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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Acetylcholin

Im vegetativen Nervensystem spielt das Acetylcholin eine zentrale Rolle bei der
Ubertragung von Nervenimpulsen. Im parasympathischen Nervensystem ist Acetyl-
cholin der Ubertragerstoff in den Ganglien und am Erfolgsorgan. In den Ganglien
findet man den nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor, einen Ligand gesteuerten lonen-
kanal, und am Erfolgsorgan ist es ein muskarinischer Acetylcholin-Rezeptor, ein G-
Protein gekoppelter Rezeptor, der die Signalwirkung von Acetylcholin in die Zelle
transduziert. Im Sympathikus dient das cholinerge Prinzip nur in den Ganglien der
Weiterleitung des Nervenimpulses. Auch an der motorischen Endplatte in der
Skelettmuskulatur ist es das Acetylcholin, das an der Schnittstelle von Nervenimpuls
und nachgeschalteten biochemischen Prozessen seine Wirkung entfaltet. Acetyl-
cholin spielt jedoch nicht nur in der nikotinergen und muskarinergen Nervenimpuls-
Ubertragung eine Rolle, sondern in einer Vielzahl von Geweben. Als Beispiel seien
Epithelzellen der Atemwege und der Epidermis, mesotheliale, endotheliale Zellen
(Kirkpatrick et al., 2001) sowie Thrombozyten und Lymphozyten (Fujii und
Kawashima, 2001) genannt. Das nicht-neuronale Acetylcholin Ubt dabei zahlreiche
Funktionen aus: Mitose, trophische Funktionen, Cilientatigkeit und Zell-Zell-Kontakte.
Marker eines solchen nicht-neuronalen cholinergen Systems (Wessler et al., 1998;
Wessler et al., 1999; Grando et al., 2003; Wessler et al., 2003) sind: das Acetylcholin
(ACh) selbst, das fur seine Synthese verantwortliche Enzym, die Cholin-Acetyl-
Transferase (ChAT), der Cholin-Transporter (CHT1) (Haberberger et al., 2002) sowie

muskarinische und nikotinische Rezeptoren.

1.2 Muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren

Die muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren gehoren zur Superfamilie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren. Man geht davon aus, dass G-Protein gekoppelte Rezep-
toren in die Zellmembran derart eingelagert sind, dass das N-terminale Ende des
Rezeptorproteins extrazellular und das C-terminale Ende intrazellular zu liegen
kommen (Abbildung 58, S. 141). Der Rezeptorpeptid-Faden durchzieht die Zell-
membran sieben mal, wodurch jeweils drei intrazellulare (i1 — i3) und drei extra-
zellulare (01 — 03) Aminosauren-Schleifen und sieben transmembranare Domanen

(TM1 - TM7) entstehen. Die transmembranaren Domanen sind ringférmig ange-
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ordnet (Pogozheva et al., 1997; Palczewski et al., 2000). Zum heutigen Zeitpunkt
sind funf Rezeptor-Subtypen von My bis Ms bekannt (Caulfield und Birdsall, 1998).
Der M2-Rezeptor befindet sich vor allem im Herzen und in der glatten Muskulatur.
Daneben findet sich in der glatten Muskulatur auch der Ms;-Rezeptor. Das Gehirn
enthalt den M-Rezeptor (Cortex, Hippocampus), den M4-Rezeptor (Striatum), den
Ms-Rezeptor (Substantia nigra) und den Ms-Rezeptor. Die Funktionen der Drusen
werden durch die Rezeptoren M1 und M3 gesteuert. Die Rezeptoren M4, M3 und Ms
konnen die Phospholipase C (PLC) uber das G-Protein Gg11 aktivieren. Die
Phospholipase C vermag dann ihrerseits aus dem Membranlipid Phosphatidylinositol
die sekundaren Botenstoffe Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) abzu-
spalten. Die Rezeptoren Mz und M4 hemmen in den meisten Fallen die Adenylat-
zyklase (AC) Uber das G-Protein Gj,, was zur Abnahme der cAMP-Konzentration
fuhrt (Richards, 1991; Felder, 1995; Broadley und Kelly, 2001). In der Peripherie sind
die Muskarin-Rezeptoren unter anderem an der Regulation der Kontraktion der
glatten Muskulatur, der Drusensekretion und der Modulation der Frequenz und der
Kontraktionskraft des Herzens beteiligt. Im ZNS spielen die Muskarin-Rezeptoren
eine Rolle bei der Kontrolle der motorischen Aktivitdt, der Regulation von
Temperatur, der kardiovaskuldren Regulation und bei Gedachtnisvorgangen. Weiter-
hin spielt das muskarinische cholinerge System eine Rolle bei der Regulation der
Cannabinoid-Rezeptoren im Hippocampus (Kim et al., 2002). Die nachgeschalteten
Effekte der muskarinischen Rezeptoren werden durch Bindung des endogenen
Liganden Acetylcholin an der sogenannten orthosterischen Bindungsstelle vermittelt.
Direkte Parasympathomimetika, wie das namensgebende Muskarin, Carbachol und
Pilocarpin, sowie Parasympatholytika, wie Atropin, Scopolamin, Pirenzepin und
Darifenacin entfalten ihren agonistischen bzw. antagonistischen Effekt ebenfalls tber
die orthosterische Bindungsstelle. Die orthosterische Bindungsstelle ist von extra-
zellular zuganglich (Caulfield und Birdsall, 1998) und liegt im oberen Drittel einer
Tasche, die von den ringférmig angeordneten transmembranaren Domanen gebildet
wird. Die polare Aminogruppe von Acetylcholin interagiert mit einem Asparagin-Rest

der dritten transmembranaren Domane (Spalding et al., 1994).

1.3 Allosterische Modulation der Muskarin-Rezeptoren

Die Bindung (Lazareno et al., 1998) und die Effekte (Birdsall et al., 1999) sowohl der

Agonisten als auch der Antagonisten der Muskarin-Rezeptoren kdnnen allosterisch
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moduliert werden. Allosterische Modulatoren konnen hierbei im Falle einer positiven
Kooperativitat die Bindung des orthosterischen Liganden fordern und im Falle einer
negativen Kooperativitat die Bindung desselben erniedrigen. Im speziellen Fall der
neutralen Kooperativitat bindet der allosterische Modulator zwar an den Acetylcholin-
Rezeptor, lasst aber die Gleichgewichtsbindung des orthosterischen Liganden
unbeeinflusst (Ehlert, 1988; Christopoulos et al., 1998). Die Forderung oder die
Hemmung der Gleichgewichtsbindung kommt durch eine unterschiedliche
Beeinflussung der Dissoziation und der Assoziation orthosterischer Liganden durch
die allosterischen Modulatoren zustande. Allosterische Modulatoren der Muskarin-
Rezeptoren sind strukturell sehr heterogen. Als Beispiele seien Alcuronium, D-
Tubocurarin, Pancuronium, Gallamin, W84, Verapamil, Hexamethonium und
Obidoxim genannt (Tucek und Proska, 1995; Holzgrabe und Mohr, 1998). Dennoch
ist es gelungen, eine ,gemeinsame allosterische Bindungsstelle® zu identifizieren,
uber die viele der bekannten Modulatoren ihre allosterischen Effekte vermitteln (Ellis
und Seidenberg, 1992; Holzgrabe et al., 2000). Man kann davon ausgehen, dass die
.gemeinsame allosterische Bindungsstelle” weiter extrazellular (Voigtlander et al.,
2003) liegt als die orthosterische Bindungsstelle.

Die Effekte einiger sogenannter atypischer allosterischer Modulatoren sind mit dem
Konzept einer ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle® nicht vereinbar (Mohr
und Trankle, 1994; Trankle und Mohr, 1997; Trankle et al., 2003). Aus diesem Grund
wurde vermutet, dass es weitere allosterische Bindungsstellen an den Muskarin-
Rezeptoren geben konne. Mittlerweile wurde eine ,zweite allosterische Bindungs-
stelle® postuliert, an der Modulatoren interagieren, die an der ,gemeinsamen allo-
sterischen Bindungsstelle“ keine Effekte vermitteln (Lazareno et al., 2000; Lazareno
et al., 2002).

1.4 Fragestellung

Die Substanzen Duo3 (1.1.1.1, S. 19) und Tacrin (2.3.1.8, S. 21) sind als atypische
allosterische Modulatoren (Potter et al., 1989; Trankle et al., 1996; Trankle et al.,
2003) des Mgj-Rezeptors bekannt. Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur die
[’H]NMS-Dissoziationsverzdgerung von Duo3 und Tacrin sind steil und zeigen damit,
dass die Interaktion dieser atypischen allosterischen Modulatoren nicht dem Massen-
wirkungsgesetz folgt. Die Antagonisierbarkeit des dissoziationsverzogernden

Effektes von Duo3 und Tacrin durch die antagonistischen Werkzeuge Obidoxim (Ellis
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und Seidenberg, 1992; Trankle und Mohr, 1997) und Magnesium-lonen (Schulz,
1998; Burgmer et al., 1998) ist wesentlich schwacher ausgepragt, als es der Fall ist
bei den typischen allosterischen Modulatoren Gallamin und WDuo3. Fur Duo3 ist
weiterhin gezeigt worden, dass die Pufferabhangigkeit der allosterischen
Wirksamkeit (Schroéter et al., 2000) ebenfalls geringer ausgepragt ist als bei WDuo3.
Die in dieser Arbeit angestellten Untersuchungen hatten zum Ziel, mehr Einblick in
die Interaktion atypischer allosterischer Modulatoren mit M,-Rezeptoren zu erlangen.
Der atypische allosterische Interaktions-Charakter von Tacrin ist bislang durch die
Annahme erklart worden, dass zwei Tacrin-Molekule gleichzeitig am Mj-Rezeptor
gebunden sein mussen, um einen allosterischen Effekt auszuldsen (Potter et al.,
1989; Mohr und Trankle, 1994). Zu Beginn dieser Arbeit wurde daher die Hypothese
aufgestellt, dass eine Verbrickung zweier Tacrin-Molekule mittels einer Hexyl-Kette
den atypischen allosterischen Charakter von Tacrin eliminieren sollte, so dass das
Tacrin-Dimer die Orthoster-Bindung am M,-Rezeptor in einer ,eins zu eins Inter-
aktion® typisch allosterisch modulieren sollte. Dafur wurde eigens fur diese Arbeit ein
Tacrin-Dimer mit der Arbeitsbezeichnung EHW21 (Strukturformel in 2.3.1.9, S. 21)
von der Arbeitsgruppe um Frau Prof. Dr. Holzgrabe (Wiurzburg) synthetisiert. Hier
wurde EHW21 dann erstmals in Dissoziations-Experimenten und in Gleichgewichts-
bindungs-Untersuchungen mit [PHINMS sowie in Antagonismus-Untersuchungen mit
Hexamethonium getestet.

Antagonismus-Untersuchungen mit Obidoxim gegenuber Gallamin (Ellis und
Seidenberg, 1992) und anderen typischen allosterischen Modulatoren wie WDuo3,
Alcuronium und W84 (Trankle und Mohr, 1997) haben zum Konzept einer
.gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle” gefuhrt. Die Ergebnisse aus
Antagonismus-Untersuchungen mit Obidoxim und spater mit Magnesium-lonen
gegenuber den atypischen allosterischen Modulatoren Tacrin und Duo3 waren
jedoch nicht einheitlich, wenngleich sie den atypischen Charakter der allosterischen
Wirkung von Tacrin und Duo3 nicht in Frage stellten. Mit Magnesium-lonen als
antagonistisches Prinzip liel3 sich die atypische Wirkung von Tacrin deutlicher zeigen
als mit Obidoxim. Jedoch muss Mg** aufgrund seiner niedrigen Affinitit zum
[PHINMS besetzten Rezeptor in sehr hohen Konzentrationen eingesetzt werden, was
diesen Untersuchungen Loslichkeits-bedingte Grenzen auferlegt. Es schien daher
sinnvoll, ein drittes antagonistisches Werkzeug zur eingehenderen Charakterisierung

atypischer allosterischer Modulatoren einzuflihren. Deshalb wurde Hexamethonium
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(2.3.1.6, S. 20) in dieser Arbeit als Antagonist gegenltber Tacrin und Duo3 ein-
gesetzt. Hexamethonium vereint zwei wesentliche Eigenschaften in sich. Erstens ist
Hexamethonium, wie Obidoxim und auch Magnesium-lonen, selbst ein allosterischer
Modulator des M,-Rezeptors, jedoch mit submaximaler Wirkung. Dieser Umstand
ermoglicht den Einsatz von Hexamethonium als Antagonist gegenuber dem
[3H]NMS-dissoziationsverzégernden Effekt von anderen Modulatoren. Zweitens kann
Hexamethonium als Grundstruktur der gut untersuchten Hexan-bisammonium-
Derivate, wie W84 und dem zum Radioalloster weiterentwickelten Dimethyl-W84
(Trankle et al., 1998), aufgefasst werden. Damit bildet es eine gute Erganzung zu
Obidoxim, welches die Grundstruktur der Bispyridinium-Derivate, wie zum Beispiel
WDuo3, in sich tragt. Der allosterische Modulator Eburnamonin (Strukturformel in
2.3.1.4, S. 19), ein Forderer der Acetylcholin-Bindung (Proska und Tucek, 1996;
Jakubik et al., 1997), wurde in die Antagonismus-Untersuchungen eingeschlossen,
weil er wie Tacrin wegen steiler Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir die [PHJNMS-
Dissoziationsverzogerung als atypisch aufgefasst werden kann. WDuo3 (2.3.1.11, S.
22) und Gallamin (2.3.1.5, S. 20) dienten bei diesen Untersuchungen als Referenz-
Substanzen der typischen allosterischen Modulatoren.

Im zweiten Teil dieser Arbeit ergab sich die Moéglichkeit, M2/Ms chimare und punkt-
mutierte -Rezeptoren (Buller et al., 2002) einzusetzen. Aus Untersuchungen an
diesen Rezeptormutanten zur Epitopabhéngigkeit der Mjy/Ms-Selektivitat konnten
Ruckschlisse auf die Aminosauren gezogen werden, die fur die Interaktion
allosterischer Modulatoren mit My-Rezeptoren essentiell sind. Auf der Basis dieser
Befunde wurde ein dreidimensionales Modell der Alloster-Orthoster-Rezeptor-
Interaktion erstellt (Voigtlander et al., 2003). Die Bindung typischer allosterischer
Modulatoren W84 und Diallylcaracurin V konnte in Einklang mit den Experimental-
befunden zur Bedeutung der Aminosduren '"'Tyrosin und “**Threonin simuliert
werden. Hier sollten die atypischen allosterischen Modulatoren Tacrin und Duo3 und
das neu eingefuhrte Tacrin-Dimer EHWZ21 auf ihre Epitopabhangigkeit der My/Ms-
Selektivitat hin getestet werden. WDuo3 wurde zu Vergleichszwecken als Vertreter
der typischen allosterischen Modulatoren in die Untersuchungen eingeschlossen.
Damit bot sich die Moglichkeit, Erkenntnisse zur Interaktion atypischer allosterischer
Modulatoren am  My-Rezeptor aus Antagonismus-Untersuchungen durch
Informationen zur Epitopabhangigkeit der M,/Ms-Selektivitdt der Modulatoren zu

erganzen und zu erweitern.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

In der nachfolgenden Auflistung der Materialien, Gerate und Apparaturen wird die
Bestell- bzw. Referenznummer des jeweiligen Lieferanten oder Herstellers, sofern

vorhanden, in einer rechten Spalte angegeben.

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Acros Organics (Geel, Belgien)

Natriumbutyrat (110,08 g/mol) 26319
Eburnamonin (294,39 g/mol) 18690-0010

Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe (Wurzburg)

Caracurin-bis-chlorallylat (CARALL) (737,79 g/mol)
Duo3 (764,17 g/mol)

EHW21 (Tacrin-Dimer) (478,68 g/mol)

W84 (708,50 g/mol)

WDuo3 (764,42 g/mol)

Beckman Instruments, INC (Fullerton, USA)
Ready Protein Szintillations-Cocktail, gewebelésend 586604

Calbiochem-Novabiochem GmbH (Schwalbach)
G418 Sulfat (Geneticin®) 345810

Fluka (Buchs, Schweiz)

DMF (N,N-Dimethylformamid) (73,10 g/mol) 40248
DMSO (Dimethylsulfoxid) (78,13 g/mol) 41640

Gibco Invitrogen Ltd (Paisley, GroBbritannien)
NZY-Broth, powder 13635-024

Hoffmann-La Roche AG (Grenzach-Wyhlen)
Alcuronium (737,79 g/mol)
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Merck KGaA (Darmstadt)
Glucose DAB (198,17 g/mol)
KH2PO4 (136,09 g/mol)
Na;HPO, * 2H,0 (177,99 g/mol)
NaHCO3 (84,01 g/mol)
Saccharose (342,30 g/mol)

Qiagen GmbH (Hilden)

Qiagen Plasmid Maxi Kit (Plasmidpraparationskit:

praparative Plasmid-DNA-Isolierung aus transformierten E. coli)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
2-Propanol, 99.5%, HPLC Qualitat (60,10 g/mol)

Ampicillin, Natrium Salz (371,4 g/mol)

Atropinsulfat (676,8 g/mol)

BES Freie Saure (N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethan-
sulfonsaure) (213,2 g/mol)

CaCl; » 2H,0 147 (g/mol)

DME (DMEM) Lésung (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
DME (DMEM) Pulver (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
DMSO (Dimethylsulfoxid) (78,13 g/mol)

D-PBS (PBS) Pulver (Dulbecco's Phosphate Buffered
Saline Modified)

EDTA Séaure (292,2 g/mol)

Fetales Rinder Serum (Lot 109H3364)

Gallamintriiodid (891,50 g/mol)

Glycerol (92,09 g/mol)

Hepes Natrium Salz (260,30 g/mol)

Hepes Saure (238,30 g/mol)

Hexamethoniumbromid (362,2 g/mol)

IPTG (Isopropyl beta-D-thiogalactopyranosid) (238,3 g/mol)
KH2PO4 (136,09 g/mol)

LB agar, Miller (Luria-Bertani)

LB broth, Miller (Luria-Bertani) (LB-Medium Pulver)
L-Glutamin-Lésung 200 mM

10.8346
1.04873
1.06580
10.6329
1.07687

12162

270490
A-9518
A-0257

B-4554
C-7902
D-5671
D-5648
D-5879

D-5652
E-9884
F-7524
G-8134
G-5516
H-7006
H-3375
H-0879
1-6758

P-5379
L-3027
L-3152
G-7513
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Luria Broth

Magnesiumchlorid Hexahydrat (203,30 g/mol)

Na,EDTA « 2H,0 (372,2 g/mol)

Na;HPO,4 (142 g/mol)

NaHCO3; (84,01 g/mol)

Nahrmedium F-12

N-Methyl-Scopolamin (NMS) (398,30 g/mol)
Penicillin-Streptomycin-Losung (Penicillin (10.000 U/ml),
Streptomycin (10 mg/ml))

Polyethylenimin 50% (g/ml) wassrige Lésung (PEI)
Tacrin (234,70 g/mol)

Trypsin-EDTA-L6sung

Trypton (Pancreatic digest of casein)

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactopyranosid)
(408,6 g/mol)

Hefeextrakt

Sigma-ARK GmbH (Darmstadt)

Oligonukleotidprimer flr die zielgerichtete Mutagenese

Oligonukleotidprimer fur die Auftragssequenzierung

Stratagene (La Jolla, USA)
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit

(Ziel-gerichtete Mutagenese)
2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Adi Hassel (Minchen)
Filtermatte Whatman GF/B, Brandel

Fastnacht GmbH (Bonn)
PE Szitillations-MeRgefalle 21 ml

L-3522

M-2670
E-5134
S-0876
S-5761

N-4888
S-8502

P-0781
P-3143
A-3773
T-3924
T-7293

B-4252
Y-0500

Einzelbestellung

Einzelbestellung

200519

Part # FBP-148L
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Fischer-Scientific (Schwerte)
Borsilikatglas Reagenzglaser 16x160 mm
(Kimble Glass Inc., USA)

FB Kulturréhrchen BG 16x100

Polystyrene (PS) Round-Bottom Tubes 5 ml
Polystyrene (PS) Round-Bottom Tubes 5 ml

Greiner Bio-One GmbH (Solingen-Wald)
Gewebekulturflasche T182 (550 ml, 182 cm?)
Gewebekulturflasche T75 (250 ml, 75 cm?)
PP-Rdhrchen 15 ml

PP-Rohrchen 50 ml

Petri Schale klein (Kulturschale & 10 cm)

Petri Schale grof3 (Kulturschale & 15 cm)

Nalgene (Rochester, USA)
Disposable Filter Unit (SFCA Bottle Top Filter; 0,2 um)

Nunc (Wiesbaden)

Zellschaber 32 cm

Kryordhrchen CryoFlex 1,5 mi

Schleicher & Schiill, Dassel
GF6 Glasfaserfilter

2.1.3 Zubereitungen

73 500 16 100
FB 51330

35/2054

35/2059 (9401352)

660175
658175
188271
227261
633161 (664160)
639160

2904520

179707
343958

Die Darstellung der Zusammensetzung der Zubereitungen wird im folgenden der

arztlichen und apothekerlichen Rezeptsprache mit den Ublichen lateinischen Kuarzeln

angelehnt. Nur wenn notig, wird die kompakte Darstellungsweise durch erklarenden

Text erganzt. Nahrmedien, Losungen und Puffer fur Zellkulturen wurden grund-

satzlich unter dem Laminar Air Flow zubereitet und im Kuihlschrank aufbewahrt.

Wenn nicht anders erwahnt, erfolgte die pH-Einstellung mit 1N NaOH oder 1N HCI.

Der Begriff ,Losung“ bezieht sich jeweils auf eine wassrige Losung der

entsprechenden Substanz. Andernfalls wird das Loésungsmedium explizit benannt.
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2.1.3.1 Lésungen

Ampicillin-Losung 50 mag/ml

Ampicillin-Na mit 371,4 g/mol 750 mg
Aqua destillata ad 15 ml

Die Losung wurde steril filtriert, zu je 550 ul in Eppendorf-Reaktionsgefalle aliquotiert

und bei —20°C eingefroren.

Atropin [1,2x10°M] in Na, K, P, — Puffer 10 mM

Atropin-Lésung 3x10™ M 4,0 ml
Na, K, P; — Puffer 10,42 mM ad 100,0 ml

Atropin-Losung 3x107* M

Atropinsulfat mit 338,4 g/mol 0,010152 g
Aqua destillata ad 100 ml

Atropin-Lésung 9x10° M

Atropin-Lésung 3x10™ M 15 ml
Aqua destillata ad 50 ml

Butyrat Stammlosung (100 mM)

Natriumbutyrat 1,119
Aqua destillata ad 100 ml

CaCl,-Losung 0,25 M

CaCl; » 2H,0 mit 147 g/mol 18,375 g
Aqua sterilisata ad 500 ml

Die Losung wurde steril filtriert, zu je 50 ml in PP-Rohrchen aliquotiert und im Kuhl-
schrank gelagert.
Ethanol 70%

Ethanol 96% 72,9 ml
Aqua destillata 27,1 ml

G418-Stammlosung (100 ma/ml)

Als antibiotische Zugabe zum Nahrmedium von stabil transfizierten CHO-Zellen ist in
der G418-Stammldsung eine Wirkstarke (Potency) des Antibiotikums von 100 mg/ml
erforderlich. Geniticinsulfat wurde in 5 g Glasflaschen angeliefert. Die Wirkstarke
(potency) ist chargenabhangig und wird in pyg/mg geliefertes Pulver angegeben. Es
wurde eine genaue Einwaage in ein 50 ml PP-Roéhrchen (z.B. 5000 mg Pulver)

vorgenommen. Die entsprechende Menge Wasser wurde zupipettiert. Nach dem
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Mischen entstand eine klare Losung. Die Arbeitsbank wurde sterilisiert, ebenso das
PP-Rohrchen, die Pipette, die Umhallung fur Sterilfilter und die Spritze. Pipetten-
spitze und Eppendorf-Reaktionsgefalle wurden einem sterilen Vorrat enthommen.

Die Geniticinldsung wurde steril in ein anderes PP-Rdhrchen filtriert, und zu je 1 ml in

Eppendorf-Reaktionsgefalle pipettiert und bei —20°C eingefroren.

Glucose-Losung 20% (g/ml) (Lagerung bei —20°C)

Glucose
Aqua sterilisata

Glycerol-Losung 60% (ml/ml)

Glycerol
Aqua destillata

Die L6sung wurde in PP-Rohrchen steril filtriert und im Kahlschrank aufbewahrt.

Hepes-Losung (200 mM, pH 7.4)

Hepes Natrium Salz
Aqua destillata
pH-Wert-Einstellung

IPTG-L6sung 10 mM (Lagerung bei —20°C)

IPTG
Aqua sterilisata

Na,EDTA-Lo6sung (100 mM)

NaEDTA « 2H,0
Aqua destillata

PEI-Lésung 0,1% (a/q)

PEI-Lésung 1% (g/g)
Aqua destillata

PEI-Losung 1% (a/g) (Lagerung bei RT und Lichtausschluss)

PEI Lésung 50% (g/9)
Aqua destillata

Saccharose-Losung 0,32 M

Saccharose
Aqua destillata

49
ad 20 ml

30,30 ml
ad 50 ml

551¢g
ad 100 ml
pH 7,4

23,83 mg
ad 10 ml

3,72 g
ad 100 ml

50 g
ad 500 g

109
ad 500 g

109,54 g

ad 1000 ml

X-Gal-Losung 2% in DMF (g/ml) (Lagerung bei —20°C und Lichtausschluss)

X-Gal
Dimethylformamid (DMF)

2g
ad 100 ml
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2.1.3.2 Nahrmedien

DMEM Nahrmedium (fir COS7-Zellen)

D-MEM mit L-Glutamin, mit 4500 mg/l Glucose; ohne NaHCO3, ohne Pyruvat

DME (DMEM) Pulver 13,4 g
Penstrep (10.000 U/ml pen, 10.000 ug strep) 10 mi
NaHCO; 3,79
Aqua destillata ad 900 ml
pH-Wert-Einstellung pH 7,2
Aqua destillata ad 1000 ml
+ FKS (100 ml fur 10%) 100 ml

Das Nahrmedium wurde in 500ml Flaschen steril filtriert und im Kihlschrank gelagert.

Luria-Bertani-Agar-Platten (fur E. coli-Bakterien)

Zusammensetzung (pro Liter fur 40 Kulturschalen & 10 cm):

LB-Agar, Pulver 3749
Aqua destillata ad 1000 ml
pH-Wert-Einstellung pH 7,0

LB-Agar wurde in der Mikrowelle stufenweise erhitzt, bis eine klare Losung erhalten
wurde. Nach dem Autoklavieren wurde die Agarlosung auf 55°C abgekuhlt, und es
wurden 400 ul Ampicillin-Lésung 50 mg/ml hinzugefugt. Die Agarlésung wurde zu
jeweils 25 ml auf Kulturschalen & 10 cm unter Vermeidung von Luftblasen ausge-
gossen. Nach dem ,Deckeln“ wurden die Kulturschalen im Kihlschrank aufbewahrt.
Am Tag vor der Benutzung wurde das Kondenswasser im Inkubator bei 37°C
entfernt, indem die Agar-Platten mit der offenen Seite nach unten gestellt und der

Deckel schrag an die Platten gelehnt wurde.

Luria-Bertani-Nahrmedium (fir E. coli-Bakterien)

Trypton 109
Hefeextrakt 5¢
NaCl 1049
Aqua destillata ad 900 ml
pH-Wert-Einstellung pH 7,0
Aqua destillata ad 1000 ml

Das Nahrmedium wurde zu je 500 ml in mit Alufolien abgedeckten Erlenmeyerkolben
autoklaviert (Programm 3, 25 min, 121°C). Fur eine Starterkultur wurden 200 ml

Nahrmedium in einem Becherglas autoklaviert (12 ml pro gepicktem Klon).
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Luria-Bertani-Nahrmedium (fUr E. coli-Bakterien) (Alternative Herstellung)

LB-Medium Pulver 25¢
Aqua destillata ad 1000 ml

Nahrmedium F-12-CHO (fur CHO-Zellen)

Nahrmedium F-12 500 ml
Fetales Kalber Serum 45 ml
Penicillin-Streptomycin Losung 5 mi
L-Glutamin Lésung (200 mM) 3 mi
G418 Stammldsung (100 mg/ml) 1 ml

NZY*-Nahrmedium (fir E. coli-Bakterien)

NZY-Nahrmedium 10 mi
Glucose-Lésung 20% 200 pl

Die Herstellung erfolgte in einem sterilen PP-Rohrchen unmittelbar vor dem

Gebrauch.

NZY-Nahrmedium (fir E. coli-Bakterien)

NZY Broth, Pulver 4,2 g
Aqua destillata ad 200 ml
pH-Wert-Einstellung pH 7,5

Das Nahrmedium wurde autoklaviert (Programm 3, 15 min, 121°C) und im

Kuhlschrank aufbewahrt.

2.1.3.3 Puffer

BBS (2x)-Puffer, pH 6,95 (BES 50 mM, NaCl 280 mM, Na,HPO4 1,5 mM)

BES mit 213,2 g/mol 533¢g
NaCl mit 58,44 g/mol 8,1816 g
Na;HPO,4 mit 177,99 g/mol 0,1335¢
Aqua destillata ad 400 ml
pH-Wert-Einstellung pH 6,95
Aqua destillata ad 500 ml

Die Lésung wurde in 500 ml Flaschen steril filtriert, auf 50 ml PP-Rdhrchen aliquotiert
und bei —20°C eingelagert.
KH,PO, - Puffer - 0,5 M (Lagerung bei RT und Lichtausschluss)

KH,PO4 Merck 1.04873.0250 68,05 g
Aqua destillata ad 1000 ml
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Na, K, P, — Puffer 5 mM

Na, K, P; - Puffer 40 mM 62,50 ml
Aqua destillata ad 500,00 mi

Na, K, Pi-Puffer 5 mM, pH 7,4 (4 mM Na,HPO4, 1 mM KH,PO,)

KH2PO4 0,7708 g
Naz;HPO,4 « 2H,0 4,1094 g
Aqua destillata ad 5000 ml
pH-Wert-Einstellung mit 1N H3PO4 pH 7,4

Na, K, P; — Puffer 5,21 mM

Na, K, P; - Puffer 40 mM 65,13 ml
Aqua destillata ad 500,00 mi

Na, K, P; — Puffer 10,42 mM

Na, K, P; - Puffer 40 mM 130,25 ml
Aqua destillata ad 500,00 mi

Na, K, P, — Puffer 40 mM

Na;HPO, - Puffer 0,5 M 200 mi
KH,POy, - Puffer - 0,5 M 40 ml
Aqua destillata ad 3000 ml

Na,HPO, - Puffer - 0,5 M (Lagerung bei RT und Lichtausschluss)

NayHPO4 - 2H,0 Merck 1.06580.0500 177,99 g
Aqua destillata ad 2000 ml

PBS-Puffer, pH 7,2 (DPBS) ohne CaCly, ohne MgCl,

D-PBS (PBS) Pulver 9,69
Aqua destillata ad 900 ml
pH-Wert-Einstellung pH 7,2
Aqua destillata ad 1000 ml

Der Puffer wurde in 500 ml Flaschen steril filtriert und im Kihlschrank aufbewahrt.

Puffer 1 (Homogenisationspuffer: 20 mM Hepes / 10 mM Na,EDTA)

Hepes Stammloésung (200 mM / pH 7,4) 50 ml
NaEDTA-L6sung (100 mM) 50 ml
Aqua destillata ad 500 ml

Puffer 2 (Storage Puffer: 20 mM Hepes / 0,1 mM Na>EDTA)

Hepes Stammloésung (200 mM / pH 7,4) 50 ml
NaEDTA-L6sung (100 mM) 0,5 ml
Aqua destillata ad 500 ml
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TE-Puffer, pH 8,0 (Tris 10 mM, EDTA 1 mM)

EDTA Saure mit 292,2 g/mol 0,02922 g
Aqua destillata ad 80 ml
1N NaOH bis alles geldst ist n mi
Tris-Base mit 121,14 g/mol 0,12114 g
pH-Wert-Einstellung pH 8,0
Aqua destillata ad 100 ml

Der Puffer wurde steril filtriert und im Kuhlschrank aufbewahrt.

2.1.4 Geréte und Apparaturen

Beckman AVANTI-J25 Zentrifuge (Palo Alto, USA)

Beckman DU 640 UV-Spektralphotometer (Minchen)

Beckman L7-35 Ultrazentrifuge (Palo Alto, USA)

Beckman LS 6000 SC Flussigkeits-Szitillations-Zahlgerat (Palo Alto, USA)
BIO-FLOW Technik Laminar Air Flow (Meckenheim)

Brandel Cell Harvester MB-482 (Gaithersburg, USA)

Carl Zeiss Axiovert 25 Mikroskop (Jena)

Einzelfilteranlage mit acht Positionen (Pharmazeutisches Institut, Bonn)
Eppendorf Zentrifuge 5417C (Westbury, USA)

Forma Scientific Orbital Shaker, Model: 4520 (Marjetta, USA)

Forma Scientific Water Jacketed Inkubator, Model: 3121 (Marjetta, USA)
GFL 1083 Schuttelwasserbad (Burgwedel)

Heraeus BB 6060 Brutschrank, Kendro Laboratory Products (Hanau)
Kinematica Polytron (Littau, Schweiz)

Kdhlkammer Viessmann Typ 7135 063 mit

Kihlaggregat Viessmann KF 830 (Deutschland)

Perkin EImer GeneAmp PCR System 2400 (Norwalk, USA)

Potter Elvejhem Glashomogenisator (Deutschland)

Scharfe-System CASY 1 Zellzahlsystem (Scotch Plains, USA)
Taylor-Wharton 750 RS Stickstofftank (West Sacramento, USA)
Tuttnauer 3870 ELV Autoklav (Hempstead, USA)

VF2 Rotationsmischgerat (Staufen)

Vortex Genie 2 Rotationsmischgerat (Zurich, Schweiz)

Waring Blendor Homogenisator (New Hartford, USA)
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2.2 Orthosterische Antagonisten
Der Radioligand [°H]N-Methyl-Scopolamin ([PHINMS) wurde eingesetzt, um die

orthosterische Bindungsstelle am muskarinischen Acetylcholin-Rezeptor zu
markieren. N-Methyl-Scopolamin (NMS) diente in homologen kompetitiven
Inhibitionsexperimenten der Verdrangung von [PHINMS, um die jeweilige Membran-
suspension hinsichtlich des Kp- und Bmax-Wertes (2.7.1, S. 36) zu charakterisieren.
Mithilfe von Atropin konnte in Dissoziations- und Inhibitions-Experimenten die

unspezifische Bindung bestimmt werden.

O
\ @ ‘
?\ OH
1/2 SO4

Lieferant / Bestellnummer: Sigma A-0257
Summenformel / Molekulargewicht: (C17H23NO3)2 - H2SO4 676,80 g/mol

2.2.1.1 Atropin

2.2.1.2 N-Methyl-Scopolamin, [3BH]N-Methyl-Scopolamin

\ @
*H3C

* Position der radioaktiven Markierung

N-Methyl-Scopolamin

Lieferant / Bestellnummer: Sigma S-8502
Summenformel / Molekulargewicht: C47H21NO4 - CH3Br 398,30 g/mol
[°HIN-Methyl-Scopolamin

Lieferant: Perkin Elmer Life Sciences (Boston, USA)

Spezifische Aktivitat: 70 bis 82 Ci/mmol (je nach Charge)
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2.3 Allosterische Modulatoren

Die nachfolgend aufgeflihrten Substanzen modulieren den muskarinischen Acetyl-
cholin-Rezeptor, was sich darin zeigt, dass sie die [PHJ]NMS-Dissoziation aus dem
Rezeptor-Ligand-Komplex verlangsamen. Fur eine potentielle Weiterentwicklung der
Modulatoren zum Arzneistoff ist die Kenntnis der allgemeinen pharmakologischen
Eigenschaften der Modulatoren wichtig, weshalb sie hier kurz erwahnt werden.
Substanzen, die nicht kauflich erhaltlich waren, wurden dankenswerterweise vom
Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe, Pharmazeutisches Institut, Universitat Wirzburg

zur Verfugung gestellt.

2.3.1.1 Alcuronium

¢ |UPAC: N,N’-Diallylnortoxiferinium-dichlorid

e Herkunft: Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen

e Summenformel / Molekulargewicht: C44H50N4O,Cl3 737,79 g/mol
Alcuronium (Alloferin®) ist ein semi-synthetisches stabilisierendes Muskelrelaxans
abgeleitet vom Alkaloid C-Toxiferin-l aus Kalebassencurare (Forth et al., 1998). Als
Kalebassencurare werden Extrakte aus beispielsweise der Pflanze Strychnos
toxifera, Loganiaceae bezeichnet, die von sidamerikanischen Indianern als Pfeilgifte

in ausgehdhlten Klrbissen (Calebassen) aufbewahrt wurden.
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2.3.1.2 CARALL

e |UPAC: Caracurin-bis-chlorallylat (Diallylcaracurin V)

e Herkunft: Dr. Darius P. Zlotos (Synthese), Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

e Summenformel / Molekulargewicht: Ca4Hs50N402Cl5 737,79 g/mol
Diallylcaracurin V (Zlotos et al., 2000) ist ein Derivat des Alkaloids Caracurin V aus
der Rinde von Strychnos toxifera, Loganiaceae. Diallylcaracurin V kann formal als
Dimer des Strychnins aufgefasst werden. Strychnin selbst ist ein Gift, welches zu
Krampfanfallen und Lahmung des Atemzentrums fuhrt. Strychnin ist ein kompetitiver
Antagonist am Glycin-Rezeptor auf Motoneuronen im Ruckenmark (Forth et al.,
1998). Es stammt aus den Samen eines indischen Baumes Strychnos nux vomixa,

Loganiaceae.
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2.3.1.3 Duo3

Cl Cl
@/O\Nf\c @/\N/Ogig
+ +
Cl ) TR NP N Cl

2Br°
e |UPAC: 4,4 -bis[(2,6-dichloro-benzyloxy-imino)-methyl]-1,1"-propan-1,3-diyl-
bis-pyridinium-dibromid

e Herkunft: Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

e Summenformel / Molekulargewicht: C29H26N4O2BroCly 764,17 g/mol
Die Bispyridinium-Analoga Duo3 und WDuo3 sind Aryl-substituierte Derivate des
TMB-4. TMB-4 (1,1-Trimethylen-bis  (4-aldoximinopyridinium)-dibromid) und
Obidoxim (Toxogonin®), strukturell miteinander verwandt, kénnen nach Vergiftungen
mit Organophosphaten die Acetylcholinesterase durch Umphosphorylierung

reaktivieren.

2.3.1.4 Eburnamonin

@) i
CaHs
e |UPAC: (-)-Eburnamonin
e Lieferant / Bestellnummer: Acros 18690-0010
e Summenformel / Molekulargewicht: C19H24N20 296,39 g/mol

Eburnamonin ist ein Vinca-Alkaloid aus der Pflanze Vinca minor/major, Apocynaceae
dem ,antihypoxische® (Ferretti et al., 1982) Eigenschaften zugeschrieben werden.
Die sogenannte ,zerebrale metabolische Insuffizienz“ und chronische ischamische
Zustande des Gehirns (Marolda et al., 1978; Linee et al., 1981) stellen potentielle

geriatrische Indikationen von fragwurdigem Wert dar.
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2.3.1.5 Gallamin

CzHs
@l
HsCo—N—CsHsg
(|32H5
&)
N—CyHs
CoHs I
HsCo—N 7 C2ls
5v2 l\/\o o
CQH5
S)
3l
e |UPAC: 1,2,3-tri(beta-diethylaminoethoxy)-benzen-triethiodid
e Lieferant / Bestellnummer: Sigma G-8134
e Summenformel / Molekulargewicht: C30HsoN303l3 891,50 g/mol

Gallamin (Flaxedil®) ist ein synthetisches nicht-depolarisierendes Muskelrelaxans
(Katz und Eakins, 1966). Als solches eingesetzt fihrt es zu unerwinschten Neben-
wirkungen wie Arrhythmie und Hypertension. Gerade diese Herzwirkung (Brown, Jr.
und Crout, 1970) war es, die dazu fuhrte, dass die allosterische Modulation der
muskarinischen  Acetylcholin-Rezeptoren (Clark und Mitchelson, 1976) entdeckt

wurde.

