bei eit@nzentration von 300 nM*H]Uracil
ihr Maximum, woraus eine maximale spezifische Bmglwon rund 5500 cpm resultiert. Fir
diese Auswertung wird angenommen, dass der Radmdignur an eine spezifische
Bindungsstelle in der Proteinprobe bindet. Derhangtische Mittelwert fir K aus den drei
Einzelexperimenten liegt b&l8,5+ 2,2nM. Er liegt somit leicht Gber dem in homologen
Kompetitionsexperimenten ermitteltenpfVert von 18,4 nM. Die maximale Anzahl an
Bindungsstellen Bain der Proteinprobe betragt 4920 + 440 cpm, underet mittelsGl. 17
9,03+ 0,76nmol/mg Protein. Die fur die zuverlassige Durchfihrung v&dttigungs-
experimenten geltenden Parameter werden in diesdherffullt. Nur ein kleiner Anteil der
insgesamt eingesetzten Radioaktivitat bindet anBawelungsstelle in der Proteinprobe. Die
eingesetzte Gesamtradioaktivitat flr eine Konzéomavon 300 nM wird mit 1739000 cpm
gemessen. Davon binden nur rund 0,3% insgesamtifisppzan die Bindungsstelle.
Depletion des Radioliganden kann somit ausgesatosgerden. In diesem Experiment
wurden ausreichend hohe Konzentrationen an demoRgahden getestet. Als grober
Richtwert fir die hochste zu testende Konzentragon) dass diese das 10-fache des K
Wertes betragen soll. Hier ware das eine Konzeatraion 285 nM {H]Uracil, die durch den
Einsatz von 300 nM Radioligand abgedeckt wird. Ddes ByacWert mit 9,03 nmol/mg
Protein so hoch ausfallt, ist schlissig, denn sechaen ersten Versuchen akahromobacter
xylosoxidangiel auf, dass eine ungewohnlich niedrige Konzdirean Membranpréaparation
bzw. eine sehr hohe Verdiinnung der Bakteriensugper®si einer hohen spezifischen
Bindung in Form hoher gemessener cpm fuhrte. DéteMiert der Korrelationskoeffizienten
der einzelnen Experimente liegt fiir diese Auswegtoei 0,986 + 0,007.

Der in Abb. 25 dargestellte Rosenthal-Plot dient nur zur besseéresualisierung der
Ergebnisse und wird nicht zur Bestimmung vom Whd Bnax herangezogen. Jedoch wird in
dieser Darstellung deutlich, dass die Messpunktd-onm eines Stufen-Musters um die
Ausgleichsgerade streuen, was darauf hindeutent&pdass 3H]Uracil méglicherweise an
mehr als eine Bindungsstelle in déchromobacter xylosoxidardembranpraparation
spezifisch bindet. Schon die un®&@.4 beschriebenen Assoziationsexperimente deuteten an,
dass der Radioligand moglicherweise mehrere Binskteien der Achromobacter
xylosoxidangdMembranpraparation adressiert. Innerhalb von wemnads einer Stunde bindet
er spezifisch an einen Teil der Bindungsstellenawrthin die Bindung aber weiter zunimmt.
Durch die hier beschriebenen Sattigungsexperimestd der Frage, ob in der
Membranpraparation zwei oder mehr unterschiedlitinea Bindungsstellen fiir*H]Uracil

vorliegen, weiter nachgegangen werden. Die fur déen beschriebene Experiment
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erhaltenen Daten wurden im folgenden unter Annahenger zweiseitigen Bindung
ausgewertetAbb. 26 zeigt den Verlauf der Séttigungskurve fiir den Fadiss {H]Uracil an

zwei spezifische Bindungsstellen in der Membranardton bindet.
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Abb. 26. Sattigungsexperiment von*H]Uracil an der Membranpréaparation déshromobacter
xylosoxidans (0,1 pg Protein/Vial), zweiseitige Bindung. Dargds sind die Mittel-
werte £+ SEM aus drei unabhangigen Experimenten ieiffchbestimmung. Fir einige
Werte ist der SEM durch das Symbol Uberdeckt.

Der unter Annahme einer zweiseitigen Bindung baretd Kurvenverlauf fallt fur die
spezifische Bindung und die Gesamtbindung etwateistaus als der irAbb. 24 fir die
einseitige Bindung dargestellte. Die Dissoziatiamsktanten K 1 und K 2 werden aus den
drei Einzelexperimenten zu 16,7 +2,5nM und 6,3¢°-+ 1,10 - 16 nM bzw. 6,38 mM
berechnet. Rax 1 liegt bei 3700 + 600 cpm, B 2 bei 3,31 - 10+ 1,11 - 16 cpm. Die Werte
fur Kp 2 und Bnhax 2 liegen weit aulRerhalb des Messbereiches, wasubstgd dass die Werte
extrapoliert sind. Zwar fallt diese Auswertung iRft= 0,994 + 0,003 etwas besser aus als die
der einseitigen Bindung, unterscheidet sich jedaicht signifikant von dieser (p = 0,3531,
ungepaarter t-Test). In Anbetracht des messwesatiriitervalls bis zum Erreichen von, R
und Bnax 2 muss die Verlasslichkeit der Werte jedoch ingErgestellt werden. Aufgrund der
hohen Werte, die K2 und Bax 2 im Vergleich zu I§ 1 und Bax 1 erreichen, wird von der
Darstellung des Rosenthal-Plots abgesehen.
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Fur weitere Auswertungen werden der unter Annahnmereeinseitigen Bindung des
Radioliganden berechnetg,®Vert von28,5 nM sowie der korrespondierendg&Wert von
9,03 nmol/mgProtein herangezogen.

In den unter3.2.4 beschriebenen kinetischen Experimenten konnterawdg der nicht
durchfihrbaren Dissoziationsstudien kein-Wert bestimmt werden, der mit dem der

Sattigungsexperimente verglichen werden kénnte.

Die Kenntnis des K-Wertes ermdglicht nun, die in Kompetitionsexpenes ermittelten
ICso-Werte  Uber die  Cheng-Prusoff-Gleichung in  die wuehsunabhangige
Inhibitionskonstante K umzurechnen (siehe6.8.6 Gl. 18."** Ob die bisher in
Kompetitionsexperimenten eingesetzte Radioligandk&ntration von 5 nM beibehalten
werden kann und Gultigkeit zur validen Auswertureg Baten besitzt, l&sst sich anhand der
Sattigungsexperimente nicht ermitteln. In den u&.3 an der Membranpréparation des
Achromobacter xylosoxidamirchgefihrten homologen Kompetitionsexperimentéreiner
Inkubationszeit von 5h bei 37 °C wurde einsg@ert von 25,2 + 4,8 nM ermittelt.
Einstindige Inkubation fuhrte zu einem Wert vorQIi2\l. Es gilt, dass der kgWert zwei-
bis zehnmal so hoch ausfallen soll wie die einggseRadioligandkonzentration, das
bedeutet, in diesem Fall zwischen 10 und 50 nM elegsollte. Die eingesetzte
Radioligandkonzentration darf nicht wesentlich hdkein als der K-Wert. Dies fuhrt zu
fragwiirdigen Kurvenverlaufelt® Da diese Voraussetzungen fdH]Uracil mit einem K-
Wert von 28,5nM, einer eingesetzten und ohne MDepleals frei angenommenen
Konzentration von 5nM und einem s@Wert von rund 19 nM fir Uracil vs.3Hi]Uracil
gelten, wurden die im folgenden Kapitel durchgeféihrKompetitionsexperimente auf Basis

dieser Erkenntnisse durchgefihrt.

3.2.6 Kompetitionsexperimente

In Kompetitionsexperimenten im Sinne der Radioldy@indugsstudien wird die Bindung

eines Liganden an eine bestimmte Bindungsstell@agenwart einer radioaktiv markierten
Substanz, welche hohe Affinitat zu dieser Bindutejes aufweist, untersucht. Dabei binden
beide Liganden an die orthosterische Bindungssteite konkurrieren um diese. Eine nicht-
kompetitive Hemmung bedeutet, dass ein Ligand dseate Bindung, beispielsweise an eine
allosterische Bindungsstelle, eine Konformationgéadg der orthosterischen Bindungsstelle

induziert, welche die Bindung des Radioligandercles®rt. Bei der unteB.2.2 erlauterten
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homologen Kompetition sind die beiden Liganden i@aktiv markierter und nicht-
markierten Ligand) chemisch identisch und gleidmatu der Bindungsstelle. Bei den hier
vorgestellten Experimenten zur heterologen Komipetildsst man chemisch andersartige
Verbindungen, sogenannte ,Testsubstanzen* mit dedlidiganden um die Bindungsstelle
in der Proteinprobe konkurrieren. Ziel dieser Studist es, neue Liganden fur die jeweilige
Bindungsstelle zu identifizieren. Die Potenz eihggmnden, die Bindung des Radioliganden
zu hemmen, wird durch den anhand der sigmoidaleibittonskurve berechneten J&Wert
charakterisiert. Durch die Cheng-Prusoff-Gleichuagst sich daraus die Gleichgewichts-
inhibitionskonstante K berechnen, die es ermdéglicht s§&NVerte einzelner Versuche
verlasslich miteinander zu vergleich®A.Im Falle der homologen Kompetition ist def- K
Wert gleichbedeutend mit dempy®RNert (sieheGl. 1).

Zur weiteren Charakterisierung des Uracil-Bindepireg in der Membranpraparation des
Achromobacter  xylosoxidanswurden Kompetitionsexperimente  gegen®H]Uracil
durchgefuhrt. Basierend auf den Ergebnissen ddrebgen Versuche wurden folgende

Parameter als Standardbedingungen definiert:

+ Radioligandkonzentration: 5 nMH]Uracil pro Vial

* Proteinkonzentration: 0,1-1 ighromobacter xylosoxidardembranpraparation
pro Vial

e Inkubationstemperatur: 37 °C im Schittelwasserbad

* Inkubationszeit: 1 h

« Kp-Wert zur Berechnung des-MVertes: 28,5 nhf*

Eine detaillierte Beschreibung der Versuchsdurchffig ist in Kapiteb.8.3zu finden.

Ziel dieser Experimente war es zu untersuchen, asbi¥dungen existieren, die in

Kompetition mit fH]Uracil eine hohere Affinitat als®H]Uracil zu der Bindungsstelle

aufweisen. Desweiteren galt es, die Struktur-Widaleziehungen aufzuklaren. Daraus
konnten Ruckschlisse dber die Struktur und Funktdes Uracil-Bindeproteins des
BakteriumsAchromobacter xylosoxidamgzogen werden.

Die sogenannten Testsubstanzen wurden zundchstan konzentration von 10 UM einem

Screening unterzogen. Von Verbindungen, welcheBifglung von fH]Uracil im ersten
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Screening um mehr als 50% hemmten, wurden Uben é&pazentrationsbereich von funf bis
sechs Zehnerpotenzen Inhibitionskurven aufgenommén.diese ist zu erwarten, dass der
ICso- bzw. K-Wert maximal bei etwa 10 uM liegt. Jeder einzeMersuch wurde in
Triplikaten durchgefiihrt. Die im folgenden genamniittelwerte der prozentualen Inhibition
bzw. der K-Werte wurden aus den in mindestens drei voneirmamgigbhangigen Versuchen
ermittelten Einzelwerten berechnet. Zu jedem Mi&t wurde der Standardfehler SEM

(standard eor of the nean) berechnet (sield. 6).

SEM=@ Gl. 6

Jn

Dabei ist SD die Standardabweichun@slard éviation) und n die Anzahl der Experimente.

Das getestete Substanzspektrum umfasst zum eimamdengen, die unter physiologischen
Gesichtspunkten mit der Nucleobase Uracil verwasidd wie die weiteren Basen der
Nucleinséduren, sowie die korrespondierenden Nuitleosind Nucleotide. Zum anderen
wurde eine Auswahl an synthetischen Uracil-Derinajetestet, die an den Positionen 1, 2, 3,
5 oder 6 mit diversen Atomen oder funktionellen gren substituiert sind. In Anlehung an
bereits entdeckte bakterielle Transportproteine deudie Affinitat der Verbindungen
Hypoxanthin und Orotsaure untersutfit. Im Hinblick auf Arzneistoffe wurden
Verbindungen mit einem Xanthin-Grundgertst wie Aaasthmatikum Theophyllin, Uracil-
ahnliche Verbindungen wie Barbitursédure, aber duictil-Derivate wie das Zytostatikum 5-

Fluoruracil den Bindungsstudien unterworfen.

Im folgenden wird auf die Strukturen und Affinitateler einzelnen Substanzklassen néher

eingegangen.

Uracil

Aus Grinden der Vollstandigkeit und des besseremlgiehes mit folgenden Daten ist an
dieser Stelle eine Inhibitionskurve der homologesmigetition von Uracil vs.®H]Uracil an
der Membranpréparation déshromobacter xylosoxidargezeigt. Der I16-Wert liegt bei
23,4+ 2,3nM, die Steigung der Kurve, der sogenannte Hill-Kiaeght ry, liegt mit
-1,082 £ 0,026 nahe an -1, so dass eine positiye XA) oder negative (h <1)
Kooperativitat ausgeschlossen werden k&fArDie hier vorliegende Reaktion zwischen
Uracil und dem Uracil-Bindeproteins folgt dem Massekungsgesetz gemal einer
einseitigen Bindung. In den unt&.2.5 vorgestellten Sattigungsexperimenten wurde fir
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[*H]Uracil ein Ko-Wert von28,5+ 2,2nM ermittelt. Der {iber die Cheng-Prusoff-Gleichung
(Gl. 18 berechnete KWert liegt somit beil9,8+ 1,9nM. Dass Kk und K in der gleichen
GroRRenordnung liegen, aber keine identischen WWemehmen, kann daran liegen, dass beide
Werte je nach Qualitat der Membranpraparation gewisse Spannweite aufweisen. Da die
Auswertung der homologen Kompetition mit Annahnreeezweiseitigen Bindung zu keinem
Ergebnis fihrte, kann davon ausgegangen werdes, Wiail unter den hier eingehaltenen
experimentellen Bedingungen mit hoher Affinitat amr eine Klasse von Bindungsstellen
bindet.

120

3
H
1
0~ "N~ ®*H
H
[5,6-*H]Uracil
20

100+

80

[%]

o
?

40+

20+

spezifische Bindung von [ 3H]Uracil

0 T T T T 1
o 10 10° 10°® 107 10°® 10°®° 10+

Uracil [M]

Abb. 27. Homologe Kompetition von Uracil vs.*H]Uracil an der Membranpraparation des
Achromobacter xylosoxidanBargestellt sind die Mittelwerte SEM von drei voneinander
unabhangigen Experimenten in Dreifachbestimmung.ehiige Werte ist der SEM durch
das Symbol tberdeckt.

Nucleobasen, Nucleoside und Nucleotide

Nachdem die Nucleinséduren im Jahre 1869 von Fdedvliescher entdeckt wurden, gelang
es dem US-Amerikaner James Watson und dem Britenck Crick 1953, die Struktur der
Desoxyribonucleinsdaure DNA aufzuklarEfi. Nucleotide stellen die Einzelbausteine der
Nucleinséduren dar und bestehen aus einer Nucleoth@ss-glycosidisch mit dem C-1' einer
Pentose verbunden ist, welche wiederum am C-5hdisterbildung einen Mono-, Di- oder
Tri-Phosphorséure-Rest bind&l. Die alleinige Verkniipfung von Nucleobase und Zucke
wird als Nucleosid bezeichnet. In der RibonucleimeaRNA stellt B-D-Ribose, in der
Desoxyribonucleinsdure DNB-D-Desoxyribose diesen Zucker dar. Die Nucleobasssela
sich in Purin- und Pyrimidinbasen einteilen. Zu drinbasen zahlen Adenin und Guanin,

wahrend Cytosin, Thymin und Uracil die Gruppe dgriidinbasen bilden. Dabei kommen
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in der DNA stets die Basen Adenin, Guanin, Cytasmd Thymin vor. Die RNA beinhaltet
Adenin, Guanin, Cytosin und Uracil. Diese Nucleargsaber auch Nucleoside werden in
Mikroorganismen Uber Nucleobasen- bzw. Nucleos@h$porter ins Zellinnere befordert.
Wie unterl.1 erlautert, konnten bereits einige TransporteMiicleobasen und Nucleoside in
verschiedenen Prokaryonten kloniert werden. Vorsehe Hintergrund wurden alle
Nucleobasen sowie die korrespondierenden Nucledsid&ompetition gegen *H]Uracil
getestet. Dartiber hinaus ist bekannt, dass einageBen in der Lage sind, Nucleotide ins
Zellinnere zu transportieren. So sind beispielsavgi® gram-negativen Rickettsien nicht in
der Lage, Ribonucleoside de novo zu synthetisierererfigen aber Uber
Transportmechanismen fiir die Aufnahme von ADP, AGRIP und UMP-"**"?Unter den
Nucleotiden nimmt Adenosin-5'-triphosphat (ATP)esBonderstellung ein. In allen lebenden
Zellen fungiert es als Energiespeicher und -Ubgetrd und ist an zahlreichen
Stoffwechselprozessen wie der Biosynthese und @widason Fettsduren, der Harnstoff-,
Nucleotid- und Phospholipidsynthese beteiligt. Imsten Reaktionsschritt wird bei der
Spaltung zu Adenosin-5'-diphosphat ADP (Orthophasgpaltung durch eine ATPase) eine
Energie von 29,4 kJ/mol frei. Bei der Spaltung zweAosin-5-monophosphat AMP
(Diphosphatspaltung) werden insgesamt 64,26 kJ/fmel, 36,12 kJ/mol durch die
Abspaltung des Diphosphates und 28,14 kJ/mol ddielSpaltung des Diphosphates in zwei
Monophosphaté?® Verschiedene Nucleosiddi- und triphosphate sindcldulbertragung
eines Phophatrestes ineinander umwandelbar, wasitetddass beispielsweise aus ATP und
Guanosin-5'-diphosphat GDP die Nucleotide ADP undar@sin-5'-triphosphat (GTP)
gebildet werden kénnei® ATP ist dariiber hinaus in eukaryontischen und g@ngéntischen
Zellen mit einer bestimmten Art von Transportprotassoziiert und bildet den sogenannten
ABC-Transporter-Komplex_(AP-bnding assette), auf den bereits in der Einleitung unter
1.1 eingegangen wurd®@.In Anlehnung an die hohe Affinitat der Nucleobasecil zum
Bakterium Achromobacter xylosoxidangurden die Uracil-Nucleotide Uridin-5'-mono-, di-
und triphosphat (UMP, UDP, UTP), jeweils als Natt$alz, auf Bindung hin untersucht.

Die Ergebnisse der Radioligand-Bindungsstudien sirder folgenden Tabelle dargestellt.
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Tab. 9. Affinitdten von Nucleobasen, Nucleosiden und Nutittm zum Uracil-Bindeprotein einer
Achromobacter xylosoxidasddembranpraparation.
Ki £ SEM[nM]
Nr. Verbindung Struktur (Inhibition £ SEM [%)]
bei 10 uM), n =3
NH,
. 10000
21 Adenin N)\/[ N\ >
Lo V (7+7)
H
(o]
. >> 10000
22 Guanin HNJ&%
i )\\N ! (-10£3)
NH,
. NZ 624+ 112
23 Cytosin O)\N \ (91 % 0)
o H
. CH, > 10000
HN
24 Thymin O)\)N% (21 % 9)
" (6]
19 Uracil i)ﬁ 19,8+ 1,9
NH,
N SN
. EI % >> 10000
25 Adenosin HO No N (10 + 4)
OH OH
(e}
HN)tN
>
26 Guanosin HZN)\\N " >> 10000
Hok_; (-9 + 4)
(e}
OH OH
NH,
L
- >> 10000
27 Cytidin HO . N (10 + 2)
OH OH
(o]
H,C
%/t >> 10000
28 Thymidin HO . N (7 +3)
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K; + SEM[nM]
Nr. Verbindung Struktur (Inhibition £ SEM [%)]
bei 10 uM), n =3

&NH
A > 10000

29 Uridin HO "o
OH OH
(@]
Cr
. .0 > 10000
30 UMP-Na Na o\P/O\%_%N © (21 + 4)
/| (o]
(@]
Na+ OH OH
(@]
Cx
. o o >> 10000
31 UDP-Na Na o\/P/o\/P/o\%i%N S 4+£1)
o o
Na©  Nat OH OH
(@]
Cr
° o o >> 10000
32 UTP-Na Ho\/g/o\}i/o\}l/o . N0 (11 + 1)
o, o o
Na Na Na OH OH

Unter den hier getesteten Verbindungen war — misrahme von Uracil1Q) — lediglich
Cytosin @3) in der Lage, die Bindung voriH]Uracil um mehr als 50% zu inhibieren. Die
aufgenommene Inhibitionskurve istAtbb. 29 dargestellt, der resultierende-Wert liegt bei
624 nM und ist damit rund 32mal so hoch wie derUiacil ermittelte. Beim Vergleich der
Strukturen von Cytosin und Uracil fallt auf, dase &Vasserstoff-Akzeptor- und -Donor-
Funktionen an den Positionen N-3 und C-4 vertausomd. Im Uracil stellen die NH-
Funktionen = Wasserstoffbriickendonoren  dar, wahrende dKetofunktionen als
Wasserstoffbriickenakzeptoren fungieren kodnnen. Sb Gytosin mit einem freien
Elektronenpaar am N-3 in der Lage, als Wassersiofkenakzeptor zu dienen, wobei die
Aminogruppe am C-4 als Donor Wasserstoffbrickenbitden kann. Die inTab. 9
abgebildeten Strukturen stellen jedoch nur einehrarer moéglicher tautomerer Zustande dar.
Einige tautomere Grenzstrukturen des Uracil sindli. 28 zu finden. Diese kommen mit
unterschiedlich hoher Wahrscheinlichkeit vor, wolike Keto-Forma energetisch den

glinstigsten Zustand einnimmt und somit am haufigsterkommt'® In dieser Form ist
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Uracil am N-3 mit einem pkWert von rund 9,5 NH-acide und somit eine sehmsaihe

Saure!™ Es fallt auf, dass die Keto-Enol-Fornb ein &hnliches elektronisches
Erscheinungsbild aufweist wie Cytosin. Der Stickistan Position 3 ist ebenfalls
unsubstituiert, und die Hydroxylgruppe an Posidokann wie die Aminofunktion im Cytosin

Wasserstoffbriicken ausbilden.

o OH

OH 0 o
HNH‘%A N)jéﬁgm ‘AN/‘A"_
_ _ _ —_— —_
2 6
og\ﬁ OA\H oo N HO)\\N HO)\\N
a b c d

e

Abb. 28. Tautomerie des Uracils

Thymin (24) stellt das 5-Methyl-Derivat des Uracil dar undigtehier eine schwache
Inhibition der Radioligandbindung von nur 21% inr deestkonzentration von 10 pM. Dies
deutet darauf hin, dass die Methylgruppe zu vielrRan der Bindungsstelle beansprucht und
Thymin daher nicht in der Lage ist, das kleiner#]racil-Molekil von seiner
Bindungsstelle zu verdrangen. Die getesteten Pasei sowie samtliche Nucleoside sind
ebenfalls inaktiv in Kompetition mit*H]Uracil. Eine leichte Praferenz fiir das Uracil-
Nucleosid Uridin 29) lasst sich jedoch feststellen, was sich in eif@mbitionswert von 23%
gegenuber maximal 10% fir die Nucleoside der Ubrijeicleobasen wiederspiegelt. Die
Uracil-Nucleotide UMP 30), UDP @31) und UTP B82) zeigen keine Affinitdt zu der
Bindungsstelle. Es muss in Betracht gezogen wenbess dieser Effekt, moglicherweise auch
nur partiell, durch die Natriumionen beeinflusstrdvisiehe Kapitel3.2.3. Aufgrund der
kommerziellen Verflugbarkeit konnten nur die Natraalze der Nucleotide eingesetzt
werden. UDP und UTP, die pro Molekll je drei Natmkationen als Gegenionen der
Phosphorsauren beinhalten, hemmen die Radioligaddbg schwacher als UMP, dem nur
zwei Natriumkationen assoziiert sind.

Als erstes Fazit lasst sich an dieser Stelle féstnadass die untersuchte Bindungsstelle auf
dem Bakterium Achromobacter xylosoxidangegenuber den anderen Nucleobasen mit
Ausnahme von Cytosin, gegentber allen korresposadem Nucleosiden und den Uracil-
Nucleotiden eine hohe Spezifitat fir Uracil aufwelslit einem K-Wert von 19,8 nM ist

Uracil hochaffin zu dieser Bindungsstelle.

Nachfolgend wird die Affinitat verschiedener syrtteeher Uracil-Derivate beleuchtet.
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Uracil-Derivate

In dieser Arbeit wurden Uracil-Derivate untersuctite an Position 1, 3, 5 oder 6 mit
verschiedenen funktionellen Gruppen oder Atomerstuitert sind, sowie Uracil-Verwandte,

bei denen der Sauerstoff einer oder beider Ketg@@n des Uracils durch Schwefel ersetzt
ist. Die untersuchte Verbindung 5,6-Dihydrouracitsteht aus Uracil durch Hydrieren der
Doppelbindung. Im Rahmen des Pyrimidin-Abbaus ge$thdies durch das Enzym

Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (EC 1.3.1*%"® Die Verbindung 5-Fluoruracil wird

heute weitverbreitet als Zytostatikum eingesttt’®

Das Uracil-Derivat 6-Propyl-2-
thiouracil (PTU) findet therapeutische Anwendungdier Behandlung der Hyperthyred$e.
Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zum Uraciiral die Untersuchung der Barbitursaure
ebenfalls an dieser Stelle erwéhnt. Sie stellt@asdgerist der Barbiturate, eine der altesten
Klassen an Sedativa und Hypnotika, Har.

Die Ergebnisse der Kompetitionsexperimente gegféjUracil sind inTab. 10aufgefiihrt.

Tab. 10. Affinitadten von Uracil-Derivaten zum Uracil-Bindegiein einer Achromobacter xylos-
oxidansMembranpraparation.

Ki + SEM[nM]
Nr. Verbindung Struktur (Inhibition £ SEM [%] bei
10 uM), n =3
(o]
i HIN >> 10000
33 1-Methyluracil )5
Y 02\1‘\1 (0+3)
CH,
(o]
i b 507+ 62
34 1-Propargyluracil o)\N 05 5 1)
Z
(e}
HN%
35  1-(2-Hydroxyethyl)-uracil A ?Zéofg())
2.
(o]
i i 10000
36 2-Thiouracil HN% >
S)\H (41 + 3)
(o]
H,C
37 3-Methyluracil j\)ﬁ 7?;’?’__1 380
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K; + SEM[nM]
Verbindung Struktur (Inhibition £ SEM [%)] bei
10 uM), n=3
(@]
i >> 10000
38 3-Phenacyluracil ©}O(;N\)5 e
(@] N
H
(@]
i F 896+ 44
39 5-Fluoruracil HN%/
o)\N | (89 £2)
H
O
i “ >> 10000
40 5-Chloruracil HN%
O%\N | (15+£3)
A
i o >> 10000
41 5-Bromuracil HN%
O)\N | (11 +6)
p
i ' > 10000
42 5-loduracil HN%/
. (35 + 4)
H
(@]
i 10000
43 5-Ethyluracil HN%/\CW >>
’ O)\N | 1x2)
H
(@]
i 10000
44  5-Hydroxymethyluracil HN%/\OH >>
PRI P (4+5)
H
(@] (@]
i 10000
45 5-Acetyluracil HN%% >>
’ O)\N | (-3x9)
HO
i i bk >> 10000
46 5-Aminouracil HN%
P (15 £ 4)
H
(@]
a 10000
47 Orotsaure HNJi >>
OA\H COOH (20 £3)
(@]
i 10000
48 6-Chloruracil HN)i >>
OJ\H . 2 +2)
O
i >> 10000
49 6-Methyluracil HN)i
P e (6+2)
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K; + SEM[nM]
Nr. Verbindung Struktur (Inhibition £ SEM [%] bei
10 uM), n=3
O
A . HN 1370+ 160
50 6-Aminouracil %\ﬁ (81 +3)

500+ 30

51 6-Hydrazinouracil (95 +0)

>> 10000

52 Dihydrouracil (13+2)

07 N7 NH,
H
o)
HN)i
O)\N N
H H
o)
HN%
O)\N
H
s
53 Dithiouracil ﬁ'\% > 10000
Y
H
o)
HN)i/\
SZ\N CH,
H
o)

(38+1)
. . >> 10000
54 6-Propyl-2-thiouracil (-2 +2)
. B 10000
55 Barbitursaure HNJi >
5 ;\N 5 (4 +6)
H

Anhand der Tabelle wird ersichtlich, dass die Vedbingen 1-Propargyluracil34), 3-
Methyluracil @7), 5-Fluoruracil 89), 6-Aminouracil 60) und 6-Hydrazinouracil51) die
Radioligandbindung im Screening bei 10 uM um mels 30% hemmten, woraufhin
Inhibitionskurven aufgenommen und-Werte bestimmt wurden. Die Inhibitionskurven fir
diese Verbindungen sind iAbb. 29 gezeigt. 6-Hydrazinouracil mit einem;-iWert von
500 nM und 1-Propargyluracil mit einem;-Wert von 507 nM erweisen sich als affinste
Verbindungen in dieser Testreihe, ihre-Werte betragen jedoch das rund 25-Fache des
Wertes fur Uracil (K= 19,8 nM). Ein Vergleich der Strukturen erweigthsals schwierig,
denn sowohl in der Position der Substitution wiehain der Art des Substituenten bestehen
grof3e Unterschiede zwischen 6-Hydrazino- und 14yRuo@cil. Die Hydrazino-Gruppe am C-
6 ist in der Lage, in mehrere Richtungen Wassdilsiodken auszubilden, wahrend die
Propargyl-Gruppe am N-1 Uber hydrophobe Wechselwiglen mit anderen Strukturen,
vorzugsweise ebenfalls hydrophober Natur, in Veatbirg treten kann. Gemeinsam ist beiden
Strukturen jedoch der Erhalt der cyclisch-ureidartiBIstruktur, insbesondere die Anordnung

der Atome C-2, N-3 und C-4. Ist Uracil an einersgieStellen verandert, kommt es zu einer
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Abnahme der Affinitat. Dieser Affinitatsverlust iséi 3-Methyluracil zu sehen und hier noch
manig ausgepragt, da der Austausch des Wassetstasfam N-3 gegen eine Methylgruppe
keinen drastischen Eingriff in den elektronischerstand des Molekils darstellt. Wohl aber
verliert dieses Derivat an Position N-3 die Fahigkar in Abb. 28 dargestellten Keto-Enol-
Tautomerie. Raumerfillendere Substitution am C-8 i 3-Phenacyluracil3@) fuhrt zum
vollstandigen Affinitatsverlust. Obwohl sich 6-Anoaracil nur geringfligig von 6-
Hydrazinouracil unterschiedet, sinkt seine Affibité Vergleich zu diesem um das Dreifache
ab. Die daruber hinaus untersuchten, an Positismb8tituierten Verbindungen Orotsaure, 6-
Chlor- und 6-Methyluracil 47, 48, 49) zeigen eine schwache Affinitat zum Uracil-
Bindeprotein. Somit sind unter den in Position Gamelerten Uracil-Derivaten lediglich
diejenigen Verbindungen affin, die mit Stickstotiltigen Substituenten versehen sind. Die
Inhibition der Radioligandbindung durch die Verhungen 1-Methyluracil 33) und 1-(2-
Hydroxyethyl)uracil 85) fallt deutlich schwacher aus als die durch 1-Brgpluracil, wobei
zu erkennen ist, dass sich langere Alkylkettentpoauf die Affinitdt auswirken. Ein Grund
fur die moderate Affinitat von 5-Fluoruracil liegh dem geringen GroRenunterschied
zwischen dem Wasserstoff- und dem Fluoratom. Scagpetler van-der-Waals-Radius fur
Wasserstoff 120 pm, der fir Fluor 147 pth.Durch seine hohe Elektronegativitat von 4
gegeniber der des Wasserstoffs von 2,2 ist die uBmdzwischen Fluor und C-5 im 5-
Fluoruracil starker polarisiert als die zwischen sa&stoff und C-5 im Uracil
(Elektronegativitat von Kohlenstoff: 2,69 Somit wirde, falls 5-Fluoruracil in der
tautomeren Strukturb oder e (siehe Abb. 28) vorliegt, eine Deprotonierung der
Hydroxylfunktion an Position C-4 erleichtert. Sutgion mit anderen Halogenatomen am C-
5 reduziert die Affinitdt 40, 41, 42). Auffallend ist, dass Substitution mit dem
vergleichswiese grol3en lodatom eine héhere Inbibider Radioligandbindung mit sich
bringt als Substitution durch Chlor oder Brom. Sitbson am C-5 mit Alkyl- 43),
Hydroxyalkyl- @4), Acyl- (45 oder Amino-Funktionen 4@) fuhrt zu inaktiven
Verbindungen. 5,6-Dihydrouracil5®) weist mit einer Inhibition von nur 13% eine sehr
schwache Affinitdt zum Uracil-Bindeprotein auf. Bhr Reduktion der Doppelbindung
zwischen C-5 und C-6 ist die Elektronendichte ir-Bihydrouracil in diesem Berieich
gegeniber Uracil erniedrigt. AuRerdem sind die Bimgswinkel der beteiligten Kohlenstoff-
Atome durch die nun vorliegende>spybridisierung von 120° der $ybridisierung auf
109,5° reduziert, und der heteroyclische Ring ningime andere Konformation an. Dies
deutet darauf hin, dass neben der Art der Subistitulie Planaritat des Uracil-Ringes einen

gro3en Einfluss auf die Bindung nimmt. Bioisostef@istausch der Ketofunktion, bei dem
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die Oxo-Gruppe am C-2 oder am C-2 und C-4 durchwsfdl ersetzt wird, wie es die
Verbindungen 2-Thiouracil 3¢) und Dithiouracil $3) zeigen, wird in beiden Fallen
gleichermal3en toleriert. Doch die Affinitat zur Bimgsstelle fallt im Vergleich zu Uracil
deutlich schwacher aus. Ein Grund dafir bestehtindadass das Schwefelatom
raumerfullender ist als Sauerstoff und unter Untéinzu anderen Gleichgewichssituationen
zwischen den tautomeren Formen fuhrt. Austausch Skgerstoffatoms am C-2 gegen
Schwefel mit gleichzeitiger Substitution am C-6aueinen Alkylrest, wie es im 6-Propyl-2-
thiouracil 64) realisiert ist, fuhrt zu einer inaktiven Verbindy Barbitursaurebf), die sich
von Uracil nur durch das Fehlen der Doppelbindumagsehen C-5 und C-6 sowie einer
zusatzlichen Keto-Funktion am C-6 unterscheidegzusn Uracil-Bindeprotein praktisch nicht
affin. Griande hierfir liegen zum einen in dem fly6-Bihydrouracil beschriebenen
Sachverhalt, zum anderen besitzt Barbitursdure eniem pK-Wert von 4,5 saure
Eigenschafte®! Sie liegt somit im Testsystem bei einem pH-Wenm o4 fast vollstandig
dissoziiert vor. Als Anion wird sie von der Bindwgsgelle nicht toleriert.

Verschiedene Purin-Derivate und Folséure

Xanthine sind therapeutisch durch ihre Eigenschlafiddenosinrezeptor-Antagonisten gegen
Erkrankungen wie Asthma, chronisch obstruktive Btotis (COPD), Morbus Parkinson,
entzundliche Erkrankungen, Bluthochdruck, HerzikifaDiabetes und Gefal3erkrankungen
von Interessé®?*®> Theophyllin gilt als eines der altesten therapsehti genutzten
Xanthine’®® Neben der antagonistischen Wirkung an Adenosipteren inhibiert
Theophyllin verschiedene Familien von Phosphodiaster®® Dariiber hinaus stellen
Xanthine und verwandte Purine Substrate fir veesidne pro- und eukaryontische
Transportproteine dar. So wird von Diallinas et @in Transporter fir Harnsdure und
Hypoxanthin beim Ascomyceterspergillus nidulansbeschrieber®’ Ein hochaffiner
Hypoxanthin-Transporter ist ebenfalls — flnypanosoma brucei brucei bekannt®® Inosin
stellt das Ribosid des Hypoxanthins dar. Die stmétte Ahnlichkeit von Xanthin und Uracil
fuhrte zu der Uberlegung, ob Xanthine moglichereren das Uracil-Bindeprotein des
Achromobacter xylosoxidartsinden. Gegeniber dem Uracil unterscheidet sichtia nur
durch einen an C-5,6 kondensierten Imidazol-Ring.

Neben ausgewéhlten Purinen wird an dieser Stells&bme vorgestellt, die einigen
Mikroorganismen als Nahrstoff dieHt

Tab. 11fasst die Ergebnisse der Bindungsexperimente zusam
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Tab. 11. Affinitaten von  Purin-Derivaten und Folsdure zum atll-Bindeprotein einer
Achromobacter xylosoxidarMembranpraparation.

Ki £ SEM[nM]
_ (Inhibition + SEM
Nr. Verbindung Struktur [%] bei 10 uM),
n=3
(@]
H
. 10000
56 Xanthin i ) g
A L0 (10 +2)
H
(e}
| 10000
57 Hypoxanthin HN)tN\ »
yp K, I (6 £ 6)
H
(@]
HN N
| D >> 10000
58 Inosin HO NO N (14 £ 6)
OH OH
(@]
H
) 10000
59 Harnsaure HN&N g
A Wa (2 1)
H H
N.__N.__NH,
H\/E m >> 10000
60 Folsaure H N
HOOC\/\<N 0 (0x3)
HooC Yy &

Wie zu erkennen ist, zeigt weder Folsédure nochseiiee hier getesteten Purine Affinitat zum
Uracil-Bindeprotein. Dadurch lasst sich im Umkehtess festhalten, dass das Uracil-
Bindeprotein mit keinem der in Mikroorganismen sthbeschriebenen Transporter fir
Harnsaure oder Hypoxanthin identisch*ft:®’
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Abb. 29 zeigt alle aufgenommen Inhibitionskurven der Kotitmnsexperimente.
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Abb. 29. Inhibition der PH]Uracil-Bindung durch Cytosin und verschiedene dilrBerivate an einer
Achromobacter xylosoxidafembranpraparation. Dargestellt sind die Mittetiger SEM
dreier voneinander unabhangiger Experimente inf@rkbestimmung. Fir einige Werte ist
der SEM durch das Symbol tiberdeckt.

3.2.7  Zusammenfassung und Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass das Baktedamromobacter xylosoxidanster den aus
Tris-Inkubationspuffer isolierten Bakterienstamnua hochste Affinitat fur Uracil aufweist.
Am isolierten lebenden Bakterium @&£= 29,5 nM) sowie der Membranpraparation des
isolierten (IGo = 25,2 nM) und des kauflich erworbenen Bakteriu(t@so = 23,4 nM)
konnten nahezu identische siNerte fur Uracil ermittelt werden, was die gute
Reproduzierbarkeit der entwickelten Assay-Methodsedpt. Die optimalen Versuchs-
bedingungen sehen eine einstiindige Inkubation vibr1Qug Membranpraparation pro Vial
mit 5 nM [PH]Uracil in einem Gesamtvolumen von 1 ml bei 37iACSchittelwasserbad vor.
Die Separation der gebundenen Radioaktivitat edolgoer GF/B-Glasfaserfilter, die mit
Tris-Inkubationspuffer angefeuchtet waren. Zur Veidnng bakterieller Kontaminationen
wurden alle eingesetzten Puffer autoklaviert. Emstex Versuch zur Kultivierung des
Achromobacter xylosoxidanaunter Nahrstoffmangelbedingungen durch sechswéchig
Kultivierung in Tris-Inkubationspuffer bei einer geratur von 4 °C fuhrte zu einer
Erhohung der Affinitdt von Uracil. Der gWert sank von 67,9 nM auf 19,9 nM an einer
1:10000 (V:V) verdinnten Bakteriensuspension. Dietetsuchung des Einflusses
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verschiedener lonen und Komplexbildner flhrte zon d&gebnis, dass die Uracil-Bindung in
Anwesenheit von Natriumionen in einer Konzentratwon 1 mM und mehr sowie in
Gegenwart von 10 mM DTT deutlich reduziert wird. ldnetischen Studien konnte zwar kein
Gleichgewicht der Radioligandbindung erreicht wardedoch unterschied sich der in einem
ersten Vortest ermittelte ¥gWert nach einstiindiger Inkubation kaum von demhnac
funfstindiger Inkubation ermittelten. Madglicherweisfinden neben einer Bindung
Aufnahmeprozesse in die intakten Bakterien, abechaun Vesikel, die bei der
Membranpraparation enstanden sein konnten, stattirDSattigungsexperimenten unter den
Standardbedingungen ermittelte-MVert betrug 28,5 = 2,2 nM, so dass aus dery-Wert
von 23,4 + 2,3 nM fur Uracil ein KWert von 19,8 + 1,9 nM errechnet werden konntes Di
maximale Anzahl an Bindungsstellep, Bwurde mit 9,03 £ 0,76 nmol/mg Protein bestimmt.
Der hohe BaxWert bestétigte die anhand der Vorversuche erabBgkenntnis, dass viele
Uracilmolekiile an eine sehr geringe Proteinmengeéuggen werden. Uber die
Beschaffenheit der Bindungsstelle und ihre genaolkalisation, d. h. innere oder auf3ere
Membran der Zellwand oder Periplasma, kann nochek@ussage getroffen werden. Ebenso
konnte die Frage bezuglich ihrer Funktion an di&ele noch nicht beantwortet werden. Die
beschriebenen Versuche deuten darauf hin, dasshebes dem Uracil-Bindeprotein eher um
einen Transporter, ein periplasmatisches Bindepratger ein Enzym als um einen Rezeptor
im klassischen Sinne handelt. Bemerkenswert istgeienge Toleranz der Bindungsstelle
gegenuber Uracil-dhnlichen Verbindungen, was wigealetypisch flr einige Transporter und
periplasmatische Bindeproteine ist. Die hier idenérten Liganden Cytosin2@), 1-
Propargyluracil 84), 3-Methyluracil 87), 5-Fluoruracil 89), 6-Aminouracil 60) und 6-
Hydrazinouracil $1) wiesen alle kWerte von grof3er als 500 nM auf und zeigten dami¢
deutlich geringere Affinitdt als Uracil zum Ura@Iindeprotein desAchromobacter
xylosoxidans Die folgende Abbildung stellt die ermittelten Btur-Wirkungsbeziehungen

der Uracil-Derivate zusammenfassend dar.
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Amino-Substitution wird toleriert (32-fach geringeAffinitat als Uracil).

Kleine Substituenten wie Fluor werden toleriert
(45-fach geringere Affinitat als Uracil),
Methylrest wird toleriert Affinitatsverringerung oder -verlust bei grof3en
(379-fach geringere (0] Substituenten wie Chlor- oder Bromatomen, Ethylgerp
Affinitat als Uracil). / oder Stickstoff-haltigen Resten (-NH ).
4
H/]/’t‘\i . :| -e«——Hydrierung der Doppelbindung fuihrt zum Affinitatshest.

Austausch des Sauerstoffatoms_ O™ "N \ Stickstoff-haltige Reste (-NH und -NH-NH ) werden

gegen §chwefel reduziert d"( H toleriert (Affinitatsreduktion um das 69- bzw. 25dhe
Affinitat um das 500-Fache gegeniiber Uracil),
gegeniber Uracil. Alkyl- oder Halogen-Substitution fiihrt zum
Affinitatsverlust.

1-Propargyl-Substitution wird toleriert
(Affinitat sinkt um das 26-Fache gegentber Uracil).

Abb. 30. Struktur-Wirkungsbeziehungen der Uracil-Derivate dnacil-Bindeprotein deg\chromo-
bacter xylosoxidans

Zur Aufklarung der Struktur des Uracil-Bindeprot®irund um aus dieser Rickschlisse auf
seine Funktion ziehen zu kénnen, sollte ein Protie@nsatz dienen. Diese Strategie wird im

folgenden Kapitel vorgestellt.

3.3 Solubilisierung des Uracil-Bindeproteins aus de

Membranpraparation des Achromobacter xylosoxidans

Um Methoden der Proteinanalytik wie beispielswdiéedPIT (multidimensionale Protein-
Identifikationstechnologie) gezielt anwenden zur&m, wird das zu untersuchende Protein
zuvor meist einer elektrophoretischen Auftrennung der zweidimensionalen SDS-PAGE
(Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophe)e®der der BN-PAGE (Blue native
oder Blau-native Polyacrylamid-Gelelektrophoresefetzogert®® Die BN-PAGE wurde
1991 fur die Auftrennung mitochondrialer OXPHOS-Kaexe von Hermann Schagger
entwickelt und bildet heute die Grundlage fiir fuokelle Proteomik™ Das gewiinschte
Protein soll fur diese Art der Elektrophorese ineen mdglichst reinen, kontaminationsfreien
Zustand, frei von stérenden Proteinen, herausgediist der Membran vorliegen. Eine
Maoglichkeit, die hydrophoben Membranproteine ausn delembranfragmenten einer
Membranpréparation zu isolieren, stellt die Solsldlung, auch Extraktion genannt, dar.
Dabei wird das gewunschte Protein in eine |osliebem Uberfihrt. Dies geschieht mit Hilfe
von Detergenzien, auch Tensiden genannt. Dies sintbhiphile, oberflachenaktive
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Substanzen, die oberhalb ihrer kritischen Mizadibiigskonzentration (CMC) eingesetzt, in
der Lage sind, Proteine ins Innere der MizellerzeschlieReri?* 3 Die GroRe der Mizellen
hangt von der Art des Detergenzes ab und wird ddieiggregationszahl ausgedriickt. Dies
ist die Anzahl an Detergenz-Molekiilen pro Mizéflé Sie zeigt mit Werten von 2-3 fiir
Natriumcholat bis ungefahr 140 fiir Triton X-100e@isehr groBe Spannwetté.Dabei ist die
Wahl des Detergenzes und dessen Konzentration efiesj zu solubilisierende Protein
individuell und muss experimentell erprobt werd&?® Zur Solubilisierung von Proteinen
als Voraussetzung fir die BN-PAGE werden hauptséthlie Detergenzien Triton X-100;
Dodecylf-D-maltosid und Digitonin eingesetZf Auf ihre Eigenschaften wird unté.3.2
naher eingegangen. Ein wichtiges Charakteristikiimeffolgreiche Solubilisierungen stellt
das Protein-Detergenz-Verhdltnis dar. Es gibt ae, wiel mg Detergenz fur die Extraktion
von einem mg des gewiinschten Proteins bendtigtemérd Typische Protein-Detergenz-
Verhaltnisse liegen bei 1:1-1:1Y. In einigen Fallen muss das Detergenz fiir weitere
Untersuchungen am solubilisierten Protein, vor nalldlir die oben angesprochene
Massenspektrometrie, nach der Solubilisierung wieslgfernt werden. Dies kann durch
GroRRenausschluss-, Affinitats- oder lonenaustadsohtatographie, Dialyse oder die
Bindung an BioBeads oder &hnliche hydrophobe Haeadisiert werden. Dariiber hinaus
konnen Cyclodextrine Einschlussverbindungen mit omeeren Detergenz-Molekilen bilden
und diese somit bindeR®%%°

In der Literatur finden sich zahlreiche Protokdilie die Solubilisierung von Rezeptoren wie
beispielsweise die Adenosinrezeptoren: Stiles gelks 1985 erstmalig, den Adenosig-A
Rezeptor in seiner aktiven Form aus Rattencorteribdtanen mittels des Detergenzes
Digitonin zu solubilisiered* Klotz et al. verdffentlichten 1986 eine Methoder zu
Solubilisierung des AdenosiniRezeptors aus Rattenhirn-Membranen durch Einsesz d
zwitterionischen Detergenzes 3-[(3-Cholamidopragiyhethylammonium]-1-propansulfonat
(CHAPS)?% Darliber hinaus ist von Helmke et al. eine Vorgshaise beschrieben, bei
welcher der Adenosin-ARezeptor vor der Solubilisierung durch BindungesirAgonisten
und Glycerol-Zugabe stabilisiert wifl® 1988 veroffentlichten Lohse et al. die
Solubilisierung des Adenosin,ARezeptors durch CHAPS mit anschlieRender Geliitina
aus humanen Thrombocyt&}f. Weitere Methoden zur Solubilisierung des Adendsig-
Rezeptors sind von Costa et al. und Harvey etesictirieberi®?°° Die Solubilisierung des
Adenosin-A-Rezeptors unter Erprobung verschiedener Detergenzurde 2005 von Berger

et al. publiziert®’
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Doch nicht nur Rezeptor- sondern auch Transpoepretoder Enzyme lassen sich mit Hilfe
von Detergenzien extrahieren. So wurden von Echievet al. verschiedene Methoden zur
Extraktion des Transferrin-Bindeproteins aNmisseria meningitidierprobt?*® Shimizu et al.
veroffentlichten 2008 einen Artikel Gber das Scregnverschiedener Detergenzien zur
Solubilisierung der Ubichinon-Oxidoreductase dscherichia colf® Ferner konnte aus
Escherichia coli der MotA/MotB-Komplex extrahiert und aufgereinigterden’’® Das
membranstandige Enzynb-Glucond-Lacton-Hydrolase konnte mit den Detergenzien
Dodecyl$-maltosid und Mydol 10 erfolgreich au&luconobacter oxydansextrahiert
werden?** Dem gegeniiber steht allerdings die Erkenntniss ti@stimmte Zellmembranen
resistent gegenuber einzelnen Detergenzien sindurBersuchten Schuck et al., ob die
Extraktion mit unterschiedlichen Detergenzien zuefibition von Membrandomanen
herangezogen werden konnte. Sie fanden heraussidasiie Detergenzien Tweg0, Bri)®
58, 96 und 98, Lubrol WX, Trition X-100 und CHAP® ihrer Fahigkeit, selektiv
Membranproteine zu solubilisieren und Sphingolipidend Cholesterol gegeniber
Glycerophospholipiden, sowie gesattigte gegenubegesattigten Phosphatidylcholinen
anzureichern, massiv unterscheidén.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunachst eine inlderatur fir einen bekannten Rezeptor
beschriebene Solubilisierungsmethode reproduziegrden. AnschlieBend sollte eine
Methode entwickelt werden, welche das Uracil-Bindégin der Membranpraparation des
Achromobacter xylosoxidansnter Erhalt seiner Bindungseigenschaften fur UWracieine
I6sliche Form Uberfuhrt. Das gewonnene Solubilssdite einer proteinanalytischen Methode

unterzogen werden.

