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1 Einleitung und Zielstellung

Die orale Applikation von Arzneistoffen ist fir den Patienten eine relativ einfache Moglichkeit,
Wirkstoffe aufzunehmen. Trotz intensiver Forschung bleibt die Entwicklung oral verfiigbarer
Arzneimittel eine groRe Herausforderung fir die pharmazeutische Industrie. Dabei geht es
nicht nur um das Einschleusen von Makromolekiilen in den Organismus, sondern auch um die
Verbesserung der Aufnahme kleiner hydrophiler Molekiile mit geringer Membranpermeabilitat.
Die Nutzung intestinaler Transporter ist eine bereits oft praktizierte Methode zur Verbesserung
der oralen Verfligbarkeit von Wirkstoffen. Solche Transporter sind polytope Membranproteine,
deren physiologische Bedeutung im spezifischen Transport verschiedener Stoffe, z. B.
Metabolite und Nahrstoffe, durch biologische Membranen besteht. In den letzten Jahren wurde
deutlich, dass eine enorme Anzahl von Wirkstoffen tber solche Nahrstofftransporter transpor-
tiert werden kann. Es zeigte sich auch, dass einige Membrantransporter (z. B. P-Glycoprotein)
die Absorption, Exkretion und Toxizitit von Wirkstoffen indirekt kontrollieren."? Die meisten
Nahrstofftransporter sind bezlglich ihrer dreidimensionalen Struktur bisher nur sehr wenig oder
nicht charakterisiert. Interaktionen von Wirkstoffen und Transportern sind daher im Allgemei-

nen bisher nicht voraussagbar.

Es sind zwei Mdéglichkeiten bekannt, die orale Verfligbarkeit von Wirkstoffen durch Membran-
transporter zu erhéhen. Zum einen kénnen Verbindungen entwickelt werden, die die Struktur
der endogenen Substrate der Transporter mimen, zum anderen konnen die Wirkstoffe mit
Erkennungsstrukturen der Transporter konjugiert werden. Beide Moglichkeiten setzen jedoch
ein detailliertes Wissen der dreidimensionalen Strukturen des Proteins und/oder der Substrate
voraus. Die steigende Anzahl von Publikationen beweist, dass aufgrund der geringen Anzahl
aufgeklarter dreidimensionaler Strukturen von Membranproteinen die Anwendung von in silico-
Methoden interessant wird. Die meisten Veroffentlichungen dieser Art befassen sich mit
Methoden, die auf einer Kombination von biologischen und Molecular Modelling Methoden zur
Ableitung der dreidimensionalen Struktur-Wirkungsbeziehungen von Proteinen bzw. ihrer
Substrate basieren (z. B. Homologiemodelling, dreidimensionale quantitative Struktur-
Wirkungsuntersuchungen (3D-QSAR)). Solche Untersuchungen erméglichen die Optimierung
von Molekilen (Wirkstoffen) als Substrate bestimmter Target-Proteine. Das ligandenbasierte
Wirkstoffdesign wurde bereits bei den Integrin-Rezeptor Antagonisten erfolgreich angewen-
det.?

In der vorliegenden Arbeit wurden Struktur-Wirkungsbeziehungen von Substraten zweier
verschiedener membranstandiger Peptidtransporter untersucht. PEPT1 und PEPT2 sind im

Saugerorganismus fiur die Konservierung von peptidgebundenen Stickstoff und damit zur
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Aufrechterhaltung des Proteingehaltes verantwortlich. Durch den intestinalen Peptidtransporter
PEPT1 werden hauptsachlich kleine Peptide aus der Nahrung in den Organismus aufge-
nommen, PEPT2 hingegen entfernt kleine Peptide (z. B. Hydrolyseprodukte bestimmter
Peptidasen) aus extrazelluldren Flissigkeiten.*” PEPT1 und PEPT2 sind multispezifisch. Geht
man nur von ihren physiologischen Substraten, den Di- und Tripeptiden aus, die aus Kombina-
tionen der 20 proteinogenen Aminosauren aufgebaut sind, erhalt man theoretisch mehr als
8000 verschiedene Di- und Tripeptide, die unterschiedliche physikochemische Eigenschaften
aufweisen. Neben ihren natlrlichen Substraten transportieren die Peptidtransporter Peptidmi-
metika, wie z. B. B-Lactam-Antibiotika, verschiedene ACE-Inhibitoren und Bestatin, aber keine
Aminosauren und Tetrapeptide.® PEPT1 und PEPT2 weisen Gemeinsamkeiten beziiglich ihres
Substratspektrums auf, sie unterscheiden sich jedoch in Struktur, Kapazitit und Affinitat.>*'°
Die 3D-Strukturen der membranstandigen Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 konnten

bisher noch nicht aufgeklart werden.

Durch die Kombination eines breiten Substratspektrums und einer hohen Transportrate ist der
intestinale Peptidtransporter PEPT1 besonders gut flr die orale Wirkstoffzufihrung in den
Organismus geeignet. Seit bekannt ist, dass peptidmimetische Wirkstoffe Gber PEPT1 in den
Organismus eingebracht werden kdénnen, wurde mit groldem Einsatz nach Erkennungsstruktu-
ren gesucht, um den intestinalen Peptidiransporter als so genannte Schleuse flir weitere
Arzneistoffe zu verwenden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass durch die Konjugation von
Wirkstoffen mit Aminosauren Prodrugs gebildet werden konnten, die aktiv von PEPT1 durch
das DiUnndarmepithel transportiert werden, z. B. Valaciclovir, Valganciclovir, L-DOPA-Phe."
Nach dem Einschleusen in den Organismus erfolgt die Abspaltung der Aminosauren, wodurch
der Wirkstoff freigesetzt wird. Uber das Blut erfolgt der Transport der Pharmazeutika zu den
jeweiligen Wirkorten. Die Riickresorption von peptidartigen Verbindungen in der Niere erfolgt
geringfugig durch PEPT1, hauptsachlich jedoch durch den nierenspezifischen Peptidtranspor-
ter PEPT2. Dieser kommt neben dem Nierenepithel auch in anderen Geweben und Organen
vor, darunter Lunge und Gehirn. Durch die Expression in den Bronchien ist PEPT2 mdglicher-
weise ein viel versprechender Angriffspunkt fir zuklnftige aerosolisch applizierbare peptidahn-

liche Wirkstoffe bei pulmonaren Krankheiten.™

Einige Molecular Modelling Studien zur Erklarung unterschiedlicher biologischer Aktivitaten von
Substraten der Peptidtransporter und zur Ableitung von Erkennungsstrukturen sind bereits
durchgefiihrt worden.” Diese Studien basieren jedoch meistens auf Datensatzen mit einer
geringen Anzahl von PEPT1/PEPT2-Liganden (Substrate/Inhibitoren), oder beruhen auf
biologischen Daten, die mit unterschiedlichen Methoden an verschiedenen Expressionssyste-
men der Peptidtransporter ermittelt wurden. Solche Daten sind mitunter schwer vergleichbar.

Eine 3D-QSAR Studie, deren Grundlage ein Datensatz mit 76 Dipeptiden und Dipeptid-
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Derivaten ist, war bereits in der Arbeitsgruppe durchgeflihrt worden und bildet den Ausgangs-
t.14

punkt der vorliegenden Arbei
Ein Ziel der Arbeit war es, ein 3D-QSAR Modell zu entwickeln, um vor allem Bindungsaffinita-
ten der B-Lactam-Antibiotika zu erklaren und Erkennungsstrukturen von PEPT1 und PEPT2
abzuleiten. Ein weiteres Ziel war es, Unterschiede in der Substraterkennung von PEPT1 und
PEPT2 mit Hilfe von 3D-QSAR Modellen zu erklaren. AuRerdem sollten sich diese Modelle fur
die Voraussage unbekannter Verbindungen eignen, da dies beim Design neuer Wirkstoffe
hilfreich ist. Da B-Lactam-Antibiotika strukturverwandt mit Tripeptiden sind, war es notwendig,
diverse Tripeptide in den Datensatz aufzunehmen. Systematische Studien zur Erkennung und
zum Transport von Tripeptiden durch PEPT1 waren zu Beginn der Arbeiten zur vorliegenden
Dissertation nicht bekannt. Fur PEPT2 wurden bisher nur wenige biologische Daten (Bin-
dungsaffinitdten) von Substraten/Inhibitoren ermittelt. Bindungsaffinitaten der Tripeptidmimeti-
ka, z. B. B-Lactam-Antibiotika, konnten bislang weder erklart noch vorausgesagt werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde daher von experimentellen und theoretischen Ansatzen ausgegan-

gen:

- Fur die Generierung eines reprasentativen Datensatzes zur Durchfihrung von 3D-
QSAR Untersuchungen von PEPT1-Substraten war es zunachst erforderlich, Bin-
dungsaffinitdten einer Vielzahl von Tripeptiden an PEPT1 zu messen. AnschlieRend
wurden umfangreiche Kompetitionsexperimente mit natlrlichen PEPT2-Substraten
durchgefiihrt.

- Im theoretischen Teil der Arbeit wurden reprasentative Trainingsdatensatze fur Ligan-
den von PEPT1 und PEPT2 generiert, die fur nachfolgende CoMSIA (engl.: comparati-
ve molecular field indices analysis) Untersuchungen geeignet waren. Die Validierung
der Modelle erfolgte durch die Ermittlung der Voraussagekraft fir einen Testdatensatz.
Essenzielle Strukturmuster hochaffiner Substrate beider Peptidtransporter wurden ab-
geleitet und ein Pharmakophormodell entwickelt, das als Basis fir ein rationales Wirk-
stoffdesign verwendet werden kann. Ziel der Arbeit war es auflerdem, die Bioverflg-
barkeit von niedermolekularen Peptidwirkstoffen und Peptidmimetika zu verbessern.
Dies wurde durch Untersuchungen an 2-Aminothiazol-4-essigsaure (ATAA) und deren
Derivaten realisiert. Die daraus gewonnenen Erkenntnisse bilden die Grundlage fir

weiterfihrende Untersuchungen mit Wirkstoffkandidaten.
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2 Grundlagen

2.1 Dreidimensionale quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen (3D-QSAR)
2.1.1 Allgemeine Aspekte

Trotz der anndhernd exponentiellen Zunahme der in der Proteindatenbank (PDB) abgelegten
Strukturen sind 3D-Strukturen von Membranproteinen haufig aufgrund von Schwierigkeiten bei
der Isolation, Reinigung und vor allem der Kristallisation unbekannt.”" In solchen Fallen wird
bei der rationalen Wirkstoffentwicklung oftmals auf die Analyse der physikochemischen
Eigenschaften bekannter Liganden des betreffenden Targetproteins (Rezeptors) zurtickge-

griffen.'®

Bei 3D-QSAR Methoden werden Kenngrdfien, die von der 3D-Struktur der Substrate abgeleitet
werden kdnnen, mit ihrer biologischen Wirkung quantitativ in Beziehung gesetzt, um vor allem
Bindungsaffinitaten zu berechnen. Die Betrachtung der relativen Unterschiede zwischen den
Liganden in einem Datensatz, die man durch strukturelle Uberlagerungen der Molekiile erhalt,
steht dabei im Vordergrund. Die Bindung unterschiedlicher Liganden an einen Rezeptor beruht
auf bestimmten Anordnungen von gemeinsamen strukturellen oder physikochemischen
Merkmalen. Ziel der 3D-QSAR Untersuchungen ist es, statistisch signifikante Modelle mit
grolRer Voraussagekraft zu erstellen, um daraus neue Substanzen mit erhéhter Bindungsaffini-
tat zu entwickeln (Wirkstoffdesign) bzw. die Wirkung von Substanzen mit unbekannten
Affinitaten abzuschatzen. AuRerdem kdnnen neue Wirkstoffkandidaten, die die dreidimensio-
nale Anordnung der funktionellen Merkmale von naturlichen Substraten mimen, erarbeitet
werden."”"® Bei der vergleichenden molekularen Feldanalyse (CoMFA, engl.: comparative
molecular field analysis) und der vergleichenden molekularen Ahnlichkeitsindex Analyse
(CoMSIA, engl.: comparative molecular similarity indices analysis) werden 3D-Strukturen der
Liganden analysiert. Die Moleklleigenschaften werden in Form von elektrostatischen, steri-
schen, hydrophoben sowie Wasserstoffbriicken-Donor und -Akzeptor Feldern beschrieben. Die
Analyse dieser dreidimensionalen Eigenschaftsfelder ermdglicht die Ableitung von gunstigen
und ungiinstigen Wechselwirkungen zwischen Ligand und Rezeptor.'®?°

Durch die Analyse gemeinsamer Eigenschaften der untersuchten Verbindungen kann ein
Pharmakophormodell erstellt werden. Ein solches Modell beschreibt die raumliche Anordnung

der fur die Wirksamkeit (biologische Aktivitat) notwendigen funktionellen Gruppen oder

" Eine Zusammenstellung der bereits aufgeklarten 3D-Struturen von Membranproteinen befindet sich auf folgender
Internetseite: http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html
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physikochemischen Eigenschaften und kann anschlieBend zum Durchsuchen einer Struktur-
Datenbank nach potentiellen neuen Wirkstoffen (Liganden') verwendet werden (engl.: virtual
screening). Trotz unbekannter Struktur des betreffenden Proteins lassen sich aus solchen
ligandenbasierten Modellen oftmals wichtige Informationen zu Merkmalen der hypothetischen
Bindetasche ableiten."”'®

3D-QSAR Untersuchungen wurden fir die Analyse der Erkennungsstrukturen vieler Transpor-
ter angewendet, darunter P-Glycoprotein, organischer Kationentransporter (OCT2), Nucleosid-
Transporter (hRCNT3), Gallensauretransporter (ASBT), organischer Anionentransporter (OATP)
und PEPT1."21%

2.1.2 Voraussetzungen fiir 3D-QSAR Untersuchungen

Fir 3D-QSAR Untersuchungen mittels CoMFA und CoMSIA werden zwei verschiedene

Datensatze, ein Trainings- und ein Testdatensatz, bendétigt.

- Der Trainingsdatensatz besteht idealerweise aus 20 bis 50 Molekilen, die eine ge-
wisse strukturelle Vielfalt aufweisen und deren Bindungsaffinititen mindestens drei
Zehnerpotenzen voneinander abweichen. Eine mdglichst gleichmaRige Verteilung Gber

den gesamten Wertebereich ist dabei von Vorteil.

- Der Testdatensatz dient der Prifung der Voraussagekraft des 3D-QSAR Modells. Er
sollte Molekule enthalten, die denen des Trainingsdatensatzes strukturell &hnlich sind.
Die 3D-Strukturen der Molekile im Testdatensatz sollten innerhalb des Bereiches lie-

gen, der von den Uberlagerten Molekulen des Trainingsdatensatzes ausgefllt ist.

Prinzipielle Voraussetzung von 3D-QSAR Untersuchungen ist, dass die zu untersuchenden
Molekule am gleichen Wirkort aktiv sind und nach dem selben Bindungsmechanismus an das

jeweilige Protein binden.

Biologische Daten, die an unterschiedlichen Expressionssystemen des zu untersuchenden
Targets oder mit verschiedenen Methoden gemessen worden sind, kénnen stark schwanken.®
Deshalb werden solche Daten, die im gleichen Labor unter identischen Bedingungen ge-
messen wurden, bevorzugt fur 3D-QSAR Modelle verwendet. Mit 3D-QSAR Modellen kénnen
Wechselwirkungen zwischen hochaffinen Liganden und dem Rezeptor abgeleitet werden.

Konformationsanderungen, die wahrend des Bindungsprozesses seitens des Liganden oder

Tim Folgenden wird der Begriff Ligand fir die geometrisch und chemisch komplementare Anlagerung kleiner
Molekile (z. B. Peptide) an biologische makromolekulare Zielstrukturen (z. B. Proteine) verwendet. Diese Ziel-
strukturen (PEPT1 und PEPT2) werden nachfolgend Rezeptoren genannt
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des Proteins eintreten kénnen, kénnen mit dieser Methode nicht analysiert werden. Die
Ergebnisse der 3D-QSAR Untersuchungen sind abhangig von den verwendeten Datensatzen

und Konformationen der Liganden.?®?

2.1.3 Generierung von 3D-Strukturen der Liganden

Bevor 3D-QSAR Untersuchungen durchgefuhrt werden kénnen, missen die zu untersuchen-
den Molekiile raumlich dargestellt werden. Die Startstrukturen stammen entweder aus 3D-
Strukturdatenbanken (z. B. Cambridge-Datenbank, PDB) oder sie werden mit Hilfe verschie-
dener Programme generiert (z. B. Sybyl, MOE)."* AnschlieRend werden die Strukturen
energieminimiert. Dafur kdnnen Methoden der Quantenmechanik oder empirische Kraftfeldme-

thoden eingesetzt werden.>®

In der vorliegenden Arbeit wurde die Kraftfeldmethode angewendet. Die Energie von Moleku-
len wird in Kraftfeldern durch die Gesetze der klassischen Mechanik beschrieben. Ein Molekdl
wird dabei als ein System aus Massepunkten (Atomen) im dreidimensionalen Raum angese-
hen, die durch harmonische Krafte miteinander wechselwirken. Diese Interaktionen werden in
bindende und nichtbindende Wechselwirkungen unterteilt. Die bindenden Interaktionen werden
durch Bindungsstreckung, Winkeldeformation und Torsion beschrieben. Die nichtbindenden
Krafte schlieRen van der Waals und elektrostatische Krafte ein. Die Gesamtenergie E eines

Moleklils setzt sich folgendermalien zusammen (Gleichung 1):

E = E + EBindungswinkel + ETorsion + E + E GleiChung 1

Bindungsldnge van der Waals Coulomb

Ein Kraftfeld besteht aus den Referenzwerten fir ideale Bindungsparameter und nichtkovalen-
te Interaktionen, sowie aus Kraftkonstanten, die empirisch ermittelt wurden. Die Atome werden
als Kugeln betrachtet, deren GroRe abhangig vom jeweiligen Atomtyp ist. Sie sind modellhaft
durch Federn miteinander verbunden, deren Lange hinsichtlich des Bindungstyps variiert.
Grundlage der Berechnung der potentiellen Energie des Systems ist das Hooksche Gesetz,
mit dem die Federkraft in Abhangigkeit von der Federkonstanten und der Auslenkung
berechnet werden kann. Die einzelnen Energiebeitrage werden wie folgt berechnet (Glei-

chung 2):

E(rN) = Z ﬁ(/i _Ii,0)2 + Z ﬁ(‘9:' _‘9/,0)2+ Z ﬁ(1"'(303(”'6"_7))

Bindungslénge Bindungswinkel 2 Torsion

Fy

12 6
N N O O q.9;
n 4e || L | | L) |4 2L Gleichung 2
22 [ J ( J 411, ’
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E(r") beschreibt die potentielle Energie als eine Funktion der Position (r) der Atome (N). Die
atomspezifischen Parameter des Kraftfeldes werden durch k, /, 6 usw. dargestellt. Im ersten
Term werden die Interaktionen zwischen Atomen, die durch eine Atombindung miteinander
verknUpft sind, durch ein harmonisches Potential dargestellt. Die Energie ist umso hoher, je
mehr die Bindungslange /; von der Referenzlange /;, abweicht. Der zweite Term beschreibt die
Summe aller Bindungswinkel 6 eines Moleklils, die ebenfalls durch ein harmonisches Potential
berechnet wird. Der dritte Term beschreibt das Torsionspotential, das die Energieanderung
durch die Drehung von Bindungen angibt. Die nichtbindenden Wechselwirkungen werden
durch den vierten Term beschrieben. Sie werden zwischen allen Atompaaren i und j berech-
net, die sich entweder in verschiedenen Molekiilen befinden, oder die im gleichen Molekiil
mindestens durch drei Bindungen voneinander getrennt sind. Oftmals werden die elektrostati-
schen Wechselwirkungen durch das Coulomb-Potential und die van der Waals Wechselwir-
kungen durch das Lennard-Jones-Potential angegeben.” Die Berechnung der Partialenergie-
terme erfolgt in den meisten Kraftfeldern nach den gleichen Formeln, die Unterschiede

ergeben sich hauptsachlich aus den in den Formeln enthaltenen Konstanten.

In dieser Arbeit wurde zur Geometrieoptimierung kleiner Molekille das in der Software Sybyl

implementierte Tripos-Kraftfeld verwendet.*®

2.1.4 Konformationsanalyse der Liganden

3D-QSAR Untersuchungen basieren auf dem Vergleich von strukturellen Merkmalen der
Liganden eines Rezeptors. Grundlage solcher Analysen ist, dass die rezeptorgebundenen
Konformationen der Liganden Uberlagert werden und somit Unterschiede und Gemeinsamkei-
ten der Liganden abgeleitet werden kdnnen. Bei unbekannter Rezeptorstruktur ist es jedoch
relativ schwierig, die rezeptorgebundene Konformation eines Liganden zu bestimmen. Liegen
3D-Strukturen aus kristallographischen oder NMR-Untersuchungen von freien Liganden vor,
so kann moglicherweise auf eine gebundene bzw. aktive Konformation geschlossen werden.
3D-Strukturen von freien und rezeptorgebundenen Liganden kdnnen sich jedoch erheblich
unterscheiden. Dies wurde u.a. am Beispiel von dreidimensionalen Strukturen von freiem und
an Cyclophylin gebundenem Cyclosporin A gezeigt.*® Es ist weiterhin zu beachten, dass
Molekdle in Kristallen durch Packungskrafte andere Konformationen einnehmen kdénnen als im
aquatischen Milieu. Dennoch ist die Verwendung von Kristallstrukturen als Startstruktur fir
nachfolgende Konformationsanalysen von Vorteil.®

Konformationsanalysen kénnen zum Auffinden von Energieminima der Molekiile verwendet
werden. Die Auswahl einer relevanten Konformation aus dem Konformerdatensatz hat einen

entscheidenden Einfluss auf die 3D-QSAR Ergebnisse. Die biologisch aktive Konformation
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wird in der Regel nicht die energetisch glinstigste Konformation sein, aber in einem energe-
tisch ginstigen Bereich liegen. Die rezeptorgebundene Konformation der meisten Liganden
wird z. B. selten durch intramolekulare Wasserstoffbriicken stabilisiert sein, da die wasserstoff-
briickenbildenden Gruppen eher der Wechselwirkung mit dem Rezeptor dienen.'®"’

Enthalten die Liganden keine flexiblen Ringsysteme und weisen maximal 10 frei rotierbare
Einfachbindungen auf, kann eine systematische Konformationssuche durchgefiihrt werden.
Durch die systematische Drehung um frei rotierbare Bindungen eines Molekiils, z. B. in 30°
Schritten und anschlieRende Energieminimierung der erhaltenen Strukturen durch ein Kraftfeld
erhalt man die relativen Energien aller Konformere. Bei flexiblen Molekulen werden z. T. Uber
500 000 Konformationen bei der Konformationsanalyse gebildet. Starre Molekile bzw.
Molekulteile schranken die Zahl der moglichen Konformationen stark ein und sind deshalb bei

der Suche nach der biologisch aktiven Konformation von grof3em Vorteil.

Alternative Methoden zur Konformationsanalyse sind z. B. das Monte-Carlo-Verfahren und
31,32

Molekildynamik Simulationen (MD).
Sind keine rezeptorgebundenen Kristallstrukturen der zu untersuchenden Liganden bekannt,
kénnen biologisch relevante Konformationen durch das Verfahren des Active-Analog-
Approaches (AAA) abgeleitet werden.**** Dabei wird die Konformationsanalyse mit der Suche
nach einem Pharmakophor verbunden. Anhand der geometrischen Einschréankungen eines
starren Referenzmolekiils werden aktive Konformationen flexibler Liganden aus den Konfor-

merdatenbanken herausgefiltert.

2.1.5 Strukturelle Uberlagerung der Liganden

Im Anschluss an die Analyse der bioaktiven Konformationen der zu untersuchenden Molekiile
wird das so genannte strukturelle Alignment erstellt, das der wesentlichste Bestandteil einer
erfolgreichen 3D-QSAR Untersuchung ist. Unter dem strukturellen Alignment versteht man die
Uberlagerung aller Strukturen des Trainingsdatensatzes im dreidimensionalen Raum. Die
ausgewabhlten biologisch relevanten Konformationen missen so Uberlagert werden, dass sie
die rezeptorgebundene Situation widerspiegeln."”?*? Eine méglichst starre Verbindung, die
nur wenige Konformationen bilden kann, aber moglichst viele fur die Bindung an den
Rezeptor relevante funktionelle Gruppen enthalt, sollte als Referenzstruktur verwendet
werden. Die bioaktiven Konformationen der Liganden kénnen so Uberlagert werden, dass vor
allem solche funktionellen Gruppen miteinander verglichen werden, die jeweils an der gleichen
Stelle mit dem Rezeptor wechselwirken kénnten. Verschiedene Methoden zur Uberlagerung
von Molekilen sind bekannt, eine Zusammenstellung befindet sich im Ubersichtsartikel von
Klebe 1993."
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2.1.6 Comparative Molecular Field Analysis (COMFA)

Die vergleichende molekulare Feldanalyse (CoMFA) kann zur Untersuchung der dreidimensio-
nalen quantitativen Struktur-Wirkungsbeziehungen angewendet werden und ist ein anerkann-
tes Hilfsmittel fiir die Entwicklung neuer Wirkstoffe bei unbekannter Rezeptorstruktur.'>%>
Diese Methode beruht auf der Annahme, dass Unterschiede in den Bindungsaffinitaten der
Liganden mit unterschiedlicher Form und Starke der sie umgebenden nichtkovalenten
Wechselwirkungsfelder zusammenhangen. Zur Bewertung von sterischen und elektrostati-
schen Wechselwirkungen zwischen Ligand und Rezeptor, werden die Uberlagerten aktiven
Konformationen der Molekile eines Datensatzes in ein Gitternetz mit einer Maschenweite von

1 bis 2 A so eingebettet, dass sie weitrdumig umfasst sind (Abbildung 1).

Gitter

[ Molekiil | “Bio_ [sierisch 01/ \ sterisch 02..n [ \elektrostatisch 01..n [
Bl

Jvemr [ 51 o=~/ P 7

[ ve2 [ 63 ] / / /
/ [ 7 / / /

l
PLS
!

Bio (Wirkung) = const + 8y, X0; + SeaXe102 T+ - + Zgn Xetn + €01 %e1o1 - - T€ n Xeln

Abbildung 1: Darstellung eines Gitternetzes zur Berechnung der molekularen Felder
eines Datensatzes. Fur jeden Gitterpunkt werden die Feldbeitrage in eine Tabelle eingetra-
gen. Durch die PLS-Analyse werden die biologischen Daten (z.B. als Ig 1/K;) mit den
Feldbeitrdgen in Bezug gesetzt. Das Modell gibt in Form einer Gleichung an, an welchen
Gitterpygnkten die verschiedenen Felder Beitrage zur Erklarung der biologischen Wirkung
liefern.

Zur Ermittlung der sterischen und elektrostatischen Wechselwirkungsenergien wird meistens
ein sp’-hybridisiertes Kohlenstoffatom mit einer Ladung von +1 verwendet und auf jeden

Gitterpunkt positioniert. Fir alle Gitterpunkte werden die Wechselwirkungsenergien zwischen
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Sondenatom und jedem Atom der Molekile im Datensatz berechnet. Die Molekile werden
Uber ihre Feldeigenschaften definiert. Aufgrund der Vielzahl von Gitterpunkten und einer damit
einhergehenden Datenflut wird zur Analyse der gemeinsamen Felder der Molekile eine
multivalente Statistik, die PLS-Analyse* (engl.: partial-least-squares) angewendet, die in

Kapitel 2.1.8 beschrieben ist.

Die van der Waals Interaktionen werden mittels des Lennard-Jones Potentials Es am Gitter-
punkt j beschrieben (Gleichung 3). Die Konstanten A;und C; hangen jeweils von den van der
Waals Radien der Atome ab. Der Abstand zwischen Sonde und Atom wird durch r beschrie-

ben.

Q

EC,j :Z 9,

i-1 € r,j

Gleichung 3

Elektrostatische Wechselwirkungen basieren auf dem Coulomb-Potential (Ec). Dabei be-
schreibt g die Partialladung des Atoms i bzw. des Sondenatoms j und ¢ die Dielektrizi-

tatskonstante (Gleichung 4).

Q

EC,j :Z 9,

i-1 € r,j

Gleichung 4

Aus dem analysierten Modell wird schliellich ersichtlich, an welchen Gitterpunkten Feldbeitra-
ge auftreten, die signifikant zur Erklarung der Bindungseigenschaften beitragen. Die Auswer-
tung der CoMFA-Analyse erfolgt graphisch durch Konturdiagramme, die solche Bereiche der
Felder im dreidimensionalen Raum reprasentieren, die signifikante Beitrdge zum dargestellten
Modell liefern. Diese Konturdiagramme kennzeichnen Regionen, in denen die Uberlagerten
Molekile eventuell glinstig oder ungunstig mit dem mdglichen Umfeld (Protein) wechselwirken.
Die Interpretation der Konturdiagramme erlaubt Anderungen an der Leitstruktur zur Verbesse-

rung der Affinitat eines Molekiils an ein Protein.

Wenn der Abstand zwischen Atom und Sonde gegen Null geht, nehmen Lennard-Jones- und
Coulomb-Potential unendlich groRe Werte an. Daher werden in der CoMFA-Analyse Grenz-
werte gesetzt (Abbildung 2), um die hohen Energiewerte an der Oberflache von Atomen zu
vermeiden. Die potentiellen Evaluierungen bei CoMFA sind dadurch auf Bereiche aullerhalb
der Molekule beschrankt. Bei der Annaherung der Atome wachst das Lennard-Jones-Potential
schneller an, als das Coulomb-Potential. Die festgesetzten Grenzwerte werden daher in
unterschiedlicher Entfernung zum Atom bzw. Molekdul erreicht, was schwer interpretierbare und

oftmals ,zerrissene” molekulare Felder zur Folge hat.'?

* Methode der kleinsten Fehlerquadrate
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E(r) Lennard-Jones-
T Potential, ColMFA

/s
Grenzwert

/

Gauss-Kurve
CoMslA

Coulomb-Potential,
ColMFA (identische
Ladungen)

Coulomb-Potential,

Gauss-Kurve
CoMSIA

\ CoMFA (identische
Ladungen)

—/ / Grenzwert

Abbildung 2: Lennard-Jones und Coulomb-Potential (CoMFA) im Vergleich zur Gauss-
Funktion (CoMSIA)."

2.1.7 Comparative Molecular Similarity Indices Analysis (CoMSIA)

Im Gegensatz zu CoMFA werden bei CoMSIA keine Wechselwirkungsenergien berechnet,
sondern die relativen Unterschiede der verschiedenen Molekule Uber sterische und physiko-
chemische Eigenschaften im Raum ermittelt.’® Anstelle von Coulomb- und Lennard-Jones-
Potential werden bei CoMSIA GauRfunktionen verwendet, um AhnlichkeitsmaRe zwischen
Sonde und dem Molekul abstandsabhangig zu definieren (Abbildung 2). Im Gegensatz zum
hyperbolen Verlauf der Lennard-Jones- und Coulomb-Funktionen strebt die Gaul3sche
Glockenkurve fir kleiner werdende Abstande gegen einen endlichen Wert. Es mlssen keine
Grenzwerte eingesetzt werden, wodurch auch solche Regionen betrachtet werden kénnen, die
nahe an der Atomoberflache liegen. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass sich dadurch
die molekularen Felder leichter (eindeutiger) als bei der klassischen CoMFA Methode interpre-

tieren lassen.
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Auch bei CoMSIA werden die Uberlagerten Molekile in ein Gitternetz eingebettet, dessen
Gitterpunkte mit geeigneten Sondenatomen besetzt werden. An jedem Gitterpunkt wird der
Annlichkeitsindex (Af) firr ein Molekiil (j) mit der Eigenschaft k berechnet (Gleichung 5).

n 2
Ag,k (./) = prrobe,kwi,keiariq Gleichung 5

i
Die Ahnlichkeit an den Gitterpunkten g wird durch die Eigenschaften des Sondenatoms
(Wprobe, k) UNd durch die physikochemischen Eigenschaften der Atome bestimmt. Der Abstand
Xig wird durch die Gauf¥funktion beschrieben und legt die Abstandsabhangigkeit zwischen
Gitterpunkt g und Atom i fest. Die Breite der Gaulfunktion wird Gber den Abschwachungsfaktor
a bestimmt. Die Ahnlichkeitsindices kénnen durch eine Vielzahl von Eigenschaften k bestimmt
werden. Die Beschreibung der Molekile Uber atombasierte Eigenschaftswerte wj « bildet dabei

die Voraussetzung fur die Berechnung.

Die so erhaltenen eigenschaftsspezifischen Ahnlichkeitsfelder werden mit biologischen
Aktivitaten korreliert. Durch die Aufteilung des AhnlichkeitsmaRes in einzelne raumliche und
physikochemische Eigenschaften kann genau ermittelt werden, an welcher Stelle im Molekiil
welche Eigenschaft einen Einfluss auf die biologische Aktivitat hat."®'® Die Bewertung der
Daten erfolgt wie bei CoMFA mittels der PLS-Methode (Kapitel 2.1.8). Die resultierenden
Konturdiagramme kennzeichnen, im Unterschied zu CoMFA, Areale innerhalb der von
Liganden besetzten Regionen, die eine bestimmte Gruppe mit den jeweiligen physikochemi-
schen Eigenschaften favorisieren oder meiden. Wenn eine bestimmte Eigenschaft im Bereich
der uberlagerten Molekule signifikant mit den Bindungsaffinitaten korreliert, wird diese Region

hervorgehoben.™

Ergebnisse aus CoMFA und CoMSIA Untersuchungen sind vergleichbar.”® Der Vorteil der
CoMSIA-Methode liegt in der eindeutigeren Bewertung der Molekiilfelder der graphischen
Darstellung. Dies vereinfacht die Entwicklung neuer Wirkstoffstrukturen. In der vorliegenden

Arbeit wurde deshalb nur die CoMSIA-Methode angewendet.

2.1.8 PLS-Analyse

Bei der Korrelation einer grofden Anzahl von Deskriptorvariablen (X, z. B. Feldeigenschaften
der Gitterpunkte), mit den Zielvariablen (Y, z. B. biologische Aktivitdten), entsteht eine regel-
rechte Datenflut. FUr die Analyse der gemeinsamen Felder der Molekile wird daher eine
multivalente Statistik angewendet, die PLS-Analyse.*” Aus den vielen X-Variablen werden
nach einem bestimmten Algorithmus Gruppen zu einer neuen Variable (einer Hauptkomponen-

te) zusammengefasst. Diese Variablen missen unabhangig (orthogonal) voneinander sein und
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bestmdglich mit der ZielgréRe korrelieren. Diese so genannten latenten Variablen sind keiner
messbaren Grolke zuzuordnen und daher kaum noch interpretierbar. Zur Kontrolle der Qualitat
des Modells werden verschiedene Validierungsverfahren angewandt. Bei der leave-one-out
(LOO) Kreuzvalidierung werden so viele Modelle, wie Datenpunkte (Molekulle) im Datensatz
vorhanden sind, erstellt. Fur jedes Modell wird jedoch ein Molekill ausgelassen und dessen
Aktivitat mit dem bereits erstellten Modell vorausgesagt. Nachdem die Aktivitaten jedes
Molekiils vorausgesagt worden sind, werden sie mit den experimentellen Werten verglichen.
Die Abweichung der vorausgesagten von den experimentellen Daten ist ein Mal} fiir die Gute
des Modells. Der quadrierte Korrelationskoeffizient g und der PRESS-Wert (Summe der

Abweichungsquadrate) sind dabei wichtige statistische Kenngrofien (Gleichung 6 und 7).

PRESS = Z(Yp,ed ~Yexo )2 Gleichung 6

2
, 1-PRESS ;(Ypfed Vo) Gleichuna 7
~ Varianz(Y) Z(Y —Y )2 elehting

exp mean

n

Yored ... VOrausgesagte Aktivitat; Ye,, ... experimentelle Aktivitat;

Y-mean -.. Mittelwert aller Yo,,; n ... Anzahl der Molekule im Datensatz
Fiir COMFA/CoMSIA-Analysen werden g?Werte {iber 0,3 als statistisch signifikant akzeptiert.”®
Ein g’Wert von +1 entspricht einem perfekten Modell, das die biologischen Aktivitaten der
ausgeschlossenen Liganden ohne Abweichung vorhersagen kann. Negative g*Werte
bedeuten, dass die Vorhersage des Modells schlechter ist als der einfache Mittelwert aller
Aktivitdtsdaten. Der gesamte Vorgang besteht aus mehreren PLS-Rechnungen mit jeweils
unterschiedlicher Anzahl latenter Komponenten. Die optimale Komponentenzahl ergibt sich
aus der Kombination des niedrigsten PRESS Wertes mit dem hochsten g®-Wert. Die Robust-
heit des Modells kann durch weitere Kreuzvalidierungen, die mehrere Molekiile ausschlieRen
(z. B. leave-five-out (L50)) uberpruft werden. Damit kdnnen auch zufallige Wechselbe-
ziehungen bei der Korrelation erkannt werden. Eine quantitative Fehlerabschatzung bei der
Kreuzvalidierung wird durch die statistische GroRe spress (kreuzvalidierte Standardabwei-

chung) ermdglicht (Gleichung 8).

|PRESS
Spress = n_—a_1 Gleichung 8

a ... Anzahl der verwendeten Komponenten

Mit steigender Anzahl an Komponenten steigen auch die g*-Werte. Allerdings nur so lange, wie

die zusatzlichen Komponenten signifikante Informationen enthalten. Werden zu viele Kompo-
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nenten benutzt, steigt die Wahrscheinlichkeit, dass irrelevante oder zufallig korrelierte Kompo-
nenten einbezogen werden. Dies filhrt zu einem Sinken des gWertes und zu einem Anstieg
von Spress. Die Zuordnung der resultierenden Felder von Modellen mit geringen Variablenzah-

len ist demnach eindeutiger.*

Mit der so erhaltenen optimalen Komponentenzahl wird eine letzte PLS-Analyse (Final Run)
durchgefiihrt, wobei alle Molekiile in die Rechnung eingehen. Der daraus erhaltene Korrelati-
onskoeffizient /# ist ein MaR fir die Gesamtkorrelation, d. h. fur die Vorhersagekraft des

Modells. S entspricht der Standardabweichung der Gesamtkorrelation (Gleichung 9 und 10).

