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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Enzyme

Ein Enzym ist ein Protein mit katalytischen Eigenschaften. Als Biokatalysatoren setzen
Enzyme die Aktivierungsenergie vieler in Organismen ablaufenden Reaktionen herab und
erhdhen so die Reaktionsgeschwindigkeit.? Viele Enzyme benétigen firr ihre katalytische
Aktivitdt Cofaktoren wie Kationen oder Vitamine sowie spezifische Reaktionsbedingungen
(z.B. pH-Wert und Temperatur). Sie besitzen spezifische Bindungsstellen, welche die
selektive Anlagerung und Umsetzung von Substraten ermdglichen. Isoenzyme sind
Enzyme unterschiedlicher Aminoséauresequenz, die aber die gleichen Substrate umsetzen

und somit dieselbe Reaktion katalysieren.?

1.2 Enzymkinetik

Kinetisch lasst sich ein Enzym charakterisieren, indem die Reaktionsgeschwindigkeiten
bei Einsatz verschiedener Substratkonzentrationen gemessen werden. Dies kann Uber
den Substratverbrauch oder die Produktzunahme pro Zeiteinheit, also die
Umsatzgeschwindigkeit (v), erfolgen. Die Substratkonzentration &ndert sich Uber die
Reaktionszeit, sodass die Reaktionsgeschwindigkeiten lediglich in der Anfangsphase (vo)
einer Enzymreaktion bestimmt werden. Bei einem Substratumsatz bis etwa 10 % besteht

noch ein linearer Zusammenhang zwischen Produktbildung und Reaktionszeit.>*

Ein Modell zur Erklarung der kinetischen Eigenschaften wurde 1913 von Leonor Michaelis
und Maud Menten vorgeschlagen. Der entscheidende Schritt der Katalyse ist die Bildung
eines  Enzymsubstrat-Komplexes  (ES-Komplexes) als Zwischenprodukt. Die

Reaktionsgleichung lautet folgendermaRen:*

Gleichung 1:
ki k3

E+S ES E+P
k2

Zuerst bindet das freie Enzym (E) reversibel an das Substrat (S) und bildet den Enzym-
Substrat-Komplex (ES). Dieser kann nun wieder zu S und freiem E zerfallen oder in das
Produkt (P) und freies E umgewandelt werden. Die Konstanten k; k, und ks sind
Geschwindigkeitskonstanten fir die entsprechende Assoziationsreaktion (k;) und die
Dissoziationsreaktionen (k, und ks).* Der Zusammenhang zwischen der Geschwindigkeit

einer Enzymreaktion und der eingesetzten Substratkonzentration wird durch die von
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Michaelis und Menten beschriebene Gleichung ausgedriickt. Die Michaelis-Menten-
Gleichung gilt als die Grundgleichung der Enzymkinetik und ist folgendermafien
definiert:®*
Gleichung 2:

Ve = Vimax * [S]

° Ku+IS]
Vo = Anfangsgeschwindigkeit
Vmax = Maximalgeschwindigkeit

[S] = Substratkonzentration

. . ko + K
Ky = Michaelis-Konstante = %
)

Stellt man die Umsatzgeschwindigkeiten gegen die eingesetzten Substratkonzentrationen

grafisch dar, erhalt man eine Sattigungskurve (Abbildung 1).

Anfangsgeschwindigkeit v

[Substrat]

Abbildung 1: Michaelis-Menten-Kurve einer Enzymreaktion

Bei kleinen Substratkonzentrationen ([S] << Ky) trifft jedes Substratmolekll auf ein freies
Enzym und die Reaktionsgeschwindigkeit steigt daher nahezu linear an. Bei hdheren
Substratkonzentrationen ([S] >> Ky,) wird die Kurve flacher, da es zu einer Sattigung der
Enzyme kommt. Die maximale Umsatzgeschwindigkeit (vmax) Wird Ublicherweise nicht
erreicht und kann aber durch Extrapolation der Kurve ermittelt werden.®>* Die
Substratkonzentration, die zu halbmaximalem Substratumsatz fihrt, entspricht dem Ky-
Wert. Der Ky-Wert gibt somit die Substratkonzentration an, bei der die Hélfte der aktiven

Zentren besetzt ist. Wenn die Geschwindigkeitskonstante k, viel grof3er ist als ks (siehe
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Gleichung 1) entspricht der Ky-Wert der Dissoziationskonstanten des ES-Komplexes und
ist ein Mal} fir dessen Stabilitat. Ein kleiner Ky-Wert deutet auf eine hohe Substrataffinitat

des Enzyms hin. Der Ky-Wert ist sowohl substrat- als auch enzymspezifisch.**

Fur eine einfachere grafische Darstellung und die Ermittlung kinetischer Parameter
wurden Linearisierungsverfahren entwickelt. Die dabei am haufigsten verwendete
Methode wurde von Lineweaver und Burk (1984) beschrieben.* Es handelt sich um eine
doppelt-reziproke Darstellung, bei der 1/v gegen 1/[S] grafisch aufgetragen wird (siehe
Abbildung 2). Die erhaltene Gerade kann durch folgende mathematische Gleichung

beschrieben werden:

Gleichung 3:

1 (KM 1 ) N 1
v Vmax [S] Vmax

Die kinetischen Parameter Ky und vpn, konnen aus der Steigung und den

Achsenschnittpunkten bestimmt werden, wobei der Y-Achsenschnittpunkt 1/Vpmax
entspricht. Der Ky-Wert entspricht der Steigung Ku/Vmax (Siehe Gleichung 3). Alternativ
lasst sich der Ky-Wert aus dem Lineweaver-Burk-Diagramm ablesen, da der Schnittpunkt

der Geraden mit der Abszisse -1/Ky entspricht.4

1V

] KI\/I/Vmax

1/Ky *_
R
"/

Abbildung 2: Lineweaver-Burk-Diagramm

g VA7

0 RS

Ein Nachteil der Linearisierung nach Lineweaver-Burk besteht darin, dass die erhaltenen
Messwerte bei niedrigen Substratkonzentrationen, welche mit groReren Versuchsfehlern
behaftet sind, verglichen mit den Messwerten bei hohen Substratkonzentrationen starker

gewichtet werden. Das kann zu einer Verzerrung der Messwerte fiihren. Daher sollten die
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kinetischen Parameter durch nicht-lineare Regressionsanalysen bestimmt und das

Lineweaver-Burk-Diagramm lediglich zur Datenprésentation genutzt werden.*®

Neben dem Lineweaver-Burk-Diagramm gibt es beispielsweise noch das Eadie-Hofstee-
oder das Hanes-Wolff-Diagramm als Linearisierungsmethoden zur grafischen Darstellung

enzymkinetischer Daten.*

Nach der Methode von Eadie und Hofstee wird die Michaelis-Menten-Gleichung
(vergleiche Gleichung 2) mit (Ky + [S]) multipliziert und liefert nach Umformung folgende

Gleichung:

Gleichung 4:

v=-Ky- (é)"‘vmax

Tragt man v grafisch gegen v/[S] auf erhalt man das Eadie-Hofstee-Diagramm, aus dem
sich vimax als Y-Achsenabschnitt und Ky als negative Steigung der Regressionsgeraden

ableiten lassen (siehe Abbildung 3).*°

\'

\ -

V/[S]

Abbildung 3: Eadie-Hofstee-Diagramm

Der Fehler nimmt mit steigendem Vv/[S] zu. Da v jedoch bei beiden Koordinaten eingeht,
variiert der Fehler eher in Bezug auf den Ursprung als auf die Achsen. Das Eadie-
Hofstee-Diagramm vergrofRert die Abweichungen von der Linearitdt, die bei dem
Lineweaver-Burk-Diagramm mdglicherweise nicht auffallen und wird daher haufig zur

Darstellung der Daten bevorzugt.®
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Das Hanes-Wolff-Diagramm stellt die beste der hier aufgefthrten
Linearisierungsméglichkeiten dar.® Bei Multiplikation beider Seiten der Lineweaver-Burk-

Gleichung 3 mit [S] erhéalt man folgende Gleichung:

Gleichung 5 :

S 1 K
e )
\ Vmax Vmax

Wenn man [S]/v entsprechend gegen [S] auftragt erhalt man ebenfalls eine Gerade (siehe
Abbildung 4). Aufgrund einer unverfalschten Spreizung der Messwerte entlang der

X-Achse ([S]) wird das Ergebnis durch einzelne Ausreil3er weniger verfalscht.

[SIV)

o

1 1V prax

- Ky \ 8
N
/

Abbildung 4: Hanes-Wolff-Diagramm

KifVimax

0 [S]

Die Steigung entspricht 1/vya, der Y-Achsenschnittpunkt Ky/vnax und der  X-
Achsenschnittpunkt —Ky.*

1.3 Enzyminhibition

Ein Inhibitor ist eine Verbindung, die in der Lage ist, die Geschwindigkeit einer
enzymkatalysierten Reaktion herabzusetzen. Allgemein kann man zwischen einer
reversiblen und einer irreversiblen Hemmung unterscheiden. Zu den wichtigsten
reversiblen Hemmmechanismen gehdren die kompetitive, die unkompetitive und die nicht-
kompetitive Inhibition, wobei fir die nicht-kompetitive Hemmung in der Literatur haufig

auch der Uberbegriff ,mixed inhibition“ verwendet wird."*

Die Anwesenheit eines Inhibitors wahrend der Enzymreaktion kann, je nach
Hemmmechanismus, den Ky-Wert und die maximale Umsatzgeschwindigkeit

unterschiedlich beeinflussen. Zur Bestimmung des Hemmmechanismus (kompetitiv,
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unkompetitiv oder nicht-kompetitiv) eines Inhibitors wird daher die Substratkonzentration

bei gleichbleibender Inhibitorkonzentration variiert und es werden die resultierenden

Umsatzgeschwindigkeiten gemessen. Ein Michaelis-Menten-Diagramm wird erhalten, das

sich durch eine doppelt-reziproke Auftragung

Uberfiihren lasst (Abbildung 5).*

in ein Lineweaver-Burk-Diagramm

A Kompetitiv

E

v

El

\ 4
N/
ES

s

E+S<—ES——~E+P
+
|

|

Zugabe des Inhibitors

Ohne Inhibitor

B Unkompetitiv

v
~— |
o

A4
Esi 1]

E+S<~—ES——~E+P
+
|

I

ESI

Zugabe des Inhibitors

©Ohne Inhibitor

1S

E

o

C Nicht-kompetitiv

A\ 4
N\ (
ES

I/m

e V
E|E<¥_> Esi L]

N

E+S—ES—E+P
| |
l I

El + S—ESI

/

Zugabe des Inhibitors

©Ohne Inhibitor

0

18

Abbildung 5

ESI = Enzym-Substrat-Inhibitor-Komplex.

(modifiziert nach Copeland 2000)*: Schematische Darstellung der
verschiedenen reversiblen Hemmmechanismen und Lineweaver-Burk-Diagramme mit und
ohne Inhibitorzugabe (A, kompetitiv; B, unkompetitiv; C, nicht-kompetitiv). S = Substrat,
| = Inhibitor, E = Enzym, ES = Enzym-Substrat-Komplex, EIl = Enzym-Inhibitor-Komplex,




1 Einleitung

Bei einer kompetitiven Inhibition bindet der Inhibitor (I) an das freie Enzym (E). Der
Inhibitor konkurriert mit dem Substrat (S) um die gleiche Bindungsstelle und kann daher
bei steigender Substratkonzentration wieder verdrangt werden. Der gemessene Ky-Wert
wird in Gegenwart des Inhibitors erhoht, die maximale Umsatzgeschwindigkeit viax bleibt
unverandert. Im Lineweaver-Burk-Diagramm schneiden sich die beiden Geraden somit
auf der Y-Achse (siehe Abbildung 5, A).**

Bei einem unkompetitiven Hemmmechanismus bindet der Inhibitor an den Enzym-
Substrat-Komplex (ES) an eine andere Bindungsstelle als das Substrat. Das Resultat ist
eine Erniedrigung der Ky- und vya-Werte. Die scheinbare Erh6hung der Substrataffinitat
(kleinerer Ky-Wert) lasst sich mit der ,unproduktiven* Substratbindung erklaren. Dadurch
kommt es zu einer Absenkung der freien Enzymmenge und die halbmaximale
Umsatzgeschwindigkeit (= halbmaximale Sattigung) wird so bei einer niedrigeren
Substratkonzentration erreicht. Im Lineweaver-Burk-Diagramm liegen die Geraden

parallel zueinander (siehe Abbildung 5, B)."*

Hemmt ein Inhibitor nicht-kompetitiv (,mixed inhibition*), kann die Verbindung sowohl an
das freie Enzym binden als auch an den ES-Komplex an einer anderen Bindungsstelle.
Durch eine Erhdhung der Substratkonzentration kann die Inhibition nicht aufgehoben
werden und die maximale Umsatzgeschwindigkeit wird nicht erreicht (erniedrigter Vipax-
Wert). Der Ky-Wert kann entweder gleich bleiben, verringert oder erhoht sein, je nachdem
ob der Inhibitor die gleiche, eine hdhere oder eine geringere Affinitat zum ES-Komplex
gegenuber dem freien E aufweist. Im Lineweaver-Burk-Diagramm schneiden sich die
Geraden demnach entweder auf, oberhalb oder unterhalb der Abszisse. In der Literatur
wird haufig der Uberbegriff ,mixed inhibition* verwendet und nur dann von einem nicht-
kompetitiven Hemmmechanismus gesprochen, wenn der Inhibitor die gleiche Affinitat zum

ES-Komplex wie zum freien Enzym aufweist (siehe Abbildung 5, C).*

1.4 Purinrezeptoren

Extrazellular fungieren Nucleotide wie ATP (1), ADP (2), UTP (3) und UDP (4) und das
Nucleosid Adenosin (5) (Abbildung 6) als wichtige Signalmolekile, indem sie durch die
Interaktion mit membranstdndigen Rezeptoren eine Vielzahl von physiologischen und
pathophysiologische Prozessen im Kérper beeinflussen.® Sie spielen unter anderem eine
Rolle bei der Hamostase, der Neurotransmission, bei Entziindungsprozessen, der

Immunantwort und der Zellproliferation.”®
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Abbildung 6: Strukturen von ATP (1), ADP (2), UTP (3), UDP (4) und Adenosin (5)

Die Entdeckung (1976) von Membranrezeptoren fir das Nucleotid Adenosintriphosphat
(ATP) fiihrte zu dem Uberbegriff Purinrezeptoren.® Sie lassen sich weiter in PO-, P1- und
P2-Rezeptoren unterteilen.’®!* P1-Rezeptoren werden im Korper ausschlieRlich von
Adenosin aktiviert und daher auch Adenosinrezeptoren genannt. Es handelt sich um G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRSs), die sich weiter in die vier Subtypen Az, Asa, A
und As-Rezeptoren unterteilen lassen.’” P2-Rezeptoren koénnen durch ATP, ADP
und/oder andere Nucleotide aktiviert werden. Wahrend es sich bei den P2X-Rezeptoren
(P2X1 bis P2X7) um ligandgesteuerte lonenkanédle handelt, sind die P2Y-Rezeptoren
(P2Y41, P2Y,, P2Y,, P2Ys P2Yi;, P2Yi,, P2Y33 und P2Y.;) GPCRs. P2X-Rezeptoren
werden physiologisch nur durch ATP stimuliert, P2Y-Rezeptoren kdnnen, je nach Subtyp,
durch unterschiedliche Nucleotide (z.B. ATP, ADP, UTP, UDP sowie UDP-Glucose)
aktiviert werden.'** Neben P1- und P2-Rezeptoren wurden kiirzlich GPCRs in der Maus,
der Ratte und im chinesischen Streifenhamster beschrieben, dessen endogener Ligand
die Nucleobase Adenin ist. Diese neue Familie der Purinrezeptoren wird als PO-
Rezeptoren bezeichnet.'****>!* Obwohl es Hinweise auf seine Existenz gibt, wurde der

humane Adenin-Rezeptor bisher noch nicht identifiziert.*®



1 Einleitung

1.5 Ectonucleotidasen

Ectonucleotidasen sind membranstandige Enzyme, die den extrazellularen
Nucleotidspiegel beeinflussen, indem sie Nucleotide hydrolytisch zu den entsprechenden
Nucleosiden und freien Phosphatgruppen spalten.”!” Zu den Ectonucleotidasen gehéren
vier Familien: Die Ecto-Nucleosidtriphosphatdiphosphohydrolasen (E-NTPDasen), die
Ecto-Nucleotidpyrophosphatasen/phosphodiesterasen  (E-NPPs), die  Alkalischen
Phosphatasen (APs) und die Ecto-5-Nucleotidase (eN).® Die E-NTPDasen sind
Nucleotid-spezifisch und hydrolysieren Nucleosidtri- und diphosphate bis hin zu dem
entsprechenden Nucleosidmonophosphat. Auch die eN ist Nucleotid-spezifisch und
spaltet Nucleosidmonophosphate wie AMP zu Adenosin. Die beiden anderen Familien
sind hingegen in der Lage, auch andere Substrate zu spalten. Die E-NPPs kdnnen neben
Nucleosidtri- und diphosphaten auch Dinucleosidpolyphosphate, ADP-Ribose, NAD" und
eine Reihe artifizieller Substrate hydrolysieren. Einige Subtypen dieser Proteinfamilie
spalten auch Phospholipide. Die APs hydrolysieren Nukleosidtri-, di- und monophosphate,
anorganisches Diphosphat (Pyrophosphat) und auch diverse weitere Monoester der

Phosphorsaure.'®

Die aus der Aktivitat der Ectonucleotidasen resultierenden Konzentrationséanderungen von
extrazellularen Nucleotiden und Nucleosiden haben einen Einfluss auf die Aktivierung von
P1- und P2-Rezeptoren.”® Nucleoside als finale Hydrolyseprodukte kénnen wiederum
durch spezifische Transporter in die Zelle gelangen und wiederverwertet werden
(Abbildung 7).*°

E-NPPs .
Inosin
APs APs APs
E-NTPDasen E-NTPDasen /eN\\ ADA
ATP ADP AMP Adenosin
ADK, NDPK ADK {
extrazellular
Zellmembran
ATP-Transporter intrazellular
lonenkanale
Zelllyse P2Y P2Y P1 Adenosin-
P2X transporter

Abbildung 7 (modifiziert nach Brunschweiger 2007)*°: Extrazellularer Metabolismus von
ATP (ADA: Adenosin-Desaminase; ADK: Adenylatkinase; APs: Alkalische Phosphatasen;
eN: Ecto-5-Nucleotidase; NDPK: Nucleosiddiphosphokinase; ENPPs:  Ecto-
Nucleotidpyrophosphatasen/phosphodiesterasen; E-NTPDase: Ecto-Nucleosidtri-
phosphatdiphosphohydrolase).
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Die Struktur der in der vorliegenden Forschungsarbeit untersuchten Enzyme, ihre
katalytischen Eigenschaften, ihre (patho)physiologische Bedeutung und das sich daraus
ergebende therapeutische Potential werden in den folgenden Kapiteln ausfihrlicher
beschrieben. Dazu gehdren vor allem die membranstandigen
E-NTPDasenl, -2, -3 und -8, aber auch die bakterielle LpINTPDase aus Legionella
pneumophila (L. pneumophila) und die gewebe-unspezifische Alkalische Phosphatase
(TNAP).

1.5.1 Ecto-Nucleosidtriphosphatdiphosphohydrolasen
(E-NTPDasen)

Die NTPDasen sind Nucleotid-spezifische Enzyme. Sie hydrolysieren Nucleosidtri- und
diphosphate zu den entsprechenden Nucleosidmonophosphaten in Anwesenheit von
Ca’*- oder Mg**-lonen in millimolaren Konzentrationen bei physiologischem pH-Wert.*®
Derzeit sind acht verschiedene Isoformen der NTPDasen im menschlichen Kérper
bekannt. Die NTPDasel, -2, -3 und -8 sind extrazellular lokalisierte Enzyme mit zwei
transmembranspannenden Domé&nen (TMD).®'" Die NTPDase-Subtypen 4-7 hingegen
sind intrazellular lokalisierte Membranproteine, wobei die NTPDase4?%2® und -62*2>?° im
Golgi-Apparat, die NTPDase5%?" im Endoplasmatischen Retikulum und die NTPDase7?®
in intrazellularen Vesikeln exprimiert werden.? Sie sind durch eine (NTPDase5 und -6)
oder zwei (NTPDase4 und -7) transmembrandre Doménen in der Membran verankert,
wobei die NTPDase5und -6 auch als lésliche Enzyme im Zytosol vorkommen.®'%%°
Zudem konnen die NTPDase5und-6 ebenfalls auf der Oberflache von
Plasmamembranen lokalisiert sein und auch von dort als Idsliche Enzyme sekretiert
werden. Allerdings lassen ihre hohen Ky-Werte und niedrigen spezifischen Aktivitdten
(Umsatzgeschwindigkeiten pro Masseneinheit) nicht vermuten, dass sie auf purinerge

Signalwege Einfluss nehmen kénnen,”2427:30:31

1.5.1.1 Hydrolytische Eigenschaften der E-NTPDasenl -2, -3 und -8

Bisher wurden die extrazellular lokalisierten NTPDasenl, -2, -3und -8 am besten
untersucht. Sie konnen sowohl ATP als auch UTP Uber die Diphosphate zu den
Monophosphaten hydrolysieren, wobei die Uracil-Nucleotide von der NTPDasel und
NTPDase2 mit einer niedrigeren Rate umgesetzt werden als die entsprechenden Adenin-

17,18

Nucleotide. Die verschiedenen Isoformen der NTPDasen unterscheiden sich

weitergehend in  ihrer  Substratspezifitdt  (Nucleosidtriphosphat (NTP)  oder

10
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Nucleosiddiphosphat (NDP)) und ihrem Bedarf an zweiwertigen Kationen (siehe Tabelle
1).8,17

Tabelle 1 (modifiziert nach Lee 2007):** Uberblick und funktionelle Eigenschaften der
membranstandigen E-NTPDasenl, -2, -3 und -8

Enzym Weitere Bezeichnungen  Substrat @ Produkte ®  Metall-
kation
NTPDasel  CD39, ATPDase, ecto- NTP ~ NDP NMP ca® ~ Mg®
apyrase
NTPDase2 CD39L1, ecto-ATPase NTP >>>NDP NDP ca®* ~ Mg?
NTPDase3 CD39L3, HB6 NTP > NDP NDP, NMP  Ca* > Mg?
NTPDase8 hATPDase NTP > NDP NDP, NMP  Ca** > Mg?

4NTP: Nucleosidtriphosphat, NDP: Nucleosiddiphosphat, NMP: Nucleosidmonophosphat

Die NTPDasel hydrolysiert NTP und NDP in gleichem MalRe, wahrend die NTPDasen3
und -8 NTP gegenliber NDP als Substrat bevorzugen. Die NTPDase2 zeigt eine sehr

starke Praferenz gegeniiber ATP, sodass sie auch als Ecto-ATPase bezeichnet wird.?*"3

Die NTPDasen2, -3 und -8 hydrolysieren NTP zu NDP, welches vom Enzym freigesetzt
wird und von der NTPDase3 und -8 anschlieBend weiter zu NMP umgesetzt wird.
Gleiches qilt fur die NTPDasel im Fall von UTP als Substrat. ATP wird von der
NTPDasel Uber ADP zu AMP umgesetzt ohne eine messbare Freisetzung von
ADP 1729343336 \wahrend bei der NTPDase3 und der NTPDase8 Ca”* einen starkeren
Einfluss auf die katalytische Aktivitat hat als Mg®*, lassen sich fir die NTPDasel und

NTPDase?2 keine Praferenzen fir ein Kation erkennen.t’

Zur kinetischen Charakterisierung von Enzymen kann der Ky-Wert bestimmt werden. Er
entspricht der Substratkonzentration bei halbmaximaler Umsatzgeschwindigkeit
(vergleiche Kapitel 1.2).* Die Ky-Werte fiir ATP, ADP, UTP und UDP als Substrate der
humanen NTPDasenl, -2, -3 und -8 sind in der Literatur beschrieben und in der Tabelle 2

zusammengefasst.

11
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Tabelle 2: Katalytische Eigenschaften der E-NTPDasen*’3437:38:39.40

Ku-Werte (UM)

Rekombinantes ATP ADP uUTP UDP

humanes Enzym

NTPDasel 17 22 47 135
NTPDase2 70-394*  ndr 393 n.d.”
NTPDase3 75-128°  31-96° 58 67
NTPDase8 81-221"  127-177° 480 241

2 Werte aus verschiedenen Untersuchungen.*’*"3®

® Die Werte wurden nicht bestimmt, da es sich bei den Nucleosiddiphosphaten um
schlechte Substrate der NTPDase2 handelt.
° Werte aus verschiedenen Untersuchungen.'”*
4 Werte aus verschiedenen Untersuchungen.®**°
Die Ky-Werte der humanen E-NTPDasenl und -3 flr die Adeninnucelotide als Substrate
liegen im niedrigen mikromolaren Bereich. Fir die NTPDase2 und -8 sind auch hdhere
Ku-Werte beschrieben worden. Fir die Hydrolyse der Uracilnucleotide liegen die
bestimmten Ky-Werte fir die NTPDasel (UDP) und die NTPDase8 (UTP und UDP)

ebenfalls hoher.

1.5.1.2 Struktureller Aufbau der E-NTPDasenl, -2, - 3 und -8

Die E-NTPDasenl, -2, -3 und -8 sind 70-80 kDa grof3e, glycosylierte Proteine mit zwei
TMD, die sich jeweils in der Nahe des cytosolisch gelegenen C- und N-Terminus
befinden. Die vier Isoenzyme liegen bevorzugt als Oligomere (Dimere bis Tetramere) vor
und weisen untereinander eine Aminosaureidentitit von 40 % auf.’® Die extrazellulére,
katalytisch aktive Schleife der E-NTPDasen enthalt finf Apyrase-konservierte Regionen
(apyrase conserved regions, ACRs). Obgleich die genauen Funktionen der ACRs nicht
bekannt sind, lasst ihre Homologie zu den Phosphatbindungs-Doméanen der
Actin/HSP70/Zuckerkinase-Familie darauf schlie3en, dass sie fur die Phosphatbindung
und Hydrolyse notwendig sind.*®***** Durch Mutagenesestudien konnte gezeigt werden,
dass durch den Austausch verschiedener Aminoséuren in diesen Bereichen die Aktivitat
der Enzyme abnahm oder ganz verloren ging.****** Darliber hinaus wurden bisher vier
weitere, konservierte Sequenzen sowie zehn konservierte Cystein-Reste identifiziert.*> In

der extrazellularen Doméane wird die Tertiarstruktur durch funf Disulfidbriicken erhalten.
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Ein Austausch der daran beteiligten Cysteine fihrte zu einer verringerten Aktivitat oder
einem vollstandigen Aktivitatsverlust.*® Dariiber hinaus ist bekannt, dass die
Glycosylierung der Proteine wichtig fir die korrekte Faltung, den Transport zu der
Zellmembran und die katalytische Aktivitat ist.*”**° Auch die TMD haben einen Einfluss
auf die katalytische Aktivitdt, was in verschiedenen Studien untersucht wurde. Fir die
NTPDasel und -2 konnte gezeigt werden, dass es ohne die TMD (I6sliche Mutanten) zu
der Bildung von Monomeren und einem 90%igen Aktivitatsverlust kommt.***° Zudem
haben die TMD einen Einfluss auf die Substratpraferenz und die schrittweise Spaltung
von ATP iiber ADP zu AMP. Ahnliche Beobachtungen wurden auch fiir die mithilfe des
Detergens Triton X-100 aus der Zellmembran gelosten Proteine gemacht. Die starke
Substratpraferenz fir ATP gegentiber ADP ist bei der nicht in der Membran verankerten
Form der NTPDase2 nicht mehr gegeben und fir die I6sliche NTPDasel konnte die
Freisetzung von ADP als Intermediat bei der Hydrolyse von ATP gezeigt werden, welches
bei der membrangebundenen Form nicht messbar ist.>>**** Basierend auf bisher
publizierten Daten scheint es durch eine voribergehende Interaktion der TMDs mit den
Ecto-Domanen zu einer strukturellen Veranderung zu kommen, welche sich auf die
Geometrie des aktiven Zentrums auswirken kdénnte. Weitere Untersuchungen sind jedoch

notwendig, um diese Interaktionen besser verstehen zu kénnen.*>*

1.5.1.3 Expression und (patho)physiologische Rolle der
E-NTPDasenl, -2, -3 und -8

NTPDasen werden ubiquitdr exprimiert, wobei in einzelnen Zelltypen oder Organen
bestimmte Subtypen verstarkt vorkommen, um entsprechend Nucleosidtri- und
diphosphate zu hydrolysieren.®® Die physiologische Relevanz beziiglich verschiedener
Expressionsorte und Substratpraferenzen der NTPDase-Subtypen ist bisher noch nicht
gut aufgeklart. Im Folgenden werden die bisher bekannten, wichtigsten Expressionsorte
und die physiologische Relevanz der membranstandigen NTPDasenl, -2, -3 und -8 néher

erlautert.

Urspringlich wurde die NTPDasel als Marker fur aktivierte B-Lymphozyten erkannt und
CD39 genannt.’®** Inzwischen wei? man aber, dass diese auch auf natirlichen
Killerzellen, Monozyten, dendritischen Zellen und aktivierten T-Lymphozyten exprimiert
wird und zusammen mit CD73 (eN) eine Rolle bei der zellularen Immunantwort
spielt.*®>%>" Bej inflammatorischen Prozessen kann es zu einem massiven Anstieg der
extrazellularen ATP-Konzentration kommen. ATP kann lber P2X- und P2Y-Rezeptoren

proinflammatorische Immunantworten hervorrufen. Es wird von der NTPDasel zu ADP
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und weiter zu AMP hydrolysiert, welches schliel3lich von der eN zu Adenosin gespalten
werden kann. Adenosin kann wiederum Uber P1-Rezeptoren antiinflammatorische Effekte
ausldsen.® Dariiber hinaus wird die NTPDasel vermehrt auf Endothelzellen exprimiert
und spielt durch die Fahigkeit, das prothrombotisch wirksame ADP zu hydrolysieren, eine
wichtige Rolle als Modulator der Hamostase.*® So besteht ein Zusammenhang zwischen
NTPDasel-Aktivitat und der Thrombozytenaggregation.*® Zudem scheint die NTPDasel
auch bei kardio- und zerebroprotektiven Prozessen eine Rolle zu spielen.”® Des Weiteren
ist die NTPDasel ein wichtiges Enzym fir die Kontrolle des Nucleotidmetabolismus auf
glatten GefalRmuskelzellen und nimmt so Einfluss auf die Regulierung des Gefal3tonus.
ATP, das z.B. aus sympathischen Nervenenden freigesetzt wird, fihrt Gber die
Aktivierung von P2X-Rezeptoren zu einer Vasokonstriktion der GefaBmuskelzellen. Wird
jedoch unter hypoxischen Bedingungen ATP aus Endothelzellen freigesetzt, resultiert dies
in der Aktivierung von P2Y-Rezeptoren und es kommt zu einer lokalen

Vasodilatation.®6%®!

Die NTPDase2 wird vermehrt in der Adventitia von BlutgefaRen und mikrovaskularen
Pericyten exprimiert, hydrolysiert ATP zu ADP und erhdht somit im Gegensatz zur
NTPDasel die Thromboseneigung.®®*®* Die gegensatzlichen Wirkungen beider Enzyme
lassen sich anhand ihrer Lokalisation verstehen. Wé&hrend die NTPDasel in intakten
GefalRen die Thrombozytenaggregation verhindert, kann die NTPDase2 bei vermehrter
ATP-Freisetzung, z.B. in Folge von Verletzungen der GefalRwand, mit diesem in Kontakt
kommen und ATP zu ADP umsetzen. Die Aktivierung von P2Y- und P2Y,-Rezeptoren
fordert dann die Thrombozytenaggregation.®® Des Weiteren wird die NTPDase2
zusammen mit der NTPDase3 und der eN in Speicheldrisen und dem mehrschichtigen
Epithel des Gastrointestinaltraktes exprimiert. Weitere Forschungsarbeiten sind jedoch
notwendig, um die Bedeutung dieser Enzyme in Bezug auf gastrointestinale Funktionen
aufzuklaren.®® Die NTPDase2 ist dartiber hinaus die einzige ecto-ATPase, die in
Geschmacksknospen exprimiert wird. Mithilfe von NTPDase2-Knock-out-Mausen konnte
gezeigt werden, dass es bei Fehlen des Enzyms zu einer Akkumulation von ATP kommt,
welches die Desensibilisierung von P2X-Rezeptoren auf Nervenfasern nach sich zieht
und zu einer verminderten Weiterleitung von Geschmackreizen fiihrt.** Die Expression der
NTPDase2 konnte zudem in Gliazellen nachgewiesen werden und scheint eine wichtige
Rolle bei der Kontrolle der durch Nucleotide hervorgerufenen Aktivierung von P2-
Rezeptoren auf peripheren Nerven- oder Gliazellen und deren Kommunikation zu
spielen.®® Fir den Krallenfrosch (Xenopus laevis) konnte gezeigt werden, dass die
NTPDase2 zusammen mit dem P2Y;-Rezeptor unverzichtbar fir die Entwicklung des

Auges ist.®
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Die NTPDase3 ist die einzige Ectonucleotidase, die hauptsachlich in Nervenzellen des
Gehirns exprimiert wird. Aufgrund ihres Verteilungsmusters in bestimmten Hirnregionen
kénnte sie an der Regulierung des Schlaf-Wach-Rhythmus beteiligt sein.®” Zudem findet
sich die NTPDase3 in Epithelzellen des Verdauungssystems, des
Fortpflanzungsapparates, der Niere und der Atemwege sowie in den Langerhans-Inseln

des Pankreas, wo sie z.B. eine Rolle bei der Insulinausschiittung spielen kénnte.®6368:59

Die Expression der NTPDase8 scheint spezifisch fur einige Gewebe zu sein. Sie wurde
vermehrt in der Niere, der Leber und dem Darm nachgewiesen, wobei ihre physiologische

Rolle bisher noch unbekannt ist.>**>7%"*

Des Weiteren wurde fiir einige Tumorzellen eine Uberexpression von Ectonucleotidasen

beschrieben.*>7#737475

Durch die Enzyme wird ATP, welches zytotoxische und
proinflammatorische Effekte zeigt, zu Adenosin abgebaut. Adenosin fungiert wiederum als
Gegenspieler, verhindert eine tberméaRige Immunantwort und stimuliert Tumorwachstum

und Angiogenese.’*™

1.5.1.4 Bakterielle LpINTPDase aus Legionella pneumophila

Fur humane NTPDasen konnte bisher gezeigt werden, dass sie eine wichtige Rolle bei
inflammatorischen Prozessen, der Immunantwort und der Kontrolle der H&mostase
spielen (vergleiche Kapitel 1.5.1.3). Auch einige Parasiten wie z.B. die Protozoen
Toxoplasma gondii, Trypanosoma spp., Leishmania spp., Trichomonas vaginalis, der
Plattwurm Schistosoma mansoni und das Bakterium L. pneumophila verfigen uber
NTPDasen, die bei den Interaktionen zwischen dem menschlichem Organismus und dem
Pathogen sowie der Virulenz wichtig zu sein scheinen.””’® L. pneumophila ist ein
gramnegatives Bakterium und Ausléser der Legionédrskrankheit, die durch eine akute
Lungenentziindung gekennzeichnet ist und einen schweren Verlauf annehmen kann.
Durch das Einatmen kleinster Partikel (Trépfchen) kontaminierten Wassers gelangen die
Bakterien in die Lunge.”®” In dem Atemtrakt werden sie von Makrophagen der Alveolen
aufgenommen, dort jedoch nicht von den Abwehrzellen vernichtet. Sie vermehren sich
und kénnen schlieRlich die typischen Krankheitssymptome ausldsen.’®®8%8! Kirzlich
wurde ein l6sliches Enzym identifiziert, welches von L. pneumophila in vitro sezerniert
wird und als Lpg1905 oder LpINTPDase bezeichnet wird. 288 Dje LpINTPDase weist
bezuglich ihrer Struktur und Funktion groRe Ahnlichkeit zu den humanen NTPDasen auf
und die NTPDase Subtyp-2 der Wanderratte konnte als Protein mit der gréf3ten
strukturellen Homologie identifiziert werden.?? Neben ATP und ADP katalysiert das Enzym

die Hydrolyse von GTP und GDP. Ebenso wie die humanen NTPDasen bendtigt das
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bakterielle Enzym fur die Reaktionen zweiwertige Kationen. Neben Mg?* und Ca*
stimuliert auch Zn*" die Aktivitit des Enzyms. Zudem héngt die Aktivitat stark vom pH-
Wert ab. Das pH-Optimum fir die Hydrolyse von ATP und ADP liegt bei einem pH von
7.,4. Die Ky-Werte fir ATP und ADP als Substrate sind in der Literatur mit 0,4 mM fir ATP
und 1,0 mM fuar ADP angegeben, welches auf eine hodhere ATP-Substrataffinitat
hinweist.”® Die Aktivitat der bakteriellen NTPDase scheint die intrazellulére Replikation von
L. pneumophila in eukaryontischen Zellen zu erhéhen und fir deren Virulenz in Mausen
verantwortlich zu sein.”®® Méglicherweise kénnen dafiir sowohl intrazellulére als auch
extrazellulare Effekte eine Rolle spielen. Innerhalb der Zellen kénnte L. pneumophila die
NTPDase zur Spaltung von ATP zu AMP bendtigen. Dies wiirde zu einer erhdhten AMP-
Konzentration und somit zu einer Aktivierung von AMP-abhéngigen Proteinkinasen
fuhren.®® Durch die von den Proteinkinasen ausgeldsten Effekte kdnnten bessere
intrazellulare Uberlebens- und Replikationsbedingungen fiir L. pneumophila geschaffen
werden.”® Zudem resultiert die Aktivierung der Kinasen in einer Produktionsinhibition
proinflammmatorischer Zytokine.®* Des Weiteren kénnte die Regulierung extrazellularer
ATP-Mengen durch die NTPDase fir die Virulenz von L. pneumophila mitverantwortlich
sein.”® ATP setzt (iber P2-Rezeptoren Signalkaskaden in Gang, die unter anderem zu
einer Immunantwort des Wirts z.B. durch vermehrte Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen fiihren und/oder Apoptose zur Folge haben.®®® Die

LpINTPDase konnte durch die Hydrolyse von ATP eben diese Wirkungen hinauszdgern.