2.3.1.6 Hexamethonium

CHs
\ CHs;
H3C//NQ/\/6\/@,|\I/CH3
CHj 2Br |
CHs
e |UPAC: 1,6-hexandiaminium,-N,N,N,N',N',N'-hexamethyl-dibromid
e Lieferant / Bestellnummer: Sigma H-0879
e Summenformel / Molekulargewicht: C12H30N2Br> 362,2 g/mol

Hexamethonium ist ein Ganglienblocker (Toyama et al., 1975), der den un-
spezifischen lonenkanal des nikotinischen Acetylcholin-Rezeptors blockiert. Neben
der sehr unspezifischen Mdglichkeit den Blutdruck durch Hexamethonium zu senken
(Pauca, 1988), wird Hexamethonium im Wesentlichen als Experimentalsubstanz in
vitro eingesetzt. In der jungsten Zeit sorgte Hexamethonium in den USA fur
Aufsehen, weil in der ,Hexamethonium Asthma Studie“ eine Freiwillige verstarb

(Savulescu und Spriggs, 2002).
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2.3.1.7 Magnesium-lonen (Mg2*)

e |UPAC: Magnesiumchlorid Hexahydrat
e Lieferant / Bestellnummer: Sigma M-2670

¢ Summenformel / Molekulargewicht: MgCl; - 6H,0 203,30 g/mol

2.3.1.8 Tacrin

NH
~N
HCI
7
N
e |UPAC: 9-amino-1,2,3,4-tetra-hydroacridin-hydrochlorid
e Lieferant / Bestellnummer: Sigma A-3773

e Summenformel / Molekulargewicht: C13H14N2 - HCI 234,70 g/mol
Tacrin (Cognex®) ist ein reversibler und zentral gangiger Acetylcholinesterase-
Hemmestoff, der bei Morbus Alzheimer (Freeman und Dawson, 1991) eingesetzt wird.
Vor allem seine Hepatotoxizitat (Watkins et al., 1994), die sich im Anstieg von
Transaminasen widerspiegelt, hat seinen Einsatz als Arzneimittel jedoch stark

begrenzt.

2.3.1.9 Tacrin-Dimer / EHW21

NH
X
=
= |
N N
N

e |UPAC: 1,6-bis(amino-1,2,3,4-tetrahydro-acridinyl)-hexan

e Herkunft: Dr. Eberhard Heller (Synthese), Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

e Summenformel / Molekulargewicht: C32H3sN4 478,68 g/mol
Das Tacrin-Dimer EHW21 ist wie das Tacrin selbst ein Hemmstoff der Acetylcholin-
esterase (Hu et al., 2002). Seine allosterische Wirkung an Muskarin-Rezeptoren wird

in dieser Arbeit erstmals beschrieben.
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2.3.1.10 W84

/ CH Q
et e Oty )

< \/\/(EMII\I/\/\N |

0 2B°  CHjs O/

¢ |UPAC: Hexan-1,6-bis(dimethyl-3 -phthalimidopropyl-ammonium-bromid)

e Herkunft: Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

e Summenformel / Molekulargewicht: C32H44N4O4Br2 708,50 g/mol
W84 ist ein experimentelles Antidot bei Vergiftungen mit Organophosphaten.
Zusammen mit Atropin Ubt W84 einen Uberadditiven Schutzeffekt vor den cholino-

mimetischen Vergiftungserscheinungen aus (Kords et al., 1968).

2.3.1.11 WDuo3
/O O\
@va ) . \N/OVQQ
2Br°

e |UPAC: 1,3-bis[4(phthalimidomethoxyimino-methyl)-pyridinium-1yl]-propan-
dibromid
e Herkunft: Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe
e Summenformel / Molekulargewicht: C33H28N6O6Br2 764,42 g/mol
Das Bispyridinium-Analogum WDuo3 ist wie Duo3 ein Aryl-substituiertes Derivat des
TMB-4.

2.4 Membransuspensionen

Drei unterschiedliche Membransuspensionen wurden in dieser Arbeit hergestellt: (1)
Membransuspensionen aus Herzventrikelgewebe des Hausschweins, (2) Membran-
suspensionen aus CHO-Zellen und (3) Membransuspensionen aus COS7-Zellen.
Das Arbeiten mit Herzventrikelgewebe vom Hausschwein erfolgte grundsatzlich bei
einer Temperatur von 4°C in der Kuhlkammer Viessmann Typ 7135 063 mit

Kdhlaggregat Viessmann KF 830. Notwendige Zentrifugationsschritte wurden mittels
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einer Beckman L7-35 Ultrazentrifuge mit dem Rotortyp 35 vollzogen. Arbeiten mit
CHO- sowie COS7-Zellen wurden grundsatzlich unter dem BIO-FLOW Technik
Laminar Air Flow ausgefuhrt. Hierbei wurden sterilisierte Utensilien und Gefalie,
sowie steril filtrierte Zubereitungen verwendet. Die Bebritung der Zellen erfolgte,
wenn nicht ausdrucklich anders angegeben, im Wasser-ummantelten Forma
Scientific Inkubator bei 37°C, 5% COx-Begasung und 96% Luftfeuchtigkeit.
Zentrifugiert wurde mit der Beckman AVANTI-J25 Zentrifuge.

2.4.1 Membransuspensionen aus Herzventrikeln des Hausschweins

Membransuspensionen aus Herzventrikeln des Hausschweins wurden mit der
Bezeichnung ,HSV-(M,)“ versehen. Im folgenden ist die Herstellung dieser
Membransuspensionen beschrieben: Die Herzen frisch geschlachteter Haus-
schweine wurden vom Schlachthof in Koln zur Verfugung gestellt. Auf Eis
transportiert, wurden die Herzen anschlieRend in einer Kiihlkammer bei 4°C weiter-
verarbeitet. Beim Zerlegen der Herzen in Vorhéfe und Kammern wurden das
Fettgewebe und die Sehnen mdoglichst vollstandig entfernt, und die Organteile in ca.
40 g schwere Stucke geschnitten. Die derart gewonnenen Organstucke wurden in
Gefrierbeuteln verpackt und bis zur weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert.

Am Tag der Herstellung der Membransuspension wurde ein ca. 40 g schweres
Organstuck des linken Ventrikels angetaut, mit einem Messer moglichst fein zerteilt
und zweimal mit ca. 20 ml Saccharoseldosung 0,32 M gewaschen. Die erhaltene
Gewebesuspension wurde auf ca. 400 ml mit Saccharoselésung 0,32 M aufgefullt
und im Waring Blendor Homogenisator homogenisiert (Einstellung: 5 mal im Abstand
von 30 s jeweils 10 s lang auf Stufe ,high“). Eine weitere Zerkleinerung der Gewebe-
suspension erfolgte nach Auffullung mit Saccharoselosung 0,32 M auf 800 ml mit
Hilfe des Potter Elvejhem Glashomogenisators (Einstellung: 5 ca. 40 s dauernde Auf-
und Abbewegungen bei 1.750 U/min). Die Suspension wurde bei 2.000 U/min 11 min
lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde einer Zentrifugation bei 32.000 U/min fur
einen Zeitraum von 41 min zugefuhrt. Das anfallende Sediment wurde in ca. 160 ml
Na, K, Pi-Puffer 5 mM, pH 7,4 resuspendiert und unter Zuhilfenahme des Potter
Elvejhem Glashomogenisators homogenisiert (Einstellung: 5 ca. 40 s dauernde Auf-
und Abbewegungen bei 1.500 U/min). Die derart gewonnene Membransuspension
wurde zu jeweils 1,25 ml in Eppendorf-Reaktionsgefalle abgefullt, und nach Schock-

gefrierung in flussigem Stickstoff bei —80°C eingelagert.
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2.4.2 Membransuspensionen aus CHO-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden Membransuspensionen aus Ovarienzellen des
chinesischen Hamsters (CHO-Zellen) gewonnen. Diese CHO-Zellen waren mit
humanem, muskarinischen M, oder Ms Acetylcholin-Rezeptor-Gen stabil transfiziert.
Beide Zell-Linien wurden dankenswerterweise von N.J.M. Birdsall (National Institute
for Medical Research, Mill Hill, London) zur Verfligung gestellt. Die jeweilige
Membransuspension wurde entweder mit der Bezeichnung ,CHO-hM,"* oder ,CHO-
hMs“ bezeichnet. CHO-hM,-Membransuspensionen wurden in dieser Arbeit wie
nachfolgend beschrieben hergestellt. CHO-hMs-Membransuspensionen wurden
hingegen dankenswerterweise von Seraina Duda (Pharmakologie und Toxikologie,

Universitat Bonn) zur Verfugung gestellt.

2.4.2.1 Ausfrieren der CHO-Zellen

Eine Gewebekulturflasche T182 mit 20 ml Nahrmedium F-12-CHO und ein 50 ml PP-
Réhrchen mit 9 ml Nahrmedium F-12-CHO wurden vorgelegt. Die CHO-Zellsuspen-
sion wurde dem Stickstofftank entnhommen, schnell aufgetaut und in das PP-
Rohrchen Uberfuhrt. Zum Abtrennen des DMSO wurde zentrifugiert (Rotor JS 7.5 /
1000 rpm / 4 min / 3°C). Das Pellet wurde in 2 bis 3 ml Nahrmedium F-12-CHO
aufgenommen und zur Inkubation in die Gewebekulturflasche T182 Uberfihrt. Das

Zellwachstum wurde beobachtet, und das Nahrmedium bei Bedarf ausgetauscht.

2.4.2.2 Einfrieren der CHO-Zellen

Eine Gewebekulturflasche T182 mit einer CHO-Zellkultur wurde aus dem Ver-
mehrungszyklus abgesondert und das Nahrmedium abgesaugt. Zur Ablosung der
Zellen vom Boden der Kulturflasche wurden 4 ml Trypsin-EDTA Ldsung zugegeben.
Zusatzliches Abschlagen war zulassig. Auf die abgelésten CHO-M,-Zellen wurden 12
ml Nahrmedium F-12-CHO gegeben. Die Kulturflasche wurde drei mal mit der
entstandenen Zellsuspension gespult. Die Zentrifugation der Zellsuspension erfolgte
in einem 50 ml PP-Réhrchen (Rotor JS 7.5 / 1000 rpm / 4 min / 3°C). Das Pellet
wurde in 4 ml Nahrmedium F-12-CHO aufgenommen und resuspendiert. Es wurden
4 Dbeschriftete Cryovials mit 100 pl DMSO vorgelegt. Jeweils 900 pl der Zell-
suspension wurden auf die 4 Cryovials verteilt. Der 10%ige Zusatz des DMSO diente
dem Gefrierschutz der Zellen. Die Cryovials wurden zum langsamen Einfrieren in die

—80°C Gefriertruhe Uberfihrt. Die Langzeitlagerung erfolgte in Flissigstickstoff.
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2.4.2.3 Splitten der CHO-Zellen

Zwecks Vermehrung wurden die CHO-Zellen, wenn sie ca. 90% konfluent waren,
aus einer auf funf (oder aus funf auf siebzehn) Gewebekulturflaschen verteilt. Dazu
wurde das Nahrmedium einer (oder fuinf) Gewebekulturflasche(n) T182 abgesaugt,
und die Zellen wurden mittels 4 ml Trypsin-EDTA-L6sung und Abschlagen vom
Boden der Kulturflasche abgelost. Auf die abgelosten Zellen wurden 12 ml Nahr-
medium F-12-CHO gegeben, und die Kulturflasche wurde drei mal mit der
entstandenen Zellsuspension gespult. Die Zellsuspension wurde in einem (bzw.
mehreren) 50 ml PP-Rdhrchen zentrifugiert (Rotor JS 7.5 / 1000 rpm / 4 min / 3°C).
FUnf bzw. siebzehn Gewebekulturflaschen mit 20 ml Nahrmedium F-12-CHO wurden
vorgelegt. Das Sediment wurde mit 12 ml (Splittvorgang 1:5) bzw. 36 ml
(Splittvorgang 5:17) Nahrmedium F-12-CHO aufgenommen und resuspendiert. Die
vorgelegten Gewebekulturflaschen wurden mit jeweils 2 ml der Zellsuspension

angeimpft, und in den Inkubator gestellt.

2.4.2.4 Membranpraparation aus CHO-Zellen

Ausgehend von einer Gewebekulturflasche wurden nach zwei bis drei Tagen die
Zellen auf funf Gewebekulturflaschen gesplittet. Nach weiteren drei Tagen konnten
die CHO-Zellen Ublicherweise auf 16 Kulturflaschen vermehrt werden. Diese Zell-
menge war ausreichend fir eine Membranpraparation. Am Vortag der Membran-
praparation wurde jeder Gewebekulturflasche 1 ml Butyratldsung 100 mM dazu-
gegeben. Die CHO-Zellen wurden aus vier Gruppen von jeweils vier Kulturflaschen
geerntet, wenn sie zu ca. 90% konfluent waren. Nach dem AbgielRen des Nahr-
mediums wurden in jede Kulturflasche jeweils 3 ml Puffer 1 gegeben. Die Zellen
wurden zwei mal grundlich, jedoch schnell, abgeschabt, in ein PP-Rohrchen Uber-
fuhrt, und auf Eis gelagert. Um die Ausbeute zu erhdhen, wurden die Gewebekultur-
flaschen mit jeweils weiteren 1,5 ml Puffer 1 gespult. Es wurde darauf geachtet, dass
die Zellsuspension nicht gefror. Dem Zellaufschluss mit dem Kinematica Polytron
(Einstellung: 2 mal auf Stufe 6 langsam hochfahren, 6 sec halten, dann langsam
herunterfahren) folgte die Zentrifugation (Rotor JA 25.50 / 40.000 x g / 10 min / 2°C).
Die Pellets wurden in 30 ml Na, K, Pi-Puffer 5 mM resuspendiert und unter gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Um den Reinheitsgrad des Membranhomogenats zu
erhdhen, wurde die Zentrifugation wiederholt. Die erhaltenen Pellets wurden in 9 mi

Na, K, Pi-Puffer 5 mM (bei 16 Gewebekulturflaschen) aufgenommen, und die
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Membransuspension wurde zu jeweils 1035 pl auf beschriftete Eppendorf-Reaktions-
gefalle verteilt. Der Lagerung der Membransuspension bei —80°C wurde die Schock-

gefrierung vorgeschaltet.

2.4.3 Membransuspensionen aus COS7-Zellen

COS7-Zellen sind mit dem SV40-Virus transformierte Nierenepithelzellen der
afrikanischen griinen Meerkatze (Gluzman, 1981). Sie wurden dankenswerterweise
von J. Ellis (The Pennsylvania State University College of Medicine, Hershey,
Pennsylvania, USA) zur Verfugung gestellt und dienten als Ausgangsmaterial fur die
Gewinnung diverser Membransuspensionen, die in Tabelle 1, S. 27 gelistet sind. Mit
Plasmid-DNA, deren Herkunft in der Tabelle 1 angegeben ist, wurden die COS7-
Zellen nach der Methode der Calciumphosphat-Prazipitation (Chen und Okayama,
1988) transient transfiziert. Die jeweils eingesetzte Plasmid-DNA enthielt das Gen fur
den humanen, Muskarin-Rezeptor des M, und Ms Subtyps, flr vier verschiedene
M,/Ms chimare Muskarin-Rezeptoren oder fir drei unterschiedliche Punktmutanten
des humanen M, Rezeptors. Fur die Gewinnung der M, und Ms Rezeptoren geht
man von den beiden Plasmiden Hm2pCD und Hm5pCDp1 (Okayama und Berg,
1983; Bonner et al., 1987; Bonner et al., 1988) aus. Die fur die My/Ms-chimaren
Muskarinrezeptoren (Wess et al., 1990; Wess et al.,, 1992; Ellis et al., 1993)
kodierenden Plasmide sind von den beiden erwahnten Plasmiden abgeleitet. Durch
zielgerichtete Mutagenese (Hutchison et al.,, 1978) mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) (Mullis und Faloona, 1987; Saiki et al., 1988) kdnnen in den
Wildtyprezeptoren oder auch in den My/Ms-chimaren Rezeptoren Aminosauren
gezielt ausgetauscht werden, was zu den Punktmutanten fuhrt. Damit far die
Transfektion der COS7-Zellen ausreichende Mengen an Plasmid-DNA zur Verfigung
stehen, werden kompetente E. coli Bakterien (K12-Stamm XL1-Blue) mit dem
entsprechenden Plasmid transformiert. Nach einem Vermehrungszyklus der
Bakterien wird die so amplifizierte Plasmid-DNA mit Hilfe des Qiagen Plasmid Maxi

Kit gewonnen (DNA-Plasmid-Amplifikation).
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S Herstellung der
Membran- | Rezeptor- Aminosaure Mutagenese
_ . Membran-
Suspension | Symbol -sequenz mittels PCR _
suspension
M,
Keine
COS7-hMy hM, 1-466 _ Diese Arbeit
(Wildtyp)
M5
Keine
COS7-hMs hMs 1-532 _ Diese Arbeit
(Wildtyp)
CR1
hM, 1-69, ; 45
COS7-CR1 Wess et. al. S. Buller ™
hMs 77-532
CR2 hMs 1-76,
COS7-CR2 —L hM, 70-155, Wess et. al. S. Buller *°
— | hMs 163-532
CR3 hMs 1-162,
COS7-CR3 hM, 156-300, Wess et. al. Diese Arbeit
hMs 336-532
CR6 hM, 1-69,
COS7-CR6 hMs 77-445, Wess et. al. Diese Arbeit
hM, 391-466
u
COS7-U ! hM, “**Thr—His | Bulleret. al.> | Diese Arbeit
BG - - S. Buller *°
hMz " Tyr—Gln, Voigtlander 4
COS7-BG 3 A. Raasch
“2Thr—His et. al. o .
U. Voigtlander
BJ
hM, '’Asn—Ser | Diese Arbeit , ,
COS7-BJ 1 Diese Arbeit
Ser—Gly (2.4.3.1, S. 28)

Tabelle 1: Aus COS7-Zellen gewonnene Membransuspensionen. Angegeben sind die genaue
Aminosaurensequenz der enthaltenen Rezeptoren mit dem entsprechenden Rezeptorsymbol. Die

Beschreibung der zielgerichteten Mutagenese mittels PCR zur Gewinnung der fir den jeweiligen
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Rezeptor codierenden Plasmid-DNA kann den entsprechenden Literaturzitaten enthommen werden.
Die Membransuspensionen wurden zum Teil dankenswerterweise von Stefan Buller, Alexandra
Raasch und Uta Voigtlander zur Verfliigung gestellt. Index 1. (Wess et al., 1990; Wess et al., 1992).
Index % (Buller et al., 2002). Index *: (Voigtlander et al., 2003). Index *: Pharmakologie und
Toxikologie, Pharmazeutisches Institut, Universitadt Bonn; Index ®, Department of Psychiatry, Penn
State College of Medicine, Hershey, USA.

2.4.3.1 COS7-BJ-Membransuspension

Die COS7-BJ-Membransuspension enthielt punktmutierte (hM, '°’Asn—Ser,
""Ser—Gly) M, Acetylcholin-Rezeptoren. Das hierfiir codierende DNA-Plasmid (BJ-
Plasmid) wurde ausgehend vom Hm2pCD-Plasmid, welches von Herrn Stefan Buller
zur Verfugung gestellt wurde, entwickelt. Das Design und die Herstellung des BJ-
Plasmids seien in verkurzter Form dargestellt. Die genauen Arbeitsanweisungen
konnen in der Dissertationsschrift (Buller, 2002) eingesehen werden. Durch
zielgerichtete Mutagenese mittels PCR (16 Zyklen) wurden im Hm2pCD-Plasmid
zwei Basen mutiert. Zwei komplementare Oligonukleotide mit den internen Kirzeln
KM15 und KM16 (KM steht fur Klaus Mohr) dienten als Startermolekile. Die Mutation
wurde durch Auftragssequenzierung (Pharmazeutische Mikrobiologie, Universitat
Bonn) basierend auf der Sanger-Methode (Sanger et al., 1977) verifiziert. Hierzu
wurde das Oligonukleotid mit dem internen Code Seq4 eingesetzt. Die Oligo-
nukleotide KM15, KM16 und Seg4 wurden von der Firma Sigma-ARK GmbH
(Darmstadt) hergestellt.

Oligonukleotid Basensequenz 5" —» 3’
KM15 CTCCTCTAACAGTGGCCTGGCTCTTACAAGTCC
KM16 GGACTTGTAAGAGCCAGGCCACTGTTAGAGGAG
Seq4 GGAGGTGGCGGTTGACTTTAATGG

Tabelle 2: Basensequenz in 5—3’'-Richtung der Oligonukleotide KM15, KM16 und Seq4. Die
Basentriplets, die fir die beiden ausgetauschten Aminosauren Serin (AGT) bzw. Glycin (GGC) in der
BJ-Mutante kodieren, sind grau unterlegt.

Die aus der PCR gewonnene, auf die gewunschte Mutation hin verifizierte, Plasmid-
DNA wurde in E. coli Bakterien (K12-Stamm XL1-Blue) amplifiziert, damit gentgend

DNA fur die transiente Transfektion von COS7-Zellen zur Verfligung stand.
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2.4.3.2 Ausfrieren der COS7-Zellen

Aus einem Kryordéhrchen schonend ausgefrorene COS7-Zellen wurden in einer
Kulturschale @ 10 cm mit 15 ml des auf 37°C temperierten DMEM-Nahrmediums
ausgesaht. Um die Zellen gut zu verteilen, wurde die Kulturschale geschwenkt und in
den Inkubator gestellt. Nach etwa 8 h hafteten die Zellen am Boden der Kulturschale,
und das Nahrmedium, welches noch Reste des zytotoxischen DMSO enthielt, wurde
ausgetauscht. Das Austauschen des Nahrmediums beinhaltete das Waschen der
adharenten Zellen mit 10 ml PBS-Puffer. Die COS7-Zellen wurden erst gesplittet,
wenn sie 60% bis 70% Konfluenz erreicht hatten.

2.4.3.3 Einfrieren der COS7-Zellen

FUr die Langzeitlagerung von COS7-Zellen wurden 4 Kulturschalen & 15 cm mit
Zellkultur bendtigt, um 4 Kryordhrchen als ,Backups® zu gewinnen. Das Nahrmedium
wurde abgesaugt, der Zellrasen mit jeweils 15 ml PBS-Puffer gespult, und die COS7-
Zellen mittels 5 ml Trypsin-EDTA-L6sung und 5 minutigem Inkubieren abgeldst. Ein
PP-Rohrchen mit 20 ml DMEM-Nahrmedium (je 5 ml pro Kulturschale) wurde
vorgelegt. Die Kulturschalen wurden mit 5 ml DMEM-Nahrmedium und schon
enthaltener Zellsuspension in Trypsin-EDTA-Lésung sequentiell gespult und das
Zellhomogenat wurde in das PP-Roéhrchen uberfihrt. Das COS7-Zellhomogenat
wurde zentrifugiert (Rotor JS 7.5/ 1.000 x g / 5 min / RT), und das Sediment in 12 ml
DMEM-Nahrmedium resuspendiert (3 ml pro Kulturschale @ 15 cm). Je 900 ul
COS7-Zellhomogenat wurden auf vier mit je 100 yl DMSO beschickte Cryovials
gegeben. Der Langzeitlagerung im FlUssigstickstoff wurde das langsame Einfrieren

des mit 10% DMSO versetzten Zellhomogenates bei —80°C vorgeschaltet.

2.4.3.4 Splitten der COS7-Zellen

Zur Proliferation der COS7-Zellen wurden die Zellkulturen bei einer Konfluenz von
60% bis 70% entweder 1:4 oder 1:3 gesplittet. Die nachstehende Tabelle gibt
Auskunft Uber die verwendeten Mengen an DMEM-Nahrmedium, PBS-Puffer,
Trypsin-EDTA-Losung und dem Volumen des Inokulums in Abhangigkeit von der

verwendeten Kulturschale.
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Kulturschale Inokulum DMEM PBS Trypsin-EDTA
@10 cm 1 ml 15 ml 10 ml 3 mi
15 cm 3 mi 30 ml 15 ml 5 mi

Tabelle 3: Angaben zu den Volumina des Inokulums, des DMEM-Nahrmediums, des PBS-Puffers und
der Trypsin-EDTA-Lésung je nach GréRRe der verwendeten Kulturschale beim Kultivieren von COS7-
Zellen

Beim 1:4 Splitten wurde die COS7-Zellkolonie einer Kulturschale mit & 10 cm auf
zwei Kulturschalen mit & 15 cm und 30 ml DMEM-N&hrmedium Uberfihrt. COS7-
Zellkulturen zweier Kulturschalen mit & 15 cm und 30 ml DMEM-Nahrmedium
wurden beim 1:3 Splitten auf sechs Kulturschalen mit gleichen Parametern gesplittet.
Im Einzelnen gestaltete sich der Splittvorgang wie folgt: Nach dem Absaugen des
Nahrmediums aus der Ursprungskulturschale, wurde der COS7-Zellrasen mit dem
entsprechenden Volumen an PBS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden so vom
Calcium-haltigen Nahrmedium freigewaschen, damit die zum Abldsen der Zellen
eingesetzte Trypsin-EDTA-L6osung nicht inaktiviert wurde. Die Einwirkzeit der
Trypsin-EDTA-L6sung im Inkubator wurde auf ca. funf Minuten beschrankt. Der
Trypsinverdau wurde durch Zugabe von 3 ml (bzw. 9 ml) DMEM-Nahrmedium
(Uberschuss an zweiwertigen Kationen) gestoppt. Mit 6 ml (bzw. 14 ml)
entstandenem Zellhomogenat wurden die Ursprungskulturschalen zwei mal gespult.
Zwei (bzw. sechs) Kulturschalen @ 15 cm mit 30 ml DMEM-Na&hrmedium wurden
jeweils mit 3 ml COS7-Zellhomogenat geimpft. Die Inkubation erfolgte unter
standardisierten Bedingungen (2.4 S. 22).

2.4.3.5 Transfektion der COS7-Zellen und Membranpraparation

Die Transfektion sowie die Gewinnung des Membranpraparates erfolgten nach
einem festgelegten Zeitplan, der dem abendlandischen Wochenrhythmus gerecht

wird.

2.4.3.5.1 Ausplattieren der COS7-Zellen (Freitag)

Fur das Ausplattieren wurden 15 Kulturschalen & 15 cm mit 70% — 80% konfluenten
COS7-Zellen bendtigt. Eine Kulturschale wurde zum weiteren Splitten abgesondert.
14 Kulturschalen wurden in zwei Chargen zu je 7 Schalen aufgeteilt und
nacheinander bearbeitet. Die zweite Charge wurde erst prozessiert, wenn das

Zellhomogenat der ersten Charge im Becherglas war. Ziel war es, 625.000 Zellen pro
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Kulturschale @ 10 cm auszusahen. Zunachst wurde ein Becherglas mit 70 ml
DMEM-Nahrmedium vorgelegt (Endvolumen = 140 ml aus 70 ml DMEM + 35 ml
Trypsin-EDTA-L6sung aus 1. Charge + 35 ml Trypsin-EDTA-L6sung aus 2. Charge).
Das Nahrmedium der 14 Ursprungskulturschalen wurde abgesaugt und der Zellrasen
mit jeweils 15 ml PBS-Puffer gespult. Das Ablosen der COS7-Zellen erfolgte durch
Draufgeben von 5 ml Trypsin-EDTA-L6sung und 5 min Inkubation im Brutschrank.
Jede Kulturschale wurde mit dem aus 5 ml Trypsin-EDTA-L6sung und 5 ml DMEM-
Nahrmedium entstandenem Zellhomogenat gespult. Das COS7-Zellhomogenat
wurde in das mit Nahrmedium beschickte Becherglas Uberfuhrt. 20 ul Zellhomogenat
wurden zum Zahlen der Zellen unter dem Axiovert 25 Mikroskop mit einem Standard-
Hamocytometer (Lindl, 2000) steril in ein Cap Uberflihrt. Das COS7-Zellhomogenat
wurde auf vier 50 ml PP-Roéhrchen zu je 35 ml verteilt und zentrifugiert (Rotor JS 7.5/
1.000 x g / 4 min / RT). Das Sediment wurde nach Zellzahlung im entsprechend
berechneten Volumen DMEM-Nahrmedium resuspendiert. 30 Kulturschalen & 10 cm
(oder n Kulturschalen entsprechend der Zellzahlung) wurden mit je 10 ml DMEM-
Nahrmedium beflillt. Die COS7-Zellen wurden zu je 1 ml aus dem Zellhomogenat auf
die beflllten Kulturschalen & 10 cm ausgesaht, und unter schon beschriebenen

Bedingungen bebrutet.

2.4.3.5.2 Transfektion der COS7-Zellen (Montag)

Nachfolgend wird die Zusammensetzung des Transfektionsmediums fur die COS7-

Zellkolonie einer Kulturschale & 10 cm angegeben:

CaCly — Lésung (0,25M) 500 pl
Plasmid-DNA (Gehalt in pg/ul beachten) 20 ug
BBS (2x)-Puffer 500 pl

Die drei Komponenten wurden in der angegebenen Reihenfolge in ein PS Round-
Bottom Tube 5 ml geflllt. Es wurden so viele Aliquota des Transfektionsmediums
hergestellt, wie COS7-Zellkulturen in Kulturschalen & 10 cm transient transfiziert
werden sollten. Damit Calciumphosphat-DNA-Komplexe definierter Gro3e entstehen
konnten, wurde eine Inkubationszeit von 10 bis 15 min gewahlt. Jeweils 1 ml
Transfektionsmedium wurde tropfenweise und unter leichten Drehbewegungen auf
die Zellkultur in den Kulturschalen @ 10 cm gegeben. Unter sonst ublichen
Bedingungen, jedoch bei 3% CO,-Gehalt, wurden die transfizierten COS7-Zellen
uber Nacht inkubiert.
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2.4.3.5.3 Waschen und Inkubieren der COS7-Zellen (Dienstag)

Am Dienstag wurde das Nahrmedium in den Kulturschalen abgesaugt, der Zellrasen
mit 10 ml PBS-Puffer gespult, die COS7-Zellkulturen mit jeweils 10 ml DMEM-
Nahrmedium versorgt und unter 5% CO»-Begasung und sonst Ublichen Bedingungen
inkubiert.

2.4.3.5.4 Ernten der COS7-Zellen / Membranprédparation (Donnerstag)

Das Ernten der Zellen erfolgte unter normalen, also nicht aseptischen, Bedingungen.
Nach dem Abgieflten des Nahrmediums wurde der Zellrasen jeder Kulturschale mit je
2 ml PBS-Puffer vorsichtig gewaschen. Unter der Einwirkung von jeweils 4 ml
eisgekuhltem Na, K, Pi-Puffer 5 mM wurden die COS7-Zellen mit dem Zellschaber
Nunc 179707 vom Boden der Kulturschale gelost. Verteilt wurde das entstandene
Zellhomogenat auf Zentrifugenglaser in Eis zu je 20 ml (5x 4 ml). Je 5 entleerte
Kulturschalen wurden mit 4,5 ml Na, K, Pi-Puffer 5 mM sequentiell gespult, und
dieses verdunnte Zellhomogenat ebenfalls auf die Zentrifugenglaser verteilt. Der
Zellaufschluss erfolgte in den Zentrifugenglasern mit dem Kinematica Polytron (3x 10
sec / Stufe 6 / auf Eis). Die erhaltene Membransuspension wurde zentrifugiert (Rotor
JA 25.50 / 18.000 rpm / 30 min / 4°C), und das Sediment jedes Zentrifugenglases in
2 ml Na, K, Pi-Puffer 5 mM aufgenommen und im Pottergefal® gesammelt. Jedes
Zentrifugenglas wurde mit weiteren 2 ml Na, K, P;-Puffer 5 mM durch ,vortexen zwei
mal gespult. Die zusammengefihrte Membransuspension wurde entsprechend der
Kapazitat des Pottergefalles (ca. 18 ml) weiter mit Na, K, Pi-Puffer 5 mM verduannt
und hierin homogenisiert. Die homogenisierte Membransuspension wurde so mit Na,
K, Pi-Puffer 5 mM aufgeflllt, das jeweils 3 ml Suspension pro eingesetzter
Kulturschale & 10 cm entstanden. Zur Lagerung bei -80°C wurde die

Membransuspension zu je 1 ml in Eppendorf-Reaktionsgefalie gefillt.
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2.5 Computerprogramme

In nachfolgender Tabelle sind die verwendeten Computerprogramme aufgelistet. Es
ist jeweils die aktuellste Version der Software angegeben, auch wenn Vorganger-

versionen benutzt wurden.

Software Hersteller
Acrobat®, Version 5.0 Adobe®
ChemWindow®, Version 6.0 Bio-Rad® Laboratories
SymApps® 6.0 Bio-Rad® Laboratories
Microsoft® Excel® 2000 Microsoft®
GraphPad InStat®, Version 3.05 GraphPad Software, Inc.
GraphPad Prism®, Version 3.02 GraphPad Software, Inc.
Jellyfish®, Version 1.5 Labvelocity®
Reference Manager®, Version 10 IS| ResearchSoft®
Sigma Plot® 2002, Version 8.0 SPSS® Inc.
Microsoft® Windows® XP Professional Microsoft®
Microsoft® Word® 2000 Microsoft®

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Computerprogramme und deren Hersteller

2.6 Analytische Methoden

Lichtabsorptionsmessungen im UV-Bereich erfolgten am Beckman DU 640 UV-

Spektralphotometer.

2.6.1 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt der Membransuspensionen aus CHO-Zellen und Herzventrikel-
gewebe des Hausschweins erfolgte nach einer etablierten Methode (Lowry et al.,
1951).

2.6.2 Gehalts- und Reinheitsbestimmung der Plasmid-DNA

Die beim gentechnischen Arbeiten gewonnene Plasmid-DNA wurde 1 zu 50 verdinnt
(6 ul Plasmid-DNA-L6sung ad 300 ul aqua destillata), und auf ihren Gehalt und ihre

Reinheit mithilfe von Lichtabsorptionsmessungen analysiert.
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Der Gehalt wurde nach folgender Gleichung (Brown, 1999) ermittelt:

1,0 A5, =50 pg/ml (doppelstrangige DNA)

Gleichung 1

1,0 Ageo: Absorption (optische Dichte) gleich 1 bei Licht einer Wellenlange von 260 nm

Der Quotient der Lichtabsorption bei 260 nm und 280 nm ist ein Mal} fir die Reinheit
doppelstrangiger DNA. Es wurde ein Wert von 1,8 (Azso / Azso = 1,8) angestrebt.

2.6.3 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl von COS7-Zellsuspensionen wurde entweder mittels Hamocytometer
(Neubauer-Zahlkammer) oder auf elektronischem Wege mit dem Zahlgerat CASY®1

ermittelt.

2.6.3.1 Bestimmung der Zellzahl mittels Hamocytometer

Zur Bestimmung der Zellzahl einer COS7-Zellsuspension wurde ein Deckglas
angehaucht und so auf den Objekttrager mit dem Hamocytometer gelegt, dass es
anhaftete. Je 10 pl Zellsuspension wurden am oberen und unteren Rand des
Deckglases aufgegeben, damit sich ein definiertes Volumen mittels Kapillarkrafte in
die Neubauer-Zahlkammer saugte. Mindestens vier grol3e Quadrate der Zahlkammer
wurden ausgezahlt, der Mittelwert wurde gebildet und die Zellkonzentration (Einheit:
Zellen / ml) berechnet. Ein genaue Arbeitsanweisung findet sich bei (Lindl, 2000) auf
Seite 102 ff.

2.6.3.2 Elektronische Zellzihlung mit dem CASY®1

Eine Zellzahlung mit Hilfe des CASY®1 erfolgte bei folgenden Gerateeinstellungen:
KapillargrofRe 150 ym, Menu 1. 20 uyl Zellsuspension wurden in 10 ml sterilfiltrierter
Messlésung (CASY®TON) suspendiert, es wurde dreimal, ohne Luftblasen
einzutragen, geschwenkt und der Zahlvorgang gestartet. Der Reinigungszyklus
wurde mit dem Systemreiniger CASY®CLEAN durchgefiihrt. Weitere Details zu
dieser Zahimethode kénnen im Buch ,Zell- und Gewebekultur (Lindl, 2000) auf Seite

104 ff eingesehen werden.
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2.7 Experimente unter Gleichgewichtsbedingungen

Das Massenwirkungsgesetzes kann auf eine reversible Interaktion eines Liganden
mit seinem Rezeptorprotein angewandt werden (Bennet und Yamamura, 1985).

Demnach kann formuliert werden:

k+1
[RI+[L] [RL]
-
k—1
Gleichung 2
[R]: Konzentration des Rezeptors
[L]: Konzentration des Liganden

[RL]: Konzentration des Rezeptor-Ligand-Komplexes
Ki1: Geschwindigkeitskonstante der Assoziation

K.1: Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation

Im Gleichgewicht verlaufen die Hin- und Ruckreaktion mit gleicher Geschwindigkeit:

K, [R]-[L]=k_ - [RL]
Gleichung 3

Die Zusammenfassung der Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation sowie der
Dissoziation liefert die experimentell leichter zugangliche Gleichgewichts-
dissoziationskonstante Kp, bzw. ihren reziproken Wert, die Gleichgewicht-

assoziationskonstante Ka:

(- ki R
b= = =
Ko k. [RL]
Gleichung 4
Kb: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante
Ka: Gleichgewichts-Assoziationskonstante

Die Konstanten Kp und Ka sind Malzahlen fur die Affinitat des Liganden zum

Rezeptorprotein.
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Bei einer halbmaximalen Besetzung gilt [R] = [RL] und Gleichung 4 vereinfacht sich

ZU:

KD = [L]so

Gleichung 5

[Llso:  Ligandkonzentration, die zur halbmaximalen Besetzung des Rezeptors flhrt

Die Sattigbarkeit der Bindung ist gegeben, wenn eine endliche Zahl an Rezeptoren
vorhanden ist. Die Summe der freien und ligandgebundenen Rezeptoren liefert die
Gesamtzahl an Rezeptoren und wird als Bnax bezeichnet:

Bax =[R]+[RL]
Gleichung 6

Gleichung 4 und Gleichung 6 kdnnen zu einer Sattigungsisotherme nach Langmuir

zusammengefasst werden:

Bmax ) [L]

=,

Gleichung 7

Mithilfe von Sattigungsbindungsexperimenten konnen die Parameter Bnax und Kp
ermittelt werden. Der hohe Verbrauch des Radioliganden, ist ein Nachteil dieser
Bestimmungsmethode. Fir die Routinebestimmung dieser Parameter kann das im
Folgenden beschriebene Verfahren der homologen kompetitiven Inhibition zum

Einsatz kommen.

2.7.1 Homologe kompetitive Inhibition

Bei Kompetitionsexperimenten werden Rezeptorsuspensionen mit einer konstanten
Konzentration des Radioliganden und steigenden Konzentrationen des Inhibitors
inkubiert. Nach Einstellung des Reaktionsgleichgewichtes kann die Bindung des
Radioliganden an den Rezeptor bestimmt werden. Wird die Gesamtbindung des
Radioliganden gegen den Logarithmus der Konzentration des Inhibitors aufgetragen,
so ergibt sich ein sigmoidaler Verlauf der Messwerte, der mittels einer vier Parameter
enthaltenden logistischen Gleichung (Barlow und Blake, 1989) beschrieben werden

kann. Das Steilheitsmal® dieser Gleichung entspricht dem Hill-Koeffizienten in der
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Hill-Gleichung (Hill, 1910). Demnach kann das Steilheitsmal} in der logistischen

Gleichung durch den Hill-Koeffizienten quantifiziert werden:

[LR]T Max [LR]T,Min
14 (IC4, /10Ty

[LR]T = [LR]T,Min +

Gleichung 8
[LR]+: Gesamtbindung des Radioliganden
[LR], Max: Gesamtbindung in Abwesenheit des Inhibitors; oberes Kurvenplateau
LRI, min: Gesamtbindung in Anwesenheit einer hohen Konzentration des Inhibitors;
unteres Kurvenplateau
I1Cs0: Konzentration des Inhibitors, die die Bindung des Radioliganden um 50%

reduziert; Wendepunkt des Sigmoids
[X]: Logarithmus der Konzentration des Inhibitors
ny: Hill-Koeffizient; Mal fir die Steilheit der Kurve

Bei einer kompetitiven Verdrangung des Radioliganden durch den Inhibitor, sollte ein
Hill-Koeffizient von ny = -1 erhalten werden. Dann kann die Affinitat des Inhibitors

zum Rezeptor ermittelt werden (Cheng und Prusoff, 1973):

K. = —IC5°
- 1+[L/K,
Gleichung 9
Ki: Affinitét des Inhibitors zum Rezeptorprotein

Die homologe Inhibition ist ein Sonderfall des Kompetitionsexperimentes, bei dem
sich Radioligand und Inhibitor lediglich durch die radioaktive Markierung
unterscheiden. Wird die radioaktive Markierung durch Tritierung vorgenommen, so
sind die physiko-chemischen Eigenschaften des Radioliganden und der Ausgangs-
substanz identisch. Die Affinitat des Radioliganden und seines homologen Inhibitors

zum Rezeptor ist dann gleich (Kp = Kj). Gleichung 9 vereinfacht sich zu:

Kp =1Cg —[L]
Gleichung 10

Somit kann der Kp-Wert aus dem Wendepunkt des erhaltenen Sigmoids und der

Konzentration des eingesetzten Radioliganden errechnet werden. Die gleichen
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Parameter liefern unter Berlcksichtigung der spezifischen Bindung (DeBlasi et al.,

1989) auch die maximale Anzahl von Bindungsstellen (Bmax):

IC
Bmax = BO 20
[L]
Gleichung 11
Bo: spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit des Kompetitors

2.7.1.1 Versuchsdurchfiihrung mittels Einzelfiltration

Die homologe kompetitive Inhibition wurde als Dreifachbestimmung mit unten
beschriebenen Versuchsansatzen durchgefihrt. Dazu wurden die einzelnen
Komponenten in Reagenzglaser pipettiert, geschuttelt (Vortex Genie 2 Rotations-
mischgerat) und bei 23°C 120 min lang (Membransuspensionen aus Herzventrikeln

des Hausschweins) im GFL 1083 Schuttelwasserbad inkubiert.