3.3.1 Solubilisierung des Adenosin-ARezeptors

In Anlehung an die von Klotz et al. im Jahr 1986sdigiebene Vorgehensweise, den
Adenosin-A-Rezeptor durch Einsatz des zwitterionischen Detezgs CHAPS (Struktur:
siehe Abb. 33) in eine l6sliche Form zu Uberfuhren, wurde insdie Arbeit zunachst der
Adenosin-A-Rezeptor aus einer Rattencortex-Membranpréaparagohubilisiert?®? Das
experimentelle Vorgehen ist unt@.1beschrieben. Gegeniber der von Klotz geschilderten
Vorgehensweise  wurde die  Vorbehandlung der Membé&papation  mit
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) zur Entfernung eyeleer Magnesiumionen nicht
durchgefuhrt, da dies zu unbefriedigenden Ausbetiiarte (Daten hier nicht gezeigt). Bis

zum Einsatz in den Radioligand-Bindungsstudien wuddis Solubilisat unverdiinnt bei
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—80 °C gelagertAbb. 31 verdeutlicht die Bindung des selektiven hochafiiraenosin-A-
Rezeptor-Agonist-Radioligander’H]2-ChlorN°®-cyclopentyladenosin JH]CCPA) an die
Solubilisate, die eingesetzte Rattencortex-Memknégrgration und das Pellet nach erfolgter
Solubilisierung. Die unspezifische Bindung wurdde dem A-selektiven Adenosinrezeptor-
Agonisten 2-Chloradenosin (CADO) bestimmt. Zum &etlach erfolgter Solubilisierung sei
gesagt, dass die im Assay einzusetzende Proteiaktration auf Basis der Annahme, dass
40% der Ausgangsproteinmenge in das Solubilisatgéigangen sind, berechnet wufffe.
Dies bedeutet, dass zur Berechnung der einzusemeMenge des Pellets von einer
Konzentration ausgegangen wurde, die 60% der umgpchen Proteinkonzentration der
Préaparation entsprach. Von den Solubilisaten kokeitge Proteinbestimmung nach den unter
6.6 beschriebenen Methoden durchgefiihrt werden, d&ad#esin vom Detergenz in Mizellen
eingeschlossen wird und somit unzuganglich fur dimsetzung mit den jeweiligen
Reagenzien ist. Daruber hinaus kann die zu mesddWd&bsorption gestort werden, indem
das Detergenz selbst UV-Licht absorbiert. Um diemzuAssay zuzusetzende
Adenosindesaminase- (ADA-) Konzentration dennochnwill zu berechnen, wurde
angenommen, dass bei der Solubilisierung die mdgiman Klotz et al. beschriebene
Rezeptor-Ausbeute von 40% erreicht wutffeDie ADA-Konzentration wurde wie unter
6.8.4 beschrieben fir eine Proteinkonzentration berdchtie 40% der Konzentration der
Membranpraparation, aus welcher solubilisiert wutsktragt. Vor der Solubilisierung wurde

gemal%.9.1eine halbstindige Inkubation aller Proben mit Aldgkgenommen.
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1: Solubilisat, unverdiinnt, gelagert bei -80 C, ohn e ADA-Zusatz zum Assay
2: Solubilisat, unverdinnt, gelagert bei -80 C, mit ADA-Zusatz zum Assay

3: Rattencortex-Membranpréparation, ¢ = 50 pg Protein/Vial, mit ADA-Zusatz zum Assay

S

: Resuspendiertes Pellet nach erfolgter Solubilisierung, ¢ = 50 pg Protein/Vial
(unter Annahme einer Reduzierung der Ausgangsproteinkonzentration um 40%,
ohne ADA-Zusatz zum Assay)

Abb. 31. Bindung des RadioligandefH]CCPA an Solubilisate des Adenosin-Rezeptors aus einer
Rattencortex-Membranpraparation sowie an die Mengéparation und das nach
Solubilisierung erhaltene Pellet. Dargestellt sidie Mittelwerte £+ SEM aus drei
voneinander unabhangigen Experimenten in Dreifastitheung.

Das Séaulendiagramm verdeutlicht, da34]CCPA zu den unverdiinnten Solubilisaten eine
hohere spezifische Bindung aufweist als zur Rattdag-Membranpraparation in einer fur
Bindungsstudien blichen Konzentration von 50 up@ pfial. Fur die Rattencortex-
Membranpréparation werden rund 680 cpm fur die iipeae Bindung gemessen. Die
Bindung an das Solubilisat, dem vor dem Assay K&DA zugesetzt wurde, zeigt einen
Zuwachs dieser spezifischen Bindung um rund 32% Balubilisat, dem vor dem Assay
nochmals ADA zugesetzt wurde, ergibt gegenibeRagtencortex-Membranpraparation eine
Bindungszunahme um rund 85%. Die spezifische Bigdwird also fast verdoppelt. Das

Phanomen, dass zweimalige Inkubation mit ADA diadsing von {HJCCPA maximiert,
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lasst darauf schlieRen, dass in der ersten Inlabatit ADA nicht das gesamte frei
vorliegende endogene Adenosin umgesetzt werdent&ooder wahrend bzw. nach der
Solubilisierung weiteres Adenosin freigesetzt wurBée gute Ausbeute an Adenosin-A

Rezeptoren wird durch die mit rund 180 cpm sehingeausfallende spezifische Bindung an
das Pellet, welches nach der Solubilisierung eshalvird, bestétigt. Die unspezifische
Bindung fallt mit maximal rund 100 cpm in allen Bem erwartungsgemaf niedrig aus.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass dibigerung des Adenosin-ARezeptors

mit CHAPS erfolgreich durchgefuhrt werden konntée &ihrt zu einer Anreicherung an

Adenosin-A-Rezeptoren in l6slicher Form.

Anschlie3end wurde zur Kontrolle, ob die fur Antagten bekannten Bindungseigenschaften
an den extrahierten Adenosin-Rezeptoren erhalten werden konnten, eine heterolog
Kompetition des Adenosin-ARezeptor-Antagonisten 8-Cyclopentyl-1,3-dipropyittan
(DPCPX) gegen®H]CCPA durchgefiihrt. Die aufgenomme Inhibitionskeind der daraus

resultierende I6g-Wert sind nachfolgend abgebildet.

120

100
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60

40t

spezifische Bindung von [ 3H]CCPA
[%]

20

102 l(;'11 10I'1° l(l)'g 108 107 106
DPCPX [M]

Abb. 32. Inhibitionskurve von DPCPX vs. 1 nM®H]JCCPA am solubilisierten AdenosinA
Rezeptor. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEMs adrei voneinander unabh&angigen
Experimenten in Dreifachbestimmung. Fir manche &/estt der SEM durch das Symbol
Uberdeckt.

In der Annahme, dass der fifHJ{CCPA am Ratten-AdenosinARezeptor beschriebeng,K
Wert von 0,2 nM auch an den solubilisierten Rezepiayilt, l&sst sich der KgWert in den
Ki-Wert umrechnen (sieh8l. 18).?** Der anhand der durchgefiihrten Experimente erhalten
mittlere 1Gge-Wert von 2,11 £ 0,77 nM entspricht bei einer freRRadioligandkonzentration
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von 1 nM und einem gWert von 0,2 nM einem KWert von 0,341 £+ 0,126 nM. Dieser
stimmt gut mit dem in der Literatur flir den Rati®&denosin-A-Rezeptor beschriebenen von
0,5 + 0,2 nM Ubereif** Der Adenosin-A-Rezeptor konnte demnach erfolgreich unter Erhalt
seiner Bindungseigenschaften fiir Agonisten WJCCPA und Antagonisten wie DPCPX
aus der Membranpraparation solubilisiert werden.

Im folgenden Kapitel wird die Vorgehensweise zutvidoklung einer Solubilisierung des

Uracil-Bindeproteins aus der MembranpraparationAtgsomobacter xylosoxidamsortert.

3.3.2 Solubilisierung des Uracil-Bindeproteins

Zunachst galt es, ein geeignetes Detergenz fuEgimktion des Bindeproteins zu finden,
welches kompatibel mit der anschlieend durchzefithen BN-PAGE ist. Mit
unterschiedlichen  Konzentrationen dieses Detergenzeurden  Solubilisierungen
durchgefuhrt. Die Solubilisate wurden in RadioligaBindungsstudien auf ihre
Bindungsfahigkeit fur 3H]Uracil geprift mit dem Ziel, das optimale Prot@etergenz-
Verhaltnis zu finden, welches zur maximalen Auseent Bindeproteinen fuhren sollte. Fur
die Solubilisierung membrangebundener Proteinesfingbr allem Detergenzien wie CHAPS,
Triton X-100, B-Dodecylmaltosid, Digitonin, NatriumdodecylsulfatS¥S), Natrium-
desoxycholat, Dodecyltrimethylammoniumbromid (DTAB8;,TAB) oder Mischungen aus
Dextranen undp-Octylglucosid Verwenduny’' Detergenzien lassen sich aufgrund ihrer
Strukturen in vier Klassen einteiléff:'%*

* anionische Detergenzien
» kationische Detergenzien
» zwitterionische Detergenzien

* nicht-ionische Detergenzien.

lonische Detergenzien zeichnen sich dadurch auss dee eine hydrophile Kopfgruppe
tragen, die mit einer positiven (kationische Deteien) oder negativen (anionische
Detergenzien) Ladung besetzt sein kann. Eine Kaoldseserstoffkette oder ein
Steroidgrundgerust bildet den hydrophoben Restbiien spharische Mizellen. Allgemein
lasst sich sagen, dass ein Detergenz umso milderveeniger denaturierend, wirkt, je langer
seine Alkylkette und je gréf3er seine Kopfgruppelshgekehrt fihren kurze Alkylketten und

kleine Kopfgruppen zu starker denaturierendem Mezh4'>*'®Kationische Detergenzien
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bestehen aus quartaren Ammoniumverbindungen. Aewizdhlen beispielsweise Tetraalkyl-
ammoniumchloride, sogenannte Invertseifen, und I€etethylammoniumbromid. Letzteres
findet durch seine bakteriostatische Wirkung Anwergl in der Desinfektion und
Desodoratiort®*?!’ Kationische Detergenzien werden in der PharmaaieKonservierung
und Desinfektion eingesetZt Das kationische Detergenz  Dodecyltrimethyl-
ammoniumbromid (DTAB) wurde erfolgreich zur Solusig#rung des intakten Rhodopsins
aus boviner Retina verwend@® Seifen, Natriumsalze von Fett- und Gallensauren,
Fettalkoholsulfate, Alkylsulfonate, Alkylbenzolsaifate und Fettsaure-acylierte Amino-
ethylsulfonate bilden die Klasse danionischen Detergenzien Anionische Detergenzien
wie SDS werden zwar aufgrund ihrer hohen Effeldivitaufig zur Solubilisierung eingesetzt,
bringen aber den Nachteil mit sich, dass sie dagelrpraktisch immer denaturieren. Zwar
lassen sich einige Proteine nach dieser Prozededewirenaturieren, dennoch wurde SDS in
der vorliegenden Arbeit nicht zur SolubilisierungsdUracil-Bindeproteins herangezogen,
wohl aber in den anschlieRenden Gelelektrophoresgmesetzt (siehe3.4.2.2192%°
Zwitterionische Detergenzientragen eine positive und eine negative Ladung imekld,
welche in beiden Fallen nicht durch ein einzelmeswie Nd oder Cl vermittelt wird. Haufig
findet man einen quartéren Stickstoff als katiomésand eine Sulfonatgruppe als anionische
Struktur. Zu den zwitterionischen Detergenzien,haamphotere Tenside genannt, zahlen
beispielsweise CHAPS, Alkyldimethylammoniumpropyisnate (Zwittergent®),
Phospholipide wie Lecithin, Ampholytseifen, mancPReoteine undN-Alkylbetain. Ihr
denaturierender Effekt ist schwacher als der vonsahen Detergenzien und starker als der
von nicht-ionischen Detergenzien, auf die im foldgm eingegangen wird. Zwitterionische
Detergenzien werden oft zur Solubilisierung memsié@mdiger Proteine eingeset%Nicht-
ionische Detergenzientragen keine Ladung, wirken mild und wenig denatemd. So
konnen Membranproteine haufig ohne Verlust ihreukstirellen Eigenschaften solubilisiert
werden. Dabei interagieren nicht-ionische Deterggmzher mit Lipid-Lipid- und Lipid-
Protein-Wechselwirkungen als mit Protein-ProteineW\ae=lwirkungen. Je kirzer die
Alkylkette des Detergenzes (<id desto hoéher ist die denaturierende Wirkung. Die
hydrophilen Kopfgruppen bestehen aus Polyoxyethyf€riton X-100), Glykosiden -
Dodecylf-D-maltosid, n-Octyl-D-glucopyranosid) oder Polysorbaten (Tweédnd etztere
finden vor allem als O/W-Emulgatoren in der pharewdischen Technologie Anwendung.
Haufig eingesetzt werden auch die Fettsaureglyee(idacrogole), Fettsdureester oder
Fettalkoholether (Polyoxyle) der PolyoxyethyleneanBben zahlen auch Fettalkohole wie

Cetyl-, Stearyl- und Cetylstearylalkohol, Cholesteund Sorbitan-Fettsaureester (Sjans
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welche Uberwiegend als W/O-Emulgatoren eingesetetden, zu den nicht-ionischen
Detergenzien.

Neben dieser Klassifizierung von Detergenzien |&gst die Amphiphilie durch deHLB-
Wert (hydrophilic-liphophilic balance) charakterisierdfr wird ausgedrickt als ein Funftel
des Anteils polarer Molekilteile an der Gesamtmilielasse in Prozent. Urspringlich fur
nicht-ionische Tenside entwickelt, reichte die &kaler HLB-Werte von 0 fir sehr
hydrophobe Tenside bis 20 fiir hydrophile Tenéfddonischen Tensiden werden jedoch
HLB-Werte von mehr als 20 zugeschrieben. Somitdist HLB-Skala nutzlich fur die
Klassifizierung nicht-ionischer Detergenzien, ebbaber keinen direkten Vergleich ionischer
oder zwitterionischer Detergenzien mit nicht-iohiea®*

Neben diesen klassischen Detergenzien gibt essrgen Jahren zwei neue Gruppen von
Detergenzien, die sich durch ihre weniger stabilesiden Eigenschaften auszeichnen:
Tripod-Amphiphile und Amphipole. Die Tripod-Amphiphile bestehen aus einem
tetrasubstituerten Kohlenstoffatom, das drei hydalye und einen hydrophilen Substituenten
tragt. Der hydrophile Substituent zeichnet sichciugine Amid-Struktur oder ein Aminoxid
aus. Tripod-Amphiphile wie die inAbb. 33 dargestellten Verbindungen wurden zur
Solubilisierung von Bakteriorhodopsin und Kalbsrbpsin herangezogéh® Chae et al.
veroffentlichten im Januar 2010 erstmals Untersagea zur Kristallstruktur vom-Oxid-
haltigen Tripod-Amphiphilei?® Charakteristisch fiir Amphipole ist ihr stark hydhniles
Ruckgrat, welches durch Verbindung mit hydrohobeitéh zu amphiphilen Eigenschaften
fuhrt (sieheAbb. 33). Sie wirken selbst kaum oder nur schwach als fi@eteien, kénnen
Detergenzien in wassrigen Ldsungen aber ersetzen,transmembrandre Proteine zu
stabilisiererf>#?® Tribet et al. beschrieben 1996, dass AmphipoléeinLage sind, integrale
Membranproteine wie Bakteriorhodopsin, das phottimtische Reaktionszentrum von
Rhodobacter sphaeroidesR-26, den Cytochrom gbKomplex von Chlamydomonas
reinhardtii und das Matrix-Porin OmpF a&scherichia colin nativer Form in Losung halten
zu konnerf® Duarte et al. verdffentlichten 2007 die Solubdising der V-ATPase aus
Saccharomyces cerevisiaas Komplex mit dem Amphipol A8-35, einem Derivaerd
Polyacrylsauré®’

Abb. 33 zeigt fur jede der vorgestellten Klassen an Detezgen einen Vertreter.
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Abb. 33. Strukturen ausgewahlter Detergenzien mit AngabeCHe€ (in Klammern):>1192221,223,228-230

Der erste Versuch, das Uracil-Bindeprotein ausMiembranpraparation deschromobacter
xylosoxidanszu solubilisieren, wurde in Anlehnung an das Rolioflr die Solubilisierung
des Adenosin-ARezeptors (siehé.9.]) unter Verwendung einer 1%igen Ldsung des
zwitterionischen Detergenzes CHAPES) durchgefihrt. Abweichend vom Protokoll wurde
die Inkubation mit dem Detergenz jedoch nicht ur@skihlung bei 4 C° sondern bei

Raumtemperatur durchgefiihrt, da im Umgang mit dehromobacter xylosoxidans
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Membranpréparation festgestellt worden war, dassBiindung von Uracil stark abnimmt,
wenn die Préaparation Temperaturschwankungen auggéste Es wurde vermieden, einmal
aufgetaute Membranpréparation wieder bei —80 °@udiieren und ein zweites Mal im Assay
einzusetzen. Das nachfolgende Saulendiagramm wdramgcht das Ausmal der Bindung

von [PH]Uracil an das erhaltene Solubilisat sowie divé¢satrollen.
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1: Uberstand nach erster Zentrifugation, unverdiinnt
2: Solubilisat, unverdiinnt
3: resuspendiertes Pellet nach erfolgter Solubilisierung, unverdiinnt

4: unbehandelte Achromobacter xylosoxidans-Membranpréparation, 1 pg Protein/Vial

Abb. 34. Bindung von {H]Uracil an das durch Inkubation mit 1%iger CHAPS8sng erhaltene
Solubilisat derAchromobacter xylosoxidasembranpraparation, den Uberstand nach der
ersten Zentrifugation, das nach Solubilisierungalteéme Pellet, sowie die unbehandelte
Membranpraparation. Dargestellt sind die MittelwettSEM aus einem Einzelexperiment,
durchgefuhrt in Dreifachbestimmung.

Wie im obigen Saulendiagramm zu erkennen, zéigiUracil praktisch keine spezifische
Bindung an das aus dehchromobacter xylosoxidafMembranpraparation mit dieser
Methode gewonnene Solubilisat. Die spezifische Bngdféallt mit weniger als 100 cpm so
gering aus wie die an den Uberstand nach 30-miatifgentrifugation bei 20000 x g und
4 °C, in dem keine Membranfragmente zu erwarted. dhe Uracil-Bindeproteine befinden
sich nach der Solubilisierung noch im Pellet, wéul® 3 der Abbildung belegt. Hier kommt

es bei unverdiinntem Einsatz des resuspendiertéisPal einer hohen spezifischen Bindung
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mit erhohter unspezifischer Bindung. Gegeniber wi@rehandelten Membranpraparation
(1 ng Protein/Vial) mit einer spezifischen Bindungpn rund 950 cpm weist das

resuspendierte Pellet etwa 76-fach hohere cpmDiege hohe Bindung beruht darauf, dass
das Pellet nach der Solubilisierung mit Tris-Inkiidraspuffer auf das Ausgangsvolumen
resuspendiert und unverdinnt in den Versuch eitzfeaeirde. Hintergrund dessen war, bei
erfolgreicher Solubilisierung tiber das Verhaltnisspezifischer’H]Uracil-Bindung an das

Solubilisat und das resuspendierte Pellet den Astdubilisierter Bindungsstellen an den

Gesamtanzahl an Bindungsstellen abzuschatzen.

Diese Solubilisierung mit CHAPS$Y9) fuhrte nicht zum gewiinschten Ergebnis. Im Hirdblic
auf Detergenzien, die, wie unt8r3 angesprochen, eine der Solubilisierung folgende BN
PAGE erlauben, wurde das nicht-ionische Detergemndecylfi-D-maltosid (DDM, 66)
getestet. Die kritische Mizellbildungskonzentratig@MC) dieses Detergenzes betragt
0,15 mM bei einer Temperatur von 25 °C. Bei eineslaren Masse von 510,63 g/mol
entspricht dies einer CMC von rund 0,008% (m/V).t&dhalb einer Konzentration von
0,008% liegen die DDM-Molekile als Monomere geldst und kénnen Membranproteine
nicht extrahieren. Bei Detergenz-Konzentrationem v@008% und hoéher bilden sich
Mizellen, die in der Lage sind, Membranproteinehninneres einzuschliel3en. DDM besitzt
eine Aggragationszahl von 9% Der sogenannte Trilbungspunkt liegt bei 0 °C undigee.
Dies bedeutet, dass die Mizellen unterhalb von @g@regieren und unmischbar mit Wasser
werden, so dass es zu einer Phasentrennung kbthiie Mizellbildung wird stark durch die
Detergenzkonzentration, die Temperatur, den pH-\\fet lonenstarke der Losung und das
Vorhandensein weiterer Additive im Solubilisierupgfer beeinflusst. Somit wurde im
ersten Solubilisierungsversuch mit DDM versuchesdi Einflisse so minimal wie mdglich zu
halten. Entgegen den Empfehlungen der Literatnere5olubilisierungspuffer zu verwenden,
der stabilisierende Zusatze wie Glycerol, Komplekier wie EDTA oder EGTA und
Protease-Inhibitoren wie Leupeptin oder Pepstatenthalt, diente hier der aus Radioligand-
Bindungsstudien bekannte Tris-Inkubationspuffer nginem pH-Wert von 7,4 als
Medium?3*%3? Diese Entscheidung wurde aufgrund der Empfindiihkdes Uracil-
Bindeproteins gegenuber verschiedensten Substaaxégr aufgrund deren Einflisse auf die
Mizellbildung getroffen. Um das Uracil-Bindeproteimicht unnétigen Temperatur-
schwankungen auszusetzen und oberhalb des Trilumgep von DDM zu arbeiten, wurde
die Solubilisierung bei Raumtemperatur vorgenomnida. DDM-Konzentrationen betrugen
0,125%, 0,25%, 0,5% und 2,5% (m/V) und damit daslrli6- bis 313-Fache der CMC. Die
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Durchfuhrung der Solubilisierung ist unte6.9.2 beschrieben. Dabei wurde die
Solubilisierungszeit von 40 min willkirlich gewahDie Proben wurden alle 5 min fur etwa
3s auf dem Vortexer durchmischt. Um eine Abtremnumicht-solubilisierter
Membranfragmente zu gewahrleisten, fand die absfebtide Zentrifugation fir eine Dauer
von 2h bei 20000xg und 4°C statt. Gebrauchlisimd fir diesen Schritt
Zentrifugationszeiten von 10—15 min bei 100000 bigy20 min bei 20000 x T Rezeptor-
Proteine werden haufig durch einstindige Zentrifioga bei 50000-100000 x g
Separierﬁ92’202’2°4’2°6

Abb. 35 zeigt die Bindung von®H]Uracil an die Solubilisate und die korrespondieten

resuspendierten Pellets.
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1: Uberstand nach erster Zentrifugation

Bindung von [ 3H]Uracil
[cpm]

Solubilisate, unverdinnt
: 0,25% DDM eingesetzt (Endkonzentration = 0,125%)
: 0,5% DDM eingesetzt (Endkonzentration = 0,25%)
: 1% DDM eingesetzt (Endkonzentration = 0,5%)
: 5% DDM eingesetzt (Endkonzentration = 2,5%)

arwN

nach erfolgter Solubilisierung resuspendierte Pellets, unverdinnt
: 0,25% DDM eingesetzt (Endkonzentration = 0,125%)
: 0,5% DDM eingesetzt (Endkonzentration = 0,25%)
: 1% DDM eingesetzt (Endkonzentration = 0,5%)
: 5% DDM eingesetzt (Endkonzentration = 2,5%)

© 00~

10: Achromobacter xylosoxidans-Membranpraparation, 0,1 pug Protein/Vial

Abb. 35. Bindung von {H]Uracil an die mit DDM aus derAchromobacter xylosoxidans
Membranpraparation solubilisierten Bindungsstellen die korrespondierenden
resuspendierten Pellets sowie die unbehandelte Mawptiparation. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM eines Einzelexperimentes in Zaeffbestimmung.

Aus dem Saulendiagramm geht hervor, dass die 3igiebing mit DDM erfolgreich war. Es

konnte eine hohe spezifische Bindung gegenuber grangen unspezifischen Bindung
gemessen werden. Die hochste spezifische Bindumgruad 17000 cpm lasst sich am
Solubilisat, welches durch eine DDM-Konzentratiomn\v0,25% gewonnen werden konnte,
verzeichnen (Saule 3). Halbierung (Saule 2) wiedgpplung (Séule 4) dieser Konzentration

fuhren zu einer niedrigeren spezifischen Bindund damit zu einer geringeren Ausbeute an
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solubilisierten Bindungsstellen. Wird eine hohe ddgénz-Konzentration von 2,5%
eingesetzt, lasst sich praktisch keine spezifisBiredung mehr messen (Saule 5). Die
entsprechenden resuspendierten Pellets zeigentengagemal’ tUberwiegend umgekehrtes
Verhalten. Je hoher die Bindung an das Solubilidasto niedriger die Bindung an das
korrespondierende Pellet. Lediglich die in Sauledér 7 dargestellte Bindung folgt dieser
Annahme nicht ganz. Zu erwarten gewesen ware éivesaniedrigere spezifische Bindung in
Séaule 7 oder eine hohere in Saule 6. Die resuspeedi Pellets wurden wiederum
unverdinnt eingesetzt, um Uber die Hohe der sgehién Bindung den Anteil solubilisierter
Bindungsstellen an der Gesamtzahl an Bindungsstelleer Proteinprobe abzuschatzen. Die
Summe aus spezifischer Bindung fir Saule 3 (17008 eind Saule 7 (114000 cpm) betragt
131000 cpm. Der Anteil spezifischer Bindungssteliem Solubilisat gemessen an der
Gesamtzahl spezifischer Bindungsstellen fur Urbettagt somit 15%. An die unbehandelte
Membranpraparation bindet der Radioligand ebenso ami den Uberstand nach der ersten
Zentrifugation. Dies deutet darauf hin, dass na@tmitiger Zentrifugation bei 20000 x g
noch Membranfragmente suspendiert bleiben, die dupay Protein pro ml entsprechen. In
Bezug auf die Solubilisierung stellt sich daherfiage, ob die hier gewahlte Beschleunigung
und die Zentrifugationszeit ausreichend sind, um sulubilisierte Proteine im Solubilisat
vorzufinden. Auf diese Frage wird spater ndher egaggen. Zunachst wurden jedoch drei
unabhangige Solubilisierungen mit Einsatz der Oge¥bi(Endkonzentration = 0,25%) DDM-
Losung durchgefuhrt und an diesen Solubilisatenibliibnskurven von Uracil gegen
[*H]Uracil aufgenommen (sieh&bb. 36). Die Solubilisate wurden dafiir jeweils 1:5 (V:V)

mit Tris-Inkubationspuffer verdinnt in den Assaggasetzt.
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Abb. 36. Homologe Kompetition von Uracil vs.®H]Uracil an das aus deAchromobacter
xylosoxidangviembranpraparation mit 0,25%iger DDM-Ldsung gewama Solubilisat.
Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM dreier vamender unabhangiger Experimente in
Dreifachbestimmung. Fir einige Werte ist der SENcHuwas Symbol tberdeckt.

Der 1GgWert der Inhibitionskurve betrdgb4,1+1,1nM und liegt in der gleichen
GroRRenordnung wie der an der Membranpraparatio28y+ 2,3nM ermittelte. Der gering
ausfallende Standardfehler SEM belegt die gute ®ierbarkeit der Methode. Gemalf
Gl. 1 lasst sich aus dieser homologen Kompetition e Bzw. K-Wert von 49,1 nM
berechnen. Dass der Wert fur die halbmaximale Itibib(ICs0) und die Konstanten fir die
Gleichgewichtsdissoziation @& bzw. -inhibition (K) fur die solubilisierten Bindeproteine
etwas hoher ausfallen als fur die Membranpraparatiegt moglicherweise daran, dass sich
die Konformation der Bindungsstellen im Solubilisaicht direkt mit der in der
Membranpraparation vergleichen lasst. Es kann dgndavon ausgegangen werden, dass es
sich bei den hier solubilisierten Bindungsstellemdie Uracil-Bindeproteine handelt.

Im folgenden wird auf die oben angesprochene Abigieg zwischen Beschleunigung und

Zentrifugationszeit néher eingegangen.
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Die Beschleunigung oder Zentrifugationskraft une dentrifugationszeit lassen sich geman
Gl. 7ins Verhaltnis setzeft*

18nn r
- o Gl.7

(P, -p,) " [2f°
t: Zeit zum Absinken des Partikels [s]
n: Viskositat der Flussigkeit [Pa - s = kg-am']
r: Ziel-Radius (GefaRboden) [m]
ro: axiale Zentrifugenposition [m]
Ps: Dichte des Partikels [kg - h
pr: Dichte der Flussigkeit [kg - i
o Winkelgeschwindigkeit [§
d: Partikeldurchmesser [m]

Wie verandert sich die Zeit t, wenn die Winkelgesicldigkeit o erhdht oder erniedrigt wird?
Betrachtet man den Fall fir eine spezielle Zengefudie mit einem Rotor (hierg)rbetrieben
wird, der alle erforderlichen Beschleunigungen rthie) erreicht, und fihrt die
Solubilisierung in einer definierten Flissigkeitefhn undp1) in definierten Gefalien (hier: r)
durch und geht davon aus, dass die SolubilisatdMizesine definierte Grof3e und Dichte
besitzen (hier: d ungs), kdnnen alle Parameter aulRer t umdals konstant angenommen
werden. Die Variable a stellt die versuchs- undatpmpezifische Konstante fur diesen Fall
dar. Die Gleichung lasst sich dadurch reduzierdn au

t=2 < a=thsf Gl.8
W

Die Zentrifugationszeit t verhalt sich umgekehrtogortional zum Quadrat der
Winkelgeschwindigkeit . Bisher wurde die Solubilisierung durch zweistigadi
Zentrifugation bei 20000 x g durchgefuhrt. In détetatur ist meist eine Zentrifugationszeit
von 30 min bei 100000 x g beschrieben, die eineingmttation von nicht solubilisierten
Partikeln gewahrleisten sdfl® Betrachtet man in dieser Gleichung vereinfacht reiative
Zentrifugalbeschleunigung (RZB) in g als Winkelgestdigkeit®w und drickt die Zeit t in
Minuten aus, so ergibt sich fiir a ein Wert von18'*, wenn t = 30 min undb = 100000. Um
ein vergleichbares Zentrifugationsergebnis mit eneativen Zentrifugalbeschleunigung von
nur 20000 x g zu erreichen, musste demnach 756rhih5 h lang zentrifugiert werden. Dies
ist praktisch kaum durchfiihrbar, da die Kihlungselmiung der Zentrifuge nicht fir derart

lange Zentrifugationszeiten ausgelegt ist. Aus atiessrund wurde die Solubilisierung des



Charakterisierung des Uracil-Bindeproteins des &akins Achromobacter xylosoxidand 11

Uracil-Bindeproteins an einer Ultrazentrifuge ba&ies Beschleunigung von 100000 x g und
einer Temperatur von 4 °C fur eine Dauer von 30 duirchgefiihrt. AnschlieRend wurde das
Solubilisat (1:5 (V:V) in Tris-Inkubationspuffer kainnt) einer homologen Kompetition von

Uracil gegen {H]Uracil unterworfen, deren Ergebridb. 37 zeigt.

1201
ICso = 42,0 NM (n = 1)
100

o ©
T 2

von [3H]Uracil [%]
£

spezifische Bindung

T T 1

T T
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Abb. 37. Homologe Kompetition von Uracil vs.*H]Uracil an das aus deAchromobacter
xylosoxidangviembranpraparation mitteldJitrazentrifugation gewonnene Solubilisat.
Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM eines Eimzgderimentes in Dreifachbestimmung.
Fur einige Werte ist der SEM durch das Symbol Ueekd

Der erhaltene Ig-Wert von 42,0 nM stimmt gut mit dem der Membranpraparation von
23,4 nM und des Solubilisates der 20000 x g-Zentrifugation 54,1 nM Uberein. Die nach
der Zentrifugation bei 100000 x g im Uberstand ieg¢énden Bindungsstellen sind somit
durch das Detergenz DDM solubilisiert. Die spetztiis Bindung fiel fur das unverdinnte
Solubilisat bei Verwendung der Ultrazentrifuge mibd 12000 cpm etwas niedriger aus als
fur das unverdunnte Solubilisat der 20000 x g-Afigation (rund 17000 cpm). Dies ist
darauf zurlickzufuihren, dass bei einer relativentrfagalbeschleunigung von 100000 x g
mehr kleinere, leichtere Partikel sedimentierentbais 20000 x g, zumal fir einen direkten
Vergleich nicht lange genug bei 20000 x g zentrdugwurde. Die unspezifische Bindung
fiel fir das Solubilisat der Ultrazentrifuge mitwai 100 cpm gewohnt niedrig aus.

3.3.3  Zusammenfassung und Diskussion

Die in der Literatur von Klotz et al. beschriebeMethode zur Solubilisierung des Adenosin-
Ai-Rezeptors aus Rattencortex konnte reproduziertievéP? Der solubilisierte Rezeptor
zeigte die erwarteten Bindungseigenschaften flr Hekannten ARezeptor-Agonisten
[*H]CCPA und den ARezeptor-Antagonisten DPCPX.
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Es ist gelungen, das Uracil-Bindeprotein unter Er@er Bindungseigenschaften fur Uracil
aus der Membranpréaparation deshromobacter xylosoxidams solubilisieren. Dazu wurden
Wirkkonzentrationen von 0,125%, 0,25%, 0,5% und@@des nicht-ionischen Detergenzes
Dodecyl$-D-maltosid (DDM) getestet, entsprechend Protein-etez-Verhaltnissen (m:m)
von 1:1, 1:2, 1:4 und 1:21. Das beste Ergebnis suddrch eine Endkonzentration von
0,25% (m/V) DDM erzielt. Da 2,5 mg DDM zur Solukikrung von 1,21 mg Protein
eingesetzt wurden, ergibt sich daraus Bnotein-Detergenz-Verhaltnis von 1:2 (m:m).
Dieses dient als Basis, die Solubilisierungen zitigimn gré3erem MaRstab durchzufihren.
Die Solubilisierung fand in Tris-Inkubationspuffeei einem pH-Wert von 7,4 statt. Dartber
hinaus konnte gezeigt werden, dass sich die Sdigriing sowohl an der Tischzentrifuge bei
einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 208aP und einer Zentrifugationszeit von
2 h wie auch an der Ultrazentrifuge bei 100000und 30 min, in beiden Féallen bei einer
Temperatur von 4 °C, durchfiihren lasst und zu eegbaren Ergebnissen fuhrt. Die in einer
homologen Kompetition von Uracil gege?‘H]UraciI an den Solubilisaten ermitteltensic
Werte betragen54,1+ 1,1nM (Zentrifugation bei 20000 xg, n=3) und2,0 nM
(Zentrifugation bei 100000 x g, n = 1) und stimngert mit dem an der Membranpraparation
des Achromobacter xylosoxidarzestimmten Ig-Wert von 23,4+ 2,3nM Uberein. Da fur
die Solubilisate prinzipiell ein gegenuber der Meampraparation abweichendepKVert
angenommen werden muss, kann die Berechnunge&&Kes auf Basis despkWertes von
28,5 nM nur unter Vorbehalt erfolgen. Eine BerectwgemalGl. 1 liefert fur die
Solubilisate K-Werte von 49,1 nM (Zentrifugation bei 20000 x g, n=3) urgl/,0 nM
(Zentrifugation bei 100000 x g, n = 1). Diese liegbenfalls in der gleichen Grof3enordnung
wie der an der Membranpraparation ermittelieg\tert von 19,8 nM. Es kann festgehalten
werden, dass es sich bei den solubilisierten Bigdsiellen um die intakten, in der
Membranpréparation detektierten Uracil-Bindepradiandelt.

In einem ersten homologen Kompetitionsexperiment #8kicleobase Adenin gegen
[*H]Adenin — durchgefiihrt von Dominik Thimm (Ak Mite— wurde am Solubilisat ein
ICso-Wert von 93,5 nM ermittelt. Dieser liegt deutlitidher als der mit 13,8 + 2,7 nM am
lebendemchromobacter xylosoxidan®n Heiko Meyer (Ak Mdller) mit gleichen Methoden
bestimmte 1G-Wert!*° Dies Iasst darauf schlieRen, dass sich im hieogeenen Solubilisat
spezifische Bindungsstellen fir Adenin befindenlcive aber durch die Herauslésung aus der
Membran durch die Solubilisierung in ihrer Konfoima so verandert sind, dass ihre

Affinitat zu Adenin um etwa den Faktor 7 verringstt
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3.4 Auftrennung der Solubilisates und Proteinanalyik

Wie eingangs unteB.3 erlautert, schlielt sich an eine erfolgreiche Bitikierung eine
elektrophoretische Auftrennung der gewonnenen Pmtan, bevor diese mit massen-
spektrometrischen Methoden analysiert und durch I|é\ddg mit bestehenden
Proteindatenbanken identifiziert werden. In die8ebeit wurden zwei elektrophoretische
Techniken angewandt: die nicht-denaturierende Bktive Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(BN-PAGE) und die denaturierende NatriumdodecyétHolyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE). Beide Methoden werden im folgenden deit hier erarbeiteten Ergebnissen
naher vorgestellt.

3.4.1 Blau-native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die BN-PAGE wurde im Jahr 1991 zur Untersuchung Mem-gebundener
Proteinkomplexe von Schagger und von Jagow entititKeDabei werden Proteine nach
ihrer Gro3e bzw. ihrem Molekulargewicht in einemramid-Gradientengel aufgetrennt. Je
nach Acrylamidgehalt und daraus resultierender ipidfe des Gels kdnnen Proteine mit
Molekulargewichten von 10 kDa—10 MDa separiert wardDas in dieser Arbeit verwendete
4-16% Bis-Tris-Gel ermdglicht eine gute Trennung \Rroteinen mit Molekulargewichten
zwischen 15 und 1000 k& Das Molekulargewicht bakterieller Transportprogeliegt bei
10-100 kD&>*%" Aufgrund der Hypothese, dass es sich beim Uraciti®rotein um eine
Art Transporter handeln kénnte, wurde ein Gradiegeé mit Porengrof3en gewahlt, welche in
der Lage sind, die Molekulargewichte von Transparteu erfassen. Die Proteine des
Solubilisates werden zunachst mit dem anioniscregbgtoff Coomassie Brilliantblau G-250
beladen, was zu einer Ladungsumverteilung in deotefren fuhrt. Diese Ladungs-
umverteilung bewirkt, dass sich selbst basischeter® bei einem wahrend der
Elektrophorese herrschenden pH-Wert von 7,5 zurd&nhin bewegeft® Erreichen die
Proteine Poren des Gels, die zu klein sind, unpassieren zu lassen, wandern sie ab diesem
Punkt nicht mehr weiter. Bei einer konstanten aegein Spannung und Abflihrung der
entstehenden Warme durch Eiskihlung der Elektr@gsetiammer besteht eine direkte
Abhangigkeit zwischen der GroRe bzw. dem Molekdaight der Proteine und ihrer
Wanderungsstrecke im Gradientengel. Der Kathodéapist mit Coomassie Brilliantblau G-
250 versetzt, um durch diesen Farbstoffiberschusskenstante Bindung von Coomassie an

die Proteine sicherzustellé®. Zur Abschwachung des daraus entstehenden blauén Ge
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Hintergrundes wird der dunkelblaue Kathodenpuffacmder Hélfte des Laufes durch den
hellblauen Kathodenpuffer ersetzt. Die genaue Ciutglang der Elektrophorese ist unter
6.10.1beschrieben. Mit den erhaltenen Banden kann agsthiedene Weise weitergearbeitet
werden. So lasst sich beispielsweise eine Elektngde zweiter Dimension anschlieRen (BN-
PAGE wird hierbei als erste Dimension betrachtegzu werden die Banden der BN-PAGE
ausgeschnitten und beispielsweise mit SDS und Zi¢oethanol aufgeldst, bevor sie einer
SDS-PAGE unterzogen werdéfi.Durch diese wird eine Auftrennung von Polypeptidian
Molekulargewichtsbereich von 1-200 kDa erreicht.teAlativ kann ein Western-Blot
durchgefuhrt werden. Dazu sei jedoch gesagt, dagsuhodetektion von eindimensionalen
Gelen oft zu unbefriedigenden Ergebnissen fiuhrt died Auflosung durch vorhergehende
SDS-PAGE wesentlich erhéht werden kafhDariiber hinaus kénnen die Proteine mittels
Elektroelution und anschlieBender Entfernung vomor@assie Brilliantblau G-250 aus der
BN-PAGE gewonnen werden. Ebenso ist ein Elektrobigtmaoglich, bei dem die Proteine
vom Gel auf eine PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Memipréibertragen werdeti® Nicht zuletzt
besteht die Mdglichkeit, die ausgeschnittenen Bardieekt in Bindungsassays einzusetzen

oder Methoden der Proteinanalytik zu unterziehen.

In dieser Arbeit wurde zundchst eine BN-PAGE dedulSlsates (20000 x g- und
100000 x g-Zentrifugation) des Uracil-Bindeproteguss derAchromobacter xylosoxidans
Membranpréaparation angefertigt. Die Probenvorbengitist unter6.10.1 erlautert. Als
Proteinstandard zur Verfolgung der Molekulargewsehftrennung im Gel diente Mark12™
der Firma Invitrogen. Es ist nicht gelungen, dietBine anhand der BN-PAGE aufzutrennen.
In allen Spuren war lediglich eine Farbvertiefumg unteren Drittel des Gels ab einem
Molekulargewicht von etwa 60 kDa zu sehen. Einetdeninung in einzelne Banden blieb aus.
Maglicherweise ist bei diesem Molekulargewicht eBtauung der Proteine eingetreten. Es ist
wahrscheinlich, dass sich unter dieser ,Bande” mxehProteine verbergen, einschlie3lich des
gesuchten Uracil-Bindeproteins. Um dies zu tUbemriifvurden diese Banden aus dem Gel
ausgeschnitten und einem Bindungsassay f{Uracil unterworfen. Die Vials wurden
gemaR der untes.8.3 beschriebenen Kompetitionsexperimente beschidkizige Anderung
war, dass anstelle 100 pl Proteinsuspension eistiél (0,1 x 0,5 x 0,8 cm), welches die
Bande bei rund 60 kDa enthalt, eingesetzt wurden Frhalt des Flissigkeitvolumens von
1 ml wurden die 790 ul Tris-Inkubationspuffer imaV/auf 890 pl erhéht. Inkubiert wurde far
die Dauer von 1 h im Schuittelwasserbad bei 37 °@. &éin Verstopfen des Zellharvesters

durch die Gelstiicke zu vermeiden, mussten diese Wand Uber GF/B-Glasfaserfilter
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(impragniert mit 0,3%iger PEI-LOsung) unter Anleganes Vakuums filtriert werden. Dazu
wurden sie mit einem Spatel aus dem Probenvialoemtmen, auf einen GF/B-Filter gelegt
und mit Tris-Inkubationpufffer gespult. In der Pimxgestaltete sich dies als schwierig, da es
kaum mdglich war, die Gelsticke auf den Filtern uakk mit Tris-Inkubationspuffer
abzuspilen. Dadurch war nicht auszuschliel3en, dabs nach der Filtration noch freie
Radioligandmolekiile in Losung auf den Gelstlckefaaen. AuRerdem konnten nicht alle
Gelsticke gleichzeitig von der radioligandhaltigéidsung getrennt werden, woraus
Abweichungen in der Inkubationszeit resultierteme D6sung der Probenvials wurde nach
Entnahme der Gelstiicke mit dem Zellharvester tUkdgB&ilter (impréagniert mit 0,3%iger
PEI-L6sung) filtriert. SchlieBlich wurde die in bzwn die Gelstiicke, die GF/B-Filter der
manuellen Filtration sowie der Separation Uber dehharvester gebundene Radioaktivitat
im LSC gemessen. Aus praktischen Grinden konnte eine Einfachbestimmung
vorgenommen werden. Der Radioligand zeigte an kéereuntersuchten Proben spezifische
Bindung. In allen Féllen entfiel der GroRteil dein@ung von fH]Uracil auf unspezifische
Bindungsstellen. Das Experiment war somit nichtiwaartbar. Die Griinde fur das erhaltene
Ergebnis mogen vielfaltig sein. Es liegt nahe, dakss Uracil-Bindeprotein durch
Verankerung in der Gel-Matrix fuiffi]Uracil nicht mehr zugénglich war. Denkbar ist Auc
dass die Konformation der Bindungsstelle im Gelamdert war und ein Andocken von
[*H]Uracil erschwert oder tiberhaupt nicht mehr zuliBesen Uberlegungen nachzugehen,
ist kompliziert, und so galt es zunachst, einen igsghen Ansatz zu verfolgen, der darin
bestand, die Parameter, die diesen Versuch besseftukdnnten, genauer zu untersuchen. In
einem Bindungsassay am Solubilisat dehromobacter xylosoxidardembranpraparation
wurden dem Tris-Inkubationspuffer das im Laufpuffdative PAGE™ Running Buffer) der
BN-PAGE enthaltene Tricin und Bis-TRIS sowie dasRmoben-Additiv (Sample-Additive)
enthaltene Coomassie Brilliantblau G-250 zugesddetr Probenpuffer (Native PAGE™
Sample Buffer) wurde bei der hier durchgefihrteekEbphorese nicht eingesetzt, dennoch
wurde der Einfluss seiner Bestandteile NaCl undc&igl auf die Uracil-Bindung an dieser
Stelle untersucht. Das nachfolgende Saulendiagrareranschaulicht die Bindung von

[*H]Uracil an das Solubilisat in Gegenwart der geenrSubstanzen.
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Abb. 38. Bindung von {H]Uracil an das Solubilisat derAchromobacter xylosoxidans
Membranpraparation in Gegenwart verschiedener in BBI-PAGE gebrauchlicher
Reagenzien. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEdNhes Einzelexperimentes in
Zweifachbestimmung (fir Prodenur in Einfachbestimmung).

