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Abkürzungsverzeichnis 

AC Adenylylzyklase 
ATP Adenosintriphosphat 
AUC Fläche unter der Kurve 
BES N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsäure 
Bodipy 4,4-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen 
BP Beladungspuffer 
BSA bovines Serumalbumin 
c Stoffmengenkonzentration in mol/l 
cAMP zyklisches 3´,5´-Adenosinmonophosphat 
CCD (cooled) charge-coupled device 
Cy5 Cyanin-5 
Φ Quantenausbeute 
d Tag 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA Ethylenglykol-bis(β-aminoethylether)-N,N,N´,N´-tetraessigsäure 
EtOH Ethanol 
FCS Fetal calf serum 
FSC(-H) Forward scattering (height), (Intensität der) Vorwärtsstreuung 
G418 Geneticinsulfat 
h Stunde 
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N´-(2-ethansulfonsäure) 
KD Dissoziationskonstante eines Ligand-Rezeptor-Komplexes 
Ki Inhibitorkonstante 
[L] Konzentration des freien markierten Liganden (während der Inkubation) 
log P Dekadischer Logarithmus des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffzienten 
MeOH Methanol 
MM Molmasse 
MW Mittelwert 
NBD Nitrobenzoxadiazol 
(p)NPY (porcine) Neuropeptid Y 
NTS Nucleus tractus solitarii 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PMT Photomultipliertube 
PI Propidiumiodid 
PP pankreatisches Polypeptid 
PYY Peptid YY 
RT Raumtemperatur 
SEM Standardfehler des Mittelwertes 
SPA Scintillation proximity assay 
SSC(-H) Sideward scattering (height), (Intensität der) Seitwärtsstreuung 
TAMRA Carboxytetramethylrhodamin 
tR Retentionszeit 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
U Unit 
ZNS Zentralnervensystem 
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1 Einleitung 

Die Untersuchung der biologischen Aktivität neuer chemischer Verbindungen ist als Bestand-

teil (bio-)medizinischer Wirkstoffforschung seit einigen Jahren einem gewaltigen Wandel 

unterworfen. Das pharmakologische Screening hat in Form der automatisierten Suche nach 

neuen Wirkstoffen in den letzten Jahren aus mehreren Gründen immer mehr an Bedeutung 

gewonnen: 

Einerseits hat die Entschlüsselung der Sequenz des menschlichen Genoms das Interesse an 

schnellen Untersuchungsmethoden mit hohem Probendurchsatz geweckt, da man sich die 

Identifizierung zahlreicher, für die Arzneistoffforschung interessanter Targets verspricht. 

Auch für die Identifizierung der Targets selbst kommen Screeningmethoden zum Einsatz 

(Nolan et al., 1999). Andererseits hat die kombinatorische Wirkstoffsynthese, die zur Erstel-

lung sehr großer Substanzbibliotheken geführt hat, die Automatisierung vorangetrieben. Dabei 

dient diese als Hochdurchsatz-Screening (HTS: High throughput screening) bezeichnete Vor-

gehensweise nicht nur der Leitstrukturfindung, sondern auch der Optimierung bereits vorhan-

dener Strukturen (Abb. 1). 

Abb. 1: Flussdiagramm für die „rationale Arzneistoffentwicklung“, bei welcher Screening-
methoden (abgerundete Pfeile) zum Einsatz gelangen. 

Die Anzahl der im HTS gefundenen ersten Leitstrukturen ist in der Regel so groß, dass ent-

sprechende Screeningmethoden auch für die differenzierte pharmakologische Bewertung und 

zur Ermittlung von orientierenden Daten zur Wirkstoffabsorption, -verteilung, -

metabolisierung und -toxikologie entwickelt werden müssen (Harvey, 1998). 

Für die Wirkstoffsynthese und -optimierung ist von Lipinski et al., 1997, die „Rule of Five“ 

als Faustregel zur Ausgrenzung von Substanzen mit folgenden physikochemischen Eigen-

schaften aufgestellt worden: 

Therapeutisches Target

Leitstruktur

Wirkstoff

Arzneimittel

Strukturoptimierung

Humanes Genomprojekt

weitere molekularbio-
logische Arbeiten

Therapeutisches Target

Leitstruktur

Wirkstoff

Arzneimittel

Strukturoptimierung

Humanes Genomprojekt

weitere molekularbio-
logische Arbeiten
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1. Das Molekül weist mehr als 5 Wasserstoffbindungsdonoren auf (ausgedrückt als 

Summe von OH und NH). 

2. Das Molmasse ist größer als 500 Dalton. 

3. Der log P-Wert ist größer als 5. 

4. Das hydratisierte Molekül weist mehr als 10 Wasserstoffbindungsakzeptoren auf (aus-

gedrückt als Summe von O- und N-Atomen). 

5. Verbindungsklassen, die biologische Transporter ausnutzen, stellen Ausnahmen dar. 

Für eine Substanz, die mehr als eines dieser Kriterien erfüllt, ist die Absorption wahrschein-

lich unzureichend. 

Die Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Membranrezeptoren repräsentiert die größte 

Gruppe der Targets für die derzeit gebräuchlichen Arzneistoffe. Ungefähr 60% aller erprobten 

Arzneistoffe greifen an solchen Zielstrukturen an (Müller, 2000). Während Untersuchungen 

von Substanzen am isolierten Organ oder am Ganztier auf vertiefte pharmakologische Studien 

mit wenigen ausgesuchten Verbindungen oder kleineren Wirkstoffserien beschränkt sind, 

bieten sich zur Testung größerer Substanzreihen zelluläre Modelle an. 

In zunehmendem Maße werden klonierte, in geeigneten Zelllinien exprimierte Rezeptoren 

verwendet. Die Untersuchung umfangreicher Substanzbibliotheken bereitet gerade im Falle 

der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren häufig Probleme, insbesondere weil die Funktionalität 

der Rezeptoren an deren Integration in die Zellmembran und an das Vorhandensein der richti-

gen Proteine der Signaltransduktionskaskade gebunden ist. Die Rezeptoraffinität wird übli-

cherweise mittels Radioligandbindungsassay an Zellen oder Membranpräpaparationen be-

stimmt. Die Bindungskonstante lässt jedoch keine Aussage über die Wirkqualität des Ligan-

den zu. Die Zahl der ersten „Hits“ ist bedingt durch den beachtlichen Umfang der Substanz-

bibliotheken meist relativ groß. Deshalb werden zur Eingrenzung der interessantesten Verbin-

dungen über orientierende Aussagen hinaus verlässliche Daten zu Affinität, Wirkqualität 

(Agonismus/Antagonismus) und Wirkstärke sowohl an dem primär interessanten Target als 

auch - zur Klärung der Spezifität und der Selektivität – an anderen biologischen Zielstrukturen 

benötigt. 

Zur Bestimmung der Aktivität von Rezeptoragonisten und –antagonisten eignen sich u. a. 

Effekte auf die intrazelluläre Signaltransduktionskaskade wie die Beeinflussung des zy-

toplasmatischen Ca2+-Spiegels, der z. B. nach Bindung eines Agonisten durch Öffnung von 

Ionenkanälen oder Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern transient erhöht sein 

kann. 
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Basierend auf einschlägigen Vorarbeiten am Lehrstuhl Pharmazeutische Chemie II der Uni-

versität Regensburg werden zur Bestimmung der Affinität und der Funktion von Liganden G-

Protein-gekoppelter Rezeptoren fluoreszente, bioanalytische Methoden entwickelt, die sich zu 

potentiell hochdurchsatzfähigen Verfahren ausbauen lassen.  

 

1.1 Konventionelle Methoden zur pharmakologischen Testung mit Hilfe von Zellkultu-

ren 

1.1.1 Ligand-Rezeptor-Bindungsstudien 

Radioligandbindungsstudien dienen zur Bestimmung der Affinitäten von Rezeptorliganden 

und stellen oft die erste Stufe der pharmakologischen Charakterisierung neuer Wirkstoffe dar. 

Auch beim Screening von Substanzbibliotheken an neuen biologischen Targets werden Ver-

drängungsexperimente mit Radioliganden durchgeführt. Je nach verwendetem Radioliganden 

verursacht das Ausmaß der unspezifischen Bindung ein mehr oder weniger ungünstiges Sig-

nal-Rausch-Verhältnis. Um das Messsignal zu verstärken, werden sowohl transfizierte Zellen 

mit hoher Expressionsrate als auch Membranpräparationen eingesetzt. Letzteres verhindert 

zugleich die Internalisierung des Radioliganden. 

Die Wechselwirkung zwischen einem markierten Liganden L∗ und einem Rezeptor R unter 

Bildung des Ligandrezeptorkomplexes L∗R kann folgendermaßen beschrieben werden: 

L∗ + R D RL∗ 

Dieses Gleichgewicht gehorcht dem Massenwirkungsgesetz: 

*][
][*][

RL
RL

K D

⋅
=  (I). 

Wobei die Dissoziationskonstante KD als Maß für die Affinität des Liganden L∗ zum Rezeptor 

dient. Die Gesamtmenge des Rezeptorproteins Bmax lässt sich aus Gleichung I durch Umfor-

mung mit dem Term Bmax = [RL*] + [R] berechnen ([R]-Konzentration des freien Rezeptors): 

*][

*][
*][ max

LK

BL
RL

D +
⋅

=  (II). 

Wird nun ein zweiter Ligand, ein Agonist, Antagonist oder allgemein Analyt A hinzugefügt, 

so ergibt sich folgendes Gleichgewicht (Modell ohne Bildung eines ternären Komplexes): 



Einleitung   4 

 

A + L∗ + R D RA + RL∗ und 
])[

1
*][

1
1(

*][
1

*][
max

A
K

L
K

L
K

B

RL

iD

D

⋅+⋅+

⋅⋅
=  (III). 

D. h. mit einem Liganden L∗ bekannter Affinität lässt sich über die Messung von RL∗ indirekt 

auch die Affinität des (Ant-)agonisten oder Analyten (Ki-Wert) zum Rezeptor ermitteln. Dafür 

ist eine Trennung von freiem Liganden L∗ und RL∗ erforderlich, da der Ligand im Überschuss 

zugesetzt wird. Bei adhärenten Zellen als Rezeptorquelle erfolgt dies üblicherweise durch 

Aspiration des Überstands mit mehreren Waschschritten. 

Für Suspensionszellen und Membranpräparationen sind je nach Affinität des Liganden L∗ 

Zentrifugation oder Filtration (KD < 10 nM) bewährte Techniken (Hulme und Birdsall, 1992). 

Diese Notwendigkeit der Trennung oder auch des Waschens kann zu einem physikalischen 

Verlust an RL∗ oder zur Dissoziation von RL∗ führen, was Auswirkungen auf die berechneten 

Bindungskonstanten hat. Die Messung von RL∗ erfolgt in der Regel unter Verwendung von 

Radioliganden, welche mit schwachen β-Strahlern [3H] oder [14C] markiert sind, über Flüs-

sigszintillationsverfahren. Dazu dienen organische Moleküle wie Diphenyloxazol (PPO), 

welche innerhalb der Proben homogen verteilt werden und durch die β-Strahlung (schnellbe-

wegte Elektronen) angeregt, Lichtblitze emittieren, die letztendlich gezählt werden. 

Eine Messung ohne Trennung von gebundenem und freiem Radioliganden ist seit jüngster 

Zeit nur mit dem teuren „Scintillation Proximity Assay“ (SPA) möglich, bei welchem über-

wiegend die spezifisch gebundenen Moleküle ein Signal liefern (Abb. 2).  

Abb. 2: Prinzip des „scintillation proximity assays" für einen transmembranären Rezeptor, 
die Membranpräparation ist über Weizenkeimlektin an Beads immobilisiert. Die β-Strahlung 
rezeptorgebundener Radioligandmoleküle führt zur Anregung des Szintillators, die β-
Strahlung freier Radioligandmoleküle dagegen wird im wässrigen Medium absorbiert. 

Freier Radioligand

Spezifisch gebundener Radioligand

Lektinschicht

Rezeptormolekül

Fluoreszenz des Szintillators

Zellmembran

Szintillator in Bead

Freier Radioligand

Spezifisch gebundener Radioligand

Lektinschicht

Rezeptormolekül

Fluoreszenz des Szintillators

Zellmembran

Szintillator in Bead
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Dazu befindet sich der Szintillator in Beads, die kovalent mit Targetmolekü-

len/Zellmembranen verknüpft sind, sodass nur die Strahlung gebundener Radioligandmolekü-

le aufgrund der Nähe ausreicht, den Szintillator anzuregen. Ungeachtet dieses interessanten 

neueren Ansatzes, der Probleme mit unspezifischer Bindung bereiten kann (Alpha-Bazin et 

al., 2001), sind Radioligandbindungsstudien generell mit einer Fülle gesetzlicher Auflagen 

wie einer strengen Dokumentationspflicht sowie einer teuren Abfallentsorgung verbunden. 

 

 

1.1.2 Funktionelle Untersuchungen an intakten Zellen 

Bei funktionellen Tests von Membranrezeptoren an einzelnen Zellen oder an Zellkulturen 

wird die Kopplung an Signaltransduktionsmechanismen, die eine Signalverstärkung ermögli-

chen, ausgenutzt. Beispielsweise kann nach Stimulation G-Protein-gekoppelter Rezeptoren 

die Konzentration eines second messengers wie Ca2+ (Abb. 3) oder cAMP gemessen werden. 

Es ist möglich, Antagonisten, partielle Agonisten und volle Agonisten zu unterscheiden. Die 

Ca2+-Messung eignet sich gut für den Aufbau miniaturisierter Testsysteme. Die Vorteile be-

stehen in geringem Substanzverbrauch, hohem Probendurchsatz und Automatisierbarkeit. 

Auch hier ergeben sich durch die Verwendung klonierter Rezeptoren neue Möglichkeiten, 

aber das notwendige enge Zusammenwirken des Rezeptors mit den vielfältigen vorhandenen 

Effektorsystemen führt oft zu Systemen, deren Aufbau und Funktion nicht mehr mit natürli-

chen Systemen vergleichbar sind (Kenakin, 1997). 

 
Abb. 3: Vereinfachtes Schema der Signaltransduktion über den Histamin H1-Rezeptor. 
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1.2 Neuropeptid Y und NPY-Rezeptorsubtypen 

1.2.1 Neuropeptid Y 

Neuropeptid Y stellt vermutlich das am häufigsten vorkommende Neuropeptid im zentralen 

und peripheren Nervensystem von Säugern dar. NPY gehört zusammen mit PYY und PP zu 

der Familie der Pankreatischen Polypeptide. Das aus 36 Aminosäuren mit einem C-terminalen 

Tyrosinamid bestehende Peptid (Abb. 4) wurde von Tatemoto 1982 entdeckt und wegen sei-

nes Tyrosinreichtums als NPY bezeichnet (Y = Tyrosin). In der Peripherie ist NPY ein 

Kotransmitter im sympathischen Nervensystem, der ebenso wie Noradrenalin neuronal 

synthetisiert und in Vesikeln gespeichert wird. Im ZNS ist NPY des Weiteren an zahlreichen 

Regulationsmechanismen beteiligt und mit verschiedenen Neurotransmittern kolokalisiert. Im 

Hypothalamus, wo es gemeinsam mit dem Agouti-related Protein (AGRP) in Neuronen vor-

kommt (Hahn et al., 1998), spielt NPY z. B. eine Rolle bei der Steuerung der Nahrungsauf-

nahme. 

Aufgrund der Röntgenstruktur des aPP (avian pancreatic polypeptide) wurde für NPY eine 

haarnadelförmige Struktur, bestehend aus einer N-terminalen Polyprolin-artigen Helix und 

einer antiparallel angeordneten α-Helix, welche über einen β-turn verknüpft sind, sowie ei-

nem flexiblen N-Terminus (Aminosäuren 33-36), abgeleitet (Blundell et al., 1981). Dafür 

sprechen neben den Homologien in der Primärstruktur auch 2D-NMR-Studien (Arvidsson et 

al., 1993, Boulanger et al., 1995). Andere NMR-Untersuchungen deuten auf eine amphiphile, 

α-helikale Struktur des C-Terminus (einschließlich Tyr-36) und einen unstrukturierten N-

terminalen Bereich (Saudek et al., 1990) oder auf das Vorliegen eines Dimers in Lösung hin 

(Cowley et al., 1992). 

hNPY YPSKPDNPGEDAPAEDMARYYSALRHYINLITRQRY-NH2 

hPYY YPIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-NH2 

hPP APLEPVYPGDNATPEQMAQYAADLRRYINMLTRPRY-NH2 

Abb. 4: Aminosäuresequenzen von humanem Neuropeptid Y (hNPY), humanem Peptid YY 
(hPYY) und humanem Pankreatischem Polypeptid (hPP). 

1.2.2 Neuropeptid Y-Rezeptoren 

Derzeit werden 6 NPY-Rezeptorsubtypen unterschieden, die unterschiedliche, teils gegensätz-

liche biologische Effekte vermitteln. 
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1.2.2.1 NPY Y1-Rezeptor 

Der NPY Y1-Rezeptor ist wie alle übrigen Subtypen ein transmembranärer, heptahelikaler G-

Protein-gekoppelter Rezeptor (Abb. 5). Sylte et al., 1999, und andere beschreiben, dass die 

Bindungsstelle für NPY überwiegend extrazellulär liegt. Die dritte intrazelluläre Schleife 

interagiert vermutlich mit dem G-Protein. Als typischerweise postsynaptischer Rezeptor ist 

der Subtyp Y1 im ZNS an der NPY-vermittelten Anxiolyse, Sedation und Regulation der 

Nahrungsaufnahme sowie peripher an der durch die sympathische Stimulation ausgelösten 

Vasokonstriktion beteiligt (Übersicht: Franco-Cereceda und Liska, 1998, Malmström und 

Lundberg, 1997 und Buschauer et al., 2000). Serradeil-Le Gal et al., 2000, haben die Expres-

sion des Y1-Rezeptors in humanen Adipozyten nachgewiesen, in denen er eine antilipolytische 

Wirkung vermittelt. 

Abb. 5: Links: Allgemeines Modell eines G-Protein-gekoppelten membranständigen Rezeptors 
(z. B. NPY Y1-Rezeptor) dessen N-Terminus im extrazellulären Bereich liegt und dessen dritte 
intrazelluläre Schleife vermutlich mit dem G-Protein interagiert; rechts: NPY als Kotransmit-
ter im sympathischen Nervensystem: Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung (NPY, No-
radrenalin, ATP) etc. über präsynaptische NPY Y2-Rezeptoren, Stimulation der postsynapti-
schen Y1-Rezeptoren potenziert dagegen die Wirkung anderer Neurotransmitter oder bewirkt 
einen direkten Effekt am Erfolgsorgan. 

Ein weiterer über diesen Rezeptorsubtyp vermittelter 

Effekt ist die Stimulation des Wachstums glatter 

Gefäßmuskelzellen über die Aktivierung von MAP-

Kinasen (Zukowska-Grojec et al., 1993). 

Konstitutiv wird der Y1-Rezeptor in humanen SK-N-

MC- und Erythroleukämie-Zellen (HEL-Zellen) 

exprimiert, die als Standardmodelle für pharmakolo-

gische Untersuchungen verwendet werden. Der am 
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besten charakterisierte Y1-Antagonist ist BIBP 3226 (Boehringer Ingelheim, Biberach). Die 

Substanz weist einen Ki-Wert von 7,2 nM auf (Rudolf et al., 1994). Der Austausch der 4-

Hydroxygruppe führt zu dem deutlich aktiveren BIBO 3304 (Wieland et al., 1998: IC50= 0,37 

nM gegen [125I]-NPY). 

Die Y1-Rezeptoren von einigen Spezies, einschließlich des Menschen, wurden bereits klo-

niert. Sie sind wie alle bisher untersuchten NPY-Rezeptoren an Pertussistoxin-sensitive G-

Proteine (Gi/Go) gekoppelt, deren Aktivierung eine Hemmung der Adenylylzyklase bewirkt 

(Michel et al., 1998). 

1.2.2.2 NPY Y2-Rezeptor 

Die erste Differenzierung der NPY-Rezeptoren in Y1- und Y2-Rezeptoren basierte auf ihrer 

Stimulierbarkeit durch NPY selbst und Analoga/NPY-Fragmente. Der Rezeptor, der nur durch 

das Holopeptid aktiviert werden kann, wurde als Y1-Rezeptor bezeichnet, während der sowohl 

durch das Holopeptid als auch durch C-terminale Bruchstücke aktivierbare Rezeptor Y2-

Rezeptor genannt wurde. Mittlerweile ist der Y2-Rezeptor kloniert worden und die Struktur-

Wirkungs-Beziehungen von NPY und seinen Analoga sind durch die Entdeckung weiterer 

NPY-Rezeptoren wesentlich komplexer geworden. Es gibt Hinweise für eine Heterogenität 

des Y2-Rezeptors. 

Der Y2-Rezeptor ist sowohl peripher als auch im ZNS zu finden und typischerweise präsynap-

tisch lokalisiert. Die Stimulation führt zur Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung wie 

etwa Glutamat im ZNS, worauf der antikonvulsive Effekt zurückgeführt wird. Konstitutiv 

wird der Y2-Rezeptor von SMS-KAN-Zellen exprimiert. Von der Firma Boehringer Ingelheim 

wurde BIIE 0246 (Doods et al., 1999) als sehr potenter und selektiver Y2-Antagonist entwi-

ckelt. Die Substanz weist Strukturanalogien zum C-terminalen Dipeptid von NPY auf. 
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1.2.2.3 NPY Y3-Rezeptor 

Dieser Rezeptor wurde aufgrund von pharmakologischen Untersuchungen postuliert: Die 

Injektion von NPY in den NTS hemmt den Barorezeptorreflex, moduliert Glutamateffekte 

und führt zu Hypotonie und Bradykardie (Grundemar et al., 1991). Da die derzeitigen Belege 

jedoch noch nicht zur Definition eines neuen Rezeptorsubtyps ausreichen, hat das IUPHAR-

Nomenklaturkomitee vorgeschlagen, bei mindestens zehnfacher Affinität von NPY im Ver-

gleich zu PYY von mutmaßlichen („putativen“) Y3-Rezeptoren zu sprechen (Michel et al., 

1998). 

1.2.2.4 NPY Y4-Rezeptor 

Der Y4-Rezeptor ist der einzige NPY-Rezeptor, der für das Pankreatische Polypeptid (PP) 

eine höhere (pikomolare) Affinität besitzt als für NPY und PYY. 

Der Rezeptor ist z. B. an Kolon, Dünndarm, Pankreas und Prostata lokalisiert. 

Er vermittelt beispielsweise gastrointestinale Effekte (Cox et al., 1993). Von Raposinho et al., 

2000, wurde mit der Freisetzung von Gonadotropin ein zentraler Effekt von Y4-Rezeptoren 

beschrieben. 

1.2.2.5 NPY Y5-Rezeptor 

Dieser NPY-Rezeptor unterscheidet sich von den übrigen Subtypen in der Länge der dritten 

intrazellulären Schleife. Die für den Y5-Rezeptor kodierende humane Sequenz überlappt die 

des Y1-Rezeptors und ist umgekehrt orientiert, was eine Koregulation beider Gene vermuten 

lässt (Nakamura et al., 1997). 

Die Klonierung der Y5-Rezeptoren von Mensch, Maus und Ratte wurde 1996 publiziert (Hu et 

al., 1996; Gerald et al., 1996). In unserer Arbeitsgruppe gelang die Klonierung des humanen 

Y5-Rezeptors und die stabile Transfektion von humanen HEC-1B Endometriumkarzinomzel-

len, die sich für funktionelle Untersuchungen und Bindungstudien eignen. 

Der auch als „feeding receptor“ bezeichnete Subtyp spielt 

eine Rolle bei der Nahrungsaufnahme. Aus der Substanz-

klasse der Sulfonamide mit einem zentralen Zyclohexylen-

Spacer, stammt der Y5-Rezeptorantagonist CGP 71683A 

(Novartis), der sowohl die NPY-induzierte Futteraufnahme 

bei gesättigten als auch bei hungernden Ratten inhibiert. Aufgrund der hohen Redundanz der 

physiologischen Systeme, die an der Kontrolle der Nahrungsaufnahme beteiligt sind, hat sich 

N
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jedoch die Hoffnung, Y5-Antagonisten als appetithemmende Wirkstoffe gegen Fettleibigkeit 

entwickeln zu können, deutlich relativiert. 

Woldbye, 1998, konnte an Ratten epileptische Anfälle, die mit Pentetrazol ausgelöst worden 

waren, durch intrazerebrale Injektion von NPY verhindern. Er führt diesen Effekt auf den Y5-

Rezeptorsubtyp zurück. 

1.2.2.6 NPY y6-Rezeptor 

Dieser Rezeptor ist beim Menschen im Gegensatz zu Maus und Kaninchen aufgrund einer 

Basenpaardeletion, die zu einem verkürzten, nicht funktionsfähigen Protein führt, degeneriert. 

Dies wird durch das kleingeschriebene „y“ symbolisiert.  

1.2.3 Mögliche therapeutische Indikationen für NPY-Rezeptorliganden 

Als pharmakologische „tools“ um (patho-)physiologische Fragestellungen zu klären oder auch 

als potenzielle Arzneistoffe, werden NPY-Rezeptorliganden benötigt. Diese Substanzen soll-

ten wegen der zahlreichen ZNS-vermittelten Effekte und aus pharmakokinetischen Gründen 

nichtpeptidische Verbindungen darstellen. V. a. von Interesse sind zentral wirksame Y1- und 

Y5-Liganden (Tabelle 1), die gegen Fettleibigkeit und Epilepsie oder zur Anxiolyse eingesetzt 

werden könnten. 

Tabelle 1: Indikationen für NPY-Liganden (Buschauer et al., 2000). 

Mögliche Anwendung NPY-Ligand 

Antagonisten  

Hypertension 
Herzinsuffizienz 
Adipositas 

Y1, peripher  
Y1/Y3, peripher 
Y5 und/oder Y1, zentral 

Agonisten  

Anxiolyse, Sedation 
Analgesie 
Epilepsie 
Kognitive Dysfunktion 

Y1, zentral 
Y2, zentral 
Y2 oder Y5, zentral 
Y2, zentral 
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1.3 Histamin und Histaminrezeptorsubtypen 

Das biogene Amin Histamin ist an zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen 

Effekten (z. B. Inflammation, Salzsäuresekretion im Magen und Neurotransmission) beteiligt. 

Die Entwicklung selektiver Wirkstoffe ermöglichte die Entdeckung und Charakterisierung der 

drei Rezeptorsubtypen H1, H2 und H3. Diese Subtypen wurden mittlerweile kloniert und ihre 

Existenz damit abgesichert. Sie sind alle an G-Proteine vom Typ Gq, Gs und Gi/o gekoppelt. 

Zudem wurde über die molekulare Identität weiterer pharmakologischer Bindungsstellen 

spekuliert, bis im Rahmen von Untersuchungen zur Sequenzhomologie auch die Entdeckung 

des Histamin H4-Rezeptors gelang (Oda et al., 2000 und Morse et al., 2001). Tabelle 2 gibt 

einen Überblick über die Histamin-Rezeptorsubtypen und die über den jeweiligen Rezeptor 

vermittelten Effekte (Hill et al., 1997). 

Tabelle 2: Charakteristika der Histamin-Rezeptorsubtypen H1, H2, H3 und H4 und deren ver-
mittelten Effekte (vgl. Hill et al., 1997). 

Rezeptor-
subtyp 

Lokalisation Effekt 
Selektiver 
Ligand 

H1 

Glatte Muskulatur 
Endothelzellen 
Nebennierenmark 
ZNS 
Herz 

Kontraktion glatter Muskulatur 
Anstieg vaskulärer Permeabilität 
Stimulation endokriner Aktivität 
Verstärkte neuronale Aktivität 
negative Inotropie. 

Mepyra-
min 

H2 

Parietalzellen 
glatte Gefäßmuskulatur 
Herz 
ZNS 
Suppressor T-Zellen, 
Neutrophile 
 
 

Stimulation der Magensäuresekretion 
Relaxation der glatten Muskulatur 
positive Chronotropie und Inotropie 
Verminderte neuronale Aktivität 
Hemmung der Antiköpersynthese und 
der T-Zell-Proliferation sowie Zyto-
kinproduktion durch Lymphozyten 
 

Iodamino-
potentidin 

H3 
ZNS, periphere Nerven 
(Herz, Lunge, Gastrointesti-
naltrakt) 

Hemmung der Synthese und Freiset-
zung von Histamin und anderen Neu-
rotransmittern 

R-(α)-
Methylhis-
tamin, 
Thiopera-
mid 

H4 
Periphere mononukleäre 
Blutzellen, Knochenmark 
Thymus, Milz und Kolon 

Immunmodulation? 
Ca2+-Mobilisierung 
 

- 
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1.4 Fluorimetrische Methoden zur Bestimmung von Ligand-Rezeptor-

Wechselwirkungen 

1.4.1 Theorie 

Fluoreszente „Sonden“ ermöglichen die Detektion komplexer biomolekularer Wechselwir-

kungen - auch in lebenden Zellen - mit hoher Empfindlichkeit und Selektivität. Fluoreszenz 

ist das Ergebnis eines dreistufigen Prozesses, der bei manchen Molekülen (bevorzugt poly-

aromatischen Kohlenwasserstoffen und Heterozyclen) auftritt und in Abb. 6 in einem verein-

fachten Jablonskischema, welches die Energiezustände des Fluorophors repräsentiert, darge-

stellt ist. 

 

S0 → S1,2,3 Absorption 

S2,3 → S1 internal conversion 

S1 → T1 (intersystem crossing) 

T1 → S0+hνP Phosphoreszenz 

S1 → S0+hνF Fluoreszenz 

Σ knr strahlungslose Prozesse, 

wie internal conversion, Quen-

ching, Energietransfer 

 

Abb. 6: Vereinfachtes Jablonskischema. 

Ein Photon der Energie hνA, durch eine externe Quelle wie etwa Halogenlampe oder Laser 

erzeugt, wird vom Fluorophor absorbiert und dieser wird dabei in einen der angeregten Singu-

lettzustände versetzt (S0→S1,2,3). Jedem Singulettzustand lassen sich eine Anzahl an Schwin-

gungszuständen zuordnen, welche weiterhin in feinere Rotationsniveaus unterteilt sind, die in 

Abb. 6 vernachlässigt werden. 

Von den energiereicheren Singulettzuständen findet innerhalb von weniger als 0,1 ns durch 

Molekülstöße eine strahlungslose Rückkehr (internal conversion) zum niedrigsten Energieni-

veau des angeregten Zustandes statt (S2,3 → S1). Die Lebensdauer eines Moleküls im Singu-

lettzustand S1 dauert typischerweise 1-10 ns. Während dieses Zeitraums unterliegt der Fluo-

rophor Konformationsänderungen, Rotationsvorgängen, Umorientierungen der Solvenshülle, 

Komplexbildung, Protonenaustausch, Energieübertragungen (Kanaoka, 1977). Diese Prozes-
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se, die vom S1-Zustand aus stattfinden, bestimmen sowohl das Fluoreszenzspektrum als auch 

die Quantenausbeute und die Fluoreszenzlebensdauer. Durchlaufen alle Moleküle den Über-

gang S1→ S0 unter Abgabe von hνF , so beträgt die Quantenausbeute 1. Andere mögliche 

Übergänge von S1→ S0 sind internal conversion, Quenching und Energietransfer. 

Die Differenz (hvA–hvF) wird als Stokes´ Shift bezeichnet. Dessen Ausmaß ist entscheidend 

für die Detektion der emittierten Photonen gegenüber dem Hintergrund, wobei die anregenden 

Photonen durch Einsatz geeigneter Gitter/Filter abgetrennt werden. Damit wird die Sensitivi-

tät des Fluoreszenzsignals durch den Stokes´ Shift bestimmt. 

Der gesamte Vorgang der Absorption, internal conversion und Fluoreszenz ist zyklisch. Außer 

wenn der Fluorophor irreversibel während des angeregten Zustands zerstört wird (ein Phäno-

men, das als photobleaching bekannt ist), kann derselbe Fluorophor wiederholt angeregt und 

detektiert werden. 

Einfluss von Lösungsmittel, pH, Temperatur und Quencheffekte 

Lösungsmittel beeinflussen die Fluoreszenz abhängig von ihrer Polarität, da das Dipolmoment 

des Fluorophors im angeregten Zustand gewöhnlich größer als im Grundzustand ist. Außer-

dem kann es zu spezifischen Wechselwirkungen zwischen Lösungsmittel und Fluorophor 

kommen: Wasserstoffbrückenbindungen beispielsweise führen zur Zu- oder Abnahme der 

Fluoreszenzintensität. Wenn die Wasserstoffbrückenbindung in Verbindung mit dem π-

Elektronensystem des Protonendonors steht und beide π-Elektronensysteme von Donor und 

Akzeptor konjugiert sind, ist mit einer Schwächung der Fluoreszenz zu rechnen. Tritt die 

Wasserstoffbrücke dagegen isoliert vom π-Elektronensystem des Protonendonors als π-

Bindung auf, so ist wird die Fluoreszenzintensität erhöht (Schwedt, 1981). 

Der pH-Wert des Lösungsmittels kann entsprechend dem Säure-Base-Charakters des Fluo-

rophors einen deutlichen Effekt auf dessen Polarisierbarkeit und damit dessen Fluoreszenzei-

genschaften ausüben (vgl. van Duuren, 1963). 

Die Fluoreszenz sinkt bei steigender Temperatur, da eine zunehmende Umwandlung in Stoß-

energie stattfindet. 

Quencheffekte: Diese kommen durch Oxidation (Sauerstoff), Verunreinigungen in Lösungs-

mitteln, Energie-Transfer, Selbstabsorption, Schweratom-Effekt oder Charge-Transferbildung 

zustande. Es wird in diesem Zusammenhang auch zwischen statischem (z. B. Charge-Transfer 

zwischen Fluorophor und Quencher) und dynamischem Quenchen (z. B. durch Kollision) 

unterschieden. 
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Die gemessene Fluoreszenzintensität dcII ⋅⋅⋅⋅Φ⋅= ε03,2  ist in verdünnten Lösungen pro-

portional dem Extinktionskoeffizienten sowie der Konzentration und der Schichtdicke der 

Lösung (Lambert-Beersches Gesetz). Hinzu kommen die Quantenausbeute Φ sowie geräteab-

hängige Parameter wie die Anregungseffizienz (ist in I0 enthalten) und die Fluoreszenzsam-

meleffizienz (ist nicht in der Gleichung berücksichtigt). 