(Yf‘t -Y, )2
rf=1- % =/ _ Gleichung 9
(ymean - Yexp )2
S= w Gleichung 10
n—a-—

Ys ... angepasste Bindungsaffinitaten

Mittels des Fischer-Tests (F) wird die statistische Signifikanz Gberprift. Je hdher der Wert flr
F, desto hoher die statistische Signifikanz (Gleichung 11).

2 Gleichung 11

Die Vorhersagekraft eines Modells kann mit dem Parameter rzpred bestimmt werden (Glei-
chung 12). SD ist die Summe der quadrierten Differenzen zwischen den biologischen Aktivita-
ten der Molekiile aus dem Testdatensatz und dem Mittelwert der biologischen Aktivitdten der
Molekile im Trainingsdatensatz. Der PRESS-Wert (Gleichung 6) gibt hier die Summe der
quadrierten Differenzen der gemessenen und der vorausgesagten biologischen Aktivitaten der

Verbindungen im Testdatensatz an.

riea =1-(PRESS/SD) Gleichung 12
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2.2 Peptidtransport
2.2.1 Lokalisation und Funktion von PEPT1 und PEPT2

Der enzymatische Abbau von Nahrungsproteinen beginnt im Magen durch Einwirkung von
Pepsin. Der Grofdteil der hydrolytischen Spaltungen erfolgt im Darmlumen unter Einwirkung
von Endo- und Exopeptidasen des Pankreassekrets. In der Birstensaummembran des
Jejunums werden diese Spaltprodukte durch Amino- und Oligopeptidasen weiter abgebaut.
Zuerst vermutete man, dass Aminosauren als Spaltprodukte des Proteinverdaus durch den
Magen-Darm-Trakt in das Blut aufgenommen werden. In den 1960er Jahren wurde erstmals
bewiesen, dass Dipeptide intakt durch das Diinndarmepithel transportiert werden.***° Die
Anreicherung von Dipeptiden, wie z. B. Gly-Sar und Carnosin (B-Alanyl-L-Histidin), in den
Epithelzellen des Darmes von Ratten wurde in den 1970er Jahren nachgewiesen.***' Der
Transport von B-Lactam-Antibiotika durch Rattendarm konnte erstmals in den 1970er Jahren
gezeigt werden.*?** Heutzutage ist bekannt, dass Di- und Tripeptide durch Epithelzellen mittels
des epithelialen Transporters PEPT1 aufgenommen und dort weiter verdaut werden.*** Die
entstandenen Aminosauren und Dipeptide werden durch Transporter in der basolateralen
Membran der Epithelzelle in den extrazelluldren Raum und somit ins Blut transportiert (Abbil-
dung 3).

Proteine

Aminoséuren GroRe Peptide Di- und Tripeptide

luminal

serosal

Abbildung 3: Verdauung und Resorption von Proteinen im Diinndarm. 1) Peptidasen im
Darmlumen; Peptidasen (2), Aminosauretransporter (3) und Peptidtransporter (4) in der
Luminalmembran; 5) Peptidasen im Cytosol; 6 und 7) Aminosaure und Peptidtransporter in
der Serosalmembran.*

Ende der 1960er Jahre wurde erstmals Uber die renale Absorption von hydroxyprolinhaltigen

Dipeptiden, die durch den Abbau von Kollagen in den Nephronen der Niere entstehen,

t.46

berichtet.™ Wenig spater wurde die L-Carnosin Aufnahme in den Nierenkortex von Ratten

gemessen.”’ In den frilhen 1980er Jahren wurde erstmals der Transport von Aminocepha-

losporinen iiber die renale Biirstensaummembran durch Peptidtransporter beschrieben.*®4
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Der aktive Transport von Dipeptiden gegen das Konzentrationsgefalle in renalen BBMV wurde
erstmals anhand hydrolysestabiler Peptide beschrieben.® Seit 1987 ist bekannt, dass im
Nierenepithel zwei unterschiedliche Transporter exprimiert werden, die spater als PEPT1 und
PEPT2 bezeichnet wurden.®' Drei Jahre spater wurde der Transport von intakten Tripeptiden
Uiber die renale Biirstensaummembran bewiesen.? In den Nieren erfolgt die Reinigung des
Blutes durch glomulare Ultrafiltration (Abbildung 4). Das sehr durchlassige Endothel der
BlutgefalRe in den Glomeruli filtert alle Substanzen aus dem Blut heraus, deren Molekularge-
wicht kleiner als 65 kDa ist. Neben Harnstoff werden auch Fremdstoffe, wie z. B. Medikamente

und Gifte, aber auch Nahrstoffe (Aminosauren, Peptide, Glucose) aus dem Blut entfernt.
Proximaler Tubulus

S1

Glomerulum
52

Distaler Tubulus

s3

Cortex

Aussere
Medulla

Inhere
Medulla

Henle-
Schieife Sammelrohr

Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines Nephrons. Das zu reinigende Blut in den
Kapillaren des Glomerulums wird durch die Kapillarwénde filtriert, so dass gréRere Bestand-
teile (z. B. Blutzellen und Proteine) zuriickgehalten werden. Das so genannte Ultrafiltrat
(Primarharn) wird von der Bowmanschen Kapsel aufgenommen und in die Nierenkanalchen
(proximaler Tubulus, Henle Schleife und distaler Tubulus) weitergeleitet. Dort erfolgt die
Ruckresorption von Soluten und Wasser. Der Endharn wird dem Nierenbecken Uber das
Sammelrohr zugefihrt.

Im proximalen Tubulus der Niere werden fir den Organismus wichtige Nahrstoffe durch
membranstandige Transporter rickresorbiert. Beide Peptidtransporter (PEPT1 und PEPT2)
wurden in der apikalen Membran der epithelialen Zellen des proximalen Tubulus der Niere
nachgewiesen. PEPT1 befindet sich im S1-Segment, hingegen kommt PEPT2 im S2- und S3-
Segment des proximalen Tubulus vor (Abbildung 4). Durch das Vorhandensein beider
Peptidtransporter ist eine effiziente Rickresorption von Di- und Tripeptiden sowie Peptidmime-

tika aus dem Glomularfiltrat der Niere gewahrleistet.*
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Neuere Ergebnisse von Untersuchungen mit Pept2 (-/-) Knockout Mausen zeigen, dass
PEPT2 der funktionell dominante Peptidtransporter der Niere ist.>** Mannliche Pept2 (-/-)
Knockout Mause wiesen auflerdem ein geringeres Korpergewicht und niedrigere relative
Herzfrequenzraten auf. Bei weiblichen Tieren wurden Nieren mit niedrigerem relativen Gewicht
nachgewiesen. Die Mangelmutanten passten ihre Nahrungsaufnahme an den Proteingehalt
der Nahrung an. Bei grofiem Proteinangebot nahmen die Mause weniger, bei geringem

Proteinangebot deutlich mehr Nahrung auf.*®

Die Bezeichnungen ,intestinaler* (PEPT1) bzw. ,renaler (PEPT2) Peptidtransporter leiten sich
von den ursprunglichen Entdeckungsorten ab. Seither konnten sie in einer Reihe anderer
Organe und Gewebe lokalisiert werden. Der Peptidtransporter PEPT1 der Sauger ist haupt-
sachlich im Dinndarmepithel, in der apikalen Membran der Enterocyten lokalisiert, aber auch
in Epithelzellen des Pankreas, der Leber, der Niere und des Gallenganges.’®®? PEPT?2
hingegen existiert in einer grofRen Anzahl von Geweben, wie z. B. Niere, Lunge, Gehirn,
laktierende Brustdriise, Hirnanhangdriise, Hoden, Prostata, Ovarium, Uterus und Auge.*%*%
Unlangst konnte PEPT2 in Herzzellen sowie im Nervensystem des Darmes nachgewiesen
werden.”""

Die Bedeutung von PEPT1 im Epithel der Bauchspeicheldrise ist bisher weitestgehend
unbekannt. Im Nukleus von Lysosomen des exokrinen Pankreas transportiert PEPT1 vermut-
lich kleine Peptide aus den Lysosomen, die durch intralysosomalen Proteinabbau entstehen, in
das Cytoplasma.®” Uber die Funktion von PEPT1 im Epithel des Gallenganges ist ebenfalls
wenig bekannt. Méglicherweise gelangen potentielle Substrate von PEPT1 durch Sekretion
aus den Hepatozyten in die Gallenflissigkeit oder sie entstehen durch den Abbau von

gréReren Peptiden aus der Galle.®?

Der Choroid Plexus bildet eine epitheliale Barriere zwischen Blut und ZNS und liefert dem
Gehirn essentielle Nahrstoffe und Vitamine aus dem Blut. Gleichzeitig werden Proteine,
Polypeptide und Metabolite aus der Cerebrospinalflissigkeit entfernt. Das apikale Choroid
Plexus Epithel ist neben einer Vielzahl von Membrantransportern auch mit dem Peptidtrans-
porter PEPT2 ausgestattet. PEPT2 agiert dort als Efflux-Transporter und kénnte bei der
Regulierung des Neuropeptidgehaltes im Gehirn involviert sein.>*%*%"277 |n Pept2 (-/-)
Knockout Mausen wurde der Gly-Sar Transport in Choroid Plexus Zellen beeintrachtigt.”®"®

Im Lumen der Alveolen (Lungenblaschen) sind zahlreiche Ectopeptidasen enthalten, die
Proteine zu Peptiden metabolisieren. Die physiologische Bedeutung von PEPT2 kénnte in der
Beseitigung dieser Metabolite aus dem alveolaren Lumen liegen. Beglnstigt durch die grof3e

Oberflache, kdnnte das Vorkommen von PEPT2 in der Lunge der Schlissel zur Entwicklung
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von neuen therapeutischen Strategien sein, um Wirkstoffe durch aerosolische Administration
bei der Behandlung von infektidsen und neoplastischen Krankheiten in den Organismus

einzuschleusen.'?%°

2.2.2 Transportmechanismus von PEPT1 und PEPT2

PEPT1 und PEPT2 sind tertiar aktive Transportsysteme. Die Kombination eines nach innen
gerichteten H*-Gradienten und eines auf der Innenseite vorhandenen negativen Membranpo-
tentials ist die treibende Kraft des aktiven Peptidtransports (Abbildung 5). Der H*-Gradient wird
durch die kombinierte Aktivitat einer Na’/K* ATPase (1) in der basolateralen Membran und
eines Na'/H*-Austauschers (2) in der apikalen Membran aufrechterhalten.* Das extrazellulare

Mikroklima, dicht an der apikalen Zellmembran des Jejunums der Ratte, weist einen pH-Wert

von ca. 6,0 bis 6,8 auf.8%%2
basolaterale apikale
Membran Membran
{
+ -
+ |- Na*
+ -
4l - H*
+ -
ATP
j_ 2K
1 3 Na'
ADP+P
H+
Substrat:
Di- und Tripeptide,
\ Peptidomimetika
Epithelzelle

Abbildung 5: Schematische Darstellung an der Peptidaufnahme beteiligter Transport-
prozesse der Enterocyte. 1) Na'/K'-ATPase; 2) Na'/H'-Austauscher, 3) H'/Peptid-
symporter.*

Der Transport des Substrates verlauft nach einem geordneten, simultanen Mechanismus,
indem das Proton zuerst gebunden wird.?® Die extrazelluldren Protonen werden dabei mit dem
Substrat in die Zellen hinein transportiert.* Die Stochiometrie des Transports ist bei PEPT1
und PEPT2 verschieden. Bei PEPT1 ist das Verhaltnis Proton zu Substrat entweder 1 : 1 oder
2 :1 und hangt von der Ladung des Substrates sowie der Position der Ladung im Dipeptid
ab.%% Fir PEPT2 wurde fiir neutrale Dipeptide ein H*/Substrat-Verhéltnis von 2: 1, fiir

t.61

anionische Dipeptide von 3 : 1 und fiir kationische Dipeptide von 1,4 : 1 ermittelt.®’ Ubersichten

zum Transportmechanismus sind Bestandteil zahlreicher Artikel.>®"
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2.2.3 Molekularer Aufbau der H'/Peptidsymporter

Durch Expressionsklonierung in Xenopus laevis Oozyten ist es 1994 erstmals gelungen, durch
Isolierung der cDNA die genetische Information zunachst fur den intestinalen Peptidtransporter
(PEPT1) und kurz darauf auch fur den renalen Peptidtransporter PEPT2 des Kaninchens zu
identifizieren.**%%% H*/Peptidsymporter wurden bereits in vielen Organismen nachgewiesen,
darunter Mensch, Ratte, Maus, Schwein, Affe, Truthahn und Zebrafisch.%'%

PEPT1 (SLC15A1) und PEPT2 (SLC15A2) gehdren der SLC-Familie (engl.: solute carrier) der
protonenabhangigen Oligopeptidtransporter an. Dieser Familie werden aulerdem die Pep-
tid/Histidin Transporter PHT1 (SLC15A3) und PHT2 (SLC15A4) zugeordnet.®*%

Die Primarstruktur von hPEPT1 besteht aus 708 und hPEPT2 aus 729 Aminosaureresten. Das
Molekulargewicht betragt ~79 kDa (PEPT1) und ~82 kDa (PEPT2). Bei beiden Transportern
handelt es sich um polytope integrale Membranproteine, die aus 12 Transmembrandomanen
(TMD) bestehen. Die N- und C-Termini befinden sich jeweils im Cytosol.***® Charakteristisch
fir beide Peptidtransporter ist die grofde, hydrophile Schleife zwischen der neunten und
zehnten TMD (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Modell der hypothetischen Membrantopologie von PEPT1. Das Protein
besteht aus 12 Transmembrandomanen, dessen N- und C-Termini im Cytosol liegen. Die
funktionell wichtigen Domanen sind gelb dargestellt. Farbige Aminosaurereste sind fir die
Funktion essentiell."
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Die Primarstrukturen von PEPT1 und PEPT2 weisen 50 % Identitdt und 70 % Homologie
zueinander auf.”® Die Ahnlichkeit von PEPT1 und PEPT2 ist im Bereich der TMD héher als in
der extra- bzw. intrazelluldren Schleife. Die gréfdten Unterschiede beider Proteine befinden
sich am N- und C-Terminus.' Aufgrund der Homologie der Aminosduresequenzen kann
vermutet werden, dass die Bindetaschen von PEPT1 und PEPT2 ebenfalls gewisse Ahnlich-
keiten aufweisen, wie es bei anderen peptidbindenden Proteinen (z. B. dem oligopeptidbin-
denden Protein (OppA) und dem dipeptidbindenden Protein (Dpp) durch Roéntgenkristallstruk-

turen gezeigt worden ist. %%

Die Peptidtransporter weisen mogliche N-Glykosylierungsstellen sowie Erkennungsstellen fur
Proteinkinasen auf. Dies deutet auf eine moégliche Regulation durch reversible Phosphorylie-

rung hin.>*

Viele Untersuchungen zur Aufklarung der Substraterkennungsstelle wurden mit Chimaren aus
PEPT1 und PEPT2 durchgefiihrt. Eine detaillierte Beschreibung der méglichen Funktionen der
Transmembrandomanen und einzelner Aminoséurereste befindet sich im Ubersichtsartikel von
Rubio-Aliaga & Daniel."" Durch die ortsgerichtete Mutagenese wurden das His57 in PEPT1
und His87 in PEPT2 als mégliche Protonenbindestelle identifiziert.®"""®""" Fiir den Transport
der Substrate konnten die hoch konservierten Aminosaurereste Tyr167, Arg282, Trp294 und
Glu595, von PEPT1 als essentiell identifiziert werden.''?""® Uberdies sind die Aminosauren 1-
59, die die erste und zweite TMD von PEPT1 bilden, moglicherweise an der Substratbindung
beteiligt.""* Es wird auRerdem vermutet, dass die Substratbindetasche von PEPT1 hauptséch-
lich aus aromatischen Aminoséureresten besteht.'” Mit dem derzeitigen Kenntnisstand kann
nicht unterschieden werden, ob die fir die Substratbindung bzw. flr die Transportfunktion
essentiellen Aminosauren direkt mit dem Substrat wechselwirken oder ob sie durch intramole-
kulare Wechselwirkungen die aktive Konformation des Proteins sicherstellen. Die Substratbin-
destelle setzt sich vermutlich aus Aminosaureresten zusammen, die Uber die gesamte Lange
der Primarstruktur des Proteins verteilt sind. Méglicherweise wird die Substratbindestelle erst
durch eine bestimmte Anordnung der Proteindomanen in der dreidimensionalen Struktur
gebildet. Die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur ist daher notwendig, um umfassende
und detaillierte Informationen Uber die Struktur-Funktions-Beziehungen der einzelnen Amino-

saurereste zu erhalten.
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2.3 Struktur-Wirkungsuntersuchungen von Liganden der Peptidtransporter
PEPT1 und PEPT2

2.3.1 Untersuchungsmethoden
2.3.1.1 Experimentelle Ansétze

Die Interaktion der Peptidtransporter mit verschiedenen Liganden wurde hauptsachlich durch
Kompetitionsexperimente ermittelt. Anfangliche Untersuchungen wurden mit in vivo und in vitro
Perfusionsstudien durchgefiihrt (loops, Dual-Infusions-Technik; zu Ubersichten siehe Kararli
1989 und Chesney et al. 1993).""®""® Auch Gewebe- und Zellinkubationen wurden angewen-
det, um den Transport von Substanzen an epithelialen Schranken zu messen (,everted
sacs”, USSING-Technik, Inkubation von Schnitten, isolierten Zellen, Primarkulturen, Karzi-
nomzellen)."'®'?? Spater erfolgten Untersuchungen mit isolierten Biirstensaummembran-
Vesikeln (BBMV).*'*12% Geit Anfang der 1990er Jahre werden viele Transportstudien an
Zelllinien durchgefihrt. Die Zellline Caco-2 exprimiert hPEPT1 und wurde urspriinglich aus
einem menschlichen Dickdarmtumor isoliert.”® SKPT-0193 Cl.2 Zellen stammen aus dem
proximalen Nierentubulus der Ratte und exprimieren rPEPT2.'® Die Klonierung beider
Transporter ermdglichte die heterologe Expression von PEPT1 und PEPT2 in geeigneten
Zellen, z. B. in Saugerzellen, wie HeLa und LLC-PK;, aber auch in die Hefe Pichia pastoris
oder Oocyten des Krallenfrosches Xenopus laevis.®%*%12"128 | etzteres System wird haufig fiir

Messungen des Transmembrantransports verwendet.
2.3.1.2 Computerbasierte Ansétze

Fir PEPT1 sind eine Reihe von Molecular Modelling Studien durchgefiihrt worden, in denen
3D-Strukturen verschiedener Verbindungen miteinander verglichen worden sind. Diese
Arbeiten hatten entweder das Ziel, unterschiedliche Bindungsaffinitaten bzw. Transportraten
verschiedener Substrate der H*/Peptidsymporter zu analysieren oder die Erkennungsstruktur
von PEPT1 abzuleiten. Auflerdem wurden Wechselwirkungen zwischen Substrat und Protein
abgeleitet."""'?*'3 Ein Ziel von 3D-QSAR Untersuchungen war es, Bindungsaffinitaten bzw.
den Transport unbekannter Verbindungen vorauszusagen.™'? In den bisher durchgefiihrten
Molecular Modelling Studien wurden unterschiedliche Datensatze generiert und verschiedene

Methoden angewendet.

In den ersten Untersuchungen wurden pharmakophore Muster fir PEPT1 mittels Konformati-
onsanalysen und AAA erarbeitet.'%1%912913+136 pbg die natiirlichen Substrate von PEPT1 und

PEPT?2 viele frei drehbare Bindungen enthalten, wurden flir Konformationsanalysen oftmals die
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starreren R-Lactam-Antibiotika oder ACE-Inhibitoren verwendet.'®'¥"'3 |n einer Studie wurde
die dreidimensionale Struktur des R-Lactam-Antibiotikums Cephalexin als Referenzstruktur
verwendet, um mdgliche Konformationen von Val-Val und Val-Val-Val Stereoisomeren zu
untersuchen.™® In einer anderen Molecular Modelling Studie wurden mégliche Konformationen
der B-Lactam-Antibiotika und von Dipeptid-Derivaten in einem simulierten Proteinumfeld
analysiert.”®" Ein Pharmakophor, das anschlieRend fiir ein virtuelles Screening von Struktur-
banken verwendet wurde, wurde aus Konformationsanalysen von Gly-Sar, Bestatin und
Enalapril abgeleitet.™® Erst kiirzlich wurden Konformationsanalysen von 76 Dipeptiden und -
Derivaten sowie 5 Tripeptiden durchgefihrt, um Merkmale abzuleiten, die glnstig fiir den
Transport durch PEPT1 sind.""”

Die hypothetische Erkennungsstruktur von PEPT1 wurde erstmals von einem Modell abgelei-
tet, das auf 24 Verbindungen (Di- und Tripeptide, -Lactam-Antibiotika, ACE-Inhibitoren usw.)
basierte.*? Jedoch wurden in diesem Modell biologische Daten von PEPT1 und PEPT2
vermischt, die aulRerdem mit verschiedenen Methoden an unterschiedlichen Expressionssys-
temen unter ungleichen Bedingungen (z. B. unterschiedliche pH-Werte) gemessen worden
sind. Diese Daten sind deshalb zur Ableitung der Erkennungsstruktur von PEPT1 wenig
geeignet. AuRerdem wurden die Seitenketten der verwendeten Molekile nicht in der 3D-

Analyse berlicksichtigt.

Die erste CoMFA-Analyse von PEPT1 Substraten wurde mit einem Datensatz aus 8 verschie-
denen B-Lactam-Antibiotika und 2 ACE-Inhibitoren durchgefiihrt."*' Die Korrelation der 3D-
Strukturen mit den jeweiligen K-Werten lieferte negative g°-Werte. Die Verwendung der
dimensionslosen Transporter-Permeabilitdt, die aus der Bindungskonstante K; und dem
maximalen Flux der Verbindungen berechnet wurde, lieferte ein CoMFA-Modell mit folgenden
statistischen Parametern: g?= 0,754 und r* = 0,998. Die Voraussagekraft des Modells wurde
nicht getestet.'’

Die Aufnahmeraten 20 verschiedener B-Lactam-Antibiotika in Caco-2 Zellen wurden in einer
3D- und 2D-QSAR Studie untersucht.'*? Das erstellte CoMFA-Modell wurde mit drei Kompo-
nenten berechnet und wies zufrieden stellende statistische Parameter auf (rp,ed2 = q2 =0,759;
r? = 0,956). Das 2D-Modell wurde durch Verwendung eines genetischen Algorithmus erstellt.
Verglichen mit dem 3D-Modell, war das 2D-Modell fir die Voraussage der Transportraten
geeigneter. Der Nachteil des 2D-Modells liegt darin, dass es keine einfach zu interpretierenden

Informationen fiir das Design von hochaffinen Verbindungen liefert.'*

Ein 3D-QSAR Modell, das aus 79 Dipeptiden und Dipeptid-Analoga (K; = 0,01 bis 100 mM)
generiert wurde, zeigte fir COMFA Korrelationskoeffizienten von r?=0,901 und ¢*= 0,642
sowie r# = 0,913 und ¢? = 0,776 fiir CoOMSIA." Beide Modelle wurden anhand eines Testdaten-
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satzes, bestehend aus 19 Verbindungen hinsichtlich ihrer Vorhersagekraft getestet und sind fur
die Prognose von K-Werten ahnlicher Verbindungen geeignet. Dieses 3D-QSAR Modell ist auf
die Grofe von Dipeptiden und Dipeptid-Analoga beschrankt. Die nattrlichen Substrate von
PEPT1 erstrecken sich jedoch vom kleinsten Dipeptid Gly-Gly bis zum gréften Tripeptid Trp-
Trp-Trp. Bindungsaffinitaten von Tripeptiden und Tripeptidmimetika, z. B. B-Lactam-Antibiotika,
konnten bisher nur ansatzweise erklart und nicht vorausgesagt werden. Die Erweiterung des
zuletzt beschriebenen CoMSIA-Modells mit zahlreichen Tripeptiden und B-Lactam-Antibiotika
ermoglicht eine detailliertere raumliche Vorstellung der bislang unbekannten Bindetasche von
PEPT1. Die Erklarung und Vorhersage von Bindungsaffinitidten der B-Lactam-Antibiotika an

PEPT1 war Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Eine QSAR-Studie von 25 Tripeptiden und Tripeptidmimetika wurde erst vor kurzer Zeit
beschrieben.’ Die Bindungsaffinitaten der verwendeten Molekiile lagen im Bereich von
Ki=0,15 bis 25 mM. Grundlage des QSAR-Modells (2 Komponenten, #=0,74 ¢°=0,54)
waren bestimmte Deskriptoren (VolSurf®) zur Beschreibung der Oberflaicheneigenschaften der
Molekiile."® Anhand dieses Modells konnten solche strukturellen Eigenschaften abgeleitet

werden, die gunstig fur die Erkennung von PEPT1 sind.

Die Ergebnisse, die mit 3D-QSAR Methoden erarbeitet werden, hangen jeweils vom
verwendeten Datensatz ab. Trotz der vielen verschiedenen Methoden erganzen sich die
beschriebenen Resultate. Sie sind neben den experimentellen Ergebnissen in den folgenden

Kapiteln zusammengefasst.

2.3.2 Ergebnisse bisheriger Analysen zu Struktur-Wirkungsuntersuchungen von Substraten
von PEPT1 und PEPT2

2.3.2.1 Einteilung der PEPT1/PEPT2-Liganden

Ein wichtiger Aspekt fiir die Betrachtung bzw. den Vergleich der Substratspezifitat von PEPT1
und PEPT2 ist die Einteilung der Affinitdten der Liganden (Tabelle 1). Sie erfolgte fir PEPT1
und PEPT2 nach den vorgeschlagenen Kategorien von Brandsch.®''* Die Substanzen
werden demnach in hochaffine, mittelaffine, wenig affine und nichtaffine Verbindungen

eingeteilt.

$ VolSurf: in das Programmpaket SYBYL (Standardsoftware) implementiertes Modul
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Tabelle 1: Einteilung der Ki-Werte fiir Liganden von PEPT1 und PEPT2.344145

K;PEPT1 K; PEPT2
(mM) (mM)

Hohe Affinitat <05 <0,1
Mittlere Affinitat  0,5-5 0,1-1
Niedrige Affinitat 5-15 1-5

Keine Affinitat >15 >5

2.3.2.2 Struktur-Wirkungsuntersuchungen von Di- und Tripeptiden an PEPT1 und PEPT2

Die meisten neutralen und geladenen LL-Dipeptide werden von PEPT1 und PEPT2 mit hoher
Affinitat erkannt. Pro-Xaa, Gly-Xaa Dipeptide und solche, die aus zwei geladenen Aminosaure-
resten bestehen, zeigen mittlere bis geringe Affinitdten an PEPT1 und PEPT2. Aulerdem
werden nur Dipeptide mit trans-Peptidbindungen von PEPT1 erkannt."*®'" Beide
H*/Peptidsymporter sind stereospezifisch. LD- und DL-Dipeptide werden mit mittlerer bis
niedriger Affinitdt von den H'/Peptidsymportern erkannt. bD-Dipeptide werden von PEPT1 und
PEPT2 nicht gebunden.'®'*¢481%0 Hochaffine LL-Dipeptide bilden vermutlich an ihren N- und
C-Termini Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Protein aus. DL-, LD- und DD-Dipeptide sind
aufgrund ihrer unterschiedlichen Stereochemie an der Ausbildung von optimalen Wasserstoff-
briickenbindungen mit dem Protein gehindert, wodurch deren niedrigere Bindungsaffinitaten

erklart werden kénnen.™

Es wurde behauptet, dass Dipeptide, die zwei positive Ladungen besitzen, PEPT1-Inhibitoren
sind."” Diese Erkenntnis widerspricht jedoch anderen Studien, in denen fiir das niedrig affine
Dipeptid Lys-Lys (K;= 6,7 mM) ein aktiver Transport durch PEPT1 gemessen wurde."® Solche
Dipeptide, die volumindse Seitenketten enthalten, werden nicht von PEPT1 transportiert.”"’
Neben Dipeptiden mit niedrigen Affinitaten (z. B. Arg-Arg und Arg-Lys) konnte auch flr solche
mit hohen Affinitaten (z. B. Trp-Trp und Trp-Tyr) kein Transport durch PEPT1 gemessen
werden. Die Kombination eines neutralen und eines geladenen Aminosaurerestes wird von
PEPT1 toleriert. Liegen jedoch zwei geladene Seitenketten im Dipeptid vor, so wird die

Bindungsaffinitat des Dipeptids an PEPT1 vermindert.'"’

In vielen Ubersichtsartikeln wurde die Erkennung von Tripeptiden durch PEPT1 und PEPT2
beschrieben. Bisher liegen jedoch nur wenige Studien vor, in denen Bindungsaffinitaten von
Tripeptiden gemessen worden sind. Die Untersuchung von Ala-Ala-Ala Stereocisomeren an
Xenopus laevis Oocyten zeigte, dass LLL-Tripeptide weitaus hohere Affinitditen an PEPT1

zeigen als LLD-, DLL- und LDL-Tripeptide.” Gly-Gly-Gly (K;=1,3mM) und Gly-Phe-Lys
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(Ki= 0,61 mM) sind z. B. PEPT1-Substrate mit mittlerer Affinitat. Gly-Leu-Tyr wurde als ein
hochaffines Substrat beschrieben.® Hydrophobe Eigenschaften der Tripeptide in der zweiten
Seitenkette sind gunstig fur hohe Affinitaten an PEPT1. Solche Tripeptide, die eine grolle
hydrophobe Oberflache aufweisen, werden gegentber denen mit hydrophileren Oberflachen
mit héherer Affinitdt gebunden. Tripeptide mit neutralen Seitenketten werden von PEPT1 im
Vergleich zu geladenen bevorzugt.” Konformationsanalysen verdeutlichten, dass die
Bindungsaffinititen vom Abstand zwischen der N-terminalen Aminogruppe und der C-
terminalen Carboxylgruppe, von der Position der zweiten Peptidbindung und vom Dipolmo-

ment abhéngen."*

Fir die an PEPT2 untersuchten Tripeptide wurden Bindungsaffinitdten zwischen
K; = 0,008 mM fiir Leu-Leu-Leu und 2,4 mM fir Gly-Sar-Sar an unterschiedlichen Expressions-
systemen (BBMV, SKPT- und LLC-PK;-Zellen) gemessen. 26149150

2.3.2.3 Struktur-Wirkungsuntersuchungen von [-Lactam-Antibiotika an PEPT1 und PEPT2

3-Lactam-Antibiotika werden aufgrund ihrer peptidahnlichen Struktur als Dipeptid-Derivate und
Tripeptidmimetika bezeichnet (Abbildung 7). Sie enthalten ein cyclisches Saureamid (Azetidin-
2-on) als Grundgerust (Abbildung 7c und d). Dieser R-Lactamring ist fur die antibiotische

Wirkung der Penicilline, Cephalosporine, Monobactame und Carbapeneme essentiell.

*NHs *NHs
R1 2 R1 Y R1l Vi R1| \4!

0, =0 0,)~=0 W o,/ —0

HN o, HN o, HN (05} HN [03S
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Abbildung 7: Grundgeriiste von a) Dipeptiden, b) Tripeptiden, ¢) Penicillinen und
d) Cephalosporinen (nach Anlage 7.4 Biegel et al., 2006a).

Bei Penicillinen ist der R-Lactamring an ein Thiazolidin- (Penam-Ringsystem) und bei Cepha-
losporinen an ein Dihydrothiazin-Ringsystem (Cephem-Ringsystem) gebunden. Das Grundge-
rust der 6-Aminopenicillansaure (Abbildung 7c) weist 3 Asymmetriezentren (2S, 5R, 6R) und

das der 7-Aminocephalosporansaure (Abbildung 7d) 2 Asymmetriezentren (6R, 7R) auf. Das



26 Grundlagen

chirale C-Atom (C,)~ der Seitenkette, an dem die Gruppen X und Ry’ gebunden sind, liegt bei

wirksamen B-Lactam-Antibiotika in D-Konfiguration vor.'*?

In den 1980er Jahren wurde erstmals bekannt, dass oral verflgbare R-Lactam-Antibiotika
durch die Transportsysteme fir Di- und Tripeptide in Niere und Dinndarm transportiert
werden.*®'®? Seither wurden die Zusammenhange zwischen Struktur und Affinitat an PEPT1
und PEPT2 in vielen Studien untersucht. Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Studien

kurz zusammengefasst:

Fir die Erkennung von PEPT1 und PEPT2 ist die sterische Ahnlichkeit mit dem Peptidriickgrat
der Tripeptide und das Vorhandensein der Carboxylgruppe am Dihydrothiazin- bzw. Thiazoli-
din-Ring wichtig.® Generell werden nur solche B-Lactam-Antibiotika, die in zwitterionischer
Struktur vorliegen, als Substrat von PEPT1 an Caco-2 Zellen erkannt."*>'>* Die Affinitat der
Wirkstoffe an PEPT1 und PEPT2 ist abhangig von der GroRe der jeweiligen Seitenketten.
Cephalosporine mit langen Seitenketten in Position R;* werden mit geringerer Affinitdt gebun-
den als solche, die kiirzere Seitenketten enthalten.’®"144145.152155-1%9 5| 4ctam-Antibiotika, die
hydrophobe Seitenketten enthalten, werden von PEPT2 mit héherer Bindungsaffinitat er-

kannt.'®

Niedrige Bindungsaffinitditen werden an PEPT1 durch eine Sulfonylgruppe an der Seitenkette
R, oder durch Substitutonen an der C-terminalen Carboxylgruppe hervorgerufen.*'%
Cephalosporine und Penicilline, deren K-Werte an PEPT1 gréRer als 14 mM sind, sind nur

geringfiigig oral verfiigbar.'*

Die a-Aminogruppe der Cephalosporine und Penicilline ist fir die Erkennung durch PEPT1
nicht absolut notwendig, da z. B. Ceftibuten, das [B-Lactam-Antibiotikum mit der bisher
hochsten gemessenen Affinitat an PEPT1, kein solches Merkmal aufweist (Abbildung 8).
Manche B-Lactam-Antibiotika, z. B. Amoxycillin, werden trotz vorhandener a-Aminogruppe
nicht von PEPT1 gebunden.**®®'®" PEPT2 hingegen erkennt solche B-Lactam-Antibiotika, die
eine a-Aminogruppe aufweisen, mit weitaus hoherer Affinitdt, als solche, denen dieses
Erkennungsmerkmal fehlt, z. B. Ampicilin K;=1,3 mM und Benzylpenicillin K;> 10 mM
(Abbildung 8)."*

” Obwohl R-Lactam-Antibiotika keinen definierten N- und C-Terminus besitzen, wird diese Beschreibung aus der
Peptidchemie im Folgenden zum besseren Verstandnis verwendet. Als N-Terminus wird wie bei den Peptiden das
Stickstoffatom am Cs-Atom der Amidbindung der Seitenkette, die an das Kohlenstoffatom an Position 6 (Penicilli-
ne) und 7 (Cephalosporine) gebunden ist, bezeichnet. Der C-Terminus ist demnach die Carboxylgruppe an
Position C2 (Abbildung 7).
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Eine Hydroxylgruppe am N-terminalen Phenylring, wie z. B. bei Cefadroxil, scheint bei PEPT1
und PEPT2 wichtig fiir die Erkennung zu sein."*'® Die Bindungsaffinitat von z. B. Cefadroxil

ist bei beiden Transportern hoher als die des strukturell ahnlichen Ampicillins (Abbildung 8).

HoN

L é? 8 9 @

O N = O N

N
o O _
HOOC COOH

o) N
COOH COOH

HooC CH3

Ceftibuten Amoxycillin ~ Ampicillin  Benzylpenicillin  Cefadroxil
Kipepr1 (MM) 0,34 % >10~25" 1514 >30 ~40 ° 7,2
Kipepr2 (MM) 0,28 ' 0,43 1,3 ™ >10 ™ 0,003 ™

Abbildung 8: Chemische Strukturen ausgewadhlter B-Lactam-Antibiotika und ihre
jeweiligen Ki-Werte an PEPT1 und PEPT2.