Es fallt auf, dass alle getesteten Reagenzien pézifische Bindung von *H]Uracil

reduzieren. Wahrend 50 mM Bis-TRIS und 50 mM Trieimt einer Erniedrigung der
spezifischen Bindung auf rund 85 bzw. 70% des Anggaertes einen vergleichsweise
geringen Einfluss austiben, nimmt die Radioligandising durch Glycerol-Zusatz bereits um
rund 50% ab. 50 mM NaCl lassen die spezifische @igd auf etwa 23% ihres

Ausgangswertes sinken. Die spezifische Bindung wdwdch den Zusatz von 500 puM
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Coomassie Brilliantblau G-250 am starksten beesstluwas sich in der Abnahme der cpm
von etwa 6250 ohne Zusatze auf 900 cpm unter ComeiEssatz wiederspiegelt.
Coomassie Brilliantblau G-250 ist fir die Durchfiing der BN-PAGE unerlasslich, wie
eingangs unter3.4.1 erlautert wurde. Zwar bestiinde die Mdglichkeitheeisogenannte
farblose native Polyacrylamidgelelektrophorese @ASE, Colorless Native PAGE)
durchzufiihren, bei der kein Coomassie-Farbstoffveadet wird, jedoch lasst sich diese
Methode nur bei sauren Proteinen anwenden, dieibhem pH-Wert von 7,5 tUberwiegend
deprotoniert vorliegen. Da bei dieser Technik dieiapen Puffer und Reagenzien zum
Einsatz kommen wie in der BN-PAGE, ist ein Gelingem dieser Stelle fraglich® Im
vorgestellten Bindungsassay wurden die Reagenziemlche Einfluss auf die
Radioligandbindung nehmen, einzeln untersucht.sEsicht auszuschlieBen, dass sich die
Auswirkungen auf die Radioligandbindung additivhadten. Aus diesen Grinden wurde die
BN-PAGE nicht weiter verfolgt, sondern versucht; tentitat des Uracil-Bindeproteins mit
Hilfe der SDS-PAGE naherzukommen.

3.4.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrgphorese

Diese Elektrophoresetechnik ermdglicht es, Proteniieeinem Molekulargewicht von 1—
500 kDa aufzutrennen. Dazu dienen Gele aus polgmeeem Acrylamid, die je nach Gehalt
des Acrylamids eine spezielle Porengréf3e besif2an.anionische Detergenz SDS entfaltet
und denaturiert die zu untersuchenden Proteinebudédt mit diesen Fragmenten Komplexe,
welche Uber ein einheitliches Verhaltnis von Ladung Masse im elektrischen Feld
aufgetrennt werden konnen. Dabei binden 1,4 g SB3 g Proteirf*>*** Anhand der im
Laufpuffer vorhandenen lonen unterscheidet man cweis der Glycin-SDS-PAGE (auch
bekannt als Lammli-SDS-PAGE) und der Tricin-SDS-HAGProteine mit einem
Molekulargewicht von < 30 kDa lassen sich gut mér diricin-SDS-PAGE auftrennen,
wahrend Proteine mit héherem Molekulargewicht besség der Glycin-SDS-PAGE zu
erfassen sind” Die Gelbanden werden mit Coomassie Brilliantblat23B oder einer
Silbernitratlésung angefarbt. Fur die Silberfarbueghen Proteinmengen von 2-10 ng pro
Bande aus, wahrend fur eine aussagekraftige Coarléddbung etwa die 100-fache
Proteinmenge pro Bande vorliegen mtfésDie erhaltenen Banden koénnen entweder
ausgeschnitten und einer massenspektrometrischeanlyse unterzogen oder mittels
Elektroblotting auf eine PVDF-Membran (berfihrt den, woraufhin eine N-terminale

Proteinsequenzierung (Edman-Abbau) mdglich ist. BI2S-PAGE kommt als Teil einer
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zweimensionalen Elektrophorese in mehreren Vamanter. Die konventionelle 2-D-
Elektrophorese sieht in der ersten Dimension edoelektrische Fokussierung vor, bei der die
Proteine in einem Acrylamidgel mit kontinuierlicherpH-Gradienten gemal ihres
isoelektrischen Punktes IP getrennt werden. Alel&@drischen Punkt wird der pH-Wert
bezeichnet, bei dem die Nettoladung des Proteirkiitd® betragt. In der zweiten Dimension
werden die ausgeschnittenen Gelbanden der erstanerBion einer SDS-PAGE
unterzogerf*® Eine andere zweidimensionale ElektrophoresetecHudisiert auf einer
Detergenz-haltigen Elektrophorese in der ersten amér SDS-PAGE in der zweiten
Dimension. In der ersten Dimension wird als aniomés Detergenz am haufigsten SDS
eingesetzt, 16-Benzyldimethyl-n-hexadecylammonidorah (BAC) und Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid (CTAB) sind die gangigsten katiohest Detergenzien fir diese
Elektrophorese. Schliel3lich kann, wie un84.1 erlautert, eine native Elektrophorese in
Form der BN- oder CN-PAGE als erste und eine SD&PAlIs zweite Dimension dienéff.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem aus dachromobacter xylosoxidans
Membranpréaparation gewonnenen Solubilisat zum eliezkt eine SDS-PAGE wie auch
eine zweidimensionale Elektrophorese des Typs BSIPBGE (sieheAbb. 40, Abb. 39
durchgefuhrt. Die praktische Vorgehensweise iseiuthtl0.2beschrieben.

Probe aus BN-PAGE Proteinstandard

Abb. 39. SDS-PAGE des Solubilisates dachromobacter xylosoxidasMembranpraparation nach
vorangegangener BN-PAGE. Als Proteinstandard wivtdik12™ eingesetzt.

Die in der BN-PAGE bei rund 60 kDa angenommene Bamdrde ausgeschnitten und in die
SDS-PAGE eingesetzt. Die Banden des angefertigiels &nd nur schwach zu erkennen,
doch ein Vergleich mit dem Proteinstandard zeigissddie Probe eine Bande bei einem

Molekulargewicht von etwa 60 kDa aufweist. In dies&el sind keine weiteren Banden der
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Probe zu erkennen. Da es unwahrscheinlich ist, dassSolubilisat nur Proteine mit einem
Molekulargewicht von 60 kDa enthalt, muss davorgagangen werden, dass eine Reihe von
Proteinen in der BN-PAGE nicht sichtbar war. Falglzeigte die anschlieBende SDS-PAGE
nur die bekannte Bande bei etwa 60 kDa (siéli. 39). Um weitere Proteine des
Solubilisates aufzusptiren, wurde dieses nachfolgbrekt in einer denaturierenden SDS-
PAGE eingesetzt.

Proteinstandard Solubilisat

Abb. 40. SDS-PAGE des Solubilisates (20 pl) dehromobacter xylosoxidatddembranpréparation
und des Proteinstandards Mark12™.

Durch die direkte SDS-PAGE wird eine deutliche Aerfinung der Proteine erreicht, die sich
in zahlreichen Banden wiederspiegelt. Besondersengiwe Banden sind bei
Molekulargewichten von rund 40 kDa, 55 kDa und et®@-80 kDa zu sehen. Diese
GroRRenordnung konnte sich durchaus bakteriellenspartproteinen zuschreiben lassen. Da
die Proteine dieser Banden durch das SDS denatwiied, ist es nicht mehr maoglich,
Radioligandbindung an ihnen zu messen. Die ursgiairggldee, anhand der BN-PAGE die
im Solubilisat enthaltenen Proteine in funktionelleorm aufzutrennen und das Uracil-
Bindeprotein Gber einen Radioligandbindungsversuchdentifizieren, kann nach der SDS-
PAGE nicht weiter verfolgt werden. Somit wurdeneaBanden einer neu angefertigten
BN/SDS-PAGE, der SDS-PAGE und, um jeglichen Pretilist zu vermeiden, zusatzlich
die Gelflachen zwischen den Banden ausgeschnitteh aur massenspektrometrischen
Analyse ans California Institute of Technology (€eh) in Pasadena, Kalifornien, USA (Dr.

Sonja Hess) geschickt.
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3.4.3 Massenspektrometrische Analyse der Aminosawsequenz

Die zu analysierenden Proben der Banden und Baddeschenraume der SDS-PAGE
wurden, wie inAbb. 41 dargestellt, hummeriert, einzeln ausgeschnitted um 0,5 ml-
Eppendorfgefal3en ungekihlt zu Dr. Hess geschidksalich wurden drei unbehandelte
Solubilisatproben a 100 pl Ubersendet.

SDS - PAGE BN / SDS - PAGE
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Abb. 41. Bezeichnung der Banden (schwarz) und Banden-Zwisébene (rot) aus der SDS-PAGE
(1-29) und BN/SDS-PAGE (30-38) zur massenspektmasoben Analyse. Griine Schrift
kennzeichnet die Banden des Proteinstandards M&tk12

Im Proteome Exploration Laboratory am Californiatitute of Technology unter Leitung von
Frau Dr. Sonja Hess wurden zuné&chst die Bandenudd814—25 mit Trypsin verdaut. Das
Enzym Trypsin ist eine Endopeptidase, was bededtsts es Polypeptide in Oligopeptide
zerlegt™®® Dabei spaltet Trypsin C-terminal nach den AminoséuArginin und Lysin. Seine
maximale enzymatische Aktivitat entfaltet es beieen pH-Wert von 8. Daneben wurden die
unbehandelten Solubilisate auf zwei Arten verdaune Probe wurde mit einer Mischung aus
LysC und Trypsin umgesetzt, eine weitere Probe @itymotrypsin. LysC ist eine

Endopeptidase ausysobacter enzymogenasnd spaltet Polypeptide nach Lysin. Die
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Serinprotease Chymotrypsin zerlegt Polypeptide nacbmatischen Aminosduren wie
Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin, dartiberhinaacsh Methioninresten. Auf die genaue
Durchfihrung der Proteolysen wird in dieser Arbeitht néher eingegangen, da diese
Schritte im Rahmen einer Kooperation ausschlie@hom Mitarbeitern von Dr. Hess
durchgefuhrt wurden. Ziel des enzymatisches Verdaurss, die Proteine der Gelbanden und
des Solubilisates in Peptidfragmente von maoglichveniger als 100 Aminoséauren zu
zerlegen, welche massenspektrometrisch erfasst ewelkbnnen. Die Fraktionen des
proteolytischen Verdaus wurden am Caltech in LCIMIS/Experimenten analysiert. Nach
Elektrosprayionisation (ESI) der intakten Peptideirden diese in einer Linear trap
guadrupole (LTQ)-lonenfalle mit zweidimensionalemua@rupolfeld analysiert. Das
Verhéltnis von Masse zu Ladung (m/z) der lonen wurdittels Fourier transform ion
cyclotron resonance (FTICR) bestimmt. Durch Exmtatder lonen in einem magnetischen
Feld und der daraus resultierenden Anderung delo@gafrequenz konnten Signale in Form
von Sinuswellen detektiert werden. Sie werden aée finduction decay (FID, freier
Induktionszerfall) bezeichnet und mittels Fourigaiisformation in Massenspektren
umgewandelt®® Jede Gelbande sowie das Solubilisat wurden inneidB-miniitigen Lauf
analysiert. Die massenspektrometrischen Daten wuntie Sequenzen der Proteindatenbank
fur Proteobakterien des Mascot Servers (Versiof \&2glichen. Zwar ist das Proteom des
Achromobacter xylosoxidangaum jetzigen Zeitpunkt noch nicht vollstandig ehtsisselt,
doch konnten die Daten mit bekannten Sequenzephiilogenetisch verwandte Gattungen
wie Bordetellaund Burkholderia verglichen werden. Die Gattungordetellaist sehr eng

verwandt mit der Gattungchromobactef*®

Gemeinsam mit der Gattuddcaligenesbilden

sie die Familie deAlcaligenaceag*® Diese Relation erhoht die Wahrscheinlichkeit, ddies

in den Proben gefundenen Peptidsequenzen tatdéichéd der anhand der Datenbank
identifizierten und analog imMchromobacter xylosoxidansorkommenden Proteine sind. In
der Peptidanalytik wurde eine Carbamidomethylstiigin von Cysteinen als fixe
Modifikation vorgegeben, wahrend Acetylierung vorysinen und am N-Terminus,
Carbamoylierung am N-Terminus und Oxidation von WWmtinen als variable

Modifikationen zugelassen wurden. Die Proteine Datenbank fir Proteobakterien, die
Ubereinstimmende Sequenzen mit den Proben aufwiesarden mit dem Programm
Scaffold 1.7 nach statistischer Aufbereitung getist Dabei wurde die korrekte
Proteinidentifikation durch das Programm Scaffold einer Wahrscheinlichkeit von 90%

angenommen. Die minimale Anzahl an Peptiden, didiegen musste, um ein Protein als
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identifiziert anzusehen, betrug 1. Die Peptididétion musste zu 90% sicher sein, damit

ein Peptid als identifiziert galt.

Tab. 12 listet die Suchergebnisse fir die Analyse des ISidates, Tab. 13 fur die

Untersuchung der gem@bb. 41 tGibersendeten Gelbanden auf.

Tab. 12. Im Solubilisat der Achromobacter

spektrometrischen Methoden identifizierte Proteine.

xylosoxidafembranpréaparation mit massen-

Anzahl einmalig gefundener

Protein 'I\(ASN (identifizierter Spektren)
[kDa] nach Verdau mit:
Chymotrypsin Trypsin
1 Aconitate hydratase 977 0 2
(Bordetalla pertussi¥ohama 1) ' 3)
Chain A, M168I Mutant of nitrite reductase from 3
2 . : 36,5 0
Alcaligenes xylosoxidans 4)
3 Co-chaperonin GroES 10.2 0 1
(Bordetella petriiDSM 12804) ' (1)
4 Cold-shock-like protein 732 2 0
(Bordetella petriiDSM 12804) ' (2)
Cold-shock protein 1
5 (Bordetella petriDSM 12804) 8,62 0 1)
Cpn60 2
6 (Achromobacter denitrificans) 19.8 0 (2)
7 Electron transfer flavoprotein beta-subunit 26.8 0 2
(Bordetella aviunil97N) ' (2)
8 Electron transfer flavoprotein, alpha subunit 313 1 0
(Polaromonas naphthalenivoraiz]2?) ' (1)
Elongation factor G 3
9 (Bordetella aviuni97N) 7l 3) 0
Elongation factor G 12
10 Bordetella petriDSM 12804) 7l 0 (14)
11 Elongation factor Ts 30.8 1 5
(Bordetella petriiDSM 12804) ' (1) (6)
12 Elongation factor Tu 429 8 8
(Bordetella pertussi¥ohama 1) ' (9) (14)
13 FOF1 ATP synthas_e subunit beta 505 0 1
(Bordetella pertussi¥ohama I) Q)
14 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 36.2 0 2
(Bordetella petriiDSM 12804) ' (2)
Glycerol-3-phosphate-bindung periplasmic protein 3
15 precursor 47,7 0 3)
(Bordetella pertussi¥ohama I)
Hypothetical protein Ajs_1949 2
16 (Acidovorax spJS42) 336 0 (2
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Anzahl einmalig gefundener

MW Peptidé
Protein KD (identifizierter Spektren)
[kDa] nach Verdau mit:
Chymotrypsin Trypsin
17 Hypothetical protein 830229 48.9 0 2
(Bordetella bronchisepticRB50) (2)
Hypothetical protein BP0250 2
18 (Bordetella pertussi¥ohama I) 34,5 0 (2)
Hypothetical protein BP3440 1
19 (Bordetella pertussi¥ohama I) 34,6 0 (1)
Hypothetical protein BP3441 2
20 (Bordetella pertussi¥ohama I) 19.8 0 (2)
21 Hypothetical protein Bpet2667 212 0 2
(Bordetella petriiDSM 12804) ' (2)
Isocitrate dehydrogenase (NADP) 2
22 Bordetella avium97N) 9.7 0 2)
2-Isopropylmalate synthase 2
23 Bordetella petriDSM 12804) 63.1 0 )
24 Leul/ile/val-binding protein precursor 39.4 0 2
(Bordetella petriiDSM 12804) ' (2
o5 Leul/ile/val-binding protein precursor 39.4 0 3
(Bordetella petriiDSM 12804) k €))
26 Malate dehydrogenase 354 1 2
(Bordetella petriiDSM 12804) ' (2) (2)
2-Methylisocitrate lyase 2
2T (Bordetella petriDSM 12804) 31.9 0 )
Molecular chaperone DnaK 3
28 Bordetella petriDSM 12804) 69.3 0 3)
29 Nucleoside diphosphate kinase 15.4 1 3
(Bordetella aviuntl97N) ' (1) 3)
30 3-Oxoacyl-(acyl-carrier-protein)synthase Il 434 0 2
(Bordetella aviunil97N) ' (2
31 Phenylacetic acid degradation aldehyde dehydrogenas 59.2 0 1
(Bordetella aviunil97N) ' Q)
32 Phosphoenolpyruvate synthase 86.3 1 0
(Bordetella petriiDSM 12804) ' (1)
Phosphoglycerate kinase 1
33 (Bordetella pertussi¥ohama I) 410 (1) 0
34 Putative ABC transport solute-binding protein 407 0 2
(Bordetella pertussi¥ohama 1) ' (2)
Putative outer membrane protein 1
35 (Bordetella pertussi¥ohama I) 20,9 0 (1)
Putative universal stress protein 1
36 (Bordetella pertussi¥ohama I) 16,3 (1) 0
Ribosomal protein S2 1
37 (Polaromonas naphthalenivoraiz]2) 21,6 0 (1)
30S Ribosomal protein S1 5
38 (Bordetella petriiDSM 12804) 62,9 0 )
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Anzahl einmalig gefundener
Peptidé

Protein ll\gv (identifizierter Spektren)
[kDa] nach Verdau mit:
Chymotrypsin Trypsin

39 50S Ribosomal protein L7/L12 126 0 2
(Bordetella petriiDSM 12804) ' (6)

40 S-Adenosyl-L-homocysteine hydrolase 516 0 2
(Bordetella pertussi¥ohama 1) ' (2)
S-Adenosylmethionine synthetase 2

4l (Bordetella parapertussis) 468 0 (2)

42 Succinyl-CoA-synthetase subunit alpha 307 1 0
(Bordetella petriiDSM 12804) ' (1)

43 Succinyl-CoA synthetase subunit beta 411 1 7
(Bordetella petriiDSM 12804) ' (1) (8)
Trigger factor 5

44 Bordetella petriDSM 12804) 476 0 6)

& Betragt die Anzahl einmalig gefundener Peptidestauch die Anzahl an identifizierten Spektrenn@ wvird
hier nicht mehr angegeben.

Die in Abb. 41 mit 4-8 und 14-25 bezeichneten Banden wurdenisglptverdaut und wie
beschrieben massenspektrometrisch analysiert. inBéaden 6, 14, 15, 17, 18, 19, 20, 22

und 23 konnten im Abgleich mit der Datenbank fliotBobakterien die in der folgenden

Tabelle gelisteten Proteine identifiziert werden.

Tab. 13. In den Gelbanden mit massenspektrometrischen Methitgntifizierte Proteine.

Proteinname

MW

[kDa]

Anzahl einmalig gefundener Pepftide
(identifizierter Spektrenn Bande

14

17 18 19 20 22 23

ABC transporter substrate binding protein

(Bordetella aviuntl97N)

Adenylosuccinate synthetase
(Bordetella petriiDSM 12804)

Amidase
(Burkholderia pseudomall&i68)

AMP-dependent synthetase and ligase

(Geobacter metallireducer@S-15)

Ana

(Achromobacter xylosoxidans)
ArgG

(Bordetella petriiDSM 12804)

Aspartokinase
(Bordetella petriiDSM 12804)

ATP synthase alpha chain
(Bordetella petriiDSM 12804)

n. b.

46,1

52,9

56,8

52,8

49,3

45,2

55,5

0

é) O 0 0 0 O
0 (1) o 0 0 o0
0O 0 o0 (1) 0o o0
0 (1) o 0 0 o0
0 0 o0 é) 0 0
0 0 o0 é) 0 0
0 0 é) o 0 o0
0 0 o0 é) 0 0
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Anzahl einmalig gefundener Peptide

Proteinname [IE/IDVZ] (identifizierter Spektrenn Bande
6 14 15 17 18 19 20 22 23
Chaperone protein 2 5

°  (Bordetella aviunt97N) nb g 0 0 0 0 0 0 04
Cysteinyl-tRNA synthetase 1

10 (Bordetella pertussi$ohama I) 532 0 0 0 0 0 0 (1) 0 0
DNA ligase, NAD dependent 1

11 sulfurovum spNBC37-1) /s 0 0 0 04 0 0 0 0
Electron transfer flavoprotein beta-subunit 5

12 (Bordetella aviunil97N) n.b. 0 (6) 0 0 0 0 0 0 0
Elongation factor Tu 4

13 (Bordetella petriDSM 12804) 42 0 0 0 0 4 0 0 0 0
Elongation factor Tu 1

14" (Halorhodospira halophilSL1) 41 0 0 0 04 0 0 0 0
Elongation factor Ti 1

15 (Polaromonas splS666) 429 0 0 0 0 Q) 0 0 0 0
Eno 1

16 Bordetella petriDSM 12804) 49 0 0 0 04 0 0 0 0
FOF1 ATP synthase subunit beta 4

1 (Bordetella pertussi$ohama I) 505 0 0 0 0 0 0 (4) 0 0
FabH 1

18 Bordetella petriDSM 12804) 43 0 0 4 0O 0 0 0 0 0
Fructose-1,6-bisphosphatase 1 0

19 Bordetella aviunt97N) n.b. 0 0 g 6 0 0 0 O
Gluconate utilization system Gnt-I 1

20 transcriptional repressor 365 O 0 0 1) 0 0 0 0 0
(Vibrio splendidusl2B01)

Glucosamine-1-phosphate N-

21 acetyltransferage/UDP—N— 487 0O 0 0 0 0 0 1 0 0
acetylglucosamine pyrophosphorylase (1)
(Bordetella petriiDSM 12804)

Glutaminyl-tRNA synthetase 1

22 (Bordetella pertussi$ohama I) 666 0O 0 0 0 0 0 0 (1) 0
Glutamyl-tRNA (GLN) amidotransferase 1

23 subunit B 527 0 0 0 0 0 0 (1) 0 0
(Bordetella petriiDSM 12804)

Glycerol kinase 1

24 (Salmonella enterica subsp. enterica 559 0 0 0 0 0 0 1) 0 0
serovar Typhstr. CT18)

GMP synthase, C-terminal domain: GMP 1

25 synthase, N-terminal domain 570 O 0 0 0 0 0 ) 0 0
(Geobacter spFRC-32)

GTP-binding elongation factor 1

26 Bordetella petriDSM 12804) 6r4 0 0 0 0 0 0 04 0
Heat shock protein 2

2T (Bordetella petriDSM 12804) 4 00 0 0 0 0 04, 0
Hypothetical protein AZC 3383 1

28 Azorhizobium caulinodarSRS 571) 2130 0 0 O 0 0 04 O
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Anzahl einmalig gefundener Pepfide

Proteinname [IE/IDVZ] (identifizierter Spektrenn Bande
6 14 15 17 18 19 20 22 23

Hypothetical protein BAV0693 1

29 Bordetella aviumi97N) nb. 0 0 04 0 0 0 0 0
Hypthetical protein BP3440 1

30 (Bordetella pertussi¥ohama 1) 346 0 0 (1) 0 0 0 0 0 0
Leul/ile/val-binding protein precursor 1

31 (Bordetella petriDSM 12804) ¥4 0 0 0 (4 0 0 0 0 0
Malate dehydrogenase 1

32 (Bordetella petriDSM 12804) %4 0 0 5 0 0 0 0 0 0
Methylmalonate-semialdehyde 2

33 dehydrogenase 53,1 O 0 0 0 0 0 @) 0 0
(Bordetella petriiDSM 12804)
Mg-dependent DNase 1

34 (Pelobacter carbinolicuPSM 2380) 519 0 0 0 0 0 0 0 (1) 0
Nitrous oxide reductase 1

35 (Achromobacter xylosoxidans) 17.4 0 0 0 0 0 0 0 (1) 0
Ornithine cyclodeaminase 1

36 (Pseudomonas entomophll48) 379 0 0 0 (1) 0 0 0 0 0
3-Oxoacyl-(acyl-carrier-protein) synthase Il 1

37 (Bordetella petriDSM 12804) 485 0 0 0 0 4 0 0 0 0
Peptide chain release factor 2 1

38 (Bordetella petriDSM 12804) 376 0 0 0 04 0O 0 0 0
Polysaccharide biosynthesis protein 2

39 (Bordetella aviuntl97N) n.b. 0 0 0 0 0 0 (2) 0 0
ProS 1

40 Bordetella petriDSM 12804) 636 0 0 0 0 0 0 04 0
Putative ABC transporter periplasmic 1 2

41 amino acid-binding protein 36,7 O 0 0 1) @ 0 0 0 0
(Bordetella pertussi¥ohama I)
Putative aminotransferase 1

42 (Bordetella petriiDSM 12804) 442 0 0 0 0 4 0 0 0 0
Putative propionyl-CoA synthetase 1

43 (Bordetella petriDSM 12804) 9.0 o0 0 0 0 0 0 04 O
RecA 1

44 (Burkholderia cepacia) 372 0 0 0 (1) 0 0 0 0 0
Serine protein kinase 1

45 (Bordetella aviuntl97N) n.b. 0 0 0 0 0 0 0 (1) 0
Trigger factor 3

46 (Bordetella aviunil97N) n.b. 0 0 0 0 0 0 3) 0 0
Tyrosyl-tRNA synthetase 1

a7 (Bordetella pertussi¥ohama 1) 450 0 0 0 0 (1) 0 0 0 0

& Betragt die Anzahl einmalig gefundener Peptidastauch die Anzahl an identifizierten Spektrenn@ wvird
hier nicht mehr angegeben.
n. b.: nicht bekannt
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Im Solubilisat wurden im Vergleich mit der Datenkafiir Proteobakterien insgesamt 44
verschiedene Proteine gefunden. In der mit Trypsndauten Probe wurden 37 verschiedene
Proteine identifiziert, 12 verschiedene Proteineaden nach Proteolyse mit LysC/Chymo-
trypsin detektiert. Eine Schnittmenge von 5 Praeirkonnte in beiden Proben gefunden
werden. Das Molekulargewicht der identifizierteroteme liegt im Bereich von 7-100 kDa.
Ein Groldteil der Proteine entféllt auf Enzyme deucMinsaure- oder Proteinsynthese.
Aufgrund der in Bindungsstudien am lebend@ohromobacter xylosoxidanerhaltenen
Ergebnisse konnen alle Proteine, die ausschlieflfithZellinneren vorkommen, fur die
Uracilbindung ausgeschlossen werden. Unter denalsejhypothetical protein” bezeichneten
Proteinen wurden Strukturen mit Transportfunktioefumden. So zeigt Protein 20 aus
Tab. 12 Ahnlichkeit zum Colicin-Aufnahme-Protein iEscherichia coli Protein 21 stellt
einen anorganischen Ilonentransporter dar (sighab. 12).2*"?*® |Im Hinblick auf die
Eigenschaft, die Nucleobase Uracil zu binden, faldie Proteine 35 (Putative outer
membrane protein) und 34 (Putative ABC transpaliteebinding protein) au$ab. 12 auf,

die beide im Proteom des BakteriuBgrdetella pertussi§ohama | vorkommen. Protein 35
liegt in der auReren Membran des gram-negativernieBaknsBordetella pertussi3ohama |,
seine Funktion ist noch nicht bekannt, was eined@ngsfahigkeit der Nucleobase Uracil
prinzipiell nicht ausschliel3t. Protein 34 stellh &BC-Transporter-assoziiertes Bindeprotein
dar. Die Familie der ABC-Transporter TR-binding @assette transporter) wurde unted
bereits vorgestellt. Wie dort erwahnt, dienen diwe periplasmatischen Raum geldsten
Bindeproteine als Substratfanger fur die mittels CABransporter (ber die
Cytoplasmamembran zu beférdernden MoleRtiBie hohe Affinitat fir ihr Substrat, welche
diese Bindeproteine auszeichnet, legt die Vermuhaitwe, dass das Uracil-Bindeprotein solch
eine Art von Protein sein kénnte. Dies wirft jedatib Frage auf, wie die Uracilmolekile ins
Periplasma gelangen. Prinzipiell wird der Durchithemischer Verbindungen bis zu einem
Molekulargewicht von etwa 600 Da durch wassergeftifloren, sogenannte Porine, in der
aul3eren Membran nach dem Prinzip der erleichter@mffusion gemall eines
Konzentrationsgefalles ermdglickitSomit kénnte Uracil die Barriere der auRReren Membr
des lebenderAchromobacter xylosoxidangber Porine Uberwinden, im periplasmatischen
Raum von selektiven, hochaffinen ABC-Transportemne®proteinen ,gefangen* und
schliel3lich Uber einen assoziierten ABC-TranspongZellinnere geschleust werden. Da das
periplasmatische Bindeprotein im Solubilisat gemdwurde, muss es auch in der
Membranpraparation deschromobacter xylosoxidan®rgelegen haben und kénnte hier fur

die Uracilbindung verantwortlich gewesen sein.
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Die massenspektrometrische Analyse defli. 41 gekennzeichneten Gelbanden der SDS-
PAGE und BN/SDS-PAGE des Solubilisates liefertevédischiedene identifizierte Proteine,
die auf die Banden 6, 14, 15, 17, 18, 19, 20, 22 2B zurlckzufthren sind. Bei Betrachtung
der inTab. 13 dargestellten Ergebnisliste lasst sich erkennass @wei verschiedene ABC-
Transporter-Bindeproteine identifiziert werden ktam In Bande 17 wurden Protein 1 (ABC
transporter substrate binding protein @&mrdetella avium197N) und 41 (putative ABC
transporter periplasmatic amino acid-binding protaus Bordetella pertussisTohama 1)
detektiert. Protein 41 wurde dariber hinaus in Bad8 gefunden. Protein 41 liegt im
Periplasma vor und bindet AminosauféhEs ware denkbar, dass Varianten dieser ABC-
Transporter-assoziierten Bindeproteine die Aachromobacter xylosoxidargefundene hohe
Affinitdt zu Uracil verursachen. Daneben wurdenhaber zahlreiche an der Nucleinsdure-
und Proteinsynthese beteiligte Enzyme, sowie Enzyee allgemeinen Stoffwechsels
gefunden. Da diese jedoch im Cytoplasma vorliegaimnen sie als Zielstruktur der
Uracilbindung ausgeschlossen werden.

Die per Massenspektrometrie identifizierten Aminos&equenzen der angesprochenen
Proteine 34 und 35 aus Tab.12 und 1 und 41 aus Tab. 13 wurden mit bereits
veroffentlichten Sequenzen vierer funktionell abtindr Proteine desAchromobacter
xylosoxidangProteoms unter Benutzung des im Internet zugdmghcProgramms BLAST
(Protein Alignment) verglichefr®#>*

Tab. 14fasst die Aminosauresequenzen der Massenspektrerftefionen) zusammen.
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Tab. 14. Ausgewahlte, durch LC/MS-MS identifizierte Aminos@sequenzen im Vergleich zu
publizierten Proteinen déschromobacter xylosoxidans

Protein AS-Sequenz nach MS  Anzahl identischer Aminosauren zu postulierten Proginen
(b-lonen}t desAchromobacter xylosoxidans

ABC- ABC- Membran- Membran-
Transporter- Transporter- Ubergreifendes Uibergreifendes
Substrat- ATP- Protein 1 Protein 2
Bindeprotein Bindeprotein

34, Tab. 12 TAYGQGLADEVEK 5 3 3 2

mogliches ABC-

Transporter-

Substrat-

Bindeprotein

35, Tab. 12 RIAEQENYDLIIQDAVT 7 6 4 6

mogliches VNPR

aulieres

Membranprotein

1, Tab. 13 LVAAKPDAILIAG 12, davon7 7 9 12 (nichtin

ABC- AGTPSALPQKELK in Serie Serie)

Transporter-

Substrat-

Bindeprotein

41, Tab. 13 FTALQSGEVDVLTR 5 2 7 4

mogliches

periplasmatisches
AS-Bindeprotein
eines ABC-
Transporters

# Eine Liste des internationalen Ein-Buchstaben-G&ddeAminosauren befindet sich in Kapigl

Im Vergleich der Aminosduresequenzen aus der Maps&trometrie mit publizierten
Sequenzen fur Proteine dedchromobacter xylosoxidanswurden nur vereinzelt
Ubereinstimmende Aminosauren gefunden. Eine Honmlogehrerer aufeinanderfolgender
Aminosauren lasst sich lediglich zwischen Proteifdb. 13 und der Sequenz eines ABC-
Transporter-Bindeproteins finden. Zwolf der insgesa26 identifizierten Aminosauren
stimmen mit den 386 Aminosauren des ABC-Transpetdrstrat-Bindeproteins des
Achromobacter xylosoxidangiberein, davon kommen sieben aufeinanderfolgend vo
Momentan liegt lediglich die Sequenz des Plasmid8lpdes Stamme#&chromobacter
xylosoxidans A8 vor?*>?*® Falls das gesuchte Uracil-Bindeprotein fir das Bakm
essentiell ist, liegt die entsprechende genetisof@mation mit hoher Wahrscheinlichkeit
nicht auf einem Plasmid. Ein vollstandiger Sequengieich kann jedoch erst erfolgen, wenn
das Genom bzw. Proteom d&shromobacter xylosoxidam®llstandig entschlisselt ist.
Aufgrund der Tatsache, dass die Auswertung der enapgktrometrischen Daten zu einem
Grolteil auf der Anwendung von Statistiken und Vgaheinlichkeiten basiert, kann ein

Endergebnis nur unter Vorsicht gedufRert werdenbdsteht die Mdglichkeit, dass das in
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dieser Arbeit identifizierte und isolierte UracilfiBleprotein des Bakteriunschromobacter
xylosoxidangin fur Uracil selektives und hochaffines ABC-Tsporter-assoziiertes Substrat-

Bindeprotein sein kénnte.

3.4.4  Zusammenfassung und Diskussion

Das Solubilisat deAchromobacter xylosoxidaftdembranpraparation wurde zunachst einer
nicht-denaturierenden Gelelektrophorese, der BN-PAf@terzogen. Dabei gelang es nicht,
die enthaltenen Proteine in einzelne Gelbandenutrefznen, es konnte lediglich eine grol3e
Bande bei einem Molekulargewicht von etwa 60 kDaekleert werden. In einem
anschlieBenden Bindungsversuch mif][racil an die ausgeschnittene Bande wurde keine
spezifische Bindung des Radioliganden gemessensiaiasn erster Linie auf einen stérenden
Einfluss des Farbstoffes Coomassie Brilliantbla@3B-zuriickfihren lasst. Um die Proteine
des Solubilisates dennoch in nativer Form elektoogiisch aufzutrennen, konnte in Zukunft
eine farblose, nicht-denaturierende Gelelektropdmre die sogenannte CN-PAGE,
durchgefuhrt werden. Diese gelingt jedoch nur davenn die zu untersuchenden Proteine,
wie unter3.4.1 beschrieben, bei einem pH-Wert von 7,5 deprotonvierliegen. Die Bande
der BN-PAGE wurde alternativ in eine denaturierei82S-PAGE eingesetzt. Die dabei
erhaltenen Banden wurden zur massenspektrometnisthgersuchung ans California
Institute of Technology (Caltech) in Pasadena, fdalien, USA (Arbeitsgruppe von Dr.
Sonja Hess) geschickt. Ebenso wurde vom Solubilesae denaturierende SDS-PAGE
angefertigt. Dabei wurde eine gute Auftrennung Besteine in einzelne Banden erreicht.
Eine Prifung auf Uracilbindung ist an den denattete Proteinen nicht mehr mdglich, so
dass die Banden direkt ausgeschnitten und massermpetrisch analysiert wurden. Das
Solubilisat und die ausgeschnittenen Banden der-BBSE und der BN/SDS-PAGE wurden
nach proteolytischem Verdau in LC-MS/MS-Experiment® Peptidfragmente zerlegt,
welche mit der Datenbank fur Proetobakterien desddiaServers (Version 2.2) verglichen
wurden. Dabei konnten im Solubilisat 44 verschiedBroteine gefunden werden. In 9 der 24
ausgeschnittenen Gel-Banden konnten insgesamt 4schiedene Proteine identifiziert
werden. Ein Grof3teil der Proteine stellt EnzymeNMecleinsaure- und Proteinsynthese sowie
des bakteriellen Stoffwechsels dar. Alle im Cytept@a vorkommenden Proteine kénnen
beziglich der Uracilbindung ausgeschlossen werBenUracil mit ebenso hoher Affinitat
wie an die Membranpraparation und das Solubilisahaan die lebenden Bakterien bindet,

muss das Uracil-Bindeprotein in der auf3eren Membles gram-negativeAchromobacter
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xylosoxidans im Periplasma oder in der Cytoplasmamembran tiegeobei die beiden
letztgenannten Falle einen Durchtritt von Uracitafudie aul3ere Membran erfordern. Unter
diesen Voraussetzungen féllt das Augenmerk aupéieMassenspektrometrie identifizierten
Transportproteine wie die hypothetischen Proteine21 (Tab. 12) sowie ABC-Transporter-
assoziierte Substrat-Bindeproteine 3al§. 12), 1 und 41 Tab. 13. Es sei an dieser Stelle
nochmals darauf hingewiesen, dass die durchgefélrdeeomanalyse zu einem grof3en Tell
auf Gesetzmalligkeiten der Statistik und Stochdsdkiert. Zwar lasst sich die Hypothese
aufstellen, dass das Uracil-Bindeprotein deshromobacter xylosoxidanein fur Uracil
selektives und hochaffines ABC-Transporter-Sub$fratieprotein ist, doch muss der Beweis
durch weiterfihrenden Versuche erbracht werden.

Zukunftig soll in einem hierauf aufbauenden Proje&tsucht werden, die angesprochenen
Proteine aus dem Bakteriudthromobacter xylosoxidarsi klonieren. Nach Uberexpression
in einem Modellorganismus soll schlief3lich auf Ulkandung geprift werden. Parallel dazu
sollen Sequenzvergleiche der hier proteomanalytiggfundenen Peptide mit neu
veroffentlichten Sequenzen dashromobacter xylosoxidar®goteoms durchgefuhrt werden.
Ein weiterer Ansatz konnte darin bestehen, sukzessilche Gene, die Informationen fur die
angesprochenen ABC-Transporter-Substrat-Bindepreteoder fir in Frage kommende
Transportproteine beinhalten, auszuschalten odemtex zu regulieren (sogenannter knock-
out oder knock-down) und daraufhin auf Uracil-Bindwu prifen.
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4 Charakterisierung neuer P2Y-Rezeptor-Liganden

4.1 Einleitung

Die G-Protein-gekoppelten P2Y-Rezeptoren stellenchiige Zielstrukturen fur die
Entwicklung neuartiger Arzneistoffe dar. Der Foaes vorliegenden Arbeit wurde auf die
P2Y-Rezeptor-Subtypen 2, 4 und 6 gerichtet, weldbhech Uracilnucleotide (UTP bzw.
UDP) aktiviert werden. Die Gewebeverteilung dieRezeptoren sowie deren physiologische
und pathophysiologische Rollen, aber auch Mdglideke mit selektiven Liganden in diese
Vorgange einzugreifen, wurden untkr2.1 vorgestellt. Ebenso wurde auf die Problematik
eingegangen, dass zum heutigen Zeitpunkt fur \Releeptor-Subtypen keine selektiven und
zugleich hochaffinen Liganden verfligbar sind. DigarLiganden zu entwickeln, dient nicht
nur der Arzneistofffindung, sondern auch pharmagisichen In-vitro-Experimenten, in
welchen beispielsweise die Interaktion eines Rexspmhit einem oder mehr Liganden und
deren Auswirkung auf nachgeschaltete Signaltrarigshdwege verfolgt wird. In diesen
Studien ist es in der Regel erforderlich, bekarfRézeptor-Agonisten oder -Antagonisten
einzusetzen: als Positiv- oder Negativ-Kontrollelmgich des Effektes bzw. zur Rezeptor-
Stimulation oder -Blockade oder zur Kompetition ngiiner Testsubstanz. Sofern der
endogene Ligand eines Rezeptors bekannt ist, #sghahe, diesen zu verwenden. Meist
bringt er jedoch nicht die optimalen Voraussetzunije die praktische Durchfihrbarkeit mit
sich, da er enzymatisch instabil ist oder einemstten Wiederaufnahme unterliegt. Aus
diesem Grunde besteht fur einige pharmakologisohatio-Experimente und unter diesen
auch fur die Studien an P2Y-Rezeptoren ein Bedar@genannten ,pharmakologischen
Werkzeugen® (pharmacological tools). Konkret bededies, dass aus einem Liganden, der
hochaffin fir einen P2Y-Rezeptor-Subtyp ist, betgweise ein radioaktiv markierter Ligand
(sogenannter Radioligand) entwickelt werden kénedurch wirde der entsprechende P2Y-
Rezeptor zuganglich fur reine Bindungsstudien, sigh im Hochdurchsatzscreening (high
throughput screening, HTS) an Membranpraparati@hugohfiihren lieRen. Ahnliches gilt fir
Fluoreszenz-markierte Liganden. Bisher sind ledigRadioligand-Bindungsstudien flr den
P2Y:-, P2Y;> und P2YrRezeptor entwickelt wordefi. Die pharmakologischen Studien
dieser Arbeit, am humanen P2Yund P2Y-Rezeptor sowie am Ratten-P2Rezeptor,
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wurden mittels Techniken der Fluoreszenzmessunchdefiihrt. Diese werden im folgenden

vorgestellt.

41.1 Prinzip der intrazellularen Calciummessungen

Wie unter 1.2 bereits beschrieben wurde, fihrt die Aktivierung-Reotein-gekoppelter
Rezeptoren zu einer Freisetzung vorf'@anen aus intrazellularen Speichern und damit
einem Anstieg der Calciumkonzentration in der ZeRainktionelle Studien an solchen
Rezeptoren nutzen diesen Effekt unter Anwendungrdtfuoreszenzmessung aus. Dazu wird
ein besonderer Fluoreszenzfarbstoff, in dieser iartbeira-2/AM und Oregon Green
BAPTA1/AM, als membrangangiger Ester in die Zellen aufgenemifStrukturen, siehe
Abb. 42). Ein Einsatz des nicht denaturierenden Detergefteroni€ F-127 erhoht dabei
die Permeabilitat der Zellmembran. In der Zelledmiter Farbstoff-Ester zur Carbonséure
hydrolysiert. Diese liegt unter physiologischen Bgdngen in deprotonierter und somit
negativ geladener Form vor, was ein Verlassen @#e durch Diffusion unmadglich macht.
Lediglich Gber aktive Transportmechanismen kannS#iare exportiert werden. Der Farbstoff
ist jedoch zunachst im Cytosol gefangen (,lon-Tké@ehanismus®) und bildet einen
Chelatkomplex mit den freien &alonen. Dieser Komplex aus Fluoreszenzfarbstoff und
C&*-lonen emittiert nach Anregung Licht einer bestiremwellenléange, was mit Hilfe eines
Fluorimeters gemessen werden kann. Dieser Effelktoiszentrationsabhangig, d. h. je mehr
Rezeptoren auf der Zelloberflache aktiviert werd#esto mehr Calcium wird freigesetzt und
desto intensiver ist die gemessene FluoreszenzZCHetatkomplexes. Dies ermdoglicht die
Messung direkter Konzentrations-Wirkungs-Beziehunged inhibitorischer Einflisse auf
diese. Fur agonistische Verbindungen kdnnen awdedi@eise Dosis-Wirkungs-Kurven mit
Berechnung eines EEWertes und Bestimmung der intrinsischen Aktivitafiir
antagonistische Verbindungen Inhibitionskurven nirmittlung eines Ig-Wertes
aufgenommen werden. In der vorliegenden Arbeit wnrdie Versuche an Suspensionen
transfizierter 1321N1-Astrocytomzellen im 96-Webtsfhat durchgefuhrt. Auf die
physikalischen Grundlagen der Fluorimetrie und deribau eines Fluorimeters wird hier
nicht ndher eingegangen. An dieser Stelle sei aaf Qissertation von Marko Kaulich

verwiesen, in welcher diese Aspekte ausfihrlicimiuisiert werdef>’
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Abb. 42. Strukturen der Fluoreszenzfarbstoffe Fura-2 undy@meGreen.

Bei der Durchfiihrung von Fluoreszenzmessungenaistudl zu achten, dass Interferenzen der
zu untersuchenden Testverbindungen mit dem eirgeseFluoreszenzfarbstoff vermieden
werden.Fura-2 wird mit Licht einer Wellenlange von 320 nm anggrelie Fluoreszenz wird
bei 520 nm gemessen. Die Exzitation vOregon Greenwird bei 485 nm vorgenommen,
wahrend ebenfalls bei 520 nm die Emission des &igetmessen wird. Fir alle Wellenlangen
gilt eine Bandbreite von 20 nm. Fur die untersuchtgriin bis tiefblau gefarbten
Anthrachinon-Derivate (MG-, SW- und YB-Verbindungemnd UV-Absorptionsmaxima von
420-480 nm beschrieben, die mit der Exzitation @mgon Green interferieréf® Das
bedeutet, diese Verbindungen absorbieren das éiagke Licht, was in einem Quenching
der Fluoreszenz resultiert. Aus diesem Grund wuren Anthrachinon-Derivate in dieser
Arbeit unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstofesa-2 vermessen. Zur Untersuchung
der Tetrazole wurde ebenfalls Fura-2 eingesetzheailaler Messung mit Oregon Green eine
mit der Testkonzentration der Substanz steigenderuoreszenz beobachtet wurde. Die
Adenosin-5'- und Uridin-5'-amide und -ether zeigkeme Auswirkung auf die Fluoreszenz,
so dass hier die Messung mit Fura-2 und OregonrGregglich war.

Generell ist Oregon Green dem Farbstoff Fura-2waehen, da er durch seine langerwellige
und damit energiedrmere Exzitation weniger phoistdx auf Zellen wirkt und seine
Esterform im Gegensatz zum Acetoxymethylester dea-E keine Autofluoreszenz zefgt.
Versuche mit Fura-2 kdnnen als allgemein storaggill bewertet werden als solche mit
Oregon Green.