Das Signal liefert je nach Messmethodik eine Fülle von Informationen: 

Fluoreszenzintensität, Spektraler Shift, Fluoreszenzpolarisation, Fluoreszenzkorrelation, Fluo-

reszenzlebensdauer, Fluoreszenz-Energie-Transfer. 

1.4.2 Messung der zellassoziierten Fluoreszenz 

1.4.2.1 Spezielle Probleme bei Küvettenmessungen 

Das Untersuchungsvolumen beträgt hier etwa 1-2 ml. Zwei Faktoren sind dabei ganz ent-

scheidend: Das Streulicht und Absorption der Zellen. 

 

 

 

Abb. 7: Schichtdicke dz, entlang welcher 
die Schwächung der Lichtintensität in 
der Küvette stattfindet (Eisinger et al., 
1985). 

 

 

 

Der differentielle Intensitätsverlust von Licht, das entlang einer z-Achse durch eine infinite-

simale Platte (der Dicke dz) einer Probe gelangt, welche absorbierende und streuende Partikel 

enthält, ist proportional der Konzentration des Streuers h und proportional dz (Abb. 7): 

dI/I = -(αa + αs) h dz 

αa : Schwächungskoeffizient durch (Re-)absorption  

αs : Schwächungskoeffizient durch Streuung 

Beide sind von der Wellenlänge abhängig. 

h : Konzentration an streuenden Partikeln 

Die Integration führt zu folgender Exponentialgleichung: 

I(z) = Iex exp[(-αa - αs) hz] 
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Die Schwächungskoeffizienten αs und αa sind Funktionen der Anregungs- und Emissions-

wellenlänge und der effektiven Weglängen des Anregungs- und Fluoreszenzstrahls. 

Die Gültigkeit dieser Gleichung ist begrenzt und am besten empirisch zu überprüfen. Sie ist 

am besten für kleine Schwächungskoeffizienten erfüllt und wenn das Licht stark in Vorwärts-

richtung gestreut wird (Eisinger et al., 1985). Die Streuung kann in Form der Rayleigh-/ 

Tyndallstreuung an einzelnen Molekülen bzw. Kolloiden erfolgen. Als weiterer Streueffekt ist 

vor allem bei Messungen geringer Fluoreszenzintensitäten (d. h. bei niedrigen Substanzkon-

zentrationen) die Ramanstreuung zu berücksichtigen, die infolge von Valenz- und Rotations-

schwingungen der Lösungsmittelmoleküle auftritt. Hierbei entsteht eine Strahlung, die lang-

welliger ist als die Anregungsstrahlung und somit zu Überlagerungen und Störungen der Fluo-

reszenzemission führen kann (Schwedt, 1981). Dabei tritt die Ramanbande immer in einer 

abhängig vom Lösungsmittel aber unabhängig von der Anregungswellenlänge konstanten 

Energiedifferenz auf. 

Die obige Gleichung beschreibt plausibel die Schwächung des Fluoreszenzsignals bei Küvet-

tenmessungen mit konventionellen Spektrofluorimetern. Ein stärkeres Fluoreszenzsignal er-

gibt sich durch Senkung der „Streuerkonzentration“, z. B. durch Verwendung von Zellen mit 

hoher Rezeptorexpression (z. B. Tota et al., 1995, Emmerson et al., 1997) oder von reinem 

Rezeptormolekül (sofern dies möglich ist) sowie durch alternative Messanordnungen, bei 

denen die Strecke dz möglichst kurz ist (z. B. konfokale Detektion). Der Einsatz fluoreszenter 

Liganden mit höherer Quantenausbeute würde das Signal ebenfalls verstärken, dieser Beitrag 

ist allerdings schnell ausgeschöpft. Fluorophore, die bei höheren Wellenlängen angeregt wer-

den, vermindern auftretendes Streulicht (die Streulichtintensität ist der 4. Potenz der Anre-

gungsfrequenz proportional) und weisen ein besseres Signal-Rausch-Verhältnis auf (s. nach-

folgend: Autofluoreszenz). 

Ungeachtet der angesprochenen Probleme und Limitationen haben fluorimetrische Methoden 

als Alternative zum Radioligandbindungsassay in den letzten Jahren zunehmend an Interesse 

gewonnen. Fluoreszenzfarbstoffe sind im Vergleich zu radioaktiv markierten Verbindungen 

relativ billig und sicher zu handhaben. Außerdem sind sie aufgrund der variablen Messmög-

lichkeiten flexibler für eine Vielzahl unterschiedlicher Targets einsetzbar und gestatten die 

einfache und schnelle Visualisierung entsprechend markierter Strukturen.  

Baindur und Triggle, 1994, haben eine Übersicht über rezeptorspezifische, fluoreszente Li-

ganden gegeben. 
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Die Lesezeiten für 10 fmol Fluorescein in Mikrotiterplatten beträgt im Idealfall wenige Se-

kunden pro well, während ein Szintillationszähler für die äquimolare Menge an [3H] oder 

auch [125I] dafür wesentlich länger benötigt (Park et al., 1999, Sportsman und Leytes, 2000). 

Versuche, mittels Fluoreszenz direkt die Bindungsaffinität von Wirkstoffen an G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren zu bestimmen, sind in der Literatur v. a. seit 1999 bereits mehrfach 

beschrieben (s. Abschnitt 3.2.1.2). 

Durch den Einsatz von Fluorophoren, deren Fluoreszenz an der Bindungsstelle drastisch zu-

nimmt (z. B. Propidiumiodid bei der Bindung an DNA), könnte man im Prinzip unter Gleich-

gewichtsbedingungen messen. Andere Möglichkeiten, die Fluoreszenz spezifisch gebundener 

„Sonden“ zu messen, könnte die Verwendung konfokaler Methoden oder spezieller Dekonvo-

lutionsmethoden bieten (McGrath et al., 1996). 

1.4.2.2 Durchflusszytometrie 

Eine Methode, die zur mehrparametrischen Untersuchung individueller Zellen bei hoher Ge-

schwindigkeit (bis 1000/s) herangezogen werden kann, ist die Durchflusszytometrie (Gilman-

Sachs, 1994). Abb. 8 zeigt das Messprinzip, das Resultat der Messung ist in diesem Beispiel 

als Histogramm dargestellt. 

Abb. 8: Prinzip der Durchflusszytometrie: Fluoreszenz und Streulicht individueller Zellen 
werden erfasst (FALS Sensor: Photodiode zur Detektion des Vorwärtsstreulicht). 

Der Nutzen der Durchflusszytometrie für die quantitative Untersuchung von Ligand-Rezeptor-

Wechselwirkungen unter Gleichgewichtsbedingungen wurde zuerst von Bohn, 1980, sowie 

Sklar et al., 1982, demonstriert. Eine detaillierte Bestimmung von Bindungskonstanten ent-

sprechender Antagonisten durch Kompetitionsexperimente wurde hingegen mittels Flow 

Cytometry bisher nur ansatzweise unternommen. 
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1.4.3 Einzelmoleküldetektion und Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie 

Für eine erfolgreiche Detektion individueller fluoreszenter Moleküle müssen zwei Vorausset-

zungen erfüllt sein: Zum einen muss sichergestellt sein, dass sich im Detektionsvolumen nur 

wenige oder idealerweise nur ein einziger Fluorophor befinden, zum anderen muss das von 

ihm generierte Fluoreszenzsignal größer sein als das Hintergrundsignal (Buehler et al., 2001). 

 

 

 

Abb. 9: Strahlengang 
bei der konfokalen 
Detektion, diese Mess-
anordnung eliminiert 
Licht oberhalb und 
unterhalb des Detekti-
onsvolumens. 

 

 

 

 

Das Hintergrundsignal wird durch lumineszente Verunreinigungen, Reflexionen sowie v. a. 

durch Raman- und die in diesem Zusammenhang weniger bedeutende Rayleighstreuung ver-

ursacht. Die Ramanstreuung macht sich besonders bei der Detektion an Oberflächen (Boden 

einer Mikrotiterplatte), die optisch wesentlich dichter ist, bemerkbar. 

Die spektroskopische Detektion einzelner Moleküle mittels laserinduzierter Fluoreszenz er-

fordert folglich die konsequente Verkleinerung des Messvolumens, um den störenden Hinter-

grund so gut wie möglich zu eliminieren. Dies wird durch Verwendung eines Lasers, der mit-

tels Anregungsfilter von störenden Nebenmoden befreit wird, durch verschiedene Filter im 

Emissionsstrahlengang und v. a. eine Lochblende (engl. pinhole) erreicht. Zugleich bietet sich 

dadurch aber auch die Möglichkeit zur Miniaturisierung für hochdurchsatzfähige Verfahren. 

In Abb. 9 ist der Strahlengang für eine konfokale Detektion demonstriert. 

Eine Verfeinerung dieser Technik stellt die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie dar. Sie 

kann zur Bestimmung von Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen unter Gleichgewichtsbedin-

gungen herangezogen werden. Dabei werden die thermodynamisch bedingten Fluktuationen 

der Fluoreszenzintensität von Liganden verfolgt. Aus der zeitlichen Autokorrelation dieser 

Fluktuationen kann sowohl die durchschnittliche Anzahl von Molekülen innerhalb des Mess-
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volumens als auch die durchschnittliche Durchgangszeit durch das Messvolumen (≈ 10-15 l) 

berechnet werden (s. Abb. 10). Deswegen sollte die Zielstruktur löslich oder suspendiert sein. 

Sowohl die Bestimmung von Bindungskonstanten als auch Messungen zur Stöchiometrie der 

Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung sind damit möglich, was z. B. für die Bindung von Kavain 

an neuronale Strukturen (Boonen et al., 2000) und die Bindung eines Antagonisten an 5HT3As-

Ionenkanälen (Wohland et al., 1999) gezeigt wurde. 

Abb. 10: Konzept der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie: einzelne fluoreszente Moleküle 
emittieren bei der Passage durch das Messvolumen „Photonensalven“. Aus deren Detektion 
in Zeitfenstern (links) kann über die Autokorrelationsfunktion G(τ) die Diffusionszeit τdiff  
ermittelt werden. Oben rechts: Schnelle Diffusionzeit τdiff1 (freies fluoreszentes Molekül); 
unten rechts: Zusätzlich langsame Diffusionzeit τdiff2 (Komplex der Reaktionspartner) nach 
Buehler et al., 2001 sowie Boonen et al., 1999. 

Wechselwirkungen können jedoch nur verfolgt werden, wenn sich die Diffusionszeit der Re-

aktionspartner deutlich unterscheidet. Überdies sind (sub-)nanomolare Konzentrationen und 

Dissoziationskonstanten des Analyten erforderlich, sodass der Hintergrund sorgfältig korri-

giert werden muss. 

Geräte zur Einzelmoleküldetektion für die Wirkstoffforschung werden beispielsweise von den 

Firmen Evotec Biosystems, Hamburg, in Zusammenarbeit mit Carl Zeiss, Jena, angeboten. 
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1.4.4 Fluoreszenzpolarisation 

Die Intensität von polarisiertem Licht, welches durch einen Polarisator hindurchtritt, hängt 

von der Orientierung des Polarisators ab. Die Transmission ist maximal, wenn die Polarisati-

onsebene senkrecht zur Achse des Polarisationsfilters steht. Für einen parallel polarisierten 

Lichtstrahl wird die Polarisation p definiert als 

⊥

⊥

−

−
=

II

II
p  . 

wobei I und I⊥die Intensitäten sind, welche parallel bzw. senkrecht zu einer willkürlich ge-

wählten Achse gemessen werden. Die Polarisation p kann zwischen –1 und +1 variieren. p = 

0, wenn das Licht nicht polarisiert ist, andernfalls spricht man von partieller Polarisation. 

Fluoreszenzpolarisation kann in einem herkömmlichen Fluoreszenzspektrometer gemessen 

werden, wenn ein Polarisator im Anregungslichtstrahl und ein Analysator in Emissions-

lichtstrahl positioniert werden. In der Praxis wird dabei der Polarisator in vertikaler Stellung 

fixiert und die Ausrichtung des Analysators zwischen horizontaler und vertikaler Stellung 

variiert (Abb. 11). 

Abb. 11: Messprinzip der Fluoreszenzpolarisation p mit P: Polarisator, A: Analysator und 
Gleichung für zur Messung von p: I, I⊥ - Intensität in horizontaler bzw. vertikaler Richtung. 

Ist das Anregungslicht parallel polarisiert, beobachtet man üblicherweise, dass das Fluores-

zenzlicht entweder partiell polarisiert oder vollständig unpolarisiert ist. 

Um diesen Polarisationsverlust, dessen Änderung und Betrag Informationen über den physika-

lischen Zustand des emittierenden Moleküls liefern, zu veranschaulichen, muss man sich 

vergegenwärtigen, dass die Absorption von polarisiertem Licht durch einen Chromophor dann 

maximal ist, wenn die Polarisationsebene parallel zu einer speziellen Achse des Chro-

mophors, dem sog. elektrischen Dipolmoment, angeordnet ist. 

P A

p=(I -I⊥) / (I + I⊥)

Anregung Emission

P A

p=(I -I⊥) / (I + I⊥)

Anregung Emission



Einleitung   20 

 

Die Lichtabsorption und –emission von Fluorophoren erfolgt über ein molekülfestes elektri-

sches Übergangsdipolmoment. Werden Fluorophore mit linear polarisiertem Licht angeregt, 

so werden diejenigen Moleküle, die zum elektrischen Feldvektor des anregenden Lichts paral-

leles Übergangsdipolmoment aufweisen, bevorzugt. Die Übergangswahrscheinlichkeit ist 

proportional cos2 α, wenn α der Winkel zwischen diesem Übergangsdipolmoment und dem 

elektrischen Feldvektor der anregenden Lichtwelle ist. Die Fluoreszenz dieser in Lösung sta-

tistisch verteilten Fluorophore ist ebenfalls polarisiert, solange sie die Orientierung beibehal-

ten. Aus der Mittelung über alle Molekülorientierungen folgt für schwache Anregung 

3cos

1cos3
2

2

+
−

=
β
β

p , wobei β der Winkel zwischen absorbierendem und emittierendem Über-

gangsdipolmoment im einzelnen Molekül ist. Die Grenzwerte der Fluoreszenzpolarisation p 

sind damit p = 0,5 für β = 0° und p = -0,333 für β = 90°. Verschiedene Mechanismen ernied-

rigen den Betrag von p. Sieht man von der Überlagerung mehrerer Übergänge, von Schwin-

gungskopplung und Energie-Transfer ab, die durch geeignete Wahl der Spektralbereiche und 

der Konzentration weitgehend eliminiert werden können, so ist es v. a. die Rotation der Fluo-

rophore während der Lebensdauer des angeregten Zustands, die zu einer Depolarisation der 

Fluoreszenz führen (Hoppe, Lohmann, Markl und Ziegler, 1978).  

Der Wert der Fluoreszenzpolarisation p eines Moleküls ist daher proportional seiner Rotati-

onsrelaxationszeit τ (die Zeit, die Moleküle benötigen, sich um einen bestimmten Winkel zu 

drehen). Die Rotationsrelaxationszeit τ hängt von der Viskosität η, der absoluten Temperatur 

T, dem Molekularvolumen V sowie der idealen Gaskonstante R ab: 
TR
V

p
⋅
⋅⋅

=
η

τ
3

~ . 

Werden T und η konstant gehalten, ist die Polarisation direkt vom Molekularvolumen V ab-

hängig. Dieses ändert sich bei der Assoziation oder Dissoziation zweier Moleküle, bei Frag-

mentierung oder bei Konformationsänderungen. 

Der Polarisationsgrad, der als ein Verhältnis von Lichtintensitäten gemessen wird (Abb. 11), 

ist eine dimensionslose Größe und wird oft in mP (= Millipolarisationseinheiten) ausgedrückt. 

Vorteilhaft ist bei dieser ratiometrischen Methode, dass experimentell bedingte Fluktuationen 

der Fluoreszenz automatisch korrigiert werden und dass die Messung unter Gleichgewichts-

bedingungen durchführbar ist. 

Der Polarisationsgrad wird häufig als Anisotropie r angegeben und hängt mit der Polarisation 

über folgende Gleichung zusammen: 

r
r

p
+

=
2
3
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Vielfache Anwendung hat die Fluoreszenzpolarisation bei Untersuchung von Membranvisko-

sitäten gefunden. Darüberhinaus hat sich diese Methodik zunehmend auch zur Untersuchung 

molekularer Wechselwirkungen bewährt. Tota et al., 1994, haben an G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren entsprechende Messungen durchgeführt. Banks et al., 2000, beschreiben die An-

wendbarkeit dieser Methode speziell für G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Wesentlich ist 

hierbei die konfokale Detektion sowie ausreichende Präzision und Empfindlichkeit der ver-

wendeten Geräte, da sonst Streulicht und Hintergrundfluoreszenz zu unüberwindlichen Hin-

dernissen werden. Entsprechende Geräte stehen seit wenigen Jahren für den Hochdurchsatz 

zur Verfügung. Allerdings verlangt diese Methode den Einsatz von Zellmembranen mit aus-

reichend hoher Rezeptorendichte, für die Untersuchung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren an 

ganzen Zellen ist sie nicht geeignet. 
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1.4.5 Zeitaufgelöste Messungen und Energietransfer 

Während Fluoreszenzmessungen bei zeitlich konstanter Anregung und Detektion nur ein 

gemitteltes Signal der Intensität ergeben, ist durch eine gepulste und mit einer raschen Detek-

tion koordinierten Anregung auch der zeitliche Verlauf (exponentieller Abfall) der Intensität 

während der Abklingzeit, die üblicherweise im Nanosekundenbereich liegt, zugänglich. Zeit-

aufgelöste Messungen sind zwar relativ aufwendig, ermöglichen aber eine hohe Empfindlich-

keit durch Elimination des Hintergrunds, der mit etwa 1-20 ns (Soini und Kojola, 1983) rela-

tiv kurzlebige Fluoreszenz aufweist (Abb. 12). Für diesen Zweck kommen unter anderem 

langlebige Fluorophore, z. B. Europium (Abklingzeit: 200-400 µs) als Kryptat oder Über-

gangsmetalle als Rutheniumkomplexe zum Einsatz. Dabei wird jeweils innerhalb eines kurzen 

Zeitfensters nach Abklingen der Hintergrundfluoreszenz gemessen. 

 

Abb. 12: Messprinzip der zeit-
aufgelösten Fluoreszenz: Die 
Detektion erfolgt im gewählten 
Beispiel 50-250 µs nach ge-
pulster Anregung eines Euro-
piumchelats, Abklingen der 
Hintergrundfluoreszenz (ge-
punktete Kurve). 1 Sekunde 
Messzeit (1000 Messzyklen) 
sind in der Regel ausreichend 
(Soini und Kojola, 1983). 

Der als Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) bezeichnete Prozess ist eine stark 

distanzabhängige (proportional 1/r6) strahlungslose Wechselwirkung zwischen zwei Fluo-

rophoren, einem Donor und einem Akzeptor. Der als Försterradius bezeichnete Abstand r, bei 

welchem die Effizienz des Transfers 50 % beträgt, liegt meist bei 1-10 Nanometern. Außer-

dem ist der Transfer direkt der Schnittfläche zwischen Emissionsspektrum des Donors, dessen 

Quantenausbeute hoch sein sollte, und Exzitationsspektrum des Akzeptors proportional. Unter 

diesen Voraussetzungen und eventuell kombiniert mit zeitaufgelöster Messung kann der En-

ergie-Transfer auch zur Detektion spezifischer Bindung (z. B. bei Immunoassays) genutzt 

werden. 

Ein Beispiel eines zeitaufgelösten FRET-basierten Assays wurde von Stenroos et al., 1998, für 

den Interleukin-2-Rezeptor veröffentlicht. Der mit einem fluoreszenten Antikörper markierte 

Rezeptor (Membranpräparation) dient als Akzeptor, der mit einem Europiumchelat markierte 

Ligand als Donor (Abb. 13). Auch für den EGFR-Rezeptor ist ein entsprechender Assay mit 
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einem Allophycocyanin-Derivat XL665 als Akzeptor und ratiometrischer Messmethodik (bei 

der spezifischen Bindung nimmt die Fluoreszenz von XL665 bei 665 nm zu , die des Donors 

bei 620 nm ab) beschrieben (Alpha-Bazin et al., 2001). 

Für G-Protein-gekoppelte Rezeptoren erweist sich diese Methodik aber als wenig praktikabel, 

da entweder der Rezeptor oder ein Membranbestandteil mit dem Donor/Akzeptor markiert 

werden muss. 

 

 

Abb. 13: Prinzip eines FRET-Assays nach 
Stenroos et al., 1998: Als Messsignal dient die 
Fluoreszenzintensität des Akzeptors (Energie-
Transfer auf Cy5) bei 665 nm, die Detektion 
erfolgt 50 µs nach der gepulsten Anregung. 

 

 

 

1.4.6 Bestimmung von intrazellulärem Ca2+ mittels Fluoreszenz oder Lumineszenz 

Zur Bestimmung zytoplasmatischer Ca2+-Konzentrationen finden selektive Ca2+-

komplexierende Indikatoren, die z. T. strukturell von dem starken Komplexbildner EGTA 

abgeleitet sind, Anwendung. Man unterscheidet im wesentlichen zwischen Fluorophoren, die 

nach Ca2+-Komplexierung einen Shift in der Absorptionswellenlänge aufweisen (z. B. Fura-2) 

und solchen Substanzen, deren Fluoreszenzintensität sich erhöht (z. B. Oregon Green, Fluo-

3). Vorteilhaft bei Fura-2 und verwandten Fluorophoren ist die Möglichkeit der referentiellen 

Messung. Dabei werden bei zwei Wellenlängen Exzitations-/Emissionsintensitäten zueinander 

ins Verhältnis gesetzt („Ratio-Methode“). Dadurch wird die Messung von der Konzentration 

des Indikators unabhängig. Somit fallen Schwankungen in der Zellzahl und der Farbstoffkon-

zentration sowie eine ungleichmäßige Farbstoffverteilung in den Zellen aufgrund der Kompar-

tierung nicht mehr ins Gewicht. 

Die skizzierte Vorgehensweise funktioniert sehr gut bei Verwendung von Küvetten mit einem 

Volumen von 1-2 ml in konventionellen Fluoreszenzspektrometern. Um die Ca2+-Messung 

auf Mikrotiterplatten zu übertragen, wird üblicherweise im Einwellenlängenmodus im VIS 

gemessen, da die Anregung v. a. im UV-Bereich zu Problemen mit Hintergrundfluoreszenz 

und Absorption führt. Ein bereits für den Einsatz erprobtes Gerät (FLIPR, Molecular Devi-

ces) ist mit einem Argon Laser (488 nm) ausgerüstet und erlaubt die Temperatur- und Feuch-
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tigkeitskontrolle der Platten sowie die konfokale, simultane Detektion aller 96 Lochböden 

über eine gekühlte CCD Kamera (Abb. 14).Überdies wären Messgeräte für die ratiometrische 

Messung des intrazellulären Ca2+-Gehalts in Mikrotiterplatten sehr aufwendig und sind bisher 

nicht erhältlich. 

Abb. 14: Schema des Fluorometric Imaging Plate Reader  mit Elimination des Hinter-
grunds (Broschüre von Molecular Devices, München). 

Andere Möglichkeiten einen zytoplasmatischen Ca2+-Anstieg zu messen, bietet die direkte 

Mikroinjektion des Aequorinkomplexes in die Zellen oder die Transfektion der Zellen mit 

einem geeigneten Vektor für diesen biolumineszenten Ca2+-Sensor. Diese aufwendige Metho-

dik erfordert aber auch den Einsatz hochempfindlicher CCD-Kameras für die Automatisierung 

und soll einige Schwierigkeiten aufweisen (Mattheakis und Ohler, 2000). 

Auch die Expression eines Fusionsproteins, das aus Calmodulin, einem Ca2+-bindenden Prote-

in, besteht und mit zwei Mutanten des GFP („green fluorescent protein“) an den jeweiligen 

Enden fusioniert ist, könnte für intrazelluläre Ca2+-Messungen nützlich sein. Die bei der Bin-

dung von Ca2+ resultierende Konformationsänderung kann über einen Fluoreszenz-Resonanz-

Energie-Transfer zwischen BFP („blue fluorescent protein“) und GFP detektiert werden (Fin-

ney, 1998).  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit dem Indikator Oregon Green der Versuch unternom-

men, Ca2+ im 96-Well-Format zu messen. 
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2 Problemstellung 

Basierend auf einschlägigen Vorarbeiten am Lehrstuhl Pharmazeutische Chemie II der Uni-

versität Regensburg sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Bestimmung der Affinität 

und der Funktion von Liganden G-Protein-gekoppelter Rezeptoren fluoreszente bioanalytische 

Methoden entwickelt werden, die sich potentiell zu hochdurchsatzfähigen Verfahren ausbauen 

lassen. Als Modellverbindungen wurden in der Arbeitsgruppe synthetisierte subtypselektive 

Histamin- und NPY-Rezeptorliganden verwendet. 

Zur Charakterisierung von Agonisten und Antagonisten kann u. a. die Wirkung auf intrazellu-

läre Signaltransduktionskaskaden herangezogen werden wie die Beeinflussung des zytoplas-

matischen Ca2+-Spiegels, der z. B. nach Bindung eines Agonisten durch Öffnung von Ionen-

kanälen oder Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern transient erhöht sein kann. 

Bei klonierten, in geeigneten Zelllinien exprimierten Rezeptoren, die zunehmend für die Tes-

tung eingesetzt werden, ist eine intakte Signaltransduktion oft nicht gegeben, sodass nur die 

Möglichkeit besteht, die Rezeptorbindung direkt zu messen. Dazu werden üblicherweise 

Kompetitionsexperimente mit Radioliganden durchgeführt. Ein neuer Ansatzpunkt zur Be-

stimmung der Affinitäten von Liganden ist die Nutzung fluoreszenter Proben. Bei G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren sind jedoch eine Fülle von Schwierigkeiten zu überwinden. Zu Be-

ginn der vorliegenden Arbeit stand dazu kein geeignetes fluoreszenzbasiertes Verfahren zur 

Verfügung. 
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Zunächst war die Synthese von fluoreszenten Rezeptorliganden gefordert, die trotz der Mar-

kierung eine ausreichende Affinität und Selektivität zum Rezeptor aufweisen und zusätzlich 

ein ausreichendes Signal-Rausch-Verhältnis ermöglichen. Dazu wurden von Herrn Li (Li, 

2001) u. a. Liganden als Varianten obiger Strukturen mit jeweils unterschiedlichen Spacerlän-

gen synthetisiert. 

Um nur die Anzahl an Bindungsstellen zu bestimmen, genügen Antirezeptor-Antikörper, für 

die Bestimmung von Bindungskonstanten jedoch benötigt man Substanzen, die um die gleiche 

Bindungsstelle wie die endogenen Liganden konkurrieren. Zudem sollten subnanomolare 

Konzentrationen des fluoreszenten Liganden rasch an einer repräsentativen Zahl von Zellen 

möglichst im rezeptorgebundenen Zustand gemessen werden können. Der „ideale“ fluoreszen-

te Ligand sollte folgende Eigenschaften aufweisen (vgl. Baindur und Triggle, 1994): 

§ Hohe Rezeptoraffinität und -selektivität. 

§ Einen hohen Extinktionskoeffizienten im Bereich der Anregung (nach Möglichkeit 

488 nm/633 nm für die gängigen Laser), um eine Detektion mit hoher Empfindlichkeit 

zu ermöglichen. 

§ Er sollte eine hohe Quantenausbeute (> 0,3) im rezeptorgebundenen Zustand besitzen. 

§ Die Probe sollte in einem spektralen Bereich anregbar sein, in welchem keine Anre-

gung zelleigener Fluorophore stattfindet. 

§ Für die Fluoreszenzmikroskopie ist zusätzlich eine ausreichende Photostabilität erfor-

derlich. 

§ Je nach Messmethodik eine geeignete Fluoreszenzlebensdauer - eine kurze Lebens-

dauer für die Durchflusszytometrie, für zeitaufgelöste oder hochempfindliche Messun-

gen dagegen eine lange Lebensdauer. 

§ Fluoreszenzmarkierte endogene Agonisten haben meistens den Vorteil, dass sie nicht 

nur für einen einzigen Rezeptorsubtyp, sondern als Tool an allen weiteren Rezeptoren 

eingesetzt werden können, an welche auch der endogene Ligand bindet. Auf diese 

Weise umgeht man die bei der Verwendung von Antagonisten nötige Herstellung einer 

Vielzahl subtypselektiver fluoreszenter Rezeptorliganden. 
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3 Ergebnisse und Diskussion 

Am Lehrstuhl Pharmazeutische Chemie II waren bereits eine Reihe zellulärer Testsysteme 

etabliert. Für NPY-Liganden wurden neben cAMP-Assays der Ca2+-Assay an HEL-Zellen und 

die Radioligandbindungstests an SK-N-MC-Zellen (Y1-Bindung), an SMS-KAN-Membranen 

(Y2-Bindung), Geßele, 1998, sowie an Y5-transfizierten HEC-1B-Zellen eingesetzt (Y5-

Bindung; Moser, 1999). Zudem wurden für Histamin-Rezeptorliganden organpharmakologi-

sche Modelle wie das Meerschweinchenileum (Histamin H1-Liganden) oder der Meer-

schweinchen-Vorhof (Histamin H2-Liganden) herangezogen. Diese Testsysteme und die Vor-

arbeiten von Li und Kracht dienten als Basis der vorliegenden Arbeit, Testmodelle fluoreszen-

ter Methodik zu entwickeln (Li, 2001 und Kracht, 2001). Dabei wurde besonderes Augenmerk 

auf die potentielle Hochdurchsatzfähigkeit der Assay-Methode gelegt. 

Die Verwendung intakter Zellen für Ligand-Bindungsstudien gegenüber Membranpräparatio-

nen hat mehrere Vorteile. Die physiologische Situation wird eher widergespiegelt, da der 

Rezeptor sich in seiner natürlichen Umgebung befindet und die Kopplung an die Signaltrans-

duktion sowie weitere zelleigene Regulationsmechanismen erhalten bleiben. 

Zusätzliche Einflüsse können bei einem Bindungsassay an intakten Zellen jedoch ins Gewicht 

fallen: 

§ Effekte anorganischer Ionen wie Ca2+, deren Konzentration kaum verändert werden 

kann, auf die Bindungsaffinität, 

§ Konzentration von GTP in der Zelle, die zu niedrig affinem Rezeptorstatus führt, 

§ lipophile Eigenschaften des Tracerliganden (passive Diffusion in die Zellen) und 

§ subzelluläre Lokalisierung der Rezeptoren sowie agonist-induzierte Internalisation und 

Recycling der Rezeptoren. 

Viele dieser Faktoren variieren zwischen den Rezeptoren und sogar deren Subtypen. Deswe-

gen ist es erforderlich, die Testbedingungen in jedem Einzelfall zu untersuchen und zu opti-

mieren. 
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3.1 Synthese, Trennung und Charakterisierung der NPY-Derivate und verwendeten 

Fluorophore 

3.1.1 Auswahl der Fluorophore 

Der Auswahl des geeigneten Fluorophors zur Markierung kommt entscheidende Bedeutung 

zu: Von den Radioliganden [3H]-Propionyl-NPY und [125I]-NPY war bekannt, dass die ε-

Aminogruppe des Lys-4 eine geeignete Position zur Markierung mit kleineren Gruppen dar-

stellt. Im Falle der fluoreszenten Liganden sind die eingeführten Gruppen jedoch sperrig. 

Deswegen sind Kompromisse zwischen Größe und Ladung, Quantenausbeute bzw. spektralen 

Eigenschaften bei der Wahl des Fluoreszenzfarbstoffs für die Markierung erforderlich. 

 

 

Tabelle 3:  
Strukturen der zur 
Fluoreszenzmar- 
kierung (als 
Succinimidylester) 
eingesetzten 
Farbstoffe. 
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Tabelle 4: Charakteristika der eingesetzten Fluorophore 

 Fluorophor λEx 

[nm] 
λEm 

[nm] 
MM 
[g/mol] ε1 Φ Charakteristika 

A Dansyl 335 518 347 4,21 <0,3 Fluoreszenzänderung 
je nach Polarität der 
Umgebung, geringe 
Quantenausbeute 

B Nitrobenzoxadiazol 
(NBD) 

466 535 277 221 <0,1 Fluoreszenzänderung 
je nach Polarität der 
Umgebung, geringe 
Quantenausbeute 
 

C BodipyFL(4,4-
difluor-1,3,5,7-
tetramethyl- 4-bora-
3a,4a-diaza-s-
indacen- 8-
propionsäure 

500 509 303 793 >0,83 unpolar, schmale 
Exzitations-/ 
Emissionsbande, 
Quenching durch 
Proteine 
 

D 5-/6-
Carboxyfluorescein, 
Isomerengemisch 

495 519 359 553a 0,815 pH-Abhängigkeit, 
Quenching durch 
Proteine 

E 5-/6-
Carboxyrhodamin, 
Isomerengemisch 

504 532 358 782 - Quenching durch 
Proteine, 
geringe Quantenaus-
beute 
 

F 5-/6-
Carboxytetra-
methyl-rhodamin, 
Isomerengemisch 

546 576 414 952 0,355 geringe Quantenaus-
beute 
 

G Cy5 (Amersham) 649 670 638 2503 0,28 Emission im roten 
Wellenlängenbereich, 
hoher Extinktions- 
koeffizient 

H Cy5-P (LS Wolf-
beis) 

649 670 768 1803 - Emission im roten 
Wellenlängenbereich, 
hoher Extinktions- 
koeffizient 

1[⋅103⋅M-1⋅cm-1], 2in MeOH, 3in PBS, 3ain PBS nach Tota et al., 1994, 4Karolin et al., 1994, 
5Whitaker et al., 1992: 50 mM Phosphatpuffer, pH= 8,0-9,0. 

Die Tabellen 3 und 4 zeigen die Strukturen und Charakteristika der für die Markierung von 

NPY verwendeten Fluorophore. Fluorescein ist ein breit eingesetzter Farbstoff, der eine hohe 

Quantenausbeute und eine relativ kompakte Struktur besitzt. Von Nachteil sind jedoch das 

Fluoreszenzsspektrum, das mit dem der Flavine zusammenfällt, mäßige Photostabilität, pH-
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Abhängigkeit der Intensität - sie nimmt mit fallendem pH-Wert ab - und Quenching in der 

Gegenwart von Proteinen, was auf Charge-Transfer-Wechselwirkungen (Exiplex) mit aroma-

tischen Aminosäureresten zurückgeführt wird. 