Neben ATP und ADP spaltet die LpINTPDase ebenfalls GTP und GDP. Die Umsetzung
von GTP zu GDP innerhalb von Zellen ist wichtig fir intrazellulare Signal- und
Transportprozesse. Daher koénnte die Kontrolle von intrazellularen GTP- und GDP-
Spiegeln durch die LpINTPDasen eine weitere Mdglichkeit fir das Bakterium darstellen,

auf die Signaltransduktionswege in der Wirtszellen Einfluss zu nehmen.”®#

1.5.1.5 Kristallstrukturen

Um Enzyme zu charakterisieren, ist die Rontgenstrukturanalyse des kristallisierten
Proteins, bzw. des mit einem Substrat oder Inhibitor co-kristallisierten Enzyms sehr
hilfreich. Informationen, die man aus einer solchen Strukturen ziehen kann, erméglichen
z.B. das zielfihrende Design von neuen Hemmstoffen oder geben Aufschliisse lber den
katalytischen Reaktionsmechanismus der Substratspaltung. In den letzten Jahren wurden
die Kristallstrukturen von der Ecto-Doméne der Ratten-NTPDasel und -2, der homologen
LpINTPDasel aus dem Bakerium L. pneumophila und der NTPDase aus dem Protozoon

Toxoplasma gondii veréffentlicht.>®""828788 Anhand dieser Strukturen konnten einige neue
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Erkenntnisse hinsichtlich der molekularen Struktur und Funktionalitdt der NTPDasen

gewonnen werden (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8 (aus Zimmermann 2012)'®: Schematische Darstellung des postulierten
Reaktionsmechanismus der Hydrolyse von NTP (R = NDP) oder NDP (R = Nucleosid)
durch NTPDasen. (A) Aktivierung des Wassermolekils durch E165 und nucleophiler
Angriff an der terminalen Phosphatgruppe. Die negative Ladung der Phosphatgruppen
wird hierbei durch Komplexierung des zweiwertigen Kations reduziert. Der positiv
geladene H50-Rest kénnte eine Verschiebung der negativen Partialladung von der y-
Phosphatgruppe auf die B-Phosphatgruppe beginstigen. (B) Zerfall des trigonal-
bipyrimidalen Ubergangszustandes. Die negative Ladung wird durch Protonendonatoren
der Phosphatbindungsschleifen (z.B. S48 und A205) stabilisiert. (C) Das Produkt wird
freigesetzt. (D) Rekonstitution des aktiven Zentrums.

Das zweiwertige Kation liegt demnach in einem zweizahnigen Komplex mit dem Nucleotid
vor. Bei dem fir die Substrathydrolyse vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus greift ein
Wassermolekull in einem ersten Schritt nucleophil an dem terminalen Phosphatrest des
Nucleotids an. Die Carboxylgruppe eines Glutamatrestes im aktiven Zentrum fungiert als
katalytische Base und aktiviert das Wassermolekul zuvor. Die negativen Ladungen der
Phosphatgruppen werden durch Komplexierung des zweiwertigen Kations reduziert. Nach
dem Zerfall eines trigonal-bipyrimidalen Ubergangszustandes wird das Produkt
freigesetzt.'®**® Die Spezifitat der NTPDasen fiir NTPs und NDPs wird erreicht, indem
das NDP-Molekul eine gestreckte Konformation annimmt und die Bindungsstelle des a-
Phosphatrestes des NTP-Molekiils Gibersprungen wird. Im Gegensatz zu NTP und NDP
ist NMP kein Substrat der NTPDasen, da der a-Phosphatrest, nach Bindung der Base in

der Bindungstasche, das katalytische Zentrum nicht mehr erreichen kann.'®**% zZudem
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wurde gezeigt, dass die Enzyme in einer inaktiven offenen Form und einer aktiven

geschlossenen Konformation existieren kénnen.?>%®

Kristallstrukturen von NTPDasen im Komplex mit einem Inhibitor gibt es bisher nur von
zwei Polyoxometalaten (POMs) (Ammoniumheptamolybdat ((NH,)s[M0;0.4]) und
Decavanadat (V100.5>)) zusammen mit der Ecto-Doméne der Ratten-NTPDasel sowie
von PSB-071, einem Anthrachinon-Derivat (Abbildung 10), zusammen mit der Ecto-
Doméne der Ratten-NTPDase2.”"#"# |n Abbildung 9 ist die Kristallstruktur von der Ecto-

Doméne der Ratten-NTPDasel im Komplex mit Decavanadat dargestellt.

Abbildung 9: (aus Zebisch 2012):®*" Kristallstruktur der Ecto-Domé&nen (blau = Ecto-
Domaéne I, griin = Ecto-Domaéne Il) der Ratten-NTPDasel co-kristallisiert mit Decavanadat
(rot und grau). Zusatzlich ist der modellierte Bindungsmodus des Substratanalogons
AMPPNP (rosa, blau; Phosphatgruppen: rot, orange) im Komplex mit Calciumionen (rosa
Kugel) dargestellt. In gelb ist die Y409-enthaltende Substratbindungsschleife gezeigt.

Es konnte gezeigt werden, dass die POMs elektrostatisch an eine Schleife des Enzyms
binden, die an der Bindung der Nucleobase beteiligt ist. Nach der Bindung kénnten die
Verbindungen die NTPDase inhibieren, indem sie auf die raumliche Struktur dieser

Schleife Einfluss nehmen oder ihre Beweglichkeit in Lésung einschranken.®’

PSB-071 (6) wurde kurzlich aus einer Reihe der in dieser Untersuchung getesteten
Anthrachinon-Derivate als potentester Inhibitor der NTPDase2 identifiziert
(Ki =12,8 uM, 6) und daher fir die Rontgenstrukturanalyse ausgewahlt (Abbildung 10). So
sollte stellvertretend der Inhibitionsmechanismus aller von Reactive Blue 2 (RB-2, 7)
abgeleiteten Sulfoanthrachinone aufgeklart werden (Abbildung 10), um anschlie3end

entsprechend verbesserte Inhibitoren entwickeln zu kénnen.?%%
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Abbildung 10: Strukturen von PSB-071 (6) und RB-2 (7, 1:2 meta/para)

6, PSB-071 7, RB-2

Es wurde gezeigt, dass zwei Molekiile PSB-071 (6) an der Nucleotidbindungsstelle der
Ratten-NTPDase2 binden, wobei nur fur eines der beiden Molekile die Orientierung in der
Bindungstasche bestimmt werden konnte. Mithilfe der Réntgenstruktur konnten wichtige
Wechselwirkungen zwischen dem Inhibitor und dem Enzym aufgeklart werden (siehe
Abbildung 11).%°

Eine Sulfonatgruppe in der Position 2 des Anthrachinon-Grundgeristes scheint fur die
inhibitorische Aktivitat von Anthrachinon-Derivaten essentiell zu sein. Sie induziert eine
Umorientierung der an der Bindung der Nucleosidpartialstruktur des Nucleotids beteiligten
Proteinschleife bestehend aus den Aminosauren R387-R394. Es wurde gezeigt, dass sich
spezifische Wasserstoffbrickenbindungen zwischen der Nucleotidbindungsschleife des
Enzyms und der Sulfonatgruppe von PSB-071 ausbilden. Hauptsachlich scheint eine
Interaktion zwischen dem Inhibitor und Amidbindungen im Proteinrickgrat der
Aminosauren T393 und R394 bzw. den Hydroxylgruppen in der Seitenkette der
Aminoséduren T393 und Y398 zu bestehen (vergleiche Abbildung 11).%°

Zuséatzlich wurde beschrieben, dass der Methylphenyl-Substituent in Position 4 des
Anthrachinon-Grundgertstes in der durch die Umorientierung neu entstandenen
Bindungstasche zwischen R245 und R394 liegt, wobei letztere ausschlieRlich in der
NTPDase Subtyp 2 vorkommt. Die Flexibilitat dieser Reste erklart, wieso sich auch
andere Aryl-Substituenten gut in die Bindungstasche einpassen kénnen. Eine hydrophobe
Wechselwirkung zwischen dem Anthrachinon-Grundgerist und H50 in der ACR1, welche
fur die Bindung der Phosphatgruppen und die Katalyse von Nucleotiden wichtig zu sein

scheint, konnte ebenfalls gezeigt werden.®
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Abbildung 11 (aus Zebisch 2014)%: Bindung von PSB-071 (6) an die Ecto-Doménen der
Ratten-NTPDase2. (A) Dargestellt ist die Kristallstruktur der Ecto-Doménen der Ratten-
NTPDase2 (blau = Ecto-Domane I, grin = Ecto-Domane Il) co-kristallisiert mit PSB-071.
Die Elektronendichteverteilung des einen Inhibitormolekils ist als blaues Gitter und die
des zweiten Inhibitormolekiils als rotes Gitter gezeigt. Zusatzlich ist der modellierte
Bindungsmodus des Substratanalogons AMPPNP im Komplex mit Zinkionen (graue
Kugeln) abgebildet.?® (B) Dargestellt sind zwei Nahansichten auf die Bindungsstellen der
PSB-071-Molekile. Fir das eine Inhibitormolekil konnte keine spezifische Orientierung
bestimmt werden. Die mutmaRliche Orientierung und Elektronendichteverteilung des
Molekuls sind transparent bzw. als rotes Gitter dargestellt. Fir das andere Molekdl ist die
Struktur in magentafarben und die Elektronendichteverteilung als blaues Gitter gezeigt.
Weiterhin sind die an der Bindung beteiligten Aminosduren sowie die
Wasserstoffbrickenbindungen (gestrichelten Linie) zu der Sulfonatgruppe in Position 2
eingezeichnet.

Es sei darauf hingewiesen, dass bei allen bisher veroffentlichten Kristallstrukturen die fur
die Kkatalytische Aktivitat wichtigen TMD sowie die Oligomerisierung und
Glycosylierungsmuster der Enzyme nicht berlcksichtigt wurden. Daher ist die
Kristallstrukturanalyse einer membranstandigen NTPDase mit ihren zwei TMD bzw. deren
Strukturaufklarung  mit  anderen  Methoden ein  wichtiges  Ziel  weiterer

Forschungsarbeiten.*
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1.5.1.6 Therapeutisches Potential

E-NTPDasen spielen eine entscheidende Rolle bei der purinergen Signalweiterleitung und
stellen vielversprechende Arzneimitteltargets dar. Die Inhibition von NTPDasen auf
Krebszellen kénnte z.B. einen neuen therapeutischen Ansatz darstellen, da sie
zusammen mit der eN Adenosin generieren, welches immunsuppressiv wirkt und die

Angiogenese sowie das Tumorwachstum férdert.>* %"

Die Hemmung der NTPDasen konnte zudem die Immunantwort bei bakteriellen oder
viralen Infektionen erhdhen. Lokale, inhalative Anwendungen kodnnten so bei der
Behandlung der zystischen Fibrose oder infektiosen Erkrankungen der Lunge Einsatz

finden.%%2

CD39"-Mause (NTPDasel-Knock-out-Méuse) zeigen eine gestérte Hamostase mit
starkerer Thromboseneigung und nach experimentell herbeigefiihrtem Schlaganfall eine
umfangreichere Schadigung des Gewebes im Vergleich zu Wildtyp-Tieren.**** Umgekehrt
konnte in einem Mausmodell gezeigt werden, dass es bei einer Uberexpression der
NTPDasel zu einer reduzierten Thrombusbildung und verldngerten Blutungszeiten
kommt.* Als lésliche Mutante der NTPDasel wurde solCD 39 generiert, die eine neue
Mdoglichkeit zur Behandlung des Schlaganfalls und Herzinfarkts eréffnen kdnnte. In
entsprechenden Tiermodellen konnten bisher vielversprechende Ergebnisse erhalten

werden .42,94,96,97,98,99,100

Des Weiteren kbénnten NTPDasen als Arzneistofftargets fur eine antimikrobielle Therapie
nitzlich sein. So kann z.B. die selektive Inhibition der LpINTPDase aus L. pneumophila
eine neue Strategie fur die Behandlung der Legionarskrankheit (vergleiche
Kapitel 1.5.1.4) sein.’®%!

1.5.1.7 Inhibitoren

Zurzeit spielen die E-NTPDasen noch keine klinische Rolle als Arzneistofftargets. Um das
therapeutische Potential von E-NTPDase-Inhibitoren, z.B. fur die Behandlung von Krebs
oder kardiovaskularen Erkrankungen, néaher untersuchen zu kénnen, ist die Entwicklung
von potenten und selektiven Inhibitoren erforderlich. Zudem koénnten die
Enzymeigenschaften der NTPDase-Subtypen und ihre (patho)physiologische Rolle
mithilfe von Inhibitoren als pharmakologische Werkzeuge naher charakterisiert werden.
Sie kénnten auch dazu beitragen, die durch freigesetzte Nucleotide ausgelésten Effekte
besser zu verstehen.’®%? Bisher sind jedoch nur wenige, moderat potente NTPDase-

Inhibitoren beschrieben worden. Es ist allerdings schwierig, die verdffentlichten Daten zu
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vergleichen, da an Enzymen getestet wurde, welche aus unterschiedlichen Spezies oder
Organen isoliert wurden. Gleiche Enzyme aus verschiedenen Spezies kénnen sich aber

17,101

deutlich in ihren Eigenschaften unterscheiden. Auch Untersuchungen an

Organpraparationen  sind beschrieben, in  welchen sicherlich noch andere

% In &lterer Literatur wird auch oft die

Nucleotidabbauwege eine Rolle spielen.®
Bezeichnung ,ATPase" oder ,ADPase" verwendet, da eine einheitliche Nomenklatur der
E-NTPDasen mit ihren Subtypen erst seit dem Jahr 2000 existiert. Somit ist es schwierig

die verdffentlichten Inhibitionsdaten einem bestimmten Enzymsubtyp zuzuordnen.®

Die bisher beschriebenen Inhibitoren lassen sich in Nucleotid-Derivate und Nicht-

Nucleotid-Verbindungen einteilen.*

Nucleotid-Derivate, die sich von ATP ableiten, sind i. d. R. metabolisch instabil, da sie
schnell dephosphoryliert werden.’®® Um das Problem zu lésen, sollten ATP-Analoga
synthetisiert werden, die nicht hydrolysierbar sind. N°-Diethyl-B,y-dibrommethylen-ATP
(ARL67156, 8) ist hydrolysestabil gegentiber den humanen NTPDasenl, -2, -3 und -8
sowie der NPP1 und NPP3 und dartber hinaus der bisher einzige kommerziell zu
erwerbende NTPDase-Inhibitor, der nicht gleichzeitig an P2-Rezeptoren bindet (Abbildung
12).21%41% Dpie Verbindung ist ein schwacher, kompetitiver Inhibitor der humanen
NTPDasel (Ki=11puM) und der humanen NTPDase3 (K;= 18 uM), nicht jedoch der
humanen NTPDase2 und -8. An den Ratten-NTPDasen1, -2 und -3 wurde ARL67156 in
einer anderen Studie untersucht. Es wurden entsprechend Ki-Werte von 27 UM,
21000 uM und 112 uM bestimmt, sodass auch bei den Rattenenzymen keine

nennenswerte Inhibition der NTPDase2 feststellbar war.'®

Des Weiteren wurde 8-Thiobutyladenosin-5"-triphosphat (8-BuS-ATP, 9) als kompetitiver
Inhibitor (K; = 10 uM) einer aus Rindermilz isolierten Ectonucleotidase identifiziert, welche
Eigenschaften der NTPDasel aufweist (Abbildung 12)."°"*%®1% Kiirzlich wurde 8-BuS-
ATP ebenfalls an den humanen NTPDasenl, -2, -3 und -8 beziiglich seiner inhibitorischen
Aktivitat untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Verbindung zwar ein Inhibitor der
humanen NTPDasel st (Ki=0,8uM), jedoch auch ein Substrat der
NTPDasen2, -3 und -8 darstellt und somit der Einsatz nur eingeschrankt moglich ist.**°
Durch die Synthese von 8-Thiobutyladenosin-5"-diphosphat (8-BuS-ADP, 10) und 8-
Thiobutyladenosin-5-monophosphat (8-BuS-AMP, 11) ist es aber dann gelungen potente,
selektive NTPDasel-Inhibitoren (mit nicht-kompetitivem Hemmmechanismus) zu erhalten
(Ki = 0,8 bzw. 0,9 puM), die hydrolysestabil gegeniiber den anderen E-NTPDasen sind und

keine Affinitat zu dem P2Y;- und P2Y,-Rezeptor aufweisen (Abbildung 12).1%°
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Bei PSB-6426 (12) handelt es sich um eine metabolisch stabile, ungeladene Verbindung,

die sich von Uridin-5"-carboxylat ableitet (Abbildung 12). Sie wurde als selektiver und
kompetitiver Inhibitor der humanen NTPDase2 (K; = 8,2 uM) identifiziert. PSB-6426 zeigt

zudem keine Interaktion mit P2Y,-, P2Y,- und P2Y¢-Rezeptoren, obgleich insbesondere

Uracil-Nucleotide an diesen Rezeptoren als Agonisten fungieren.***

Die potentesten bisher identifizierten Inhibitoren, die sich strukturell von Nucleotiden

ableiten lassen, sind in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Die von Nucleotiden abgeleitete NTPDase-Inhibitoren ARL67156 (8),

8-BuS-ATP (9), 8-BuS-ADP (10), 8-BuS-AMP (11) und PSB-6426 (12).

Inhibitoren, die sich hinsichtlich ihrer Struktur nicht von Nucleotiden ableiten lassen, sind

in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Die nicht von Nucleotiden abgeleitete NTPDase-Inhibitoren Suramin (13),
RB-2 (7, 1:2 meta/para), PPADS (14), BG0136 (15), [TiW1;C004]°* (16), Clopidogrel (17)
und Ticlopidin (18).

Zu diesen gehdren Suramin (13) und verwandte Verbindungen, der Farbstoff RB-2 (7)
und die von RB-2 abgeleiteten Anthrachinon-Derivate sowie Pyridoxalphosphat-6-
azophenyl-2',4'-disulfonsdure (PPADS, 14) (Abbildung 13).%°1%!2 Ajlerdings sind diese
Verbindungen auch nur moderate Inhibitoren. Je nach Spezies und Subtyp inhibieren die
potentesten Verbindungen lediglich im unteren mikromolaren
Konzentrationsbereich.?'%!2 zudem sind die Inhibitoren nicht selektiv, da sie ebenfalls
P2-Rezeptorantagonisten darstellen.®

[ 101

Gendron et al.™ synthetisierten eine Reihe von Naphtholen mit Sulfonséuresubstituenten.

Aus diesen Untersuchungen ging die Verbindungen BG0136 (15) hervor, welche als
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selektiver Inhibitor der NTPDasel (Ki-Wert=103 uM) und der NTPDase 2
(Ki-Wert = 150 uM) beschrieben wurde (Abbildung 13).**®

Eine weitere Gruppe von Inhibitoren stellen die POMs wie z.B. [TiW1,C0o04]> (16) dar,
wobei es sich um anorganische, negativ geladene Metallkomplexe handelt (Abbildung
13). Die Metallatome sind Ubergangsmetalle wie Vanadium, Wolfram, Niobium, Antimon
oder Molybdan, die uUber Sauerstoffatome verbrickt sind und in ihren hdchsten

114,115,116

Oxidationsstufen vorliegen. Einige der Verbindungen hemmen die Ratten-

NTPDasenl, -2 und -3 im submikromolaren Bereich.’® Die Verbindungen sind relativ

116 In

stabil, einige sogar in wassriger LOsung bei physiologischem pH-Wert.
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die POMs sehr gut als
pharmakologische Werkzeuge einsetzbar sind.**"**®'? Allerdings haben sie hohe
Molekularmassen und viele negative Ladungen, was ihre Anwendung als Arzneistoffe

einschréanken koénnte, da nur eine parenterale Gabe méglich wére.”

Fir die Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel (Plavix®, 17) und Ticlopidin
(Tiklyd®, 18) konnte gezeigt werden, dass sie die humane NTPDasel hemmen (K-Werte
von 10 uM bzw. 14 uM) (Abbildung 13).****' Die Verbindungen sind zwar auch
irreversible P2Yi,-Antagonisten, dies jedoch erst nach metabolischer Aktivierung. Da
Ticlopidin auch bei einer Konzentration von 100 uM keine Inhibition der anderen
NTPDase-Subtypen sowie NPP1 und -3 zeigt, konnte die Verbindung als selektiver

NTPDasel-Inhibitor Einsatz finden.*?****

In der Tabelle 3 (nachste Seite) sind die zuvor beschriebenen NTPDase-Inhibitoren mit
den entsprechenden Ki-Werten nochmal zusammengefasst.

Neben kleinen Molekilen konnten auch monoklonale Antikérper als spezifische

Hemmstoffe der NTPDase2 und NTPDase3 entwickelt werden.*?**?*

Auch fir die bakterielle LplNTPDase sind bisher kaum Inhibitoren beschrieben.
ARL67156 (8) inhibiert das Enzym mit einem K-Wert von etwa 0,5 mM (Abbildung 12).%2
Fir POM-1 (Nag[HW1204]) und POM-6 ((NH4)1g[NaSbgW,10g6]) sind Ki-Werte von
267 UM bzw. 67 puM publiziert.”

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es bisher noch nicht gelungen ist, potente und
selektive NTPDase-Inhibitoren zu identifizieren, die weiterfilhrend als Leitstrukturen fur die

Arzneistoffentwicklung dienen kénnten.
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Tabelle 3: An den humanen E-NTPDasen untersuchte Inhibitoren

Ki-Wert (UM)
(% Inhibition)

Verbindung NTPDasel NTPDase2 NTPDase3 NTPDase8
8-BuS-ADP (10)'*° 0,9 (< 20 %)? (< 5 %)* (< 20 %)?
8-BuS-AMP (11)™° 0,8 (< 5 %)? (< 5 %)? (< 5 %)?
8-BuS-ATP (9)**° 0,8 (< 20 %)? (< 5 %)? (< 20 %)?
ARL67156 (8)'*® 11 (15 %)* 18 (20 %)*
BG0136 (15)**? 103" 150° n.d.c n.d.c
Clopidogrel (17)*% 10 n.d.c n.d.c n.d.c
[TiW1,C004)° (16)% 0,140° 0,910° 0,563 n.d.c
PPADS (14)'% 46,0° 44,2° 3,0° n.d.c
PSB-6426 (12)™* (50 %)° 8,20 (0 %)° (0 %)°
RB-2 (7)*2 53 pM’ 12' 3,3 > 100"
Suramin (13)**2 16" 24 4,3 > 100"
Ticlopidin (18)**° 14 (0 %)? (0 %)* (0 %)?

9% Inhibition bei 100 uM Inhibitor und 100 uM Substrat ATP

® Getestet wurde an aufgereinigten Enzymen aus Schweinehirn
¢ Keine Daten angegeben

¢ Getestet wurde an den rekombinanten Rattenenzymen

® % Inhibition bei 1 mM Inhibitor und 400 uM Substrat ATP
"|Cso-Wert; Substrat: 100 pM ATP
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1.5.2 Alkalische Phosphatasen

Die APs gehéren zu der Enzymfamilie der Ectonucleotidasen, da sie extrazellulares ATP
iiber ADP und AMP zu Adenosin hydrolysieren kénnen.'® Sie sind (iber einen GPI-Anker
an die Zellmembran gebundene glykosylierte Proteine, die ubiquitar in den meisten
Organismen zu finden sind. Sie konnen aber auch als Idsliche Enzyme freigesetzt
werden. Die Aktivitat der Enzyme hangt stark vom pH-Wert ab. Das pH-Optimum fir die
Hydrolyse von Phosphomonoestern liegt im Alkalischen. Zudem ist die Anwesenheit von
drei Metallionen (zwei Zn?** und ein Mg®") fiir die enzymatische Aktivitat notwendig.?**?°
Vier Isoformen der AP sind bisher beschrieben worden, wobei drei der Enzyme
gewebespezifisch sind und untereinander eine Homologie von > 90 % aufweisen. Dazu
gehotren die intestinale (IAP), die in den Keimzellen vorkommende (GCAP) und die
plazentare Alkalische Phosphatase (PLAP). Das vierte Isoenzym ist gewebeunspezifisch
(TNAP), wird jedoch vermehrt in den Knochen, der Leber und den Nieren exprimiert und
ist zu 50 % homolog zu den anderen drei Isoenzymen.*?**?’ Die APs sind typischerweise
als Homodimere vorliegende Proteine mit einer GroRe von etwa 80 kDa, aber auch
Heterodimere zwischen der IAP, GCLP und PLAP sind beschrieben worden.'®'?® Die
Glykosylierungsmuster (N- und/oder O-Glykosylierungen) der APs kdnnen zwischen den
verschiedenen Isoformen und auch bei dem gleichen Enzym in verschiedenen Geweben
unterschiedlich sein. Die N-Glykosylierungen sind essentiell fiir die maximale Aktivitat der
TNAP, nicht aber fiir die der IAP, GCAP und PLAP.'*3° von den vier humanen
Isoenzymen wurde bisher die Kristallstruktur der PLAP im Komplex mit Phosphat und
L-Phenylalanin veréffentlicht.***3#13 | _Phenylalanin ist ein unkompetitiver Inhibitor des
Enzyms und die Kiristallstruktur zeigt die Bindungsstelle der Substanz im aktiven

Zentrum, 3213

1.5.2.1 Gewebe-unspezifische Alkalische Phosphatase (TNAP)

Fur die TNAP sind bisher nur Pyridoxal-5"-phosphat (PLP) und Diphosphat (PP;) als
natiirliche Substrate bestatigt worden.™***313¢ p|p ist die aktivierte Form von Vitamin Bg
und wird in neuronalen Zellen als Cofaktor fur die Bildung von Neurotransmittern wie
Dopamin, Serotonin, Histamin und GABA benétigt. Da PLP nicht in die Zellen transportiert
werden kann, wird es von der TNAP extrazellular zu Pyridoxal hydrolysiert, dieses gelangt
in die Zelle und kann dort wieder zu PLP umgesetzt werden.**’

Es konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung des TNAP-Gens (TNAP-Knock-out-

Mé&use) zu Krampfanfallen und einer Hypomineralisierung des Skelettes fiihrt.”>"1%%1% zy
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den Krampfanfallen kommt es aufgrund des gestdrten PLP-Metabolismus, welcher eine

verringerte Konzentration des Neurotransmitters GABA im Gehirn nach sich zieht.**®

TNAP ermdglicht eine normale Knochenmineralisierung durch die Hydrolyse des
extrazellular vorkommenden PP;, welches ein potenter Inhibitor der

Knochenmineralisierung ist.**’

Hypophosphatasie ist eine seltene, systemische Knochenerkrankung aufgrund von
Mutationen des TNAP-Gens und somit defekter TNAP-Aktivitat, sie fuhrt zu

schwerwiegender Osteomalazie.®***’

Extrazellulares PP; verhindert auch Kalzifizierungen der GefaRe invitro und
in vivo. 1911142 Es wurde gezeigt, dass Kalzifizierungen von Rattenaorten in Kultur durch
die Gabe der TNAP induziert und durch Inhibition des Enzyms verhindert werden
konnten."*'** Ein Mangel an PP; und vermehrte GeféaRkalzifizierungen konnten bei
Patienten mit Niereninsuffizienz festgestellt werden. Untersuchungen an Aorten von
uramischen Ratten konnten zeigen, dass eine Hochregulierung der TNAP daflr

verantwortlich zu sein scheint. 4044

Die AP-Konzentration steigt normalerweise an, wenn sich Knochen neu bildet.
Knochenbriche, Knochentumore oder andere Erkrankungen, die einen vermehrten
Knochenumsatz nach sich ziehen, sind daher die haufigsten pathologischen Ursachen fir
einen Anstieg der AP-Spiegel.'”® Eine erhdhte AP-Konzentration kann daher auch bei
Krebspatienten daraufhin deuten, dass der Primartumor in die Leber oder die Knochen

gestreut hat.*#>4

Bisher wurde dem mdglichen Einfluss der APs auf purinerge Signalwege eher weniger
Beachtung geschenkt.'® Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die TNAP eine
entscheidende Rolle bei der Hydrolyse von ATP, ADP und AMP zu Adenosin in
NG108-15-Nervenzellen und auf der Schleimhautoberflache von Epithelzellen des

Atemtraktes spielt.47148:149

Weiterhin kann die TNAP die ATP-Konzentration regulieren und dadurch Einfluss auf den
Knochenumbau nehmen.*® P2-Rezeptoren werden auf Osteoblasten und Osteoklasten
exprimiert und durch ATP-Aktivierung kommt es zu einer schnelleren Resorption der
Knochensubstanz durch Osteoklasten und einer verminderten Knochenbildung durch

Osteoblasten.'*

Des Weiteren wurde beschrieben, dass die TNAP fir das Axonwachstum von
Nervenzellen im Hippocampus wichtig ist. Einerseits nimmt sie dort Einfluss auf die

Expression des P2X7-Rezeptors, dessen Aktivierung inhibitorisch auf das Axonwachstum
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wirkt. Zum anderen kann die TNAP den natirlichen Liganden des Rezeptors (ATP)

hydrolysieren.***

Ein far die TNAP-AKktivitat optimaler, alkalischer pH-Wert (> 9) findet sich im Blrstensaum
des zZwdlffingerdarms und auf der Oberflache von Osteoklasten. In anderen Geweben, wo
der extrazellulare pH-Wert im Neutralbereich liegt, ist die AP-Aktivitat verringert. Bei
einem pH-Wert von 8,0 sind flr unterschiedliche Substrate Ky-Werte von bis zu 1 mM
beschrieben und somit héher als flr andere Ectonucleotidasen. Es gibt allerdings nur
wenige, ausfuhrliche kinetische Studien bei Einsatz von Nucleotiden als Substrate.
Verschiedene Isolierungsverfahren und die Mikroumgebung des Enzyms scheinen die
Ergebnisse zu beeinflussen.”® Die hohen Ky-Werte der TNAP im Vergleich zu den
anderen Ectonucleotidasen kdnnten sich mit der geringeren Substratspezifitdt und der
ubiquitaren Verteilung des Enzyms erklaren lassen. Nur wenn aufgrund bestimmter
physiologischer Umstanden extrazellular millimolare Nucleotidkonzentrationen erreicht

werden, kommt es zu einem Substratumsatz durch die TNAP.

1.5.2.1.1 Molekularer Reaktionsmechanismus

Der molekulare Mechanismus der AP-katalysierten Reaktion ist in Abbildung 14

dargestellt.****3
DOH
E+DO-P; « _~ E'DO-P, — > E-P;- DOH )'4‘ EP, — & E'Pe__ > E+P

o

E-P,"AOH —— E'AO-P, > E+AO-P

Abbildung 14: Molekularer Mechanismus der AP-katalysierten Reaktion."** E: AP Enzym;
P;: inorganisches Phosphat; DO-P;: Posphatdonor-Substratmolekil; E-P;: phosphoryliertes
Enzym; DOH: Alkoholprodukt; EM;, nicht-kovalenter Komplex des Phosphates in der
Bindungstasche; AOH, Aminoalkoholmolekdil; AO-P;, Produkt der
Transphosphorylierungsreaktion.

Zunachst bindet das Phosphatdonor-Substrat (DO-P;) an das Enzym (E), der Phosphat-
Rest (P;) wird auf einen Serinrest im aktiven Zentrum des Enzyms Ubertragen und der
entsprechende Alkohol (DOH) freigesetzt. In einem zweiten Schritt wird P; durch die
Hydrolyse des kovalenten Intermediates (E-P;) und Dissoziation des Phosphates von dem

nicht-kovalenten Komplex aus E und P; (EP)) freigesetzt. Je nach Ursprung des Enzyms
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und den Reaktionsbedingungen kann entweder die Hydrolyse von E-P; oder die
Freisetzung des Phosphates aus E[P; geschwindigkeitsbestimmend sein. Dies kann dazu
fuhren, dass das Enzym in den Enzym-P-Komplexen verbleibt. In Anwesenheit von
Aminoalkoholen (AOH) kann der Phosphatrest durch eine
Transphosphorylierungsreaktion jedoch vorzugsweise in Form des phosphorylierten AOH
von dem Enzym freigesetzt werden. Der AOH fungiert somit als zweites Substratmolekl
und durch die Zugabe kann die Freisetzung des Enzyms mehr als 100-fach beschleunigt
werden. Die physiologische Bedeutung des AOH und ob ein Molekil in vivo in der Lage

ist, diese Funktion zu Uibernehmen, ist jedoch noch unklar.'**>3

1.5.2.1.2 Therapeutisches Potential

Zu therapeutischen Zwecken kénnte die Gabe von TNAP oder TNAP-Aktivatoren fir die
Behandlung von Hypophosphatasie und Osteoporose niitzlich sein.™*

Die bisherigen Versuche, Hypophosphatasie zu behandeln, fuhrten jedoch zu keinen

ausreichend zufriedenstellenden Ergebnissen®®’

So konnte bei einer Enzymersatztherapie
keine Verminderung der progressiven Osteopenie oder eine Verbesserung rachitischer
Defekte festgestellt werden.™*”*** Jedoch war in einem TNAP-Knock-out-Mausmodell die
Enzymersatztherapie mit einem TNAP-Fusionsmolekil, welches eine hohe Affinitat zu
Hydroxylapatit aufweist, erfolgreich. Die Knock-out-Mause wuchsen normal und zeigten
keine skelettalen Erkrankungen, Zahnerkrankungen oder epileptischen Anfalle. Die
Calcium-, PP- und Pyridoxalkonzentrationen im Plasma waren im Normbereich.'®® Die
Enzymersatztherapie mit dem TNAP-Fusionsmolekil (Asfotase Alfa von der Firma
Alexion) wird derzeit im Rahmen einer klinischen Studie an Kindern (<5 Jahre) mit
Hypophosphatasie getestet und zeigt vielversprechende Ergebnisse. Im Juli 2014 wurde
der Zulassungsantrag angenommen und mit dem Status eines beschleunigten
Priifverfahrens durch die Européische Arzneimittel-Agentur bedacht.*>"**® Allerdings ist fiir

diese Therapie eine dreimal wochentliche bis tagliche Injektion notwendig.**’

Auf der anderen Seite konnten Inhibitoren des Enzyms fir die Behandlung von arteriellen
Kalzifizierungen oder Ankylose sinnvoll sein.'?****¥153 Da aber die Funktion der TNAP in
vielen Organen und Geweben noch nicht ausreichend untersucht ist, kdnnten potente und
selektive Inhibitoren zunachst vor allem als pharmakologische Werkzeuge dienen, um die
Rolle der TNAP in verschiedenen (patho)physiologischen Prozessen besser zu

verstehen.’®
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1.5.2.1.3 Inhibitoren der TNAP

Zu den bisher am haufigsten beschriebenen, unkompetitiven Inhibitoren der TNAP
gehéren L-Homoarginin (K =1,4 mM, 19)'*, Theophyllin (K;=82 uM, 20)**® und
Levamisol (K; = 16 pM, 21)*?°, welches in Aktivitdtsassays als Standardinhibitor eingesetzt
wird (Abbildung 15).126:153.159.160.161 Baj Thepphyllin scheint das Fehlen einer Methylgruppe
in Position 7 des Xanthingerlstes fir die inhibitorische Aktivitat essentiell. Andere

Methylxanthine wie Coffein oder Pentoxifyllin zeigten eine deutlich schwéchere Inhibition
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an der Alkalischen Phosphatase aus Ebersamenflissigkeit.