Ansatz zur Bestimmung der Gesamtbindung (Gesamtvolumen 1500 pl)

[’HINMS-Lésung (Endkonzentration 0,2 nM) 100 pl
Aqua destillata 50 pl
Na, K, Pi-Puffer 5,65 mM (Endkonzentration) 1100 pl
Membransuspension verdinnt in Na, K, Pi-Puffer 5 mM 250 pl

Ansatz zur Bestimmung der unspezifischen Bindung (Gesamtvolumen 1500 ul)

[’HINMS-Lésung (Endkonzentration 0,2 nM) 100 pl
Atropin-Lésung 3x10° M (Endkonzentration 1x10° M) 50 pl
Na, K, Pi-Puffer 5,65 mM (Endkonzentration 5 mM) 1100 pl
Membransuspension verdinnt in Na, K, P;-Puffer 5 mM 250 ul

Ansatz zur Bestimmung der NMS-Bindung (Gesamtvolumen 1500 ul)

[PH]NMS-Lésung (Endkonzentration 0,2 nM) 100 pl
NMS-L6sungen (Verdlinnungsreihe) 50 pl
Na, K, Pi-Puffer 5,65 mM (Endkonzentration 5 mM) 1100 pl
Membransuspension verdinnt in Na, K, P;-Puffer 5 mM 250 pl

Es kamen acht unterschiedliche Konzentrationen aus einer NMS-Verdiunnungsreihe
zum Einsatz (Endkonzentration: 3x10™" / 1x107°/ 3x10™'°/ 1x10° / 3x10° / 1x10®/
1x107 / 1x10® M). Atropin diente der Verdrangung von NMS und [°H]NMS aus der
spezifischen Bindung, und damit zur Bestimmung der unspezifischen Bindung. Zum
Abtrennen der membrangebundenen Radioaktivitat wurden jeweils 1000 ul eines
jeden Reaktionsansatzes uber GF6 Glasfaserfilter einzeln filtriert (Einzelfilteranlage).

Die Filter wurden innerhalb von max. 15 s mit 2 x 5 ml eisgekuhltem Na, K, P;-Puffer
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5 mM gespdlt. Die Filter waren vorher zur Minimierung der unspezifischen Bindung
fur min. 2 h in PEI-L6sung 0,25% aufbewahrt worden. Die Filter mit der membran-
gebundenen Radioaktivitat wurden in PE Szitillations-Messgefalde 21 ml Uberfuhrt
und mit 5 ml eines gewebelésenden Szitillationscocktails (Ready Protein)
ubergossen. Nach einer Einwirkzeit von mindestens 60 min wurde die Radioaktivitat

der Proben im Beckman LS 6000 SC Flussigkeits-Szitillations-Zahlgerat bestimmt.

2.7.1.2 Versuchsdurchfithrung am Brandel Cell Harvester

Die homologe kompetitive Inhibition am Brandel Cell Harvester mit 48 Bohrungen
wurde mit gleichen Reaktionsansatzen, wie in 2.7.1.1 (S. 38) beschrieben, als
Zweifachbestimmung durchgefihrt. Derart wurden unterschiedliche Membran-
suspensionen (2.4, S. 22) untersucht. Die Inkubationszeit (tinkubation) bei 23°C im
Schiittelwasserbad von [*HINMS fiir die individuelle Membransuspension wurde nach

folgender Formel berechnet:

t =51

Inkubation 1/ 2,Dissoziation

Gleichung 12

t4/2, Dissoziation Dissoziationshalbwertszeit des Radioliganden in Abwesenheit des Inhibitors

Es kamen neun unterschiedliche Konzentrationen aus einer NMS-Verdunnungsreihe
zum Einsatz (Endkonzentration: 1x107? / 1x10™"" / 3x10""/ 1x107"°/ 3x107"°/ 1x10°/
3x10° / 1x10® / 1x107 M). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Reaktionsansatze am Brandel Harvester Uber einer Filtermatte (Whatman GF/B,
Brandel Part # FBP-148L) in maximal 30 s filtriert und mit eisgekuhltem Na, K, P;-
Puffer 40 mM zweimal gespult. Die Filtermatte war zuvor in PEI-L6sung 0,1% fur 30
min eingelegt worden. Der Filtrationsrickstand eines jeden Reaktionsansatzes
konnte gewonnen werden, indem entsprechende kreisrunde Areale aus der
Filtermatte gestanzt wurden. Die Filterstanzlinge mit der membrangebundenen
Radioaktivitat wurden in PE Szitillations-Messgefalde 21 ml dberfihrt und mit 5 ml
eines gewebeldsenden Szitillationscocktails (Ready Protein) Ubergossen. Nach einer
Einwirkzeit von mindestens 60 min wurde die Radioaktivitat der Proben im Beckman
LS 6000 SC Flussigkeits-Szitillations-Zahlgerat bestimmit.



40 Materialien und Methoden

2.7.2 Heterologe allosterische Interaktion

Binden zwei unterschiedliche Liganden am gleichen Rezeptor an zwei
unterschiedlichen Stellen, so kdnnen im Reaktionsgleichgewicht drei verschiedene
Rezeptor-Ligand-Komplexe beschrieben werden (Ehlert, 1988). Man spricht vom

ternaren Kooperativitatsmodell.

[Al + [R] + [L] [A] + [RL]
KL
Ka oKa
oK
[AR] +[L] === [ARL]
Gleichung 13
[A]: Konzentration des allosterischen Liganden
[R]: Konzentration des Rezeptors
[L]: Konzentration des orthosterischen Liganden
[AR], [RL], [ARL]: Konzentration der jeweiligen Rezeptor-Ligand-Komplexe
K Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des orthosterischen Liganden
Ka: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des allosterischen Liganden
o Kooperativitatsfaktor
o>1: negative Kooperativitat
a=1: neutrale Kooperativitat
O<ac<1: positive Kooperativitat

Das Bindungsareal am Rezeptor, welches einen klassischen Agonisten oder
Antagonisten bindet, wird als orthosterische Bindungsstelle bezeichnet. Ein
allosterischer Ligand bindet an einer weiteren Bindungsstelle am Rezeptor. Dabei
beeinflussen sich die Affinitaten, ausgedruckt als Gleichgewichts-Dissoziations-
konstanten, des orthosterischen und allosterischen Liganden wechselseitig im
gleichen Ausmal® und in gleicher Richtung. Der Kooperativitatsfaktor o ist eine
MalRzah!l fur diese gegenseitige Beeinflussung. Man spricht von negativer
Kooperativitat (. > 1), wenn die jeweilige Affinitat der Liganden zum Rezeptor durch
die allosterische Interaktion abnimmt. Eine entsprechende Zunahme der Affinitat wird
als positive Kooperativitat (0 < o < 1) bezeichnet. Eine neutrale Kooperativitat kommt
zustande, wenn die Affinitaten unbeeinflusst bleiben (o = 1). Die Gleichgewichts-
Dissoziationskonstante (K. bzw. Ka) setzt sich aus den Geschwindigkeitskonstanten

fir die Assoziation (k+) und fur die Dissoziation (k.1) zusammen. Daraus wird
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ersichtlich, dass die Beeinflussung der Affinitat Uber die Verlangsamung oder
Beschleunigung der Assoziation bzw. der Dissoziation zustande kommt. Eine
alleinige Dissoziationsverzogerung wurde demnach zu einer positiven Kooperativitat,
eine isolierte Assoziationsverlangsamung zu einer negativen Kooperativitat, fihren.
Aus dem beschriebenen ternaren Kooperativitatsmodell kann eine Gleichung
abgeleitet werden, die der Bestimmung der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante
Ka und des Kooperativitatsfaktors a dient (Ehlert, 1988):

[L]+K,

B,.., =B,

spez

Ka +IA]

KA+[A%

[L]+K, -

Gleichung 14

Bspez:  spezifische Bindung des orthosterischen Radioliganden in Anwesenheit des
allosterischen Liganden
Bo: spezifische Bindung des orthosterischen Radioliganden in Abwesenheit des

allosterischen Liganden

Zu diesem Zweck wird die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante K_ in einem
homologen Kompetitionsexperiment zuvor bestimmt, und die Radioligand-
konzentration [L] auf den eingesetzten Wert konstant gesetzt. Die Konzentration des

allosterischen Liganden [A] wird variiert.

2.7.2.1 Versuchsdurchfiihrung mittels Einzelfiltration

Die heterologe allosterische Interaktion wurde entsprechend den unten stehenden
Versuchsansatzen, ansonsten aber wie die homologe kompetitive Inhibition (2.7.1.1,

S. 38) mit individuell berechneten Inkubationszeiten gemessen.

Ansatz zur Bestimmung der Gesamtbindung (Gesamtvolumen 1500 pl)

[3H]NMS-L('jsung (Endkonzentration 0,2 nM) 100 pl
Aqua destillata 25 i
Na, K, P;-Puffer 5,65 mM (Endkonzentration 5 mM) 1125 pl
Membransuspension verdinnt in Na, K, P-Puffer 5 mM 250 ul

Ansatz zur Bestimmung der unspezifischen Bindung (Gesamtvolumen 1500 ul)

[PHINMS-Lésung (Endkonzentration 0,2 nM) 100 pl
Atropin-Lésung 6x10° M (Endkonzentration 1x10° M) 25 yl
Na, K, Pi-Puffer 5,65 mM (Endkonzentration 5 mM) 1125 pl

Membransuspension verdinnt in Na, K, P-Puffer 5 mM 250 pl
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Ansatz zur Bestimmung der Inhibitor-Bindung (Gesamtvolumen 1500 pl)

[PH]NMS-Lésung (Endkonzentration 0,2 nM) 100 pl
Inhibitor-Losungen (Verdlinnungsreihe) 25 pl
Na, K, Pi-Puffer 5,65 mM (Endkonzentration 5 mM) 1125 pl
Membransuspension verdunnt in Na, K, Pi-Puffer 5 mM 250 pl

Die Inkubationszeit wurde als das Funffache der Assoziationshalbwertszeit des
Radioliganden in Anwesenheit des Inhibitors berechnet. Die Assoziationshalbwerts-
zeit des Radioliganden kann nach unten stehender Gleichung (Lazareno und

Birdsall, 1995) naherungsweise berechnet werden:

t =1 1 —[X]
1/2 Ass, Inhibitor — *1/2 Diss, Kontrolle ' + EC
50, Diss

Gleichung 15

t12 ass, nnivitor:~~ ASsoziationshalbwertszeit des Radioliganden in Anwesenheit des Inhibitors

t1/2 Diss, kontrolle: - Dissoziationshalbwertszeit des Radioliganden in Abwesenheit des Inhibitors
(Kontrollbedingungen)

[X: Konzentration des Inhibitors

ECso, piss: Konzentration des Inhibitors, die die Dissoziationsgeschwindigkeit des
Radioliganden um 50% reduziert

In den meisten Fallen kann davon ausgegangen werden, dass sich die Bindung von
Rezeptor, Radioligand und Inhibitor im Gleichgewicht befindet, wenn die Inkubations-

zeit derart berechnet wird.

2.8 Dissoziationsexperimente

Reagieren Rezeptor R und Radioligand L entsprechend der Gleichung 2 reversibel
miteinander, so lasst sich die zeitabhangige Veranderung der Konzentration des
Rezeptor-Ligand-Komplexes durch nachstehende Differentialgleichung beschreiben:

dRL] Rk .-
T =k RI-LI-k[RL]

Gleichung 16

Im Reaktionsgleichgewicht verlaufen Assoziation (k+1-[R]-[L]) und Dissoziation
(k-1 [RL]) gleich schnell, die Konzentration des Rezeptor-Ligand-Komplexes
verandert sich nicht. Gibt man dem Reaktionsansatz einen etwa tausendfachen

Uberschuss eines dem Radioliganden kompetitiven Antagonisten hinzu, so wird die
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Assoziation zwischen Rezeptor und Radioligand nahezu vollstandig unterbunden.
Lediglich der Zerfall des Rezeptor-Radioligand-Komplexes geht unvermindert weiter.
Die Abnahme der Konzentration des Rezeptor-Ligand-Komplexes kann dann so
beschrieben werden:

—@:k [RL]
dt -

Gleichung 17

Durch Integration der oben stehenden Gleichung erhalt man eine monoexponentielle
Funktion, die den zeitabhangigen Dissoziationsverlauf des Radioliganden aus dem

Rezeptor-Ligand-Komplex beschreibt:

[RL], = [RL], - ™" +u

Gleichung 18

[RL]}: Gesamtbindung des Radioliganden zum Zeitpunkt t
[RL]o: spezifische Bindung des Radioliganden im Bindungsgleichgewicht
t: Zeitpunkt der Bestimmung von [RL];

u: unspezifische Bindung des Radioliganden

Entsprechend der Definition der Halbwertszeit t1, und durch Umformung der oberen

Gleichung, kann die Dissoziations-Geschwindigkeitskonstante berechnet werden:

Gleichung 19

Wie in 2.7.2, S. 40 beschrieben, kann ein allosterischer Modulator die
Geschwindigkeiten der Assoziation und der Dissoziation verandern. Wahrend auch
kompetitive Antagonisten die Assoziation beeinflussen kbénnen, ist es ein
Charakteristikum der allosterischen Modulatoren, die Dissoziationsgeschwindigkeit
zu verandern (Kostenis und Mohr, 1996; Lazareno und Birdsall, 1996). Denn eine
Substanz, die den Zerfall des Rezeptor-Ligand-Komplexes zu modulieren vermag,
muss zwangslaufig an einer anderen als der orthosterischen Bindestelle mit dem
Rezeptor interagieren. In dieser Arbeit wurde nur eine Dissoziationsverlangsamung
beobachtet, prinzipiell ist aber auch eine Beschleunigung der Dissoziation denkbar.

Wird die auf einen Kontrollwert (K.1, kontrole) bezogene Dissoziations-Geschwin-
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digkeitskonstante (K.1. moduiator) 9€gen den Logarithmus der Konzentration des
Modulators aufgetragen, so erhalt man eine sigmoidale Konzentrations-Wirkungs-
Kurve, die durch eine vier Parameter enthaltende logistische Gleichung (Hill, 1910;

Barlow und Blake, 1989) beschrieben werden kann:

k—1,ModuIator — kapp — Bottom + TOp - BOttO:n
k—1,KontroIIe kO 1 n EC0’5 ;
10*
Gleichung 20
K-1. Modulator: Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante in Anwesenheit einer definierten

Konzentration des Modulators; entspricht der apparenten Dissoziations-
geschwindigkeitskonstante (Kapp)
K-1, Kontrolle: Dissoziations-Geschwindigkeitskonstante in Abwesenheit des Modulators

auch als kq bezeichnet

Bottom: unteres Kurvenplateau; maximaler Effekt
Top: oberes Kurvenplateau
ECos: Konzentration des Modulators, die die Dissoziations-

Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert;
Wendepunkt des Sigmoids
[X: Logarithmus der Konzentration des Modulators

NH: Hill-Koeffizient; MalR fir die Steilheit der Kurve

Der Wendepunkt der Konzentrations-Wirkungs-Kurve (ECy s-Wert) liefert ein Maf} fur
die Affinitdt (Kp) des Modulators zum Ligand-besetzten Rezeptor (Lazareno und
Birdsall, 1995; Kostenis und Mohr, 1996; Lazareno und Birdsall, 1996), wenn
folgende Bedingung erfullt ist: In Gegenwart des allosterischen Modulators sind die

Dissoziationsverlaufe des Radioliganden monophasisch.
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Vermittelt der Modulator am Ligand-besetzten Rezeptor seinen Effekt, indem er eine
hochaffine und niedrigaffine Bindungsstelle erkennt, dann kann der konzentrations-

abhangige Effekt des Modulators durch nachstehende Gleichung beschrieben

werden:
K i Moduator _ Kapp Bott (Top —Bottom)-Fraktion1 (Top —Bottom)-(1-Fraktion 1)
- =bottom + 1+1 O(X’IOQECU,SDissH)) + 1+1 O(X’IOQECU,SDiss(z))
-1, Kontrolle 0
Gleichung 21

ECospiss (120  Konzentrationen des Modulators, die die Dissoziations-Geschwindigkeits
konstante des Radioliganden flir die hochaffine (1) und die niedrigaffine (2)
Bindestelle fir den Modulator innerhalb des jeweiligen Effektanteils halb
maximal reduzieren

Fraktion 1: Effektanteil des maximal erreichbaren Effektes tber die hochaffine
Bindestelle; der Effektanteil der niedrigaffinen Bindestelle errechnet sich

als 1-Fraktion 1.

2.8.1 Dissoziationsexperimente mit Mehrpunkterfassung

2.8.1.1 Versuchsdurchfithrung von Dissoziationsexperimenten
mit einem allosterischen Modulator

Zur Erfassung vollstandiger Dissoziationsverlaufe eines Radioliganden aus seinem
Rezeptor-Ligand-Komplex wurden maximal funf Reaktionsansatze, entsprechend
dem unten beschriebenen Protokoll zur Bestimmung des Dissoziationsverlaufs, in 50
ml Erlenmeyerkolben pipettiert. Die Zugabe der Membransuspension startete die
Inkubationszeit. Nach 30 Minuten bei 23°C im Schuttelwasserbad wurden 3 Proben
zu je 1.000 pl zur Bestimmung der Gesamtbindung des Radioliganden dem

jeweiligen Reaktionsansatz enthommen.

Ansatz zur Bestimmung des Dissoziationsverlaufs

[’H]NMS-Lésung (Endkonzentration 0,2 nM) 1.600 pl
Aqua destillata 200 pl
Na, K, P-Puffer (Endkonzentration 5 mM) 16.800 pl

Membransuspension verdunnt in Na, K, Pi-Puffer 5 mM 4.000 pl

Die Dissoziation des Rezeptor-Radioligand-Komplexes wurde durch Zugabe von
1.400 pl einer im PE Szintillations-Messgefald 21 ml gemischten Startldsung der

Messung zuganglich gemacht. Dabei kamen, wie nachstehend beschrieben, zwei
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unterschiedliche Startlésungen zum Einsatz. Der Zusatz des allosterischen

Modulators bewirkte in dieser Arbeit immer eine Dissoziationsverzogerung.

Startlosung ohne Modulator (Kontrolle) (Gesamtvolumen 1.400 ul)

Aqua destillata 700 pl
Atropin-Lésung 3x10° M (Endkonzentration 1x10° M) 700 pl

Startlosung mit allosterischem Modulator (Gesamtvolumen 1.400 ul)

Alloster-L6sung (Konzentrationsvariationen) 700 pl
Atropin-Lésung 3x10™° M (Endkonzentration 1x10° M) 700 pl

Der Dissoziationsverlauf des Radioliganden in den Reaktionsansatzen wurde mittels
Entnahme von 20 Proben zu je 1.000 pl tGber einen Zeitraum von 120 min verfolgt.
Die Probenentnahme und -aufbereitung erfolgte wie unter 2.7.1.1 (S. 38)

beschrieben.
2.8.1.2 Versuchsdurchfithrung von Dissoziationsexperimenten

mit zwei allosterischen Modulatoren

Dissoziationsexperimete kdonnen auch in Anwesenheit zweier allosterischer
Modulatoren durchgefuhrt werden. Das Versuchsprotokoll ist dabei bis auf die
Startlésungen und veranderte Volumina im Reaktionsansatz so beschaffen, wie in
2.8.1.1 (S. 45) beschrieben.

Ansatz zur Bestimmung des Dissoziationsverlaufs

[’HINMS-Lésung (Endkonzentration 0,2 nM) 1.600 pl
Aqua destillata 150 i
Na, K, Pi-Puffer (Endkonzentration 5 mM) 17.200 pl

Membransuspension verdinnt in Na, K, P;-Puffer 5 mM 4.000 pl

Startlosung ohne Modulator (Kontrolle) (Gesamtvolumen 1.050 ul)

Aqua destillata 700 pl
Atropin-Lésung 6x10° M (Endkonzentration 1x10° M) 350 pl

Startldsung mit zwei allosterischen Modulatoren (Gesamtvolumen 1.050 pl)

Alloster-Losung 1 (Konzentrationsvariationen) 350 pl
Alloster-Losung 2 (Konzentrationsvariationen) 350 pl
Atropin-Lésung 6x10° M (Endkonzentration 1x10° M) 350 pl
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2.8.2 Dissoziationsexperimente mit Zweipunkterfassung

Die theoretischen Grundlagen zur Durchfihrung und Auswertung von Dissoziations-
experimenten mit Zweipunkterfassung sind ausfuhrlich beschrieben (Kostenis und
Mohr, 1996). Bei einem solchen Vorgehen werden lediglich zwei Zeitpunkte im
Dissoziationsverlauf zur Bestimmung der Dissoziations-Geschwindigkeitskonstante
(k1) erfasst. Diese Vorgehensweise ermoglicht einen wesentlich hdheren Versuchs-
durchsatz, als die Methode der Erfassung vollstandiger Dissoziationsverlaufe. Die
Dissoziations-Geschwindigkeitskonstante (k.1) kann nach folgender Formel

berechnet werden:

In( [RL]t,spez j
[RL],
q = f
Gleichung 22
[RL]; spez: spezifische Bindung des Radioliganden zum Zeitpunkt t
[RL]o: spezifische Bindung des Radioliganden im Bindungsgleichgewicht
t: Zeitpunkt der Bestimmung von [RL]; spe-

2.8.2.1 Versuchsdurchfiihrung

Die Dissoziationsexperimente mit Zweipunkterfassung wurden mithilfe eines Brandel
Cell Harvester MB-482 mit 48 Bohrungen betrieben. Die Reaktionsansatze zur
Bestimmung der Gesamtbindung, der unspezifischen Bindung und zur Bestimmung
der Radioligand-Dissoziation wurden in Reagenzglaser (Borsilikatglas 16 x 100 mm)
pipettiert. Jeder Reaktionsansatz wurde zweifach angesetzt. Die Membran-
suspension wurde 30 Minuten lang bei 23°C im Schittelwasserbad mit dem

Radioliganden inkubiert.

Ansatz zur Bestimmung der Gesamtbindung (Gesamtvolumen 1.000 ul)

[PH]NMS-Lésung 100 nM (Endkonzentration 1 nM) 10 ul
Aqua destillata 10 pl
Na, K, P; — Puffer 5,21 mM (Endkonzentration 5 mM) 480 pl

Membransuspension verdunnt in Na, K, Pi-Puffer 5 mM 500 pl
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Ansatz zur Bestimmung der unspezifischen Bindung (Gesamtvolumen 1.000 ul)

[PHINMS-Lésung 100 nM (Endkonzentration 1 nM) 10 pl
Atropin-Lésung 3x10™* M (Endkonzentration 3 pM) 10 ul
Na, K, P; — Puffer 5,21 mM (Endkonzentration 5 mM) 480 pl
Membransuspension verdinnt in Na, K, P;-Puffer 5 mM 500 ul

Ansatz zur Bestimmung der Radioligand-Dissoziation (Gesamtvolumen 1.000 ul)

[PH]NMS-Lésung 100 nM (Endkonzentration 1 nM) 10 ul
Aqua destillata 10 pl
Na, K, P; — Puffer 5,21 mM 480 pl
Membransuspension verdunnt in Na, K, Pi-Puffer 5 mM 500 pl

Der Zusatz von jeweils 1.000 ul Startldsung, angesetzt im Reagenzglas aus
Borsilikat, zu den Reaktionsansatzen zur Bestimmung der Radioligand-Dissoziation

machte die Dissoziation messbar.

Startlosung ohne Modulator (Kontrolle) (Gesamtvolumen 1.000 ul)

Aqua destillata 500 pl
Atropin [1,2x10°M] in Na, K, P; — Puffer 10 mM
(Atropin-Endkonzentration 6 uM) 500 pl

Startlosung mit allosterischem Modulator (Gesamtvolumen 1.000 pl)

Alloster-Losung (Konzentrationsvariationen) 500 pl
Atropin [1,2x10'5M] in Na, K, P; — Puffer 10 mM
(Atropin-Endkonzentration 6 M) 500 pl

Die Reaktionsansatze wurden am Brandel-Harvester uber einer Filtermatte
(Whatman GF/B, Brandel Part # FBP-148L) in maximal 30 s filtriert und mit
eisgekuhltem Na, K, P;-Puffer 40 mM zweimal gespdult. Die Filtermatte war zuvor in
PEI-L6ésung 0,1% fir 30 min eingelegt worden. Die Zeit zwischen Zugabe der
Startlésung und Beendigung der Reaktion mittels Filtration (tos) wurde nach unten

stehender Formel berechnet:

t, =175-t

1/2,Dissoziation

Gleichung 23

t1/2, Dissoziation Dissoziationshalbwertszeit des Radioliganden in Abwesenheit des Modulators

Dabei wurde beriicksichtigt, dass [PHINMS je nach Membransuspension eine
unterschiedliche Dissoziationshalbwertszeit aufweist. Der Filtrationsriickstand eines
jeden Reaktionsansatzes konnte gewonnen werden, indem entsprechende

kreisrunde Areale aus der Filtermatte gestanzt wurden. Die Filterstanzlinge mit der
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membrangebundenen Radioaktivitdt wurden in PE Szitillations-Messgefalle 21 ml
uberfuhrt und mit 5 ml eines gewebel6senden Szitillationscocktails (Ready Protein)
ubergossen. Nach einer Einwirkzeit von mindestens 60 min wurde die Radioaktivitat

der Proben im Beckman LS 6000 SC Flussigkeits-Szitillations-Zahlgerat bestimmt.

2.9 Interaktion zwischen allosterischen Modulatoren

In dieser Arbeit wurden Dissoziationsexperimente mit unterschiedlichen
allosterischen Modulatoren (1.1 S. 17) in Anwesenheit von Hexamethonium
durchgefuhrt. Das Versuchprotokoll ist in 2.8.1.2 (S. 46) beschrieben. Obidoxim und
Hexamethonium sind schwache allosterische Modulatoren (Trankle et al., 1996) und
kénnen selbst bei hdchsten Konzentrationen die Dissoziation von [PH]NMS aus dem
Rezeptor-Ligand-Komplex nur verlangsamen. Stark wirksame allosterische
Modulatoren, z. B. WDuo3 oder Tacrin, dagegen vermdgen bei einer
entsprechenden Konzentration die Dissoziation des Radioliganden vollstandig zu
hemmen. In Dissoziationsexperimenten mit zwei allosterischen Modulatoren vermag
der schwacher wirksame Modulator den Effekt (Dissoziationsverzogerung von
[PH]NMS) des stark wirksamen allosterischen Modulators zu antagonisieren (Ellis und
Seidenberg, 1992; Trankle und Mohr, 1997). In diesem Zusammenhang werden die
schwach wirksamen allosterischen Modulatoren als Antagonisten (partiell wirksamer
Agonist) und die stark wirksamen allosterischen Modulatoren einfach als
Modulatoren (Agonisten) bezeichnet. Eine ausfuhrliche Einfuhrung in die Analyse
von Dissoziationsexperimenten mit zwei allosterischen Modulatoren findet sich in der
Dissertationsarbeit von Uwe Schulz (Schulz, 1998). Die Art der antagonistischen
Interaktion kann durch drei verschiedene Modelle, hier als Modelle 1 bis 3
bezeichnet, beschrieben werden. Modell 1 beschreibt eine kompetitive, Modell 2 eine
nicht-kompetitive und Modell 3 eine kooperative Interaktion des Antagonisten mit
dem Modulator. Die Ergebnisse von Dissoziationsexperimenten mit zwei
allosterischen Modulatoren, die am besten durch das Model 1 oder 2 beschrieben
werden, konnen mit Hilfe der Waud-Gleichung (Waud, 1975; Lazareno und Birdsall,
1993) analysiert werden. Diese Gleichung stellt eine Kombination aus einer
logistischen Funktion und der Schild-Gleichung (Arunlakshana und Schild, 1958) dar:
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s MH
ECO,E/Kontrolle ) [E] + 1}
Effekt = (E,_,, —basal)/(1+ d )+ basal
[A]
Gleichung 24

Effekt: Verzogerung der [PHINMS-Dissoziation (kapp/Ko); abhéngige Variable
Emax: maximal erreichbarer Effekt des Modulators
basal: Effektniveau in Abwesenheit des Modulators
[Al: Konzentration des Modulators (Agonist); unabhangige Variable
[Bl: Konzentration des Antagonisten; unabhangige Variable

ECo s/kontrolle: Konzentration des Modulators A, in Abwesenheit des Antagonisten B, die die

Dissoziations-Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal

reduziert;
Kp: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des Antagonisten B
s: Steigung der Schild-Geraden
Ny: Steilheit der Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Modulators

Eine kooperative Interaktion von Modulator und Antagonist kann durch Modell 3
unter Zuhilfenahme einer erweiterten Waud-Gleichung (Lazareno und Birdsall, 1995)

beschrieben werden:

EC 1+B]-K, |"
Effekt — (Emax B basal)/(1 + 0,5/Kontrolle . [ ] X )+ basal
[A]  1+B-[BIK,
Gleichung 25
B: Kooperativitatsfaktor; Maf fur die Interaktion zwischen Antagonist und Modulator

Ky Gleichgewichts-Assoziationskonstante des Antagonisten B; (K, = 1/K,; logKy = -logK},)

Wenn Datensatze aus Dissoziationsexperimenten mit zwei allosterischen
Modulatoren am besten mit dem Modell 1 (Gleichung 24 und s = 1) beschrieben
werden konnten, dann wurde aus einem reduzierten Datensatz, lediglich zu
Darstellungszwecken, eine Schild-Gerade mit der Steigung eins konstruiert. Analog
dazu wurde, wenn der Datensatz besser mit Modell 2 beschrieben werden konnte
(Gleichung 24 und s # 1), eine Schild-Gerade mit einer Steigung ungleich eins an
den reduzierten Datensatz angepasst. In beiden Fallen lag der Geraden die Schild-

Gleichung (Arunlakshana und Schild, 1958) zugrunde:
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log(VF —1) =pK, +s-log[B]

Gleichung 26

VF: Verschiebungsfaktoren, berechnet aus (konstruierten) parallel verschobenen
Konzentrations-Wirkungs-Kurven (VF = ECg 5 antagonist/ ECo,5 kontrolle)

pKy:  negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des
Antagonisten B

s: Steigung der Regressionsgeraden (Schild-Steigung)

Die kooperative Interaktion zwischen Antagonist und Modulator (Modell 3, Gleichung
26) wurde mit einem reduzierten Datensatz anhand der Lanzafame-Gleichung

(Lanzafame et al., 1996) dargestellt:

a-K,
log(VF —-1)=log(a—1)— Iog[ B] + 1)

Gleichung 27

o Kooperativitatsfaktor; berechnet als o = 1/p (B aus Gleichung 25)

2.10 Statistische Methoden

2.10.1 Vergleich unterschiedlicher Modelle

In Rezeptorbindungsstudien werden die Ergebnisse unter der Vorstellung von
Modellen an mathematische Funktionsgleichungen angepasst. Stehen verschiedene
Modelle zur Auswahl, kann mittels des F-Testes (Motulsky, 1996a; Motulsky, 1996b)
statistisch entschieden werden, welches Modell die zur Verfigung stehenden
Datenpunkte am besten beschreibt. Die Anzahl der Variablen einer Gleichung und

die Anzahl der bestimmten Messpunkte definiert die Anzahl der Freiheitsgrade (DF):

DF=N-v
Gleichung 28

N: Anzahl der zur Verfugung stehenden Messpunkte

v: Anzahl der Variablen in der dem Modell zugrundeliegenden Gleichung
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Die Summe der Fehlerquadrate (SS) wird nach folgender Formel berechnet:

SS=Y(Y,-R,)?

Gleichung 29

Yo n ermittelte Werte fUr die unabhangige Zielvariable (z. B. Effekt eines Modulators)

Ry n durch Regression errechnete Werte fir die unabhangige Zielvariable

Beim F-Test werden die Freiheitsgrade und die Summe der Fehlerquadrate des
einfacheren Modells (Modell 1, DF4, SS4, weniger Variablen) in Verhaltnis zum

komplexeren Modell (Modell 2, DF,, SS,, mehr Variablen) gesetzt:

_ (SS, -SS,)/(DF, —DF,)
SS, /DF,

F

Gleichung 30

Der errechnete F-Wert wird fir ein vorher festgelegtes Signifikanzniveau (p = 0,05)
mit tabellierten Werten verglichen, um entscheiden zu kénnen, ob das einfachere
Modell die zur Verfugung stehenden Datenpunkte hinreichend genau beschreibt,
oder ob das komplexere Modell benutzt werden muss. Letztlich wird verglichen, ob
die Einfihrung zusatzlicher Variablen die Summe der Fehlerquadrate uber-
proportional reduzieren kann. Werden Modelle mit der gleichen Anzahl an Variablen
miteinander verglichen, wird kein F-Test betrieben. Dem Modell mit der kleineren
Summe der Fehlerquadrate wird der Vorzug gegeben.

Der F-Test, fest im Computerprogramm GraphPad Prism® verankert, war bei der
Analyse von Datensatzen mithilfe von Gleichungen mit einer unabhangigen Variable
(y = f(x)) leicht zuganglich. Der Einsatz von Gleichungen, zur Analyse von Daten-
satzen, mit zwei unabhangigen Variablen (y = f(x,z)), wie bei Dissoziations-
experimenten mit zwei allosterischen Modulatoren (2.9, S. 49), erforderte die

manuelle Einbindung des F-Testes in das Computerprogramm SigmaPlot®.

2.10.2 Vergleich von Mittelwerten

Statistische Vergleiche von Mittelwerten untereinander wurden mithilfe des
Computerprogramms GraphPad InStat® durchgefiihrt. Beim Vergleich mehrerer
Mittelwerte untereinander wurde der ,Turkey-Kramer Multiple Comparisons Test“ und
beim Vergleich von zwei Mittelwerten untereinander der zweiseitige Zweistichproben

t-Test (,two-tailed P value®) angewandt.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der [’HJNMS-Bindung an Membransuspen-
sionen

Alle untersuchten Membransuspensionen wurden in Na, K, P; — Puffer 5 mM

hergestellt. Notwendige Verdinnungen wurden im gleichen Puffer vorgenommen.

3.1.1 Membransuspensionen aus Herzventrikeln des Hausschweins

Membransuspensionen aus Herzventrikeln des Hausschweines (HSV-(Mz)) wurden
in homologen kompetitiven Inhibitionsexperimenten hinsichtlich ihrer [PHINMS-
Bindung charakterisiert. Die Datensatze der [PHINMS-Gesamtbindung aufgetragen
gegen den Logarithmus der NMS-Konzentration wurden mithilfe der Gleichung 8, S.

37 analysiert. In Abbildung 1 ist ein reprasentatives Experiment dargestellt.

2500+
2000+ i_—/
1500
1000+

500+

[3H]NMS - Gesamtbindung
(dpm/ml)

0-
Mittelwerte + Standardfehler
T T 1

— T T T T T
-0 -12-11-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
NMS (log M)

Abbildung 1: Homologe kompetitive Inhibition zwischen [3H]NMS (0,2 nM) und nicht markiertem NMS
zur Charakterisierung der M,-Rezeptoren einer Membransuspension aus Hausschwein-Herzventrikeln
(HSV-(M,)) durch die Bestimmung des pKp- und B.c-Wertes. Der Hill-Koeffizient ist auf ny = —1
konstant gesetzt. Ordinate: [3H]NMS-Gesamtbindung (dpm/ml). Abszisse: Logarithmus der molaren
Konzentration des Inhibitors NMS (log M). Datenpunkte: Mittelwerte + Standardfehler aus einer
Dreifachbestimmung; reprasentatives Experiment. Kurvenanpassung: Gleichung 8, S. 37.

Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, HSV-(M,)-Membransuspension.
Die aus den KenngroRen der Kurvenanpassung (ICsp, maximales und minimales
Bindungsniveau) ermittelten pKp- und Bnax-Werte fur die einzelnen Membran-

suspensionen sind in Tabelle 5, S. 56 zusammengestellt. Die Steigung der

Bindungskurven war bis auf eine Ausnahme in allen Fallen nicht signifikant
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verschieden von ny = -1 (F-Test, p = 0,05). Dies deutet auf das Vorliegen einer
homogenen Population nicht interagierender Rezeptorproteine hin. Beim Inhibitions-
experiment mit einer Inkubationszeit von 24 h wurde fur die Bindungskurve eine
Steigung von ny = -0,77 + 0,06 gefunden. Fur die Abschatzung des pKp- und Bmax-
Wertes wurde die Steigung dennoch auf ny = -1 gesetzt. In orientierenden
Inhibitionsversuchen wurde eine Inkubationszeit von 12 h, 24 h und 48 h gewahlt, um
abschatzen zu konnen, ob die Bindungseigenschaften der HSV-(Mz)-Membran-
suspension fur [PHINMS (iber die genannten Zeitrdume unverandert bleiben. Diese
Information war noétig, um spater beschriebene heterologe Inhibitionsexperimente mit
langen Inkubationszeiten (3.8, S. 118) besser beurteilen zu kénnen. Die maximale
Anzahl der Bindungsstellen verringert sich nach einer Inkubationszeit von 12 h und
24 h auf etwa die Halfte und nach 48 h auf ein Funftel gegenliber der Anzahl bei
einer Inkubationszeit von 2 h. Die Affinitat fiir ["HINMS bleibt jedoch nahezu
unverandert (Tabelle 5, S. 56).