Quenching wird auch bei NBD (Futamura et al., 2001) und BodipyFL beobachtet (Karolin et 

al., 1994). Der Prototyp der Bordifluorpyrromethene hat ähnliche spektrale Eigenschaften wie 

Fluorescein, die Banden sind jedoch schmäler. Der Fluorophor hat eine höhere Photostabilität 

sowie geringere Abhängigkeit von pH und Polarität der Umgebung und ist im Gegensatz zu 

den meisten Fluorophoren ungeladen, was für die Rezeptorbindung unter Umständen von 

Vorteil ist. 

Die Rhodamine sind photostabiler als Fluorescein, im physiologischen Bereich kaum pH-

empfindlich und oberhalb von 500 nm anregbar (Whitaker et al., 1992), was die Autofluores-

zenz reduziert. Ein Nachteil besteht jedoch in der geringeren Quantenausbeute im Vergleich 

zu Fluorescein. 

Für NBD spricht die höhere Photostabilität, ein relativ großer Stokes´ Shift sowie eine starke 

Abhängigkeit der Fluoreszenz von der Polarität der Umgebung. Die Intensität ist jedoch auf-

grund des mäßigen Extinktionskoeffizienten und einer geringen Quantenausbeute schwach. 

Dansyl-Derivate haben den Vorteil, dass sie relativ kleine Fluorophore darstellen und einen 

beachtlichen Stokes´ Shift aufweisen. Ihr kleiner Extinktionskoeffizient und die je nach Um-

gebung variable Quantenausbeute verursachen jedoch deutliche Probleme hinsichtlich Detek-

tion und Empfindlichkeit. 

Die Cyaninfarbstoffe sind für vielfältige Anwendungen einsetzbar. Ursprünglich wurden sie 

von Kodak als Sensitizer für fotografische Filme entwickelt. Gemeinsam sind ihnen zwei 

Heterozyklen, die über eine konjugierte Polymethin-Kette verbunden sind. So werden SYTO 

und TOTO für DNA-Quantifizierung eingesetzt, da sich ihre Fluoreszenz bei der Bindung an 

Nukleinsäuren drastisch verstärkt. Sie weisen sogar eine Basenpräferenz auf. Die allgemeine 

Formel lautet: 

R2N[CH=CH]nCH=N+R2 ↔ R2N
+=CH[CH=CH]nNR2 

Die Klasse der Indocarbocyanine eignet sich für die Markierung von Liganden aufgrund ihrer 

langwelligen Anregung und Emission sowie ihrer relativen pH-Unempfindlichkeit. Die Fluo-

rophore unterscheiden sich in der Länge der Kette, welche die beiden basischen Heterozyklen 

verbindet, die spektralen Eigenschaften beeinflusst, aber auch für die Stabilität entscheidend 

ist. Die Einführung hydrophiler Gruppen (Carboxymethyl: Southwick et al., 1990; Sulfonsäu-

ren:Mujumdar et al., 1993) hat ihren Einsatz erst ermöglicht, da die Affinität der Grundstruk-
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turen zu Membranen sehr hoch ist, was für die unspezifische Bindung entscheidend ist. Über-

dies verhindern die sauren funktionellen Gruppen Wechselwirkungen wie „Selfquenching“ 

durch Ladungsabstoßung. Der Extinktionskoeffizient für Cyanin-5 liegt bei 250000 M-1 cm-1 

in wässrigem Medium bei pH-Wert 7,4. Im Abschnitt 3.1.5 ist der Anstieg der Fluoreszenzin-

tensität bei der Bindung an BSA dokumentiert. 

Die Phycobiliproteine aus Cyanobakterien und Algen, die als akzessorische Pigmente bei der 

Photosynthese fungieren, sind Makromoleküle. Deren Einsatz als Fluorophore mit sehr hoher 

Quantenausbeute ist wegen ihrer hohen Molmasse für niedermolekulare Liganden nicht mög-

lich. So ist beispielweise APC (=Allophycocyanin) wie Cy5 von einem roten Diodenlaser 

(633 nm) anregbar und hat eine deutlich höhere Quantenausbeute (0,68 bei λEX= 650 nm) 

sowie bessere Photostabilität als Cy5. Die Molmasse beträgt aber 104.000 g/mol. Die Fluores-

zenzspektren der NPY-Derivate, für die in Tabelle 5 eine Bezifferung eingeführt wird, sind 

mit Ausnahme des Dansyl-Derivats dem experimentellen Teil zu entnehmen. Die Spektren 

entsprechen den jeweiligen Fluorophoren. 
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3.1.2 Synthese der NPY-Derivate 

NPY verfügt über zwei primäre Aminogruppen: Am N-terminalen Tyrosin (Tyr-1) und am 

Lysin der Position vier (Lys-4). Aufgrund der benachbarten Carbonyl-Gruppe ist die α-

Aminogruppe des Tyr-1 weniger reaktiv als die ε-Aminogruppe des Lys-4. Es ist daher mög-

lich, NPY selektiv am Lys-4 zu markieren, zumal diese Position stärker exponiert ist und 

daher für sperrige Fluorophore (Tabelle 3) besser zugänglich ist. Hinzu kommt, dass diese ε-

Aminogruppe zwar zur NPY Y1-Rezeptoraffinität beiträgt, aber nicht essentiell ist, so dass im 

Gegensatz zum N-Terminus eine Markierung ohne wesentliche Wirkungsabnahme toleriert  

Abb. 15: Schema der Fluoreszenzmarkierung von NPY, R =A-H (Tabelle 4). 

wird (Seikh et al., 1990). Dessen ungeachtet wurde von Fabry et al., 2000, ein N-terminal 

markiertes Carboxyfluorescein-NPY beschrieben (s. Abschnitt 3.1.3). 

Die für die Markierung verwendeten Succinimidylester sollten besser geeignet sein als Isothi-

ocyanate, da die erhaltenen Amide in ihrer Stabilität den Peptidbindungen vergleichbar sind. 

Die aus Aminen und Isothiocyanaten gebildeten Thioharnstoffgruppen sind demgegenüber 

weniger stabil (Slavik, 1994). 

Die für die Markierung verwendeten Fluorophore sind in Tabelle 3 und 4 dargestellt und die 

Bezifferung der markierten NPY-Liganden in Tabelle 5 und 6. 
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3.1.3 Trennung und pharmakologische Charakterisierung der fluoreszenten NPY-

Derivate 

Da die Fluoreszenzmarkierung nur geringe Reaktionsausbeuten sowie Produktgemische liefer-

te (s. auch experimenteller Teil) und für die weiteren (kompetitiven) Experimente eine hohe 

Reinheit entscheidend war, wurden die Reaktionsprodukte mittels HPLC unter jeweils leicht 

modifizierten Bedingungen getrennt. Überdies sind einige kommerzielle aktivierte Farbstoffe 

nur als Isomerengemische erhältlich (Tabelle 3). Am Beispiel des Cy5-NPY 1 (Tabelle 5) soll 

die Trennung ausführlicher dargestellt werden. 

 

Abb. 16: Repräsentative Chroma-
togramme für die Trennung des 
NPY/Cyaninfarbstoffgemisches 
(Amersham) nach 22 h Reaktions-
dauer, A: Absorption des Fluo-
rophors bei 649 nm B: Tyro-
sinfluoreszenz bei 276/303 nm. 
Trennbedingungen: Nucleosil 
300-5C-18 Trennsäule; Gradient: 
0 min: 30 % Acetonitril, 40 min: 
48 % Acetonitril; Injektionsvolu-
men 25 µl, RT, 0,7 ml/min. 
tR = 2,5 min: Cyaninfarbstoffe 
tR = 15,2 min: pNPY 
tR = 18,2/18,8 min: an Lys-4 mar-
kiertes Cy5-NPY 1 
tR = 22,6 min: an Tyr-1 markier-
tes Cy5-NPY 2 . 

 

Der UV/VIS-Detektor war dem Fluoreszenzdetektor vorgeschaltet, die zeitliche Differenz 

betrug ca. 4 s. Durch Spiken der Lösung mit NPY und aufgrund der Tyrosinfluoreszenz wurde 

der Peak mit der Retentionszeit (tR) von 15,2 min als nichtumgesetztes pNPY identifiziert. 

Der Peak mit tR = 18,2/18,8 min, VIS-/Fluoreszenzdetektion, erwies sich nach mas-

senspektrometrischer Analyse und Ansequenzierung als am Lys-4 einfach markiertes Cy5-

NPY 1 (Tabelle 5). Der am VIS-Detektor bei 22,6 min erscheinende Peak lieferte hingegen 

kein Fluoreszenzsignal bei 275/303 nm. Eine Masse war für diesen Peak nicht zu bestimmen. 

Die spektralen und die pharmakologischen Daten sprechen jedoch dafür, dass es sich um N-

terminal markiertes Cy5-NPY 2 handelt (Tabelle 6). 2 hat eine stark verminderte Affinität 

auch am Y1-Rezeptor, für die der N-Terminus des NPY entscheidend ist (Seikh et al., 1990). 
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Die Peaks bei einer Retentionszeit von 2,5 min sind auf das uneinheitliche Edukt (Cy5-

Succinimidylester von Amersham) zurückzuführen. Der aktivierte Farbstoff G (Amersham) 

wurde daraufhin genauer untersucht. Abb. 17 A und B zeigen die entsprechenden Chroma-

togramme nach einer 22-stündigen Hydrolyse in Hydrogencarbonatpuffer bei pH 9,1. Man 

kann erkennen, dass das aus mehreren Komponenten bestehende Edukt nach der Hydrolyse 

noch Fluoreszenz wie Farbstoff G aufweist. Das bedeutet, dass das Eduktgemisch nach der 

Hydrolyse nicht an den konjugierten Doppelbindungen fragmentiert wurde und v. a., dass es 

sich bei dem Eduktgemisch nicht um teilweise aktivierten Farbstoff, sondern um Isomere oder 

ähnliche Farbstoffe handeln muss. Das von der Arbeitsgruppe Wolfbeis erhaltene aktivierte 

Cyanin-Derivat H (Phosphonester) war dagegen zu 97-99 % rein (Abb. 17 C, D). 

Abb. 17: Chromatogramme (Absorption bei 649 nm bzw. Fluoreszenz bei 640/670 nm) von 
A,B: Cy5-Carbonsäuren (Amersham), nach Hydrolyse in Hydrogencarbonatpuffer (pH = 9,1; 
22h) C,D: Cy5-P-Succinimidylester.Trennbedingungen s. Abb. 16. 

Die HPLC unter den in Abb. 16 beschriebenen Bedingungen war ebenfalls für die Untersu-

chung der Stabilität gelagerter Chargen von Cy5-NPY 1 erforderlich. Eine optimale Stabilität 

der fluoreszenten NPY-Liganden ist nur gewährleistet, wenn die benötigten Mengen des fluo-

reszenten Liganden, die in Portionen lyophilisiert wurden, erst vor der Testung in 10 mM HCl 

gelöst werden. Ab einer Lagerung von ca. einem Jahr (lyophilisiert und bei –30°C aufbewahrt) 

ist aber dennoch von einem beträchtlichen Stabilitätsverlust auszugehen. 
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Von NPY ist bekannt, dass es an Wänden von Reaktionsgefäßen und Pipetten adhäriert. Die-

ses Verhalten ist besonders bei niedrigen Konzentrationen relevant. Um die Adhesion zu 

minimieren, wurde, wenn möglich 0,1 % BSA zugesetzt. Außerdem wurden silikonisierte 

Gefäße verwendet. 

 

Abb. 18: Ca2+-Anstieg 
in HEL-Zellen nach 
Stimulation mit unter-
schiedlichen Konzent-
rationen an Carbo-
xyfluorescein-pNPY 5 
(Küvettenmessung mit 
Spektrofluorimeter PE 
LS50B). 

 

 

Nach der Konzentrationsbestimmung (s. experimenteller Teil) wurden die fluoreszenten NPY-

Derivate zuerst im Ca2+-Assay an HEL-Zellen auf Y1-Rezeptoragonismus getestet. Abb. 19 

zeigt die Konzentrationsabhängigkeit des Ca2+-Anstiegs für das Carboxyfluorescein-Derivat 5. 

Dieser Assay, bei dem die Fluoreszenz des Ca2+-komplexierenden Indikators Fura-2 gemessen 

wird, wurde durch die fluoreszenten NPY-Derivate bis auf eine Ausnahme nicht beeinträch-

tigt. Nur im Falle des BodipyFL-markierten NPY wurde die Detektion des Ca2+-Signals ge-

stört (nicht gezeigt). Verantwortlich ist dafür eine Absorption der Fura-Fluoreszenz durch 

diesen Fluorophor (sekundärer innerer Filtereffekt). Auch die Ergebnisse im Y1-Bindungstest 

an SK-N-MC-Zellen bestätigten 

eine im Vergleich zu NPY Ki = 

(0,68 ± 0,2) nM zwar vermin-

derte Affinität von 5 und 6, die 

aber mit Ki = (3,47 ± 3,0) nM 

bzw. Ki = (2,66 ± 0.64) nM 

tolerierbar ist (Abb. 19). 

 

 

Abb. 19: Kompetitionskurven (Radioligandbindung) der beiden fluoreszenten Liganden 5, 6 
an SK-N-MC-Zellen; n =3, MW ± SEM. 
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Tabelle 5 zeigt, dass alle am Lys-4 modifizierten Peptide eine im Vergleich zu pNPY verrin-

gerte Affinität aufweisen. Außerdem ist ersichtlich, dass die Affinität von der Größe des Fluo-

rophors und der Länge des Spacers bestimmt wird. Das Carboxyfluorescein- und auch das 

Tetramethylrhodaminderivat 5 bzw. 11 weisen keinen, das BodipyFL-markierte 6 dagegen 

einen Ethylen-Spacer auf. Das Dansyl-Derivat 7 und das NBD-Derivat 9 sowie 1 haben sogar 

Pentamethylen-Spacer. Die Derivate 7 und 9 mit sehr kleinen Fluorophoren zeigen dement-

sprechend die größte Affinität. 

Tabelle 5: NPY Y1-Agonismus von pNPY und fluoreszenten Derivaten 

Fluorophor 
Substanz 

Nr. 
Derivate Rel. [Ca2+]i-Anstieg in 

% a 

G 1 Cy5-NPY 40 

G 2 Cy5-NPYd - 

- 4 pNPY 100 

D 5 Carboxyfluorescein-NPY 30 

C 6 BodipyFL-NPY 37 

A 7 Dansyl-NPY 80 

A 8 (Dansyl)2-NPYb 61 

B 9 NBD-NPY 86 

B 10 (NBD)2-NPYb 66 

F 11 Tetramethylrhodamin-NPY 29 

ainduziert durch 10 nM Verbindung, bezogen auf NPY=100%, MW ± SEM (15%) und n = 3, 
bvermutlich waren die beiden doppelt markierten NPY-Derivate zusätzlich am N-Terminus 
markiert, cLys-4-markiert, dvermutlich am Tyr-1-markiert, efür alle Liganden wurde pNPY 
eingesetzt. 

Eine weitere Markierung am N-Terminus reduzierte die Affinität der Dansyl- und NBD-

Derivate 8, 10 nicht drastisch. Fabry et al., 2000, berichteten von einem Carboxyfluorescein-

NPY, das am N-terminalen Tyrosin markiert wurde. Dieser Ligand hat einen Ki-Wert von 

2,75 nM, der gegen [3H]-Propionyl-NPY an SK-N-MC-Zellen bestimmt wurde. 

Für diejenigen Peptide, die in ausreichender Menge vorhanden waren, wurden auch detaillier-

tere pharmakologische Daten bestimmt (Tabelle 6). Abb. 20 zeigt die Konzentration-

Wirkungskurven dieser Derivate. Das Carboxyfluorescein-NPY ist ein partieller Agonist, da 

es im Ca2+-Assay (HEL-Zellen) nicht den Maximaleffekt des unmarkierten NPY erreicht. (Für 
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das Carboxyfluorescein-markierte NPY beträgt die maximale intrazelluläre Ca2+-

Konzentration, [Ca2+]i, ca. 115 nM, für pNPY ca. 200 nM und darüber). Die Cyanin-Derivate 

mit dem Pentamethylen-Spacer zeigen dagegen vermutlich einen mit pNPY vergleichbaren 

Maximaleffekt. 

Tabelle 6: Pharmakologische Daten einiger fluoreszenter NPY-Derivate. 

1Ca2+-Assay (HEL-Zellen), 2Radioligandbindung an SK-N-MC-Zellen), [3H]-Propionyl-NPY, 
3 HEL-Zellen, 4hY5-transfizierte HEC-1B-Zellen, n = 3-6, MW ± SEM. 
 

 

 

 

Abb. 20: 
Konzentrations-
Wirkungs-Kurven von 
pNPY 4 (= 100 %), 
Cy5-NPY 1 und 
Carboxyfluorescein-
NPY 5 im Ca2+-assay 
(HEL-Zellen); n = 1-2. 

 

 

 

Substanz 
Nr. 

Ligand 
Y1-

Agonismus1 
EC50 [nM] 

Y1-Bindung2 
Ki [nM] 

Y1-Bindung3 
Ki [nM] 

Y5-Bindung4  
Ki [nM] 

5 Carboxyfluores-
cein-NPY 

17 3,47 ± 3,0 - - 

6 BodipyFL-NPY 4,8 2,66 ± 0,64 - - 

1 Cy5-NPY 
(tR ∼ 18 min) 

33,3 - 5,5 ± 1,99 4,44 ± 0,84 

2 Cy5-NPY 
(tR ∼ 22 min) 

>>100 - 148,8 ± 16,4 131,9 ± 29,3 

12 Cy5-P-NPY 42,8 - 41,38 ± 8,31 24,67 ± 9,10 
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Um auszuschließen, dass die Struktur der Cyanine 

rezeptorunabhängig für den Ca2+-Anstieg verantwort-

lich ist, wurde das Phthalimid-Derivat 3 (Abb. 21) im 

Ca2+-Assay (HEL) getestet. Dieser Fluorophor alleine 

zeigte weder bei 30 nM noch bei 3 µM einen Einfluß 

auf [Ca2+]i. 

Abb. 21: Phthalimid-Derivat 3. 
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3.1.4 Bestimmung der Quantenausbeute ΦΦ des Carboxyfluorescein-markierten NPY 

Die Quantenausbeute ist das Verhältnis von absorbierten zu emittierten Photonen. Sie kann 

daher maximal 1 betragen. In der Praxis sind die Werte < 1, da der Anregung folgende 

alternative Prozesse dieses Verhältnis reduzieren. 

Für den Liganden Carboxyfluorescein-NPY 5 wurde die Quantenausbeute bestimmt. Als 

Standard diente Fluorescein, für das eine Quantenausbeute von 0,93 in 0,01 N wässriger Na-

OH (Hercules und Frankel, 1960) bekannt ist. 

Es ergab sich für 5 eine Quantenausbeute von Φ = 0,37 in BP (pH = 7,4; λEX = 491 nm). Die 

Referenzwerte für die Quantenausbeute von Carboxyfluorescein sind bei einem pH-Wert von 

8-9 gemessen (Φ = 0,81, Whitaker et al., 1992). Deswegen soll hier Fluorescein als Vergleich 

herangezogen werden, für das komplettere Daten verfügbar sind und dessen Quantenausbeute 

etwa der des Carboxyfluorescein entspricht. 

Die Quantenausbeute beträgt für das Dianion des Fluoresceins 0,93 und für das Monoanion 

0,37 (Abb. 22 A). Das Kation und die neutrale Form, die praktisch nicht fluoreszieren, gehen 

im angeregten Zustand in das Monoanion über (Nygren, 1999). 

Abb. 22 A: Protolysegleichgewicht zwischen dem Monoanion und Dianion des Fluoresceins, 
B: mögliches Addukt zwischen angeregtem Fluorescein-Derivat und Tyrosinrest eines Peptids 
oder Proteins (Denzin et al., 1991). 

Bei pH = 7,4 errechnet sich über die Henderson-Haselbalch-Gleichung 
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eine Quantenausbeute von ca. 0,88 (für pKa des Monoanions = 6,43, das Vorliegen des Kati-

ons und der neutralen Form ist bei diesem pH-Wert vernachlässigbar). Die Reduktion der 

Quantenausbeute des kovalent an NPY gebundenen Carboxyfluoresceins, gegenüber dem 

freien Fluorophor könnte auf bereits erwähnte Charge-Transfer-Wechselwirkungen zwischen 

dem Fluorophor und Tyrosin zurückzuführen sein (vgl. Denzin et al., 1991). Diese Arbeits-

gruppe beschreibt die Wasserstoffbrückenbindung und die hydrophoben Wechselwirkungen 

zwischen Tyrosin und der Carboxylgruppe bzw. des Xanthonylteils des Fluoresceins in der 

Bindungstasche eines Fluorescein-Antikörpers (Abb. 22 B). Wasserstoffbrückenbindungen 

wird sowohl ein Anteil an Dipol-Dipol-Wechselwirkungen als auch Charge-Transfer-

Wechselwirkungen zugeschrieben (Repke und Liebmann, 1987). Andere Aminosäuren wie 

Arginin und Histidin interagieren dabei ebenfalls mit dem Xanthonylring des Fluoresceins bei 

der Antigen-Antikörperwechselwirkung, sind aber eher für die Bindung entscheidend. 

Die Quantenausbeuten der weiteren fluoreszenten NPY-Derivate wurde außer für die Cyanin-

Derivate wegen Substanzmangels nicht bestimmt. 
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3.1.5 Änderung der Fluoreszenzintensität von Cyanin-5-Derivaten bei der Bindung an 

Serumalbumin 

Für die Indocarbocyanine wurde z. B. von Mujumdar et al., 1993 und Terpetschnig et al., 

1994, eine schwache Zunahme der Fluoreszenzintensität bei der kovalenten Bindung bzw. 

Adsorption an Protein beschrieben. Dies konnte für das Phthalimid 3 bei der Bindung an BSA 

bestätigt werden (Abb. 23 A). Auch der fluoreszente Ligand Cy5-NPY weist eine etwas höhe-

re Quantenausbeute als der Fluorophor selbst auf (0,33 gegenüber 0,28). Dabei ist gleichzeitig 

eine sehr geringfügige Rotverschiebung des Absorption- und Emissionsmaximums (≈ 2 nm) 

zu beobachten. Verantwortlich für den Einfluss von BSA sind unterschiedliche hydrophobe 

Taschen dieses Makromoleküls. Dieses Verhalten ist von anderen amphiphilen Farbstoffen 

wie 1-Anilinnaphthalen-8-sulfonsäure (ANS) bekannt. 

Abb. 23 A: Zunahme der Fluoreszenzintensität des Cyanin-Derivats 3 (ca. 100 nM) in BP bei 
zunehmenden Konzentrationen an BSA (Adsorption); B: Abnahme der Fluoreszenzintensität 
des Fluoresceins (10 nM) in BP in Gegenwart zunehmender Konzentrationen an BSA 
(Spektrofluorimeter PE LS50B); die Spektren wurden jeweils um die Hintergrundfluoreszenz 
korrigiert. 

Hierbei ist bei steigender Konzentration von ANS für die Bindung der ersten beiden fluores-

zenten Moleküle an BSA die stärkste Zunahme der Fluoreszenzintensität und der Lebensdauer 

gefunden worden (Lakowicz, 1999). Anders sieht es für den Fluorophor Fluorescein aus: 

Penniston et al., 1982, geben ein maximales Verhältnis der Fluoreszenzintensität von an Al-

bumin (Überschuß) gebundenem zu freiem Fluorescein von 0,26 an. Abb. 23 B zeigt die Ab-

nahme der Fluoreszenzintensität des Fluoresceins (10 nM) bei der Adsorption an BSA. Dieses 

Verhalten ist auch bei der Bindung an ein Rezeptorprotein zu erwarten. 
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3.1.6 Autofluoreszenz von Zellen als limitierender Faktor für die Sensitivität fluori-

metrischer Tests 

Das Ausmaß und die Eigenschaften der Autofluoreszenz hängt von der zu untersuchenden 

Zellart sowie den experimentellen Bedingungen (z. B. Fixierung mit Formaldehyd) ab. So ist 

beispielsweise geschätzt worden, dass die durchschnittliche Autofluoreszenz eines kultivier-

ten NIH 3T3 Fibroblasten bei einer Anregung von 488 nm in der Durchflusszytometrie etwa 

der Fluoreszenz von 34000 Fluoresceinmolekülen entspricht (Roederer et al., 1986). Daraus 

ergibt sich, dass Expressionsraten von weniger als 70000 Rezeptoren pro Zelle im spektralen 

Bereich des Fluoresceins zu mangelhaften Signal-Rausch-Verhältnissen führen.  

Tabelle 7: In tierischen Zellen natürlicherweise vorkommende fluoreszierende Moleküle. 
Bestandteil Lokalisation Exzitation 

Wellenlängenbereich 
Emission 
Wellenlängenbereich 

aromatische Ami-
nosäurereste [Dem-
chenko, 1981] 

in den meisten Pro-
teinen 

200-310 nm 280-370 nm 

Elastin [Lakowicz, 
1999] 
 

Fibroblasten/-zyten 333 nm 405 nm 

Reduzierte Pyridin-
nucleotide NADH, 
NADPH: Kofakto-
ren im Stoffwech-
sel [Aubin, 1979] 
 

konzentriert in Mi-
tochondrien, auch 
vorhanden im Zy-
toplasma 

max. bei 360 nm max. bei 460 nm 

Flavine and Flavin- 
nucleotide  
[Benson, 1979] 

Riboflavin, FMN 
and FAD, häufig an 
Enzyme gebunden 
als Koenzyme von 
Flavoproteinen 

445-470 nm 
 (Bande um 360 nm) 

max. bei 520 nm  
(max. bei 440 nm) 

Zink-
Protoporphyrin 
[Shapiro, 1995] 

in erythroiden Zel-
len 

ca. 425 nm max. bei 580 nm 

Lipofuscin 
[Jongkind, 1982] 

Pigment, akkumu-
liert mit Zellalter 

UV, 
(um 490 nm) 

max. bei 450 nm, 
(max. bei 545 nm) 

Auch wenn in den letzten Jahren Verbesserungen der Optik von Durchflusszytometern er-

reicht worden sind, gibt es erhebliche Probleme, will man Rezeptorbindungsgleichgewichte an 

Zellen konstitutiv geringer Rezeptorexpression ausreichend genau quantitativ bestimmen und 

damit auch noch Fluoreszenz von überwiegend verdrängtem Liganden messen. So errechnet 

sich nach Gleichung III (Abschnitt 1.1.1) für [L*] = KD = 30 nM, einem Ki = 7,2 nM und einer 
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Antagonistenkonzentration [A] = 50 nM und Bmax = 50000 Rezeptormoleküle pro Zelle (das 

Zellvolumen sei konstant) eine [RL*] ≈ 5590 Moleküle pro Zelle. 

Abb. 24: Abhängigkeit der Autofluoreszenz von HEC-1B-Y5 Zellen von der Anregungs- (5 
nm-Schritte) und der Detektionswellenlänge (1 nm-Schritte); Aminco-Bowman Spektrofluori-
meter. 

Abb. 24 zeigt ein dreidimensionales Spektrum der Autofluoreszenz von HEC-1B-Zellen. Die 

Anregung erfolgte von 350-470 nm, d. h. in einem Bereich, der die Anregung der Autofluo-

reszenz, NADH und Flavine, einschließt (Tabelle 7). Erkennbar ist, dass die beiden Hauptbe-

standteile der Autofluoreszenz (NADH und Flavine) im Bereich um 350 bzw. 450 nm ange-

regt werden. Es ist ein optisches Fenster bei einer Anregung um 400 nm und Detektion um ca. 

540 nm gegeben. Dies würde die Verwendung von Fluorophoren mit sehr großem Stokes´ 

Shift wie z. B. Rutheniumkomplexe, erfordern. Um die Autofluoreszenz mit herkömmlichen 

Fluorophoren effektiv reduzieren zu können, empfiehlt es sich aber, in den spektralen Bereich 

oberhalb von 600 nm auszuweichen. 
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Abb. 25: Signal-Rausch-Verhältnis für die fluoreszenten NPY-Derivate (10 nM) gegenüber 
HEL-Zellen (1⋅106 Zellen/ml, gemessen am Spektrofluorimeter Perkin Elmer LS50B). 

Für die fluoreszenten Liganden heißt das, dass sich ein unterschiedliches Signal-Rausch-

Verhältnis ergibt, das aber auch durch deren Quantenausbeuten und Gerätekonstanten (z. B. 

Gitter) bestimmt wird. Die Verwendung von Zellmembranen gegenüber Zellen senkt die Au-

tofluoreszenz, im Gegenzug aber nimmt die Tyndallstreuung zu. Abb. 25 zeigt diesen Quo-

tienten, am besten schneidet das Cy5-NPY 1 ab. Das verwendete Spektrofluorimeter (Perkin 

Elmer LS50B) zeigt aufgrund der PMT-Charakteristik die größte Empfindlichkeit im spektra-

len Bereich des Fluoresceins, oberhalb von 600 nm ist die Empfindlichkeit des PMT kleiner 

als 15 %. Deshalb waren direkte Messungen an diesem Gerät für nanomolare Konzentrationen 

der Cyaninfarbstoffe und ihrer Derivate in biologischer Umgebung nicht durchführbar. Durch 

die Ermittlung des Quotienten aus Fluoreszenzsignal des Liganden zu Hintergrundsignal der 

Zellen aus separaten Messungen wird jedoch eine Vergleichbarkeit gewährleistet. 
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3.2 Fluoreszenzmessungen am konventionellen Spektrofluorimeter 

3.2.1 Spektraler Shift und Intensitätsmessungen 

3.2.1.1 NPY-Rezeptorliganden 

Ausgehend von der Veröffentlichung von McGrath et al., 1996, wurde untersucht, ob die 

fluoreszenten Liganden, besonders das BodipyFL-NPY, bei der Bindung an den Rezeptor 

einen Shift oder Intensitätsänderung ihrer Fluoreszenz erfahren. Während McGrath et al., 

1996, die homogene Bestimmung von Bindungsgleichgewichten mittels konfokaler Detektion 

beschreibt und den Fluorophor BodipyFL favorisiert, konnten Turcatti et al., 1995, unter 

Verwendung von transfizierten CHO-Zellen hoher Expressionsrate die Assoziation und Dis-

soziation von NBD-markierten peptidischer Antagonisten kurzer Spacerlänge (< 1 nm) mit 

einem herkömmlichen Spektrofluorimeter verfolgen. Sie gehen von einer hydrophoben Bin-

dungstasche aus, die zu einer Erhöhung der Fluoreszenzintensität der Antagonisten, nicht 

jedoch des Agonisten führt, was auf unterschiedliche Bindungsstellen zurückgeführt wird. 

Abb. 26: Unkorrigierte Fluoreszenzpektren des Carboxyfluorescein-NPY 5 in An- und Abwe-
senheit von HEL-Zellen bzw. einem Überschuß des Y1-Antagonisten BIBP 3226; (λEX=488 
nm, Spalte 10/10). 
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Entsprechende Untersuchungen wurden auch mit den fluoreszenten NPY-Liganden durchge-

führt. In Abb. 26 sind die Fluoreszenzspektren von Carboxyfluorescein-NPY 5 dargestellt. 

Dieser Versuch wurde mehrmals wiederholt, da eine Passage der Zellen am Vortag für den 

Versuch entscheidend ist (3.5.2.3). Bei der genaueren Auswertung wurden die jeweiligen 

Hintergrundspektren subtrahiert (Abb. 27). 

Das Signal wird insgesamt durch Streulicht und Absorption durch die Zellen geschwächt. Es 

ist weder ein spektraler Shift noch eine Intensitätsänderung bei der Bindung des fluoreszenten 

Liganden 5 an den Rezeptor festzustellen. Weitere Versuche mit HEC-1B-Y5-Zellen, die etwa 

106 Bindungsstellen (Y5-Rezeptoren) pro Zelle aufweisen (Moser, 1999) sowie Membranen 

von HEL-Zellen (Y1-Rezeptoren) bzw. P388D1-Zellen als Negativkontrolle (diese Zellen 

zeigten keinen NPY-induzierten Anstieg des [Ca2+]i
 im Ca2+-Assay) mit den beiden Liganden 

Carboxyfluorescein-NPY 5 und BodipyFL-NPY 6, bestätigten die Ergebnisse. 

 

Abb. 27: Unkor-
rigierte 
Emissions-
spektren des 
Carboxyfluores-
cein-NPY 5, die 
nach Subtraktion 
der jeweiligen 
Hintergrund-
spektren (Puffer, 
Zellsuspension 
bzw. 5 µM BIBP 
3226) erhalten 
wurden (λEX = 
488 nm, Spalte 
10/10). 
 

Dabei erwiesen sich die beiden kurzwelligen Derivate, Dansyl-NPY 7 sowie NBD-NPY 9, als 

ungeeignet aufgrund der geringen Quantenausbeute sowie des höheren Hintergrundsignals (s. 

Signal-Rausch-Verhältnis). Der Fluorophor BodipyFL C erwies sich trotz der ungeladenen 

Struktur, was für die Affinität günstig ist, als wenig geeignet. Der kleine Stokes´ Shift (Über-

lappung von Anregungs- und Emissionsspektren) machte Untersuchungen in der Küvette 

aufgrund des Streulichts problematisch. So war im Vergleich zur Kontrolle keine merkliche 

Änderung der Fluoreszenzintensität am Rezeptor messbar. Um das Signal des rezeptorgebun-

denen Liganden besser verfolgen zu können, wurden Zellmembranen präpariert. 
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Abb. 28: Um die jeweilige Hintergrundfluores-
zenz korrigierte und geglättete Spektren von 
fluoreszenten Liganden in Abwesenheit   und 
Anwesenheit von Zellmembranen - - : 
A: Carboxyfluorescein-NPY 5 (3 nM)/HEL (200 
µg Protein/0,75 ml) Spalte 5/15 
B: Carboxyfluorescein-NPY 5 (3 nM)/HEC-1B-
Y5 (100 µg Protein /0,75 ml) Spalte 5/5 
C: BodipyFL-NPY 6 (16 nM)/HEL(100 µg Pro-
tein/0,75 ml) Spalte 5/5 
D: BodipyFL-NPY 6 (16 nM)/P388D1(100 µg 
Protein/0,75 ml) Spalte 5/5 
E: BodipyFL-NPY 6 (3nM)/HEC-1B-Y5 (100 µg 
Protein/0,75 ml) Spalte 5/5 
F: NBD-pNPY 9 (3nM)/ HEC-1B-Y5 (50 µg 
Protein/0,75 ml) Spalte 15/15 G: TMR-NPY 11 
(3nM)/HEC-1B-Y5 (50 µg/0,75 ml) Spalte 
10/10. Inkubation über 2-3 Minuten. 