)

O
NH, NH - H
N
HO\H/k/\/\NJ\NHz )\)i Y%
H 0 ’Tl N

19, L-Homoarginin 20, Theophyllin 21, Levamisol
Ki=1,4mM Ki= 82 uM K; =16 uM

Abbildung 15: Strukturen von L-Homoarginin (19), Theophyllin (20) und Levamisol (21)

L-Homoarginin, Theophyllin und Levamisol sind allerdings weder sehr potent noch
spezifisch fiir die humane TNAP.™® Als weitere Inhibitoren von APs konnten einige
Thiophen-3-yl-imidazo[2,1-b]thiazol-Derivate identifiziert werden, wobei fur die potenteste
Verbindung (22) ein ICso-Wert von 42 pM beschrieben wurde (Abbildung 16).%® Strukturell
ahnliche  Benzo[b]thiophen-Derivate  wurden  hinsichtlich  ihrer  inhibitorischen
Eigenschaften gegentiber der TNAP untersucht und Benzothiophentetramisol (23) und
Benzothiophen-2,3-dehydrotetramisol (24) konnten als potenteste Verbindungen der Serie

mit entsprechenden K-Werte von 85 pM bzw. 135 pM bestimmt werden (Abbildung 16).%%*

ij
@ T D

S

24
ICsq = 42 uM K; = 85 uM Ki= 135 uM

Abbildung 16: Strukturen der Imidazo[2,1-b]thiazol-Derivate 22, 23 und 24
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Narisawa et al.}®

fuhrten ein High-throughput Screening (HTS) mit para-
Nitrophenylphosphat (p-NPP) als artifizielles Substrat durch (~53000 Testsubstanzen) und
identifizierten drei unkompetitive Inhibitoren mit Ki-Werten im niedrig mikromolaren
Bereich (25, 5,6 uM; 26, 5,6 uM; 27, 6,5 uM; Abbildung 17).*** Durch weitere Optimierung
konnte als potenteste Verbindung ein 2,3,4-Trichlorpyrazol-Derivat (28) mit einem [Cso-
Wert von 5nM erhalten werden, das als erster TNAP-Inhibitor einen kompetitiven

Hemmmechanismus aufweist (Abbildung 17).9%1%°

HO

o SR
(3 s “mwOQ G /*NQ RS Ws
|

N
” NH H H o' ©
N
25 26 27 28
Ki=5,6 uM Ki=5,6 uM Ki =6,5uM |C50 =5nM
Abbildung 17: Strukturen der TNAP-Inhibitoren 25, 26, 27 und 28
Durch ein weiteres HTS (~64000 Testsubstanzen) von Sergienko et al.'®® unter

Verwendung eines neu entwickelten Lumineszenzassays mit CDP-Star als Substrat™*

konnten 53 Verbindungen als TNAP-Inhibitoren identifiziert werden. Weiterhin wurden die
Struktur-Wirkungs-Beziehungen in dieser Studie néher untersucht. Alle potenten
Verbindungen enthielten als Grundgerist ein Biarylsulfonamid, einen substituierten
Pyrazolring oder einen Triazolring. Weitere Biarylsulfonamide wurden daraufhin von
Dahl et al.'® untersucht. Demnach scheinen eine Alkoxy-Seitenkette an einem
Benzenring und ein Pyridin- oder Chinolin-Ring essentiell fur die inhibitorische Aktivitat zu
sein. Fir die potenteste Verbindung (29) wurde ein ICso-Wert von 0,19 pM beschrieben
(Abbildung 18).'**'°® Fiir die Pyrazol-Derivate konnte gezeigt werden, dass eine
unsubstituierte Position 4 das inhibitorische Potential erhéht, wobei die Testverbindung 30
hierbei als potentestes Derivat mit einem ICso-Wert von 0,98 uM identifiziert wurde
(Abbildung 18). Bei den als Inhibitoren gefundenen Triazolen handelt es sich um
Thiophenyltriazole und ein Succinimidyltriazol (31), welches mit einem ICso-Wert von
0,24 pM die stérkste Inhibition zeigte (Abbildung 18).*%®
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=

\ N
N N_I _ Y/ N
—
N Cl

29 30 31
ICs0 = 0,19 M IC50 = 0,98 uM ICs0 = 0,24 uM

Abbildung 18: Strukturen der TNAP-Inhibitoren 29, 30 und 31

Kdrzlich wurden auch einige POMs hinsichtlich ihrer inhibitorischen Aktivitdt gegenlber
der TNAP untersucht und zeigten vielversprechende Ergebnisse mit Ki-Werten im
nanomolaren Bereich.*° Die potenteste Verbindung war dabei
Nags[H7PsW.450184] B2 H,O mit einem K-Wert von 135 nM.**°

1.6 Aktivitdtsbestimmungen von NTPDasen und APs
Fur die Identifizierung neuer, selektiver Inhibitoren von NTPDasen und APs sind Assays
zur Aktivitdtsbestimmung notwendig. Die Vor- und Nachteile der verschiedenen Methoden

werden ausfuhrlich in Kapitel 4.4 diskutiert und bewertet.

Die im Folgenden aufgefihrten Testmethoden ermdéglichen die Verwendung der
natirlichen Substrate ATP und/oder ADP flr die Aktivitdtsbestimmung der NTPDasen.

Der Malachitgriin-Assay beruht auf einer kolorimetrischen Bestimmung, die die Detektion
des bei der Enzymreaktion freigesetzten Phosphats und dessen Quantifizierung
ermdoglicht.®*"*%® Durch Zugabe von Molybdat und Malachitgrin im Sauren kann die
entstandene Phosphatmenge durch eine Absorptionsmessung bei ~620 nm bestimmt
werden.*®®'° Ansteigende Enzymaktivitat filhrt zu einer vermehrten Phosphatproduktion
und somit zu einem hoheren Absorptionssignal. Der Malachitgrin-Assay gehoért zu den
am haufigsten verwendeten Assays zur Aktivitdtsbestimmung von Ectonucleotidasen und
wurde daher auch in der vorliegenden Arbeit verwendet. Er wurde auf ein Robotersystem

ubertragen und validiert, um eine HTS-Kampagne zu ermoglichen (siehe Kapitel 4.1.1).

In den letzten Jahren ist die Kapillarelektrophorese (CE) als vielseitig einsetzbare Technik
fur Enzymassays beschrieben und verwendet worden.'”* Durch die elektrophoretische
Trennung der geladenen Substrate und Produkte und anschlieRende Quantifizierung tber
die gemessenen Peakflachen lassen sich z.B. Dephosphorylierungsreaktionen

beobachten.’®  CE-Methoden wurden daher schon erfolgreich  fir die
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Aktivitdtsbestimmungen von verschiedenen Nucleosid- und Nucleotid-metabolisierenden

174
N

Enzymen wie z.B. der Thymidinkinase®’?, der Adenosinkinase'”®, der e und der

E-NPP!"® eingesetzt. Auch die kinetische Charakterisierung von NTPDasen sowie die
Bestimmung von K-Werten mittels CE-Assays wurde bereits beschrieben.?%!® |n der
vorliegenden Arbeit wurde eine CE-Methode entwickelt, welche die Identifizierung und
Charakterisierung neuer Inhibitoren der bakteriellen LpINTPDase ermdglicht (siehe

Kapitel 4.2.1).

Auch radioaktive Assays, bei welchen Substrat und Produkt radioaktiv markiert sind,
werden fur die Aktivitdtsbestimmung der NTPDasen eingesetzt. Nach der Enzymreaktion
werden Substrat und Produkt mittels Dunnschichtchromatographie (DC) getrennt und der

Umsatz quantifiziert,*78179.180

Des Weiteren kann der Verbrauch des Substrates ATP mithilfe eines Luciferase-Assays
bestimmt werden. Bisher wurde diese Methode haufig verwendet, um die Enzymaktivitat

von Kinasen zu ermitteln. 8!

Eine Enzym-gekoppelte fluoreszenzbasierte Methode zur Quantifizierung der bei der
Enzymreaktion entstandenen Phosphatmenge mithilfe der Meerrettichperoxidase und
Amplex® Red (10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin) kénnte ebenfalls zur Bestimmung der

NTPDase-Aktivitat genutzt werden, 8183

Kirzlich wurde ein neuer Assay zur Bestimmung der NTPDase-Aktivitat auf Grundlage
der isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) beschrieben.?” Bei der ITC wird die Warme-
freisetzung wahrend der enzymatischen Katalyse (Spaltung von ATP und ADP)

gemessen.?’

Eine neue auf Fluoreszenzpolarisationsmessungen beruhende Methode zur
Aktivitdtsbestimmung der NTPDasen unter Verwendung der naturlichen Substrate ATP
oder ADP wurde in der vorliegenden Arbeit entwickelt (siehe Kapitel 4.1.2) und ermdglicht

HTS im 384-Loch Format. Die Methode wird ausfuhrlicher in Kapitel 1.7.1 vorgestellt.

Fur die Aktivitatsbestimmung der APs werden héufig Assays verwendet, in denen
artifizielle Substrate eingesetzt werden. So wird in der klinischen Praxis Ublicherweise ein
Assay genutzt, bei dem para-Nitrophenylphosphat als Substrat verwendet wird. Zusétzlich
dient ein Aminoalkohol enthaltender Puffer (z.B. 2-Amino-2-methyl-1-propanol und
Diethanolamin (DEA)) als Phosphat-Akzeptor-Substrat in der

Transphosphorylierungsreaktion.'®

Nach Dephosphorylierung kann die Menge an
entstandenem Produkt durch eine Absorptionsmessung bei 405 nm quantifiziert

werden.**
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Daruber hinaus wurde kirzlich ein Aktivitdtsassay basierend auf dem Einsatz von CDP-
Star als ultra-sensitives Chlor-substituiertes 1,2-Dioxetan-Chemilumineszenz-Substrat
beschrieben.”***® Dieser Assay wurde ebenfalls in der vorliegenden Arbeit etabliert und

validiert, um neue Inhibitoren der TNAP zu identifizieren (siehe Kapitel 4.3.1).

1.7 Fluoreszenzpolarisation
Die Theorie der Fluoreszenzpolarisation (FP) wurde zum ersten Mal 1926 von Perrin'®

beschrieben.®®

Wenn ein Fluorophor durch polarisiertes Licht angeregt wird, emittiert es
das Licht wieder in der gleichen Polarisationsebene, vorausgesetzt es bewegt sich
wahrend der Anregungszustandes nicht. Rotiert das Molekil jedoch, wird es Licht in einer
anderen Polarisationsebene emittieren.’®® Die Rotationsrelaxationszeit (die Zeit, die fur
die Rotation um 68,5° notig ist) ha&ngt von der Visk ositéat des Ldsungsmittels, der
Temperatur, dem Molekulargewicht des Molekils und der Gaskonstante ab. Halt man
Temperatur und Viskositdt des Losungsmittels konstant, ist die FP demnach direkt
proportional zur Molmasse.*®®*®” Wird vertikal polarisiertes Licht zu Anregung verwendet,
kann die Intensitat des emittierten Lichts in vertikaler (lyerika) Und horizontaler (lnorizontar)
Polarisationsebene gemessen werden und die resultierenden Polarisationswerte (P), die
haufig in Millipolarisationswerten (mP) ausgedriickt werden, kénnen mit nachfolgender

Gleichung berechnet werden:*®

Gleichung 6:

Ivertikal - Ihorizontal

P =

Ivertikal + Ihorizontal

Kleine Molekile rotieren schneller, sodass das emittierte Licht depolarisiert ist im
Vergleich zu der Anregungsebene (kleine mP-Werte). Ist ein Molekll hingegen grof3,
rotiert es langsamer wahrend des angeregten Zustandes, sodass das emittierte Licht
polarisiert bleibt (groRe mP-Werte) (Abbildung 19).'%%1%’

Auf  Fluoreszenzpolarisationsmessungen basierende Methoden ermdglichen die
Untersuchung molekularer Wechselwirkungen wie DNA-Protein-, Protein-Protein-, oder
Antikdrper-Antigen-Bindungen sowie die kinetische Analyse von Assoziations- und
Dissoziationsreaktionen. Eine Trennung des gebundenen und freien
fluoreszenzmarkierten Liganden ist nicht notwendig, so dass eine direkte Messung in
Lésung moglich wird. FP-Assays sind somit schnell, einfach und prazise durchfiihrbar.'®
So sind unter anderem Rezeptorbindungsstudien mit fluoreszenzmarkierten Liganden
denkbar, die Radioligand-Bindungsstudien ersetzen koénnten. Die Umstellung von

radioaktiven Assays auf fluoreszenzbasierte Methoden ist vorteilhaft bedenkt man die

35



1 Einleitung

Kosten, das Anfallen des zu entsorgendem radioaktiven Abfalls oder die

1.1 wurde z.B. kirzlich ein

Strahlenexposition der Mitarbeiter. Von Kecskés et a
Adenosin-Aya-Rezeptor-FP-Assay etabliert, bei welchem der sonst im Radioassay

verwendete Radioligand durch einen fluoreszenzmarkierten Antagonisten des Rezeptors

190
ersetzt werden konnte.
Vertikaler
A Polarisationsfilter
Vertikaler Probe mit kleinen
Polarisationsfilter Molekiilen
Q O Anregungs- O O A
Schnell zustand Vertikale
O> O o & % Emission
Unpolarisiertes Polarisiertes Emittiertes Licht
Anregungslicht Anregungslicht
Horizontale
Emission
Horizontaler
Polarisationsfilter
Vertikaler
B Polarisationsfilter
Probe mit groRen
Molekiilen
Langsam
C Anregungs-
zustand Vertikale
% T6ns > % Emission
Unpolarisiertes Polarisiertes Emittiertes Licht
Anregungslicht Anregungslicht
Horizontale
Emission
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Abbildung 19: Prinzip der Fluoreszenzpolarisation. Werden fluoreszierende Molekile mit
polarisiertem Licht bestrahlt, absorbieren die Molekiile in der gleichen Polarisationsebene
das Licht, werden angeregt und emittieren das Licht anschlieRend wieder. Die Intensitat
des emittierten Lichtes kann in vertikaler und horizontaler Ebene zu der Anregungsebene
gemessen werden. (A) Kleine Molekile rotieren schnell wahrend des
Anregungszustandes, sodass das emittierte Licht depolarisiert ist in Bezug auf die
Anregungsebene (Messung kleiner mP-Werte). (B) Grof3e Molekile rotieren langsam
wahrend des Anregungszustandes und das emittierte Licht bleibt starker polarisiert
(Messung groler mP-Werte).
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1.7.1 Fluoreszenzpolarisationsimmunoassay (FPIA)

Fluoreszenzpolarisationimmunoassays (FPIAS) sind ahnlich zu anderen kompetitiven FP-
Assays. Sie beruhen auf der Kompetition eines mit einem Fluorophor markierten Molekiils
und dem freien (nicht markierten) Molekul um die Bindung an einen Antikdrper (Abbildung
20).

Antigen
/—\ Ecadon,
Flourezenzmarkiertes fluoreszenzmarkiertes
Antigen Antigen

G {:} E Fluoreszenz-
_—>

Y polarisation

Antikorpergebundenes, Antikorpergebundenes
fluoreszenzmarkiertes Antigen Antigen

Abbildung 20: Prinzip des Fluoreszenzpolarisationsimmunoassays. Die Bindung des
Antikbrpers an das fluoreszenzmarkierte Antigen fuhrt zur Messung grofl3er
Fluoreszenzpolarisationswerte (grofRes Molekil = langsame Rotation). Durch Zugabe des
nicht-markierten Antigens wird das fluoreszenmarkierte Antigen kompetitiv verdrangt und
es kommt zu einer Abnahme der gemessenen Fluoreszenzpolarisationwerte (kleines
Molekul = schnelle Rotation).

Die Konzentrationen von Antikoérper und fluoreszenzmarkiertem Antigen wird so gewabhilt,
dass die Mehrzahl der Antigene zunachst gebunden vorliegt (Messung grof3er mP-Werte).
Durch ansteigende Konzentrationen des nicht markierten Antigens wird das markierte
Antigen kompetitiv von dem Antikdrper verdrangt, liegt frei vor und es kommt so zu einer

186 Die Sensitivitat

Erniedrigung der gemessenen Polarisationswerte (kleines Molekdl).
eines FPIA héngt hauptsachlich von der Affinitat von AntikGrper zu Antigen, der
Sensitivitdt des Messinstrumentes und der Differenz der Polarisationswerte zwischen

freier und gebundener Form (MolekiilgréRe) des markierten Antigens ab.*®*

Die Methode wurde in der vorliegenden Arbeit fir die Aktivitatsbestimmung der
NTPDasen etabliert (vergleiche Kapitel 4.1.2), wobei sehr sensitive und hoch selektive
Antikbrper gegen das bei der Enzymreaktion entstehende ADP oder AMP (= Antigen)

eingesetzt wurden.
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2 Material

2 Material

2.1 Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller
Analysenwaage CP225D Sartorius
Autoklav Dampfsterilisator VX-95 Systec

Cytomat Hotel

Thermo Scientific

Digital-pH-Meter pH 197 WTW
Eismaschine Ziegra
Gefrierschrank -20C Bosch

Gefrierschrank -80C

Ultra Low Temperature
Freezer V570 Premium

New Brunswick Scientific

Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf
Thermomixer HBT 130 HLC
Inkubatoren Roboteranlage Inheco

Kapillarelektrophorese

P/ACE MDQ

Beckman Coulter

Kuhlschrank

Bosch

Mikroplatten-Messgerate

Mithras LB 940
PheraStar FS

Berthold Technologies
BMG Labtech GmBH

Mikroplattenschuttler

VWR

Pipetten

0,1-2,5 pl, 0,5-10 pl,
2-20 pl, 10-100 pl, 20-
200 pl, 100-1000 pl

Eppendorf

Pipettierroboter Biomek NX” Beckman Coulter
Ultraschallbad Sonorex RK52 Bandelin
Vortexer VV3 VWR

Waage BP2215 Sartorius
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2.2 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Reagenzi en

Bezeichnung

Hersteller

ADP

Acros Organics

ADP, 5 mM (gereinigt)

BellBrook Labs

ADP Alexa633 Tracer, 400 nM

BellBrook Labs

ADP? Antikorper, 3 mg/ml

BellBrook Labs

Ammoniummolybdat

Fluka

AMP

Sigma-Aldrich

AMP, 5 mM (gereinigt)

BellBrook Labs

AMP?/GMP? Alexa633 Tracer, 800 nM

BellBrook Labs

AMP?/GMP? Antikorper, 1,2 mg/ml

BellBrook Labs

ATP, 5 mM (gereinigt)

BellBrook Labs

ATP, 100 mM (gereinigt) Sigma-Aldrich
Brij® L23 Sigma-Aldrich
Calciumchlorid Dihydrat Fluka

N-Cyclohexyl-3-aminopropansulfonsaure Sigma-Aldrich

CDP-Star, 25 mM

New England BioLabs

Diethanolamin Sigma-Aldrich
Dispenserspitzen Ritips® professional 1.0 ml, Labomedic
2,5 ml

EDTA-Na Roth

Fused Silica Kapillarsaule mit Polyacrylamid-
Belegung (Innendurchmesser: 75 um,
AufRendurchmesser: 360 ym, Lange: 30 cm)

CS-Chromatographie Service GmbH

HEPES Roth
Kaliumhydrogenphosphat Merck
Malachitgriin Sigma-Aldrich
Magnesiumchlorid Sigma
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Bezeichnung Hersteller

Mikrotiterplatte, 96-Loch, v-bottom, clear Corning

Mikrotiterplatte, 96-Loch, F96, white Thermo Electron LED GmbH
Mikrotiterplatte, 96-Loch, half-area, flat-bottom,  Greiner Bio-one

clear

Mikrotiterplatte, 384-Loch, small volume, Greiner Bio-one

HiBase, non-binding, black

Multipette Plus Eppendorf
Natriumchlorid Roth
Phosphatstammlésung in Wasser (800 uM) Enzo Life Science
Pipettenspitzen Sarstedt
Pipettenspitzen Roboter P250 Beckman Coulter
Plastikwannen VWR
Polyvinylalkohol 98% Acros Organics
Reaktionsgefalle 1,5 ml/ 2,0 ml Sarstedt

Ritips professional (0,5 ml und 1 ml) ritter
Rundlochplatten, 96-Loch, U-PP Eppendorf
Schwefelséure 95-97% Merck

Tris-HCI AppliChem

UMP Roth
Wageschalen Roth

Zinkchlorid Fluka

2.3 Puffer

Alle verwendeten Puffer wurden mit Reinstwasser angesetzt, autoklaviert und bei 4C
gelagert.

Name Zusammensetzung
LpINTPDase-Assaypuffer 2 mM MgCl,

30 mM Tris-HCI (pH 7,4)
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Name

Zusammensetzung

CE-Laufpuffer

50 mM K,HPO, (pH 6,5)

DEA-Puffer (hoch konzentriert)

2,5 mM MgCl,
50 uM ZnCl,
2,5 M DEA (pH 9,8)

FP-Detektionspuffer (10x)

400 mM EDTA
0,2 % Brij® L23
200 mM HEPES (pH 7,5)

No-DEA-Puffer

2,5 mM MgCl,
50 puM ZnCl,
62,5 mM CAPS (pH 9,8)

NTPDase-Assaypuffer

5 mM CacCl,
80 mM Tris-HCI (pH 7,4)

TNAP-Assaypuffer

2,5 mM MgCl,
50 puM ZnCl,
125 mM DEA (pH 9,8)

TNAP-Verdunnungspuffer

2.4 Enzyme

Enzym

1 mM MgCl,

100 mM NacCl

20 uM ZnCl,

25 mM Tris-HCI (pH 8,0)

Hersteller

Rekombinante, humane Alkalische
Phosphatase/ALPL; 0,4 mg/ml, 25 pl
Gesamtmenge

R & D Systems GmbH, Borsigstr. 7,

65205 Wiesbaden, Deutschland

Bakterielle LpAINTPDase; 0,170 mg/ml
geldst in 25 mM Tris-HCI (pH 8) und
100 mM NaCl-Lésung

Prof. Dr. E. Hartland, Department of
Microbiology and Immunology, University
of Melbourne, Parkville, Victoria, Australia,

3010

Rekombinante, humane NTPDasel;
4,24 mg/ml (Membranpraparation)

Prof. Dr. J. Sévigny, Centre de Recherche
du CHU de Québec und Université Laval,
2705 Laurier Blvd., Québec, QC, Canada

G1V 4G2
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Enzym

Hersteller

Rekombinante, humane NTPDaseZ?;

4,13 mg/ml (Membranpraparation)

Prof. Dr. J. Sévigny, Centre de Recherche
du CHU de Québec und Université Laval,
2705 Laurier Blvd., Québec, QC, Canada
G1lV 4G2

Rekombinante, humane NTPDase3;

10,75 mg/ml (Membranpraparation)

Prof. Dr. J. Sévigny, Centre de Recherche
du CHU de Québec und Université Laval,
2705 Laurier Blvd., Québec, QC, Canada
G1lV 4G2

Rekombinante, humane NTPDaseS;

10,30 mg/ml (Membranpraparation)

Prof. Dr. J. Sévigny, Centre de Recherche
du CHU de Québec und Université Laval,
2705 Laurier Blvd., Québec, QC, Canada
G1V 4G2

2.5 Testverbindungen und Substanzbibliotheken

Testverbindung/
Substanzbibliothek

Hersteller

Anthrachinon-Derivate

Synthetisiert im AK Prof. Dr. Miller, Universitat Bonn

Arzneistoff-Bibliothek

Interne Substanzbibliothek (http://mueller-
group.pharma.uni-bonn.de/bibliothek)

CB-3GA

Sigma-Aldrich

Chembridge-Bibliothek

Aus dem AK Prof. Dr. Herdewjin, Universitat Leuven

ChemDiv-Bibliothek

Aus dem AK Prof. Dr. Herdewjin, Universitat Leuven

Herdewjin-Bibliothek

Interne Substanzbibliothek aus dem AK Prof. Dr.
Herdewijin, Universitat Leuven

Interbioscreen Bibliothek

Aus dem AK Prof. Dr. Herdewjin, Universitat Leuven

Levamisol-HCI

AppliChem

Naturstoffextrakte Aus dem AK Prof. Dr. Konig, Universitat Bonn
Phenylbenzamidophenyl- Synthetisiert im AK Prof. Dr. Muller, Universitat Bonn
sulfonamide

Phenylbenzamidophenylsulfonate

Synthetisiert im AK Prof. Dr. Miller, Universitat Bonn

Phosphonsaure-Derivate

Synthetisiert im AK Prof. Dr. Kurz, Universitat
Dusseldorf

Polyoxometalate

Synthetisiert im AK Prof. Dr. Kortz, Universitat
Bremen und Dr. Stephan,
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Forschunghszentrum Dresden-Rossendorf

RB-2 Sigma-Aldrich

RB-4 Sigma-Aldrich

Sulfonamide Synthetisiert im AK Prof. Dr. Miller, Universitat Bonn
Tocriscreen Mini- Tocris

Substanzbibliothek

Xanthin-Bibliothek Interne Substanzbibliothek (http://mueller-
group.pharma.uni-bonn.de/bibliothek)

Alle nicht aufgefihrten Chemikalien stammen aus einer internen Substanzbibliothek
(http://mueller-group.pharma.uni-bonn.de/bibliothek) oder wurden von Sigma-Aldrich

bezogen.

2.6 Hergestellte L6ésungen
Alle verwendeten LdOsungen wurden mit Reinstwasser und/oder den entsprechend

hergestellten Puffern angesetzt und bei 4C gelagert.

2.6.1 Substratldsungen

Fur den Malachitgrin-Assay und die FP-Assays wurden die Verdinnungen der
Substratlosungen aus den gereinigten, kommerziell erworbenen Nucleotid-
Stammlésungen in den benétigten Konzentrationen vor jedem Versuch frisch hergestellt
(in dem entsprechenden Assaypuffer). Fir den CE-Assay wurden die gewlnschten
Verdinnungen aus einer selbst hergestellten 10 mM Stammlésung (in Wasser) und fur

den CDP-Star-Assay aus der 25 mM CDP-Star-Stammlosung (in Wasser) hergestellt.

2.6.2 Enzymverdinnungen

Die benotigten Enzymverdinnungen wurden vor jedem Versuch frisch in dem
entsprechenden Assaypuffer hergestellt. Fir die TNAP-Verdinnungen wurden zusétzlich
noch Zwischenverdinnungen in TNAP-Verdinnungspuffer hergestellt und diese weiter

eingesetzt.

43



2 Material

2.6.3 Detektionsreagenz | fir den Malachitgriin-Assa vy

Fur das Detektionsreagenz | (Malachitgriinlésung) wurden 100 ml Wasser auf 90<C erhitzt
und 0,357 g Polyvinylalkohol geldst. AnschlieRend wurden 35,2 mg Malachitgrin
(0,76 mM) zugegeben.

2.6.4 Detektionsreagenz Il fir den Malachitgriin-Ass  ay

Far  das Detektionsreagenz Il (Ammoniummolybdatlésung)  wurden 3,46 g
Ammoniummolybdat (28 mM) in 100 ml H,SO, (2,1 M) geldst.

2.6.5 Detektionsreagenz fur den ADP-FP-Assay

Bestandteil Konzentration

ADP Tracer 4 nM (1:100-Verdinnung)
ADP-Antikorper 23 pg/ml (optimierte Menge)
Detektionspuffer (10x) 1:10

2.6.6 Detektionsreagenz fir den AMP-FP-Assay

Bestandteil Konzentration
AMP?/GMP? Tracer 8 nM (1:100-Verdiinnung)
AMP-Antikorper 8 pg/ml (optimierte Menge)
Detektionspuffer (10x) 1:10

2.6.7 Software

Software Firma

32-Karat 5.0 Beckman Coulter
Biomek® Beckman Coulter
ChemBioDraw Ultra 11.0 CambridgeSoft

Excel 2007 Microsoft®

Prism® 4.0 GraphPad
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SAMI® Workstation EX Software 4.0 Beckman Coulter

Word 2010 Microsoft®
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3 Methoden

3.1 Aktivitatsbestimmungen der
humanen NTPDasel, -2, -3 und -8

3.1.1 Malachitgriin-Assay

Bei dem Malachitgrin-Assay handelt es sich um einen auf dem Nachweis von Phosphat

basierenden  kolorimetrischen ~ Assay.'®"*%®

Aufgrund  seiner  einfachen und
kostenguinstigen Handhabung wird er haufig als Assay zur Aktivitatsbestimmung von
Ectonucleotidasen verwendet. Die wichtigsten Bestandteile der Detektionsreagenzien sind
Ammoniummolybdat, Malachitgrin und Schwefelsaure. In Anwesenheit von Phosphat
bilden sich im Sauren mit Molybdat anionische Phosphormolybdat-Komplexe aus

(Gleichung 7).*"°
Gleichung 7:
H3PO, + 12 H,MoO, === PO4(MoO3)¥ + 12 H,0 + 3 H*

Malachitgriin ist ein kationischer Triphenylmethanfarbstoff mit einem pK,-Wert von 1,2
(Abbildung 21).*"°

| |
aeYoh
=
O pK, ~1,2

Abbildung 21: Struktur von Malachitgriin (deprotonierte Form)

Bei einem pH-Wert > 2 ist ein Grof3teil der Malachitgriinmolekile deprotoniert mit einem
Absorptionsmaximum von ~623 nm (blau-griine Lésung).®® Bei einem pH-Wert <2
hingegen liegt Malachitgriin protoniert vor und die Lésung ist hellgelb. Da der Assay im
Sauren durchgefuhrt wird, liegt der Grof3teil der Malachitgrinmolekile somit in
protonierter Form vor. Jedoch nur die deprotonierte Form kann an den anionischen
Phosphormolybdat-Komplex binden, wodurch sie dem Gleichgewicht entzogen wird und

die Losung sich zunehmend blau-grin verfarbt. Zusammenfassend heif3t das, dass sich
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bei steigender Enzymaktivitat die Menge an freigesetztem Phosphatmolekilen erhéht und

somit die gemessene Farbintensitét ansteigt.*®" %17

3.1.1.1 Allgemeine Durchfuhrung

Die Enzymreaktionen wurden direkt in der 96-Loch-Platte (,half-area”, klar) mit einem
Endvolumen von 50 ul pro Vertiefung durchgefihrt. Die Substrat- und DMSO-
Endkonzentrationen waren 100 uM ATP fir die NTPDase2, -3 und -8 und 50 uM ATP fur
die NTPDasel und 2 % DMSO. Der allgemeine Versuchsablauf zur Durchfiihrung des
Malachitgriin-Assays ist in Abbildung 22 dargestellt.

1. Schritt 2. Schritt
Enzymreaktion in der 96-Loch-Platte Zugabe der
\ / Detektionsreagenzien | und Il
3. Schritt 4. Schritt =
| | Absorptionsmessung e

Inkubation bei RT : :
bei 623 nm !\D-!

Abbildung 22: Schematischer Versuchsablauf des Malachitgriin-Assays

In einem ersten Schritt wurden 10 pl einer 10%igen DMSO- oder Testlosung (in 10 %
DMSO) in eine Vertiefung einer 96-Loch-Platte vorgelegt, 20 ul ATP (250 uM oder
125 uM) hinzugefiigt und die Enzymreaktion durch die Zugabe von 20 pul der
entsprechend benotigten Enzymsuspension (humane NTPDasel, -2, -3 oder -8) gestartet.
Fur die Positivkontrollen wurde denaturierte Enzymsuspension (Erhitzen bei 99 fur
15 min) zugegeben. Nach 10-mindtiger Inkubation der Platte bei 37 € auf einem
Plattenschuttler wurde die Enzymreaktion beendet und die Bildung des zu detektierenden
Farbkomplexes gestartet. Hierzu wurden 12,8 pl des Detektionsreagenzes | und 17,2 pl
des Detektionsreagenzes Il in jede Vertiefung gegeben. Nach Inkubation der Platte fur
20 min bei RT wurden die Absorptionswerte (OD = Optische Dichte) mithilfe eines

Mikroplatten-Messgerétes (PheraStar FS) bei einer Wellenlénge von 623 nm gemessen.

Die Detektionsldsungen wurden wie von Cogan et al.'”® beschrieben hergestellt und die
im Assay eingesetzten Mengen dem in dieser Arbeit verwendeten Endvolumen (50 pl)

angepasst.
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3.1.1.2 Kalibriergerade

Es wurde eine Kalibriergerade fir Phosphat erstellt, indem jeweils 50 pl verschieden
konzentrierte Phosphatlésungen (0 puM bis 50 pM) eingesetzt wurden, wobei die
Verdunnungsreihe aus einer kommerziell erworbenen 800 uM Phosphatstammldsung
hergestellt wurde. Die Assayplatte wurde entsprechend Kapitel 3.1.1.1 behandelt. Die
detektierten Absorptionswerte wurden grafisch gegen die Phosphatkonzentrationen

aufgetragen und mithilfe von GraphPad Prism 4.0 eine lineare Regression durchgefihrt.

3.1.1.3 Ky-Wert-Bestimmungen fur die Substrate ADP und ATP

Zur Bestimmung der Ky-Werte fur ATP (humane NTPDasel, -2, -3 und -8) und ADP
(humane NTPDasel, -3 und -8) wurden ansteigende Substratkonzentrationen eingesetzt
(je nach Enzym-Subtyp von 0 bis 2000 uM Endkonzentration pro Vertiefung). Es wurden
drei unabhangige Versuche wie in Kapitel 3.1.1.1 beschrieben (Messung in Duplikaten)
durchgefuhrt. Die erhaltenen Absorptionswerte wurden grafisch gegen die entsprechend
eingesetzten Substratkonzentrationen aufgetragen und mithilfe von GraphPad Prism 4.0

die Ky-Werte bestimmt.

3.1.1.4 Enzymtitrationen

Zur Bestimmung der optimalen Enzymkonzentrationen wurden Enzymtitrationen
durchgefihrt und die konzentrationsabhangigen Aktivitaten fir jedes Enzym bestimmt. Es
wurden 100 pM (humane NTPDase2, -3 und -8) oder 50 uM (humane NTPDasel) ATP
eingesetzt. Fur die Enzymtitrationen wurden die Enzyme in Assaypuffer verdinnt (0 ng/ul
bis 18 ng/ul). Die Assays wurden wie in Kapitel 3.1.1.1 beschrieben durchgefuhrt. Die
erhaltenen Absorptionswerte wurden mithilfe der Kalbriergeraden in die Menge an
gebildetem Phosphat umgerechnet und diese grafisch mithilfe von GraphPad Prism 4.0

gegen die eingesetzten Enzymkonzentrationen dargestellit.

3.1.1.5 Ubertragung auf ein Robotersystem

Um HTS-Kampagnen zu ermoéglichen, wurden die einzelnen Arbeitsschritte des in
Abschnitt 3.1.1.1 beschriebenen Malachitgriin-Assays auf eine Pipettierroboteranlage der
Firma Beckman Coulter Ubertragen. Dazu wurde der Roboter entsprechend programmiert
und die verwendeten Reagenzien fir den Ablauf einer Methode (6 - 12 Assayplatten) in

96-Loch-Platten vorgelegt (Substrat-, Enzym-, Test-, DetektionslésungI- und
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Detektionslosung lI-Platte). Von der Enzymsuspension wurde die entsprechend bendétigte
Menge in die Vertiefungen einer 96-Loch-Platte (Spalten 1 - 11) und in vier Vertiefungen
der Spalte 12 (= Negativkontrolle) pipettiert. In die weitern vier Vertiefungen der Spalte 12
wurde die bendtigte Menge denaturierte Enzymsuspension (= Positivkontrolle) gegeben.
Die eingesetzten Testplatte enthielten in den Spalten 1-11 die zu untersuchenden
Verbindungen (DMSO-Konzentration 10 %) und in der Spalte 12 eine 10%ige DMSO-

Ldsung.

Der Roboter wurde so programmiert, dass mit dem 96er Pipettierkopf zun&chst 10 pl aus
der Test-Platte und 20 pl aus der Substratplatte in die Assayplatte tUberfuhrt wurden. Die
Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 20 pl aus der Enzymplatte (Kihlung bei 4 C)
gestartet und die Assayplatte 10 min bei 37T in einem Inkubator geschuttelt. Durch
Zugabe von 17,2 pl Detektionsreagenz | und 12,8 ul Detektionsreagenz Il wurde die
Reaktion gestoppt. Die Assayplatte wurde nach 20-minttiger Inkubationszeit bei RT am

PheraStar (623 nm) vermessen.

3.1.1.6 Validierung

Die Validierung der Assays erfolgte, indem die Z'-Faktoren fir jeden Enzymassay

(NTPDasel, -2, -3 und -8) nach der folgenden Gleichung von Zhang et al.*** bestimmt

wurden.
Gleichung 8:
o = Standardabweichung
i 30; + 30_ U = Mittelwert
Z =1~ [—— + = Positivkontrolle
M. M_ - = Negativkontrolle

Fur die Positiv- und Negativkontrollen wurden jeweils 16 Replikate pipettiert. Der Assay
wurde wie in Kapitel 3.1.1.5 beschrieben in drei unabhéngigen Versuchen durchgefihrt,
fur jedes Experiment der Z"-Faktor berechnet und der Mittelwert der Z'-Faktoren fir jeden

Enzymassay bestimmt.

3.1.1.7 High-throughput Screening

Aus den Feststoffen verschiedener Testverbindungen wurden 10 mM Stammlésungen in
DMSO hergestellt, mithilfe eines Pipettierroboters entsprechend auf 96-Loch-Platten
verteilt  (Mutterplatten). Zusétzlich  wurden kommerziell Zu erwerbende

Substanzbibliotheken (96-Loch-Format, 10 mM Stammldsungen) verwendet. Die zwolfte
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Spalte enthielt jeweils DMSO und konnte somit fur die Positiv- und Negativkontrollen
verwendet werden. Aus den Mutterplatten wurden entsprechend Tochterplatten generiert,
die die Verbindungen mit einer Konzentration von 100 uM oder 10 uM (fur die
Anthrachinon-Bibliothek) in 10 % DMSO enthielten. Diese Tochterplatten wurden dann auf
der Roboteranlage eingesetzt. Nach der Beladung des Robotersystems mit den
entsprechenden Platten und Pipettenspitzen in das Cytomat Hotel wurde das HTS
entsprechend Kapitel 3.1.1.5 gestartet. Nach dem Auslesen der Assayplatten am
Messgerat wurde fur jede Testverbindung die Inhibition in % und fir jede Platte der

Z -Faktor berechnet.

3.1.1.8 Konzentrations-Inhibitions-Kurven

Es wurde zunadchst eine Verdinnungsreihe der Testverbindung in 10 % DMSO
hergestellt. 10 pl der entsprechenden Verdinnung wurden zusammen mit 20 pl
Substratlosung (250 pM ATP oder 125 pM ATP) in eine Vertiefung einer 96-Loch-Platte
vorgelegt. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 20 pl Enzymsuspension gestartet
und die Assays entsprechend 3.1.1.1 durchgefiihrt. Beim Auftragen der gemessenen
Restaktivitdét des Enzyms gegen die Inhibitorkonzentration (logarithmische Darstellung)
mithilfe von GraphPad Prism 4.0 wurde eine sigmoidale Kurve erhalten und der 1Cso-Wert
bestimmt. Die Aufnahme der Konzentrations-Inhibitions-Kurven erfolgte ohne

Zuhilfenahme des Pipettierroboters.