3.1.2 Membransuspensionen aus CHO-Zellen

CHO-hM2-Membransuspensionen wurden in dieser Arbeit auf Vorrat hergestellt, um
Arbeiten mit [*H]-Acetylcholin durchfilhren zu kénnen. Das Projekt mit Acetylcholin
als Radioligand wurde nicht weiter verfolgt. Daher wurde lediglich der Proteingehalt
(Tabelle 5, S. 56) der CHO-hM,-Membransuspensionen bestimmt. Eine Charge einer
CHO-hMs-Membransuspension wurde dankenswerterweise von Seraina Duda
(Pharmakologie und Toxikologie, Pharmazeutisches Institut, Bonn) zur Verfigung
gestellt. Die CHO-hMy-Membransuspension vom 01.06.01 und die CHO-hMs-
Membransuspension von Seraina Duda wurden in Dissoziationsexperimenten
eingesetzt. Fur diese Membranpraparationen koénnen daher Dissoziations-

halbwertszeiten fiir [PHINMS in Tabelle 5, S. 56 angegeben werden.
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3.1.3 Membransuspensionen aus COS7-Zellen

Membransuspensionen mit humanen M- und Ms-Acetylcholin-Rezeptor und diversen
My/Ms-chimaren Rezeptoren wurden in Dissoziationsexperimenten hinsichtlich der
Dissoziationshalbwertszeit fir [PHJNMS charakterisiert. Die Werte fiir die
Dissoziationshalbwertszeit konnen der Tabelle 5, S. 56 enthommen werden, und
stimmen gut mit den in der Literatur berichteten Daten Uberein (Ellis et al., 1993;
Gnagey et al., 1999; Buller, 2002). Die Dissoziationshalbwertszeit von 21,3 min fur
die COS7-BG-Membransuspension stimmt gut dem von Alexandra Raasch
(personliche Mitteilung) angegebenem Wert von 28 min Uberein. Der Wert fur die
COS7-BJ-Membransuspension kann nicht mit Literaturdaten verglichen werden, da
der enthaltene punktmutierte Acetylcholin-Rezeptor in dieser Arbeit erstmals
hergestellt wurde. Fur einige Membransuspensionen wurde exemplarisch die Affinitat
fir PHINMS bestimmt. Sie lag mit Werten fiir pKp = 9,89 bis 10,92 im fiir diesen
Radioliganden typischen nanomolaren Bereich (9,92 £+ 0,02 (Matsui et al., 1995)). Fur
die an den COS7-Membransuspensionen durchgefiihrten Untersuchungen in
Dissoziationsexperimenten ist weder die Affinitat fUr den orthosterischen
Radioliganden noch die Dissoziationshalbwertszeit von [PHINMS maldgeblich, da
immer eine versuchinterne Kontrolle erfolgte (3.5, S 95). Als Zielparameter in diesen
Untersuchungen diente der Affinitatsparameter pECos piss des allosterischen
Modulators an einem [PH]NMS besetzten humanen My-, Ms- oder My/Ms-chimaren

Rezeptor.
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Membran- " Bmax Protein- ti2
suspen- | Charge (h) pKp (fmol/mg | N gehalt [*HINMS N
sion Protein) (mg/ml) (min)
Filtrationen an einer Einzelfilteranlage (Na, K, P; — Puffer 5 mM)
HSV-(M;) |26.0599| 2 | 9,70+0,10 | 88+11 | 3 | 2,64+0,08 | 3,95+0,15 | 14
HSV-(M;) [ 16.1199 | 2 | 996+0,09 | 134+4 | 3 | 6,01£0,33 | 4,49+0,05 | 53
HSV-(M;) |20.10.00| 2 | 10,47+0,09 | 112+5 | 3 | 341+0,12 | 4,60+0,07 | 33
HSV-(M;) | 18.07.01| 2 | 10,01+0,06 | 816 3 | 342+0,14 | 4,18%0,05 5
Spalten-
Wittelwert 10,04 £ 0,16 | 104+ 12 | 12 | 3,87 0,74 | 4,30*0,15 | 105
HSV-(M;) | 18.07.01 | 12 9,62 45 1 s.0. n.b. n.b.
HSV-(M;) | 18.07.01 | 24 9,85 54 1 s.0. n.b. n.b.
HSV-(M;) | 18.07.01 | 48 9,67 19 1 s.0. nb. nb.
Filtrationen am Brandel Cell Harvester (Na, K, P; — Puffer 5 mM)
HSV-(M;) | 18.07.01 | n.b. n.b. n.b. n.b. s.0. 5,44 + 0,50 3
CHO-hM, | 25.04.01 | nb. n.b. n.b. nb. | 1,97 £0,20 nb. nb.
CHO-hM; | 07.05.01 | nb. n.b. n.b. nb. | 1,61+0,23 nb. nb.
CHO-hM, | 16.05.01 | n.b. n.b. n.b. nb. | 2,28 £0,23 n.b. n.b.
CHO-hM, | 22.05.01 | nb. n.b. n.b. nb. | 2,31+0,19 nb. n.b.
CHO-hM; | 01.06.01 | n.b. n.b. n.b. nb. | 2,00+£0,14 | 5,66+ 0,59 3
CHO-hM, | 12.06.01 | n». n.b. n.b. nb. | 1,95+0,17 n.b. n.b.
CHO-hMs | Duda? | nb. n.b. n.b. nb. | 2,71+0,11 86,9+ 6,4 2
COS7-hM; | 24.01.02 | n.b. n.b. n.b. n.b. 4,87 + 0,33 7
COS7-hM; | Raasch?® | 2 | 10,75+ 0,60 n.b. 2 n.b. 5,10 £ 0,20 3
COS7-CR1 | Buller? | nb. n.b. n.b. n.b. n.b. 82,4 +10,8 4
COS7-CR2 | Buller? | nb. n.b. n.b. n.b. n.b. 134 £ 21 3
COS7-CR3 | 07.02.02 | nb. n.b. n.b. nb. n.b. 130+ 5 5
COS7-CR6 | 07.02.02 | nb. n.b. n.b. n.b. n.b. 3,90 + 0,34 4
COS7-U | 07.02.02 10,28 + 0,18 n.b. 2 n.b. 15,6 £ 0,9 3
COS7-BG | 24.01.02 10,47 + 0,33 n.b. 2 n.b. 21,3+1,8 3
COS7-BJ | 24.01.02 10,92 + 0,07 n.b. 2 n.b. 5,42 + 0,71 3
COS7-hMs | 07.02.02 | 10 | 9,89 + 0,01 n.b. 2 n.b. 123 £ 13 9

Tabelle 5: Kenngrofen + Standardfehler der [3H]NMS—Bindung an den eingesetzten oder auf Vorrat
hergestellten Membransuspensionen (Kurzelerklarung: 2.4, S. 22 ff) aus homologen kompetitiven

Inhibitionen  und  Dissoziationsexperimenten. = Charge: Datum  der Herstellung als

Chargenbezeichnung. t. Inkubationszeit (h) zur Einstellung des Reaktionsgleichgewichtes. pKp:

negativer Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp berechnet nach Gleichung 10,
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S. 37. Bnax: maximale Anzahl von Bindungsstellen (fmol/mg Protein) berechnet nach Gleichung 11, S.
38 und bezogen auf den Proteingehalt (mg/ml) der Membransuspensionen. N: Anzahl der
unabhangigen Experimente. t;,: Dissoziationshalbwertszeit berechnet nach Gleichung 19, S. 43. n.b.:
nicht bestimmt. s.o.: siehe oben (KenngréRRe innerhalb der Tabelle weiter oben schon angegeben).
Index ®: von Seraina Duda, Alexandra Raasch und Stefan Buller (alle Pharmakologie und Toxikologie,

Pharmazeutisches Institut, Bonn) zur Verfigung gestellte Membransuspensionen.

3.2 Verzogerung der [’HJNMS-Dissoziation durch allosterische
Modulatoren

Alle untersuchten allosterischen Modulatoren vermochten die Dissoziation von
[PH]NMS vom Acetylcholin-Rezeptor zu verzégern. Die Dissoziationsverlaufe waren
durchgehend monophasisch. In Abbildung 2 sind exemplarisch Dissoziationsverlaufe
von [PHJNMS in Ab- und in Anwesenheit des allosterischen Modulators EHW21
dargestellt. Aus solchen Verlaufen kann nach Gleichung 18, S. 43 die apparente

Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante kapp ermittelt werden.

(@)
é 3000+ O Kontrolle
£ 2500-
8 EHW21-Zusatz
£ E 2000+
N = 6
8_%_1500_ B 3x10° M
T T -6
9> 4000- A 1x10 7 M
Z -
= 5004 Y 3x10' M
- 04 w * 1x107 M

0 25 50 75 100 125
Zeit (min)

Mittelwerte + Standardfehler
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Abbildung 2: [3H]NMS—DissoziationsverIéufe in Ab- und Anwesenheit von EHW21; reprasentatives
Experiment. Ordinate: [3H]NMS-Gesamtbindung (dpm/ml). Abszisse: Zeit (min). Kurvenanpassung:
Gleichung 18, S. 43. Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-
Membransuspension.

Wird die apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante ki,, bezogen auf den
Kontrollwert ko in Abwesenheit des allosterischen Modulators gegen den Logarithmus
der molaren Konzentration des Modulators aufgetragen, so erhalt man eine
Konzentrations-Wirkungs-Kurve fur den dissoziationsverzogernden Effekt des
Modulators. Da in dieser Arbeit in keinem Fall eine Beschleunigung der Dissoziation
von [°’H]NMS beobachtet wurde, wurde das obere Effektniveau der Konzentrations-

Wirkungs-Kurven immer auf 1,00 festgesetzt. In Abbildung 3, S. 58 ist der disso-
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ziationsverzogernde Effekt von EHW21, einem Tacrin-Dimer mit einer Hexyl-
Zwischenkette, dargestellt. EHW21 ist ein maRig starker allosterischer Modulator
(PECo5 piss = 6,46 + 0,04), der die [PH[NMS-Dissoziation vollstandig (Max = 0,00 +
0,03) zu hemmen vermag. Im Gegensatz zu Tacrin (3.3.8, S. 80) weist die
Konzentrations-Wirkungs-Kurve von EHW21 eine von ny = —1 (-1,20 + 0,04) nicht
signifikant abweichende Steigung auf. Dies deutet auf eine ,eins zu eins* Interaktion
von EHW21 mit dem M,-Rezeptor hin, die dem Massenwirkungsgesetz folgt.

1,254

1,001
0,75 / PECo 5 piss
0,50 ;

0,25+ /Max

0,00
Mittelwerte + Standardfehler

-9 -8 7 6 5
EHW21 (log M)

Abbildung 3: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von EHW21 fir die [3H]NMS—Dissoziationsverzégerung.
Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k., bezogen auf den Kontrollwert k; in
Abwesenheit von EHW21. Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration von EHW21. Kurven-
anpassung: Gleichung 20, S. 44. Zielparameter (pECy 5 piss, Max, ny): Tabelle 8, S. 87, Index °.

Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M;)-Membransuspension.

3.2.1 Allosterische Wirksamkeit von W84

Der in dieser Arbeit ermittelte dissoziationsverzogernde Effekt (pECo s piss = 7,74
0,07) von W84, einem klassischen allosterischen Modulator der [PHINMS-
Dissoziation, stimmt gut mit Literaturbefunden (Trankle et al., 1996) Uberein. Die in
Abbildung 4, S. 59 dargestellte Konzentrations-Wirkungs-Kurve von W84 weist eine
Steigung von ny = -1,29 £ 0,20 auf, die von ny = —1 nicht signifikant verschieden ist.

Die Dissoziationsverzdogerung ist vollstandig (Max = 0,00 + 0,05).
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Abbildung 4: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von W84 fiir die [3H]NMS-Dissoziationsverzégerung.
Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante ka,,, bezogen auf den Kontrollwert kg in
Abwesenheit von W84. Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration von W84. Kurven-
anpassung: Gleichung 20, S. 44. Zielparameter: Tabelle 8, S. 87, Index ®. Versuchscharakteristika:

Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-Membransuspension.
3.3 Hexamethonium als allosterischer Modulator und als

Antagonist der ["H]NMS-Dissoziations-Verzégerung

Hexamethonium wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um den [PH][NMS-dissoziations-
verzogernden Effekt diverser allosterischer Modulatoren zu antagonisieren. Zunachst

wurde der Eigeneffekt von Hexamethonium auf die [?H]NMS-Dissoziation untersucht.
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3.3.1 Eigeneffekt von Hexamethonium auf die [FHINMS-Dissoziation

Hexamethonium vermag, wie in Abbildung 5 dargestellt, die [?H]NMS-Dissoziation
vom My Acetylcholin-Rezeptor zu verzogern. Die Dissoziationsverlaufe waren in Ab-

und in Anwesenheit von Hexamethonium monophasisch.
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Abbildung 5: [3H]NMS—DissoziationsverIéufe in Ab- und Anwesenheit von Hexamethonium;
reprasentatives Experiment. Ordinate: [3H]NMS-Gesamtbindung (dpm/ml). Abszisse: Zeit (min).
Kurvenanpassung: Gleichung 18, S. 43. Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage,
Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-Membransuspension.

Hexamethonium kann die [PHINMS-Dissoziation nur unvollstiandig hemmen (Max =
0,12 + 0,04). Damit kann dieser allosterische Modulator mit submaximaler Wirkung
im Hinblick auf den dissoziationsverzogernden Effekt als ,partieller Agonist"
betrachtet werden, denn er kann die durch einen ,Vollagonisten® (z. B. WDuo3 und
Tacrin) ausgeloste maximale Dissoziationsverzdogerung teilweise wieder aufheben
(antagonisieren). Da der Effekt eines Modulators mit maximaler Wirkung (z. B.
WDuo3) durch Hexamethonium aufgehoben (antagonisiert) wird, wird Hexa-
methonium als Antagonist bezeichnet. Die Kurvenanpassung an die Datenpunkte
(Abbildung 6, S. 61) ergibt eine sehr flache Konzentrations-Wirkungs-Kurve (ny = -
0,57 £ 0,06).
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Abbildung 6: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Hexamethonium fir die [3H]NMS-Dissoziations-
verzégerung. Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k,,, bezogen auf den
Kontrollwert ko in Abwesenheit von Hexamethonium. Abszisse: Logarithmus der molaren
Konzentration von Hexamethonium. Kurvenanpassung:, Gleichung 20, S. 44. Zielparameter:
Tabelle 6, S. 61. Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M;)-

Membransuspension.

Alloster PECo,5 piss NH Max N
Hexamethonium [4,11+£0,08 |-0,57 £+0,06 [0,12+0,04 | 42

Tabelle 6: Kenngroften + Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurve des [3H]NMS-
Dissoziationsverzégerungs-Effektes von Hexamethonium ermittelt nach Gleichung 20, S. 44. pECy 5
piss: Negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration von Hexamethonium, die die Dissoziations-
Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. ng: Steilheit der
Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Hexamethonium. Max: maximaler Effekt (Dissoziations-

verzdgerung von [3H]NMS) von Hexamethonium. N: Anzahl der unabhangigen Experimente.

Da die Interaktion von Hexamethonium (ny = -1) mit dem [PHINMS besetzten Acetyl-
cholin-Rezeptor M, offensichtlich nicht dem Massenwirkungsgesetz folgt, wurde eine
Kurvenanpassung unter der Annahme zweier Bindungsstellen fur Hexamethonium
(Abbildung 7, S. 62) vorgenommen. Entsprechend einem Modellvergleich (eine
Bindungsstelle versus zwei Bindungsstellen; F-Test; p = 0,0055) sollte eine

Anpassung unter der Annahme zweier Bindungsstellen bevorzugt werden.
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Abbildung 7: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Hexamethonium fir die [’H]NMS-Dissoziations-
verzogerung unter der Annahme zweier Bindungsstellen fir Hexamethonium am M, Acetylcholin-
Rezeptor. Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k,,, bezogen auf den
Kontrollwert ko in Abwesenheit von Hexamethonium. Abszisse: Logarithmus der molaren
Konzentration von Hexamethonium. Kurvenanpassung:, Gleichung 21, S. 45. Zielparameter:
Tabelle 7, S. 62. Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-

Membransuspension.
Eine solche Kurvenanpassung liefert, unter der Annahme einer homogenen
Rezeptorpopulation, jeweils einen Affinitatsparameter fir eine hochaffine (pECys

piss(1)) Und eine niedrigaffine (PECos pissz)) Bindungsstelle fur Hexamethonium am

[’H]NMS besetzten Rezeptor. Der dissoziationsverzégernde Effekt ist unvollstandig.

Alloster PECo,s5 piss (1) | PECo,5 piss (2) Max Fraktion1 | N
Hexamethonium |5,06 + 0,21 3,47 + 0,33 0,15+0,03 (0,47 +£0,12 | 42

Tabelle 7: KenngroRen + Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurve des [*HINMS-
Dissoziationsverzdgerungs-Effektes von Hexamethonium ermittelt nach Gleichung 21, S. 45. pECy s
piss (1) UNd PECy 5 piss (2): Negativer dekadischer Logarithmus der Konzentrationen von Hexamethonium,
die die Dissoziations-Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden fir die hochaffine (1) und die
niedrigaffine (2) Bindungsstelle fir Hexamethonium innerhalb des jeweiligen Effektanteils halbmaximal
reduzieren. Max: maximaler Effekt (Dissoziationsverzégerung von [3H]NMS) von Hexamethonium.
Fraktion 1: Effektanteil des maximal erreichbaren Effektes (ber die hochaffine Bindestelle; der
Effektanteil der niedrigaffinen Bindestelle errechnet sich als 1-Fraktion 1. N: Anzahl der unabhangigen

Experimente.
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3.3.2 Antagonistischer Effekt von Hexamethonium gegeniiber dem
[PHJNMS-Dissoziations-Verzégerungs-Effekt allosterischer
Modulatoren

Werden in Dissoziationsexperimenten Hexamethonium, ein ,partieller Agonist®
(Antagonist), und ein weiterer allosterischer Modulator (Modulator) gemeinsam
eingesetzt, so vermag Hexamethonium den dissoziationsverzogernden Effekt des
Modulators abzuschwachen. In Abbildung 8 sind beispielhaft der jeweilige Eigen-
effekt des Antagonisten Hexamethonium und des Modulators EHW21 anhand des
[3H]NMS-DissoziationsverIaufs dargestellt. Am [3H]NMS-DissoziationsverIauf in der
Kombination von Antagonist und Modulator wird deutlich, dass die Dissoziation

schneller verlauft, als beim alleinigen Einsatz des Modulators.

25001 EHW21 (Tacrin-Dimer): 3 x 106 M

Hexamethonium: 3 x 10° M
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Abbildung 8: [3H]NMS—DissoziationsverIéufe in Ab- und Anwesenheit von EHW21 und Hexa-
methonium; reprasentatives Experiment. Ordinate: [3H]NMS-Gesamtbindung (dpm/ml). Abszisse:
Zeit (min). Kurvenanpassung: Gleichung 18, S. 43. Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage,

Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-Membransuspension.

3.3.3 Konzentrations-Effekt-Beziehungen eines  allosterischen
Modulators in Ab- und Anwesenheit eines Antagonisten

Im nachfolgenden Abschnitt werden simulierte Experimentalbefunde dargestellt, um
ein besseres Verstandnis vor allem der in den nachfolgenden Kapiteln gezeigten
dreidimensionalen Abbildungen zu ermdglichen. Zunachst werden Dissoziations-
experimente mit dem allosterischen Modulator ,Modell-Alloster” (analog zu z. B.
Duo3) simuliert. Es wird die apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante Kkapp

bezogen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit des ,Modell-Allosters® ermittelt
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(Effekt = Kapp/ko = Geschwindigkeit der [PHINMS-Dissoziation als Fraktion der
Kontrollgeschwindigkeit). Die Auftragung des Effektes = kapp/ko des ,Modell-
Allosters® in Abwesenheit des ,Modell-Antagonisten® (analog zu Hexamethonium)
wulrde in einer nach unten strebenden Konzentrations-Wirkungskurve (Effekt nimmt
ab) resultieren. (In der zweidimensionalen Darstellung (Abbildung 11, S. 67) ist dies
auch der Fall, und die Kurve ist mit ,A“ markiert.) In der dreidimensionalen
Darstellung (Abbildung 9, S. 65 und Abbildung 10, S. 66) wird der Effekt jedoch
Jinvertiert* (1-Effekt). Die Invertierung bewirkt, dass die Dissoziationsverzogerung als
zunehmender Effekt dargestellt wird (nach oben strebendes Netz). Aus rechen-
technischen Grinden wird in der dreidimensionalen Darstellung der entsprechende
Teil des Netzes (mit ,A*“ markiert), trotz Abwesenheit des ,Modell-Antagonisten® (log
Konz. = minus unendlich) bei dem Konzentrationswert des ,Modell-Antagonisten® log
M = -12 aufgetragen. AnschlieRend werden Dissoziationsexperimente mit einer fixen
Konzentration des ,Modell-Allosters* (1x10° M) und steigenden Konzentrationen des
,Modell-Antagonisten® simuliert (Teil ,B*“ des Netzes bzw. mit demselben Buchstaben
markierte und durch eine senkrechte Linie verbundene Datenpunkte in der zwei-
dimensionalen Darstellung). AuRerdem wurden Dissoziationsexperimente mit zwei
Kombinationen jeweils einer fixen Konzentrationen des ,Modell-Antagonisten (3x10™
M oder 1x10? M) und steigenden Konzentrationen des ,Modell-Allosters® simuliert
(Teil ,C“ und ,D“ des Netzes bzw. mit denselben Buchstaben markierte
Konzentrations-Wirkungskurven in der zweidimensionalen Darstellung). Der
Eigeneffekt des ,Modell-Antagonisten® wurde herausgerechnet, indem die erhaltene
apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante kap, bezogen auf den Kontrollwert
ko in Abwesenheit des ,Modell-Allosters® (fur B, ,C“ und ,D) auf den Eigeneffekt
Kantagonist de€s ,Modell-Antagonisten“ normalisiert wurde (Effekt = (Kapp/Ko)/Kantagonist)-
An die invertierten Effekt-Werte (1-(Kapp/ko)/Kantagonist) aller Dissoziationsexperimente
aufgetragen gegen den Logarithmus der Konzentrationen des ,Modell-Allosters®
(Modulator) und des ,Modell-Antagonisten® (Antagonist) kann ein Datennetz
(Abbildung 9, S. 65), beschrieben durch die Gleichung 24, S. 50, angepasst werden.
In dieser dreidimensionalen Abbildung ist die raumliche Lage der Datenpunkte und
des Regressions-Datennetzes nachvollziehbar. Die Achsenbeschriftung entspricht
jedoch nicht den Ublichen Konventionen, da die Konzentration sowohl auf der X- als
auch auf der Y-Achse von rechts nach links steigt. Um diesem Umstand Abhilfe zu

schaffen, wurde der Graph entsprechend gedreht, so dass die X- und Y-Achsen die



Ergebnisse 65

ansteigenden Konzentrationen in der sonst Ublichen Weise von links nach rechts
darstellen (Abbildung 10, S. 66). In weiteren dreidimensionalen Abbildungen wurde

die letztgenannte Art der Darstellung gewahlt.

Abbildung 9: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung (Netz) fiir die [3H]NMS-Dissoziationsverzégerung
des ,Modell-Allosters® alleine (A - rechter aufsteigender Teil des Netzes), der Kombination einer fixen
Konzentration des ,Modell Allosters® (1x10'9 M) mit steigenden Konzentrationen des ,Modell-
Antagonisten® (B - mittlerer absteigender Teil des Netzes) und zweier Kombinationen einer jeweils
fixen Konzentration des ,Modell-Antagonisten® (3x10'4 M oder 1x10? M) und steigenden
Konzentrationen des ,Modell-Allosters® (C - mittlerer und D - linker aufsteigender Teil des Netzes). Z-
Achse: Effekt: Invertierte apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k.,, bezogen auf den
Kontrollwert ko in Abwesenheit des ,Modell-Allosters® und normalisiert auf den Eigeneffekt des
,Modell-Antagonisten® Kantagonist: X-Achse: Logarithmus der molaren Konzentration des ,Modell-
Allosters®. Y-Achse: Logarithmus der molaren Konzentration des ,Modell-Antagonisten®.
Kurvenanpassung: Modell 1, Gleichung 24, S. 50. Pfeile: Die Pfeile zeigen in die Richtung

steigender Konzentrationen.
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Abbildung 10: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung (Netz) fiir die [°HINMS-Dissoziationsverzégerung
des ,Modell-Allosters® alleine (A - linker aufsteigender Teil des Netzes), der Kombination einer fixen
Konzentration des ,Modell Allosters® (1x10'9 M) mit steigenden Konzentrationen des ,Modell-
Antagonisten® (B - mittlerer absteigender Teil des Netzes) und zweier Kombinationen einer jeweils
fixen Konzentration des ,Modell-Antagonisten® (3x10* M oder 1x10? M) und steigenden

Konzentrationen des ,Modell-Allosters® (C - mittlerer und D - rechter aufsteigender Teil des Netzes).
Achsenbeschriftung: wie in Abbildung 9, S. 65

Eine solche simultane Datenanalyse liefert zum einen die Beschreibung des
allosterischen Effektes des ,Modell-Allosters® auf die [PHINMS-Dissoziation vom
Acetylcholin-Rezeptor M (pECo 5 piss = 10,00; ny = 1; Max = 1,00). Zum anderen kann
die Antagonisierbarkeit des allosterischen Effektes des ,Modell-Allosters® durch den
»,Modell-Antagonisten® charakterisiert werden (s = 1; pKy, nHex = 4,50). Um die anta-
gonistische Wechselwirkung des ,Modell-Allosters® und des ,Modell-Antagonisten® in
einer Schild-Geraden darstellen zu kénnen, wird zunachst der Effekt des ,Modell-
Allosters® in Abwesenheit (kapp/ko) und Anwesenheit steigender Konzentrationen des
,Modell-Antagonisten® (Kapp/ko/Kantagonist) gegen den Logarithmus der Konzentration
des ,Modell-Allosters® aufgetragen (Abbildung 11, S. 67). Die Verschiebung der

Konzentrations-Wirkungs-Kurven mit steigenden Konzentrationen des ,Modell-
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Antagonisten“ gegentber der Kontrollkurve ohne Zusatz des Antagonisten ist ein
MaR fur die antagonistische Wirksamkeit des ,Modell-Antagonisten®. Das Ausmal}

der Verschiebung wird durch Verschiebungsfaktoren ausgedrickt.

Zusatz des Modell-Antagonisten

B Y 1x102 (VF: 317)
1,00 : 95)
g - 32)
g o™ £ 10)
< -
£ s0- £ 4,1)
< £ 2,0)
5
J 0,25 :1,3)
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Modell-Alloster (log M)

Abbildung 11: Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) flr die [3H]NMS-Dissoziationsverzégerung des
.Modell-Allosters” alleine (A - offene Symbole, durchgezogene Linie der KWK), der Kombination einer
fixen Konzentration des ,Modell-Allosters* (1x1O'9 M) mit steigenden Konzentrationen des ,Modell-
Antagonisten® (B - geschlossene Symbole, gestrichelte Linien der KWKs verbunden durch eine
senkrechte durchgezogene Linie) und zweier Kombinationen einer jeweils fixen Konzentration des
.Modell-Antagonisten® (3x’10'4 M oder 1x107 M) und steigenden Konzentrationen des ,Modell-
Allosters” (C und D - geschlossene Symbole, durchgezogene Linien der KWKSs). Ordinate: Apparente
Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k,,, bezogen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit des
,Modell-Allosters® und normalisiert auf den Eigeneffekt des ,Modell-Antagonisten® Kantagonist- Abszisse:
Logarithmus der molaren Konzentration des ,Modell-Allosters®. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S.
44. VF: Verschiebungsfaktor berechnet aus dem Wendepunkt der Kontroll-KWK (offene Symbole,
durchgezogene Linie) und dem Wendepunkt der simulierten KWKs (geschlossene Symbole,
gestrichelte oder durchgezogene Linie) bei der jeweiligen Konzentration des ,Modell-Antagonisten®

(VF = ECo5 piss, Antagonist / ECo,5 piss, Kontrolle)-

Durch Auftragung der errechneten Verschiebungsfaktoren gegen den Logarithmus
der Konzentration des ,Modell-Antagonisten® in einem Schild-Plot (Abbildung 12, S.
68), wird der kompetitive Antagonismus des ,Modell-Antagonisten® gegenlber dem
allosterischen Effekt des ,Modell-Allosters® in einer Geraden mit der Steigung s = 1

sichtbar gemacht.
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Abbildung 12: Darstellung des Effektes des ,Modell-Antagonisten® auf die [3H]NMS-Disso-
ziationsverzogerung durch das ,Modell-Alloster” nach Arunlakshana und Schild (1958). Ordinate:
Logarithmus des (Verschiebungsfaktors — 1). Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration des

.Modell-Antagonisten®. Geradenanpassung: Gleichung 26, S. 51 mits =1

3.3.4 Hexamethonium als Antagonist gegeniiber Gallamin

Zunachst wurden Dissoziationsexperimente mit dem allosterischen Modulator
Gallamin durchgefiuhrt. Es wurde die apparente Dissoziationsgeschwindigkeits-
konstante kapp bezogen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit von Gallamin (Effekt
= Kkapp/ko) ermittelt. Anschlielend wurden Dissoziationsexperimente mit einer fixen
Konzentration von Gallamin (3x10° M) und steigenden Konzentrationen von Hexa-
methonium durchgefuhrt. Die erhaltene apparente Dissoziationsgeschwindigkeits-
konstante kipp bezogen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit von Gallamin wurde
auf den Eigeneffekt kuex des Antagonisten normalisiert (Effekt = (Kapp/ko)/Knex). An die
invertierten Effekt-Werte (1-(kapp/ko)/Knex) aller Dissoziationsexperimente aufgetragen
gegen den Logarithmus der Konzentrationen von Gallamin (Modulator) und
Hexamethonium (Antagonist) kann ein Datennetz (Abbildung 13, S. 69), beschrieben

durch die Gleichung 24, S. 50, angepasst werden.
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Abbildung 13: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung (Netz) fur die [3H]NMS-Dissoziationsverzégerung
von Gallamin alleine (linker aufsteigender Teil des Netzes) und der Kombination einer fixen
Konzentration von Gallamin (3x10'6 M) mit steigenden Konzentrationen von Hexamethonium (rechter
absteigender Teil des Netzes). Z-Achse: Effekt: Invertierte apparente Dissoziationsgeschwindigkeits-
konstante k,p, bezogen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit von Gallamin und normalisiert auf den
Eigeneffekt von Hexamethonium kye. X-Achse: Logarithmus der molaren Konzentration von
Gallamin. Y-Achse: Logarithmus der molaren Konzentration von Hexamethonium. Kurven-
anpassung: Modell 1, Gleichung 24, S. 50. Zielparameter: Tabelle 8, S. 87, Index ®. Versuchs-
charakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M;)-Membransuspension.

Eine solche simultane Datenanalyse liefert zum einen die Beschreibung des
allosterischen Effektes von Gallamin auf die [?H]NMS-Dissoziation vom Acetylcholin-
Rezeptor My (PECo 5 piss = 7,05 + 0,53; ny = 1 (1,02 £ 0,78); Max = 0,90 + 0,14). Zum
anderen kann die Antagonisierbarkeit des allosterischen Effektes von Gallamin durch
Hexamethonium charakterisiert werden (s =1 (0,70 + 0,24); pKp Hex = 4,53 £ 1,29).
Entsprechend einem Modellvergleich (Modell 1 versus Modell 2; F-Test; p = 0,34456)
ist zur Beschreibung des Effektdatensatzes dem Modell 1 der Vorzug zu geben.

Hexamethonium kann demnach den allosterischen Effekt von Gallamin kompetitiv
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antagonisieren. Um die antagonistische Wechselwirkung von Gallamin und
Hexamethonium in einer Schild-Geraden darstellen zu konnen, wurde zunachst der
Effekt von Gallamin in Abwesenheit (kapp/ko) und Anwesenheit steigender
Konzentrationen von Hexamethonium (kapp/kKo/knex) gegen den Logarithmus der
Gallamin-Konzentration aufgetragen (Abbildung 14). Unter der Annahme einer
Parallelverschiebung und der Festsetzung des Hill-Koeffizienten auf ny = -1 und des
Maximaleffektes auf Max = 0,10 kann aus den so konstruierbaren Konzentrations-
Wirkungs-Kurven der Wendepunkt (pECos piss) derselben ermittelt werden. Die
Verschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven mit steigenden Hexamethonium-
Konzentrationen gegenuber der Kontrollkurve ohne Zusatz des Antagonisten ist ein
Mal fur die antagonistische Wirksamkeit von Hexamethonium. Das Ausmald der

Verschiebung wird durch Verschiebungsfaktoren ausgedruckt.

Hexamethonium-Zusatz
3x10° M (VF: 58,9)
1 x10° M (VF: 43,7)
3x10% M (VF: 16,2)
1x10™* M (VF: 4,0)

Mittelwerte + Standardfehler

-8 -7 -6 -5 -4
Gallamin (log M)

Abbildung 14: Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) fiir die ["H]NMS-Dissoziationsverzégerung von
Gallamin alleine (offene Symbole) und der Kombination einer fixen Konzentration von Gallamin (3x10®
M) mit steigenden Konzentrationen von Hexamethonium (geschlossene Symbole). Ordinate:
Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k., bezogen auf den Kontrollwert ko in
Abwesenheit von Gallamin und normalisiert auf den Eigeneffekt von Hexamethonium k... Abszisse:
Logarithmus der molaren Konzentration von Gallamin. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44.
Zielparameter und festgesetzte Parameter: Tabelle 8, S. 87, Index ® und Tabelle 9, S. 89. VF:
Verschiebungsfaktor berechnet aus dem Wendepunkt der Kontroll-KWK (offene Symbole, durch-
gezogene Linie) und dem Wendepunkt einer simulierten KWK (geschlossene Symbole, gestrichelte
Linie) bei der jeweiligen Konzentration von Hexamethonium (VF = ECgs piss, Hexamethonium / ECo 5 Diss,
Kontrolle)- Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-Membran-

suspension.

Durch Auftragung der errechneten Verschiebungsfaktoren gegen den Logarithmus

der Hexamethonium-Konzentration in einem Schild-Plot (Abbildung 15, S. 71), wird
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der kompetitive Antagonismus von Hexamethonium gegenuber dem allosterischen
Effekt von Gallamin in einer Geraden mit der Steigung s = 1 sichtbar gemacht. Zu
Vergleichszwecken wurden Befunde einer friheren Arbeit (Trankle und Mohr, 1996)
in die Abbildung 15 integriert (s = 1; pKp Hex = 4,38 + 0,15). Diese Daten wurden aus
vollstandig ermittelten Konzentrations-Wirkungs-Kurven in Ab- und Anwesenheit von
Hexamethonium ermittelt. Die gute Ubereinstimmung der Daten kann als Hinweis auf

die Validitat der Vorgehensweise in dieser Arbeit gewertet werden.

27 s=1(0,87 £0,19)

oKy, ex = 4,50 £ 0,00 w2~
w17 ga g
S e
2
° ) :

T —&— Gallamin: diese Arbeit
-B- Gallamin: Trankle and Mohr (1996)
1
5 -4 3 2

Hexamethonium (log M)

Abbildung 15: Darstellung des antagonistischen Effektes von Hexamethonium auf die [3H]NMS-Disso-
ziationsverzégerung durch Gallamin nach Arunlakshana und Schild (1958). Offene Symbole und
gestrichelte Gerade: Befunde einer vorangehenden Arbeit (Tréankle und Mohr, 1996). Ordinate:
Logarithmus des (Verschiebungsfaktors — 1) (VF: Tabelle 9, S. 89). Abszisse: Logarithmus der
molaren Konzentration von Hexamethonium. Geradenanpassung: Gleichung 26, S. 51 mit s = 1

Zielparameter: Tabelle 8, S. 87, Index d

3.3.5 Hexamethonium als Antagonist gegentiiber WDuo3

WDuo3 wurde analog der Vorgehensweise fur Gallamin (3.3.3, S. 63) in Disso-
Ziationsexperimenten mit und ohne Hexamethonium untersucht. Die simultane
Analyse des allosterischen Effektes von WDuo3 und der Antagonisierung dieses
Effektes durch Hexamethonium sind in Abbildung 16, S. 72 dargestellt.
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Abbildung 16: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung (Netz) fir die [3H]NMS-Dissoziationsverzbgerung
von WDuo3 alleine (linker aufsteigender Teil des Netzes) und der Kombination einer fixen
Konzentration von WDuo3 (3x10'8 M) mit steigenden Konzentrationen von Hexamethonium (rechter
absteigender Teil des Netzes). Z-Achse: Effekt: Invertierte apparente Dissoziationsgeschwindigkeits-
konstante k,,, bezogen auf den Kontrollwert k, in Abwesenheit von WDuo3 und normalisiert auf den
Eigeneffekt von Hexamethonium kye.. X-Achse: Logarithmus der molaren Konzentration von WDuo3.
Y-Achse: Logarithmus der molaren Konzentration von Hexamethonium. Kurvenanpassung:
Modell 1, Gleichung 24, S. 50. Zielparameter: Tabelle 8, S. 87, Index °. Versuchscharakteristika:
Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-Membransuspension.

WDuo3 hat eine recht hohe Affinitat zum [PH]NMS besetzten Rezeptor (pECo s piss =
8,30 + 0,30). Der Modulator WDuo3 vermag die [°H]NMS-Dissoziation vollstandig zu
hemmen (Max = 0,99 + 0,32) und die Interaktion mit dem Acetylcholin-Rezeptor folgt
dem Massenwirkungsgesetz (ny = 1 (1,04 £ 0,59)). Entsprechend einem Modell-
vergleich (Modell 1 versus Modell 2; F-Test; p = 0,27213) ist zur Beschreibung des
Effektdatensatzes von WDuo3 in Ab- und Anwesenheit von Hexamethonium dem
Modell 1 der Vorzug zu geben. Demnach antagonisiert Hexamethonium kompetitiv (s
=1 (0,73 £ 0,18); pKp, Hex = 4,31 £ 1,35) den allosterischen Effekt von WDuo3. In
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Abbildung 17 sind die ermittelte und die simulierten Konzentrations-Wirkungs-Kurven
von WDuo3 fiir die [’HINMS-Dissoziationsverzdgerung dargestellt, die die Grundlage

zur Berechnung von Verschiebungsfaktoren bilden.

Hexamethonium-Zusatz
3x10° M (VF: 38,9)
~* 1x10° M (VF: 14,8)
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Abbildung 17: Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) fur die [3H]NMS-Dissoziationsverzégerung von
WDuo3 alleine (offene Symbole) und der Kombination einer fixen Konzentration von WDuo3 (3x10®
M) mit steigenden Konzentrationen von Hexamethonium (geschlossene Symbole). Ordinate:
Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k., bezogen auf den Kontrollwert ko in
Abwesenheit von WDuo3 und normalisiert auf den Eigeneffekt von Hexamethonium kye,. Abszisse:
Logarithmus der molaren Konzentration von WDuo3. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44.
Zielparameter und festgesetzte Parameter. Tabelle 8, S. 87, Index ® und Tabelle 9, S. 89. VF:
Verschiebungsfaktor berechnet aus dem Wendepunkt der Kontroll-KWK (offene Symbole, durch-
gezogene Linie) und dem Wendepunkt einer simulierten KWK (geschlossene Symbole, gestrichelte
Linie) bei der jeweiligen Konzentration von Hexamethonium (VF = ECq 5 piss, Hexamethonium / ECo 5 Diss,
Kontrolle)- Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-Membran-

suspension.
Die Schild-Auftragung der Verschiebungsfaktoren gegen den Logarithmus der
Hexamethonium-Konzentration (Abbildung 18, S. 74), zur Darstellung des

Antagonismus gegentber WDuo3, liefert eine Gerade mit der Steigung s = 1, was

einer kompetitiven Interaktion entspricht.
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Abbildung 18: Darstellung des antagonistischen Effektes von Hexamethonium auf die [’HINMS-Disso-
ziationsverzogerung durch WDuo3 nach Arunlakshana und Schild (1958). Ordinate: Logarithmus des
(Verschiebungsfaktors — 1) (VF: Tabelle 9, S. 89). Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration
von Hexamethonium. Geradenanpassung: Gleichung 26, S. 51 mit s = 1 Zielparameter. Tabelle 8,
S. 87, Index °.

3.3.6 Hexamethonium als Antagonist gegeniiber EHW21

Das Tacrin-Dimer EHW21 wurde in Dissoziationsexperimenten auf seinen
allosterischen Eigeneffekt und die Antagonisierbarkeit des Effektes durch Hexa-
methonium untersucht. Antagonismus-Untersuchungen nach Arunlakshana und
Schild (1958) und nach Lanzafame et al. (1996) sind nur zulassig, wenn die
Konzentrations-Wirkungs-Kurven mit  steigenden Konzentrationen eines
Antagonisten parallel verschoben werden. Es wurden daher zusatzliche Disso-
ziationsexperimente mit einer fixen Konzentration von Hexamethonium (3x10° M)
und steigenden Konzentrationen von EHW21 durchgefiuhrt. Durch einen F-Test
konnte die parallele Verschiebung der Kombinationskurve gegenuber der Kontroll-
kurve belegt werden (Abbildung 20, S. 76). Der gesamte Effektdatensatz der
Dissoziationsexperimente mit EHW21 alleine und in Kombination mit
Hexamethonium wurde einer simultanen Analyse (Abbildung 19, S. 75) entsprechend
den Modellen 1 und 2 unterworfen. Dem Modell 1 ist der Vorzug gegeben zu geben
(F-Test; p = 0,17172). Daraus kann ein kompetitiver Antagonismus zwischen EHW21
und Hexamethonium hinsichtlich des allosterischen Effektes abgeleitet werden (s = 1
(0,78 + 0,14); pKb Hex = 3,53 + 0,54). Die Affinitat von EHW21 zum [PHINMS
besetzten Rezeptor ist mit pECq 5 piss = 6,56 + 0,08 hoher als die von Tacrin (pECo s
piss = 9,28 = 0,03; 3.3.8, S. 80). Die Interaktion zwischen EHW21 und dem
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Acetylcholin-Rezeptor folgt, im Gegensatz zu Tacrin (ny = 1,82 = 0,18), dem

Massenwirkungsgesetz (ny = 1 (1,14 £ 0,15)). Das Tacrin-Dimer EHW21 kann die
[’H]NMS-Dissoziation vollstandig hemmen (Max = 0,98 + 0,05).
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Abbildung 19: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung (Netz) fur die [3H]NMS-Dissoziationsverzégerung
von EHW21 alleine (linker aufsteigender Teil des Netzes), der Kombination einer fixen Konzentration
von EHW21 (3x10’6 M) mit steigenden Konzentrationen von Hexamethonium (mittlerer absteigender
Teil des Netzes) und der Kombination einer fixen Konzentration von Hexamethonium (3x10° M) und
steigenden Konzentrationen von EHW21 (rechter aufsteigender Teil des Netzes). Z-Achse: Effekt:
Invertierte apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k,,, bezogen auf den Kontrollwert kg in
Abwesenheit von EHW21 und normalisiert auf den Eigeneffekt von Hexamethonium kyex. X-Achse:
Logarithmus der molaren Konzentration von EHW21. Y-Achse: Logarithmus der molaren
Konzentration von Hexamethonium. Kurvenanpassung: Modell 1, Gleichung 24, S. 50.