In Abb. 28 sind die Spektren der NPY-Liganden in An- und Abwesenheit von Membranen 

von HEL-Zellen, Y5-transfizierten HEC-1B-Zellen und P388D1-Zellen als Negativkontrolle 

dargestellt. Es ist überwiegend eine Zunahme der Fluoreszenz des Carboxyfluorescein- und 

BodipyFL-Derivats durch unspezifische Bindung an den Membranen in Vergleich zum freien 

Fluorophor zu beobachten. Der Intensitätsunterschied tritt sowohl bei den Membranen der 

HEL-Zellen als auch bei der Negativkontrolle auf (Abb. 28 C, D). Die Fluoreszenzspektren 

werden durch selektive NPY-Antagonisten nicht beeinflusst (Spektren zusätzlich mit Antago-

nisten nicht gezeigt). Die beiden Derivate Tetramethylrhodamin-pNPY 11 und NBD-pNPY 9 

werden dagegen deutlich gequencht (Abb. 28 F, G). Für das Dansyl-Derivat sind keine Spekt-

ren gezeigt, da das Signal-Rausch-Verhältnis in diesem Konzentrationsbereich nicht ausrei-

chend (≈ 1) war. 

Um das Verhalten des rezeptorgebundenen Liganden näher zu untersuchen, wurden Experi-

mente mit einem Antifluorescein-Antikörper durchgeführt. Der Antikörper quencht die Fluo-

reszenz des freien Carboxyfluorescein-NPY bei der Verdünnung von 1:300.000 zu knapp 90% 

(Abb. 29). Nach Klonis et al., 1998, kommt das Quenching vermutlich dadurch zustande, dass 

im Gegensatz zum Lösungsmittel keine Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Antikörper 

und Fluorophor ausgebildet werden. Sie gehen von einer hydrophoben Bindungstasche ohne 

Hydratation des Fluorophors aus. 
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Andere Arbeitsgruppen wie Denzin et al., 1991, machen dafür spezifische Wechselwirkungen 

des Fluoresceins mit den Aminosäuren Tyrosin, Arginin etc. verantwortlich (s. auch Abb. 22 

B). 

Abb. 29: Bestimmung der optimalen Antikörperkonzentration zum Quenchen des fluoreszen-
ten Liganden 5 durch Antifluorescein-Antikörper (Stammlösung 1:3000 verdünnt). Dazu wur-
de jeweils die AUC der um die Hintergrundfluoreszenz korrigierten Spektren (λEM = 510-550 
nm) bestimmt. 

Dieser Versuch legt nahe, dass der Fluorophor des gebundenen Liganden 5 für den Antikörper 

zugänglich ist, da dessen Fluoreszenz fast vollständig wie in Abwesenheit der Zellen ge-

quencht wird (Abb. 30). 

Abb. 30: AUC (λEM = 510-550 nm) des fluoreszenten Liganden 5 (je 10 nM) in Anwesenheit 
der HEL-Zellen bzw. der P388D1-Zellen als Negativkontrolle (jeweils 1 Mio Zellen/ml, um 
Hintergrundfluoreszenz korrigiert), mit/ohne Antifluorescein-Antikörper. 
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Das Quenching durch den Antikörper ist vergleichbar mit dem an P388D1-Zellen (Negativ-

kontrolle), bei denen ebenfalls eine geringe unspezifische Bindung des Liganden 5 an die 

Membran stattfindet. Die Rezeptorkonzentration der HEL-Zellen unter diesen Bedingungen 

liegt allerdings bei max. 0,1 nM, weswegen ein deutlicher Unterschied kaum zu erwarten ist. 

Höhere Zellkonzentrationen führen überdies zu verstärkten Problemen mit Autofluoreszenz 

und Streulicht bei der Messung mit konventionellen Spektrofluorimetern (vgl. Emmerson et 

al., 1997), sodass eine Verbesserung des Signal-Rausch-Verhältnisses auf diese Weise nicht 

erzielt werden kann. 

Eine merkliche Änderung der Fluoreszenzintensität (Shift) bei der Bindung an den Rezeptor, 

die für die Bestimmung von Bindungsgleichgewichten an Zellen/Membranen analytisch ver-

wertbar wäre, konnte nicht beobachtet werden. 

Grundemar und Håkanson, 1994, haben für den Y1-Rezeptor ein Bindungsmodell entworfen, 

bei welchem das 6 N-terminale Hexapeptid sowie ein Teil des C-Terminus von NPY an der 

Bindung beteiligt sind. Dagegen sprechen die Ergebnisse aus dem Ca2+-Assay sowie die fluo-

reszenzspektrometrischen Untersuchun-

gen mit den fluoreszenten NPY-

Liganden eher für das von Sylte et al., 

1999, vorgeschlagene Modell, bei dem 

nur die N-terminalen Aminosäuren 1-4 

sowie die drei C-terminalen mit dem 

Y1-Rezeptor interagieren. Der Fluo-

rophor müsste demnach knapp von der 

Bindungsstelle entfernt sein. Der von 

dieser Arbeitsgruppe postulierten ioni-

schen Wechselwirkung zwischen dem 

Lys-4 von NPY und Asp-194 sowie 

Asp-200 des Rezeptors (Abb. 31) 

kommt keine entscheidende Bedeutung 

zu, wie die Aktivität der Liganden 7 und 

9 belegen. 

Abb. 31: Aus Dynamiksimulationen abgeleitetes Modell des NPY-hY1-Rezeptorkomplexes 
beim Andocken, schwarz: energieminimiertes Cα-Atomgerüst (EC1, 2, 3 = extrazelluläre 
Schleifen 1, 2 und 3; N-term = N-Terminus) des Rezeptors, rot: NPY; (Sylte et al., 1999). 
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3.2.1.2 Versuche zur indirekten Detektion von spezifisch gebundenem Carboxyfluo-

rescein-NPY 

Da sich die Rezeptorbindung der fluoreszenten NPY-Liganden (Dansyl-, NBD-, Carboxyfluo-

rescein-, Tetramethylrhodamin-Derivate) nicht direkt am konventionellen Spektrofluorimeter 

verfolgen ließ, wurde der Versuch unternommen, nach Zentrifugation der mit Carboxyfluo-

rescein-NPY 5 inkubierten Membranen von HEL-Zellen spezifische Bindung zu messen. Das 

Ergebnis ist in Abb. 32 zu sehen. 

Abb. 32: An Membranen und im Überstand gemessene Fluoreszenzintensität (λex=488 nm, 
λem= 522 nm) der Proben für totale (100 nM Carboxyfluorescein-NPY 5) und unspezifische 
(zusätzlich 20 µM 13 (BIBP 3226) bzw. 20 µM NPY) Bindung sowie der Negativkontrolle 
nach Zentrifugation und Waschen; n = 3, MW ± SEM; je 100 µg Membranprotein pro Probe. 

Zwar ist im Überstand der Probe für die totale Bindung schwächere Fluoreszenz als in der für 

die unspezifische Bindung zu beobachten, aber die Fluoreszenz des Pellets lag bei allen Pro-

ben in der gleichen Größenordnung. Dies könnte auf das Quenchen der Fluoreszenz am Re-

zeptor aber auch auf die Dissoziation des Ligandrezeptorkomplexes beim Zentrifugieren und 

Waschen des Pellets zurückzuführen sein. 

Auch der wiederholte Versuch, das spezifisch gebundene Carboxyfluorescein-NPY mittels 

eines Antifluorescein-Antikörpers und eines sekundären Peroxidase-Antikörpers histoche-

misch nachzuweisen, scheiterte (Daten nicht gezeigt). Während dieser Arbeit erschienen eini-

ge Veröffentlichungen, welche die weitere Vorgehensweise entscheidend beeinflussen sollte: 

Martens et al., 1999, haben die Messung der an Beads gebundenen Fluoreszenz, die mit Tar-

getmolekülen dotiert waren, in einem hochdurchsatzfähigen Multiplexassay demonstriert. 

Andere Arbeitsgruppen berichten von der Bestimmung von Bindungskonstanten an G-
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Protein-gekoppelten Rezeptoren ebenfalls über Laser-Scanning-Imaging-Verfahren (Zuck et 

al., 1999 sowie Mellentin-Michelotti et al., 1999), die ein als FMAT (= Fluorometric Mic-

rovolume Assay Technology) bezeichnetes, von PE Biosystems entwickeltes Gerät verwen-

den. Entscheidend ist dabei die Verwendung des längerwelligen Fluorophors Cy5 und ein 

Bildauswerteverfahren. 

3.2.1.3 Fluoreszente Argininamid-Derivate als NPY Y1-Antagonisten 

Die Substanzen 13-15 wurden im Ca2+-Assay an HEL-Zellen gegen NPY als Agonist getestet 

(Tabelle 8). Gegenüber 13, dem NPY Y1-Antagonisten BIBP 3226, ist die Substanz 15 etwa 

100-fach schwächer wirksam. Die Nitrobenzoxadiazol-Struktur von 14, die im Gegensatz zu 

den beiden anderen Substanzen nicht amidartig verknüpft und relativ polar ist, senkt die Y1-

antagonistische Aktivität noch stärker. Dies stimmt mit früheren Struktur-Wirkungs-

Betrachtungen überein, wonach eine Zunahme der Lipophilie der Diarylstruktur von BIBP 

3226 zu einer Wirkverstärkung führt (Müller et al., 1997). 

Tabelle 8: Strukturen und Y1-antagonistische Aktivität fluoreszierender Argininamide: 
Hemmung des durch 10 nM pNPY ausgelösten Ca2+-Anstieg in HEL-Zellen. 

Grundstruktur Substanz R 
Y1-

Antagonismus 
IC50 [µM] 

13 

O  

0,017 

14 
N N

O

O2N
 

>10 

H
N

O

N
H

OH

N
H

NH2

NH

R

 

15 

N

O  

2 

Versuchsbedingungen nach Geßele, 1998, n = 2-3. 

Für direkte fluorimetrische Untersuchungen dieser Substanzen war das Signal-Rausch-

Verhältnis nicht groß genug. 
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3.2.1.4 Fluoreszente Chinazolin-Derivate als NPY Y5-Antagonisten 

Rueeger et al., 2000, stellten eine Serie von 2-substituierten 4-Aminochinazolinen als selekti-

ve NPY Y5-Antagonisten vor. Nach den Angaben dieser Arbeitsgruppe hat Substanz 16 (Ta-

belle 9) einen IC50-Wert von (2,9 ± 0,16) nM im Radioligand-Bindungsassay an hY5-

transfizierten LM(tk-) Zellen. 

 

Tabelle 9: NPY Y5-Affinität der von 16 (CGP 71683A) abgeleiteten, fluoreszenten Liganden. 

Grundstruktur Nr. R 
Y5-Affinität  

Ki [nM]a 

16 

 

3,39 ± 2,31 

17 

S

N(CH3)2

O O

 

42 ± 0,3 

18 

O

N  

385 ± 163 

N

N

NH2

N
H H

N
R 

19 
N N

O

O2N
 

>1000 

aRadioligandbindung an Y5-transfizierten HEC-1B-Zellen, [3H]-Propionyl-NPY (0,8 nM) 
n = 3-6, MW ± SEM. 
 

SO O
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Abb. 33: Radioligandbindungs-Untersuchungen an HEC-1B-Y5-Zellen: Verdrängung von 0,8 
nM [3H]-Propionyl-NPY mit den Verbindungen 16-18, n=3, MW ± SEM. 

In guter Übereinstimmung mit diesem Ergebnis wurde für 16 an hY5-transfizierten HEC-1B-

Zellen ein Ki-Wert von (3,39 ± 2,31) nM gegen 3[H]-Propionyl-NPY ermittelt (Abb. 33). Der 

Arylsulfonamidpartialstruktur kommt eine wichtige Funktion für die Rezeptorbindung zu. 

Daher ist auch der Affinitätsverlust des NBD-Derivats 19 erklärbar, welches eine für 16 

postulierte Wasserstoffbrückenbindung nicht ausbilden kann. Versuche mit den fluoreszenten 

Derivaten an den HEC-1B-Y5-Zellen ergaben keine Änderung der Fluoreszenzintensität am 

herkömmlichen Spektrofluorimeter. 
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3.2.1.5 Fluoreszente Histamin H1-Antagonisten 

Im Rahmen der Dissertation von Kracht (Kracht, 2001), wurden mit dem Radioliganden 3[H]-

Mepyramin, einem Histamin H1-Antagonisten, Versuche zur Etablierung eines Histamin H1-

Bindungsassays durchgeführt. Dabei stellte sich heraus, dass dieser lipophile Ligand überwie-

gend in die Zellen diffundiert und sich daher nicht in der gewünschten Weise verdrängen 

lässt. Folglich werden Artefakte gemessen. Daher wurde die Möglichkeit untersucht, den 

Radioliganden durch einen fluoreszenten Liganden zu ersetzen. 

 

 

Abb. 34: Geglättete Fluoreszenz-
spektren des fluoreszenten Antago-
nisten 21 nach Subtraktion der Hin-
tergrundfluoreszenz (λex=492 nm, 
Spalte 5/5). 
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Der von Mepyramin 20 abgeleitete Antagonist 21 hat nach Untersuchung von Kracht im Ca2+-

Assay an U-373 MG-Zellen, die den Histamin H1-Rezeptor konstitutiv exprimieren (Ohno et 

al., 1991) einen pKB-Wert von 7,54 (Kracht, 2001). Auch die Affinität der übrigen Derivate 

22, 23 ist gegenüber Mepyramin 20 (pKB = 9,30) um ein bis zwei Größenordnungen niedriger. 

Untersuchungen der Substanzen 21-23 sowie weiterer Derivate am isolierten Meerschwein-

chenileum, einem organpharmakologischen Modell für Histamin H1-Rezeptorliganden, erga-

ben einen Anstieg der antagonistischen Aktivität mit zunehmender Kettenlänge. Die Ergeb-

nisse im Ca2+-Assay an den U-373 MG-Zellen korrelierten gut mit den Untersuchungen im 

Organbad, zeigten aber keine Abhängigkeit der Aktivität von der Kettenlänge. An U-373 MG-

Zellen war weder am Spektrofluorimeter noch mit Hilfe der Durchflusszytometrie oder der 

Fluoreszenzmikroskopie die Detektion spezifischer Bindung möglich (Abb. 35 und 36). 

Eine schwache Abnahme der Fluoreszenzintensität (Abb. 34) des Liganden 21 könnte auf eine 

passive Diffusion in die Zellen deuten, die sich auch bei der mit einem Überschuss an Mepy-

ramin inkubierten Probe ergab. 

Ob dabei eine intrazelluläre Anreicherung in sauren Kompartimenten (z. B. Lysosomen), wie 

von Maloteaux et al., 1983, für [3H]-Mepyramin beschrieben, beteiligt ist, bleibt fraglich. Die 

Total Unspezifisch 

Autofluoreszenz 

Abb. 35: U-373 MG-Zellen, 195. 
Passage; Zellen wurden mit PBS 
(Autofluoreszenz), 5 µM 22 (Fluo-
resceinderivat) (Total) bzw. 5 µM 
22 + 5 mM Histamin (Unspezifisch) 
in PBS 3h inkubiert;  
Intensitäten wurden normiert.
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Fluoreszenzintensität von Fluorescein (pKa ≈ 6,4) und Carboxyfluorescein (pKa ≈ 6,5) ist 

jedenfalls stark pH-abhängig. Für Histamin und Antagonisten geht man von einer Bindungs-

domäne im Membranbereich des Rezeptors aus. Wieland et al., 1999, haben Mutationsexpe-

rimente an diesem Rezeptor durchgeführt und hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den 

aromatischen Resten des [3H]-Mepyramin und Trp-167, Phe-433, und Phe-436 des Rezeptors 

in der transmembranären Domäne IV and VI postuliert. Möglich wäre daher auch, dass das 

Carboxyfluorescein des fluoreszenten Histamin H1-Antagonisten 22, der vermutlich anders als 

im Falle der NPY-Derivate in den membranären Rezeptorbereich eintaucht, gequencht wird. 

Auch das längerwellige Rhodamin-Derivat 23 ergab keinen Vorteil gegenüber dem Fluores-

cein-Derivat, wie aus Abb. 36 ersichtlich ist. 

 

Autofluoreszenz 

Total Unspezifisch 

Abb. 36: U-373 MG-Zellen, 195. 
Passage; Zellen wurden mit PBS 
(Autofluoreszenz), 5 µM 23 (Rhoda-
minderivat) (Total) bzw. 5 µM 23 + 
5.mM Histamin (Unspezifisch) in PBS 
3h inkubiert; Intensitäten wurden 
normiert.
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3.2.2 Fluoreszenzpolarisation/-anisotropie 

Cyanine unterliegen nach Anregung cis-trans-Isomerisierungen und sind deswegen für Polari-

sationsversuche ungeeignet (Karolin et al., 1994). Die fluoreszenten Liganden sollten eine 

starre Verknüpfung des Fluorophors mit der Grundstruktur aufweisen. Mit den fluoreszenten 

Liganden Carboxyfluorescein-NPY 5 und BodipyFL-NPY 6 (Tabelle 5) wurden Untersuchun-

gen zur Fluoreszenzpolarisation durchgeführt. Zuerst wurde mit 5 in Glycerol-Puffer-

Mischungen unterschiedlicher Viskosität die Anisotropie r an einem Spektrofluorimeter im T-

Format gemessen. Dieses Messformat ermöglicht die direkte ratiometrische Detektion des 

polarisierten Fluoreszenzlichts über 2 Detektoren, sodass die notwendige Korrektur für die 

durch die Optik verursachte Polarisation (der G-Faktor) entfällt. Abb. 37 zeigt den Perrinplot 

für die erhaltenen Messwerte. 

 

Abb. 37: Perrinplot 
für das Carboxyfluo-
rescein-markierte 
NPY 5 in Glycerol-
Puffer-Mischungen 
unterschiedlicher 
Viskosität [Poise = 
P]; ISS K2 Fluores-
zenzspektrometer; n 
= 6, T = 20°C, λEX = 
488 nm, λEM = 520 nm. 

 

 

 

Dabei werden jeweils die reziproken Größen entsprechend folgender Gleichung aufgetragen: 
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Viskosität, V-Volumen des rotierenden Moleküls, R-ideale Gaskonstante und T-absolute 

Temperatur. Der Grenzwert r0 ergibt sich aus dem Schnittpunkt mit der Ordinate und stellt 

den Maximalwert bei kompletter Immobilisierung dar. Der experimentell ermittelte Wert der 

Anisotropie r0 = 0,398 entspricht einem Polarisationswert von annähernd 0,5. Zum Vergleich: 

r0= 0,373 ± 0,002 liegt für Xanthene, die nicht an ein Peptid gebunden sind, etwas niedriger 

(Karolin et al., 1994). Es erschien folglich möglich, die Immobilisierung des fluoreszenten 

Liganden bei der Bindung an den Rezeptor über eine Änderung der Fluoreszenzpolarisation 
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messen zu können. Da erste Versuche mit intakten HEL-Zellen kein ausreichendes Signal-

Rausch-Verhältnis lieferten, wurden die weiteren Untersuchungen mit Zellmembranen durch-

geführt. 

 

Abb. 38: Kinetik des gemessenen 
Signals (polarisiertes Fluores-
zenz- und Streulicht) von Bodi-
pyFL-NPY 6 an isolierten Memb-
ranen von HEL-Zellen (100 µg 
Protein/ml, λex = 475 nm), die 
Emission wurde mit einem Lang-
passfilter > 500 nm detektiert und 
der Antagonist BIBP 3226 wurde im 
200-fachen Überschuss zugesetzt, T 
= 20° C. 

 

 

Anders die weiteren Versuche mit Membranen von HEL-Zellen: Da die Polarisation p fluo-

reszenter Moleküle theoretisch nur Werte zwischen –0,333 und 0,5 annehmen kann (s. Ab-

schnitt 1.4.4), muss man folgern, dass Streulicht der Membranen (trotz des verwendeten 

Langpassfilters) die Messungen verfälschte, obwohl die Anregungswellenlänge mit 475 nm 

bewusst niedrig gewählt wurde (Abb. 38). Streulicht ist nämlich zu 100% polarisiert (p = 1.0). 

Somit kann auch ein kleiner Anteil an Streulicht, welches den Detektor erreicht, zu scheinbar 

höheren Werten der Polarisation führen (Lakowicz, 1999). Es ist nur ein sehr geringer Unter-

schied der Fluoreszenzpolarisation zwischen der Probe mit Membranen und BodipyFL-NPY 6 

bzw. Membranen und 6 in Gegenwart eines 200-fachen Überschusses des Antagonisten BIBP 

3226 zu sehen. Die Konzentration wurde mit 16 nM Ligand relativ hoch gewählt, was aber 

aufgrund der Signalschwäche nötig war (Polarisatoren absorbieren Licht!). Da bei höheren 

Konzentrationen des fluoreszenten Liganden der Anteil des freien Liganden gegenüber dem 

gebundenen überwiegt, ist ein größeres Messfenster bei niedrigeren Konzentrationen des 

Liganden 6 zu erwarten. Weitere Versuche an dem empfindlicheren Plattenlesegerät Polarstar 

und dem TAMRA-NPY 11 (s. a. Versuche mit Membranen, Abschnitt 3.3.1.2) brachten je-

doch ebenfalls keine brauchbaren Ergebnisse. Sportsman und Leytes, 2000, gaben für dieses 

Gerät eine Messgrenze von > 1 nM Fluorescein im Polarisationsmodus an. 

Von einer Arbeitsgruppe der Firma Astra Zeneca in Schweden wurde auf der Konferenz der 

„Society for Biomolecular Screening“ im September 2001 ein robuster Assay in 384-

Wellplate-Format für den Neuropeptid Y2-Rezeptor vorgestellt. Sie verwenden ein Bodipy-
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TMR-markiertes NPY ein, ein längerwellig emittierendes Derivat des hier verwendeten Bodi-

pyFL-Fluorophors (Konzentration: 1 nM), und ein Gerät mit konfokaler Messanordnung (A-

nalyst™, LJL/Molecular Devices) sowie Rezeptorsuspensionen. Die ermittelten Bindungsda-

ten korrelieren sehr gut mit einem Radioligandfiltrationsassay und einem SPA. Als Messfens-

ter gibt die Arbeitsgruppe 100-140 mP bei einem Variationskoeffizienten von 3-7 % an. 

Wimalawansa, 1995, hat den Y2-Rezeptor isoliert und dessen Bindungseigenschaften charak-

terisiert. Dabei zeigte der mit Oktyl-Glukosid solubilisierte Rezeptor gegenüber dem memb-

ranständigen Rezeptor vergleichbare Aktivität und weitgehend unveränderte Eigenschaften. 

Dennoch sind mit der Isolierung und Verwendung reiner Membranrezeptoren einige Probleme 

verbunden: die Lipidmembran muss durch geeignete Detergenzien so substituiert werden, 

dass die native Konformation des Rezeptors erhalten bleibt, und es müssen hohe Anreiche-

rungsfaktoren (50000-150000) erzielt werden (Repke und Liebmann, 1987). 

 

 

3.2.3 Ca2+-Assay in der Küvette 

Zur funktionellen Charakterisierung von Agonisten und Antagonisten kann die Bestimmung 

des intrazellulären Ca2+-Spiegels dienen, sofern die betreffenden Rezeptoren eine entspre-

chende Effektorkopplung aufweisen. Dabei verwendete Ca2+-Indikatoren sind Fura-2 und 

Oregon Green BAPTA-1, die jeweils als membrangängige Vorstufen (Acetoxymethylester, 

Abb. 39) eingesetzt werden. 

Abb. 39: Strukturen der Acetoxymethylester A: Fura-2/AM und B: Oregon Green BAPTA-
1/AM. 
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Oregon Green ist ein von Fluorescein abgeleitetes Molekül mit gegenüber Fluorescein verbes-

serter Photostabilität. Beide Substanzen passieren als lipophile Ester die Zellmembran und 

bleiben nach Spaltung durch zelluläre Esterasen in der Zelle „gefangen“. Durch Chelatisie-

rung der Ca2+-Ionen nimmt die bei 488 nm angeregte Fluoreszenz von Oregon-Green BAP-

TA-1 zu, während bei Fura-2 ein Shift in der Anregung resultiert, welcher durch das Verhält-

nis der bei 340 und 380 nm angeregten Fluoreszenzintensität verfolgt wird (Tab. 10). 

Tabelle 10: Charakteristika einiger Ca2+-Indikatoren. 

 
Oregon Green  
BAPTA-1  

Fura-2 Fluo-3 

Anregungswellenlänge [nm] 492 340↑/380↓ 506 

Detektionswellenlänge [nm] 517↑ 510 526↑ 

KD(Ca2+) [nM] 170 145 390 

Φa 0,7 0,49 0,18 

aQuantenausbeute des Indikator-Ca2+-Komplexes. 
 
Mit dem Oregon Green BAPTA-1, durch enzymatische Umsetzung mit Schweineesterase aus 

der Vorstufe erhalten, wurden dann vergleichende Emissionsspektren bei unterschiedlichen 

Ca2+-Konzentrationen an einem Spektrofluorimeter aufgenommen (Abb. 40). 

 

 

 

Abb. 40: Kalibrierung des 
Oregon Green BAPTA-1 in 
der Küvette für unterschied-
liche Ca2+-Konzentrationen 
(λEX = 488 nm). 

 

 

 

 

 

Dabei war eine Zunahme der Fluoreszenz mit steigender Ca2+-Konzentration zu beobachten. 

Die Spektren für 0,01 µM Ca2+ und 0,1 µM Ca2+ unterschieden sich kaum, was möglicherwei-
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se an Salz aus dem Hydrolyseansatz zurückzuführen ist. Die Zugabe des Hydrolysats zur Lö-

sung in den Küvetten verändert die Ionenstärke und damit die Fluoreszenzintensität des Ca2+-

Indikators geringfügig, was sich aber bei dieser niedrigen Ca2+-Konzentration bemerkbar 

macht. 

Anschließend wurde mit beiden Indikatoren der intrazelluläre [Ca2+]-Anstieg in HEL-Zellen 

nach Stimulation mit Thrombin verfolgt (Abb. 41).  

Abb. 41: Fluoreszenz des Oregon Green-Ca2+-Komplexes (linke Y-Achse) und des Fura-Ca2+-
Komplexes (ratiometrisch, rechte Y-Achse) in beladenen HEL-Zellen nach Stimulation mit 20 
U/ml Thrombin; (Küvettenmessung an PE LS50B). 

Das Signal-Rausch-Verhältnis für Oregon-Green BAPTA-1 bzw. Fura-2 beladene Zellen bei 

maximaler Stimulation mit 20 U/ml Thrombin (Geßele, 1998) an einem konventionellen 

Spektrofluorimeter beträgt 6,2 bzw. 37,9. Der Stokes´ Shift von Fura-2 beträgt etwa das Vier-

fache desjenigen von Oregon Green, die Quantenausbeute des Fura-2-Ca2+-Komplexes ist 

dagegen geringer als die des Oregon Green-Ca2+-Komplexes (Tabelle 10). 
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3.3 Fluorimetrische Bestimmungen in der Mikrotiterplatte 

3.3.1 Ca2+-Assay im 96-well-Format 

Auf Basis der Küvettenversuche (2 ml) wurden Versuche zur Maßstabsverkleinerung und 

Automatisierung in 96-Well-Platten (< 200 µl pro well) mit dem Plattenleser Polarstar Galaxy 

durchgeführt. Dieses Gerät beeinhaltete eine Xenon-Blitzlicht-Lampe, ein Filterrad für variab-

le Anregung, sowie einen Bandpassfilter für Fluorescein auf der Emissionsseite. 

Zuerst wurde untersucht, welche Mikrotiterplatten (schwarz mit transparenten Boden, kom-

plett transparent oder weiß opak) für die Messung des Ca2+-Signals am besten geeignet sind. 

Weiterhin wurde untersucht, welche der vier möglichen Messanordnungen am günstigsten ist 

(Anregung von oben und Detektion von unten, Anregung von oben und Detektion von oben, 

etc.), da das optimale Format der Küvettenmessung, bei der die Fluoreszenz im 90°-Winkel 

zur Anregungsrichtung gemessen wird, hier nicht möglich ist. Dabei erwies sich für Platten 

mit transparentem Boden die Anregung von oben und Detektion von unten am günstigsten. 

Am besten schnitten jedoch weiße Platten ohne transparenten Boden ab (Anregung von o-

ben/Detektion von oben, Abb. 42). 

Abb. 42: Ca2+-abhängige Fluoreszenz in Mikrotiterplatten (Costar, weiß), A: Fluoreszenzin-
tensität (λEM =520 nm) des Oregon Green-Ca2+-Komplexes und B: Fluoreszenz des Fura-2-
Ca2+-Komplexes (ratiometrische Messung); n = 5, MW ± SEM. 

Für die Kalibrierung des Fura-2 (Abb. 42 B) zeigte sich, dass eine Änderung des Quotienten 

der Fluoreszenz nach Anregung bei 340 und 380 nm für höhere Ca2+-Konzentrationen in der 

Hauptsache durch eine geringere längerwellige Anregung bedingt war, da das Signal bei 340 

nm durch das Plattenmaterial (Absorption durch Polystyrol) geschwächt wird. Zusätzlich 

macht sich auch Streulicht bemerkbar (s. Abschnitt 1.4.3). 
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Abb. 43: Zeitlicher Verlauf des unkorrigierten, gemittelten Ca2+-Signals von beladenen HEL-
Zellen in 96-Well-Platten für unterschiedliche Konzentrationen an Thrombin, das nach je-
weils 20 s automatisch injiziert wurde, pro Konzentration wurden jeweils 5 Wells vermessen. 

Die Bedingungen für die Versuche mit HEL-Zellen orientierten sich an den Angaben von Lin 

et al., 1999: Inkubation mit 3 µM Oregon Green 488 BAPTA-1, AM über 30 min. 

Dazu wurden je Probe 5 wells vermessen. Der zeitliche Verlauf des Fluoreszenzsignals ist in 

Abb. 43 dargestellt. Die Injektion erfolgte nach 20 Sekunden. Als problematisch erwies sich 

dabei die Tatsache, dass ein Schütteln der Platten nach der Injektion aufgrund des Messmodus 

nicht möglich war. Deswegen mussten ausreichend große Volumina injiziert werden, um die 

Durchmischung zu erleichtern. Das durch die Injektion bedingte Aufwirbeln der Zellen führt 

jedoch zu einem kurzfristigen Signaleinbruch (Abb. 43). Dafür wäre ein Pipettieren der Zellen 

von Vorteil, was aber aufgrund der begrenzten Hubvolumina der Pumpen nicht möglich war. 

Zur Anwendung in der Routine wäre stattdessen ein Dispensiersystem erforderlich, welches 

das variablere Pipettieren von verschiedenen, auch größeren Volumina ermöglicht. Bei den 

höheren Thrombinkonzentrationen ist keine ausreichende Durchmischung möglich; zeitab-

hängig kommt es zu einer Erhöhung der basalen Fluoreszenz durch Auslaufen des Ca2+-

Indikators aus den beladenen Zellen. Abb. 44 zeigt nun den zeitlichen Verlauf des nivellierten 

und korrigierten Ca2+-signals, dabei wurde die durch das gleiche Volumen an Puffer ausgelös-

te Signaländerung jeweils subtrahiert. 

12000

13000

14000

15000

16000

0 20 40 60 80 100

t[s]

I 520

3 U/ml
1 U/ml
0,4 U/ml
0,2 U/ml



Ergebnisse und Diskussion   65 

 

Abb. 44: Korrigiertes Ca2+-Signal in der 96-Well-Platte: Das durch die Injektion von Puffer 
an der Kontrolle ausgelöste Signal wurde jeweils von den gemittelten Werten (Abb. 43) sub-
trahiert und anschließend eine Korrektur für den Drift der Basislinie (Auslaufen des Farb-
stoffs aus den Zellen) durchgeführt. 

Das erhaltene Signal war schwach und ließ allenfalls eine semiquantitative Aussage zu. Für 

das Screening von Rezeptorantagonisten, die den [Ca2+]-Anstieg hemmen, sodass das Signal 

entsprechend kleiner ist, ist das unzureichend. Möglicherweise wäre die Messung des [Ca2+]-

Anstiegs dennoch optimierbar gewesen. Lin et al., 1999, haben nämlich mit dem gleichen 

Plattenlesegerät an HEK293-Zellen, die konstitutiv exprimierten muskarinische und β-

adrenerge Rezeptoren exprimieren komplette Konzentrations-Wirkungs-Kurven aufnehmen 

können. Manning et al., 1999, berichten von Versuchen in 24-Well-Platten. Sie inkubierten 40 

min mit 10 µM Fluo-3, AM (einem Analogon des Oregon Green 488 BAPTA-1, AM, Da-

ten in Tabelle 10). In einem Protokoll von Molecular Devices wird empfohlen, die Zellen 1 h 

lang mit 5 µM Fluo-3, AM zu inkubieren und schwarze Platten mit durchsichtigem Boden zu 

verwenden (s. Abb. 14). Eine weitere Möglichkeit bestünde in der Verwendung eines Gemi-

sches von Fura Red, einem längerwellig emittierenden Derivat des Fura-2, und Fluo-3. Dieses 

Gemisch ermöglichte die ratiometrische Konzentrationsbestimmung des intrazellulären Ca2+ 

auch mit Hilfe der Durchflusszytometrie, bei welcher die Indikatoren simultan bei 488 nm 

angeregt werden können (Novak und Rabinovitch, 1994). 
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3.3.2 Einzelmoleküldetektion des Cy5-NPY 

Auf der Anwendung eines Laser-Scanning-Imaging-Verfahrens beruhen zwei in der Literatur 

beschriebene, erfolgreiche Bestimmungen von Bindungskonstanten an G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren bei Verwendung des langwelligen Fluorophors Cy5 (Mellentin-Michelotti et al., 

1999, Zuck et al., 1999). Deswegen wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von 

Prof. Seeger Versuche mit einem konfokalen Rasterscanmikroskop und dem langwelligen 

Cy5-NPY 1 durchgeführt. Das als SMD (single molecule detector) bezeichnete Gerät war mit 

einem Diodenlaser (635 nm) ausgestattet. Der Laserstrahl wurde von einem Mikroskopobjek-

tiv mit hundertfacher Vergrößerung auf die Oberfläche fokussiert. Als Photonendetektor fun-

gierte eine hochempfindliche single-photon avalanche diode (SPAD). Um den Laserfokus 

exakt einstellen zu können, wurde der Laserspot mit Hilfe eines CCD-Chips auf einem Moni-

tor sichtbar gemacht. Der x,y-Tisch konnte sowohl per Software als auch per Joystick ange-

steuert werden. Die verwendeten Mikrotiterplatten waren mit einem Glasboden von einer 

Dicke kleiner als 2/10 mm versehen. Der Boden sollte eine konfokale Detektion von unterhalb 

der Platte ermöglichen und möglichst plan sein, damit die Messung nicht aus dem Fokus läuft. 