3.1.1.9 Bestimmung des Hemmmechanismus

Fur potente Testverbindungen sollte der Hemmtyp (kompetitiv, unkompetitiv oder nicht-
kompetitiv) bestimmt werden. Hierzu wurden Michaelis-Menten-Kurven in Anwesenheit
von unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen erstellt. Die Konzentrationen wurden im
Bereich des ermittelten 1Cs-Wertes gewahlt. Mithilfe von GraphPad Prism 4.0 wurden
Lineweaver-Burk- und Eadie-Hofstee-Diagramme erhalten und der Hemmmechanismus

grafisch ermittelt. Die Versuche wurden wie in Abschnitt 3.1.1.1 beschrieben durchgefihrt.

3.1.2 Fluoreszenzpolarisationsimmunoassays

Fluoreszenzpolarisationimmunoassays (FPIAs) beruhen auf der Kompetition eines mit
einem Fluorophor markierten Molekils und dem freien (nicht markierten) Molekil um die

Bindung an einen Antikorper (siehe Kapitel 1.7.1). Die Firma BellBrook Labs entwickelte
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zwei FPIA-Assays fiir den Nachweis von ADP und AMP.***'® Bisher sind die Methoden
fur  Aktivitatsbestimmungen von z.B. Kinasen, Phosphodiesterasen  und
Hitzeschockproteinen, bei denen ADP oder AMP als Produkte der Enzymreaktion

entstehen, beschrieben,9419%:1%

Das Prinzip dieser Fluoreszenzpolarisationsimmunoassays ist in Kapitel 1.7.1 bereits

grafisch dargestellt.

Das Detektionsreagenz enthalt den Tracer (mit dem Alexa Fluor 633 Farbstoff markiertes
ADP oder AMP) und einen Antikorper, der spezifisch entweder ADP oder AMP bindet. In
der Detektionslosung liegt der Tracer zunachst an den Antikorper gebunden vor. Dieser
wird durch das bei der Enzymreaktion entstehende Nucleotidprodukt (ADP bei Einsatz
von ATP als Substrat oder AMP bei Einsatz von ADP als Substrat) kompetitiv verdréangt.
Der freie Tracer rotiert schneller (kleineres Molekl) als der an den Antikérper gebundene,
welches zu einer Abnahme der Fluoreszenzpolarisation und somit zu Kkleineren
Polarisationswerten fiihrt.'*>'%® Das bedeutet, dass bei steigender ADP- oder AMP-

Produktion das Polarisationssignal abnimmt.

3.1.2.1 Allgemeine Durchfuhrung

Die Enzymreaktionen wurden direkt in der 384-Loch-Platte (,small volume®, schwarz) mit
einem Endvolumen von 10 pl pro Vertiefung durchgefihrt. Die Endkonzentrationen von
Substrat und DMSO betrugen 20 uM ATP oder 10 uM ADP und 2 % DMSO. Der
allgemeine Versuchsablauf zur Durchfihrung der FPIA-Assays ist in Abbildung 23

dargestellt.
1. Schritt 2. Schritt
Enzymreaktion in der 384-Loch-Platte Zugabe der Detektionslésung
L 3—Tracer
Nucleotidprodukt
3. Schritt + V 4. Schritt !__

Inkubation bei RT £ Tracer FP-Messung ! !

Abbildung 23: Schematischer Versuchsablauf der Fluoreszenzpolarisationsimmuno-
assays

51



3 Methoden

In einem ersten Schritt wurden 4 ul ATP (50 uM) oder ADP (25 uM) in eine Vertiefung
einer 384-Loch-Platte vorgelegt. AnschlieRend wurden 2 ul einer 10%igen DMSO- oder
Test-Losung hinzugefigt. Durch Zugabe von 4 ul der entsprechend verdinnten
Enzymsuspension (humane NTPDasel, -2, -3 oder -8) wurde die Enzymreaktion gestartet
und die Platte fur 10 min bei 37 geschiittelt. Zum Beenden der Enzymreaktion wurden
in einem zweiten Schritt 10 ul der entsprechenden Detektionslésung in jede Vertiefung
gegeben. Die Platte wurde in einem dritten Schritt bei RT eine Stunde (ADP-Assay) oder
zwei Stunden (AMP-Assay) auf einem Plattenschuittler inkubiert. In einem letzten Schritt
wurden die Fluoreszenzpolarisationswerte (mP) mithilfe eines Mikroplatten-Messgerates

(PheraStar FS, Anregungsfilter: 590 nM, Emissionsfilter: 675 £ 50 nm) gemessen.

3.1.2.2 Optimierung der Antikdrperkonzentrationen

Zwischen der eingesetzten ATP-Substratkonzentration und der entsprechend optimalen
ADP-Antikérpermenge besteht ein linearer Zusammenhang, der mit folgender Gleichung
beschrieben werden kann: y = mx + b, wobei x der gewiinschten ATP-Konzentration (LM)
in dem Reaktionsansatz, y der ADP-Antikbrperkonzentration (png/ml) in der
Detektionslosung, m der Steigung von 1,08 und b dem y-Achsenschnittpunkt von 1,0
entspricht.®® Somit lieR sich die optimale Antikdrperkonzentration fiir die gewéhlte
Substratkonzentration von 20 uM ATP mithilfe der Gleichung berechnen.

Fur die Bestimmung der optimalen AMP-Antikdrperkonzentration in dem AMP-Assay
wurden zwei Antikorpertitrationen durchgefihrt. Eine Antikdrpertitration wurde in
Anwesenheit der Substratkonzentration von 10 uM ADP (entspricht 0% Umsatz) und eine
in Anwesenheit eines 9:1 Verhaltnisses von Substrat zu Produkt (9 uM ADP und 1 pM
AMP) durchgefiihrt (entspricht 10 % Umsatz). Hierzu wurden zunéchst zwolf
Detektionsreagenzien mit Antikorperkonzentrationen zwischen 0,061 und 125 pg/ml in
Kombination mit 8 nM AMP Tracer hergestellt. In eine Vertiefung einer 384-Loch-Platte
wurden 10 ul Nucleotidlésung vorgelegt und anschlieend 10 ul des entsprechenden
Detektionsreagenz hinzugefigt (Messungen in Duplikaten). Der Assay wurde weiter
entsprechend 3.1.2.1 durchgefuhrt und die gemessenen Polarisationswerte (mP) gegen
den Logarithmus der entsprechenden Antikdrperkonzentration mithilfe  von
GraphPad Prism 4.0 grafisch dargestellt (sigmoidale Dosis-Wirkungskurve). Zur
Bestimmung der optimalen Antikdrperkonzentration wurde schlie3lich die Konzentration
ermittelt, bei der die maximale Differenz der Polarisationswerte (AmP) erhalten werden

konnte.
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3.1.2.3 Standardkurven

Mithilfe von Standardkurven lassen sich die Produktmengen (ADP oder AMP), die bei den
Enzymreaktionen entstehen, berechnen. Um Standardkurven zu generieren, wurden
sinkende Substratkonzentrationen (ATP oder ADP) und entsprechend steigende
Produktkonzentrationen (ADP oder AMP) eingesetzt, wobei die
Gesamtnucleotidkonzentration dabei konstant gehalten wurde. Die hergestellten
Nucleotidldsungen imitierten 0%, 0,5%, 1%, 2%, 3%, 5%, 7,5%, 10%, 12,5%, 15%, 20%,
50% und 100% Substratumsatz. Zu 10 pl der Substrat/Produktlosung wurden 10 pl des
entsprechenden Detektionsreagenz gegeben und wie in 3.1.2.1 beschrieben weiter
verfahren und die gemessenen Polarisationswerte (mP) gegen den Logarithmus der
entsprechenden Produktkonzentration mithilfe von GraphPad Prism 4.0 grafisch

dargestellt.

3.1.2.4 Enzymtitrationen

Fur die Bestimmung der optimalen Enzymkonzentration wurde fir jedes Enzym eine
Titration durchgefuhrt. Hierzu wurden steigende Enzymkonzentrationen in Anwesenheit
von 20 uM ATP (humane NTPDase2, -3 und -8) oder 10 uM ADP (humane NTPDasel)
und einer Endkonzentration von 2 % DMSO eingesetzt. Die Assays wurden entsprechend
3.1.2.1 durchgefuhrt, die resultierenden Polariosationswerte gemessen und die
Ergebnisse grafisch mit GraphPad Prism 4.0 dargestellt (mP versus Logarithmus der
Enzymkonzentration). Mithilfe der Standardkurven (siehe Kapitel 3.1.2.3) wurde die
entstandene Produktmenge fur die jeweils eingesetzte Enzymkonzentration berechnet

und ebenfalls grafisch dargestellt (Produktmenge versus Enzymkonzentration).

3.1.2.5 Validierung

Fir die Validierung der Enzymassays wurden die Z"-Faktoren bestimmt. Die Berechnung
erfolgte nach der Gleichung von Zhang et al."®! (siehe Abschnitt Kapitel 3.1.1.6). Fiir die
Positiv- und Negativkontrollen wurden jeweils 16 Replikate pipettiert. Hierzu wurden fur
die Negativkontrollen 4 pl der entsprechenden Enzymsuspension zu 2 pl einer 10%igen
DMSO-Lésung und 4 pl der entsprechenden Substratiésung in jeweils eine Vertiefung
einer 384-Loch-Platte gegeben. Fur die Positivkontrollen wurden die gleichen Mengen an
Enzymsuspension, 10 % DMSO und Substrat in eine Vertiefung gegeben, welche schon

10 pl Detektionsreagenz enthielt, sodass die Enzymreaktion unmittelbar nach Zugabe der
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Enzymsuspension gestoppt wurde. Die Assays wurden entsprechend 3.1.2.1 durchgefihrt

und die Z"-Faktoren berechnet.

3.1.2.6 Screening

Um in einem Screening Testverbindungen in Bezug auf ihre inhibitorische Aktivitat bei
einer Endkonzentration von 20 uM gegenuber den NTPDasen zu untersuchen, wurden
2 ul der Testldsung (100 uM in 10 % DMSOQO) und 4 ul der Substratiosung (50 uM ATP
oder 25 uM ADP) in eine Vertiefung einer 384-Loch-Platte vorgelegt. Die Enzymreaktion
wurde durch Zugabe von 4 pl der entsprechenden Enzymsuspension gestartet und die
Assays wie in 3.1.2.1 beschrieben durchgefiihrt. Die Endkonzentration der Substrate
lagen bei 20 uM ATP bzw. 10 uM ADP. Negativkontrollen enthielten 10%ige DMSO-
Ldsung anstatt der Testlésung und Positivkontrollen inaktivierte Enzymsuspension durch
direkte Zugabe der Detektionsreagenzien zu Beginn der 37<C Inkubationsphase. Die

Inhibition in % wurde fur jede Testverbindung berechnet.

3.1.2.7 Konzentrations-Inhibitions-Kurven

Fur die Bestimmung von ICs-Werten wurden Konzentrations-Inhibitions-Kurven
aufgenommen. Hierzu wurde zundchst eine Verdinnungsreihe der Testverbindung in
10 % DMSO hergestellt. 2 pl der entsprechenden Verdiinnung wurden zusammen mit 4 pl
Substratlosung in eine Vertiefung einer 384-Loch-Platte vorgelegt. Die Enzymreaktion
wurde durch Zugabe von 4 pl Enzymsuspension gestartet und die Assays entsprechend
3.1.2.1 durchgefiihrt. Beim Auftragen der gemessenen Enzymrestaktivitdt gegen den
Logarithmus der Inhibitorkonzentration wurde eine sigmoidale Kurve erhalten und der

ICso-Wert bestimmt.

3.2 Aktivitatsbestimmungen der bakteriellen LpANTPD  ase
3.2.1 Kapillarelektrophorese-Assay

Bei der CE werden geladene Teilchen durch Anlegen eines elektrischen Feldes in einer
elektrolytgeflillten Kapillare entsprechend ihrer elektrophoretischen Mobilitaten getrennt.

In Abbildung 24 ist der schematische Aufbau einer CE-Apparatur dargestellt.
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Hochspannungs-
quelle
Elektrode Kapillare
—
+
pR— C— jpr— N o + )
+
Detektor =
Puffergefa®

Abbildung 24: Schematischer Aufbau einer Kapillarelektrophorese

Die wichtigsten Bestandteile einer Kapillarelektrophorese sind die Kapillare, zwei
Elektroden, eine Hochspannungsquelle und ein Detektor. Nach Injektion der Probe
werden der Kapillareinlass und der Kapillarauslass jeweils in ein Puffergefal’ getaucht und
ein elektrisches Feld angelegt. Die Teilchen aus der Probenlésung wandern entsprechend
ihrer Ladung durch die Kapillare und kénnen mithilfe eines Detektors nachgewiesen und
anschliel3end quantifiziert werden. Die elektrophoretischen Mobilitaten resultieren aus den
unterschiedlichen Verhaltnissen von Masse zu Ladung der jeweiligen Molekiile. Je gréf3er

die Ladung und je kleiner die Masse, umso schneller wandert ein Teilchen.***%

In der in dieser Arbeit etablierten Methode wurde eine Neutralkapillare eingesetzt, sodass
es nicht zu Ausbildung eines elektroosmotischen Flusses kam. ADP (Substrat) und AMP
(Produkt) liegen in dem Puffer als geladene Teilchen vor, wobei ADP durch die zwei
negativ geladenen Phosphatreste schneller wandert und zuerst detektiert wird. Es wurde
ein Diodenarraydetektor eingesetzt, der Spektren im Wellenlangenbereich von
190 bis 300 nm aufzeichnet. Die zu detektierenden Nucleotide besitzen ein Chromophor,
das bei 210 nm und 260 nm absorbiert. Zur Auswertung wurde die Absorption bei 260 nm

verwendet.

3.2.1.1 Allgemeine Durchfiihrung des CE-Assays

Die Kapillare wurde vor der taglichen Verwendung 20 min mit Wasser und anschliel3end

5 min mit Laufpuffer bei einem Druck von 50 psi gewaschen.
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AnschlieBend wurde der CE-Assay durchgefuhrt. Der allgemeine Versuchsablauf zur

Durchfiihrung ist in Abbildung 25 dargestellt.

1. Schritt
Enzymreaktion in Eppendorfgefallen
4. Schritt
l CE-Messung
2. Schritt 3. Schritt

—> Uberfiihrung in die CE-GefaRe ——>

ki IEE g Tienng und Zugabe des Internen Standards

Abbildung 25: Allgemeiner Versuchsablauf zur Durchfiihrung des CE-Assays

Die Enzymreaktion wurde in EppendorfgefalRen mit einem Endvolumen von jeweils 100 pl
durchgefuhrt. Das Gemisch enthielt 50 ul 1 mM ADP-L6sung (Endkonzentration von
500 uM), 10 ul Testlosung (oder Assaypuffer) und 30 pl Assaypuffer. Durch Zugabe von
10 pI Enzymlosung (0,85 -1,7 ng/ul) wurde die Reaktion gestartet und die
Eppendorfgefale fur 10 min bei 37C geschuttelt (1. Schritt). Die zu verwendende
Enzymmenge, die zu <20 % Substratumsatz fuhrte, wurden an jedem Versuchstag in
einem Vorversuch ermittelt. AnschlieBend wurde die Enzymreaktion durch 5-minutige
Inkubation bei 99T gestoppt (2. Schritt). Die Prob e wurde in ein CE-Gefal3 tuberfiuhrt und
100 pl Interner Standard UMP (40 uM oder 50 puM) zugegeben (3. Schritt). In einem
letzten Schritt (4. Schritt) wurden die Probengefafle in das CE-Gerat gestellt und die
Messung gestartet. Fur das Waschen und Konditionieren der Kapillare sowie die
kapillarelektrophoretische Auftrennung wurde das in Tabelle 4 aufgefiihrte Programm

verwendet.

Tabelle 4: Waschen und Konditionierung der Kapillare und Messung der Analytlésung

Schritt Dauer Ldsung Funktion Treibkraft
1 2 min Wasser Spulen 50 psi

2 2 min Laufpuffer Konditionierung 50 psi

3 30s Probenlésung  Injektion der Analytlésung -6 kV'

4 5s Wasser Fokussierung der Analytlésung 0,5 psi

5 15-20min  Laufpuffer Messung der Analytlésung -60 pPA

* Minus-Zeichen" fur die Umpolung
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Die  Probenkomponenten (ADP, AMP und UMP) wurden mithilfe des
Diodenarraydetektors nachgewiesen (260 nm) und die erhaltenen Peakflachen (area

under the curve = AUC) mit der Analysensoftware 32 KARAT ausgewertet.

3.2.1.2 Kalibriergerade

Es wurde eine Kalibriergerade fir verschiedene AMP-Konzentrationen und die
korrigierten Peakflachen (auf den Internen Standard UMP bezogen) erstellt. Hierzu
wurden jeweils 50 pl verschiedener AMP-LAsungen (0 uM bis 100 uM) eingesetzt und der
Assay entsprechend Kapitel 3.2.1.1 durchgefihrt. Die korrigierten Peakflachen wurden
mithilfe von GraphPad Prism 4.0 grafisch gegen die AMP-Konzentrationen aufgetragen
und eine lineare Regression durchgefuhrt. Mit den nachfolgenden Gleichungen wurden
die Nachweisgrenze (LOD = limit of detection) und die Detektionsgrenze (LOQ = limit of

gquantitation) bestimmt.

Gleichung 9:
3-0
LOD = ——
Steigung
Gleichung 10:
LOO = 100
Q= Steigung

wobei o der Standardabweichung der Regressionsgeraden entspricht.

3.2.1.3 Ky-Wert-Bestimmung fir das Substrat ADP

Zur Bestimmung des Ky-Wertes von ADP wurden ansteigende Substratkonzentrationen
eingesetzt (0 - 3000 uM) und der Versuch wie in Kapitel 3.2.1.1 durchgefihrt. Die
erhaltenen, korrigierten Peakflachen wurden grafisch gegen die entsprechend
eingesetzten Substratkonzentrationen aufgetragen und der Ky- und vpa-Wert mithilfe von
GraphPad Prism 4.0 bestimmt.
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3.2.1.4 Screening einer Anthrachinon-Bibliothek

Aus den Feststoffen der zu untersuchenden Anthrachinon-Derivate wurden 10 mM
Stammlésungen in DMSO und dann 300 uM Losungen in Assaypuffer hergestellt
(Endkonzentration der Testverbindung von 30 pM). Der Versuch wurde entsprechend

Kapitel 3.2.1.1 durchgefuhrt und die Inhibition in % fir jede Verbindung berechnet.

3.2.1.5 Konzentrations-Inhibitions-Kurven

Fur die Aufnahme von Konzentrations-Inhibitions-Kurven wurde zunachst eine
Verdunnungsreihe der Testverbindung in Assaypuffer hergestellt. 10 ul der
entsprechenden Verdinnung wurden zusammen mit den anderen Probenkomponenten in
einem EppendorfgefaR gemischt und der Assay entsprechend Kapitel 3.2.1.1
durchgefuhrt. Beim Auftragen der gemessenen Restaktivitat der LpANTPDase gegen den
Logarithmus der Inhibitorkonzentration wurde eine sigmoidale Kurve erhalten und der

ICso-Wert mithilfe von GraphPad Prism 4.0 bestimmit.

3.3 Aktivitatsbestimmung der Gewebe-unspezifischen
Alkalischen Phosphatase (TNAP)

3.3.1 CDP-Star-Assay

Bei dem bereits von Sergienko et al."** beschriebenen Assay wird CDP-Star als ultra
sensitives Chlor-substituiertes 1,2-Dioxetan Chemilumineszenz-Substrat der TNAP
eingesetzt (Abbildung 26).

0 ocH,

O Na*

- 2
Cl Oo-p-0

Cl

Abbildung 26: Struktur von CDP-Star

Die enzymatische Dephosphorylierung von CDP-Star fuhrt zu der Bildung eines
metastabilen Dioxetan-Phenolat-Anions. Bei dem Zerfall wird Licht (Emissionsmaximum
bei 466 nm) emittiert (sieche Abbildung 27).
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Abbildung 27: '** Reaktionsmechanismus der Dephosphorylierung von CDP-Star durch
die Alkalische Phosphatase

Die gemessene Lichtintensitat, die in relativen Lumineszenzeinheiten (relative
luminescence units = RLU) ausgedrtckt wird, steigt proportional zu der Produktbildung
und somit Enzymaktivitat an. Bei der in vitro Reaktion der TNAP konnte gezeigt werden,
dass die Reaktionsgeschwindigkeit durch Zugabe eines Aminoalkohols wie Diethanolamin
(DEA) beschleunigt werden kann. Dieser fungiert als Phosphatakzeptorsubstrat in einer

134,153

Transphosphorylierungsreaktion (siehe Kapitel 1.5.2.1.1).

3.3.1.1 Allgemeine Durchfiihrung des CDP-Star-Assays

Die Enzymreaktionen wurden direkt in der 96-Loch-Platte (,flat bottom®, weif3) mit einem
Endvolumen von 50 ul pro Vertiefung durchgefuhrt. Die Endkonzentrationen betrug
105 uM CDP-Star (= dem bestimmten Ky-Wert) und 2% DMSO. Der allgemeine
Versuchsablauf zur Durchfiihrung des CDP-Star-Assays ist in Abbildung 28 dargestellt.
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1. Schritt
Enzymreaktion in der 96-Loch-Platte

2. Schritt 3. Schritt '
Inkubation bei RT | | Lumineszenzmessung ~

Abbildung 28: Schematischer Versuchsablauf des CDP-Star-Assays

In einem ersten Schritt wurden 10 pl einer 10%igen DMSO- oder Testlésung (in 10 %
DMSO) in eine Vertiefung einer 96-Loch-Platte vorgelegt, 20 ul CDP-Star-Lésung
(263 uM) hinzugefigt und die Enzymreaktion durch die Zugabe von 20 ul der
entsprechend bendtigten TNAP-Verdinnung (je nach Enzymcharge zwischen
0,025 und 0,05 ng/ul) gestartet. Nach 30-minutiger Inkubation der Platte auf einem
Plattenschittler bei RT wurden die resultierenden RLU mithilfe eines Mikroplatten-

Messgerates (Mithras LB 940, Emissionsfilter: 460 £ 10 nm) gemessen.

3.3.1.2 Ky-Wert-Bestimmung fur das Substrat CDP-Star

Zur Bestimmung des Ky-Wertes fir CDP-Star wurde die Aktivitat von TNAP in dem hoch
konzentrierten DEA-Puffer bei verschiedenen Substratkonzentrationen (CDP-Star) von
O uM bis 600 pM ermittelt. Ausgehend von der 25 mM CDP-Star Stammlésung wurde
entsprechend eine Verdinnungsreihe hergestellt. AnschlieRend wurde der Assay
entsprechend Abschnitt 3.3.1.1 durchgefuihrt. Die RLU wurden grafisch gegen die
ansteigenden CDP-Star-Konzentrationen aufgetragen, eine nicht-lineare Regression
durchgefuhrt und der Ky-Wert fir CDP-Star mithilfe von Graphpad Prism 4.0 bestimmt.
Die Substratkonzentration von CDP-Star wurde dann fir alle weiteren Versuche gleich

dem ermittelten Ky-Wert gesetzt.

3.3.1.3 Ky-Wert-Bestimmung fur das Substrat DEA

Zur Bestimmung des Ky-Wertes fir DEA wurde die Aktivitat von TNAP in dem No-DEA-
Puffer bei ansteigenden DEA-Konzentrationen (0 mM - 1000 mM) bestimmt. Ausgehend
von einer 10000 mM DEA-LOsung in Wasser/CDP-Star (2,5 x Ky-Wert) wurde
entsprechend eine Verdinnungsreihe hergestellt. AnschlieRend wurde der Assay

entsprechend Abschnitt 3.3.1.1 durchgefuihrt. Die RLU wurden grafisch gegen die
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ansteigenden DEA-Konzentrationen aufgetragen, eine nicht-lineare Regression

durchgefuhrt und der Ky-Wert fir DEA mithilfe von Graphpad Prism 4.0 bestimmt.

3.3.1.4 Enzymtitration

Um die optimale TNAP-Konzentration zu ermitteln, wurde die konzentrationsabhéngige
Aktivitat der TNAP (0 ng/ul - 0,05 ng/pl) bestimmt. Die Konzentrationen von CDP-Star und
DEA wurden entsprechend ihren zuvor ermittelten Ky-Werten gewéhlt. Ausgehend von
einer Enzymstammldsung mit einer Proteinkonzentration von 2,5 ng/pl wurde eine
Verdunnungsreihe hergestellt und der Assay entsprechend Abschnitt 3.3.1.1.
durchgefuhrt. Die erhaltenen RLU wurden grafisch gegen die ansteigenden
Enzymkonzentrationen aufgetragen und mithilfe von GraphPad Prism 4.0 eine lineare

Regression durchgefihrt.

3.3.1.5 Validierung

Fur die Validierung des CDP-Star-Assays wurde der Z -Faktor bestimmt. Die Berechnung
erfolgte nach der Gleichung von Zhang et al.®* (siehe Abschnitt 3.1.1.6), wobei fir die
Positiv- und Negativkontrollen jeweils 12 Replikate in die Vertiefungen einer 96-Loch-
Platte pipettiert wurden. Der Versuch wurde entsprechend Kapitel 3.3.1.1 durchgefuhrt,
wobei fur die Positivkontrollen anstatt einer 10%igen DMSO-L6sung 10 pl einer 5 mM

Levamisol-Losung (in 10 % DMSO) eingesetzt wurden (Endkonzentration von 1 mM).

3.3.1.6 Screening

Alle Testverbindungen wurden mit einer Konzentration von 20 uM an der Alkalischen
Phosphatase getestet, um erste Anhaltspunkte Uber die inhibitorische Aktivitat der
Verbindungen zu erhalten. Aus den Feststoffen der zu untersuchenden Testverbindungen
wurden 10 mM Stammlésungen in DMSO und dann 100 uM Lésungen in 10 % DMSO
hergestellt (Endkonzentration der Testverbindung von 20 uM). Der Versuch wurde
entsprechend Kapitel 3.3.1.1 durchgefihrt und fur jede Verbindung die Inhibition in %

berechnet.
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3.3.1.7 Konzentrations-Inhibitions-Kurven

Fir die Aufnahme von Konzentrations-Inhibitions-Kurven wurde zunachst eine
Verdunnungsreine der Testverbindung in 10% DMSO hergestellt. 10 pl der
entsprechenden Verdiinnung wurden zusammen mit den anderen Probenkomponenten in
einer Vertiefung einer 96-Loch-Platte gemischt und der Assay entsprechend
Kapitel 3.3.1.1 durchgefuhrt. Beim Auftragen der gemessenen Restaktivitat der TNAP
gegen den Logarithmus der Inhibitorkonzentration wurde eine sigmoidale Kurve erhalten

und der ICso-Wert mithilfe von GraphPad Prism 4.0 bestimmt.
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4 Ergebnisse & Diskussion

Fur die nédhere Charakterisierung der pathophysiologischen und physiologischen Rolle der
Ectonucleotidasen kdnnen Inhibitoren als pharmakologische Werkzeuge dienen. Auf der
Suche nach neuen Hemmstoffen stellen HTS-Kampagnen einen vielversprechenden
Ansatz dar. Sie ermdglichen die Identifizierung neuer Leitstrukturen fur die nachfolgende
Optimierung und Entwicklung potenter Inhibitoren. Bei einem HTS soll eine Vielzahl an
Testverbindungen in Bezug auf ihre inhibitorische Aktivitdt untersucht werden. Es gibt
eine Reihe von Parametern, die fir die Wahl eines geeigneten Assays entscheidend sind.
So spielen neben den Kosten und dem Probendurchsatz die hohe Zuverlassigkeit des
Testergebnisses eine wichtige Rolle, schlieBlich wird jede Testverbindung meist nur

einmal untersucht.

In der Einleitung wurden bereits die in dieser Arbeit neu etablierten und validierten Assays
zur Aktivitdtsbestimmung von Ectonucelotidasen vorgestellt. Hierzu gehodren der
Malachitgriin-Assay und die FP-Assays fur die humanen NTPDasen, der CE-Assay fir die
bakterielle LpINTPDase und der CDP-Star-Assay fur die TNAP. Die erhaltenen
Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt und naher diskutiert. Die Vor- und Nachteile
dieser und auch anderer zur Aktivitdtsbestimmung von Ectonucleotidasen geeigneten
Assays, insbesondere in Hinblick auf ihre Eignung fur ein HTS, werden abschlie3end

ausfihrlich in Kapitel 4.4 behandelt.

4.1 Humane NTPDasel, -2, -3 und -8
4.1.1 Malachitgriin-Assay

4.1.1.1 Allgemeines

Der Malachitgrin-Assay stellt die Standardmethode fir die Aktivitatsbestimmung von
Ectonucleotidasen dar und wurde auch in der vorliegenden Arbeit erfolgreich eingesetzt.
Durch Zugabe einer Malachitgrin- und Ammoniummolybdat-Lésung nach erfolgter
Enzymreaktion in einer 96-Loch-Platte konnte durch eine Absorptionsmessung die
Enzymaktivitat Uber die entstandene Phosphatmenge quantifiziert werden. Fir das
Screening groRRer Substanzbibliotheken zur Identifizierung von Inhibitoren der humanen
NTPDasel, -2,-3und -8 wurde der Malachitgrin-Assay erfolgreich auf eine

Roboteranlage Ubertragen. Durch die neu etablierte Robotermethode wurde es maglich
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einen sehr groRen Durchsatz an Testverbindungen zu erreichen. Die Methode lasst sich

problemlos durch das Einfligen weiterer Inkubatoren oder Pipettierplattformen quantitativ

erweitern.

4.1.1.2 Etablierung der Methode

Zunachst wurde eine Kalibriergerade fir Phosphat erstellt, um einen linearen
Zusammenhang zwischen der optischen Dichte (OD) und ansteigenden

Phosphatkonzentrationen zu zeigen. Eine exemplarische Kalibriergerade ist in Abbildung

29 dargestellt.

OD (623 nm)

[Phosphat], uM

Abbildung 29: Kalibriergerade fiir Phosphat (R> = 0,992). Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler, n = 3.

Der Korrelationskoeffizient (R?) der Geradengleichung betragt 0,992 und deutet somit auf
eine lineare Beziehung hin. Mithilfe der Geradengleichung (y =0,02343x + 0,03644)
lassen sich die in den Enzymassays erhaltenen Absorptionswerte in die entsprechenden

Konzentrationen an gebildetem Phosphat umrechnen.

In einem nachsten Schritt wurden die humane NTPDasel, -2, -3 und -8 enzymkinetisch
charakterisiert, indem die Michaelis-Menten Konstanten (Ky-Werte) fur ATP und ADP als

Substrate bestimmt wurden (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Ky-Werte der humanen NTPDasenl, -2, -3 und -8 fir ATP und ADP als
Substrate (n = 3)

Enzym ATP ADP
Ku £ SEM (UM), n =3 Ku £ SEM (UM), n =3
Humane NTPDasel 4,96 £ 0,82 7,70 £ 0,29
Humane NTPDase2 224+25 n.d.?
Humane NTPDase3 26,1+1,2 17,7+ 2,0
Humane NTPDase8 15,1+0,8 146 + 38

2 Der Wert wurde nicht bestimmt, da es sich bei ADP um ein schlechtes Substrat der
NTPDase2 handelt.

Die bestimmten Ky-Werte sind etwas niedriger als die in der Literatur'’3*37383940

beschriebenen Werte (vergleiche Kapitel 1.5.1.1, Tabelle 2), aber noch in der gleichen
GroRRenordnung. Fir ADP und die humane NTPDase2 wurde kein Ky-Wert bestimmt, da
ADP in der Literatur als ein sehr schlechtes Substrat dieses Enzymsubtyps beschrieben
17

ist Innerhalb der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Vorversuche konnten dies

bestétigen (Daten nicht gezeigt).

Anhand der ermittelten Ky-Werte wurden die Substratkonzentrationen fir jeden
Enzymassay gewahlt. Um ein ausreichend grof3es Messfenster bei 10-20 %
Substratumsatz zu gewdhrleisten, aber dennoch die Identifizierung von kompetitiven
Inhibitoren in einem HTS zu ermdglichen (die Substratkonzentration sollte hierfir maximal
10-fach dem Ky-Wert entsprechen), wurden die Substratkonzentrationen auf 50 uM ATP
und 50 uM ADP fir die humane NTPDasel festgelegt. Die ermittelten Ky-Werte fur die
anderen NTPDase-Subtypen waren hoher, sodass die Substratkonzentrationen auf
100 uM ATP flur die humanen NTPDasen2, -3 und -8 und auf 100 uM ADP fiur die

humanen NTPDasen3 und -8 festgesetzt wurden (= groReres Messfenster).

Um in einem nachsten Schritt zu zeigen, dass bei Einsatz ansteigender
Enzymkonzentrationen eine Zunahme der gebildeten Phosphatmenge und somit eine
Zunahme der gemessenen Absorptionswerte detektiert werden kann, wurden
Enzymtitrationen durchgefiihrt. Anhand der zu Beginn der Etablierung aufgenommenen
Phosphatkalibriergeraden wurden die gemessenen Absorptionswerte flr jede

Enzymkonzentration in die entsprechend gebildete Phosphatmenge umgerechnet und
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grafisch dargestellt (Abbildung 30 und Abbildung 31), wobei die Substratkonzentrationen
konstant gehalten wurden. Die optimale Enzymkonzentration fur die weiteren Versuche
wurde dann so gewahlt, dass sie zu einem Substratumsatz von etwa 10 - 20 % fihrte

(gestrichelte Linien).
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Abbildung 30: Enzymtitrationen fir ATP als Substrat. Die wahrend der Enzymreaktion
gebildete = Phosphatmenge wurde gegen die entsprechend verwendeten
Enzymkonzentration aufgetragen; gestrichelte Linien: 10 % und 20 % Substratumsatz (A,
humane NTPDasel: 50 uM ATP; B, humane NTPDase2: 100 uM ATP; C, humane
NTPDase3: 100 uM ATP; D, humane NTPDase8: 100 uM ATP). Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler, n = 3.

Fir ATP als Substrat wurden fir die weiteren Versuche Enzymkonzentrationen von
3-5ng/ul (NTPDasel), 0,8-1,5ng/pl (NTPDase2), 2-3ng/ul (NTPDase3) und
6 - 10 ng/pl (NTPDase8) gewahlt.
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Abbildung 31: Enzymtitrationen fir ADP als Substrat. Die wahrend der Enzymreaktion
gebildete  Phosphatmenge wurde gegen die entsprechend verwendeten
Enzymkonzentration aufgetragen; gestrichelte Linien: 10 % und 20% Substratumsatz (A,
humane NTPDasel: 50 uM ADP; B, humane NTPDase3: 100 pM ADP; C, humane
NTPDase8: 100 uM ADP). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler, n = 3.

Die Ergebnisse der Enzymtitrationen mit ADP als Substrat zeigen, dass ein linearer
Zusammenhang zwischen Phosphatbildung und ansteigenden Enzymkonzentrationen
besteht. Allerdings mussten fur die NTPDase8 Konzentrationen > 20 ng/ul gewahlt
werden, um 10 - 20 % Substratumsatz zu erreichen. Mit den Enzymen und ADP als

Substrat wurden jedoch in der vorliegenden Arbeit keine weiteren Versuche durchgefihrt.

4.1.1.3 Ubertragung auf das Robotersystem

Die Assays wurden, nachdem nun die optimale Substrat- und Enzymkonzentration
bestimmt worden war, auf das Robotersystem von Beckman Coulter tbertragen. Die

Roboteranlage wurde entsprechend programmiert und die bendtigten Reagenzien
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per Hand vorgelegt. In der Methode sind die fir jeden Pipettiervorgang bendtigten
Pipettiertechniken (z.B. Mischen nach Zugabe oder die Geschwindigkeit der Abgabe)

hinterlegt worden. Den programmierten Ablauf der Methode veranschaulicht Tabelle 6.

Tabelle 6: Ablauf der programmierten Robotermethode des Malachitgriin-Assays fir eine
Assayplatte

Arbeitsschritt Details

Beladen des Robotersystems

Starten der Methode

Vorbereitung fur den ersten

Pipettierschritt

Erster Pipettierschritt

Vorbereitung fur den zweiten
Pipettierschritt

Zweiter Pipettierschritt

Vorbereitung fur den dritten

Pipettierschritt

Dritter Pipettierschritt

Inkubation der Assayplatte bei
37<C fur 10 min

Die fur einen Durchlauf der Robotermethode
bendtigten Platten, Detetektionsreagenzien
und Pipettenspitzen werden auf der
Roboterplattform und in dem Cytomat® auf den
entsprechenden Positionen platziert.

Nach Initialisierung aller Inkubatoren und dem
PheraStar (Mikrotiterplattenmessgerat) startet
das Programm. Die Anzahl der zu testenden
Platten kann vorher festgelegt werden.

Der Roboter platziert die flr den ersten
Pipettierschritt bendtigten Platten und
Pipettenspitzenboxen.

Die Substratlésung wird in die Assayplatte
vorgelegt.

Der Raoboter platziert die fir den zweiten
Pipettierschritt benétigten Platten und
Pipettenspitzenboxen.

Die Test- bzw. 10%ige DMSO-L&sung wird in
die Assayplatte gegeben und durch
mehrfaches Aufziehen und Ablassen der
Testlosung gemischt.