Mittels Konformationsanalysen konnte gezeigt werden, dass [-Lactam-Antibiotika zwei
verschiedene bioaktive Ruckgratkonformation einnehmen koénnen. Je gréRer die fir die
Einstellung der bioaktiven Konformationen erforderlichen Energiednderungen sind, desto
geringer ist die Erkennung von PEPT1."*""3" Der Abstand zwischen der N-terminalen Ami-
nogruppe und der C-terminalen Carboxylgruppe ist wichtig fur die Erkennung durch den
Transporter. Er betragt ca. 7,5A fir a-Amino-Cephalosporine, die von PEPT1 erkannt

werden."™’

Generell hat die intramolekulare Abschirmung der freien Carboxylgruppe durch Seitenketten in
Position Ry, die eine positiv geladene Stickstofffunktion enthalten bzw. Wasserstoffbriicken-
Donoren oder -Akzeptoren aufweisen, eine Verminderung der Bindungsaffinitat an PEPT1 zur
Folge."® Im Allgemeinen fiihrt die Veresterung der freien Carboxylgruppe sowie die Einfiihrung

einer zweiten negativ geladenen Gruppe zu geringer Bindungsaffinitat an PEPT1.'%

2.3.2.4 Essentielle Strukturelemente von PEPT1 und PEPTZ2 Substraten

Ein hochaffines Substrat von PEPT1 und PEPT2 weist i. d. R. freie N- und C-Termini, trans-
Peptidbindung(en) und Aminosauren in L-Konfiguration auf. Jedoch haben auch andere
strukturelle Parameter, wie z. B. Molekllgrofie, Ladung, Polaritat und Hydrophobizitat einen
Einfluss auf die Substraterkennung. Neben hochaffinen Substraten, die die oben genannten
strukturellen Erkennungsmerkmale enthalten, sind auch Substrate bekannt, denen ein oder
mehrere dieser Merkmale fehlen, z. B. Valaciclovir und Valganciclovir (Prodrugs der Antivira-
leptika Aciclovir und Ganciclovir), d-Aminolavulinsaure sowie das Antibiotikum Alafosfalin
(Tabelle 2).16#1%7
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Tabelle 2: Strukturen einiger Peptidmimetika sowie ihre Bindungsaffinititen an PEPT1
und PEPT2.

PEPT1 PEPT2
Name Struktur
K;(mM) Ref K;(mM) Ref.
N-R-Aminoethyl-Gly M coon >30 8 >10 168
: 25 ’ 168
5-Aminopentanséure Mo~ coon 11 169 7,3
5-Aminolévulinsure* S 079 ® 023
O CHs
Alafosfalin* Ha Ay g O 026 ' 008 '
CHg M O OH
Valaciclovir* N i 0.49 163 0.17 163
R=H HaC._CHs ¢ fL/NH ’ ’
R NTSNTNH,
Valganciclovir* HzNX{O\)\OJ 17 164 0.04 164

R = CH,OH °©
* wird von beiden H*/Peptidsymportern transportiert.

Fir 5-Aminopentansaure (Tabelle 2) wurden an PEPT1, exprimiert in der Hefe Pichia Pastoris,
eine mittlere Bindungsaffinitat von K; = 1,1 mM gemessen.®'® An Caco-2 Zellen wurde jedoch
eine niedrigere Bindungsaffinitat von 25 mM gemessen. Obwohl Pichia pastoris als ein ideales
System zur Expression heterologer Gene gilt, sind die Glykosylierungsmuster der Hefe von
denen der Saugetiere mdglicherweise verschieden. Da die Funktion von Membranproteinen
von vielen Faktoren abhangt, z. B. der Interaktionen mit der nativen Membran und mit anderen
Proteinen des homologen Systems, kénnen Wechselwirkungen mit heterologen Proteinen des

,Wirts* unter Umstanden zu einem atypischen Verhalten der Membranproteine fiihren."

In Abbildung 9 sind die Ergebnisse zahlreicher Struktur-Affinitédts/Transport-Untersuchungen
zusammengefasst. Bericksichtigt wurden sowohl Resultate aus Bindungs- als auch Trans-
portexperimenten einer Vielzahl von Liganden von PEPT1 und PEPT2 (Di- und Tripeptide,
Aminosaure-Derivate, w-Amino-Fettsduren und Peptidmimetika)."#*%"32 Dje Abbildung
verdeutlicht, dass die Interaktionen der Substrate mit den Peptidtransportern aus vielen
charakteristischen Merkmalen resultieren, die nicht zu einem einzigen Parameter zusammen-

gefasst werden konnen. Die relevanten Merkmale eines Substrates sind:
i)  vorzugsweise eine freie Aminogruppe am N-Terminus,

i) ein planares Peptidrickgrat einer bestimmten Lange, das eine Carbonylfunktion zur
Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen mit dem Protein enthalt (eine Peptid-

bindung ist nicht essentiell),
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i) L-Konfiguration der Aminosaurereste. Diese Konfiguration ist besonders wichtig an

der vorzugsweise hydrophoben Seitenkette R..

Die C-terminale Carboxylgruppe ist nicht essentiell, ist sie vorhanden, muss sie eine bestimmte

raumliche Lage innerhalb der Bindetasche einnehmen.

|
HaN* AT YT A
3 R X Z~ “COO
S0 R B
S 2 His

Abbildung 9: Modell der Erkennungsmerkmale von PEPT1 und PEPT2 sowie mdgliche
Wechselwirkungen in der hypothetischen Bindetasche (blau gekennzeichnet). Das
Peptidrickgrat der Dipeptide (X = C; Y-R = N-H; Z = O’) kann modifiziert sein. Die Pfeile
zeigen an, dass der Abstand zwischen C,-Atom und XO-Gruppe sowie zwischen Y-R und
der Carboxylgruppe bei den Dipeptidmimetika flexibel ist. Solche Elemente, die nicht
essentiell sind, aber die Bindungsaffinitat beeinflussen, sind ebenfalls dargestellt (Carbonyl-
funktionen der zweiten Peptidbindung sowie die Seitenketten R4, R, und R; der Aminosaure-
I'eSte).11'89'90'132

Des Weiteren wurden mogliche Interaktionen der Substrate mit dem Protein (PEPT1 und
PEPT2) beschrieben. Die hypothetische Bindetasche besteht demnach aus 3 Kavitaten, in
denen die Seitenketten R4, R, und R; der Substrate eingebettet sind. Am N- und C-Terminus
sowie an der Carbonylgruppe der ersten Peptidbindung werden elektrostatische Wechselwir-
kungen (Salzbriicken, Wasserstoffbriickenbindungen) zwischen Ligand und Rezeptor be-

schrieben, 132137

Basierend auf einem Molecular Modelling Modell wurde ein einfaches manuelles System zur
Abschitzung von Bindungsaffinitaten abgeleitet.”**'*? Unterschiedlichen Merkmalen werden
definierte Zahlenwerte zugewiesen, deren Summe dann den so genannten Gesamtbindungs-
parameter ergibt (z. B. Vorhandensein einer N-terminalen NHs*-Gruppe (+2) und Fehlen
dieses Merkmals (-2)). Durch den Gesamtbindungsparameter werden die Substanzen in hohe,
mittlere und niedrige Substrate von PEPT1 eingeteilt. Dies kann als Indikator fir den Transport

verwendet werden. Genaue Aussagen lassen sich mit dieser Methode jedoch nicht treffen.’*
2.3.2.5 Selektivitdtsunterschiede von PEPT1 und PEPT2

Der intestinale und der nierenspezifische Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 weisen eine
ahnliche Substratvielfalt auf, unterscheiden sich allerdings in ihrer Affinitdt und Kapazitat.

PEPT2 bindet seine Substrate in der Regel mit héherer Affinitat und geringer Kapazitat, PEPT1
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hingegen wird als niedrig affiner Transporter mit hoher Kapazitdt bezeichnet. Fur viele
natuirliche Substrate hat PEPT2 gegeniber PEPT1 eine 10- bis 15-fach héhere Affinitat. Im
Aligemeinen werden hydrophobe Substrate von PEPT1 und PEPT2 bevorzugt.®*

Beide Peptidtransporter transportieren B-Lactam-Antibiotika. PEPT2 zeigt gegeniber PEPT1
disproportional hdhere Affinitdten flr solche B-Lactam-Antibiotika, die eine a-Aminogruppe
enthalten. AulRerdem scheint die Hydroxylgruppe am N-terminalen Phenylring, die bei den von
PEPT2 bevorzugten p-Lactam-Antibiotika Cefadroxil, Amoxycillin und Moxalactam vorhanden
ist, wichtig fur die Erkennung durch PEPT2 zu sein. Diese Verbindungen weisen mittlere
Affinitaten an PEPT2 im Bereich von K;=0,3 bis K;= 0,43 mM auf. Ceftibuten, ein Substrat
ohne freie a-Aminogruppe wird hingegen von PEPT1 bevorzugt und mit hoher Affinitat
gebunden (Kipepri = 0,34 mM; Kpepr2 = 0,28 mM).'#414°

Die minimale Erkennungsstruktur von PEPT1 exprimiert in Pichia pastoris besteht aus einer
protonierten Aminogruppe und einer deprotonierten Carboxylgruppe, die durch maximal vier
Methylengruppen mit einem Abstand von 5,0 bis 6,3 A voneinander entfernt sind (z.B. 5-
Aminopentansaure, Tabelle 2)."° Im Gegensatz zu PEPT1 akzeptiert PEPT2 keine w-Amino-
Fettsduren. Der Einbau einer Carbonylgruppe (86-Aminolavulinsaure, K; pepr2 = 0,39 mM), flhrt
zu einem PEPT2-Substrat mit mittlerer Affinitat (Tabelle 2).'%°

Zusammenfassend handelt es sich bei PEPT2 um den selektiveren Peptidtransporter vergli-
chen mit PEPT1. Hoéchstwahrscheinlich sind die Bindetaschen der beiden Proteine unter-
schiedlich beschaffen. Die unterschiedlichen Selektivitaten kdnnten darin begriindet sein, dass
die Bindetasche von PEPT1 gerdumiger ist als die von PEPT2 und dass Anzahl und Starke

der Wechselwirkungen zwischen Ligand und Rezeptor bei PEPT2 héher sind.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
Zelllinien

Die humane Kolonkarzinomzelllinie Caco-2, wurde von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) in Braunschweig geliefert. Die Zelllinie SKPT-0193
Cl.2, die vom Epithel des proximalen Tubulus der Ratte Rattus norvegicus stammt, wurde von

Dr. U. Hopfer, der Case Western Reserve Universitat in Cleveland (Ohio, USA) bereitgestellt.
Di- und Tripeptide sowie Peptidmimetika

Flucloxacillin wurde von GlaxoSmithKline (SmithKline Beecham Pharmaceuticals, Worthing,
GroRbritannien) und Cefpodoxim von Sanofi-Aventis (Frankfurt am Main) zur Verfligung
gestellt. Cefazolin Cefoxitin, Aspartam und Procainamid wurden von Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Deisenhofen) bezogen. Piperacillin wurde freundlicherweise von der Universitatsapo-
theke in Halle (Saale) und Acidocillin von InfectoPharm (Heppenheim) bereitgestellt. 2-
Aminothiazol-4-essigsaure (ATAA) wurde von Acros Organics (Deutschland) erhalten.
AstraZeneca (MoIndal, Schweden) stellte freundlicherweise Ximelagatran und Melagatran
bereit. Die Peptide D-A-D-A, AAA, D-AAA, AA-D-A, A-D-AA, A-D-FA, AFP, AG, AP, APL, AR,
CG, DG, DK, EFY, EK, GHK, GP, IY, KA-NH,, KD, KE, KP, LA, LGG, D-LGG, LP, LR, LRP,
MM, MMM, D-MMM, PA, PE, PFK, PD, PGG, PR, RP, TKY, VA, VAL, VP, VY, WGY, WW,
WWW, Y-D-AG, YGG und D-YVG wurden von Bachem (Weil, Rhein) bezogen. AA, D-AA, A-D-
A, AAD, AAE, AAR, ADA, AEA, AFL, AK, ANle, A-D-P , AS, AVL, FA, D-FA, FLL, GA, GG, IPP,
IVY, KA, LAR, LPR, LTL, SA, SPI, VPP, VP-D-P, WA, YF, YPI, V-ATAA, F-ATAA, ATAA-V und
ATAA-F wurden freundlicherweise von der AG Naturstoffbiochemie bereitgestellt und nach

Standardmethoden der Peptidchemie synthetisiert.
Weitere Chemikalien

["*C]Gly-Sar (spezifische Radioaktivitat, 53 mCi x mmol™") wurde von Amersham Biosciences
UK (Limited Little Chalfont, GroRbritannien) erhalten. Die Zellkulturmedien und -zusatze
wurden von Gibco Life Technologies (Deutschland), Biochrom (Berlin) und Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Deisenhofen) bezogen. Das Bradford-Reagenz zur Proteinbestimmung (siehe
Methoden), ist ein Produkt der Firma Bio-Rad (Minchen). Der Flissigkeitsscintillator (rotiscint

eco-plus) fur die Quantifizierung radioaktiver Substanzen wurde von Roth (Karlsruhe) geliefert.
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3.2 Methoden

3.2.1 Experimentelle Methoden

3.2.1.1 Zellkultur

Die verwendeten Zelllinien wurden in 75 cm? Plastikflaschen (Greiner) in einem Inkubator in
wasserdampfgesattigter Atmosphare bei 37°C unter 5% CO,Begasung gezlchtet und
wahrend der Kultivierung unter aseptischen Bedingungen in einer Laminarbox (Heraeus,
Deutschland) versorgt. Caco-2 und SKPT Zellen bilden einen adharenten Zellrasen auf dem
Boden der Plastikflaschen aus. Mit Hilfe eines Umkehrmikroskops (Axiovert 25, Zeiss,
Deutschland) wurde sowohl das Wachstum wahrend der Kultivierung als auch das Ablosen der
Zellen wahrend der Subkultivierung beobachtet. Tabelle 3 zeigt die zellspezifische Zusam-

mensetzung der verwendeten Kulturmedien.

Tabelle 3: Zusammensetzung der verwendeten Kulturmedien
Zelllinie Zellkulturmedium Subkultivierung Wechsel des
Mediums
Caco-2 - 500 ml Minimum Essential - 5mlPBS - Tag 1 nach
Medium (MEM) (calciumfrei) Aussaen, dann
10 % fotales Kalberserum - 3 mlTrypsin zweitagig und am
0.05 % mit Tag vor dem
1 % nicht-essentielle Aminosau- 0’02 % EDTA Versuch
renldsung we e
0,5 % Gentamicin (45 pg/ml)
SKPT - 500 ml Dulbecco’s modifiziertes - 5 ml PBS - taglich
EAGLE Medium Nutrient Mixtur (calcium-
F12 (HAM) 1:1, ohne Glutamin frei))EDTA (1mM)
10 % fétales Kalberserum - 3 mlTrypsin
0,1 % mit 0,04 %

0,1 % epidermaler Wachstums-
faktor (10 ng/ml)

0,1 % Insulin (4 pg/ml)
0,1 % Dexamethason (5 pg/ml)

EDTA

0,1 % bovines Apo-Transferrin
(5 pg/mi)

0,5 % Gentamicin (45 pg/ml)
2 mM Glutamin
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Die Aussaat erfolgte je nach den experimentellen Erfordernissen entweder in Polysterol-
Petrischdlchen mit 35 mm Durchmesser (Falcon®, Becton Dickinson, GroRbritannien) oder in
Transwell®-Kammern (24-mm Costar, Deutschland) mit permeabler Polycarbonatmembran
(A =4,71 cm?, Porendurchmesser 3 uym). Die Aussaat in Petrischalchen erfolgte mit einer
Zelldichte von 0,8 x 10%/2 ml Medium. Am Tag nach der Aussaat zeigten die Zellen Konfluenz.
Die Anzuchtdauer betragt fiir Caco-2 Zellen 7 und fir SKPT-Zellen 4 Tage.

Die Donor- und Akzeptorkompartimente trennende Polycarbonatmembran der Transwell®-
Kammern befindet sich in einem Filtereinsatz, der wiederum in eine Vertiefung eingehangt ist.
In der Transwellkammer befinden sich 6 solcher Vertiefungen, in denen die Zellen wie folgt
kultiviert wurden. Zuerst wurde die Luft aus der Polycarbonatmembran durch Vorinkubation mit
Medium entfernt. Dabei wird erst das untere Kompartiment (Donor) mit 2,5 ml und danach das
obere Kompartiment (Akzeptor) mit 1,5 ml Medium befiillt. Nach der Vorinkubation wird das
Medium im unteren Kompartiment durch frisches ersetzt und die Caco-2 Zellen im oberen
Kompartiment mit einer Zelldichte von 0,2 x 10%/1,5 ml ausgesét. Die Anzuchtdauer betragt 21
Tage. Der Mediumwechsel erfolgt zweitagig und am Tag vor dem Versuch. Am Tag des
Versuchs wurde die Dichtigkeit des Zellrasens durch Messung des elektrischen Widerstandes

an drei Stellen im Medium Uberpriift.
3.2.1.2 Kompetitionsexperimente

Die Bindungsaffinitaten einer Vielzahl von Substanzen wurden an Caco-2 und SKPT-Zellen
gemessen, die in Petrischalchen subkultiviert wurden. Die Aufnahmeversuche wurden mit
Caco-2 Zellen am Tag 7 und mit SKPT-Zellen am Tag 4 nach Aussaat durchgefiihrt. Die
Messungen der Hemmung der Aufnahme von [*C]Gly-Sar in Caco-2 bzw. SKPT-Zellen durch
unterschiedliche Konzentrationen des jeweiligen Substrates liefen nach folgendem Schema
ab:

Vor Beginn des Versuchs wurden die Zellen mit 1 ml substratfreiem Versuchspuffer (25 mM
Tris/Mes (pH 6,0), 140 MM NaCl, 54 mM KCI, 1,8 mM CaCl,, 0,8 mM MgSO,, 5,0 mM
Glukose) gewaschen. Danach erfolgte die 10-miniitige Inkubation mit 10 uM ["C]Gly-Sar in
1 ml Versuchspuffer bei Raumtemperatur mit ansteigenden Konzentrationen von unmarkierten
Inhibitoren. Der Versuch wurde durch viermaliges Spulen mit eiskaltem Versuchspuffer zur
Entfernung von unspezifisch gebundenen Inhibitoren beendet. Anschlieiend wurden die Zellen
mit Lysispuffer (Igepal® Ca 630 (0,5 % v/v) in Puffer (50 mM Tris, 140 mM NaCl, 1,5 mM
MgSO,, pH 9,0)) solubilisiert und in Messréhrchen Gberfihrt. Durch die Zugabe von 2,8 mi
Scintillationsflissigkeit und kraftigem Durchmischen wurden die Proben flr die Flissigkeits-

Scintillationsspektrometrie vorbereitet. Mit den Proben wurde ein Standard von 25 pl gemes-
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sen, der 10 uM ["“C]Gly-Sar enthielt. Aus den dpm-Werten (desintegration per minute) des
Standards ergab sich die Gesamtaktivitat des Aufnahmepuffers. Uber eine Verhaltnisgleichung
konnte mittels der Gesamtaktivitat die in den Zellen vorhandene Stoffmenge der radioaktiven
Substanz aus den erhaltenen dpm-Werten errechnet werden. Jeder Versuch wurde dreimal

wiederholt.
3.2.1.3 Stabilitdtsmessungen von Tripeptiden

Einige Tripeptide kénnen moglicherweise wahrend der 10-mindtigen Inkubationszeit eines
Aufnahmeversuches durch membranstandige Enzyme gespalten werden. Um auszuschliel3en,
dass die ermittelten K-Werte von Spaltprodukten der Tripeptide herrihren, wurden die
Stabilitaten einiger Tripeptide auf Caco-2 und SKPT-Monolayern mittels Hochleistungs-
flissigkeitschromatographie (HPLC) bestimmt (Merck-Hitachi). Genau wie bei den Kompe-
titionsexperimenten, wurden die Zellen zunachst mit Puffer pH 6,0 gewaschen und fiir 10
Minuten mit dem jeweiligen Tripeptid (1,0 mM) inkubiert, wobei unmittelbar nach Zugabe des
Tripeptids ein Nullwert entnommen wurde. Die Auswertung der Messungen erfolgte mittels
HPLC.

3.2.1.4 Bestimmung des transepithelialen Fluxes durch Caco-2-Monolayer

Der Flux durch Caco-2-Zellschichten wurde in Transwells® bestimmt. Die Fluxraten der
unmarkierten Arzneistoffe Melagatran und Ximelagatran wurden wie folgt bestimmt: Vor
Versuchsbeginn erfolgten das Absaugen des Mediums und das zweimalige Waschen der
Zellen mit Puffern, deren pH-Werte denen der nachfolgenden Versuche entsprachen. Die
Fullvolumina betrugen 2,6 ml im unteren (basolateralen) bzw. 1,5 ml im oberen (apikalen)
Kompartiment, die Puffertemperatur betrug 37°C. Wahrend dieser 10-minitigen Prainkubati-
onsphase zur Entfernung von Mediumresten erfolgte der Integritatstest des Zellmonolayers
durch Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes in Q * cm? durch Drei-
Punkt-Messung mittels Ag-/AgCI-Chopstick-Elektroden (Millicell®-ERS Voltohmmeter,
Schwalbach). AnschlieBend wurde der Versuchspuffer entfernt. Das obere Kompartiment
(Donator) wurde mit substrathaltigem Puffer (jeweils 10 mM Melagatran (pH 6,0) und 5 mM
Ximelagatran (pH 5,0)) und das untere Kompartiment mit substratfreiem Puffer (Akzeptor)
beflllt. Die Kammern wurden wahrend der gesamten Versuchszeit bei 37°C temperiert und
kontinuierlich mit 150 U/min geschdttelt (Thermostar, BMG Lab Technologies). Bei t = 0 min
erfolgte die erste Probenentnahme von 100 pl aus dem Donatorkompartiment fiir den Be-
zugswert der Gesamtstoffmenge, die durch die gleiche Menge ersetzt wurde. Vor der Proben-
entnahme (t = 10, 30, 60 und 120 min) aus dem Akzeptorkompartiment erfolgte das Durchmi-

schen der Akzeptorflissigkeit durch Anheben der Filtereinsatze. Das entnommene Volumen
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wurde durch substratfreien Versuchspuffer erganzt. AnschlieRend erfolgte ein viermaliges
Spulen mit eiskaltem Versuchspuffer zur Beendigung des Versuchs. Nach dem Ausschneiden
aus den Einsatzen wurden die Membranen in mit 1 ml destilliertem Wasser in Eppendorfgefa-
Ren bei —20°C eingefroren, um die Zellen zu lysieren und den im Zellinnern eingeschlossenen

Gehalt an den untersuchten Substanzen mittels HPLC zu analysieren.

Die zu untersuchenden Proben wurden in Eppendorfgefallen mit 8 % Trifluoressigsaure (TFA)
zur Fallung der Proteine behandelt und anschlieRend 45 Minuten bei 13000 U/min und 4°C
zentrifugiert (Biofuge, Heraeus, Deutschland) und bis zur Gehaltsbestimmung bei -20°C

gelagert.

3.2.2 Analytische Methoden
3.2.2.1 Fliissigkeits-Scintillationsspektrometrie

Fir die Kompetitionsexperimente zur Messung der /Cs-Werte wurde das Isotop Kohlenstoff-14
eingesetzt. Beim Zerfall des R-Strahlers ("*C) werden Elektronen frei, deren Energie im
Flissigkeitsscintillator Lichtblitze (Lumineszenz) erzeugt. Diese werden in einem Fotovervielfa-
cher in Spannungsimpulse umgewandelt und als cpm (engl.: counts per minute) oder nach
Quench-Korrektur als dpm (engl.: desintegrations per minute) gemessen. Die Proben (lysierte
Zellen oder substrathaltiger Puffer) wurden nach Uberfiihrung in die Messréhrchen mit 2,8 m
Scintillationsfliissigkeit (Rotiscint® eco-plus) versetzt und griindlich vermischt. Die Messungen
erfolgten im Flissigkeitsscintillationsspektrometer (Tri-Carb® Liquid Scintillation Analyser
2100TR, Packard, Meriden, USA) und dauerten 5 Minuten pro Probe.

3.2.2.2 Hochleistungsflissigkeits-Chromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsflussigkeitschromatographie wurde einerseits zur Ermittlung der Stabilitat der
Tripeptide auf Monolayern von Caco-2 und SKPT-Zellen und andererseits zur Messung des
transepithelialen Fluxes von Melagatran und Ximelagatran durch Caco-2 Monolayer durchge-
flhrt.

Die HPLC-Analyse der Stabilitaten der Tripeptide erfolgte geman einer Standardmethode mit
einem Dioden-Array Detektor (L 7455) und einer Umkehrphasen-Saule (RP-18, Supersphere
100, endcapped, 125 x 2, Merck, Darmstadt). Fur die Untersuchung von PGG wurde zuséatzlich
eine Chromolith-Saule (RP-18, 120 x 2, Merck, Darmstadt) verwendet. Das Eluent setzte sich
aus einem Acetonitrii (ACE)-Wasser-Gemisch (pH 2,0) zusammen, wobei der ACE-Anteil

zwischen 2 und 40 % variierte. Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit TFA. Jeweils 10 pl
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(n =2) der 1:10 verdinnten Proben wurden injiziert und bei 207 nm detektiert. Die Retentions-

zeiten lagen zwischen 1,3 und 6,45 min bei einer Flussrate von 0,2 ml/min (Tabelle 4).

In Tabelle 4 sind die Retentionszeiten der untersuchten Substanzen als Kapazititsfaktoren k

angegeben, die nach folgender Formel berechnet wurden (Gleichung 13):

k' _ (tR _tO)
to Gleichung 13

tr ... Retentionszeit des Peptids; {; ... Retentionszeit des Losungsmittels

Tabelle 4: HPLC-Bedingungen fiir die Bestimmung der Wiederfindungsrate der Tripepti-
de. Die Analyse wurde bei einer Wellenlange von A = 207 nm durchgefihrt. Der pH-Wert des
Eluents wurde auf pH 2,0 eingestellt.

Tripeptid ‘élc; E;‘i‘;‘t(ﬁ/i:)des K Tripeptid éﬁ':;’:‘:t(ﬁ/i:)des K
AAA 2 11 LPR 12 0.6
AR 5 07 MMM 30 11
AVL 30 08  PFK 15 1,0
D-LGG 10 08  PGG 1 0,4
D-MMM 30 11 PLG-NH,’ 15 13
D-YVG 15 2.1 TKY 15 1,0
EFY 30 0.7  Www 40 2,6
IPP 15 08  Y-DAG 10 11
LAR 7 0.9  YGG 10 0,7
LGG 10 08  YPF 30 0,8

" Die Messung erfolgte bei pH = 2,4; * Verwendung von zwei hintereinander geschalte-
ten Saulen (Chromolith und Supersphere 100)
Die Quantifizierung von Ximelagatran und Melagatran wurde folgendermafRen durchgefihrt:
Der Eluent setzte sich aus Acetonitril (2 %) und einem Gemisch aus 20 mM NaH,PO, und
10 mM Tetramethylammoniumchlorid (98 %) (pH 4,5) zusammen. Die Einstellung des pH-
Wertes erfolgte mit TFA. Jeweils 5 pl (n=2) der Proben wurden injiziert und bei 238 nm
detektiert. Die Retentionszeiten lagen bei 4,96 bis 5,58 min fur Ximelagatran und bei 3,7 min

far Melagatran. Die Flussrate betrug 0,3 ml/min.
3.2.2.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Im Anschluss an die Versuche zur Ermittlung der /ICsp-Werte erfolgte die sofortige Aufbereitung

einer Probe zur Bestimmung des Proteingehaltes. Fir die Quantifizierung der Proteine wurden
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Zellen unter denselben Bedingungen, wie die fur das jeweilige Experiment, kultiviert. Medium-
rickstdnde wurden durch viermaliges Spulen der Zellen mit Puffer entfernt. AnschlieRend
wurde 1 ml destilliertes Wasser zugegeben und die Petrischalchen bei —20°C eingefroren. Eine
Homogenisierung des Zell-Wasser-Gemisches erfolgte nach dem Auftauen durch mehrmali-
ges Aufziehen der Proben mit einer 150 ym-Kaniile (Omnican®100, Fa. Braun, Deutschland).
Nachfolgend wurde das Lysat 15 Minuten bei 6000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anteilig im Verhaltnis 1:5 (Caco-2) bzw. 1:2 (SKPT) verdiinnt. Je 20 ul dieser Losung wurden
mit je 180 ul 1:5 verdinnter Bradford Reagenz in 96-Well Platten gegeben und 5 Minuten bei
300 U/min inkubiert. Als Blindwert wurde anstelle der proteinhaltigen Verdiinnungen destillier-
tes Wasser eingesetzt. Die Messung des Proteingehaltes erfolgte in einem Fluostar® Gerét

(BMG Lab Technologies, Deutschland) bei einer Wellenldnge von 595 nm.

3.2.3 Mathematische Methoden

Die mathematische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte unter Verwendung der
Programme Microsoft® Excel (Office 2000, Microsoft Cooperation, USA) und Sigma Plot fiir
Windows (Version 8.0 SPSS Inc., USA)

Bestimmung der Halbhemmkonzentration ICsq durch nichtlineare Regression

Die Halbhemmkonzentration /Csy (engl.: inhibiton constant) ist die Konzentration eines
Hemmstoffes, die bendtigt wird, um die Aufnahme eines Substrates einer bestimmten Kon-
zentration auf 50 % zu senken. Die gemessene Menge an radioaktiver Substanz Y wurde
gegen die Hemmstoffkonzentration (halblogarithmisch) aufgetragen. Den Messpunkten wurde
die Hemmbkurve jeweils bestmdglich durch nichtlineare Regression angepasst. Dazu wurde die
Gleichung der allosterischen Hill-Kinetik in der folgenden Form angewendet (Gleichung 14).
y_ Min + (Max — Min)
h s Y Gleichung 14
1+ [ ]

ICs,

Die im Verhaltnis zur Kontrollgruppe prozentual aufgenommene Menge Y des radioaktiven
Substrates in die Zellen wird aus folgenden Parametern berechnet: Min ist die minimal und
Max die maximal aufgenommene Menge des radioaktiven Substrates in die Zellen. S ist die

Konzentration des Inhibitors und P der Hill-Koeffizient.

Bei festgelegtem Minimum und Maximum (= 100 %) wird das Minimum (nichthemmbarer
Anteil, bestehend aus passiver Diffusion und unspezifischer Bindung) durch die Verdrangung
des radioaktiv markierten Substrates zuvor durch einen Uberschuss derselben, jedoch

unmarkierten Substanz bestimmt. Ein 20- bis 30-facher Uberschuss an unmarkierter Substanz
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in Bezug auf deren ICsp-Wert wird dabei zur Determination des Minimums als ausreichend

erachtet.

Durch die /Cs-Bestimmung wird eine Aussage Uber die Affinitat des Hemmstoffes zum
Transporter in Abhangigkeit von der Substratkonzentration getroffen. Die Hemmkonstante K;
(Gleichung 15) kann bei kompetitiver Hemmung durch Umrechnung aus dem [Cso-Wert
ermittelt werden. Somit ist K; unabhangig von der Substratkonzentration des Referenzsubstra-

tes 171

K = 1C_ .
i~ S Gleichung 15

1+—
K,

K: Michaelis-Menten-Konstante des Referenzsubstrates

Berechnung des transepithelialen Fluxes

Die Fluxraten J ([% /Akzeptor * h] bzw. [% /cm? * h]) wurden wie folgt berechnet:

Vi,
(Ctn *+ Crtkorr ij ) VA -100% Gleichung 16

A

J[%]: c, -V,
0 D

V4 entspricht dem Gesamtvolumen im Akzeptorkompartiment, und Vp dem Gesamtvolumen im
Donorkompartiment. Vg, ist das entnommene Volumen aus dem Akzeptorkompartiment und c;,
die Substratkonzentration im Akzeptor zur Zeit f,. Die durch die Verdinnung korrigierte
Substratkonzentration im Akzeptorkompartiment zur Zeit t,., wird durch Cy.1 xorr angegeben. Die

Substratkonzentration im Donorkompartiment zur Zeit t, wird durch ¢, dargestellt.

3.2.4 Computergestiitzte Methoden
3.2.4.1 Generierung der Datensétze

PEPT1. Der Trainingsdatensatz fur die CoOMSIA Untersuchungen des PEPT1-Modells enthalt
98 Verbindungen (35 Dipeptide, 28 Tripeptide, 12 Dipeptid-Derivate und 23 R-Lactam-
Antibiotika; siehe Anlage 7.2). 26 Verbindungen wurden bereits in einer vorhergehenden
Studie zu PEPT1 verwendet." Fiir den Trainingsdatensatz wurden Di- und Tripeptide ausge-
sucht, die eine grofe Diversitat in den Seitenketten (z. B. positiv und negativ geladene,
neutrale und aromatische Seitenketten) aufweisen und deren Bindungsaffinitaten einen grof3en
Bereich von 0,01 bis 100 mM aufweisen (Anlage 7.2.1). AuRerdem wurde auf eine einheitliche
Verteilung aller moglichen Seitenketten der Di- und Tripeptide geachtet. Alle K-Werte wurden
durch die Verwendung des gleichen Kompetitionsassays in unserem Labor gemessen. In den

CoMSIA Studien wurden Ig 1/K-Werte verwendet. Die Bewertung der Modelle erfolgte durch
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die Verwendung eines Testdatensatzes, dessen 24 Verbindungen so ausgewahlt dass die
Bindungsaffinitaten von hoch-, mittel- und nichtaffinen PEPT1-Liganden vom Modell vorausge-

sagt werden (siehe Anlage 7.2.2).

PEPT2. Der flir PEPT1 beschriebene Datensatz wurde fur PEPT2 geringfligig modifiziert. Der
Datensatz (siehe Anlage 7.3.1) fir PEPT2 enthalt 83 Verbindungen (24 R-Lactam-Antibiotika,
27 Tripeptide und 32 Dipeptide- und -Derivate). Fir eine gleichmaRige Verteilung der Bin-
dungsaffinitdten im Bereich (0,3 uM bis 42 mM) wurden zusatzlich folgende Verbindungen
verwendet: Trp-Trp, Ala-Val-Leu, Lys-Lys, Lys-Pro, Ala-Ala-Glu, Ala-Ala-Asp, Met-Met, Leu-
Arg, Leu-Thr-Leu, Ala-Pro, Ala-Pro-Gly, Asp-Gly, Tyr-Arg. Der Testdatensatz wurde aus 25
Verbindungen generiert (15 Dipeptide, 4 Tripeptide und 6 3-Lactam-Antibiotika; siehe Anlage
7.3.2).