Genaue Geréate-Einstellungen bezuglich der Fluonz$asbstoffe sind inTab. 44 und
Tab. 45unter6.12.3und6.12.4zu finden.
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4.1.2 Dosis-Wirkungs-Verhalten nativer Agonisten

Die funktionellen Studien dieser Arbeit wurden aumianen P2¥ und P2Y-Rezeptor sowie
am Ratten-P2¥Rezeptor durchgefihrt, welche jeweils stabil irR1I81-Astrocytomzellen
transfiziert vorlagen (sieh6.1.§. Wahrend die Wirkung einer agonistischen Testsuizs
direkt durch Bindung an den Rezeptor mit Auslosess Effektes in Form eines
Calciumkonzentrationsanstieges verfolgt werden kamnss das Verhalten antagonistischer
Liganden indirekt gemessen werden. Hier wird disnimende Wirkung eines Antagonisten
auf den agonistischen Effekt beobachtet, indem deartagonisten zunachst Gelegenheit
gegeben wird, an den Rezeptor zu binden und aeg@nd der natirliche Agonist in die
Zellsuspension injiziert wird. Zur Uberpriifung, die eingesetzte Zelllinie in der erwarteten
Weise auf den nativen Rezeptor-Agonisten reagwrirden zunachst Dosis-Wirkungs-
Kurven der Agonisten an ihrem jeweiligen P2Y-Rere@ubtyp aufgenommen, was in den

folgenden Abbildungen dargestellt ist.
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Abb. 43. Fluoreszenzanstiege, gemessen mit Fufa-Stimulation des hP2¥Rezeptors durch UTP,
B: Stimulation des hP2¥Rezeptors durch UTP ur@: Stimulation des rP2¥Rezeptors
durch UDP, jeweils exprimiert in 1321N1-Astrocytcetien. Dargestellt ist stets ein Einzel-
experiment in Dreifachbestimmung.
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In der obigen Abbildung sind die durch den jewehgRezeptor-Agonisten ausgeltsten
Fluoreszenzanstiege Uber die Zeit graphisch daiffedym daraus eine Dosis-Wirkungs-
Kurve zu erhalten, wurden die gemessenen Fluoresidreiten jeder einzelnen Agonist-
Konzentration sowie des Puffers innerhalb eines epter-spezifischen Zeitintervalls
gemittelt und gegen die Agonist-Konzentration atriggen (siehe 6.12.5. Eine
Normalisierung fuhrt zu den nachfolgend abgebildéeaphen.
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Abb. 44. Dosis-Wirkungs-Kurven der nativen Agonisten an Unacleotid-sensitiven P2Y-
Rezeptor-Subtype. UTP am hP2¥-RezeptorB. UTP am hP2Y¥-RezeptorC. UDP am
rP2Ys-Rezeptor, jeweils exprimiert in 1321N1-Astrocytatien. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenta Dreifachbestimmung. Fur
einige Werte ist der SEM durch das Symbol tiberdeckt

Wie erwartet zeigen alle nattrlichen Agonisten dinke Affinitéat zu ihrem Rezeptor-Subtyp.
Fur UTP (2, Abb. 6) wurde ein EGr-Wert von 0,337+ 0,010uM am humanen P2Y--
Rezeptor ermittelt, welcher leicht tber den in déeratur beschriebenen Werten von 0,008—
0,14 pM liegt'?8129260.2817m humanen P2Y;-Rezeptor weist UTP (2) mit einem EGy
Wert von 0,0516+ 0,0009uM nahezu identische Affinitat auf wie in der Literat
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beschrieben (0,05-0,8 uKf# Fir denRatten-P2Ys-Rezeptor sind E&-Werte desUDP

(3, Abb. 6) von 0,19-0,23 uM verdffentlicht, welche ebensd dem hier ermittelten von
0,305+ 0,085uM vergleichbar sind®®%%4

In Antagonismus-Versuchen wurde zur Kompetition det antagonistischen Testsubstanz
eine Konzentration des nativen Agonisten eingesed® zu einer etwa 60-70%igen
Aktivierung des Rezeptors fuhrte. Diese Agonist-K@mtration wurde stets aus den zuvor
aufgenommenen Dosis-Wirkungs-Kurven ermittelt uettuy je nach Zelllinie und Passage
1-3 uM UTP am hP2¥Rezeptor, 0,3-3 uM am hPzRezeptor und 1-3 uM am rPgY

Rezeptor.

4.1.3 Losemitteleinfluss auf die Fluoreszenzmessung

Wahrend die Stammlésungen der eingesetzten Nudteotibidestilliertem Wasser vorlagen,
lieR die teilweise schlechte Ldslichkeit der Tebttanzen dies nicht zu. Als universelles
Losemittel der Testsubstanzen wurde in der Regelebhiylsulfoxid (DMSO) eingesetzt. Es
konnte jedoch beobachtet werden, dass dieses &imdluss auf den Fluoreszenzanstieg
wahrend der Messung nimmt. Dieser Effekt kam zwstanwvenn die Testsubstanz in
Versuchen auf agonistisches Verhalten in die Zsfisasion injiziert wurde. Den

Fluoreszenzverlauf aufgrund der Injektion von DMB@ungen verschiedener Konzentra-

tionen verdeutlicht die nachfolgende Abbildung.
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Abb. 45. DMSO-induzierte Calciumanstiege in 1321N1-Astroaytellen, die den rP2YRezeptor
rekombinant exprimieren, gemessen mit Fura-2. Aelgeg ist die DMSO-Konzentration
im Well; injiziert wurden wasserfreies DMSO (als0#9 DMSO angenommen) und
entsprechende Verdiinnungen in bidestilliertem Wagsargestellt ist ein Einzelexperiment
in Dreifachbestimmung.

Wie zu erkennen, fuhrt DMSO in einer Endkonzentratoberhalb 0,5% zu einemicht-
Rezeptor-vermittelten Anstieg der FluoreszenzEin Gehalt von 1% DMSO fihrt bereits
zur Messung von bis zu 2000 Fluoreszenzeinheiten.Hifekt gipfelt in diesem Experiment
in GroflRenordnungen von bis zu 12000 Fluoreszene#er) die durch Injektion von
unverdinntem DMSO entstehen. In diesem Bereictefiegurchaus die durch Agonisten
ausgelosten Fluoreszenzanstiege. Gegenlber defbln 43 dargestellten Fluoreszenz-
verlaufen, die durch Stimulation des Rezeptorsatsittles nativen Agonisten entstehen, fallt
auf, dass die DMSO-vermittelten Effekte einen aenét linearen Verlauf zeigen. Wéahrend
die Rezeptor-vermittelten Calciumsignale sattigbard, ist in den Kurvenverlaufen aus
Abb. 45 kein Grenzwert zu erkennen, und es ist zu erwadass die gemessene Fluoreszenz
mit der Zeit weiter zunimmt. Es kommt demnach zoeeistetigen Komplexierung freier
C&*-lonen durch den Fluoreszenzfarbstoff. Diese la&st nur durch eine Lyse der Zellen
erklaren, welche mit einem Austritt des Farbstoffeslas umliegende Medium, den Krebs-
Hepes-Puffer (KHP), und Komplexierung der darin haitetnen C#-lonen einhergeht
(Puffer-Zusammensetzung: siebe2.5. Wahrend die Stimulation des Rezeptors zu einem
Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentratiord bis zu 1 uM im Cytosol fuhrt, enthalt

der eingesetzte KHP 1,3 mM Calcium, eingesetz€alSh.?%°
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Auf Basis dieses Versuches wurden die ubté2.2beschriebenen Verdinnungsreihen der
Testsubstanzen entwickelt, die eine maximale DM3@zentration jeder Verdinnung von
10%, gemall 1% im Well, vorsehen. Sofern es dieidtidstit der Testverbindung erlaubt,
sollte in Versuchen, in denen auf agonistischedalegn der Testsubstanz gepruft wird, auf
DMSO-Zusatz verzichtet werden, um den oben bedwbmien artifiziellen Fluoreszenzeffekt

Zu vermeiden.

4.2 Untersuchung von Anthrachinon-Derivaten

Wie in Kapitel 1.2.1 bereits erwdhnt wurde, sind momentan kaum selektne zugleich
hochaffine Liganden fiir einzelne P2Y-Rezeptor-Spéty bekannt®??®® Im Rahmen ihrer
Doktorarbeiten beschatftigten sich Markus Glanztdfaéhie Weyler und Younis Bagi mit der
Entwicklung neuartiger nicht von Nucleotiden abieter P2Y-Rezeptor-Antagonistéff:2®"
21 Als Leitstruktur dazu diente der schon vorgestellnselektive P2-Rezeptor-Antagonist
Reactive Blue-2(RB-2, 14, Abb. 7). Neben seiner fehlenden Selektivitat bezuglich R
Rezeptoren zeichnet er sich durch eine zusatzlichieibitorische Wirkung auf
Ectonucleotidasen ad§!’?°"?"225ein Molekulargewicht von 840 g/mol und die dnefar
physiologischen Bedingungen deprotoniert vorliegendSulfonatgruppen beeinflussen
aulBerdem seine pharmakodynamischen Eigenschaften megativer Weise, dass er selbst
bei ausreichender Selektivitat und Affinitat nieths Arzneistoffkandidat in Frage kdme. Auf
Basis der Erkenntnis, dass das SubstitutionsmwsterAnilin-Ring des RB-2 wichtigen
Einfluss auf die Affinitat und Selektivitat fir P2Ygegenuber P2X-Rezeptoren nimmt,
wurden von Dr. Markus Glanzel, Dr. Stefanie Weyled Dr. Younis Baqgi Anthrachinon-
Derivate synthetisiert, die als gemeinsames Stralgétkmal ein 1,4-Diamino-anthrachinon-
2-sulfonat-Gerust tragen und an der 4-Amino-Gruppterschiedlich substituiert sind. Sie
werden in dieser Arbeit nach den Initialen des jégen Synthetikers bzw. der Synthetikerin
als MG- (Markus _Ganzel), SW- (&fanie Weyler) bzw. YB- (Munis Baqgi)-Substanzen
bezeichnet. Einige der MG- und SW-Substanzen wuvdenDr. Younis Baqi resynthetisiert.
Diese Verbindungen wurden funktionellen Studien Form der intrazellularen
fluorimetrischen Calciummessungen unterzogen nmit deel, moglichst affine und fir einen
einzelnen Rezeptor-Subtyp selektive Verbindungerdentifizieren. Die Studien wurden am
humanen P2¥ und P2Y-Rezeptor sowie am Ratten-P2Rezeptor durchgefihrt, welche

jeweils stabil in  1321N1-Astrocytomzellen transéidi waren (siehe 6.1.6§. Die
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Testsubstanzen wurden zunéchst einem Screeningomzeltrationen von 3, 10, 30 oder
100 uM unterworfen. Von Verbindungen, die den Bffé&s nattrlichen Agonisten in einer
Testkonzentration von 10 oder 30 uM um mehr als h@¥amten, wurden Inhibitionskurven
aufgenommen und KgzWerte ermittelt. Die praktische Durchfiihrung sowie Auswertung
dieser Versuche ist untérl2detailliert beschrieben.

Im folgenden werden die Ergebnisse der MG-Substammmeinsam mit denen der SW-

Substanzen und anschliel3end die Ergebnisse den¥Bt&hzen vorgestellt.

42.1 MG- und SWVerbindungen

Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Affinitateler von Dr. Stefanie Weyler und Dr.
Markus Glanzel synthetisierten Anthrachinon-Degvatn den genannten P2Y-Rezeptor-
Subtypen sind in der nachfolgenden Tabelle darlifesi®ie Verbindungen sind nach

Strukturmerkmalen, nicht nach Bezeichnung, sortiert

Tab. 15. ICs-Werte des RB-2 sowie ausgewdahlter MG- und SW-Vehlmngen am hP2Y, hP2Y,-
und rP2%-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des duAdonist-Injektion
ausgelosten intrazellularen Calciumanstiegs.

ICs50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y,? hP2Y, rP2Ye’
14 RB-2 e 1,85+ 0,39% 9,79+391 4,34x0,89
NTL\N /@soaNa (m, p)
71 RB-2 para O 3,28+ 0,56 2,00+0,00 11,0+1,3
N)N\HN SO;Na
Cl)\\N ‘ N/©/
SO0 445+95 185+25  >>10

72 MG 36

0 HN SO,Na (-3 + 7)
18]
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ICs50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y,? hP2Y,° rP2Ys"
73 MG 38-1 175+7.0 11,0£30 27.2+25
SOaNa
74 MG 43-1 e 10,8425 904+120 28,6+27
NIN
g
421+82 30,6+50  ca. 100
75  RB19 y \@/ﬁ Gt
76 SWK30 10,9+10 258+143 84.6+9.C
(AB-25) Ve
27 SW 126 L) 6.67+03% 101+14 283+54F
(e} HN
oo 11,9+ 2,47 481+50 > 100
78  SWK24 2o (39 220
79  SW K25 0 3,04+ 0,58% >> 3 21,1+ 8,F
o HN\©/CH3 (9 + 10)
80 SWK21 @ 1194028 135+3.1° 23.0+20
O‘ - 23,7+ 9,67 > 30 > 100
81  SWK22 o = 3323
82  SW K20 O fj 1’2’5?1?2#275 27,4£9,1 ?g J_rl%’
O‘ 9,26+2,76%  >>10 > 100
83  SW K29 o) 3329

x °
[e]

I
2:;
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ICs50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y,? hP2Y,’ rP2Ys
gq SWK28 CrooT 0,82+ 0,43% 480+6,0  >>100
(PSB-716) Pl (20 + 21)
g SWK16 N 16,0+ 3,62 > %do 25,3+ 3,6
(PSB-416) Cle (32
oo 15,0+ ca. 30 ca. 100
86 SWK26 F i 6,0225  (58+19) (60 +17)
67 SW K27 O 3,48+029 14,1+13 (2412%
68 SWKLO Soo8 > 30 21,8423  >>100
O HN. : cl (33 + 4)132’275 (-1 * 5)
" 451+009 238+31  >>10
89  SWK9 o (17 £ 22)
90 SWW2K O 5,81+ 25,6+ 7,6 79,6
\©\ o 1 576132
O ’
91 SWK17 O o 742+121 105:1,6  16,0+4,0
SW ’ SO,Na
16,7+ 2,7 >30 ca. 10
92 Cyclohexyl O‘O (35 + 5) (65"

2

(o}
I
@Z

2 Stimulation mit 1 uM UTP? Stimulation mit 3 pM UTPS Stimulation mit 3 pM UDP®n=1,n=2

Zunachst lasst sich festhalten, dass alle in dbell@aufgefiihrten Substanzen an mindestens
einem P2Y-Rezeptor-Subtyp einernsg@Vert im Bereich von 2—-40 uM aufweisen. Einzig die
VorlaufersubstanzRB-2 (14) fuhrt in Konzentrationen von unter 10 uM an allbrer

untersuchten Rezeptor-Subtypen zu einer halbmagmalemmung des agonistischen
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Effektes. Schenkt man der Selektivitdt keine Beautt ist sie die neben ihrem engen
VerwandterRB-2 para (71) die aktivste Verbindung in dieser Testreihe. Bidfonatgruppe
des an den Triazin-Ring gebundenen Anilin-Restes BB-2 para (71) in derpara-Position
lokalisiert, wahrendRB-2 (14) ein Gemisch (1:2) desneta- und para- substituierten
Derivates darstelff®” Das ortho-substituierte Isomer wird als Cibracon Blue 3GA

%2 Es wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Offehnich verandert die

bezeichne
Sulfonatgruppe impara-Stellung die Affinitat der Verbindung zugunsten dR&Y,;-Rezeptors
und zulasten des P2¥Yund P2¥%-Rezeptors. Wird die Struktur vdRB-2 (14) ,beschnitten,
ohne grofRere Modifikationen vorzunehmen, sinktAfigitat. MG 43-1 (74) weist statt des
raumerfillenden Anilino-substituierten Triazin-Resy im RB-2 (14) lediglich einen
Pyrimidin-Ring auf. Die Affinitat zum hP2¥Rezeptor bleibt erhalten, wahrend die zum
hP2Y,-Rezeptor auf etwa ein Sechstel, die zum PR¥zeptor auf ein Siebtel reduziert wird.
In MG 38-1 (73) hingegen fehlt der gesamte Triazin-Substituesdiglich die verbindende
Aminofunktion wurde erhalten, iMG 36 (72) wurde auch hierauf verzichtet. Dies nimmt
deutlichen Einfluss auf die Affinitat, innerhalbrdeeiheRB-2 (14), MG 38-1 (73), MG 36
(72 nehmen die Ig-Werte zu. Ahnliche Affinitaten wie fiMG 36 (72) konnten furRB 19
(75) ermittelt werden. Modifikation der Sulfonatgrupges Anilino-Substituenten wirkt sich
unginstig auf die Aktivitat aus, so dass in dent@ven Strukturen hiervon abgesehen wurde.
Konserviertes Strukturelement der tbrigen Derivatesomit ein 1-Amino-4-phenylamino-
anthrachinon-2-sulfonat-Gerust. Diese Strukturste®W K30, 76) ist nur schwach affin mit
ICs-Werten von 10,9 uM am hP2Y 25,8 uM am hP2¥ und 84,6 uM am rP2¥Rezeptor.
Kondensation eines weiteren Benzen-Ringes an delinédiRest fuhrt ungefahr zu einer
Verdopplung der Affinitdt zum P2¥ und P2Y-Rezeptor und einer Verdreifachung der
Affinitat zum P2Ys;-Rezeptor, wieSW 126(77) zeigt. In der Folge wurde der 4-Phenylamino-
Rest mit Methylgruppen mono- und disubstituie882). Alle diese Verbindungen
praferieren den P2¥Rezeptor, gefolgt vom P2Y und P2¥%-Rezeptor. Doch keiner dieser
funf Kandidaten sticht durch eine hohe Selektivitd@rvor. Als potenteste Verbindung
innerhalb dieser Reihe karBW K21 (80) angesehen werden. DerspNVert am hP2¥-
Rezeptor fallt mit 1,19 uM ausgesprochen niedrig, amnd gegentber dem hP2Rezeptor
besteht eine 11-fache, gegenuber dem gHR&zeptor eine 19-fache Selektivitat.
Monosubstution mit langeren Alkylkette®3) reduziert die Affinitdt, ebenso, wenn diese
verethert sind §4-86). Ausnahme istSW K27 (87). Para-ethoxy-substituiert am 4-
Phenylamino-Rest zeigt es eine gewisse Selektiitdden P2¥-Rezeptor (4-fach gegentber

P2Y,, mehr als 29-fach gegeniber RpYMono-Chlor-Substitution imetaStellung fuhrt zu
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eher niedriger Affinitat §8), in para-Stellung zu allgemein hoherer Affinitat bei geringe
Selektivitat 89). Wird durch para-Amino-Substitution am 4-Phenylamino-Rest ein
Strukturmerkmal ded®kB-2 wieder eingefihrt 90, 91), lassen sich I§-Werte von unter
10 uM am hP2¥-Rezeptor, von 10-30 uM am hP2Rezeptor und von mehr als 10 uM am
rP2Ys-Rezeptor ermitteln. Eine Ausnahme des erwahntemedlichen Strukturelementes ist
die Amino-cyclohexyl-Substitution des AnthrachinGerustes in Verbindung2. Gegeniber
den Anilino-Derivaten unterscheidet sich der Cyeboli-Rest vor allem dadurch, dass er in
der Sessel- oder Wannenkonformation vorkommen kaxthdamit raumlich weniger fixiert
ist als der Phenylring. Zudem ist er elekronené&rree Affinitaten liegen jedoch in der
gleichen GrolRenordnung wie die des Phenyl-Analdgps (

Es lasst sich festhalten, dass es in dieser Sutsstia@ noch nicht gelungen ist, Verbindungen
zu synthetisieren, die bessere Affinitaten aufweisds RB-2 (14). Zudem sind die
Selektivitaten noch eher schwach ausgepragt. Dénisbes gelungen, das Molekulargewicht
von RB-2 (14) unter generellem Erhalt einer gewissen Affingétitlich zu reduzieren. Die in
Tab. 15 dargestellten Verbindungen weisen mit Ausnahme RBR2 (14) und RB-2 para
(71) alle Molekulargewichte von rund 390-600 g/mol.auf

4.2.2 YB-Verbindungen

Der von Dr. Stefanie Weyler entwickelte Ansatz zukafbau einer Bibliothek von
Anilinoanthrachinon-Derivaten durch kombinatoris®nthese wurde von Dr. Younis Baqi
weiter verfolgt. Dabei wurde das Anthrachinon-GergemaRAbb. 46 erhalten, die 4-
Aminofunktion stand der Substitution offen. Vorramgwurden Verbindungen mit
Substitution durch einen Phenylrest6), der wiederum mono- bis tetrasubstituiert ist,
synthetisiert’®?"*Untersucht werden sollte zum einen, welchen Essfider Charakter dieses
Substituenten (polar, unpolar, raumerfillend usauj die Affinitat und Selektivitat des
Liganden ausibt, zum anderen, in wie fern siches@asition am Phenylringitho, meta
para) auf die Bindung auswirkt. So wurden in der vagéaden Arbeit rund 130 YB-
Substanzen zuné&chst einmalig am hR2WP2Y,- und rP2¥%-Rezeptor gescreent, wobei die
Messungen am hP2¥Rezeptor grofRtenteils von Karen Schmeling, tecm@sAssistentin im
Ak Miller, vorgenommen wurden. Kriterium fir die feahme von Inhibitionskurven war
eine mehr als 70%ige Hemmung des Agonist-Effektscldudie Testsubstanz in einer
Konzentration von 10 uM. Die Inhibitionskurven dpotentesten Verbindungen sind in

Abb. 47 zusammengefasst. Da sich einige Kandidaten flibitdnskurven derzeit noch in
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der Testung befinden, kdnnen fir diese in den falga Tabellen keine experimentell
ermittelten IG,-Werte angegeben werden, so dass hier ejg\Wert von weniger als 10 uM

angenommen wird. Im folgenden werden nur die a#imsverbindungen bzw. interessante
Serien ahnlicher Strukturen dargestellt. Zur bessddbersicht werden die Verbindungen

anhand ihrer Strukturen in sieben Gruppen eingdeteil

Anthrachinone mit
« aliphatischer Substitution a®
* monosubstituierter 4-Anilinofunktion
» di-, tri- und tetrasubstituierter 4-Anilinofunktion
« Diphenylether-Struktur arN*
» Diphenylamin-Struktur
«  Alkyl-Aryl-Substitution amN*

«  Substitution durch kondensierte RingsystemeNdm

93

Abb. 46. Anthrachinon-Grundgerist mit typischer Zahlweise.

Einige dieser Substanzen sind bereits als Inhdstoder humanen Ectonucleotidasen

beschriebeR’>27*

Derivate mit aliphatischer Substitution amN*
Die nachfolgende Tabelle fasst dig;d@Verte der affinsten getesteten Anthrachinon-Deégiva

mit aliphatischer Substitution am Stickstoff zusaemm
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Tab. 16. ICs-Werte aliphatisch substituierter YB-Verbindungem &P2Y,-, hP2Y,- und rP2¥%-
Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des durdonist-Injektion ausgeldsten
intrazelluldaren Calciumanstiegs.

IC 50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y: hP2Y," rP2Ye"
* sopa > 10 >> 10 8,01+ 3,28

94  YB86 % (37 + 0) (12 + 4)

O‘O soda >10 > 10 3,92+ 1,28
% YB3 o*m 46x10)  (45t5)

’ SONa 5’101 1,0 > 10 >>10

96  YBS50 (25 + 2) (10+1)

o HN\/\/O\SOSH

2 Stimulation mit 1 pM UTP® Stimulation mit 0,3 pM, 1 pM oder 3 uM UTP Stimulation mit 1 pM oder
3UM UDP,%n =2

Es lasst sich erkennen, dass Verbindungen, dieunpblaren Alkylresten substituiert sind,
den rP2¥%-Rezeptor bevorzugen, wahrend eine VeresterungSditwefelsdure zu einer
Praferenz des hP2¥Rezeptors fuhrt. Unter physiologischen Bedingundeyt die
Schwefelsaure praktisch vollstandig dissoziiert und bildet damit einen starken Akzeptor
fur Wasserstoffbricken. Die Flexibilitat der Propstte ermdglicht eine Ausrichtung dieses
Substituenten in samtliche Raumrichtungen. Dassnkaffinitdt zum hP2Y- und rP2%-
Rezeptor besteht lasst darauf schliel3en, dassinitifBystaschen dieser Rezeptoren nicht in
der Lage sind, mit der ausgepréagten negativen Lgadien deprotonierten Schwefelséure in
Wechselwirkung zu treten. In Anbetracht der relatiedrigen Inhibition, die96 auf die
Agonist-Bindung am hP2¥ und rP2¥%-Rezeptor ausiibt, kann sie gegeniuber diesen
Rezeptoren als einigermal3en selektiv fir den hHR&Zzeptor betrachtet werded¥ und 95
hingegen zeigen Selektivitat fur den rRZezeptor. Dabei weif5 héhere Affinitat, aber
geringere Selektivitat au@4 zeigt zwar nur eine halb so hohe Affinitdt zum rig-Rézeptor
wie 95, bewirkt dem gegenuber aber geringere Inhibitien Agonist-Bindung am hP2Y

Rezeptor.
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Derivate mit monosubstituierter 4-Anilinofunktion
Die VerbindungSW K 30 (AB-25, 76) bildet das Grundgerust der nun folgenden Derivate

Zunachst soll auf monosubstituierte Anilinofunkéoneingegangen werdehab. 17 fasst die

ermittelten IG-Werte zusammen.

Tab. 17.1Csp-Werte der YB-Verbindungen mit monosubstituiertenillofunktion am hP2Y¥-,
hP2Y,- und rP2¥%-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des dégbnist-Injektion
ausgelosten intrazellularen Calciumanstiegs.

ICs50+ SEM[uM]
. (Inhibition £ SEM [%] bei der angegebenen
Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y,? hP2Y,° rP2Ye’
OO 41,0126  ca 10 >> 100
97 YB® Cdy (53 (- 54
O‘O o ca.3 >> 10 >> 100
98 VB8 o (56 + 8) (5% (-53%
L
O‘O o > 10 > 10 ca. 10
9 YBAS o (33+2) (35 + 6) (52 + 10)
L
" 3,73+ 0,30 > 10 >> 10
100  YB 10 I © 28+ %) (151 4)
101  YB11 O 4,63+0,53 2,22+1,17 5,30+1,00
OO 312+1,75 2324028  >>10
102  YB21 'y (1615)
L0 2,12+ 0,66 1,66+ 0,42 >> 10
103  YB 19 Y (17 £12)
OO > 10 8,02+ 356  4,03+0,13
104  YB 47 (20 + 24)
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IC 50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. - Verbindung Struktur Konzentration), n = 3

_ hP2Y,? hP2Y,° P2Ys"
105  YB 84 © 4,91+ 0,0F c(gbdl)o 6,50+ 0,20
106 YB 130 O ::Na 16,2+ 2,2 37,0+ 3,¢ ((':53.8 iogc))
107 YB74 4,20+ 0,37 (<6?1)dc)) (2>8 102)
108 YB 73 \@v 6,54+ 1,08 (<6 é-dc)) (-2>6>11(1)6e)
109  YB 17 O 8,21+ 1,22 <10 > 10

S ) (70F) (44 £ 19)

2 Stimulation mit 1 pM UTP® Stimulation mit 0,3 pM, 1 pM oder 3 uM UTP Stimulation mit 1 pM oder
3UMUDP%n=1°%n=2

Auf den ersten Blick ist zu erkennen, dass es @seati Substanzreihe Verbindungen gibt, die
ahnliche Affinitdt zu allen drei untersuchten RedpefSubtypen aufweiserf9, 101, 105
109, zwei Subtypen bevorzuged(Q2 103 108 oder sogar eine gewisse Selektivitat fur
einen Subtyp aufweise®§, 100).

Zunachst sollen die einzelnen Substituenten am i@y beleuchtet werden. Wie die
Verbindungen97 und 98 zeigen, fuhrt eine Carboxylgruppe, die unter pblggjischen
Bedingungen deprotoniert vorliegt, zu einer gewis8evorzugung des hP2Rezeptors
gegenuber hP2yund rP2¥%, wenn sie in demetaPosition vorkommt §7) und zu einer
Praferenz des hP2¥Rezeptors gegenidber hP2Yind rP2% in der para-Position 08).
Verbindung98 zeigt somit eine gewisse Ahnlichkeit zum Verhalten Verbindung6. Dass
dieser Effekt durch eine Sulfonatgrupp@9)( nicht erzielt werden kann, lasst sich unter
anderem dadurch erklaren, dass sie mehr Raum beahsmls eine Carboxylgruppe und
dieser Raum mdglicherweise in der Bindungstasche WB2Y%-Rezeptors nicht zur
Verfigung steht99 zeigt sich am ehesten zum rR2Nezeptor affin. Die Substitution des

Phenylringes mit kleinen polaren Gruppen wie eldgdroxyl- oder Aminogruppe ist in den
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Verbindungen100-103 dargestellt. Wéahrend die Position der Substitution Falle der
Aminofunktion die Affinitaten zu den einzelnen Rpt&-Subtypen kaum beeinflusst, wirkt
sich die Position der Hydroxylfunktion stark aut diffinitat bzw. Subtyp-Selektivitéat aus.
100ist mit einerortho-Hydroxyfunktion selektiv fir den hP2YRezeptor und mit einem i
Wert von3,73uM zudem affin. Verlagerung der Hydroxylgruppe in gaa-Position (01)
fuhrt zum kompletten Verlust der Selektivitat ul@gWerten an den untersuchten Subtypen
im Bereich von 2—6 uM. VerbinduriOist in der Lage, intramolekulare Wasserstoffbrincke
zwischen der Hydroxylgruppe und dem Anilino-Stickstauszubilden, was beiO1 nicht
maoglich ist. Dies kann als potentieller Selektitstheeinflussender Faktor angenommen
werden. Substitution mit einer unpolaren Gruppedner Geometrie ist 104 realisiert.
Diese Verbindung zeigt die ausgepragteste Affirdi#in rP2%-Rezeptor, die Affinitdt zum
hP2Y,-Rezeptor ist halb so hoch, wahrend die zum hFR&zeptor vernachlassigbar ist. In
Anlehnung an die schon beschriebenen Verbindun@énund 95 kénnte dies darauf
hindeuten, dass unpolare SubstituentenNihdie Affinitat zum rP2¥%-Rezeptor erhéhen.
Ortho-Substitution mit einem grofRen unpolaren Chlorat@@b) fuhrt zu einer unselektiven
Verbindung mit IGe-Werten von maximal 10 uM an den drei untersuchRezeptor-
Subtypen. Eine Methylgruppe wrtho-Stellung (06 zieht, wie eine Ethylgruppe imeta-
oder para-Stellung (07, 108), eine Praferenz des hP2Rezeptors bei etwa halb so hoher
Affinitdt zum hP2Y,-Rezeptor und schwéacherer Affinitdt zum rRzZRezeptor mit sich. Ein
deutlich raumerfillenderpara-Benzylrest an der Anilino-Strukturl@9 schwacht die
Affinitat und Selektivitat ab, so dass Verbindub@P zu allen drei Rezeptor-Subtypens$C
Werte von rund 10 uM aufweist.

Hervorzuheben ist in dieser Ser¥B 10 (1000 mit einer hohen Affinitat zunhP2Y--
Rezeptor (ICso = 3,73 uM) und deutlicher Selektivitdt gegeniber dem hpP2¥hd dem
rP2Ys-Rezeptor. Das Ergebnis des Screenings¥®r8 (98) deutet auf einen Kg-Wert von
rund 3 puM am hP2¥Rezeptor hin. Zuklnftig sollen von dieser Verbindu
Inhibitionskurven aufgenommen werden. Angaben nbrbition des agonistischen Effektes,
die stark im negativen Zahlenbereich liegen, wiedié Verbindunger®7, 98 und 108 am
rP2Ys-Rezeptor beobachtet werden konnte, deuten aufleiaeaktion dieser Verbindungen
mit Ectonucleotidasen hin. Untet.3.1 wird auf diese Besonderheit naher eingegangen.
Einzelne der im folgenden erwahnten Verbindungegeredieses Phanomen.
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Derivate mit di-, tri- und tetrasubstituierter 4-An ilinofunktion
Die Ergebnisse der Untersuchung verschiedener aghrSubstituierter Varianten der
Vorlaufersubstan8W K30 (AB-25, 76) sind nachfolgend aufgefihrt.

Tab. 18. ICsp-Werte der YB-Verbindungen mit di-, tri- und tetu@stituierter Anilinofunktion am
hP2Y,-, hP2Y,- und rP2%-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des dégbnist-
Injektion ausgeldsten intrazellularen Calciumanstie

IC 50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y,2 hP2Y,° rP2Y’
O‘O o 46,9+ 5,3 >> 10 > 10
110 YB 1 I \CE 7 (42
) 40,4+ 9,8 > 10 > 10
111  YB37 I \@[ 47 o)
O‘O o ca. 10 >10 ca. 10
112 YB36 bt (60 + 5) (29) (57 £2)
O‘O - 299+49 >> 10 >> 10
113 YB52 ) 5 L4) e
OO > 10 > 10 4,86+ 0.79
114 YB51 Y (44 £ 5) (32
O‘O COOH 42,91 4,2 >> 10 >> 10
115 YB 4 [e) HN\© (_12d) (_27d)
Ly 13,6+ 5,7 > 10 > 10
116 YB 89 0 36 26"
117 YB28 SOON 7,36£226  >>10 >> 10
(AB 129) (8 + £ (12 + 4)
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ICs50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y,% hP2Y, rP2Ye
CH3 10,6+ 4,5 >>10 > 10
118 YB 23 0 HN (18d) (23 + §‘)

H,C CH,
NH,

2 Stimulation mit 1 pM UTP® Stimulation mit 0,3 pM, 1 pM oder 3 uM UTP Stimulation mit 1 uM oder
3uMUDPYn=1°n=2

Zunéchst fallt auf, dass die meisten deffab. 18 dargestellten Verbindungen fur einen der
untersuchten P2Y-Rezeptor-Subtypen selektiv sines edeutet, in den meisten Fallen
inhibierten die Testverbindungen bevorzugt nur srera Rezeptor-Subtyp den Effekt des
nativen Agonisten, allerdings ist die Selektivitdbderat. Die Verbindungehl3 115 116
117 und 118 weisen eine Selektivitat fur den hP2KRezeptor auf. Gemeinsames
Strukturmerkmal der Verbindungehl3 und 115 ist eine Carboxylgruppe in desrtho-
Position des Anilinringes und als weiterer Substituein Halogenatom. Dabei fihrt das
kleine Fluoratom in derparaPosition zur Aminofunktion undmetaStellung zur
Carboxylfunktion zu einer hoheren Affinitat als dg®3ere Chloratom in denetaPosition
zur Aminofunktion und para-Position zur Carboxylgruppe. Interessanterweisertfih
Austausch des Fluoratoms gegen raumerfillendei@® Bu einer Verschiebung der Affinitat
in Richtung des rP2¥Rezeptors, wie Verbindungl4 deutlich zeigt. Wird hingegen die
Carboxylgruppe durch eine unpolare Methylgruppetetsund das Bromatom gegen Chlor
ausgetauscht wie in der Verbinduig6 entsteht wieder eine fur den hRB2Rezeptor
selektive Substanz. Befindet sich die CarboxylgeuppmetaStellung zur Aminofunktion
des Anilinringes, geht dies mit einer Reduktion ddfinitat und Selektivitat einher. So
weisenlll und 112 an den P2Y-Rezeptor-Subtypen 2, 4 und &-Werte von 10 uM und
mehr auf. 111 verhalt sich &hnlich wied7 (Tab. 17), welches nur mit einemeta-
Carboxyfunktion substituiert ist. Verbindungen mhiésem Strukturelement wurden aufgrund
der relativ geringen Affinitdt und Selektivitat hic weiter verfolgt. In der gleichen
GroRRenordnung wie der $eWert von 111 liegt auch der vori10 Mit 46,9 uM fallt der
ICso-Wert am hP2¥-Rezeptor vergleichsweise hoch aus, der am gfR2zeptor dirfte leicht
tuber 10 pM liegen, wahrend die Affinitat zum hRZRezeptor vernachlassigbar ist.

Verbindung110 unterscheidet sich voi3 (Tab. 15 nur dadurch, dass die Positionen der
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Sulfonat- und Aminogruppe vertauscht sind. Wie tkeenen, resultiert dies jedoch in einem
drastischen Affinitdtsverlust an allen untersucht®ezeptor-Subtypen. Die tri- und
tetrasubstituierte Verbindung dieser Serie singksed fir den hP2¥-Rezeptor, wobei die
trisubstituierte Verbindund17 mit einem 1GysWert von7,36 UM etwas affiner ist als die
tetrasubstituierte Verbindurigl8 (10,6 uM), die sich nur durch eine Aminofunktion vaa7
unterscheidet.

Als potenteste Verbindung in dieser Serie bleibnisalas hP2¥-selektive Anthrachinon-
Derivat YB 28 (AB 129, 117 festzuhaltenYB 51 (114 zeigt zwar eine gute Affinitdt zum
rP2Ys-Rezeptor, ist aber kaum selektiv gegentber denyY jR2zeptor.

Derivate mit Biphenylether-Struktur
Innerhalb der untersuchten Anthrachinon-Derivatelefi drei Biphenylether mit guter

Affinitat auf. Die Ergebnisse sind in der nachfaigen Tabelle zusammengestellt.

Tab. 19. ICsp-Werte der YB-Verbindungen mit Biphenylether-Stiwktam hP2¥-, hP2Y,- und
rP2Ys-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des déwbnist-Injektion ausgeldsten
intrazelluldaren Calciumanstiegs.

IC 50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y,? hP2Y,° rP2Ye
coo™ <10 <10 4,56+ 0,18
119 YB 129 I O@ (70 % 4) (90d)
120 YB 30 Y 15,3+ 2,5 ca. 10 7,85+ 0,61

\@O 0 (56

SO Na
O NH,

121 YB 60 O  6,24+139 879+211 7,30+2,49
o

2 Stimulation mit 1 uM UTP® Stimulation mit 0,3 pM, 1 pM oder 3 uM UTP Stimulation mit 1 pM oder
3uMUDP%n=1

Wie die IGgWerte in Tab. 19 verdeutlichen, weist keines der Anthrachinon-Detevmit

Biphenylether-Struktur Selektivitat fir einen dertersuchten P2Y-Rezeptor-Subtypen auf.
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Die gemessenen Affinitdten liegen alle zwischenaewund 16 pM, wobei die Bestimmung
der IGgWerte vonl19am hP2¥%- und hP2¥-Rezeptor noch aussteht.

Derivate mit Diphenylamin-Struktur

Ein Grol3teil der Anthrachinon-Substanzbibliothekstebt aus Verbindungen mit einem
Diphenylamin-Strukturelement. Die zw6lf potentestértreter sind in der folgenden Tabelle
dargestellt. Dabei ist die Nomenklatur der Ringsyst in Verbindungl22 exemplarisch

dargestellt.

Tab. 20. ICsp-Werte der YB-Verbindungen mit Diphenylamin-Struktam hP2¥%-, hP2Y;- und
rP2Ys-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des déwgbnist-Injektion ausgeldsten
intrazellularen Calciumanstiegs.

ICs50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y, hP2Y,” rP2Ye"
122  YB43 OO 6,81+ 2,86 >10 > 10
O HN o\CH3 (34 + 1) (29 i4)
QL
103 YB39 LI 6,48+ 1,72 ca. 10 > 10
(PSB-0739) ° \@L 0 (68 (36
124 YB 100 O 6,90+ 2,16 4,38+ 1,23 > 10
O HN d
30 @)
O‘O SO,Na
125 YB 108 Tk ‘ 1,21£0,20 6,06+2,35 6,04+ 3,90
0L
126  YB 106 o 2,25+ 0,65 <10 8,47+ 0,37
o HN\©\ Q\ - (79d)
O‘ SO,Na
127  YB 115 12,4 > 10 81,3+ 7,1

s s




156 Charakterisierung neuer P2Y-Rezeptor-Liganden

IC 50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y,? hP2Y,° P2Ys"
128 YB 116 3,43+ 0,68 ca. 10 >> 10

° Q /@/w (64 + 27F) (-16 £ 15)

H
COOH
(o}

SO,Na

4
I

6,48 ca. 10 3,25+ 0,52
129 YB 114 T T T o5 39
130 VYB 113 6,30+ 2,03 <10 2,41+ 0,46

° Q Q (126

COOH CH
o

O‘ 1,46+ 0,14 5,71+3,0Z >> 10

131  YB111 ; ﬁ; 6+

COOH CH,

SO;Na

4
I

2 Stimulation mit 1 pM UTP® Stimulation mit 0,3 pM, 1 pM oder 3 uM UTP Stimulation mit 1 pM oder
3UMUDP%n=1°%n=2

Allgemein fallt auf, dass die meisten Verbindungenmindestens einem Rezeptor-Subtyp
eine hohe Affinitat mit einem l§g-Wert unter 7 uM aufweisen. Dies stellt eine deb#
Erh6hung der Affinitdt gegeniber der ersten Sulasine au§ab. 15dar. Insgesamt scheint
die Diphenylamin-Struktur von allen untersuchterzépor-Subtypen gut toleriert zu werden.
Verbindungen ohne Carboxylfunktion wi22 und 123 bevorzugen den hP2¥Rezeptor,
jedoch liegen die 16§-Werte nur bei 6—7 uM. Alle anderen Substanzen tiessi eine
Carboxylgruppe am C-3' des Ringes D. Einfachstak&ir ist 124 mit guter Affinitat zum
hP2Y,- und hP2V¥-Rezeptor, wahrend die zum rP2Rezeptor mit einem geschatztendC
Wert von mehr als 10 uM schlechter ausfallt. Dieb$iution am Ring E scheint
bedeutenden Einfluss auf die Subtyp-Selektivitdhebbmen. So fihren Substitutionen in der
para-Position zu Verbindungen, die den R2Rezeptor préferieren, wi25und 128 zeigen.
Dabei Ubt 125 mit einem I1Go-Wert von 1,21 uM am hP2YRezeptor eine 5-fache
Selektivitat gegenuber den Subtypen 4 und 6 audidsrtho- odermetaPosition substituiert
(126, 127), nimmt die Selektivitat ab. Ein Ethoxy-Substitteam Ring E flhrt zu einer
Selektivitat fur den hP2X¥Rezeptor, wenn er in dgara-Position gebunden isi28), in der
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ortho-Position fuhrt er zum Selektivitats- und Affinitéeslust (27). Die Verbindungeri29-
131sind jeweils mit zwei Methylgruppen am Ring E sithgrt. Sind diese benachbart in der
ortho- undmetaPosition gebunden, praferiert die Verbindung de2Yg"Rezeptor gegentber
dem hP2¥- und hP2¥-Rezeptor 129. Ortho- und para-stadndige Methylgruppen bewirken
eine hohe Affinitat zum rP2¥Rezeptor und eine schwéachere zum hP2dd hP2Y-
Rezepor 130. Gegenuberliegende Methylgruppen in deho- und metaPosition bezogen
auf die Aminofunktion reduzieren die Affinitat d¥ferbindung zu den einzelnen Rezeptor-
Subtypen in der Reihenfolge hP2¥ hP2Y, >> rP2Y; (131).

Hervorzuheben innerhalb dieser Substanzserie ¥BdLO8 (125 und YB 116 (128 mit
gewissen Selektivitaten fur den hR2Rezeptor.

Derivate mit Alkyl-Aryl-Substitution

In einigen wenigen Verbindungen der AnthrachinorieSest das aromatische Ringsystem
nicht direkt mit dem 4-Amino-Stickstoff verbundespndern Uber eine Methylen- oder
Ethylengruppe mit diesem verknupft. Die Auswirkung#ieses kurzkettigen ,Spacers” auf

Affinitat und Selektivitat sind ifab. 21 zusammengefasst.

Tab. 21. ICsp-Werte der YB-Verbindungen mit Alkyl-Aryl-Substiioh am hP2¥-, hP2Y,- und
rP2Ys-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des déwgbnist-Injektion ausgeldsten
intrazellularen Calciumanstiegs.

ICs50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y,? hP2Y,° rP2Y’
132 YB82 3 164x4.4 > 10 7,62+ 1,23
o HNQ\O,CHa (45d)
" 3.93+ 0.47 > 10 > 10
133 YB 88 O ¢ T e
O‘O >> 10 38,2+ 23,5 > 10
134  YB93 , ,
e el ) (31
Coo” > 100 >> 10 3,74+ 0,3£
135  YB 87 , ,
(38" (%

o HN\A©\
cl
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IC 50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y,? hP2Y,° rP2Y
13,1+ 3,5 > 10 >> 10
136 ¥B&3 (319 (-77 + 28)

o HN\/\Q

2 Stimulation mit 1 uM UTP® Stimulation mit 0,3 pM, 1 pM oder 3 uM UTP Stimulation mit 1 pM oder
3uMUDP,n=1%n=2

Alle oben genannten Verbindungen zeigen in einanze€atration von weniger als 40 uM an
mindestens einem untersuchten Rezeptor-Subtyp BO%ige Inhibition der Agonist-
vermittelten Calciumausschittung. Je langer die |&wlasserstoffkette zwischen
Anthrachinon-Grundgerust und Arylfunktion ist, destusgepragter ist die Selektivitat der
Verbindung. In Verbindund 32 besteht diese ,Kette* lediglich aus einer Meth{lektion,

so dass Affinitat und Selektivitat schwach sind. rbfiedung 133 beinhaltet einen
unsubstituierten Benzolring und einen aliphatiscAtlkohol. Diese Kombination scheint eine
hohe Affinitat fir den hP2¥Rezeptor gepaart mit ausgepragter Selektivitaegéger den
Subtypen 4 und 6 zu bewirken. Aufféllig ist derrkéaEinfluss, den die Art und GréRRe eines
Halogenatoms auf die Affinitat und Selektivitat mmy wie die beiden analogen Substanzen
134 und 135 zeigen. Beiden gemeinsam ist eparasubstituierter Phenethylrest. Das
raumerfullende Chloratom verleiht der Verbinduh85 eine hohe Affinitat zum rP2¥
Rezeptor mit mehr als 26-facher Selektivitat geppenidem hP2¥ und weit mehr als 3-
facher Selektivitdt gegeniber dem hR-Rézeptor. Das kleine, elektronegative Fluoratom
reduziert die Affinitdten deutlich, wid34 zeigt. Zudem ist keine Selektivitat flir einen
Rezeptor-Subtyp mehr erkennbar. Substitution mibem Thiophenethylrest scheint
bevorzugt den hP2¥YRezeptor zu adressieren, wobei Uber die genaudénitdfen zum
hP2Y,- und rP2%-Rezeptor anhand der einmaligen Screening keinechgete Aussage
getroffen werden kann.

Affinste und zugleich selektivste Verbindungen dreReihe sindYB 88 (133 mit
Selektivitat fir den hP2¥Rezeptor und/B 87 (135 mit guter P2¥-Rezeptor-Selektivitét.

Derivate mit kondensierten Ringsystemen
Kondensierte Ringsysteme stellen raumerfillendeolane Substituenten dar. lhr Verhalten
an den P2Y-Rezeptor-Subtypen 2, 4 und 6 wird irgeiotlen thematisiert.
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Tab. 22. ICsp-Werte der YB-Verbindungen mit kondensierten Rirsgsgnen am hP2Y, hP2Y;- und
rP2Ys-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des déwgbnist-Injektion ausgeldsten
intrazellularen Calciumanstiegs.

IC50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y,? hP2Y,° rP2Y’
137 YBSS I H 10,3+ 1,2 2,84 C(Z'ldl)o
Coor” >> 10 ca.10  3,40+0.81
138 YB 65 L OO (4d) (59 i 1§)
O >> 10 >> 10 15,4+ 2,9
139 YB64 0 (o) (o)

2 Stimulation mit 1 uM UTP® Stimulation mit 0,3 pM, 1 pM oder 3 uM UTP Stimulation mit 1 pM oder
3uUMUDP,n=1°n=2

Verbindung137, substituiert mit einem Naphthalin-5-natriumsulignzeigt mit einem I6-
Wert von rund 3 uM am hP2¥Rezeptor eine dreifache Selektivitat gegentber HBRY,-
und rP2¥%-Rezeptor. Verbindunged38 und 139 sind schwach selektiv fur den rPgY
Rezeptor. Die Carboxylgruppe in Verbinduri38 liegt dabei unter physiologischen
Bedingungen dissoziiert vor, so dass dieser Subsiit eine negative Ladung tragt.
Verglichen mit den ebenfalls moderat R2¢lektiven Substanzet85 129, 119 und 95 fallt
auf, dass Substituenten, die sich entlang der laohge des Anthrachinon-Geristes
ausrichten, besonders gut vom rRRezeptor toleriert werden.

In der nachfolgenden Abbildung sind die Inhibitiknssen der potentesten Verbindungen

dargestellt.
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Abb. 47. Inhibition der Agonist-vermittelten Calciumanstiederch ausgewahlte YB-Verbindungen
A. am humanen P2¥RezeptorB. am humanen P2¥Rezeptor undC. am Ratten-P2¥
Rezeptor, jeweils rekombinant exprimiert in 1321AKtrocytomzellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte =+ SEM dreier unabhéngiger ExperimenteDireifachbestimmung, flit37 ist
ein Experiment in Dreifachbestimmung dargestellir 135 zwei Experimente in
Dreifachbestimmung. Fur einige Werte ist der SENMcHwas Symbol tberdeckt.
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4.3 Untersuchung von Adenosin-5'- und Uridin-5'-amdlen und -ethern

Im Rahmen dieser Arbeit wurden von Dr. Andreas Balmveiger synthetisierte Adenosin-5'-
und Uridin-5-amide und -ether am hP2YhP2Y;- und rP2¥%-Rezeptor auf antagonistisches
und in einzelnen Féllen zusatzlich agonistischesrhaleen hin  untersucht. Diese
Verbindungen sind unter der Bezeichnung AMB gefulrid ihre Synthese ist von Dr.