Der Roboter platziert die fiir den dritten
Pipettierschritt benétigten Platten und
Pipettenspitzenboxen.

Die Enzymsuspension wird in die Assayplatte
gegeben.

Die Assayplatte wird von dem Roboter fir die
Inkubation zu einem der Inkubatoren gebracht,
die Inkubation gestartet und die Platte
anschliel3end wieder zu der Pipettierplattform
transportiert. Wahrend der Inkubationsphase
werden nicht mehr benétigte Platten und
Pipettenspitzenboxen von dem Roboter zu
dem entsprechenden Lagerort transportiert.
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Tabelle 6 (Fortsetzung)

10 Vorbereitung fur den vierten Der Roboter platziert die fur den vierten
Pipettierschritt Pipettierschritt bendtigten Platten und
Pipettenspitzenboxen.

11 Vierter Pipettierschritt Die Malachitgriinlésung wird in die Assayplatte
gegeben. Hierbei wird ein héheres Volumen
der Losung aufgenommen als dann abgegeben
wird. So kann die Entstehung von Luftblasen
stark minimiert werden.

12 Vorbereitung fur den finften Der Roboter platziert die fir den flnften
Pipettierschritt Pipettierschritt bendtigten Platten und
Pipettenspitzenboxen.

13 Funfter Pipettierschritt Die Ammoniummolybdatlésung wird in die
Assayplatte gegeben.

14 Inkubation der Assayplatte bei  Die Assayplatte wird von dem Roboter fir die
RT fur 20 min Inkubation zu einem der Inkubatoren gebracht,

die Inkubation gestartet und die Platte
anschliel3end direkt zum PheraStar
transportiert. Wahrend der Inkubationsphase
werden nicht mehr benétigte Platten und
Pipettenspitzen von dem Roboter zu dem
entsprechenden Lagerort transportiert.

15 Absorptionsmessung Messen des Absorptionssignals in jeder
Vertiefung der Assayplatte bei einer
Wellenlange von 623 nm.

16 Aufrdaumen Rucktransport aller Platten und
Pippettenspitzenboxen zu ihrem
Ursprungslagerort.

17 Ende der Methode Das Programm wird beendet und die Daten
kénnen entsprechend ausgewertet werden.

4 Ein Karussell, in welchem Platten und Pipettenspitzenboxen gestapelt werden kénnen
und so die Lagerung einer groen Menge moglich wird. Der Cytomat wird
umgangssprachlich auch als Hotel bezeichnet.

Wichtige Zeitverlaufe wurden ebenfalls erfolgreich programmiert, um Prioritdten fir den
Roboter festzulegen. Es konnte z.B. vorgegeben werden, dass die Assayplatte nach
einem Pipettierschritt innerhalb der nachsten 140s dem néchsten Pipettierschritt
zugefuhrt werden muss. So konnte sichergestellt werden, dass der Roboter nicht zuerst
verwendete Spitzenboxen und Platten wegraumt, sondern diesen Schritt zeitsparend
wahrend der Inkubationszeiten der Assayplatte durchfiihrt. Durch die Programmierung der

einzelnen Arbeitsschritte konnte der Ablauf so optimiert werden, dass bis zu
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1056 Verbindungen (12 96-Loch-Platten) auf ihre inhibitorische Aktivitat innerhalb von
4 Stunden und 40 Minuten untersucht werden konnten. Dies ermdglichte einen hohen

Probendurchsatz.

4.1.1.4 Validierung

Der Z'-Faktor ist ein statistischer Parameter, der es ermdglicht, Aussagen Uber die
Assayqualitat zu treffen. Er bertcksichtigt die Standardabweichungen der Messwerte
(Positiv- und Negativkontrollen) und das Messfenster. Um entscheiden zu kdnnen, ob ein
Assay ohne weitere Optimierungsschritte fir ein HTS geeignet ist, muss der Z -Faktor
> 0,5 sein.’ Die Z'-Faktoren der vier etablierten Assays fir die humanen NTPDasen
wurden fur 50 pM (NTPDasel) bzw. 100 uM ATP (NTPDase2, -3 und -8) als Substrat
entsprechend mit 0,71, 0,75, 0,75 und 0,84 bestimmt. Diese Werte belegen die hohe
Robustheit der Assays und zeigen damit, dass keine weitere Optimierung notwendig ist.

Im nachsten Schritt wurde daher mit dem HTS begonnen.

4.1.1.5 High-throughput Screening

Mithilfe der neu etablierten Robotermethode wurde eine HTS-Kampagne fur die
NTPDasen mit 50 uM ATP (NTPDasel) bzw. 100 uM ATP (NTPDase2, -3 und -8) als
Substrat durchgefuhrt. Ca. 3800 Testverbindungen aus sieben verschiedenen
Substanzbibliotheken (Arzneistoff-, Chembridge-, ChemDiv-, Herdewjin-, Interbioscreen-,
Tocris- und Xanthin-Bibliothek) wurden bei einer Testkonzentration von 20 uM untersucht.
Bei der Arzneistoff- und der Xanthin-Bibliothek handelt es sich um in unserem Arbeitskreis
selbst zusammengestellte Substanzbibliotheken bestehend aus den im Institut far
Forschung und Lehre vorhandenen Arzneistoffen bzw. in unserem Arbeitskreis
synthetisierten Xanthin-Derivaten. Die Chembridge-, ChemDiv-, Interbioscreen- und
Tocris-Bibliothek sind hingegen kommerziell erhaltliche Substanzbibliotheken, die
arzneistoff-artige und somit als Leitstrukturen geeignete Screeningverbindungen oder
bereits bekannte, biologisch aktive Verbindungen enthalten. Die Herdewijin-Bibliothek
wurde uns von der Arbeitsgruppe Prof. Herdewijin zur Verfigung gestellt und enthalt die in
dem Arbeitskreis selbst synthetisierten Verbindungen. Die Ergebnisse des HTS sind in
Abbildung 32 dargestellit.
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Abbildung 32: HTS-Ergebnisse verschiedener Substanzbibliotheken fir die humane
NTPDasel, -2, -3 und -8. ~3800 Testverbindungen wurden bei einer Endkonzentration
von jeweils 20 uM getestet. Die Enzyminhibition (%) wurde berechnet und grafisch
dargestellt. Gestrichelte Linie: Treffergrenze flr potente Verbindungen bei 50 % Inhibition.
(A) Humane NTPDasel, Substrat: 50 uM ATP. (B) Humane NTPDase2, Substrat: 100 uM
ATP. (C) Humane NTPDase3, Substrat: 100 uM ATP. (D) Humane NTPDase8, Substrat:
100 uM ATP. Nicht dargestellt sind die Datenpunkte fir Proben, bei welchen offensichtlich
keine Detektionsldsung zugegeben wurde (insgesamt ~50). Die durchschnittlichen Z’-
Faktoren fir alle getesteten Mikrotiterplatten wurden mit 0,79 (NTPDasel), 0,81
(NTPDase?2), 0,86 (NTPDase3) und 0,84 (NTPDase8) bestimmit.

Mit einer gestrichelten Linie ist in Abbildung 32 der Grenzwert (50 % Inhibition bei 20 pM)
markiert, oberhalb dessen eine Verbindung als Primartreffer definiert wurde. Die meisten
Primartreffer wurden ein zweites Mal auf ihr inhibitorisches Potential per Hand Uberpruft.
Auch Verbindungen, fur welche aufgrund von fehlender Detektionsldsungszugabe keine
Inhibition berechnet werden konnte, wurden erneut untersucht. Die Trefferraten wurden
mit 0,39 % (NTPDasel), 0,23% (NTPDase2), 0,34 % (NTPDase3) und 0,13 %
(NTPDase8) bestimmt, wobei ausschlie3lich bereits bekannte Arzneistoffe oder biologisch
aktive Verbindungen aus der Tocris-Bibliothek als potentielle Inhibitoren der NTPDasen
identifiziert werden konnten. SchlieR3lich wurden, um Verwechslungen und/oder eine

Zersetzung der Testverbindungen wahrend der Lagerung auszuschlieRen,
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massenspektrometrische  Analysen  potentieller  Inhibitoren  durchgefihrt  und
Testverbindungen in Hinblick auf ihre Eignung als neue Leitstrukturen betrachtet. Vier
Verbindungen wurden schlie3lich ausgewahlt, die ndher charakterisiert werden sollten.
Dabei handelte es sich um LE 135 (32), Resveratrol (33), Tamoxifen (34) und PSB-06126
(35). In der nachfolgenden Tabelle sind die Inhibitionswerte (%) der Verbindungen, die fur
die vier membranstandigen NTPDase-Subtypen bei einer Konzentration von 20 uM

bestimmt wurden, aufgefihrt.

Tabelle 7: Durch die HTS-Kampagne identifizierte, potentielle NTPDase-Inhibtoren und
die entsprechenden Inhibitionswerte (%) bei 20 uM

% Inhibition (n=1-2) ?

Testverbindung NTPDasel NTPDase2 NTPDase3 NTPDase8
COOH
N -13 73 (56, 89) 74 (72, 76) -9
O
/
32
LE 135

T
HO O X 1 75 (74,76) -4 12

OH

33
Resveratrol

81 (73, 89) 31 58 (75, 41) 55

34
Tamoxifencitrat
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Tabelle 7 (Fortsetzung)

0 NH,
SO;Na
O‘O 18 80(79,81) 67 (68,65 43

OHN

35
PSB-06126

 Bei n = 2 sind die Einzelwerte in Klammern angegeben.

LE 135 (32) inhibierte die humane NTPDase2 und -3 zu 73 % bzw. 74 % bei 20 uM,
wobei keine Hemmung der NTPDasenl und -8 detektiert wurde. Bei Resveratrol (3, 5, 4'-
Trihydroxy-trans-stilben, 33) scheint es sich um einen selektiven Inhibitor (75 %) der
humanen NTPDase2 zu handeln, da fir die NTPDasel, -3 und -8 keine Inhibition bei
20 uM messbar war. Tamoxifencitrat (34) inhibierte die NTPDasel, -2, -3 und -8 zu 81 %,
31 %, 58 % und 55 %. Das Anthrachinon-Derivat PSB-06126 (35) zeigte bei einer
Assaykonzentration von 20 uM hohe inhibitorische Aktivitdt gegenlber der humanen
NTPDase2 (80 %) und NTPDase3 (67 %) und eine geringe Inhibition der humanen
NTPDasel (18 %) und NTPDase8 (43 %).

4.1.1.6 Konzentrations-Inhibitions-Kurven

Fur die vier potentesten Testverbindungen LE 135 (32), Resveratrol (33),
Tamoxifencitrat (34) und PSB-06126 (35) wurden Konzentrations-Inhibitions-Kurven
aufgenommen. Konnte keine Inhibition von = 50 % bei 20 pM detektiert werden, so wurde
auf die Aufnahme der Kurve fir das entsprechende Enzym verzichtet und nur die
Inhibition bei 20 uM in der Grafik dargestellt. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden

Abbildung 33 zusammengefasst.
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Abbildung 33: Konzentrations-Inhibitions-Kurven und Screeningergebnisse ausgewahlter
Testverbindungen fur die humane NTPDasel (¢), NTPDase2 (a), NTPDase3 (m) und
NTPDase8 (7). (A) LE 135 (32): Humane NTPDasel: ICsq>20 uM (n =1); humane
NTPDase2: 1C5=19,6+0,5uM (n=3); humane NTPDase3: IC5=13,2+1,0uM
(n=3), keine vollstandige Hemmung detektierbar; humane NTPDase8: ICsy > 20 uM
(n=1). (B) Resveratrol (33): Humane NTPDasel: ICs>20puM (n=1); humane
NTPDase2: 1C5=2,71+0,25uM (n=3); humane NTPDase3: ICs >20puM (n=1),
humane NTPDase8: I1Cso > 20 uM (n = 1). (C) Tamoxifencitrat (34): Humane NTPDasel:
ICso = 11,9 £ 0,9 uM (n = 3); humane NTPDase2: ICso 2 20 pM (n = 2); humane
NTPDase3: ICso = 30,2 + 1,2 uM (n = 3), keine vollstandige Hemmung detektierbar;
humane NTPDase8: ICsp = 495 + 7,7 uM (n = 3), keine vollstandige Hemmung
detektierbar. (D) PSB-06126 (35): Humane NTPDasel: I1Cso > 20 uM (n =1); humane
NTPDase2: 1Cso=5,87+0,64 UM (n=3); humane NTPDase3: ICs,=16,5+2,5uM
(n=3); humane NTPDase8: ICs0 > 20 pM (n=1). Die eingesetzten
Substratkonzentrationen waren 50 uM ATP (humane NTPDasel) oder 100 uM ATP
(humane NTPDase2, -3 und -8). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler.

LE-135 (32) konnte als moderater Inhibitor der NTPDase2 (ICso= 19,6 +0,5 M)
identifiziert werden. Die Verbindung inhibierte die humane NTPDase3 bei 20 uM zwar
auch zu mehr als 50 % (76 £ 3 %), allerdings konnte bei Aufnahme der Konzentrations-
Inhibitions-Kurve keine vollstandige Hemmung erreicht werden (ICso = 13,2 + 1,0 pM).
Keine Inhibition war gegeniber der NTPDasel und NTPDase8 bei einer

Endkonzentration von 20 uM messbar (Abbildung 33, A).
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Die Testverbindung Resveratrol (33) wurde als potenter Inhibitor der humanen NTPDase2
identifiziert. Wahrend Resveratrol die humane NTPDase2 mit einem ICso-Wert von
2,71 £ 0,25 uM hemmte, konnte fur die anderen Isoenzyme bei einer Konzentration von
20 uM keine Inhibition detektiert werden (Abbildung 33, B).

Fur Tamoxifencitrat (34) konnte die hdchste inhibitorische Aktivitat gegentber der
humanen NTPDasel mit einem ICs-Wert von 11,9 +£0,9 uM bestimmt werden. Die
ermittelten 1Cso-Werte fur die humane NTPDasen3 und 8 liegen mit 30,2 +1,2 uM und
49,5 £ 7,7 uM deutlich hoher. Allerdings mussten die Kurven fiir diese beiden Enzym-
Subtypen extrapoliert werden. Aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit von Tamoxifen
konnten aber keine hoheren Konzentrationen als 100 pM eingesetzt werden, um eine
vollstindige Hemmung zu erreichen. Fir die humane NTPDase2 wurde bei dem
Screening zwar eine Inhibiton von 58% bei 20puM detektiert, eine
konzentrationsabhangige Inhibition konnte allerdings nicht detektiert werden, sodass kein
ICso-Wert ermittelt werden konnte und nur der Inhibitionswert bei 20 uM in der Grafik
dargestellt ist (Abbildung 33, C).

Das Anthrachinon-Derivat PSB-06126 (35) wurde als Inhibitor der humanen
NTPDasen2 und -3 identifiziert. Es wurden entsprechende ICs-Werte von 5,87 + 0,64 uM
und 16,5 + 2,5 uM ermittelt. PSB-06126 wurde in der Literatur® bereits als kompetitiver
Inhibitor der Ratten-NTPDase3 beschrieben, sodass dieser Hemmmechanismus auch fur
das humane Enzym angenommen und mithilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung'® die
Ki-Werte von 1,06 +0,12 uM (humane NTPDase2) und 3,41 +0,52 uM (humane
NTPDase3) berechnet wurden. PSB-06126 (35) inhibierte die humane NTPDasel und -8
bei 20 uM zu weniger als 50 % (ICso-Werte > 20 uM), sodass auf die Messung von

Konzentrations-Inhibitions-Kurven verzichtet wurde (Abbildung 33, D).

In der nachfolgenden Tabelle sind die ICso-Werte der vier bei dem HTS als Inhibitoren
identifizierten Verbindungen (32, 33, 34 und 35) fur die NTPDasen nochmal abschliel3end

zusammengefasst.
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Tabelle 8: Inhibitorische Aktivitat der potenten Testverbindungen LE 135 (32), Resveratrol
(33), Tamoxifencitrat (34) und PSB-06126 (35) fur die humane NTPDasel, -2, -3 und -8

ICso-Wert + SEM (uM), n = 3

Testverbindung NTPDasel NTPDase2 NTPDase3 NTPDase8

COOH

N > 20° 19,6 £0,5 13,2 +1,0° > 20°
@N &
/

32
LE 135

Y
HO O A > 20° 271+025 > 20° > 20°

OH

33
Resveratrol

11,9+0,9 < 20° 302+1,2° 495+7,7°

Tamoxifencitrat

O NH,
SO3Na
O‘O > 20° 587+064 165+25  >20°

OHN

35
PSB-06126

& Keine Inhibition von = 50 % bei 20 pM.
® Keine vollstandige Inhibition messbar.
¢> 50 % Inhibition bei 20 uM, aber keine konzentrationsabh&ngige Inhibition messbar.
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4.1.1.7 Hemmmechanismus

Fur die drei in Kapitel 4.1.1.6 als neue NTPDase-Inhibitoren identifizierte und durch
Aufnahme der Konzentrations-Inhibitionskurven néaher charakterisierte Verbindungen
LE 135 (32), Resveratrol (33) und Tamoxifencitrat (34) sollte im Folgenden der

Hemmmechanismus stellvertretend fir jeweils einen NTPDase-Subtyp bestimmt werden.

In der nachfolgenden Abbildung 34 sind das Lineweaver-Burk- und das Eadie-Hofstee-
Diagramm fur LE 135 (32) und die humane NTPDase3 dargestellt.

A 20 B 0.54
n
"y 0.4
% 0.3+ m OuM
= 104 > 4 10 uM
= 0.2 20 uM
A 0.1
[ I/ I I T 00 I T I I 1
-02 -01 00 01 02 0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
1/[S] V/[S]

Abbildung 34: Lineweaver-Burk-Diagramm (A) und Eadie-Hofstee-Diagramm (B) zur
Bestimmung des Hemmmechanismus von LE 135 (32) fir die humanen NTPDase3 in
Anwesenheit von O pM (m), 10 uM (Aa) und 20 pM (7) Inhibitor (n = 1).

Die drei Geraden schneiden sich im Lineweaver-Burk-Diagramm (Abbildung 34, A)
oberhalb der Abszisse und der vn-Wert wird bei steigender Inhibitorkonzentration
kleiner. Im Eadie-Hofstee-Diagramm (Abbildung 34, B) verlaufen die Geraden parallel.

Demnach scheint es sich um einen nicht-kompetitiven Hemmmechanismus zu handein.

Resveratrol (33) inhibiert ausschlie3lich die NTPDase2. Das Lineweaver-Burk- und das
Eadie-Hofstee-Diagramm sind in der Abbildung 35 dargestellt. Die drei Geraden im
Lineweaver-Burk-Diagramm (Abbildung 35, A) verlaufen parallel und schneiden sich im
Eadie-Hofstee-Diagramm (Abbildung 35, B) auf Hohe der X-Achse, sodass ein
unkompetitiver Hemmmechanismus angenommen werden kann. Demnach scheint

Resveratrol ausschlie3lich an den ES-Komplex zu binden.
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A B
7.5 1.00+
0.754
5 \ = 0 M
ZE > 0.50- A 0,5uM
- 2 uM
0.25-
I\
. | . 0.00 . \\ . .
-0.075 0.000 0.075 0.00 0.01 0.02 0.03 0.04
1/[9] VI[S]

Abbildung 35: Lineweaver-Burk-Diagramm (A) und Eadie-Hofstee-Diagramm (B) zur
Bestimmung des Hemmmechanismus von Resveratrol (33) fur die humanen NTPDase2 in
Anwesenheit von O uM (m), 0,5 uM (Aa) und 2 pM () Inhibitor (n = 1).

Der Hemmmechanismus fir den Inhibitor Tamoxifencitrat (34) wurde stellvertretend an
der humanen NTPDase3 bestimmt. Das Lineweaver-Burk- und das Eadie-Hofstee-
Diagramm sind in der Abbildung 36 dargestellt. Die zwei Geraden schneiden sich im
Lineweaver-Burk-Diagramm (Abbildung 36, A) auf der Abszisse in einem gemeinsamen
Schnittpunkt und verlaufen im Eadie-Hofstee-Diagramm (Abbildung 36, B) parallel,
welches auf einen nicht-kompetitiver Hemmmechanismus hinweist.

A 20+ N 0.5
0.4

0.3

0.1

| T | 0.0
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.00 0.01 0.02 0.03

1/[S] VI[S]
Abbildung 36: Lineweaver-Burk-Diagramm (A) und Eadie-Hofstee-Diagramm (B) zur

Bestimmung des Hemmmechanismus von Tamoxifencitrat (34) fur die humanen
NTPDase3 in Anwesenheit von O uM (m) und 20 uM (4) Inhibitor (n = 1).

Da die Versuche bisher nur einmal erfolgreich durchgefuhrt wurden, sind weitere

Untersuchungen zur abschlieRenden Aufklarung der Hemmmechanismen notwendig.
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4.1.1.8 Diskussion der Ergebnisse

LE-135 (32) ist ein Retinsaurerezeptor-Antagonist an den RAR- (retinoic acid receptor )
und RARa-Rezeptoren (Ki-Werte von 0,22 uM bzw. 1,4 uM).****® Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit von LE 135 mit den Benzodiazepinen, die an GABA-Rezeptoren
binden, kdnnte die Untersuchung dieser Substanzklasse ebenfalls neue Erkenntnisse
und/oder Leitstrukturen fir die Entwicklung potenter NTPDase-Inhibitoren liefern. Ebenso
sollten in weiteren Versuchen Agonisten und Antagonisten der RARs bezlglich ihrer
inhibitorischen Aktivitdt untersucht werden. Es konnte bereits in ersten Vorversuchen
innerhalb der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der potente RAR-Agonist Ch 55
(36)'*° (Abbildung 37) Inhibition der humanen NTPDasel, -2, -3 und -8 von 72 %, 68 %,
69 % und 19 % bei 20 uM zeigt. WeiterfiUhrende Untersuchungen sind jedoch notwendig.

COOH
SUNg
o)

Abbildung 37: Struktur des RAR-Agonisten Ch 55 (36)

Ch 55 (36) weist auch eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu dem in dieser Arbeit als
potenten und selektiven NTPDase2-Inhibitor identifizierten Resveratrol (33) auf
(vergleiche Tabelle 7). Interessanterweise konnte kirzlich ein Zusammenhang zwischen
der Resveratrol-Gabe und der Expression der Retinsurerezeptoren an Ratten gezeigt
werden. Demnach sind in Rattenembryos mit Entwicklungsstérungen aufgrund von
Diabetes der Muttertiere die Expression der RARs und RXRs (Retinoid X receptor) sowie
die DNA-Bindungsaktivitditen der Rezeptoren herunterreguliert. Bei Behandlung der
diabetischen Ratten mit Resveratrol (33) Uber einen langeren Zeitraum wiesen die
Embryos jedoch eine normale Expression dieser Rezeptoren auf.?*!

Resveratrol (33) ist ein Phytoestrogen, welches vermehrt in Weintrauben und rotem Wein
zu finden ist.*®> Eine Reihe verschiedener biologische Effekte werden der Verbindung

zugesprochen. Resveratrol (33) scheint antiinflammatorische®®, antioxidative®®,

205 206

antitumorale®® und kardioprotektive®® Wirkungen zu besitzen.”” Zu den bisher fiir
Resveratrol identifizierten somit flr die Effekte verantwortlich gemachten Zielstrukturen
gehoéren unter anderem das Enzym Sirtuin-1, die AMPK (AMP-aktivierte Proteinkinase),
die COX (Cyclooxygenasen), der TNFa (Tumornekrosefaktor a), der NF-kB (nuclear

factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ aktivierter B-Zellen) und der PPARy (Peroxisomen-
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207,208,209

Proliferator aktivierter Rezeptor y). Allerdings existieren widersprichliche

Veroffentlichungen tiber die Wirkungen von Resveratrol (33). In einem Ubersichtsartikel

[ 210

von Pirolaeta wurden die in vitro-Daten fir die als Zielstrukturen identifizierten

Enzyme zusammengefasst (vergleiche Tabelle 9).

Tabelle 9 (modifiziert nach Pirola 2008)**°: Zusammenfassung der Inhibitions- und
Aktivierungsdaten von Resveratrol (33) fur verschiedene Enzyme.

a

Inhibierte Enzyme ICso-Werte (in vitro)

COX 15 uM
LOX 3,7 UM
PKC 40 puM
p56'™ 60 pM
INK1 50 pMP
p38 50 pMP
IKK B 1puMmP
Tyrosinkinase Src 20 pMP
STAT3 20 pMP
Ribonucleotidreduktase 50 uM
DNA-Polymerase a 3,3 UM
DNA-Polymerase & 5 uM

PKD 35-50 uM
PKCa <10 uM
Chinonreduktase 2 35-50nM
Aromatase 25uM

a

Aktivierte Enzme Getestete Konzentration von Resveratrol

Sirtuin-1 100 uM
Adenylylcyclase 0,8 uM
AMPK 50 pM

2 Abkirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis; ® Effekt bei dieser Konzentration messbar

Die unterschiedlichen Konzentrationen, die eingesetzt wurden, um die beschriebenen
Effekte von Resveratrol zu erzielen, lassen viele Fragen in Bezug auf die in vivo
erreichten oder erreichbaren Konzentrationen aufkommen. Resveratrol (33) wird schnell
im Korper metabolisiert und weist somit eine geringe Bioverfugbarkeit auf (Halbwertszeit
von ~8-14min).*”” Bei einer oralen Aufnahme von 0,5g Resveratrol werden

beispielsweise Blutkonzentrationen von héchstens 0,32 uM erreicht.*®® Demnach sind
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weitere Forschungsarbeiten notwendig, die zeigen sollen, ob sich Resveratrol oder seine
Metabolite ausreichend in Gewebe anreichern. Die Verbindung 33 kdnnte auch hoch-affin
an alternative Zielstrukturen binden, welche eine Schlusselrolle fir die beschriebenen
Effekte einnehmen kénnten.?"’

In einer Studie wurde Kkdirzlich der invivo Effekt von Resveratrol (33) auf die
Ectonucleotidaseaktivitat in Thrombozyten diabetischer Ratten untersucht, um den
potentiellen therapeutischen Nutzen der Verbindung zur Behandlung hamostatischer

! Hierzu wurde diabetischen und

Erkrankungen bei Diabetikern zu untersuchen.?
gesunden Ratten zunachst tber 30 Tage peritoneal Resveratrol (10 oder 20 mg/kg
Kdrpergewicht) verabreicht. Die Kontrolltiere erhielten entsprechend eine Salzlésung.
AnschlieRend wurden aus dem Blut Thrombozyten isoliert und die Enzymaktivitat der
NTPDasen und eN mithilfe des Malachitgriin- und die der NPP mithilfe des p-Nitrophenol-
Assays bestimmt. Ein erhohter ATP-, ADP- und AMP-Umsatz war bei Gabe von
Resveratrol (33) fur die diabetischen und auch die gesunden Ratten messbar. Somit
kamen die Autoren zu der Schlussfolgerung, dass die Gabe von Resveratrol (33) die
Enzymaktivitaten erhoht.”** Dies steht im Widerspruch zu dem in dieser Arbeit erhaltenen
Ergebnis, nach dem Resveratrol (33) ein sehr potenter Inhibitor der humanen NTPDase2
zu sein scheint. Allerdings wurden die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit an einer
isolierten Enzympraparation humaner NTPDasen durchgefuhrt. Die in der Studie
vertffentlichten Daten sind hingegen an dem aus Ratten isolierten Material erhoben
worden, sodass ein direkter Vergleich nicht unbedingt mdglich ist. Weitere
Forschungsarbeiten sind notwendig, um die Zusammenhdnge besser bewerten zu
konnen.

In den letzten Jahren wurden von Baell et al #1#%13:214

einige Publikationen verdffentlicht, in
welchen Verbindungen wie Resveratrol (33), die sehr haufig in verschiedenen
Screeningassays eine Inhibition oder Aktivierung der entsprechend untersuchten Proteine
zeigen, als ,pan-assay interference compounds” (PAINS) bezeichnet werden. Die Effekte
der PAINS konnen nach Beschreibung der Autoren haufig nicht auf spezifische
Bindungen an das entsprechend untersuchte Protein zuriickgefiihrt werden.”* Die
Autoren gehen sogar soweit, dass der Einsatz von PAINS in HTS-Kampagnen und die
Identifizierung solcher als neue Leitstrukturen vermieden werden sollte, was allerdings
kritisch hinterfragt werden muss. Schlief3lich kénnen Verbindungen (z. B. das Resveratrol),
die an verschiedene Zielstrukturen binden, auch als ,privileged structures® angesehen
werden, die Uber besondere biologisch aktive Teilstrukturen verfligen und entsprechend
weiter optimiert werden koénnen. Zudem kann durch die in dieser Arbeit gezeigten

Ergebnisse verdeutlicht werden, dass 33 durchaus sehr selektiv bindet, da nur eine
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Hemmung der NTPDase2 und nicht der verwandten Isoenzyme gezeigt wurde. Baell und
Walters®** geben weiter an, dass sich 58 % dieser von ihnen als PAINS bezeichneten
Verbindungen in 16 Strukturklassen wiederfinden lassen. Dazu gehéren z.B. Catechole,
Isothiazolone oder Phenol-Sulfonamide.?**** Die Empfehlungen der aufmerksamen
Beurteilung von neu identifizierten Verbindungen fir ihre Eignung als neue Leistrukturen
erscheint natlrlich sinnvoll. Der Blick in die zur Verfugung stehende Literatur und
Datenbanken sollte erfolgen, um zu prifen, ob fir die als Treffer identifizierte Struktur
oder ahnliche Verbindungen bereits Interaktionen mit anderen, nicht verwandten
Proteinen gezeigt oder ,non-drug-like” Interaktionsmechanismen wie z.B. nicht
konzentrationsabhangige Inhibition beschrieben worden sind. Auch der Identitats- und
Reinheitsnachweis einer Verbindung, die als Treffer identifiziert wurde, muss naturlich

durchgefiihrt werden.”**

Wirden aber die sogenannten PAINS aus Substanzbibliotheken
herausgehalten werden, dann kdénnten womdglich neue Leistrukturen fir medizinische-
chemische Anséatze zur Entwicklung neuer Wirkstoffe unentdeckt bleiben. Es sei darauf
hingewiesen, dass viele Arzneistoffe die Kriterien der PAINS erfillen. So handelt es sich
beispielsweise bei dem zur Behandlung der Parkinson-Krankheit eingesetzten Levodopa

oder dem Sympathomimetikum Isoprenalin um Catechole.

Tamoxifen (34) ist ein selektiver Estrogenrezeptormodulator (SERM), der als Arzneistoff
zur Behandlung des Mammakarzinoms eingesetzt wird.?*> Zwischen Tamoxifen (34) und
Resveratrol (33) lasst sich ebenfalls eine strukturelle Ahnlichkeit erkennen (vergleiche
Tabelle 7) und fir Resveratrol (33) als Phytoestrogen wurden agonistische wie auch
antagonistische Effekte an den Estrogenrezeptoren beschrieben.?*?!® Fir zukiinftige
Forschungsarbeiten konnte die Untersuchung weiterer SERMs in Bezug auf ihre

inhibitorische Aktivitat gegentiber den NTPDasen daher interessant sein.

PSB-06126 (35) wurde kirzlich schon als potenter und kompetitiver Inhibitor der Ratten-
NTPDase3 in unserer Arbeitsgruppe identifiziert.” Interessanterweise hemmt die
Verbindung im Gegensatz zu den Ratten-Enzymen bei den humanen NTPDasen nicht nur
den Subtyp 3, sondern auch den Subtyp 2. Die Untersuchung weiterer Anthrachinon-
Verbindungen kénnte dazu beitragen, Aussagen uber die Struktur-Wirkungs-Beziehungen
und die Selektivitaten fir die unterschiedlichen humanen NTPDase-Subtypen treffen zu
kénnen. Solche Untersuchungen wurden in dieser Arbeit durchgefiihrt (siehe
Kapitel 4.1.1.9).
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4.1.1.9 Screening einer Anthrachinon-Bibliothek

Da PSB-06126 (35) als potenter Inhibitor der humanen NTPDasen2 und -3 identifiziert
werden konnte (vergleiche Kapitel 4.1.1.6), wurden 203 in unserem Arbeitskreis
synthetisierte Anthrachinon-Derivate in Bezug auf ihre inhibitorischen Aktivitaten
gegeniuber den NTPDasenl, -2, -3 und -8 untersucht. Ziel war es, eine Aussage Uber die
Struktur-Wirkungs-Beziehungen der schon als Inhibitoren der NTPDasen bekannten
Verbindungsklasse treffen zu kénnen und subtypspezifische Unterschiede zu ermitteln.
Der Assay wurde aufgrund der geringen Zahl von 203 Verbindungen mit der Hand
pipettiert und die Roboteranlage lediglich genutzt, um die Anthrachinon-Derivate in die
Assayplatten vorzulegen und die Detektionsreagenzien zuzugeben. Die Verbindungen
wurden bei einer Assaykonzentration von 2 pM getestet. Um nur sehr potente
Verbindungen zu identifizieren, wurde die Treffergrenze fir mdgliche Inhibitoren auf 70 %
Inhibition festgesetzt. Das Screening wurde einmal wiederholt und die Mittelwerte beider
Screenings wurden berechnet (Gemittelter Z'-Faktor: 0,84). Fir potente Verbindungen
wurde an dem entsprechenden NTPDase-Subtyp eine Konzentrations-Inhibitions-Kurve

aufgenommen und der ICso-Wert ermittelt.

Fur die humane NTPDase2 und die humane NTPDase3 konnten bei dieser Treffergrenze
potente Derivate (sieben bzw. zwei Verbindungen) identifiziert werden. Die
Screeningergebnisse bzw. die ermittelten ICso-Werte dieser neun Verbindungen sind in

Tabelle 10 fur alle untersuchten NTPDasen aufgefuhrt.

Tabelle 10: Inhibitorische Aktivitat der potenten Anthrachinon-Derivate fur die humanen
NTPDasenl, -2, -3 und -8

O NH,
O‘ SO3Ne ICso-Wert (M) = SEM, n = 3
(% Inhibition bei 2 pM, n = 2)
4
O HN._

Test- R NTPDasel NTPDase2 NTPDase3 NTPDase8
verbindung

37 N O\ OCI (52 %) 1,08 £0,08 (42 %) (21 %)
S
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Tabelle 10 (Fortsetzung)

38 N (-2 %) (10 %) 0,39+0,04 (-7 %)
= RB-4 [ 1
SOsNa

HN N Cl
il
N__N
Cl
39 O\ /©/CI (32 %) 1,39+0,17 (23 %) (12 %)
(@)
40 J O (-1 %) (15 %) 1,64+0,26 (-11 %)

41 \:O\ /©/Br (33 %) 1,730,229 (21 %) (10 %)
0

42 \: (36 %) 3,59+0,85 (65 %) (28 %)
43 \©\ (46 %) 1,28 +0,34 (36 %) (27 %)
s~ :(\

44 (38 %) 1,13+0,27 (34 %) (17 %)

45 O\ /@i (51 %) 0,83+0,05 (44 %) (27 %)
S

37, 39, 41, 42, 43, 44 und 45 wurden als potente Inhibitoren der NTPDase2 mit 1Cs,-
Werten zwischen 0,83 und 3,59 uM identifiziert. Fir die NTPDase3 hingegen wurden
RB-4 (38) und 40 als potente Verbindungen mit 1Cso-Werten von 0,39 uM und 1,64 pM
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bestimmt. FlUr die anderen beiden untersuchten Enzyme (NTPDasel und NTPDase8)
konnten keine Anthrachinon-Derivate identifiziert werden, die bei einer Endkonzentration

von 2 uM zu > 70 % inhibierten.

4.1.1.9.1 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Die  Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurden anhand der Screeningergebnisse
(% Inhibition) aller untersuchten 203 Anthrachinon-Derivate erstellt. Die Inhibitionswerte
aller Verbindungen sind im Anhang aufgefiihrt, lediglich die fur die Diskussion relevanten
Werte werden im Folgenden angegeben. Fir alle untersuchten NTPDasen gilt, dass eine
Aminogruppe in 1-Position und eine Sulfonat-Gruppe in 2-Position wichtig fir die
inhibitorische Aktivitdt der Verbindungen zu sein scheint. Bei Untersuchungen einiger
Desamino-Anthrachinon-Derivate und Verbindungen ohne Sulfonat-Gruppe konnten keine
potenten Verbindungen identifiziert werden. Aufgrund der geringen Anzahl der
untersuchten Verbindungen sollten zur abschlielenden Bewertung aber weitere Derivate
getestet werden. Hierzu wéare die Synthese und Testung der in dieser Arbeit als
potenteste Inhibitoren identifizierten Verbindungen ohne eine Amino- oder Sulfonat-

Gruppe sinnvoll.

4.1.1.9.2 Humane NTPDasel

Da keine der Verbindungen eine sehr hohe inhibitorische Aktivitat bei einer niedrigen
Konzentration von 2 puM zeigte, kdnnen nur eingeschrankt Struktur-Wirkungs-
Beziehungen abgeleitet werden. Die Erkenntnisse, die aus den Screeningergebnissen

gewonnen werden konnten, sind in Abbildung 38 zusammengefasst.

Die unsubstituierten 4-(Phenylthio)phenyl- und 4-(Phenoxy)phenyl-Derivate inhibierten die
humane NTPDasel bei einer Konzentration von 2 pM kaum (15 % und 6 %). Allerdings
scheint ein Schwefelatom als Linker zu potenteren Verbindungen verglichen mit einem
Sauerstoffatom zu fuhren (vergleiche auch 37 mit 52 % Inhibition und 39 mit 32 %
Inhbition).