Nach der Inkubation mit Cy5-NPY (30 nM) wurden der Zellrasen in den Mikrotiterplatten 

zweimal gewaschen, mit Puffer überschichtet und vermessen (Abb. 45). 

Abb. 45: Links: In z-Richtung dargestellt : Die in der x,y-Ebene (0,04 mm2) gescannte Fluo-
reszenzintensität bei einer Schrittweite von 2 µm. Diese Fläche beinhaltet durchschnittlich 3-
4 Zellen (HEC-1B-Y5); n = 4; MW ± SEM. Rechts: Kompetitionskurve von NPY gegen Cy5-
NPY (Inkubationskonzentration = 30 nM). 

Der Waschvorgang war notwendig, um freien Liganden zu entfernen. Eine während der Mes-

sung ablaufende Dissoziation des Cy5-NPY 1 vom Rezeptor musste dabei in Kauf genommen 

werden. 
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Abb. 46: Verdrängung 
von Cy5-pNPY 1 (Inkuba-
tionskonzentration = 30 
nM) mit nichtmarkiertem 
NPY an HEL-Zellen 
(Messung am Rasters-
canmikroskop); n = 4; 
MW ± SEM. 

 

 

Da jeweils nur eine sehr kleine Fläche (und damit Zellmenge) vermessen werden konnte, war 

die Varianz der Messwerte sehr groß. Der für pNPY am Y5-Rezeptor bestimmte Ki von (1,53 

± 0,18) nM stimmt dennoch relativ gut mit konventionellen Bindungsdaten überein (Abb. 45 

rechts, 1. Charge des Cy5-NPY 1, Tabelle 12 und 13). Weitere Versuche an HEL-Zellen (Y1-

Rezeptor) mit Cy5-NPY 1 ergaben keine besser reproduzierbaren Resultate (Abb. 46). 

Zusammenfassend muss gesagt werden, dass die Auflösung und die Empfindlichkeit des ver-

wendeten Geräts für die Untersuchung von kompetitiven Bindungsgleichgewichten, die sich 

im nanomolaren Konzenztrationsbereich liegen, zu hoch war. So war eine homogene Bestim-

mung nicht möglich, da freier Ligand ein zu starkes Signal bewirkt hätte. Überdies hätte man 

einen größeren Zellrasen scannen müssen, um repräsentativere Werte zu erhalten, was bei 

dieser Auflösung zu einer gewaltigen Datenflut geführt hätte. Dies war aber aus diversen 

Gründen nicht möglich. Beispielsweise gab es keine Autofokussierung an dem Gerät, was 

bereits bei einer Scanfläche, die bei nur einem Bruchteil des Welldurchmessers lag, zu 

Schwierigkeiten führte. Da Zellfragmente unspezifische Bindung der Fluoreszenz aufweisen, 

wäre v. a. für die HEL-Zellen eine morphologische Unterscheidung der Zellen nötig. Dazu 

wären aber entsprechende Bilderkennungsprogramme nötig. 
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3.4  Untersuchung der Rezeptorbindung auf subzellulärer Ebene mit Hilfe der konfoka-

len Fluoreszenzmikroskopie 

Untersuchungen der fluoreszenten NPY-Liganden, mittels konfokaler laserinduzierter Mikro-

skopie, wurden zuerst in der Neurologie, Universität Regensburg durchgeführt. Die mit den 

kurzwelligen Fluorophoren markierten Liganden 5 und 11 lieferten hierbei kein spezifisches 

Signal am Rezeptor (Abb. 47). 

Abb. 47: Konfokale mikroskopische Bilder von HEL-Zellen, links oben :Carboxyfluorescein-
NPY 5 (10 nM), links unten: zusätzlich 200-facher Überschuß an NPY; Mitte oben: Tetra-
methylrhodamin-NPY 11 (10 nM), Mitte unten: zusätzlich 200-facher Überschuß an NPY, 
rechts oben: Cy5-NPY 1 (100 nM), rechts unten: zusätzlich 200-facher Überschuß an NPY. 

Eine Unterscheidung zwischen totaler und unspezifischer Bindung (vgl. 3.5.1) war nicht mög-

lich. Besonders das an den HEL-Zellen gebundene Tetramethylrhodamin-NPY 11 lässt prak-

tisch keine Fluoreszenz erkennen. Dies ist in Übereinstimmung mit den später durchgeführten 

durchflusszytometrischen Untersuchungen (3.5.1). Im Falle des Cy5-NPY 1 konnte dagegen 

mit dem konfokalen Mikroskop (Serienmodell) des Klinikums, wie in der Durchflusszyto-

metrie, eine spezifische Bindung gemessen werden, auch wenn die Anregung nicht mit einem 



Ergebnisse und Diskussion   69 

 

Rotlichtlaser erfolgte. Bei den wenigen Zellen, die eine deutliche unspezifische Fluoreszenz 

zeigen, ist von einer Desintegration der Zellmembran auszugehen (Abb. 47 rechts unten). 

Abb. 48: Verein-
fachtes Schema der 
Rezeptorinternali-
sation und des 
"Trafficking" (Rep-
ke und Liebmannn, 
1981), 1: Rezeptor-
Ligand-Komplexe 
in coated pits 2: 
Bildung von Endo-
somen 3: Senkung 
des pH-Werts 4 
führt zur Dissozia-
tion der Rezeptor-
Ligand-Komplexe, 
restliche Komplexe 
werden in Lysoso-
men 5 weiter abge-
baut. 6: In den 
coated Golgiregio-
nen werden synthe-
tisierte und zurück-
gewonnene Rezep-
toren verpackt und 
an die Zellmembran 
zurückgeführt. 

Die Bindung von Agonisten an Rezeptoren intakter Zellen kann zu deren Internalisierung 

führen (Abb. 48). Für Agonisten, die nicht hochaffin zum Rezeptor sind, wird eher eine Dis-

soziation als Internalisation vermutet (Koenig, 1999). 

Fabry et al., 2000, berichten von der Internalisation eines N-terminal markierten Carboxyfluo-

rescein-NPY (s. auch Abschnitt 3.1.3) in SK-N-MC-Zellen, die den NPY Y1-Rezeptor konsti-

tutiv exprimieren und adhärent wachsen. Bindungsversuche mit dem Radioliganden [3H]-

Propionyl-NPY (1 nM), wobei die anschließende Trennung zwischen an der Zelloberfläche 

gebundenem und internalisiertem Liganden durch Waschen mit saurer Lösung (pH nicht be-

schrieben) erfolgte, ergaben einen Anteil von 20-30 %, der sich nicht auswaschen ließ. Für die 

konfokalen mikroskopischen Untersuchungen setzte diese Arbeitsgruppe 1 µM des fluores-

zenten Liganden ein. Die beobachtete Internalisation ist als zeit- und temperaturabhängig 

beschrieben. Dies steht im Gegensatz zu den eigenen Untersuchungen mit dem fluoreszenten 

Liganden 5 (folgende Seiten, Abb. 49 und 50) bei verschiedenen Temperaturen (4°C und 

37°C, jeweils über 60 min inkubiert) an Y5-transfizierten HEC-1B-Zellen. Die Ergebnisse 
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dieser Untersuchungen lassen keine eindeutigen Schlüsse zu. Fixierung der Zellen mit 3 % 

Paraformaldehyd, wie sie Fabry et al., 2000, ebenfalls durchführten, verstärkte die ohnehin im 

spektralen Bereich des Fluoresceins starke Autofluoreszenz. Die Detektion von einer spezifi-

schen Bindung von 5 war auch an diesen Zellen nicht möglich. Eine von Fabry et al., 2000, 

zur Inkubation eingesetzte Konzentration des fluoreszenten Liganden von 1 µM, erscheint in 

Anbetracht des ca. 1000fach niedrigeren Ki-Wertes „unphysiologisch“ hoch. Zusätzlich ergibt 

sich das Problem, dass Carboxyfluorescein in sauren endosomalen Kompartimenten eine 

wesentlich schwächere Fluoreszenz aufweist. Andere Arbeitsgruppen wie Parker et al., 2001, 

und Gicquiaux et al., 2001, beschreiben jedoch ebenfalls die rasche Internalisation des NPY-

Y1-Rezeptors über clathrin-coated pits. Beide Arbeitsgruppen verwendeten rekombinante 

Rezeptorsysteme. Parker et al., 2001, untersuchten die Aufnahme des Ligand-Rezeptor-

Komplexes in Y1-transfizierte CHO-Zellen; der temperaturabhängige Prozess konnte durch 

Phenylarsinoxid inhibiert werden. Gicquiaux et al., 2001, wiesen die Internalisation über 

EGFP („enhanced green fluorescent protein“) nach, das als Fusionsprotein mit dem NPY Y1-

Rezeptor in HEK293-Zellen exprimiert wurde. Dessen Fluoreszenz wird ebenfalls in den 

Endosomen geschwächt, die Internalisation kann durch den Y1-Antagonisten BIBP 3226 ge-

blockt werden. 
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Abb. 49: Konfokale mikroskopi-
sche Bilder von Y5-transfizierten, 
mit 3% Paraformaldehyd fixierten 
HEC-1B-Zellen. Inkubation je-
weils bei 37°C über 60 min. 

10 nM Carboxyfluorescein-NPY 5 

10 nM Carboxyfluorescein-NPY 5 + 2 µM NPY 

Negativkontrolle (Autofluoreszenz) 
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Abb. 50: Konfokale mikroskopi-
sche Bilder von Y5-transfizierten, 
mit 3% Paraformaldehyd fixier-
ten HEC-1B-Zellen. Inkubation 
jeweils bei 4°C über 60 min. 

10 nM Carboxyfluorescein 5 

Negativkontrolle (Autofluoreszenz) 

10 nM Carboxyfluorescein 5 + 2 µM NPY 
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Abb. 51: A: Mit Tetramethylrhodamin-markiertem Weizenkeimlektin (1 µM) angefärbte HEL-
Zellen B: Überlagerte konfokale Bilder von HEL-Zellen grün: Autofluoreszenz, blau: Fluo-
reszenz von Cy5-NPY 1 (100 nM), Inkubation über 60 min. 

Abb. 51 A zeigt die aggregierten HEL-Zellen, die mit Tetramethylrhodamin-markiertem Wei-

zenkeim-Lektin (1 µM) angefärbt wurden. Bei dieser Konzentration erhält man eine sehr 

deutliche Fluoreszenz. Das Lektin bindet an N-Acetyglukosamine. Sheikh et al., 1990, haben 

gezeigt, dass dieses Lektin auch mit dem NPY Y1-Rezeptor interagiert. Im Ca2+-Assay an 

HEL-Zellen hemmte das TMR-markierte Lektin teilweise den durch 10 nM pNPY induzierten 

Ca2+-Anstieg. Abb. 51 B zeigt, dass die Autofluoreszenz zwar auch membranär aber v. a. 

intrazellulär lokalisiert ist. Zudem spricht Abb. 51 B für ein Clustering der NPY-Rezeptoren. 
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Kroeger et al., 2001, berichten von einer Homooligomerisierung des Thyrotropin-Releasing-

Hormon-Rezeptors, einem G-Protein-gekoppelten Rezeptor, Angers et al., 2000, über die 

Dimerisierung des β2-Adrenozeptors, beide Rezeptoren sind wie die NPY-Rezeptoren G-

Protein-gekoppelt. Die Di- oder Oligomerisierung ist agonistabhängig und wurde in beiden 

Fällen mit der BRET-Technologie (Bioluminescence Resonance Energy Transfer) detektiert. 

Der Versuch eines Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers, der ebenfalls nur bei ausrei-

chender räumlicher Nähe von Donor und Akzeptor zu beobachten ist, mit den beiden fluores-

zenten Liganden Carboxyfluorescein-markiertes NPY 5 (Donor) und TAMRA-NPY 11 (Ak-

zeptor) in der Durchflusszytometrie, der diese Zusammenlagerung aufklären könnte, führte 

aber zu keinem Ergebnis. Beide Liganden waren dafür ungeeignet (s. auch Abschnitt 3.5.5). 

Ein hierfür geeignetes Donor-Akzeptor-Paar könnte Cy5/Cy5.5 sein (Schobel et al., 1999). 

Cy5.5 stellt als längerwelliges Dibenzindodicarbocyanin den Akzeptor für Cy5 dar. 

In der Folge wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Böhmer (LS Wolfbeis) weitere Untersu-

chungen an einem konfokalen Mikroskop, das über einen gepulsten roten Diodenlaser verfügt, 

durchgeführt. 

Abb. 52: Konfokale Detektion einer mit Cy5-NPY (≈ 1 nM) inkubierten HEC-1B-Y5-Zelle; 
Schrittweite: ≈ 50 nm. 
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Abb. 53: Konfokale Detektion einer mit Cy5-NPY (≈ 1 nM) inkubierten HEC-1B-Y5-Zelle 
nach Korrektur des Hintergrunds; Schrittweite: ≈ 50 nm. 

Abb. 52 und 53 stammen von Herrn Böhmers Aufbau mit zeitaufgelöster Einzelphotonende-

tektion. Für die Korrektur des Hintergrunds wurde ein Schwellenwert gesetzt. Aufgrund der 

Totzeit des Detektors im Einzelphotonenmodus nach der Detektion eines Photons (einige 100 

ns) ist die Detektionsrate auf einige Millionen Zählereignisse/s begrenzt. Daher muss die 

Scangeschwindigkeit ausreichend langsam sein, um eine vernünftige Anzahl (ca. 10 Photo-

nen/Molekül) zählen zu können. 

Damit unterscheidet sich der Aufbau stark von konventionellen konfokalen Laser Scanning 

Mikroskopen (CLSM), bei denen höhere Fluorophorkonzentrationen und Detektoren im Ana-

log-Modus eingesetzt werden. Dafür muss das Scanning mit piezogesteuerten Tischen durch-

geführt werden. Die Auflösung beträgt ca. 50 nm. 

Diese repräsentative Messung (Abb. 53) deutet auf eine Lokalisation des fluoreszenten Ligan-

den an der Zellmembran hin, eine Aufnahme in die intakte Zelle scheint unter diesen Bedin-

gungen (Inkubationsdauer 5-20 min) nicht zu erfolgen. 

Eine Internalisation der fluoreszenten Agonisten 1 bzw. 5 konnte aufgrund der eigenen Ergeb-

nisse weder bestätigt noch widerlegt werden. 
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3.5 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie erlaubt die mehrparametrische Analyse größerer Zellzahlen. Sie 

eignet sich für verschiedene Fragestellungen, u. a. zur Untersuchungen von Ligand-Rezeptor-

Wechselwirkungen mittels Fluoreszenz. 

Wie bei der Messung in herkömmlichen Spektrofluorimetern werden die Zellen in Suspension 

vermessen. Der entscheidende Unterschied jedoch ist, dass die vorgelegte Zellsuspension über 

eine Düse unter laminaren Bedingungen in den Strom einer Trägerflüssigkeit (isotonische 

Kochsalzlösung) eingebracht wird. Dies führt zu einer „hydrodynamischen Fokussierung“ 

(Abb. 54), sodass im Idealfall jede einzelne Zelle ohne die umgebende Lösung bei der Passage 

durch die Küvette getrennt angeregt und deren Fluoreszenz vermessen werden kann. Das 

erhaltene Fluoreszenzsignal wird folglich nicht durch (Re-)absorption oder Streuung an ande-

ren Zellen wie im Falle der konventionellen Küvettenmessung geschwächt. Überdies wird 

dieses von der einzelnen Zelle stammende Signal durch die schnelle Erfassung großer 

Zellzahlen statistisch repräsentativ. Durch die laminaren Strömungsbedingungen wird eine 

Durchmischung von Probenlösung und Trägerflüssigkeit verhindert und somit eine Messung 

von Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen unter Gleichgewichtsbedingungen gewährleistet. 

 

 

Abb. 54: „Hydrodyna-
mische Fokussierung“ 
der Zellen an der Ein-
spritzdüse des Durch-
flusszytometers. 

 

 

Die Fluoreszenz wird außerdem durch entsprechende Laser induziert, was die Selektivität und 

Effizienz der Anregung erhöht. Über ein System von dichroitischen Spiegeln, optischen Lin-

sen und Filtern werden gestreutes Licht und Fluoreszenz zu Photodiode bzw. PMT geleitet 

und detektiert (Abb. 90). Das Vorwärtsstreulicht der Zellen wird im Winkel zwischen 1,5° 

und 10° zur Strahlenrichtung des anregenden Lasers (488 nm) gemessen. Die Vorwärtsstreu-

lichtintensität ist annähernd proportional zur Zellgröße, wobei aber auch die innere Struktur 

der Zelle zum Tragen kommt. So ist bei reifen polymorphkernigen Granulozyten die Streu-

lichtintensität höher als bei den größeren Monozyten. Die Intensität der Seitwärtsstreuung 
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(gemessen im 90°-Winkel) hingegen korreliert mit dem Brechungsindex (der Granularität) der 

Zelle. Durch die gleichzeitige Detektion des Streulichts und - wenn erforderlich – von bis zu 

vier Fluoreszenzsignalen, die jeweils miteinander korreliert werden können, ist eine Fülle von 

Informationen enthalten. Das Streulicht lässt z. B. im Falle von Blutzellen die einfache Diffe-

renzierung von Monozyten, Granulozyten und Thrombozyten zu. Anhand der Streulichtcha-

rakteristik von Zellen ist eine selektive Auswertung der Fluoreszenzverteilung dieser „Subpo-

pulationen“ über Gates (= eingegrenzte Bereiche im Streulichtdiagramm, s. 3.5.1.1) möglich. 

Differenzierungen über die Funktionalität von Zellen sind ebenfalls möglich. 

Für die graphische Darstellung der Messdaten im „listmode“ bieten sich 2/3D-dotplot, Kon-

turplot und Dichteplot sowie Histogramme an. Beim Dotplot wird ein Ereignis als Punkt dar-

gestellt, beim Konturplot/Dichteplot wird farblich abgestuft die Häufigkeit dargestellt. Das 

Histogramm stellt die Häufigkeit des gewählten Parameters gegen den gewählten Parameter 

dar. 

Photobleaching ist bei der Durchflusszytometrie im Gegensatz zur Mikroskopie kaum ein 

Problem, da die Verweilzeit einzelner Zellen im Laserfokus nur gering ist. 

Methodische Nachteile der Durchflusszytometrie sind jedoch folgende: 

§ Die betreffenden Zellen können nur einmal vermessen werden, was bei kinetischen 

Untersuchungen unter Umständen von Nachteil sein kann. 

§ Eine räumliche Auflösung bzw. Lokalisation der Fluorophore innerhalb der Zellen ist 

nicht direkt möglich. 

§ Das notwendige Ablösen adhärent wachsender Zellen und die Zentrifugation führen zu 

einem Verlust von Zellen und beeinträchtigen nicht nur deren Vitalität, sondern sen-

ken möglicherweise auch die Rezeptorzahl. Heithier et al., 1994, haben z. B. eine Hal-

bierung der Rezeptorzahl von suspendierten gegenüber adhärenten Sf9 Zellen festge-

stellt. 

Die Vor- und Nachteile der Messung von Zellen in Suspension in der Durchflusszytometrie 

und an Oberflächen mit der Laser-Scanning-Cytometry haben Darzynkiewicz et al., 1999, 

zusammengefasst. 

Die Durchflusszytometrie eignet sich aufgrund ihrer Geschwindigkeit und Empfindlichkeit 

auch für hochdurchsatzfähige und automatisierte Assays (Nolan et al., 1999). Mittlerweile 

wird von einigen Firmen die nötige Ausrüstung für die Vermessung von Mikrotiterplatten 

entwickelt oder bereits angeboten. Mit dem MoFlo ® HTS Zytometer der Firma Cytomati-

on, Inc., bei welchem bis zu 30000 Zellen/s gemessen werden können, arbeiten bereits einige 
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pharmazeutische Firmen bei der Wirkstoffsuche. Vorteilhaft ist auch die Sortieroption. Dau-

gerty et. al., 2000, berichten über den Nutzen der Zellsortierung für die Etablierung und Ver-

besserung zellulärer durchflusszytometrischer Assays. 

 

 

3.5.1 Untersuchungen an HEL-Zellen 

3.5.1.1 Kompetitive Bindung des fluoreszenten Liganden Cy5-NPY 

Die von Martin und Papayannopoulou, 1982, etablierte HEL-Zelllinie besteht aus größeren 

Proerythroblasten, welche bei der Färbung mit Giemsa-Lösung basophiles und agranuläres 

Zytoplasma aufweisen und außerdem deutliche Tendenz zur Polyploidie zeigen. Von Mo-

tulsky und Michel, 1988, bzw. Feth et al., 1992, wurden HEL-Zellen als NPY Y1-Modell 

charakterisiert und im Rahmen dieser Arbeit in der Durchflusszytometrie auch mit dem lang-

wellig anregbaren Cy5-NPY 1 untersucht. 

Die Inkubation von Zellen oder Zellmembranen mit markiertem Liganden alleine führt sowohl 

zur Bindung des Liganden an die Bindungsstelle des Rezeptors (spezifische Bindung) als auch 

an andere Stellen des Rezeptors oder an andere Proteine, Membranen etc. (unspezifische Bin-

dung), was als totale Bindung bezeichnet wird. Die spezifische Bindung ist aufgrund der be-

grenzten Bindungsstellen sättigbar und reversibel. D. h. der markierte Ligand kann mit einem 

Überschuß an nichtmarkiertem Ligand aus der Bindungstelle am Rezeptor verdrängt werden, 

während man davon ausgeht, dass die unspezifische Bindung irreversibel ist. Die spezifische 

Bindung kann folglich nicht direkt ermittelt werden, sondern ergibt sich aus der Differenz von 

totaler und unspezifischer Bindung. 

Abb. 55: Links: Dotplot des Streulichts (FSC = Vorwärtsstreung, SSC = Seitwärtsstreuung, 
logarithmischer Detektormodus über 4 Dekaden) von HEL-Zellen, rechts: durchlichtmikro-
skopisches Bild der Zellen. 
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Erkennbar sind im Streulichtdiagramm (Abb. 55) unterschiedliche Bereiche, die jeweils mit 

einem Gate eingegrenzt wurden. Das mikroskopische Durchlichtbild daneben zeigt, dass die 

Zellen deutlich unterschiedliche Größe und Struktur aufweisen. Die Ereignisse mit geringster 

Vorwärts- und Seitwärtsstreuung sind auf Zelldebris zurückzuführen, in der Mitte werden 

mittelgroße Zellen detektiert, die praktisch keine Fluoreszenz in Kanal 4 aufweisen (Abb. 55 

bzw. 56). Die anderen beiden Subpopulationen, die den größten Anteil der Zellen ausmachen, 

wurden untersucht. Abb. 56 zeigt die Fluoreszenz verschiedener Proben im Kanal 4. Man 

kann gegenüber der Autofluoreszenz der Kontrolle eine Fluoreszenz im Kanal 4 für die Zellen 

mit hoher Vorwärtsstreuung, die mit Cy5-NPY 1 (30 nM) inkubiert wurden, erkennen. Diese 

Fluoreszenz lässt sich mit 2 nM NPY teilweise verdrängen und mit einem 200-fachen Über-

schuß an NPY bis auf die nichtspezifische Bindung verdrängen. 

Abb. 56: 3D-Dotplots der HEL-Zellen: die Zellen mit hoher Vorwärtsstreung (FSC) zeigen 
eine Fluoreszenz im Kanal 4, die durch die Verdrängung des fluoreszenten Liganden Cy5-
NPY 1 je nach Konzentration von pNPY abnimmt. 

Da nur bei bestimmten HEL-Zellen mit hoher Vorwärtsstreulichtintensität eine spezifische (S. 

78) und somit reversible Bindung messbar ist, wurde diese Subpopulation im Folgenden für 

die Bestimmung von Bindungskonstanten ausgewählt und bei jedem Versuch durch Gates (s. 

3.5.1.3 und experimenteller Teil, Abb. 91) aus dem Streulichtdiagramm (Seitwärts- gegen 

Vorwärtsstreulichtintensität) erfasst. 

FL-4  

FSC-H

FSC-H

FSC-H

FSC-H

Ereignisse Ereignisse

FL-4

FL-4FL-4

Ereignisse Ereignisse

Autofluoreszenz 30 nM Cy5-NPY

30 nM Cy5-NPY 
+ 6 µM NPY

30 nM Cy5-NPY 
+ 2 nM NPY

100

102

103

104

101
100

102

103

104

101

100

102

103

104

101
100

102

103

104

101

100

102
103 104

101

100

102
103 104

101

100

102
103

101

104

100

102
103 104

101

50 50

5050



Ergebnisse und Diskussion   80 

 

Bei der weiteren Untersuchung der Fluoreszenz der interessanten Zellen bestätigte sich die 

Abhängigkeit der Fluoreszenz 4 von der Kompetitorkonzentration (Abb. 57). 

 

 

Abb. 57: 
Histogramme der 
Fluoreszenz 4 von 
Y1-rezeptorpositiven 
Zellen in Abhängig-
keit von unterschied-
lichen Kompetitor-
konzentrationen. 

 

 

 

Die Auftragung der jeweiligen geometrischen Mittel (s. 3.5.1.2) der Fluoreszenz 4 gegen die 

Konzentration des Kompetitors ergibt sigmoidale Kompetitionskurven, aus denen der IC50- 

und der apparente Ki-Wert ermittelt werden kann (Abb. 58). 

 

 

Abb. 58: Auftragung des geometri-
schen Mittels der Fluoreszenz 4 der 
Y1-rezeptorpositiven Subpopulation 
von HEL-Zellen gegen die Konzentra-
tion des Kompetitors NPY, [L] = 30 
nM. Die Umrechnung in den zugehö-
rigen Ki-Wert für NPY ergibt 0,72 
nM, ein mit radiometrisch ermittelten 
Daten vergleichbarer Wert. 

 

 

 

3.5.1.2 Auswertung der Messdaten in der Durchflusszytometrie 

Für Daten, die mittels logarithmischer Verstärkung erhalten wurden, empfiehlt sich die 

Auswertung über das geometrische Mittel. Dieses berücksichtigt den Effekt der 

logarithmischen Transformation (s. 3.5.2) im Gegensatz zum arithmetischen Mittel. Überdies 

wird das geometrische Mittel durch Extremwerte weniger beeinflusst, so dass Messwerte über 
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mehrere Zehnerpotenzen wie im vorliegenden Fall besser statistisch erfasst werden. Das 

geometrische Mittel Gy berechnet sich wie folgt:  

Gy = antilog [1/n (log y1+ log y2+ log y3+...+ log yn)]. 

 

3.5.1.3 Färbung der HEL-Zellen mit Propidiumiodid 

Da für die Auswertung der spezifischen Bindung von HEL-Zellen (vgl. 3.5.1) immer Gate G1 

herangezogen wurde und die in Gate G2 befindlichen Zellen keine spezifische Bindung zeig-

ten, wurde dieser Sachverhalt näher untersucht (Abb. 59). 

Abb. 59 A: Streulichtdiagramm (FSC-H = Vorwärtsstreuung, SSC-H = Seitwärtsstreuung) 
mit den Gates G1/G2 B: Histogramme der Fluoreszenz 2 aus G1(dunkelgrau) und G2 (hell-
grau) der Negativkontrolle C: Histogramme der Fluoreszenz 2 aus G1 und G2 der Propidiu-
miodid-Färbung. 

Zellen mit intakter äußerer Membran (nicht notwendigerweise lebende Zellen) werden von 

Propidiumiodid nicht angefärbt. Wenn die Zellmembran jedoch beschädigt ist, gelangt der 

kationische Farbstoff in die Zelle und die Interkalation zwischen die DNA führt zu einer dras-

tischen Erhöhung der Fluoreszenz. Die in G1 befindlichen Zellen zeigen praktisch keine An-

färbung mit Propidiumiodid. Die Anfärbung der DNA mit Propidiumiodid ergab für Gate G2 

jedoch eine etwas stärkere Fluoreszenz in Kanal 2, in dem dieser Farbstoff detektiert wird, 

gegenüber der Kontrolle (Autofluoreszenz der Zellen). 

Wahrscheinlich handelt es sich bei der in Gate 2 erfassten Subpopulation um Zellen mit be-

schädigter Zellmembran, welche die unspezifische Bindung des fluoreszenten Liganden 1, die 

bei der Untersuchung der spezifischen Bindung beobachtet wurde, verursacht. Man kann 

darüber spekulieren, ob es in diesem Stadium der Zellauflösung zu einem Abbau der Rezepto-

ren kommt. Für apoptotische Zellen ist eine Abnahme der Vorwärtsstreuung und eine Zunah-

me der Seitwärtsstreuung gegenüber intakten Zellen mehrfach dokumentiert (z. B. Darzyn-

A B C 
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kiewicz et al., 1997). Die Chromatinkondensation erhöht den Brechungsindex, während die 

Schrumpfung der Zellen zu einer Abnahme der Vorwärtsstreuung führt. 
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3.5.1.4 Bestimmung der Dissoziationskonstante von [3H]-Propionyl-NPY und der Y1-

Rezeptorendichte von HEL-Zellen 

Für die vergleichenden Radioligandbindungsexperimente sowie die Ermittlung der Bindungs-

konstante des fluoreszenten Liganden war die Bestimmung der Dissoziationskonstante des 

[3H]-Propionyl-NPY an den HEL-Zellen erforderlich. Von der Optimierung des Ca2+-Assays 

(Geßele, 1998) war bekannt, dass die Kulturdichte für die Funktionalität des Rezeptors ent-

scheidend ist. Deswegen lag die Vermutung nahe, dass auch die Rezeptordichte mit der Zell-

konzentration in Kultur korreliert. 

Für Zellen, die am Vortag mit frischem Medium verdünnt wurden (<100000 Zellen/ml), ergab 

sich eine Gesamtmenge des Rezeptorproteins Bmax = (64,4 ± 33,5) fmol/106 Zellen, entspre-

chend 18611-59000 Rezeptoren/Zelle (Abb. 60 A). 

Abb. 60: Repräsentative Sättigungsexperimente der Y1-Rezeptorbindung von [3H]-Propionyl-
NPY an HEL-Zellen. A: Kulturdichte <100000 Zellen/ml, B: Kulturdichte >500000 Zellen/ml. 

Als Kd-Wert für [3H]-NPY ergab sich ein Wert von (3,98 ± 0,65) nM (n = 12; 4 unabhängige 

Versuche). Bei einer Konzentration von > 500000 Zellen/ml in der Kultur ergab sich ein Bmax 

von 6,2 fmol/106 Zellen, dies entspricht durchschnittlich 3714 Rezeptoren/Zelle (< 20 % des 

Maximalwertes, Abb. 60 B). Durchflusszytometrische Untersuchungen an HEL-Zellen zeigten 

eine um ca. 30 % höhere Rezeptorexpression der nach Zugabe frischen Mediums am Vortag. 

Der Anteil der Y1-positiven Zellen von der gesamten Population war nur wenig (≈ 15 %) 

größer als der von HEL-Zellen in hoher Kulturdichte. 

Feth et al., 1992, fanden für Y1-Rezeptoren an HEL-Zellen einen Bmax-Wert von (73 ± 18,8) 

fmol/106 Zellen (entsprechend durchschnittlich 44000 Rezeptoren pro Zelle und einen KD-

Wert von (3,9 ± 1,0) nM für [125I]-NPY. Keffel et al., 1999, berichten von einer Stimulation 

der sogenannten ERK (extracellular signal-regulated kinases) durch NPY an HEL-Zellen. 
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ERK vermitteln Zellwachstum. Zukowska et al., 1993, beobachteten ebenfalls einen mitoge-

nen Effekt von NPY an glatten Gefäßmuskelzellen, der v.a. über induzierbare Y1-und Y2-

Rezeptoren vermittelt sein soll. Für die Induktion sollen dabei neben NPY selbst vermutlich 

andere Wachstumsfaktoren verantwortlich sein. Ob ein Zusammenhang zwischen Y1-

Rezeptorexpression und Wachstumsstimulation besteht, wurde für die HEL-Zellen nicht un-

tersucht. 

3.5.1.5 Assoziationskinetik und Sättigungsexperimente 

Da die Assoziationkinetik von Tracerliganden für NPY-Rezeptoren an HEL-Zellen im Gegen-

satz zu den übrigen Zelllinien noch nicht genauer untersucht worden und die Menge an ver-

fügbarem fluoreszenten Liganden 1 aber begrenzt war, wurde für diese Untersuchungen der 

Radioligand [3H]-Propionyl-NPY verwendet. Der Verlauf für den Radioliganden zeigt, dass 

spätestens nach 90 min fast keine weitere Änderung der totalen und unspezifischen Bindung 

erfolgt (Abb. 61). 

Abb. 61: Kinetik der totalen und der unspezifischen Bindung von [3H]-Propionyl-NPY (0,2 
nM) an HEL-Zellen (1,5⋅106 Zellen/Probe) bei RT; n = 3, MW ± SEM. 

Erst nach ca. 150 min tritt eine Dissoziation ein. Feth et al., 1992, fanden eine Inkubations-

dauer von 90 min an HEL-Zellen mit [125I]-NPY am günstigsten. In der Folge wurden daher 

ebenfalls Inkubationszeiten von 60-90 min gewählt. 
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Abb. 62: Sättigungskurven für die Bindung von Cy5-NPY 1 an HEL-Zellen (Y1-Rezeptoren), 
durchflusszytometrisch ermittelt : ∆ Totale, ¾ spezifische (als Differenz von totaler und un-
spezifischer Fluoreszenz berechnet) und Ο  unspezifische Bindung als zellgebundene Fluores-
zenz gegen totale Konzentration von 1 aufgetragen (Gate gesetzt, Auswertung über das geo-
metrische Mittel), Inkubationskonzentration 30 nM, mit Waschschritt, n = 1. 