Zielparameter. Tabelle 8, S. 87, Index ® Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkt-
erfassung, HSV-(M,)-Membransuspension.

Der kompetitive antagonistische Effekt von Hexamethonium gegenuber dem

allosterischen Effekt von EHW21 ist durch nach rechts verschobene Konzentrations-
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Wirkungs-Kurven in Abbildung 20 und durch eine Schild-Auftragung in Abbildung 21,
S. 77 dargestellt.
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Abbildung 20: Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) fiir die ["H]NMS-Dissoziationsverzégerung von
EHW21 alleine (offene Symbole, durchgezogene Linie), der Kombination einer fixen Konzentration
von EHW21 (3x10’6 M) mit steigenden Konzentrationen von Hexamethonium (geschlossene Symbole,
gestrichelte Linien) und der Kombination einer fixen Konzentration von Hexamethonium (3x10'3 M)
und steigenden Konzentrationen von EHW21 (geschlossene Symbole, durchgezogene Linie).
Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k., bezogen auf den Kontrollwert k; in
Abwesenheit von EHW21 und normalisiert auf den Eigeneffekt von Hexamethonium kye,. Abszisse:
Logarithmus der molaren Konzentration von EHW21. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44.
Zielparameter und festgesetzte Parameter. Tabelle 8, S. 87, Index ® und Tabelle 9, S. 89. VF:
Verschiebungsfaktor berechnet aus dem Wendepunkt der Kontroll-KWK (offene Symbole,
durchgezogene Linie) und dem Wendepunkt parallel verschobener KWK (geschlossene Symbole) bei
der jeweiligen Konzentration von Hexamethonium (VF = ECgs piss, Hexamethonium / ECo5 Diss, Kontrolle)-
Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-Membransuspension.
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Abbildung 21: Darstellung des antagonistischen Effektes von Hexamethonium auf die [°H]NMS-Disso-
ziationsverzogerung durch EHW21 nach Arunlakshana und Schild (1958). Ordinate: Logarithmus des
(Verschiebungsfaktors — 1) (VF: Tabelle 9, S. 89). Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration
von Hexamethonium. Geradenanpassung: Gleichung 26, S. 51 mit s = 1 Zielparameter. Tabelle 8,
S. 87, Index °.

3.3.7 Hexamethonium als Antagonist gegentiber Duo3

Die Untersuchung des allosterischen Modulators Duo3 in Dissoziationsexperimenten
erfolgte wie fur EHW21 (3.3.6, S. 74) beschrieben. Die Simultananalyse (Abbildung
22, S. 78) des gesamten Effektdatensatzes fur Duo3 offenbart ein vom
Massenwirkungsgesetz abweichendes Verhalten (Kurvensteilheit ny = 1,92 + 0,26)
des Modulators hinsichtlich seiner allosterischen Wirksamkeit, bei einer nur mafigen
Affinitat (pECo s piss = 6,08 + 0,04) zum [°H]NMS besetzen Acetylcholin-Rezeptor M.
Der dissoziationsverzogernde Effekt von Duo3 ist vollstandig (Max = 0,99 + 0,02).
Nach statistischer Prifung (F-Test; p = 0,003) konnte festgestellt werden, dass dem
Modell 2 (Gleichung 24, S. 50 mit s = 0,68 £ 0,06 und pKy, Hex = 2,44 £+ 0,17)) zur

Beschreibung des Effektdatensatzes von Duo3 der Vorzug zu geben ist.
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Abbildung 22: Konzentrations-Wirkungs- Beziehung (Netz) fur die [3H]NMS-Dissoziationsverzbgerung
von Duo3 alleine (linker aufsteigender Teil des Netzes), der Kombination einer fixen Konzentration
von Duo3 (2x10'6 M) mit steigenden Konzentrationen von Hexamethonium (mittlerer absteigender Teil
des Netzes) und der Kombination einer fixen Konzentration von Hexamethonium (3x10°® M) und
steigenden Konzentrationen von Duo3 (rechter aufsteigender Teil des Netzes). Z-Achse: Effekt:
Invertierte apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante kg, bezogen auf den Kontrollwert ko in
Abwesenheit von Duo3 und normalisiert auf den Eigeneffekt von Hexamethonium kye. X-Achse:
Logarithmus der molaren Konzentration von Duo3. Y-Achse: Logarithmus der molaren Konzentration
von Hexamethonium. Kurvenanpassung: Modell 2, Gleichung 24, S. 50. Zielparameter. Tabelle 8,

S. 87, Index °. Versuchscharakteristika: Einzelfiteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-
Membransuspension.

Diese nicht-kompetitive Interaktion (s = 0,62 £ 0,06; pKp, Hex = 2,25 = 0,20) von
Hexamethonium und Duo3 am [3H]NMS besetzten Rezeptor wird in der Abbildung

23, S. 79 und Abbildung 24, S. 80 dargestellt. Durch einen F-Test konnte die

parallele Verschiebung der Kombinationskurve gegenuber der Kontrollkurve belegt
werden.
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Abbildung 23: Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) fiir die [°HINMS-Dissoziationsverzégerung von
Duo3 alleine (offene Symbole, durchgezogene Linie), der Kombination einer fixen Konzentration von
Duo3 (2x10'6 M) mit steigenden Konzentrationen von Hexamethonium (geschlossene Symbole,
gestrichelte Linien) und der Kombination einer fixen Konzentration von Hexamethonium (3x10'3 M)
und steigenden Konzentrationen von Duo3 (geschlossene Symbole, durchgezogene Linie). Ordinate:
Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k., bezogen auf den Kontrollwert ko in
Abwesenheit von Duo3 und normalisiert auf den Eigeneffekt von Hexamethonium kye,. Abszisse:
Logarithmus der molaren Konzentration von Duo3. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44.
Zielparameter und festgesetzte Parameter. Tabelle 8, S. 87, Index ® und Tabelle 9, S. 89. VF:
Verschiebungsfaktor berechnet aus dem Wendepunkt der Kontroll-KWK (offene Symbole,
durchgezogene Linie) und dem Wendepunkt parallel verschobener KWK (geschlossene Symbole) bei
der jeweiligen Konzentration von Hexamethonium (VF = ECgs piss, Hexamethonum / ECo,5 Diss, Kontrolle)-
Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-Membransuspension.
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Abbildung 24: Darstellung des antagonistischen Effektes von Hexamethonium auf die [PHINMS-
Dissoziationsverzdgerung durch Duo3 nach Arunlakshana und Schild (1958). Ordinate: Logarithmus
des (Verschiebungsfaktors — 1) (VF: Tabelle 9, S. 89). Abszisse: Logarithmus der molaren
Konzentration von Hexamethonium. Geradenanpassung: Gleichung 26, S. 51 mit s = 0,62

Zielparameter: Tabelle 8, S. 87, Index d

3.3.8 Hexamethonium als Antagonist gegentiber Tacrin

Die Simultananalyse des gesamten Effektdatensatzes aus Dissoziations-
experimenten mit Tacrin ist in Abbildung 25, S. 81 gezeigt. Zur Beschreibung des
Effektdatensatzes von Tacrin ist dem Modell 3 (Gleichung 25, S. 50) der Vorzug zu
geben. Ein p-Wert kann hier nicht angegeben werden, da sowohl Modell 2 als auch
Modell 3 mit der gleichen Anzahl an Variablen auskommen. Beim statistischen
Vergleich wird lediglich die Summe der Fehlerquadrate (2.10.1, S. 51) miteinander
verglichen. Das allosterische Verhalten von Tacrin ist in zweifacher Hinsicht
ungewohnlich. Zum einen ist die Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Eigeneffektes
von Tacrin sehr steil (ny = 1,82 = 0,18). Die Affinitat von Tacrin zum [3H]NMS
besetzen Rezeptor ist gering (pECo 5 piss = 5,28 + 0,03), Tacrin kann die Dissoziation
des Radioliganden vollstandig unterdricken (Max = 0,98 £ 0,02). Zum anderen kann
die Interaktion von Tacrin und Hexamethonium gemall dem Modell 3 als kooperativ
(B =0,11 £ 0,01; pKp, Hex = 3,93) beschrieben werden.
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Abbildung 25: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung (Netz) fur die [3H]NMS—Dissoziationsverzégerung
von Tacrin alleine (linker aufsteigender Teil des Netzes), der Kombination einer fixen Konzentration
von Tacrin (2x10'5 M) mit steigenden Konzentrationen von Hexamethonium (mittlerer absteigender
Teil des Netzes) und der Kombination einer fixen Konzentration von Hexamethonium (3x10° M) und
steigenden Konzentrationen von Tacrin (rechter aufsteigender Teil des Netzes). Z-Achse: Effekt:
Invertierte apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k,,, bezogen auf den Kontrollwert kg in
Abwesenheit von Tacrin und normalisiert auf den Eigeneffekt von Hexamethonium k... X-Achse:
Logarithmus der molaren Konzentration von Tacrin. Y-Achse: Logarithmus der molaren Konzentration
von Hexamethonium. Kurvenanpassung: Modell 3, Gleichung 25, S. 50. Zielparameter: Tabelle 8,
S. 87, Index °. Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-
Membransuspension.

Wie oben fur andere Modulatoren beschrieben, liefert auch hier die Auftragung des
Effektdatensatzes gegen den Logarithmus der molaren Konzentration von Tacrin
eine Kontroll- und eine parallel verschobene Kombinationskurve (F-Test), sowie

simulierte Konzentrations-Wirkungs-Kurven (Abbildung 26, S. 82). Dies ermdglicht

die Ermittlung von Verschiebungsfaktoren.
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Abbildung 26: Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) fir die [3H]NMS-Dissoziationsverzégerung von
Tacrin alleine (offene Symbole, durchgezogene Linie), der Kombination einer fixen Konzentration von
Tacrin (2x10° M) mit steigenden Konzentrationen von Hexamethonium (geschlossene Symbole,
gestrichelte Linien) und der Kombination einer fixen Konzentration von Hexamethonium (3x10° M)
und steigenden Konzentrationen von Tacrin (geschlossene Symbole, durchgezogene Linie).
Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k., bezogen auf den Kontrollwert kg in
Abwesenheit von Tacrin und normalisiert auf den Eigeneffekt von Hexamethonium k.. Abszisse:
Logarithmus der molaren Konzentration von Tacrin. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44.
Zielparameter und festgesetzte Parameter: Tabelle 8, S. 87, Index ® und Tabelle 9, S. 89. VF:
Verschiebungsfaktor berechnet aus dem Wendepunkt der Kontroll-KWK (offene Symbole,
durchgezogene Linie) und dem Wendepunkt parallel verschobener KWK (geschlossene Symbole) bei
der jeweiligen Konzentration von Hexamethonium (VF = ECy5 piss, Hexamethonium / ECo5 Diss, Kontrolle)-

Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-Membransuspension.

Die Auftragung der Verschiebungsfaktoren nach Lanzafame et al. (1996) (Abbildung
27, S. 83) verdeutlicht den kooperativen Charakter (o = 8,09 £ 0,79; pKp Hex = 3,98 £

0,04) der Interaktion zwischen Tacrin und Hexamethonium.
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Abbildung 27: Darstellung des antagonistischen Effektes von Hexamethonium auf die [°H]NMS-Disso-
ziationsverzogerung durch Tacrin nach Lanzafame et al. (1996). Ordinate: Logarithmus des
(Verschiebungsfaktors — 1) (VF: Tabelle 9, S. 89). Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration
von Hexamethonium. Kurvenanpassung: Gleichung 27, S. 51. Zielparameter. Tabelle 8, S. 87,

Index °.

3.3.9 Hexamethonium als Antagonist gegeniiber Eburnamonin

In Dissoziationsexperimenten mit und ohne Hexamethonium verhalt sich
Eburnamonin ahnlich wie Tacrin (3.3.8, S. 80). Zur Beschreibung des gesamten
Effektdatensatzes von Eburnamonin (Abbildung 28, S. 84) sollte dem Modell 3
(Gleichung 25, S. 50) der Vorzug gegeben werden. Die kooperative Interaktion
zwischen Hexamethonium und Eburnamonin lasst sich mit B = 0,21 + 0,03 und
PKb, Hex = 3,73 £ 0,29 quantifizieren. Die Affinitat von Eburnamonin zum [3H]NMS
besetzten Rezeptor ist mit pECo 5 piss = 5,39 £ 0,04 recht gering und die Interaktion
zwischen Modulator und Rezeptor folgt nicht dem Massenwirkungsgesetz (ny = 1,63
+ 0,21). Die Dissoziation des Radioliganden wird von Eburnamonin vollstandig
gehemmt (Max = 0,97 + 0,03).
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Abbildung 28: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung (Netz) fir die [3H]NMS-Dissoziationsverzbgerung
von Eburnamonin alleine (linker aufsteigender Teil des Netzes), der Kombination einer fixen
Konzentration von Eburnamonin (3x10'5 M) mit steigenden Konzentrationen von Hexamethonium
(mittlerer absteigender Teil des Netzes) und der Kombination einer fixen Konzentration von
Hexamethonium (3x10'3 M) und steigenden Konzentrationen von Eburnamonin (rechter aufsteigender
Teil des Netzes). Z-Achse: Effekt: Invertierte apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante kapp,
bezogen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit von Eburnamonin und normalisiert auf den
Eigeneffekt von Hexamethonium kye. X-Achse: Logarithmus der molaren Konzentration von
Eburnamonin. Y-Achse: Logarithmus der molaren Konzentration von Hexamethonium. Kurven-
anpassung: Modell 3, Gleichung 25, S. 50. Zielparameter. Tabelle 8, S. 87, Index °. Versuchs-
charakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M;)-Membransuspension.

Die zweidimensionale Auftragung des Effektdatensatzes gegen den Logarithmus der
molaren Konzentration von Eburnamonin (Abbildung 29, S. 85) ermdglicht die
Generierung von Konzentrations-Wirkungs-Kurven in Ab- und Anwesenheit von

Hexamethonium und die Ermittlung der entsprechenden Verschiebungsfaktoren.
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Abbildung 29: Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) fiir die [°HINMS-Dissoziationsverzégerung von
Eburnamonin alleine (offene Symbole, durchgezogene Linie), der Kombination einer fixen
Konzentration von Eburnamonin (3x10° M) mit steigenden Konzentrationen von Hexamethonium
(geschlossene Symbole, gestrichelte Linien) und der Kombination einer fixen Konzentration von
Hexamethonium (3x10® M) und steigenden Konzentrationen von Eburnamonin (geschlossene
Symbole, durchgezogene Linie). Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante Kgpp
bezogen auf den Kontrollwert k, in Abwesenheit von Eburnamonin und normalisiert auf den
Eigeneffekt von Hexamethonium kye. Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration von
Eburnamonin. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44. Zielparameter und festgesetzte Parameter:
Tabelle 8, S. 87, Index ® und Tabelle 9, S. 89. VF: Verschiebungsfaktor berechnet aus dem
Wendepunkt der Kontroll-KWK (offene Symbole, durchgezogene Linie) und dem Wendepunkt parallel
verschobener KWK (geschlossene Symbole) bei der jeweiligen Konzentration von Hexamethonium
(VF = ECos5 piss, Hexamethonium !/ ECos piss, kontrole). Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage,

Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-Membransuspension.
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Der kooperative Charakter der Interaktion zwischen Eburnamonin und Hexa-
methonium Iasst sich in der Auftragung der Verschiebungsfaktoren nach Lanzafame
et al. (1996) (Abbildung 30, S. 86) darstellen.
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Abbildung 30: Darstellung des antagonistischen Effektes von Hexamethonium auf die [3H]NMS-Disso-
ziationsverzégerung durch Eburnamonin nach Lanzafame et al. (1996). Ordinate: Logarithmus des
(Verschiebungsfaktors — 1) (VF: Tabelle 9, S. 89). Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration
von Hexamethonium. Kurvenanpassung: Gleichung 27, S. 51. Zielparameter. Tabelle 8, S. 87,

Index °.
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Effekt des allosterischen Modulators Antagonismus durch Hexamethonium
Modulator PEC 5 piss Ny Max 3 B= (1) o= (1/p) PKb, Hex Modell | N
w84 7,74 +0,072 [-12(-1,29 £ 0,20 ?) |0,00 + 0,05 ? n.b. 4
Gallam 7,05+0,53° [1°7(1,02+0,78%) [0,90+0,14° [1°7(0,70 £ 0,24") - - 453+ 129" 1 8
allamin
7,03 £0,05% [-127(-1,05+0,17?%) |0,08 +0,02% |19 (0,87 +0,19 9 - - 4,50 +0,09° 1 8
WDUo3 8,30 +0,30° [1°(1,04 +0,59°) ]0,99+0,32° [1°7(0,73+0,18") - - 431+1,35° 1 9
uo
8,29+ 0,022 |[-12(-1,04 +0,13%) |0,01+0,072 |19(0,77 + 0,089 - - 4,26 +0,08° 1 9
EHW21 6,56 + 0,08 [1°7(1,14+0,15°) 10,98 +0,05° |1°7(0,78 £0,14°) - - 3,53+0,54° 1 18
6,46 + 0,042 [-127(-1,20+ 0,042 |0,00+0,03% |19 (0,96 + 0,039 - - 3,54 +0,02¢ 1 18
+3x10° M Hex [5,48+0,172 |[-127(-1,14+0,20%) [0,05+ 0,152 n.z. 8
Duo3 6,08 +0,04° [1,92+0,26" 0,99 + 0,02° (0,68 + 0,06° - - 2,44 +0,17° 2 16
uo
6,08 + 0,022 [-2,04 +0,15° 0,00+ 0,032 [0,62 + 0,061 - - 2,25+0,20° 2 16
+3x10° M Hex [5,29 + 0,072 [-2,10+0,31° 0,04 +0,05° n.z. 8
Taor 528+0,03°[1,82+0,18° 0,98 +0,02° - 0,11 +0,01° [(9,09) 3,93+ 0,06° 16
acrin
5,29 +0,012 [-1,98 + 0,06° 0,03+0,01° - (0,12) 8,09+ 0,79° [3,98+0,04° 16
+3x10° M Hex [4,50 + 0,05 |-1,89 +0,29° 0,09 +0,07° n.z. 8
Eb _ 5,39+ 0,04° [1,63+0,21° 0,97 +0,03° - 0,21+ 0,03° |(4,76) 3,73+0,29°¢ 18
urnamonin
5,37 +0,022 [-1,69 + 0,122 0,01+ 0,022 - (0,22) 4,52 +0,34° [3,99 + 0,06° 18
+3x10° M Hex [4,89+0,06° |-1,64 +0,47° 0,12 +£0,07° n.z. 8

Tabelle 8: Kenngroflen + Standardfehler der Kurvenanpassungen des [3H]NMS-Dissoziationsverzt')gerungs-Effektes allosterischer Modulatoren und der

Antagonisierung dieses Effektes durch Hexamethonium. pEC, 5 piss: Negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration des Modulators, in Abwesenheit

des Antagonisten Hexamethonium, die die Dissoziations-Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. ng:

Steilheit der

Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Modulators. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators (Dissoziationsverzogerung von [3H]NMS); bei
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positivem Wert von ny kann der maximale Effekt maximal den Wert 1,00, bei negativem Wert von ny maximal den Wert 0,00 erreichen. s: Steigung der Schild-
Geraden. g/ a: Kooperativitatsfaktor; Maf fur die kooperative Interaktion zwischen Antagonist und Modulator. pKy, nex: Negativer dekadischer Logarithmus der
Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des Antagonisten Hexamethonium. Modell: Angabe eines Modells 1 bis 3, dem entsprechend einem F-Test der
Vorzug gegeben werden sollte. N: Anzahl der unabhangigen Experimente. n.b.: nicht bestimmt. n.z.: nicht zutreffend. Index : Angabe der Zielparameter aus
einer Anpassung der Datenpunkte an Gleichung 20, S. 44 (Hill). Index °: Angabe der Zielparameter aus einer Anpassung der Datenpunkte an Gleichung 24,
S. 50 (Waud). Index °: Angabe der Zielparameter aus einer Anpassung der Datenpunkte an Gleichung 25, S. 50 (Waud, erweitert). Index d Angabe der
Zielparameter aus einer Anpassung der Datenpunkte (berechnete Verschiebungsfaktoren (Tabelle 9, S. 89) gegen die Hexamethonium-Konzentration
aufgetragen) an Gleichung 26, S. 51 (Schild). Index °: Angabe der Zielparameter aus einer Anpassung der Datenpunkte (berechnete Verschiebungsfaktoren
(Tabelle 9, S. 89) gegen die Hexamethonium-Konzentration aufgetragen) an Gleichung 27, S. 51 (Lanzafame). Index " auf 1 bzw. —1 festgesetzter Parameter
(nn, s), nach Feststellung, dass dieser nicht signifikant unterschiedlich von 1 bzw. —1 ist; in Klammern sind die Werte angegeben, wie sie erhalten werden,

wenn der Parameter nicht festgesetzt ist.
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Hexa- Gallamin WDuo3 EHW21 Duo3 Tacrin Eburnamonin

methonium- ny=-1,00" ny=-1,00" ny=-1,00" np=-1,92" ny=-1,82" ny=-163"

Konz. Max = 0,10 f Max = 0,00 f Max = 0,00 ' Max = 0,00 f Max = 0,00 ' Max = 0,00 f
PECospiss | VF | PECospiss | VF | PECospiss | VF | PECospiss | VF| PECospiss | VF| PECospiss | VF
0 M (Kontrolle) 7,06 +0,04% [1,0 [8,29+0,02% [1,0 [6,46+0,04%(1,0 [6,09+0,01%/1,0(5,27+0,012(1,0 (5,37 +0,02% 1,0
1x10* M 6,46 +0,00° [4,0 [7,79+0,00° 3,2 [6,32+0,00° [1,4 [5,87+0,00°[1,7 [5,01+0,00°[1,8[5,13+0,00° 1,7
3x10* M 5,85+ 0,00° [16,2 (7,34 +0,00° |89 [6,11+0,00° (2,2 [5,74+0,00°(2,2 4,84 +0,00°(2,7 [5,02+0,00° 2,2
1x10° M 542 +0,00° [43,7|7,12+0,00° (14,8 |5,79+0,00° [4,7 [5,59+0,00°(3,2 4,59 +0,00°(4,8 [4,85+0,00°|3,3
3x10° M 5,29 + 0,00° [58,9 (6,70 +0,00° (38,9 [543+ 0,062 [10,7 |5,27 + 0,02°(6,6 |4,45+0,022(6,6 |4,78 £0,05% (3,9
1x10% M nb. n.b. n.b. n.b. nb. n.b. n.b. n.b. n.b. nb. | 4,68 £ 0,00° 4,9

Tabelle 9: KenngréRen + Standardfehler (pECo 5 piss) der Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) mit festgesetzten Parametern (ny, Max) des [3H]NMS-Disso-
ziationsverzogerungs-Effektes allosterischer Modulatoren, sowie die daraus berechneten Verschiebungsfaktoren (VF= ECg 5 piss, Hexamethonium / ECo 5 Diss, kontrolle)-
PEC, 5 piss: Negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration des Modulators, in Abwesenheit des Antagonisten Hexamethonium, die die Dissoziations-
Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. ny: Steilheit der Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Modulators. Max: maximaler
Effekt des allosterischen Modulators (Dissoziationsverzégerung von [3H]NMS). n.b.: nicht bestimmt. Index ®: durch mehrere Datenpunkte erfasste KWK des
allosterischen Modulators in Ab- und Anwesenheit des Antagonisten Hexamethonium. Index ®: durch einen erfassten Datenpunkt simulierte KWK des
allosterischen Modulators in Anwesenheit des Antagonisten Hexamethonium (Standardfehler << 0). Index " auf den angegebenen Wert festgesetzter

Parameter.
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3.4 Mg* als allosterischer Modulator und als Antagonist der
[’H]INMS-Dissoziations-Verzégerung

Ebenso wie Hexamethonium kann Mg** sowohl als allosterischer Modulator, sowie

als Antagonist der [°H]NMS-Dissoziations-Verzégerung eingesetzt werden. Um die

Reproduzierbarkeit der eigenen Vorgehensweise dokumentieren zu konnen, wurden

die Ergebnisse aus Dissoziationsexperimenten mit Mg®* alleine und der Kombination

aus Mg?* und Tacrin mit Befunden einer friiheren Arbeit (Schulz, 1998) verglichen.

3.4.1 Eigeneffekt von Mg** auf die [FHINMS-Dissoziation

Als ,partieller Agonist* (Max = 0,41 + 0,03) verzdgert Mg®* alleine die [PH]NMS-
Dissoziation vom Acetylcholin-Rezeptor (Abbildung 31).

1,00-
—m— diese Arbeit
L 0757 ~-- Schulz, 1998
<
5 0,50-
0,251
0,00-

Mittelwerte + Standardfehler

-5 -4 -3 -2 -1 0
Mg®* (log M)

Abbildung 31: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Mg2+ fur die [3H]NMS-Dissoziationsverzégerung.
Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k., bezogen auf den Kontrollwert kq in

Abwesenheit von MgZ+. Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration von Mg”.

Kurvenanpassung:, Gleichung 20, S. 44. Zielparameter. Tabelle 10, S. 94, Index 2 Index °.

Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M;)-Membransuspension.

Die Daten von Schulz (1998) lassen sich besser anpassen, wenn man fiir Mg®* zwei
unterschiedliche Bindestellen annimmt. Schulz gibt die Zielparameter sowohl fur die
Anpassung unter der Annahme einer Bindestelle (Gleichung 20, S. 44) fir Mg?*, als
auch fur die Anpassung unter der Annahme zweier Bindestellen (Gleichung 21, S.
45) an. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten lassen eine Unterscheidung nicht zu,
ob eine Kurvenanpassung mittels Gleichung 20 oder mittels Gleichung 21 signifikant
besser ist. Daher wurden die Effektdaten von Mg®* an die allgemeine Hill-Gleichung

angepasst. Die so gewonnenen Zielparameter stimmen gut mit den von Schulz



Ergebnisse 91

erhobenen Daten unter der Annahme einer Bindestelle fiir Mg®* tiberein (Tabelle 10,
S. 94).

3.4.2 Mg** als Antagonist gegeniiber Tacrin

Wird Mg2+ in der Kombination mit einem allosterischen Modulator in [*H]NMS-
Dissoziationsexperimenten eingesetzt, so verringert Mg** den dissoziations-
verzogernden Effekt des Modulators. In Abbildung 32 ist der allosterische Effekt von
Tacrin und der Effekt einer Kombination einer Konzentration von Tacrin und einer
Konzentration von Mg®* dargestellt. Es Idsst sich eine gute Ubereinstimmung mit den

von Schulz (1998) erhobenen Daten dokumentieren.

Tacrin-Eigeneffekt
—B- diese Arbeit

1,00- S "7~ Sehuiz, 1998
\
()] -
,—‘.‘E\ 0,75 \q-
< Mg**-Zusatz
{Q 0,50_ g usa 5
3 ~#-3 %102 M (VF: 6,0);
X . !
Kj - diese Arbeit
251 /N 3 x10% M (VF: 4,8);
o _ Schulz, 1998

Mittelwerte + Standardfehler
I T T T 1

-7 -6 -5 -4 -3
Tacrin (log M)

Abbildung 32: Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) flr die [3H]NMS-Dissoziationsverzégerung von
Tacrin alleine (offene Symbole, durchgezogene Linie) und der Kombination einer Konzentration von
Tacrin (3x10° M) mit einer Konzentration von Mg?* (3x10 M) (geschlossenes Symbol, gestrichelte
Linie) und den analogen Befunden aus der Dissertation von Schulz (1998). Ordinate: Apparente
Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k., bezogen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit von
Tacrin und normalisiert auf den Eigeneffekt von Mg2+ kmg. Abszisse: Logarithmus der molaren
Konzentration von Tacrin. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44. Zielparameter und festgesetzte
Parameter. Tabelle 10, S. 94, Index ?, Index ° und Tabelle 11, S. 95. VF: Verschiebungsfaktor
berechnet aus dem Wendepunkt der Kontroll-KWK (offene Symbole, durchgezogene Linie) und dem
Wendepunkt der parallel verschobenen KWK (geschlossenes Symbol) (VF = ECq s piss, mg2+ / ECo,s5 Diss,
Kontrolle)- Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M;)-Membran-

suspension.

3.4.3 Mg* als Antagonist gegeniiber EHW21

Dissoziationsexperimente mit dem Tacrin-Dimer EHW21 alleine und der Kombination
aus EHW21 und Mg?* lassen sich mithilfe der Gleichung 24, S. 50 simultan
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auswerten. Zur Beschreibung des gesamten Effektdatensatzes (Abbildung 33) von
EHW21 sollte dem Modell 2 der Vorzug gegeben werden (F-Test; p = 0,029). Mg**
vermag demnach den allosterischen Effekt von EHW21 (pECo 5 piss = 6,48 £ 0,03; ny
= 1,14 + 0,09; Max = 1,00 * 0,03) nicht-kompetitiv (s = 0,61 + 0,09; pKy mg = 1,19 *
0,11) zu antagonisieren.

1,00

Abbildung 33: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung (Netz) fir die [3H]NMS-Dissoziationsverzbgerung
von EHW21 alleine (linker aufsteigender Teil des Netzes) und der Kombination einer fixen
Konzentration von EHW21 (3x10'G M) mit steigenden Konzentrationen von Mg2+ (rechter absteigender
Teil des Netzes). Z-Achse: Effekt: Invertierte apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante kapp,
bezogen auf den Kontrollwert k, in Abwesenheit von EHW21 und normalisiert auf den Eigeneffekt von
Mg2+ kmg- X-Achse: Logarithmus der molaren Konzentration von EHW21. Y-Achse: Logarithmus der
molaren Konzentration von Mgz+. Kurvenanpassung: Modell 2, Gleichung 24, S. 50. Zielparameter:
Tabelle 10, S. 94, Index °. Versuchscharakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-
(M2)-Membransuspension.

Die nicht-kompetitive Interaktion von EHW21 und Mg?* ist in der Abbildung 34, S. 93
und Abbildung 35, S. 93 dargestellt.
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1,001 Mgz+-Zusatz
® 1x10" M (VF: 4,7)
£ 0.751 * 3x102 M (VF: 2,5)
(=] v -2 .
5% 0.50 1x 102 M (VF: 1,9)
K; A 3x10° M (VF: 1,3)
0,25+ ® 1x10° M (VF: 1,1)
0,00- i,
Mittelwerte + Standardfehler
-8 -7 -6 -5 -4

EHW21 (log M)

Abbildung 34: Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) fiir die [°HINMS-Dissoziationsverzégerung von
EHW21 alleine (offene Symbole, durchgezogene Linie) und der Kombination einer fixen Konzentration
von EHW21 (3x10‘6 M) mit steigenden Konzentrationen von Mg2+ (geschlossene Symbole, gestrichelte
Linien). Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante ka,, bezogen auf den Kontroll-
wert ko in Abwesenheit von EHW21 und normalisiert auf den Eigeneffekt von Mg2+ kmg. Abszisse:
Logarithmus der molaren Konzentration von EHW21. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44.
Zielparameter und festgesetzte Parameter: Tabelle 10, S. 94, Index °, und Tabelle 11, S. 95. VF:
Verschiebungsfaktor berechnet aus dem Wendepunkt der Kontroll-KWK (offene Symbole,
durchgezogene Linie) und dem Wendepunkt parallel verschobener KWK (geschlossene Symbole) bei
der jeweiligen Konzentration von Mg2+ (VF = ECos piss, M2+ / ECos Diss, Kontrolle). Versuchs-
charakteristika: Einzelfilteranlage, Mehrpunkterfassung, HSV-(M,)-Membransuspension.

2_
s= 0,48 £ 0,03
= PKp, Mg = 1,05 + 0,06
T
>
8" ‘/./
= 0 ././ :
1 m EHW21
-4 -3 -2 -1 0
Mg?* (log M)

Abbildung 35: Darstellung des antagonistischen Effektes von Mg2+ auf die [3H]NMS-Disso-
ziationsverzégerung durch EHW21 nach Arunlakshana und Schild (1958). Ordinate: Logarithmus des
(Verschiebungsfaktors — 1) (VF: Tabelle 11, S. 95). Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration
von Mg*". Geradenanpassung: Gleichung 26, S. 51 mit s = 0,48 Zielparameter. Tabelle 10, S. 94,

Index °.
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Effekt des allosterischen Modulators Antagonismus durch Mg**

Modulator | pEC5 piss Ny Max s Bp=1la | a=1/p PKb, mg Modell | N
Tacrin 529+0,012 |[-1,98 +0,062 0,03+0,01° n.b. n.b. n.b. n.b. nb. |12
517 °° -2,12°° 0,00 ° - 0,17 % (5,96 °°)| 2,64 °* 305 | -
CHW2 1 6,48+0,03° [1,14£0,09° 1,00 £ 0,03 |0,61 +0,09° - - 1,19+0,11°| 2 14
6,46 +0,04% [-12'(-1,20+0,04%) |0,00+0,03® |0,48 +0,03° - - 1,05+0,06° 2 14

Mg 3,35+0,227 [-0,81%" 0,41+0,03° . 1
3,03°%% -0,81°% 0,40%° -

Tabelle 10: Kenngrélken + Standardfehler der Kurvenanpassungen des [3H]NMS—Dissoziationsverzégerungs—Effektes allosterischer Modulatoren und der
Antagonisierung dieses Effektes durch Mg”". pECys piss: Negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration des Modulators, in Abwesenheit des
Antagonisten M92+, die die Dissoziations-Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. n,: Steilheit der Konzentrations-Wirkungs-
Kurve des Modulators. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators (Dissoziationsverzégerung von [3H]NMS); bei positivem Wert von ny kann der
maximale Effekt maximal den Wert 1,00, bei negativem Wert von ny maximal den Wert 0,00 erreichen. s: Steigung der Schild-Geraden. #/ a: Kooperativitats-
faktor; Maf fir die kooperative Interaktion zwischen Antagonist und Modulator. pK,, uge: Negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziations-
konstante des Antagonisten M92+. Modell: Angabe eines Modells 1 bis 3, dem entsprechend einem F-Test der Vorzug gegeben werden sollte. N: Anzahl der
unabhéngigen Experimente. n.b.: nicht bestimmt. n.z.: nicht zutreffend. Index ®: Angabe der Zielparameter aus einer Anpassung der Datenpunkte an
Gleichung 20, S. 44 (Hill). Index °: Angabe der Zielparameter aus einer Anpassung der Datenpunkte an Gleichung 24, S. 50 (Waud). Index °: Angabe der
Zielparameter aus einer Anpassung der Datenpunkte an Gleichung 25, S. 50 (Waud, erweitert). Index d Angabe der Zielparameter aus einer Anpassung der
Datenpunkte (berechnete Verschiebungsfaktoren (Tabelle 11, S. 95) gegen die Mg2+-Konzentration aufgetragen) an Gleichung 26, S. 51 (Schild). Index " auf
den angegebenen Wert festgesetzter Parameter (ny); in Klammern sind die Werte angegeben, wie sie erhalten werden, wenn der Parameter nicht festgesetzt
ist. Index °: von Schulz (1998) erhobene Daten.
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24 EHW21 Tacrin
Mg~ - f f
ny =-1,14 ny = -1,82
Konzentration ; :
Max = 0,00 Max = 0,00
PECospiss | VF | PECospiss | VF
oM 6,46 £ 0,022 [1,0 [5,27+0,012 [1,0
1x10° M 6,40 +£0,00° [1,1 nb. nb.
3x10° M 6,34 +0,00° [1,3 nb. nb.
1x10° M 6,18 + 0,00° [1,9 nb. nb.
3x 102 M 6,06 + 0,00° [2,5 |4,49+0,00° |6,0
1x10"M 579+0,00° (4,7 nb. nb.

Tabelle 11: KenngréRen + Standardfehler (pECy 5 piss) der Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) mit
festgesetzten Parametern (ny, Max) des [3H]NMS-Dissoziationsverzégerungs-Effektes allosterischer
Modulatoren, sowie die daraus berechneten Verschiebungsfaktoren (VF = ECq 5 piss, Hexamethonium / ECo 5
piss, Kontrolle)- PECo,5 piss: Negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration des Modulators, in
Abwesenheit des Antagonisten M92+, die die Dissoziations-Geschwindigkeitskonstante des
Radioliganden halbmaximal reduziert. ny: Steilheit der Konzentrations-Wirkungs-Kurve des
Modulators. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators (Dissoziationsverzégerung von
[PHINMS). n.b.: nicht bestimmt. Index ®: durch mehrere Datenpunkte erfasste KWK des allosterischen
Modulators in Abwesenheit des Antagonisten Mg2+. Index ®: durch einen erfassten Datenpunkt
simulierte KWK des allosterischen Modulators in Anwesenheit des Antagonisten Mg2+ (Standardfehler

<< 0). Index " auf den angegebenen Wert festgesetzter Parameter.

3.5 Einfluss des Losungsvermittlers DMSO

Die allosterischen Modulatoren WDuo3, Duo3 und EHW21 konnten in den bendtigten
Konzentrationen nur in wassrige LOsung gebracht werden, wenn der Losungs-
vermittler Dimethylsulfoxid (DMSO) zum Einsatz kam. Um den Einfluss von DMSO
auf die Ergebnisse aus Dissoziationsexperimenten abschatzen zu kdnnen, wurde
zunachst der Eigeneffekt von DMSO auf die [PH]NMS-Dissoziation untersucht.
AnschlieBend wurde beispielhaft der Einfluss von DMSO auf die allosterische
Wirksamkeit von W84 genauer analysiert. Der Modulator W84 |3sst sich sonst ohne
Weiteres in den bendtigten Konzentrationen in Wasser |6sen. Die Verdunnungs-
reihen der allosterischen Modulatoren wurden so hergestellt, dass die Konzentration

von DMSO im Reaktionsansatz wahrend des Experimentes maximal 25% betrug.
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3.5.1 Eigeneffekt von DMSO auf die [FHJNMS-Dissoziation

An COS7-hM,-Membransuspensionen konnte eine Konzentration von 2,5% DMSO
im Reaktionsansatz eine gerade messbare [*H]NMS-Dissoziationsverzégerung
auslosen. 25% DMSO
geschwindigkeit an COS7-hM; um mehr als die Halfte reduzieren. Die COS7-hMs-

im Reaktionsansatz vermochten die Dissoziations-

Membransuspension war in bezug auf den dissoziationsverzégernden Eigeneffekt
von DMSO der

empfindlicher. Eine gerade messbare Dissoziationsverzogerung konnte schon bei

COS7-hM,-Membransuspension  vergleichbar, jedoch etwas

einer Konzentration von 0,25% DMSO, ein deutlicher Eigeneffekt jedoch erst bei

einer Konzentration von 25% DMSO ermittelt werden.

1251 £gcos7-hm, 1257 EmcosT-hM,
1,00 1,00
£ 0,751 £ 0,751
< 0,50- < 0,50-
0,25 0,25
0,00 0,00
R PP 4P P NV
©" DMSO (%) ©" DMSO (%)
Abbildung 36: [3H]NMS Dissoziationsverzégerung durch DMSO an COS7-hM, und COS7-hMs

Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k., bezogen auf den Kontrollwert ko in
Abwesenheit von DMSO. Abszisse: Prozentuale Konzentration von DMSO im Reaktionsansatz.
Zielparameter. Tabelle 12, S. 96. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester, Zweipunkt-

erfassung, COS7-Membransuspensionen.