Die Einfuhrung eines Methoxy- oder Chlorsubstituenten an der 4-Position des Phenylthio-
Restes brachte eine deutliche Verbesserung der inhibitorischen  Aktivitat
(34 % bzw. 52 % (37)). Eine Dimethylsubstitution wurde ebenfalls gut toleriert (43, 2,4--
Position, 46 %; 44, 2,5-Position, 38 % und 45, 3,4-Position, 51 %).
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J \/R Position 4: N XR Position 4:
O\JO H < OCH; < Cl O/@ H<F < ¢l ~Br
sNF 0
T

Dimethylsubstitution in den Position 2:
2,4-, 2,5- und 3,4-Positionen H < CH; ~ CI

—> potente Verbindungen

Abbildung 38:  Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Anthrachinon-Derivate an der
humanen NTPDasel

Fur die 4-(Phenoxy)phenyl-Derivate konnte gezeigt werden, dass die Inhibition mit der
GroRRe des substituierten Halogenatoms an Position 4 des Phenoxy-Restes zunahm
(H~F<CI(39)=Br (41); 6 %, 10 %, 32 %, 33 %). Auch bei Substitution der Position 2
durch einen Methyl- (20 %) oder Chlorsubstituenten (26 %) konnten Derivate erhalten
werden, die zu einer Verbesserung der inhibitorischen Aktivitdt verglichen mit dem

unsubstituierten Derivat (6 %) fuhrten.

Die Verbindung 37 (vergleiche Tabelle 10) wurde als potenteste Verbindung der
untersuchten Serie identifiziert (52 % Inhibition). Daher wurde fir 37 eine Konzentrations-

Inhibitions-Kurve aufgenommen und ein ICso-Wert von 4,07 + 1,90 uM bestimmit.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die humane NTPDasel eine lipophile
Bindungstasche zu haben scheint, in die sehr gut grof3e, aromatische Strukturen und
insbesondere ein  4-(Phenylthio)phenyl- und ein 4-(Phenoxy)phenyl-Rest  mit
verschiedenen Substituenten passen, die im Vergleich zu einem starren, planaren
Anthracenyl-Rest (0 % Inhibition) eine hohere Flexibilitdét aufweisen. In zukUnftigen
Forschungsarbeiten sollten die Struktur-Wirkungs-Beziehungen noch gezielter untersucht
werden. Es ist empfehlenswert z. B. zunachst den 4-(Phenylthio)phenyl-Substituenten am
Anthrachinon-Grundgeriust beizubehalten und durch gezielte Variation verschiedener
Mono- und Di-Substitutionen an dem Phenylthio-Rest noch potentere Inhibitoren der
NTPDasel zu erhalten. Weiterhin koénnte auch die Anellierung eines weiteren
Phenylringes vorteilhaft sein, da groRe Substituenten in Bezug auf die inhibitorische

Aktivitat favorisiert werden.
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4.1.1.9.3 Humane NTPDase?2

Die aus dem Screening einer Anthrachinon-Bibliothek gewonnen Erkenntnisse der
Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Verbindungen an der humanen NTPDase2 sind in

der Abbildung 39 zusammengefasst.

OICDICCD OO
T

O NH,

J ! SOSNa | | | |
'[l(]]* CU O <0< 0<C0)
X 4
T o] HN{@ |’ |’ O

g \/R Position 4: R R Position 4:
O [ o
0 s
T 4
|

i . Dimethylsubstitution in
Position 2: Position 2: den 2,4-, 2,5- und 3,4-
H ~ CH; ~ CI cl < H Positionen optimal
— potenteste Verbindung

Abbildung 39:  Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Anthrachinon-Derivate an der
humanen NTPDase2

Die Potenz der Testverbindungen nahm mit der substituierten RinggréRe von Phenyl
(15 %) zu Naphth-2-yl (34 %) und Anthracen-2-yl (35 %) zu. Die hdchste Inhibition konnte
mit einem 2-Benzylphenyl-Substituenten erreicht werden (81 %). Ebenso nahm die
Potenz von Phenyl- (15 %), Naphth-1-yl (31 %) Uber Anthracen-1-yl (40 %) zu
Phenanthren-9-yl (56 %) zu.

Auch die Testverbindung mit einem 4-Benzylphenylamino-Rest in 4-Position des
Anthrachinon-Grundgertistes wurde gut toleriert (41 %). Ein Austausch der
Methylengruppe durch die Heteroatome Stickstoff (41 %) und Sauerstoff (46 %) fuhrte zu
keiner Verbesserung, ein Schwefel-Atom hingegen erhdhte (auf 62 %) die inhibitorische
Aktivitat.

Durch Substitution grofRer Halogenatome an dem Phenoxy-Rest des 4-(Phenoxy)phenyl-

Substituenten konnte die Potenz der Verbindungen steigern (H, 46 % ~F, 49 % < Cl,
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39,71 % ~ Br, 41, 74 %). Substituenten in 2-Position hingegen fuhrten zu keiner
Erhéhung der inhibitorischen Aktivitat (H, 46 % ~ CHs, 40 % ~ Cl, 48 %).

Bei den 4-(Phenylthio)phenyl-substituierten  Anthrachinon-Derivaten schien die
Substitution des Phenylthio-Restes in 2-Position mit einem Chlor-Atom allerdings zu
einem leichten Aktivitatsverlust zu fihren (H, 62 % > Cl, 41 %). Durch die Einfuhrung
eines Chlor-Substituenten in der 4-Position (37) konnte die inhibitorische Aktivitat (78 %)
gegeniuber dem unsubstituierten Derivat (62 %) hingegen erhéht werden. Ein Methoxy-
Rest fuhrte zu keiner Verbesserung (64 %). Als sehr potente Testverbindungen der
untersuchten  Serie  konnten die Dimethyl-substituierten  4-(Phenylthio)phenyl-
Anthrachinon-Derivate identifiziert werden (43, 2,4-Position, 77 %, 44, 2,5-Position, 71 %
und 45, 3,4-Position, 81 %). Fur die potenteste Verbindung 45 wurde ein ICs-Wert von
0,83 + 0,05 uM ermittelt (vergleiche Tabelle 10).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die humane NTPDase2 ahnlich wie die
humane NTPDasel eine lipophile Bindungstasche zu haben scheint, in die sehr gut
grolRe, aromatische Strukturen und insbesondere ein 4-(Phenyl)thiophenyl- und ein 4-
(Phenoxy)phenyl-Rest passen. Im Gegensatz zu der NTPDasel ist die weitere
Substitution dieser Reste nicht essentiell. Zudem werden von der NTPDase2 auch starre,
polyzyklische Substituenten gut toleriert. Somit konnten durch Optimierung von
Verbindungen mit polyzyklischen Resten (z.B. durch weitere Substitution dieser)
Anthrachinon-Derivate erhalten werden, die noch potentere Inhibitoren darstellen und

gleichzeitig NTPDase2-selektiv sind.

4.1.1.9.4 Humane NTPDase3

Fur die humane NTPDase3 sind die wichtigsten aus dem Screening gewonnenen
Erkenntnisse zu den Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Anthrachinon-Derivate in der

nachfolgenden Abbildung 40 dargestellt.
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Abbildung 40: Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Anthrachinon-Derivate an der
humanen NTPDase3

Nur Derivate mit einem substituierten Aromaten in 4-Position des Anthrachinon-
Grundgertstes zeigten eine Inhibition, wobei die Art des Substituenten entscheidend war.
Die Einfihrung saurer funktioneller Gruppen wie einer Carboxylat-Gruppe (~50 %) oder
Sulfonat-Gruppe (~50 %) an dem Phenylring scheint optimal, wobei die Position der
Substitution nicht so entscheidend ist. Ein Rest in 2-, 3- oder auch 4-Position wird gut
toleriert. Der Austausch eines Phenylrings (0 %) gegen bizyklische Substituenten wie
Naphth-1-yl und Naphth-2-yl brachte keine Verbesserung der inhibitorischen Aktivitat
(0 %). Die Einfuhrung von sauren funktionellen Gruppen wie einer Sulfonat- (73 %) oder
Carboxylat-Gruppe (59 %) konnte allerdings auch die Potenz der bizyklischen
Verbindungen erhdhen. Als potentestes Anthrachinon-Derivat der untersuchten Serie
wurde RB-4 (38, 87 %, ICso = 0,39 £ 0,04 uM) identifiziert (vergleiche Tabelle 10).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die Bindungstasche der humanen
NTPDase3 von den Bindungstaschen der NTPDasen Subtyp-1, und-2 deutlich zu
unterscheiden scheint. Fur eine hohe inhibitorische Aktivitat eines Anthrachinon-Derivates
ist eine saure funktionelle Gruppe essentiell und liefert selektive NTPDase3-Inhibitoren.
Die RinggroRe der in 4-Position des Anthrachinon-Grundgeristes substituierten Reste
scheint hingegen nicht so entscheidend zu sein. In zukinftigen Forschungsarbeiten
sollten die Struktur-Wirkungs-Beziehungen noch gezielter durch systematisches
Vorgehen aufgeklart werden. So kénnte die Synthese weiterer Verbindungen, welche

saure Substituenten (Mono- oder auch Disubstitution) an einem Phenyl- oder Naphthylring
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in 4-Position des Anthrachinon-Grundgerustes besitzen, hilfreich sein. Auch die
Substitution eines zu einer Carboxylat-Gruppe bioisosteren Tetrazolrings kdnnte

beispielsweise potente Verbindungen liefern.

4.1.1.9.5 Humane NTPDase8

Fur die humane NTPDase8 konnen keine Struktur-Wirkungs-Beziehungen der
Anthrachinon-Derivate diskutiert werden, da keine der getesteten Verbindungen bei 2 uyM
als potenter Inhibitor des Enzyms identifiziert werden konnte. Die hdchste gemessene
Inhibition lag bei 28 % des Enzyms fir das Derivat 42 (vergleiche Tabelle 10). Auch die 4-
(Phenylthio)phenyl-Derivate 43, 44 und 45 scheinen nur schwache Inhibitoren der
NTPDase8 zu sein (vergleiche Tabelle 10). Die Untersuchungen weiterer Anthrachinon-
Derivate mit grofRen, flexiblen Substituenten in 4-Position des Anthrachinon-
Grundgertistes erscheinen daher sinnvoll. Die Treffergrenze sollte niedriger (z. B. = 40 %)
gewahlt werden, um auch moderate Inhibitoren der NTPDase8 zu identifizieren, die dann
gezielt optimiert werden konnen. Schlie3lich ist bisher noch kein potenter Hemmstoff

dieses Isoenzyms bekannt.
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4.1.2 Fluoreszenzpolarisationsassays fir den Nachwe  is von ADP
oder AMP

4.1.2.1 Allgemeines

Neben dem zuvor beschriebenen Malachitgriin-Assay wurden in der vorliegenden Arbeit
erstmals erfolgreich fluoreszenzpolarisationsbasierte Aktivitdtsbestimmungen fur die
humane NTPDasel, -2, -3 und -8 entwickelt, die einige Vorteile gegeniiber dem

Standardassay aufweisen und in Kapitel 4.4 ausfiihrlich diskutiert werden.?"’

Werden kleine, fluoreszenzmarkierte Molekiile (Tracer) mit polarisiertem Licht angeregt,
emittieren sie das Licht depolarisiert (kleine Polarisationswerte), da sie wahrend des
Anregungszustandes schnell rotieren. Grol3e Moleklle hingegen rotieren langsamer,
sodass das emittierte Licht polarisiert bleibt (groRe Polarisationswerte) (siehe Kapitel
1.7).188218.219220 1ag Prinzip der Fluoreszenzpolarisationsmessung bildet die Grundlage
fur die neu etablierten  Aktivitditsbestimmungen. Die dabei eingesetzten
Detektionslosungen enthalten mit dem Farbstoff Alexa-633 fluoreszenzmarkiertes ADP
oder AMP (Tracer), welches an den entsprechenden ADP- oder AMP-Antikorper
gebunden vorliegt. Das wahrend der Enzymreaktion entstandene ADP oder AMP
verdrangt den entsprechenden Tracer von dem Antikdrper. Der freie Tracer (= kleineres
Molekul) kann schneller rotieren und es kommt zu einer Abnahme der Polarisationswerte

192,193

(vergleiche Kapitel 1.7.1).

Die FP-Assays ermoglichen die direkte Quantifizierung der enzymatischen
Reaktionsprodukte ADP oder AMP im 384-Loch-Format. Zudem sind nur geringe Mengen
an Enzymsuspensionen, Substrat- und Testlésungen notwendig. Dies sind gute
Voraussetzungen fir ein HTS, wenn Enzympraparationen und/oder Testverbindungen nur
in geringen Mengen vorliegen. Das Beenden der Enzymreaktionen durch Zugabe der
EDTA-enthaltenden Detektionslosung ist sehr schonend und nach nur einer Stunde
(ADP-Assay) oder zwei Stunden (AMP-Assay) hat sich ein Gleichgewicht zwischen
gebundenem und freiem Tracer eingestellt und die Polarisationssignale kénnen am

Messgerat ausgelesen werden.

4.1.2.2 Etablierung der Methoden

Die in den Reaktionsansatzen enthaltene Antikdrperkonzentration hat einen grof3en
Einfluss auf das Messfenster der FP-Assays. Demnach wurden fir die Etablierung der

Methoden zunachst die optimalen Antikérperkonzentrationen in Anwesenheit der
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gewunschten Substratkonzentrationen (20 uM ATP bzw. 10 uM ADP) ermittelt. Fur die
Bestimmung der optimalen ADP-Antikdrperkonzentration bei Einsatz von ATP-
Konzentrationen von 0,1 pM bis 1000 uM ist eine Geradengleichung verdffentlicht, sodass
sich die optimale ADP-Antikorperkonzentration berechnen lasst. Sie wurde bei Einsatz
von 20 pM ATP als Substrat mit 23 pg/ml bestimmt und lieferte bei Substratumséatzen von

10 % (Anfangsumsatzgeschwindigkeiten) ein gutes Messfenster von 159 mP.*’

Fur die Bestimmung der optimalen AMP-Antikérperkonzentration ist bisher keine
Geradengleichung vertffentlicht, sodass sie experimentell ermittelt wurde. Um die
optimale AMP-Antikérperkonzentration fir den AMP-Assay zu bestimmen, wurden
Antikdrpertitrationen durchgefiihrt, wobei ein Substratumsatz von 0 % (10 uM ADP) und
10% (9 uM ADP und 1 uM AMP) simuliert wurde. Die gemessenen Polarisationswerte
wurden grafisch gegen die verschiedenen Antikorperkonzentrationen aufgetragen und in
einer sigmoidalen Titrationskurve dargestellt (Abbildung 41, A). Wird die Differenz der
Polarisationswerte beider Titrationskurven (A mP) gegen die Antikérperkonzentrationen
aufgetragen (Abbildung 41, B) erhadlt man eine glockenférmige Kurve. Die optimale
Antikorperkonzentration entspricht der Konzentration des Kurvenmaximums (= grolites
Messfenster) und wurde mit 8 pg/ml bestimmt. Diese wurde entsprechend fur die weiteren
Versuche eingesetzt. Bei einem Substratumsatz von 10 % konnte so ein Assayfenster von

176 mP erreicht werden.?’

A 350~ B 200-
300+
250_ 150_
200 o
T £ 100+
150+ <
100+ 50
50
O I I I [ 1 0 I I I I 1
104 40~ 10° 10' 10¢ 1D° 102 10" 10° 10" 102 10°
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Abbildung 41: ?*" AMP-Antikdrpertitration. (A) Antikorpertitration in Anwesenheit von
10uM ADP (w) and 9 uM ADP/1 uM AMP (A). (B) Differenzplot der beiden
Titrationskurven; die maximale Differenz wurde bei einer Antikdrperkonzentration von
8 ug/mL erhalten. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler, n = 2.
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Bei Aktivitatsuntersuchungen von Enzymen ist es von Bedeutung im linearen Bereich der
Umsatzgeschwindigkeiten zu arbeiten. Dies ist gewahrleistet, wenn weniger als 10 % des
Substrates zu dem entsprechenden Produkt umgesetzt werden. Durch die Bestimmung
der optimalen Antikérperkonzentration fir die gewahlten Substratkonzentrationen konnten
sehr sensitive Methoden zur Bestimmung der Enzymaktivitdten erhalten werden. Die
niedrigen Substratkonzentrationen von 20 uM ATP (NTPDasen2, -3 und -8) und 10 uM
ADP (NTPDasel) wurden gewahlt, da diese Konzentrationen in der gleichen
GroRRenordnung wie die mithilfe des Malachitgrin-Assays bestimmten Ky-Werte aller
NTPDasen liegen (siehe Kapitel 4.1.1.2). Die Mobglichkeit mit sehr niedrigen
Substratkonzentrationen unterhalb der Ky-Werte von NTPDasen zu arbeiten vereinfacht
die Identifizierung kompetitiver Inhibitoren, erméglicht das Testen schwerloslicher
Verbindungen und die Durchfiihrung von Fragment-basierten Screenings, welche in der
Arzneimittelforschung in den letzten Jahren immer starker in den Fokus geraten sind. Die
Identifikation von aktiven Molekilfragmenten kann gute Ansétze fir die Entwicklung neuer

Leitstrukturen liefern.?*

Die neuen Methoden kodnnen zudem problemlos fir die
Aktivitatsbestimmungen weiterer ADP- und AMP-produzierender Enzyme (z.B. E-NPPSs)
eingesetzt werden, da sich bendtigte Antikdrperkonzentration fur die entsprechend

eingesetzte Substratkonzentration anpassen lasst.

Nach der Bestimmung der optimalen Antikérperkonzentrationen wurden Standardkurven
generiert, um eine Korrelation zwischen der Produktbildung und dem FP-Signal zu zeigen.
Die Enzymreaktion wurde dabei durch Abnahme der Substratkonzentration (ATP bzw.
ADP) und entsprechende Zunahme der Produktmenge (ADP bzw. AMP) simuliert
(Abbildung 42). Die Standardkurven konnen genutzt werden, um die wahrend der
Enzymreaktionen entstehenden Produktmengen an ADP (fir das Substrat ATP) und AMP
(far das Substrat ADP) Uber die gemessenen Fluoreszenzpolarisationswerte zu

quantifizieren.”*’
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Abbildung 42: 2" Standardkurven. (A) ATP/ADP Standardkurve (Gesamtkonzentration
von 20 pM); gestrichelte Linie: 20% Substratumsatz. (B) ADP/AMP Standardkurve
(Gesamtkonzentration von 10 uM); gestrichelte Linie: 20% Substratumsatz. Dargestellt
sind die Mittelwerte + Standardfehler, n = 3.

Ein linearer Zusammenhang zwischen gemessenen Polarisationswerten und
Produktbildung konnte fur Substratumsatze von 0,5% bis 20 % gezeigt werden
(gestrichelte Linie). Das ermoglicht das Arbeiten im linearen Bereich und zeigt die hohe

Sensitivitat der neu etablierten Methoden.

Um zu gewabhrleisten, dass wahrend der Aktivitatsbestimmungen im linearen Bereich des
Substratumsatzes gearbeitet wird, wurden im weiteren die Enzymkonzentrationen
bestimmt, bei welchen maximal 10 % Substrat umgesetzt werden. Hierzu wurden
Enzymtitrationen in Anwesenheit der entsprechenden Substratkonzentrationen von 10 pM
ADP (humane NTPDasel) und 20 pM ATP (humane NTPDase2, humane NTPDase3 und
humane NTPDase8) durchgefiihrt. Die Polarisationswerte (mP) wurden grafisch gegen

die Enzymkonzentrationen aufgetragen (Abbildung 43).%*
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Abbildung 43: ?*" Enzymtitrationskurven in der Anwesenheit von 10 uM ADP (A, humane
NTPDasel) und 20 uM ATP (B, humane NTPDase2; C, humane NTPDase3; D, humane
NTPDase8). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler, n = 3.

Mithilfe der Standardkurven wurde die entstandene Produktmenge (AMP oder ADP) aus
den Polarisationswerten berechnet und gegen die Enzymkonzentration aufgetragen. Es
lasst sich zeigen, dass ein linearer Zusammenhang zwischen der Menge an gebildetem

Produkt und den zunehmenden Enzymkonzentrationen besteht (Abbildung 44).%*’
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Abbildung 44: 7 Linearer Zusammenhang zwischen Enzymkonzentration und
Produktmenge. Die wahrend den Enzymreaktionen gebildete Produktmenge wurde gegen
die entsprechend verwendeten Enzymkonzentrationen aufgetragen; gestrichelte Linie:
10 % Produktbildung von AMP (A, humane NTPDasel) und ADP (B, humane NTPDase2;
C, humane NTPDase3; D, humane NTPDase8). Dargestellt sind Mittelwerte =+
Standardfehler, n = 3.

Die Enzymkonzentrationen, die zu einem Substratumsatz von etwa 10 % fihrten
(gestrichelte Linien), wurden als optimal festgelegt. Sie wurden fir 10 uM ADP mit 1 ng/ul
(NTPDasel) und fur 20 uM ATP mit 0,5 ng/ul (NTPDase2), 0,5 ng/ul (NTPDase3) und
5 ng/ul (NTPDase8) bestimmt.!” Allerdings variierte die Enzymaktivitat geringfiigig bei
verschieden verwendeten Enzymproben, sodass vor Beginn einer Versuchsreihe die

optimale Enzymkonzentration in einem Vorversuch ermittelt und angepasst wurde.
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4.1.2.3 Validierung

Nach Optimierung der Assayparameter wurde untersucht, ob die Assays fur ein HTS
geeignet sind. Fiur die Validierung wurde der Z"-Faktor bestimmt, der nach der Gleichung
von Zhang et al.'*
Assays mit ATP als Substrat wurden Z'-Faktoren von 0,77 (NTPDase2), 0,70
(NTPDase3) und 0,76 (NTPDase8) und mit ADP als Substrat von 0,71 (NTPDasel)

bestimmt. Demnach sind die neuen Assays sehr robust, gut reproduzierbar und daher

(siehe Kapitel 3.1.1.6) berechnet werden kann. Fir die NTPDase

ausgezeichnet geeignet fiir ein HTS.?"

Fur die weitere Validierung der FP-Assays sollte in einem nachsten Schritt gezeigt
werden, dass es moglich ist, mithilfe der neuen Methoden Konzentrations-Inhibitions-
Kurven aufzunehmen. Exemplarisch wurde hierzu der FP-Assay zur Aktivitdtsbestimmung
der NTPDase3 ausgewahlt. Es wurde eine Konzentrations-Inhibitions-Kurve des
Anthrachinon-Derivates PSB-06126 (35) aufgenommen (siehe Abbildung 45), welches
bereits als potenter Inhibitor der humanen NTPDase3 (vergleiche Kapitel 4.1.1.6) mithilfe

des Malachitgriin-Assays und der Ratten NTPDase3 (Bagi et al.”) identifiziert wurde.
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Abbildung 45: ?*" Konzentrations-Inhibitions-Kurve von PSB-06126 (35). Bestimmung der
Restaktivitat der humanen NTPDase3 mithife des FP-Assays bei einer

Substratkonzentration von 20 pM ATP (ICso = 7,76 £ 0,88 uM). Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler, n = 3.
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Es wurde ein ICs-Wert von 7,76 £0,88 uM bestimmt und daraus ein Ki-Wert von
4,39 + 0,50 pM berechnet, welcher in der gleichen GrolRenordnung wie der mittels
Malachitgriin-Assay bestimmte Ki-Wert liegt (3,41 + 0,52 uM).

Demnach konnte gezeigt werden, dass es mit den neu etablierten FP-Assays mdglich ist,

Enzyminhibition zu detektieren und Konzentrations-Inhibitions-Kurven aufzunehmen.

4.1.2.4 Screening

Da bisher kaum oder nur schwach potente Inhibitoren der NTPDasen bekannt sind, ist
das HTS von divers zusammengesetzten Substanzbibliotheken ein vielversprechender
Ansatz zur Identifizierung neuer Leitstrukturen. In dieser Arbeit wurde nach erfolgreicher
Etablierung der FP-Assays fir alle membranstéandigen NTPDasen, zunachst der neu
etablierte NTPDase3 FP-Assay verwendet, um eine Arzneistoffbibliothek
(438 Testverbindungen) mit strukturell sehr unterschiedlichen Verbindungen bei einer
Endkonzentration von 20 puM beziglich ihrer inhibitorischen Aktivitdt zu testen.
Verbindungen, die eine Inhibition von mindestens 30 % zeigten, wurden als Treffer und
somit potentielle Inhibitoren definiert. Die Screeningergebnisse sind in Abbildung 46

dargestellt.?*
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Abbildung  46: " Screeningergebnisse mit dem FP  NTPDase3-Assay.
438 Testverbindungen einer Arzneistoffbibliothek wurden bei einer Endkonzentration von
jeweils 20 uM beziglich ihrer inhibitorischen Aktivitdt gegentber der NTPDase3 getestet
und die Enzyminhibition (%) berechnet. Gestrichelte Linie: Treffergrenze bei 30 %
Inhibition (Z'-Faktor: 0,87). Zwei Verbindungen (rot umkreist) konnten als potentielle
Inhibitoren der NTPDase3 identifiziert werden.
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Zwei Verbindungen (Trefferrate von 0,5 %, Z'-Faktor 0,87) wurden als Inhibitoren der
humanen NTPDase3 identifiziert (Abbildung 47).?" Es handelte sich dabei um Liothyronin
(Inhibition von 39 %, 46) und Chloramin T (Inhibition von 38 %, 47). Zur Identitatsprifung
und Reinheitsanalyse wurden die Verbindungen anschlieRend massenspektrometrisch
untersucht. Fur das instabile Chloramin T, das elementares Chlor freisetzt, konnten nur
noch ein Zersetzungsprodukt identifiziert werden. Das Produkt p-Toluensulfonamid (48,
Abbildung 47) wurde ebenfalls an der humanen NTPDase3 hinsichtlich der inhibitorischen
Aktivitdt untersucht, es konnte aber keine Hemmung gezeigt werden. Womaglich kommt

es zu einer Chlorierung des Enzyms.

(0]
HO | N Na+ \ 7/
D> oy o
NH, |
! o HaC c HsC
I
46, Liothyronin 47, Chloramin T 48, p-Toluensulfonamid

Abbildung 47: Struktur von Liothyronin (46), Chloramin T (47) und dem Abbauprodukt p-
Toluensulfonamid (48)

Barreto et al.??? zeigten bereits, dass Liothyronin einen Einfluss auf die NTPDase3-
Aktivitdt und Expression in isolierten Herzmuskelzellen hat. Hier schien die Zugabe von
bis zu 1 nM Liothyronin allerdings die Aktivitat und Expressionsrate zu erhdhen. Fir
10 nM war dieser Effekt nicht mehr zu beobachten.??? In den in dieser Arbeit gezeigten
Versuchen wurden deutlich héhere Konzentrationen der Verbindung (20 uM) und zudem
das rekombinante Enzym (Membranpraparationen) verwendet, sodass kein direkter
Vergleich mdglich ist. Anthrachinon-Derivate, die dem Liothyronin strukturell &hnliche
Teilstrukturen enthalten (z.B. Verbindung 39 und 41, vergleiche Tabelle 10), zeigten
ebenfalls eine moderate Hemmung (23 % bzw. 21 %) der NTPDase3 (vergleiche Kapitel
4.1.1.9). Die Synthese der potenten Anthrachinon-Derivate ohne das Anthrachinon-
Grundgertiist oder neuer strukturell von Liothyronin abgeleiteter Verbindungen kdnnte

daher ein Ziel weiterer Forschungsarbeiten sein.

4.1.2.5 Konzentrations-Inhibitions-Kurven

Fur die Testverbindungen PSB-06126 (35, NTPDase2 und-3), LE 135 (32,
NTPDase2 und -3) und Resveratrol (33, NTPDase2) waren mithilfe des Malachitgrin-

Assays Konzentrations-Inhibitions-Kurven aufgenommen worden (vergleiche Kapitel
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4.1.1.6). Um die inhibitorische Aktivitdt dieser Testverbindungen zu verifizieren, sollten

zusatzlich die 1Cs-Werte mithilfe der neuen FP-Assays ermittelt werden.

PSB-06126 (35) wurde als Standardinhibitor bereits zur Validierung des FP-Assays
eingesetzt, indem eine Konzentrations-Inhibitions-Kurve aufgenommen wurde (vergleiche
Kapitel 4.1.2.3). Es wurde ein ICso-Wert von 7,76 £ 0,88 uM (Ki-Wert: 4,39 + 0,50 uM)
bestimmt. Die mit dem FP-Assay ermittelte Konzentrations-Inhibitions-Kurve fir
PSB-06126 (35) und die NTPDase3 ist nochmal zusammen mit der Konzentrations-
Inhibitions-Kurve fur die NTPDase2 in Abbildung 48 dargestellt.
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Abbildung 48: Konzentrations-Inhibitions-Kurven von PSB-06126 (35). Bestimmung der
Restaktivitdt der humanen NTPDase2 und -3 mithilfe des ADP-FP-Assays bei einer
Substratkonzentration von 20 uM ATP. Humane NTPDase2: 1Cso = 5,77 + 0,41 pM und
humane NTPDase3: ICs=7,76+0,88 uM. Dargestellt sind die Mittelwerte =+
Standardfehler, n = 3.

Fur die humane NTPDase2 wurde ein ICs-Wert von 5,77 0,41 puM
(Ki-Wert: 3,02 £ 0,22 uM) bestimmt. Die Ki-Werte, die aus dem Malachitgriin-Assay
(1,06 £ 0,12 uM fur die NTPDase2 bzw. 3,41 + 0,52 uM fur die NTPDase3) und aus dem
FP-Assay bestimmt wurden, sind sehr gut vergleichbar (Vergleiche Kapitel 4.1.1.6). Somit
lasst sich PSB-06126 (35) als potenter Inhibitor der NTPDase2 und NTPDase3

verifizieren.

Die fur LE 135 (32) aufgenommen Konzentrations-Inhibitions-Kurven sind in Abbildung 49

dargestellt.
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Abbildung 49: Konzentrations-Inhibitions-Kurven von LE 135 (32). Bestimmung der
Restaktivitdt der humanen NTPDase2 und -3 mithilfe des ADP-FP-Assays bei einer
Substratkonzentration von 20 uM ATP. Humane NTPDase2: 1Cso = 43,2 + 15,7 uM und
humane NTPDase3: 1Cso=235,9+8,3uM. Dargestellt sind die Mittelwerte =+
Standardfehler, n = 3.

Fur LE 135 (32) wurden entsprechend ICs-Werte von 43,2 £ 15,7 uM fir die humane
NTPDase2 und 35,9 + 8,3 uM fur die humane NTPDase3 ermittelt.

Die Konzentrations-Inhibitions-Kurve fiir den selektiven NTPDase2-Inhibitor Resveratrol
(33) ist in Abbildung 50 dargestellt.
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Abbildung 50: Konzentrations-Inhibitions-Kurve von Resveratrol (33). Bestimmung der
Restaktivitat der humanen NTPDase2 mithife des ADP-FP-Assays bei einer
Substratkonzentration von 20 puM ATP (ICso = 14,0 £ 2,2 uM). Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler, n = 3.

101



4 Ergebnisse & Diskussion

Fir Resveratrol (33) wurde ein ICs-Wert von 14,0 +£2,2 yM bestimmt. Da der
Hemmmechanismus der untersuchten Testverbindungen LE 135 (32) und
Resveratrol (33) in Kapitel 4.1.1.7 jedoch nicht abschlie3end geklart werden konnte, ist
die Berechnung der Ki-Werte nicht mdglich. ICso-Werte, die mithilfe verschiedener Assays
bestimmt wurden, lassen sich nicht gut vergleichen, da die Substratkonzentrationen und

auch die Assaybedingungen anders sein kénnen.

Allerdings lasst sich zumindest feststellen, dass die erhaltenen ICs-Werte aus beiden
Assays in der gleichen GroRRenordnung liegen (2,71 + 0,25 uM mit dem Malachitgrin-
Assay und 14,0 £ 2,2 uM mit dem FP-Assay fir Resveratrol gegentiber der NTPDase2,
vergleiche Kapitel 4.1.1.6).

Somit lasst sich zusammenfassend schlussfolgern, dass die neu etablierten FP-Assays
sehr gut fur die Aufnahme von Konzentrations-Inhibitions-Kurven und die Bestimmung
von ICso-Werten geeignet sind. Sie liefern vergleichbare Ergebnisse zu dem Malachitgriin-

Assay (Vor- und Nachteile der Assays siehe Kapitel 4.4).

4.1.2.6 Polyoxometalate und Rheniumcluster-Verbindu  ngen

POMs sind negativ geladene, anorganische Metallkomplexe (vergleiche Einleitung Kapitel

223,224 225,226

1.5.1.7)."* Sie zeigen antitumorale®>***, antibakterielle*>??°, antivirale?*"?*®

und
antidiabetische™*2%° Aktivitat. Allerdings ist ihr molekularbiologischer
Wirkungsmechanismus noch nicht gut untersucht. Aufgrund ihrer vielen negativen
Ladungen bei physiologischem pH-Wert kénnen POMs schwierig Zellmembranen
Uberwinden. Daher wurde spekuliert, dass die Metallkomplexe ihre Wirkung
moglicherweise (iber die Inhibition extrazellular vorkommender Enzyme hervorrufen.”®
Kdrzlich wurden POMs bereits in unserer Arbeitsgruppe als potente Inhibitoren der
Ratten-NTPDasen mit K-Werten zwischen 0,140 - 37,4 uM identifiziert.®* Weiterhin
wurden die Verbindungen in vielen biologischen Studien zur Inhibition von NTPDasen
eingesetzt. Die Ergebnisse lassen auf einen Zusammenhang zwischen einer Hemmung
der Enzyme durch die POMs und den fiir POMs beschriebenen Wirkungen
schlieRen.?1232233234  Dg  pisher nur Inhibitionsstudien dieser Verbindungsklasse
gegenuber den isolierten Ratten-Enzymen verdffentlicht wurden, sollten in der
vorliegenden  Arbeit  entsprechende Untersuchungen an  den humanen
NTPDasenl, -2, -3 und -8 erfolgen. Hierfir wurden 12 POMs und vier strukturell
verwandte Rheniumcluster-Verbindungen eingesetzt. In der nachfolgenden Tabelle 11

sind die untersuchten Verbindungen aufgefihrt.
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Tabelle 11: **® Untersuchte Polyoxometalate und Rheniumcluster-Verbindungen

Verbindung Summenformel

49 Nag[HoW12040]- 21H,0

50 H3[PW1,040]-H2O

51 K7[Ti,W1oPOy0)-8H,O

16 KeH2[TiW1,C004]- 13H,0

52 K10[C04(H20)2(PW¢O34),]- 22H,0
53 (NH,)1s[NaSbgW,Ogg]- 14H,0
54 Naz[PW1,040]- 7H,O

55 Na4[NaPsW3001;0]- 30H,O

56 Nao[PsW1g070]- 37H,0

57 Nags[H7PsW450154]- 92H,0

58 Nay6[(O3POPO3)4W1,036]- 38H,0
59 Nay6[(O3PCH,PO3),W1,036]- 16H,0
60 Ks[(ReeSg)(OH)g]- 8H,0

61 Ks[(ReesSeg)(OH)g]- 8H,O

62 K4[(ReeSg)(CH3COO)6]- 8H,O

63 Ks[(ReeSg)(HCOO)¢]- 3H,O

Die POMs bilden verschiedene dreidimensionale Strukturen wie die Keggin-Struktur (16,

49, 50, 51 und 54). Der Komplex ist aus einem zentralen Tetraeder, umgeben von vier

trimetallischen Gruppen, zusammengesetzt. Die Verbindung 52 ist ein von der Keggin-

Struktur abgeleiteter Sandwichkomplex. Bei der Testverbindung 53 handelt es sich um ein

Kryptat (mit Natrium im zentralen Hohlraum). Einige POMs sind auch scheiben- (55)

bananen- (56), rad- (57) oder sattelférmige (58 und 59) Komplexe. Die Strukturen der

POMs und der untersuchten Rheniumcluster-Verbindungen 60 - 63 sind in Abbildung 51

dargestellt.

235,236
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16, 49, 50, 51, 54

58, 59 60-63

Abbildung 51: ** Strukturen der in dieser Studie untersuchten Polyoxometalate und
Rheniumcluster-Verbindungen: Keggin-Struktur der Verbindungen 16, 49, 50, 51, und 54;
der von der Keggin-Struktur abgeleitete Sandwichkomplex 52; das Kryptat 53, die
scheibenformige Struktur der Verbindung 55; die bananenférmige Verbindung 56, die
radférmige Struktur der Verbindung 57; die sattelférmige Struktur der Verbindungen
58 und 59; die Struktur der anionischen Clusterkomplexe [Re¢Qs)Lg]* von 60 (Q =
S,L=0H), 61 (Q=Se, L=0H),62(Q=S,L=CH;COO)und63(Q=S,L=HCOO).