Die Sättigbarkeit ist eine notwendige Bedingung für spezifische Bindung (Abb. 62). Sie ist für 

den fluoreszenten Liganden an HEL-Zellen erfüllt. Interessant erscheint in diesem Zusam-

menhang, dass die unspezifische Bindung kaum ansteigt. Dies mag an den beiden hydrophilen 

Sulfonsäuregruppen des Fluorophors G liegen. Ab einer Konzentration des Cy5-NPY 1 von 

ca. 10 nM ist die Forderung erfüllt, dass die unspezifische Bindung < 30 % der totalen Bin-

dung betragen sollte. Wenn man davon ausgeht, dass die totale Konzentration etwa der freien 

Konzentration des markierten Liganden entspricht ([Cy5-NPY] = 30 nM, Rezeptorkonzentra-

tion << 1 nM für 1⋅106 HEL-Zellen/ml), so erhält man einen KD-Wert von (32,6 ± 13,9) nM 

(s. Gleichung I, Abschnitt 1.1.1). Dieser Wert liegt höher als der apparente Ki-Wert, der gegen 

den Radioliganden ermittelt wurde. Letzterer Wert ist jedoch mit dem Fehler des wiederum 

für diesen Radioliganden bestimmten KD-Wertes behaftet. Eine weitere Unsicherheit stellt 

außerdem die Konzentrationsbestimmung des fluoreszenten Liganden vor den Versuchen dar 

(s. experimenteller Teil). 
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3.5.1.6 Bestimmung von Bindungsdaten unter Gleichgewichtsbedingungen 

Eine Bestimmung von Rezeptorbindungsgleichgewichten unter homogenen Bedingungen, d. 

h. direkt aus dem Inkubationsansatz, macht – sofern dies möglich ist - eine Trennung von 

Ligandrezeptorkomplex und freiem, überschüssigen Ligand entbehrlich. Mit der Trennung 

verbundene Probleme, wie physikalischer Verlust und Dissoziation des Ligandrezeptor-

komplexes werden somit vermieden und die Testung vereinfacht. Abb. 63 A, nächste Seite, 

zeigt die mit einem zusätzlichen Zentrifugationsschritt ermittelten Kurven für die Verdrän-

gung von Cy5-NPY mit BIBP 3226 13 und den von Hutzler, 2001, synthetisierten Arginina-

miden 24 und 25 (s. Tabelle 12). Abb. 63 B zeigt die unter Gleichgewichtsbedingungen ermit-

telten Kompetitionskurven. Die zuerst gewählten Parameter (vgl. Abb. 63, Experiment A mit 

[L]= 30 nM, Inkubationsdauer ≈ 60 min, 5-7 min Zentrifugation bei 200g und RT, Resuspen-

dierung der Proben unmittelbar vor der Messung in 4°C kaltem Bindungspuffer II, um eine 

Dissoziation des fluoreszenten Liganden zu verhindern), wurden für die Bestimmung unter 

Gleichgewichtsbedingungen geändert: Experiment B [L]=10 nM, Inkubationsdauer ≈ 90 min. 

Die unter Gleichgewichtsbedingungen ermittelten Ki-Werte sind gegenüber denen mit zusätz-

lichem Zentrifugationsschritt erhaltenen Werten niedriger (Tabelle 12). Hulme und Birdsall, 

1992, gehen davon aus, dass bei Zentrifugationsbindungsassays, bei welchen das Pellet nur 

oberflächlich gewaschen wird, das Bindungsgleichgewicht nicht gestört wird. Das Pellet wur-

de aber bei den Versuchen in der Durchflusszytometrie mit zusätzlichem Zentrifugati-

onsschritt unmittelbar vor der Messung in zu 4°C temperiertem Puffer resuspendiert. Deswe-

gen ist davon auszugehen, dass nicht nur unspezifisch gebundener, sondern auch spezifisch 

gebundener markierter Ligand weggewaschen wird. Die unspezifische Bindung unter Gleich-

gewichtsbedingungen ist nämlich höher als mit Zentrifugationsschritt, was vermutlich auf die 

den Zellen anhaftende Solvatationshülle zurückzuführen ist. Nach Hulme und Birdsall, 1992, 

kann das Nichterreichen des Bindungsgleichgewichts kompetitive Experimente insofern stö-

ren, als dass es zu Fehlern in der Bestimmung von Bindungskonstanten kommt. Je nachdem, 

ob die Assoziations- und Dissoziationskinetik des markierten Liganden bzw. Kompetitors der 

geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist, ist eine Über- oder Unterschätzung der Affinität der 

Testsubstanz die Folge. 
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Abb. 63 Bestimmung von Bindungsdaten mit der Durchflusszytometrie: Verdrängung von 
Cy5-NPY 1 aus der Rezeptorbindung an HEL-Zellen A: Mit zusätzlichem Zentrifugati-
onsschritt bestimmte Kompetitionskurven der Argininamide 25, 24 und 13 (BIBP 3226) gegen 
Cy5-NPY 1, [L] = 30 nM und B: homogen (unter Gleichgewichtsbedingungen ohne Zentrifu-
gation/Waschschritte) bestimmt, [L] = 10 nM; jeweils n = 6-9, MW ± SEM; jeweils mindes-
tens 2 unabhängige Versuche. 

Im Vergleich zu den im herkömmlichen Radioligandbindungstest an SK-N-MC-Zellen von 

Kracht (Inkubationszeit 150 min; Kracht, 2001) ermittelten Ki-Werte sind die im Rahmen 

dieser Arbeit bestimmten Affinitäten der Argininamide (vgl. die funktionellen Daten in Tabel-

le 14) deutlich niedriger. Dies liegt wahrscheinlich zum einen an den unterschiedlichen Zellli-

nien (SK-N-MC- vs. HEL-Zellen), zum anderen an der kürzeren Inkubationszeit der langsam 

assoziierenden Verbindungen im durchflusszytometrischen Test. 
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3.5.2 Vergleich der unterschiedlichen Messbedingungen und der fluoreszenten NPY-

Derivate 

Um die spezifische Bindung der fluoreszenten Liganden ermitteln zu können, wurde die Span-

nung des PMT variiert. Der Vergleich unterschiedlicher PMT-Spannungen für den Kanal 4 

lieferte vergleichbare Bindungskonstanten für pNPY gegen Cy5-NPY 1 am Y1-Rezeptor: (Ki 

= 0,93 ± 0,19 nM bei 426 V und 1,55 ± 0,43 nM bei 600 V). Im Folgenden wurden 500 V 

gewählt, da diese Spannung ausreicht, die Fluoreszenzverteilung der Probe für die unspezifi-

sche Bindung (Zellen + 30 nM Cy5-NPY 1 + 2 µM NPY) vollständig aufzunehmen. Für 

quantitative Bestimmungen wird ein linearer Detektormodus empfohlen. Abb. 64 zeigt die 

Unterschiede zwischen linearer und logarithmischer Verstärkung. 

 

 

Abb. 64: A: Vergleich zwischen linearer 
und logarithmischer Detektorverstär-
kung am Durchflusszytometer. Die Ab-
bildungen B und C zeigen die 
Histogramme von ein und derselben 
Zellpopulation bei linearer Verstärkung 
B (ermöglicht nur einen engen Messbe-
reich) und bei logarithmischem Detek-
tormodus C. Durch die logarithmische 
Transformation ensteht eine engere 
Verteilung des Fluoreszenzsignals. 

 

 

 

 

Dies war aber, wie sich herausstellte, für die Bestimmung von Bindungskonstanten im vorlie-

genden Fall nicht möglich. Der lineare Messbereich erwies sich als zu eng. 

Auch andere NPY-Rezeptorliganden wurden am Durchflusszytometer untersucht (Abb. 65 

und 66). Man kann für das Carboxyfluorescein-NPY 5 einen sehr kleinen Unterschied zwi-

schen totaler und unspezifischer Bindung im Falle der mit Gate (s. auch Abb. 91) ausgewerte-

ten Probe von HEL-Zellen (Y1-Rezeptor) aber auch der Y5-transfizierten HEC-1B-Zellen 

erkennen. 
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Dieser Unterschied ist für das Bodipy-Derivat 6 bereits deutlicher als für 5, aber noch unzu-

reichend für die Bestimmung von Bindungsgleichgewichten (Abb. 65 B). Heithier et al., 1994, 

haben an transfizierten Sf9-Zellen (ca. 2-3,5⋅105 β2-Rezeptoren pro Zelle) einen deutlicheren 

Unterschied zwischen totaler und unspezifischer Bindung für einen BodipyFL-markierten β-

Adrenozeptorliganden erzielt. Der Fluorescein-Ligand erwies sich bei den Untersuchungen 

von Heithier et al., 1994, ebenso als weniger günstig wie 5 an HEL-Zellen im Fall der vorlie-

genden Arbeit, die durchschnittlich nur etwa 40000 Rezeptoren/Zelle exprimieren (Abb. 65; s. 

a. Abschnitt 3.5.2.3). Dennoch war eine spezifische Bindung (S. 80) auch an den Y5-

transfizierten HEC-1B-Zellen für das Carboxyfluorescein-NPY 5 kaum bestimmbar (Abb. 

66). Tota et al., 1994, haben an transfizierten Sf9-Zellen die Bindung mit Carboxyfluorescein-

markierter Substanz P am Durchflusszytometer untersucht, dabei war die spezifische Bindung 

etwas besser zu bestimmen. Für das Tetramethylrhodamin-markierte NPY 11 konnte keine 

spezifische Bindung ermittelt werden (Abb. 65 C), obwohl der Ca2+-Assay die Aktivierung 

Abb. 65: Histogramme der Fluo-
reszenz von Y1-rezeptorpositiven 
HEL-Zellen, Inkubation über 60 min 
mit 1: 30 nM Ligand, 2: 30 nM 
Ligand + 6 µM NPY, 3: Autofluo-
reszenz von A: Carboxyfluorescein-
NPY 5 von B: Bodipy-NPY 6 und 
von C: Tetramethylrhodamin-NPY 
11. 
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des Y1-Rezeptors durch dieses Derivat belegt. Eine Erklärung könnte die niedrige Anregungs-

effizienz des Fluorophors F von 11 bei 488 nm oder ein Quenchen am Rezeptor sein. 

 

 

Abb. 66: Histogramm der Fluoreszenz im Kanal 1 von 
Y5-transfizierten HEC-1B-Zellen: mit 30 nM Carboxyflu-
orescein-NPY 5 inkubiert (1, totale Bindung) und zusätz-
lich einem 200-fachen Überschuß an NPY inkubiert (2, 
unspezifische Bindung); die Zellen wurden mit Gate 
ausgewertet, Inkubation über 60 min. 

 

Während die Bindungsexperimente an vitalen Zellen durchgeführt wurden (s. auch 3.5.2.2) 

kommt es bei Fixierung zum Absterben der Zellen. Aufgrund dessen wurde untersucht, ob 

eine Fixierung der Zellen mit Formaldehyd nach der Inkubation mit Cy5-NPY 1 ebenfalls die 

Bestimmung spezifischer Bindung (S. 78) zulässt. Dies war tatsächlich der Fall. Offenbar 

kommt es nicht zu einer Dissoziation des Liganden vom Rezeptor während der Fixierung oder 

zu störenden Reaktionen des Fluorophors mit dem Fixativ (Histogramme nicht gezeigt). 
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3.5.3 Bestimmung von Bindungsdaten an Y2-Rezeptor-transfizierten SMS-KAN-Zellen 

Der Versuch, an intakten Y2-Rezeptor exprimierenden Zellen ebenfalls spezifisch gebundenes 

Cy5-markiertes NPY 1 fluorimetrisch zu bestimmen, gestaltete sich schwierig (Abb. 67). 

Abb. 67: Histogramme jeweiliger Gates von A: LN 319-Zellen B: BHK hY2C-Zellen C: SMS-
KAN-Zellen (Wildtyp) D: Y2-transfizierte SMS-KAN-Zellen mit 1: 30 µM Cy5-NPY 1, 2: 30 
µM Cy5-NPY 1 + 6 µM NPY und 3: Autofluoreszenz. 

Für die radiometrische Testung der NPY Y2-Rezeptorbindung werden wegen unzureichender 

Rezeptorendichte Membranen von SMS-KAN-Zellen eingesetzt. Die Radioligandbindung 

ergab für Y2-transfizierte BHK-Zellen, die freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Beck-

Sickinger, Universität Leipzig, gestellt wurden, eine totale Bindung von (755 ± 320) dpm 

gegenüber der unspezifischen Bindung von (421 ± 75,1) dpm (n = 9; 3 unabhängige Versu-

che). Die Untersuchung mit der Durchflusszytometrie für diese Zellen ergab ebenfalls kaum 

eine spezifische Bindung , da die unspezifische Bindung relativ hoch war (Abb. 67 B). 

Eine durch Forskolin stimulierte cAMP-Bildung, die Voraussetzung für einen funktionellen 

Test wäre, konnte an diesen Zellen nicht beobachtet werden (Abb. 68). 

Auch bei den LN 319-Astrozytomzellen war weder radiometrisch noch fluorimetrisch eine 

ausreichende spezifische Bindung nachweissbar. Die Y2-transfizierten SMS-KAN-Zellen 

(Moser, 1999) ermöglichten schließlich eine fluorimetrische Bestimmung von Bindungskon-

stanten. Dies war allerdings nicht unter Gleichgewichtsbedingungen möglich, da der zur Ver-

fügung stehende Messbereich relativ klein ist. 
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Abb. 68: Stimulation der 
cAMP-Bildung in hY2-
transfizierten BHK-Zellen 
durch Forskolin: Es ist keine 
Konzentrationsabhängigkeit 
der cAMP-Bildung festzustel-
len. 

 

 

Das Gate musste relativ eng gesetzt werden, da nur 7-15 % der gesamten Zellen ausreichende 

Rezeptordichte aufweisen (Abb. 69). Dementsprechend wurde die vermessene Zellzahl auf 

100.000 pro Probe erhöht. 

Abb. 69: Streulichtdiagramm der Y2-transfizierten SMS-KAN-Zellen mit Schwellenwert für die 
Vorwärtsstreuung, die grau dargestellten Zellen in G1 wurden für die Bestimmung der Affini-
tät ausgewählt. 

Im Vergleich zum Wildtyp war an den Y2-transfizierten SMS-KAN-Zellen eine nur unwesent-

lich stärkere Expression des Rezeptors zu beobachten, was mit den Ergebnissen von Moser 

übereinstimmt. Eine Sortierung der stark exprimierenden Zellen mittels Durchflusszytometrie 

und anschließende Selektion der Population wäre für die Routine daher sinnvoll, für eine 

Automatisierung unbedingt notwendig. 
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Abb. 70 zeigt die Fluoreszenzverteilungen der Subpopulation von SMS-KAN-Zellen in Ab-

hängigkeit von der Konzentration des selektiven NPY Y2-Antagonisten BIIE 0246, 26 (s. auch 

Tabelle 12). 

Abb. 70: Verschiebung der Fluoreszenzverteilungen der Subpopulation von Y2-transfizierten 
SMS-KAN-Zellen, die spezifische Bindung zeigen, Skalierung der Fluoreszenz über 4 Deka-
den. 

Im Vergleich zur Radioligandbindung erweist sich diese Methodik als vorteilhaft, da sie ohne 

die Präparation von Zellmembranen auskommt und die Trennung von freiem und ungebunde-

nem Liganden bei der Radioligandbindung an Membranen Probleme bereitet. 

Abb. 71 zeigt die Kompetitionskurve für BIIE 0246, Substanz 26. 

 

 

 

Abb. 71: Kompetition-
sexperiment an intakten 
Y2-transfizierten SMS-
KAN-Zellen gegen Cy5-
NPY 1 (n=6, MW ± SEM, 
2 unabhängige Versu-
che). 
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3.5.4 Kompetitive Bindung an Y5-Rezeptor-transfizierten HEC-1B-Zellen 

DieY5-Rezeptor-transfizierten HEC-1B-Zellen besitzen, wie von Frau Moser bestimmt, 

durchschnittlich 106 Rezeptoren/Zelle (Moser, 1999). Diese Zellen wurden ebenfalls durch-

flusszytometrisch mit Cy5-NPY 1 untersucht (Abb. 72). 

 

 

Abb. 72: Streulicht-
diagramm der HEC-
1B-Y5-Zellen mit 
Schwellenwert für die 
Vorwärtsstreuung, die 
Zellen beider Gates 
wurden für die Aus-
wertung herangezo-
gen. 

 

 

 

Die Zellen beider in Abb. 72 dargestellten Gates ermöglichten die Bestimmung von spezifi-

scher Bindung des Cy5-NPY 1. Dementsprechend liegt das geometrische Mittel der spezifisch 

gebundenen Fluoreszenz etwa bei 80. Zum Vergleich: bei HEL-Zellen liegt dieses unter ho-

mogenen Bedingungen bei ca. 8. Vermutlich treten bei dieser Zelllinie trotz der Verwendung 

eines speziellen Puffers, der die Zellaggregatbildung verhindern sollte, Zelldupletten auf, wie 

auch in Abb. 73 ersichtlich. 

Abb. 73: An Y5-transfizierten HEC-1B-Zellen gemessene Fluoreszenz. A: Autofluoreszenz 
(Kontrolle) B: Unspezifische Bindung (30 nM Cy5-NPY 1 + 6 µM NPY). C: Totale Bindung 
(30 nM Cy5-NPY 1); die Peaks in B und C deuten auf einzelne Zellen und Zellaggregate hin. 
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Die Auswertung beider „Punktwolken“ über Gates (Abb. 72) ergab aber vergleichbare Bin-

dungskonstanten in den Kompetitionsexperimenten (Abb. 74 A). 

Abb. 74: Kompetitionsexperimente an Y5-transfizierten HEC-1B-Zellen gegen Cy5-NPY 1 für 
A: pNPY mit Auswertung aus beiden Gates, geometrisches Mittel der Fluoreszenz 4 gegen 
Kompetitorkonzentration mit [L] = 30 nM; B: homogenes Kompetitionsexperiment für das 
Chinazolin-Derivat 27 (s. Tabelle 11) mit [L] = 10 nM; n = 3, MW ± SEM. 

Abb. 74 B zeigt die Kompetitionskurve für den Y5-Antagonisten 27 gegen Cy5-NPY 1 (Ta-

belle 12). Die Zellkonzentration wurde gegenüber dem Test an HEL-Zellen auf 0,5⋅106 Zellen 

pro ml gesenkt (Rezeptorkonzentration knapp 1 nM), um die Aggregation zu verhindern. 

Diese Konzentration erfüllt außerdem die Forderung, dass weniger als 10 % des eingesetzten 

Liganden gebunden werden sollte, um für die Auswertung der Bindungsdaten die frei im 

Gleichgewicht vorliegende Konzentration des markierten Liganden mit der insgesamt einge-

setzten Konzentration gleichsetzen zu können (Hulme und Birdsall, 1992). Für Experimente 

unter Gleichgewichtsbedingungen betrug die Inkubationskonzentration von 1 10 nM. 
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Um mögliche störende Einflüsse durch Internalisation des fluoreszenten Agonisten 1 während 

der Inkubation zu verhindern, wurde 1 erst nach Pipettieren aller übrigen Komponenten zuge-

setzt. 

 

 

3.5.5 Untersuchungen zur NPY-Rezeptorexpression weiterer Zelllinien 

Da für Kolonkarzinom-Zelllinien wie HT-29 (Mannon et al., 1994) und Col-6 (Cox und 

Tough, 1995) eine Expression von Neuropeptid Y1-Rezeptoren beschrieben wurde, wurden 

auch die kolorektalen CaCo-2 Adenokarzinom-Zellen in der Durchflusszytometrie mit Ligand 

1 untersucht. Eine spezifische Bindung war jedoch nicht nachweisbar (Abb. 75 A). 

Abb. 75: Zellgebundene Fluoreszenz im Kanal 4 des Durchflusszytometers: Kein signifikanter 
Unterschied der Fluoreszenzintensität im Kanal 4 (MW ± SEM des geometrischen Mittels) der 
totalen Proben (30 nM Cy5-NPY) und der unspezifischen Proben (zusätzlich 6 µM pNPY) bei 
A: CaCo-2-Zellen B: mononukleäre Zellen aus peripherem Rattenblut, n = 2. 

Für Col-24 Kolonkarzinomzellen wurde von Cox und Tough, 1995, jedoch auch eine Expres-

sion von Y4-Rezeptoren beschrieben, für die der fluoreszente NPY-Ligand 1 (Inkubationskon-

zentration 30 nM) möglicherweise keine ausreichende Affinität besitzt. Der Ki-Wert von NPY 

für den hY4-Rezeptor beträgt nach Lundell et al., 1996, knapp 10 nM, während PP eine Affi-

nität im pikomolaren Bereich aufweist. 

Mononukleäre Zellen aus peripherem Rattenblut, die von Herrn Bedoui (Med. Hochschule 

Hannover) zur Verfügung gestellt wurden, zeigten weder eine mit Cy5-NPY 1 nachweisbare 

Expression eines der 3 Rezeptorsubtypen Y1, Y2 oder Y5 (Abb. 75 B) noch einen durch NPY 

induzierten Anstieg des [Ca2+]i. 
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3.5.6 Vergleich fluoreszenter Cyanin-Derivate von NPY 

Der Vergleich der fluoreszenten NPY-Derivate Cy5-NPY 1 und Cy5-P-NPY 12 (Tabelle 11) 

zeigt die günstigeren spektralen Eigenschaften, wie höhere Quantenausbeute und Extinkti-

onskoeffizient für 1. Radioligandbindungsexperimente ergaben eine höhere Affinität von 1 am 

Y1- und am Y5-Rezeptor (s. Tabelle 6 und Abb. 76). 

Tabelle 11: Spektrale Charakteristika der Cyaninderivate von NPY. 

Substanz Φ ε [M-1cm-1] Struktur des Cyanins 

1 (Cy5-NPY) 0,33 250000 

 

12 (Cy5-P-NPY) 0,31 180000 

 

 
Der Ligand 1 hat am Y1-Rezeptor von HEL-Zellen einen Ki-Wert von 5,5 nM, während der 

Ki-Wert des Ligand 12 nur 41,38 nM beträgt. Möglicherweise führt die sperrige Phospho-

nestergruppe von 12 zu einer sterischen Hinderung bei der Bindung an den Rezeptor, oder die 

Fluorophor-Partialstruktur kann aufgrund des Ersatzes einer Sulfonsäuregruppe durch eine 

(neutrale) Esterfunktion nicht in der gleichen Weise mit einer „zusätzlichen Bindungsstelle“ 

in Interaktion treten. 

(CH2)5

N+N

SO3
--O3S

O R

(CH2)5

N+N

SO3-

P O
HO
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Abb. 76: Vergleich 
der Radioligandbin-
dungsexperimente 
an HEL-Zellen: 
Verdrängung von 
[3H]-Propionyl-NPY 
durch Cy5-NPY 1 
und Cy5-P-NPY 12; 
n = 3, MW ± SEM. 

 

 

In der Folge wurden an HEL-Zellen Kompetitionsexperimente mit den Liganden 1 und 12 

gegen pNPY am Durchflusszytometer durchgeführt (Abb. 77). 

Abb. 77: Vergleich 
der fluoreszenten 
Liganden Cy5-pNPY 
1 und Cy5-P-NPY 12 
im Kompetitionsex-
periment gegen 
pNPY: Geometri-
sches Mittel der Flu-
oreszenz 4 gegen 
Kompetitorkon-
zentration, Inkubati-
onskonzentrationen 
von 1: 25 nM und 
von 12 : 100 nM, 
jeweils n = 3, MW ± 
SEM. 

Dabei wurde 12 in einer Konzentration von 100 nM, Cy5-NPY 1 dagegen in einer Konzentra-

tion von 25 nM eingesetzt. Das Messfenster für das Phosphonsäureester-Derivat in dem Kom-

petitionsexperiment ist aufgrund der niedrigeren Affinität und der etwas höheren, unspezifi-

schen Bindung sowie ungünstigeren spektralen Eigenschaften kleiner. Der an HEL-Zellen 

ermittelte Ki-Wert für pNPY stimmt dennoch gut überein: 

(0,47 ± 0,03) nM gegen Cy5-NPY 1 bzw. (0,67 ± 0,06) nM gegen Cy5-P-NPY 12. 
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3.5.7 Validierung der fluorimetrischen Testsysteme mit der Radioligandbindung 

Tabelle 12: Übersicht der Bindungsdaten der NPY-Rezeptorliganden, die Werte wurden in 2-
3 unabhängigen Versuchen jeweils als Triplikate (MW ± SEM) ermittelt. 

Rezep-
tor- 
subtyp 

Ligand Nr. 
Ki [nM]  

Radioligand-
bindunga 

Ki [nM] 
Durch-
flusszyto-
metriea,b 

pNPY 4 0,57 ± 0,26 0,52 ± 0,16 

Grundkörper R    

H 13 1,54 ± 0,14 
1,47 ± 0,21 
3,40 ± 0,59 

N
H

O
(CH2)

1
O

O  
24 0,33 ± 0,06 

0,24 ± 0,06 
0,18±0,013 

Y1 
H
N

N
H

O

OH
O

NH

N
H

HN
R

 

N
H

O
(CH2)2 O

O  
25 0,28 ± 0,13 

0,13 ± 0,02 
0,043 ± 0,01 

Y2 
 

HN

O

N

N

O

N

N
N

O

HN

NH

NH

NH

O

O

O

H2N

 

26 3,3 ± 1,5c 0,12 ± 0,01 

pNPY 4 1,5 ± 0,1d 2,24 ± 0,80 

Grundkörper R1 R2    

H 
H
N

S
OO

 

16 3,39 ± 2,31 3,12 ± 1,42c Y5 

N

N

NHR1

NHR2 
H 

H
N O

N

 

18 385 ± 163 430 ± 42 

  
 

N

 
27 33,4 ± 8,2d 14,06 ± 1,77 
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aKi-Werte bestimmt gegen [3H]-Propionyl-NPY bzw. Cy5-NPY 1 an HEL-Zellen, Y2-
transfizierten SMS-KAN-Zellen bzw. Y5-transfizierten HEC-1B-Zellen. 
bkursive Werte: unter Gleichgewichtsbedingungen bestimmt. 
cIC50 von Doods et al., 1999, gegen [125I]-NPY ermittelt. 
dvon Moser, 1999, an Y5-transfizierten HEC-1B-Zellen bestimmt. 

Für die Berechnung der apparenten Ki-Werte dienten die folgenden aus kompetitiven Radioli-

gandbindungsexperimenten stammenden Werte für das Cy5-NPY 1: 

Tabelle 13: Aus Radioligandbindungsexperimenten mit [3H]-Propionyl-NPY 
ermittelte Ki-Werte für Cy5-NPY 1. 

Zelllinie/ Ki [nM] 
Rezeptorsubtyp 1. Chargea 2. Chargeb 

Y1: HEL-Zellen 7,59 ± 0,81 5,50 ± 1,99 

Y2: Y2-transfizierte SMS-KAN-Zellen - 0,20 ± 0,10 

Y5: Y5-transfizierte HEC-1B-Zellen 11,27 ± 2,01 4,44 ± 0,84 

an = 6-9, bn = 3-6, MW ± SEM. 

Eine direkte Bestimmung der KD-Werte des fluoreszenten Liganden mithilfe der Durchfluss-

zytometrie war nicht möglich, da Cy5-markierte Beads als Standard für die Bestimmung der 

Konzentration des freien Liganden nicht kommerziell erhältlich waren. Unter der Annahme, 

dass die frei im Gleichgewicht vorliegende Konzentration des fluoreszenten Liganden der 

totalen Konzentration des Liganden entspricht, liegt der KD-Wert für Cy5-NPY 1 höher (s. 

3.5.2.5). 

Die Werte aus dem Ca2+-Assay und der Durchflusszytometrie für die untersuchten Y1-

antagonistischen Argininamide zeigten gute Übereinstimmung: 

Tabelle 14: Ergebnisse aus funktionellem Test und fluorimetrischem Assay gegen  
Cy5-NPY 1 für die untersuchten Argininamide 13, 24 und 25. 

Ligand 
IC50 [nM]  

Ca2+-Assaya 
IC50 [nM]  

Durchflusszytometrieb 

13 17 9,2 ± 3,5 

24 1,65 0,51 ± 0,04 

25 0,89 0,12 ± 0,03 
aHemmung des durch 10 nM pNPY induzierten [Ca2+]-Anstiegs in HEL-Zellen, n = 3, bn = 6-

9, MW ± SEM, [Cy5-NPY] = 30 nM. 

Die Kompetitionsversuche gegen Cy5-NPY 1 in der Durchflusszytometrie werden durch Far-

bigkeit oder Fluoreszenz der Testsubstanzen z. B. das Acridinderivat 18 selbst in mikromola-
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ren Konzentrationen nicht beeinträchtigt (Tabelle 11, Vergleich mit Radioligandbindung). Bei 

im Vergleich zu Cy5-NPY 1 kurzwelliger absorbierenden fluoreszenten Liganden (z. B. Fluo-

resceinderivate) ist diesbezüglich das Risiko störender Einflüsse größer. 
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3.5.8 Korrelation der Testergebnisse 

Die Ki-Werte aus der Durchflusszytometrie wurden parallel dazu in der Radioligandbindung 

an den gleichen Zellen bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abschnitt 3.5.8 dargestellt. Die Kor-

relation der Ki-Werte aus Radioligandbindung und Durchflusszytometrie ist mit r2 = 0,999 

sehr gut (Abb. 78). 

Abb. 78: Durchflusszytometrisch (Cy5-NPY 1) und mittels Radioligandbindungsassay ([3H]-
Propionyl-NPY) bestimmte Bindungsdaten im Vergleich; 4a: pNPY, Y1-Rezeptorbindung, 4b: 
pNPY, Y5-Rezeptorbindung, 26: Y2-Rezeptorbindung. 

Substanz 27 wurde nicht einbezogen, da die durchflusszytometrische Bestimmung nur unter 

Gleichgewichtsbedingungen erfolgte. Substanz 26, der Y2-Antagonist BIIE 0246, fällt bei der 

Korrelation etwas aus dem Rahmen. Der für die Korrelation verwendete IC50-Wert wurde von 

Doods et al., 1999, angegeben und gegen [125I]-NPY an SMS-KAN-Zellen ermittelt; eine 

Angabe des Ki-Wertes war nicht vorhanden. Der für diese Substanz von, Moser, 1999, an 

SMS-KAN-Membranen (Wildtyp) bestimmte Ki-Wert gegen [3H]-NPY beträgt 7,3 nM und 

liegt noch höher als der eigene durchflusszytometrisch bestimmte Wert von 0,12 nM. 

Der Fehler der durchflusszytometrisch bestimmten Werte lag bei 2-10 %. 
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4 Zusammenfassung 

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Forschungsprogrammes am Lehrstuhl Pharmazeutische 

Chemie II der Universität Regensburg zur Entwicklung fluorimetrischer Assays, die sich zur 

Bestimmung der Aktivität und Affinität von Liganden G-Protein-gekoppelter Rezeptoren 

eignen. Insbesondere beschäftigt sich diese Dissertation am Beispiel von Neuropeptid Y 

(NPY)- und Histamin-Rezeptoren mit der Etablierung eines Fluoreszenz-basierten Verfahrens 

als Alternative zum Radioligandbindungsassay. 

Hintergrund: Die Arzneimittelforschung wird derzeit geprägt durch eine rasche Entwicklung 

miniaturisierter und automatisierter biologischer Assays, mit denen es möglich ist, große Sub-

stanzbibliotheken innerhalb kurzer Zeit zu untersuchen (Hochdurchsatzscreening). Die enor-

me Steigerung der Leistungsfähigkeit pharmakologischer Screeningverfahren bezüglich Ge-

schwindigkeit und Substanzdurchsatz ist großenteils auf die Anwendung fluorimetrischer 

Methoden zurückzuführen. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren stellen die größte Gruppe biolo-

gischer Zielstrukturen für die gegenwärtig verfügbaren Arzneistoffe dar. Die Bindung von 

Agonisten und Antagonisten ist ebenso wie Funktionsfähigkeit dieser Rezeptoren an deren 

Integration in die Zellmembran und die Expression der “richtigen” Proteine der Signaltrans-

duktionskaskade, z. B. bestimmter G-Protein-Subtypen, gebunden. Klonierte, in Zelllinien wie 

COS, CHO oder HEK-293 exprimierte Rezeptoren, die sehr häufig im Hochdurchsatz-

Screening verwendet werden, zeigen zwar eine Bindung radioaktiv markierter Liganden, aber 

oft keine funktionell nachweisbare Aktivität. Zur Bestimmung der Affinität potentieller Wirk-

stoffe an intakten Zellen oder an Zellmembranen kommen vor allem klassische Radioligand-

bindungsassays oder modifizierte automatisierte Verfahren wie der Scintillation-Proximity-

Assay (SPA) zum Einsatz. Es besteht folglich ein großer Bedarf an Alternativen in Form fluo-

rimetrischer Untersuchungsmethoden und fluoreszenzmarkierter hochaffiner Rezeptorligan-

den. 

Problem: Durch die Markierung mit Fluorophoren ist anders als bei der Verwendung von 

Radioisotopen ein u. U. beträchtlicher Affinitätsverlust des Liganden gegeben. Deswegen 

wurden zwei unterschiedliche Richtungen verfolgt: die Markierung eines großen Peptids (in 

diesem Falle NPY) und die Markierung kleiner nichtpeptidischer Antagonisten. 