DMSO (%) | COS7-hM; . COS7-hMs .
Endkonz. Kapp/Ko Kapp/Ko

0,000 1,00+£0,00 | 2 |1,00£0,00 | 2

0,025 0,98+0,02 | 2 098+0,01 |2

0,250 0,99+0,02 | 2 0,92+0,01 |2

2,500 0,93+0,01 | 2|0,87+£0,02 | 2

25,000 0,42+0,01 | 2 |0,61+£0,01 |2

Tabelle 12: KenngréRen + Standardfehler der [3H]NMS
COS7-hM; und COS7-hMs. kapp/ko: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k.p, bezogen

Dissoziationsverzdégerung durch DMSO an

auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit von DMSO. N: Anzahl der unabhangigen Experimente.
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3.5.2 Einfluss von DMSO auf die allosterische Wirksamkeit von W84

Bis zu einer Konzentration von 2,5% DMSO im Reaktionsansatz konnten Konzen-
trations-Wirkungs-Kurven von W84 fiir die [PH]NMS-Dissoziationsverzégerung an
COS7-hM;- und COS7-hMs-Membransuspensionen ermittelt werden, die in Form (ny,
Max) und Lage (pECo 5 piss) im Wesentlichen den Kurven entsprachen, wenn diese
unter Ausschluss von DMSO bestimmt wurden (Abbildung 37). Die Ergebnisse aus
Experimenten mit 25% DMSO im Reaktionsansatz spiegeln den Eigeneffekt des
Dimethylsulfoxids wieder. Eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve lasst sich nicht
ermitteln. Vielmehr liefern die Datenpunkte jeweils eine Gerade parallel zur X-Achse.
Anhand dieser Ergebnisse lasst sich ausmachen, dass der allosterische Effekt eines
Modulators nicht vom Eigeneffekt des DMSO unterscheidbar ist, wenn der
Reaktionsansatz mit 25% DMSO ,belastet® ist. Daher Iasst sich vermuten, dass eine
Konzentrations-Wirkungs-Kurve eines Modulators nicht bis auf null geht, wenn bei
héheren Konzentrationen des Modulators 25% DMSO zugegen sind. Die so
ermittelte unvollstandige Dissoziationsverzogerung des allosterischen Modulators
ware dann ein Artefakt, verursacht durch den Ldsungsvermittter DMSO. Daher
wurden in Abbildungen mit in Dissoziationsexperimenten ermittelten Konzentrations-
Wirkungs-Kurven die Datenpunkte durch Einrahmung mit einem Rechteck markiert,

die mit einer Konzentration von 25% DMSO belastet waren.

1.254 [ ) COS?'hM2 (H20)
o COS7-hM, (DMSO 0,25%)
1,007 COS7-hM, (DMSO 2,50%)
(=]
< 0,75 e COS7-hM, (DMSO 25,00%)
=
~ 0,507 m COS7-hM (H,0)
0.25- = COS7-hMs (DMSO 0,25%)
COS7-hM; (DMSO 2,50%
0.00- 5 ( )

m COS7-hMs (DMSO 25,00%)
9 8 -7 6 -5 -4 3
W84 (log M)

Abbildung 37: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur die [3H]NMS-Dissoziationsverzégerung von W84
mit unterschiedlichen Konzentrationen von DMSO an Membransuspensionen aus COS7-Zellen.
Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k,,, bezogen auf den Kontrollwert ko in
Abwesenheit von W84. Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration von W84. Kurven-
anpassung:. Gleichung 20, S. 44. Zielparameter. Tabelle 13, S. 98. Versuchscharakteristika:

Brandel Cell Harvester, Zweipunkterfassung.
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DMSO (%) | COS7-hM; COS7-hM, COS7-hM, N
Endkonz. PECo,5 piss NH Max
0,00 7,33+0,03 |[-17(-1,35+0,15) [07(0,10+0,04) | 3
0,25 7,62 +0,03 [-17(-0,80+0,11) [07(0,00+0,07) | 2
2,50 7,46 +0,03 [-17(-0,78 +0,12) |07(0,00+0,09) | 2
25,00 n.bs. n.bs. n.bs. 3
COS7-hMs COS7-hMs COS7-hMs
PECo;5 piss Ny Max
0,00 542 +0,05 [-17(-1,40+0,22) [07(0,08 +0,05) | 3
0,25 5,63 + 0,03 [-1,36 + 0,12 0,16 + 0,02 4
2,50 5,58 + 0,02 |-0,80 + 0,04 07(0,01+0,04) | 4
25,00 n.bs. n.bs. n.bs. 3

Tabelle 13: Kenngrofen + Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des [°H]JNMS-Disso-
ziationsverzogerungs-Effektes von W84 mit unterschiedlichen Konzentrationen von DMSO an
Membransuspensionen aus COS7-Zellen. pECy s piss: Negativer dekadischer Logarithmus der Konzen-
tration von W84, die die Dissoziations-Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal
reduziert. ny: Steilheit der Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Max: maximaler Effekt des allosterischen
Modulators W84. N: Anzahl der unabhangigen Experimente. n.bs.: nicht bestimmbar. Index " auf den

angegebenen Wert festgesetzter Parameter, ohne statistisch signifikante Abweichung.

3.6 Dissoziationsexperimente an Membransuspensionen aus

COS7-Zellen zur ldentifizierung der verantwortlichen Epitope
fur die My/Ms-Selektivitat allosterischer Modulatoren

Die allosterischen Modulatoren W84, Alcuronium, CARALL, WDuo3, Duo3, Tacrin
und EHW21 wurden in Dissoziationsexperimenten mit Zweipunkterfassung (1.1.1, S.
47) an Membransuspensionen aus COS7-Zellen untersucht. Die COS7-Membran-
suspensionen enthielten entweder den humanen Mj- oder Ms-Rezeptor, chimare
M./Ms-Rezeptoren oder Punktmutanten des hMj,-Rezeptors. Die ermittelten pECy s
piss-Werte dienten als Affinititsparameter zu den [°H]NMS besetzten Rezeptoren. Alle
untersuchten Modulatoren weisen eine héhere Affinitat zu [PHINMS besetzten My- als
zu Ms-Rezeptoren auf. Untersuchungen an M,/Ms-chimaren Rezeptoren ermdglichen
die ldentifizierung der fur die M./Ms-Selektivitat verantwortlichen Rezeptorepitope.
Die genaue Aminosaurefrequenz der chimaren Rezeptoren kann der Tabelle 1, S. 27
entnommen werden. Zunachst sollte die eigene Arbeitsweise anhand von

Dissoziationsexperimenten mit den Modulatoren W84, Alcuronium und CARALL an
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den Membransuspensionen COS7-hM,, COS7-hMs, COS7-CR3 und COS7-CR6
validiert werden. Fur alle drei Modulatoren konnte das gleiche Affinitatsmuster
gefunden werden, wie es von Stefan Buller (Buller, 2002) berichtet wird.

Die Modulatoren WDuo03, Duo3, Tacrin und EHW21 wurden hinsichtlich ihres
Affinitatsmusters fir CR1, CR2, CR3 und CR6 getestet. Diese vier Modulatoren
wurden aullerdem in Dissoziationsexperimenten mit den Membransuspensionen
COS7-U (hM; **Thr—His) und COS7-BG (hM; ""Tyr—GIn, ***Thr—His) untersucht.
Far den allosterischen Modulator W84 ist bekannt (Voigtlander et al., 2003), dass die
beiden Aminosduren '""Tyrosin und “**Threonin in hM, vollstandig fiir die
Affinitatsdifferenz zu hMs verantwortlich sind. Es sollte untersucht werden, ob die
Modulatoren WDuo3, Duo3, Tacrin und EHW21 die gleichen Epitope wie der
Prototyp Modulator W84 nutzen, die flir das My/Ms-Affinitatsverhaltnis am [PHINMS
besetzten Rezeptor verantwortlich sind. Sollte dies der Fall sein, sollte auch der
Frage nachgegangen werden, ob sich die My/Ms-Affinitatsdifferenz durch Austausch

der beiden Aminosauren """ Tyrosin und ***Threonin aufheben lasst.

3.6.1 W84

Der allosterische Modulator W84 weist gegenuber dem in COS7-Zellen exprimierten,
[PHJNMS besetzten hM,-Rezeptor eine ca. 80 fach hdhere Affinitat auf als zu dem
hMs-Rezeptor. Die Lage der Konzentrations-Wirkungs-Kurven von W84 fir die
[’H]NMS-Dissoziationsverzdogerung in Abbildung 38, S. 100 verdeutlicht das
gefundene Affinitatsmuster M, > CR3 > CR6 > Ms. Dieses Affinitatsmuster lasst sich

gut mit den Daten von Buller (2002) in Einklang bringen.
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1,00- Em m COS7-CR3
£ o75. v COS7-CR6
g m COS7-hM;
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Abbildung 38: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir die [3H]NMS-Dissoziationsverzt')gerung von W84
an Membransuspensionen aus COS7-Zellen. Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeits-
konstante k,p, bezogen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit von W84. Abszisse: Logarithmus der
molaren Konzentration von W84. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44. Zielparameter. Tabelle

14, S. 100. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester, Zweipunkterfassung.

Membran- i
. PECo5piss | PECo,5piss Ny Max N

suspension
COS7-hM, 7,33+0,03 [(7,62+0,03) |-17(-1,35+0,15) |07(0,10 + 0,04

)
COS7-CR3 6,66 0,05 | (7,00 + 0,07) |-11(-1,82£0,13) |0' (0,18 + 0,02)
)
)

COS7-CR6 6,22+ 0,05 [(6,43+0,03) |-17(-1,14 £0,24) [07(0,00 + 0,07
COS7-hMs 5,42 +0,05 [ (5,79 +0,06) |-17(-1,40+0,22) |07(0,08 + 0,05

Wl = = W

Tabelle 14: KenngréfRen * Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des [3H]NMS—
Dissoziationsverzdgerungs-Effektes von W84 an Membransuspensionen aus COS7-Zellen. pECy s
pisss hegativer dekadischer Logarithmus der Konzentration von W84, die die Dissoziations-
Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. ny: Steilheit der
Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators W84. N: Anzahl

b f

der unabhangigen Experimente. Index ~: von Buller (2002) erhobene Daten. Index : auf den

angegebenen Wert festgesetzter Parameter, ohne statistisch signifikante Abweichung.

3.6.2 Alcuronium

Das Affinitatsverhaltnis zwischen COS7-hM,- und COS7-hMs-Rezeptoren betragt fur
Alcuronium 1349. Der Einsatz des chimaren Rezeptors CR6 bringt keinen
nennenswerten  Affinitatsgewinn.  COS7-CR3 nimmt demgegenuber eine
Mittelstellung zwischen hM, und hMs ein (Abbildung 39, S. 101). Das mit den Daten
von Buller (2002) Gbereinstimmende Muster kann folgendermalf3en formuliert werden:
M, > CR3 >> CR6 = Ms.
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1,25+
e COST7-hM,
1,00~ - m COS7-CR3
£ 0,75- v COS7-CR6
52 m COS7-hM
=< 0,501 °
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IMi’ttelvyerte il Standlardferrler .
10 9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
Alcuronium (log M)

Abbildung 39: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir die [3H]NMS-Dissoziationsverzé')gerung von
Alcuronium an Membransuspensionen aus COS7-Zellen. Ordinate: Apparente Dissoziations-
geschwindigkeitskonstante k,,, bezogen auf den Kontrollwert k, in Abwesenheit von Alcuronium.
Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration von Alcuronium. Kurvenanpassung: Gleichung
20, S. 44. Zielparameter. Tabelle 15, S. 101. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester,

Zweipunkterfassung.

Membran- n
. PECospiss | PECo,5 piss Ny Max N
suspension
COS7-hM, 8,10 £ 0,03 |(8,57+0,05) |-1,31+0,10 of (0,12 £ 0,03)
COS7-CR3 |6,89+0,06 |(7,47 £0,07) |1 f (-1,97 £0,36) |0 f (0,30 £ 0,05)
COS7-CR6 |5,31+0,06 |(5,70+0,03) |1 f (-1,08 £0,36) |0 f (0,10 £ 0,14)

0 ( )

COS7-hMs 4,97 £0,04 |(5,32+0,04) |-0,77 £ 0,06 (0,00+0,13

1
1
1
1

Tabelle 15: Kenngrdlken * Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des [3H]NMS-
Dissoziationsverzdgerungs-Effektes von Alcuronium an Membransuspensionen aus COS7-Zellen.
PEC,5 piss: negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration von Alcuronium, die die
Dissoziations-Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. n,: Steilheit der
Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators Alcuronium. N:
Anzahl der unabhangigen Experimente. Index °: von Buller (2002) erhobene Daten. Index ": auf den

angegebenen Wert festgesetzter Parameter, ohne statistisch signifikante Abweichung.
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3.6.3 CARALL
Bei einem Mj/Ms-Affinitatsverhaltnis von 324 fur CARALL bringt der Einsatz der

chimaren Rezeptoren CR3 und CR6 einen ahnlichen, deutlichen Affinitatsgewinn
(Abbildung 40). Auch hier stimmt das Affinitatsmuster M, > CR3 = CR6 > Ms mit dem
von Buller (2002) gefundenem Muster recht gut tberein.

1,254

e COS7-hM,
1,00 m COS7-CR3
° v COS7-CR6
= 754
5 0,75 m COS7-hM;
0,50
0,25-
0,00-

Mittelwerte + Standardfehler
T T

10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
CARALL (log M)

Abbildung 40: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir die [SH]NMS-Dissoziationsverzégerung von
CARALL an Membransuspensionen aus COS7-Zellen. Ordinate: Apparente Dissoziations-
geschwindigkeitskonstante k,,, bezogen auf den Kontrollwert ko, in Abwesenheit von CARALL.
Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration von CARALL. Kurvenanpassung: Gleichung 20,
S. 44. Zielparameter. Tabelle 16, S. 102. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester,

Zweipunkterfassung.

Membran- b
) PECo5piss | PECo,5piss NH Max N
suspension
COS7-nM, |7,86£0,02 |(8,00%0,06) |-152+0,09 _ |0'(0,00 £ 0,04) | 1
COS7-CR3 6,86 0,04 |(7,01%0,07) |-1'(-1,03£0,21)|0 (0,08 £ 0,09) | 1
COS7-CR6 |6,83 0,05 | (6,91 £ 0,03) |-1,61 £ 0,31 07(0,05 £0,07) | 1
COS7-nM; |5.35 £ 0,06 | (5,59  0,08) |-17(0,99 £ 0,16) | 0,27 £0,03 1

Tabelle 16: Kenngréfen +* Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des [3H]NMS-
Dissoziationsverzégerungs-Effektes von CARALL an Membransuspensionen aus COS7-Zellen.
PEC, 5 piss: Negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration von CARALL, die die Dissoziations-
Steilheit

Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators CARALL. N:

Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. ny: der

Anzahl der unabhangigen Experimente. Index ®: von Buller (2002) erhobene Daten. Index " auf den

angegebenen Wert festgesetzter Parameter, ohne statistisch signifikante Abweichung.
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3.6.4 WDuo3
Gegenuber W84 weist WDuo3 mit M, > CR3 > CR6 = M5 (= CR1 = CR2) ein

geringfigig abweichendes Affinitatsmuster auf (Abbildung 41). Der Aminosauren-
austausch hM; ""Tyr—GIn, **Thr—His (COS7-BG) bewirkt fir WDuo3 einen
Affinitatsverlust bis unter das hMs-Niveau. Obwohl WDuo3 an CR6 gegenuber hMs
keine hohere Affinitat zeigt, bewirkt der alleinige Aminosaurenaustausch hM;
*2Thr—His (COS7-U) einen, wenn auch geringen, Affinitatsverlust gegeniiber hM..
Die M,/Ms-Affinitatsdifferenz fir WDuo3 scheint also vollstandig von den beiden

Aminosauren """ Tyrosin und ***Threonin abhangig zu sein.

1.25- 25% DMSO
- A e COS7-hM,
1,00 A ¢ COS7-CR3
g 075 ] e COS7-CR6
g 0.50 L=l + COS7-U
x —
’ N A COS7-BG
0,25 3 3\§ m COS7-hMs
0,00- e
Mittelwerte + Standardfehler
10 9 -8 -7 6 -5 -4 -3
WDuo3 (log M)
1,25- 25% DMSO
- e COS7-hM,
1,004 3 COS7-CR1
£ 0,751 \i\i5 N 4 COST7-CR2
Q.
Ki 0.50- ann m COS7-hMsg
0,25-
0,00-
Mittelwerte + Standardfehler

-0 9 -8 -7 6 -5 -4 -3
WDuo3 (log M)

Abbildung 41: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir die [3H]NMS—Dissoziationsverzégerung von
WDuo3 an Membransuspensionen aus COS7-Zellen. Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwin-
digkeitskonstante k,,, bezogen auf den Kontrollwert k, in Abwesenheit von WDuo3. Abszisse:
Logarithmus der molaren Konzentration von WDuo3. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44.
Zielparameter. Tabelle 17, S. 104. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester, Zweipunkt-
erfassung. 25% DMSO: Einrahmung der Datenpunkte, die in Gegenwart einer Konzentration von 25%
Dimethylsulfoxid ermittelt wurden (3.5, S. 95).
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Zu den chimaren Rezeptoren CR1 und CR2 hat WDuo3 eine ahnlich niedrige
Affinitdt wie zu hMs. Die in CR1 und CR2 eingefuhrten homologen Segmente des
hochaffinen Mj,-Rezeptors bewirken also fur WDuo3 am Radioligand besetzten

Rezeptor keinen Affinitatsgewinn.

Membran-
) PECo,5 piss Ny Max N

suspension
COS7-hM, [7,83+0,06 [-17(-0,79+0,18) [07(0,00+0,14) | 4
COS7-CR1 [5,49+0,12 [-17(-1,71+0,43) |0,38 + 0,06 4
COS7-CR2 [5,78+0,17 |-17(-1,84 £0,65) |0,62 + 0,03 3
COS7-CR3 [6,61+0,13 [-17(-1,10+0,35) 0,21 + 0,04 5
COS7-CR6 [5,76+0,06 [-17(-1,61+0,32) [07(0,16+£0,03) | 4
COS7-U 7,31+0,03 [-17(-1,07+0,09) |07(0,03+0,03) | 3
COS7-BG 541+0,04 [-17(-0,75+0,25) [07(0,00+£0,62) | 3
COS7-hMs  [5,69+0,15 [-17(-1,48+0,58) |0,57 + 0,03 7

Tabelle 17: KenngroRen + Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des [PHINMS-

Dissoziationsverzdgerungs-Effektes von WDuo3 an Membransuspensionen aus COS7-Zellen. pECy 5
piss: Negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration von WDuo3, die die Dissoziations-
Steilheit

Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators WDuo3. N:

Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. ny: der

Anzahl der unabhangigen Experimente. Index " auf den angegebenen Wert festgesetzter Parameter,
ohne statistisch signifikante Abweichung.

3.6.5 Duo3

Fir den allosterischen Modulator Duo3 nehmen die chimaren Rezeptoren CR1, CR2,
CR3 und CRG6 bezogen auf das kleine M,/Ms-Affinitatsmelfenster (Affinitatsverhaltnis
= 14) eine mittlere Position ein (Affinitatsmuster: M, > CR1 = CR2 = CR3 = CR6 >
Ms, Abbildung 42, S. 105). Die fur die My/Ms-Affinitatsdifferenz verantwortlichen
Epitope bzw. Aminosauren konnen anhand dieser Ergebnisse nicht naher
eingegrenzt werden, da die eingesetzten chimaren Rezeptoren fast den gesamten
Bereich der homologen Segmente des hoch-affinen M,-Rezeptors abdecken, und flr
hMs Der
Aminosaurenaustausch hM, *?*Thr—His (COS7-U) bewirkt so gut wie keinen
Affinitatsverlust. Die Doppelmutation hM, '"Tyr—GIn, “**Thr—His (COS7-BG)

verursacht einen deutlich messbaren Affinitatsriickgang. Neben den vielen mdglichen

sich alleine jeweils einen Affinitatsgewinn gegentber bewirken.
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Epitopen scheint die Aminosdure ''Tyrosin fir die Bindung von Duo3 am

Radioligand besetzten hM»-Rezeptor wichtig zu sein.

1,25+
e COS7-hM,
1,00 ¢ COS7-CR3
£ 0,75- 25%omso  ® COS7-CR6
g 0.50 o + COS7-U
x -
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0,00- s o
Mittelwerte + Standardfehler
-0 9 8 -7 6 -5 -4 -3
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1,25+
e COS7-hM,
1,00 COS7-CR1
2 0,75- 25%DMsO A COS7-CR2
_Q% 0,50 al m COS7-hMg
]
0,254
0,004
Mittelwerte + Standardfehler
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Abbildung 42: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir die [3H]NMS-Dissoziationsverzc'igerung von Duo3
an Membransuspensionen aus COS7-Zellen. Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeits-
konstante k,, bezogen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit von Duo3. Abszisse: Logarithmus der
molaren Konzentration von Duo3. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44. Zielparameter. Tabelle
18, S. 106. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester, Zweipunkterfassung. 25% DMSO:
Einrahmung der Datenpunkte, die in Gegenwart einer Konzentration von 25% Dimethylsulfoxid
ermittelt wurden (3.5, S. 95).
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Membran-
) PECo 5 piss Ny Max N
suspension
COS7-hM, [7,05+0,09 |-17(-0,90+0,24) [07(0,00+0,12) | 3
COS7-CR1 [6,68+0,19 |-17(-1,71£0,51) [0,57 + 0,03 4
COS7-CR2 [6,40+0,04 |[-1,32+0,13 0,25 + 0,02 3
COS7-CR3 (6,50 +0,05 [-1,98+0,53 0,45 + 0,02 4
COS7-CR6 [6,40+0,10 |-17(-1,59+0,61) [07(0,10+0,11) | 3
COS7-U 6,93+0,04 |-1'(-1,68+0,14) [07(0,05+0,02) | 3
COS7-BG [6,70+0,04 |-17(-1,13+0,11) [0,08 + 0,02 3
COS7-hMs [5,89+0,12 |-17(-0,94 +0,24) 0,44 + 0,03 6

Tabelle

18: Kenngréfien

+ Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des [3H]NMS—

Dissoziationsverzdgerungs-Effektes von Duo3 an Membransuspensionen aus COS7-Zellen. pECy 5

pisss Negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration von Duo3, die die Dissoziations-

Geschwindigkeitskonstante

des

Radioliganden

halbmaximal

reduziert. ny:

Steilheit

der

Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators Duo3. N:

Anzahl der unabhangigen Experimente. Index " auf den angegebenen Wert festgesetzter Parameter,

ohne statistisch signifikante Abweichung.
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3.6.6 Tacrin

Bei einem deutlich kleineren Mj,/Ms-Affinitatsmelifenster (Verhaltnis = 13) weist
Tacrin im Vergleich zu CARALL ein ahnliches Affinitatsmuster M, > CR3 = CR6 > M5
(= CR1 = CR2) auf (Abbildung 43). An die Radioligand besetzten Rezeptoren CR1
und CR2 bindet Tacrin mit der gleichen Affinitat wie an den hMs-Rezeptor. Betrachtet
man das Affinitatsverhalten von Tacrin im Hinblick auf die Membransuspensionen
COS7-U (hM, ***Thr—His) und COS7-BG (hM; ""Tyr—GIn, **Thr—His), so kann
gefolgert werden, dass auRer den Aminosauren '""Tyrosin und ***Threonin noch
weitere nicht identifizierte Haftpunkte fur die M,/Ms-Affinitatsdifferenz verantwortlich

sein mussen.

1,254

i e COS7-hM,
1,00+ ¢ COS7-CR3
£ 0,75 * e COS7-CR6
& 0.50 + COS7-U
~ 0,50 s COS7-BG
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-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
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1,254
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° A
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0,00+ ®

Mittelwerte + Standardfehler

Tacrin (log M)

Abbildung 43: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir die [3H]NMS-Dissoziationsverzbgerung von Tacrin
an Membransuspensionen aus COS7-Zellen. Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeits-
konstante k,,, bezogen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit von Tacrin. Abszisse: Logarithmus der
molaren Konzentration von Tacrin. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44. Zielparameter: Tabelle

19, S. 108. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester, Zweipunkterfassung.
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Membran-
) PECo 5 piss Ny Max N
suspension
COS7-hM, [5,48+0,04 |-1,29+0,14 [07(0,00+0,06) | 3
COS7-CR1  |4,47+0,04 |-2,32+0,56 |0,29 £ 0,04 4
COS7-CR2 |4,39+0,05 |-1,67+0,31 |0,28 £0,04 3
COS7-CR3 |5,06+0,04 |-1,84+0,35 0,16 +0,03 4
COS7-CR6 [5,02+0,04 |-1,46+0,19 [07(0,00+0,08) | 3
COS7-U 518+0,03 [-1,43+0,13 |0'(0,06+0,05) | 3
COS7-BG 482+0,02 |-1,15+0,05 |0,12+0,02 3
COS7-hMs 4,38 +0,03 |-2,26+0,41 |0,25+0,03 6

Tabelle 19: KenngroRen + Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des [PHJNMS-
Dissoziationsverzdgerungs-Effektes von Tacrin an Membransuspensionen aus COS7-Zellen. pECy 5
pisss hegativer dekadischer Logarithmus der Konzentration von Tacrin, die die Dissoziations-
Steilheit der

Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators Tacrin. N:

Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. ny:

Anzahl der unabhangigen Experimente. Index " auf den angegebenen Wert festgesetzter Parameter,

ohne statistisch signifikante Abweichung.

3.6.7 EHW21

Das Tacrin Dimer EHW21 ist nur schlecht wasserloslich und wurde deshalb bei
hdoheren Konzentrationen in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost. Wie in 3.5, S. 95
ausgefiihrt, hat DMSO selbst eine dissoziationsverzégernde Wirkung fiir [PHINMS
und kann die allosterische Wirksamkeit anderer Modulatoren bei einer Konzentration
von 25% deutlich beeinflussen. Die Bestimmung der Plateaus und damit auch der
Wendepunkte der Konzentrations-Wirkungskurven fiir die [°HJNMS-Dissoziation von
EHW21 (Abbildung 44, S. 109) sind darum mit einem gewissen Unsicherheitsfaktor
behaftet. Dennoch kénnen fir EHW21 deutliche Affinitdtsmuster an den einzelnen
Rezeptorpraparationen beobachtet werden. Ebenso wie Tacrin hat auch das Tacrin-
Dimer nur eine geringe My/Ms-Selektivitat (Affinitatsverhaltnis = 16). Die Affinitat zu
CR3 liegt fur EHW21 in der gleichen Grolienordnung wie zu hM,. Die chimaren
Rezeptoren CR2 und CR6 bedeuten flr das Tacrin-Dimer EHW21 zwar einen
Affinitdtsgewinn gegeniber hMs, erreichen aber nicht das hM,-Niveau. An CR1
bindet EHW21 mit der gleichen Affinitat wie an hMs. Fur EHW21 kann folgendes
Affinitatsmuster definiert werden: M, = CR3 > CR2 = CR6 > Ms (= CR1). Die
Konzentrations-Wirkungs-Kurve von EHW21 an COS7-U legt nahe, dass hM,
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*2Threonin keine Rolle fiir die M./Ms-Selektivitat spielt. Nimmt man die Befunde aus
den Versuchen an COS7-BG (hM;, '""Tyr—GlIn, **Thr—His) hinzu, kann vermutet
werden, dass die Aminosdure hM, '""Tyrosin, neben weiteren Bindungsepitopen,

wichtig fur den Affinitdtsgewinn gegeniber hMs ist.
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Abbildung 44: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir die [3H]NMS-Dissoziationsverzé')gerung von
EHW21 an Membransuspensionen aus COS7-Zellen. Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwin-
digkeitskonstante k., bezogen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit von EHW21. Abszisse:
Logarithmus der molaren Konzentration von EHW21. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44.
Zielparameter. Tabelle 20, S. 110. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester, Zweipunkt-
erfassung. 25% DMSO: Einrahmung der Datenpunkte, die in Gegenwart einer Konzentration von 25%
Dimethylsulfoxid ermittelt wurden (3.5, S. 95).
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Membran-
) PECo 5 piss Ny Max N
suspension
COS7-hM, [7,13+0,08 [-17(-1,37+0,32) [07(0,00+0,08) | 3
COS7-CR1 [5,91+0,07 [-1,79+0,52 0,35+ 0,04 4
COS7-CR2 [6,31+0,03 [-0,71+0,05 07(0,08+0,03) | 3
COS7-CR3 [7,15+0,09 [-17(-1,38+0,38) 0,34 + 0,02 4
COS7-CR6 [6,27+0,09 |-17(-1,15+0,32) [07(0,00+0,11) | 3
COS7-U 7,09+0,03 |-1,63+0,15 0,12 + 0,02 3
COS7-BG  [6,63+0,06 |[-17(-1,02+0,15) |0,11 + 0,03 3
COS7-hMs  [5,92+0,11 |-17(-1,40£0,37) 0,33 +0,03 6

Tabelle

Dissoziationsverzdgerungs-Effektes von EHW21 an Membransuspensionen aus COS7-Zellen. pECy 5

20: KenngréRen + Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des [3H]NMS—

piss: Negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration von EHW21, die die Dissoziations-
Steilheit

Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators EHW21. N:

Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. ny: der

Anzahl der unabhangigen Experimente. Index " auf den angegebenen Wert festgesetzter Parameter,
ohne statistisch signifikante Abweichung.

3.7 Abhangigkeit der allosterischen Wirkung von der Art der
Membransuspension und den Versuchscharakteristika

Ausgangspunkt fur die nachfolgenden Untersuchungen war diese Beobachtung:
Vergleicht man die Ergebnisse aus Dissoziationsexperimenten mit Duo3, die zum
einen an einer Einzelfilteranlage mit Mehrpunkterfassung des Dissoziationsverlaufs
des Radioliganden an HSV-(My)-Membransuspensionen, und zum anderen am
Brandel Cell Harvester mit Zweipunkterfassung des Dissoziationsverlaufs an COS7-
hM,-Membransuspensionen durchgefuhrt werden, so werden deutlich von einander
abweichende Ergebnisse erhalten (Abbildung 46, S. 112). Die Differenz der pECq s
piss-Werte liegt bei ca. einer Dekade. Ein offensichtlicher Unterschied zwischen der
COS7-hM;- und der HSV-(M;)- Membransuspension ist die jeweilige Herkunft des
M,-Rezeptors. Es wurde davon ausgegangen, dass die HSV-(M;)-Membran-
suspension im wesentlichen den (porcinen) M,-Rezeptor enthalt (Krejci und Tucek,
2002). Bei der COS7-hM,-Membransuspension kann unterstellt werden, dass nur
humaner Mj-Rezeptor enthalten ist. Die Aminosauresequenz des porcinen Mo-

Rezeptors ist zu 97,4% mit der des humanen Rezeptors identisch:
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Abbildung 45: Vergleich (alignment) der Aminosauren des humanen (ACM2-HUMAN) und porcinen
(ACM2-PIG) muskarinischen Acetylcholin-Rezeptors M,. Identische Aminosauren sind gelb unterlegt.

Allosterische Modulatoren binden in den extrazellularen Regionen des Muskarin-
Rezeptors (Proska und Tucek, 1994; Burgmer et al.,, 1998). Bezogen auf diese
extrazellular liegenden Bereiche gibt es nur zwei Aminosauren in Position 10 und 11,
die im humanen und porcinen Mjy-Rezeptor unterschiedlich sind (human:
10Asparagin, 11Serin; porcin: 10Serin, 11Glycin). Alle weiteren Aminosaurenunter-
schiede beziehen sich auf intrazellulare Regionen des Rezeptors und spielen fir die
Bindung der Modulatoren wohl keine Rolle. Um den Aminosaurenunterschied in
Position 10 und 11 auszugleichen, wurde ausgehend vom humanen hMj-Rezeptor
der mutierte Rezeptor hM, '’Asn—Ser, ''Ser—Gly (COS7-BJ) entwickelt und in
COS7-Zellen transient transfiziert. Es wurde erwartet, dass sich die COS7-BJ-
Membransuspension in Dissoziationsexperimenten mit allosterischen Modulatoren
wie die HSV-(M;)-Membransuspension verhalten sollte. Dies konnte nicht bestatigt
werden. Stattdessen wurde beobachtet, dass die Konzentrations-Wirkungs-Kurven
von Duo3 (3.7.1, S. 112), WDuo3 (3.7.2, S. 113), Tacrin (3.7.3, S. 115) und EHW21
(3.7.4, S. 116) auf die [PHINMS-Dissoziationsverzégerung nahezu identisch sind,
wenn sie mit der COS7-hM,- oder der COS7-BJ-Membransuspension ermittelt
werden. Insgesamt wurden Dissoziationsexperimente am Brandel Cell Harvester mit
Zweipunkterfassung mit den allosterischen Modulatoren Duo3, WDuo3, Tacrin und
EHW21 an Membransuspensionen mit humanem M- und Ms-Rezeptor aus COS7-
Zellen und CHO-Zellen, an Membransuspensionen aus Herzventrikeln des Haus-
schweins (HSV-(Mz)) und Membransuspensionen aus COS7-Zellen mit dem
mutierten Rezeptor hM, '°Asn—Ser, "'Ser—»Gly (COS7-BJ) durchgefiihrt. Die
Membransuspensionen aus CHO-Zellen wurden in die Experimente einbezogen, um

die Frage zu beantworten, ob bei identischer Aminosaurensequenz des Rezeptors
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(hMz bzw. hMs), aber unterschiedlichen Expressionssystemen (transiente
Transfektion in COS7-Zellen oder stabil transfizierte CHO-Zellen) unterschiedliche
Affinitaten fur allosterische Modulatoren am Radioligand besetzten Rezeptor
gefunden werden. Die Dissoziationsexperimente an CHO-hMs- und COS7-hMs-
Membransuspensionen liefern Konzentrations-Wirkungs-Kurven, die sowohl in Lage
(PECo5 piss) als auch in Form (ny und Max) nahezu identisch sind. Fur die
Modulatoren Duo3, WDuo3, Tacrin und EHW21 werden die Ergebnisse aus
Dissoziationsexperimenten fur den M2-Rezeptor (aus COS7-Zellen, CHO-Zellen oder

HSV) im Einzelnen besprochen.

3.7.1 Duo3
An den Membransuspensionen COS7-hM; und COS7-BJ liefert Duo3 Konzen-

trations-Wirkungs-Kurven mit der Steigung ny = -1 und identischen pECy 5 piss-Werten
(Abbildung 46). Die KWK an den Membransuspensionen CHO-hM; und HSV-(M,)
sind dagegen steil, und liegen verglichen mit der Kurve fir COS7-hM, deutlich weiter
rechts. Die Ergebnisse aus Experimenten mit HSV-(M,) an der Einzelfilteranlage

(gestrichelte Linie) und am Brandel Cell Harvester liefern nur marginale Unter-

schiede.
1,257 e COS7-hM,
1,00+ COS7-BJ
£ 0,75- 25% DMSO CHO-hM;
a HSV-(M
~ 0,50 u (M2) . .

FE HSV-(M,) Einzeffilteranlage,
0,25+ vollst. Dissoziationsverlaufe
0,004 g = CHO-hMs

Mittelwerte + Standardfehler m COS7-hMg
10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

Duo3 (log M)

Abbildung 46: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir die [3H]NMS-Dissoziationsverzbgerung von Duo3
an diversen Membransuspensionen. Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante
kapp bezogen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit von Duo3. Abszisse: Logarithmus der molaren
Konzentration von Duo3. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44. Zielparameter. Tabelle 21, S.
113. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester, Zweipunkterfassung (gestrichelte Linie:
Einzelfilteranlage und Mehrpunkterfassung), Membransuspensionen aus COS7-Zellen, CHO-Zellen
und Herzventrikeln des Hausschweins (HSV-(M,)). 25% DMSO: Einrahmung der Datenpunkte, die in

Gegenwart einer Konzentration von 25% Dimethylsulfoxid ermittelt wurden (3.5, S. 95).
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Membran-
) PECo 5 piss Ny Max N
suspension
COS7-hM,? [7,05+0,09 [-17(-0,90+0,24) |07(0,00+0,12) | 3
COS7-BJ*® 7,08+0,06 |[-17(-1,36£0,27) |07(0,03+0,06) | 3
CHO-hM,® |6,51 £0,03 |-1,97 £ 0,38 0'(0,02+0,06) |3
HSV-(M2)? |6,25+0,02 |-1,89+0,15 07(0,00£0,03) | 3
HSV-(M2)® [6,08£0,02 [-2,04£0,15 0,00 £ 0,03 16
CHO-hMs? [5,88+0,25 [-1'(-0,52 £0,76) [0,32 0,09 2
COS7-hMs? [5,89+0,12 [-17(-0,94 £0,24) [0,44 £ 0,03 6
Tabelle 21: Kenngrdlken * Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des PHINMS-

Dissoziationsverzdgerungs-Effektes von Duo3 an diversen Membransuspensionen. pECys piss:

negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration von Duo3, die die Dissoziations-

Steilheit der

Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators Duo3. N:

a

Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. ny:

Anzahl der unabhangigen Experimente. Index °: Brandel Cell Harvester, Dissoziationsverlauf:

Zweipunkterfassung. Index . Einzelfilteranlage, Dissoziationsverlauf: Mehrpunkterfassung. Index g

auf den angegebenen Wert festgesetzter Parameter, ohne statistisch signifikante Abweichung.

3.7.2 WDuo3

An allen Membransuspensionen mit dem M,-Rezeptor liefert der Modulator WDuo3
Konzentrations-Wirkungs-Kurven, die eine von ny = -1 nicht signifikant unter-
schiedliche Steilheit aufweisen (Abbildung 47, S. 114). Bezogen auf COS7-hM;
werden mit CHO-hM; und HSV-(M;) deutlich unterschiedliche pECys piss-Werte
Der Unterschied zu COS7-BJ

Bemerkenswert ist die recht groRe Divergenz der Ergebnisse fur die HSV-(M,)-

erhalten. ist nur ganz schwach ausgepragt.
Membransuspension, wie sie erhalten wird, wenn einmal an der Einzelfilteranlage mit
Mehrpunkterfassung des Dissoziationsverlaufs und ein anderes Mal am Brandel Cell

Harvester mit Zweipunkterfassung des Dissoziationsverlaufs gearbeitet wird.



114 Ergebnisse

1,25+ 25%DvsO @ COS7-hM,
¢ COS7-BJ
1007 & e CHO-hM,
(=]
< 0,759 HSV-(M,)
e .
2 0,501 S | ----- HSV-(M,) Einzeffilteranlage,
vollst. Dissoziationsverlaufe
0,25
0,00- m CHO-hM;
m COS7-hMs
Mittelwerte + Standardfehler

-0 9 -8 -7 6 -5 -4 -3
WDuo3 (log M)

Abbildung 47: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur die [3H]NMS-Dissoziationsverzégerung von
WDuo3 an diversen Membransuspensionen. Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeits-
konstante k,p, bezogen auf den Kontrollwert k, in Abwesenheit von WDuo3. Abszisse: Logarithmus
der molaren Konzentration von WDuo3. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44. Zielparameter:
Tabelle 22, S. 114. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester, Zweipunkterfassung (nur
gestrichelte Linie: Einzelfilteranlage und Mehrpunkterfassung), Membransuspensionen aus COS7-
Zellen, CHO-Zellen und Herzventrikeln des Hausschweins (HSV-(M,)). 25% DMSO: Einrahmung der
Datenpunkte, die in Gegenwart einer Konzentration von 25% Dimethylsulfoxid ermittelt wurden (3.5,
S. 95).

Membran-
i PECo,5 piss Ny Max N

suspension
COS7-hM;? [7,83+0,06 |[-17(-0,79+0,18) |07(0,00+0,14) | 4
COS7-BJ® |7,65+0,08 [-17(-0,68+0,27) [07(0,00+0,28) | 3
CHO-hM,? [7,31+0,06 |-17(-1,28+0,29) |07(0,11+0,07) | 3
HSV-(My)® |7,35+0,04 [-17(-0,97 +0,16) [07(0,00+0,09) | 3
HSV-(My)® 18,29+0,02 [-17(-1,04+0,13) 0,01 + 0,07 9
CHO-hMs® [566+0,14 [-17(-1,62+0,51) |0,49 + 0,04 2
COS7-hMs? [5,69+0,15 [-17(-1,48 +0,58) |0,57 + 0,03 7

Tabelle 22: KenngréfRen * Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des [3H]NMS-
Dissoziationsverzdgerungs-Effektes von WDuo3 an diversen Membransuspensionen. pECys piss:
negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration von Duo3, die die Dissoziations-
Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. ny: Steilheit der
Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators WDuo3. N:

Anzahl der unabhdngigen Experimente. Index °

: Brandel Cell Harvester, Dissoziationsverlauf:
Zweipunkterfassung. Index . Einzelfilteranlage, Dissoziationsverlauf: Mehrpunkterfassung. Index "

auf den angegebenen Wert festgesetzter Parameter, ohne statistisch signifikante Abweichung.
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3.7.3 Tacrin

FUr den allosterischen Modulator Tacrin konnten in Dissoziationsexperimenten im
Wesentlichen gleiche Ergebnisse erzielt werden, wenn die Membransuspensionen
COS7-hM,, COS7-BJ, CHO-hM; und HSV-(M;) eingesetzt wurden (Abbildung 48).
Ein Einfluss der Filtrationsanlage oder der Versuchscharakteristika konnte bei Tacrin

nicht beobachtet werden.