Die POMs und die Rheniumcluster-Verbindungen wurden bei einer Konzentration von
20 uM in Bezug auf ihre inhibitorische Aktivitat gegentber den NTPDasenl, -2, -3 und -8
untersucht. Fur Verbindungen, die eine Inhibition > 50 % zeigten, wurden Konzentrations-
Inhibitions-Kurven aufgenommen und der ICso-Wert bestimmt. Der Hemmmechanismus
der POMs wurde in der vorliegenden Arbeit nicht ermittelt. Auf Grundlage bereits

1.8 und Wall et al.?®* kann aber von einem nicht-

publizierter Daten von Zebisch et a
kompetitiven Inhibitionsmechanismus ausgegangen und somit der Ki-Wert gleich dem
ICso-Wert gesetzt werden (Annahme: a = 1)*. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in

der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.
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Tabelle 12:%%®

Inhibitorische Aktivitat der

Polyoxometalate und

Verbindung gegeniiber den humanen NTPDasenl, -2, -3 und -8

Rheniumcluster-

Verbin-

K+ SEM (pM)?

dung NTPDasel NTPDase2 NTPDase3 NTPDase8
49 0,800 + 0.210 3,29+0,16 0,663 + 0,056 > 20 (12 %)"
50 6,87 +1,81 6,64 0,70 1,17 £ 0,30 > 20 (11 %)°
51 1,28 +0.50 3,03 £0.40 0,596 +0.179 > 20 (9 %)°
16 0,173 +0.036 0,0882 + 0.0362 0,110 +0.031 > 20 (4 %)°
52 0,00388 + 0,00140  0,0184 + 0,0035 0,0596 +0,0092 > 20 (-2 %)°
53 > 20 (38 %)° 3.80 +0.34 0,782 + 0,116 > 20 (5 %)°
54 3,70+ 0,88 3,65+ 0,36 0,820 + 0,074 > 20 (12 %)°
55 0,0280 + 0,0046 0,0218 + 0,0058 0,0777 £0,0126 > 20 (15 %)°
56 7,85+ 0,66 4,21 0,54 1,99 + 0,86 > 20 (15 %)°
57 0,626 + 0,200 0,194 + 0,051 0,310 + 0,103 > 20 (4 %)°
58 8,81 + 2,65 10,4 +2,2 3,29 + 0,54 > 20 (19 %)°
59 15,6 + 2,4 9,59 + 1,59 18,5+5,3 > 20 (24 %)"
60 > 20 (26 %)° > 20 (11 %)° > 20 (28 %)° > 20 (20 %)°
61 > 20 (17 %)° > 20 (7 %)° > 20 (20 %)° > 20 (3 %)°
62 > 20 (12 %)° > 20 (-1 %)° > 20 (-2 %)° > 20 (1 %)°
63 2,44 +0,43 0,680 + 0,151 0,582 + 0,050 > 20 (2 %)°

% Die Ki-Werte wurden in drei bis funf unabhangigen Experimenten ermittelt.
® Mittelwerte der Inhibition (%) bei 20 pM (n = 2)

Im Allgemeinen lie3 sich feststellen, dass keine der untersuchten Verbindungen die
humane NTPDase8 signifikant bei 20 pM hemmte, wobei potente Inhibitoren fir die
anderen Subtypen identifiziert werden konnten.?®® Die POMs 16 und 49 - 59 waren
potenter gegeniiber den NTPDasenl, -2 und -3 als die Rheniumcluster-Verbindungen
(60 - 63), welche mit Ausnahme der Verbindung 63 keine inhibitorische Aktivitat

zeigten.”®

Nur die Verbindung 53 aus der untersuchten Serie zeigte eine geringe Inhibition der
humanen NTPDasel (36 %), wahrend fur alle anderen POMs K;-Werte im niedrigen
nanomolaren bis mikromolaren Bereich bestimmt wurden (0,00388 — 15,6 uM). Im
Gegensatz zur NTPDasel wurden die NTPDase2 und -3 auch von der Verbindung 53
inhibiert (entsprechend Ki-Werte von 3,80 uM und 0,782 uM). POM 52 wurde als
potentester Inhibitor der NTPDasel, -2 und -3 identifiziert (Konzentrations-Inhibitions-
Kurven siehe Abbildung 52).2%
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Abbildung 52: #° Konzentrations-Inhibitions-Kurven des potentesten POM 52 fiir die
humanen NTPDasen. Humane NTPDasel: Ki-Wert = 0,00388 + 0,00140 pM  (n = 3);
humane NTPDase2: Ki-Wert=0,0184 +0,0035uM (n=3); humane NTPDase3:
Ki-Wert = 0,0596 £ 00,0092 uM (n=4); humane NTPDase8: Ki-Wert>20puM (n=2).
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler.

Die Ki-Werte der Verbindung 52 an den NTPDasenl, -2 und -3 wurden entsprechend mit
3,88+1,4 nM, 18,4+ 3,5nM und 59,6 £9,2 nM bestimmt. Somit ist Verbindung 52 der

potenteste, bisher identifizierte Inhibitor dieser Ectonucleotidasen.

Die fir die Verbindungen 16 und 49 -53 an den humanen NTPDasen erhaltenen
Ergebnisse wurden anschlie@end mit den bereits publizierten Daten an den
Rattenenzymen®® verglichen. Im Allgemeinen waren die untersuchten POMs potenter
gegenuber den humanen Enzymen. Die Ki-Werte wurden mit 0,00388 — 3,80 uM
bestimmt, wahrend die Ki-Werte dieser Verbindungen bei Testung an den Ratten
NTPDasen zwischen 0,140 — 37,4 uM lagen.®~** Firr die Verbindung 52, die als der
potenteste Inhibitor der humanen NTPDasel (K;=0,00388 uM), NTPDase2
(Ki =0,0184 uM) und NTPDase3 (K; = 0,0596 uM) aus der untersuchten Serie identifiziert
wurde, wurden entsprechend fir die Rattenenzyme Ki-Werte von 0,480 uM, 1,53 uM und
2,61 uM veroffentlicht.’>** Somit zeigt POM 52 eine mindestens 124-, 83- und 44-fach
hohere inhibitorische Aktivitat gegeniiber den humanen NTPDaseni, -2 und -3.2%
Interessanterweise inhibierte die Verbindung 53 sowohl die humane als auch die Ratten
NTPDasel bei 20 puM nur schwach (K; > 20 pM).%*2%

Zu Selektivitatsuntersuchungen der POMs und Rheniumcluster-Verbindungen gegenuber

anderen Ectonucleotidasen siehe Kapitel 4.3.1.7.
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4.2 Lpl NTPDase
4.2.1 Kapillarelektrophorese-Assay

4.2.1.1 Allgemeines

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine CE-Methode zur Detektion der
LpINTPDase-Aktivitat etabliert. Die Methode wurde ausgewahlt, um einen neuen, bisher
noch nicht beschriebenen Aktivitdtsassay fur das bakterielle Enzym zu beschreiben und
seine Vor- und Nachteile gegeniiber dem Malachitgriin-Assay (= Standardassay) zu
untersuchen (vergleiche Kapitel 4.4). Die enzymatische Reaktion wurde aufRerhalb der
Kapillare in einem Reaktionsgefald gestartet und nach einer Inkubationszeit von
10 Minuten bei 37 durch Hitzeinaktivierung gestop pt. So kénnen sehr schnell und
einfach viele Proben gleichzeitig inkubiert werden Die anschliel3ende elektrophoretische
Auftrennung von Substrat (ADP) und Reaktionsprodukt (AMP) konnte mit einer neuen
Methode erreicht werden, wobei AMP nach weniger als 14 Minuten und ADP nach

weniger als 11 Minuten eluiert wurde.

Zwar ist die Methode aufgrund des geringen Probendurchsatzes nicht fur ein HTS
geeignet, sie kann jedoch sehr gut zur Testung kleiner Substanzbibliotheken oder der

Verifizierung von Screening-Treffern eingesetzt werden.

4.2.1.2 Etablierung der Methode

Ziel war es einen Kapillarelektrophorese-Assay fir das Screening einer in unserem
Arbeitskreis erstellten Anthrachinon-Bibliothek zur Identifizierung von Inhibitoren der
bakteriellen LpINTPDase zu etablieren. In der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst eine
Kalibriergerade fur AMP, welches als Produkt aus der enzymatischen Reaktion
hervorgeht, erstellt. Die aus den Elektropherogrammen ermittelten korrigierten
Peakflachen des AMP wurden auf den Internen Standard (UMP) bezogen. Fur jede neu
verwendete Kapillare wurde eine Kalibriegerade erstellt. In Abbildung 53 ist eine

Kalibriergerade exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 53: Kalibriergerade fiir AMP (R* = 0,996). Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardfehler, n = 2.

Der Korrelationskoeffizient (R?) betragt 0,996 und deutet somit auf eine gute Linearitét

zwischen korrigierter Peakflache und AMP-Konzentration hin.

In einem nachsten Schritt wurde die bakterielle LpINTPDase enzymkinetisch
charakterisiert, indem der Ky- und vmac-Wert fir ADP als Substrat bestimmt wurde. Das

Michaelis-Menten-Diagramm ist in Abbildung 54 dargestellt.
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Abbildung  54: Michaelis-Menten-Diagramm  fur ADP  (Ky=1190 + 161 puM,
Vmax = 1040 £ 59 umol AMP/min/mg  Protein). Dargestellt sind die Mittelwerte =+
Standardfehler, n = 3.
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Fur die Maximalgeschwindigkeit wurden 1040 = 59 pmol AMP/min/mg Enzym und far die
Michaelis-Konstante eine Konzentration von 1190 + 161 uM bestimmt. Die ermittelten
Parameter liegen in der gleichen GréRenordnung wie die bereits in der Literatur’® mithilfe
des Malachitgriin-Assays bestimmten Werte (Vmax =996 pumol AMP/min/mg Protein,
Km = 1000 pM). Anhand des ermittelten Ky-Wertes wurde die Substratkonzentration fir
die weiteren Versuche auf 500 uM (~0,5 x Ky,) festgelegt. Die Aktivitdt der LpINTPDase
schwankte je nach verwendeter Enzymprobe und der Auftau- und Einfrierzyklen. Die
optimale Enzymkonzentration, die zu <20 % Substratumsatz fuhrte, wurde daher an

jedem Messtag in einem Vorversuch ermittelt.

Fur die Bestimmung der Sensitivitat der Methode wurden die Nachweis- und die
Bestimmungsgrenze fur das Produkt (AMP) der enzymatischen Reaktion anhand der in
Kapitel 3.2.1.2 aufgefuhrten Gleichungen berechnet. Sie entsprechen 3,88 uM bzw.
11,8 uM AMP. Die Methode ist mit dieser Bestimmungsgrenze sensitiv genug. Bei einer
gewahlten Substratkonzentration von 500 pM und einem Umsatz von 10 - 20 % werden
optimaler Weise zwischen 50 pM und 100 uM AMP gebildet.

4.2.1.3 Screening einer Anthrachinon-Bibliothek

Der neu etablierte CE-Assay wurde fur das Screening einer kleinen, in unserem
Arbeitskreis erstellten Anthrachinon-Bibliothek (bestehend aus 24 Testverbindungen)
verwendet. Die Verbindungen wurden ausgewahlt, da Anthrachinon-Derivate bereits als
Inhibitoren der Ratten-NTPDasen und in der vorliegenden Arbeit ebenfalls als Inhibitoren
der humanen NTPDasen beschrieben wurden. Zusatzlich wurden der NTPDase-
Standardinhibitor RB-2 (7) und die verwandten Verbindungen Blue 3GA (CB-3GA, 64)
und Reactive Blue 4 (RB-4, 38) untersucht (Abbildung 55).

NH,

O NH, 0]
O‘O SO3N8 ! l l SO3Na
Cl Cl
O HN N)\N /@ O HN N%N
| - SO3Na |
QNA\NAH < QHN%]

NaO;s I Na0sS

7, Reactive Blue 2 (1:2 meta/para) 38, Reactive Blue 4 (RB-4)
64, Cibacron Blue 3GA (ortho)

Abbildung 55: Strukturformeln von RB-2 (7), CB-3GA (64) und RB-4 (38)
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Alle Verbindungen wurden bei einer Assaykonzentration von 30 uM getestet und die
Inhibition der LpANTPDase in % ermittelt. Vier Verbindungen (65, 67, 69 und 76) lieferten
negative Inhibitionswerte (-78 %, -67 %, -19 % und -20 %), wobei die Schwankungen
zwischen den in zwei unabhangigen Messungen ermittelten Werten auch sehr grof3
waren. Anhand der Testverbindung 65 wurde dennoch stellvertretend fur die vier
Verbindungen untersucht, ob sie in der Lage ist, das Enzym zu aktivieren. Es konnte
jedoch keine konzentrationsabhangige Aktivierung festgestellt werden. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 13 aufgefuhrt.

Tabelle 13: Inhibitorische Aktivitdt (%) der untersuchten Anthrachinon-Derivaten
gegeniuber der LpANTPDase bei einer Endkonzentration von 30 uM

SO3Na SO3Na SO3Na SO3Na
o} HN o} HN\©\/> O HI\EE/; o} HNr

Struktur A Struktur B Struktur C

% Inhibition £+ SEM

Testverbindung R (n = 3) bzw.
% Inhibition (n=2) 2

7, RB-2 Strukturformel Abbildung 55 7514

38, RB-4 Strukturformel Abbildung 55 8+x8(n=4)

64, CB-3GA Strukturformel Abbildung 55 45+9

Struktur A

65 Propyl -78 (-150, -6)

66 Cyclohexyl 22+4

67 Phenethyl -67 (-96, -38)

68 Phenyl 31+£5

69 2-Fluorphenyl -19+74

70 4-Chlorphenyl 66 £7

71 3-Bromphenyl 44 + 14
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Tabelle 13 (Fortsetzung)

72 2-Methylphenyl 44 + 3
73 3-Methylphenyl 53+12
74 2-Ethylphenyl 3911
75 3-Nitrophenyl 44 + 11
76 4-(Diethoxyphosphoryl)methylphenyl -20 = 17
77 2,4,6-Trimethylphenyl 44 + 11
78 4-(2-Methoxyphenoxy)phenyl 28 £13
Struktur B

79 H 51+13
80 6-Carboxyl 32+13
Struktur C

35 (PSB-06126) H 627
81 2-Methyl 76+£8(n=4)
82 5-Sulfonat 26+ 6
83 6-Sulfonat 308
84 Strukturformel oben dargestellt 90+8

% Bei n = 2 sind die Einzelwerte in Klammern angegeben

Testverbindungen, welche das bakterielle Enzym bei einer Konzentration von 30 uM
= 60% inhibierten, wurden als potente Verbindungen definiert. Funf Anthrachinon-Derivate
(RB-2, 7 (75 %); 35 (62 %); 70 (66 %); 81 (76 %) und 84 (90 %)) konnten so als
Inhibitoren der LpINTPDase identifiziert und in nachfolgenden Untersuchungen als solche

bestétigt werden.

4.2.1.4 Konzentrations-Inhibitions-Kurven

Die in Kapitel 4.2.1.3 durch ein Screening identifizierten Inhibitoren der Lp1INTPDase

wurden  weiterfihrend  charakterisiert, indem Konzentrations-Inhibitions-Kurven

aufgenommen wurden (siehe Abbildung 56).
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Abbildung 56: Konzentrations-Inhibitions-Kurven der inhibitorisch aktiven Anthrachinon-
Derivate. 7 (IC50=5,04 = 2,09 puM, n = 3), 35 (IC5=12,1pM, n=2), 70

(ICs=17,6 £5,1 uM, n=3), 81 (ICs0=13,6 uM, n=2) und 84 (ICso = 4,24 £ 0,54 M,
n = 4). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler.

Die ermittelten ICsp-Werte sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14: ICs-Werte der potenten Anthrachinon-Derivate gegenlber der bakteriellen
LpINTPDase

Testverbindung R ICs0 = SEM (n = 3) bzw.
ICso (n = 2)*
7, RB-2 /Cﬂ 5,04 + 2,09 uM
~i _
CL Y oo
NaO3S

70 \I@\ 17,6 £5,1 pM
Cl
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Tabelle 14 (Fortsetzung)

35 N O 12,1 (14,0; 10,3) uM

81 CHs 13,6 (12,8; 14,3) uM

84 N OO 4,24 +0,54 M (n = 4)

% Bei n = 2 sind die Einzelwerte in Klammern angegeben

Neben RB-2 (7) mit einem ICso-Wert von 5,04 £ 2,09 uM konnten &hnlich potente (70,
ICs0 = 17,6 £5,1 uM; 35, ICso = 12,1 uM, 81, ICso = 13,6 uM, 84, ICs = 4,24 + 0,54 uM)
identifiziert werden. Diese Verbindungen weisen nur eine Teilstruktur von RB-2 auf und
sind somit deutlich kleiner und arzneistoff-artiger (M: 712 g/mol fur 7 und M: 517 g/mol fur
84). Durch die erfolgreiche Aufnahme von Konzentrations-Inhibitions-Kurven konnte
gezeigt werden, dass die etablierte Methode optimal zur Aktivitdtsbestimmung der

Lp1NTPDase geeignet und einsetzbar ist.

4.2.1.4.1 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

In der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal die Struktur-Wirkungs-Beziehungen
von Anthrachinon-Derivaten als Inhibitoren der bakteriellen LpANTPDase untersucht. Die
getesteten Verbindungen unterschieden sich in Bezug auf den Substituenten in der

4-Position des Anthrachinon-Grundgerustes.

In einem ersten Schritt sind mithilfe des neu etablierten CE-Assays die kommerziell
erhaltliche Farbstoffe RB-2 (7), RB-4 (38) und CB-3GA (64) hinsichtlich ihrer
inhibitorischen Aktivitat bei 30 uM untersucht worden (vergleiche Kapitel 4.2.1.3). Von 7
(75 %, 1Cso =5,04 +2,1 uM) ilber 64 (45 %) bis 38 (8 %) nahm die Inhibition der

LpINTPDase immer weiter ab. Demnach scheint ein zweiter Sulfonat-Rest am Phenylring
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(7 und 64) ginstig in Bezug auf die inhibitorische Aktivitat im Vergleich zu dem
unsubstituierten Derivat 38 zu sein. Da 7 die LpINTPDase verglichen mit 64 starker
hemmte, scheint eine Sulfonat-Gruppe in meta/para-Position von der LplNTPDase

besser toleriert zu werden als in ortho-Position.

In einem nachsten Schritt wurde eine Reihe kleinerer Anthrachinon-Derivate der zuvor
beschriebenen Farbstoffe als LpINTPDase Inhibitoren untersucht. Diese Anthrachinon-
Derivate sind alle innerhalb unserer Arbeitsgruppe synthetisiert worden. Verschiedene
Substituenten an der 4-Aminoposition des Anthrachinon-Grundgeristes, einschliel3lich
aliphatischer (65 - 67) und verschiedener aromatischer Reste (35 und 68 - 84), wurden
eingefihrt. Die Derivate mit aliphatischen Substituenten zeigten eine geringere Inhibition
des Enzyms verglichen mit den kommerziell erhéltlichen Farbstoffen. Die Substitution mit
einem Propyl- und Phenethyl-Substituenten flhrte sogar zu einem vollstandigen
Aktivitatsverlust (0 %). Einfache aromatische Phenyl-Substitutionen wurden toleriert
(28 - 66 % Inhibition) ausgenommen die 2-Fluorphenyl- (69) und
4-(Diethoxyphosphoryl)methylphenyl-Reste  (76) (0 % Inhibition). Die potenteste
Verbindung aus dieser Reihe war das 4-Chlorphenyl-Derivat (70), welches die
LpINTPDase bei 30 pM zu 66 % (ICso =17,6 = 7,1 pM) hemmte. Dies deutet darauf hin,
dass ein lipophiler Substituent in der para-Position des Phenylrings gut toleriert wird. Die
Einflhrung eines weiteren aromatischen Rings (78) brachte keine Verbesserung der
inhibitorischen Aktivitat (28 %). Der Austausch eines Phenylringes gegen bizyklische
Substituenten wie Naphth-1-yl (PSB-06126 = 35, 62 % Inhibition, 1Cs, = 12,1 uM) und
Naphth-2-yl (79, 51 % Inhibition) konnte die Potenz der Verbindungen hingegen erhéhen.
Die Einfuhrung von sauren funktionellen Gruppen wie einer Sulfonat-Gruppe in
5- und 6-Position des Naphth-1-yl-Restes (entsprechend 82 und 83) oder einer Carboxyl-
Gruppe in 6-Position des Naphth-2-yl-Restes (80) waren nachteilig (Inhibitionen von 26 %,
30 % und 32 %), wohingegen eine Methyl-Gruppe in der 2-Position des Naphth-1-yl-
Restes (81) ebenfalls sehr gut von der Lp1NTPDase toleriert wurde (76 % Inhibition,
ICs50=13,6 £0,8 uM). Die Substitution an der 4-Aminoposition des Anthrachinon-
Grundgeriistes mit einem Phenanthren-9-yl-Restes (84) fuhrte zu der potentesten
Verbindung (90 % Inhibition, 1Csy = 4,24 + 0,54 uM) aus der untersuchten Serie.

Die Potenz der Testverbindungen nahm bei Zunahme der Ringgré3e von Phenyl (68,
37 %) uber Naphth-1-yl (35, 62 %) zu Phenanthren-9-yl (84, 90 %) substituierten
Verbindungen deutlich zu. Demnach scheint das bakterielle Enzym eine lipophile
Bindungstasche zu haben, in die sich sehr gut polyzyklische, aromatische Strukturen und

insbesondere ein Phenanthren-9-yl Rest (84) einpassen. Die wichtigsten Struktur-

114



4 Ergebnisse & Diskussion

Wirkungs-Beziehungen der Anthrachinon-Derivate sind nochmal in Abbildung 57

Zusam mengefasst.
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Abbildung 57:  Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Anthrachinon-Derivate an der
bakteriellen LpANTPDase. Dargestellt sind die Mittelwerte der LpINTPDase-Inhibition (%)
bei 30 uM, n = 3.

Die Einfihrung von noch groéReren, raumfiillenden, unpolaren Resten an der Position 4
des Anthrachinon-Grundgerustes konnte zu einer weiteren Steigerung der inhibitorischen
Aktivitat fuhren. Daher scheint die Synthese solcher Verbindungen ein vielversprechender
Ansatz fir zukinftige Forschungsarbeiten. Da die LpINTPDase beziglich ihrer Struktur
grol3e Ahnlichkeit zu der NTPDase2 aufweist®, ist es nicht verwunderlich, dass gleiche
Anthrachinon-Derivate (z.B. 84) als Inhibitoren identifiziert wurden. Die Untersuchung
weiterer, raumfillender Derivate mit unterschiedlichen Substituenten sollte né&here
Informationen Uber den Erhalt von selektiven Verbindungen gegentber der NTPDase2
liefern. Auch die Untersuchung potenter Verbindungen in Bezug auf die Hemmung des
bakteriellen Wachstums von L. pneumophila kbénnte ein interessantes Ziel folgender
Forschungsarbeiten darstellen. Abschlie3end bleibt zu erwédhnen, dass die Verbindung 84
aber als der potenteste bisher beschriebene LpINTPDase Inhibitor mit einem ICso-Wert
von 4,24 £0,54 uM identifiziert wurde, der selektiv gegenlber den humanen
NTPDasenl, -3 und -8 ist.
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4.3 Gewebe-unspezifische Alkalische Phosphatase
4.3.1 CDP-Star-Assay zur Aktivitatsbestimmung

4.3.1.1 Allgemeines

Fur die Aktivitatsbestimmung der TNAP sind eine Reihe von Screeningassays mit ihren
Vor- und Nachteilen geeignet (vergleiche Kapitel 4.4). In der vorliegenden Arbeit wurde
die Etablierung des CDP-Star-Assays, einer auf Lumineszenzmessung beruhenden und
daher sehr sensitiven Methode, zur Aktivitdtsbestimmung der TNAP wund der
Identifizierung neuer Inhibitoren ausgewahlt. Die im Folgenden aufgefiihrten Parameter

des Assays wurden nach der Beschreibung von Sergienko et al.***

optimiert, sodass sich
entsprechend die einzusetzenden Substratkonzentrationen und die optimale

Enzymkonzentration von der bereits veroffentlichten Methode unterscheiden.

4.3.1.2 Etablierung der Methode

Fir die Etablierung des CDP-Star-Assays sollte zundchst die optimale
Substratkonzentration von CDP-Star bestimmt werden. Es ist bekannt, dass kompetitive
Inhibitoren bei hohen Substratkonzentrationen schwieriger zu identifizieren sind, da das
Substrat mit dem Inhibitor um die gleiche Bindungsstelle konkurriert (vergleiche
Kapitel 1.3). Die lIdentifizierung nicht-kompetitiver und unkompetitiver Hemmstoffe ist
hingegen leichter bei Enzymsattigung durch das Substrat und entsprechend hohen
Substratkonzentrationen.™* Um mit dem in unserer Arbeitsgruppe neu etablierten Assay
mdglichst alle Inhibitorenklassen identifizieren zu koénnen, sollte die CDP-Star-
Konzentration gleich der ermittelten Michaelis-Menten-Konstante (Ky) gesetzt werden.
Um den Ky-Wert flr das Substrat CDP-Star zu bestimmen, wurde bei konstanter Enzym-
und DEA-Konzentration (Uberschuss) die Aktivitat der TNAP mit ansteigenden CDP-Star-
Konzentrationen ermittelt. Die Auftragung der gemessenen RLU gegen die CDP-Star-

Konzentrationen (uM) lieferte eine Sattigungskurve (siehe Abbildung 58).

Nach nichtlinearer Regression der erhaltenen Daten wurde ein Ky-Wert von 103 + 3 yM
bestimmt. Die CDP-Star-Konzentration wurde daher fur die weiteren Versuche auf 105 pM

festgesetzt.
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Abbildung 58: Michaelis-Menten-Diagramm fir CDP-Star (Ky-Wert =103 + 3 pM).
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler, n = 2.

Neben dem Substrat CDP-Star wurde DEA als Phosphatakzeptorsubstrat eingesetzt.
Auch fur dieses Substrat wurde der Ky-Wert bestimmt, um die geeignete Konzentration im
Assay einsetzen zu konnen. Dafir wurde bei konstanter Enzym- und CDP-Star-
Konzentration (= dem zuvor ermittelten Ky-Wert) die Aktivitat der TNAP mit ansteigenden
DEA-Konzentrationen gemessen. Die Darstellung der gemessenen RLU gegen die DEA-

Konzentrationen (mM) lieferte eine Sattigungskurve (siehe Abbildung 59).

Lumineszenz (RLU)

T T I 1
0 250 500 750 1000
[DEA], mM

Abbildung 59: Michaelis-Menten-Diagramm fir DEA (Ky-Wert =46,7 £ 11,7 mM).
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler, n = 4.
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Nach nichtlinearer Regression der erhaltenen Daten wurde ein Ky-Wert von
46,7 £ 11,7 mM (n = 4) bestimmt. Die DEA-Konzentration wurde daher fir die weiteren

Versuche auf 50 mM festgesetzt.

In einem nachsten Schritt wurde der letzte Parameter, die optimale Enzymkonzentration,
festgelegt. Hierzu wurde fiir jede neue Enzymcharge eine Enzymtitration durchgefihrt

(siehe exemplarisch Abbildung 60).

30000+

)

RLU

= 20000+

10000

Lumineszenz

0 I I I I 1
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

[TNAP], ng/pul

Abbildung 60: TNAP-Titration in Anwesenheit der optimalen CDP-Star- und DEA-
Konzentrationen. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler, n = 3.

Die Enzymkonzentration fur die weiteren Versuche wurde so gewahlt, dass ein
ausreichend grol3es Messfenster erhalten werden konnte, aber auch noch im linearen
Bereich des Substratumsatzes gearbeitet wurde. So wurden Enzymkonzentrationen

zwischen 0,01 und 0,02 ng/pl (je nach Charge) eingesetzt.

4.3.1.3 Validierung

Fur die Validierung des CDP-Star-Assays wurde zunachst der Z'-Faktor entsprechend
Kapitel 3.1.1.6 bestimmt. Es konnte fiur jede verwendete Enzymcharge ein Z"-Faktor von
> 0,6 ermittelt werden, sodass keine weiteren Optimierungen des Assays vorgenommen
werden mussten. Um zu zeigen, dass der neu etablierte Assay in unserem Labor
zuverlassige Ergebnisse liefert, wurde fir die weitere Validierung eine Konzentrations-

Inhibitions-Kurve fur Levamisol aufgenommen und der ICso-Wert bestimmt (Abbildung 61).
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Levamisol (21) ist in der Literatur*** als ein unkompetitiver Inhibitor der TNAP (vergleiche

Kapitel 1.5.2.1.3) mit einem ICso-Wert von 20 uM beschrieben.
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Abbildung 61: Konzentrations-Inhibitions-Kurve von Levamisol (21), ICsq = 15,2 + 4,3 uM.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler, n = 3.

Es wurde ein ICso-Wert von 15,2 + 4,3 uM ermittelt, der in der gleichen GréRenordnung
wie der in der Literatur beschriebene Wert liegt. Dies bestétigt, dass der neu etablierte
Assay reproduzierbare Ergebnisse liefert und fur die Identifizierung von Inhibitoren

eingesetzt werden kann.

4.3.1.4 Screening

In ersten Screeningversuchen wurden 192 Testverbindungen in Bezug auf ihre
inhibitorischen Aktivitdten bei einer Endkonzentration von 20 uM untersucht. Es handelte
sich um verschiedene in unserem Arbeitskreis synthetisierte Anthrachinon-Derivate,
Sulfonamide, Phenylbenzamidophenyl-sulfonate und —sulfonamide, Xanthin-Derivate und
einige aus anderen Arbeitskreisen zur Verfigung gestellte POMs, Rheniumcluster-
Verbindungen, Naturstoffextrakte und Phosphonsaure-Derivate. Verbindungen, die eine
Inhibition von = 70 % zeigten, wurden als Treffer definiert. Die Treffergrenze wurde so
hoch gewahlt, da nur sehr potente Verbindungen als neue Hemmstoffe identifiziert
werden sollten. Die Screeningergebnisse (Mittelwerte aus zwei bis funf Experimenten)
sind in Abbildung 62 dargestellit.
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Abbildung 62: Testergebnisse eines Screenings mit dem CDP-Star-Assay fur die TNAP.
192 Testverbindungen wurden bei einer Endkonzentration von 20 uM getestet und die
Enzyminhibition (%) berechnet (Mittelwert, n=2-5). Substrat: 105 uM CDP-Star.
Gestrichelte Linie: Treffergrenze potenter Verbindungen (70 % Inhibition). Sechs
Verbindungen konnten als Inhibitoren der TNAP identifiziert werden.

Von den 192 Testverbindungen wurden sechs POMs (16, 50, 54, 56, 58 und 59) als
potentielle Inhibitoren der TNAP identifiziert und néher charakterisiert. Fur die Strukturen

der Metallkomplexe siehe Abbildung 51.

4.3.1.5 Aktive Polyoxometalate

Fir die POMs 16, 50, 54, 56, 58 und 59 wurden Konzentrations-Inhibitions-Kurven
aufgenommen und die K-Werte mithilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung'® bestimmt, da ein
kompetitiver Hemmmechanismus angenommen werden kann (vergleiche Kapitel 4.3.1.6).

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 15 zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 15: ° K-Werte der untersuchten POMs fiir die humane TNAP

Verbindung Ki+*SEM (UM), n=3 Verbindung K i£SEM (uM), n =3
49 > 10 (23 %)? 56 2,27 +0,12
50 3,45+0,17 57 > 10 (51 %)?
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Tabelle 15 (Fortsetzung)

51 > 10 (34 %)® 58 3,06 + 0,04
16 5,35+ 0,35 59 3,33+0,38
52 > 10 (26 %)? 60 > 10 (17 %)?
53 > 10 (56 %)* 61 >10 (21 %)°
54 3,85+0,12 62 > 10 (12 %)?
55 > 10 (18 %) 63 > 10 (19 %)?

 Mittelwerte der Inhibition (%) bei 20 uM (n = 3)

Fur die sechs POMs wurden ICs-Werte im niedrigen mikromolaren Bereich bestimmt
(4,54 bis 10,7 uM), wobei die Verbindung 56 als potentester Inhibitor identifiziert wurde
(Konzentrations-Inhibitions-Kurve siehe Abbildung 63). Die zehn weiteren POMs und
Rheniumcluster-Verbindungen, die bereits in Kapitel 4.1.2.6 beschrieben wurden,
inhibierten die TNAP zu < 70 % bei einer Konzentration von 20 uM, sodass fir sie keine

Konzentrations-Inhibitions-Kurven aufgenommen wurden.

H
N (o2} (0] o
A R

Restaktivitdt TNAP (%)
N
?

0 | | | | T 1
10® 107 10 10° 104 10°% 10°
[56], M

Abbildung 63: Konzentrations-Inhibitions-Kurve von POM 56 an der humanen TNAP
(Ki-Wert = 2,27 £ 0,12 uM). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler, n = 3.
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Die Verbindung 56 zeigt mit einem Ki-Wert von 2,27 + 0,12 uM eine hohere inhibitorische

Aktivitat als der bisher bekannte Standardinhibitor Levamisol.

Der Einfluss von POMs auf die Aktivitat der humanen TNAP wurde erstmals in der
vorliegenden Arbeit untersucht. Bisher wurden Testergebnisse fir finf POMs (49, 56, 57,
58 und 59) bezuglich ihrer inhibitorischen Aktivitdit gegentber der alkalischen
Phosphatase aus der Schweineniere verdffentlicht.'*® Die Untersuchungen wurden
mithilfe des spektroskopischen Standardassays mit para-Nitrophenylphosphat als
Substrat im Plattenformat durchgefihrt. Im Vergleich zu den Testergebnissen an der
humanen TNAP, zeigten die Verbindungen stéarkere Inhibition der alkalischen
Phosphatase aus der Schweineniere mit K-Werten im nanomolaren Bereich
(0,235 pM - 0,315 pM). Die Unterschiede kdnnten eventuell durch Speziesunterschiede
erklarbar sein. Weitere Untersuchungen sind jedoch notwendig, da in beiden Assays ein

Alternativsubstrat und nicht das naturliche Substrat zum Einsatz kam.

4.3.1.6 Hemmmechanismus der Polyoxometalate (POMS)

Die Verbindung 56 wurde als potentestes POM der untersuchten Serie identifiziert und
daher ausgewahlt, um stellvertretend den Hemmmechanismus der POMs gegeniber der

TNAP zu untersuchen. Das Lineweaver-Burk-Diagramm ist in Abbildung 64 dargestellit.

0.0003+

® OuM
A 3uM
6 UM
[ I T 1
-0.050 -0.025 0.000 0.025 0.050
1/[S]
Abbildung  64: Lineweaver-Burk-Plot in  Anwesenheit unterschiedlicher 56-

Konzentrationen (0 uM, 3 UM und 6 uM). Der Schnittpunkt der drei Geraden auf der
Y-Achse deutet auf einen kompetitiven Hemmmechanismus hin. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler, n = 3.
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Die drei Geraden (verschiedene Inhibitorkonzentrationen) im Lineweaver-Burk-Plot
schneiden die Ordinate im gleichen Schnittpunkt (gleicher v, sodass ein kompetitiver
Hemmmechanismus angenommen werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde somit

erstmals der Hemmmechanismus der POMs an der humanen TNAP ermittelt.

4.3.1.7 Selektivitatsuntersuchungen der Polyoxometa  late und

Rheniumcluster-Verbindungen

Fur Selektivitatsuntersuchungen wurden die 16 POMs und Rheniumcluster-Verbindungen
hinsichtlich ihrer inhibitorischen Aktivitdt an den humanen NTPDasenl, -2, -3 und -8
(siehe Kapitel 4.1.2.6), den NPPs 1-3 und der eN in unserer Arbeitsgruppe untersucht.

[ 235

Die Ergebnisse wurden ausfuhrlich zusammen mit Lee et a in einer Publikation

zusammengefasst und diskutiert. Fir die Untersuchungen wurden die durch
Konzentrations-Inhibitions-Kurven erhaltenen ICso-Werte mithilfe der Cheng-Prusoff

Gleichung'®® in die Ki-Werte umgerechnet.
Fur kompetitive Inhibition:
Ki=1Cso/ (1 +[S]) / Kin)

(wobei [S] = Substratkonzentration (UM) und Ky = Michaelis-Menten Konstante (UM))

Fir nicht-kompetitive Inhibition (Annahme a = 1)*:
Ki = 1Cs

Fur schwach potente Verbindungen wurden keine Konzentrations-Inhibitions-Kurven
aufgenommen, die ICso-Werte gleich der maximal getesteten Inhibitorkonzentration

gesetzt und die entsprechenden Ki-Werte berechnet.?*

Um die Selektivitdt jeder Testverbindung fir ein bestimmtes Enzym zu bewerten und
grafisch darzustellen, wurden die Ki-Werte in pKi-Werten (= -log K;) ausgedriickt. Die

Abbildung 65 veranschaulicht die Ergebnisse.
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Abbildung 65: **° Selektivitat der Inhibition verschiedener Ectonucleotidasen durch die
POMs 16 und 49 - 59 und die Rheniumcluster-Verbindungen 60 - 63. Dargestellt sind die
Mittelwerte der pKi-Werte + Standardfehler. Die grinen Balken zeigen die aus den
ICso-Werten berechneten pKi-Werte. Die grauen Balken demonstrieren die maximal
maglichen pKi-Werte, die aus den jeweils hochsten eingesetzten Inhibitorkonzentrationen
mithilfe der Cheng-Prusoff Gleichung fur kompetitive und nicht-kompetitive Inhibitoren
berechnet worden sind (maximale pKi-Werte fir die humanen NTPDasen, 4,70 uM,;
humane NPPs, 5,00 uM; humane TNAP, 5,00 uM; Ratten eN, 4,00 uM). # Keine Daten
verflugbar, da die Verbindung 59 die eN aktiviert. * p < 0,05.
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Mit Ausnahme der Verbindungen 52 und 55 inhibierten alle untersuchten Verbindungen
die humane NPP1 selektiv gegeniiber den anderen Ectonucleotidasen (P < 0,05). Der
Metallkomplex 52 inhibierte die humane NTPDasel selektiv (P < 0,05) mit einem K;-Wert
im niedrigen nanomolaren Bereich (K; = 3,88 £ 1,4 nM). Diese Verbindung ist somit der
potenteste bisher identifizierte NTPDasel-Inhibitor. FUr die NTPDase2, NTPDase3,
NTPDase8, NPP2, NPP3, TNAP und eN konnte aus den untersuchten Verbindungen kein
selektiver Inhibitor identifiziert werden. Die Verbindung 55 zeigte eine sehr hohe
inhibitorische Aktivitat gegentber der NTPDasel (K;= 28,0 +4,6 nM), der NTPDase2
(Ki=21,8 £ 5,8 nM), der NTPDase3 (Ki=77,7+£13 nM) und der NPP1
(Ki=24,5+0,9nM) und konnte daher in zukinftigen Forschungsarbeiten als nicht-

spezifischer Pan-Inhibitor dieser Ectonucleotidasen eingesetzt werden.?*®

Die Ergebnisse der Untersuchung liefern neue grundlegende Erkenntnisse Uber die
Interaktion zwischen POMs und strukturell &hnlichen Rheniumcluster-Verbindungen und
den Ectonucleotidasen. Die als potente Inhibitoren der NTPDasel und NPP1
identifizierten Verbindungen konnten dartiber hinaus als pharmakologische Werkzeuge
dienen, um die pathophysiologische und physiologische Rolle dieser Ectonucleotidasen

besser zu verstehen.?®
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4.4 Vor- und Nachteile verschiedener Assays zur

Aktivitatsbestimmung von Ectonucleotidasen

37 ein Ubersichtsartikel der Assays zur Aktivitatsbestimmung

Kdrzlich wurde von Yegutkin
von Ectonucleotidasen und ihren Vor- und Nachteilen veroffentlicht. Allerdings sind dort
die in der vorliegenden Arbeit etablierten FP-Assays und der CDP-Star-Assay nicht
diskutiert. Demnach sollen im Folgenden die Vor- und Nachteile der bisher haufig
verwendeten und in der vorliegenden Arbeit etablierten Assays zur Aktivitatsbestimmung
von NTPDasen und APs (Malachitgriin-, CE-, Radioaktiv-, Luciferase-, Enzym-
gekoppelter-, Titrationskalorimetrie-, FP-, para-Nitrophenylphosphat- und CDP-Star-
Assay) ausfuhrlicher diskutiert und abschliel3end (Kapitel 4.4.10) einander vergleichend

gegeniber gestellt werden.