3.2.4.2 Generierung der 3D-Strukturen

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Molecular Modelling und 3D-QSAR Studien an einer
SGI Octane2 R12000 Workstation mit Hilfe des Programms SYBYL (Version 6.9 und 7.0)
durchgefiihrt."? Die Startstrukturen wurden mit geladenen N- und C-Termini, ausgenommen
die Aminogruppe der thiazolhaltigen 3-Lactam-Antibiotika, sowie mit Peptidbindungen in trans-
Konformation aufgebaut. Die B-Lactam-Antibiotika wurden in 2S, 5R und 6R Konfiguration flr
Penicilline und 6R, 7R fiur Cephalosporine (Abbildung 7, Kapitel 2.3.2.3), ausgenommen
Cefoxitin und Cefmetazol mit 6R, 7S Konfiguration, aufgebaut.”® Das chirale Kohlenstoffatom,
an dem die X und Ry Reste gebunden sind, wurde als R konfiguriert betrachtet.’? Die
jeweiligen Fragmente der [3-Lactam-Antibiotika wurden aus der Cambridge Strukturdatenbank
(CSD) entnommen.' Die R, Reste (Butenylcarboxyl- und Oximgruppen) der R-Lactam-
Antibiotika, die einen Aminothiazolring enthalten, wurden als Z-lsomere aufgebaut."® Die
Partialladungen wurden entsprechend der Gasteiger-Marsili-Methode berechnet.'® Die
Energien wurden mit dem Standard Tripos Kraftfeld und einer Dielektrizitadtskonstante von
€ = 80 (konstant) berechnet, um die elektrostatischen Interaktionen in der wassrigen Umge-

bung zu imitieren."""8

3.2.4.3 Konformationsanalyse

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Strukturen einer systematischen Konformationssuche
unterzogen, in der alle frei rotierbaren Bindungen in 30° Schritten gedreht wurden. Ausgehend
von der Struktur mit der niedrigsten potentiellen Energie wurden die Konformationen geléscht,
deren Energien mehr als 10 kcal x mol” {iber dem globalen Minimum lagen, um die Anzahl der

Konformationen zu reduzieren. Anschlielend erfolgte eine weitere Selektion durch Anwendung
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eines Algorithmus zur Suche nach den lokalen Energieminima.'® Die Konformere wurden mit
Hilfe der Methode nach Powell energieminimiert (Gradient termination: rms (root mean square)
< 0,001 kcal/(mol*A); Dielektrizitatskonstante ¢ = 80). Die verbleibenden Strukturen wurden
anschlieliend nach ihren Energien sortiert. Zur Entfernung identischer Konformere aus den
Datenbanken wurden alle Strukturen gegeneinander gefittet (rms-Grenzwert 0,3 A)." Die so

ausgewahlten Konformere wurden in Datenbanken gespeichert.
3.2.4.4 3D-QSAR-Analyse

Die 3D-QSAR Untersuchungen wurden mittels des Programms CoMSIA durchgefihrt. Mit
CoMSIA werden physikochemischen Eigenschaften (sterische, elektrostatische, hydrophobe,
Wasserstoffbriicken-Donor und -Akzeptor Eigenschaften) der Substanzen untersucht. Die
molekularen Felder wurden mit Standard Parametern (sp>-hybridisiertes Kohlenstoffatom als
Sondenatom, Ladung +1, Hydrophobizitat +1, Wasserstoffbriickenbindungs-Eigenschaften +1,
Radius 1 A) berechnet. Der Abschwéchungsfaktor o wurde auf 0,3 gesetzt."® Die Abstands-
abhangigkeit wurde mittels einer GauRfunktion zwischen jedem Gitterpunkt und jedem Atom
eines Molekuls im Trainingsdatensatz berechnet. Dafur wurde zunachst ein Gitter mit der
Maschenweite von 2 A erstellt. Das AusmaR des Gitters wurde automatisch so gewahlt, dass
alle Uberlagerten Molekile weitrdumig im Gitter eingeschlossen sind. Die anschlieRende PLS-
Analyse wurde nach den Standardeinstellungen in SYBYL durchgefiihrt. Die statistische
Signifikanz der 3D-QSAR Modelle wurde mit Hilfe der LOO-Kreuzvalidierung und der SAMPLS
(Sample-distance PLS) Uberprtft. Die optimale Komponentenzahl wurde aus der Kombination
des kleinsten Standard-Vorhersagefehlers (spress) und des groften qZ-Wertes ermittelt.
AnschlieBend erfolgte die endgiltige PLS-Analyse zur Berechnung der Gesamtkorrelation .
Der Minimum o-Wert (Spaltenfilter) wurde so variiert, dass jeweils 10 % der Variablen in die

PLS-Rechnung eingehen. Er lag zwischen 1,0 und 2,5.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Experimentelle Untersuchungen

4.1.1 Kompetitionsexperimente
4.1.1.1 Dipeptide

Fir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten 3D-QSAR Untersuchungen war es
zuerst erforderlich, K-Werte von Substraten der H*/Peptidsymporter PEPT1 und PEPT2 zu
messen. Die daflir notwendigen Kompetitionsexperimente wurden an den Karzinom-Zelllinien
Caco-2 (PEPT1) und SKPT-0193 CIl.2 (PEPT2) durchgefuhrt. Da beide Zelllinien von unter-
schiedlichen Spezies (Mensch und Ratte) stammen, kdnnten die erhaltenen Bindungsaffinita-
ten spezifisch fur Ratte oder Mensch und weniger charakteristisch fur PEPT1 und PEPT2 sein.
Viele der mit Caco-2 und SKPT Zellen gemessenen Ki-Werte wurden jedoch durch heterologe
Expressionssysteme fur hPEPT1 und hPEPT2 in HelLa und LLC-PK;-Zellen bestatigt. Der
Vergleich der an Caco-2 und SKPT Zellen gemessenen K-Werte, ist daher zur Untersuchung

der Substratspezifitat beider Peptidtransporter geeignet.® 44162181182

Fir das PEPT1-Modell standen bereits zahlreiche, an Caco-2 Zellen gemessene K-Werte zur
Erstellung eines 3D-QSAR Modells zur Verfigung, so dass schwerpunktmafig Bindungsaffini-
taten der Tripeptide gemessen wurden (siehe Kapitel 4.1.1.2). Im Zusammenhang mit der
Untersuchung der Bindungsaffinitaten moglicher Spaltprodukte an PEPT1 wurden K-Werte
von Ala-Arg, Leu-Arg, Met-Met und Trp-Trp untersucht.

Die Ergebnisse der Verdrangungsexperimente zur Bestimmung der Hemmkonstanten (K;) der
Dipeptide gegen die Aufnahme von [*C]Gly-Sar bei pH 6,0 an Caco-2 Zellen sind in Abbildung
10 dargestellt. Dabei wurden die Konzentrationen an unmarkiertem Inhibitor gegen die
["*C]Gly-Sar Aufnahme (10 uM) logarithmisch aufgetragen. Aus den erhaltenen Verdrangungs-

kurven konnten die entsprechenden /Cs,-Werte durch nichtlineare Regression ermittelt werden.
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Abbildung 10: Substratspezifitit der ['“C]Gly-Sar Aufnahme in Caco-2 Zellen. Die

Aufnahme von ["*C]Gly-Sar (10 yM) wurde unter Koinkubation mit verschiedenen Dipeptiden
in ansteigenden Konzentrationen bei 37°C und pH 6,0 nach 10 min gemessen (n = 4).

In Tabelle 5 sind die aus den ICsp-Werten berechneten Hemmkonstanten (K;) zusammenfas-
send dargestellt. Die gemessenen Bindungsaffinitdten von Ala-Arg und Leu-Arg waren
niedriger, als die von Met-Met und Trp-Trp. Insgesamt handelt es sich jedoch um hochaffine
Liganden von PEPT1.

Tabelle 5: Ermittelte K-Werte von Dipeptiden an PEPT1. Die Aufnahme von ["*C]Gly-Sar
(10 uM) in konfluente Monolayer der Zelllinie Caco-2 wurde bei Raumtemperatur und pH 6,0
nach Zusatz von unmarkierten Dipeptiden in ansteigenden Konzentrationen bei einer Inkubati-
onszeit von 10 min gemessen. Die Inhibitionskonstanten wurden aus den ICs,-Werten erhalten,
die aus den Verdrangungskurven durch nichtlineare Regression bestimmt wurden (n = 4).

Dipeptid  K; PEPT1 (mM)

Ala-Arg 0,23 +0,03
Leu-Arg 0,41 +0,05
Met-Met 0,08 £ 0,007

Trp-Trp 0,09 +0,014

Der bisher einzige publizierte K-Wert von Xaa-Arg Verbindungen ist der von Pro-Arg
(Ki=2,5mM)."® Die niedrige Bindungsaffinitit resultiert dabei vermutlich aus dem N-
terminalen Prolinrest. Andere Dipeptide, die eine positiv geladene C-terminale Seitenkette
enthalten, wie z. B. Ala-Lys (K;= 0,21 mM) werden mit hoher Bindungsaffinitait an PEPT1
gebunden.™ Die beiden in dieser Arbeit gemessenen K-Werte von Ala-Arg und Leu-Arg liegen

in einem vergleichbaren Bereich.

10
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Fir Dipeptide mit hydrophoben voluminésen Seitenketten wurden ahnlich hohe Bindungsaffini-
taten an PEPT1 gemessen wie fiir Trp-Trp, z. B. Phe-Phe (K;= 0,11 mM)."

Bindungsaffinitaten von Dipeptiden, die einen Methionin-Rest enthalten, wurden bisher noch
nicht an Caco-2 Zellen untersucht. An LLC-PK;-Zellen wurde fir Met-Ala ein K-Wert von
0,15 mM gemessen, der in einem vergleichbaren Bereich liegt wie der fiir Met-Met." Die in
dieser Arbeit ermittelten K-Werte (Tabelle 5) stimmen demnach mit den bisherigen Kenntnis-

sen Uberein.

Im Gegensatz zu PEPT1 waren nur wenige K-Werte flir 3D-QSAR Untersuchungen an PEPT2
verfigbar. Damit ein ausgewogener Datensatz generiert werden konnte, wurden Bindungsaffi-
nitdten von 34 Dipeptiden, die aus Aminosauren mit moglichst unterschiedlichen physikoche-
mischen Eigenschaften aufgebaut sind und verschiedenen Konfigurationen aufweisen, an
SKPT-Zellen gemessen (Tabelle 6). Die Hemmkurven der einzelnen Kompetitionsexperimente
sind in Anlage 7.1 dargestellt. Die in dieser Arbeit gemessenen K-Werte haben die Kenntnisse
der moglichen Bindungsaffinitaten natlrlicher Substrate erweitert. Folgende Ergebnisse

konnten abgeleitet werden:

- Die K-Werte der untersuchten Dipeptide lagen im Bereich von 0,8 uM flr Trp-Trp bis
~42 mM fur D-Ala-D-Ala.

- Dipeptide mit hydrophoben Seitenketten wurden von PEPT2 mit héherer Affinitat ge-

bunden als hydrophile Substanzen.

- Dipeptide mit geladenen Seitenketten zeigten tendenziell niedrigere Affinitaten als neu-

trale Dipeptide.
- Prolin in N-terminaler Position verringert die Bindungsaffinitat.

- PEPT2 ist stereoselektiv. LL-Dipeptide wurden mit hoherer Affinitdt gebunden als DL-
und DD-Dipeptide. Letztere werden nicht mehr von PEPT2 erkannt (LL > DL > LD > DD).

Die K-Werte von Dipeptiden an PEPT2, die in vorangegangenen Studien an BBMV und LLC-

PK;-Zellen gemessen worden sind, bestatigen die an SKPT-Zellen gemessenen Bindungsaffi-

nitaten, 49150
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Tabelle 6: Inhibitionskonstanten (K;) verschiedener Dipeptide an PEPT2. Die Aufnahme
von ["C]Gly-Sar (10 pM) in konfluente Monolayer der Zelllinie SKPT wurde bei Raumtempera-
tur und pH 6,0 nach Zusatz von unmarkierten Dipeptiden in ansteigenden Konzentrationen bei
einer Inkubationszeit von 10 min gemessen. Die Inhibitionskonstanten wurden aus den /Csy-
Werten erhalten, die aus den Verdrangungskurven durch nichtlineare Regression bestimmt
wurden (n = 4); modifiziert aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2006a).

Dipeptid K;PEPT2 (uM) Dipeptid K;PEPT2 (pM) Dipeptid K; PEPT2 (pM)

Trp-Trp 0,80+ 0,17 Leu-Pro 10+1,8 Gly-Gly 54 +7,6
Val-Tyr 25+0,10 Ala-Pro 12+ 3,0 D-Phe-Ala 9777
Ala-Nle 3,1+0,21 Arg-Pro 12 £ 0,80 D-Ala-Ala 133144
Met-Met 3,2+ 0,26 Ala-Arg 16+2,6 Ala-D-Ala 270+ 35
Val-Phe  3,8+0,12 Phe-Ala 16+2,8 Pro-Arg 1,6 £ 0,10 mM
Trp-Ala 4,0+0,21 Asp-Gly 19+ 3,6 Pro-Asp 2,1+ 0,30 mM
Val-Ala 4,0+ 0,27 Ala-Lys 23+1,9 Pro-Ala 2,6 + 0,30 mM
Ala-Ser 6,2 + 0,80 Gly-Pro 27 +6,6 Pro-Glu 2,6 £ 0,60 mM
Ser-Ala 7,2 +0,67 Cys-Gly 29+5,0 Ala-D-Pro 15+1,4 mM
lle-Tyr 8,3+ 0,40 Phe-Phe  37+3,9 D-Ala-D-Ala  >10 (~42) mM’
Leu-Arg 9,0+ 1,15 Val-Pro 39+5,0

Tyr-Phe 9,0+ 0,71 Lys-Ala 41+ 11

* Aufgrund geringer Loéslichkeit oder niedriger Bindungsaffinitat liegen die K-Werte aulerhalb
des Messbereiches. Die in Klammern angegebenen Werte sind Schatzwerte, die aus dem
Verlauf der Hemmkurven abgeleitet wurden.

4.1.1.2 Tripeptide

Far die Durchfihrung von 3D-QSAR Untersuchungen wurde eine Vielzahl von K-Werten von
Tripeptiden an PEPT1 und PEPT2 gemessen. Die Hemmkurven der einzelnen Kompetitions-
experimente sind in Anlage 7.1 dargestellt. Diese systematische Untersuchung ergab folgende
Resultate fur PEPT1 (Tabelle 7):

- Tripeptide in LLL-Konfiguration weisen K-Werte im Bereich von 0,06 mM (Val-Pro-Pro)
bis 16 mM (Pro-Gly-Gly) auf

- Tripeptide, die neutrale Seitenketten enthalten, zeigen geringfligig hohere Affinitaten
(0,1 <K;<0,2mM), als solche mit geladenen Seitenketten (z.B. Glu-Phe-Tyr
K; = 0,2 mM; Ala-Ala-Asp K; = 0,82 mM).
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- In Ubereinstimmung mit den Bindungsaffinitaten der Dipeptide weisen Tripeptide, die
Prolin in N-terminaler Position enthalten, hohe K-Werte auf, z.B. Pro-Phe-Lys
(Ki = 2,0 mM) und Pro-Gly-Gly (K; = 16 mM).

- Tripeptide in DLL, LDL und LLD-Konfiguration zeigen niedrigere Bindungsaffinitaten
K; > 5 mM, mit Ausnahme von D-Met-Met-Met (K; = 0,52 mM).

- Tripeptide mit modifiziertem C-Terminus (Pro-Leu-Gly-NH,) werden nicht von PEPT1
erkannt (K; > 31 mM).

In einer vor kurzem verdéffentlichten Studie wurden 24 weitere Tripeptide und Tripeptidmimetika
hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitaten an PEPT1 untersucht. Die dort beschriebenen K-Werte
an Caco-2 Zellen liegen in einem ahnlichen Bereich, wie die in Tabelle 7 dargestellten Werte.

Fiir Ala-Ala-Ala wurde ein vergleichbarer K-Wert von 0,35 mM beschrieben.*®

Tabelle 7: Inhibitionskonstanten (K;) verschiedener Tripeptide an PEPT1 und PEPT2. Die
Aufnahme von ["*C]Gly-Sar (10 uM) in konfluente Monolayer der Zelllinien Caco-2 und SKPT
wurde bei Raumtemperatur und pH 6,0 nach Zusatz von unmarkierten Tripeptiden in anstei-
genden Konzentrationen bei einer Inkubationszeit von 10 min gemessen. Die Inhibiti-
onskonstanten wurden aus den /Cs-Werten erhalten, die aus den Verdrangungskurven durch
nichtlineare Regression bestimmt wurden (n = 4-6); modifiziert aus Anlage 7.4 (Biegel et al.,
2006a).

K pepT1
Tripeptid K;,PEPT1 (mM) K,PEPT2 (mM) P

K pepT2
Ala-Ala-Ala 0,18 £ 0,02 0,018 £ 0,004 11
D-Ala-Ala-Ala 45+05° 1,0+ 0,1 8
Ala-D-Ala-Ala 84+06° 4,2+0,20 2
D-Ala-D-Ala-D-Ala > 30 (~150)% > 31,6 (~160)* 1
Tyr-D-Ala-Gly >10 (~14)* > 3,16 (~6,5)* 2
D-Tyr-Val-Gly 14 +2 0,72 £ 0,05 19
Ala-D-Phe-Ala 1914 n.b. -
Leu-Gly-Gly 0,39 £ 0,06 0,018 + 0,002 22
D-Leu-Gly-Gly 25+1,5 0,59 + 0,02 42
Met-Met-Met 0,10 £ 0,09 0,002 + 0,0008 50
D-Met-Met-Met 0,52 + 0,08 0,006 + 0.0004 88
Ala-Glu-Ala 0,48 + 0,05 0,046 + 0,009 10
Ala-Ala-Glu 0,81 0,1 0,069 + 0,001 12
Ala-Asp-Ala 0,72 £ 0,04 0,079 £ 0,005 9
Ala-Ala-Asp 0,82+0,12 0,16 £ 0,02 5

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung Tabelle 7

Leu-Pro-Arg 0,10+0,01°°¢ 1,1+ 0,20 mM 0,1
Leu-Ala-Arg 0,11+0,01>°¢ 1,2+0,10 mM 0,1
Leu-Arg-Pro 0,30 £0,06 ° 0,001 + 0,0003 300
Ala-Ala-Arg 1,2+0,22 1,3 +0,10 1
Val-Pro-Pro 0,06 £ 0,002° 0,023 + 0,003 3
lle-Pro-Pro 0,28 +0,06° 0,027 + 0,001 10
Ala-Pro-Leu 0,10 £ 0,01 n.b. -
Ser-Pro-lle 0,17 +0,03° 0,019 + 0,002 8
Tyr-Pro-lle 0,25+ 0,04° 0,0054 + 0,0001 46
Ala-Phe-Pro 0,11+ 0,01 n.b. -
Pro-Phe-Lys 2,0+£0,19 0,09 + 0,002 2
Pro-Gly-Gly 16+2,0° 11+ 1,3 mM 1
Leu-Thr-Leu 0,11 £0,01° 0,01 + 0,001 11
Ala-Val-Leu 0,14 +0,01° 0,012 + 0.001 12
Val-Ala-Leu 0,14 £ 0,02 0,009 + 0,0002 16
Trp-Trp-Trp 0,17 £0,03>°  0,3+0,03pM°® 567
lle-Val-Tyr 0,20 + 0,01° 0,014 + 0,001 14
Glu-Phe-Tyr 0,20 + 0,01 0,052 + 0,005 4
Trp-Gly-Tyr 0,24 £ 0,05 0,0017 + 0,0003 141
Thr-Lys-Tyr 1,1+£0,10° 0,039 + 0,003 28
Gly-His-Lys 4,1+ 0,60 3,1+0,40 1
Pro-Leu-Gly-NH, >31°" > 31 (~38) -

2 gemessen von llka Kniitter und ® Mandy Bruch; ¢ Aufgrund einer ge-
ringen Widerfindungsrate (siehe nachster Abschnitt) kann eine Aufspal-
tung des Tripeptids wahrend der Versuchsdauer nicht ausgeschlossen
werden. Die gemessenen K-Werte sind wahrscheinlich durch die
Spaltprodukte beeinflusst worden. ~Aufgrund geringer Bindungsaffinitat
liegen die K-Werte aullerhalb des Messbereiches. Die in Klammern
angegebenen Werte sind Schatzwerte, die aus dem Verlauf der
Hemmkurven abgeleitet wurden.

An PEPT2 wurde die hochste Affinitat von K;= 0,3 uM fir das grofdte Tripeptid Trp-Trp-Trp
gemessen. Transportuntersuchungen an Xenopus laevis Oocyten' zeigten jedoch, dass es
sich um einen PEPT2-Inhibitor handelt.

™ AG Ernahrungsphysiologie der TU-Miinchen, Prof. Daniel
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Wie bereits fiir die Dipeptide beobachtet, zeigen auch hydrophobe Tripeptide vergleichsweise
hdéhere Bindungsaffinitdten an PEPT2 als hydrophile Molekule. PEPT2 differenziert aulerdem
zwischen geladenen und ungeladenen Tripeptiden. Fur solche Verbindungen, die geladene
Aminosaurereste am C-Terminus enthalten, wurden héhere K-Werte im Vergleich zu solchen
mit neutralen Seitenketten gemessen (z.B. Ala-Ala-Ala K;=0,018 mM und Ala-Ala-Asp
K; = 0,16 mM). Positive Ladungen in der dritten Seitenkette fihren zu niedriger Bindungsaffini-
tat an PEPT2 (z.B. Leu-Pro-Arg Ki=1,1 mM; Leu-Ala-Arg K;=1,2 mM; Ala-Ala-Arg
Ki=1,3 mM).

Pro-Xaa-Xaa Tripeptide zeigen niedrige Bindungsaffinititen an PEPT2 (z. B. Pro-Gly-Gly
Ki=11 mM).

DLL-Tripeptide und LDL-Tripeptide werden mit geringeren Affinititen als LLL-Tripeptide von
PEPT2 erkannt. Fir D-Met-Met-Met wurde jedoch eine aufierordentlich hohe Bindungsaffinitat
von 0,006 mM an PEPT2 gemessen, die im Bereich der LLL-Tripeptide liegt. DDD-Tripeptide

werden nicht von PEPT2 erkannt.

Die Carboxylgruppe scheint ebenfalls ein wichtiges Erkennungsmerkmal von PEPT2 zu sein,
da Tripeptid-Derivate, die eine C-terminale Sdureamidgruppe enthalten (z. B. Pro-Leu-Gly-NH,
und Tyr-Pro-Phe-NH,), hohe K-Werte an PEPT2 aufweisen. Im Fall von Alafosfalin
(Ki pept2 = 0,08 mM) konnte jedoch gezeigt werden, dass die C-terminale Carboxylgruppe auch

durch eine Phosphonogruppe ausgetauscht sein kann."®’

Es ist bekannt, dass hydrophobe Substrate von PEPT1 und PEPT2 bevorzugt werden.'*'®

PEPT2 bindet Tripeptide mit hydrophoben Seitenketten jedoch mit weitaus hdherer Affinitat als
PEPT1. Die Bindungsaffinitat von Trp-Trp-Trp (K;= 0,3 M) ist 567-fach héher an PEPT2 als
an PEPT1 (K;=170 uM). Diese Affinitdtsunterschiede zwischen beiden Peptidtransportern
wurden auch fir verschiedene seitenkettenblockierte Dipeptid-Derivate gemessen, z. B. zeigt
Lys(Z)-Lys(Z) eine 27400-fach hdhere Affinitit an PEPT2 im Vergleich zu PEPT1." Bei den
naturlichen Dipeptiden sind bisher bezlglich der Hydrophobizitdt von Substraten keine
Erkennungsunterschiede in solchen Dimensionen gemessen worden. Eine Ausnahme bildet
das Dipeptid Trp-Trp, das eine 113-fach hohere Affinitat an PEPT2 gegenuber PEPT1 zeigt
(Ki pept1 = 90 UM; K pepr2 = 0,8 uM). Da es sich bei den beschriebenen Verbindungen um
relativ hydrophobe Molekile handelt, kdnnen mdglicherweise auch Léslichkeitsprobleme der
Verbindungen bei den Kompetitionsexperimenten zu den hohen Werten fir die K; pept1/Ki pepT2-

Quotienten beitragen.

Tripeptide, die eine geladene dritte Seitenkette enthalten, werden von PEPT2 mit geringer

Affinitdt gebunden. PEPT1 hingegen ist tolerant gegentber dieser Ladung und erkennt diese
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Substrate mit hoher bzw. mittlerer Affinitat. Aus diesen Erkennungsunterschieden resultieren

K pepT1/Ki pept2-Quotienten im Bereich von 1 bis 0,1 (z. B. Gly-His-Lys und Leu-Ala-Arg).

Es ist weiterhin bekannt, dass PEPT1 nur solche Dipeptide bindet, die eine ftrans-
Peptidbindung aufweisen.'* Bisher ist nicht untersucht worden, ob dies a) fiir PEPT2 und b)
fur die beiden Peptidbindungen der Tripeptide ebenfalls zutrifft. Val-Pro-Pro kann diesbezlig-
lich theoretisch in vier verschiedenen Konformationen (cis-cis, cis-trans, trans-cis und trans-
trans) vorliegen. Méglicherweise sind die tatsachlichen Bindungsaffinititen von Xaa-Pro-Xaa,
Xaa-Pro-Pro und Xaa-Xaa-Pro Tripeptiden hoher, d.h. die K-Werte niedriger, als in Tabelle 7

angegeben.

Stabilitdtstests einiger Tripeptide

Die verwendeten Zelllinien Caco-2 und SKPT verfligen Uber eine Vielzahl metabolisierender
Enzyme. Daher kénnen Tripeptide von membranstandigen Enzymen zu Dipeptiden und
Aminosauren metabolisiert werden. Die Konzentration der jeweiligen Tripeptide kann zum
einen durch Metabolisierung vermindert werden, zum anderen kdonnte auch eine Immobilisie-
rung der Substanz durch unspezifische Bindung an die Zelloberflache erfolgen. Die Stabilitat
einiger Tripeptide wahrend der 10-minltigen Aufnahmeexperimente wurde durch die Messung
der Wiederfindungsraten bestimmt. Die Wiederfindungsrate der meisten Tripeptide betrug 86
bis 98 % (Tabelle 8). Bei manchen Messungen wurden nach 10 Minuten héhere Konzen-
trationen ermittelt, als anfanglich eingesetzt worden sind. Verdunstungseffekte kénnten

moglicherweise der Grund fiir solche Werte sein.

Nur 74 % des Tripeptids Trp-Trp-Trp (K;= 0,17 mM) konnten im Versuchspuffer nach der
10-mindtigen Inkubation auf Caco-2 Zellen detektiert werden. Das Spaltprodukt Trp-Trp
(Kipept1 = 0,09 mM) weist eine ahnliche Affinitdt wie das Tripeptid auf. Die Aminosaure
Tryptophan zeigte keine Hemmung der ["*C]Gly-Sar Aufnahme bis 10 mM. Den Ergebnissen
zufolge konnte kein eindeutiger K-Wert fur das Tripeptid ermittelt werden, da auch das
wahrend der Versuchsdurchfiihrung abgespaltene Dipeptid in der Lésung vorliegt. Transport-
untersuchungen an Xenopus laevis Oocyten** zeigten, dass Trp-Trp aktiv von PEPT1
transportiert wird. Die in einer kurzlich erschienenen Studie dargestellten Resultate
widersprechen diesem Ergebnis jedoch.' In vorangegangenen Untersuchungen konnte
allerdings gezeigt werden, dass andere hydrophobe Dipeptide (Lys-Lys) aktiv von PEPT1
transportiert werden.'® Die Translokation hydrophober Di- und Tripeptide durch PEPT1 und

PEPT2 sollte daher Thema weiterfiihrender Studien sein.

H AG Ernahrungsphysiologie TU-Miinchen, Prof. Daniel
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Tabelle 8: Wiederfindungsrate von Tripeptiden nach 10-miniitiger Inkubation auf Caco-2
und SKPT Zellen. Die Messungen erfolgten an konfluenten Monolayern der Zelllinien Caco-2
und SKPT bei Raumtemperatur und pH 6,0. Sofort nach Zugabe der unmarkierten Tripeptide
(1,0 mM) wurde ein Nullwert entnommen. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurde der
Uberstand entfernt und mittels HPLC-Analyse die Konzentration der Tripeptide ermittelt. Die
Daten sind als Mittelwerte + SE angegeben (n = 3).

Wiederfindungsrate Wiederfindungsrate

Tripeptid nach 10 min Tripeptid nach 10 min

Caco-2 SKPT Caco-2 SKPT
Ala-Ala-Ala 96 + 2 911 Pro-Gly-Gly 93+6 97 £12
Ala-Phe-Leu 94 +1 n.b. Pro-Leu-Gly-NH, 93 £ 6 n.b.
Ala-Val-Leu 90+2 108 + 3 Pro-Phe-Lys 104+5 98+3
D-Leu-Gly-Gly 98 + 2 9312 Ser-Pro-lle 93+ 1 n.b.
D-Met-Met-Met 96 + 3 99 +8 Thr-Lys-Tyr 94 +2 107 £ 10
D-Tyr-Val-Gly 959 97 £12 Trp-Trp-Trp 74 + 1 876
Glu-Phe-Tyr  95+3 N0 +4 Tyr-D-Ala-Gly 91+10 1106
lle-Pro-Pro 93+5 93+ 11 Tyr-Gly-Gly 98 +2 89+7
Leu-Ala-Arg 7912 92 +1 Tyr-Pro-lle 88 + 2° n.b.
Leu-Gly-Gly 863 96 + 4 Tyr-Pro-Phe n.b. 103+ 4
Leu-Pro-Arg 755 96 +1 Val-Pro-Pro 101+£1* n.b.

Met-Met-Met 93 +6 97 +12

@ gemessen von Mandy Bruch

Auch an SKPT-Zellen wurden nur 87 % der Ausgangskonzentration von Trp-Trp-Trp wieder
gefunden. Das Dipeptid wies ebenfalls eine sehr hohe Bindungsaffinitat an PEPT2 auf
(Ki= 0,8 uM), hingegen konnte fiir die Aminosaure keine Bindung an den Transporter ermittelt
werden. Es kann davon ausgegangen werden, dass das Tripeptid Trp-Trp-Trp mit einer sehr

hohen Affinitat an PEPT2 gebunden wird, ein genauer K-Wert kann nicht angegeben werden.

Auf Caco-2 Zellen wurden fiir die hochaffinen Tripeptide Leu-Pro-Arg (K; = 0,1 mM) und Leu-
Ala-Arg (Ki= 0,11 mM) nur je 75 % und 79 % der Ausgangskonzentrationen nach 10-minutiger
Inkubation ermittelt (Tabelle 8). Die Spaltprodukte Leu-Pro (K;=0,26 mM), Leu-Ala
(Ki= 0,12 mM) sowie Ala-Arg (Ki = 0,23 mM) zeigen an PEPT1 hohe Bindungsaffinitaten. Pro-
Arg hingegen wird mit geringer Bindungsaffinitat (K; = 2,5 mM) an PEPT1 gebunden. Es kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die gemessenen Bindungsaffinitdten der Tripeptide Leu-
Pro-Arg und Leu-Ala-Arg auf den Affinitdten der Spaltprodukte beruhen. Dies wirde auch die
gemessene Bindungsaffinitdt von Ala-Ala-Arg von K;=1,2mM erklaren, welche um ein

Vielfaches niedriger ist als die von Leu-Ala-Arg und Leu-Pro-Arg.
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4.1.1.3 B-Lactam-Antibiotika

Die Datensammlung, der Arbeitsgruppe Membrantransport der Martin-Luther-Universitat Halle,
der verschiedenen Inhibierungskonstanten der B-Lactam-Antibiotika an PEPT1 und PEPT2,
konnte um die in Tabelle 9 dargestellten K-Werte erweitert werden. Die Hemmkurven der
einzelnen Kompetitionsexperimente sind in Anlage 7.1 dargestellt. Es bestéatigte sich, dass
volumindse Seitenketten am N- und C-Terminus der Cephalosporine unglnstig fur die
Erkennung durch die H/Peptidsymporter sind, z. B. Cefazolin und Cefotiam.'*" 4414515 pjg
oral verfliigbaren Wirkstoffe Acidocillin, Flucloxacillin und Cloxacillin zeigen mittlere bis niedrige
Bindungsaffinitaten an PEPT1. Fur die strukturell ahnlichen B-Lactam-Antibiotika Oxacillin und
Dicloxacillin, die am Benzol-Ring jeweils keinen Substituenten (Oxacillin), bzw. zwei Chlorato-
me (Dicloxacillin) enthalten, wurden niedrige K-Werte (7,2 bis 12 mM) an PEPT1 gemessen.'*

Cloxacillin weist in dieser Reihe die héchste Bindungsaffinitat an PEPT1 von K;= 2,6 mM auf.

Piperacillin, das ebenfalls oral verflgbar ist, ist kein Substrat von PEPT1 und PEPT2. Aufgrund
seiner Struktur, die eher einem Tetrapeptid dhnlich ist, wurden K-Werte > 31 mM gemessen
(Tabelle 9). Cefoxitin (K; = 10 mM) wird von PEPT1 erkannt, ist jedoch nicht oral verflgbar, und
wird intravends bzw. intramuskular appliziert. Vermutlich ist Cefoxitin nicht pH-stabil oder wird

im Magen-Darm Trakt durch Verdauungsenzyme gespalten.

Bisher sind keine weiteren K-Werte der in Tabelle 9 dargestellten B-Lactam-Antibiotika an

anderen Expressionssystemen fir PEPT1 und PEPT2 gemessen worden.

Die K;pepr1/Kipept2 Quotienten der untersuchten B-Lactam-Antibiotika liegen mit Ausnahme von
Acidocillin im Bereich von 1 bis 4. Auch in einer friiheren Studie wurde beobachtet, dass bei -
Lactam-Antibiotika nur in Einzelfallen mit 10- bis 15-fach héherer Bindungsaffinitat von PEPT2

verglichen mit PEPT1 gebunden werden.'*
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Tabelle 9: Strukturen der untersuchten B-Lactam-Antibiotika und ihre Bindungsaffinita-
ten an PEPT1 und PEPT2. Die Aufnahme von [*C]Gly-Sar (10 uM) in konfluente Monolayer
der Zelllinien Caco-2 und SKPT wurde bei Raumtemperatur und pH 6,0 nach Zusatz von
unmarkierten Substanzen in ansteigenden Konzentrationen bei einer Inkubationszeit von
10 min gemessen. Die Inhibitionskonstanten wurden aus den [Cs-Werten, die aus den
Verdrangungskurven durch nichtlineare Regression bestimmt wurden, berechnet (n = 4);
modifiziert aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2006a).

K PepT1
Name Struktur K;PEPT1 (mM) K,PEPT2(mM) ——
;PEPT2

COOH
o © N&CHS
Cloxacillin o N & CHy 2,6+0,3 0,95 +0,17° 3
\ H
0o CHj
. o COOH
o N&CHs
Flucloxacillin ¢ N; I\)LN & “CH, 70+4,6 1,6+0,2 4
\ H
o CH3

COOH O

o X
Cefoxitin @Jiji?ﬂo " 10 £2° 8,6+2,0 1
Mo

CHj
COOH

0.
Acidocillin @Y‘iN]ﬂyz: 1543 0,71+0,1 21
Ng

CHa
Hyc-N

Cefotiam HoN o0 o N'N‘N 305 13+£2 2
J<N O N 5N
CHg
COOH S/\<N
Cefazolin Ny o °M§ASA\N' 31£2,1° 274+28 1
n L
H

Ny

o o COOH
H3C/\N)kfoH o) mcm

Piperacillin v'wéku ¢ oH, >31,6(~61)  >31,6(~58) 1

HoN COOH

S>>N 0 oj:Nk\ o CHs ) )
Cefpodoxim by s >31,6 (~110)" >31,6 (~ 46) 2
N\O

CHs

*

2 Luckner & Brandsch 2005"*: ° Biegel 2002'®: * Aufgrund niedriger Bindungsaffinitat liegen
die K-Werte aullerhalb des Messbereiches. Die in Klammern angegebenen Werte sind
Schatzwerte, die aus dem Verlauf der Hemmkurven abgeleitet wurden.
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4.1.1.4 Weitere Peptidmimetika

Neben den natlrlichen Substraten und den bereits beschriebenen B-Lactam-Antibiotika
wurden weitere, im Promotionszeitraum verfligbare, Peptidmimetika bezlglich ihrer Bindungs-
affinitdt an PEPT1 und PEPT2 untersucht. Dadurch wurde der Kenntnisstand der Liganden
von PEPT1 und PEPT2 erweitert.

Uber die Erkennung und den Transport der ACE-Inhibitoren an PEPT1 sind z.T. unterschiedli-
che Ergebnisse publiziert worden. Die Bindungsaffinititen wurden an unterschiedlichen
Systemen unter verschiedenen Bedingungen gemessen. 8093162185186 i \njerte an Caco-2 und
SKPT Zellen sind bisher nur wenige bekannt. Lisinopril zeigte eine niedrige Bindungsaffinitat
(Ki=31 mM) und ist somit kein Substrat von PEPT1 (Tabelle 10). In einer vorangegangenen
Studie wurde ebenfalls festgestellt, dass Lisinopril die Gly-Sar Aufnahme in Caco-2 Zellen nur
geringflgig hemmte. Auflerdem konnte kein Transport von Lisinopril durch Caco-2 Monolayer
gemessen werden.'® In anderen Studien wurden fiir den strukturell dhnlichen ACE-Inhibitor

Enalapril ebenfalls niedrige Bindungsaffinititen an PEPT1 gemessen.®%'%

Die Bindungsaffinitat des oral verfligbaren Antiarrhythmikums Procainamid wurde an PEPT2
getestet. Der ermittelte K-Wert von 22 mM lasst darauf schliefen, dass es nicht von PEPT2
erkannt wird (Tabelle 10).

Lisinopril und Procainamid weisen peptidahnliche Strukturen auf. Lisinopril verflgt Gber keine
N-terminale a-Aminogruppe und Procainamid enthalt keine C-terminale Carboxylgruppe. Das
Fehlen dieser Merkmale konnte die geringe Bindungsaffinitit an die H*/Peptidsymporter
erklaren (Tabelle 10).