NPY-Rezeptoren und Liganden: Im Rahmen des Dissertationsprojektes wurden in der Ar-

beitsgruppe hergestellte fluoreszierende Neuropeptid Y-Derivate (an der ε-Aminogruppe des 

Lys-4 Carboxyfluorescein-, Tetramethylrhodamin-, BODIPY-, Dansyl-, Nitrobenzoxadiazol- 

(NBD-X) and Cyanin 5 (Cy5)-markiertes pNPY), sowie von Y1-Rezeptorantagonisten der 
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Argininamidreihe (BIBP 3226-Analoga) oder dem Y5-Antagonisten CGP 71683 abgeleitete 

Substanzen untersucht. Als Testmodelle dienten Y1- (HEL- und SK-N-MC-Zellen), Y2- 

(Membranen nativer SMS-KAN-Zellen und Y2-transfizierte SMS-KAN-Zellen) und Y5-

Rezeptoren (Y5-transfizierte HEC-1B-Zellen). Die NPY Derivate wurden wegen der begrenz-

ten verfügbaren Substanzmenge primär in einer Standardkonzentration (10 nM) im Vergleich 

zu NPY auf Agonismus an Y1-Rezeptoren (Ca2+-Assay an HEL-Zellen) getestet. Die mit den 

kleinen Fluorophoren (Dansyl-, NBD) markierten NPY-Derivate zeigten gegenüber NPY 

einen geringeren Aktivitätsverlust als die Derivate mit großen Fluorophoren und kurzem 

Spacer (z. B. Carboxyfluorescein, Tetramethylrhodamin), die bei 10 nM nur etwa 30-40 % des 

Maximaleffektes von NPY induzierten. Für ausgesuchte Liganden wurden komplette Kon-

zentrations-Wirkungs-Kurven aufgenommen, und die Affinität wurde durch Radioligandbin-

dungsstudien ermittelt. Bei der Verwendung intakter Zellen wird das Signal-Rausch-

Verhältnis durch Autofluoreszenz und Lichtstreuung verringert. Dieses Problem wurde im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit durch langwellig emittierende Cyanin-markierte NPY-

Derivate (z. B. Cy5-NPY) gelöst. Die sperrigen Fluorophore sind durch Pentamethylenspacer 

vom NPY-Molekül getrennt, die fluoreszierenden Substanzen verlieren im Vergleich zum 

nativen Liganden kaum an Bindungsfähigkeit bezüglich NPY-Rezeptoren (Affinitäten zwi-

schen 5 und 12 nM). Die Cyaninfarbstoffe zeigen keine pH-Empfindlichkeit im physiologi-

schen Bereich, bei der kovalenten und nichtkovalenten Bindung an Protein kommt es im Ge-

gensatz zu Fluorescein, NBD und Tetramethylrhodamin zu einer schwachen Erhöhung der 

Fluoreszenzintensität sowie eines geringfügigen bathochromen Shifts der Fluoreszenz. Die 

Affinität der getesteten fluoreszenten nichtpeptidischen Y1- und Y5-Rezeptorliganden lag im 

Gegensatz zu den NPY-Derivaten (mit Ausnahme des Dansyl-Analogons von CGP 71683) im 

mikromolaren Bereich, so dass diese Substanzen nicht als Fluoreszenzliganden für weiterfüh-

rende Untersuchungen in Frage kamen. 

Histamin-Rezeptoren und Liganden: Als Histamin-H1- und -H2-Rezeptorliganden wurden von 

Li, 2001, hergestellte Mepyramin- und Roxatidin-Derivate verwendet, deren affinitätsvermit-

telnde Partialstrukturen über verschieden lange Spacergruppen mit Fluoreszenzfarbstoffen wie 

Carboxyfluorescein, Tetramethylrhodamin, Dansyl, Nitrobenzoxadiazol etc. verknüpft sind. 

Obwohl in früheren Unteruchungen an isolierten Organen (H1: Meerschweinchen-Ileum; H2: 

Meerschweinchen-Atrium) für Vertreter beider Substanzreihen sowie an H1-Rezeptoren 

exprimierenden U-373 MG-Zellen (Ca2+-Assay) für die Mepyramin-Derivate histaminantago-

nistische Aktivitäten im Bereich potenter im Handel befindlicher Arzneistoffe nachgewiesen 
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wurde (Kracht, 2001), ließ sich weder fluoreszenzmikroskopisch noch durchflusszytometrisch 

(U-373 MG-Zellen) eine spezifische Bindung nachweisen. Eine Internalisation der fluoreszen-

ten Liganden konnte nicht beobachtet werden. Für weiterführende Arbeiten mit solchen „klei-

nen Liganden“ ist es aufgrund der Erfahrungen mit NPY-Rezeptoren naheliegend, die lang-

wellig emittierenden Cyaninfarbstoffe als Fluorophore zu erproben, um die Probleme auf-

grund der Autofluoreszenz der Zellen zu umgehen. 

Untersuchungsmethoden: Um die beim Radioligand-Bindungsassay übliche, zeitaufwendige 

und das „Bindungsgleichgewicht“ verfälschende Trennung (z. B. durch Zentrifugation, Filtra-

tion) von gebundenem und ungebundenem Wirkstoff vermeiden zu können, muss die Bindung 

eines fluoreszierenden Liganden an ein Biomolekül eine messbare Änderung der physikali-

schen Eigenschaften induzieren. Zur Bestimmung der Rezeptorbindung wurden daher ver-

schiedene Methoden erprobt, von der Messung der Fluoreszenzintensität, des Fluoreszenz-

spektrums und der -polarisation in herkömmlichen Küvetten bzw. Mikrotiterplatten über mik-

roskopische Rasterscanverfahren bis zur Durchflusszytometrie. Letztere erwies sich unter 

Einsatz eines Diodenlasers (635 nm) als für das Ziel dieser Arbeit als die am besten geeignete 

Methodik. 

Bestimmung von Ki-Werten mittels Durchflusszytometrie: Unter Verwendung des langwellig 

emittierenden Cy5-NPY (Anregung mit Diodenlaser bei 635 nm; λem um 660 nm) konnte am 

Beispiel von NPY Y1-, Y2- und Y5-Rezeptoren erstmals eine durchflusszytometrische Metho-

de zur Bestimmung von Bindungskonstanten für Liganden G-Protein-gekoppelter Rezeptoren 

etabliert werden. Der auf die einzelne Zelle fokussierte Laserstrahl sowie die laminaren Strö-

mungsbedingungen, die eine Vermischung der Probenlösung mit der Trägerlösung verhindern 

(Dissoziation des Ligandrezeptorkomplexes wird so verhindert), ermöglichen eine empfindli-

che Detektion der zellassoziierten Fluoreszenz unter Gleichgewichtsbedingungen, d. h. ohne 

den freien Liganden abtrennen zu müssen. Durch den Verzicht auf Trenn- und Waschschritte 

beschleunigt sich die Durchführung von Kompetitionsexperimenten zur Ermittlung von Ki-

Werten im Vergleich zu konventionellen Bindungsstudien erheblich (2-3 h statt 2-3 d). Nur 

die Y2-Rezeptorbindung (Y2-transfizierte SMS-KAN-Zellen) erforderte aufgrund der niedrigen 

Rezeptorexpression einen zusätzlichen Zentrifugationsschritt und längere Messzeiten, was 

aber dennoch im Vergleich zur Radioligandbindung, die in diesem Fall eine Membranpräpara-

tion erfordert, einen erheblichen Fortschritt darstellt. Aus der Gesamtpopulation der verwen-

deten Zellen werden diejenigen Subpopulationen, die eine spezifische Bindung zeigen, ge-

trennt ausgewertet, was die Empfindlichkeit der Methode erhöht. Eine weitere Verbesserung 
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ist möglicherweise durch Sortieren und selektive Züchtung entsprechender Rezeptor-positiver 

Zellen zu erreichen. An HEL-Zellen konnte eine Erhöhung der Rezeptorexpression bei dünner 

Kulturdichte beobachtet werden. Zur Validierung der Methode mit einer Reihe von Y1-, Y2- 

und Y5-Rezeptorliganden durchgeführte Radioligandbindungsexperimente ergaben eine sehr 

gute Übereinstimmung der Ki-Werte mit den durchflusszytometrisch ermittelten Daten. 

Ausblick: Ziel weiterführender Arbeiten wird es sein, die entwickelte durchflusszytometrische 

Methode zur Hochdurchsatzfähigkeit auszubauen. Inzwischen werden die apparativen Vor-

aussetzungen dafür in Form eines Autosamplers und weiterer Komponenten zur Vermessung 

von 96- und 384-Well-Platten kommerziell angeboten. Die Verwendung von selektierten 

Zellen mit hoher Rezeptorexpression erscheint als vielversprechender Ansatz zur Optimierung 

des Verfahrens. Daneben ist die Entwicklung von weiteren fluoreszenten Liganden, z. B. 

hochaffinen rezeptorsubtypselektiven Substanzen anstelle nichtselektiver Substanzen wie 

NPY, erforderlich, auch um damit direkt die entsprechenden Rezeptorsubtypen auf zellulärer 

Ebene nachweisen zu können. Außerdem scheint es möglich, die Durchflusszytometrie als 

multiparametrische Methode zur gleichzeitigen Bestimmung von Bindungs- und funktionellen 

Daten (z. B. Ca2+-Assay) auszubauen. 
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5 Experimenteller Teil 

5.1 Allgemeines 

5.1.1 Testsubstanzen 

Alle getesteten Substanzen, mit Ausnahme des von Boehringer Ingelheim zur Verfügung 

gestellten Y2 Antagonisten BIIE 0246, wurden am Lehrstuhl Pharmazeutische Chemie II der 

Universität Regensburg synthetisiert. 

5.1.2 Geräte 

Waagen/Zentrifugen: 

2004 MP Sartorius, Göttingen 
CC 20 Sartorius, Göttingen 
L 610 D Sartorius, Göttingen 
Biofuge 13 Heraeus, Hanau 
Minifuge RF Heraeus, Hanau 
Sorvall RC-5B Du Pont, Wilmington, Delaware, USA 
Ultrazentrifuge TGA 45 Kontron Instruments, Eching 
Sonstige Geräte: 

Aminco-Bowman Spektrofluorimeter SLM Instruments, Urbana,USA 
Autoklav 2540 MK Tuttnauer, Wettenberg 
BioFocus 3000 CE BioRad, München 
Eppendorf-Pipetten Eppendorf, Hamburg 
FACS-Calibur Becton Dickinson, Heidelberg 
Inkubator Napco 5300  Napco, Portland, Oregon, USA 
ISS K2 Fluorescence Spectrometer ISS Inc., Illinois, USA 
Laminar-Air Laborbank Faster, Ferrara, Italien 
Leica TCS NT Leica Lasertechnik GmbH, Heidelberg 
LS 1801 ß-Zähler Beckmann Instruments, München 
LS 50 B Lumineszenz Spektrometer Perkin-Elmer, Überlingen 
Milli Q Water System Millipore, Eschborn 
Olympus BH-2 Mikroskop Olympus Optical, Tokyo, Japan 
Panasonic F10 CCD Videokamera Matsushita, Osaka, Japan 
Phasenkontrastmikroskop CK2 Olympus Optical, Tokyo, Japan 
pH-Meter WTW, Weilheim 
Polarstar Galaxy BMG LabTechnologies, Hamburg 
Potter Braun, Melsungen 
SMD SL Microtest, Jena 
Sony PVM-1371 QM Videomonitor Sony, Tokyo, Japan 
Sterilfiltrationsgerät SM 16617 Sartorius, Göttingen 
TSP HPLC-Anlage TSP, Egelsbach 
UV-Handlampe HL 6 KM Bachhofer, Reutlingen 
Uvikon 930 UV-Spektrophotometer  Kontron Instruments, Eching 
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5.1.3 Strukturanalytik 

Massenspektren (EI-MS, MAT 112S, Fa. Varian), Elementaranalysen und NMR-Spektren 

(WM 250, Fa. Bruker) wurden in der zentralen Analytik der Naturwissenschaftlichen Fakultät 

IV der Universität Regensburg angefertigt. 

Die Massenspektren für die Peptide (Elektrospray Massenspektrometrie, MAT SSQ 7000, Fa. 

Finnigan) und die Sequenzbestimmungen der Peptide durch Edman-Abbau (Procise Protein 

Sequencing System, Fa. PE Applied Biosystems) wurden am Lehrstuhl für Biochemie, Profes-

sor Deutzmann, erstellt. 

 

5.1.4 Verbrauchsmaterial und Chemikalien 

6-Well-, 24-Well-Platten Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg 
96-Well-Platten:   
weiß Corning Costar, Cambridge, USA 
komplett transparent Greiner, Frickenhausen 
schwarz mit transparentem Boden Corning Costar, Cambridge, USA 
schwarz mit transparentem Boden Packard, Dreieich 
schwarz ohne transparenten Boden Packard, Dreieich 
Bottle Top Filter, 0,2 µm  Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg 
Chamber Slides Nunc, Wiesbaden 
Cryo Vials für Zellkultur Greiner, Frickenhausen 
Einmalküvetten Sarstedt, Nümbrecht 
Einmalsterilfilter Sartorius, Göttingen 
FACS-Röhrchen (12 auf 75 mm) Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg 
(Halb-)mikro-Quarzküvetten Hellma, Müllheim 
Kulturflaschen (25 cm2) Greiner, Frickenhausen 
Kulturflaschen (80 cm2, 175 cm2) Nunc, Wiesbaden 
Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg 
sterile Pipetten (1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg 
sterile Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml) Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg 
 

Alle verwendeten Substanzen, die nicht nachfolgend aufgeführt sind, wurden am Lehrstuhl 

Pharmazeutische Chemie II der Universität Regensburg synthetisiert. Falls nicht anders ange-

geben, wurden alle verwendeten Chemikalien von der Firma Merck (Darmstadt) in p. A. Qua-

lität bezogen. Zur Herstellung sämtlicher Lösungen wurde Millipore-Wasser verwendet. 
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Accumax PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
Ampicillin Boehringer Ingelheim Bioproducts, Heidelberg 
Antifluorescein-Antikörper Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Bacitracin Sigma, Deisenhofen 
BIIE 0246 Boehringer Ingelheim Pharma KG, Biberach 
BodipyFL (4,4-difluor-1,3,5,7-tetramethyl- 
4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen- 8-
propionsäure, succinimidyl ester) 

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA 

Bradford-Farbstoffkonzentrat Bio-Rad, München 
BSA (Albumin bovine Fraktion V, pH 7,0) Serva, Heidelberg 
succinimidyl 6-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1, 3-
diazol-4-yl)amino)hexanoat 

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA 

5-(und-6)-carboxyfluorescein, succinimidyl 
ester 

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA 

5-/6-Carboxyrhodamin, SE Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA 
5-/6-Carboxytetramethylrhodamin, SE Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA 
6-((5-dimethylaminonaphthalene- 1-
sulfonyl)amino)hexansäure, succinimidyle-
ster 

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA 

Cy5 monofunctional dye Amersham Pharmacia Biotech 
Cy5-P monofunctional dye LS Prof. Dr. Wolfbeis, Universität Regensburg 
Digitonin  Sigma, Deisenhofen 
EGTA Sigma, Deisenhofen 
Esterase (Schweineleber) Sigma, Deisenhofen 
Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen 
FACSClean Becton Dickinson, Heidelberg 
FACSFlow Becton Dickinson, Heidelberg 
FACSRinse Becton Dickinson, Heidelberg 
Fura-2/AM Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA 
Geneticin Pan Systems, Aidenbach 
HEPES Sigma, Deisenhofen 
Insulin Sigma, Deisenhofen 
Oregon Green 488 BAPTA-1, AM Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA 
Pluronic F-127 Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA 
PMSF Sigma, Deisenhofen 
Propidiumiodid Sigma, Deisenhofen 
Puromycin Sigma, Deisenhofen 
Rotiszint eco plus Roth, Karlsruhe 
Sigmacote Sigma, Deisenhofen 
SR 120819A Sanofi, Toulouse, Frankreich 
TMR-WGA Molecular Probes, Leiden, Niederlande 

5.2 Zellkultur 

5.2.1 Reagenzien 

RPMI 1640: Pulvermedium (Sigma) mit Zusatz von 2,0 g/l NaHCO3 
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EMEM mit NEAA (Eagle`s Minimum Essential Medium mit Non Essential Amino Acids): 

Pulvermedium (Sigma) mit Zusatz von 2,2 g/l NaHCO3 und 110 mg/l Natriumpyruvat 

DMEM (Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium): Pulvermedium (Sigma) mit Zusatz von  

3,7 g/l NaHCO3 und 110 mg/l Natriumpyruvat 

Ham`s F 12 Nutrient Mixture: Pulvermedium (Sigma) mit Zusatz von 2,5g/l NaHCO3 

Trypsin/EDTA: 0,05 % Trypsin und 0,02 % EDTA in PBS, hergestellt aus Trypsin-EDTA 

Lösung 10-fach (Boehringer Mannheim) 

FCS (Fetal Calf Serum): Bio Whittaker 

 

5.2.2 Zelllinien 

BHK hY2: (von Prof. Dr. A. Beck-Sickinger, Biochemie, Universität Leipzig) 

 Ref.: noch keine Veröffentlichung 

 transfizierte Baby Hamster Kidney-Zellen , „Monolayer”-Kultur; 

 Medium: DMEM, 10 % FCS, 4 µg/ml Puromycin; 

 Passagiert alle 5/7 Tage nach 1:10/1:20 Verdünnung. 

CaCo-2: (von Pathologie, Universitätsklinikum Regensburg) 

 Ref.: Fogh et al., J. Natl. Cancer Inst. 58: 209-214 (1977); 

 Kolorektale Adenokarzinomzellen, „Monolayer“-Kultur; 

 Medium: DMEM mit 10 % FCS; 

 Passagiert alle 5/7 Tage nach 1:10 Verdünnung. 

HEC-1-B-Y5:  (von Christiane Moser, LS Pharm. Chemie II, Universität Regensburg) 

 Ref.: Moser et al., 1999 

 Humane Endometrium Carcinom-Zellen, „Monolayer“-Kultur; 

 Medium: EMEM mit NEAA, 10 % FCS, 400 µg/ml G418; 

 Mediumwechsel alle 3-4 Tage, wöchentliche Passage nach 1:10 Verdünnung. 

HEL: (von Prof. Dr. M.C. Michel, Universitätsklinikum Essen) 

 Ref.: Martin und Papayannopoulou, 1982; 

 Humane Erythroleukämie-Zellen, Suspensionszellkultur; 

 Medium: 95 % RPMI 1640 + 5% FCS;  

 wöchentliche Passage nach 1:10 Verdünnung. 

LN319: (von Dr. Erich Grouzmann, Lausanne) 

 Ref. Beck-Sickinger et al., 1992; 

 Humane Astrozytom-Zelllinie, „Monolayer“-Kultur; 
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 Medium: 95 % DMEM + 5 % FCS; 

 Mediumwechsel alle 3-4 Tage, wöchentliche Passage nach 1:10 Verdünnung. 

Mononukleäre Zellen aus peripherem Rattenblut: (von Hr. S. Bedoui, Med. Hochschule 

 Hannover) 

 Ref.: Bedoui et al., 2001; 

 Medium: RPMI mit HEPES (200 mM) und 10 % FCS sowie 15-3000 U/ml Inter-

 leukin-2 und 2 µg/ml PHA, ohne Glutamin und ohne Phenolrot; 

 eine Subkultivierung war nicht möglich. 

P 388 D1: (von American Type Culture Collection, Rockville, USA) 

 Ref.: Dawe und Potter, 1957; 

 Murine Leukämie-Zellen, Suspensionszellkultur; 

 Medium: DMEM + 10% Pferdeserum wurde gegen RPMI + 5% FCS 

 ausgetauscht. 

 wöchentliche Passage durch 1:10 Verdünnung. 

SK-N-MC: (von American Type Culture Collection, Rockville, USA) 

 Ref.: Biedler et al., 1973; 

 Humane Neuroblastom-Zellinie, „Monolayer“-Kultur; 

 Medium: 95 % EMEM mit NEAA + 5 % FCS; 

 alle 4 - 5 Tage 1:10 passagiert. 

SMS-KAN: (von Prof. Dr. A.G. Beck-Sickinger, Universität Leipzig) 

 Ref.: Ross et al., 1981; 

 Humane Neuroblastom-Zellinie, „Monolayer“-Kultur; 

 Medium: 85 % einer 1:1 Mischung aus EMEM mit NEAA und Ham´s Nutrient Mix-

 ture F 12 + 15 % FCS; 

 wöchentliche Passage durch Verdünnung 1:6 bis 1:10. 

SMS-KAN, hY2-transfiziert: (von Christiane Moser, LS Pharm. Chemie II, Universität Re-

 gensburg) 

 zusätzlich 550 µg/ml G418 im Medium. 

U-373 MG: (von American Type Culture Collection, Rockville, USA) 

 Ref.: Young et al., 1998; 

 Humane Astrozytom-Zelllinie; 

 Medium: EMEM mit NEAA, 5 % FCS; 

 wöchentliche Passage durch 1:10 Verdünnung. 
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5.2.3 Kulturbedingungen 

Die Nährmedien wurden durch Auflösen der Pulvermedien und der Zusätze in Millipore-

Wasser hergestellt, sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert. Vor der Verwendung wurden die Me-

dien mit FCS supplementiert. 

Die Kultivierung der verschiedenen Zelllinien erfolgte einheitlich im Inkubator in 75 cm2-

Kulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO2 in wasserdampfgesättigter Atmosphäre. Alle Arbeiten 

unter sterilen Bedingungen wurden in einer Laminar-Air Laborbank durchgeführt. Das Passa-

gieren der Suspensionszellen erfolgte durch Überführen eines Teiles der Zellsuspension in 

eine neue Kulturflasche, die 25 ml frisches Medium enthielt. Die adhärenten Zellen wurden 

kurz vor Konfluenz 1-2 min mit Trypsin/EDTA inkubiert. Nach dem Absaugen der 

Trypsin/EDTA-Lösung wurden die Zellen mit Medium abgelöst und zum Teil in eine neue 

Kulturflasche mit 25 ml frischem Medium überführt. 

Alle Tumorzelllinien wurden 1-2mal jährlich mit dem „Mycoplasma Detection Kit“ (Boehrin-

ger Mannheim) auf Mykoplasmen-Kontamination untersucht. 

Suspensions- und abgelöste adhärente Zellen wurden 10 min bei 200 g zentrifugiert. Anschlie-

ßend wurde das Zellpellet in sterilfiltriertem Einfriermedium (das jeweilige Kulturmedium 

mit 10 % DMSO) resuspendiert, so dass eine Zellzahl von 1-2⋅106 Zellen/ml resultierte. In ein 

Kryogefäß wurde je 1 ml Zellsuspension überführt, die Vials wurden zunächst 30 min auf Eis, 

danach 4 h in einem Styropor-Gefäß bei - 80 °C inkubiert und schließlich in flüssigem Stick-

stoff gelagert. 

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryo-Vials in ein auf 37 °C temperiertes Wasserbad 

gebracht und unmittelbar, nachdem kein Eis mehr sichtbar war, 10 min bei 200 g zentrifugiert. 

Das überstehende Medium wurde vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet in eine Kulturfla-

sche mit 25 ml frischem Medium überführt.  

5.3 Synthese von fluoreszierenden NPY-Derivaten 

Die Herstellung der fluoreszierenden NPY-Derivate folgte dem von Li, 2001, im Detail be-

schriebenen Methoden. 

5.3.1 Synthesevorschriften 

pNPY wurde in 0,1 M Boratpuffer pH = 8,5 bzw. 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-

Carbonatpuffer pH = 9,1 zu einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml suspendiert. Zu 500 µl 

Suspension wurden in der Regel 0,15 µmol aktivierter Farbstoff, der in 50 µl wasserfreiem 
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DMSO gelöst wurde, hinzugefügt. Ein äquimolares Reaktionsgemisch bis leichter NPY-

Überschuss ergab optimale Reaktionsausbeuten. Das Reaktionsgemisch wurde in einem sili-

konisierten Kolben/Eppendorf-Reaktionsgefäß 1-2 h (auch 22 h) lang bei RT im Dunkeln 

gerührt und durch Zusatz von 50 µl 0,4 M Glycinlösung gestoppt. In der Folge wurde das 

Stoppen mit Glycinlösung unterlassen, da dies keine Vorteile erbrachte. Ab einer Reaktions-

dauer von 3,5 h war im Falle des Cy5-NPY 1 keine höhere Reaktionsausbeute erhältlich. Der 

von Amersham gekaufte Succinimidylester des Cy5 erwies sich als Gemisch von 3 Farbstof-

fen. 
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NPY-Derivat Ausbeute 
[%] 
(bez. pNPY) 

Molmasse [g/mol]  
detektiert 

Molmasse [g/mol]  
berechnet 

Carboxyfluorescein-NPY 5 - 4611,0 4612,0 

Cy5-NPY 1 7-30 4892,7 4892,5 

Cy5-P-NPY 12 10-15 4918,2 4918,4 

Sequenzbestimmung:  

Ansequenzieren von Carboxyfluorescein 5 und Cy5-derivatisiertem NPY 1 mittels Edman-

Abbau zeigte, dass die beiden Peptide an der ε-Aminogruppe des Lys-4 derivatisiert sind. 

 

5.3.2 HPLC-Reinigung der derivatisierten Peptide 

Die derivatisierten Peptide wurden mittels HPLC direkt aus den Reaktionsansätzen (Fraktio-

nen zu 200 µl) isoliert und gereinigt. 

Mobile Phase: 

A: 60 % Acetonitril, 40 % Trifluoressigsäure (TFA) 0,1 %-ig in Millipore-Wasser 

B: 0,1 % TFA in Millipore-Wasser 

Trennsäule:  Nucleosil 300-5 C-18, 250 x 4 mm (Macherey und Nagel, Düren) 

Geräteeinstellungen: 

Laufzeit:   30/40 min 

Säulentemperatur:  RT 

Probentemperatur:  RT 

Injektionsvolumen:  25 µl bzw. 200 µl 

Flussrate:   0,7 bzw. 1,0 ml/min 

Detektionswellenlänge: 276/303 nm-Tyrosinfluoreszenz; Absorption bei λmax des Fluo-

rophors (s. 5.3.3 Gehaltsbestimmung der Peptide) 

Gradientenprogramm: 

Stufe t [min] % A % B %CH3CN 

1 0 50 50 0 

2 40 80 20 0 

3 40,5 0 0 100 

4 50 0 0 100 
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5.3.3 Gehaltsbestimmung der Peptide 

Die Absorption der in dem betreffenden Lösungsmittel verdünnten Peptidderivate wurden in 

Halbmikro-/Mikroquarzküvetten bei der folgenden Wellenlänge (wie bei der HPLC) gemes-

sen. 

NPY-Derivat λ [nm] ε [M-1cm-1] 

Carboxyfluorescein-NPY 5 495 55000a in BP 

BodipyFL-NPY 6 501 79000 in MeOH 

Dansyl-NPY 7 335 4200 in MeOH 

NBD-NPY 9 466 22000 in MeOH 

TAMRA-NPY 11 546 95000 in MeOH 

Cy5-NPY 1 649 250000 in BP 

Cy5-P-NPY 12 649 180000 in BP 

anach Tota et al., 1994, für 5-/6-Carboxyfluorescein-markiertes Lysin ermittelt. 
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5.3.4 Spektren der NPY-Derivate 

Die Messung der Spektren (in BP) erfolgte an den Spektrometern PE LS 50 B bzw. ISSK2. 

Für die Emissionsspektren erfolgte eine Korrektur (Division der Intensitätswerte durch die 

entsprechenden Werte des Korrekturspektrums (Abb. 79) und anschließende Multiplikation 

mit 100), die Spektren wurden gegebenenfalls geglättet und normiert. Die Exzitati-

onsspektren, die bereits automatisch korrigiert werden, wurden ebenfalls normiert. 

Abb. 79: Korrekturspektrum für PE LS 50B, das mit Chininsulfat, c = 600 nM in 0,1 N HClO4 
bzw. dem reinen Lösungsmittel gemäß der im Handbuch beschriebenen Prozedur und Geräte-
software erstellt wurde. 

 

Abb. 80: BodipyFL-NPY 6; λEX = 488 nm, Spalte 5/5 und λEM = 550 nm, Spalte 5/5; c = 10 
nM in BP. 
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Abb. 81: NBD-NPY 9; λEX = 488 nm, Spalte 5/5 und λEM = 550 nm, Spalte 5/5; c = 50 nM in 
BP. 

Abb. 82: Carboxyfluorescein-NPY 5; λEX = 488 nm, Spalte 10/10 und λEM = 550 nm, Spalte 
10/10; c = 20 nM in BP. 

Abb. 83: Tetramethylrhodamin-NPY 11; λEX = 546 nm, Spalte 5/5 und λEM = 590 nm, Spalte 
2/0,5; c = 10 nM in BP. 
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Abb. 84: Cy5-NPY 1(tR ≈ 18 min); λEX = 600 nm, Spalte 5/5 und λEM = 750 nm, Spalte 5/5;  
c = 50 nM in PBS. 

Abb. 85: Cy5-NPY 2 (tR ≈ 22 min), λEX = 600 nm, Spalte 5/5 und λEM = 750 nm, Spalte 5/5;  
c = 50 nM in PBS. 

Abb. 86: Cy5-P-NPY 12; λEX = 600 nm, Spalte 5/5 und λEM = 750 nm, Spalte 5/5; c = 50 nM 
in PBS. 
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Abb. 87: Tyrosinfluoreszenz der Cyanin-Derivate 1 und 12 λEX = 275 nm und Spalte 5/5;  
c = 50 nM in PBS. 
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5.3.5 Bestimmung der Quantenausbeute 

Zur Bestimmung der Quantenausbeute benötigt man neben den Exzitations- und Emissions-

spektren der zu untersuchenden Substanz auch die einer Referenzsubstanz. 

Für das Carboxyfluorescein-markierte NPY wurden 10 nM Fluorescein in 0,01 N NaOH als 

Referenz verwendet. Als Lösungsmittel für das NPY-Derivat diente Beladungspuffer. Da die 

ermittelten Exzitationsspektren bereits durch das Gerät automatisch korrigiert werden, erfolg-

te nur für die Emissionsspektren eine Korrektur. Die Bestimmung der Quantenausbeute der 

Cyanin-Derivate wurde von Herrn Oswald (LS Wolfbeis) durchgeführt. 

mit:  

λEx [nm]: Anregungswellenlänge 

Φ: Quantenausbeute   

ST: Standard 

Pr: Probe 

Em: Emission 

Abs: Absorption 

cEm  bzw. cAbs [M]: Konzentration der Lösungen, bei denen die Emissions- bzw. Absorptions-

spektren aufgezeichnet wurden  

Fläche [I⋅nm]: Fläche unter der Kurve der korrigierten Emissionsspektren 
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5.3.6 Messung der Fluoreszenzpolarisation 

Die Fluoreszenzpolarisation wurde am LS Wolfbeis mit dem ISS K2 Fluoreszenz Spektrome-

ter gemessen. Die grau unterlegten Werte (Tabelle zu Abb. 88) für die Viskosität der Glyce-

rol-Puffer-Mischungen wurden durch Interpolation (Tabellenwerte) ermittelt. 

Abb. 88: Viskosität von Glycerol-Wasser-Mischungen (Massenpro-
zente); T = 25°C. 

Dazu wurde an den Graphen aus Literaturwerten (Lide, 1994) eine polynomische Funktion 3. 

Grades angepasst, welche die beste Korrelation lieferte. Diese Werte dienten der Auftragung 

für den Perrin-Plot. 

5.3.7 Quenching mit Antifluorescein-Antikörper 

Der Antikörper (100 µg/ml) wurde als Gebrauchslösung (1:3000) verwendet. Bei der Be-

stimmung der optimalen Antikörperkonzentration zum Quenchen von 10 nM Carboxyfluores-

cein-NPY wurden wenige µl dieser Lösung auf 2 ml Endvolumen verdünnt. Bei einer weite-

ren Verdünnung von 1:100 (2 µl) ergab sich die minimale Fluoreszenz. Für die relativen Fluo-

reszenzintensitäten wurde die Fläche unter der Kurve berechnet. 

5.3.8 Ca2+-Assay in der Mikrotiterplatte 

Die Messungen wurden mit dem Fluorimeter Polarstar Galaxy, das die Firma BMG Labtech-

nologies freundlicherweise zur Verfügung stellte, durchgeführt. HEL-Zellen wurden 30 min 

mit Oregon Green-BAPTA-1/AM inkubiert und anschließend zweimal mit BP gewaschen. 

Die Zellkonzentration betrug 1,3⋅106 Zellen/ml. Das Pipettieren der Thrombinlösungen erfolg-

te mit zwei automatischen Pumpen, deren Hubvolumen maximal 50 µl betrug, nachfolgendes 

Pipettierschema: 

(m/m) 
[%] 

Viskosität 
[cp] 

0 0,89 
5 1,01 
10 1,15 
20 1,54 
25 1,77 
33 2,18 
40 3,18 
48 3,58 
60 8,82 
62 7,17 
80 45,9 
87 66,22 
100 934 
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Endkonzentration 
Thrombin  

Vorgelegte Zell-
suspension 

Vorgelegter 
Beladungspuffer 

Pumpe 1 
Thrombin  
12 [U/ml] 

Pumpe 2 
Thrombin 
 5 [U/ml] 

[U/ml] [µl] 
 3 150 - 50 - 

1 150 - - 50 

0,375 150 35 - 15 

0,125 150 45 - 5 

 

Folgende Geräteeinstellungen wurden gewählt: 

Microplate: Costar 96 No. of Intervals: 200 
Layout: 13.10.99 No. of Flashes: 5 

Gain: 004 Start Injection 1 [s]: 20 

Excitation Filter: 485P Standard: - 

Emission Filter: 520P Int. Delay [µs]: 0000 

Test Type: Well Mode Int. Time  [µs]: 0012 

Measurement Type: Fluorescence Interval Time [s]: 0,5 

Reading Direction: vertical Start Measurement [s]: 0 

Number of Multichr.: 1 Start Injection 2 [s]: 20 

 

5.3.9 Einzelmoleküldetektion 

 
Abb. 89: Schematischer Aufbau 
des verwendeten Raster-Scan-
Mikroskops zur Einzelmolekül-
detektion 
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wurden 96-Well-Platten (LB8 von Molecular Machines, Heidelberg) mit Glasboden ver-

wendet, die zuvor mit EtOH 70 % desinfiziert und mit sterilisiertem Millipore-Wasser gespült 

worden waren. Die verwendeten HEC-1B-Y5-Zellen wurden 2-3 Tage vor der Messung aus-

gesät. 

Nach der Inkubation (60-120 min) in Bindungspuffer II wurden die Platten zweimal mit eis-

kaltem Puffer II gewaschen. Anschließend wurde die Fluoreszenz der wells (8 Kompetitor-

konzentrationen, n = 4), die mit Puffer II bedeckt wurden, bestimmt. Dabei wurde eine Fläche 

von 0,04 mm2 bei einer Schrittweite von 2 µm vermessen. Während der Messung wurde der 

Fokus, falls erforderlich, nachgestellt. Die Auswertung erfolgte mit dem Tabellenkalkulati-

onsprogramm Excel. Für die unspezifische Adsorption an den Platten wurde ein Mittelwert 

der Hintergrundfluoreszenz von jedem einzelnen Messwert (=Fluoreszenzintensität) subtra-

hiert. Anschließend wurden sämtliche Messwerte innerhalb eines wells summiert. Die weitere 

Auswertung erfolgte dann in Analogie zur Radioligandbindung. 