4.4.1 Malachitgriin-Assay

Der Malachitgriin-Assay ermdglicht es, die bei der Enzymreaktion freigesetzte
Phosphatmenge mittels einer Absorptionsmessung zu quantifizieren (vergleiche
Kapitel 3.1.1). Aufgrund der einfachen Handhabung lasst er sich in Mikrotiterplatten
durchfihren und erlaubt somit einen hohen Probendurchsatz, da eine Platte schon nach
nur insgesamt 30-mindtiger Inkubationszeit gemessen werden kann. Zudem sind die
Kosten der zu verwendenden Reagenzien sehr gering. Allerdings weist der Assay auch
einige Nachteile auf. So wird nur das bei der enzymatischen Reaktion als Nebenprodukt
entstehende Phosphat detektiert, nicht aber das Hauptprodukt, die Nucleotide.
Phosphatkontaminationen (= hohe Hintergrundsignale) sind nicht vollstandig vermeidbar,
da Phosphat beispielsweise bereits in groRen Mengen in Wasser enthalten sein kann. Es
ist ein hoher Substratumsatz notwendig, um ein gutes Signal-Rausch-Verhéaltnis zu
erhalten; somit ist der Einsatz hoher Substratkonzentrationen erforderlich. Aufgrund der
Absorptionsmessung bei 623 nm koénnen zudem farbige Testverbindungen oder
Pflanzenextrakte die Messung stéren. Kiirzlich wurde von Feng et al.?®® beschrieben, dass
hydrophobe Amine wie Papaverin, Sildenafil oder Chinin mit dem klassischen
Malachitgriinassay interferieren. Bei diesem wird die Malachitgrinlésung nach der
schwefelsauren ~ Ammoniummolybdatlosung zu  der Phosphat enthaltenden
Reaktionslésung gegeben. So kdnnen viele Falsch-Positive Ergebnisse erzeugt werden.
In der sauren Reaktionslésung bilden sich zwischen dem hydrophoben Amin (protoniert)
und dem Phosphormolybdat reversible Komplexe uber ionische und hydrophobe
Wechselwirkungen. Diese Komplexe aggregieren irreversibel vor der Zugabe der

Malachitgriinldsung. Als Folge ist das Phosphormolybdat nicht mehr zugénglich fur das
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Malachitgrinmolektl, und trotz des Vorhandensein von Phosphat ist keine Grin-
blaufarbung der Lésung detektierbar.?®® Somit wird eine Substanz falschlicherweise als
potenter Inhibitor identifiziert. Auch in den ersten Versuchen dieser Arbeit mit dem
Malachitgriin-Assay wurde die klassische Methode verwendet. Es soll hier beispielhaft
eine vermeintliche Konzentrations-Inhibitions-Kurve des Chinin-HCI gezeigt werden (siehe
Abbildung 66).
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Abbildung 66: Mit dem klassischen Malachitgrin-Assay aufgenommene, vermeintliche
Konzentrations-Inhibitions-Kurve von Chinin-HCI fur die humane NTPDase2.

Gibt man jedoch zunédchst die Malachitgrinlésung und anschlieBend die
Ammoniummolybdatldsung zu dem Reaktionsansatz, dann lasst sich keine Inhibition
mehr detektieren. Bei der neu vorgeschlagenen Assaydurchfiihrung®® konkurriert
Malachitgriin mit dem Amin um die Komplexbildung mit dem Phosphormolybdat. Der
Komplex zwischen Malachitgriin und Phosphormolybdat wird vorzugsweise gebildet bevor
es zur Aggregation des Phosphormolybdats und des hydrophoben Amins kommen
kann.?*® Der Malachitgriin-Assay wurde in dieser Arbeit dementsprechend umgestellt und

so fur alle gezeigten Ergebnisse eingesetzt.

4.4.2 Kapillarelektrophorese-Assay

Bei CE-Assays werden Substrate und Produkte einer Enzymreaktion elektrophoretisch
getrennt und Uber ihre Peakflachen quantifiziert. In der vorliegenden Arbeit wurde eine

Methode zur Trennung von ADP und AMP etabliert (vergleiche Kapitel 4.2.1). Es sind nur
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minimale Volumina der Testproben notwendig, die natlrlichen Substrate und Produkte
werden detektiert und ein automatisiertes HTS ist méglich.'® Dennoch ist es eine sehr
zeitaufwendige Methode und aufgrund geringer Sensitivitat der haufig verwendeten CE-
UV-Detektoren, missen hohe Substratkonzentrationen eingesetzt werden. Daher stellt die

CE-Methode zur Zeit noch nicht die optimale Wahl fiir HTS-Kampagnen dar.

4.4.3 Radioaktive Assays

Der Vorteil radioaktiver Assays, bei welchen das Substrat radioaktiv markiert ist, liegt in
einer hohen Sensitivitat, was das Arbeiten mit Substratkonzentrationen im niedrig
nanomolaren Bereich ermdglicht. Allerdings mdchten immer mehr Pharmaunternehmen
und akademische Institute Radioassays aufgrund des damit verbundenem
Radioaktivabfalls, der vielen Sicherheitsauflagen und der Strahlenexposition der
Mitarbeiter vermeiden.'®?!® Die radioaktive DC-Methode ist zudem sehr zeitaufwendig
und teuer, sodass sie nicht gut fir HTS-Kampagnen geeignet ist. Eine neue Methode zur
Aktivitatsbestimmung der eN wurde kiirzlich von Freundlieb et al.**® beschrieben, bei
welcher [*HJAMP als Substrat eingesetzt wird. Das bei der Enzymreaktion entstehende
radioaktive Adenosin wird durch das Ausféllen des nach der Reaktion noch Ubrig
gebliebenen Substrates getrennt und quantifiziert. Das Screening von Verbindungen im

Hochdurchsatz kénnte so méglich werden.

4.4.4 Luciferase-Assay

Vorteile des Luciferase-Assays zur Detektion des ATP-Verbrauchs sind, dass die Signale
selten durch Testverbindungen gestort werden und der Assay sehr einfach und
kostengiinstig im Mikrotiterplattenformat durchfiihrbar ist.?**** Allerdings ist bei dieser
Methode eine hoher Substratumsatz notwendig, um ein ausreichend grofRes Signal-

Rausch-Verhdltnis zu erhalten.”*#?%

4.4.5 Enzym-gekoppelte Assays

Bei der Verwendung Enzym-gekoppelter Assays, wie der fluoreszenzbasierten Methode
zur Quantifizierung der bei der Enzymreaktion entstandenen Phosphatmenge mithilfe der
Meerrettichperoxidase und Amplex® Red, kann die zu untersuchende Testverbindung
neben dem untersuchten Enzym von Interesse auch mit einem der anderen Enzyme

interferieren und somit zu falschen Ergebnissen fihren. Daher ist dieser gekoppelte
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Enzymassay fiir HTS-Kampagnen nicht unbedingt empfehlenswert.*****® Zudem wird wie
beim Malachitgriin-Assay nicht das eigentliche Produkt der Enzymreaktion detektiert.
Vorteilhaft ist allerdings, dass der Assay im Mikrotiterplattenformat durchfihrbar ist und

somit einen hohen Probendurchsatz ermdglicht.

4.4.6 Isotherme Titrationskalorimetrie

Ein grofRer Vorteil der isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) liegt darin, dass die
natirlichen Substrate und nativen Enzyme unter physiologischen Bedingungen eingesetzt
werden kdnnen. Zudem stéren weder farbige Inhibitoren das Assaysignal noch missen
Substrat und Produkt getrennt werden (wie z. B. bei der DC oder CE). Auch die Aktivitaten
verschiedener Enzyme oder ganzer Enzym-Signalwege sind gleichzeitig messbar.?*?
Allerdings ist die ITC-Methode aufgrund des Zeitaufwandes und einem geringen
Probendurchsatz bei den bisher zur Verfiigung stehenden Messgeraten nicht optimal fur
ein HTS geeignet, konnte aber fur die Verifizierung von aktiven Verbindungen verwendet

werden. 8’243

4.4.7 Fluoreszenzpolarisationsimmunoassays

Eine neue auf Fluoreszenzpolarisationsmessungen beruhende Methode zur
Aktivitatsbestimmung der NTPDasen wurde in dieser Arbeit etabliert. Im Allgemeinen lasst
sich die Methode fir alle ADP-, AMP- oder GMP-bildende Enzyme anwenden. Die FP-
Assays ermdglichen die  direkte  Detektion der Reaktionsprodukte im
Mikrotiterplattenformat. Aufgrund ihrer hohen Sensitivitat ist der Einsatz sehr geringer
Substratkonzentrationen (< Ky-Werte) moglich. Die natirlichen Substrate sind
verwendbar und das geringe Probenvolumen von 10pl spart kostbare
Enzympraparationen und Testverbindungen. Z'-Faktoren =0.70 zeigen, dass die FP-
Assays sehr robust und somit optimal fir HTS-Kampagnen geeignet sind. Nachteilig bei
Verwendung dieser Methode ist, dass die Antikérper und Tracer zur Herstellung der
Detektionslosungen relativ teuer sind (~0,30 €/Datenpunkt). Zudem ist die kinetische
Charakterisierung der Enzyme mit den FP-Assays zwar moglich, allerdings nicht sehr
genau. Die FP-Assays sind hoch sensitiv, da die notwendige Antikdrperkonzentration der
verwendeten Substratkonzentration optimal angepasst wird. Werden fiur die kinetische
Charakterisierung eines Enzyms nun verschiedene Substratkonzentrationen eingesetzt
bedeutet dies, dass auch entsprechend fir jede Substratkonzentration die optimale

Antikdrperkonzentration ermittelt und verwendet werden muss. Die bendtigte
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Antikérpermenge fir den ADP-FP-Assay lasst sich mithilfe einer Geradengleichung (siehe
Kapitel 3.1.2.2) noch relativ leicht berechnen. Fir den AMP-FP-Assay jedoch muss die
optimale Antikérperkonzentration fir jede Substratkonzentration mittels Titration ermittelt

werden, sodass eine grol3e Menge des teuren Antikdrpers eingesetzt werden muss.

4.4.8 para-Nitrophenylphosphat-Assay

Bei dem zur Aktivitatsbestimmung der APs haufig verwendeten
para-Nitrophenylphosphat-Assay wird das Substrat zu dem gelben para-Nitrophenolat
umgesetzt. Der Assay ermdglicht zwar ein Screening im Mikrotiterplattenformat und somit
einen hohen Durchsatz, allerdings weist er auch erhebliche Nachteile auf. Viele kleine
Molekile absorbieren bei der Auswertungswellenlange von 405 nm, welches bei einem
HTS fehlerhafte Ergebnisse liefern kann. Zudem ist die spezifische Aktivitdt der TNAP
gegentber dem nicht natirlichen Substrat sehr gering, sodass der Einsatz hoher

Enzymkonzentrationen notwendig ist.***

4.4.9 CDP-Star-Assay

Der sehr sensitive CDP-Star-Assay, der ebenfalls zur Aktivitdtsbestimmung von APs
Einsatz findet und in der vorliegenden Arbeit erfolgreich etabliert wurde, ist schnell und
einfach in Mikrotiterplatten durchfihrbar und ermdglicht somit HTS. Zudem ist es ein
sensitiver Lumineszenzassay, sodass Storungen von Testverbindungen unwahrscheinlich
sind. Allerdings muss die Kompetition eines Inhibitors mit dem relativ grofen CDP-Star-
Substrat nicht zwingend bedeuten, dass die Verbindung auch in der Lage ist die Bindung
des viel kleineren, natiirlichen Substrates PP; kompetitiv zu inhibieren.'** Daher kénnten
weitere Tests erforderlich sein, um dann abschliel3end einen potentiellen Inhibitor der APs

mit dem natirlichen Substrat als solchen zu verifizieren.*>?

4.4.10 Vergleich der Assays

Nicht jeder der zuvor aufgefihrten Assays ist fur die Aktivitatsbestimmungen von
NTPDasen, APs, eN und NPPs geeignet. Die folgende Tabelle soll eine Ubersicht geben,
wobei die Eignung eines Assays zur Aktivitdtsbestimmung des entsprechenden Enzyms

mit einem (+) und die Nichteignung entsprechend mit einem (-) markiert ist.
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Tabelle 16 (modifiziert nach Yegutkin 2014)*’: Eignung der wichtigsten Assays zur
Aktivitdtsbestimmung verschiedener Ectonucleotidasen.

Enzymassays NTPDasen APs eN NPPs
Malachitgriin-Assay + + + -
FP-Assay + + - +
CE-Assay + + + +
CDP-Star-Assay - + - -
Radioaktiv-Assays + + + +
Luciferase-Assays + + + +
Enzym-gekoppelter Resorufin-Assay + + + -
ITC + + + +
p-Nitrophenylphosphat-Assay - + - -

FP, Fluoreszenzpolarisation; CE, Kapillarelektrophorese; ITC, isotherme Titrationskalori-
metrie

Die zwei Enzymassays mit den Alternativsubstraten CDP-Star und p-Nitrophenylphosphat
sind ausschlieBBlich fir die Aktivitatsbestimmung der APs geeignet. Des Weiteren
ermdglichen die Assays zum Nachweis von Phosphat (Malachitgriin- und Enzym-
gekoppelter Resorufin-Assay) keine Aktivitatsbestimmung von NPPs, da aus den
enzymatischen Reaktionen Diphosphat (Substrat=ATP) als Reaktionsprodukt

hervorgeht.

Neben der Eignhung eines Assays zur Aktivitdtsbestimmung des Enzyms von Interesse
sind einige Parameter fir ein HTS wichtig. Neben den Kosten, der Durchflhrbarkeit im
Plattenformat (= hoher Probendurchsatz in kurzer Zeit) und der Sensitivitat spielen die
Verwendung des natirlichen Substrates und die Mdglichkeit des direkten
Produktnachweises eine entscheidende Rolle. In der nachfolgenden Tabelle sind die fir
ein HTS wichtigen Parameter eines Assays aufgefuhrt und fir die in dieser Arbeit naher

vorgestellten Assays als zutreffend (+) oder nicht zutreffend (-) bewertet.
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Tabelle 17:2%" Ubersicht der in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Enzymassays und
der Beurteilung der fir ein HTS wichtigen Parameter

Enzymassays Kosten- Platten- Sensitiv® Natiirliches Direkter Nachweis
gunstig ®  format Substrat des Produktes

Malachitgriin- + + - + -

Assay

FP-Assay - + + + +

CE-Assay + - - + +

CDP-Star- + + + - +

Assay

Radioaktiv- - -/+C + + +

Assays

Luciferase- + + - + -

Assays

Enzym- - + - + -

gekoppelter

Resorufin-

Assay

ITC + - - + -

p-Nitrophenyl- + + - - +

phosphat-Assay

%< 0,10 €/Datenpunkt fur die Substrate und Detektionsreagenzien (falls erforderlich);
b Substratkonzentration < Ky-Wert einsetzbar und trotzdem eine sensitive Messung der
Enzymaktivitat moglich; © Wahrend ein TLC-Assay nicht fur eine Anwendung im HTS
geeignet ist, kann der kirzlich beschriebene Assay von Freundlieb et al®®. zur
Aktivitdtsbestimmung der eN durchaus in einem Hochdurchsatzscreening mit der
entsprechend dafir benétigten Laborausstattung Anwendung finden.

Jeder der in dieser Arbeit vorgestellten und verwendeten Assays zeigt Vor- und Nachteile.
Welcher Assay fir die Testung von Verbindungen in Bezug auf ihre inhibitorische Aktivitat
gegeniuber den NTPDasen und APs verwendet werden sollte, muss demnach individuell
fur die entsprechend gewtnschte Anwendung und die Ziele ausgewahlt werden. Fir HTS
grol3er Substanzbibliotheken bei Verwendung der isolierten Enzyme sind sicherlich der
kostengiinstige Malachitgriin- und CDP-Star-Assay empfehlenswert, die beide einen
hohen Probendurchsatz ermdglichen. Zudem beruht der CDP-Star-Assay auf einer
Lumineszenzmessung, welche weitaus sensitiver ist als die Absorptionsmessung bei
Verwendung des p-Nitrophenylphosphat-Assays. Fur die Verifizierung potenter

Verbindungen hingegen kann der CE-Assay optimal geeignet sein, da er den Einsatz der
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natirlichen Substrate und den direkten Nachweis des Produktes ermdglicht. Die neu
etablierten FP-Assays vereinen die meisten Vorteile. Allerdings kénnten die (zur Zeit

noch) relativ hohen Kosten den Einsatz als neuen Standardassay erschweren.
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5 Zusammenfassung

Ectonucleotidasen  werden ubiquitar im Korper exprimiert und sind an vielen
physiologischen und (patho)physiologischen Prozessen beteiligt. Sie sind daher als
potentielle Arzneistofftargets von grofdem Interesse (z.B. in der Krebsbehandlung oder
der antimikrobiellen Therapie). Fir die Entwicklung neuer Wirkstoffe ist es jedoch wichtig,
die genaue Funktion der unterschiedlichen Enzymsubtypen zu kennen und zu verstehen.
Inhibitoren koénnen hierbei als pharmakologische Werkzeuge dienen und zur Target-
Validierung verwendet werden. Bisher sind nur wenige und nicht sehr potente Inhibitoren
beschrieben worden. Um neue Hemmstoffe zu identifizieren, werden geeignete

Methoden zur Aktivitatsbestimmung  bendétigt.

Malachitgriin-Assay

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher der Malachitgriin-Assay fur die
Aktivitdtsbestimmung  der humanen NTPDasel, -2, -3 und -8 etabliert, erfolgreich auf
eine Roboteranlage Ubertragen und validiert (Z'-Faktoren >0,70). Er ermdglicht die
Detektion des bei der Enzymreaktion entstehenden Phosphats. In einem ersten High-
throughput  Screening (HTS) wurden  verschiedene  Substanzbibliotheken
(insgesamt 3800 Testverbindungen) zur Identifizierung inhibitorisch aktiver Verbindungen
getestet (Z'-Faktoren =0,79). Vier Treffer wurden naher charakterisiert: LE 135
(32), Resveratrol (33), Tamoxifencitrat (34) und PSB-06126 (35) wurden als selektive
Inhibitoren einzelner NTPDase-Subtypen mit [ICs-Werten im mikromolaren Bereich
identifiziert (siehe Abbildung 67).
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32, LE 135 33, Resveratrol 34, Tamoxifencitrat 35, PSB-06126
NTPDase1: ICso > 20 uM NTPDase1: IC5 > 20 uM NTPDase1: IC5o = 11,9 uM NTPDase1: IC50 > 20 UM
NTPDase2: IC5¢ = 19,6 uM NTPDase2: IC5y = 2,71 yM NTPDase2: IC5q < 20 M NTPDase2: IC5, = 5,87 yM
NTPDase3: IC5q < 20 uM NTPDase3: ICso > 20 UM NTPDase3: IC5o = 30,2 uM NTPDase3: IC5, = 16,5 yM
NTPDase8: ICs > 20 uM NTPDase8: IC5q > 20 uM NTPDase8: IC5, = 49,5 uM NTPDase8: IC50 > 20 uM

Abbildung 67: Die neu identifizierten Inhibitoren der humanen NTPDasel, -2, -3 und -8
LE 135 (32), Resveratrol (33), Tamoxifencitrat (34) und PSB-06126 (35)
(ICso = Mittelwerte, n = 3).
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Als potentester und selektiver Inhibitor der humanen NTPDase2 mit unkompetitivem
Hemmmechanismus wurde Resveratrol (33) mit einem ICs-Wert von 2,71 uyM
charakterisiert. Aufgrund der Identifizierung von PSB-06126 als Inhibitor der humanen
NTPDase2 und -3, wurden weitere Anthrachinon-Derivate auf ihre inhibitorische Aktivitat
an den NTPDasen untersucht. Darauf basierend konnten erste Struktur-Wirkungs-

Beziehungen fir Verbindungen, die sich in ihrer Substitution an der 4-Poistion des
Anthrachinon-Grundgerustes unterscheiden, fiur die humanen NTPDasenl, -2 und -3
abgeleitet werden (die Verbindungen waren inaktiv an der NTPDase8). In Tabelle 18 sind
die Ergebnisse zusammengefasst, wobei die fur die inhibitorische Aktivitdt wichtigen

Strukturmerkmale mit einem Hackchen markiert sind.

Tabelle 18: Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Anthrachinon-Derivaten an den
humanen NTPDasenl, -2 und -3.

O HN.

R
R NTPDasel NTPDase2 NTPDase3
Grol3e Reste v v -
Flexible aromatische Reste mit v v -
lipophilen Substituenten
Starre, polyzyklische Aromaten - v -
Saure, funktionelle Gruppen - - v

Als potenteste Anthrachinon-Derivate  der untersuchten Serie wurde 37 fur die humane
NTPDasel (ICso= 4,07 uM), 45 fir die humane NTPDase2 (ICso = 0,83 uM) und 38 fiir die
humane NTPDase3 (ICso = 0,39 pM) identifiziert (siehe Abbildung 68).
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NTPDase1: IC5y = 4,07 uM NTPDase1: IC50 <2 M NTPDase1: IC5q > 2 uM \(
NTPDase2: IC59 = 1,08 uM NTPDase2: IC5, = 0,83 uM NTPDase2: ICsq > 2 uM Cl
NTPDase3: ICsq > 2 uM NTPDase3: IC5 > 2 uM NTPDase3: IC5q = 0,39 uM
NTPDase8: IC5¢ > 2 uM NTPDase8: IC5¢ > 2 uM NTPDase8: IC5¢ > 2 uM

Abbildung 68: Die potentesten, identifizierten Anthrachinon-Derivate an der humanen
NTPDasel (37), NTPDase2 (45) und NTPDase3 (38) (ICso = Mittelwerte, n = 2 - 3).
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Fluoreszenzpolarisationsimmunoassays

Neben dem Malachitgriin-Assay konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit neue, auf
Fluoreszenzpolarisationsmessungen beruhende Methoden zur Aktivitdtsbestimmung
der NTPDasel, -2, -3 und -8 entwickelt und validiert (Z-Faktor 2 0.70) werden. Diese
Assays ermdoglichen die direkte Quantifizierung der bei der Enzymreaktion
entstehenden Produkte ADP oder AMP im 384-Loch-Format . Das gebildete Nucleotid
verdrangt einen entsprechenden Fluoreszenz-markierten Nucleotidtracer von einem
spezifischen Antikérper, wodurch es zu einer Anderung der Fluoreszenzpolarisation (FP)
kommt. Diese neu etablierte Methode ist sehr sensitiv. und der Einsatz von
Substratkonzentrationen (20 uM ATP oder 10 uM ADP) im Bereich oder unterhalb der fur
die Enzyme ermittelten Ky-Werte ist dadurch problemlos mdglich. Dies erleichtert die
Identifizierung kompetitiver Hemmstoffe und ermdglicht die Durchfiihrung Fragment-
basierter Screeninganséatze in zuklnftigen Forschungsarbeiten. Durch optimierte
Antikorper- und Enzymkonzentrationen kénnen 2 uM ADP und 1 pM AMP reproduzierbar
detektiert werden (bei 10 % Substratumsatz). In einem ersten exemplarischen Screening
wurden > 400 Arzneistoffe in Bezug auf ihre inhibitorische Aktivitdt gegenuber der
humanen NTPDase3 (Z'-Faktor: 0,87) untersucht und zwei Verbindungen als potentielle
Inhibitoren identifiziert , wobei eine als Inhibitor bestéatigt werden konnte (Liothyronin
(46)). Die vorgestellten Ergebnisse wurden bereits von uns publiziert (Fiene et al.?!").
Auch die mithilfe des Malachitgriin-Assays als Inhibitoren identifizierten und naher
charakterisierten Verbindungen konnten mit den FP-Assays bestéatigt werden. Des
Weiteren fuhrten Untersuchungen von Polyoxometalaten (POMs) und Rheniumcluster-
Verbindungen zur Identifizierung des potentesten , bisher beschriebenen NTPDasel-
Inhibitors 52 (K1p[C04(H20)2(PW¢0Oa34)2]-22 H,O) mit einem K;-Wert von 3,88 nM. Die
gezeigten Ergebnisse wurden ebenfalls bereits von uns publiziert (Lee und Fiene et al.).*®
Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Resultate zeigen, dass die neuen FP-Assays
optimal fir das Screening von Substanzbibliotheken sowie die Aufnahme von

Konzentrations-Inhibitions-Kurven geeignet sind.

Kapillarelektrophorese-Assay

Fur die Aktivitatsbestimmung der bakteriellen LpANTPDase aus Legionella pneumophila
wurde in der vorliegenden Arbeit erfolgreich ein Kapillarelektrophorese-Assay (CE-Assay )
entwickelt. Er erméglicht es, das bei der Enzymreaktion gebildete AMP elektrophoretisch
vom Substrat ADP (500 uM) zu trennen und die entsprechenden Konzentrationen Uber

die Peakflachen zu quantifizieren. Kommerziell erhaltliche ,Reactive Blue“-Farbstoffe (7,
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38, 64) und strukturell verwandte Anthrachinon-Derivate (65 - 84) wurden in Hinblick auf
ihre inhibitorische Aktivitdt gegentiber der LpINTPDase untersucht und Struktur-
Wirkungs-Beziehungen analysiert. FuUnf Testverbindungen konnten als neue
LpINTPDase-Inhibitoren mit ICso-Werten im niedrig mikromolaren Bereich identifiziert
werden. Grol3e, lipophile Reste in der 4-Position des Anthrachinon-Grundgerustes
erhdhen die inhibitorische Aktivitat. Die Verbindung 84 mit einem 9-Phenanthryl-Rest in
der 4-Position wurde als potentester Inhibitor der LpINTPDase mit einem ICso-Wert von
4,24 uM identifiziert (siehe Abbildung 69). Sie ist selektiv gegentber den humanen
NTPDase3 und -8 und ebenfalls ein potenter Inhibitor der humanen NTPDase2, die eine

groRe strukturelle Ahnlichkeit zu der LpINTPDase aufweist.

Lp1NTPDase: IC5, = 4,24 pyM

NTPDase1: -7 %
NTPDase2: 56 %
NTPDase3: -5 %
NTPDase8: 6 %

Abbildung 69: Potentester identifizierter Lp1INTPDase-Inhibitor 84 (ICsq = Mittelwert,
n = 3; % Inhibition bei 2 uM = Mittelwert, n = 2).

Demnach scheint das bakterielle Enzym (&hnlich zu der NTPDase2) eine lipophile
Bindungstasche zu haben, in die sich sehr gut grol3e, lipophile Reste (z.B. polyzyklische

Aromaten) einpassen.

CDP-Star-Assay

Der bereits in der Literatur**

beschriebene Lumineszenzassay zur Aktivitatsbestimmung
der Alkalischen Phosphatasen mit CDP-Star als Substrat wurde erfolgreich in unserer
Arbeitsgruppe fir die gewebe-unspezifische Alkalische Phosphatase (TNAP) etabliert.
Der Assay lasst sich problemlos in 96-Loch-Format durchfiihren und liefert sehr robuste
und gut reproduzierbare Ergebnisse (Z'-Faktor > 0,60). In einem ersten Screening von
192 Testverbindungen konnten finf POMs erstmals als Inhibitoren der humanen TNAP
identifiziert werden. Der Metallkomplex 56  (Nay[PsW1s079] [(B7H,O) wurde als
potentester Inhibitor (kompetitiver Hemmmechanismus) mit einem Ki-Wert von 2,27 uM
bestimmt. Der neu etablierte CDP-Star-Assay eignet sich aufgrund der Durchfuhrung im

Mikrotiterplattenformat , der geringen Kosten und der hohen Sensitivitat
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(Lumineszenzmessung) optimal fur die Testung groRer Substanzbibliotheken und kann fur

zukUnftige HTS-Kampagnen problemlos auf das Robotersystem Ubertragen werden.

Vergleich verschiedener Methoden

Insbesondere in Bezug auf die Eignung fir ein HTS zeigt jeder Assay zur
Aktivitatsbestimmung von Ectonucleotidasen Vor- und Nachteile . Diese konnten erstmals
in der vorliegenden Arbeit herausgearbeitet werden und sind in der nachfolgenden
Tabelle zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 19: ?*” Ubersicht der in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Enzymassays und
der Beurteilung der fur ein HTS wichtigen Parameter

Enzymassays Kosten- Platten- Sensitiv® Natirliches Direkter Nachweis
gunstig *  format Substrat des Produktes

Malachitgriin- + + - + -

Assay

FP-Assay - + + + +

CE-Assay + - - + +

CDP-Star- + + + - +

Assay

Radioaktiv- - -/+¢ + + +

Assays

Luciferase- + + - + -

Assays

Enzym- - + - + -

gekoppelter

Resorufin-

Assay

Isotherme + - - + -

Titrationskalori-

metrie

p-Nitrophenyl- + + - - +

phosphat-Assay

%< 0,10 €/Datenpunkt fur die Substrate und Detektionsreagenzien (falls erforderlich);
® Substratkonzentration < Ky-Wert einsetzbar und trotzdem eine sensitive Messung der
Enzymaktivitat moglich; © (-) fur den Dunnschichtchromatographie-Assay und (+) fur den
von Freundlieb et al.?®*® beschriebenen Assay.

Die ausfuhrlich dargestellte Bewertung verschiedener Methoden zur Aktivitatsbestimmung
von Ectonucleotidasen erleichtert die Wahl eines geeigneten Assays in zukinftigen

Forschungsarbeiten. Die Identifizierung und Charakterisierung von potenten und
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5 Zusammenfassung

selektiven NTPDase-, TNAP- und Lpl1NTPDase-Inhibitoren kann in weiteren HTS-
Kampagnen mithilfe der neu etablierten Assays ermdglicht werden. Daruber hinaus
kénnen die bereits in der vorliegenden Arbeit identifizierten Inhibitoren als
pharmakologische Werkzeuge eingesetzt werden, um die (patho)physiologische Rolle der
Ectonucleotidasen besser zu verstehen. Durch die neu gewonnenen Struktur-Wirkungs-
Beziehungen kénnen durch gezielte Optimierung noch potentere Hemmstoffe entwickelt
werden, die Potential als Arzneistoffe zur Behandlung von z.B. Krebs oder bakteriellen

Infektionen besitzen.
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6 Abkirzungsverzeichnis

6 Abklrzungsverzeichnis

8-BuS-ADP
8-BuS-AMP
8-BuS-ATP
ACR

ADA

ADK

ADP

AK

AMP
AMPK
AMPNP
AMPPNP
AOH

AP
ARL67156
ATP

AUC

CAPS
CD39
CD39L1
CD39L3
CDP-Star

CE
COX
DEA
DMSO
EDTA
eN
E-NPP
E-NTPDase
FP
FPIA
GABA

8-Thiobutyladenosin-5'-diphosphat
8-Thiobutyladenosin-5-monophosphat
8-Thiobutyladenosin-5"-triphosphat
Apyrase-konservierte Regionen

Adenosin-Desaminase

Adenylatkinase

Adenosindiphosphat

Arbeitskreis

Adenosinmonophosphat

AMP-aktivierte Proteinkinase
Adenosin-5'-(B,y-imido)diphosphat
Adenosin-5'-(B,y-imido)triphosphat

Aminoalkohol

Alkalische Phosphatase
NC-Diethyl-B-y-dibromomethylen-ATP
Adenosintriphosphat

Flache unter der Kurve (,area under the curve®)
N-Cyclohexyl-3-aminopropansulfonséaure
Differenzierungsantigen 39 (,cluster of differentiation 39*)
CD39-ahnliches Protein (,cluster of differentiation 39-like 1)
CD39-ahnliches Protein (,cluster of differentiation 39-like 3%)

2-chlor-5-(4-methoxyspiro[1,2-dioxetan-3,2'-(5-
chlortricyclo[3.3.1.1%"]decan])-4-yl]-1-phenylphosphat Dinatriumsalz

Kapillarelektrophorese

Cyclooxigenase

Diethanolamin

Dimethylsulfoxid

Ethylendiamintetraessigsaure
Ecto-5"-Nucleotidase
Ecto-Nucleotidpyrophosphatasen/phosphodiesterase
Ecto-Nucleosidtriphosphatdiphosphohydrolase
Fluoreszenzpolarisation
Floureszenzpolarisationsimmunoassay
y-Aminobuttersaure
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6 Abkirzungsverzeichnis

GCAP

GMP
GPCR
GPI-Anker
HEPES
HPLC
HSP70
HTS
IAP
ICso
IKKB
ITC
JNK1
kDa
Kwm
LOD
LOQ
LOX
min
mP
n.d.
NDP
NDPK
NMP
NTP
oD
p38
p56lck

PKC
PKD
PPARy
PP,
PLAP
PLP
p-NPP

In den Keimzellen vorkommende alkalische Phosphatase (,germ cell
alkaline phosphatase*)

Guanosinmonophosphat
G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Glycosylphosphatidylinositol-Anker
4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonséure
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Hitzeschockprotein 70

High-throughput Screening

Intestinale Alkalische Phosphatase
halbmaximale inhibitorische Konzentration
IkB Kinase 3

Isotherme Titrationskalorimetrie

C-Jun N-terminale Kinase

Kilodalton

Michaelis-Menten-Konstante
Nachweisgrenze (,limit of detection®)
Detektionsgrenze (,limit of quantitation®)
Lipooxygenase

Minute

Millipolarisationswert

nicht bestimmt

Nucleosiddiphosphat
Nucleosiddiphosphokinase
Nucleosidmonophsophat
Nucleosidtriphosphat

optische Dichte

p38-Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Lymphozytenspezifische Proteintyrosinkinase p56
inorganisches Phosphat

Proteinkinase C

Proteinkinase D

Peroxisomen-Proliferator aktivierter Rezeptor y
Diphosphat (veraltet Pyrophosphat)
Plazentare Alkalische Phosphatase
Pyridoxal-5"-Phosphat
para-Nitrophenylphosphat
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POM
PPADS
R2

RAR
RB-2

RLU
RT
SEM
Src
STAT
TMD
TNAP

Tris

Polyoxometalate
Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2',4'-disulfonséure
Korrelationskoeffizient

Retinsaurerezeptor

Reactive Blue 2 (1-Amino-4-[[4-[[4-chloro-6-[[3 (or 4)-sulfophenyllamino]-
1,3,5-triazin-2-ylJamino]-3-sulfophenyllamino]-9,10-dihydro-9,10-dioxo-2-
anthracensulfonsaure)

Relative Lumineszenzeinheiten

Raumtemperatur

Standardfehler

Sarkom

Signaltransduktoren und -aktiviatoren der Transkription
Transmembranspannende Domane(n)

Gewebe-unspezifische Alkalische Phosphatase (,tissue-nonspecific
alkaline phosphatase*)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Umsatzgeschwindigkeit
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8 Anhang

In der nachfolgenden Tabelle sind die mithilfe des Malachitgriin-Assays ermittelten
Inhibitionswerte (%) der getesteten Anthrachinon-Derivate an den humanen
NTPDasenl, -2, -3, und -8 aufgefhrt. Dargestellt ist der Mittelwert aus zwei
unabhangigen Versuchen. Alle Verbindungen wurden von Dr. Younis Baqgi oder Frau

Enas M. Malik aus dem Arbeitskreis von Frau Prof. C. E. Muller synthetisiert.

Tabelle 20: Inhibitorische Aktivitat (%) der untersuchten Anthrachinon-Derivate
gegenuber den NTPDasenl, -2, -3, und -8 bei einer Endkonzentration von 2 uM.

% Inhibition (n = 2)

Humane Humane Humane Humane
NTPDasel NTPDase2 NTPDase3 NTPDase8

Verbindung
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