Der Zuckeraustauschstoff Aspartam, der weitreichende Verwendung in der Lebensmittel-
industrie findet, steht im Verdacht, krebserregend zu sein. An mit Aspartam gefutterten Ratten
wurde bereits gezeigt, dass dieses Dipeptid-Derivat viele verschiedene Krebserkrankungen
begiinstigt.'®® Aspartam (Tabelle 10) wird von PEPT1 mit niedriger Bindungsaffinitit gebunden
(K; = 5,4 mM). Moglicherweise gelangt Aspartam durch den intestinalen H*/Peptidsymporter in
den Organismus. Mit Hilfe des virtuellen Screenings von Strukturdatenbanken anhand eines
Pharmakophormodells wurde Aspartam als méglicher Ligand von PEPT1 beschrieben.*°

Ximelagatran ist ein oral verfiigbares Prodrug des Thrombin-Inhibitors Melagatran.'®®'%

Aufgrund der peptidahnlichen Struktur vermuteten wir, dass Ximelagatran von PEPT1 erkannt
wird. Die ermittelten K-Werte an PEPT1 und PEPT2 (bei pH 5,0) zeigen, dass Ximelagatran
von beiden H'/Peptidsymportern mit mittlerer Bindungsaffinitdt erkannt wird. Der Wirkstoff
Melagatran ist kein Substrat der beiden Peptidtransporter (Tabelle 10). In Anbetracht des
bisherigen Kenntnisstandes der Substratspezifitat der H*/Peptidsymporter, wére zu erwarten

gewesen, dass Melagatran mit hdherer Affinitat von PEPT1 gebunden wird, da es im Gegen-
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satz zu Ximelagatran Uber eine freie Carboxylgruppe verflgt. Beide Molekile sind jedoch
durch unterschiedliche physikochemische Eigenschaften gekennzeichnet. ' Melagatran weist
bei physiologischen pH-Werten eine deprotonierte Carboxylgruppe und eine protonierte
Amidingruppe auf. Der pK,-Wert des sekundaren Amins, das in Tabelle 10 mit einem Stern-
chen gekennzeichnet ist, liegt bei 7,0. Bei pH 6,0 ist diese Gruppe zu 90 % protoniert und
positiv geladen.’® Ximelagatran liegt bei pH 7,0 als ungeladenes Molekiil vor. Die Hydroxya-
midingruppe (pK, = 5,2) liegt beim verwendeten pH-Wert des Versuchspuffers (pH 5,0) zu
62 % protoniert und bei pH 6 zu 98,5 % deprotoniert vor. Das sekundare Amin (*) weist einen
pK,-Wert von 4,5 auf und liegt bei pH 5,0 zu 24 % in protonierter Form vor.' Die unterschied-
lichen Protonierungszustande dieses sekundaren Amins haben unterschiedliche 3D-Strukturen

zur Folge, in denen die unterschiedliche Erkennung der Peptidtransporter begriindet sein kann.

Tabelle 10: K-Werte einiger peptiddhnlicher Wirkstoffe an PEPT1 und PEPT2. Die
Aufnahme von [*“C]Gly-Sar (10 uM) in konfluente Monolayer der Zelllinien Caco-2 und SKPT
wurde bei Raumtemperatur und pH 6,0 (Ximelagatran pH 5,0) nach Zusatz von unmarkierten
Substanzen in ansteigenden Konzentrationen bei einer Inkubationszeit von 10 min gemessen.
Die Inhibitionskonstanten wurden aus den ICsp-Werten, die aus den Verdrangungskurven
durch nichtlineare Regression bestimmt wurden, ermittelt (n = 4). Die Daten sind als Mittelwer-
te £ SE angegeben.

KPEPT1  KPEPT2  KPePTi

Name Struktur
(mM) (mM) K PePT2

(0]

NH,
Lisinopril coo 31+3,1 n.b. -
@MN:{Q
H COOH
HoN

Procainamid Q“ww% > 31 (~ 135/ >10 (~22)* 6

0 kCHS
Aspartam HZN]ﬁN OCH, 54+0,5 n.b. -
H o

HOOC

i N N O._CHj + 4
Ximelagatran N;\DH HNg %ﬁg 3,0+£0,5 0,93+ 0,04 3
H,oN i:j

N - OH ~ # +
Melagatran N th VOEN% >10 (~26)f 157+1,2 2
HoN i:j

* Aufgrund geringer Léslichkeit bzw. niedriger Bindungsaffinitit liegen die K-Werte auerhalb
des Messbereiches. Die in Klammern angegebenen Werte sind Schatzwerte, die aus dem
Verlauf der Hemmkurven abgeleitet wurden.* Ximelagatran pK; 4,5; Melagatran pK, 7,0
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4.1.2 Transportuntersuchungen

Die Ergebnisse von Kompetitionsexperimenten geben Auskunft Gber die Bindung eines
Substrates an PEPT1 oder PEPT2. Die Frage, ob diese Liganden auch durch die Membran
transportiert werden, kann z. B. mit Fluxstudien untersucht werden. Daflir wurden Monolayer
der Zelllinie Caco-2 auf permeablen Membranen in Transwell-Kammern kultiviert. In das obere
Kompartiment wurden jeweils 1 mM der Peptidmimetika zugegeben. Die transportervermittelte
Translokation von Ximelagatran und Melagatran wurde von der apikalen zur basolateralen
Seite der Caco-2 Zellen ermittelt. Aus dem unteren Kompartiment wurden nach 10, 30, 60 und
120 min Proben entnommen, und die Konzentrationen der Arzneistoffe mittels HPLC bestimmt.
Die Fluxstudien flihrten zu dem Ergebnis, dass innerhalb von 2 Stunden bei pH 5,0 ca. 4 % der
Ausgangskonzentration von Ximelagatran durch die Membran transportiert wurden (Abbildung

11). Dies entspricht einer Fluxrate von 0,37 %/cm?* h.

Mannitol gelangt ausschlieBlich durch Diffusion durch die Caco-2 Monolayer und weist eine
Fluxrate von 0,07 —0,08 %/cm?* h auf.">'®" Das peptidasestabile PEPT1-Substrat Gly-Sar
wird mit einer Fluxrate von 1,4 %/cm? * h durch Caco-2 Monolayer transportiert.">'®” Der Flux
von Ximelagatran liegt damit genau zwischen diesen beiden Vergleichswerten. Es kann
abgeleitet werden, dass die Translokation von Ximelagatran transportervermittelt erfolgt. Die in
dieser Arbeit ermittelten Bindungsaffinititen an PEPT1 und die Fluxwerte durch Caco-2
Monolayer weisen darauf hin, dass Ximelagatran mdglicherweise aktiv durch PEPT1 transpor-
tiert wird. Derzeit kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass das oral verfligbare Prodrug

Ximelagatran auch ein Substrat anderer Transporter im Dinndarm sein konnte.

Wie zu erwarten war wurde Melagatran, das keine Affinitadt zu PEPT1 und PEPT2 zeigte, nicht
durch die Zellschicht transportiert (Abbildung 11). Aufgrund geringer Substanzmenge konnte
diese Messung nur mit n = 2 durchgefihrt werden. Die hier dargestellten Fluxwerte stimmen

weitestgehend mit Ergebnissen friiherer Studien iiberein.'®

Ximelagatran ist aufgrund unerwarteter Nebenwirkungen nicht mehr als Arzneimittel zugelas-
sen. Dennoch sind die Bindungsaffinitidten an PEPT1 und PEPT2 sowie die Fluxwerte durch
Caco-2 Monolayer wegen der interessanten chemischen Struktur fiir die Untersuchung von

Struktur-Wirkungsbeziehungen wertvoll."®
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Abbildung 11: Permeation von Melagatran und Ximelagatran aus dem Donator durch
Caco-2 Monolayer in den Akzeptor der Transwell®-Kammern. Bei 37°C wurde der
transepitheliale Flux der Wirkstoffe (1 mM) Uber einen Zeitraum von 2 Stunden unter
Anwesenheit eines pH-Gradienten (Melagatran: pH=6,0 (Donator):7,5 (Akzeptor);
Ximelagatran: pH = 5,0 (Donator) : 7,5 (Akzeptor)) gemessen. Die Anstiege der linearen
Regressionen dienen zur Fluxbestimmung mittels Gleichung (14) (r>0,9279). Die Analytik
erfolgte anschliefend durch HPLC.
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4.2 3D-QSAR

4.2.1 3D-QSAR von PEPT1-Liganden: Di- und Tripeptide sowie B-Lactam-Antibiotika
(Anlage 7.4 Biegel et al., 2005)

4.2.1.1 Der Datensatz

Zur Erklarung der unterschiedlichen Bindungsaffinitdten von Di- und Tripeptiden sowie [3-
Lactam-Antibiotika an PEPT1 wurde ein 3D-QSAR Modell aufgestellt, dass aus 98 Verbin-
dungen (35 Di- und 28 Tripeptide, 12 Dipeptid-Derivate sowie 23 [-Lactam-Antibiotika)
besteht. Aufgrund der Substratvielfalt des H*/Peptidsymporters war es erforderlich, eine so
groRe Anzahl von Verbindungen in den Datensatz aufzunehmen. Fir den Trainingsdatensatz
wurden Di- und Tripeptide ausgesucht, die eine grol3e Diversitat in den Seitenketten (z. B.
positiv und negativ geladene, neutrale und aromatische Seitenketten) aufweisen und deren
Bindungsaffinitaten in einem groRen Bereich von K; = 0,01 bis 100 mM liegen. Dadurch kdnnen
moglichst viele physikochemische Eigenschaften der Liganden innerhalb des Modells betrach-
tet werden. Alle Ki-Werte wurden in der Arbeitsgruppe Membrantransport der Martin-Luther
Universitat Halle-Wittenberg durch die Verwendung eines einheitlichen Kompetitionsassays an
der Zellinie Caco-2 gemessen (Kapitel 4.1.1).'014144-146.183191 nyia Bewertung des Modells
erfolgte durch die Verwendung eines Testdatensatzes, dessen 24 Verbindungen so ausge-
wahlt wurden, das hoch-, mittel-, wenig- und nichtaffine Verbindungen getestet werden.
Tabellen, in denen alle Verbindungen mit den dazugehdrigen K-Werten aufgelistet sind,

befinden sich in Anlage 7.2.
4.2.1.2 Konformationsanalyse und strukturelles Alignment

Das strukturelle Alignment von Dipeptiden einer vorangegangenen Studie bildete die Grundla-
ge der im Folgenden beschriebenen Untersuchungen.™ Fiir Ala-Ala wurden bei der Durchfiih-
rung einer Konformationsanalyse sechs verschiedene Konformere mit trans-Peptidbindungen
erhalten. Die Auswahl der bioaktiven Konformation erfolgte durch den Vergleich der Ala-Ala
Konformere mit dem relativ starren hochaffinen Dipeptid-Derivat Ala-@[CS-N]-Pro
(Ki= 0,33 mM). Nur die Konformation mit den Torsionswinkeln w; = 165° w;=178° und
¢, = 295° sowie einem N..C Abstand von 5,3 A war in beiden Konformerdatenbanken enthal-
ten und wurde als Referenzstruktur fir alle weiteren Verbindungen des Datensatzes verwen-
det." Diese Konformation wurde auch in der vorliegenden Arbeit als Vorlage fiir die Auswahl
der bioaktiven Konformationen von Dipeptiden, Tripeptiden und B-Lactam-Antibiotika verwen-
det. Ahnliche Konformationen fiir bioaktive Konformationen von Dipeptiden wurden auch in

anderen Studien beschrieben.’*"'%?
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Die Konformationsanalyse fir das relativ starre Tripeptid Val-Pro-Pro, das zudem eine hohe
Affinitat an PEPT1 zeigt (K;= 0,10 mM), ergab nur drei verschiedene Konformere mit trans-
Peptidbindungen bei der systematischen Konformationssuche. Bei der Uberlagerung dieser
Strukturen auf das Rlckgrat der vermeintlich bioaktiven Konformation von Ala-Ala (C44-C-N-
Cq2), wurde die Konformation von Val-Pro-Pro, mit dem kleinsten rms-Wert (kleinste Fehler-
quadrate) ausgewahlt und als Vorlage fir alle weiteren Tripeptide im Datensatz verwendet
(Abbildung 12a). Diese Konformation weist folgende Torsionswinkel auf: y, = 145°; w, = 180°,
@2 = 286°, W, =172°, w, =180° und @3 = 309°. Der N...C Abstand betragt 7,4 A und ist mit
dem anderer Konformationsanalysen von Tripeptiden vergleichbar.'®3>"313 |n einer vor
kurzem erschienenen Studie wurde ein N...C Abstand von 8,6 A fiir bioaktive Konformationen
der Tripeptide beschrieben, die angegebenen Bindungswinkel des Peptidriickgrates sind
jedoch ahnlich (g = 165° w4 = 180°, @, = 280°, Y, = 180°)."*

Konformationsanalysen der B-Lactam-Antibiotika wurden im Rahmen der Diplomarbeit der
Autorin durchgefiihrt.”® Die systematische Suche mit anschlieBender Minimierung der
Datenbanken ergab zahlreiche Minimumskonformationen der untersuchten Molekile, die sich
besonders im Bereich der flexiblen Seitenketten unterscheiden. Die Méglichkeiten der
Uberlagerung der hypothetischen aktiven Konformation von Ala-Ala und der B-Lactam-
Antibiotika wurden mit dem Programm DISCO erarbeitet.’®® Die Amidbindungen (C,-C-N-C-)
der Konformere der -Lactam-Antibiotika wurden dabei entlang der Peptidbindung von Ala-Ala
Cai-C-N-C,,) Uberlagert. Aufgrund der Tatsache, dass Dipeptide in DL-Konfiguration weitaus
geringere Bindungsaffinitaten an PEPT1 zeigen als LL-Dipeptide (z. B. Ala-Ala K= 0,1 mM, D-
Ala-Ala K;=2,1 mM) wurde das zuvor in der Arbeitsgruppe erstellte 3D-QSAR Modell so
aufgebaut, dass N-terminale Aminogruppen von D-konfigurierten N-terminalen Aminosaureres-
ten in einer anderen Position im strukturellen Alignment liegen als die Aminogruppen der
hochaffinen L-Aminosaurereste.™ Ausgehend von diesem Modell wurden auch die Amino-
gruppen der B-Lactam-Antibiotika mit denen der D-konfigurierten N-terminalen Aminosaureres-
te Uberlagert. Aufgrund des relativ starren Ringsystems der 3-Lactam-Antibiotika wurden nur
drei verschiedene Konformationen bezlglich der rdumlichen Lage der Peptidbindung und des
Ringsystems gefunden. Aus diesen drei raumlichen Strukturen wurden Modelle entwickelt und
analysiert: Diejenige Konformation, die zum Modell mit der héchsten Voraussagekraft fuhrte,
wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet. Sie ist gekennzeichnet durch folgende Torsions-
winkel: gy =70°% w;=180° und ¢, =30°. In Abbildung 12b ist die strukturelle Uberlagerung

von Cefadroxil mit Val-Pro-Pro dargestellt.
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Abbildung 12: Strukturelle Uberlagerung von Val-Pro-Pro (orange) mit a) Ala-Ala (blau)
und b) Cefadroxil (griin) entlang des Peptidriickgrates, nach Anlage 7.4 (Biegel et al.,
2005). Die Sauerstoffatome sind jeweils rot, Stickstoffatome blau, Schwefelatome gelb und
Wasserstoffatome hellblau dargestellt. Zu Gunsten besserer Ubersichtlichkeit sind nur die
Wasserstoffatome von funktionellen Gruppen dargestellt. Die Kohlenstoffatome sind jeweils
in unterschiedlichen Farben abgebildet. Zum besseren Verstandnis sind die 2D-Strukturen
von ¢) Val-Pro-Pro und d) Cefadroxil abgebildet.

Obwohl Molecular Modelling Studien bei der Analyse der bioaktiven Konformation der Di- und
Tripeptide weitestgehend &hnliche Ergebnisse zeigten, weichen die beschriebenen Er-
kennungsstrukturen fir p-Lactam-Antibiotika im Bereich der Torsionswinkel y; und @,
voneinander ab. Ergebnisse von Konformationsanalysen zeigten, dass B-Lactam-Antibiotika im
Energieminimum in zwei verschiedenen Konformationen A und B vorkommen kénnen.'""¥’
Die angegebenen Torsionswinkel beider Studien sind jedoch unterschiedlich (yq (A)~ 65-90°,
@ (B) ~270° und @, ~ 100-150°"" sowie y; ~210, @, (A)~ 180° @, (B)~280°."" Letztere
Analyse erfolgte mit Parametern fiir des Vakuum, so dass intramolekulare Wechselwirkungen
begtinstigt werden. In einer weiteren Konformationsanalyse wurden Torsionswinkel fir B-
Lactam-Antibiotika von y; ~ 165° und @, ~ 120° beschrieben.’®® Andere Studien enthalten
keine Daten Uber die verwendeten Torsionswinkel der hypothetischen Erkennungsstruktu-
ren.'?'0142 Ein Vergleich der Strukturen ist daher schwierig. In den meisten Studien wurden
globale Minimumskonformationen der B-Lactam-Antibiotika als aktive Konformationen
beschrieben.129’131’132’139’141

Niedermolekulare Peptidmimetika existieren in Lésung unter physiologischen Bedingungen in
einer Vielzahl von Konformationen. Es wurde berichtet, dass die vom Rezeptor gebundene
Konformation nicht unbedingt mit der berechneten Minimumskonformation eines freien
Liganden Ubereinstimmt.' 23" Es gibt bisher keinen Beweis dafiir, dass Rezeptoren die
thermodynamisch stabilste Konformation als bioaktive Konformation erkennen und binden.*’
Welche Konformation der B-Lactam-Antibiotika tatsdchlich vom Peptidtransporter gebunden
wird kann erst festgestellt werden, wenn eine Kristallstruktur mit einem gebundenem Liganden

vorliegt.
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Die in der vorliegenden Arbeit verwendete hypothetische bioaktive Konformation der p-Lactam-
Antibiotika unterscheidet sich hauptsachlich von den anderen beschriebenen dadurch, dass
die Aminogruppe am D-konfigurierten C,-Atom in eine andere Richtung zeigt, als die Ami-
nogruppe an L-konfigurierten C,-Atomen von Di- und Tripeptiden. Die Seitenketten befinden

sich im gleichen Bereich wie die der Di- und Tripeptide.
4.2.1.3 Ableitung eines Pharmakophormodells

Nachdem alle Molekiile des Trainingsdatensatzes Uberlagert worden sind, wurde eine
CoMSIA-Analyse durchgefiihrt. Die statistischen Parameter (g°= 0,844; r* = 0,928) lieRen auf
statistische Signifikanz des Modells schliefen. Der Vergleich, der vorausgesagten und
tatsachlichen Ig 1/K-Werte bei der PLS-Analyse zeigte, dass alle vorausgesagten Werte
weniger als eine logarithmische Einheit vom gemessenen Wert abwichen (Daten nicht
dargestellt). Die Voraussage von K-Werten unbekannter Verbindungen im Testdatensatz
fuhrte ebenfalls zu zufrieden stellenden Ergebnissen. Bei der Analyse der von CoMSIA
errechneten Eigenschaftsfelder wurde die auflergewohnlich hohe Affinitdt von Ceftibuten
(Ki= 0,34 mM) der Butenylcarboxylsaure-Gruppe zugeschrieben, die von einem sterisch
gunstigen Feld umschlossen wurde. Da keine weiteren funktionellen Gruppen anderer
Molekule in dieser Region enthalten waren, verschwand das molekulare Feld, als Ceftibuten
aus dem Modell entfernt wurde. Aufierdem waren die Konturdiagramme widerspruchlich zu

vorhergehenden Ergebnissen.™

Aufgrund dieser Erkenntnisse schlussfolgerten wir, dass Ceftibuten und solche Cephalospori-
ne, die einen Aminothiazolring enthalten, anders mit dem Templat liberlagert werden mussen.
Wir vermuteten, dass méglicherweise die Aminogruppe am Thiazolring von Ceftibuten mit dem
Protein interagiert. Diese Aminogruppe wurde daher mit der N-terminalen Aminogruppe von
Val-Pro-Pro Uberlagert. Die erste Amidbindung von Ceftibuten wurde entlang der zweiten
Peptidbindung des Tripeptids lberlagert (Abbildung 13a). In dieser Anordnung ist die Carbo-
nylgruppe des B-Lactam-Ringes in der gleichen Region, wie die Carboxylgruppe der Tripepti-
de. Im Folgenden werden Cephalosporine, die einen Aminothiazolring enthalten als Typ | 3-

Lactam-Antibiotika zusammengefasst.

Alle anderen Cephalosporine und Penicilline, die keinen Aminothiazolring an der ersten
Amidbindung enthalten, werden nachfolgend als Typ |l p-Lactam-Antibiotika bezeichnet. Die

Uberlagerungen erfolgten wie bereits in Abbildung 12b dargestellt.
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Abbildung 13: Unterschiedliche strukturelle Uberlagerung der Typ | B-Lactam-
Antibiotika. a) Uberlagerung von Val-Pro-Pro (orange), K; = 0,06 mM, mit Ceftibuten (grau),
K; = 0,34 mM. Die 2D-Strukturen beider Molekile sind jeweils in b) und ¢) dargestellt; nach
Anlage 7.4 (Biegel et al., 2005).

Aus dem so erstellten Trainingsdatensatz konnte ein Pharmakophormodell abgeleitet werden
(Abbildung 14). Damit kénnen die Mdglichkeiten der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbin-
dungen zwischen Ligand und Rezeptor beschrieben werden. Jedoch sind auch andere
Wechselwirkungen (z. B. Salzbriicken) zwischen Protein und Ligand wahrscheinlich. Das
Pharmakophor besteht aus einer Donorgruppe (D) und drei Akzeptorfunktionen (A1, Az, Az). D,
A,und A, stimmen mit friiheren Ergebnissen (iberein."*

Abbildung 14: Aus dem Trainingsdatensatz abgeleitetes Pharmakophormodell fiir
PEPT1-Liganden. Die Prozentwerte geben an, wie viele Molekile im Datensatz diese
Funktion enthalten. D: Wasserstoffbriicken-Donor, A4, A, und As; sind Wasserstoffbriicken-
Akzeptoren eines PEPT1-Substrates. Die Abstande zwischen den pharmakophoren Gruppen
sind als Mittelwerte dargestellt. Zur besseren Anschaulichkeit wurde das Tripeptid Ala-Ala-
Ala zusatzlich dargestellt; modifiziert aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2005).

Folgende funktionelle Gruppen sind am Pharmakophor beteiligt:

- Die Donorgruppe D wird meist durch eine N-terminale Aminogruppe gebildet und ist in

86 % der Molekiile des Trainingsdatensatzes enthalten.



3D-QSAR von PEPT1-Liganden 61

- Jedes Molekil im Trainingsdatensatz enthélt die Akzeptorgruppe A;. Sie kann durch
die Carbonylgruppen der ersten Peptidbindung von Di- und Tripeptiden, die Carbo-
nylgruppen der ersten Amidbindung der Typ Il B-Lactam-Antibiotika sowie durch den
Thiazolstickstoff der Typ | B-Lactam-Antibiotika dargestellt sein. Letzterer ist jedoch ein

sehr schwacher Akzeptor.

- Die Akzeptorgruppe A, wird durch die Carboxylgruppen der Dipeptide, die Carbo-
nylgruppen der zweiten Peptidbindung der Tripeptide sowie der Carbonylgruppen der
ersten Amidbindung der Typ | B-Lactam-Antibiotika gebildet.

- Nur 53 % der Molekile des Trainingsdatensatzes weisen die Akzeptorgruppe A; auf.
Sie wird durch die Carboxylgruppen der Tripeptide und die der Typ | B-Lactam-
Antibiotika ausgebildet.

Pharmakophormodelle, die in der Literatur beschrieben sind, weisen den hier dargestellten

funktionellen Gruppen vergleichbare pharmakophore Eigenschaften zu.'132140

4.2.1.4 CoMSIA-Ergebnisse

Das strukturelle Alignment wurde anschlieRend mit CoMSIA untersucht. Die Linearisierung der
K-Werte erfolgte durch die Umrechnung in Ig 1/ K-Werte. Die LOO-Kreuzvalidierung ergab
eine optimale Komponentenzahl von 8. Kleinere Komponentenzahlen vermindern das so
genannte Rauschen, d.h. Bildung von Variablen (Feldern), die keine verwendbaren Informatio-
nen zur Voraussage von Bindungsaffinitaten liefern. Modelle, die geringere Komponentenzah-
len aufweisen, sind robuster und die resultierenden molekularen Felder eindeutiger interpre-
tierbar.?® In Abbildung 15 sind die kreuzvalidierten Korrelationskoeffizienten (q°) dargestellt, die
aus Modellen mit unterschiedlichen Komponentenzahlen resultieren. Die g>Werte, die mit 5
bis 8 Komponenten berechnet worden sind, unterscheiden sich kaum. Da auch die Spress-
Werte weniger als 5 % voneinander abweichen, wurde die Gesamtkorrelation des Modell mit 5
Komponenten berechnet. Es zeigte sich auch, dass die Voraussagen der Bindungsaffinitaten
des Testdatensatzes mit dem Modell, das auf einer Komponentenzahl von 5 basierte, weniger
fehlerbehaftet waren, als die Voraussagen des Modells, das mit 8 Komponenten berechnet

wurde (Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 15: Darstellung der kreuzvalidierten Korrelationskoeffizienten (q?) bei
verschiedenen Komponentenzahlen. Die Berechnung erfolgte bei einem Gitterabstand
von 1 A und einem Spaltenfilter von 1,0; aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2005).

CoMSIA lieferte ein Modell mit statistischer Signifikanz und hoher Vorhersagekraft (g° = 0,828,
= 0,937). Die erhaltenen statistischen Parameter, die bei der PLS-Analyse mit 5 Komponen-

ten erhalten wurden, sind in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Ergebnisse der CoMSIA-Analyse. Der kreuzvalidierte Korrelationskoeffizient g
und die dazugehorige Standardabweichung der Vorhersagefehler spress wurden mit der LOO-
Methode ermittelt. Die Berechnung der Gesamtkorrelation r? erfolgte mit 5 Komponenten bei
einem Gitterabstand von 1 A und einem Spaltenfilter von 1,0. S: Standardabweichung der
Gesamtkorrelation; F: Fischer-Test; modifiziert aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2005).

q2 SPRESS r S F

0,828 0,420 0,937 0,254 274

Die Korrelationen der vorausgesagten und gemessenen Werte der Moleklle des Trainingsda-
tensatzes sind in Abbildung 16a dargestellt. Die Molekile des Testdatensatzes wurden in
gleicher Weise im strukturellen Alignment angeordnet, wie strukturell ahnliche Molekile des
Trainingsdatensatzes. Die Bindungsaffinitdten flir die Moleklle des Testdatensatzes wurden
zuerst vom Modell vorausgesagt und anschlieRend mit den gemessen Werten verglichen. Alle
vorausgesagten Ig 1/K-Werte weichen weniger als eine logarithmische Einheit von den
gemessenen Werten ab. Dies wird als ein zufrieden stellendes Ergebnis gewertet (Abbildung
16b).>>'® Der ermittelte r,.-Wert von 0,55 verdeutlicht, dass die Ig 1/K-Werte unbekannter

Verbindungen mit relativ hoher Genauigkeit durch dieses Modell berechnet werden kénnen.
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Abbildung 16: Auftragung der vorausgesagten und gemessenen Bindungsaffinititen
(Ig 1/K;) a) fur den Trainingsdatensatz; b) fiir den Testdatensatz. Die vorausgesagten
Werte in a) wurden bei der PLS-Analyse durch die LOO-Methode berechnet
(5 Komponenten, Spaltenfilter 1,0). Die gestrichelten Linien kennzeichnen den Toleranzbe-
reich von einer logarithmischen Einheit; aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2005).

Auswertung der CoMSIA-Konturdiagramme

CoMSIA generiert sterische, elektrostatische und hydrophobe Felder, sowie Wasserstoff-
briicken-Donor und -Akzeptorfelder. Die prozentualen Anteile der Eigenschaftsfelder des
erstellten Modells sind in Tabelle 12 dargestellt. Die molekularen Felder umschlieRen spezifi-
sche Regionen von Liganden, deren jeweilige physikochemische Eigenschaften sich als
gunstig oder ungunstig flr eine hohe Affinitat zum Protein auszeichnen. Zahlt man Wasser-
stoffbricken-Donor sowie -Akzeptorfunktionen hinzu, ist der grofdte Anteil am Gesamtmodell
den elektrostatischen Eigenschaften zuzuordnen. Die sterischen und hydrophoben Eigen-
schaften haben jeweils einen geringeren Anteil am Modell. Die Informationen Uber Struktur-
Affinitats-Wechselwirkungen im Bereich der Dipeptide stimmen mit denen des vorangegange-
nen PEPT1-Modells der Dipeptide und Dipeptid-Derivate weitestgehend lberein.’* In Tabelle
12 ist aulRerdem dargestellt, mit welchen Parametern die Grofe der Konturbereiche dargestellt
wurde. Die molekularen Felder wurden so generiert, dass sie bestmdglich durch die Eigen-

schaften der PEPT1-Liganden interpretierbar waren.
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Tabelle 12: Anteile der verschiedenen Feldeigenschaften am CoMSIA-Modell fir PEPT1-
Liganden. Die graphische Darstellung der Felder erfolgte mit den angegebenen Parametern
far jeweils gunstige und ungunstige Bereiche fur hohe Affinitat.

Parameter der
Konturbereiche

H 0,
Eigenschaftsfelder Yo Giinstig  Ungiinstig
fiir hohe fiir hohe
Affinitdt  Affinitat
Sterische 11 0,0008 -0,0005
Elektrostatische 21 0,0037 -0,0030
Hydrophobe 25 0,0040 -0,0027

Wasserstoffbriicken-Donor 29 0,0068 -0,0024

Wasserstoffbriicken-Akzeptor 14  0,00235 -0,0012

In den Abbildungen 17 bis 24 sind die jeweiligen Konturdiagramme verschiedener molekularer
Felder dargestellt. Das hier beschriebene 3D-QSAR Modell fir PEPT1-Liganden ist zum einen
geeignet, um Bindungsaffinitaten von Di- und Tripeptiden sowie B-Lactam-Antibiotika voraus-
zusagen. Zum anderen ist es ein hilfreiches Mittel, um Bindungsaffinitaten vieler Liganden an
PEPT1 zu erklaren. Da die unterschiedlichen Bindungsaffinititen der Dipeptide bereits
hinreichend in der Literatur erklart worden sind, werden diese im Folgenden nicht betrachtet.™
Zuerst werden unterschiedliche Bindungsaffinitdten der Tripeptide anhand relevanter Eigen-
schaftsfelder analysiert. Anschliel3end erfolgt die systematische Untersuchung der molekularen
Felder zur Erklarung unterschiedlicher Bindungsaffinitdten der Typ | und Typ Il B-Lactam-
Antibiotika.

Tripeptide

Das Ausmal der Bindetasche von PEPT1 lasst sich durch die Betrachtung der sterischen
Felder abschatzen (Abbildung 17). Die Seitenketten der meisten nattrlichen Substrate (Di- und
Tripeptide) befinden sich in den sterisch glnstigen Feldern S$1-S4, die in Abbildung 17 grin
dargestellt sind. Die Felder $1-S3 stellen drei Kavitaten innerhalb der Bindetasche von PEPT1
dar, die von Seitenketten hochaffiner Substrate von PEPT1 gebildet werden. Auch in anderen
Studien wurden bereits drei Kavitdten vermutet, in denen sich die Seitenketten der PEPT1-
Substrate befinden.' 32 Gelbe Felder (S5 und S6) kennzeichnen solche Bereiche, in denen
sich Teile von nichtaffinen oder wenig affinen PEPT1-Substraten innerhalb des strukturellen
Alignments befinden. Pro-Xaa Dipeptide sowie Pro-Xaa-Xaa Tripeptide weisen niedrige
Affinitdten an PEPT1 auf. Das lasst sich dadurch erklaren, dass Teile des Pyrrolidin-Ringes in

einem sterisch ungtinstigen gelben Feld S5 liegen (Abbildung 17b). Bei der Entwicklung neuer
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Substrate flir PEPT1 sollte darauf geachtet werden, dass keine Teile dieser Molekiile in gelben

Bereichen liegen.

('\/ N [PE S6 7 IO,
Vd DS /82
\/s§/ 52 Y $3
s7
a) b)

Abbildung 17: COMSIA Konturdiagramme fiir sterische Eigenschaften. Molekilteile
hochaffiner Substrate innerhalb des strukturellen Alignments befinden sich in den grin
dargestellten Bereichen S1-S4. Gelbe Felder (S5-S7) werden von Teilen der Molekiile
besetzt, die niedrige oder keine Bindungsaffinitat an PEPT1 zeigen, a) Trp-Trp-Trp, K; = 0,17
mM b) Pro-Gly-Gly, K; = 16 mM. In a) sind die gelben Felder zugunsten besserer Ubersicht-
lichkeit nicht dargestellt. In den Abbildungen sind nur Wasserstoffatome von funktionellen
Gruppen der Molekule abgebildet; aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2005).

Die im Trainingsdatensatz enthaltenen Tripeptide unterscheiden sich hauptsachlich in ihren
Bindungsaffinitaten aufgrund ihrer unterschiedlichen Stereochemie. Tripeptide in LLL-
Konfiguration zeigen hdhere Bindungsaffinitdten an PEPT1 als solche in DLL-Konfiguration
(z. B. Leu-Gly-Gly, K;= 0,39 mM im Vergleich zu D-Leu-Gly-Gly, K;= 25 mM). Die Stereoselek-
tivitat des H'/Peptidsymporters bezliglich des N-terminalen C,-Atoms kann folgendermaRen
mit den molekularen Feldern erklart werden: Die Aminogruppe am L-konfigurierten C,-Atom
befindet sich in einem sterisch glinstigen Feld S4. Dies ist in Abbildung 17a am Beispiel von
Trp-Trp-Trp erkennbar. Die Aminogruppe der Tripeptide in DLL- und DDD-Konfiguration liegt
nicht in diesem Feld. Die Wichtigkeit der Ausrichtung der N-terminalen Aminogruppe wird
durch die elektrostatischen, hydrophoben und vor allem durch die Wasserstoffbriicken-Donor
Felder veranschaulicht (Abbildung 18-19). Die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse gelten
in gleichem Male auch flr LL und DL-Dipeptide und bestatigen die Ergebnisse der vorange-
gangenen 3D-QSAR Studie.™

Besonders verschieden sind die Moglichkeiten der LLL- und DLL-Stereoisomere, Wasserstoff-
brickenbindungen am N-Terminus mit dem Protein (PEPT1) auszubilden (Abbildung 18a

und b). Tripeptide, die am N-Terminus in L-Konfiguration vorliegen, kdnnen daher theoretisch



66 Ergebnisse und Diskussion

mit den drei Wasserstoffatomen der Aminogruppe Wasserstoffbriicken mit PEPT1 ausbilden
(Abbildung 18a). Die Wasserstoffatome der Aminogruppe der Liganden sind auf die hellblauen
Bereiche D1-D3 ausgerichtet, die hypothetische Wasserstoffbriicken-Akzeptorgruppen des
Proteins PEPT1 markieren. Die Uberlagerung der Aminogruppen im strukturellen Alignment
erfolgte so, dass die Wasserstoffatome ebenfalls Uberlagert sind. Da die Aminogruppe frei

drehbar ist, sind die resultierenden Felder D1-D3 jedoch modellhaft zu betrachten.

Durch die unterschiedliche Positionierung der freien Aminogruppe der DLL-Tripeptide kénnen
die Aminogruppen (Wasserstoffbriicken-Donoren) mit den seitens des Proteins vorhandenen
Wasserstoffbriicken-Akzeptorgruppen im Vergleich zu den LLL-Tripeptiden nur eingeschrankt
wechselwirken (Abbildung 18b). Diese Wasserstoffatome sind auf violette Bereiche (D4-D7)

ausgerichtet. Sie zeigen an, dass dadurch die Bindungsaffinitdt an PEPT1 vermindert wird.

a) b)

Abbildung 18: CoMSIA Konturdiagramme fiir Wasserstoffbriicken-Donor Eigenschaf-
ten. Wasserstoffbriicken-Donorgruppen hochaffiner Substrate bilden mit -Akzeptorgruppen
seitens des Rezeptors Wasserstoffbrickenbindungen aus. Bereiche, in denen sich solche
Akzeptorgruppen befinden kénnten, sind schematisch durch die hellblauen Felder D1-D3
dargestellt. Sind Wasserstoffbriicken-Donorgruppen auf violette Bereiche (D4-D7) ausgerich-
tet, so fuhrt dies zu Affinitatsverlusten. In a) ist Ala-Ala-Ala und in b) D-Ala-Ala-Ala (orange)
und Pro-Gly-Gly (griin) dargestellt.

Auch Prolinreste in N-terminaler Position weisen eingeschrankte Wasserstoffbriicken-Donor
Eigenschaften im Vergleich zu hochaffinen Substraten auf. Die verminderte Bindungsaffinitat
solcher Verbindungen an PEPT1 wird in Abbildung 18b durch die Ausrichtung der beiden
Wasserstoffe der N-terminalen Aminogruppe von Pro-Gly-Gly auf die beiden unglnstigen
Felder D4 und D5 erklart.

Die Analyse der elektrostatischen und hydrophoben Eigenschaftsfelder zeigt, dass die
protonierte a-Aminogruppe natirlicher Tripeptide erwartungsgemaf in einem Bereich liegt, der

fur positive Ladungen (E1, blau) und hydrophile Eigenschaften (H1, hellblau) von Molekilen
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gunstig ist (Abbildung 19a und b). Auch in diesem Fall befinden sich die Aminogruppen der
DLL-Tripeptide aufderhalb dieser Regionen.