1,25+ e COS7-hM,
1,00+ ¢ COS7-BJ
g 0,751 e CHO-hM,
g HSV-(M,)
~ 0,50+ . )
------ HSV-(M,) Einzelfilteranlage,
0,254 vollst. Dissoziationsverlaufe
0’00_ [ | CHO‘hM5
m COS7-hMg

Mittelwerte + Standardfehler

9 8 -7 6 -5 -4 3
Tacrin (log M)

Abbildung 48: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir die [3H]NMS-Dissoziationsverzbgerung von Tacrin
an diversen Membransuspensionen. Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante
kapp DEZOgen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit von Tacrin. Abszisse: Logarithmus der molaren
Konzentration von Tacrin. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44. Zielparameter. Tabelle 23, S.
116. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester, Zweipunkterfassung (nur gestrichelte Linie:
Einzelfilteranlage und Mehrpunkterfassung), Membransuspensionen aus COS7-Zellen, CHO-Zellen

und Herzventrikeln des Hausschweins (HSV-(M,)).
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Membran-
) PECo 5 piss Ny Max N
suspension
COS7-hM, [5,48+0,04 [-1,29+0,14 |07(0,00+0,06) | 3
COS7-BJ 541+0,03 [-1,57+0,18 [07(0,08+0,04) | 3
CHO-hM; 533+0,03 |-1,84+£0,20 |0,09 £ 0,04 3
HSV-(M2)® |5,31+0,02 [-1,70+0,17 [07(0,01+0,06) | 3
HSV-(M2)® [5,29+0,01 [-1,98+0,06 0,03 + 0,01 16
CHO-hMs 4,40+0,05 (-1,69+0,27 |0,21 £0,04 2
COS7-hMs 4,38 +0,03 |-2,26+0,41 [0,25+ 0,03 6

Tabelle 23: KenngréfRen * Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des [3H]NMS-
Dissoziationsverzdgerungs-Effektes von Tacrin an diversen Membransuspensionen. pECgys piss:
negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration von Tacrin, die die Dissoziations-
Steilheit der
Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators Tacrin. N:

a

Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. ng:

Anzahl der unabhangigen Experimente. Index °: Brandel Cell Harvester, Dissoziationsverlauf:

Zweipunkterfassung. Index . Einzelfilteranlage, Dissoziationsverlauf: Mehrpunkterfassung. Index "

auf den angegebenen Wert festgesetzter Parameter, ohne statistisch signifikante Abweichung.

3.7.4 EHW21

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven aus Dissoziationsexperimenten mit [P[HINMS an
COS7-hM,- und COS7-BJ-Membransuspensionen sind nahezu deckungsgleich
(Abbildung 49, S. 117). Bezogen auf den pECy 5 piss-Wert ermittelt an der COS7-hM,-
Membransuspension weichen die pECy 5 piss-Werte bestimmt an den CHO-hM,- und
HSV-(Mz)-Membransuspensionen deutlich von einander ab. Je nachdem, ob an der
Einzelfilteranlage mit Mehrpunkterfassung des [*H]NMS-Dissoziationsverlaufs oder
am Brandel Cell Harvester mit Zweipunkterfassung des Dissoziationsverlaufs des
Radioliganden gearbeitet wurde, ergaben sich Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir
die HSV-(Mz)-Membransuspension, die zwar ahnliche pECy 5 piss-Werte, aber deutlich
unterschiedliche Kurvensteilheiten aufweisen. Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve
fur CHO-hM ist ebenfalls ungewdhnlich steil.
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1,25- COS7-hM,
1,00 COS7-BJ

o 25% DMSO o CHO-hM,

< 0,75+
2 HSV-(M,)

X 0,50 . iii\l._i ----- HSV-(M,) Einzeffilteranlage,
0,25- :> _ vollst. Dissoziationsverlaufe
0,00 ; ;~.~ ..... [ ] CHO—hM5

Mittelwerte + Standardfehler m COS7-hMs
9 8 7 -6 -5 -4 -3

EHW21 (log M)

Abbildung 49: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur die [3H]NMS-Dissoziationsverzbgerung von
EHW21 an diversen Membransuspensionen. Ordinate: Apparente Dissoziationsgeschwindigkeits-
konstante k,, bezogen auf den Kontrollwert ko in Abwesenheit von EHW21. Abszisse: Logarithmus
der molaren Konzentration von EHW21. Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44. Zielparameter:
Tabelle 24, S. 117. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester, Zweipunkterfassung (nur
gestrichelte Linie: Einzelfilteranlage und Mehrpunkterfassung), Membransuspensionen aus COS7-
Zellen, CHO-Zellen und Herzventrikeln des Hausschweins (HSV-(M,)). 26% DMSO: Einrahmung der
Datenpunkte, die in Gegenwart einer Konzentration von 25% Dimethylsulfoxid ermittelt wurden (3.5,
S. 95).

Membran-
) PECo,5 piss Ny Max N

suspension
COS7-hM, [7,13+0,08 [-17(-1,37+0,32) [07(0,00+0,08) | 3
COS7-BJ 7,14 +0,08 |[-17(-1,33+0,32) [07(0,00+0,08) | 3
CHO-hM; 6,78 + 0,03 [-2,17 + 0,21 0,20 + 0,02 3
HSV-(M2)® [6,63 +0,03 [-1,85+0,23 0(0,00+0,06) | 3
HSV-(M.)® 16,46 +0,04 |-1(-1,20 +0,04) [0,00 + 0,03 18
CHO-hMs 5,99+0,11 [-17(-0,69 +0,24) (0,18 + 0,03 2
COS7-hMs  [5,92+0,11 [-17(-1,40 +0,37) |0,33 + 0,03 6

Tabelle

24: KenngroRen

+ Standardfehler der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des [3H]NMS-

Dissoziationsverzogerungs-Effektes von EHW21 an diversen Membransuspensionen. pECgs piss:
die die Dissoziations-
Steilheit

Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Max: maximaler Effekt des allosterischen Modulators EHW21. N:

negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration von EHW21,

Geschwindigkeitskonstante des Radioliganden halbmaximal reduziert. ny: der

Anzahl der unabhangigen Experimente. Index °

: Brandel Cell Harvester, Dissoziationsverlauf:
Zweipunkterfassung. Index . Einzelfilteranlage, Dissoziationsverlauf: Mehrpunkterfassung. Index g

auf den angegebenen Wert festgesetzter Parameter, ohne statistisch signifikante Abweichung.
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3.8 Einfluss allosterischer Modulatoren auf die Gleichgewichts-
bindung von [*H]NMS

In Experimenten unter Gleichgewichtsbedingungen (2.7.2, S. 40) wurde der Einfluss
der Substanzen Gallamin, Duo3, Tacrin, EHW21, WDuo3 und Eburnamonin auf die
Bindung von [’H]NMS untersucht. Es wurden jeweils zwei unterschiedliche [PHINMS-
Konzentrationen eingesetzt, um bei negativer Kooperativitat durch Erhdhung der
Radioligandkonzentration und bei positiver Kooperativitat durch Erniedrigung der
Konzentration von [PH]JNMS, den kooperativen Charakter der jeweiligen Interaktion
besser sichtbar zu machen. AulRer der Beschreibung der kooperativen Interaktion
durch den Kooperativitatsfaktor o, lieferten diese Experimente auch einen Affinitats-
parameter Ka der allosterischen Modulatoren zum freien Acetylcholin-Rezeptor M,
(Tabelle 25, S. 120). Gallamin, Duo3, Tacrin und EHW21 verringerten die
Gleichgewichtsbindung des Radioliganden. Entsprechend diesen Untersuchungen
interagieren [°H]NMS und die allosterischen Liganden Gallamin und Duo3 negativ

kooperativ miteinander (Abbildung 50).

1,25 [*HINMS-Konzentration 1.25- [HINMS-Konzentration
o ® 2,0nM s
aQ i ﬁ_/ ’ & m 2,0nM
8 1,00 o 02nM = 1,004 o 02nM
@ 0,75 @ 0,75
g Q 3
Z 0,504 po.=-1,74£0,06 = 0,501 pa=-1,34+0,09 O\_O®m
o T
— 0,254 . 0,251
0,00- 0,00-
'_‘ i T T T T 1 ,—' t T T T T 1
- -10 9 -8 -7 -6 -5 - -9 -8 -7 -6 -5 -4
Gallamin (log M) Duo3 (log M)

Abbildung 50: Heterologe allosterische Interaktion zwischen [3H]NMS und Gallamin / Duo3. Ordinate:
spezifische [SH]NMS-Bindung Bspez bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in
Abwesenheit des allosterischen Liganden B,. Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration des
allosterischen Liganden Gallamin / Duo3. Datenpunkte: Mittelwerte + Standardfehler aus einer
Dreifachbestimmung einzelner Experimente. Kurvenanpassung: aus den Zielparametern nach
Gleichung 13, S. 40 simulierte Kurve. Zielparameter. Tabelle 25, S. 120. Versuchscharakteristika:

Einzelfilteranlage, HSV-(M,)-Membransuspension.

Bei der Interaktion von Tacrin und dem Tacrin-Dimer EHW21 kann formal nicht
unterschieden werden, ob es sich um eine allosterische Interaktion oder um eine
kompetitive Interaktion handelt (Abbildung 51, S. 119). Dies wird anhand der
Kooperativitatsfaktoren (o >> 100) und der parallelen Rechtsverschiebung der

Bindungskurve bei der héheren Radioligandkonzentration (2,0 nM) gegenuber der
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Bindungskurve mit der niedrigeren Konzentration (0,2 nM) von [°’HJNMS deutlich. Bei
Tacrin ist auRerdem augenfallig, dass die Kurvenanpassung nach Gleichung 13, S.
40 (Ehlert-Modell) die Bindungsdaten nur unzureichend beschreibt. Eine bessere

Kurvenanpassung musste eine hohere Steilheit aufweisen.
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Abbildung 51: Heterologe allosterische Interaktion zwischen [°H]NMS und Tacrin / EHW21. Ordinate:
spezifische [3H]NMS-Bindung Bspez bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in
Abwesenheit des allosterischen Liganden By. Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration des
allosterischen Liganden Tacrin / EHW21. Datenpunkte: Mittelwerte + Standardfehler aus einer
Dreifachbestimmung einzelner Experimente. Kurvenanpassung: aus den Zielparametern nach
Gleichung 13, S. 40 simulierte Kurve. Zielparameter. Tabelle 25, S. 120. Versuchscharakteristika:
Einzelfilteranlage, HSV-(M,)-Membransuspension.

Die allosterischen Modulatoren WDuo3 und Eburnamonin vermochten die Gleich-
gewichtsbindung von [PHINMS zu erhdhen (Abbildung 52, S. 120). Die allosterische
Interaktion zwischen dem Radioliganden und diesen beiden Modulatoren kann
demnach als positiv kooperativ beschrieben werden. Die Messung einer Bindungs-
forderung im Falle einer positiven Kooperativitat zwischen [PHINMS und allo-
sterischem Modulator erfordert eine Einstellung der fraktionellen Rezeptorbesetzung
mittels Auswahl einer geeigneten Radioligand-Konzentration, die gewahrleistet, dass
bei maximaler Bindungsférderung die Anzahl der mit dem Radioliganden besetzten
Rezeptoren unterhalb der Gesamtanzahl der Rezeptoren (Bmax) bleibt. Die frak-
tionelle Rezeptorbesetzung (B/Bmax) betrug 0,42 (42%) bei einer [PH]NMS-Kon-
zentration von 0,1 nM und 0,59 (59%) bei 0,2 nM in Abwesenheit des Allosters. Fur
die Untersuchungen mit Eburnamonin bedeutet dies, dass bei den beiden
eingesetzten Radioligandkonzentrationen der allosterische Modulator in der
entsprechenden Konzentration die Bindung derart fordern kann, dass die Rezeptoren

im Reaktionsgleichgewicht zu ca. 100% mit [PHINMS besetzt sind.
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Abbildung 52: Heterologe allosterische Interaktion zwischen [3H]NMS und WDuo3 / Eburnamonin.
Ordinate: spezifische [3H]NMS-Bindung Bspez bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden
in Abwesenheit des allosterischen Liganden B,. Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration
des allosterischen Liganden WDuo3 / Eburnamonin. Datenpunkte: Mittelwerte + Standardfehler aus
einer Dreifachbestimmung einzelner Experimente. Kurvenanpassung: aus den Zielparametern nach
Gleichung 13, S. 40 simulierte Kurve. Zielparameter. Tabelle 25, S. 120. Versuchscharakteristika:

Einzelfilteranlage, HSV-(M,)-Membransuspension.

Alloster oKa pa o |tm)| N | paxa) |PEE
Diss
Gallamin |8,24 + 0,07 |-1,74 + 0,06 54 12,5 4 6,50 7,03
Duo3 7,17 +£0,13 |-1,34 £ 0,09 22 47,5 6 5,83 6,08
Tacrin 6,856+0,10 |-9,12+0,34 | >>100 1,0 4 - 5,29
EHW21 |7,65+0,07 |-6,02+2,27 | >>100 | 3,5 4 - 6,46
WDuo3 |7,55+0,15 |0,21 +0,02 0,615 | 21,5 6 7,76 8,29
EBR 3,25+0,52 |8,38+0,58 | <<0,001|8,75|2(6)° - 5,37

Tabelle 25 : Kenngrollen * Standardfehler der heterologen allosterischen Interaktion zwischen

[PHINMS und den gelisteten allosterischen Liganden, berechnet als Mittelwerte aus Zielparametern
unabhangiger Experimente. pKj,: negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-Disso-
ziationskonstante K, des allosterischen Liganden. pea: negativer dekadischer Logarithmus des
Kooperativitatsfaktors o (o0 > 1: negative Kooperativitdt; o« = 1: neutrale Kooperativitdat; 0 < o < 1:
positive Kooperativitat). . maximale Inkubationszeit (h) berechnet nach Gleichung 15, S. 42. N:
Anzahl der unabhangigen Experimente. Index °: zur Bestimmung der Zielparameter wurden 2 von 6

unabhangigen Experimenten herangezogen.
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4. Diskussion

4.1 Einfluss der Methodik der Dissoziationsexperimente auf die
Messergebnisse

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Protokolle fir die Durchfihrung von
Dissoziationsexperimenten mit [*H]NMS eingesetzt (2.8, S. 42). Diese Experimente
fuhrten teilweise zu nicht identischen Ergebnissen. Bei Experimenten an HSV-(My)-
Membransuspensionen (Haus-Schwein-Ventrikel) fur Duo3, WDuo3 und EHW21
wurden Unterschiede in der Affinitdt und/oder der Steilheit der Konzentrations-
Wirkungskurven (3.7, S. 110 ff) festgestellt, je nachdem, ob am Brandel Cell
Harvester mit Zweipunkterfassung des Dissoziationsverlaufs oder an der Einzel-
filteranlage mit Mehrpunkterfassung des Dissoziationsverlaufs gearbeitet wurde. Die
Konzentrations-Wirkungskurve (KWK) fiir die Verzégerung der [PHINMS-Dissoziation
an HSV-(Mz) durch WDuo3 lag um etwa eine Dekade weiter rechts, wenn sie im
Zweipunkt-Experiment am Brandel Cell Harvester anstatt im Mehrpunkt-Experiment
an der Einzelfilteranlage ermittelt wurde. Die KWK von Duo3 war geringfligig nach
links verschoben. Fur Tacrin und EHW21 spielte es hinsichtlich des ermittelten
PECo 5 piss-Wertes keine Rolle, nach welchem Versuchsprotokoll verfahren wurde.
Die Kurvensteilheit jedoch war fur EHW21 unterschiedlich. Im Folgenden wird
dargelegt, worauf die gefundenen Unterschiede in Abhangigkeit von der Methode
mutmalilich zurlckgefihrt werden koénnen, und weshalb die erhaltenen
Experimentalbefunde dennoch zur Beantwortung der Fragestellungen geeignet

waren. Die Unterschiede zwischen beiden Methoden sind in Tabelle 26 aufgelistet.

Zweipunkt-Erfassung | Mehrpunkt-Erfassung
[PHINMS-Konzentration 1 nM 0,2 nM
Filter Filtermatte (Stanzlinge) |Einzelne Rundfilter
Zubereitung der Startldsung |Borsilikatglas Polyethylengefal®

Tabelle 26: Methodische Unterschiede in der Durchfuhrung von Dissoziationsexperimenten

Aus methodischen Uberlegungen heraus sollte es keine Rolle spielen, ob der Disso-
ziationsverlauf eines Radioliganden zu mehrfachen oder lediglich zu zwei geeigneten
Zeitpunkten erfasst wird. Die Erfassung lediglich zweier Zeitpunkte des Disso-
ziationsverlaufs entspricht einer etablierten Methode (Kostenis und Mohr, 1996) und

ist einer Mehrpunkterfassung gleichwertig. Es erscheint auch nicht plausibel, die
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Ursache der beobachteten Abweichungen in der unterschiedlichen [PH]NMS-
Konzentration zu suchen. Da die ZielgroRe die Verzogerung der Dissoziation des
Radioliganden ist, sollte es prinzipiell keine Rolle spielen, von welchem absoluten
Niveau an besetzten Rezeptoren ausgegangen wird. Theoretisch ist vorstellbar, dass
verschiedene Filter die an die Membransuspension gebundene Radioaktivitat im
unterschiedlichen Ausmal} zurtiickzuhalten vermogen. Ware dies der Fall, musste fur
alle vier untersuchten Modulatoren ein vergleichbarer ,Filtereffekt® zu beobachten
sein. Dem war nicht so. Jedoch konnte U. Burgmer (1997) durch UV-spektro-
skopische Messungen nachweisen, dass allosterische Modulatoren an der Ober-
flache eines Reagenzglases in nicht unerheblichem Ausmal} adsorbiert werden
konnen. Der relative Verlust durch Adsorption an das Glas war umso groRer, je
niedriger die Modulator-Konzentration war. Die Bindung an die Roéhrchenwand ist
also sattigbar. So kann neben einer geringeren Wirksamkeit des allosterischen
Modulators auch eine steilere KWK beobachtet werden. In Zweipunkt-Experimenten
am Brandel Cell Harvester wurden in dieser Arbeit alle Losungen und auch die
Startlosung, die den Modulator enthielt, in einem Reagenzglas aus Borsilikat
zubereitet. Es liegt nahe anzunehmen, dass auch hier eine Adsorption der
Modulatoren an die Oberflache des Reagenzglases stattfand. Daflir spricht, dass ein
groRer Messfehler bei WDuo3 auftrat, wo die eingesetzte Modulator-Konzentration
aufgrund der hohen Affinitat gering war. Auch die steilere KWK von EHW21 unter
Zweipunkt-Messbedingungen lalt sich mit dem Unterschied erklaren, dass die
Startldsungen in Borsilikat-Glasern anstelle von PolyethylengefalRen gemischt
wurden. Die Affinitatsunterschiede fur Duo3 (pECo s piss = 6,25 + 0,02 und 6,08 +
0,02) sind, obwonhl statistisch signifikant (7, S. 168), nominell gering. Es kann daher
vermutet werden kann, dass diese Unterschiede biologisch nicht relevant sind. In
den nachfolgenden Kapiteln werden immer Ergebnisse untereinander verglichen, die
mit der jeweils gleichen Methode ermittelt wurden. Im Falle von Antagonismus-
Untersuchungen waren dies Mehrpunkt-Experimente an der Einzelfilteranlage. Die
mutmalilich durch Adsorptionseffekte beeinflussten Zweipunkt-Experimente am
Brandel Cell Harvester waren Versuche an Rezeptormutanten, und hier wurden
Vergleiche immer nur flr eine gegebene Substanz bezuglich ihrer Empfindlichkeit
gegenuber Mutationen angestellt. Der vermutete Adsorptionseffekt an Glas spielt fur

die Diskussion der Ergebnisse daher keine Rolle.
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4.2 Abhangigkeit der allosterischen Wirkung von der Aminosaure-
sequenz, der Glykosylierung und dem Expressionssystem des
Rezeptors

In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass sowohl die Affinitdt der allosterischen
Modulatoren Duo3 und EHW21 als auch die Steilheit ihrer Konzentrations-
Wirkungskurven fiir die Verzégerung der [’HINMS-Dissoziation unterschiedlich sein
konnen, je nachdem ob an COS7-hM,-, CHO-hM,- oder an HSV-(Mz)-Membran-
suspensionen gemessen wurde. Mit WDuo3 wurde das Phanomen in geringerer

Auspragung und mit Tacrin nicht beobachtet. Dies ist in Abbildung 53 illustriert.

1,25+ 1,254
1,00 1,00
*
-\%; 0,75 % 0,75
£ 050 £ 0501
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0,00+ 0,00+
Mittelwerte + Standardfehler
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Duo3 (log M) EHW21 (log M)

Abbildung 53: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir die [3H]NMS-Dissoziationsverzbgerung der
allosterischen Modulatoren WDuo3, Duo3, Tacrin und EHW21 an den genannten Membransuspen-
sionen (2.4, S. 22; COS7-BJ: hM, "Asn—Ser '"'Ser—Gly). Ordinate: Apparente Dissoziations-
geschwindigkeitskonstante k,,, bezogen auf den Kontrollwert k, in Abwesenheit des allosterischen
Modulators. Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration des allosterischen Modulators.
Kurvenanpassung: Gleichung 20, S. 44. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester,

Zweipunkterfassung.
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Im Folgenden werden Vergleiche zwischen jeweils zwei Rezeptorpraparaten

angestellt.

COS7-hM, im Vergleich zu HSV-(M,)

Der Unterschied der jeweils an COS7-hM; (schwarze Kreise in Abbildung 53, S. 123)
und HSV-(My) (rosa Kreise) gemessenen Affinitaten ist fur die allosterischen
Modulatoren Duo3, WDuo3, EHW21 und Tacrin statistisch signifikant (7, S. 168). Der
Unterschied fur Tacrin (pECo5 piss = 95,48 £ 0,04 und 5,31 + 0,02) ist jedoch so
gering, dass er mutmallich biologisch nicht relevant ist. Bei Duo3 und EHW21 sind
die Affinitatsunterschiede am gréfRten und aullerdem die Steilheiten der jeweiligen
KWK unterschiedlich. An COS7-hM; (ny = -1) interagiert Duo3 entsprechend dem
Massenwirkungsgesetz im Gegensatz zur Interaktion an HSV-(M;) (ny = -1,89). Bei
EHW21 ist es genau umgekehrt. An COS7-hM, wird eine hohe Kurvensteilheit
beobachtet (ny = -1,85) und an HSV-(My) ist die Kurvensteilheit normal (ny = -1).
HSV-(M;) wird aus nativem Gewebe des Herzventrikels des Hausschweins
gewonnen, wahrend COS7-hM; aus transient transfizierten COS7-Zellen gewonnen
wird. Fir COS7-hM; kann aufgrund des Herstellungsverfahrens davon ausgegangen
werden, dass nur humaner My-Rezeptor enthalten ist. Fir HSV-(M;) ist das Bild
komplexer. Lange Zeit war man davon ausgegangen, dass die Herzfunktionen
lediglich durch den M,-Rezeptor moduliert werden und nur dieser Subtyp im Myokard
enthalten ist (Bonner et al., 1987; Peralta et al., 1987a; Dorje et al., 1991). Es gibt
zahlreiche neuere Hinweise, dass das Herz von Menschen, Huhnern, Ratten,
Meerschweinchen, Kaninchen und Hunden aul3er dem Mz-Rezeptor auch andere M-
Subtypen enthalt (Jaiswal et al., 1989; Akahane et al., 1990; Tietje und Nathanson,
1991; Ford et al., 1992; Yang et al.,, 1992; Gadbut und Galper, 1994; Kan et al.,
1996; Sharma et al., 1996; Sun et al., 1996; Sharma et al., 1997; Brodde und Michel,
1999; Shi et al., 1999; Wang et al., 2001). An Herzventrikeln der Ratte jedoch konnte
gezeigt werden, dass der M»-Rezeptor mit Uber 90% zahlenmallig die M-, Ms- und
Ms-Rezeptoren weit Uberwiegt (Krejci und Tucek, 2002). Unter der Annahme, dass
auch HSV-(My) Uberwiegend den My-Rezeptor enthalt, kdnnten die Unterschiede der
KWK auf unterschiedlichen Aminosauresequenzen des humanen (Bonner et al.,
1987; Peralta et al., 1987a) und des porcinen (Kubo et al.,, 1986; Peralta et al.,
1987b) My-Rezeptors beruhen. Da die ,gemeinsame allosterische Bindungsstelle®
extrazellular gelegen ist (Voigtlander et al.,, 2003), wurden nur die beiden

Aminosaurenunterschiede (human: °Asp, "'Ser; porcin: °Ser, "'Gly) in extrazellular
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gelegenen Bereichen bericksichtigt (3.7, S. 110). Die im extrazellularen Bereich
porcin gestaltete hM,-Rezeptor-Mutante (COS7-BJ, rote Rauten in Abbildung 53, S.
123) lieferte die gleichen Ergebnisse wie der My-Wildtyp (COS7-hM;). Der
Unterschied der Aminosauren in Position 9 und 10 des humanen und porcinen M-
Rezeptors kann also den Unterschied der Ergebnisse aus Dissoziations-
experimenten an COS7-hM; und HSV-(My) nicht erklaren.

Ein weiterer moglicher Unterschied zwischen dem humanen und porcinen Ma-
Rezeptor ist eine unterschiedliche N-Glykosylierung, die im Zusammenhang mit der
Aufklarung der jeweiligen Aminosauresequenz postuliert wurde (Kubo et al., 1986;
Bonner et al., 1987; Peralta et al.,, 1987a; Peralta et al., 1987b). Entsprechende
Informationen kénnen aus einschldgigen Gendatenbanken (z. B.: www.expasy.ch)
bezogen werden. Der porcine Mx-Rezeptor kann an drei Stellen (*Asn, >Asn, °Asn)
glykosyliert werden, der humane M,-Rezeptor jedoch an vier Positionen (*Asn, *Asn,
®Asn und °Asn, Abbildung 58, S. 141 und Abbildung 59, S. 142). Der M,-Rezeptor
aus dem Schwein enthalt in Position 9 zwar ebenfalls ein Asparagin, ein Zuckerrest
kann hier aber nicht angeknupft werden, weil dieses Asparagin nicht in die
notwendige Aminosaureumgebung eingebettet ist. Damit eine N-Glykosylierung
stattfinden kann, muss ein sogenanntes Glykosylierungs-Sequon, auch Konsensus-
Sequenz genannt, vorhanden sein, das folgende Aminosauresequenz aufweist: Asn-
X-Ser/Thr (Kasturi et al., 1995; Shakin-Eshleman et al., 1996; Helenius und Aebi,
2001). Das X steht fur eine beliebige Aminosaure auf3er Prolin und Aspartat. Die
erwahnten Asparagin-Reste stellen potentielle Glykosylierungsstellen dar und
konnen je nach Spezies mit unterschiedlicher Effizienz glykosyliert werden. Je nach
Spezies koénnen die angehangten Zuckerreste unterschiedlich in ihrer
Zusammensetzung und auch unterschiedlich verzweigt sein (Helenius und Aebi,
2001). Von Hormonen, z.B. LH, FSH und TSH (Green und Baenziger, 1988), sowie
dem Antikorper IgG (Raju et al., 2000), wei® man, dass die N-Glykane dieser
Glykoproteine essentiell fur deren biologische Wirkung sind. FlUr den Einsatz gen-
technisch hergestellten IgGs in der Humantherapie ist daher die Forderung auf-
gestellt worden, in der Herstellung ,geeignete” Zell-Linien zu verwenden. Eine Zell-
Linie ware in diesem Zusammenhang ,geeignet®, wenn die N-Glykosylierung der
gentechnisch hergestellten Antikdrper in diesen Zellen der Glykosylierung durch
menschliche Zellen moglichst nahe kommt. Insgesamt scheint die

Zuckerkomponente in Glykoproteinen eine groliere Rolle zu spielen, als bislang
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angenommen, denn Defekte in der Glykosylierung kénnen unter Umstanden auch
Krankheitswert haben (Aebi et al., 1999). Zielgerichtete Mutagenesestudien am in
CHO-Zellen exprimierten hM2-Rezeptor haben gezeigt, dass die N-Glykosylierung fur
die Expression, die Lokalisation (in der Zellmembran) und Stabilitdt des My-
Rezeptors sowie flr die Bindung von orthosterischen Liganden und die Kopplung des
Rezeptors an die Adenylatzyklase keine Rolle spielt (van Koppen und Nathanson,
1990). Das schliel3t die Moglichkeit jedoch nicht aus, dass die Zuckerreste am M-
Rezeptor fur allosterische Liganden eine Rolle spielen, zumal diese weiter
extrazellular als die orthosterischen Liganden binden, und die Zuckerreste an der
Oberflache des Rezeptorproteins lokalisiert sind. Bemerkenswert ist auch, dass
angeknupfte Glykane sulfatierte Zuckerreste enthalten konnen. Mannose, ein Zucker
mit einer freien Carboxylgruppe, ist immer enthalten. Eine Interaktion dieser negativ
geladenen Zucker mit den haufig positiv geladenen Allosteren ist durchaus
vorstellbar. Mit groRter Wahrscheinlichkeit weist der Mjy-Rezeptor ein unter-
schiedliches N-Glykosylierungsmuster auf, je nachdem, ob er aus CHO-Zellen,
COS7-Zellen oder nativem Gewebe des Hausschweins stammt. Postuliert man, dass
allosterische Modulatoren zum Teil mit den Zuckerresten des M»-Rezeptors
interagieren, oder dass unterschiedliche Zuckerreste eine unterschiedliche
Konformation der extrazellularen Anteile des Rezeptors bedingen kdnnen, so vermag
eine divergierende N-Glykosylierung unterschiedliche Interaktionen hinsichtlich der
Affinitat (pECo s piss) und der Steilheit der Konzentrations-Wirkungskurve (ny) von
allosterischen Liganden mit dem M,-Glykoprotein zu erklaren. Nimmt man an, dass
die N-Glykosylierung Einfluss auf die Konformation der extrazellularen Anteile des
Rezeptors hat, kann man sich vorstellen, dass auch die Form der Bindungsstelle fur
allosterische Modulatoren in Abhangigkeit der N-Glykosylierung verandert werden
kann. Dies hatte Einfluss auf die optimale Lage eines Modulators und auf seine
potentiellen Haftpunkte am Muskarin-Rezeptor. Fur die vorliegende Arbeit erscheint
wichtig, dass Duo3 und EHW21 von den postulierten Unterschieden im

Glykosylierungsmuster besonders empfindlich betroffen waren.

COS7-hM, im Vergleich zu CHO-hM>

Die unterschiedlichen Ergebnisse aus Dissoziationsversuchen (3.7, S. 110) mit
COS7-hM; (schwarze Kreise in Abbildung 53, S. 123) und CHO-hM; (grine Kreise)
waren zunachst Uberraschend, da beide Membransuspensionen den humanen M,-

Rezeptor enthalten. Es wurden groRere Unterschiede bei Duo3 und EWH21
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gefunden. Bei Tacrin und WDuo3 waren die Unterschiede zwar klein, jedoch
statistisch signifikant. Bei identischer Aminosauresequenz (COS7-hM;, CHO-hM),)
kann das Glykosylierungsmuster variieren, wenn es sich um unterschiedliche Zell-
Linien handelt. Hier entstammen die Zell-Linien verschiedenen Spezies (afrikanische

Meerkatze, chinesischer Hamster).

CHO-hM; im Vergleich zu HSV-(M>)

Die pECy 5 piss-Werte, an CHO-hM,, (grine Kreise in Abbildung 53, S. 123) oder HSV-
(M2) (rosa Kreise) ermittelt, weisen flir Duo3 und EHW21 nur geringe Unterschiede
auf. Fir WDuo3 und Tacrin sind keine statistisch signifikanten Unterschiede
vorhanden. Demnach konnte das Glykosylierungsmuster bei diesen Rezeptor-

praparationen ahnlich sein.

COS7-hMs im Vergleich zu CHO-hM5

Da das Ausmal® der N-Glykosylierung (bei gleicher Anzahl an potentiellen Glyko-
sylierungsstellen) und die Zusammensetzung der Zuckerkomponente Spezies-
abhangig variieren, kénnte erwartet werden, dass Unterschiede auch an COS7-hMs
(schwarze Rechtecke in Abbildung 53, S. 123) und CHO-hMs (grine Rechtecke)
gefunden werden. Dies war nicht der Fall. Die Affinitaten der Liganden zu den
jeweiligen Rezeptoren und die Steilheiten der Konzentrations-Wirkungskurven waren
nahezu identisch. Der humane Ms-Rezeptor (Bonner et al., 1988) hat aber nur in
Position 8 (%Asn) ein potentielles Glykosylierungs-Sequon. Die Variabilitit des
Zuckeranteils ist darum selbst bei unterschiedlichen Spezies flir den hMs-Rezeptor
vermutlich sehr viel geringer als flir den hMy-Rezeptor. Dies kdnnte die im
Wesentlichen gleichen Ergebnisse an COS7-hMs und CHO-hMs erklaren.

Abhangigkeit der atypischen und typischen allosterischen Modulation von der N-

Glykosylierung des Muskarin-Rezeptors

Die beiden allosterischen Modulatoren Duo3 und EHW21 weisen die groften
Affinitatsunterschiede auf, wenn man die Befunde an COS7-hM, mit Ergebnissen an
CHO-hM; bzw. HSV-(M;) vergleicht. Beide zeigen ein flr die Liganden der
,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle® ungewdhnliches Affinitatsmuster an
chimaren bzw. punktmutierten Rezeptoren auf, worauf weiter unten noch naher
eingegangen wird (4.4, S. 134). Duo3 weist einen Affinitatsgewinn gegenuber Ms an
CR1 und CR2 und EHW21 an CR2 auf. Der Unterschied in der N-Glykosylierung
zwischen hM; (vier potentielle Glykosylierungsstellen, Abbildung 59, S. 142) und hMs
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(eine potentielle Glykosylierungsstelle) sollte betrachtlich sein. Auf die vermutlich
unterschiedliche Glykosylierung der Mz-Rezeptoren in COS7-hM; und CHO-hM; bzw.
HSV-(M2) wurde schon eingegangen. Die beiden chimaren Rezeptoren CR1 und
CR2 enthalten Aminosaurensequenzen des hM»-Rezeptors, eingebettet in den hMs-
Rezeptor, die das N-terminale Ende und die o1-Region des M,-Rezeptors abdecken.
Einen starken konformativen Einfluss auf das N-terminale Ende durch eine
entsprechende N-Glykosylierung anzunehmen, liegt nahe. Aufgrund der ringformigen
Anordnung der transmembranalen Helices (TM1 bis TM7) ist ein, wenn auch
geringerer, Einfluss auf die Konformation der unmittelbar benachbarten 01- und 03-
Regionen jedoch nicht auszuschliel3en. Fir die ,Duo3-Bindungsstelle“ und in einem
geringeren Ausmaly auch fur die L,EHW21-Bindungsstelle® wird deshalb
angenommen, dass die N-Glykosylierung des My-Rezeptors von Bedeutung ist. Ob
die Glykane selbst an der Bindung mit den Allosteren beteiligt sind, oder nur einen
Einfluss auf die Konformation des My-Rezeptors haben, kann aufgrund der in dieser
Arbeit erhobenen Befunde nicht beurteilt werden. Wie spater ausgefuhrt wird (4.8, S.
149), sind WDuo3 und mit groiter Wahrscheinlichkeit auch Tacrin Liganden der
.,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle“. Duo3 und EHW21 sind dagegen
atypische allosterische Modulatoren, die nicht an der ,gemeinsamen allosterischen
Bindungsstelle“ interagieren (4.8, S. 149). Aufgrund der Befunde mit WDuo3 und
Tacrin (3.7, S. 110) an COS7-hM,, CHO-hM; bzw. HSV-(M2) kann vermutet werden,
dass die N-Glykosylierung fur die ,gemeinsame allosterische Bindungsstelle® nur

eine marginale Rolle spielt.
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4.3 Antagonismus-Untersuchungen zur Beschreibung der
Interaktion atypischer allosterischer Modulatoren mit dem
M,-Rezeptor

Untersuchungen mit dem typischen allosterischen Modulator Gallamin und dem
Antagonisten Obidoxim am [°H]NMS besetzten M-Rezeptor filhrten zu dem Konzept
einer ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle* (Ellis und Seidenberg, 1992). Mit
dem Einsatz der antagonistischen Werkzeuge Obidoxim und Magnesium-lonen
wurde in der Vergangenheit versucht, atypische allosterische Modulatoren zu
identifizieren. In dieser Arbeit wurde Hexamethonium als antagonistisches Werkzeug
verwandt. Die Abbildung 54, S. 131 ermdglicht einen direkten Vergleich der Befunde,
wie sie mit den drei antagonistischen Werkzeugen Obidoxim, Magnesium-lonen und

Hexamethonium erhalten werden.

4.3.1 Obidoxim und Magnesium-lonen als bekannte antagonistische
Werkzeuge

Die typischen allosterischen Modulatoren W84 und WDuo3 konnten sowohl mit
Obidoxim als auch mit Magnesium-lonen als Liganden der ,gemeinsamen
allosterischen Bindungsstelle® identifiziert werden, weil sie mit dem jeweiligen
Antagonisten kompetitiv interagieren. Dies wird durch Schild-Geraden mit der
Steigung s = 1 in der Abbildung 54 A und B, S. 131 dargestellt. Die Antagonismus-
untersuchungen mit Obidoxim und Magnesium-lonen lieferten flir die allosterischen
Modulatoren Tacrin und Duo3 kein einheitliches Bild. Die Interaktion von Obidoxim
und Tacrin wurde als nicht-kompetitiv beschrieben (Schulz, 1998). Als Schatzwert fur
die Affinitat von Obidoxim bei dieser Interaktion kann der pAz obigoxim-Wert, der
Schnittpunkt der Schild-Geraden mit der X-Achse, herangezogen werden. Der pA;,
obidoxim-VVert gegentber Tacrin (3,88) kommt den pKp obigoxim-VVerten gegeniber W84
(4,61) und WDuo3 (4,16) recht nahe. Es fiel Schulz (1998) somit schwer, anhand
dieser Befunde Tacrin eindeutig von den anderen typischen allosterischen
Modulatoren wie Gallamin, W84, WDuo3 und Alcuronium abzugrenzen. Nach-
folgende Untersuchungen mit Magnesium-lonen als antagonistisches Prinzip
(Schulz, 1998) offenbarten dann aber einen klaren Unterschied bezlglich Tacrin und
W84 sowie WDuo3. Erstens war die antagonistische Wirksamkeit (pAz) von Mg?*

gegenuber Tacrin deutlich geringer, und zweitens war der Mechanismus der
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Interaktion negativ kooperativ. Damit schienen Magnesium-lonen trennscharfer
zwischen typischen und atypischen allosterischen Modulatoren unterscheiden zu
konnen. Fur den atypischen allosterischen Modulator Duo3 konnte gefunden werden,
dass er mit Obidoxim nicht-kompetitiv interagiert (Trankle und Mohr, 1997). Mit
Magnesium-lonen wurde dagegen zwar ein kompetitives Interaktionsverhalten von
Duo3 beobachtet, sie hatten gegeniber Duo3 aber nur eine sehr geringe
antagonistische Wirksamkeit (Schulz, 1998). Ein Nachteil der Magnesium-lonen beim
Einsatz als antagonistisches Werkzeug ist aber ihre niedrige Affinitat zum Mo-
Rezeptor und damit einhergehend der notwendige Einsatz sehr hoher

Konzentrationen dieses Antagonisten.