Andreas Brunschweiger beschriedé’’’® Einige weitere sogenannte AMB-Verbindungen
wurden von Karen Schmeling, technische Assisterfuimktionellen Screenings an den
genannten Rezeptoren unterworfen. Von diesen Vaubigen werden nur solche vorgestellt,
die durch eine moderate oder gute Affinitat auéirel Ebenso von Karen Schmeling
experimentell untersucht wurde eine Serie von NH3sStuierten Uridin-Derivaten der

Bezeichnung SMA. Von diesen werden nur die potéatebisher identifizierten Strukturen

thematisiert.

43.1 AMB-Substanzen

Die unter der Bezeichnung AMB gefiihrten Verbindundassen sich strukturell in vier

Gruppen einteilen:

e Uridin- und Adenosin-5'-carboxamido-alkylamidoalbjsphosphonséaure-tetra-
ethylester

* Dihydrouridin-5'-dipeptide

e Uridin- und Adenosin-5'-carboxamido-alkylamido-mgthenzyl-phosphonséure-
diethylester und

e Uridin-5"-ether.

Im folgenden soll auf die einzelnen Gruppen nalegegangen werden.

Uridin- und Adenosin-5'-carboxamido-alkylamidoalkyl-bisphosphonsaure—tetraethyl-

ester

Zu dieser Gruppe zahlen funf Verbindungen, von derdrei die Carboxamido-
alkylamidoalkyl-bisphosphonséaurete-traethylestes teidins und zwei die des Adenosins
darstellen. Die Kohlenstoffkette zwischen der Anai#lglfunktion und dem Carbamoyl-

bisphosphonsaure-tetraethylester variiert zwisaiemund drei C-Atomen fur die Uridin- und
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zwischen zwei und drei C-Atomen fur die Adenosirriiege. Das Verhalten dieser
Verbindungen an den P2Y-Rezeptor-Subtypen 2, 46und Test auf Antagonismus ist in der

folgenden Tabelle dargestellt.

Tab. 23. ICsp-Werte der AMB-Verbindungen mit Uridin- und Adenos'-carboxamido-
alkylamidoalkyl-bisphosphonsaure-tetraethylesteri@ur am hP2¥-, hP2Y,- und rP2%-
Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des durdonist-Injektion ausgeldsten
intrazellularen Calciumanstiegs.

ICs0+ SEM[uM]
: (Inhibition £ SEM [%)] bei der
Nr. Verbindung Struktur angegebenen Konzentration), n = 3
hP2Y,? hP2Y,” P2Ys"
2y .00 >> 100 > 100 >> 100
MO AMBLITL R LU WXL T (38:11) (34:15)  (8+14)
E‘:—;O/\P//o 9 Q NO
L 1 e >> 100 >> 100 >> 100
141 AMBI7e.L - wop v T (C12:24) (72200 (14:2)
P Lo I >>100 > 100 >> 100
12 AMBIL B YTV LT (441200 (27£7)  (1814)
143 AMB27LL iy Pt a1
2 T o N,
144 AMB 2731 2N T nd s iogz) 1 %rog)

2 Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UTB,Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UTP,Stimulation mit 1 uM oder
3 UM UDP, n. d. nicht bestimmt

Es lasst sich erkennen, dass keine der untersudtgdnndungen in der Lage ist, in einer
Konzentration von 100 uM den Effekt des natlrlicheezeptor-Agonisten um 50% oder
mehr zu inhibieren. Aus diesem Grund wurden vomdeiVerbindung Dosis-Wirkungs-
Kurven aufgenommen. Auffallig sind die Inhibitionsie, die ein negatives Vorzeichen
tragen. Diese kommen zustande, wenn fir die gemess®@ntrolle des natirlichen
Agonisten, indem dieser nur auf die Zellen in Puffung injiziert wird, niedrigere
Fluoreszenzanstiege gemessen werden als in Anwasermer als antagonistisch
angenommenen Testsubstanz. Es konnte ausgeschiesskan, dass dieses Phdnomen durch
versuchsspezifische Einflisse zustande kam. Sdezdigser Effekt keine Abhangigkeit zu
der Zeit, in welcher die Zellen diesen Substanzesgesetzt waren. Ebenso war diese

Beobachtung unabhangig vom Alter der Zellen. Jeehdie Konzentration der Testsubstanz
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war, desto negativer wurde der ,Inhibitionswert“ie® fuhrt zu dem Schluss, dass ein
physiologischer Vorgang fur diesen Effekt veranthcnt sein konnte. Fur &hnliche
Verbindungen der AMB-Serie ist beschrieben, das®sirazellulare Enzyme, die unte.1
bereits vorgestellten Ectonucleotidasen, hemfi®rSollten die Verbindungeri40-144
ebenfalls diese Eigenschaft besitzen, ware denklaas sie wahrend der Prainkubation mit
den Zellen diese Enzyme hemmen. So kénnte nichie-unter normalen Umstanden — ein
Teil der extrazellularen Nucleotide und hier einl Tes injizierten natirlichen Agonisten
durch Ectonucleotidasen zersetzt werden. Die wikerkKonzentration des natirlichen
Agonisten ware folglich in Anwesenheit der Testsabs hoher als in der Kontrolle, in der
ein Teil der Nucleotide enzymatisch lysiert wirdeBe hthere Konzentration am Wirkort in
Anwesenheit eines Ectonucleotidase-Inhibitors fidblglich zu héheren Calciumanstiegen.
Die hemmende Wirkung auf Ectonucleotidasen, die€diiiige AMB-Substanzen vermutet
wird, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht experiteinuntersucht, so dass auf diese
Eigenschaft nicht ndher eingegangen wird.

Dihydrouridin-5'-dipeptide

Merkmal dieser drei Verbindungen ist eine dipeptitie Verkniipfung vom Nucleosid zu den
beiden Carbonsaure-Funktionen. Eine Besonderheisedidrei Verbindungen stellt die
modifizierte Nucleobase dar, die hier in 5,6-dihgder Form vorliegt. Die inhibitorischen

Wirkungen am hP2¥, hP2Y;- und rP2¥%-Rezeptor sind ifab. 24 zusammengefasst.



164 Charakterisierung neuer P2Y-Rezeptor-Liganden

Tab. 24. 1Cs-Werte der AMB-Verbindungen mit dipeptidischer Dioansaurestruktur am hPzY
hP2Y,- und rP2¥%-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des dé&gbnist-Injektion
ausgelosten intrazellularen Calciumanstiegs.

IC 50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. - Verbindung Struktur Konzentration), n = 3

_ hP2Y,? hP2Y,” rP2Ye’
145 AMB 197.1 i/f ?ﬁ (>1; 1i0L<1)) (;7110%) (>_; 1iof)
wo meor <N TSR G
A = I W

2 Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UTB,Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UTP,Stimulation mit 1 uM oder
3 uM UDP

Auch hier konnte keine Verbindung identifiziert wen, die die Wirkung des naturlichen
Agonisten in bedeutender Weise hemmte. Die Hydnigder Doppelbindung im Uracil wirkt
sich somit nicht forderlich auf die Affinitat ausir die Verbindungei45und147lasst sich
festhalten, dass die Potenzen in der Reihenfol@¥ hP hP2Y, > rP2Ys; abnehmenl46 kann
als einigermaf3en gleich wirksam an den untersuck2¥-Rezeptor-Subtypen betrachtet
werden. Die beiden Carbonsaurefunktionen mit;-pkerten von 4-5 liegen unter
physiologischen Bedingungen dissoziiert vor, sosddas Molekul zwei rdumlich nah
beieinander liegende negative Ladungen tragt. Waeednittelten Inhibitionen zeigen, wird
dies nur vom hP2¥Rezeptor malRig toleriert, wobei sich die hdochsteénAét abzeichnet,
wenn die Alkylkette zwischen den Carboxylgruppeai @-Atome lang ist. Allerdings sind
die diskutierten Struktur-Wirkungsbeziehungen aufgr der sehr geringen Wirksamkeit mit
Vorsicht zu betrachten.

Uridin- und  Adenosin-5'-carboxamido-alkylamido-methyl/benzyl-phosphonsaure-
diethylester

Die folgenden zehn Verbindungen enthalten alle é&hesphonsaure-diethylester-Struktur.
Diese ist Uber eine Methylen- oder Benzyl-Funktioih dem Stickstoff einer Amidbindung
verknupft, welche wiederum direkt mit dem NucleosidPosition 5 der Ribose verbunden ist

oder der eine 1- bis 3-gliedrige Alkylkette undeeimeitere Amidfunktion mit Bindung an die
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Ribose folgt. Verbindund49 wurde von Brunschweiger et al. als potenter urdkseer
Inhibitor der NTPDase2 (& 8,2 pM) identifizierf’® In diesem Zusammenhang sind ebenso
die Verbindungeri50, 151, 152, 153 154, 155und 157 publiziert. Die nachfolgende Tabelle
zeigt die Effekte dieser Strukturen an den untdr®rcP2Y-Rezeptoren.

Tab. 25. ICsp-Werte der AMB-Verbindungen mit Methyl- oder Benpflosphonat-diethylester-
Struktur am hP2¥, hP2Y,- und rP2¥%-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des durch
Agonist-Injektion ausgeldsten intrazellularen Qatcanstiegs.

IC 50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der

Nr. Verbindung Struktur angegebenen Konzentration), n = 3

hP2Y,? hP2Y,° rP2Ye’

Z?g“@ T . WO >> 100 >> 100
148 AMB 244.1 : nd  3%1)  (12:3)

AMB 246.1 L >>100  >>100  >>100
(PSB-6426) i [J ] ' &J’ T (21+19) (4+3) (-10+10)

EtO

i CL .0 L >100 >>100  >>100
150 AMB 252.1 e T 6+17) (14+6) (7T+7)

149

HO  OH
o

ca. 100 > 100 >>100

151 AMB2451  m (60+11) (38+10) (17 +16)

HO O

>>100  >>100
6+3) (=322

>> 100 > 100 >> 100
(5+9) (21+10) (-3+11)

W
152 AMB 250.1 AM o n. d.

Hd “om

153 AMB255.1 =gy

154 AMB 265.1 Ego/‘ PoRe J\g o, (7‘31"’"11104) ?; 11%’ ?g ilgg’
155 AMB 270.1 EIO\A@MJ\Q/M nd  aren MG
156 AMB 2691 _ ¢ v@/WJ\g a3 “ J_rlgf)’ i iolﬁ’) . d.
157 AMB 284.1 aooxvnf o (%al i%‘; n. d. n. d.

& Stimulation mit 1 uM oder 3 pM UTIﬁ,StlmuIatlon mit 1 uM oder 3 uM UTP,Stimulation mit 1 pM oder
3 UM UDP,%n = 2, n. d. nicht bestimmt

Neben dieser Untersuchung auf antagonistischesalterhwurden die Verbindungei#9,
150, 151, 152 154, 155und 157 zusatzlich auf agonistisches Verhalten getestetw@rden
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dazu direkt in die Zellsuspension injiziert. Defodgte Anstieg der Fluoreszenz infolge der
Rezeptor-vermittelten intrazellularen Calciumaussiting wurde in Relation zum maximalen
Fluoreszenzanstieg, den der native Agonist ausiésgtzt. Dabei liel3 sich der humane R2Y
Rezeptor lediglich durch die Verbindung&hl und 157 in einer Konzentration von jeweils
100 uM aktivieren, was zu einem Effekt fihrte, @ééwva der Halfte des maximalen UTP-
Effektes entsprachl51 war auch in der Lage, den hPg2KRezeptor ahnlich stark zu
stimulieren, ebenso wig52 Am rP2Ys-Rezeptor konnte kein agonistisches Verhalten der
genannten Verbindungen beobachtet werden. Die Neubigenl51, 152 und 157 besitzen
also schwach agonistische Eigenschaften. Die déemsa in Konzentrationen von jeweils
100 uM getesteten Substanzen waren mit Aktivieditgk von weniger als 20%, bezogen
auf den Maximaleffekt des nativen Agonisten, extrechwach ausgepragt. Dass die
Verbindungenl51 und 157 dahingegen im Test auf antagonistisches Verhaltesed auch
zeigen, ist eine bekannte Eigenschaft, die Agomistadiesen funktionellen Studien mit sich
bringen. Durch die Inkubation der agonistisch wntten Verbindung mit der Zellsuspension
vor der Messung wird der Rezeptor aktiviert und debdissert daraufhin (siehel.2.]).
Injektion des natirlichen Agonisten im Zeitpunkt ddessung kann somit keinen Effekt und
damit keinen Calciumanstieg auslésen, solange deebsibilisierung anhalt. Dies vermittelt
den Eindruck, dass es sich bei der zu untersucheiMdgbindung um einen Rezeptor-
Antagonisten handelt. Substanzen, deren Eigengchafich nicht bekannt sind, sollten aus
diesem Grund immer einem Experiment auf Agonismogeraogen werden, um diese
Missinterpretation zu vermeiden.

Die Tabelle zeigt, dass die Verbindung®hl, 154, 156 und 157 moderate Affinitat zum
hP2Y,-Rezeptor aufweisen. Wahrend fii51 und 157 eine agonistische Aktivitdt mit
Desensibilisierung nachgewiesen wurde, zeldié keine Aktivierung des hP2YRezeptors.
Die Aufnahme einer Inhibitionskurve geman der immeBnoing detektierten antagonistischen
Eigenschatft fihrte zu keinem Ergebnis, d. h. esit@kein Kurvenverlauf berechnet werden,
da die gemessenen Fluoreszenzeinheiten fur Korszemten von 0,3-300 uM drb4 alle in
der gleichen GroRRenordnung lagen. Anders ausgedbigédleutet dies, Verbindurig4 flhrt

in den genannten Konzentrationen stets zu einemilerg des Agonist-vermittelten Effektes
von 60-70%, ohne dass eine Konzentrationsabhangigheennbar ist. Grinde flr diese
Beobachtung konnten in einer schlechten Loslichkieit Substanz liegen, wodurch die
angenommenen Konzentrationen nicht stimmen. Ausseidnnten allosterische Effekte am

Rezeptor in Betracht gezogen werden.
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Uridin-5'-ether
Die folgenden 15 Verbindungen bilden eine hetereg&ruppe, die aus Phosphonat-

Diethylestern, sowie Mono- und Dicarbonsduren Iste/erbindungen mit AMB-

Bezeichnungen Uber 465.1 wurden von Frau Karen Slihgnexperimentell untersucht. Mit

den meisten Substanzen wurden Experimente auf @msdigches Verhalten durchgefihrt,

einzelne wurden zudem oder ausschlief3lich eineakidin Test auf Agonismus an den P2Y-

Rezeptor-Subtypen 2, 4 und 6 unterzogen. Die Eigsbrsind inTab. 26 aufgefihrt, in der

die Verbindungen nach Strukturmerkmalen aufgelsted.

Tab. 26. ICsp-Werte verschiedener Uridin-5'-ether am hR2YP2Y;- und rP2¥%-Rezeptor, sowie

die Aktivierbarkeit der Rezeptoren durch einzelnest§ubstanzen. Gemessen wurde die
Inhibition des durch Agonist-Injektion ausgeldstetnazellularen Calciumanstiegs bzw. der
durch Injektion der Testverbindung ausgel0oste Qalanstieg.

IC 50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%] bei der
angegebenen Konzentration)

ECso £ SEM[uM] oder

Nr. Verbindung Struktur Aktivierung + SEM%] in einer
Konzentration von 100 uM, bezogen
auf den Maximaleffekt des nativen
Agonisten,
n=2
hP2Y,? hP2Y, rP2Ye"
. P >>100  >>100  >>100
158 AMB 364.1 6o o (-1%)  (13+1)  (=20)
Ho oM 20+2 16 £20 31
. o A7° >> 100 >> 100 >> 100
159 AMB367.1 =%y NP e (09 g (49
° k©ﬂ 16 +8 CEXY 10+3
} A ca.100  >>100  >>100
160 AMB 365.1 YORARYA S (59 1) (<10
E‘gg HO oM 25 + O 9e
] Wi@(we >> 100 >> 100 >> 100
161 AMB379.1 g "y e N (39 (16°) (=3)
Ko on 12 +4 16°
ot >>100 . 100 117
162 AMB 363.1 \@ﬂw e 2(3%2:’)1 (18 + 3
UL LU ss1000 >10 > 100
163 AMB 469.1 WT 7+1) (382+12) (12+1)
- o n. d n. d >> 100

AMBAGSL (Y Ty o 35 (133:)
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ICs0+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%] bei der
angegebenen Konzentration)

ECso + SEM[uM] oder
Nr. Verbindung Struktur Aktivierung + SEM%] in einer
Konzentration von 100 uM, bezogen
auf den Maximaleffekt des nativen

Agonisten,
n=2
hP2Y,? hP2Y,° rP2Ye’
. Nede i) nd 100
165 AMB463.1 "¢ jﬁ“@/ Y 214 1 Ee (SZ)
oL .Lr ca.100  >>10  >>10
166 AMBSOSL s oyt (58t2) (6+1) (0+8)

HO  OH

Y A > 100 ca. 10 > 100
167 AMB 4761 oo 0“&7’%”“@/ (36+3) (51£1) (26+2)

CUCT™ ss1000 10 >>100
168 AMB 470.1 Q«g ¥ e S e

O. N
HO  OH
CcooH

169 AMB525.1 .. Agﬁ

o

ca. 10 >> 10 >> 10
(59 +1) (-8 £ 6) -9x7)

COOH

F?A\T7O
170 AMB 523.1 HOOC/@O/\Q/NTNV\O

ca. 10 >> 10 >> 10
(57 £ 3) (-8x2) (0x1)

COOH

Y’ >100 132+22 >100

171 AMB 475.1 o oo bk G5 (203
e >>100  >100 > 100

172 AMB471.1 Lo 3T (14+1) (22+16) (26+1)

2 Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UTB,Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UTP,Stimulation mit 1 uM oder
3 UM UDP,%n =3,°n =1, n. d. nicht bestimmt

Es ist zu erkennen, dass einige Verbindungen diesieelle agonistisches, andere wiederum
antagonistisches Potenzial besitzen.

Die potenteste antagonistische Verbindung dieseie S&t 171 mit einem IGy-Wert von
13,2 uM am hP2Y-Rezeptor. Die Igg-Werte am hP2¥ und rP2%-Rezeptor dirften etwa
10-fach hoher liegen, wie auf Basis des Screerabg®eschatzt werden kann. Im Experiment
auf agonistisches Verhalten wal71 inaktiv. Verbindung 171 besteht aus einem

unsubstituierten Uridin, welches am C-5' mit eiMathoxyisophthalsaure verknipft ist. Die
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Anordnung der Carboxylgruppen an dieser Phenylsthatur beeinflusst die Affinitdten zu
den einzelnen Rezeptor-Subtypen stark, wie eirkigire/ergleich vorl71und172 zeigt. In
172 befinden sich die Carboxylgruppenartho- und para-Stellung zur Ether-Funktion, was
eine deutliche Reduktion der Affinitat zum hR2Rezeptor mit sich zieht. Die Affinitat zum
hP2Y,-Rezeptor gegenuber der vadl nimmt auch ab, wahrend die zum rRRezeptor
etwa gleich bleibt. Insgesamt zeiji2 an allen untersuchten P2Y-Rezeptor-Subtypen eine
schwache Affinitat mit 1G-Werten, die deutlich Gber 100 uM liegen dirfteng vdie
Screeningergebnisse verdeutlichen. Wird an PositbB des Uridins eine Substitution
eingefuhrt und die Methoxyisophthalsaure-Strukterbbhalten, so ist ein Cycloalkylrest
einem substituierten oder unsubstituierten Bengyli@ Bezug auf die inhibitorischen
Eigenschaften am hP2¥Rezeptor tberlegen, wie Verbindundge und 170gegeniibel 66
und 167 zeigen. Mit Ausnahme voh67 praferieren diese Verbindungen den hRRézeptor.
Fir 166, 169 und 170 sollen zukinftig Inhibitionskurven am hP2Rezeptor aufgenommen
werden. Anhand der ermittelten Inhibitionen des nigfsschen Effektes an den drei
untersuchten Rezeptor-Subtypen lasst sich erakiass,die genannten Verbindungen selektiv
fur den hP2¥-Rezeptor sein kdnnteth67 hingegen mit eingnara-Methoxy-Substitution des
N-3-Benzylrestes praferiert den hPZ2Rezeptor. Auch hier steht die Aufnahme von
Inhibitionskurven noch aus. Anordnung der Carbosypgen in deortho- undpara-Stellung
zur Ether-Funktion resultiert in einer extremeniAitbtsabnahme, wi268 zeigt.
Verbindungen158-162, 164 und 165 wurden zusatzlich auf Agonismus an einzelnen
Rezeptor-Subtypen getestet. Verbindungen mit Plurséture-diethylester-Struktud 58—
161) aktivieren die P2Y-Rezeptoren nur schwach mit eB#n, die in einer
Substanzkonzentration von 100 pM maximal ein Vietés Agonist-Effektes erreichen. Dass
sie aber generell agonistisches Verhalten zeigéhrt fzu dem Schluss, dass sie im
Antagonismustest keine ,wahren* antagonistischgeischaften austiben, sondern die schon
angesprochene Desensibilisierung hervorrufen. Aesedh Grund werden die Ergebnisse der
Untersuchung auf Antagonismus an dieser Stellet mieiter thematisiert. Verbindungdis2
und 164 bestehen aus einem N-3 substituierten Uridin nathdxy-benzoesaure-Substitution
an der Ribose. Fir sie wurde agonistische AktivitithgewieserL62weist einen Egg-Wert
von 117 uM am rP2¥Rezeptor auf und ist damit selektiv gegeniber 4@2Y,-Rezeptor.
Am hP2Y,-Rezeptor wurde nicht auf Agonismus geprift, docier hlasst die im
Antagonismus-Test ermittelte Inhibition auf agoisigtes Verhalten mit Desensibilisierung
schlieBen. Verschiebung der Carboxylgruppe in mhea-Stellung und Vergréf3erung des
Substituenten am N-3164) fuhrt zu einer Aktivitdtssteigerung in der Reif@ge
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rP2Ys < hP2Y;< hP2Y,. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zwisch&64 und 163 kann
angenommen werden, dabk83 ebenfalls agonistisch wirkL65 in dem zwei Carbonséuren
Uber eine Amid-Struktur mit dem substituierten lriderknipft sind, aktiviert bevorzugt den
hP2Y,-Rezeptor gegentiber dem hR2¥nd rP2¥%-Rezeptor.

4.3.2 SMA-Substanzen

Die unter der Bezeichnung SMA geflhrten Substamzeinden von Karen Schmeling,
technische Assistentin, in funktionellen Studierf dwe Wirkung an den P2Y-Rezeptor-
Subtypen 2, 4 und 6 geprift. Interessante Vertrdieser Serie werden im folgenden

vorgestellt und dazu in vier Gruppen eingeteilt:

* N3-p-Methoxybenzyluridin-5'-carbonylamino-carbonsaybkesphonsaure-ester
sowie freie Carbon- und Phosphonsauren

* N3-Benzyluridin-5'-carbonylamino-carbonsaure-/phlaspsaure-ester sowie freie
Carbon- und Phosphonséauren

* N3-Phenacyluridin-5'-carbonylamino-carbonsaure-gpihonsaure-ester sowie freie
Carbonsauren und

* N3-Alkylaryluridin-5'-carbonylamino-isophthalsduren

N3-p-Methoxybenzyluridin-5'-carbonylamino-carbonsaure-phosphonsaure-ester sowie
freie Carbon- und Phosphonséauren
Ergebnisse der Screenings dieser Verbindungen at#ganistisches Verhalten sind in

Tab. 27 zusammengefasst, in der die Substanzen nachwseli&h Aspekten geordnet sind.
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Tab. 27. 1ICsp-Werte der SMA-Verbindungen mit N3Methoxybenzyluridin-5'-carbonylamino-
carbonsaure-/phosphonsaure-ester-Struktur sowier fgarbon- und Phosphonsauren am
hP2Y,-, hP2Y;- und rP2¥%-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des dégbnist-
Injektion ausgelosten intrazellularen Calciumarnstie

ICs0+ SEM[uM]
. (Inhibition £ SEM [%)] bei der
Nr. Verbindung Struktur angegebenen Konzentration), n = 2
hP2Y,? hP2Y,° rP2Ye"
EQ I WOVQ/OW >10 >> 10 >> 10
173 SMA41 i Y 27+3) (@+d)  (-9+5)
O@ V@fwe >> 100 >> 10 > 100
174 SMASL \ 8+1) (5%  (30+1)
D@ Nﬁ > 100 >> 10 > 100
175 SMASZ [T (23+5) (4+3F)  (29+1)
. 9 7 e >> 100 >> 10 > 100
176 smasT L L. NTWO 651)  (4%2)  (730)
Et:_too\(\)//o WO OMe +
177 SMABY =N . L 20,8 e J}%) >(3132)0
O > 100 >> 10 > 100
178 SMA39  ou ”T 39+1) (-3+5)  (23+4)
9 %Y" ca. 100 >> 10 > 100
179 SMA 47 NTW@ 619 77 (32.+2)

180 SMA 67 Ho\% i N(YJQ/ ca. 100 >> 10 >> 100

MEROes (47x2)  (9x1)  (19%2)
181 swass e LT calo0 >10  >100
A (56) (26£2)  (23%5)

2 Stimulation mit 1 uM oder 3 uM UTP,Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UTB Stimulation mit 1 uM oder
3uMUDPn=3°n=1

Potenteste Verbindung dieser Reihe 1ig7 mit einem ersten I§-Wert von 20,8 uM am
hP2Y,-Rezeptor, welcher in weiteren Experimenten begt&terden muss. Die Verbindung
beinhaltet zwei Phosphonséaure-diethylester-Gruppass die Verbindungeh80 und 181
mit jeweils einer freien Phosphonsaure auch denYmR&zeptor bevorzugen, lasst
annehmen, dass die Ester wahrend der Versuchsdbranfy zu den entsprechenden freien

Phosphonsauren gespalten werden, welche zur Adffibéitragen. Ist nur ein Phosphonséaure-
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diethylester-Element im Molekil enthalten, sinke diffinitat, besonders, wenn zusatzlich
raumerfillende Strukturen vorhanden sind wid7d und 176 Das direkte Analogon zLi77
mit ahnlicher Potenz und nur einem Phosphonsaubgdigster istL73 Strukturl75 mit zwei
Carbonsaure-diethylester-Elementen ist nur schvedith zu den untersuchten Rezeptoren.
Verbindungenl79 und 181 inhibierten im Screening in Konzentrationen vorl{ puM den
Effekt des natlrlichen Agonisten um mehr als 50% wind somit Kandidaten fur die

Aufnahme von Inhibtionskurven, die in Zukunft egfeh soll.

N3-Benzyluridin-5'-carbonylamino-carbonsaure-/phosfhonséaure-ester  sowie  freie
Carbon- und Phosphonséuren

Diese Gruppe umfasst acht Substanzen, deren geamess Merkmal eine Benzyl-
Substitution am N-3 des Uridins ist. Die nachfolder abelle verdeutlicht die inhibitorischen

Eigenschaften der Verbindungen.

Tab. 28. ICs-Werte der SMA-Verbindungen mit N3-Benzyluridinregirbonylamino-carbonséaure-
/phosphonséaure-ester-Struktur sowie freier Carbond Phosphonsduren am hB2Y
hP2Y,- und rP2¥%-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des dé&gbnist-Injektion
ausgeldsten intrazellularen Calciumanstiegs.

ICs50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 2
hP2Y,? hP2Y,° rP2Ye
e veve > 100 >> 10 > 100
182 SMASS =W Y TY (34 £ 5) (7 £2) (46 £ 6)
E‘gggn L. ) >> 10 >> 10 >> 10
183 SMA45 Y (11+4)  (12+1)  (-10+0)
Lo >100  >>10  >100
184 SMAS0 mﬁu*{fﬁ“J:] 4t2)  (0x1%  (34%5)
=g o9 ca. 100 > 10 > 100

EtO\\p)\N O N N :

185 SMA 68 FYOCT 63) (24 £ 2) (31£3)
LT ca 100 >> 10 > 100
186 SMAT72 Mifﬁﬁ,wi (49+6)  (6%5) (46 + 4)
L. L O ca. 100 > 10 > 100

187 SMA36 . \ ;O, Nt

o

(54 + 5) (39 + 5) (33 + 1)

HO  OH
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ICs50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 2
hP2Y,? hP2Y,° rP2Ye"
HO? . A~ >> 10 >> 10 >> 10
188 SMASS N WJ@ (C10+1)  (-6+2)  (-9+2)
o A 3,84+1,75  >>10 > 100
189 SMA 64 NTNJ@ (16 0) (21 +2)

HO OH

2 Stimulation mit 1 M oder 3 uM UTB,Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UTB,Stimulation mit 1 uM oder
3uMUDP,“n=3°n=1

Als beste Verbindung dieser Gruppe mit einerngr-MVert von3,84 uM am hP2¥%-Rezeptor
und guter Selektivitdt gegeniber dem hR2¥nd rP2¥%-Rezeptor stellt sicl89 heraus.
Agonistisches Verhalten konnte in entsprechendgpefixenten nicht beobachtet werden.
189 zeigt hohe strukturelle Ahnlichkeit ZLi79, Tab. 27, und unterscheidet sich von dieser
lediglich durch die fehlend@-Methoxygruppe am Benzylrest, besitzt aber eine lidbut
hohere Affinitat. Alle weiteren Substanzen diesabdlle zeigen schwachere inhibitorische
Eigenschaften am hP2Rezeptor mit abgeschatztens¢@Verten von 100 uM oder mehr.
Auch die Affinitaten zum hP2¥ und rP2¥%-Rezeptor fallen schlechter aus. Zudem lassen
sich praktisch keine Selektivitaten erkennen. Ven ¥erbindungeri85 und 187 sollen in

Zukunft Inhibitionskurven zur Ermittlung der 4&Werte erstellt werden.

N3-Phenacyluridin-5'-carbonylamino-carbonsaure-/phephonséure-ester sowie freie
Carbonséuren

Zu dieser Gruppe gehoren vier Mitglieder, denere éinenacyl-Substitution am N-3 des
Uridins gemein ist. Drei von ihnen besitzen einedpihonsaure-diethylester-Struktur, ein
Vertreter tragt das schon bekannte StrukturelerdentDicarbonsauren. Die Ergebnisse der

Untersuchung auf antagonistisches Verhalten stiellhachfolgende Tabelle zusammen.
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Tab. 29. ICs-Werte der SMA-Verbindungen mit N3-Phenacyluri8ircarbonylamino-carbonséaure-
/phosphonséaure-ester-Struktur sowie freier Carhorsdam hP2¥, hP2Y;- und rP2¥%-
Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des durdonist-Injektion ausgeldsten
intrazellularen Calciumanstiegs.

ICs0+ SEM[UM]
_ (Inhibition + SEM [%] bei der
Nr. Verbindung Struktur angegebenen Konzentration), n = 2
hP2Y,? hP2Y,” P2Ys"
L L. T > 100 >> 10 >> 100
190 SMA 37 ST @re3) (1+1) 9+7)
EtO Q No 2 > 100 >> 10 > 100
EIO\\P/\N O N _N
191 SMA 46 ; JK?’T % (38 + 3) (8 +1) (33¢5)
0 o i > 100 >> 10 >> 10
EtO. )\ O _N._N
192 SMAT3 T NT ggas) (0+1)  (21+3)

COOH

i ek > 100 >> 10 > 100
193 SMA43 /@M’TAQ 35+1) (32  (43%8)

2 Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UTB,Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UTB,Stimulation mit 1 uM oder
3 UM UDP,%n =3,

Wie zu erkennen, fuhrt der im Vergleich zu den schorgestellten SMA-Verbindungen,
groRere Phenacylrest zu einer Reduktion der Affiniiberwiegend am hP2*Rezeptor. Dies
zeigt beispielsweise der Vergleich zwiscH&2 und 177, welches am hP2¥Rezeptor einen
ICso-Wert von 20,8 uM aufweist, deutlich. Die Substanzamterscheiden sich nur in der
Substitution am N-3 des Uridins. Gleiches Verhaljgnfiir die analogen Verbindungdr®0
und 183 sowie 193 und 187. 191 und 182 zeigen ahnliche Affinitdten zu den untersuchten
P2Y-Rezeptoren. Die Oxo-Funktion des Phenacylresteit einen Wasserstoffbriicken-
Akzeptor in Nahe der beiden Oxo-Funktionen des ilsratar. Dieses Strukturelement wirkt
sich somit in den meisten Fallen ungunstig aufAfi@itaten zu den genannten Rezeptor-

Subtypen aus.

N3-Alkylaryluridin-5'-carbonylamino-isophthalsauren

Diese letzte Gruppe fasst Verbindungen zusammen,ath N-3 des Uridins Aryl- oder
Cycloalkylreste tragen und sich nur darin voneimanghterscheiden. Eine Amidbindung am
C-5- der Ribose verbindet einen Isophthalatrest dem Uridin. Tab. 30 fasst die

Testergebnisse bezlglich antagonistischem Verhaltsammen.
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Tab. 30. ICs-Werte der SMA-Verbindungen mit N3-Alkylarylsulistion am hP2¥-, hP2Y,- und
rP2Ys-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des déwgbnist-Injektion ausgeldsten
intrazellularen Calciumanstiegs.

ICs50+ SEM[uM]
. K (Inhibition £ SEM [%] bei der
Nr. Verbindung Struktur angegebenen Konzentration), n = 2
hP2Y, hP2Y,” rP2Ys
o oYY ca. 100 >> 10 >> 100
194 SMA 65 Hooc/©\u ) NTNMO (55(—:) (_5 + 1) (13 + 5)
195 smAsg .. L L ?@@ >>100 >> 10 > 100

(3+1) (25 + 1% (25 £ 5)

COOH

196 SMA 60 Q J\Q,NT J@ ca. 100 >> 10 >> 100

(679 (16 + 3) (5+7)

COOH

ca. 100 >> 10 > 100
197 SMA 63 Q NY 60516) (242)  (34:4)
> 100 >> 10 > 100
108 SMA 42 /@ J\Q,NT w© N N
109 swagq L. T ) >>100 >> 10 > 100
WA (16+8)  (3x1)  (34:4)

2 Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UTB,Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UTB,Stimulation mit 1 uM oder
3uMUDP,n=3°n=1

Die Tabelle verdeutlicht, dass keine der Verbindamglurch eine hohe Affinitdt oder
Selektivitat auffallt. Die geringsten digWerte dirftenl94, 196 und 197 am hP2¥-Rezeptor

aufweisen mit auf Basis des Screenings geschatz®d®yuM, wobei die Aufnahme von
Inhibitionskurven noch aussteht. Wie bereits edéutallt die Affinitat fur Verbindungen mit
metastandigen Carboxylgruppen generell schlechter dasfia solche, in denen die
Carboxylgruppen inortho- und para-Stellung zur Amidfunktion vorkommen (sieter9,

189. Ein neuer Ansatz konnte demnach darin bestelden,in Tab. 30 dargestellten

Strukturen mibrtho- undparastandigen Carboxylgruppen zu untersuchen.

Die folgende Abbildung zeigt die Inhibitionskurveer aktiven Verbindungeh71, 177 und
189
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Abb. 48. Inhibition der Agonist-vermittelten Calciumanstiegierch eine AMB-Verbindung und zwei
SMA-VerbindungenA. am hP2¥-RezeptorB. am hP2Y-Rezeptor, jeweils rekombinant
exprimiert in 1321N1-Astrocytomzellen. F89 und 171 sind die Mittelwerte + SEM
zweier unabhangiger Experimente in Dreifachbestimgmudir 177 eines Experimentes in
Dreifachbestimmung dargestellt.

4.4 Untersuchung von Tetrazol-Derivaten

Im Rahmen des Screenings potenzieller neuer Ligarae P2Y-Rezeptoren wurden drei
Verbindungen mit Tetrazol-Struktur untersucht. DatstrukturAR-C118925(jcbAR 16-2-
1, 15) sowie zwei DerivatgcbhAR 16-2X-1 (200) und jcbAR 16-3X0O-1 (201), wurden von
Dr. Joachim Burbiel synthetisiert und in Screeningsi 1, 10 und 100 uM auf
antagonistisches Verhalten an den P2Y-RezeptorySebt 2, 4 und 6 getestet. Das
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Thiouracil-Derivat AR-C118925 ist in Position 5 n@inem kondensierten Ringsystem und
am N-1 mit einem 5'-substituierten Furanylrest stuosrt, welcher die Ribose-Triphosphat-
Struktur des UTP imitieren sdil’ Die Verbindung erwies sich in bereits vorangegaege
Studien von Kemp et al. als P2¥elektiv, indem sie mit einem 4gWert von etwa 1 uM die
Agonist-induzierte Schleimsekretion in differentégr humanen Epithelzellen der Bronchien
hemmte?’”® Das Unternehmen AstraZeneca untersuchte die \Ghinin klinischen Studien
zur topischen Behandlung der Psoriasis. Da AR-C2388ier keinen Vorteil gegenlber
Placebo zeigte und sich zudem weniger effektidedsPositivkontrollen verhielt, wurden die
Studien abgebrochen. Ziel der Untersuchung derlodoachim Burbiel neu synthetisierten
Tetrazol-Derivate war herauszufinden, ob die Vetbmgen &hnlich hohe oder bessere
Affinitdten und Selektivitaten aufweisen s#fR-C118925 Sollte dies durch eine der beiden
neuen Verbindungen oder moglicherweise durch beidéllt werden, konnten sie als
Kandidaten fur eine klinische Studie der oben scrugesprochenen Indikationen dienen. Die
Ergebnisse der funktionellen Experimente am hP2NP2Y,;- und rP2¥%-Rezeptor sind in

Tab. 31 zusammengefasst.

Tab. 31. ICsp-Werte der jcb-Verbindungen am hP2YhP2Y,- und rP2¥%-Rezeptor. Gemessen
wurde die Inhibition des durch Agonist-Injektion sgelésten intrazellularen
Calciumanstiegs.

ICs50+ SEM[uM]
. (Inhibition £ SEM [%] bei der angegebenen
Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y,? hP2Y,” P2Ys"

JcCbAR
15 1621 i 0,371+ 0,053  >>100 35,4+ 2,7

(AR- . pe (19+7)

g oM,
C118925 H*uk@)

iCbAR Jh 545+1,07 942+484  ca. 100
200 j6.0x-1 'y 20 0O (64 + 7)

jcbAR B ca. 1 357+1,18  >>100
16-3X0-1 0O (54 + 13) (20 +5)

N=-N o 07N
N,
:Stimulation mit 1 uM UTP® Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UTB Stimulation mit 1 pM oder 3 uM UDP,
n=4;n=2

201
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Die schon bekannte VerbindurgR-C118925 (jcbAR 16-2-1) besitzt mi0,371 uM am
hP2Y,-Rezeptor insgesamt den niedrigsten siNert. Ihre Selektivitat gegenuber dem
rP2Ys-Rezeptor ist etwa 100-fach, die zum hRRe€zeptor dirfte noch héher (>> 270-fach)
sein. Die von Dr. Joachim Burbiel synthetisiertdo&anzjcbAR 16-2X-1 (200 stellt das
Dinor-Derivat des AR-C118925 dar. Sie zeigt eingaefl5-fach schwéachere Affinitat zum
hP2Y,-Rezeptor, ebenso eine Abnahme der Affinitat zurBYgRezeptor. Vom hP2¥
Rezeptor wird sie mit einem §gWert von 9,42 uM jedoch besser toleriert. Die Viedoing
JcbAR 16-3X0-1 (201), ebenfalls das Dinor-Derivat des AR-C118925, rsufeeidet sich
von 200 lediglich durch bioisoteren Austausch des Schwedets C-4 des Pyrimidinringes
gegen Sauerstoff. Dies resultiert in einer hohétmitat dieser Verbindung gegenuib200
zum hP2¥%- und hP2Y-Rezeptor, was sich in den geringeregol@erten zeigt. Gleichzeitig
ist die Affinitat zum rP2¥-Rezeptor deutlich gesunken.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgeass dlie Bindungstasche des hBR2Y
Rezeptors bestrebt ist, mit raumerfullenden unpalg®trukturen in Wechselwirkungen zu
treten, wie sie in AR-C118925 durch die beiden Megluppen am kondensierten
Ringsystem und den im Vergleich zum Sauerstoff gréf Schwefel am Pyrimidinring
verwirklicht sind. Je kompakter und polarer das &kol wird, desto besser wird es vom
hP2Y,-Rezeptor toleriert und desto geringer ist seinnAdt zum rP2¥%-Rezeptor.

Keine der beiden neu synthetisierten Verbindungesistwhohere Affinitat und/oder
Selektivitat auf als AR-C118925. Diese Struktur-kiimgsbeziehungen fihren somit zu dem
Schluss, dass versucht werden kénnte, das kondenBimgsystem weiter auszudehnen, um
die Affinitat zum hP2¥-Rezeptor zu steigern. Beispielsweise konnte umtbtswerden,
welchen Einfluss ein Austausch der beiden Methylggm am Ringsystem gegen zwei
Ethylgruppen zeigt. Eine andere Moglichkeit wareie dMethylfunktionen gegen
Halogenatome auszutauschen. Zur Steigerung denititfizum hP2Y¥-Rezeptor kdnnte ein
Ansatz darin bestehen, das kondensierte dreigjedRingsystem gegen ein zweigliedriges
auszutauschen. Durch die Abnahme der Hydrophobizi#@e vorstellbar, dass die Affinitat
zum hP2Y-Rezeptor erhéht und die zum hR2Rezeptor erniedrigt wird. Es kristallisiert
sich heraus, dass diese Verbindungen den pP@Yd den hP2¥Rezeptor adressieren, so

dass keine MalRnahmen zur Affinitatssteigerung a2 gfRezeptor diskutiert werden.
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4.5 Zusammenfassung und Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden drei Substanadeasin funktionellen Studien mittels
intrazellularer Calciummessungen auf ihr Verhakiem humanen P2¥Y und P2Y-Rezeptor
sowie am Ratten-P2¥YRezeptor hin untersucht. Dabei lassen sich furetheelnen Klassen
die im folgenden genannten herausragenden Verbgatufesthalten.

45.1 Anthrachinon-Derivate

Die meisterMG- und SW-Verbindungen verhielten sich verhaltnismafig schwach affin und
zudem unselektiv. Eine Tendenz zur Selektivitastldsch beiSW K21 (80) und SW K27
(87) erkennen. Beide Verbindungen inhibieren den hFR&zeptor mit Affinitdten im
einstelligen mikromolaren Bereich vdnl9 uM bzw. 3,48 uM, wahrend die Igg-Werte am
hP2Y;- und rP2¥%-Rezeptor bei Gber 10 uM liegen.

In der Gruppe deYB-Verbindungen fielen insgesamt acht Verbindungen auf, die anmine
der untersuchten P2Y-Rezeptor-Subtypen einen gedrilGoWert aufweisen und
gleichzeitig eine moderate Selektivitat gegenilesr deiden anderen untersuchten Subtypen
ausbilden.

Eine Zusammenstellung der besten SW- und YB-Vetgén ist inTab. 32zu finden.

Tab. 32. ICsp-Werte der potentesten, in dieser Arbeit identfiten SW- und YB-Verbindungen am
hP2Y,-, hP2Y;- und rP2¥%-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des dégbnist-
Injektion ausgelosten intrazellularen Calciumarnstie

ICs0+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3

hP2Y,? hP2Y,° rP2Y’
hP2Y;-selektiv

80 SWK21 I ! H‘N e 1,19+ 0,28 13,5+3,1° 23,0+ 2,0

CH,
o NH,

87 SW K27 O‘O o 3,48+ 0,29 14,1+ 1,3 > 100

[e] HN\©\ (44 i 7)
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IC 50+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 3
hP2Y,? hP2Y,” rP2Ye’
5,10+ 1,0 > 10 >> 10
% YBSO L (25 + 2) (10 + 1)
0 HN O ooy
O‘O - 3,73+ 0,30 > 10 >> 10
100 YB 10 I ””6 28+ %) (15 + £
17 528 S 736£226 20 >> 10
(AB 129) o HN:©\ ' - = (8 149) (12 i‘f)
133 YB 88 O‘O o 3,93+ 0,47 >> 10 >> 10

5 v§© (-7 + 6) (2+9)

U 10,3+ 1,2 2,84 ca. 10

137 YB55 I ]
o0
@

rP2Ys-selektiv

SO,Na

O‘O >10 > 10
114 vBsSl ° @ (44 £5) (32 4,86+ 0,79
135  YB 87 U ?3189)0 >(T) %O 3,74+ 0,34
o HN\/\©\CI
138 YB65 >> 10 ca. 10  3,40+0,81

e (4% (59 + 15)

2 Stimulation mit 1 uM UTP® Stimulation mit 0,3 pM, 1 pM oder 3 uM UTP Stimulation mit 1 pM oder
3uMUDP,n=1%n=2

Die Tabelle verdeutlicht, dass unterschiedlichstebs8tutionen an Position 4 des
Anthrachinon-Grundgerustes zu selektiven und afifierbindungen fiihren kénnen. Der
hP2Y,-Rezeptor toleriert dabei die vielfaltigsten Strukturelementwie einen
Schwefelsaurepropyleste®q), einen Benzylalkohol133) und verschiedenartig substituierte
Phenylreste§0, 87, 100, 117).
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Eine Substanz mit hoher Affinitat zuhP2Y,-Rezeptor konnte im Rahmen dieser Studien
identifiziert werden, 137, welches am Anthrachinon-Gertist mit einem Naphthal
Natriumsulfonat substituiert ist. Dieser raumesiiliie, sterisch unflexible Substituent wird
auch vom hP2X und rP2¥%-Rezeptor toleriert, was zu einer nur rund 3-facBefektivitat
fur den hP2¥-Rezeptor gegenulber diesen beiden Subtypen resultie

Vom rP2Y s-Rezeptor werden hauptséchlich solche Verbindungen gut alerépdie amN*

Halogen- und/oder Carboxyl-substituierte Aromaterdéen.

45.2 Adenosin-5'- und Uridin-5'-amide und -ether

Die meisten der getestet&MB- und SMA-Substanzenzeigten nur schwache inhibitorische
Eigenschaften an den untersuchten P2Y-Rezeptoren weniger als 50% in einer
Konzentration von 10 oder 100 uM. Dennoch konntee eAMB-Verbindung identifiziert
werden, die leichte P2¥Selektivitat mit moderater Affinitdt aufweist. Wmtden SMA-
Verbindungen fielen zwei potente P2Xntagonisten auf. Die nachfolgende Tabelle sthét

Testergebnisse fur diese Verbindungen zusammen.

Tab. 33. ICsp-Werte der potentesten, in dieser Arbeit identfiten Verbindungen der AMB- und
SMA-Serie am hP2¥, hP2Y,- und rP2¥%-Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition des
durch Agonist-Injektion ausgeldsten intrazellula€alciumanstiegs.

ICs0+ SEM[uM]
(Inhibition £ SEM [%)] bei der angegebenen

Nr. Verbindung Struktur Konzentration), n = 2
hP2Y,? hP2Y,° rP2Ye"
Y > 100 > 100
171 AMB 475.1 QWT a5+1) 182822 o9
Et:_;o\gso o WO OMe
o A° >>10 > 100
189 swaes L1 Lo NTNJ@ 38ar17s o0 oh)

HO OH

: Stimulation mit 3 uM UTP Stimulation mit 1 pM UTPS Stimulation mit 1 uM oder 3 pM UDP,
n=1

Ein Vergleich dieser drei Strukturen untereinandergt, dass der hP2Z2¥Rezeptor N-3

unsubstituierte Verbindungen bevorzugt, wahrend-8uBstitution vom hP2)¥Rezeptor gut
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akzeptiert wird. Verkniupfung des Uridins mit den ri@msaure- oder Phosphonséure-
Elementen bzw. der entsprechenden Ester (ber Amdker Ether-Bindungen wird
gleichermal3en toleriert. Insgesamt betrachtet wsikh eine Benzoldicarbonsaurestruktur
positiv auf die Affinitat aus. Diese Verbindunge@inkiten als erste Leitstrukturen fir eine
neue Klasse von Antagonisten an P2Y-Rezeptoreredien

Unter den AMB-Substanzen fiel eine Verbindung méfigen agonistischen Eigenschaften
auf, AMB 363.1 162 mit einem EGy-Wert von 117 uM am rPZ¥Rezeptor. Der hP2¥
Rezeptor liel3 sich nur leicht durch diese Verbirgdaktivieren. Da sie am hP2YRezeptor

nicht untersucht wurde, ware eine Diskussion asdatiStelle lediglich Spekulation.