5.3.10 Konfokale Mikroskopie 

Die von Martin Böhmer am LS Wolfbeis durchgeführten Untersuchungen erfolgten mit des-

sen eigenem Aufbau. Der Aufbau besteht aus folgenden wesentlichen Bausteinen: 

Ein gepulster Diodenlaser (PDL 800, PicoQuant) mit 635 nm Emissionswellenlänge wird als 

Anregungsquelle eingesetzt.  

Eine single-photon avalanche diode (SPAD) (AQR-1X, Perkin Elmer- 60 % Quantenausbeute 

bei 670 nm). 

Zwei Emissionsbandpassfilter (670DF40, Omega Optical), einer direkt nach der Tubuslinse, 

der andere direkt vor dem Detektor positioniert, unterscheiden Fluoreszenz von Streulicht.  

Um eine größere Fläche scannen zu können, ist es wichtig, den Abstand zwischen Ölimmersi-

onsobjektiv (1,4 NA, 100fach) und Probenoberfläche möglichst präzise konstant zu halten. 

Dazu wurde eine eigens gefertigte Autofokuskontrolleinheit mit Piezoaktuator eingesetzt. 

Scanfläche: 500 mal 500 Pixel bei 50 nm Schrittweite 

Konzentration des Cy5-NPY: 1 nM 

Weitere Details sind bei Böhmer et al. (in press) zu entnehmen. 
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5.4 Radioligand-Bindungsassays an NPY Y1-, Y2- und Y5-Rezeptoren 

5.4.1 Reagenzien 

Bacitracin-Lösung (100 mg/ml): 100 mg Bacitracin (Sigma) wurden in 1,0 ml H2O gelöst 

und bei -20 °C gelagert. 

PMSF-Lösung (100 mM): 17,4 mg PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) (Sigma) wurden in 

1 ml absolutem EtOH gelöst und bei -20 °C gelagert. 

Homogenisierungspuffer (Sheikh und Williams, 1990):    

 Tris-HCl  50 mM  3,050 g 

 EDTA, Na-Salz 1 mM  0,186 g 

 H2O     ad 500,0 ml 

 der Puffer wurde mit 30 % HCl auf pH 7,4 eingestellt 

 Bacitracin-Lösung 100 µg/ml 500 µl 

 PMSF-Lösung  100 µM 500 µl 

Puffer I (Sheikh und Williams, 1990):     

 HEPES 10 mM  2,380 g 

 NaCl   150 mM 8,770 g 

 KCl   5 mM  0,373 g 

 CaCl2 2 H2O 2,5 mM 0,368 g 

 KH2PO4  1,2 mM 0,163 g 

 Mg2SO4 7 H2O 1,2 mM 0,296 g 

 NaHCO3 25 mM  2,100 g 

 H2O    ad 1000,0 ml 

Der Puffer wurde mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt, sterilfiltriert und bei RT gelagert. 

Bindungspuffer II für Y1-Test (*): 

 BSA 1%   100 mg 

 Bacitracin-Lösung  10 µl 

 Puffer I   10 ml  

Puffer II (Sheikh und Williams, 1990): 

 HEPES 25 mM  5,96 g 

 CaCl2  2,5 mM 2,5 ml einer 1 M Stammlsg. 

 MgCl2  1,0 mM 1,0 ml einer 1 M Stammlsg. 

 H2O    ad 1000,0 ml 
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Der Puffer wurde mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt, sterilfiltriert und bei RT gelagert. 

Bindungspuffer I für Y2-Test (*): 

 BSA 1 %  100 mg 

 Puffer II  10 ml 

 Bacitracin-Lsg. 100 µg/ml 10 µl 

 PMSF-Lsg.  100 µM 10 µl 

Lyse-Puffer: 

 Harnstoff  8 M  240,2 g 

 Essigsäure  3 M   85,8 ml 

 Triton-X-100 2 %   10,0 g 

 H2O   ad 500,0 ml 

 

NPY: 10-6 M im entsprechenden Bindungspuffer, Lagerung bei -20 °C 
3H-NPY-Stammlösung: [3H]Propionyl-NPY (Amersham) 
3H-NPY-Gebrauchslösung (*): 10 nM im entsprechenden Bindungspuffer; die Einstellung 

erfolgte entsprechend der spezifischen Aktivität. Bei einer spezifischen Aktivität von 3,33 

TBq/mmol entspricht das 49950 dmp/25 µl.  

Testsubstanzen (*): Von den Substanzen wurden zunächst 10-2 M Stammlösungen in 

50%igem EtOH bzw. DMSO in Millipore-Wasser hergestellt. Aus dieser Stammlösung wur-

den die Gebrauchslösungen durch Verdünnen mit dem entsprechenden Bindungspuffer herge-

stellt. Die Gebrauchslösungen wurden 10fach höher konzentriert als die gewünschten finalen 

Testkonzentrationen. Die Substanzen wurden in mindestens 6 Konzentrationen in einem Be-

reich über 3 Zehnerpotenzen getestet. 

Szintillationsflüssigkeit: Rotiszint eco plus (Roth); 

Bradford-Gebrauchslösung: 1 Teil Bradford-Farbstoffkonzentrat (Bio-Rad) wurden mit 4 

Teilen H2O verdünnt und maximal 4 Wochen bei RT gelagert. 

Silikonisierungslsg.: Sigmacote (Sigma)  
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5.4.2 Membranpräparation von SMS-KAN- und HEL-Zellmembranen für Radioli-

gandbindung und Versuche zur Polarisation 

Vorbereitung der Zellen: Vier 75-cm2 Zellkulturflaschen mit konfluenten SMS-KAN-Zellen 

(bzw. dichten HEL-Zellen) wurden in sechzehn 175-cm2 Flaschen ausgesät. (Die Zellen 

wachsen in ca. 1 Woche zur Konfluenz) 

Durchführung: Die Präparation von Membranen erfolgte aus 16 großen Flaschen mit kon-

fluenten SMS-KAN-Zellen oder dünner HEL-Zellsuspension. Alle Puffer wurden in Eiswas-

ser gekühlt, das Pottern erfolgte ebenfalls unter Eiskühlung. 

Die Zellen wurden in 4 Portionen zu 4 Flaschen geerntet: Das Medium wurde abgesaugt, pro 

Flasche wurde kurz (3 s) mit ca. 10 ml eiskaltem Homogenisierungspuffer gewaschen. Die 

Zellen aus einer Flasche wurden mit 6 ml Homogenisierungspuffer abgelöst und alle 4 Fla-

schen anschließend noch mit 6 ml Puffer nachgespült. Die Zellen wurden mit dem Homogeni-

sator aufgeschlossen (10 x auf und ab, 1500 U/min) und anschließend auf Eis gelagert, bis alle 

Zellen homogenisiert waren. 

Das Zellhomogenat wurde bei 4 °C mit 650 g zentrifugiert (2000 rpm, Heraeus Minifuge RF). 

Danach enthielt das Pellet die Zellkerne, der Überstand die Membranen. Der Überstand wurde 

in 2 Ultrazentrifugenröhrchen (91-90223, Kontron) abgefüllt und 30 min bei 40000 g zentri-

fugiert (Ultrazentrifuge, Rotor TFT 45, 24000 rpm, 4 °C). Der Überstand wurde anschließend 

verworfen, das Pellet mit 30 ml Homogenisierungspuffer gewaschen und nochmals 30 min bei 

40000 g zentrifugiert. 

Die Pellets wurden in insgesamt 500-1000 µl Homogenisierungspuffer aufgenommen und zur 

gleichmäßigen Suspendierung noch mehrmals mit einer Kanüle (G 1¼) aufgezogen. Anschlie-

ßend wurde die Proteinbestimmung nach Bradford durchgeführt. 

Proteinbestimmung nach Bradford: 

95 µl H2O + 5 µl Membranfraktion wurden gleichmäßig suspendiert. Von dieser Suspension 

wurden 10 µl pro Probe eingesetzt. Die Proben wurden als Triplikate vermessen. Für die Ka-

libriergerade wurden 0,5; 1; 2; 4 und 6 µg humanes Serumalbumin (HSA) pro Probe einge-

setzt. Die Proben wurden direkt in Halbmikroküvetten pipettiert und ad 100 µl mit H2O ver-

setzt. Nach Zugabe von 1,0 ml Bradford-Gebrauchslösung wurde geschüttelt und nach 5 min 

Inkubation bei RT die Extinktion bei 595 nm gemessen. 

Die Membranen wurden in aliquote Teile zu 150 oder 200 µl aufgeteilt, in flüssigem Stick-

stoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. 
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5.4.3 Y1-Rezeptor-Bindungsassay mit intakten SK-N-MC-Zellen 

Vorbereitung der Zellen: Die SK-N-MC-Zellen wurden 2-4 Tage vor dem Versuch gleich-

mäßig in 24-Well-Platten ausgesät. Am Versuchstag sollen die Zellen gerade konfluent sein.  

Durchführung: Auf jeder Platte wurde die totale und die unspezifische Bindung bestimmt. 

Die jeweilige Testsubstanz wurde in mindestens 6 Konzentrationen über einen Bereich von 

drei Zehnerpotenzen getestet.. Alle Bestimmungen wurden dreifach durchgeführt. 

Das Medium wurde vorsichtig abgesaugt, jedes Well wurde zweimal mit 0,5 ml Puffer II 

gewaschen, anschließend wurden die Reagenzien gemäß folgendem Pipettierschema zugege-

ben: 

Pipettierschema: (Volumina in µl) 

  Totale Bindung Unspezif. Bindung Testsubstanzen 

1. Bindungsp. II 225 200 200 

2. pNPY 10-6 M -- 25 -- 

3. Testsubstanzen -- -- 25 

4. [3H]-Propionyl-
NPY 

25 25 25 

 
Nach 2.5 h Inkubation bei RT unter leichtem Schütteln wurden die Überstände abgesaugt, die 

Wells 2mal mit je 0,5 ml Puffer I (4 °C) gewaschen und mit 200 µl Lyse-Puffer versetzt. Nach 

15 min  Schütteln wurde der Lyse-Puffer in Szintillationsgefäße überführt. Die Wells wurden 

noch einmal mit 200 µl Lyse-Puffer nachgespült. Die vereinigten Lysate wurden mit 3 ml 

Szintillationsflüssigkeit versetzt und im β-Zähler vermessen. 

5.4.4 Y1- Rezeptor-Bindungsassay mit intakten HEL-Zellen 

Vorbereitung der Zellen: Am Tag vor dem Versuch wurde eine 75-cm2-Kulturflasche kon-

zentrierter HEL-Zellen in eine 175-cm2-Flasche überführt und mit Medium ca. 1:6 verdünnt.  

Silikonisieren der Reaktionsgefäße: 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße wurden mit Sigma-

cote benetzt; nach dem Abtropfen und Tocknen an der Luft wurden die Gefäße einmal mit 

demineralisiertem Wasser gewaschen. 

Durchführung: An jedem Versuchstag wurde die totale und die unspezifische Bindung be-

stimmt. Die Testsubstanzen wurden in 6 Konzentrationen über einen Bereich von drei Zeh-

nerpotenzen getestet. Alle Bestimmungen wurden dreifach durchgeführt. Die Zellen wurden 

abzentrifugiert, einmal mit Puffer II gewaschen und anschließend in Bindungspuffer II auf 

eine Konzentration von 4.106 Zellen/ml eingestellt. Die einzelnen Komponenten wurden in 
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der angegebenen Reihenfolge in silikonisierte Eppendorf-Reaktionsgefäße pipettiert und vor-

sichtig geschüttelt: 

Pipettierschema: (Volumina in µl) 

 Totale Bindung Unspezif. Bindung Testsubstanzen 

1. Zellsuspension 200 200 200 

2. Bindungsp. II 25 -- -- 

3. pNPY 10-6 M -- 25 -- 

4. Testsubstanzen -- -- 25 

5. [3H]-Propionyl-
NPY 

25 25 25 

Nach 1,5 - 2 h Inkubation bei RT (unter  Schütteln) wurde 5 min bei 13000 rpm (Heraeus 

Minifuge) zentrifugiert und anschließend der Überstand vorsichtig abgesaugt. Die Pellets 

wurden 2mal mit je 0,5 ml PBS (4 °C) vorsichtig gewaschen, mit 200 µl Lyse-Puffer versetzt 

und nach 10 min Inkubation bei RT im Lysepuffer und mehrmaligem Aufziehen mit einer 

Pipette in Szintillationsgefäße überführt. Die Reaktionsgefäße wurden noch einmal mit 200 µl 

Lyse-Puffer nachgespült. Die vereinigten Lysate wurden mit 3 ml Szintillationsflüssigkeit 

versetzt und im β-Zähler vermessen. 

5.4.5 Y2- Rezeptor-Bindungsassay an SMS-KAN-Zellmembranen 

Membranpräparation-Gebrauchs-Lsg.: Die Membranpräparation wurde am Versuchstag 

aufgetaut und mit Bindungspuffer I auf einen Proteingehalt von 1 µg/µl eingestellt. 

Durchführung: An jedem Versuchstag wurde die totale und die unspezifische Bindung be-

stimmt. Die Testsubstanzen wurden in 6 Konzentrationen über einen Bereich von drei Zeh-

nerpotenzen getestet. Alle Bestimmungen wurden dreifach durchgeführt. 

Die einzelnen Komponenten wurden in der angegebenen Reihenfolge in silikonisierte Eppen-

dorf-Reaktionsgefäße pipettiert und mit einem Heidolph-Mixer gründlich geschüttelt. 

Pipettierschema: (Volumina in µl) 
 
 Totale Bindung Unspezif. Bindung Testsubstanzen 

1. Bindungspuffer I 195 170 170 

2. pNPY 10-6M -- 25 -- 

3. Testsubstanzen -- -- 25 

4. [3H]-Propionyl-NPY 
10 nM 

25 25 25 

5. Membranen 1 µg/µl 
1µg/µl 

30 30 30 
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Nach 1,5 - 2 h Inkubation bei RT (unter Schütteln) wurde 20 min bei 13000 rpm (Heraeus 

Minifuge) zentrifugiert und anschließend der Überstand vorsichtig abgesaugt. Die Pellets 

wurden 2mal mit je 0,5 ml PBS (4°C) vorsichtig gewaschen, mit 200 µl Lyse-Puffer versetzt 

und nach 10 min Inkubation bei RT im Lysepuffer und mehrmaligem Aufziehen mit einer 

Pipette in Szintillationsgefäße überführt. Die Reaktionsgefäße wurden noch einmal mit 200 µl 

Lyse-Puffer nachgespült. Die vereinigten Lysate wurden mit 3 ml Szintillationsflüssigkeit 

versetzt und im β-Zähler vermessen. 

5.4.6 Y5- Rezeptor-Bindungsassay an HEC-1B-Y5-Zellen 

Dieser wurde entsprechend dem Assay an SK-N-MC-Zellen durchgeführt. Die Radioligand-

konzentration betrug ca. 0,8 nM. 

5.5 Bestimmung der intrazellulären Ca2+-Konzentration an HEL-Zellen 

5.5.1 Reagenzien 

Die mit (*) gekennzeichneten Reagenzien wurden an jedem Versuchstag frisch hergestellt. 

Beladungspuffer: 

NaCl 120 mM 7,013 g 

KCl 5 mM 0,373 g 

MgCl2 ⋅6 H2O 2 mM 0,407 g 

CaCl2⋅2H2O 1,5 mM 0,221 g 

HEPES (Sigma) 25 mM  5,958 g 

Glucose, wasserfrei 10 mM  1,802 g 

H2O, demin.  ad 1000,0 ml 

Der Puffer wurde mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt, sterilfiltriert und in 500-ml-Portionen im 

Kühlraum aufbewahrt. 

Fura-2/AM (1 mM): 1.00 mg Fura-2/AM (Molecular Probes) wurden in 1,0 ml DMSO, das 

über einem Molekularsieb getrocknet wurde, gelöst. Aliquote Teile der Lösung wurden licht-

geschützt bei -20 °C gelagert. 

Pluronic F-127: 200 mg Pluronic F-127 (Molecular Probes) wurden in 1 ml DMSO unter 

Erwärmen gelöst. Die Lösung wurde bei RT aufbewahrt. 
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Digitonin-Lösung : 20 mg Digitonin (Sigma) wurden in 1,0 ml H2O suspendiert und auf 95-

98 °C erhitzt. Die klare Lösung wurde nach Abkühlen auf RT filtriert und bei 4 °C aufbe-

wahrt. 

EGTA-Lösung (600 mM): 228,2 mg EGTA (Sígma) wurden in 1,0 ml Tris-Puffer (3 M, pH 

8,7) gelöst und bei 4 °C aufbewahrt. 

HCl 10 mM / BSA 0.1% zum Lösen von NPY: 10,56 µl HCl suprapur 30 % und 10 mg 

BSA (Serva) wurden in 10,0 ml H2O gelöst. 

Beladungssuspension (*) (Thomas und Delaville, 1991): 

 1 ml Beladungspuffer 

 20 mg BSA 

 5 µl Pluronic F-127 (20 % in DMSO) 

 4 µl Fura-2/AM 1 mM in DMSO 

 (1 ml der Beladungssuspension reicht für 4⋅106 Zellen) 

Testsubstanzen (*): von den Antagonisten wurden Stammlösungen in der Konzentration  

2⋅10-2 mol/l in 50 %igem EtOH/DMSO in H2O hergestellt. 

Peptid-Stammlösungen (2⋅⋅10-4 M): Falls nicht anders angegeben, wurde NPY vom Schwein 

verwendet. NPY und NPY-Derivate wurden unter Berücksichtigung des Peptidgehaltes in 

entsprechenden Volumina einer 10 mM HCl / 0,1 % BSA-Lösung gelöst. 

Thrombin-Stammlösung (200 U/ml): 200 U bovines Thrombin (Merck) wurden in 1,0 ml 

H2O gelöst und bei -20°C gelagert. 

Aus den Stammlösungen der Testsubstanzen, der Peptide und der Thrombin-Stammlösung 

wurden die benötigten Verdünnungen (200mal höher konzentriert als die gewünschte End-

konzentration im Assay) durch Verdünnen mit dem entsprechenden Lösungsmittel hergestellt. 

Zur Testung wurden pro Küvette mit 2 ml Zellsuspension jeweils 10 µl der entsprechenden 

Lösungen pipettiert. 
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5.5.2 Geräteeinstellung 

 Gerät:   Perkin-Elmer Luminescence Spectrometer LS 50 B 

 Anregungswellenlängen (λEx): 340 und 380 nm; Spalt 10 nm 

 Emissionswellenlänge (λ Em):  510 nm; Spalt 10 nm 

 Resolution:     0.1 

 Stirrer:      low 

 Küvettentemperierung:    25°C 

 Küvetten:      2.5 ml Acryl-Küvetten (Sarstedt) 

 Time:      300 s 

 Autofluoreszenzwerte:  bei 340 nm: 10,18 

      bei 380 nM:   5,80 

5.5.3 Vorbereitung der Zellen 

24 h vor der Testung wurden 25 ml Zellsuspension mit dichtgewachsenen HEL-Zellen  in eine 

175-cm2 Kulturflasche passagiert (Verdünnung ca. 1:6), sodass am Versuchstag etwa 150 ml 

Zellsuspension mit einer Dichte von 2 - 4⋅105 Zellen / ml zur Verfügung standen. 

Die Zellen wurden abzentrifugiert, in 10 ml auf RT temperiertem Beladungspuffer aufge-

nommen, mit der Neubauer-Zählkammer ausgezählt und mit Beladungspuffer auf 1.3⋅106 

Zellen/ml eingestellt. Pro 0,75 ml Zellsuspension wurden 0.25 ml Beladungssuspension hin-

zugefügt. Dadurch ergaben sich folgende Konzentrationen im Ansatz: 1⋅106 Zellen/ml, 1 µM 

Fura-2/AM, 0,2 % DMSO, 0,025 % Pluronics F-127. 

Die Zellen wurden 30 min bei RT im Dunklen inkubiert, anschließend abzentrifugiert und in 

frischem Beladungspuffer aufgenommen. Die Zellen wurden weitere 30 min bei RT im Dunk-

len zur Nachinkubation stehengelassen, zweimal mit Puffer gewaschen und in 10 ml Puffer 

aufgenommen. Die Zelldichte wurde mit der Neubauer-Zählkammer bestimmt; die Zellen 

wurden auf eine Dichte von 1⋅106 / ml eingestellt.  

Die Zentrifugationsschritte erfolgten bei RT, 200 g, 7 min 

Die mit Fura-2/AM beladenen Zellen wurden bis zur Messung noch mindestens 15 min im 

Dunklen bei 20 °C stehengelassen. 

In die Küvetten wurden 1 ml auf 30 °C temperierter Beladungspuffer und ein Rührsteinchen 

vorgelegt. Unmittelbar vor der Messung wurde 1 ml Zellsuspension zugegeben. 
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Die Antagonisten wurden in mindestens zwei unterschiedlichen Konzentrationen, die eine 

Hemmung im Bereich zwischen 20 und 80 % bewirkten, getestet. Die Mittelwerte aus jeweils 

drei Bestimmungen an unterschiedlichen Versuchstagen wurden zur Berechnung der IC50-

Werte herangezogen. 

5.5.4 Kalibrierung und Berechnung des [Ca2+]i-Anstiegs 

Zur Berechnung der Ca2+-Konzentration wird das Verhältnis der beiden Signale (λEm = 510 

nm) bei den Anregungswellenlängen 340 nm und 380 nm herangezogen: R = F340 / F380. Pro 

Versuchstag wurde eine Kalibrierung durchgeführt. Zur Bestimmung der maximalen Fluores-

zenz (Rmax) wurde die Zellsuspension mit 10 µl Digitonin-Lösung versetzt. Dadurch lysieren 

die Zellen, und der Farbstoff kann mit dem Ca2+ aus dem Beladungspuffer reagieren. Durch 

die anschließende Zugabe von 50 µl der EGTA-Lösung wird das gesamte Ca2+ komplexiert, 

und man erhält das minimale Signal (Rmin). Die Berechnung des Ca2+-Anstiegs erfolgte gemäß 

der Grynkiewicz-Gleichung (Grynkiewicz et al., 1984): 

KD (=224 nM) ist dabei die Dissoziationskonstante des Fura-2-Ca2+-Komplexes. Der SFB-

Wert wird ebenfalls bei der Kalibrierung bestimmt und stellt den Quotienten der Fluoreszenz 

von Ca2+-freiem und Ca2+-gebundenem Fura bei Anregung - Wellenlänge 380 nm dar. 

Um Korrekturen des durch den Filtereffekt von BodipyFL-NPY 6 veränderten Ratio durchzu-

führen, wurde folgende Gleichung in die obige für R eingesetzt: 

Die Werte F340Subst/F380Subst, wurden für 6 durch Messung des Signals an nichtbeladenen Zel-

len ermittelt. 
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5.6 Bestimmung der Rezeptorbindungskonstanten mit der Durchflusszytometrie 

5.6.1 Messanordnung 

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden mit dem Gerät FACS-Calibur  der 

Firma Becton Dickinson durchgeführt. Die Messanordnung ist in Abb. 90 schematisch darge-

stellt. 

Abb. 90: Schematische Darstellung des optischen Systems des FACS-Calibur, LP: Lang-
passfilter SP: Kurzpassfilter, für die Bandpassfilter ist die maximale Transmission und 
Bandweithälfte angegeben. 

Da das Signal der Vorwärtsstreuung als Trigger für die Fluoreszenz 4 dient, ist die zeitliche 

Differenz und damit die Flussgeschwindigkeit bzw. Druckdifferenz entscheidend für reprodu-

zierbare Messungen. Hier sind nochmals die Charakteristika der Fluoreszenzkanäle aufgelis-

tet: Fluoreszenz 1: 530 ± 30 nm, Fluoreszenz 2: 585 ±42 nm, Fluoreszenz 4: 661 ± 16 nm und 

Fluoreszenz 3: > 670 nm. 

5.6.2 Vorbereitung der Zellen 

HEL-Zellen wurden entsprechend dem Ca2+-Assay am Tag zuvor mit frischem Medium 1:6 

verdünnt. Adhärent wachsende Zelllinien wurden in 175-cm2-Flaschen zur Konfluenz bzw. 

erforderlichen Dichte wachsen gelassen. Am Versuchstag wurden die Zellen, wenn erforder-

lich, abtrypsiniert, zentrifugiert, (bei RT, 200 g, 5-7 min) einmal mit Puffer II gewaschen und 
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in wenig Bindungspuffer II aufgenommen. Das Cy5-NPY wurde im erforderlichen Volumen 

in 10 mM HCl gelöst, so dass eine Gebrauchskonzentration von 3 bzw. 1 µM (Gleichge-

wichtsbedingungen) erreicht wurde.Nach dem Zählen wurden die Zellen mit Bindungspuffer 

II auf 1⋅106/ml (HEL-Zellen) bzw. 0,5⋅106/ml (HEC-1B-Y5-/SMS-KAN-Zellen) eingestellt 

und nachfolgend in silikonisierte Eppendorfreaktionsgefäße pipettiert. 

Pipettierschema: (Volumina in µl) 

 
 Totale Bindung Unspezif. Bindung Testsubstanzen 

1.Zellsuspension 980 
 

980 
 

980 
 2. Bindungsp. II 10 -- 200 

3. NPY 6⋅10-6 M -- 10 -- 

4. Testsubstanzen -- -- 10 

5. Cy5-NPY 1 10 10 10 

Anschließend wurden die Proben durch Schwenken vorsichtig geschüttelt. Um das Pipettieren 

mit der Multipette zu ermöglichen, wurde später das Volumen der Zellsuspension auf 1000 µl 

erhöht und bei der Auswertung entsprechend berücksichtigt. 

Die Inkubation erfolgte über 60-90 min unter leichtem Schütteln. Anschließend wurden die 

Zellen zentrifugiert und direkt vor der Messung in eiskaltem Puffer II/Accumax resuspendiert. 

Wenn unter Gleichgewichtsbedingungen gemessen wurde, erfolgte die direkte Messung der 

Inkubationsansätze. 

5.6.3 Geräteeinstellung am FACS-Calibur 

Es wurden generell je Probe 20000 Zellen des betreffenden Gates vermessen, im Falle der 

SMS-KAN-Zellen 100000 Zellen pro Probe. Für die kompetitiven Bindungsversuche an den 

HEL-Zellen, Y2-transfizierte SMS-KAN-Zellen und Y5-transfizierte HEC-1B-Zellen wurden 

folgende Parameter eingestellt:  Primärer Messparameter: FSC-H 

Zählrate: 300-800 Zellen/s 

Parameter Detektorspannung [V] Amp. Gain Modus Schwellenwert 

FSC E-1 - log 200-360 

SSC 300 - log 260-352 

FL-4 426a/505 - log - 

FL-2-A - 1000 lin - 
aam FACS-Calibur der Anästhesie des Universitätsklinikums. 
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5.7 Berechnung der pharmakologischen Kenngrößen 

5.7.1 Abkürzungen und Definitionen 

KD Dissoziationskonstante des Ligand-Rezeptor-Komplexes 
EC50 die molare Konzentration eines Agonisten, die 50 % seines Maximaleffekts 

hervorruft (Jenkinson et al., 1995). 
IC50 die molare Konzentration einer Testverbindung, welche die spezifische 

Bindung eines Radioliganden um 50 % reduziert  
oder: 
die molare Konzentration eines Antagonisten, die den Effekt eines Ago-
nisten um 50 % reduziert (Jenkinson et al., 1995). 
IC50-Werte sollten immer größer als die entsprechenden KB- bzw. Ki-Werte 
sein (Barlow et al., 1997). 

nH bzw. n Hill-Koeffizient, gibt Auskunft über die Anzahl gleichartiger Bindungsstel-
len oder Kooperativität der Ligandbindung (Repke und Liebmann, 1986);  
n = 1: homogene Affinität innerhalb der Rezeptorpopulation 
n < 1: negative Kooperativität, Bindungsstellen unterschiedlicher Affinität 
n > 1: positive Kooperativität 

KB bzw. pKB Dissoziationskonstante bzw. negativ dekadischer Logarithmus der Dissozia-
tionskonstanten eines Antagonisten; Nomenklatur im funktionellen Test 

Ki Inhibitorkonstante einer Substanz oder Dissoziationkonstante eines Enzym-
Inhibitor-Komplexes (Cheng und Prusoff, 1973); Nomenklatur in der En-
zymkinetik und in der Radioligandbindung (Craig, 1993) 

 
Alle Berechnungen auf Grundlage computergestützter, nichtlinearer Kurvenanpassung wurden 

mit dem Programm Fig. P (Fa. Biosoft, Cambridge, UK) durchgeführt. 

5.7.2 Berechnung von KD-Werten aus Sättigungsexperimenten (Radioligandbindung) 

Die Bestimmung des KD-Wertes des Radioliganden aus Sättigungsexperimenten erfolgte mit 

der Gleichung für allosterische Hill-Kinetik: 

y = Min +
Max - Min

1 + x
x50

( )
-P

 

wobei gilt: y = spezifische Bindung und x = Konzentration des freien Radioliganden. Min 

wurde als 0 fixiert. Die Parameter Max (maximale spezifische Bindung), x50 und P wurden 

berechnet. x50 entspricht dem KD-Wert und P ist das mathematische Äquivalent des Hill-

Koeffizienten nH. 
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5.7.3 Berechnung von IC50-Werten aus Kompetitionskurven im Radioligandbindung-

sassay 

Zur Bestimmung der Y1-, Y2- und der Y5-antagonistischen Aktivität von ausgewählten Test-

substanzen wurden im Radioligandbindungsassay Kompetitionsexperimente mit unterschied-

lichen Konzentrationen der Testsubstanzen durchgeführt. Die Auswertung der experimentel-

len Daten erfolgte mit folgender Formel auf der Grundlage der Hill-Gleichung: 

   

y = Min +
Max - Min

1 + x
x50

( )
-P

 

wobei gilt: y = spezifisch und unspezifisch gebundene Radioaktivität, x = Konzentration der 

Testsubstanz. Die Parameter Min (unspezifische Bindung) und Max (totale Bindung) wurden 

entsprechend den jeweiligen Versuchsdaten festgelegt. x50 (Substanzkonzentration, welche die 

spezifische Bindung um 50 % erniedrigt, entspricht IC50) und P (entspricht dem Hill-

Koeffizienten nH) wurden berechnet. 

 

5.7.4 Berechnung von EC50-Werten aus Konzentrations-Wirkungs-Kurven 

Im Ca2+-Assay an HEL-Zellen wurden zur genaueren Charakterisierung der Y1-agonistischen 

Aktivität verschiedener Peptide Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt. Der durch die 

jeweilige Peptidkonzentration induzierte [Ca2+]i-Anstieg wurde als prozentualer Wert des 

durch 10 nM NPY induzierten Effektes angegeben. 

Aus Kostengründen wurden nur mit einigen Peptiden komplette Dosis-Wirkungskurve er-

stellt. Die Datenauswertung erfolgte wieder auf Grundlage der Hill-Gleichung analog 5.7.3, 

wobei gilt: 

y = [Ca2+]i-Anstieg in %, x = Agonistenkonzentration. Die Parameter Min (minimaler Effekt) 

und Max (maximaler Effekt) wurden als 0 % bzw. 100 % festgelegt. Die Parameter x50 (Ago-

nistenkonzentration, die einen halbmaximalen Effekt hervorruft, entspricht EC50) und P (ent-

spricht dem Hill-Koeffizienten nH) wurden berechnet. 

 

5.7.5 Berechnung von IC50-Werten für die antagonistische Wirkung im Ca2+-Assay 

und in der Durchflusszytometrie 

Zur Bestimmung der Y1-antagonistischen Aktivität wurden die Verbindungen im Ca2+-Assay 

an HEL-Zellen getestet. Aus Kostengründen und um den experimentellen Aufwand in einem 

angemessenen Rahmen zu halten, wurde auf die Erstellung kompletter Konzentrations-
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Wirkungs-Kurven von NPY in Gegenwart der Testverbindung verzichtet. Zur Bestimmung 

der Y1-antagonistischen Aktivität wurde die Hemmung des durch 10 nM NPY ausgelösten 

[Ca2+]i-Anstiegs bei unterschiedlichen Antagonisten-Konzentrationen [B] bestimmt. Um ei-

nen Vergleich der Wirkstärken verschiedener, in unterschiedlichen Konzentrationen getesteter 

Verbindungen zu ermöglichen, wurde aus den Werten für die prozentuale Hemmung (P) als 

vergleichbare Größe der IC50-Wert abgeleitet. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe einer lineari-

sierten Form der Hill-Gleichung: 

   50IC logn  - [B] logn   
(%) P - % 100

(%) P
 log =  

wobei gilt:   (P)logit  = 
(%) P - % 100

(%) P
 log       

Die Werte für die prozentuale Hemmung wurden nach logit-Transformation in einem Plot 

logit (P) gegen log [B] aufgetragen und die IC50-Werte (logit (P) = 0) über eine lineare Reg-

ression (Fig. P) berechnet. Die Steigung n der so erhaltenen Geraden entspricht dem Hill-

Koeffizienten nH. 

Zur Bestimmung der IC50-Werte mit dem hier aufgeführten Verfahren sollten die Werte für 

die prozentuale Hemmung im Bereich zwischen 20 % und 80 % liegen, da sich außerhalb 

dieses Bereichs Streuungen aus den Versuchsdaten sehr stark auf die berechneten Werte 

auswirken. 

Für die aus der Durchflusszytometrie gewonnenen Daten: Die Dateien im FCS 2.0-Format 

(standardisiertes Listenformat) wurden mit dem Programm WinMDI ausgewertet. Dazu wurde 

bei den jeweiligen Kontrollzellen ein Gate im Streulichtdiagramm (FSC gegen SSC) gesetzt. 

 

 

Abb. 91: Streulichtdia-
gramm am Beispiel der 
HEL-Zellen, durch das 
Eingrenzen der rezep-
torpositiven Zellen mit 
einem Gate ist eine 
selektive Auswertung 
möglich. 
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Das geometrische Mittel der Fluoreszenz im entsprechenden Kanal der in diesem konstanten 

Gate befindlichen Zellen wurde dann für jede Probe ermittelt. Diese Werte dienten dann zur 

weiteren Auswertung entsprechend der Radioligandbindung (Abschnitt 5.7.2) 
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