Die hydrophoben Eigenschaftsfelder verdeutlichen au3erdem, dass PEPT1 im Bereich der
zweiten Seitenkette R, hydrophobe Eigenschaften bevorzugt (H3, Abbildung 19b). In
Abbildung 19b sind die Tripeptide Gly-His-Lys (K;=4,1 mM) und Glu-Phe-Tyr (K;= 0,2 mM)
dargestellt. Die niedrige Bindungsaffinitat von Gly-His-Lys ist u.a. auf die hydrophilen Eigen-
schaften des Histidinrestes, der im fir hydrophile Eigenschaften unglinstigen Feld H3 liegt,

zurlickzufuhren.

a)

Abbildung 19: CoMSIA Konturdiagramme fiir a) elektrostatische und b) hydrophobe
Eigenschaften. a) Das Feld E1 zeigt an, dass hochaffine Substrate in diesem Bereich
positive Ladungen aufweisen. Das elektrostatische Feld E2 begrenzt einen Bereich innerhalb
des strukturellen Alignments, in dem hohe Elektronendichten des Liganden fiir die Erken-
nung von PEPT1 gunstig sind. In der Abbildung sind Ala-Ala-D-Ala (orange) und D-Ala-Ala-
Ala (violett) dargestellt. (b), Hochaffine Substrate weisen hydrophobe R,-Seitenketten auf,
was durch das orangefarbene Feld H3 gekennzeichnet ist. Hydrophile Eigenschaften
hochaffiner Substrate von PEPT1 befinden sich innerhalb der Felder H1 und H2. Die
Abbildung zeigt Glu-Phe-Tyr (griin) und Gly-His-Lys (grau).

Die geringere Bindungsaffinitat von LLD- im Vergleich zu LLL-Tripeptiden kann zum einen durch
die elektrostatischen Felder, zum anderen durch die Wasserstoffbriicken-Akzeptor Felder
erklart werden. Entsprechend den elektrostatischen Feldern liegt die negativ geladene
Carboxylgruppe von LLD-Tripeptiden auferhalb des fir solche Ladungen glinstigen roten
Bereiches E2 (Abbildung 19a).

Die niedrigere Bindungsaffinitat von LDL-Tripeptiden, verglichen mit LLL-Tripeptiden, kann durch
die molekularen Felder erklart werden. Durch die D-Konfiguration des mittleren Aminosaureres-
tes befindet sich der C-Terminus dieser Tripeptide an einer anderen Stelle im strukturellen
Alignment, als die C-Termini hochaffiner Substrate. Somit kénnen von der C-terminalen

Carboxylgruppe keine Wasserstoffbriickenbindungen mit PEPT1 ausgebildet werden. Aul3er-
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dem befindet sich die Carboxylgruppe der LDL-Tripeptide auRerhalb des Bereiches, der fir

negative Ladungen bzw. hohe Elektronendichten glinstig ist (nicht dargestellt).

Tripeptide in DDD-Konfiguration werden nicht von PEPT1 erkannt. Fur die Erkennung notwen-
dige Wasserstoffbriicken mit dem Proteins in den Bereichen A1 und A2 kénnen im Vergleich
zu den LLL-Tripeptiden nicht ausgebildet werden. Die molekularen Felder A3-A5 wurden
aufgrund von Tripeptiden mit D-konfigurierten mittleren oder C-terminalen Aminosaureresten
gebildet. Diese Bereiche verdeutlichen, dass die Ausrichtung von Akzeptorgruppen in Richtung
der Felder A3, A4 oder A5 eine Verringerung der Bindungsaffinitat zur Folge hat (Abbildung
20).

Abbildung 20: CoMSIA Konturdiagramme fiir Wasserstoffbriicken-Akzeptorfelder. Die
beiden violetten Felder A1 und A2 kennzeichnen solche Bereiche in denen sich hypotheti-
sche Wasserstoffbriicken-Donoren des Proteins befinden, die mit \Wasserstoffbriicken-
Akzeptoren des Liganden wechselwirken. Sind Wasserstoffbriicken-Akzeptoren der Ligan-
den auf griine Felder (A3-A5) gerichtet, wird die Bindungsaffinitdt an PEPT1 vermindert. In
der Abbildung sind Ala-Ala-Ala und Ala-Ala-D-Ala dargestellt.

Typ | B-Lactam-Antibiotika

Zu dieser Gruppe gehdren neben Ceftibuten (K; = 0,34 mM) u. a. auch Cefixim (K; =12 mM),
Cefodizim (K;=22 mM), Ceftriaxon (K;=28 mM) und Cefpirom (K;~ 45 mM) (siehe Tabelle
13). Ceftibuten ist das Cephalosporin mit der hdchsten Affinitdt an PEPT1. Die meisten
Substanzen dieser Gruppe sind keine PEPT1-Substrate bzw. werden von PEPT1 nur mit
geringer Affinitat gebunden. Diese Unterschiede beziglich der Erkennung von PEPT1 kénnen

mit Hilfe der molekularen Felder erklart werden.
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Tabelle 13: Strukturen und zugehorige Bindungsaffinititen an PEPT1 Typ | B-Lactam-
Antibiotika des Trainingsdatensatzes. K; «x: gemessene Bindungsaffinitaten; K preq: VOrausge-
sagte Bindungsaffinitaten bei der LOO-Kreuzvalidierung (Gitterabstand 1A; Spaltenfilter 1,0);
modifiziert aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2005).

Y, z S
Cephalo- N% |
_ o Ry K exp (MM) Ref. K prea (MM)
sporin CooH
Y V4 Ry’
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. HN—
Ceftibuten ) . . - 0,34 145 0,98
[¢]
HZN/QS\
<COOH
0 —CH
Cefixim NN . CHy 12 145 14
st
HoN" g
HaQ
o] CH.
, —\ S 3
.. N HN—
Cefodizim - o Y 22 148 17
Y N/z y © -00C
2 S
s HoC,
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’ jo) —CH,
. N, HN— N* *
Cefpirom - 7H & > 31,6 (~45) 145 34
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Cefepim - L NQ > 31,6 (~70) 145 53
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2 S

* Aufgrund geringer Bindungsaffinitat liegen die K-Werte aulerhalb des Messbereiches von
maximal 31,6 mM und wurden aus dem Verlauf der Hemmkurven abgeschatzt.

Mit Ausnahme von Ceftibuten weisen alle Vertreter dieser Gruppe einen Substituenten an der
Rjy-Position auf. Abgesehen von dem Rj’-Substituenten von Cefixim handelt sich dabei um
relativ volumindse Reste (Tabelle 13). Anhand der sterischen Felder (Abbildung 21a) wird
deutlich, dass groRRe Seitenketten an der Rj-Position der Cephalosporine in einem unguinsti-

gen gelben Feld S5 liegen. Die Lange bzw. das Volumen der Seitenkette in Rj’-Position
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scheint daher einen groflien Einfluss auf die Bindung an PEPT1 zu haben. Méglicherweise ist

die Bindetasche von PEPT1 an dieser Stelle nicht grof3 genug fiir volumindse Substituenten.

Abbildung 21: CoMSIA Konturdiagramme fiir a) sterische und b) elektrostatische
sowie hydrophobe Eigenschaften. a) Molekiilteile hochaffiner Substrate befinden sich in
den grin dargestellten Bereichen S$1-S4. Gelbe Felder (S5-S7) werden von Teilen der
Molekile besetzt, die niedrige oder keine Bindungsaffinitat an PEPT1 zeigen. In a) sind
Ceftibuten (orange, K;=0,34 mM) und Cefepim (lila, K;~70 mM) dargestell, b) Das
elektrostatische Feld E2 begrenzt einen Bereich, in dem hochaffine Substrate hohe Elektro-
nendichten enthalten. Das Feld E1 hingegen zeigt an, dass in diesem Bereich positive
Ladungen guinstig fur die Erkennung von PEPT1 sind. Das Feld H3 kennzeichnet eine
Region, in der hydrophobe Molekulteile hochaffiner PEPT1-Liganden innerhalb des struktu-
rellen Alignments liegen. In der Abbildung ist Ceftibuten dargestellt; aus Anlage 7.4 (Biegel et
al., 2005).

Ceftibuten und Cefixim sind die einzigen Typ | Cephalosporine, die von PEPT1 erkannt
werden. Alle anderen Vertreter dieser Gruppe enthalten keine Carboxylgruppe in der
Y-Seitenkette (Tabelle 13). Ceftibuten hingegen weist eine Butenylcarboxylgruppe an dieser
Stelle auf. Der hydrophobe Teil (-C=CH-CH,-) dieser Seitenkette befindet sich in einem fir
solche Eigenschaften giinstigen Feld H3 (Abbildung 21b). In diesem Bereich des strukturellen
Alignments befinden sich die zweiten Seitenketten R, der hochaffinen natlirlichen Substrate
von PEPT1. Die hydrophile Carboxylgruppe dieser Butenylcarboxylgruppe liegt aulerhalb
dieses Areals. Da die Seitenketten der anderen Typ | Cephalosporine eine eher hydrophile
Seitenkette an dieser Position enthalten, konnte die Butenylcarboxylgruppe von Ceftibuten in

geringen Mal3e zur hohen Affinitat dieser Verbindung beitragen.
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Die B-Lactam-Ringe sowie die Amidbindungen der Typ | B-Lactam-Antibiotika befinden sich
innerhalb des rot umrandeten Bereiches E2. Solche elektronenreichen Molekiilteile beginsti-
gen in dieser Region die Erkennung durch PEPT1 (Abbildung 21b).

In Abbildung 22a sind Wasserstoffbriicken-Donor Felder dargestellt. Die Aminogruppe am
Thiazolring von Ceftibuten ist auf ein hellblaues Donorfeld D3 ausgerichtet. In diesen Berei-
chen befinden sich hypothetische Wasserstoffbriicken-Akzeptoren des Proteins, die mit dem
Liganden durch die Ausbildung von Wasserstoffbriicken wechselwirken. Ceftibuten kann
entsprechend dem Modell als einziges Typ | B-Lactam-Antibiotikum mit PEPT1 an dieser Stelle
Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden, da das sp>C-Atom in der Seitenkette eine etwas
andere Ausrichtung des Aminothiazolringes im Vergleich zu den weniger affinen Cephalospo-

rinen zur Folge hat.

Abbildung 22: CoMSIA Konturdiagramme fiir a) Wasserstoffbriicken-Donorfelder und
b) Wasserstoffbriicken-Akzeptorfelder. a) Hellblaue Bereiche (D1-D3) kennzeichnen
mogliche Positionen von Wasserstoffbriicken-Akzeptoren des den Liganden umgebenden
Proteins. Die Ausrichtung von Wasserstoffbriicken-Donoren des Liganden auf diese hell-
blauen Bereiche beglnstigt die Bindungsaffinitdt an PEPT1. Sind die Wasserstoffbriicken-
Donoren auf lilafarbene Regionen (D4-D8) ausgerichtet, hat dies niedrige Affinitdt an PEPT1
zur Folge. Die Abbildung zeigt Ceftibuten. b) Die magentafarbenen Felder A1 und A2
kennzeichnen solche Bereiche, in denen sich hypothetische Wasserstoffbricken-Donoren
des Proteins befinden und mit -Akzeptoren des Liganden wechselwirken. Sind Wasserstoff-
briicken-Akzeptoren der Liganden auf griine Felder (A3-A5) gerichtet, wird die Bindungsaffi-
nitat an PEPT1 vermindert. In b) ist Cefixim dargestellt; aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2005).

In Abbildung 22a sind die Wasserstoffbriicken-Akzeptorfelder dargestellt. Das Carbonylsau-
erstoffatom der B-Lactam-Antibiotika, sowie das Amidsauerstoffatom sind auf das violette Feld
A1 ausgerichtet. Dort befindet sich eine Wasserstoffbriicken-Donorgruppe seitens des
Proteins PEPT1. Cephalosporine dieser Gruppe kénnen an dieser Stelle mit PEPT1 wechsel-
wirken und Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden. Diese Interaktionen kénnen zur Er-

kennung der Typ | B-Lactam-Antibiotika an PEPT1 beitragen.
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Typ Il B-Lactam-Antibiotika

Unter den Typ Il B-Lactam-Antibiotika weist Cyclacillin mit K; = 0,5 mM die héchste Affinitat an

PEPT1 auf (Tabelle 14). Die Analyse der molekularen Felder kann auch in diesem Falle zur

Erklarung dieser Affinitdt im Vergleich zu den anderen Penicillinen und Cephalosporinen

herangezogen werden. Cyclacillin unterscheidet sich von den anderen B-Lactam-Antibiotika,

da es als einzige Verbindung kein chirales C,-Atom besitzt. Dadurch nimmt die Aminogruppe

eine andere Position ein und ist deckungsgleich mit den N-terminalen Aminogruppen der

natirlichen Substrate.

Tabelle 14: Strukturen und zugehorige Bindungsaffinitaten einiger Vertreter der Typ Il B-
Lactam-Antibiotika an PEPT1. K; .,,: gemessene Bindungsaffinitaten; K; peq: Vorausgesagte
Bindungsaffinitidten bei der LOO-Kreuzvalidierung (Gitterabstand 1A; Spaltenfilter 1,0); aus
Anlage 7.4 (Biegel et al., 2005).
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© CooH COOH
P C
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Antibiotikum  gerUst (mM) (mM)
Cyclacillin P QE;\“’ . 0,50 14 0,98
HsN* O
CHs
(O (I-!/N
Cloxacillin P " ° 7H 2,5 144 7.4
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Cefapirin c i oM 10147 17
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* Aufgrund geringer Ld&slichkeit liegen die K-Werte auRerhalb des Messbereiches von
maximal 31,6 mM und wurden aus dem Verlauf der Hemmkurven abgeschatzt.
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Dies wird besonders deutlich bei der Betrachtung der Wasserstoffbriicken-Donorfelder. In
Abbildung 23a sind Cyclacillin (K; = 0,5 mM) und Ampicillin (K; = 15 mM) dargestellt. Trotz der
strukturellen Ahnlichkeit werden beide Penicilline mit unterschiedlichen Bindungsaffinitaten von
PEPT1 erkannt. Die Aminogruppe von Cyclacillin ist auf die drei blauen Felder D1-D3 ausge-
richtet und kann demnach Wasserstoffbriicken mit den hypothetischen Wasserstoffbriicken-
Akzeptoren von PEPT1 ausbilden. Die Aminogruppe von Ampicillin kann nur mit einem dieser
Bereiche (D1) Wasserstoffbriicken ausbilden. Dies scheint die Ursache flr die geringe
Bindungsaffinitat von Ampicillin im Vergleich zu hochaffinen Substraten zu sein. Solche Typ I
B-Lactam-Antibiotika, die keine Aminogruppe aufweisen, z. B. Benzylpenicillin (K; ~40 mM),
dessen Struktur bis auf dieses Merkmal strukturgleich mit Ampicillin (Ki=15 mM) ist
(Abbildung 23b), zeigen keine Affinitat an PEPT1. Die Wichtigkeit dieser Aminogruppe fir die
Erkennung von Typ Il B-Lactam-Antibiotika wird damit erkennbar. Die hydrophoben (bzw.
hydrophilen) Felder verdeutlichen den Effekt des achiralen C,-Atoms von Cyclacillin noch
weiter (Abbildung 23d). Die Aminogruppe befindet sich innerhalb des Bereiches H1, der
anzeigt, dass hydrophile Molekulteile in dieser Region hohe Affinitdten an PEPT1 beglnstigen.

R
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Abbildung 23: CoMSIA Konturdiagramme fiir a) Wasserstoffbriicken-Donorfelder und
d) hydrophile Felder. a) Hellblaue Bereiche (D1-D3) kennzeichnen mogliche Positionen von
Wasserstoffbricken-Akzeptoren des den Liganden umgebenden Proteins. Die Ausrichtung
von Wasserstoffbriicken-Donoren des Liganden auf diese hellblauen Bereiche begunstigt die
Bindungsaffinitdt an PEPT1. Sind die Wasserstoffbricken-Donoren auf lilafarbene Regionen
(D4-D8) ausgerichtet, hat dies niedrige Affinitat an PEPT1 zur Folge. Orange: Cyclacillin
(Ki = 0,5 mM); grau: Ampicillin (K; = 15 mM). b) 2D-Struktur von Ampicillin und ¢) Cyclacillin.
d) Hydrophile Eigenschaften hochaffiner Substrate von PEPT1 befinden sich im strukturellen
Alignment innerhalb der Felder H1 und H2. Das hydrophobe Feld H3 ist hier nicht dargestellt.
In d) ist Cyclacillin (K; = 0,5 mM) abgebildet; aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2005).

In Abbildung 24a sind sterische Konturdiagramme sowie die beiden Uberlagerten Penicilline
Cyclacillin und Ampicillin dargestellt. Die aromatische Seitenkette am N-Terminus von
Ampicillin liegt in einem sterisch gunstigen Bereich S$1, wahrend der Cyclohexan-Ring von
Cyclacillin dieses Feld nicht erreicht. Damit tragt die volumindse Seitenkette von z. B. Ampi-

cillin zur Erkennung von PEPT1 bei.
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Abbildung 24: CoMSIA Konturdiagramm fiir a) sterische Eigenschaften, b) elektrosta-
tische Eigenschaften und c) Wasserstoffbriicken-Akzeptoreigenschaften. a) Molekiiltei-
le hochaffiner Substrate innerhalb des strukturellen Alignments befinden sich in den grin
dargestellten Bereichen S1-S4. Gelbe Felder, die von Teilen der Molekile besetzt sind, die
niedrige oder keine Bindungsaffinitait an PEPT1 zeigen, sind nicht dargestellt. Orange:
Cyclacillin (Ki = 0,50 mM), Violett: Ampicillin (Ki=15 mM); b) Das elektrostatische Feld E2
begrenzt einen Bereich, in dem hochaffine Substrate hohe Elektronendichten enthalten. Das
Feld E1 hingegen zeigt an, dass in diesem Bereich positive Ladungen glnstig fur die
Erkennung von PEPT1 sind. Grau: Cefaclor, Orange: Cyclacillin; ¢) Die beiden violetten
Felder A1 und A2 kennzeichnen solche Bereiche in denen sich hypothetische Wasserstoff-
briicken-Donoren des Proteins befinden, die mit Wasserstoffbriicken-Akzeptoren des

Liganden wechselwirken. Grau: Cefaclor, Orange: Cyclacillin; aus Anlage 7.4 (Biegel et al.,
2005).

Die Cephem- bzw. Penamgeruste der Typ Il B-Lactam-Antibiotika liegen in einem fiir negative
Ladungen bzw. hohe Elektronendichten gunstigen Feld E2. Der fir positive Ladungen gunstige
Bereich E1 wird nur von der Aminogruppe von Cyclacillin ausgefullt, wodurch dessen hohe
Bindungsaffinitat weiter erklart werden kann (Abbildung 24b). Die Carboxylgruppen der Typ |l
B-Lactam-Antibiotika kénnen keine flir die Erkennung von PEPT1 ginstige Wasserstoffbri-
ckenbindungen mit dem Protein ausbilden (Abbildung 24c). Das Schwefelatom des Penam-
bzw. Cephemringsystems befindet sich jedoch in der gleichen Position, wie die Carboxylgrup-
pe der Tripeptide und ist auf das Akzeptorfeld A1 ausgerichtet (Abbildung 24c). Méglicherwei-

se fungiert das Schwefelatom geringfligig als Wasserstoffbriicken-Akzeptor.
Zusammenfassung

Das in diesem Abschnitt beschriebene CoMSIA-Modell fir PEPT1 zeichnet sich durch seine
hohe statistische Signifikanz und seine Robustheit aus. Erstmals kdnnen unterschiedliche
Bindungsaffinitaten von B-Lactam-Antibiotika und Tripeptiden anhand verschiedener Eigen-
schaftsfelder erklart werden. Die Analyse der zusatzlichen Felder, die durch die Tripeptide und
B-Lactam-Antibiotika entstanden sind, erweitern die Kenntnisse der Bindungsspezifitit von

PEPT1 in groflem Male. Die B-Lactam-Antibiotika wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Zu den



3D-QSAR von PEPT1-Liganden 75

Typ | B-Lactam-Antibiotika werden jene Cephalosporine gezahlt, die wie Ceftibuten keine a-
Aminogruppe sondern einen Aminothiazolring in der Y-Seitenkette enthalten. Es wurde die
Hypothese aufgestellt, dass die Aminogruppen am Thiazolring mit PEPT1 so interagieren, wie
die a-Aminogruppen hochaffiner Substrate. Alle anderen B-Lactam-Antibiotika wurden dem
Typ Il zugeordnet. Ableitend von den Ergebnissen der molekularen Feldanalyse weist ein

hochaffines Substrat von PEPT1 folgende Eigenschaften auf:
N-Terminus: - Wasserstoffbriicken-Donor Funktion
- hydrophile Eigenschaften

- positive Ladung

- L-Konfiguration

Seitenketten: - die Seitenketten miissen sich in bestimmten Regionen befinden

- Die zweite Seitenkette R, der Di- und Tripeptide hat vorzugsweise hy-

drophobe Eigenschaften

C-Terminus: - elektronenreiche Gruppe(n)
- negative Ladung
- hydrophile Eigenschaften
- Wasserstoffbriicken-Akzeptor Funktion

- L-Konfiguration

Die Bindungsaffinitat hangt in starkem Male von der Position der funktionellen Gruppen am N-
und C-Terminus ab. Molekile die einige der oben genannten Eigenschaften nicht aufweisen,

zeigen niedrige oder keine Affinitat an PEPT1.

Aufgrund seiner hohen Voraussagekraft ist das Modell geeignet, bisher unbekannte Bindungs-
affinitdten von strukturell dhnlichen Verbindungen vorauszusagen. Uber den Transport durch

PEPT1 sind jedoch keine Aussagen aus dem Modell ableitbar.

Obwohl ACE-Inhibitoren (z. B. Fosinopril, Enalapril) genau wie die B-Lactam-Antibiotika zu den
Peptidmimetika gehdren, kénnen ihre K-Werte nicht von diesem Modell vorausgesagt werden.
Der Grund dafirr ist, dass deren Seitenketten im strukturellen Alignment in Bereichen liegen,
die von keinem Molekil des Trainingsdatensatzes besetzt sind. Liegen jedoch in Zukunft
geeignete K-Werte einiger ACE-Inhibitoren vor, kénnten Vertreter in den Trainingsdatensatz
aufgenommen werden. Dies wiirde die Voraussage weiterer strukturell ahnlicher Verbindungen

ermaglichen.
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4.2.2 3D-QSAR von PEPT2-Substraten (Anlage 7.4 Biegel et al., 2006b)
4.2.2.1 Datensatz und strukturelles Alignment

PEPT1 und PEPT2 weisen ein vergleichbares Substratspektrum auf. Aufgrund der Homologie
ihrer Aminosauresequenzen kann vermutet werden, dass die Substratbindetaschen ebenfalls
gewisse Ahnlichkeiten aufweisen. Fir die Erklarung unterschiedlicher Bindungsaffinitaten der
Liganden von PEPT2 wurde daher das strukturelle Alignment der PEPT1-Liganden (Kapitel
4.2.1) Gbernommen. Einige Molekiile wurden aus dem Datensatz entfernt und andere einge-
fugt, um ein ausgewogenes Verhaltnis zwischen struktureller Diversitat und den K-Werten der
Molekille an PEPT2 zu erhalten. Insbesondere wurden Tripeptide in den Datensatz aufge-
nommen, die geladene Seitenketten enthalten (Ala-Ala-Glu, Ala-Glu-Ala, Ala-Ala-Asp, Ala-Asp-
Ala sowie Pro-Phe-Lys). Der Trainingsdatensatz bestand aus 83 Substanzen, darunter 32
Dipeptide und -Derivate, 27 Tripeptide und 24 B-Lactam-Antibiotika (siehe Tabelle 26 und 26 in
Anlage 1.1). Die K-Werte der Verbindungen des Trainingsdatensatzes liegen in einem breiten
Bereich von K; = 0,3 uM bis 42 mM. Der Testdatensatz bestand aus 24 Molekiilen (darunter 15
Dipeptide, 4 Tripeptide und 6 (B-Lactam-Antibiotika), deren K-Werte zwischen 3,0 yM und
11 mM liegen (siehe Tabelle 28 und 28 in Anlage 7.3.2). K-Werte der meisten (B-Lactam-
Antibiotika standen bereits zur Verfugung, die Bindungsaffinitdten diverser Di- und Tripeptide
wurden zuvor an SKPT-Zellen gemessen (siehe Kapitel 4.1.1)."

Ein Ziel der hier durchgeflihrten Untersuchungen war es, die Unterschiede der Substratbin-
dung von PEPT1 und PEPT2 erklaren zu kénnen. Die Ergebnisse einer 3D-QSAR Analyse
beziehen sich jeweils auf den zugrunde liegenden Datensatz. Der Trainingsdatensatz flr
PEPT2 weicht zwar kaum von dem im vorangegangenen Kapitel fir PEPT1 ab, um jedoch
eine direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse fur PEPT1 und PEPT2 abzusichern, wurde der in
diesem Kapitel beschriebene Trainingsdatensatz zusatzlich mit K-Werten fir PEPT1 korreliert.
Es wird im Folgenden durch die Anzahl der Molekile im Trainingsdatensatz gekennzeichnet:
PEPT1(83).

4.2.2.2 CoMSIA Ergebnisse

Der mit der LOO-Kreuzvalidierung erhaltene Korrelationskoeffizient g°= 0,769
(5 Komponenten) fur PEPT2 wurde auch durch die L50-Kreuzvalidierungen bestatigt
(¢°=0,760; 5 Komponenten). Bei der L50-Kreuzvalidierung werden Gruppen von fiinf
Verbindungen aus dem Modell entfernt und deren Bindungsaffinitdten anhand der verbleiben-
den Informationen im Datensatz vorausgesagt. Bei jeder Analyse werden unterschiedliche

Molekule ausgelassen, daher sind die erhaltenen Ergebnisse nicht reproduzierbar und
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weichen voneinander ab. Aus diesem Grund wurden 20 L50-Berechnungen durchgefiihrt. Die
Mittelwerte wurden zum Vergleich mit den Ergebnissen der LOO-Kreuzvalidierung verwendet
(Tabelle 15).

Tabelle 15: Ergebnisse der LOO- und L50-Kreuzvalidierungen. Die Berechnungen
erfolgten bei einem Gitterabstand von 1 A und einem Spaltenfilter von 2,0. Die dargestellten
Werte fiir die L50-Kreuzvalidierung sind als Mittelwerte + S.D. von 20 Berechnungen darge-
stellt. q2: Korrelationskoeffizient der Kreuzvalidierung; Spress: Standardabweichung der
Vorhersagefehler; K: optimale Komponentenzahl.

n PEPT2 PEPT1(83)
O Spress 9’ K
1 0667 0,757 5 0414 0831 4
2 0671 0754 5 0424 0827 6
3 0680 0750 6 0411 0833 4
4 0656 0764 5 0424 0827 6
5 0641 0775 5 0450 0805 6
6 0641 0775 5 0412 0833 4
7 0648 0770 5 0425 0822 4
8 0651 0768 5 0421 0827 5
9 0645 0769 4 0418 0827 4
10 0667 0756 5 0418 0828 4
11 0638 0777 5 0417 0828 4
12 0654 0766 5 0425 0826 4
13 0667 0756 5 0436 0821 5
14 0655 0765 5 0419 0826 4
15 0667 0756 5 0417 0828 4
16 0654 0766 5 0437 0812 4
17 0682 0745 5 0423 0826 5
18 0721 0715 5 0417 0831 5
19 0638 0777 5 0,41 0,834 4
20 0674 0748 4 0418 0828 4
Mittelwert 0,661 0,760 5 0421 0,826 4

SD. 002 001 039 0,01 001 0,76
LOO 0650 0,769 5 0,414 0,831 4
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Die mit beiden Kreuzvalidierungen errechneten g*-Werte sind vergleichbar und verdeutlichen
damit die Robustheit des erstellten Modells. Die Ahnlichkeit dieser Werte lasst den Schluss zu,
dass keine zufalligen Wechselbeziehungen zwischen biologischen Aktivitaten und strukturellen

Parametern bei der Korrelation der Daten entstanden sind.

Die Ergebnisse der LOO und L50-Kreuzvalidierungen fiir das PEPT1(83)-Modell zeigen
ebenfalls zufrieden stellende Ubereinstimmungen (Tabelle 15). Die Werte zeigen an, dass das
Modell auch bei der Entfernung einiger Verbindungen eine &hnliche Voraussagekraft fur die

Molekile des Trainingsdatensatzes aufweist.

Modelle mit geringerer Komponentenzahl fihren in der Regel zu weniger komplexen 3D-QSAR
Modellen, deren molekulare Felder oftmals eindeutiger zu interpretieren sind.*” Daher wurde
Uberprift, ob das Modell fir PEPT2 auch mit 4 Komponenten berechnet werden kann, um
vergleichbare molekulare Felder zum PEPT1(83)-Modell zu erhalten. In Abbildung 25 sind die
g°-Werte angegeben, die bei verwendeten Komponentenzahlen von 1-10 berechnet worden

sind.
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Abbildung 25: Auftragung der Komponentenzahl und der dazugehdrigen g>-Werte der
LOO-Kreuzvalidierung (PEPT2); aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2006b).

Bei 4 Komponenten sind die g’>-Werte des PEPT2-Modells geringfiigig niedriger und die Spress-
Werte geringfiigig hdher als bei 5 Komponenten, jedoch betrégt der Unterschied weniger als
5 % (Abbildung 25). Aus diesem Grund wurde das im Folgenden beschriebene PEPT2-Modell

mit 4 Komponenten berechnet.

Die statistischen Parameter der beiden 3D-QSAR Modelle fir PEPT1 und PEPT2 sind in
Tabelle 16 dargestellt und deuten auf statistische Signifikanz hin. Die g¢°*Werte
(quEpT1 =0,831; quEpTz =0,755) sind bei PEPT2 niedriger als bei PEPT1(83). Die statisti-

schen Parameter spress, S, F sowie der Korrelationskoeffizient r? sind hoher bei dem
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PEPT1(83)-Modell. Interessanterweise ist der rzp,ed-Wert, der ein Mal fUr die Vorhersagekraft
des Modells ist, fir das PEPT2-Modell geringfiigig héher als fir das PEPT1(83)-Modell. Es
wurde schon oft berichtet, dass 3D-QSAR Modelle mit geringerer Korrelation genauere
Voraussagen fiir biologische Aktivitdten unbekannter Verbindungen erzielen.?>? Insgesamt
sind die Ergebnisse fir das PEPT1(83)-Modell ahnlich denen des bereits beschriebenen
Modells in Kapitel 4.2.1.4.

Tabelle 16: Ergebnisse der PLS-Analyse fiir die 3D-QSAR Modelle fiir PEPT2 und
PEPT1(83). Der kreuzvalidierte Korrelationskoeffizient g° und die dazugehérige Standardab-
weichung der Vorhersagefehler spress wurden mit der LOO-Methode ermittelt. Die Berechnung
der Gesamtkorrelation r? erfolgte mit 4 Komponenten bei einem Gitterabstand von 1 A und
einem Spaltenfilter von 2,0. S: Standardabweichung der Gesamtkorrelation; F: Fischer-Test;
modifiziert aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2006b).

CoMSIA Ergebnisse
PEPT2 PEPT1(83)

q° 0,755 0,831
Spress 0,665 0,414
Komponentenzahl 4 4

r 0,893 0,928
S 0,440 0,271
F 162 250
Pored 0,794 0,736

Den grofiten Anteil am 3D-QSAR Modell fir PEPT2 bilden die Wasserstoffbriicken-Donor
Eigenschaften (32 %) und die hydrophoben Eigenschaften mit 25 % (Tabelle 17). Elektrostati-
sche Eigenschaften gehen zu 16 % in das Modell ein. Sterische und Wasserstoffbricken-
Akzeptoreigenschaften sind nur zu 13 bzw. 14 % beteiligt. Diese Ergebnisse sind weitestge-
hend vergleichbar mit denen fir das PEPT1(83)-Modell (Tabelle 17).

Tabelle 17: Anteil der jeweiligen Feldeigenschaften an dem CoMSIA-Modell fiur PEPT2
und PEPT1(83); aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2006b).

Eigenschaftsfelder Anteil (%)
PEPT2 PEPT1(83)
Sterische 13 11
Elektrostatische 16 17
Hydrophobe 25 24
Wasserstoffbriicken-Donor 32 35

Wasserstoffbriicken-Akzeptor 14 13
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Die graphische Darstellung der Voraussagefehler der Ig 1/K-Werte der Verbindungen bei der
Kreuzvalidierung des Trainingsdatensatzes fur PEPT2 befindet sich in Abbildung 26a. Die
vorausgesagten Werte weichen auch bei diesem Modell weniger als eine logarithmische
Einheit von den gemessenen Werten ab. Die Bindungsaffinitdten der Molekule des Testdaten-
satzes werden ebenfalls zufrieden stellend vorausgesagt (Abbildung 26b). Die Voraussage-
kraft des Modells wird aufRerdem durch den ermittelten Fp,ed-Wert von 0,794 hervorgehoben. In
Abbildung 26a ist erkennbar, dass die Bindungsaffinitadten der PEPT2-Liganden im Trainings-
datensatz Uber einen breiten Bereich von Ig 1/K;=-1,8 bis Ig 1/K;= 3,5 verteilt sind. Die
Darstellung der Ig 1/K-Werte des Testdatensatzes (Abbildung 26b) verdeutlicht, dass die
Bindungsaffinitaten der verwendeten Molekile stark variieren. Dadurch ist sichergestellt, dass
die Vorhersagekraft des 3D-QSAR Modells sowohl fiir hochaffine, mittelaffine als auch fir

niedrig affine Substanzen getestet wird.
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Abbildung 26: Auftragung der vorausgesagten und gemessenen Bindungsaffinititen
a) fur den Trainingsdatensatz und b) fiir den Testdatensatz von PEPT2-Liganden. Die
vorausgesagten Werte in a) wurden bei der PLS-Analyse durch die LOO-Methode berechnet
(4 Komponenten, Spaltenfilter 2,0). Die gestrichelten Linien kennzeichnen den Toleranzbe-
reich von einer logarithmischen Einheit; aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2006b).

Der vorausgesagte Ig 1/K-Wert von D-Met-Met-Met (Testdatensatz) liegt aufderhalb des
Toleranzbereiches von einer logarithmischen Einheit (Abbildung 26b). Dieses Tripeptid
(Ki= 5,9 uM) weist eine so hohe Affinitat an PEPT2 auf, die mit einem LLL-Tripeptid vergleich-
bar ist und kann derzeit nicht erklart werden. Das Modell schatzt die Affinitat von D-Met-Met-
Met auf 74 uM und bewertet sie damit weitaus hoher, als die anderer D-Xaa-Xaa-Xaa Tripepti-
de des Trainingsdatensatzes, wie z.B. D-Leu-Gly-Gly (Kipeq =1,9 mM), D-Tyr-Val-Gly
(Kipred = 0,22 mM) und D-Ala-Ala-Ala (Kiprea = 1,2 mM). Die dargestellten Werte in Tabelle 18
verdeutlichen auRerdem, dass das Modell die Affinitat von Met-Met-Met, verglichen mit dem

experimentell bestimmten Wert, 7,5-fach geringer berechnet. Dennoch ist diese prognostizierte
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Affinitat an PEPT2 hoher, als die anderer Tripeptide (z. B Leu-Gly-Gly (K; pred = 0,033 mM) und
Ala-Ala-Ala (K; pres = 0,060 mM).

Tabelle 18: Experimentelle (exp) und bei der Kreuzvalidierung vorausgesagte (pred) K;-
Werte einiger Tripeptide des Trainingsdatensatzes von PEPT2.

Tripeptid  Kj(exp) (MM)  K; (prea) (MM) Tripeptid Kiexp (MM)  Kj prea (MM)

Leu-Gly-Gly 0,018 0,033 D-Tyr-Val-Gly 0,72 0,22
Ala-Ala-Ala 0,017 0,060 D-Ala-Ala-Ala 1,0 1,2
Met-Met-Met 0,002 0,015  D-Leu-Gly-Gly 0,59 1,9

In Abbildung 27 ist die Korrelation der gemessenen und vorausgesagten Ig 1/K-Werte des
PEPT1(83)-Modells dargestellt. Auch hier stimmen die wahrend der LOO-Kreuzvalidierung
vorausgesagten Werte zufrieden stellend mit den tatsachlichen Bindungsaffinitaten der
PEPT1-Liganden im Trainingsdatensatz Uberein (Abbildung 27a). Im Vergleich zu Abbildung
26 liegen die Bindungsaffinitdten von PEPT1-Liganden in einem kleineren Wertebereich
(Ilg 1/K;=-2,1 bis Ig 1/K; = 1,8) als bei PEPT2 (Abbildung 27a). Dadurch wird verdeutlicht, dass
der Bereich der Bindungsaffinitdten der Molekile im Trainingsdatensatz an PEPT2 weitaus
groRer ist als bei PEPT1. Die Voraussagen der Ig 1/K-Werte fir die Verbindungen des
Testdatensatzes liegen ebenfalls innerhalb des Toleranzbereiches von einer logarithmischen
Einheit (Abbildung 27b).
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Abbildung 27: Auftragung der vorausgesagten und gemessenen Bindungsaffinititen
a) fiir den Trainingsdatensatz PEPT1(83) und b) fiir den Testdatensatz von PEPT1-
Liganden. Die vorausgesagten Werte in a) wurden bei der PLS-Analyse durch die LOO-
Methode berechnet (4 Komponenten, Spaltenfilter 2,0). Die gestrichelten Linien kennzeich-
nen den Toleranzbereich von einer logarithmischen Einheit; aus Anlage 7.4 (Biegel et al.,
2006b).
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4.2.2.3 Auswertung der CoMSIA Konturdiagramme

Damit ein direkter Vergleich der molekularen Felder von PEPT1 und PEPT2 mdglich ist,
wurden die Konturbereiche der Felder mit den gleichen Parametern berechnet (Tabelle 19).