45.3 Tetrazol-Derivate

Die hier untersuchten, von Dr. Joachim Burbiel bgtisierten Tetrazol-Deriva@0und 201
stellen keine Verbesserung der Ausgangsverbindbrgar. Wahrend 5 mit einem 1G-Wert
von 0,371 uM eine sehr hohe Affinitdit zum hBZRezeptor aufweist und gleichzeitig
selektiv gegenuber dem hP2Yund rP2¥%-Rezeptor ist, zeigen die Verbindung2®0 und
201 eineetwa 10-fach schwachere Affinitat zum hR2Rezeptor, wahrend die zum hP2Y

Rezeptor deutlich gestiegen ist. Zum rigzRezeptor sind die Verbindungen kaum affin.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Teilprojekiearbeitet, die sich mit Uracil- bzw.
Uracilnucleotid-bindenden Membranproteinen befasésa wichtigsten Ergebnisse sind im

folgenden zusammengefasst.

Aufgabenstellung degrsten Teilprojekteswar es zu untersuchen, ob die Nucleobase Uracil,

ahnlich wie Adenin, hochspezifisch an bakteriellelgtrukturen bindet, die im Tris-
Inkubationspuffer als Kontamination gefunden und &chromobacter xylosoxidans
Achromobacter denitrificansnd Acinetobacter lwoffiidentifiziert worden waren.

Es konnte gezeigt werden, dassi]Uracil mit Affinitaten im submikromolaren Bereich
spezifisch an alle drei genannten Bakterienstammeéeb An Achromobacter xylosoxidans
konnte mit ICs-Werten von 67,9 nM (lebende Bakterien)25,2+ 4,8nM (Membran-
praparation des isolierten Bakteriums) urB,4+2,3nM (Membranpraparation des
kommerziell erworben Bakteriums) durblbbmologe Kompetitionsexperimentedie hdchste
Uracil-Affinitat detektiert werdenSattigungsexperimentean Membranpréaparationen des
kommerziell erworbenen Bakteriums lieferten einémer fast identischefKp-Wert von
28,5+ 2,2nM, wodurch sich eirKi-Wert von 19,8+ 1,9nM ermitteln lie3. Die maximale
Anzahl an Bindungsstellen wurde mit 9,03 = 0,76 img Protein berechnet und belegt
damit eine sehr hohe Dichte an Uracil-Bindeproteine der Membranpraparation des
Bakteriums.

Da Achromobacter xylosoxidarenige komplizierte Nosokomialinfektionen verursadbei
denen sich eine aufRergewohnlich hohe Antibiotiksiresz abzeichnet, ist diese Art von
besonderem pharmazeutischen Interesse im Hinbliek die Entwicklung neuartiger
antibiotischer Wirkstoffé’*?*> Die folgenden Studien wurden aus diesem Grund
ausschlieBlich mit dem Bakteriuskchromobacter xylosoxidandurchgefihrt, welches zur
Familie der Alcaligenaceaezahlt®2* Die Energiegewinnung dehlcaligenaceaeerfolgt
durch aerobe, bei einigen Arten auch durch anaefdlmeing in Form einer Denitrifikation
bzw. Nitrat-Atmung. Das gram-negative Bakteriukchromobacter xylosoxidankommt
naturlicherweise im Erdreich und in Gewdassern, abeh in der Luft vor. Da bekannt ist,
dass Losungen, die Mineralsalze, organische Saoden Zucker enthalten, bei langerem
offenen Stehenlassen haufig von VertreternAlealigenaceadesiedelt werden, kann darin
die Ursache fir die Kontamination des Tris-Inkubiasipuffers gesehen werden.
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Fur die Durchfiihrung deRadioligand-Bindungsstudien an Achromobacter xylosoxidans
Membranpréparationen wurde ein Assay etabliert,etlee einstiindige Inkubation von 0,1—
1 ug Protein/Vial mit 5 nM>H]Uracil im Schuttelwasserbad bei 37 °C in einemwiten
von 1 ml/Vial vorsieht.Kinetische Experimentein Form vonAssoziationsexperimenten
Uber eine Zeitdauer von bis zu zehn Stunden furgtevohl an lebenden Bakterien als auch
an der Membranpréaparation nicht zur Einstellung@iGleichgewichtes. In Zukunft soll eine
Versuchsdurchfihrung entwickelt werden, die esubtlalransportprozesse zu verfolgen und
diese eindeutig von reinen Bindungsprozessen zersciteiden. Es konnte jedoch in einem
ersten Versuch gezeigt werden, dass die Inkubatsares (1 h versus 5 h) keine Auswirkung
auf die erhaltenen Kg bzw. Kpr-Werte hatte.

In heterologen Kompetitionsexperimentenvon Nucleobasen, Nucleosiden, Nucleotiden,
Uracil- sowie Purin-Derivaten und Folsaure v$H]Uracil konnte keine Verbindung
identifiziert werden, die eine hohere Affinitat zudracil-Bindeprotein aufwies als Uracil
selbst. Durch eine Optimierung der Struktur deepi@sten Liganden 6-Hydrazinoura&ll(

K; =500 £ 30 nM) kénnte versucht werden, eine négartantiinfektiose Strategie zu
entwickeln.

Es ist gelungen, eine Methode zu entwickeln, daascliBindeprotein unter Erhalt seiner
Affinitat fur Uracil aus Membranfragmenten der Memahpraparation zu solubilisieren,
welche bei relativen Zentrifugalbeschleunigungen 26000 wie 100000 x g zu einer guten
Anreicherung der Uracil-Bindeproteine irBolubilisat fihrte. Als optimalesProtein-
Detergenz-Verhaltniswurde eine Relation von 1 : 2 (Masse Protein : 9dasDodecy!{f-D-
maltosid-Feststoff) gefunden. Diese Methode sollte zukgeftsolubilisierungen in grof3em
Maf3stab erlauben. Zudem sollen die oben angesprenh&inetischen Experimente in
Zukunft am Solubilisat durchgefiihrt werden, wodudaf Radioligandbindung eindeutig von
Aufnahmeprozessen, z. B. in die intakten Baktebew. in bei der Membranpréparation
maoglicherweise entstehende Vesikel, differenziestden konnte.

Fir die anschlieRendd?roteomik-Studien wurden die Banden einer denaturieren&&s-
PAGE des Solubilisates, sowie das Solubilisat selbsthriryptischem Verdau ibC/MS-
MS-Experimenten analysiert, woraufhin ein Vergleich der erhalterReptidfragmente mit
Proteinen einer Datenbank fur Proteobakterien gtdaldurchgefihrt von Dr. Sonja Hess und
Mitarbeitern am California Institute of Technologyaltech, in Pasadena, Kalifornien, USA).
Unter Berlcksichtigung der angewandten statistisdlethoden und der Abschatzung einer
maoglichen Bindungsfahigkeit fur Uracil fielen in deGelbanden ein ABC-Transporter-

Substrat-Bindeprotein sowie ein potenzielles pasplatisches Aminosaure-Bindeprotein
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eines ABC-Transporters und im Solubilisat ein pptelles ABC-Transporter-Substrat-
Bindeprotein auf. Da bislang nur die Sequenz eikesmids (pA81) deé&chromobacter
xylosoxidangGenoms (Stamm A8) mit entsprechenden Sequenzeatidicodierten Proteine
entschlisselt bzw. publiziert ist, konnten die Acs@uresequenzen der massen-
spektrometrischen Analytik nur damit verglichen de. Im Sequenzvergleich der
Aminosauresequenzen der Proben mit bereits bekankBLC-Transporter-Bindeproteinen
desAchromobacter xylosoxidargimmten in den meisten Fallen nur einzelne Andniosn
Uberein, so dass an dieser Stelle nur die Vermug@dgiRert werden kann, dass das Uracil-
Bindeprotein ein hochaffines periplasmatisches AB@&nasporter-assoziiertes Substrat-
Bindeprotein sein kdnnte. Ein vollstdndiger Sequergieich soll durchgefiihrt werden,
sobald das komplette Proteom va@xthromobacter xylosoxidansntschlisselt ist. Des
weiteren konnte die Identitat des Uracil-Bindepirge durch Uberexpression der
massenspektrometrisch identifizierten Proteineinera geeigneten Modellorganismus und
Uberpriifung der Bindungseigenschaften fiir Uractietsucht werden. Umgekehrt konnten
Gene, die Informationen fur Uracil-bindende Memiprateine wie Transporter oder
periplasmatische Bindeproteine enthalten — sofekaibnt — inAchromobacter xylosoxidans
ausgeschaltet bzw. herunterreguliert werden (sog#en knock-out bzw. knock-down).
Anschlie3end kdnnten diese Bakterien auf UracildBimg gepruft werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte sonaiin fur die Nucleobase Uracil hochaffines und
selektives Membranprotein identifiziert und pharmakologisch sowie biocherhisc
charakterisiert werden. Dieses Protein konnte eaieeartige Zielstruktur antibiotischer

Strategien zur Behandlung véehromobacter xylosoxidansfektionen darstellen.

Im zweiten Teilprojekt wurden 69 Anthrachinon-, 60 Nucleosid- und dreird=ol-Derivate

durch funktionelle Calciummessungen an den Uracléutid-aktivierten P2Y-Rezeptor-
Subtypen 2, 4 und 6 pharmakologisch charakteridiBet genannten Rezeptoren spielen eine
wichtige pathophysiologische Rolle im menschlich@nganismus, und es besteht ein
dringender Bedarf an hochaffinen und selektiven rAgfen und Antagonisten. In der
vorliegenden Arbeit konnten fur jeden dieser drez&ptor-Subtypen affine und moderat
selektive Antagonisten gefunden, fur die Wirkunghiige Strukturmerkmale identifiziert
und erste Struktur-Wirkungsbeziehungen herausgeetieerden.

Die potentestehP2Y,-Antagonistenwaren das Anthrachinon-DerivaB3 (YB 88, Natrium-
1-amino-4-(2-hydroxy-2-phenyl-ethylamino)-9,10-die®,10-dihydro-anthracen-2-sulfonat,
ICs50=3,93 uM), das Uridin-Derivat 189 (SMA 64, 2-{[(2S,3S,4R,5R)-5-(3-Benzyl-2,4-
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dioxo-3,4-dihydro-2i-pyrimidin-1-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-2-dsonyl]-
amino}terephthalsaure, k= 3,84 uM) mit jeweils deutlich mehr als 3-facher Selekévit
gegenuber den Subtypen 4 und 6, sowie das schoantiek Tetrazol-Derival5 (AR-
C118925 1C50=0,371 uM mit mehr als 100-facher Selektivitat gegeniiben dé2Y,- und
rP2Ys-Rezeptor. Anséatze zur Optimierung vad83 zur Erhdhung der Affinitat und
Selektivitat kdnnten darin bestehen, die einzel&®antiomere der bisher nur racemisch
vorliegenden Verbindung zu untersuchen, um zu ib&p, ob die Konfiguration einen
Einfluss auf die inhibitorische Potenz nimmt. Vedhng 189 kénnte zukinftig durch
verschiedene Substituenten am N-3 modifiziert werdgas Carbonylamino-terephthalsaure-
Strukturelement ist wahrscheinlich fur die guteidtfit zum hP2¥-Rezeptor verantwortlich
und sollte aus diesem Grund beibehalten werden. Sdiektur-Wirkungsbeziehungen der
Tetrazol-Derivate deuten darauf hin, dass sich Affenitdt von 15 zum hP2¥%-Rezeptor
moglicherweise durch Substitution mit l&ngerkettigdlkylresten oder Halogenatomen am
kondensierten Ringsystem steigern liel3e.

Das Anthrachinon-Derivat 137 (YB 55, Dinatrium-1-amino-9,10-dioxo-4-(5-sulfo-
naphthalen-1-ylamino)-9,10-dihydroanthracen-2-wdt) und das Uridin-Derivat 171
(AMB 475.1, 5-[(2R,3S,4R,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydrd4zpyrimidin-1-yl)-3,4-dihydro-
xytetrahydrofuran-2-ylmethoxy]-isophthalséure), saa mit IG,-Werten von2,84 uM und
13,2 uM die besten inhibitorischen Potenzen der unterditbien Strukturklassen am
hP2Y,-Rezeptor auf. Gegeniliber den P2Y-Rezeptor-Subtypen 2 urniddssse etwa 3-fach
(137 bzw. mehr als 7-fachl1{l) selektiv. Versuchel71l zu optimieren, kdonnten darin
bestehen, das N-3 des Uridins mit kleinen hydropholResten wie beispielsweise
Alkylketten zu substituieren.

Der potenteste, in dieser Arbeit identifizierR2Y g-Antagonist war 135 (YB 87, Natrium-1-
amino-4-[2-(4-chlorphenyl)-ethylamino]-9,10-diox¢19-dihydroanthracen-2-sulfonat)  mit
einem IGgWert von 3,74 pM, mehr als 26-facher Selektivitat gegeniber demYhP2
Rezeptor und deutlich mehr als 3-facher Selektivijgégeniber dem hPZ¥Rezeptor.
Aufgrund der am rP2¥Rezeptor beobachteten Struktur-Wirkungsbeziehurkgemte eine
Substitution der Ethylkette dieser Verbindung mitydtophoben Gruppen oder
Halogenatomen zur Affinitatssteigerung beitragen.

Abb. 49 fasst die Strukturen und d&Werte der potentesten, neuen Inhibitoren zusammen.
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NH, 0 NH, 0 NH,

(0]
I I ! SO;Na I I ! SO;Na l I ! SO;Na
OH

0 HN\/§\© O HN o HN\/\©\
. C'

SO,Na
133 (YB 88) 137 (YB55) 135 (YB 87)
hP2Y,: 3,93 uM hP2Y,: 10,3 uM hP2Y,: > 100 pM
hP2Y,: >> 10 uM hP2Y,: 2,84 uM hP2Y,: >> 10 pM
rP2Yg: >>10 pM rP2Yy: ca. 10 pM rP2Y6: 3,74 uM

COOH COOH

T

HO  OH
189 SMA 64 171 AMB 475.1
hP2Y,: 3,84 uM hP2Y,: > 100 uM
hP2Y,: >> 10 uM hP2Y,: 13,2 pM
rP2Yg: > 100 uM rP2Y6: > 100 uM

Abb. 49. Strukturen und I¢;-Werte der potentesten in dieser Arbeit identifige P2Y-Rezeptor-
Antagonisten.

Zukunftig konnte die inhibitorische Potenz der \estgliten Verbindungen zusétzlich an
verwandten Zielstrukturen wie den P2Y-Rezeptor-fudxt P2Y 11121314 Und Ecto-
nucleotidasen untersucht werden. Aus hochaffinebiyp-selektiven Verbindungen kénnten
bei ausreichender chemischer und enzymatischeilitRadio- oder Fluoreszenzliganden
fur pharmakologische In-vitro-Testsysteme entwitkeerden. Wirksame P2YRezeptor-
Antagonisten kénnten beispielsweise Anwendung mB#handlung von entztndlichen und
neurodegenerativen Erkrankungen finden. Fur FR&zeptor-Antagonisten wird eine Rolle
in der Therapie der pulmonalen Hypertension digkuitHemmung des P2¥Rezeptors kann
zur Abschwéachung immunologischer Reaktionen und/asodilatation fihren.

Die in der vorliegenden Arbeit als potente P2Y-ReaeAntagonisten charakterisierten
Verbindungen gelten zukinftig als Leitstrukturenr fdie Weiterentwicklung dieser
Substanzklassen. Durch systematische Derivatigierdes Anthrachinon- bzw. Uridin-

Grundgeristes sowie den Aufbau und das Screenifgngmeicher Substanzbibliotheken
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kann ein detaillierter Einblick in die Struktur-Wungsbeziehungen dieser Substanzklassen
an den P2Y-Rezeptor-Subtypen erhalten werden. Cumnpestitzte Verfahren zum
Modelling der Bindungstasche der jeweiligen Rezegtokdnnten die Weiterentwicklung

zusatzlich unterstitzen.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Allgemeine Angaben

6.1.1 Gerate

Analysenwaage

Autoklav

Bakterienschiittler

Brutschranke

Einfrierbox fur Zellen

Elektrophorese-Kammer, vertikal
Falcon Tubes
Faltenfilter

Fluorimeter

Fotodokumentationssystem
Gelkamera

Glasfaserfilter

Halbmikrokivetten
Hamilton-Spritze
Harvester

Heizplatte mit Magnetrthrer

Homogenisator

Sartorius Competence CP 225D, Sasidsermany

Variokla’Dampfsterilisator, H+P
Systec 3850 ELV, Tuttnauer
Innova 4200 Incubator Shakewy Beunswick
Scientific, USA
Jouan IG 650
Heraeus HERACceEN240

Nalgene™ Cryo 1 °C Freezidgntainer, Cat. No.

5100-0001
BioRad, Mini Proteég™
Sarstedt (15 ml und 50 ml, steril)
Macherey & Nagel, MN 616
FLUOstar Galafy bmg Labtech
NOVOstaf, bmg Labtech
Geldoc, BioRad
Universal Hood II, BioRad
24er Harvester: Whatrfiagchleicher und Schiill
GF/B und GF/C
48er Harvester: Whatm8nSchleicher und Schilll
GF/B und GF/C
Cuvettes 10 x 4 x 45 mm, Sardb@di42
Miroliter, Syringes 705 (50 pl)amilton
Brandel M24, Gaithersburg MD, USA
Brandel M48, Gaithersburg MD, USA
RCT basic, IKA Labohaik
RW 16 basic, IKA Labortechnik
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Laminar-Airflow-Werkbanke

Liquid Scintillation Counter

Maxivials
Mikroskope

Mikrotiterplatten

Multipette

Minivials C
Petrischalen
PE-Bakterienrbhrchen
PE-Vials

pH-Meter

Photometer

Pipetten

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen fur Multipetten

Quarzkivetten

Safe-Lock Reaktionsgefalie

Schittelwasserbad

Software

NUNE Safe flow 1.2
NUNC® BIOFLOW
TRICARB 2900TR, Canberra Packard
Tri-Carb 2810TR, Perkin Elmer
Roth
Axiovert 25, Zeiss
Wilovert AFL, Hund
Microtest Plate 96, Sarstedt
Optiplate 96-F, Perkin Elmer; Greiner bio-one
Imaging Plate 96FC, Zell-Kontakt GmbH
Micro-Assay-Plate, Chimney, 96well, 655096, Greiner
bio-one
NUNC® 96well
Eppendorf MultipetféPlus
Roth
Sarstedt
Sarstedt
Polyethylenvials, 4 ml und 5 ml, Roth
WTW pH Elektrode SenTix 41
WTW pH 197, Weilheim, Germany
DO 530, Beckman
Eppendorf research (0,5-10 pl, 10-10Q@@L00 pl,
100-1000 pl, 1000-5000 ul)
Greiner Plastibr&n&rand; Sarstedt
Ritipprofessional, Ritter
Préazisionskiivetten aus Quarzglas SISRK,
10 mm, Hellm&, 101.150-QS
Eppendorf
GPBl11083, Gesellschaft fiir Labortechnik mbH
BLAST Protein Alignment
GraphPad Prisf) Version 3.0 und 4.0, San Diego, CA,
USA
ISIS™ Draw 2.4
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Tischzentrifugen

Transformator (Elektrophorese)

Ultraschallbad
Ultraturrax
Ultrazentrifuge
UV-Lampe
Vakuumpumpe

Vortexer

Waage

Wasserbad fur Zellkultur
Wipptisch

Zentrifuge

Zentrifugenrdéhrchen

Microsoft Excef und Microsoft Wor8 unter Office
2000
OLYMPUS Master, Version 1.42
Scaffold™, Version Scaffold —01_07_ (2006
Proteome Software Inc.
QuantityOne, Version 4.4.0

Beckman Alledt21 R, Beckman Coulter
BIOFUGE pico, Heraeus

Power Paimiversal™, BioRad

RK110H und RK52H, Bandelin Sonorex

T25 basic, IKA Labortechnik
SW 55Ti (Rotor), Beckman Coulter

CAMAG

MD 4C Vario, Vaccubrand

MS 1 Minishaker, IKA Labortechnik

SBC42, Scaltec

WWB 14, Memmert

MiniRocker MR-1, Kisker Produkte fur Bemthnologie
Beckman Avanti™, J-20XP und J-201, Beakm
Coulter

Beckman Centrifuge Tubes (294 mm, 50 ml)
Beckman Ultra-Clear™ Centrifuge Tubes (13 x
51,5 mm, 5 ml)

6.1.2 Kommerziell bezogene Chemikalien

Acrylamid

Adenin

Adenosin

ADA

5-Aminouracil
Ammoniumpersulfat
Ammoniumsulfat
Bis-Tris

Acros, 16485900
Sigma, A-8626
Sigma, A-9251
Calbiochem 116880, Fluka 01898
Aldrich, 855286
Sigma, A-3678
Roth, 3746.1
Roth, 9140.1
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Brilliant Blau G
5-Bromuracil

BSA, Albumin Fraktion V
Calciumchlorid-Dihydrat
CADO

CHAPS

Coomassie Brilliantblau G-250
CPA

Cytidin

Cytosin

DDM

Dihydrouracil

DMSO

DMSO, steril

DPCPX

DTT

EDTA, Dinatriumsalz-dihydrat
EGTA

Ethanol, p.A.

Ethanol, technisch
Folin-Reagenz

Folsaure

Fura-2 AM

Guanin

Guanosin

D-(+)-Glucose (wasserfrei)

Glycerol

Harnsaure
HEPES
Hypoxanthin
Inosin

5-loduracil

Sigma, B-0770

Fluka, 18660

AppliChem, A1391,0100

Fluka, 21097; Sigma, C3306
Fluka, 22997

Roth, 1479.1

AppliChem, 3480,001
Sigma, F-8031
Sigma, C-4654

AppliChem, A0815
AppliChem, A0819

Sigma, D-7628
Acros Organics, A015959701; AppliChem, A3608;
Roth, 4720

AppliChem, A3672

Tocris, 0439
AppliChem, A2948

Roth, X986.1
Roth, 3054.2

Merck, 1.00983

ZVE Bonn-Endenich

Sigma, F-9252

AppliChem, A2085

Invitrogen, Molecular Probes, 432647, F12
Sigma, G-0381

Sigma, G-6264

Sigma, G-7021

Acros, 158920010 AppliChem BioChemica,
A1123,1000

Fluka, 51449

Sigma, H-3375

AppliChem, A0700,0005; Sigma, H-9377
Sigma, 1-1024

Sigma, 857858
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Kaliumchlorid Fluka, 60128

Kaliumdihydrogenphosphat Sigma, P-9791

LSC-Cocktall Ready Safe™, Beckman Coulter
UltimaGold®, Canberra Packard

Magnesiumchlorid Fluka BioChemika, 63068; Sigma R68

Magnesiumsulfat Sigma, M-2643

Magnesiumsulfat-Heptahydrat AppliChem, A1037

Methanol Fluka Chemika, 65543; Sigma Aldrich, 32213

1-Methyluracil Aldrich, 293768

Native Mark™ Proteinstandard Invitrogen, LC0725

Native PAGE™ Invitrogen, BN1002BOX

4-16% Bis-Tris-Gel,

1.0 mm x 10 well

Native PAGE™ 20 x Cathode Invitrogen, BN2002, 6368
Buffer Additive

Native PAGE™ 5% G-250 Invitrogen, BN2004, 640147
Sample Additive

Native PAGE™ 20 x Running Invitrogen, BN2001, 6127
Buffer

Natriumcarbonat AppliChem, A1881
Natriumchlorid Grissing, 12264; Sigma, P-9541
Natriumhydrogencarbonat Sigma, S-5761
Natriumhydroxid 0,1 N Merck, 109959

NECA Sigma, E-2387

Oregon Greeh488 BAPTA-1, AM  Molecular Probes, 06807
Orotsaure Sigma, 0-2750
ortho-Phosphorsaure 85% AppliChem, A0637, 1000
Pluroni® F-127 Sigma, P-2443
Polyethylenimin-Lésung (50%) Sigma, P-3143

2-Propanol, technisch ZVE Bonn-Endenich
Proteinmarker Invitrogen, Mark12™ LC5677
Protein Assay Kit Sigma DiagnostftsP-5656
Reactive blue 2 AlexfsBiochemicals, 550-293-G005

Rotiphores® Gel 30 Roth, 3029.1
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R-PIA Sigma, P4532

Salzsaure 37% Riedel-de Haen, 234569
SDS Acros, 419531000

SDS-L6sung 20%
(+)-Sucrose
TEMED

Thymidin

Thymin

Tricin

TRIS, ultrapure (mind. 99,9%)
TRIS & 99,3%)
Uracil

Uridin

UDP

UMP

UTP

Xanthin

6.1.3

AMB-Substanzen

jcb-Substanzen

MG-Substanzen

Reactive Blue-2

SMA-Substanzen

SW-Substanzen

AppliChem, 3942
BioChemika, 84097
Acros, 420580500; Roth, 2367.1
Sigma, T-1895
Sigma, T-0376
Sigma, T-5816
AppliChem, A1086,1000
Roth, AE15.3
Fluka, 94220
Sigma, U-6381
AppliChem, A3852
Sigma, U-9376
AppliChem, A2237
Sigma, X-7375

Nicht-kommerziell bezogene Chemikalien

von Dr. Andreas Brunschweiger, AKI&A(
synthetisierte Verbindungen

von Dr. Joachim Burbiel, Ak Mulemthetisierte
Verbindungen

von Dr. Markus Glanzel, Freiburgtlsgtisierte
Verbindungen

Die kommerziell bezogene Substamzig/von Dr.
Younis Baqi, Ak Muller, aufgereinigt.

von Dr. Andreas Brunschweider, AKI®A[
synthetisierte Verbindungen

von Dr. Stefanie Weyler, Ak Mullgntketisierte
Verbindungen
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Uracil-Derivate

YB-Substanzen

6.1.4 Radioliganden

[*H]CCPA

[*H]Uracil

von Dr. Phuoc Lee, Thomas Borrmand
verschiedenen Doktoranden im Ak Muller
synthetisierte Verbindungen

von Dr. Younis Baqi, Ak Miiller, syetisierte
Verbindungen

spezifische Aktivitat = 42,6 Ci/mmol (1,58d/mmaol),

PerkinElmer Life Sciences

spezifische Aktivitat = 47,0 Ci/mmol (1,7#Bg/mmol),

Amersham GE Healthcare

spezifische Aktivitat = 43,3 Ci/mmol (1,60 TBg/mo

Moravek Biochemicals and Radiochemicals

6.1.5 Bakterien- und Zellkulturbedarf sowie Nahrmeden

Agar

AppliChem, A0949,0500

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)  Gibco, 4¥8629; Cambrex, BE12-604F

Einmalpipetten, serologisch

Falcon Tubes
Fotales Kalberserum
G418

GlutaMax™

hP2Y,-1321N1-Astrozytomzellen

hP2Y,-1321N1-Astrozytomzellen

rP2Ys-1321N1-Astrozytomzellen

Kryovials, steril

Costa@tripette, Sarstedt

Sarstedt (15 ml und 50 ml, steril)

Sigma, F-0804
Calbiochem, 34510
Gibco, 35050-038

Dr. Petra Hillmann, Ak N&ii, Universitat
Bonn

Dr. Gary Weisman, Uniugrsf Missouri-
Columbia, Columbia, MO, USA

Dr. Gary Weisman, Uniugrsf Missouri-
Columbia, Columbia, MO, USA
Sarstedt

Kulturkolben, Glas, in Erlenmeyerform Roth

LB-Agar

LB-Pulvermedium

Invitrogen, 22700-041
AppliChem, A0954,500
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Penicillin-Streptomycin-L6sung (10000 U/ml Invitrexg, 15140130;

Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin) Cambrex, DE17260

Phenolrot (0,5%) Sigma, P-0290

Spritzen, steril Braun

Sterilfilter fur Spritzen Rotilab® Spritzenfilter, 0,22 pM, Roth
P644.1

Trypsin (2,5%) Lonza, 17-160

Trypsin/EDTA PANP, P10-023100; Gibco, 25300-054;
Cambrex, BE17-161E

Ultraglutamin Cambrex, BE17-605E/U1; Lonza,
7MB0219

Zellkulturflaschen Greiner-bio-one, Sarstedt

6.1.6 Bakterienkulturen, Rattenhirne und kultivierte Zelllinien

Die in Kultur gehaltenen Bakterien und Zellen, sewdie zur Praparation bezogenen

Rattenhirne sind nachfolgend beschrieben.

Bakterienkulturen

Die aus kontaminiertem Tris-Waschpuffer (50 mM, @) isolierten Bakterienstamme
wurden von Hannelore Brissel am Institut fur Tiessgnschaften, Physiologie und Hygiene
der Universitat Bonn charakterisiert. ldentifizienurden die StammeAchromobacter
xylosoxidangWahrscheinlichkeit: 94,5%)Achromobacter denitrificanéNahrscheinlichkeit
82,2%) undAchromobacter Iwoffi{Wahrscheinlichkeit 98,19f° Fiir weitere Experimente
am Achromobacter xylosoxidansvurde dieser bei der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) in Breschweig kommerziell

erworber?®® Tab. 34listet die wichtigsten Charakteristika auf.
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Tab. 34. Spezifikationen des kommerziell erworberfehromobacter xylosoxidans

Name: Achromobacter xylosixidansubsp.xylosoxidang*®
DSM-Nr.: 2402

weitere Sammlungs-Nr.: ATCC 27061, NRRL 84082

isoliert aus: Ohr-Ausfluss

Kulturmedium: Pepton (5,0 g), Fleischextrakt (3)0gpf. Agar (15,0 g),
destilliertes Wasser (1,0 I); pH auf 7,0 eingettdl °C

geliefert als: Vakuum-getrocknete Kultur

Risiko-Gruppe: 2

Rattenhirne
Die Rattenhirne der Bezeichnung ,Rat Brain UnseighpCode 56004-2, Lot 36425, Amt 25
EA, 1-800-643-3426" werden von der Firma Pel-Fré@eBmlogicals, Rogers, aus Arkansas

in den USA bezogen. Bis zur Préaparation werdebeie-80 °C aufbewahrt.

Kultivierte Zelllinien
Gearbeitet wird mit 1321N1-Astrozytomzellen, detésprung im humanen Hirn liegt.

Tab. 35. Charakteristika der kultivierten Zelllinien.

Zelllinie Vektor/Expressionssystem
hP2Y, 1321N1 Astrozytom PLXSN
pcDNAS.1

stabil transfiziert,
positive Klone mit Geneticin selektiert

hP2Y, 1321N1 Astrozytom pPLXSN M28248
pcDNAS.1
stabil transfiziert,
positive Klone mit Geneticin selektiert

rP2Ys 1321N1 Astrozytom PLXSN M28248
stabil transfiziert,
positive Klone mit Geneticin selektiert
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6.2 Puffer und Losungen

6.2.1 Lésungen fur Radioligand-Bindungsstudien

ADA-L6sung 2 mg/ml

Aus dem Originalgefal3, welches 5 mg ADA mit 222nUénthalt, werden 45 pl enthommen
und mit 180 pl Tris-Inkubationspuffer (50 mM, pHtY versetzt. Die Losung wird bei 4 °C

gelagert.

PEI-L6sung 0,3%

50 ml der 50%igen PEI-L6sung werden mit 450 m| deralisiertem Wasser versetzt, und

die so entstandene 10%ige PEI-L6sung wird bei g€l@gert. 6 ml dieser Losung werden in
der dafiir vorgesehenen Plastikwanne mit 194 ml deraiisiertem Wasser gemischt. Diese

0,3%ige Losung wird ebenfalls bei 4 °C gelagert.

Sucrose-Losung 0,32 M

109,5 g Sucrose werden in 11 bidestilliertem alatalkerten Wasser gelést und auf 4 °C

abgekuhlt. Die Lésung ist vor Gebrauch frisch hstellen.

Tris-Inkubationspuffer 50 mM, pH 7,4
6,06 g TRIS (Tris ultrapure, mind. 99,9%erden in etwa 900 ml bidestilliertem Wasser
geldst, mit konzentrierter Salzsaure (37%) auf pd &ngestellt und mit bidestilliertem

Wasser auf 1| aufgefillt. Die Losung wird autokéat und in einer Glasflasche bei 4 °C

gelagert. Der so hergestellte Puffer wird maxiniae Monat lang verwendet.

Tris-Waschpuffer 50 mM, pH 7,4
6,06 g Tris (Tris> 99,3%) werden in 1 | bidestilliertem Wasser geldsti mit konzentrierter

Salzsaure (37%) auf pH 7,4 eingestellt. Der Puffied in einer Glasflasche bei 4 °C gelagert.
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6.2.2 Lésungen fur die Kultur von Bakterien und Zelen

DMEM mit Zusatzen

500 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) werd unter der Sicherheitswerkbank
mit 50 ml FCS, 5 ml Ultraglutamin und 8 ml G418 sefzt. Die Mediumflasche wird
verschlossen, gut geschuttelt und bei 4 °C gela§ertst sie etwa einen Monat lang haltbar.

EDTA-Stammldsung 0,1 M
3,7 g EDTA werden ad 100 ml in demineralisiertems®éx gelost. Der pH-Wert wird auf 7,6

eingestellt, bevor die Losung bei Raumtemperatlagget wird.

FCS
500 ml FCS werden aufgetaut, bei 56 °C 30 min larigeinaktiviert, in sterile GefalRe a
50 ml aliquotiert und bei —20 °C gelagert, Herstall unter der Sicherheitswerkbank.

50 mg/ml G418

Die Geneticin-Festsubstanz mit einem bestimmtenar@dn-spezifischen Anteil aktiver

Wirksubstanz (pg/mg) wird in bidestilliertem, aumkertem Wassers gel6st, so dass die
Konzentration an aktiver Substanz 50 mg/ml entgpriDie Losung wird sterilfiltriert, in
sterile Gefal3e aliquotiert und bei —20 °C geladeetstellung unter der Sicherheitswerkbank.

LB-Medium
25 g LB-Pulvermedium werden unter Rihren in 900bmdestilliertem Wasser gelost. Der
pH-Wert wird mit 1 N NaOH auf 7,5 eingestellt. Nagffillen auf 1 | wird die Losung

autoklaviert und anschlie3end bei 4 °C gelagert.

Nahragar
32 g LB-Agar werden in einem Becherglas in eina@irldn Menge bidestilliertem Wasser

angeschlemmt und homogenisiert. Nach Auffullen bidestilliertem Wasser auf 1 | wird die
Suspension autoklaviert. Die nach dem Autoklavienesh warme Agar-Losung wird auf
Petrischalen gegossen, so dass pro Schale einebatwa hohe Agarschicht entsteht. Nach
Abklhlen und Aushéarten der Agarschicht werden dibatn mit Deckel versehen und auf

diesem lagernd bei 4 °C aufbewabhrt.
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Phosphat-gepufferte Salzlésung (phosphate buffsatkde, PBS)

8,8 g NaCl, 0,2 g KCl und 1,3 g PO, x 2 H,O werden ad 1 | in demineralisiertem
Wasser geldst. Anstelle von 1,3 g NRO, x 2 H,O kdnnen auch 1,1 g WdPO, und 0,2 g
KH,PO, eingewogen werden. Der pH-Wert wird mit Salzs&iréo auf pH 7,4 eingestellt,

bevor die L6sung autoklaviert und anschlieRendRaeimtemperatur gelagert wird.

Trypsin-EDTA-LGsung
500 ml PBS-Puffer werden mit 0,6 ml EDTA-Stammlégunl M versetzt und autoklaviert.

Unter der Sicherheitswerkbank werden 10 ml stefliggosin (2,5%) und 0,375 ml steriles
Phenolrot (0,5%) sterilfiltriert zugegeben. Die udg wird gut durchmischt, in autoklavierte

Gefal3e aliquotiert und bei 4 °C gelagert.

6.2.3 Lésungen fur Solubilisierungen

CHAPS-LOsung 1% (m/V) in Tris-Inkubationspuffer
0,1 g CHAPS werden in 10 ml Tris-Inkubationspuffglost. Die Lésung wird in einer

Braunglasflasche bei 4 °C gelagert.

DDM-L38sungen in Tris-Inkubationspuffer
Die Herstellung von DDM-Ldsungen der Konzentratiori€o (m/V), 0,5% (m/V) und 0,25%

(m/V) erfolgt durch Verdiinnung einer Losung mit #enzentration 5% (m/V). Dazu werden
0,1 g DDM in 2 ml Tris-Inkubationspuffer gelost. iZtderstellung der 1%igen Lésungen
werden nun 400 pl der 5%igen Losung zu 1600 pl-hksbationspuffer pipettiert und auf
dem Vortexer gemischt. Zur Herstellung der 0,5%i¢ésung werden 800 pl der 1%igen
Losung zu 800 pl Tris-Inkubationspuffer pipettienid auf dem Vortexer gemischt. Zur
Herstellung der 0,25%igen Losung werden 400 ul @&kobigen Lésung mit 400 pl Tris-

Inkubationspuffer gemischt. Die Losungen werdeBraunglasflaschchen bei 4 °C gelagert.

DDM-L8sung 0,5% (m/V) in Tris-Inkubationspuffer

15mg DDM werden in 3 ml Tris-Inkubationspuffer @&l Die Losung wird in einer

Braunglasflasche bei 4 °C gelagert.
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6.2.4 Lésungen fur Gelelektrophoresen

Es werden zwei Arten von Gelelektrophoresen duriihge Die Herstellung der zugehérigen

Puffer und Losungen wird nachfolgend beschrieben.

Blau-native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PA)
Die Puffer fur die Blau-native Polyacrylamid-Geldi®phorese sind im folgenden

beschrieben.

Anodenpuffer fir Blau-native Polyacrylamid-Geleleithorese

50 ml des 20-fachen Native PAGE™ Running Buffersd@a mit demineralisiertem Wasser

ad 1 | aufgefullt.

Dunkelblauer Kathodenpuffer fir Blau-native Polydamid-Gelelektrophorese
10 ml des 20-fachen Native PAGE™ Running Buffersdea mit 10 ml des 20-fachen
Native PAGE™ Kathoden-Additivs gemischt und mit deenalisiertem Wasser ad 200 ml

aufgefulit.

Hellblauer Kathodenpuffer fir Blau-native Polyaenylid-Gelelektrophorese
10 ml des 20-fachen Native PAGE™ Running Buffersdea mit 1 ml des 20-fachen Native
PAGE™ Kathoden-Additivs gemischt und mit deminesialitem Wasser ad 200 ml

aufgefullt.

Native PAGE™ Running Buffer
Zur Herstellung des 20-fach konzentrierten Laufpugfwerden 209,2 g (1 M) Bis-Tris und
179,2g (1 M) Tricin ad 1 | in bisdestilliertem Was gelost. Der Puffer ist bei

Raumtemperatur bis zu sechs Monate lang haltbardgtstellung des einfach konzentrierten

Puffers werden 50 ml des 20-fach konzentrierterddPaiimit demineralisiertem Wasser ad 1 |

aufgefillt.

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophores (SDS-PAGE)
Im folgenden ist die Zusammensetzung der Gele witkPfir die Durchfihrung der SDS-
PAGE erlautert.
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Anfarbeldsung A fur SDS-PAGE
100 ml Methanol werden mit 4 ml Phosphorsédure 85&tigcht und ad 200 ml mit

demineralisiertem Wasser aufgeflillt. Die Losungdviiei Raumtemperatur gelagert.

Anfarbeldsung B fir SDS-PAGE
68 ml Methanol werden mit 4 ml Phosphorsaure 85%igeht und nach Zugabe von 34,4 g

Ammoniumsulfat mit demineralisiertem Wasser auf 20Qaufgefullt. Die Losung wird bei

Raumtemperatur gelagert.

Anfarbel6ésung C fur SDS-PAGE

100 ml von L6sung B werden mit 66 mg Coomassiddriblau G-250 versetzt. Die Losung

wird bei Raumtemperatur gelagert.

Laufpuffer fir SDS-PAGE
Zur Herstellung des 10-fach konzentrierten Laufprsfwerden 30,3 g TRIS (Tris ultrapure,
mind. 99,9%) und 144,1 g Glycin in 1 | deminera&itgm Wasser geldst. Der pH-Wert wird

mit konzentrierter Salzsaure (37%) auf pH 8,6 estgJ#t. 1 | einfach konzentrierter Puffer
wird durch Mischen von 100 ml zehnfach konzenteiert Puffer mit 895 ml
demineralisiertem Wasser und Zugabe von 5 ml SDS#sh¢ (20%) hergestellt.

Probenpuffer fir SDS-PAGE

Zur Herstellung des 4-fach konzentrierten Puffeesden 2 g SDS in einer Mischung aus
8 ml Tris-Puffer (1 M, pH 6,8), 10 ml Glycerin, 1l lBromphenolblaulésung (1%ig in.B),

6 ml H,O und 5 mlp-Mercaptoethanol gelést. Der Puffer wird mit deoltr 1:4 (V:V)

verdinnt.

Sammelgel 5% fir SDS-PAGE
1,67 ml Rotiphorese Gel 30 werden mit 1,25 ml Tris-Puffer (1 M, pH 5,80 ul SDS-
Losung 20%, 10 pl TEMED und 50 pl Ammoniumpersidising (10% in demineralisiertem

Wasser) gemischt und mit demineralisiertem Was$éd:0z0 ml aufgefullt.
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Trenngel 10% fur SDS-PAGE
5,0 ml Rotiphoreseé Gel 30 werden mit 7,5 ml Tris-Puffer (1M, pH 8,8)5,2 pul SDS-
Loésung 20%, 12,0ul TEMED, 106,0ul  Ammoniumpersthifsung (10% in

demineralisiertem Wasser) und 2,5 ml demineratisie\Vasser gemischt.

6.2.5 Ldsungen fur intrazellulare Calciummessungen

Krebs-HEPES-Puffer (KHP)

Zu Herstellung des 5-fach konzentrierten Puffersder 16,85 g (118,6 mM) NacCl, 875 mg
(4,7 mM) KCI, 400 mg (1,2 mM) KKPO,, 875 mg (4,2 mM) NaHC€ 5,25 g (11,7 mM) D-
Glucose und 5,95 g (10 mM) HEPES (freie Saure)5a ml bidestilliertem Wasser gelost
und mit NaOH (1 N) auf pH 7,4 eingestellt. Mit batidiertem Wasser wird auf 500,0 ml

aufgeflllt. Diese Losung wird in Aliquots a 100 bdi —20 °C gelagert.

Zur Herstellung des einfach konzentrierten Kreb$2HE-Puffers werden 100 ml des 5-fach
konzentrierten Krebs-HEPES-Puffers aufgetaut, @t gl 1 M CaCJ-Stammlésung und mit
600 ul 1 M MgSQ@-Stammlbésung versetzt und mit bidestilliertem Wasaef 500,0 ml
aufgefullt. Der pH-Wert wird kontrolliert (Soll: pH 7,4), gegebenenfalls eingestellt und der
Puffer a 100 ml aliquotiert und bei —20 °C bzw.mambruch bei 4 °C gelagert.

Calciumchlorid-Stammlésung 1 M
1,47 g CaCGl x 2 H,O werden ad 10 ml in bidestilliertem Wasser gelbst. Losung wird beli

Raumtemperatur gelagert.

Magnesiumsulfat-Stammlésung 1 M
2,465 g MgSQ x 7 H,O werden ad 10 ml in bidestilliertem Wasser gelbst. Losung wird

bei Raumtemperatur gelagert.

Oregon Green-Stammlésung
50 pug des Fluoreszenzfarbstoffes Oregon Green 488TB-1/AM (M, = 1258,07 g/mol)

werden unter Lichtausschluss in 39,7 ul wasserfreiBMSO gel6st, so dass die
Konzentration 1 mM betragt. Die Stammlésung wirdlip ml-EppendorfgefaRe zu je 3 pul

aliquotiert und bis zur Verwendung unter Lichtalndsgss bei —20 °C gelagert.
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Fura-2-Stammlésung

50 ug des Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2/AM (M 1001,86 g/mol) werden unter
Lichtausschluss in 49,9 ul wasserfreiem DMSO gelést dass die Konzentration 1 mM
betragt. Diese Losung wird in 1,5 ml-Eppendorfgefé® je 3 pl aliquotiert und bis zur
Verwendung unter Lichtausschluss bei —20 °C getager

Pluroni¢®-F127-Stammlésung

200 mg des Detergenzes Pluronis F-127 werden im8@MSO gel6st. Diese Lésung wird
in einem Braunglasgefald bei Raumtemperatur gelagert

UDP-Stammldsung 10 mM
22,41 mg UDP-Di-Natriumsalz werden in 5,0 ml bidesttem Wasser gel6st, a 250 pl oder

weniger aliquotiert und in Eppendorf-Gefal3en bél =2 gelagert.

UTP-Stammldsung 10 mM
29,31 mg UTP-Tri-Natriumsalz werden in 5,0 ml biilkertem Wasser gelost, a 250 pl oder

weniger aliquotiert und in Eppendorf-Gefal3en bél =2 gelagert.

6.3 Membranpréparationen

6.3.1 Membranpraparation desAchromobacter xylosoxidans

Eine bei —80 °C gelagerte Glycerinkultur bzw. drinerziell erworbene Originalkultur des
Achromobacter xylosoxidanwird angetaut. 50 pl dieser Kultur werden in ei nil-
Bakterienrohrchen dberfuhrt, welches 4 ml LB-Mediemthalt. Nach etwa sechsstindiger
Inkubation bei 30 °C mit einer Schuttelgeschwinéigkon 220 rpm ist die Suspension durch
die Vermehrung der Bakterien deutlich getriibt, sssdeine Ubernacht-Kultur angelegt
werden kann. Dazu wird der Inhalt des Bakterieroidéns in einen Kulturkolben mit 300 ml
LB-Medium Uberfihrt und mit einer Schittelgeschvigkeit von 220 rpm bei 30 °C im
Bakterienschuttler Gber Nacht inkubiert. Hat diesf@nsion am nachsten Morgen die
gewulnschte Tribung erreicht, wird sie zu gleicheileh in 50 ml-Beckmann-Zentrifugen-
Rohrchen aufgeteilt (acht Rohrchen a etwa 40 mlt@aasuspension) und 10 min bei
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10000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die Uberstandedsa verworfen und die Pellets in 50 pl
eiskaltem autoklavierten Tris-Puffer (50 mM, pH)7,3je Milliliter Bakterien-
Ausgangssuspension resuspendiert. Durch erneutefdgation bei 10000 x g und 4 °C fir
eine Dauer von 10 min werden letzte Mediumreste dars Pellets herausgewaschen. Die
Uberstande werden verworfen und die Pellets in I58igkaltem autoklavierten Tris-Puffer
(50 mM, pH 7,3) je Milliliter Bakterien-Ausgangsqesion resuspendiert. Fiur eine Dauer
von 10 s wird die Suspension mittels Ultraturraxdaschwindigkeitsstufe 1 homogenisiert,
bevor sie 5 min lang bei 200 x g und 4 °C zentrdugwird. Das Pellet (P1) wird verworfen
und der Uberstand (Ul) 10s lang mittels Ultratarrin Geschwindigkeitsstufe 1
homogenisiert. Die Suspension (U1) wird 1 h lang48900 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand (U2) wird verworfen und das Pellet (R20LO pl eiskaltem autoklavierten Tris-
Puffer je Milliliter Bakteriensuspension resuspent]iwobei zur besseren Resuspendierung
der Vortexer verwendet werden kann. Nach einer edrbéstimmung wird die
Membranpréparation aliquotiert und bei —80 °C gethgSo ist sie mehrere Monate lang
haltbar.

6.3.2 Préaparation von Rattenhirn-Cortex als Quelldir Adenosin-A;-Rezeptoren

Die bei —80 °C gelagerten Rattenhirne werden asf dfigetaut und mit Sucrose-Losung
(0,32 M) betraufelt. Prapariert wird auf einer eisghlten Glasplatte. Zur Gewinnung des
Cortex werden die Rattenhirne mit einer Pinzettekdainhirn festgehalten und die aulR3eren
2-3 mm des Rattenhirns, die Hirnrinde, mit einenalfd&l abgeschabt, bis das darunter
liegende, deutlich hellere Gewebe sichtbar wirds Bartex wird in 100 ml eiskalter Sucrose-
Losung (0,32 M) gesammelt und mit dem Ultraturrak @Stufe 3 etwa 60 s lang zerkleinert.
Diese Suspension wird auf Zentrifugenréhrchen ae&® ml aufgeteilt und austariert, bevor
sie zur Abtrennung grober Zelltrimmer 10 min laeg 1000 x g und 4 °C zentrifugiert wird.

Die Pellets werden verworfen und der UberstandZauftrifugationsrohrchen a etwa 30 ml
aufgeteilt und austariert. Bei 37000 x g und 4 °%@wt h lang zentrifugiert. Die Uberstande
werden verworfen und die einzelnen Pellets in jemBOeiskaltem bidestillierten und

autoklaviertem Wasser aufgenommen. Mittels Ultratar werden die Suspensionen in
Geschwindigkeitsstufe 3 etwa 10 s lang homogemjdievor sie 45 min lang bei 37000 x g
und 4 °C zentrifugiert werden. Die Uberstande (W&yden verworfen und die Pellets (P1) in
je 30 ml eiskaltem Tris-Inkubationspuffer resuspentdErneut erfolgt Homogenisierung mit

dem Ultraturrax in Stufe 3 fur eine Dauer von 18eyor 45 min lang bei 37000 x g und 4 °C
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zentrifugiert wird. Die Uberstande (U2) werden verfen und die Pellets (P2) in 4 ml Tris-
Inkubationspuffer pro g Nassgewicht resuspendiedt mit dem Homogenisator 3—4 mal auf
Stufe 7-10 homogenisiert. Die Suspension wird ipdfplorf-Gefalle a 1 ml aliquotiert und
bei —80 °C eingefroren. Die Proteinkonzentratiorrdwnach der Methode von Lowry

bestimmt.

6.4 Glycerinkultur des Achromobacter xylosoxidans

Zum Anlegen einer Glycerinkultur de&chromobacter xylosoxidansierden 4 ml LB-
Medium und 1 ml einer Ubernachtkultur de&chromobacter xylosoxidansn ein
Bakterienrohrchen gegeben. Die Suspension wird30¢€C und 200 rpm 2 h lang inkubiert.
Anschliel3end werden 850 pl dieser Suspension istenles Eppendorf-Gefald vorgelegt, mit
250 ul Glycerol versetzt und gemischt. Diese Gliydéendtur wird bei —80 °C eingefroren, wo
sie durch den Frostschutz des Glycerols mehrereabdddang haltbar ist.

6.5 Zellkultur

6.5.1 Auftauen von Zellen

Zur Aufzucht der Zellen werden kleine bzw. mittelde Zellkulturflaschen mit einer
Bodenflache von 25 bzw. 75 éneingesetzt. Unter der Sicherheitswerkbank werdem 4
(kleine Flasche) bzw. 13 ml (mittelgroRe FlaschegdMm mit Zusatzen in die Flasche
gegeben. Diese wird zur Einstellung des pH-Wertes der Temperatur fur etwa 15 min in
den Brutschrank gelegt. Dort betragt die Tempera8i# °C bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 95% und einem G&ehalt von 5%. Ein 1,5 ml-Backup der
entsprechenden Zelllinie, welches bei —80 °C imfKTiklschrank oder bei —196 °C in
flussigem Stickstoff gelagert wird, wird zigig dor&rwéarmen in der Hand aufgetaut und
unter sterilen Bedingungen in die vorbereitete kKigdurflasche tberfihrt. Zum Vereinzeln
der Zellen kann die Zellsuspension mit einer stariPipette mehrmals vorsichtig auf und ab
pipettiert werden, bevor die Flasche in den Brutsck gelegt wird. Wenn sich nach einigen

Stunden bei Betrachtung unter dem Mikroskop adhérZellen am Flaschenboden zeigen,
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wird das Medium gewechselt. Bei nur wenigen adHhareZellen wird das Medium nur zur

Halfte gegen frisches ausgetauscht, um den Zetleh atwas Zeit zu geben, sich anzuhaften.

6.5.2 Zellvermehrung

Die eukaryontischen Zelllinien werden im Brutschr&®i einer Temperatur von 37 °C, einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 95% und einem &Gehalt von 5% in grol3en
Zellkulturflaschen mit einer Bodenflache von 175%daltiviert. Ein Austausch des Mediums
sollte alle 2-4 Tage erfolgen, spatestens jedochnnwder im Medium enthaltene
Farbindikator von rot nach gelb umschléagt. Bei eikenfluenz der an der Bodenflache
adharenten Astrozytomzellen von 80-90% wird dasiMacentfernt und die Bodenflache der
Zellkulturflasche mit etwa 10 ml 37 °C warmem PB&#er gesplilt. Durch Zugabe von etwa
3 ml vorgewarmter Trypsin/EDTA-L6sung und Inkubatiovon wenigen Minuten im
Brutschrank werden die Zellen von der Kulturflasdisgelost, wobei Klopfen gegen die
Seitenwande der Kulturflasche zu einem mdglichstngjtativen Ablosen der Zellen fihrt.
Die Reaktion der Zellen mit Trypsin wird durch degabe von Medium mit Zusatzen und
das darin enthaltene FCS gestoppt. Das Volumemnzugebendem Medium richtet sich nach
dem kommenden Splittverhaltnis der Zellen. Die éagtomzellen kdnnen in Verhaltnissen
von 1:2-1:20 gesplittet werden. Die Zellsuspensioml nach der Zugabe von Medium mit
Zusatzen mehrmals auf und ab pipettiert, um diéeBetu vereinzeln, bevor die Suspension
auf neue, mit vorgewarmtem Medium beflllte Zellkuliaschen aufgeteilt wird. Diese

werden unter den oben genannten Bedingungen larttivi

6.5.3 Einfrieren von Zellen

Hierzu werden die Zellen wie oben beschrieben nmtp3in/EDTA abgeldst, und diese
Reaktion durch die Zugabe von etwa 20 ml Medium @iisdtzen gestoppt. Die
Zellsuspension wird in ein steriles 50 ml-Falcorb&uiberfihrt und 5 min lang bei 200 x g
und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird verwarfiend das Zellpellet in einer Mischung
aus 50% DMEM, 40% FCS und 10% sterilem DMSO resugiget. Die so entstandene
Suspension wird in Kryovials zu je 1,5 ml aliquatieund mit Hilfe der Einfrierbox bei

—80 °C eingefroren. Nach 24 h kénnen die Kryoves der Einfrierbox entnommen und
regular bei —80 °C gelagert werden. Nach einigegehakénnen sie fur eine langere

Aufbewahrung in den Stickstofftank Gberfihrt werden
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6.6 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration der Rattencortex-Membrapgaration wird hier durch die Methode
nach Lowry bestimn®® Die Proteinkonzentration der Membranpréaparations de

Achromobacter xylosoxidangrd nach der Bradford’schen Methode ermitt&tt.

6.6.1 Methode nach Lowry

Die Methode der Proteinbestimmung nach Lowry st kolorimetrisches Verfahren zur
Bestimmung der Konzentration I6slicher und unldeic Proteine d&f* In einer ersten
Reaktion, der sogenannten Biuret-Reaktion, bilden Reptidbindungen der Proteine mit
Cu**-lonen aus einem Kupfertartrat-Reagenz in alkaéisdtbsung einen blauen Komplex,
woraufhin Kupfer (Il) nach einem bislang unbekannkechanismus zu Kupfer (I) reduziert
wird. Die Cu-lonen sind nun in der Lage, die im gelben Foliogiteau-Reagenz
enthaltenen Molybdan(VI)- und Wolfram(VI)-Heterogsfiuren zu reduzieren, was als
Molybdanblaureaktion bezeichnet wird. Dabei andgch die Farbe des Folin-Coicalteau-
Reagenzes von gelb nach blau, wobei die Interg#i@Blaufarbung im Gultigkeitsbereich des
Lambert-Beerschen-Gesetzes proportional zum Pgebalt der Probe ist und somit zur
guantitativen Bestimmung des Proteingehaltes hemogen werden kann. Dabei wird die
Absorption der blauen Losung als Funktion der Pn&tenzentration graphisch dargestellt.
Mittels des aus der Geradengleichung als Steigungmittelten molaren
Extinktionskoeffizienten kann somit flr eine belgd Proteinprobe die Konzentration
bestimmt werden, wenn diese unter gleichen Bediggarund im Giltigkeitsbereich des
Lambert-Beerschen Gesetzes vermessen wird. Pragagen von 20—-200 pg/ml sind gut zu
erfassen. Die Proteinbestimmung nach dieser Metkada durch TRIS, Ammoniumsulfat,
EDTA, Saccharose, Citrat, Phenole, reduzierendstdnoben und verschiedene Detergenzien
gestort werden. Ist dies der Fall, missen die Pmteunédchst mit Trichloressigsaure
ausgefallt und in einem wassrigen Losungsmittedltdslisiert werden.

Regenzien fur die Proteinbestimmung nach Lowry
A N&CO; 10g
NaOH, 0,1 N ad 500 ml
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B CwSO, x 5 HO 0,25¢g
Na-tartrat 059
bidestilliertes Wasser ad 50 ml

CwSO, x 5 HO und Na-tartrat sollten zunachst getrennt gelédtdann vereint werden, da
es sonst zu Ldslichkeitsproblemen kommen kann. mgguund B sind bei Raumtemperatur

unter Lichtausschluss mehrere Monate lang haltbar.

C Frisch ansetzen: 50 Teile LosuAgt 1 Teil LOsund3

D Folin & Coicalteau’s Phenol Reagent working soluatio
Folin-Reagenz 18 ml
bidestilliertes Wasser ad 90 ml

Durchfiihrung

Es wird eine Stammlésung von BSA in bidestilliertevasser hergestellt, deren
Konzentration 1 mg/ml betragen soll. Die genaue zéoration wird durch die Messung der
optischen Dichte OD bestimmt. Bei einer Messwe#iagk von 280 nm und Messung in einer
Quarzkuvette betragt die OD fur eine Losung der zémtration 1 mg/ml 0,66. Somit kann
per Dreisatz aus der gemessenen OD die tatsédci{icheentration der BSA-Stammlésung
berechnet werden. Aus dieser Stammlosung werdediviaungen (Duplikate) mit 200 pl
Endvolumen je Verdiinnung in Tris-Inkubationspuf(8® mM, pH 7,4) hergestellt, so dass
sich folgende Konzentrationen ergeben: 50 pg BSA&@lul BSA-Stammldésung + 190 pl
Tris-Puffer), 100 pg BSA/ml (20 pl BSA-Stammlésurg 180 ul Tris-Puffer), 200 pg
BSA/ml (40 ul BSA-Stammloésung + 160 pl Tris-PuffeB00 ug BSA/ml (60 ul BSA-
Stammldsung + 140 ul Tris-Puffer), 400 ug BSA/nd (8 BSA-Stammlosung + 120 pl Tris-
Puffer) und 500 pg BSA/ml (100 pul BSA-Stammlosund 00 pl Tris-Puffer). Die genauen
BSA-Konzentrationen dieser Verdinnungen werden raohltker tatsachlichen Konzentration
der BSA-Stammlosung berechnet und zur Erstellung Kigibriergeraden im Programm
Excel’ zugrunde gelegt. Die zu bestimmende Proteinprobel vebenfalls in Tris-
Inkubationspuffer verdunnt: 1:10 (20 pl Probe + 180Tris-Puffer), 1:20 (10 ul Probe +
180 pl Tris-Puffer) und 1:50 (4 pl Probe + 196 pisIPuffer). Bei einer sehr niedrigen zu
erwartenden Proteinkonzentration der Probe kansedaich unverdinnt oder geringer als

1:10 verdunnt vermessen werden. Als Nullwert-Aldieiwerden 200 pl Tris-Puffer
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eingesetzt. Zu jeder Probe (BSA-Verdinnungen, atirbenende Proteinprobe, Tris-Puffer)
werden nun 1 ml Lésun@ pipettiert, gevortext und 20 min bei RT inkubietdnter
sofortigem Vortexen werden 1 ml LésubBg(Folin & Coilcalteau’s Phenol reagent working
solution) in jeden Ansatz pipettiert. Das sofortig@rtexen ist hier sehr wichtig, da das Folin-
Reagenz nur in saurer Losung stabil ist, die Reakfedoch in stark alkalischem Milieu
ablauft. Wird sofort gevortext, konnen Molybdan(Mind Wolfram(VI) noch reduziert
werden, bevor das Reagenz zersetzt ist. Zur votggg@n Umsetzung wird die Lésung 30 min
lang bei RT inkubiert. Nach Uberfilhren der ProbenHalbmikrokiivetten werden diese
gegen die Tris-Puffer-Probe als Nullwert im Phottendoei einer Wellenldnge von 500 nm
fur zu erwartende Proteingehalter von > 25 pug/miv.bZZ50 nm fir zu erwartende
Proteingehélter von <25 ug/ml vermessen. Die Afismm A wird im Display des
Photometers abgelesen und notiert. Zur Erstell@nd<dlibriergeraden im Programm Exgel
wird die Absorption der BSA-Verdinnungen gegen detatséachliche Konzentration
aufgetragen. Uber die gemessene Absorption dentrauchenden Proteinproben kann nun
anhand der Geradengleichung und Berucksichtiguag/éediinnungsfaktors der Probe deren
Proteinkonzentration berechnet werden. Dabei istbeachten, dass die Absorption im
Gultigkeitsbereich des Lambert-Beerschen Gesetbpes0y2-0,8 liegen muss, in dem ein

linearer Zusammenhang gewahrleistet ist.

6.6.2 Methode nach Bradford

Die von Bradford entwickelte Proteinbestimmungfistitsliche Proteine geeignet und stellt
ebenfalls ein Verfahren der Kolorimetrie d&tHierbei bildet der Triphenylmethanfarbstoff
Coomassie Brilliantblau G-250 blau gefarbte Komplexit Proteinen, die auf van-der-Waals-
Wechselwirkungen zwischen dem Protein und dem Eaffbsowie Interaktionen zwischen

aromatischen Aminosauren und sekundaren bis geart@minen des Farbstoffes beruhen.
Dadurch kommt es zu einer Verschiebung des Absmgtnaximums des Farbstoffes von
465 nm (rot-braune Farbe) nach 595 nm (blaue Faihe)H6he der Absorption bei 595 nm
ist im Gdltigkeitsbereich des Lambert-Beerschen e@&es proportional zur

Proteinkonzentration in der Lésung. Wie bei der ieie nach Lowry lasst sich Uber die
Geradengleichung der Kalibriergeraden die Protainkatration einer unbekannten
Proteinprobe ermitteln. Coomassie Brilliantblau 8 Dindet spezifisch an die Aminosauren
Arginin, Histidin, Phenylalanin, Tryptophan und ©gmn, was die Selektivitat dieser Methode

ausmacht. Zudem ist sie sensitiv fir Proteinkomagionen von 1-200 pg Protein/ml. Diese
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Methode fuhrt in der Praxis zu niedrigeren Proteimdentrationen als die Methode nach
Lowry. Detergenzien, denaturierende Verbindungere warnstoff, Thioharnstoff oder

Guanidiniumchlorid, sowie Reduktionsmittel wie D§®ren die Reaktion.

Reagenz fir die Proteinbestimmung nach Bradford

Bradford-Losung

100 mg Coomassie Brilliantblau G 250 werden in 3Ethanol (95%, V/V) gelost. 100 mi

Phosphorsaure (85%, m/V) werden hinzugegeben.neneil000 ml-Messzylinder werden
etwa 600 ml bidestilliertes Wasser vorgelegt, umel @oomassie-L6sung wird vorsichtig
zugegeben. Mit bidestilliertem Wasser wird ad 160Cufgefillt, bevor die Losung durch
Faltenfilter filtriert wird. Das Filtrat stellt diéertige Bradford-Lésung dar und wird in einer

Braunglasflasche bei 4 °C gelagert.

Durchfihrung
Es wird eine Stammlésung von BSA in Tris-Inkubasipaffer (50 mM, pH 7,4) hergestellt,

deren Konzentration 10 mg/ml betrdgt. Ausgehend ‘eser Stammlésung wird in
Duplikaten eine Verdiunnungsreihe in Tris-Puffer tells die zu folgenden BSA-
Konzentrationen fuhrt: 10 mg/ml BSA (1275 pl Stardsung), 5 mg/ml BSA = Losung A
(775 pl BSA-Stammldsung + 775 pl Tris-Puffer), 4/mpgBSA = Losung B (1051 ul Losung
A + 263 ul Tris-Puffer), 3 mg/ml BSA = Lésung C @il Losung b + 269 ul Tris-Puffer),
2 mg/ml BSA = Lésung D (583 ul Losung C + 292 pisTPuffer), 1 mg/ml BSA = Losung E
(375 pl Loésung D + 375 pl Tris-Puffer), 0,5 mg/mEAB (250 pl Lésung E + 250 pl Tris-
Puffer). Als Nullwert-Referenz dient das Lésemittier Probe, in den meisten Fallen Tris-
Puffer. Von jeder BSA- Verdinnung, der Nullwert-Befnz und der zu bestimmenden
Proteinprobe werden je 3 ul in Einmalkivetten gipdt und jeweils mit 600 ul Bradford
Losung versetzt. Dabei ist zu beachten, dass gieder Probe auf mittlere Hohe an die
innere Kante der Kuvette pipettiert werden, darnet durch Zugabe der Bradford-Losung
heruntergespilt und dadurch mit der Bradford-Losgegischt werden. Denn ein Vortexen
der Kivetten ist nicht mdglich. Bei einer Wellergénvon 595 nm wird am Photometer
zunachst ein Nullwert-Abgleich mit dem Losemittedr dProben vorgenommen, bevor die
Absorption der BSA-Verdinnungen und der zu untdrenden Proteinprobe bei dieser
Wellenlange gemessen wird. Die Absorption wird insdlay abgelesen und notiert. Die

Auswertung erfolgt wie unted.6.1beschrieben.
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6.6.3 Bestimmung der optischen Dichte

Zur Bestimmung der Anzahl an Bakterien in Baktesispensionen wird die Messung der
optischen Dichte OD herangezogen. Dazu wird beereWellenlange von 600 nm die
Absorption einer Bakteriensuspension, abgeglichegeg Medium, am Photometer gemessen
und aus dieser die Bakterienzahl berechifeEine OD von 1 bei einer Wellenlange von
600 nm entspricht 3 x $@ellen/ml.

6.7 Radioligand-Bindungsstudien am Adenosin-ARezeptor

An der Rattencortex-Membranpraparation und dem ugarsolubilisierten Adenosin-A

Rezeptor werden Kompetitionsexperimente des StdmlaAgonisten CPA und des
Standard-A-Antagonisten DPCPX gegen®HJCCPA durchgefiihrt. Die unspezifische
Bindung wird mit dem selektiveniAAgonisten CADO bestimmt. Die Beschickung der Vials

erfolgt in Triplikaten. Das Pipettierschema ist Imaégend dargestellt.

Pipettierschema

DMSO (Gesamtbindung)

oder

CADO 400 pM, entsprechend 10 uM im Vial (unspeehis Bindung)

oder

Testsubstanz 5 ul

Tris-Inkubationspuffer (50 mM, pH 7,4) 45 ul

[*H]CCPA in Tris-Inkubationspuffer (c = 1 nM im Viahs = 42,6 Ci/mmol) 50 pl
Rattencortex-Membranpraparation in Tris-Inkubatpriter (100 pug Protein/Vial)

oder

unverdinntes ASolubilisat 100 pl

Gesamtvolumen 200 pl

Zunachst werden 5 pl Testsubstanz bzw. DMSO zutiBesing der Gesamtbindung oder
CADO 400 puM zur Bestimmung der unspezifischen Biglin PE-Vials vorgelegt. Es ist zu
beachten, dass die Konzentration der Testsubstahzier Verbindung CADO 40 mal hoher

sein muss als im Assay erwinscht, da die vorgeiegtgl zu einem Gesamtvolumen von
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200 pl verdunnt werden. Anschlie3end werden 45nd-Ihikubationspuffer in den Ansatz
pipettiert, und die Vials werden gevortext. Nachgdibe von 50 pl Radioligandlésung und
100 pl Proteinsuspension werden die Vials nochnalschmischt und 90 min bei RT
inkubiert. Die Abtrennung der Radioligand-Reze{omplexe erfolgt durch Filtration
mittels eines Zellharvesters Uber GF/B-Glasfagerfildie zuvor mit Tris-Inkubationspuffer
angefeuchet werden. Die Filter werden unmittelbachnder Filtration dreimal mit je 1 ml
eiskaltem Tris-Waschpuffer gespult, um noch aneFthaftenden, aber nicht an den Rezeptor
gebundenen Radioliganden zu entfernen. Die Filterden ausgestanzt, einzeln in 4 mil-
Szintillationsvials tUberfuhrt und sofort mit je 218 Ready Safe™ Szintillations-Cocktail
versetzt. Nach einer Préainkubation von 10h wirde diRadioaktivitat durch

Fllssigszintillationszahlung bestimmt.

6.8 Radioligand-Bindungsstudien am Uracil-Bindeprogin des
Achromobacter xylosoxidans

Die verschiedenen Arten von Experimenten, die aacilBindeprotein de#&chromobacter
xylosoxidanglurchgefihrt werden, sind im folgenden beschrieben.

6.8.1  Assoziationsexperimente

Sowohl an lebenden Bakterien wie auch an der Menpbéparation deg®\chromobacter
xylosoxidans werden kinetische Experimente in Form von Assamatersuchen

durchgeflnhrt.

Assoziationsexperiment voniH]Uracil an lebenden Bakterien

Einer 1:10000 in Tris-Inkubationspuffer verdinnteuspension desAchromobacter
xylosoxidansin LB-Medium wird Uber eine Dauer von 6 h in bestiten zeitlichen
Abstanden 5 nM °H]Uracil zugesetzt. Fiir jeden Zeitpunkt wird die s@mtbindung
gemessen, zum Zeitpunkt t = 360 min zusatzlichutigpezifische Bindung. Gearbeitet wird
in Triplikaten in einem Gesamtvolumen von 1 ml Mial. Die Beschickung der Vials ist

nachfolgend dargestellt.
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Pipettierschema:
DMSO (Gesamtbindung)

oder

Uracil 10 mM, entsprechend 100 uM im Vial (unspeztie Bindung) 10 pl
Tris-Inkubationspuffer (50 mM, pH 7,4) 790 pl
Bakteriensuspension, 1:10000 verdunnt in Tris-l@tiomspuffer,

entsprechend 1:100000 im Vial 100 pl
[*H]Uracil in Tris-Inkubationspuffer, ¢ = 5 nM im MiaA = 47 Ci/mmol 100 pl
Gesamtvolumen 1000 pl

Zur Bestimmung der Gesamtbindung werden nacheimatd@gil DMSO, 790 ul Tris-
Inkubationspuffer und 100 pl Bakteriensuspension PB-Inkubationsvials pipettiert. In
Ansatzen, die der Bestimmung der unspezifischenuBig dienen, wird anstelle des DMSO
10 pl Uracil-Stammlésung 10 mM eingesetzt. Die ¥ialerden gevortext, bevor zeitversetzt
die Zugabe von 100 pl Radioligandlésung mit ansfl@ndem Vortexen erfolgt. Dabei wird
der Radioligand erstmalig 6 h vor Ende der Inkuratzum Zeitpunkt t =360 min und
letztmalig 0,5 min vor Ende der Inkubation zugegeb®er Radioligand wird zu den
Zeitpunkten 360, 300, 270, 240, 210, 180, 150, 990,60, 30, 20, 5, 2 und 0,5 min (invers

gezahlt) zugegeben.

Inkubiert wird im Schittelwasserbad bei 37 °C, bisr Bindungsassay zum Zeitpunkt
t=0min mit einem Zellharvester Uber mit Tris-Mationspuffer angefeuchtete GF/B-
Glasfaserfilter filtriert wird. Die Filter werdennmittelbar nach der Filtration dreimal mit je
1 ml eiskaltem Tris-Waschpuffer gespult, um noch Rifter haftenden, aber nicht an die
Bindungsstelle des Bakteriums gebundenen Radiagarzu entfernen. Die Filter werden
ausgestanzt, einzeln in 4 ml-Szintillationsvialseiidhrt und sofort mit je 2,5 ml Ready
Safe™ Szintillations-Cocktail versetzt. Nach einerdinkubation von 10h wird die

Radioaktivitat durch Flussigszintillationszahluresbmmt.

Assoziationsexperimente von °H]Uracil an der Membranpraparation des
Achromobacter xylosoxidans

Die Assoziationsexperimente an der MembranpramaralesAchromobacter xylosoxidans
werden nach dem generellen Vorgehen fir Assozisgiquerimente an lebenden Bakterien

durchgefuhrt und ausgewertet. Anstelle von 100 ait&iensuspension werden hier 100 pl
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einer Suspension derAchromobacter xylosoxidasMembranpréaparation in  Tris-
Inkubationspuffer eingesetzt. Die Proteinkonzermratbetragt 0,1-2 pg/Vial. In einigen
Versuchen wird eine proteinfreie Kontrolle gemessemas bedeutet, dass anstelle von
Proteinsuspension 100 ul Tris-Inkubationspuffer gesetzt werden, um auf madgliche
bakterielle Kontaminationen im Puffer hin zu testéarsuchl wird in Duplikaten, VersucB
und 3 in Triplikaten durchgefiihrt. Weitere Parameter derzelnen Versuche sind in der

nachfolgenden Tabelle aufgefuhrt.

Tab. 36. Versuchsbedingungen der Assoziationsexperimente.

Konzentration der Konzentration maximale Art der proteinfreie
Membranpréparation des Inkubationszeit gemessenen Kontrolle?
[ug/Vial] Radioliganden t[h] Bindung
[nM]
1 5 5 bzw. 20 7 Gesamtbindung, nein

unspezifische
Bindung nur bei
t=7h

2 5 5 9 Gesamtbindung, ja
unspezifische
Bindung nur bei
t=9h

3 15 5 10 Gesamtbindung ja
und
unspezifische
Bindung zu
jedem Zeitpunkt

6.8.2 Sattigungsexperimente

Die Achromobacter xylosoxidafddembranpréaparation (¢ = 0,1 pug/Vial) wird bis zur
Einstellung des Sattigungszustandes mit Konzeatrati von 0,03125-300 nMH]Uracil
pro Vial eine Stunde lang im Schittelwasserbad B&i°C inkubiert. Fir jede
Radioligandkonzentration wird die Gesamtbindung diedunspezifische Bindung, jeweils in

Triplikaten, gemessen. Die Beschickung der Vidlsé&chfolgend dargestellt.
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Pipettierschema:

DMSO

oder

Uracil 10 mM, entsprechend 100 uM im Vial (unspeztie Bindung) 10 pl
Tris-Inkubationspuffer (50 mM, pH 7,4) 790 pl

Achromobacter xylosoxidastMembranpraparation in Tris-Inkubationspuffer

(0,1 pg Protein/Vial)

oder

Tris-Inkubationspuffer als proteinfreie Kontrolle oapl
[*H]Uracil in Tris-Inkubationspuffer, ¢ = 0,03125-36M im Vial, A, = 47 Ci/mmol 100 pl

Gesamtvolumen 1000 pl

Zur Bestimmung der Gesamtbindung werden nacheimab@gl DMSO und 790 pl Tris-
Inkubationspuffer in PE-Inkubationsvials pipettielt Ansatzen, die der Bestimmung der
unspezifischen Bindung dienen, wird anstelle desSGMLO pl Uracil-Stammlésung 10 mM
eingesetzt. Die Vials werden gevortext. Genfab. 37 wird eine Verdinnungsreihe von
[*H]Uracil in Tris-Inkubationspuffer hergestellt. Vgader Radioligandverdiinnung werden
100 ul in die jeweiligen Inkubationsvials pipettier Nach Zugabe von 100 pl
Proteinsuspension bzw. 100 pul Tris-Inkubationspuife Falle der proteinfreien Kontrolle
werden die Vials gevortext und eine Stunde langSrhittelwasserbad bei 37 °C inkubiert.
Die Inkubation wird durch Filtration mittels ein@=llharvesters tber GF/B-Glasfaserfilter,
die zuvor mit Tris-Inkubationspuffer angefeuchtetirden, gestoppt. Die Filter werden
unmittelbar nach der Filtration dreimal mit je 1 etkaltem Tris-Waschpuffer gespilt, um
noch am Filter haftenden, aber nicht an die Bindstelle des Bakteriums gebundenen
Radioliganden zu entfernen. Die Filter werden astget, einzeln in 4 ml-Szintillationsvials
Uberfuhrt und sofort mit je 2,5 ml Ready Safe™ S8laions-Cocktail versetzt. Nach einer
Prainkubation von 10 h wird die Radioaktivitat duflussigszintillationszahlung bestimmt.

Verschneiden von fH]Uracil

In Sattigungsexperimenten werden oft sehr hohe ®anationen des Radioliganden
eingesetzt, was eine hohe Aktivitatsmenge mit gieht. Um den Radioligandverbrauch und
die Aktivitdt zu reduzieren, wird der Radioligand diesem Versuch mit Kaltligand
.vertreckt” oder ,verschnitten“, was bedeutet, mmicht radioaktiv markierter Substanz

verdiinnt. Im folgenden ist diese Methode am Beispim [°H]Uracil, welches mit nicht-
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radioaktiv markiertem Uracil ,verschnitten* wirdpkgestellt. Theoretisch sollen 3 ml einer
3000 nM Stammldsung vorfH]Uracil (As = 47 Ci/mmol) hergestellt werden. Das dafiir

bendtige Volumen an Radioligandldsung berechnétwie inGl. 9 dargestellt.

A, [Ci/mmol]lcg, [NM] LV, [mI
v = 2! JiC [M] 1V, [mi] ol s
c, [Ci/l] T1LO0O
_ 47[Ci/mmol][3000[nM] [ 3[ml]
Ve [l] = .
1000[Ci/l]
V., [ul] = 47C|[3000nmol[3ml_[pl = 4234l A 423 uCi
mmol1000ml [iCi

Vel = aus dem Originalgefal3 zu enthehmendes Radialigdnmen [u]
As = spezifische Aktivitdt des Radioliganden [Ci/minol
CRL = Konzentration der herzustellenden Radioligangtgs{nM]
Vges = Gesamtvolumen der Lsung [ml]
Co = Ausgangskonzentration der Radioligandlésund][Ci/

Zur direkten Herstellung einer 3000 nM Losung voriH]Uracil wirde ein
Radioligandvolumen von 423 ul bendétigt. Durch de®grschneiden® soll die Aktivitat der

Losung auf etwa 1/10 ihres eigentlichen Wertesbggsetzt werden.

423 pl - 0,1 = 42,3 11 40 pl
40 pl 2 40 pCi = 0,04 mCi

Die Einwaage gutigand an nicht-radioaktiv markiertem Uracil wird mitté®. 10 berechnet.

€cattigand — M Kattigand Doal:é% -Aisj Gl. 10
altligand = Einwaage an Kaltligand, hier: Uracil-Feststaffd]
M = molare Masse des Kaltliganden [g/mol]
%a = eingesetzte Aktivitat [mCi]
A = spezifische Aktivitdt des Radioliganden, JolCi/mmol]
As = spezifische Aktivitdt des Radioliganden, Ist [iin@nol]
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Somit ergibt sich fur e:

eKaltligand :112,09i D0,04mCIE€ l - - l - j
mol 4700mCi/mmol 47000mCi/mmol

Exaltigand =8,586(10" g=8,586[10* mg=0,8599

Da sich die Menge von 0,859 g an nicht-radioaktarkiertem Uracil nur schwer abwiegen
lasst, wird eine Uracil-Stammldsung hergestellt and dieser das Volumen, in dem 0,859 ug
Uracil enthalten sind, entnommen. Dazu wird zun@ielree Mischung aus Ethanol 96% und
autoklaviertem bidestillerten Wasser hergestells dies auch das Loésemittel des
Radioliganden im Original-Gefal3 darstellt: 2 ml &tbl 96% werden mit autoklaviertem
bidestilliertem Wasser auf 100 ml aufgefillt. 1 rdgacil wird in 10 ml dieser Mischung
geldst, was zu einer Uracil-Konzentration von 0,04#4V) der Lésung fuhrt. 8,59 ul dieser
Losung enthalten 0,859 pg Uracil.

Das Gesamtvolumen an Uracil-haltiger Losungsétzt sich somit wie folgt zusammen:

Vu = 42,3 pl fH]Uracil + 8,6 pl Uracil-Stammlésung = 50,9 pl

42,3 pl fH]Uracil 2 42,3 uCi, dag= 1 mCi/ml

Die Aktivitat A von 42,3 pCi liegt nun in einem Mohen \{, von 50,9 ul vor. Dadurch ergibt
sich gemafl. 11 eine folgende Konzentration der verschnittenendtigandldosung:

42,3uCi Ci
=229 —0,838 Gl 11
50,9ul ul

A

c=—

VU

Um die Rechnung zu Uberprifen, wird die @Gl. 11 ermittelte Konzentration nun unter

Beriicksichtigung der von 47 auf 4,7 Ci/mmol redueie Aktivitat in Gl. 9 zur Berechnung
des Volumens an Radioligandldésung eingesetzt.

4,7 Ci[3000nmoli3mi [yl
mmol[1[0,83uCi

Ve [1] = =50,96ul = 51,0l Gl.9
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Das Volumen an vorzulegendem Tris-Inkubationspufiierechnet sich gemafsl. 12

folgendermalden:

V Tris-Inkubationspuffe= Vges- Vu Gl. 12

VTris-inkubationspufie= 3000,0 pl = 51,0 pl = 2949,0 pl

Vris-inkubationsputier = Volumen an vorzulegendem Tris-Inkubationspulfife}
Vges = Gesamtvolumen der bendtigten Radioligandlésutig [
Vuy = Volumen an Uracil-haltiger Lésung [ul]

Somit werden zu 2949,1 pl Tris-Inkubationspuffer34@l PH]Uracil (As = 47,0 Ci/mmol)
und 8,6 pl Uracil-Stammloésung (0,01%, m/V) gegebamn eine ,verschnittene”
Radioligandlésung der Konzentration 3000 nM zu keha

Verdiinnungsreihe vorifi]Uracil

Ausgehend von der ,verschnittenen” Radioligandl@sdar Konzentration 3000 nM werden
Verdinnungen nach dem Schemdab. 37 hergestellt.

Tab. 37. Verdiinnungsreihe voriHi]Uracil firr Sattigungsexperimente.

Verdinnung reale Konzentration  Herstellung der Verdiinnung
Konzentration im Assay [nM]
[nM]
V1 3000 300 42,3 pPH]Uracil

+ 8,6 ul Uracil-Stammlésung
+2949,1 pl Tris-
Inkubationspuffer

V2 2000 200 2000 pl VvV 1 + 1000 pl
Tris-Inkubationspuffer
V3 1000 100 1500 pl V 2 + 1500 pl
Tris-Inkubationspuffer
V4 500 50 1500 pl V 3 + 1500 pl
Tris-Inkubationspuffer
V5 375 37,5 2250 pul VvV 4 + 750 pl
Tris-Inkubationspuffer
V 6 250 25 2000 pl V 5 + 1000 pl
Tris-Inkubationspuffer
V7 150 15 1800 plV 1 + 1200 pl

Tris-Inkubationspuffer
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Verdinnung reale Konzentration  Herstellung der Verdiinnung
Konzentration im Assay [nM]
[nM]
V8 100 10 2000 pl VvV 7 + 1000 pl
Tris-Inkubationspuffer
V9 50 5 1500 pl V 8 + 1500 pl
Tris-Inkubationspuffer
V 10 25 2,5 1500 pl VvV 9 + 1500 pl
Tris-Inkubationspuffer
V11 12,5 1,25 1500 pl Vv 10 + 1500 pl
Tris-Inkubationspuffer
V12 5 0,5 2250 pl VvV 11 + 1500 pl
Tris-Inkubationspuffer
V13 2,5 0,25 1500 plV 12 + 1500 pl
Tris-Inkubationspuffer
V14 1,25 0,125 1500 pl Vv 13 + 1500 pl
Tris-Inkubationspuffer
V 15 0,625 0,0625 1500 pl V 14 + 1500 pl
Tris-Inkubationspuffer
V 16 0,3125 0,03125 1500 pl Vv 15 + 1500 pl

Tris-Inkubationspuffer

6.8.3 Kompetitionsexperimente

Alle Kompetitionsexperimte werden in Triplikaten rdgefihrt. Ausgehend von einer
Stammlésung werden die Testsubstanzen gefrads3 39 in DMSO oder autoklaviertem
bidestilliertem Wasser, je nach LoOsemittel der Sthéisung, zu sieben bis neun
Konzentrationen in Eppendorf-Gefal3en verdinnt. Bareening werden die Substanzen wie
in Tab. 38 erlautert verdliinnt. Dabei ist darauf zu achterssdiie reale Konzentration der
Losung 100 x hoher ist als im Versuch beabsichtdg, 10 pl jeder Losung auf ein
Gesamtvolumen von 1 ml im Assay verdiinnt werdenulljgder Testsubstanzverdiinnung
werden in PE-Vials vorgelegt. Zur Bestimmung ders&mwtbindung werden 10 ul DMSO
bzw. autoklaviertes bidestilliertes Wasser, je na6kemittel der Testsubstanz, in PE-Vials
pipettiert. Die unspezifische Bindung wird durcm&atz von 10 pl Uracil-Stammldsung der
Konzentration 10 mM ermittelt. Nachfolgend werde&0 Tul Tris-Inkubationspuffer in jedes
Vial pipettiert, wonach die Vials gevortext werde®chlie3lich werden 100 pl der zuvor
hergestellten Lésung voriH]Uracil in Tris-Inkubationspuffer und zum Startrdekubation
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100 ul Proteinsuspension in die Ansatze gegebenh Nartexen wird der Bindungsassay
eine Stunde lang im Schittelwasserbad bei 37 °Gbiekt.

Die Beschickung der Vials ist nachfolgend dargéstel

Pipettierschema:
DMSO (Gesamtbindung)

oder

Uracil 10 mM, entsprechend 100 uM im Vial (unspseifie Bindung)

oder

Testsubstanz 10 pl

Tris-Inkubationspuffer (50 mM, pH 7,4) 790 pl

[*H]Uracil in Tris-Inkubationspuffer, ¢ = 5 nM im MigAs = 47 Ci/mmol 100 pl

Bakteriensuspension (0,1 pg Protein/Vial)
oder
Solubilisat aus deichromobacter xylosoxidafddembranpraparation,

1:5 in Tris-Inkubationspuffer verdinnt 100 pl

Gesamtvolumen 1000 pl

Durch Filtration mittels eines Zellharvesters UbBF/B-Filter wird der Komplex aus
Radioligand und Zielstruktur von freiem Radioligagdtrennt. Dabei werden die GF/B-
Glasfaserfilter bei Bindungsstudien an der Membraparation desAchromobacter
xylosoxidangzuvor mit Tris-Inkubationspuffer angefeuchtet, weiid sie bei Bindungsstudien
am Solubilisat zur Impragnierung fur etwa 45 mirDiB%ige PEI-LOsung eingelegt werden.
Die Filter werden sofort mit etwa 1 ml eiskaltemistWaschpuffer nachgespult, bevor sie
ausgestanzt werden. Einzeln werden sie in 4 mltiationsvials Uberfihrt und mit je 2,5 ml
Ready Safe™ Szintillations-Cocktail versetzt. Na&ther Prainkubation von 10 h wird die
Radioaktivitat durch Flussigszintillationszahlurgsbmmit.

6.8.4 Berechnung der Volumina an Radioligandldsungnd Proteinsuspension

Radioligandlésung

Die Losung des Radioliganden in Tris-Inkubationggufwird in jedem Versuch frisch
hergestellt und individuell fur die Anzahl an Viatkes Versuches berechnet. Der Tris-
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Inkubationspuffer wird stets vorgelegt und der Ragand mittels einer Hamilton-Spritze aus
dem Originalgefald entnommen und zugegeben. Angdniek wird die Lésung gevortext.
Die Volumina an Radioligand und Tris-Inkubationdpuf zur Herstellung einer

Radioligandlésung einer festen Konzentration lassaih anhandGl. 13 und Gl. 14

berechnen.
V [Hl] — nVials [As [Ci/mmOI][CRLimVial [nM] [Vges [ml] Gl 13
Rt ¢, [Ci/l] C1L000 '
VTris—Inkubatiorspuﬁer [HI] = (nViaIs |]/RL proViaI) - VRL Gl 14
Vre = aus dem Originalgefal3 zu entnehmendes Radialigdnmen [pl]
Nvials = Anzahl an Vials, ggf. mit einem Sichheitszusghla
As = spezifische Aktivitat des Radioliganden [Ci/minol
CRL im Vial = Radioligandkonzentration im Assay-Vial [nM]
Vges = Gesamtvolumen jedes Assay-Vials [ml]
Co = Ausgangskonzentration des Radioliganden im @aigefal’ [Ci/l]
V&L pro vial = Volumen an Radioligandlésung, das im Assay irgedial gegeben wird [ul]

Proteinsuspension

Die Proteinsuspension wird durch Verdinnen der &asuspension, Membranpraparation

oder des Solubilisates in Tris-Inkubationspuffefeidem Versuch frisch hergestellt.

Herstellung einer Proteinsuspension aus einer KdkgAchromobacter xylosoxidans

Die bei 4 °C aufbewahrte Kultur déshromobacter xylosoxidans LB-Medium bzw. Tris-
Inkubationspuffer wird gevortext, 1:100, 1:1000 odEe10000, jeweils V:V, in Tris-
Inkubationspuffer verdinnt. Ggf. wird zuvor die isphe Dichte der Bakterienkultur

bestimmt.

Herstellung einer Proteinsuspension aus der Membigaration desAchromobacter

xylosoxidans
Die bei —80 °C gelagerte Membranpraparation Alelsromobacter xylosoxidangird zligig

und ohne Temperaturschwankungen aufgetaut, biREierreicht hat, gevortext und zum
vorgelegten, auf RT erwarmten Tris-Inkubationspuffiegeben. Die Suspension wird gut
durchmischt. Die Volumina an Membranpraparation dmid-Inkubationspuffer berechnen
sich wie folgt (sieh&l. 15undGl. 16):
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Nn... [C . /Vial
VMP [ul] — Vials Proteinim Assay[“g ] D.OOO Gl 15
Cwp [nG/MI]

VTris—Inkubatiorspuffer[Hl] = (nVials wProteinsus.proVial) - VMP Gl 16
Ve = aus der Membranpraparation zu entnehmendes \éol (]
MNyials = Anzahl an Vials, ggf. mit einem Sichheitszusghla
Chrotein im Assay = Proteinkonzentration jedes Vials im Assay [paiVi
Cwvp = Proteinkonzentration der eingesetzten Membrargvedion [Lg/ml]
V proteinsusp. pro vial = Volumen an Proteinldsung, das im Assay in jediasgegeben wird [ul]

Herstellung einer Proteinsuspension aus der RatteneMembranprdparation

Die Proteinsuspension wird generell wieGh 15undGl. 16 beschrieben hergestellt. Reicht
Vortexen zum Homogenisieren der aufgetauten Préparaicht aus, kann der Ultraturrax
(Stufe 1, wenige Sekunden, Eiskihlung) zur Hilfexajemen werden. Besonderheit bei
Bindungsstudien an Adenosinrezeptoren, wie sie atteRcortex-Gewebe vorkommen, ist,
dass der Proteinsuspension etwa 15 min vor Einsatzden Assay das Enzym
Adenosindesaminase zugesetzt werden muss. Es datalyn Wassrigen den Abbau von
Adenosin zu Inosin unter Abspaltung von AmmorfigkSomit kann in der Préparation
endogen vorhandenes Adenosin ,entstort® werden, chvesl ansonsten an die
Adenosinrezeptoren binden und die Bindung der imsieh enthaltenen Liganden behindern
wirde.

Das nétige Volumen an ADA-Stammlosung berechnét ilgendermalen:

3 ul ADA-Stammldsung sind in der Lage, das in 1fngtein enthaltene endogene Adenosin
zu inaktivieren. Die Konzentration der Membranpragian gibt an, wie viel mg Protein in
einem ml der Praparation enthalten sind. Mittelsi€atz |&sst sich umrechnen, wie viel mg
Protein das entnommene VolumenypV[ul] der Membranpraparation enthalt. Diese
Proteinmenge [mg] ergibt, multipliziert mit dem Fak 3, das benétigte Volumen an ADA-

Stammldsung in pl.

Herstellung einer Proteinsuspension aus dem Sdabitler Achromobacter xylosoxidans

Membranpaparation

Das bei —80 °C gelagerte Solubilisat derthromobacter xylosoxidastddembranpréaparation
wird zlUgig und ohne Temperaturschwankungen bisRilifaufgetaut, gevortext und zum

vorgelegten Tris-Inkubationspuffer gegeben, so d@@ss Verdinnung des Solubilisates von
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1:5 (V:V) stattfindet. Die Losung wird nochmals adém Vortexer durchmischt. Fur
Kompetitionsexperimente mit Benutzung eines 48efB3Elasfaserfilters gilt:
1000 pl  Solubilisat werden mit 4000 ul Tris-Inkubaspuffer versetzt, was einer

Verdinnung von 1:5 (V:V) entspricht.

Herstellung einer Proteinsuspension aus dem Sadabdes Rattencortexes

Das bei —80 °C gelagerte Solubilisat der RatteegeMembranpréaparation wird ztgig und
ohne Temperaturschwankungen bis auf RT aufgetaugrtext und unverdiinnt in den Assay
eingesetzt. Da die Proteinkonzentration des Soéaibds aufgrund des im Solubilisat
enthaltenen Detergenzes nicht nach den wh&beschriebenen Methoden bestimmt werden
kann, muss die Proteinkonzentration des Solubgssaitber folgende Naherung abgeschatzt
werden: Die Ausbeute an Adenosin-Rezeptoren bei der Solubilisierung betragt naaht|

et al. etwa 35-40% der Gesamtanzahl an AdenosirR&zeptoren der Praparatith.Als
Mal3 fur die Gesamtzahl an Rezeptoren wird ndhewsige die Proteinkonzentration der
Praparation zugrunde gelegt. Das Volumen an ADAwn8tBsung wird somit fir 40% der
eigentlichen Proteinmenge der Préparation berecbietProteinsuspension wird 15 min vor

dem Einsatz in den Assay mit ADA inkubiert.

6.8.5 Pipettierschemata fir die Erstellung von Verdnnungsreihen der
Testsubstanzen

In den Kompetitionsexperimenten an dahromobacter xylosoxidasddembranpraparation

werden zunachst Screenings der Testsubstanzen ner élonzentration von 10 uM

durchgefuhrt, was bedeutet, dass die ScreeningAgiseal in einer Konzentration von
1000 uM vorliegen muss, da sie beim Einsatz in dssay 1:100 verdunnt wird. Die
Konzentration der eingesetzten Stammlésung bematgr Regel 10 mM, in Ausnahmefallen
auch 1, 40 und 100 mM. Standard-Losemittel ist DMSO dass die Verdinnung der
Stammldsung auch in DMSO hergestellt wird. Ist 8igbstanz in Wasser geldst, wird in
Wasser verdunnt. Die nachfolgende Tabelle fasstMidglichkeiten der Verdinnung der

Stammldsungen fir das Screening bei 10 uM zusammen.
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Tab. 38. Verdunnungen der Testsubstanzen zum Screening.