Die Felder wurden so dargestellt, dass sie fir beide Modelle interpretierbar sind.

Tabelle 19: Verwendete Konturbereiche zur graphischen Darstellung der molekularen
Felder

Parameter der Konturbereiche
Gunstig fiir hohe Affinitdt Unglinstig fur hohe Affinitat

Eigenschaftsfelder

Sterische 0,0015 -0,00073
Elektrostatische 0,0030 -0,00150
Hydrophobe 0,0020 -0,00230
Wasserstoffbriicken-Donor 0,0070 -0,00290
Wasserstoffbriicken-Akzeptor 0,0023 -0,00080

Sterische Felder

Die Ausmale der Bindetasche von PEPT2 werden durch die sterischen Felder erkennbar
(Abbildung 28a). Das Tripeptid Trp-Trp-Trp (K;= 0,3 pM), das die hdchste Affinitat im Daten-
satz aufweist, ist in Abbildung 28a dargestellt. Die Seitenketten Ry und R; liegen jeweils in
sterisch gunstigen Bereichen S1 und S3. Das sterisch gunstige Feld S2 ist durch die zweite
Peptidbindung der Tripeptide und die Penam- und Cephem-Ringsysteme der Typ | B-Lactam-
Antibiotika besetzt (Abbildung 28b). Das sterisch ungunstige orangefarbene Feld S4 in

Abbildung 28a wurde durch den Pyrrolidin-Ring N-terminaler Prolinreste generiert.
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Abbildung 28: COMSIA Konturdiagramme fiir sterische Eigenschaften. Griine Bereiche
($1-S3) kennzeichnen Regionen, innerhalb des strukturellen Alignments, die von Molekiltei-
len hochaffiner Substrate besetzt sind. Die orangefarbenen Bereiche (S4-S6) werden von
Moleklteilen von weniger affinen bzw. nichtaffinen Verbindungen generiert. PEPT2: a) Trp-
Trp-Trp, b) Cefoxitin, ¢) Ala-D-Ala-Ala; d) PEPT1(83): Trp-Trp-Trp; aus Anlage 7.4 (Biegel et
al., 2006b).
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Solche Cephalosporine, die lange Seitenketten an der Position R3’ enthalten, zeigen i. d. R.
geringere Bindungsaffinitdten an PEPT2 als solche mit kiirzeren Ketten an dieser Stelle. Die
Seitenkette in Position Ry’ von Cefoxitin (K; = 8,6 mM) befindet sich im unglnstigen sterischen
Feld S5 und tragt damit zur geringen Affinitat an PEPT2 bei (Abbildung 28b). Genau wie bei
PEPT1 scheint auch bei PEPT2 der Raum innerhalb der Bindetasche in diesem Bereich relativ
begrenzt zu sein.™ Diese Hypothese wird durch das gelbe Feld S5 in Abbildung 28a gestarkt.
Unerklarlich ist, dass auch die Seitenkette R; des hochaffinen PEPT2-Substrates Trp-Trp-Trp
in dem orangefarbenen Feld S5 liegt. Auch bei Verkleinerung der orangefarbenen Felder liegt

diese Seitenkette innerhalb dieses Bereiches.

Der fur hohe Bindungsaffinitdten unginstige Bereich S6 (orange) wurde durch den C-Terminus
der LDL-Tripeptide gebildet (Abbildung 28c). Ahnlich wie bei PEPT1, werden Pro-Xaa Dipeptide
und Pro-Xaa-Xaa Tripeptide auch von PEPT2 mit geringerer Affinitdt gebunden.

Der Vergleich der sterischen Konturdiagramme beider Peptidtransporter zeigt, dass die Felder
von PEPT2 viel kleiner sind, als die von PEPT1. Moglicherweise ist die Bindetasche von
PEPT1 geraumiger, so dass die sterischen Parameter weniger wichtig fir die Affinitat sind, als
bei PEPT2. Dies kbnnte eventuell auch damit zusammenhangen, dass PEPT1 der niedrig
affine Transporter ist, PEPT2 seine Substrate hingegen mit hoher Affinitat bindet. Die Felder
81, S2 und S4 sind bei beiden Modellen vorhanden (Abbildung 28a-d). VergroRert man die
Konturflachen des PEPT1(83)-Modells, dann werden auch die Felder S3 und S6 generiert. S5
jedoch ist spezifisch fiir PEPT2. Besetzt ein Molekdl die flir hohe Affinitat ginstigen Felder S$1-
S3, so erhoht sich die Bindungsaffinitat fur PEPT1 im gleichen Verhaltnis wie fir PEPT2.
Daraus ergeben sich K;pepr1/K; pepr2 - Quotienten von 10-15. Wird jedoch das Feld S5 bei
PEPT2 ausgefiillt, so ist der Quotient kleiner (z. B. Leu-Ala-Arg K; pept1/K; pept2 = 0,1; Cefoxitin

Ki pept1/Ki pept2= 1).
Elektrostatische Felder

Der Vergleich der elektrostatischen Felder der CoMSIA-Modelle fir PEPT1(83) und PEPT2
verdeutlicht die Ahnlichkeit der Anforderungen beider H*/Peptidsymporter an ihre Substrate
(Abbildung 29). Hochaffine Substrate beider Peptidtransporter weisen einen positiv geladenen
N-Terminus und einen negativ geladenen C-Terminus auf. Dies wird durch die Existenz der
beiden Felder E1 (blau, gunstig fur positive Ladungen) und E3 (rot, gunstig fur negative
Ladungen), in denen diese funktionellen Gruppen liegen, bildlich dargestellt (Abbildung 29a
und b). Die Ausmale dieser Bereiche sind jedoch bei PEPT1 und PEPT2 unterschiedlich.
PEPT2 bindet Typ Il B-Lactam-Antibiotika, die eine D-konfigurierte Aminosaure am N-Terminus
enthalten, im Gegensatz zu PEPT1, mit hoher Affinitat (z. B. Cefadroxil Kipgpri=7,2 mM,;
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Kipept2 = 0,003 mM; Cefaclor Kipepri= 11 mM; Kipgpr2 = 0,029 mM). Im Vergleich zu PEPT1 ist
das Feld E1 des PEPT2-Modells grofier. Daher befinden sich auch diese Aminogruppen in
dem fiir positive Ladungen glnstigen blauen Feld (E1). Bei PEPT1 weisen fast alle bisher
untersuchten Verbindungen mit D-konfiguriertem N-Terminus geringere Affinitdten auf als
solche in L-Konfiguration (eine Ausnahme bildet D-Met-Met-Met mit K;pepri = 0,52 mM). Diese
positiv geladenen funktionellen Gruppen befinden sich in dem PEPT1(83)-Modell innerhalb
des roten Feldes E5 und zeigen an, dass dadurch die Bindungsaffinitat des Molekils an
PEPT1 durch die D-Konfiguration des C,-Atoms vermindert wird (Abbildung 29b).

Im roten Bereich E3 befinden sich Teile von hochaffinen Molekulen mit hoher Elektronendichte
z. B. Carboxylgruppen der Dipeptide und die zweite Peptidbindung der Tripeptide. Offensicht-
lich bevorzugt PEPT2 auch eine hohe Elektronendichte im Bereich der ersten Seitenkette R4
der Di- und Tripeptide. In dem roten Bereich E2 befinden sich daher Hydroxyl- und Carboxyl-

gruppen verschiedener N-terminaler Aminosaurereste.

Abbildung 29: COMSIA Konturdiagramme fiir elektrostatische Eigenschaften. Die
Felder kennzeichnen Regionen, in denen positive (blau) oder negative Ladungen (rot) fur
hohe Affinitdt zum Protein notwendig sind. a) PEPT2: Lys-Lys (grau) und Leu-Ala-Arg
(violett); b) PEPT1(83): Cephradin; aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2006b).

Tripeptide, die am C-Terminus einen Argininrest enthalten, werden von PEPT2 mit geringer
Affinitat gebunden (z. B. Ala-Ala-Arg K;= 1,3 mM). Solche Tripeptide, deren C-terminale
Aminosaurereste elektronenreich sind (z. B. Ala-Ala-Glu, K; = 0,069 mM), werden dagegen mit
weitaus hoherer Bindungsaffinitdt von PEPT2 erkannt. Die elektrostatischen Felder zeigen an,
dass diese Seitenketten in einem Bereich liegen, der fir negative Ladungen bzw. elektronen-
reiche Moleklilteile glinstig ist (E4, Abbildung 29a). An PEPT1 binden Tripeptide, die basische

oder saure Gruppen am C-Terminus enthalten, mit mittleren Bindungsaffinitaten (z. B. Ala-Ala-
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Arg Kipept1 = 1,2 mM, Ala-Ala-Glu, Kipept1 = 0,82 mM, AIa-AIa-Asp Kipept1 = 0,81 mM) Da das
molekulare Feld E4 bei PEPT1 auch bei VergréRerung der Felder nicht existiert, scheint die

Ladung der dritten Seitenkette die Erkennung von PEPT1 kaum zu beeintrachtigen.

Es muss angemerkt werden, dass die beiden Tripeptide Leu-Ala-Arg (K;= 0,11 mM) und Leu-
Pro-Arg (K; = 0,10 mM), die jeweils hohe Bindungsaffinitaten an PEPT1 zeigten, im Trainings-
datensatz enthalten sind. Jedoch zeigte sich, dass diese Tripeptide mdglicherweise wahrend
der Versuchsdauer durch membransténdige Peptidasen aufgespaltet werden konnten (siehe
Kapitel 4.1.1.2). Daher ist es nicht auszuschlieRen, dass beide Tripeptide mit geringerer
Bindungsaffinitdt an PEPT1 gebunden werden. Die Verwendung hoherer K-Werte dieser

beiden Tripeptide kdnnte zur Generierung unterschiedlicher molekulare Felder fiihren.

Hydrophobe Felder

Es ist bekannt, dass hydrophobe Substrate mit weitaus héherer Affinitat an PEPT2 binden als
solche mit hydrophilen Seitenketten. Anhand der hydrophoben Felder in Abbildung 30 wird
deutlich, dass hochaffine PEPT2-Substrate hydrophobe Seitenketten aufweisen, die sich
innerhalb der orangefarbenen Felder H3-H7 befinden. Im Bereich der N- und C-Termini der
Dipeptide sowie im Bereich der zweiten Peptidbindung der Tripeptide (H1 und H2) werden von
PEPT2 erwartungsgemal hydrophile Eigenschaften der Substrate bevorzugt. H1 und H2 sind
aullerdem deckungsgleich mit den elektrostatischen Feldern E1 und E3 (Abbildung 29). Dies
war aufgrund der Ladungen der N- und C-Termini hochaffiner Substrate zu erwarten. Die
Amidbindung der Typ | B-Lactam-Antibiotika befindet sich ebenfalls innerhalb des fir hydrophi-
le Eigenschaften ginstigen blauen Feldes H2. Allerdings liegen auch die hydrophoben
Molekdlteile der Penam- und Cephemringe der Typ Il B-Lactam-Antibiotika in dem flr hydro-
phobe Eigenschaften unginstigen Feld H2. Darin kénnte mdglicherweise ihre geringere

Bindungsaffinitat an PEPT2 begriindet sein.

Bei PEPT1 hingegen wirkt sich die Hydrophobizitat in geringerem Malie auf die Bindungsaffini-
tat aus (Abbildung 30b). Im Falle Trp-Trp-Trp resultiert dieser Unterschied in einem grof3en
Kirept1/Kipept2-Quotienten von ~ 560. Wie bereits in Kapitel 4.2.1 beschrieben, wirkt sich
vermutlich die hydrophobere Butenylcarboxylgruppe von Ceftibuten im Bereich des Feldes H7
gunstig auf dessen Bindung an PEPT1 aus (Abbildung 30b). Im PEPT1(83)-Modell wurde ein
zusatzliches hydrophiles Feld H8 generiert, das im PEPT2-Modell nicht vorhanden ist.

Anhand der hydrophoben Felder kénnen demnach unterschiedliche Bindungsaffinitaten an
PEPT1 und PEPT2 von Substraten mit hydrophoben Seitenketten erklart werden. Der grol3e
Anteil von ca. 25 % dieser Felder an beiden Modellen unterstreicht die Wichtigkeit dieser

Eigenschaften zusatzlich.
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Abbildung 30: CoMSIA Konturdiagramme fiir hydrophobe Eigenschaften. Blaue
Regionen (H1, H2 und H8) kennzeichnen Bereiche innerhalb des strukturellen Alignments, in
denen hochaffine Substrate hydrophile Eigenschaften aufweisen. Die orangefarbenen
Bereiche H3-H7 werden von hochaffinen Substraten mit hydrophoben Seitenketten ausge-

fullt. a) PEPT2: Trp-Trp-Trp (grau) und Val-Phe (orange); b) PEPT1(83): Ceftibuten; aus
Anlage 7.4 (Biegel et al., 2006b).

Wasserstoffbriicken-Donorfelder

Die Wasserstoffbricken-Donorfelder der 3D-QSAR Modelle fur PEPT1 und PEPT2 Liganden
unterscheiden sich kaum und verdeutlichen damit die Ahnlichkeit der Wechselwirkungen in
den hypothetischen Bindetaschen (Abbildung 31).

Abbildung 31: CoMSIA  Konturdiagramme fiir Wasserstoffbriicken-Donorfelder.
Wasserstoffbriicken-Donorgruppen hochaffiner Substrate bilden mit Wasserstoffbriicken-
Akzeptorgruppen seitens des Rezeptors Wasserstoffbrickenbindungen aus. Bereiche, in
denen sich solche Akzeptorgruppen befinden kdénnten, sind schematisch durch die hellblau-
en Bereiche D1-D3 dargestellt. Sind Wasserstoffbriicken-Donorgruppen auf violette Bereiche
(D4-D7) ausgerichtet, so fuhrt dies zu Affinitdtsverlusten. a) PEPT2: Ala-Ala-Ala, b)
PEPT1(83): Pro-Ala (orange) und D-Ala-Ala (grau); aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2006b).
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Die Wasserstoffbriicken-Donorfelder bilden den gréften Anteil der Modelle von ca. 30 % aus.
Die Wichtigkeit der richtigen Position der N-terminalen Wasserstoffbricken-Donorgruppe wird
durch die Felder D1-D3 verdeutlicht. Die rdumliche Fixierung der a-Aminogruppe wie im
Pyrrolidin-Ring von Prolin flhrt zur Verminderung der Affinitat. Genau wie bei PEPT1 stammen
die violetten Felder D4 und D5 bei PEPT2 von der Iminogruppe der Pro-Xaa Dipeptide und
Pro-Xaa-Xaa Tripeptide. Auch die a-Aminogruppen von DL-Dipeptiden und DLL-Tripeptiden
fihren bei beiden Transportern aufgrund von eingeschrankten Maoglichkeiten zur Bildung von
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Rezeptor zur Verringerung der Bindungsaffinitaten
(Abbildung 31b). Donorgruppen solcher Molekiile sind auf das violette Feld D6 ausgerichtet.

Die Herkunft des Feldes D7 kann nicht erklart werden.

Wasserstoffbriicken-Akzeptorfelder

Auch die Wasserstoffbriicken-Akzeptorfelder beider Modelle unterscheiden sich nur gering-
flgig. Akzeptorgruppen, wie z. B. die Carboxylgruppen hochaffiner Substrate, sind auf das
Feld A1 ausgerichtet. Dadurch ist die Ausbildung hypothetischer Wasserstoffbriickenbindun-
gen mit dem Rezeptor méglich. Die C-Termini von Dipeptiden in LD- oder DD-Konfiguration
sowie Tripeptiden in LDL-, LDD- und DDD-Konfiguration kénnen keine Wasserstoffbriickenbin-
dungen mit dem Protein ausbilden. Sie sind auf die roten Bereiche A2 und A3 (Abbildung 32a)
ausgerichtet und vermindern die Affinitat an PEPT2. Das Feld A3 wurde fir PEPT1 nicht

generiert.

Abbildung 32: CoMSIA Konturdiagramme fiir Wasserstoffbricken-Akzeptorfelder. Das
magentafarbene Feld A1 kennzeichnet einen Bereich seitens des Proteins, mit dem Wasser-
stoffbriicken-Akzeptoren hochaffiner Substrate hypothetische Wasserstoffbriickenbindungen
ausbilden kdnnen. Zeigen Wasserstoffbriicken-Akzeptoren auf die roten Felder A2 und A3,
so fuhrt dies zur Verminderung der Bindungsaffinitdt an PEPT1 und PEPT2. a) PEPT2: Tyr-
D-Ala-Gly (grau) und Cefadroxil (violett); b) PEPT1(83): Ceftibuten (grau) und Asp-Ala
(orange).
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Zusammenfassung

Das hier dargestellte 3D-QSAR Modell firr Liganden des H*/Peptidsymporters PEPT2 ermég-
licht erstmals die Erklarung unterschiedlicher Bindungsaffinitaten verschiedener Molekile. Das
CoMSIA-Modell eignet sich auRerdem zur Voraussage von K-Werten strukturell ahnlicher
Verbindungen. Der Vergleich der molekularen Felder des PEPT2-Modells mit denen fiir
PEPT1 ermdglicht zum ersten Mal die graphische Darstellung von Unterschieden aber auch

Gemeinsamkeiten der Anforderungen beider Transporter an ihre Substrate.

Ein hochaffines Substrat von PEPT2 weist folgende Eigenschaften auf:

N-Terminus: - Wasserstoffbriicken-Donor Funktion,
- hydrophile Eigenschaften, sowie

- positive Ladung

Seitenketten: - Seitenketten missen sich in bestimmten Regionen befinden
- hydrophobe Eigenschaften
- keine positive Ladung an der R3-Seitenkette
Peptidruckgrat - hydrophile Eigenschaften im Bereich der zweiten Peptidbindung der

Tripeptide; in dieser Region liegen auch Penam- und Cephemringe der
R-Lactam-Antibiotika

C-Terminus:

elektronenreiche Gruppe(n)

- negative Ladung

- hydrophile Eigenschaften

- Wasserstoffbriicken-Akzeptor Funktion

- L-Konfiguration

Die grofiten Unterschiede zwischen den 3D-QSAR Modellen fur PEPT1- und PEPT2-Liganden
weisen die sterischen, elektrostatischen und hydrophoben Eigenschaften der Molekiile auf. Die
Informationen, die daraus abgeleitet werden kénnen, stimmen mit dem bisherigen Kenntnis-
stand Uberein. PEPT2 bindet seine Substrate mit hoherer Affinitat als PEPT1. Das Volumen
der Bindetasche von PEPT2 ist vermutlich kleiner als das von PEPT1. Daher sind mdglicher-
weise die sterisch glinstigen Bereiche flir PEPT1 bei gleicher Grélke der Felder kleiner als bei
PEPT2.
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Es ist auRerdem bekannt, dass PEPT2 hydrophobe Substrate mit weitaus hdherer Affinitat
bindet als PEPT1. Tripeptide, die hydrophobe Seitenketten enthalten, werden z. B. mit einer
mehr als 100-fach hdheren Bindungsaffinitat von PEPT2 gebunden. Diese Tatsache wird
durch die hydrophoben Felder untermauert. Im Vergleich zu PEPT1 wurden fir PEPT2 weitaus
mehr Bereiche innerhalb des strukturellen Alignments identifiziert, in denen hydrophobe
Molekdilteile fir eine hohe Affinitat an PEPT2 wichtig sind.

Die experimentelle Bestimmung der K-Werte von Tripeptiden, die einen negativ geladenen
Aminosaurerest in der Rs-Seitenkette enthalten, zeigte, dass PEPT2 diese Verbindungen mit
deutlich geringerer Affinitat im Vergleich zu neutralen Seitenketten bindet. Die Bindungsaffinita-
ten an PEPT1 hingegen weichen kaum von den K-Werten der Tripeptide mit neutralen
Seitenketten ab (Tabelle 7, Kapitel 4.1.1.2). Die elektrostatischen Felder verdeutlichen diesen

Unterschied der Substraterkennung beider Transporter.

Beide Peptidtransporter binden Di- und Tripeptide in LL- und LLL-Konfigurationen mit héheren
Bindungsaffinitaten als solche mit D-konfigurierten Aminosaureresten. PEPT2 erkennt Di- und
Tripeptide mit D-konfigurierten N-terminalen Aminosauren mit hoher Affinitdt wahrend PEPT1

solche Verbindungen mit niedriger Affinitat bindet.

PEPT1 und PEPT2 scheinen ahnliche Wasserstoffbriicken mit dem Substrat auszubilden. Die
Wasserstoffbricken-Donor- und -Akzeptorfelder sind bei beiden Modellen weitestgehend

gleich. In diesen Feldern zeigt sich besonders die Ahnlichkeit der beiden Peptidtransporter.
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4.2.3 Anwendung der 3D-QSAR Modelle am Beispiel der 2-Aminothiazol-4-essigséure
(Anlage 7.4 Biegel et al., 2007)

Die Analyse der molekularen Felder des erstellten CoMSIA-Modells fir PEPT1 (Kapitel 4.2.1)
lie® darauf schlielen, dass solche B-Lactam-Antibiotika, die einen Aminothiazolring enthalten,
wie z. B. Ceftibuten, anders als jene B-Lactam-Antibiotika, die diese Gruppe nicht aufweisen,
im strukturellen Alignment angeordnet werden mussen. Es wurde die Hypothese aufgestellt,
dass die Aminogruppe am Thiazolring ahnlich wie die N-terminale Aminogruppe hochaffiner
Substrate zur Bindung an PEPT1 beitragt. Ausgehend von dieser Annahme konnte ein neuer
Ligand fur PEPT1 und PEPT2, 2-Aminothiazol-4-essigsdure (ATAA), abgeleitet werden
(Abbildung 33a). Es weist eine flr ein Substrat ungewohnliche Struktur auf, da es weder eine

Amidbindung noch eine bei physiologischen pH-Werten protonierte Aminogruppe enthalt.s

COOH

Abbildung 33: Strukturen von a) ATAA und b) Ceftibuten.

In der Literatur sind bereits ahnliche PEPT1-Liganden beschrieben worden (Abbildung 34). Bei
4-Aminomethylbenzoesdure handelt es sich um ein PEPT1-Substrat, wahrend

4-Aminophenylessigsaure von PEPT1 gebunden, jedoch nicht transportiert wird.'**"%*

/@/\COOH COOH
HoN HzN\/©/

a) b)

Abbildung 34: Chemische Strukturen von a)4-Aminophenylessigsdaure und b) 4-
Aminomethylbenzoesaure

ATAA wird von PEPT1 mit niedriger Affinitat (K; = 4,9 mM) gebunden und zeigt keine Affinitat
an PEPT2 (K; = 6,6 mM). AuRerdem wird es nicht durch die H*/Peptidsymporter transportiert.”
Dieses Dipeptid-Derivat weist vielfaltige Funktionalisierungsmoglichkeiten auf und ist mogli-
cherweise ein ideales Fragment zur Entwicklung von Prodrugs, da ATAA ein Bestandteil vieler
Wirkstoffe ist. Interessanterweise entsteht aus der C-terminalen Verlangerung von ATAA das
hochaffine PEPT1-Substrat Ceftibuten.

$ Der pKs-Wert der Aminogruppe liegt bei ~5,4. Bei pH 6,0 liegen ca. 3 % der Aminogruppen in protonierter Form
vor.

™ AG Ermahrungsphysiologie der TU-Miinchen
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Ziel der nachfolgenden Untersuchungen war es, die Bindungsaffinitat von ATAA an PEPT1
und PEPT2 durch verschiedene Modifizierungen an der Amino- und der Carboxylgruppe zu
erhéhen. Dafir wurden folgende Derivate der ATAA untersucht: ATAA-Ala, ATAA-Phe, ATAA-
Val, Ala-ATAA, Phe-ATAA, Val-ATAA, Ala-Ala-ATAA, ATAA-Ala-Ala sowie Ala-ATAA-Ala.
Aulerdem sollte Uberprift werden, ob die beiden CoMSIA-Modelle fir PEPT1- und PEPT2-
Substrate (siehe Kapitel 4.2.1 und 4.2.2) fiir die Anwendung eines gezielten Wirkstoffdesigns

geeignet sind.

Zunachst wurden die 3D-Strukturen der ATAA-Derivate generiert, Konformationsanalysen
durchgefuhrt. Geeignete Konformationen wurden mit Strukturen im Alignment Uberlagert und in
einem Testdatensatz gespeichert. Nachfolgend wurden die Ki-Werte der ATAA-Derivate von
den 3D-QSAR Modellen fir PEPT1- und PEPT2-Liganden vorausgesagt.”™ AnschlieRend
wurden die Derivate in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Naturstoffbiochemie synthetisiert
und die Bindungsaffinitdten durch Kompetitionsexperimente an Caco-2- und SKPT-Zellen

gemessen.

Die Uberlagerung des Dipeptidmimetikums ATAA mit Ala-Ala-Ala ist in Abbildung 35 darge-
stellt. Die Aminogruppe von ATAA ist deckungsgleich mit der Aminogruppe hochaffiner
Substrate. Die Carboxylgruppe von ATAA ist mit der Carboxylgruppe von hochaffinen Dipepti-
den und mit der Carbonylgruppe der zweiten Peptidbindung hochaffiner Tripeptide Uberlagert.
Der im Aminothiazolring gebundene Stickstoff besitzt nur schwache Wasserstoffbriicken-
Akzeptoreigenschaften. Die Bindungsaffinitat von ATAA wurde von dem PEPT1-Modell mit
K; = 1,9 mM vorausgesagt. Der experimentell ermittelte K-Wert betragt 4,9 mM und liegt damit
annahernd in dem Bereich der Vorhersage. Fir PEPT2 wurde ein K-Wert von 0,8 mM fir
ATAA vorausgesagt, der experimentell bestimmte K-Wert liegt jedoch weitaus héher und
betragt 6,6 mM.

Abbildung 35: Uberlagerung von ATAA (grau) mit Ala-Ala-Ala (griin).

™ Fir die Voraussagen wurde das in Kapitel 4.2.2 beschriebene Modell fiir PEPT1 und PEPT2 verwendet.
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Im ersten Teil der Untersuchungen wurden die ATAA-Derivate betrachtet, die an der Carbo-
xylgruppe von ATAA mit einer Aminosaure verlangert wurden. Die Anordnung der Tripeptid-
mimetika ATAA-Val, ATAA-Ala und ATAA-Phe im strukturellen Alignment erfolgte so, dass das
Peptidrickgrat der konjugierten Aminosauren mit der zweiten Peptidbindung der Tripeptide
Uberlagert wurde. Der Aminothiazolring ist dadurch in &hnlicher Position, wie derjenige der
Typ | B-Lactam-Antibiotika (Abbildung 36).

a)

Abbildung 36: Uberlagerung von a) ATAA-Ala (grau) mit Ala-Ala-Ala (griin; aus
Anlage 7.4 Biegel et al., 2007) und b) ATAA-Val (grau) mit Ceftibuten (orange).

Die vorausgesagten Ki-Werte von ATAA-Val, ATAA-Ala und ATAA-Phe fir PEPT1 lagen im
Bereich von 2 mM, und sind damit dem vorausgesagten Wert fir ATAA relativ ahnlich (Tabelle
20). Kompetitionsexperimente an Caco-2 Zellen ergaben fiir ATAA-Val Bindungsaffinitaten von
Ki~3,3mM und fir ATAA-Phe K; ~7,3 mM und bestatigen die vorausgesagten K-Werte
weitestgehend. Fir ATAA-Ala wurde jedoch ein weitaus hdherer K-Wert von 28 mM gemes-
sen. Dieses ATAA-Derivat wird nicht von PEPT1 erkannt. Die Bindungsaffinitdt von ATAA
konnte durch die Konjugation von Aminosauren an die Carboxylgruppe nicht (bzw. im Fall von

ATAA-Val nur geringfligig) erhoht werden (Tabelle 20).

Die vorausgesagten K-Werte des PEPT2-Modells betragen fur ATAA-Val K;= 0,55 mM, flr
ATAA-Phe K;=0,54 mM und fur ATAA-Ala K;= 1,2 mM. Die durch Kompetitionsexperimente
gemessenen Bindungsaffinitaten liegen in einem vergleichbaren Bereich (ATAA-Val 0,17 mM,
fur ATAA-Phe 0,35 mM und fir ATAA-Ala 4,7 mM; Tabelle 20). Im Gegensatz zu PEPT1
konnte die Bindungsaffinitdt von ATAA durch die Anknipfung von Aminosauren an der

Carboxylgruppe von ATAA erhdht werden, im Fall von ATAA-Val sogar um das 39-fache.

In einem weiteren Versuch wurde das Dipeptid Ala-Ala mit der Carboxylgruppe von ATAA

verbunden. Im strukturellen Alignment wurde ATAA-Ala-Ala so angeordnet, dass die Amino-
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und Carboxylgruppen jeweils in der gleichen Region liegen, wie die von Ceftibuten (Abbildung
37a und b). Der vorausgesagte K-Wert fir PEPT1 betragt 1,8 mM. Die tatsachliche Bindungs-
affinitdt an Caco-2 Zellen weicht jedoch mit K; ~ 23 mM stark ab. Fir PEPT2 wurde ein K-Wert
von 1,5 mM vorausgesagt. Der an SKPT-Zellen gemessene K-Wert von 55 mM stimmt
zufrieden stellend mit dem theoretischen Wert Gberein (Tabelle 20). Die niedrige Bindungsaffi-
nitdt von ATAA-Ala-Ala an beiden Peptidtransportern ist in soweit nicht Gberraschend, da es
sich im Vergleich zu Ala-Ala-Ala (Abbildung 37b) um eine Verbindung handelt, die eher einem
Tetrapeptid entspricht. Solche Verbindungen werden nicht von PEPT1 und PEPT2 erkannt.
Ceftibuten (Abbildung 37a) kann wahrscheinlich weitere Wechselwirkungen mit dem Protein

ausbilden und wird daher mit hoherer Affinitat gebunden.

b)

Abbildung 37: Uberlagerung von ATAA-Ala-Ala (grau) mit a) Ceftibuten (orange) und b)
Ala-Ala-Ala (griin).

AnschlieBend wurde ATAA in den Trainingsdatensatz aufgenommen und die Bindungsaffinita-
ten der in Tabelle 20 dargestellten Derivate nochmals berechnet (pred (ATAA)). Fur PEPT1
konnten geringflgig kleinere Vorhersagefehler festgestellt werden. Die Bindungsaffinitat von
ATAA-Ala-Ala wurde weitaus genauer eingeschatzt und stimmt mit dem gemessenen K-Wert
zufrieden stellend Uberein. Fir PEPT2 wurden aufgrund der niedrigen Affinitat von ATAA die
Bindungsaffinitaten fir ATAA-Val und ATAA-Phe geringer vom Modell eingeschatzt. Dadurch
entstand ein gréRerer Vorhersagefehler (Tabelle 20). Die K-Werte der anderen Derivate

ATAA-Ala und ATAA-Ala-Ala wurden mit kleineren Fehlern als zuvor berechnet.
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Tabelle 20: Gemessene und von den 3D-QSAR-Modellen vorausgesagte Bindungsaffini-
taten von ATAA und deren Derivate an PEPT1 und PEPT2 im Vergleich zu Ceftibuten.
Die Voraussagen der K-Werte (Pred.) erfolgte mit den im Kapitel 4.2.2 beschriebenen 3D-
QSAR Modellen von PEPT1- und PEPT2-Liganden. Die Trainingsdatensatze wurden an-
schlieffend mit ATAA erweitert, um erneut K-Werte der Derivate zu berechnen (Pred. ATAA).
Die Aufnahme von ["C]Gly-Sar (10 uM) in konfluente Monolayer der Zelllinien Caco-2 und
SKPT wurde bei Raumtemperatur und pH 6,0 nach Zusatz von unmarkierten Substanzen in
ansteigenden Konzentrationen bei einer Inkubationszeit von 10 min gemessen. Die Inhibitions-
konstanten (K;) wurden aus den /Cs-Werten erhalten, die aus den Verdrangungskurven durch
nichtlineare Regression bestimmt wurden (n = 4). Die Hemmkurven sind in Anlage 7.1
dargestellt. Die Tabelle ist aus Anlage 7.4 (Biegel et al., 2007) modifiziert.

Verbindung PreZEPT1 Prel;EPTZ K pepT1
Pred. (ATA A ) Exp. Pred. (ATA A ) Exp. KpepT2
Ceftibuten 089 093 034+0,03™ 055 093 0,28+0,01" 4
ATAA 1,3 21  49+06 080 45 66+0,1 0,7
ATAA-Val 1,1 1,7 >3(~3,3) 0,55 1,7  0,17+0,03 19
ATAA-Phe 1,4 22  >3(~73) 0,54 20 035+0,05 21
ATAA-Ala 2,0 31 >10(~28+2)* 1,2 39 47+0,35 6
ATAA-Ala-Ala 2,2 12 >10(~23+2)* 15 1,7 55+04* 4

* gemessen von llka Knitter

Aus dem Vergleich der Bindungsaffinititen von ATAA mit den in Tabelle 20 dargestellten
ATAA-Derivaten kann folgende Hypothese abgeleitet werden:

- Im Allgemeinen bestimmt der N-terminale Teil eines Molekuls die Bindungsaffinitat an
PEPT1. Die mittlere bis niedrige Bindungsaffinitat eines Dipeptidmimetikums an PEPT1
kann durch Einfihrung weiterer funktioneller Gruppen am C-Terminus nicht signifikant

erhoht werden.

- Im Unterschied zu PEPT1, kann bei PEPT2 die Bindungsaffinitat eines Dipeptidmimeti-
kums mit niedriger Bindungsaffinitat durch Konjugation mit hydrophoben Aminosaure-
resten am C-Terminus wesentlich erhéht werden. Méglicherweise ist das Vorhanden-
sein einer C-terminalen hydrophoben Seitenkette dieser Tripeptidmimetika wichtiger flr

die Erkennung, als die Position der C-terminalen Carboxylgruppe.

Auch in anderen Studien wurde festgestellt, dass strukturelle Unterschiede am N-Terminus der

Liganden fur die unterschiedliche Substraterkennung von PEPT1 und PEPT2 verantwortlich
sind.144’155'195

In einem weiteren Ansatz wurden ATAA-Derivate untersucht, die an der Aminogruppe durch

Substitution eines Aminosaurerestes verlangert wurden. In Abbildung 38a ist die Uberlagerung



Anwendung der 3D-QSAR Modelle 95

von Ala-ATAA und Ala-Ala-Ala dargestellt. Der ATAA-Rest des Molekuls befindet sich in der
Region der zweiten Seitenkette von Di- und Tripeptiden. Daher handelt es sich bei ATAA-Xaa
Derivaten eher um Dipeptidmimetika. Die vorausgesagten Bindungsaffinitdten von Val-ATAA,
Phe-ATAA und Ala-ATAA lagen fir PEPT1 im Bereich von K;=0,2 und 0,45 mM und lielen
darauf schliel3en, dass diese Verbindungen mit relativ hoher Affinitdt von PEPT1 gebunden
werden (Tabelle 21). Die Kompetitionsexperimente bestatigten, dass diese ATAA-Derivate von
PEPT1 erkannt werden. Die Bindungsaffinitat von Val-ATAA ist jedoch um ein Vielfaches
hoher als vorausgesagt. Die Bindungsaffinitat von ATAA konnte durch die N-terminale
Substitution mit Valin 73-fach an PEPT1 erhdht werden. Die Bindungsaffinitat fir Phe-ATAA ist
niedriger als vorausgesagt. Der vorausgesagte K-Wert von Ala-ATAA stimmt zufrieden

stellend mit dem gemessenen Uberein.

a)

Abbildung 38: Uberlagerung von Ala-ATAA (grau) mit a) Ala-Ala-Ala (griin) und b) Ala-
Arylamid; nach Anlage 7.4 (Biegel et al., 2007).

Die Xaa-ATAA-Derivate sind den Aminosaure-Arylamiden strukturverwandt, die auch von
PEPT1 erkannt werden (Abbildung 38a)."®' Die hohe Affinitit solcher Verbindungen wurde in
einer vorangegangenen Studie mit der erhdhten Elektronendichte am C-Terminus erklart."

Dies konnte auch fir die Xaa-ATAA-Derivate zutreffen.
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Tabelle 21: Gemessene und von den Modellen vorausgesagte Bindungsaffinititen von
Xaa-ATAA-Derivaten an PEPT1 und PEPT2. Die Voraussagen der K-Werte (Pred.) erfolgte
mit den in Kapitel 4.2.2 beschriebenen 3D-QSAR Modellen von PEPT1- und PEPT2-Liganden.
Die Aufnahme von ['“C]Gly-Sar (10 uM) in konfluente Monolayer der Zelllinien Caco-2 und
SKPT wurde bei Raumtemperatur und pH 6,0 nach Zusatz von unmarkierten Substanzen in
ansteigenden Konzentrationen bei einer Inkubationszeit von 10 min gemessen. Die Inhibitions-
konstanten (K;) wurden aus den /Csp-Werten erhalten, die aus den Verdrangungskurven durch
nichtlineare Regression bestimmt wurden (n = 4); modifiziert aus Anlage 7.4 (Biegel el al.,
2007).

_ K; PEPT1 (mM) K; PEPT2 (mM) Kipepr1
Verbindung Prod. (:;;(qu ) Exp. Pred. (:;%’4 ) Exp. K pepT2
Val-ATAA 0,28 0,30 0,067 £0,004 0,03 0,05 0,011 +0,001 6
Phe-ATAA 0,25 0,22 0,95+0,12 0,02 0,05 0,24 + 0,01 4
Ala-ATAA 0,45 049 0,51+0,18* 0,06 0,09 0,19 £0,004* 3
Ala-Ala-ATAA 0,66 0,75 49+1,5" 0,11 0,12 9,7+2,0* 0,5
Ala-ATAA-Ala 1,1 1,4 7,9+0,5* 0,27 0,38 1,3 £ 0,04* 6

* gemessen von llka Knutter

Auch fir PEPT2 wurden hohe Bindungsaffinitaten fir Val-ATAA, Phe-ATAA und Ala-ATAA
vorausgesagt (Tabelle 21). Die gemessene Bindungsaffinitdt von Val-ATAA stimmt zufrieden
stellend mit dem vorausgesagten Wert Uberein, hingegen sind die gemessenen K-Werte von
Phe-ATAA und Ala-ATAA hoher als die Prognosen.

Anhand dieser Xaa-ATAA-Derivate konnte gezeigt werden, dass die Bindungsaffinitdt von
ATAA durch Derivatisierung an der Aminogruppe des Thiazolringes erhdéht werden kann.
Warum Valin in N-terminaler Position von beiden Transportern im Vergleich zu anderen
ahnlich aufgebauten Aminosaureresten bevorzugt gebunden wird, kann an dieser Stelle nicht
erklart werden. Dieses Phanomen wurde jedoch schon haufig beobachtet und fiir die Entwick-

lung von Prodrugs angewendet. '39.163.164.196.197

Ala-Ala-ATAA wurde im strukturellen Alignment so angeordnet, dass beide Peptidbindungen
mit dem Peptidrickgrat der Tripeptide deckungsgleich sind (Abbildung 39). Bei Ala-Ala-ATAA
handelt es sich um eine Verbindung, die einem Tetrapeptid ahnlich ist. Beide Modelle berech-
neten hohe Bindungsaffinitaten fir dieses ATAA-Derivat an PEPT1 und PEPT2. Den experi-
mentellen Werten nach fuhrt die Verlangerung von ATAA mit einem Dipeptid am N-Terminus
bei beiden Peptidtransportern im Vergleich zu Ala-ATAA zum Verlust der Affinitat (Tabelle 21).
Die Voraussagefehler kbnnen dadurch begriindet sein, dass der C-Terminus des Derivates in
einem Bereich liegt, der von keinem anderen Molekul des Trainingsdatensatzes eingenommen

wird. Daher sind diese Voraussagen in Frage zu stellen.
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a)

Abbildung 39: Uberlagerung von Ala-Ala-ATAA (grau) mit a) Ceftibuten (orange) und b)
Ala-Ala-Ala (griin).

Ein weiteres Derivat, Ala-ATAA-Ala, wurde bezlglich seiner Bindungsaffinitat an PEPT1 und
PEPT2 untersucht. Die Uberlagerung dieses Derivates erfolgte, wie in Abbildung 40 darge-
stellt, entlang der ersten Peptidbindung der Di- und Tripeptide. Der C-Terminus ist ahnlich, wie
die Carboxylgruppe von Ceftibuten ausgerichtet (Abbildung 40a). An PEPT1 wurde eine
mittlere Affinitdt von 1,1 mM vorausgesagt, die jedoch experimentell nicht bestatigt wurde
(Kiexp = 7,9 mM). Fir PEPT2 wurde eine hohe Affinitat von Ala-ATAA-Ala vorausgesagt
(Kiprea = 0,38 mM), der gemessene Ki-Wert weicht jedoch auch hier stark ab und betragt
1,3 mM. Ala-ATAA-Ala wird demnach sowohl von PEPT1 als auch von PEPT2 mit niedriger
Affinitat gebunden.

B

a) b)

Abbildung 40: Uberlagerung von Ala-ATAA-Ala mit a) Ceftibuten (orange) und b) Ala-
Ala-Ala (griin).
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Im Allgemeinen sind die Voraussagen der CoMSIA-Modelle fur PEPT1 genauer als flr PEPT2.
In Abbildung 41a und b sind die vorausgesagten gegen die gemessenen Ig 1/K-Werte
aufgetragen. Die zur Voraussage verwendeten Modelle sind in Kapitel 4.2.2 beschrieben. Die
Bindungsaffinitadten vieler ATAA-Derivate werden zufrieden stellend vorausgesagt. Die
Differenz der vorausgesagten und gemessenen Ig 1/K-Werte von ATAA-Ala und ATAA-Ala-Ala
sind fir PEPT1 gréRer als eine logarithmische Einheit. Fir PEPT2 wurden grofe Voraussage-
fehler fur Phe-ATAA, Ala-Ala-ATAA und Ala-ATAA-Ala beobachtet.

Flr die in Tabelle 21 dargestellten Verbindungen wurden erwartungsgemal keine nennens-
werten Verbesserungen der vorausgesagten Bindungsaffinititen erhalten, da ATAA im
strukturellen Alignment anders positioniert ist als die Xaa-ATAA Derivate. Die Voraussagen
sind jedoch insgesamt genauer, wenn ATAA im Trainingsdatensatz vorhanden ist (Abbildung
41a). Die Bindungsaffinitdten von Ala-ATAA-Ala und Ala-Ala-ATAA an PEPT2 werden jedoch
auch dann um ein Vielfaches zu hoch eingeschatzt, wenn ATAA im Trainingsdatensatz
vorhanden ist. Trotz dieser Fehler eignen sich die Modelle, um die Bereiche, in denen die
Affinitdten solcher Substanzen liegen, abzuschatzen. Es wird besonders deutlich, dass
strukturell ahnliche Molekile im Trainingsdatensatz enthalten sein missen, um zufrieden

stellende Bindungsaffinitdten anderer Molekule vorauszusagen.

lg 1/Kj (vorausgesagt)
lg 1/Kj (vorausgesagt)

o + PEPT1 :
o PEPT2 e o PEPT2

-2 -1 0 1 2 3 -2 -1 0 1 2 3
Ig 1/Kj (gemessen) Ig 1/Kj (gemessen)
a) b)

Abbildung 41: Auftragung der vorausgesagten und gemessenen Bindungsaffinititen
der ATAA Derivate. a) die Voraussagen erfolgten mit den in Kapitel 4.2.2 dargestellten 3D-
QSAR Modellen fir PEPT1 und PEPT2. b) die Bindungsaffinitdten wurden vorausgesagt,
nachdem ATAA in den Trainingsdatensatz beider CoMSIA-Modelle aufgenommen wurde.
Die gestrichelte Linie kennzeichnet den Toleranzbereich von einer logarithmischen Einheit.

Es konnte gezeigt werden, dass die Bindungsaffinitat von ATAA durch Konjugation mit
Aminosauren an der Aminogruppe des Thiazolringes sowohl an PEPT1 als auch an PEPT2

erhoht werden kann. Die Verlangerung von ATAA an der Carboxylgruppe fuhrte nur bei PEPT2
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zu deutlich hdheren Bindungsaffinitaten. Jedoch sind hydrophobe Seitenketten des Konjugates
erforderlich. Bei ATAA-Val und ATAA-Phe wurden flir PEPT2 K-Werte gemessen, die dhnlich
dem von Ceftibuten sind. Ceftibuten wird mit hoher Affinitat von PEPT1 erkannt, die ATAA-Xaa

Derivate werden jedoch mit weitaus geringerer Affinitat an PEPT1 gebunden.

Die Untersuchungen zeigten, dass die in dieser Arbeit erstellten 3D-QSAR Modelle fir ein
gezieltes Wirkstoffdesign verwendet werden kénnen. Es wurde jedoch deutlich, dass die
Voraussagen unbekannter K-Werte von neuen Verbindungen genauer werden, wenn struktu-

rell &hnliche Verbindungen im Trainingsdatensatz vorhanden sind.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit war es 3D-QSAR Modelle zu generieren, mit denen Bindungsaffi-
nitdten diverser Substrate von PEPT1 und PEPT2 erklart werden kénnen. Ein weiteres Ziel
bestand darin, Unterschiede in der Substratbindung beider H*/Peptidsymporter durch die

Analyse von molekularen Feldern der CoMSIA-Modelle herauszuarbeiten.

Im ersten Teil der Arbeit wurden in umfangreichen experimentellen Untersuchungen Bin-
dungsaffinitdten zahlreicher nattrlicher Substrate von PEPT1 und PEPT2 gemessen. Erstmals
wurden systematische Studien zur Untersuchung der Bindungsaffinitaten von Tripeptiden an
PEPT1 und PEPT2 durchgefuhrt. Fir PEPT2 wurde zudem eine Vielzahl von K-Werten von
Dipeptiden an SKPT-Zellen gemessen.

Die Bindungsaffinitaten der Tripeptide liegen in einem ahnlichen Bereich wie die der Dipeptide.
Es bestétigte sich, dass L-Aminosauren sowie freie N-und C-Termini fir hohe Affinitdten an
PEPT1 und PEPT2 wichtig sind. Tripeptide mit hydrophoben Seitenketten werden von PEPT2
mit weitaus hoherer Affinitdt gebunden als solche mit hydrophilen Seitenketten. Im Unterschied
zu PEPT1 toleriert PEPT2 keine positive Ladung in der dritten Seitenkette R; der Tripeptide.
AuRerdem wurden einige peptidmimetische Wirkstoffe hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitdten an
PEPT1 und PEPT2 untersucht.

3D-QSAR Untersuchungen von Liganden des intestinalen H/Peptidsymporters PEPT1

Ausgehend von einem 3D-QSAR Modell, das zuvor in der Arbeitsgruppe generiert worden war,
konnte ein Modell entwickelt werden, dass neben Dipeptiden auch Tripeptide und R-Lactam-
Antibiotika im Trainingsdatensatz enthalt. Aus den Analysen der molekularen Felder konnte
abgeleitet werden, dass solche [-Lactam-Antibiotika, die einen Aminothiazolring in der N-
terminalen Seitenkette enthalten, anders im strukturellen Alignment angeordnet werden
missen. Daher wurden die R-Lactam-Antibiotika in zwei Gruppen eingeteilt, die Typ | und
Typ Il B-Lactam-Antibiotika. Letztere enthalten keinen solchen Aminothiazolring. Das erstellte
CoMSIA-Modell zeichnet sich durch statistische Signifikanz mit hohen g° und r>Werten
(¢°=0,828, r#=0,937) aus. Anhand dieses Modells kénnen erstmals unterschiedliche
Bindungsaffinitdten von Tripeptiden und R-Lactam-Antibiotika erklart werden und K-Werte

strukturell ahnlicher Verbindungen vorausgesagt werden.
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3D-QSAR Untersuchungen von Liganden des renalen H'/Peptidsymporters PEPT2 und
Vergleiche mit PEPT1

Bestehend aus 83 Substanzen (3-Lactam-Antibiotika, Di- und Tripeptide), wurde erstmalig ein
3D-QSAR Modell fur PEPT2 entwickelt. Dabei wurde das Alignment der PEPT1-Substrate
Ubernommen und mit den Bindungsaffinitaten flir PEPT2 korreliert. Das so erstellte Modell ist
gekennzeichnet durch statistische Signifikanz (= 0,755; r?=0,893) und ermdglicht es
erstmals, Bindungsaffinitdten von Di- und Tripeptiden, sowie 3-Lactam-Antibiotika zu erklaren.
Des Weiteren kann das Modell zur Voraussage von K-Werten unbekannter Verbindungen mit

ahnlichen Strukturen herangezogen werden.

Der renale Peptidtransporter PEPT2 weist gegenlber PEPT1 ein dhnliches Substratspektrum
auf, unterscheidet sich allerdings in Substrataffinitdt und Kapazitat. Vergleiche der Bindungs-
affinitdten und der 3D-QSAR Modelle von PEPT1 und PEPT2 Substraten konnten Aufschluss
Uber Unterschiede in der Substrat-Bindetasche geben bzw. Selektivitatsunterschiede der

beiden Transporter erklaren.

Zum Vergleich der Ergebnisse der 3D-QSAR-Analysen beider Modelle fur PEPT1 und PEPT2,
wurde der Trainingsdatensatz des PEPT1-Modells an den des PEPT2-Modells angeglichen.
Der Vergleich der molekularen Felder der beiden Modelle lieferte viele Erklarungen fir die
unterschiedlichen Substratspezifitaten von PEPT1 und PEPT2. Erstmals konnten Unterschiede
der Substraterkennung zwischen PEPT1 und PEPT2 graphisch dargestellt werden. Folgende

Ergebnisse konnten abgeleitet werden:

- die Substratbindetasche von PEPT2 weist vermutlich ein kleineres Volumen auf als die
von PEPT1

- Hochaffine Liganden von PEPT1 enthalten eine hydrophobe Seitenkette R,. PEPT2
hingegen bevorzugt Liganden, die zusatzlich hydrophobe Eigenschaften in den R4 und

R;-Seitenketten aufweisen.

- PEPT1 ist tolerant gegeniber positiven und negativen Ladungen in den Seitenketten
der Liganden. Fir PEPT2 wurden Regionen im Bereich der Ry und R;-Seitenketten i-
dentifiziert, in denen elektronenreiche Gruppen der Substrate im Vergleich zu elektro-

nenarmen zu héherer Bindungsaffinitat fihren.

- Di- und Tripeptide mit D-konfigurierten C,-Atom werden von PEPT1 mit niedriger Bin-
dungsaffinitdt gebunden, wahrend PEPT2 D-konfigurierte Aminosaurereste am N-

Terminus toleriert.
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Untersuchungen zur 2-Aminothiazol-4-essigsdure (ATAA)

Aus der Interpretation der molekularen Felder der erstellten 3D-QSAR Modelle konnte 2-
Aminothiazol-4-essigsaure (ATAA) als neues untypisches Substrat fir PEPT1 abgeleitet
werden. Dieses Molekdl ist Bestandteil vieler Wirkstoffe und weist viele Funktionalisierungs-
moglichkeiten auf. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Naturstoffbiochemie wurde ATAA
mit verschiedenen Aminosauren an Amino- und Carboxylgruppe konjugiert. AnschlieRend
erfolgten Kompetitionsexperimente an Caco-2 und SKPT Zellen, um K-Werte der ATAA-

Derivate zu messen.

Vor allem die N-terminale Derivatisierung von ATAA (K pept1 = 4,9 mM; K pgpr2 = 6,6 mM)
fihrte zu einer signifikanten Erhdhung der Affinitat bei beiden Peptidtransportern. Die Bin-
dungsaffinitdt von Val-ATAA ist 73-fach héher an PEPT1 als ATAA bzw. 600-fach hoher an
PEPT2. Ein unerwartetes Resultat lieferte dagegen die Verlangerung des C-Terminus, die bei
PEPT1 im Gegensatz zu PEPT2 zu keiner Erhéhung der Affinitat fihrte. Daraus konnten zwei
Schlussfolgerungen abgeleitet werden: A) Bei PEPT1-Liganden erfolgt die Bindung an den
Transporter primar durch den N-Terminus. Kann ein Molekll Wechselwirkungen, die fir eine
Bindung mit hoher Affinitdit an PEPT1 notwendig sind, nicht ausbilden, kénnen sie durch
funktionelle Gruppen am C-Terminus nicht ausgeglichen werden. B) Sind am N-Terminus
eines Liganden keine optimalen Eigenschaften fir die Bindung an PEPT2 vorhanden, sind
Wechselwirkungen durch hydrophobe Seitenketten am C-Terminus wichtig. Diese Ergebnisse

sind hinsichtlich des Wirkstoffdesigns von gro3er Bedeutung.

Am Beispiel der Untersuchungen der Bindungsaffinitidten von ATAA-Derivaten an PEPT1 und
PEPT2 konnte aulerdem festgestellt werden, dass sich die in dieser Arbeit erstellten 3D-
QSAR Modelle fur die Voraussage von Bindungsaffinitaten strukturell dhnlicher Molekiile

eignen.

In nachfolgenden Analysen konnten weitere Derivate von ATAA beziglich ihrer Bindungsaffini-
tat an PEPT1 und PEPT2 untersucht werden. Es konnten z. B. verschiedene hydrophobe
Gruppen an der C-terminalen Methylgruppe substituiert werden. AuRerdem sollte untersucht
werden, ob die ATAA-Derivate aktiv von PEPT1 und PEPT2 transportiert werden.

In weiterfUhrenden Untersuchungen ware es sinnvoll, die Trainingsdatensatze der 3D-QSAR
Modelle fir PEPT1 und PEPT2 mit geeigneten ACE-Inhibitoren und anderen peptidmimeti-

schen Wirkstoffen zu erweitern.

Interessant ware es auch, zu untersuchen, ob auch PEPT2 spezifisch flir trans-

Peptidbindungen ist und ob Tripeptide von beiden Transportern in trans-trans-Konformation
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bevorzugt gebunden werden. In diesem Zusammenhang sollten die cis-frans-Gehalte von

Tripeptiden unter physiologischen Bedingungen analysiert werden.

Aulerdem koénnten Modelle erstellt werden, die den aktiven Transport durch die
H*/Peptidsymporter widerspiegeln (z.B. durch Verwendung von Fluxwerten, Transportraten,

Stromen).
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Anlagen

Hemmkurven

PEPT1

Substratspezifitat der ['*C]Gly-Sar Aufnahme in Caco-2 Zellen. Die Aufnahme von ["*C]Gly-Sar

(10 uM) wurde unter Koinkubation mit verschiedenen Dipeptiden in ansteigenden Konzentrati-

onen bei 37°C und pH 6,0 nach 10 min gemessen (n = 4 bis 6).

(14c)Gly-Sar Aufnahme (%)

(14c)Gly-Sar Aufnahme (%)

120 120
100 ® } £ 100
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a  Gly-His-Lys — 4 Pro-Phe-Lys
0 s D-Tyr-Val-Gly 0 = D-Leu-Gly-Gly
104 103 102 101 10° 101 102 104 103 102 101 10° 101 102
Inhibitoren {mM) Inhibitoren {mM)
140 120
120 £ 100 &
) > i ;
100 § £
E 80
80 =
< 60
60 3
= 40
40 {+ Glu-Phe-Tyr [0}
o D-Met-Met-Met £ o0l Trp-Gly-Tyr
20 {v Ala-Asp-Ala — o Ala-Pro-Leu
o |+ Tyr-D-Ala-Gly o |¥__Ala-D-Phe-Ala
104 103 102 101 10° 101 102 104 103 102 101 10° 101 102

Inhibitoren {mM)

Inhibitoren {mM)



7.1 Hemmkurven

119

[14c)Gly-Sar Aufnahme (%)

[14C]Gly-Sar Aufnahme (%)
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*  Flucloxacillin
o Acidocillin
20
v Cefotiam
0 4 Piperacillin
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40 1 * Val-ATAA
o Phe-ATAA
v ATAA-Val
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0 = ATAA-Phe
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[14c)Gly-Sar Aufnahme (%)
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Cloxacillin
40 -
o Cefoxitin
v Cefpodoxim
2014 Aspartam H
s Prokainamid
0 - . : -
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Anlagen

PEPT2

Substratspezifitat der [14C]Gly—Sar Aufnahme in SKPT Zellen. Die Aufnahme von [14C]Gly-Sar (10 uM)

wurde unter Koinkubation mit verschiedenen PEPT2-Liganden in ansteigenden Konzentrationen bei

37°C und pH 6,0 nach 10 min gemessen (n = 4 bis 6).

(14C]Gly-Sar Aufnahme (%) [14c]Gly-Sar Aufnahme (%)
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[14ciGly-Sar Aufnahme (%) [14ciGly-Sar Aufnahme (%)

[14ciGly-Sar Aufnahme (%)
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7.2 Datensatz des PEPT1-Modells (nach Anlage 7.4 Biegel et al., 2005).

7.2.1 Trainingsdatensatz

Tabelle 22: Biologische Daten der Di- und Tripeptide im Trainingsdatensatz.

Nr, Amino-  Amino- - Amino- ., Ref.
saure 1 sdure 2 saure 3

1 Bpa® Ala 0,01 "
2  Bip° Ala 0,02 "
3 Val Phe 0,05 1
4 Ala Pip° 0,06 146
5 Ala Nle 0,09 1
6 Tyr Ala 0,09 "
7 Ser(OBzl) Ala 0,09 183
8 Tyr(OBzl) Ala 0,09 183
9 Leu Pro Arg 0,10
10 Met Met Met 0,10
11 Val Pro Pro 0,10
12 Val Tyr 0,10 "
13 Ala Phe Pro 0,11
14 Leu Ala Arg 0,11
15 Leu Thr Leu 0,11
16 Phe Ala 0,11 "
17 Phe Phe 0,11 "
18 Ala Ser 0,14 183
19 Tyr Phe 0,14 "
20 Val Ala Leu 0,14

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung Tabelle 22

Nr. 2;‘::;01 »:_ar_rll]i IFr:eoz- ::?, i rr:eo:; K, (mM) Ref.
21 Ser Pro lle 0,17

22 Trp Trp Trp 017

23 Ala Ala Ala 0,18

24 Leu Pro 0,18 146
25 Cys Gly 0,20 14
26 Glu Phe Tyr 0,20

27 lle Val Tyr 0,20

28 Tm Gly Tyr 0,24

29 Glu Ala 0,25 14
30 lle Pro Pro 0,28

31 Gly Pro 0,30 146
32 Leu Arg Pro 0,30

33 Lys Asp 0,33

34 Tyr Gly Gly 0,35

35 Leu Gly Gly 0,39

36 Asp Asp 0,41 14
37 Glu Lys 0,51

38 Asp Lys 0.86

39 Ala Orn 0,97 10
40 Gly Gly 1,0 14
41 Gly His 1,0 14
42 Thr Lys Tyr 1.1

43  Pro Pro 12 146
44  Lys Glu 13

45 D-Tyr(OBzl) Ala 1.4 14
46 Ala chx* 15 14
47 Dp-Ala Ala 2.1 10
48 Pro Arg 25 146
49 Ala R-Ala 27 "
50 Al Anilid 29 191
51  Ala 5-Fla® 3.1 191
52 Gly His Lys 4,1

53 Ala D-Ala 42 10
54 Val Pro b-Pro 43

55 R-Ala Ala 48 14
56 D-Ala Pro 5,0 10
57 Asp Ala-NH, 54 14
58 Lys Ala-NH, 6.4

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung Tabelle 22

Amino-

Amino-

Amino-

NF. csure 1 sdure2  siure 3 Ki(mM) Ref.
59 Dp-Ala Lys 7.0 10

60 D-Phe Ala 7.0 14

61 B-Ala Gly 73 14

62 D-Ala Ala Ala 7.9

63 Ala Ala D-Ala 8.3

64 Pro Asp 9,8 146
65 D-Tyr Val Gly 14

66 Tyr p-Ala Gly 14

67 Pro Gly Gly 16

68 Ala D-Ala Ala 17

69 Ala D-Phe Ala 19

70 Pro Glu 20 146
71 D-Leu Gly Gly 25

72 Ala D-Lys > 30 (~49)f 10

73 D-Ala D-Pro > 30 (~65)f 10

74 D-Ala D-Lys > 30 (~72)f 10

75 D-Ala D-Ala > 30 (~100) 10

2 Biphenylalanin. ® Benzylphenylalanin. ¢ Pipecolinsdure. ¢ Cyclohexylamid. ¢ 5-Fluoroanilid. '
Die K-Werte liegen aulierhalb des Messbereiches. Die in Klammern angegebenen Werte sind
Schatzwerte, die aus dem Verlauf der Hemmkurven abgeleitet wurden.

Tabelle 23: Strukturen und biologische Daten von R-Lactam-Antibiotika des Trainings-
datensatzes. Das Grundgerust der Molekdle ist jeweils mit P fur Penicillin und C fir Cepha-
losporin bezeichnet.

Y Z Y& s

[}

P C
Name der Grund- )
Nr. Verbindung geriist z Rs Ki(mM) — Ref.
Typ |
76  Ceftibuten C e . 0,34 1o
HZNJ\/S\
<;JOO'
77  Cefixim C N R 12 15
HZN/zs\ ©
78 Cefodizim c WS et 22 145
HZN/QS “ooc
79  Ceftriaxon C b o R >30 (~40)7 ™
HQN’QS\ °

Fortsetzung nédchste Seite
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Fortsetzung Tabelle 23

Name der Grund- ,
Nr. Verbindung geriist z Rs Ki (mM) Ref.
. N:(\) HN— 70‘/:1% _ a 145
80 Cefpirom L o - Q] > 30 (~45)
81  Cefotaxim i \ &L " >30 (<50 M
H2NJ<S
82  Cefepim . \ 2L RS} >30 (~707
HQN’QS
Typ I
83  Cyclaciliin Qe 0,50 4
84  Cloxacillin g . 2,5 144
85  Cefadroxil Qw - . 7,2 148
86  Dicloxacillin % » 7,2 144
87 Cefamandol Qg\k i, jr 8,1 145
88  Cephradin Q, . o 9,8 145
89  Cefoxitin° e 10
90  Cefaclor Q, - o >10 (~112 ™
91 Moxalactam® C A jsfi::ﬂ 12 144
92  Oxaciin P % . 12 144
93  Metampicilin P Q, - 13 144
94  Ampicilin P ngf - 15 1o
95  Cephalothin C S L e >0 (14
.. ng\?: — CH a 145
96 Cefapirin C @ 7H o~ >10 (~14)
\’
97  PenicilinV P {5 . 21 145
98 Cefuroxim C e o™ 26 145

<. —
oy °©
N

o

@ Die K-Werte liegen aulerhalb des Messbereiches. Die in Klammern angegebenen Werte
sind Schatzwerte, die aus dem Verlauf der Hemmkurven abgeleitet wurden. ® Moxalactam
enthalt ein Sauerstoffatom anstelle des Schwefelatoms im Penamring. ¢ Cefoxitin wurde in 7S
Konfiguration dargestellt
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7.2.2 Testdatensatz

Tabelle 24: Strukturen und biologische Daten von R-Lactam-Antibiotika des Testdaten-

satzes.

Ve Ve e Y 2 R KW Rer
99 Flucloxacillin P % . 3,2

100  Cephalexin ® C S . o 14 146
101 Acidocillin ® C 3 . 15

102 Cefmetazol *° c < s "o jsj::m 28 1
103  Cefazolin ® C N’N’\}ﬁg\;— » el >30(~31)

104  Benzylpenicillin ® P Qgg* » >30(~40) ™
105  Piperacillin $ P . ] j 7 L > 30 (~61 )*

106 Cefpodoxim § C k\ © L e >30(~110)

® Typ Il R-Lactam-Antibiotikum;  Typ | R-Lactam-Antibiotikum; ? Cefmetazol wurde
in 7S Konfiguration dargestellt. * Die K-Werte liegen aufierhalb des Messberei-
ches. Die in Klammern angegebenen Werte sind Schatzwerte, die aus dem Ver-
lauf der Hemmkurven abgeleitet wurden.
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Tabelle 25: Biologische Daten der Di- und Tripeptide des Testdatensatzes.

Nr. Amino- Amino-  Amino- K;(mM) Ref.
saure 1 sdure2 saure3

107 Asp(OBzl) Ala 0,09 "
108 lle Tyr 0,12 b
109 Ala Phe Leu 0,10

110 Ala Ala 0,14 b
111 Ser Ala 0,14 146
112 Phe Leu Leu 0,14 "
113 Ala Pro Leu 0,15 "
114 Trp Ala 0,16 "
115 Ala Lys 0,21 183
116 Tyr Pro lle 0,25

117 Asp Ala 0,32 183
118 Lys Ala 0,34 183
119 D-Met Met Met 0,52

120 Pro Phe Lys 2,0

121 Pro Asp 9,8 1
122 Ala D-Pro 15 146
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7.3 Datensatz des PEPT2-Modells (nach Anlage 7.4 (Biegel et al., 2006b).

7.3.1 Trainingsdatensatz

Tabelle 26: Biologische Daten der Di- und Tripeptide des Trainingsdatensatzes fiir
PEPT2 (geordnet nach abfallender Bindungsaffinitit and PEPT2). Die grau unterlegten
Zeilen kennzeichnen K;pept1/KipepT2-Quotienten < 100 und > 5.

Amino- Amino- Amino- K;PEPT2 K; PEPT1 KI-PEPT1
Nr. Ref. Ref. ———
sdure1 sdure2 saure3 (mM) (mM) Kl.pEpTz
1 Trp Trp Trp 0,0003 0,17 567
2  Trp Trp 0,0008 0,090 113
3 Leu Arg Pro 0,0012 0,30 250
4  Trp Gly Tyr 0,0017 0,24 141
5 Met Met Met 0,0020 0,10 50
6 Val Tyr 0,0025 0,10 " 40
7 Aa Nle 0,0031 0,090 " 29
8 Bpa® Ala 0,0037 0,020 " 5
9 Val Phe 0,0038 0,050 " 13
10 Val Ala 0,0045 0,090 " 20
11  Ala Ser 0,0062 0,14 183 23
12 Val Ala Leu 0,0090 0,14 16
13 Tyr Phe 0,0090 0,14 1 16
14 Phe Asp 0,011 0,17 15
15  Ala Val Leu 0,012 0,14 12
16 Lys Lys 0,012 87 10 558
17 Ala Asp 0,014 “ 0,26 126 19
18 lle Val Tyr 0,014 0,20 1 14
19 Leu Pro 0,010 0,11 146 11
20 Phe Ala 0,016 0,11 " 7
21 Ala Ala Ala 0,017 0,18 11
22 Leu Gly Gly 0,018 0,39 22
23  Ser Pro lle 0,019 0,16 8
24 Asp Lys 0,020 %0,86 43
25 Phe Glu 0,022 0,18 8
26 Asp Ala 0,031 0,32 10
27 Val Pro Pro 0,023 0,060 3

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung Tabelle 26

Amino- Amino- Amino- K;PEPT2 K; PEPT1 K ;PEPT1
Nr. Ref. Ref. ——

saure1 saure2 saure3 (mM) (mM) KI.PEPTz
28 lle Pro Pro 0,027 0,28 10
29 Cys Gly 0,029 0,20 " 7
30 Lys Pro 0,034 0,26 10
31 Gly Ala 0,035 0,38 " 11
32 Thr Lys Tyr 0,039 1,1 28
33 Val Pro 0,039 0,080 b 2
34 Lys Ala 0,041 0,34 8
35 Ala Glu Ala 0,046 0,48 10
36 Glu Phe Tyr 0,052 0,20 4
37 Gly Gly 0,054 1,0 1 19
38 Ala Ala Glu 0,069 0,81 12
39 Ala Asp Ala 0,079 0,72 9
40 D-Phe Ala 0,097 7,0 " 72
41 D-Ala Ala 0,13 2,1 10 16
42 Ala Ala Asp 0,16 0,82 5
43 Ala D-Ala 0,27 4,2 10 16
44 D-Leu Gly Gly 0,59 25 42
45 D-Tyr Val Gly 0,72 14 19
46  Pro Phe Lys 0,90 2,0
47 Ala R-Ala 0,98 2,7 1
48 D-Ala Ala Ala 1,0 7.9
49 Leu Ala Arg 1,2 0,10 0,1
50 Pro Arg 1,6 2,5 146 2
51 R-Ala Ala 2,1 4.8 1 2
52 Pro Asp 2,1 9,8 5
53 Pro Ala 2,6 9,5 " 4
54 Pro Glu 2,6 20 146 8
55 Gly His Lys 3,1 4,1 1
56 Ala D-Ala  Ala 4,2 8,4 2
57 Tyr D-Ala  Gly >3 (~6,5)° >10 (~14)° 2
58 Pro Gly Gly 11 16 2
59 D-Ala D-Ala >10 (~42)° >30 (~100)° 10 2

2 Benzylphenylalanin. ® Die K-Werte liegen auRerhalb des Messbereiches. Die in Klammern
angegebenen Werte sind Schatzwerte, die aus dem Verlauf der Hemmkurven abgeleitet
wurden. K-Werte wurden nach dem frans-Gehalt korrigiert.
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Tabelle 27: Strukturen und biologische Daten von R-Lactam-Antibiotika des Trainings-
datensatzes. Das Grundgerust der Molekiile ist jeweils mit P fur Penicillin und C fir Cepha-
losporin bezeichnet.

vy Z S Y& s
P C
Name der Grund- , K;PEPT2 K; PEPT1 K pepT1
" Verbindung gerist Y % R mm)  Ret mm) AL g—
Typ |
60 Ceftibuten C DS 0,28 140,34 145 1
H;N/(\
61 Cefixim C e 2,6 12 145 5
HQNJ
62 Cefodizim C {* L L 90 1“4 22 145 2
HN’K “ooc
: Nb H— W 144 _Ac\a 145
63 Cefpirom C s Y % 10 >30 (~45) 5
64 Cefepim C N\”\ D S S I M 530 (~70)7 8 6
HQN’QS
65 Cefotaxim C {* L " 20 1530 (~50)7 3
LS
66 Ceftriaxon C § e B N, 28 1530 (~40)7 1
M{ s (~40)
Typ ll
67  Cefadroxil C ng . 0,003 72 145 2800
68  Cefaclor C Q, Y a 0,029 o100 (~11) ™ 380
69  Cyclacillin P Q* » 0,044 0,50 145 11
70  Cephradin C Q* e —om 0,065 98 145 150
71 Moxalactam® C Qg,wf 1« 0,087 12 144 140
72 Dicloxacilin P % N 0,42 72 4 17

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung Tabelle 27

K .PEPT1
Name der Grund- , K;PEPT2 K; PEPT1 :
NI Verbindung gerist ' £ R (mm)  Refmm)  Reh Kieerr
73 Ampicillin P Q, L 1,3 15 o1
74  Metampicillin P Q, L 0,73 13 w7
75 Cloxacillin PN » 0,95 30 144 3

76 Cefamandol C Q, v 28 4 g 4 us 3
77 Oxacillin P BT . 3,6 4o W
78 Cephalotin  C % . {83 oS0 (147 M 2
79 Cefoxitin® C % . " 86 10 1
80 Cefapirin C \/Sf&: IS G b “o>10 (207 2
81 Cefuroxim C \ T G K 14 26 145 2
82 Cefazolin C % L, T >30(~31) >30 (~31)° 1
83 Cefpodoxim C ANHETQZ N >30 (~31)° >30 (~110)° 4

?Die K-Werte liegen auBerhalb des Messbereiches. Die in Klammern angegebenen Werte sind
Schatzwerte, die aus dem Verlauf der Hemmkurven abgeleitet wurden. ® Moxalactam enthalt ein
Sauerstoffatom anstelle des Schwefelatoms im Penamring. ¢ Cefoxitin wurde in 7S Konfiguration
dargestellt
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7.3.2 Testdatensatz

Tabelle 28: Strukturen und biologische Daten der R-Lactam-Antibiotika des Testdaten-
satzes.

N Vg o Y 2 R (WESPT? Rer (CESPTY per (T
84 Cephalexin C Qf . o 0,075 114 145 190
85 Amoxycillin P Q . 0,43 1 >10 (~25)7 ™ 60
86 Acidocillin C Q, » 0,72 15 21
87 Flucloxacillin P F%Eg . 1,6 7,0 17
88 Cefmetazol® c ¢ Y, oy 43 28 1o 7
89 Ej:@i’l'ﬁn P 11 14 530 (~40)7 15 4

@ Die K-Werte liegen auRerhalb des Messbereiches. Die in Klammern angegebenen Werte
sind Schatzwerte, die aus dem Verlauf der Hemmkurven abgeleitet wurden. b Cefmetazol
wurde in 7S Konfiguration dargestellt.
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Tabelle 29: Biologische Daten der Di- und Tripeptide des Testdatensatzes.
Nr. Amino- Amino- Amino- K;PEPT2 Ref. K,PEPT1 Ref. K pepT1
saure 1 saure 2 sdure 3 (mM) (mM) K perrz
90 Met Met 0,0032 0,08 25
91 Trp Ala 0,0035 0,16 " 46
92  Tyr Pro Phe 0,0054 0,25 46
93 D-Met Met Met 0,0059 0,52 88
94 Ala Ala 0,0060 260,14 “o23
95 Ser Ala 0,0072 0,14 1620
96 Ala Gly 0,0071 0,14 %20
97 lle Tyr 0,0083 0,12 15
98 Leu Arg 0,0090 0,41 46
99 Leu Thr Leu 0,0097 0,11 11
100 Ala Pro 0,012 0,10° "8
101 Arg Pro 0,012’ 0,27 16 23
102 Ala Asp 0,014 260,26 19
103 Ala Pro Gly 0,017 26 nb.
104 Tyr Arg 0,017 2 nb.
105 Asp Gly 0,019 0,56 29
106 Ala Lys 0,023 0,21 183
107 Gly Pro 0,027 0,16 146
108 Ala D-Pro 15 15 146

*K-Werte wurden nach dem frans-Gehalt korrigiert
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