Konzentration der Stammlésung [mM] Herstellung derVerdinnung
1 Stammldsung unverdinnt einsetzen
10 5 pl Stammldsung + 45 pl L'M
40 2 pl Stammlésung + 78 pl LM
100 2 pl Stammlésung + 198 pl LM

" LM je nach Stammlésung DMSO oder Wasser

Verdunnungsreihen tber mehrere Zehnerpotenzen wendeh dem Schema ihab. 39

hergestellt.

Tab. 39. Verdinnungsreihe fir Testsubstanzen zur Aufnahme Mdibitionskurven am Uracil-
Bindeprotein.

Verdinnung reale Konzentration Herstellung der Verdinnung
Konzentration im Assay [UM]
[UM]

ausgehend von einer 10 mM Stammlésung, Startkaatient100 uM

V1 10000 100 10 mM Stammldsung unverdinnt
einsetzen

V2 3000 30 30 pl Stammldsung + 70 pl LM
V3 1000 10 30 ul V2 + 60 pl Liv
V4 300 3 30 ulV3+70pl LM
V5 100 1 30 ulV4+60pl LM
V6 30 0,3 30 pl V 5+ 70 pl LM
V7 10 0,1 30 pl V6 + 60 pl Liv
V8 3 0,03 30 pl V7 +70pl L
V9 1 0,01 30 pl vV 8+ 60 pl Liv

ausgehend von einer 10 mM Stammlosung, Startkaatient30 uM
Vi 3000 30 20 pl Stammlésung + 46 pl LM
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Verdinnung reale Konzentration Herstellung der Verdinnung
Konzentration im Assay [UM]
[uM]

weiter wie ab VvV 3

ausgehend von einer 10 mM Stammlosung, Startkoatient10 puM
V1 1000 10 10 pl Stammldsung + 90 pl LM

weiter wie ab VvV 4

ausgehend von einer 10 mM Stammldsung, Startkeatientl uM
V1 100 1 2 pl Stammldsung + 198 pl LM

weiter wie ab V 6

Diese Tabelle lasst sich im gleichen Schema inrigjete Konzentrationsbereiche fortfiihren.

" LM je nach Stammlésung DMSO oder Wasser

Fur Kompetitionsexperimente am AdenosifHRezeptor liegen die Stammlésungen der

Testsubstanzen in der Regel in einer Konzentratmm 10 mM in DMSO geldst vor und

werden wie inTab. 40aufgefuhrt verdinnt.
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Tab. 40. Verdinnungsreihe fur Testsubstanzen zur Aufnahnmelrbibitionskurven am Adenosin-
Ai-Rezeptor.

Verdinnung reale Konzentration Herstellung der Verdinnung
Konzentration im Assay [UM]
[UM]
ausgehend von einer 10 mM Stammlésung, Startkoatent100 uM
V1 4000 100 80 ul Stammldsung
+ 120 ul DMSO
V2 1200 30 75 ulvonV 1+ 175 pul DMSO
V3 400 10 75 pulV 2 + 150 ul DMSO
V4 120 3 75 ulV 3+ 175 ul DMSO
V5 40 1 75 pulV 4 + 150 ul DMSO
V 6 12 0,3 75 ulV 5+ 175 ul DMSO
V7 4 0,1 75 pulV 6 + 150 ul DMSO

Diese Tabelle lasst sich im gleichen Schema inrigete Konzentrationsbereiche fortfiihren.

6.8.6  Auswertung der Radioligand-Bindungsstudien

Alle durchgefuihrten Experimente, dies beinhaltet dntersuchungen zur Kinetik, Sattigung
und Kompetition, werden mit dem Programm GraphPadn®® Version 3.0 bzw. 4.0

ausgewertet.

Auswertung der Assoziationsexperimente

Die mit der maximalen Inkubationsdauer gemesserspanrifische Bindung wird zunéchst
von der zu den einzelnen Zeitpunkten gemessenemn@esdung subtrahiert. Die so
berechnete spezifische Bindung des Radioligandemn wgegen die Zeit seiner Zugabe
graphisch aufgetragen. Mittels nichtlinearer Regjmes (einphasige exponentielle
Assoziation) werden der kinetische Parametery, kals Mal3 fur die

Assoziationsgeschwindigkeit, sowie die Halbwertszéi, bis zur Einstellung des

Gleichgewichtzustandes berechnet.

Auswertung der Sattigungsexperimente
Die spezifische Radioligandbindung fur jede eineeRadioligandkonzentration wird als

Differenz aus Gesamtbindung und unspezifischer Bigderechnet. Sie wird in der Regel in
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counts per minute (cpm) angegeben, kann aber auwfcRrazent normalisiert werden, und
wird graphisch gegen die jeweils zugehotrige Ragiamidkonzentration in nanomol pro Liter
(nM) aufgetragen. Durch nichtlineare Regressions@tige Bindung, Hyperbel) werden die
Parameter K und Bnhax berechnet. K, bezeichnet als Gleichgewichtsdissoziationskonstan
bezeichnet die Radioligandkonzentration, bei der%5@er Bindungsstellen vom
Radioliganden besetzt sind und wird in nM angegelBgax stellt die maximale Anzahl an
Bindungsstellen fir den Radioliganden in der Pnmbe dar und wird in cpm angegeben.
Dieser BnaxWert lasst sich unter Einbeziehung der spezifischiktivitat As des
Radioliganden, der eingesetzten Masse m an Pratein/ahleffizienz der Radioaktivitat des
Flussigszintillationszahlers und des Umrechnungefakvon cpm in Bequerel in die Dichte
an Bindungsstellen in der Proteinprobe, ausgedriickinol/mg Protein, umrechnen (siehe
Gl. 17).

B.ax[CPM][100

B,.x [fMol/mg Protein]= ——
Effizienz[%] [2,2[A [M,,..,[MA]

Gl. 17

Auswertung der Kompetitionsexperimente

Die spezifische Bindung des Radioliganden wird Hufubtraktion der unspezifischen
Bindung von der Gesamtbindung ermittelt, normiend ugegen die Konzentration der
Testsubstanz, des potentiellen Inhibitors, aufgetna Mittels nichtlinearer Regression
(sigmoidale Dosis-Wirkung, variable Steigung) witek Wendepunkt der sigmoidalen Kurve
berechnet, der sogenanntesd@ert, welcher diejenige Konzentration der Testtams
angibt, die in der Lage ist, die spezifische Binglules Radioliganden an die Bindungsstelle
um 50% zu hemmen. Der 4EWert ist versuchsspezifisch, da er von der eingéese
Konzentration des Radioliganden und des Inhibitdrkangt. Unter Miteinbeziehung des in
Sattigungsexperimenten ermitteltep-Wertes und der freien Radioligandkonzentrationnkan
der I1GoWert UUber die Cheng-Prusoff-Gleichung in die velsmunabhangige
Inhibitionskonstante Kumgerechnet werden (einseitige Kompetition, si@hel8.>>* Der K;-
Wert druckt die Konzentration des Inhibitors ause dm Gleichgewichtszustand in

Abwesenheit des Radioliganden oder anderer Inméit60% der Bindungsstellen besetzt.
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K, = Cso
1+ (L] Gl. 18
D
K; = Gleichgewichtsdissoziationskonstante des InbibifM]
ICso = halbmaximale inhibitorische Konzentration [M]
L] = Konzentration des ungebundenen Radioligandeder Berechnung gleich der

eingesetzten Radioligandkonzentration, da diesestibéassig vorliegt [M]

Kp = Gleichgewichtsdissoziationskonstante des Rag#ialien [M]

Die Steilheit der Inhibitionskurve wird durch derillHKoeffizienten ny charakterisiert® Bei
einer gemall dem Massenwirkungsgesetz folgendenzbiems-Bindung von Ligand und
Bindungsstelle nimmt der Hill-Koeffizient der Inhiionskurve einen Wert von -1 an. In der
Praxis zeigen sich zuweilen Abweichungen davonsitie folgendermal3en erklaren lassen:
Verlauft die Kurve steiler, nimmtinWerte kleiner —1 an. Hier liegt positive Koopevitit
vor, was bedeutet, dass die Bindung eines Radmaigmlekils die Bindung weiterer
Radioligandmolekiile fordert.

Verlauft die Kurve flacher, nimmtnWerte zwischen —1 und 0 an, da negative Koopeitéitiv
vorliegt. Die Bindung eines Radioligandmolekiils cbmgert die Bindung weiterer
Radioligandmolekile. Moglicherweise liegen auch izwader mehr Bindungsstellen

unterschiedlicher Affinitat vor.

6.9 Solubilisierungsmethoden

Im folgenden sind die Vorgehensweisen bei den 3didsungen verschiedener

Bindungsstellen vorgestellt.

6.9.1 Solubilisierung des Adenosin-ARezeptors aus Rattencortex-

Membranpréparation

Der Solubilisierung des Adenosint/Rezeptors wird die von Klotz et al. beschriebene
Methode zugrunde geletf? Eingesetzt wird 1 ml einer Rattencortex-Membrappration,
deren Proteinkonzentration zur optimalen Ausbeut&azeptoren 1,5-4,5 mg/ml (Methode

nach Lowry) betragen sollte. Die Praparation wittyig aufgetaut, mit 3 pl einer ADA-
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Stammldsung (2 mg/ml) pro mg enthaltenem Proteinsetet, gevortext und 30 min bei RT
inkubiert. AnschlieRend wird die Proteinsuspensim 20000 x g und 4 °C 30 min lang
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Das ll&e wird in 300 pl Tris-
Inkubationspuffer, welcher 1% CHAPS enthalt, resmsiiert und 30 min lang auf Eis
inkubiert, wobei die Suspension etwa alle 5 min iignige Sekunden gevortext wirdn
dieser Stelle soll die Proteinkonzentration derp®@uasion 5-15 mg/ml betragen, um eine
optimale Ausbeute an Rezeptoren zu erzielen. Digp&hsion wird mit dem vierfachen
Volumen an Tris-Inkubationspuffer, hier 1,2 ml, d&nnt und 2 h lang bei 20000 x g und
4 °C zentrifugiert. Der klare Uberstand ist das @eschte Solubilisat, das Pellet wird
verworfen. Das Solubilisat wird unverdinnt in deadi®ligand-Bindungsassay eingesetzt. Es
kann ebenso bei —80 °C eingefroren werden, demst 88 mehrere Monate lang haltbar.
Steht keine Rattencortex-Membranpraparation miiggeter Protein-Ausgangskonzentration
zur Verfugung, muss sie zur Beginn entsprechendivert und 30 min lang bei 20000 x g
und 4 °C zentrifugiert werden, um Pellets gewurecliRroteinmenge zu erhalten. Diese
Solubilisierung wurde stets im Eppendorf-Gefa3-Maifdsnit den hier genannten Volumina

durchgefuhrt. Bei Bedarf kann mit mehreren EppelR@afalien parallel gearbeitet werden.

6.9.2 Solubilisierung des Uracil-Bindeproteins auder Membranpréparation des
Achromobacter xylosoxidans

Die Solubilisierung des Uracil-Bindeproteins aus r dé&embranpréaparation des
Achromobacter xylosoxidankann unter Verwendung der Tischzentrifuge mit eine
maximalen Beschleunigung von 20000 x g oder unemwéndung der Ultrazentrifuge mit
einer maximalen Beschleunigung von 100000 x g dyefilhrt werden. Im folgenden werden
beide Methoden vorgestelit.

Solubilisierung mittels Tischzentrifuge

Ausgegangen wird von einer Membranpraparation Aldsomobacter xylosoxidansleren
Proteinkonzentration zwischen 1 und 1,5 mg/ml (Mdthnach Bradford) liegen sollte. Die
Praparation wird zugig aufgetaut und 30 min lang2@®00 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das Pellet 1 ml insdnkubationspuffer, welcher 0,25%
(m/V) DDM enthalt, resuspendiert. Fir eine optimAlgsbeute an Bindungsstellen soll das
Massen-Verhéltnis von Protein zu Detergenz an di€elle etwa 1:2 betragen. Die
Suspension wird 40 min lang bei Raumtemperaturbiga; wobei etwa alle 5 min etwa 3 s
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lang gevortext wird. AnschlieBend wird 2 h lang B8D00 x g und 4 °C zentrifugiert. Der

Uberstand ist das gewiinschte Solubilisat und wind Radioligand-Bindungsstudien 1:5

(V:V) mit Tris-Inkubationspuffer verdinnt, bevor gsden Assay eingesetzt wird. Alternativ

kann das Solubilisat unverdinnt bei —80 °C eingefraverden, wo es mehrere Monate lang
haltbar ist.

Solubilisierung mittels Ultrazentrifuge

Ausgegangen wird von einer Membranpréparation dewsdinobacter xylosoxidans, deren
Proteinkonzentration zwischen 1 und 1,5 mg/ml (Mdthnach Bradford) liegen sollte. Die
Praparation wird zugig aufgetaut und 30 min lang28900 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das Pellet 1 ml insTnkubationspuffer, welcher 0,25%
(m/V) DDM enthalt, resuspendiert. Fir eine optimAlgsbeute an Bindungsstellen soll das
Massen-Verhéltnis von Protein zu Detergenz an di€elle etwa 1:2 betragen. Die
Suspension wird 40 min lang bei Raumtemperaturbigat; wobei etwa alle 5 min etwa 3 s
lang gevortext wird. AnschlielRend wird 30 min ldogg 100000 x g und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand ist das gewiinschte Solubilisat und %ir Radioligand-Bindungsstudien 1:5
(V:V) mit Tris-Inkubationspuffer verdinnt, bevor esden Assay eingesetzt wird. Alternativ
kann das Solubilisat unverdinnt bei —80 °C eingefrowerden, wo es mehrere Monate
haltbar ist.

6.10 Gelelektrophoresen

Solubilisate der Achromobacter xylosoxidaftdembranpraparation werden der nicht-
denaturierenden Blau-nativen Polyacrylamid-Geletgkiorese (BN-PAGE) und der
denaturierenden  Natriumdodecylsulfat-Polyacryla@elelektrophorese  (SDS-PAGE)

unterzogen.

6.10.1 Blau-native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

100 pl Solubilisat werden mit 1,2 pl Sample-Addstiund 20 pl 50%iger Glycerollésung
versetzt. Ein 4-16% Bis-Tris-Gel der Dicke 1.0 mnt rzehn vorgefertigten Taschen wird in
die Gelkammer eingespannt. Etwa 600 ml des Anod#gfe#8 werden in die aul3ere Kammer

Uberfihrt, wobei die innere Kammer mit etwa 200d®$ Kathoden-Puffers beflllt wird. Die
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vorgefertigen Geltaschen werden mittels einer Hamslpritze mit Probenvolumina von 30
bzw. 40 ul beladen. In die beiden auf’en gelegenetiasgéhen werden je 5 ul des
Proteinstandards Mark 12™ gegeben. Die Elektrogedammer wird verschlossen, bevor
eine Spannung von 150 V angelegt wird, was einem@tarke wahrend der Elektrophorese
von 12-16 mA zu Beginn und 2-4 mA gegen Ende eiotsgr> Nach einer Laufzeit von
etwa 30 min haben die Proben etwa ein Drittel detickzulegenden Strecke im Gel erreicht,
so dass der dunkelblaue Kathoden-Puffer mit einpete entfernt und durch 200 ml
hellblauen Kathoden-Puffer ersetzt wird. Nach eibaufzeit von 100-120 min erreicht die
Lauffront das untere Ende des Gels, und die Elpktveese ist beendet. Die Banden sind blau
gefarbt und werden direkt zur Auswertung mit Hitfer Gelkamera und dem zugehdrigen

Programm herangezogen.

6.10.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektophorese

Zwei Glasplatten werden zuerst mit Isopropanol 10% anschlie3end Aceton gesaubert und
in den Giel3stand gespannt. Die Losungen zur Hemstedes Trenn- und Sammelgels sind
unter 6.2.4 beschrieben. Die Trenngel-Losung wird etwa 5 crahhaentsprechend einem
Volumen von etwa 7,8 ml, in den Giel3stand gegossehetwa 15 min erharten gelassen.
Damit sich eine glatte Oberflache bildet, werder® G0 Isopropanol 70% Uberschichtet,
welcher abdekantiert wird, sobald das Gel erhastetAnschlielend wird die Sammelgel-
Losung bis zur Oberkante des Giel3standes eingefidls einem Volumen an Sammelgel-
Losung von etwa 3,3 ml entspricht. Dabei wird demrh dicke Gelkamm vorsichtig
eingesetzt. Ist die Polymerisation des Acrylamidernlet und das Gel ausgehartet, wird der
Gelkamm entfernt. Das Gel, umgeben von den zwesgtten, kann nun in die Gelkammer
zur Elektrophorese eingespannt oder einige Tagé b@igelagert werden.

Zur Elektrophorese werden 50 pl Solubilisat mid®sDS-PAGE-Probenpuffer versetzt. Der
Laufpuffer wird in die Kammern geflillt. Die vorgefigen Geltaschen werden mittels einer
Hamiltonspritze mit Probenvolumina von 20 bzw. 30hkeladen. In die beiden aul3en
gelegenen Geltaschen werden je 5pul des Protedastds Mark 12™ gegeben. Die
Elektrophoresekammer wird verschlossen, bevor 8ipannung von 200 V angelegt wird.
Nach etwa 60 min erreicht der Proteinstandard desre Ende des Gels, und der Lauf ist
beendet. Das Gel wird aus der Kammer genommen uttdlsnder unter6.2.4 genannten
Losungen angefarbt. Dazu wird es zuerst eine Stlardgin Farbelbésung A fir SDS-PAGE

eingelegt, anschlieBend eine Stunde lang in LosBngiber Nacht in Lésung C und
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schlie3lich eine Stunde lang in demineralisiertessgér. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe
der Gelkamera und dem zugehdrigen Programm.

6.11  Proteinanalytik

Die Gelbanden der SDS-PAGE werden mit einem SKadpmsigeschnitten und in Eppendorf-
GefalRe Uberfuhrt. Zur weiteren Analyse werden sg@alifornia Institute of Technology in
Pasadena, Kalifornien, USA geschickt, wo sie imté&rme Exploration Laboratory unter
Leitung von Frau Dr. Sonja Hess untersucht werdésch enzymatischem Verdau und
Aufreinigung Uber Flussigkeitschromatographie warddS/MS-Spektren aufgenommen.
Diese massenspektrometrischen Daten werden mitMascot Server (Version 2.2, Matrix
Science, London, UK) analysiert und mit dem Progra@caffold™, (Version Scaffold —
01_07_00) statistisch aufbereitet, so dass siehieBend in eine Proteinliste Uberfihrt

werden konnen.

6.12 Fluorimetrische Calciummessungen

6.12.1 Versuchsdurchfiihrung

Die Versuche werden wie zuvor beschrieben durchgeté®” Gearbeitet wird mit dem
FLUOstar Galax§ sowie mit dem NOVOst&r wobei die Messung jeweils in Triplikaten und
jeder einzelne Versuch dreimal durchgefuhrt wirdir Flas Vermessen einer 96-well-
Mikrotiterplatte werden zwei zu etwa 80% konfluengeoRe Zellkulturflaschen einer
Bodenflache von 175 cmbenétigt. Die am Boden der Zellkulturflasche aehéen
Astrozytomzellen werden mit Trypsin abgelost. NadB-90minutiger Inkubation im
Brutschrank werden die Zellen 5 min lang bei eiBeschleunigung von 200 x g und einer
Temperatur von 4 °C zentrifugiert. Das Zellpelleirdvin 994 ul 37 °C warmem Krebs-
HEPES-Puffer (KHP) resuspendiert und zu einer Misghaus 3 pul Fura-2-Stammldsung
bzw. 3 pl Oregon Green-Stammlésung und 3 pl Lostergsttler Pluronic® F-127 in ein
1,5 ml-Eppendorf-Gefald gegeben. Bei RT und untehthusschluss wird bei 200-300 rpm

eine Stunde lang auf dem Vortexer geschuttelt. Aefdend wird die Zellsuspension bei
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2500 rpm 12 s lang zentrifugiert und das entstetdPellet insgesamt zwei mal mit 994 pl
37 °C warmem KHP gewaschen. Die Zellsuspension wwiglne Glaswanne uberfuhrt, in der
zum Erreichen eines Gesamtvolumens von 20 ml BeB&it’C warmer KHP vorgeliegt, und
unter vorsichtigem Schwenken der Wanne auf eingv/@@-Platte verteilt. Zur Testung auf
Agonismus werden 180 pl Zellsuspension in jedes | Werkgelegt. Zur Testung auf
Antagonismus werden 20 pl Testsubstanz, 10-facherhdtonzentriert als im Assay
erwinscht, bzw. reiner KHP zur Bestimmung der Gahzinstiege durch Injektion von
reinem KHP und natirlichem Rezeptor-Agonist, vaegel Die 96-Well-Platte wird 20 min
lang bei RT im Fluorimeter stehen gelassen, damitZellen gleichm&Rig absinken kdnnen
und der Rezeptor im Falle der Antagonismus-Testiurgh die Testsubstanz besetzt werden
kann. Um mdgliche Unregelmaligkeiten in der Zelleatteilung sowie Eigenfluoreszenz
oder Absorption der Testsubstanzen feststellenkondgieren zu kénnen, wird zunachst der
sogenannte Gain, die Lichverstarkung des Gerategedellt. Dieser Vorgang wird auch
Validierung genannt. Dazu wird ohne Injektion idgen Well der Platte die Grundfluoreszenz
mit nur einem Zeitintervall gemessen und durch teiheng des Gains angepasst. Der
optimale Messbereich der Fluoreszenzanstiege fliesedi Versuche sieht eine
Grundfluoreszenz von 20.000-22.000 Fluoreszenziéégtheam FLUOstar Galaxy bzw.
38.000-41.000 Fluoreszenzeinheiten am NOV®&star. Vor der ersten Injektion wird die
Pumpe des Fluorimeters gespiilt, die #$JOstar Galaxy mit 4,5 ml KHP, die des
NOVOstaf® mit 3,5 ml demineralisiertem Wasser. Die Injektam FLUOstar Galaxy/muss
manuell vorgenommen werden, was bedeutet, dassill¢er zu injizierenden Lésung in
einem Falcon-Tube mit dem Pumpensystem des Flutersieerbunden werden. Bevor 20 pl
dieser LOosung, die 10-fach hoher konzentriert seuss als im Assay erwinscht, in drei
nebeneinander liegende Wells injiziert werden, wdde Pumpe mit 500 pl der zu
injizierenden Losung gespllt. Bei Injektion von ®@nnungen einer Substanz wird mit der
kleinsten Verdiunnung begonnen. Vor dem Wechsel inar eanderen Substanz wird die
Pumpe jeweils mit 1,5 ml KHP gespult. Uber eine $#est von 24 s (60 Messpunkte) wird
der Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentmatiolurch die Fluoreszenzintensitat
ermittelt. Am Ende jeder Messung wird die Pumpe 4yiit ml demineralisiertem Wasser und
4,5 ml Ethanol 70% gesplilt.

Der NOVOstaf ist mit einem automatischen Injektionssystem atisget. Je 33 pl der 10-
fach konzentrierten Injektionslésungen werden imeaiurchsichtige 96-Well-Mikrotiterplatte
mit V-Boden pipettiert und ins Fluorimeter auf dBratz ,reagent plate” gestellt. Die zu

vermessende schwarze 96-Well-Platte mit durchgiehti Boden befindet sich in der
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Vorrichtung ,measurement plate“. Vor der erstenektipn wird die Pumpe mit 3,5 ml
demineralisiertem Wasser, das in einer Vorratdflasan das Pumpensystem des Gerates
angeschlossen ist, gespult. Der Injektor des Fiueters pipettiert nun aus jedem Well der
durchsichtigen 96-Well-Mikotiterplatte 20 pl Reagkisung in das entsprechende Well der
schwarzen 96-Well-Messplatte, in der sich die Zeskension befindet. Zwischen den
einzelnen Injektionen spult das Geréat den Injeatdomatisch mit demineralisiertem Wasser.
Die Fluoreszenzintensitat wird auch hier Uber eiZaitraum von 24 s pro Well in 60
Intervallen & 0,4 s gemessen. Nach dem Versuch dasl Pumpensystem mit 3,5 ml
demineralisiertem Wasser und 3,5 ml Ethanol 70%ges

Zur Testung auf Agonismus wird die Testsubstanekdlim die Zellsuspension injiziert und
der resultierende Calciumanstieg in Form der Flemerazintensitat verfolgt. Grundlage fur
0% Rezeptorstimulation stellt die Injektion vonnein KHP dar, wahrend Injektion von
naturlichem Agonisten in einer Konzentration, dieee@ maximalen Effekt hervorruft, 100%
Rezeptorstimulation wiedergibt.

Wird auf Antagonismus getestet, werden die Zell@mézhst mit dem Antagonisten inkubiert,
woraufhin der natirliche Agonist des Rezeptors imere Konzentration nahe seines 4C
Wertes, der sogenannten Anregungskonzentrationzierj wird. Grundlage fur 0%
Rezeptorstimulation stellt die Injektion von reindfrP in die Zellsuspension dar, 100%
Rezeptorstimulation  die  Injektion  von  natUrlichem gokisten in  seiner

Anregungskonzentration.

6.12.2 Pipettierschema fur die Erstellung von Verdiinungsreihen

Die Testsubstanzen liegen in Form von StammldsungeriKonzentration 1 oder 10 mM in
DMSO oder Wasser vor. Im Assay darf die DMSO-Korgion jedoch nicht mehr als 1%
pro Well betragen (siehe1.3. Die Verdinnungen werden so hergestellt, dass l@nstante
DMSO-Konzentration von 1% in jedem Well herrschie Verbindungen werden in der
Regel in einer Konzentration von 10 pM einem ersseneening unterzogen. In manchen
Fallen wird zur besseren Abschatzung von Dosis-Wigs-Beziehungen auch bei 1, 10 und
100 uM gescreent. Verbindungen, von denen eine sieglrige Affinitdt zum Rezeptor
erwartet wird, werden bei 100 uM gescreent. Eidigéhrachinon-Derivate werden bei 3 und

30 uM gescreent.
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Nachfolgend ist fir die Antagonismus-Testung dasduenungsschema fur verschiedene

Screenings dargestellt.

Tab. 41. Verdunnungen der Testsubstanzen zum Screeningraafénismus.

Verdlinnung reale Konzentration Herstellung der Verdiinnung
Konzentration im Assay [uUM]
[UM]
ausgehend von einer 10 mM Stammlésung, Startkaatientim Assay 100 uM
V1 1000 100 7 ul Stammldsung + 63 pl KHP
V2 100 10 7plvonV1+63pulLM
V3 10 1 7ulV2+63pul LM

ausgehend von einer 10 mM Stamml6ésung in DMSQk8terentration im Assay 30 uM

Vi 1000 100 9 ul Stammldsung + 81 pl KHP

V2 300 30 22 ulvonV 1+ 51,3 pul KHP mit
10% DMSO

V3 30 3 7 ulvonV 2 + 63 pl KHP mit
10% DMSO

ausgehend von einer 10 mM Stammlosung,®, Kbtartkonzentration im Assay 30 uM
V1 300 30 3 pl Stammloésung + 97 pl KHP

V2 30 3 7 ulvon V 1 + 63 pl KHP

ausgehend von einer 1 mM Stammldsung, Startkoaziemtim Assay 10 uM
V1 100 10 7 ul Stammlésung + 63 pl KHP

V2 10 1 7 pulvon V 1+ 63 pl LM

" Lésemittel ist KHP, wenn die Stammlésung wassstg list die Stammldsung in DMSO hergestellt, wiridl m
einer Mischung aus KHP und DMSO 9/1 (V/V) verdunnt.

Wird auf Agonismus getestet, missen die Voluminaeaiezelnen Verdiinnungen so erhéht
werden, dass das bei Messung am NOV3sias Vorlegen von 33 pl je Well der Agonist-
Lésung zur Injektion moglich ist. Am FLUOstar Gayaxsollten mindestens 1,6 ml jeder

Verdinnung vorliegen, damit ein Spulen der Pumpe lmjektion der Loésung madglich ist.
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Um den Substanzverbrauch méglichst gering zu halténd vorzugsweise am NOVOsfar

auf Agonismus getestet.
Tab. 42 zeigt das Pipettierschema fir die Erstellung vendinnungsreihen zur Agonismus-

Testung mit dem NOVOstarsowie zur Antagonismus-Testung mit dem NOVJstand
dem FLUOstar Galaxy

Tab. 42. Verdinnungsreihe der Testsubstanzen zur Aufnahmduoven.

Verdinnung reale Konzentration Herstellung der Verdinnung
Konzentration im Assay [UM]
[uM]

ausgehend von einer 10 mM Stammldsung, Startkeazientim Assay 100 uM
V1 1000 100 15 pl Stammlésung + 135 pl KHP
V2 300 30 50 plvon V1 +116,6 pl L'M
V3 100 10 50 plvon V 2 + 100 pl LM
V4 30 3 50 plvon V 3 + 116,6 pl LM
V5 10 1 50 pl von V 4 + 100 pl LM
V6 3 0,3 50 plvon V 5 + 116,6 pl LM
V7 1 0,1 50 pl von V 6 + 100 pl LM
V8 0,3 0,03 50 plvon V 7 + 116,6 pl LM
V9 0,1 0,01 50 plvon V 8 + 100 pl LM
V 10 0,03 0,003 50 pulvon V 9 + 116,6 pl LM

Diese Tabelle lasst sich im gleichen Schema inrijete Konzentrationsbereiche fortfiinrerLésemittel ist
KHP, wenn die Stammlésung wassrig ist. Ist die $t&isung in DMSO hergestellt, wird mit einer Misclgun
aus KHP und DMSO 9/1 (V/V) verdiunnt.

In Tab. 43 ist das Verdinnungsschema fur die zu injizierehdeung bei Testung auf

Agonismus mit dem FLUOstar Galdkgufgelistet.
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Tab. 43. Verdunnungsreihe der Testsubstanz zur Aufnahmeébemis-Wirkungs-Kurven am
FLUOstar Galaxy.

Verdinnung reale Konzentration Herstellung der Verdinnung
Konzentration im Assay [uM]
[uM]
ausgehend von einer 10 mM Stamml6sung, Startkoatientim Assay 100 uM
V1 1000 100 250 pl Stammldsung
+ 2250 pl KHP
V2 300 30 800 plvon V 1 + 1866 pl 'M
V3 100 10 800 pl von V 2 + 1600 pl 'M
V4 30 3 800 pl von V 3 + 1866 pl LM
V5 10 1 800 plvon V 4 + 1600 pl LM
V6 3 0,3 800 plvon V 5 + 1866 pl LM
V7 1 0,1 800 plvon V 6 + 1600 pl LM
V8 0,3 0,03 800 plvon V 7 + 1866 pl 'M
V9 0,1 0,01 800 pl von V 8 + 1600 pl LM
V 10 0,03 0,003 800 pl von V 9 + 1866 pl LM

Diese Tabelle lasst sich im gleichen Schema inrigete Konzentrationsbereiche fortfilhrérLésemittel ist
KHP, wenn die Stammldsung wassrig ist. Ist die St&msung in DMSO hergestellt, wird mit einer Misclgun
aus KHP und DMSO 9/1 (V/V) verdunnt.

6.12.3 Einstellungen am NOVOstdt

Die nachfolgende Tabelle fasst die Einstellungee,ain NOVOstdt vor der Messung mit
den Fluoreszenzfarbstoffen Fura-2 oder Oregon GrB&®TA-1 vorzunehmen sind,

Zusammen.
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Tab. 44. Geréteeinstellungen am NOVOStar

Messparameter Fura-2 Oregon Green BAPTA-1
Anregungswellenlange 320 nm, Bandbreite 25 nm 485Bandbreite 25 nm
Emissionswellenlange 520 nm, Bandbreite 20 nm 5a20Bandbreite 20 nm
Anzahl der Blitze 10 10
(Validierung) (20) (20)
Gain variabel variabel
Zeitfenster 1(2) 0-4s(11,6-35,69) 0-4K6% 35,6 s)
Intervallanzahl 60 60
(Validierung) (1) Q)
Intervallzeit 0,4s 0,4s
Injektionszeitpunkt 11,6 11,6s
Injektionsgeschwindigkeit 65 ul/s 65 ul/s
Positionsverzégerung 0,2s 0,2s
Temperatur RT RT
Zellzahl/ Well ca. 150.000 ca.150.000
Grundfluoreszenz, Soll 38.000 - 41.000 F.E. 38.:000.000 F.E.
Spulschritte nach jeder

S 2 2
Injektion
Spulsystem-L6sung demineralisiertes Wasser denlisiertes Wasser

Da sich das Fluorimeter wahrend der Messung erwammnd der gerateinterne Inkubator,

welcher die Temperatur nur erhéhen, nicht abeedrigen kann, ausgeschaltet.

6.12.4 Einstellungen am FLUOstar Galaxy

In Tab. 45sind die am FLUOstar GalaXyorzunehmenden Einstellungen aufgelistet.
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Tab. 45. Geréteeinstellungen am FLUOstar Galaxy

Messparameter Fura-2 Oregon Green BAPTA-1
Anregungswellenléange 320 nm, Bandbreite 25 nm 485Bandbreite 25 nm
Emissionswellenlange 520 nm, Bandbreite 20 nm 5a0Bandbreite 20 nm
Anzahl der Blitze 10 10

(Validierung) (20) (20)

Gain variabel variabel

Intervallanzahl 65 65

(Validierung) (1) (1)

Intervallzeit 0,4s 0,4s

Injektionszeitpunkt 16s 16s
Injektionsgeschwindigkeit 310 pul/s 310 pl/s
Positionsverzégerung 0,5s 0,5s

Temperatur RT RT

Zellzahl/ Well ca. 150.000 ca.150.000
Grundfluoreszenz, Soll 20.000 - 22.000 F.E. 20.0PP.000 F.E.

Da sich das Fluorimeter der Messung erwarmt, wadgerateinterne Inkubator, welcher die

Temperatur nur erhéhen, nicht aber erniedrigen kansgeschaltet.

6.12.5 Auswertung der Calciummessungen

Der erste Teil der Auswertung wird mit Hilfe deso@rmamms Excél durchgefiihrt. Bei der
Injektion werden die sedimentierten Zellen aufgbeit, was dazu fuhrt, dass die ersten
gemessenen Fluoreszenzwerte um den Anfangswertas&ew, ohne einen Rezeptor-
vermittelten Effekt darzustellen. Aus diesem Gruvetden die ersten drei Fluoreszenzwerte
nach Injektion nicht berucksichtigt, der vierte Weteich Null gesetzt und von jedem
folgenden Wert subtrahiert. Dadurch wird der Agtrermittelte Fluoreszenzanstieg
erhalten. Die Fluoreszenzanstiege der jeweiligapliKate werden gemittelt, so dass sich flr
jede Testsubstanz bzw. Konzentration der Fluoreswestieg Uber die Zeit graphisch in

Excel’ darstellen lasst. Der Fluoreszenzanstieg ohne fRmzdtivierung, der etwa O
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Fluoreszenzeinheiten betragen sollte, wird durehldjektion von KHP ermittelt und fliel3t
als Wert fur 0% Anregung in die spatere Berechnonmigein. Als Bezugsgro3e fur 100%
Rezeptorstimulation gilt im Agonismus-Test die kijen des natirlichen Rezeptor-
Agonisten in einer Konzentration, die den maximalefiekt auslost. Die Effekte der
Testsubstanzen werden hiermit verrechnet. Im Amtisgaus-Test gilt die Injektion von
natirlichem Rezeptor-Agonist in einer Konzentratiolahe seines EgWertes als
BezugsgrofRe fir 100% Rezeptor-Stimulation. Die Hemgndieses Effektes durch eine
antagonistische Testsubstanz fuhrt zum Inhibitieaswler Testsubstanz. Zur Berechnung
von Inhibitionswerten werden fir jedes einzelneplikat die Fluoreszenzeinheiten tber die
Zeit, das Messintervall, gemittelt und im Prograr@maphPad Prisfhin Relation zu 0 und
100% Rezeptor-Aktivierung gesetzt. Daraus lasdt der prozentuale Inhibitionswert einer
Verbindung bestimmen. Zur Erstellung von Dosis-Wirgs-Kurven werden die
Fluoreszenzeinheiten des Messintervalls fir jedestmzkonzentration ebenfalls gemittelt
und im Programm GraphPad Prdim Relation zu 0 und 100% Rezeptor-Aktivierung g
ihre Konzentration aufgetragen. Nach Bildung desttédivertes der Triplikate und
nichtlinearer Regression (sigmoidale Dosis-WirkuBggiehung) generiert GraphPad Pffsm
eine sigmoidale Kurve, deren Wendepunkt bei einegordsmus-Test als BgWert, bei
einem Antagonismus-Test alssiVert bezeichnet wird. Es werden jeweils drei urdadgiige
Experimente durchgefihrt, aus denen eine gemittélieve gebildet wird. Der 165 bzw.

ECse- Wert wird als arithmetischer Mittelwert aus dusiabhangigen Versuchen angegeben.
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7 Abkirzungsverzeichnis

A Angstrom

AB 129 Acid Blue 129

Abb. Abbildung

ABC ATP-binding-cassette

AB-MECA N°-(4-Aminobenzyl)-5'-N-methylcarbamoyl)adenosin

ACE Angiotensin-converting enzyme

ADA Adenosindesaminase

ADP Adenosin-5'-diphosphat

Ak Arbeitskreis

AMP Adenosin-5'-monophosphat

AP Alkalische Phosphatase

AR-C118925 (5-[[5-{2,8-Dimethyl-B-dibenzof,dcyclohepten-5-yl}-3,4-
dihydro-2-o0xo0-4-thio-1(B)-pyrimidinyljmethyl]-N-[1H-
tetrazol-5-yl]-2-furancarboxamid

AS Aminosaure(n)

ATP Adenosin-5'-triphosphat

AZT 3'-Azido-3'-desoxythymidin

BAC 16-Benzyldimethyl-n-hexadecylammoniumchlorid

Bmax maximale Anzahl an Bindungsstellen

BN-PAGE Blue native (Blau-native) Polyacrylamid-&lektrophorese

Bq Bequerel, Anzahl der pro Sekunde zerfallendeam#s,
1Bqg=1/s

BSA bovines Serum-Albumin

bzw. beziehungsweise

c Konzentration

°C Grad Celsius

CADO 2-Chloradenosin

CAMP cyclisches Adenosin-5'-monophosphat

CCPA 2-ChlorN°®-cyclopentyladenosin

cDNA copy-Desoxyribonucleinsédure, zu mMRNA kompletaes DNA
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CF cystische Fibrose

CGS-21680 2-(4-(2-Carboxyethyl)phenethylamino)N&thylcarboxamido-
adenosin

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-pemsulfonat

Ci Curie, 1 Ci=3,7 - ¥§Bq = 37 GBq

CMC kritische Mizellbildungskonzentration

CN-PAGE Colorless native (Farblos-native) Polyaanyid-Gelelektropho-
rese

CNT konzentrative(r) Nucleosidtransporter

COPD chronic obstructive pulmonary disease, chobnabstruktive
Bronchitis

CPA N°-Cyclopentyladenosin

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

Da Dalton, 1 Da = 1,6601 - T0kg

DAG Diacylglycerol

ddC 2,3'-Didesoxycytidin

ddl 2', 3'-Didesoxyinosin

DDM n-Dodecyl$-D-maltosid

d. h. das heisst

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsaure

DPCPX 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin

dpm decays per minute, tatsachliche Zerfalle proutei

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen undkzéiliren

DTAB Dodecyltrimethylammoniumbromid, €TAB

DTT Dithiotreitol

EC enzyme commission, nummerische Klassifikatiom Eazymen

EGCso halbmaximale effektive Konzentration

Ecto-5'-NT Ecto-5'-Nucleotidase

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGTA Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigséu
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EMT
E-NPP
ENT
E-NTDase
ER

ERK

ESI

evtl.

FCS
FID
FTICR

g

g
G418

GDP
GF/B
GF/C
GMP
GPCR
G-Protein
GTP

HEPES
HIV

HLB
HTS

ICso

extraneuronaler Monoamin-Transporter
Ecto-Nucleotidpyrophosphatase/-Nucleotidphodesterase
equilibrative(r) Nucleosidtransporter
Ecto-Nucleosidtriphosphatdiphosphohydeolas
Endoplasmatisches Reticulum

extrazellular regulierte Kinase(n)

Elektrosprayionisation

eventuell

fetal calf serum, fotales Kalberserum
freier Induktionszerfall

Fourier-Transformation-lonen-Cyclotron-Resona

Erdbeschleunigung

Gramm

Geneticinsulfat
Guanosin-5'-diphosphat
Glasfaserfilter des Typs B
Glasfaserfilter des Typs C
Guanosin-5-monophosphat
G-Protein-gekoppelte(r) Rezeptor(en)
Guaninnucleotid-bindendes Protein
Guanosin-5'-triphosphat

human

Stunde
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-etharfensaure
Human Immunodeficiency Virus, Humanes Immuno-
defizienzvirus, HI-Virus

hydrophile-lipophile Balance

high throughput screening, Hochdurchsatzscngeni

halbmaximale Hemmkonzentration

Interleukin
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INS Inspire Pharmaceuticals

INS 48823 2-Benzyl-tetrahydro-furo[3d}f1,3]dioxol-4-yl)-1H-pyrimidin-
2,4-dion(5)tetraphospho(5')uridin

IP isoelektrischer Punkt

IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat

J Joule

JNK c-Jun-N-terminale Kinase

k kilo

Kap. Kapitel

Kass Assoziationsgeschwindigkeitskonstantg, k

Kb Gleichgewichtsdissoziationskonstante

Kgiss Dissoziationsgeschwindigkeitskonstantg;, k

kg Kilogramm

KHP Krebs-HEPES-Puffer

Ki Gleichgewichtsinhibitionskonstante

Km Michaelis-Menten-Konstante

konz. konzentriert

I Liter

L’ Radioligand

LB lysogeny broth, lysogenisierende FleischbriluehalLuria
broth, Lennox broth, Luria bertani

LC Flissigkeitschromatographie

LSC liquid scintillation counter, Flissigszintillahszahler

LTQ linear trap quadrupole

LUF5417 N-(3-Phenyl-1,2,4-thiadiazol-5-yl)-4-metlytrenzamid

m Masse

m Meter

m Maus-

M molar, mol/l

millimolar, millimol/Liter
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MM

MAP

MFS

min
MRE-3008F20

MRNA
MRS-1754

MRS-2578
MS
MS/MS
MSD

MSX-2

MudPIT
MW

n. b.
n. d.
NBD
NBMPR

NDPK
NECA
NH

nm
nM

Nr.

NT

mikromolar, mikromol/Liter

Mitogen-aktiviertes Protein

Major Facilitator Superfamilie

Minute
5-N-(4-Methoxyphenylcarbamoyl)amino+8qyl-2-(2-

furyl)pyrazolo[4,3€]-1,2,4-triazolo[1,5€]pyrimidin
Messenger-Ribonucleinsaure
8-[4-[((4-(Cyanophenyl)carbamoylmethyl)iptyenyl]1,3-di(-

propyl)]xanthin
1,4-Di-[(3-isothiocyanato-phenyl)-thiouwte]butan
Massenspektrometrie

Tandem-Massenspektrometrie

membrane-spanning domain, Membran-tbergreifende
Domane(n)
(E)-3-(3-Hydroxypropyl)-8-(2-(3-methoxyphenyl)vinyh)-

methyl-1-prop-2-inyl-3,7-dihydropurin-2,6-dion
multidimensionale Protein-ldentifikationsteologie

Molekulargewicht

Anzahl der Experimente, Anzahl der Stichproben
Stoffmenge

nicht bekannt

not determined, nicht bestimmt
Nucleotid-Bindedomane(n)
6-[(4-Nitrobenzyl)thio]-9B-D-ribofuranosylpurin,
Nitrobenzylmercaptopurin-ribonucleosid, Nitroberhidinosin
Nucleosiddiphosphokinase
5'N-Ethylcarboxamidoadenosin

Hill-Koeffizient

Nanometer

nanomolar, nanomol/Liter

Nummer

Nucleosidtransporter
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OAT
OCT
oD
ORCC

PBP
PBS

PDE
PE

PEI
PENECA
P-gp
PlK
PLC
PMF
PPADS
PSB
PSB-10

PSB-11

PSB-36
PSB-63

PSB-601
PSB-603

PTS
PTU
PVDF

organische(r) Anionen-Transporter

organische(r) Kationen-Transporter

optische Dichte

outwardly rectifiying chloride channel, ausisaerichteter
Chlorid-Kanal

periplasmatische(s) Bindeprotein(e)
phosphate buffered saline, Phosphat-gepuftatene
Kochsalzlésung
Phosphodiesterase
Polyethylen
Polyethylenimin
2-(2-Phenyl)ethynyl-3-ethylcarboxamidoadenosin
P-Glycoprotein
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Phospholipase C
proton motif force, Protonenpotenzial
Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2',4'-disuléome
Pharmaceutical Sciences Bonn
2-(2',3',5'-Trichlorphenyl)-8-ethyl-4-met(8R)-4,5,7,8-
tetrahydro-H-imidazo[2,1#]purin-5-on
8-Ethyl-4-methyl-2-phenylf8-4,5,7,8-tetrahydroH-imidazo-
[2,14]purin-5-on
1-Butyl-8-(3-noradamantyl)-3-(3-hydroxyproggnthin
2-(Hexahydro-2,5-methanpentalea~#)-4,5-dihydro-9-
propyl-6H,8H-pyrimido[1,2,3€d)purin-8,10(H)dion
8-[4-(4-Benzylpiperazin-1-sulfonyl)phengHpropylxanthin
8-(4-(4-(4-Chlorphenyl)piperazin-1-sulfopyienyl)- 1-propyl-
xanthin
Phosphotransferase-System
6-Propyl-2-thiouracil
Polyvinylidenfluorid
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RB-2
RL"

RNA
R-PIA
rpm
RT
RZB

S
SBP
SCH-58261

SD
SDS-PAGE

SEM
SLC
SLCO
SSSS

tio
Tab.

TEMED
TMD

TRIS

UDP
UDPBS

Ratten-

Rezeptor, Bindungsstelle

Reactive Blue-2, Reaktives Blau-2
Radioligand-Rezeptor-Komplex, Radioligand-Bindustgien-
Komplex

Ribonucleinsaure

R-N®-Phenylisopropyladenosin

rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

relative Zentrifugalbeschleunigung

Sekunde

Substrat-Bindeprotein(e)
5-Amino-7-(2-phenylethyl)-2-(2-furyl)-@aolo[4,3€]-1,2,4-

triazolo[1,5€]pyrimidin

standard deviation, Standardabweichung
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelgphorese,

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektroph@es
standard error of the mean, Standardfehler
solute-carrier

solute-carrier organischer Anionen

Sodium/Solute-Symporter-Familie

Zeit

Halbwertszeit

Tabelle

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin, 1,2-Big{eethylamino)-
ethan

transmembranare Doméane(n)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 2-Amino-2-¢gngxy-
methyl)-propan-1,3-diol, Trometamol

Uridin-5'-diphosphat
Uridin-5'-@-thio)diphosphat
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UMP Uridin-5-monophosphat

Up,dC 2'-Desoxycytidin(5")tetraphospho(5')uridin, Dersol, INS
37217)

UpsU Diuridin-5',5'-triphosphat

UpyU Diuridin-5',5'-tetraphosphat, Diquafosol, INS 365

UTP Uridin-5'-triphosphat

UTPyS Uridin-5'-¢-thio)triphosphat

uv ultraviolett

\% Volumen

Vimax maximale Geschwindigkeit

VS. versus, gegen

z. B. zum Beispiel

ZM-241385 4-(2-(7-Amino-2-(2-furyl)1,2,4-triazolof2-a]1,3,5-triazin-5-
yl)amino)ethyl)phenol

ZNS Zentralnervensystem

Die in dieser Arbeit verwendeten Einheiten entspeecdem internationalen Einheitensystem
Sl.
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8 Abkirzungen fir Aminosauren

Internationaler Ein-Buchstaben-Code fiir Aminosauren

A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Asparaginsaure
E Glu Glutaminséure
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

I lle Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asn Asparagin

P Pro Prolin

Q GIn Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin

Vv Val Valin

wW Trp Tryptophan

X beliebige Aminoséaure
Y Tyr Tyrosin

Ende
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