4.3.2 Hexamethonium als neues antagonistisches Werkzeug zur
weiteren Charakterisierung atypischer allosterischer
Modulatoren

Hexamethonium wurde in dieser Arbeit als neues antagonistisches Werkzeug
eingesetzt, in der Hoffnung auf eine hohere Affinitat verglichen mit Magnesium-lonen
bei eventuell erhaltener groRer Trennscharfe zwischen typischen und atypischen
allosterischen Modulatoren. Hexamethonium weist eine ahnliche Affinitat zum M,-
Rezeptor auf wie Obidoxim. Obidoxim und Hexamethonium kdénnen als
Grundstruktur des mittleren Molekdlteils einer Reihe von allosterischen Modulatoren
(Bispyridinium- bzw. Alkan-bisammonium-Derivate) aufgefasst werden (Trankle et al.,
1996). Daher stellte die Einfuhrung von Hexamethonium als antagonistisches

Werkzeug (Trankle und Mohr, 1996) eine sinnvolle Erganzung zu Obidoxim dar.
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Abbildung 54: Darstellung des antagonistischen Effektes von Obidoxim, Mg2+ und Hexamethonium auf
die [PH]NMS-Dissoziationsverzogerung durch allosterische Modulatoren nach Arunlakshana und
Schild (1958). Ordinate: Logarithmus des (Verschiebungsfaktors — 1). Abszisse: Logarithmus der
molaren Konzentration des Antagonisten. Geradenanpassung: Gleichung 26, S. 51.
Kurvenanpassung: Gleichung 27, S. 51. Indices: 1: Daten von Trankle und Mohr (1997); 2: Daten
von Schulz (1998); 3: Daten von Burgmer et al. (1998); 4: Daten aus dieser Arbeit.
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Die [°’H]NMS-Dissoziationsverzégerung durch die Modulatoren Gallamin, WDuo3 und
EHW21 lie3 sich mittels Hexamethonium formal kompetitiv antagonisieren
(Abbildung 54 C, S. 131). Die Schild-Gerade fur EHW21 hingegen liegt deutlich
abseits der beiden Schild-Geraden fur Gallamin und WDuo3. Dies kommt in der
niedrigen Affinitatskonstante flir Hexamethonium bei der Interaktion mit EHW21 am
M2-Rezeptor zum Ausdruck. Sie liegt mit pKp, Hex eHw21) = 3,54 £ 0,02 deutlich in einer
anderen GréRenordnung als die Affinitdtskonstanten, die fiur die Interaktion von
Hexamethonium mit Gallamin und WDuo3 (pKp, Hex (callamin)y = 4,50 % 0,09; pKp, Hex
wbuo3) = 4,26 = 0,08) gefunden wurden. Eine nicht-kompetitive Interaktion zwischen
Duo3 und Hexamethonium wird durch eine Schild-Gerade mit einer flachen Steigung
(s = 0,62 = 0,06) erkennbar. Sowohl die flache Steigung als auch die geringe
Wirksamkeit (pAz, Hex (buwo3) = 3,62) verdeutlichen den atypischen Wirkcharakter von
Duo3. Mit Tacrin (o« = 8,09 £ 0,79) und Eburnamonin (o = 4,52 + 0,34) tritt
Hexamethonium am [PHINMS besetzten Rezeptor offenbar in eine kooperative
Wechselwirkung ein. Abbildung 55, S. 132 zeigt, dass mit steigender Konzentration
von Hexamethonium die antagonistische Wirksamkeit gegenuber Tacrin und

Eburnamonin einer oberen Grenze zustrebt.

® Tacrin
¢ Eburnamonin

-5 -4 -3 -2
Hexamethonium (log M)

Abbildung 55: Darstellung des antagonistischen Effektes von Hexamethonium auf die [3H]NMS-Disso-
ziationsverzégerung durch Tacrin und Eburnamonin. Ordinate: Logarithmus des (Verschiebungs-
faktors — 1) (VF: Tabelle 9, S. 89). Abszisse: Logarithmus der molaren Konzentration von

Hexamethonium. Kurvenanpassung: Gleichung 27, S. 51. Zielparameter: Tabelle 8, S. 87, Index °.
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4.3.3 Gemeinsamkeiten und Unterschiede der drei antagonistischen
Werkzeuge Hexamethonium, Obidoxim und Magnesium-lonen

WDuo3 und Gallamin interagieren kompetitiv mit den antagonistischen Werkzeugen,
Obidoxim (Ellis und Seidenberg, 1992; Trankle und Mohr, 1997), Magnesium-lonen
(Schulz, 1998) und Hexamethonium (Trankle und Mohr, 1996) (Tabelle 8, S. 87).
Somit kann angenommen werden, dass diese drei Antagonisten die ,gemeinsame
allosterische Bindungsstelle® in gleicher Weise markieren. Die Konzentrations-
Wirkungs-Kurven fiir den Eigeneffekt ([?PHINMS-Dissoziationsverzégerung) der
Antagonisten konnen besser beschrieben werden, wenn zwei unterschiedliche
Bindungsstellen anstatt einer angenommen werden (Obidoxim: pECq 5 piss (1) = 4,64;
PECo5 piss (2) = 3,02 (Trankle und Mohr, 1997); Magnesium-lonen: pECqs piss (1) =
3,85; pECos5 piss 2) = 2,76 (Schulz, 1998); Hexamethonium: pECqs piss (1) = 5,06
0,21; pECos piss (o) = 3,47 = 0,33 (diese Arbeit)). Unter der Annahme, dass

Hexamethonium am [3H]NMS besetzten Rezeptor zwei Bindungsstellen erkennt,

I+

sollten in Antagonismus-Untersuchungen mit Hexamethonium theoretisch zwei unter-
schiedliche Gruppen von Modulatoren mit einer jeweils kompetitiven Interaktion
identifizierbar sein. Tatsachlich interagiert Hexamethonium mit Gallamin, WDuo3 und
EHW21 kompetitiv. Sowohl die pECy 5 piss-Werte flr den allosterischen Eigeneffekt
von Hexamethonium als auch die pKp, nex-Werte fur seinen antagonistischen Effekt
gegenuber allosterischen Modulatoren stellen Affinitatsparameter flir Hexa-
methonium am [°PH]NMS besetzten Rezeptor dar. Die pKp, nex-Werte aus anta-
gonistischen Experimenten mit Gallamin (4,50 £ 0,09) und WDuo3 (4,26 + 0,08)
liegen in der Nahe des pECqys piss (1) -Wert fur die hochaffine Bindestelle von
Hexamethonium (5,06 = 0,21). Der in Antagonismus-Untersuchungen gegenuber
dem Tacrin-Dimer EHW21 ermittelte pKy, nex = 3,54 + 0,02 steht in guter zahlen-
maRiger Ubereinstimmung mit dem pECos piss 2) = 3,47 = 0,33, dem Affinitats-
parameter fur die niedrigaffine Bindungsstelle von Hexamethonium. Dies kdnnte so
interpretiert werden, dass EHW21 an die niedrigaffine Bindungsstelle fur Hexa-
methonium am Mz-Rezeptor und Gallamin und WDuo3 an die hochaffine Bindungs-
stelle fur Hexamethonium binden. Im Sinne einer Abgrenzung zu typischen
Modulatoren wie Gallamin, W84 und WDuo3 kann das Bindungsverhalten von
EHW21 schon in dieser Hinsicht als atypisch bezeichnet werden. Der Einsatz von
Mg?* offenbart das atypische Interaktionsverhalten von EHW21 in noch stirkerem
Ausmald (Abbildung 54 B, S. 131). Magnesium-lonen und EHW21 interagieren
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namlich nicht-kompetitiv (s = 0,48 + 0,03; pKy, mg = 1,05 + 0,06) miteinander.
Entsprechend dem Konzept des ,multiplen Bindungsmodus® (Kostenis et al., 1996)
gibt es zwei mogliche Erklarungen fur das Verhalten von Hexamethonium. Zum
einen ist es maglich, dass Hexamethonium sich unterschiedlich innerhalb der
,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle® orientieren kann. Zum anderen kann
die Mdoglichkeit nicht ausgeschlossen werden, dass am Muskarin-Rezeptor zwei
topographisch unterschiedliche Bindungsstellen existieren, Uber die Hexamethonium
seinen allosterischen Effekt vermittelt. Der gleiche Erklarungsansatz konnte auch fur
das Verhalten der antagonistischen Werkzeuge Obidoxim und Magnesium-lonen
herangezogen werden. Zusammenfassend |aRt sich feststellen, dass typische
Modulatoren unabhangig davon, welches der drei antagonistischen Werkzeuge
eingesetzt wurde, als Liganden der ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle®
identifiziert werden kénnen. Atypische allosterische Modulatoren wie Tacrin, Duo3
und EHW21 liefern ein heterogenes Bild in Abhangigkeit vom eingesetzten
antagonistischen Werkzeug. Zwar liefert jeder der Antagonisten einen Hinweis auf
atypisches Verhalten der Modulatoren, aber die Interaktion mit dem jeweiligen
Antagonisten kann entweder als kooperativ, nicht-kompetitiv oder als kompetitiv mit
einem pKy, antagonist — Wert, der sich deutlich von den Werten unterscheidet, wie sich
mit typischen Modulatoren erhalten werden, charakterisiert werden. Demnach
erlauben es die Antagonisten nicht, zwischen einem atypischen Verhalten eines
Modulators an der ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle® und einer

Interaktion mit einer anderen Bindungsstelle zu unterscheiden.

4.4 Zielgerichtete Mutagenese zur Beschreibung der Topologie der
Rezeptorinteraktion atypischer allosterischer Modulatoren

Anhand der Untersuchungen der My/Ms-Selektivitat an chimaren und punktmutierten
Rezeptoren kdonnen Aussagen daruber getroffen werden, welche Rezeptorareale
(Epitope) fur die M,-Selektivitat von allosterischen Modulatoren essentiell sind. Hier
solite dieser Ansatz der naheren Charakterisierung der Topologie der Interaktion
atypischer Modulatoren dienen. Der typische Modulator WDuo3, ein Ligand der
,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle®, diente dem Vergleich zu den
atypischen Modulatoren Duo3, Tacrin und EHW21. Die Konzentrations-Wirkungs-
Kurven von WDuo3, Duo3, Tacrin und EHW21 fiir die [°H]NMS-Dissoziationsver-

zdgerung an den chimaren und punktmutierten Rezeptoren sind in Abbildung 56, S.
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136 dargestellt. Die zusammenfassende Darstellung der ermittelten pECo 5 piss-Werte
fir diese Modulatoren in Abbildung 57, S. 137 ermdglicht eine schnelle Einordnung
dieser Affinitdtsparameter im zwischen M, und Ms aufgeschlagenen Affinitatsfenster
(Hohe des farbigen Rechtecks). Es wurde gefunden, dass die My/Ms-Selektivitat des
typischen Modulators WDuo3 vollstandig auf die Aminosauren "'Tyr und ***Thr
(Abbildung 57, S. 137, Kreis 9) zurtckgefuhrt werden kann. Damit interagiert WDuo3
hinsichtlich der M,-Selektivitat genauso wie der Prototyp-Modulator W84 (Buller et
al.,, 2002; Voigtlander et al., 2003), ein typischer Ligand fur die ,gemeinsame
allosterische Bindungsstelle®. Die atypische Epitopabhangigkeit ist bei Duo3 in der
Affinitat zu CR1 (Kreis 4) und CR2 (Kreis 5) und bei EHW21 in der Affinitat zu CR2
augenscheinlich. Diese Mutanten fuhren bei WDuo3 nicht zu einem Affinitatsgewinn
gegenuber Ms. Der Affinitatsgewinn an CR3 gegenuber Ms (Kreis 6) entspricht bei
WDuo3, Duo3 und Tacrin etwa der Halfte des M,/Ms-Fensters. Bei EHW21 hingegen
ist die Affinitat zu CR3 so hoch wie zu M,. Bezuglich der Affinitat zu CR6 (Kreis 7)
kann zwischen einem ,Alcuronium-Typ“ mit geringem Affinitatsgewinn und einem
-W84-Typ“ mit einem deutlichen Affinitatsgewinn gegentber Ms (Buller et al., 2002)
unterschieden werden. W84 und Alcuronium (Trankle und Mohr, 1997) kdnnen beide
den typischen Modulatoren zugeordnet werden. Fur Duo3, EHW21 und Tacrin aber
nicht fir WDuo3 kann ein Affinitatsgewinn an CR6 (Kreis 7) beobachtet werden.
Hinsichtlich einer Klassifizierung nach typisch oder atypisch scheint CR6 (Kreis 7)
somit nicht hilfreich zu sein. Ein Affinitatsverlust an COS7-U (hM; ***Thr—His, Kreis
8) gegeniiber M, spricht dafiir, dass ***Thr an der Bindung zum Modulator beteiligt
ist. Dies ist der Fall bei WDuo3 und bei Tacrin, wahrend ein Affinitatsverlust bei Duo3
marginal und bei EHW21 gar nicht vorhanden ist. Betrachtet man COS7-U (hM
*2ThroHis, Kreis 8) und COS7-BG (hMz ""Tyr—Gln, **Thr—His Kreis 9)
gemeinsam, kann durch einen ,Subtraktions-Gedankengang“ auf die Beteiligung von
""Tyr geschlossen werden. Weist COS7-BG (Kreis 9) einen Affinitatsverlust gegen-
liber COS7-U (Kreis 8) auf, kann vermutet werden, dass """ Tyr an der Bindung des
Modulators beteiligt ist. Die Aminosaure ' "Tyrosin des M,-Rezeptors ware demnach
far alle vier Modulatoren (WDuo3, Duo3, Tacrin und EHW21) von Bedeutung. Da
diese Aminosaure ein charakteristisches Epitop der ,gemeinsamen allosterischen
Bindungsstelle® ist, durfte demzufolge spekuliert werden, dass das Anlagerungsfeld
von Duo3 beziehungsweise EHW21 mit der ,gemeinsamen allosterischen Bindungs-

stelle” in Beziehung steht, eventuell partiell Gberlappt.
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Abbildung 57: Zusammenfassende Darstellung (Boxplot) der in Dissoziationsexperimenten an den genannten Membransuspensionen ermittelten pECy 5 piss-
Werte flur die allosterischen Modulatoren Tacrin, EHW21, Duo3 und WDuo3. Versuchscharakteristika: Brandel Cell Harvester, Dissoziationsverlauf:
Zweipunkterfassung.
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4.5 Literaturbefunde zur Topologie der allosterischen Bindungs-

stellen unter Beriicksichtigung eigener Ergebnisse

4.5.1 Die ,,gemeinsame allosterische Bindungsstelle*

Charakterisierung der ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle durch

Antagonismus-Untersuchungen

In den Anfangen der Erforschung der allosterischen Modulation von Muskarin-
Rezeptoren musste geklart werden, ob die Modulation auf unspezifische Effekte oder
auf eine Interaktion der Modulatoren mit einer definierten Bindungsstelle am
Rezeptor zurlckgefuhrt werden kann. Funktionelle Untersuchungen mit dem
Muskelrelaxans Gallamin fuhrten zum Postulat einer ,Gallamin-Bindungsstelle® (Clark
und Mitchelson, 1976). Hierbei handelte es sich um die Charakterisierung des
Gallamineffektes auf die negativ inotrope Wirkung von Acetylcholin und Carbachol
am Herzen. Weitere Untersuchungen mit Gallamin und einer Reihe verschiedener
Agonisten und Antagonisten waren mit dem ternaren allosterischen Kooperativitats-
modell vereinbar (Stockton et al., 1983). Untersuchungen an [PHINMS besetzten
Membransuspensionen aus dem Herz-Ventrikelgewebe von Ratten mit Obidoxim
offenbarten einen kompetitiven Antagonismus gegenuber Gallamin. Dieser Befund
fuhrte zur Definition einer ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle® (,common
allosteric site®) (Ellis und Seidenberg, 1992). Versuche mit Obidoxim an Membran-
suspensionen aus Herzventrikeln des Hausschweins gaben deutliche Hinweise
darauf, dass strukturell ganz unterschiedliche Substanzen wie Gallamin, W84,
Alcuronium und WDuo3, eine Obidoxim-empfindliche ,gemeinsame allosterische
Bindungsstelle® benutzen, um ihren allosterischen Effekt, namlich die Verlang-
samung der [’HJNMS-Dissoziation, auszuldsen (Trankle und Mohr, 1997). Die
Interaktion von Duo3 und Obidoxim war jedoch nicht mit einem kompetitiven
Antagonismus vereinbar, was zum Vorschlag einer ,weiteren allosterischen
Bindungsstelle* filhrte. Experimente, bei denen Magnesium-lonen (Mg?*) als ein
antagonistisches Werkzeug Verwendung fanden, offenbarten einen kompetitiven
Antagonismus gegenuber W84 (Burgmer et al., 1998), WDuo3 und Obidoxim
(Schulz, 1998). Die Befunde mit Mg?* stiitzen zusatzlich das Konzept der
.,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle“. Die Ergebnisse anderer Unter-
suchungen am My-Rezeptor konnten mit dem terndren Kooperativitatsmodell

beschrieben werden, das eine Wirkung der Alkanbisammonium-Verbindung C7/3-
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phth, Alcuronium und Gallamin an der ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle*
annimmt (Lanzafame et al., 1997). Wie oben ausgeflhrt, kann Gallamin als der
Prototyp eines Liganden fur die ,gemeinsame allosterische Bindungsstelle®
betrachtet werden. Durch die kompetitive Interaktion von Gallamin mit Hexa-
methonium (Tabelle 8, S. 87) konnte demnach hier gezeigt werden, dass Hexa-
methonium an die ,common allosteric site“ bindet. Damit hatte man fur diese Arbeit
ein antagonistisches ,Werkzeug“ zur Verfugung, mit dem gepruft werden konnte, ob
zu untersuchende Allostere (WDuo3, Duo3, Tacrin, EHW21 und Eburnamonin)
ebenfalls an der ,gemeinsamen allosterischen Stelle“ binden. Nur das Interaktions-
verhalten von WDuo3 mit Hexamethonium erwies sich als mit dem Konzept einer

,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle“ vereinbar.

Charakterisierung der .gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle" durch ziel-

gerichtete Mutagenese

Neben der Charakterisierung einer Bindungsstelle durch Antagonisten (Ellis und
Seidenberg, 1992; Trankle und Mohr, 1997) ist es wiinschenswert, die Topologie der
Bindungsstelle hinsichtlich der Bindungspartner der allosterischen Modulatoren am
Rezeptor auf molekularer Ebene naher zu beschreiben. Im Falle von Rezeptoren
sind das einzelne Aminosauren (Abbildung 58, S. 141) eines bestimmten Rezeptor-
areals, die durch physikochemische Wechselwirkungen mit dem Liganden fur die
zustande kommende Bindung wichtig sind. Die Identifikation solcher Aminosauren ist
jedoch schwierig. Falls die dreidimensionale Kristallstruktur des Zielproteins bekannt
ist, kann Computer-gestutzt ein dreidimensionales Rezeptormodell erstellt und eine
Ligand-Bindung simuliert werden. Im Falle der muskarinischen Acetylcholin-
Rezeptoren ist eine solche Kristallstruktur nicht verfigbar. Die Zusammenflhrung der
Kenntnisse der Kristallstruktur des Rhodopsins (Palczewski et al., 2000), einem G-
Protein gekoppelten Rezeptor, und der Aminosauresequenz der muskarinischen
Acetylcholin-Rezeptoren (Bonner et al., 1987; Bonner et al., 1988; Bonner, 1989),
ermdglichen dennoch die Konstruktion von Computermodellen der M-Rezeptoren
(Hulme et al.,, 2001; Voigtlander et al., 2003). Eine - die Entwicklung von
Computermodellen begleitende - Moglichkeit, wichtige Aminosauren als Reaktions-
partner von Liganden zu identifizieren, ist die zielgerichtete Mutagenese. Im Falle der
Muskarin-Rezeptoren sind zwei unterschiedliche Wege eingeschlagen worden, um
die ,gemeinsame allosterische Bindungsstelle® auf Aminosaure-Ebene zu

beschreiben (Birdsall et al., 2001). Dabei wurde in den allermeisten Fallen Gallamin
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als allosterische Substanz eingesetzt. Der erste Weg besteht in der Suche nach
konservierten Aminosauren in den funf muskarinischen Subtypen, die fur die Affinitat
allosterischer Liganden wichtig sind (Lee et al., 1992; Matsui et al., 1995). Diese
Aminosauren koénnten flr eine sogenannte ,Basisaffinitat® der Modulatoren
verantwortlich sein, die an allen muskarinischen Rezeptorsubtypen vorhanden ist.
Der zweite Weg besteht in der Identifikation von nicht konservierten Aminosauren,
die die Subtypselektivitdt der Modulatoren verursachen (Ellis et al., 1993; Leppik et
al., 1994; Gnagey et al., 1999; Buller et al., 2002). Hinsichtlich der konservierten
Aminosauren sind zwei Tryptophane (hM; "' Trp, *°*Trp entspricht hM, **Trp, ***Trp)
als wichtig fir die Bindung von Gallamin identifiziert worden (Matsui et al., 1995). Die
EDGE-Sequenz (hM. ""?Glu, "*Asp, " Gly, "°Glu) in 02 (Leppik et al., 1994;
Gnagey et al., 1999) und hM, *"®Asn in 03 wurden fiir die My/Ms-Selektivitat von
Gallamin verantwortlich gemacht.

Neueste Untersuchungen konnten die Mjy/Ms-Selektivitat von Gallamin jedoch auf
zwei Aminosauren (hM. '""Tyr, “?*Thr) zuriickfiihren. An der Mutante hM,
""Tyr—>GIn, **Thr—His wies Gallamin namlich die gleiche Affinitdt zum [PHINMS
besetzten Rezeptor auf, wie zu COS7-hMs (Stefanie Prilla, personliche Mitteilung).
Dies scheint zu dem vorher gesagten widersprichlich zu sein. Es sollte jedoch
bedacht werden, dass die fur die Affinitat wichtigen Aminosauren entweder flur die
dreidimensionale Struktur des Rezeptorproteins essentiell sein kdnnen, oder als
Haftpunkte fur potentielle Liganden fungieren. Wenn die Mutation also von zwei
Aminosauren die My-Selektivitat vollstandig aufhebt, schliel3t das nicht aus, dass
weitere Aminosauren fur die Affinitat von Gallamin zum Mj,-Rezeptor wichtig sind.
Eine scharfe Trennung zwischen Aminosauren, die einerseits die Basisaffinitat und
andererseits die My-Selektivitat verleihen, ist wohl nicht moglich. Es scheint als
gesichert, dass die ,common allosteric site extrazellular (Ellis, 1997) am Eingang zur
orthosterischen Bindungstasche liegt (Hulme et al., 1990; Voigtlander et al., 2003).
Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde mit WDuo3 an der Doppelmutante hM,
" Tyr—GIn, ***Thr—His zeigen fiir WDuo3 eine Epitopabhangigkeit wie fiir andere

Liganden der ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle®.
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Abbildung 58: Schematische Darstellung des humanen M,-Rezeptors (GPCRDB-Snake) nach
(Bonner et al., 1987; Peralta et al., 1987a) aus http://www.gpcr.org/7tm/seq/vis/swac/P08172.html
(Copyright 1994,1995,1996 Fabien Campagne, All Rights Reserved F. Campagne, J.M. Bernassau, B.
Maigret). Die Aminosauren sind im Einbuchstaben-Code reprasentiert. Wichtige und im Text erwahnte
Aminosauren sind nummeriert. TM1-TM7: transmembranare Domanen. i1-i3: intrazellulare Schleifen.
Die dritte intrazellulare Schleife (i3) ist nur teilweise dargestellt. 01-03: extrazellulare Schleifen.
96 — 176: Disulfid-Briicke.

In einem Computermodell (Voigtldnder et al., 2003) wurde am [PHINMS besetzten
Rezeptor die Lage von W84 und Diallylcaracurin V (CARALL) am Mj-Rezeptor
simuliert. Hiernach kommt der allosterische Modulator in einer oberflachlichen
,Spalte“ zu liegen, die durch einen ,Korridor* mit der durch NMS besetzten
orthosterischen Bindungsstelle verbunden ist. Die im Experiment gefundene
Abhangigkeit der M,/Ms-Selektivitat von W84 und Diallylcaracurin V von den beiden
Aminosauren hM, ""Tyr, ***Thr ist im Computermodell enthalten. Hinsichtlich der an
allen Subtypen gefundenen Basisaffinitat (,core binding region) werden zwei
Jlipophile Taschen® mit polaren Aminosduren (1. Tasche: hM, Ala, ?val, ?’Glu,
i, 8°Val und 2. Tasche: hM; '"Met, ®Asn, "°Thr, """'val, *"lle) vermutet. Wie in 1.1,
S. 123 ausgefuhrt wurde, kann Asparagin in Position 6 sowohl im humanen wie im
porcinen Rezeptor glykosyliert werden. Die Anknlpfung eines Zuckerrestes, der aus
mindestens funf Zuckern besteht (Helenius und Aebi, 2001), wirde die Polaritat der

zweiten  lipophilen Tasche® zusatzlich erhohen.
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Abbildung 59: Lage des orthosterischen Liganden NMS und des Liganden der ,gemeinsamen

allosterischen Bindungsstelle® W84 am humanen M,-Rezeptor im Blick von der Seite nach Voigtlander
et al. (2003). Protein: Helices in Rot; 01 und N-terminales Ende in Grau; 02 in Zyan; EDGE-Sequenz
in Grin; o3 in Gelb; Disulfidbriicke in Magenta; orthosterische Bindungsstelle in Blau; freie Volumina
als graues Netz dargestellt. N-Glykosylierung: Die Positionen der potentiellen N-Glykosylierung an
Asn, *Asn, ®Asn und °Asn sind durch gelbe Pfeile markiert. Tyr'”"/Thr*?*; Kohlenstoffatome in Griin;
Stickstoffatome in Dunkelblau; Sauerstoffatome in Rot; Wasserstoffatome in Weill. NMS/W84.
Kohlenstoffatome in Weil3; Stickstoffatome in Dunkelblau; Sauerstoffatome in Rot; Wasserstoffatome

in Zyan.

4.5.2 Von der ,,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle® unter-
schiedliche Bindungsstellen

Zusatzliche allosterische Bindungsstellen wurden postuliert (Leppik et al., 1994) im
Zusammenhang mit Heparin (Gerstin et al., 1992) und mit Protamin (Hu et al., 1992).
Es wurde vermutet, dass diese Substanzen an der intrazellularen Seite des
muskarinischen Acetylcholin-Rezeptors binden. Eine weitere allosterische Bindungs-

stelle wurde fir Kationen wie Na® gefunden, die die Bindung von Liganden am
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Muskarin-Rezeptor modulieren (Rosenberger et al., 1980; Hulme et al., 1981; Gerstin
et al., 1992). Untersuchungen mit Staurosporin und anderen Indolocarbazolen an
den Rezeptoren My bis My haben die Existenz einer anderen allosterischen
Bindungsstelle auf diesen Rezeptoren offenbart (Lazareno et al., 2000; Birdsall et al.,
2001), die von den Autoren als ,zweite allosterische Bindungsstelle“ benannt wurde.
Das Staurosporin -Derivat KT5720, ein Inhibitor der Protein-Kinase A (PKA-Inhibitor),
vermag die [*H]JNMS-Bindung an den My und M, Rezeptoren iiber eine allosterische
Interaktion zu erhdhen. Am M4 Rezeptor vermag dieselbe Substanz die Bindung von
Acetylcholin zu fordern. Die gleichzeitige Anwesenheit von Gallamin oder Brucin,
Liganden der ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle®, vermochte die KT5720-
induzierte Verzégerung der [PH]NMS-Dissoziation am M; Rezeptor nicht zu
beeinflussen. Daraus folgerten die Autoren, dass die Bindungsstelle, Uber die
KT5720 seine allosterischen Effekte vermittelt, eine andere sein muss, als die durch
Gallamin markierte ,gemeinsame allosterische Bindungsstelle®. Im Weiteren konnte
diese ,zweite allosterische Bindungsstelle* am M; Rezeptor durch die Substanzen
Staurosporin, KT5720, WIN 51,708 und PG987 — die beiden letztgenannten sind
Steroid-Derivate — naher charakterisiert werden (Lazareno et al., 2002). Zur
Lokalisation dieser ,zweiten“ allosterischen Bindungsstelle gibt es noch keine

Vorstellungen.

4.6 Tacrin und Eburnamonin als Liganden der ,,gemeinsamen
allosterischen Bindungsstelle” am M, Acetylcholin-Rezeptor

Die Interaktion von Hexamethonium mit Tacrin und Eburnamonin am [3H]NMS
besetzten M, Rezeptor kann als negativ kooperativ beschrieben werden (Tabelle 8,
S. 87). Entsprechend dem Kooperativitatsmodell kann fir die Interaktion von
Hexamethonium mit Tacrin beziehungsweise Eburnamonin eine gleichzeitige
Bindung am [PH]NMS besetzten M,-Rezeptor angenommen werden. Dieses kommt
einem quaterndren Komplex aus Rezeptor, [PHINMS, Hexamethonium und einem
weiteren Modulator (Tacrin bzw. Eburnamonin) gleich. Demnach wuirden sich
Hexamethonium und Tacrin beziehungsweise Eburnamonin an zwei topographisch
unterschiedlichen Stellen des My-Rezeptors binden. Dieses sprache fur das
Vorliegen einer ,weiteren allosterischen Bindungsstelle“. Zum anderen ist nicht
auszuschliellen, dass die ,gemeinsame allosterische Bindungsstelle® Hexa-

methonium und Tacrin beziehungsweise Eburnamonin gleichzeitig zu beherbergen
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im Stande ist. Experimentelle Daten (Holzgrabe et al., 2000; Muth et al., 2003)
weisen ein unsymmetrisch substituiertes Hexan-bisammonium-Derivat mit einem
Naphthalimido- und einem Phthalimido-Rest (Naphmethonium) als ein optimales,
hoch wirksames Alloster am [°H]NMS besetzten Rezeptor aus. Angesichts der GroRe
des Naphmethonium und von WDuo3 kann spekuliert werden, dass die ,gemein-
same allosterische Bindungsstelle“ Liganden von der (geringeren) GroRe des
Hexamethonium und des Tacrin beziehungsweise Eburnamonin gleichzeitig zu
binden vermag. Ein GroRenvergleich der allosterischen Modulatoren Naph-
methonium, EHW21, Eburnamonin, Hexamethonium, Tacrin und WDuo3 ist in
Abbildung 60, S. 145 mdglich. Die allosterischen Modulatoren sind in einer durch
MM2-Kraftfeld-Berechnung (Mauser, 1999) Energie-minimierten Konformation mit
Hilfe des Computerprogramms SymApps® dargestellt.

Untersuchungen der Epitopabhangigkeit der M,/Ms-Selektivitat von Tacrin stutzen die
Hypothese des gleichzeitigen Bindens zweier kleiner Tacrin-Molekile an der
,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle“. Die beiden Aminosauren hM, ""Tyr,
*2Thr vermdgen zwar nicht vollstindig die M./Ms-Selektivitit von Tacrin zu erklaren,
das Affinitdatsmuster von Tacrin ahnelt jedoch hinsichtlich der Lage der
Konzentrations-Wirkungskurven von CR1, CR2 (beide auf Ms-Affinitatsniveau) und
CR3 relativ zu denen von M, und Ms aus Untersuchungen an [°H]NMS besetzten
chimaren Rezeptoren (Abbildung 56, S. 136) dem des WDuo3, einem typischen
Modulator der gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle. Das deutet darauf hin,
dass Tacrin am ehesten an der ,common allosteric site“ bindet. Die steile
Konzentrations-Wirkungskurve von Tacrin lieBe sich demnach durch die Bindung
zweier Tacrin-Molekile an der ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle®

erklaren.
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Eburnamonin Tacrin

Abbildung 60: Mittels MM2-Kraftfeld-Berechnung Energie-minimierte Konformationen (Kugel-
Stabmodell) der allosterischen Modulatoren Naphmethonium, Tacrin-Dimer EHW21, Eburnamonin,
Hexamethonium, Tacrin und WDuo3. Kohlenstoffatome in Grau, Wasserstoffatome in Weil3,

Stickstoffatome in Blau, Sauerstoffatome in Rot.
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4.7 Duo3 und EHW21 als Liganden an ,weiteren allosterischen
Bindungsstellen®“ am M, Acetylcholin-Rezeptor

Antagonismus-Untersuchungen legen nahe, dass Duo3 (Trankle und Mohr, 1997;
Schulz, 1998) und EHW21 (4.3.3, S. 133) nicht an der ,gemeinsamen allosterischen
Bindungsstelle® interagieren. Hier soll erortert werden, wo diese atypischen

allosterischen Modulatoren am Mz-Rezeptor interagieren konnten.

4.7.1 EHW21 in Abgrenzung zu Tacrin

Hinsichtlich des Effektes auf die [PHJNMS-Dissoziation verhalt sich das Tacrin-Dimer
EHW21 wie ein typischer allosterischer Modulator, denn die Interaktion IaRt sich mit
dem Massenwirkungsgesetz vereinbaren (Kurvensteilheit: ny = 1,14 £ 0,15). EHW21
und Hexamethonium interagieren kompetitiv antagonistisch miteinander. Demnach
binden EHW21 und Hexamethonium an einer definierten allosterischen Bindungs-
stelle, die aber aufgrund des atypischen pKp-Wertes von Hexamethonium gegentber
EHW21 nicht mit der ,common allosteric site“ identisch zu sein scheint (4.3.3, S.
133). EHW21 interagiert moglicherweise an einer ,weiteren allosterischen Bindungs-
stelle”. Zieht man namlich die Untersuchungen an den chimaren Rezeptoren
(Abbildung 56, S. 136) hinzu, so spricht vor allem der Affinitatsgewinn an CR2 daflr,
dass ein Molekul des Tacrin-Dimers nicht einfach das Bindungsverhalten von zwei
Tacrin Molekulen imitiert. Vielmehr scheint es so zu sein, dass sich das Tacrin-Dimer
am Rezeptor anders orientiert als Tacrin. Eine im Gegensatz zu Tacrin andersartige
Orientierung des EHW21 am Mj-Rezeptor lafdt sich zwanglos durch die Fixierung der
beiden Tacrin-Reste an der Hexyl-Zwischenkette erklaren. Wirde das Tacrin-Dimer
in der gleichen Weise wie Tacrin am Acetylcholin-Rezeptor binden, sollte fur EHW21
das gleiche Epitopmuster wie fur Tacrin gefunden werden. Jedoch erbringt CR2 fur
EHW21 einen Affinititsgewinn gegeniiber Ms und die Aminosdure hM, *?*Thr spielt
fur die My/Ms-Selektivitat von EHW21 keine Rolle. Die Tatsache, dass fur WDuo3
und EHW21 die Aminosdure ""Tyr ein wichtiges Epitop am M,-Rezeptor ist, kénnte
darauf hindeuten, dass die ,weitere allosterische Bindungsstelle®, die von EHW21

erkannt wird, mit der ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle“ Gberlappt.

4.7.2 Duo3 in Abgrenzung zu W84, WDuo3 und Gallamin

Die fir die COS7-hMy/hMs-Selektivitat von Duo3 verantwortlichen Aminosauren

konnten im Prinzip fast im gesamten extrazellular zuganglichen Bereich des
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Rezeptors liegen (3.6.5, S. 104), denn zu allen untersuchten chimaren Rezeptoren
(CR1, CR2, CR3 und CRG6) weist Duo3 eine hdhere Affinitat auf als zu Ms. Die
Affinitaten zu CR6 und CR1 sind fast identisch. Da in CR6 das N-terminale und das
C-terminale Ende des M,-Rezeptors und in CR1 nur das N-terminale Ende von M
vorhanden sind, kann vermutet werden, dass das Carboxy-terminale Ende des
Rezeptors fur Duo3 keinen Beitrag zur M,-Selektivitat liefert. Dies wird durch die
Tatsache gestiitzt, dass der Aminosaurenaustausch hM, ***Thr—His (COS7-U) so
gut wie keinen Affinitatsverlust fir Duo3 bewirkt. Die Einfihrung des M,-homologen
N-terminalen Endes (CR1) oder der ersten extrazellularen Schleife (CR2) in den Ms-
Rezeptor bewirken demgegenuber flir Duo3 einen Affinitdtsgewinn. Dieses
zusammengenommen ist im Vergleich zu analog untersuchten Liganden der
,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle* atypisch. Denn Gallamin weist zu CR1
und CR2 die gleiche Affinitat auf wie zu Ms (Ellis et al., 1993). Weiterhin ist gezeigt
worden, dass WDuo3 (diese Arbeit), W84 (Voigtlander et al., 2003) und Gallamin
(Stefanie Prilla, persodnliche Mitteilung) ihre My/Ms-Selektivitat vollstandig aus den
zwei Aminosauren hM, """Tyr und hM; ***Thr beziehen.

Zusammengenommen ist die ,Duo3-Bindungsstelle® am Mj,-Rezeptor mindestens in
dreifacher Hinsicht anders beschaffen, als die ,common allosteric site®. Erstens spielt
die Aminosaure hM, “**Thr fiir die Bindung von Duo3 keine Rolle, zweitens sind
weitere Aminosduren im N-terminalen Ende (CR1) und drittens in der ersten
extrazellularen Schleife des Rezeptors (01) (CR2) fur die Bindung wichtig. Es scheint
also gerechtfertigt zu sein, im Zusammenhang mit der Bindungsstelle fur Duo3 am
M,-Rezeptor von einer ,weiteren allosterischen Bindungsstelle® zu sprechen. Es
miisste jedoch beriicksichtigt werden, dass die Aminosdure hM, ""Tyr in dieser
Bindungsstelle und in der ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle® vorhanden
sein kdnnte, was aus den Ergebnissen mit COS7-BG (hM; """ Tyr—GlIn, **Thr—His)
und COS7-U (hM; *®*Thr—His) zu folgern ist (4.4, S. 134). Diese mdgliche partielle
Uberlappung der beiden allosterischen Bindungsstellen kdnnte erklaren, dass Hexa-
methonium den allosterischen Effekt von Duo3 zwar zu antagonisieren vermag, die
Interaktion jedoch als nicht-kompetitiv in Erscheinung tritt. Diesem Erklarungsansatz
liegt die Annahme zu Grunde, dass Hexamethonium als ein antagonistisches
Werkzeug an der ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle® wie W84, WDuo3
und Gallamin mit ""Tyr in Wechselwirkung treten sollte. Die CR1-Sensitivitat von

Duo3 scheint ein weiteres unerwartetes Phanomen erklaren zu konnen:
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Interessanterweise wurde in Messungen an COS7-hM; eine Hill-Steigung ermittelt,
die nicht unterschiedlich von ny = -1 ist (Abbildung 53, S. 123). Experimente mit
gleicher Methodik lieferten an CHO-hM; und HSV-(My) jedoch, wie fur Duo3 in der
Literatur beschrieben, steile Konzentrations-Wirkungskurven. CR1 enthalt die N-
terminale Sequenz des Mj-Rezeptors, die mit vier potentiellen N-Glykosylierungs-
stellen (Abbildung 59, S. 142) in Abhéangigkeit des Expressionssystems
(unterschiedliche Spezies) eine vermutlich deutlich divergierende Glykan-
Komponente tragt. Moglicherweise ist es die unterschiedliche Glykosylierung des M-
Rezeptors in den drei Membransuspensionen, die zu den Unterschieden in den

Kurvensteilheiten fiihrt.

4.7.3 Duo3 und EHW21 binden an unterschiedlichen ,,weiteren
allosterischen Bindungsstellen*

Es stellt sich die Frage, ob die jeweilige ,weitere allosterische Bindungsstelle®, die
hier zum einen fur Duo3 und zum anderen fur EHW21 postuliert wurde, identisch
sind. Dieses erscheint unwahrscheinlich, denn ansonsten musste man fur Duo3 mit
Hexamethonium, wie fir EHW21, eine kompetitiv antagonistische Interaktion finden.
Weiterhin sind die an chimaren Rezeptoren gefundenen Affinitatsmuster fir Duo3
und EHW21 hinsichtlich CR1 und CR3 sind unterschiedlich. Das legt nahe, dass die
atypischen Modulatoren EHW21 und Duo3 bezuglich der My/Ms-Selektivitat
unterschiedliche Haftpunkte am Mj,-Rezeptor benutzen. Es konnte also insgesamt
gezeigt werden, dass atypische allosterische Modulatoren an ,weiteren
allosterischen Bindungsstellen interagieren, die zwar Haftpunkte mit der
,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle” teilen, die aber nicht mit dieser
identisch sind. Solange keine weiteren Liganden gefunden werden, die am M-
Rezeptor genauso interagieren wie Duo3 beziehungsweise EHW21, scheint es
jedoch sinnvoller zu sein, von einer ,Duo3-Bindungsstelle® und einer ,EHW21-

Bindungsstelle zu sprechen.
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4.8 Affinititssteigerung am [°H]JNMS besetzten M,-Rezeptor und
Anderung der allosterischen Modulation der Gleichgewichts-
bindung von [PHINMS durch strukturelle Verinderungen an

Duo3 und durch Dimerisierung des Tacrin

4.8.1 Duo3 in Abgrenzung zu WDuo3

Die allosterischen Modulatoren WDuo3 und Duo3 sind Bispyridinium-Derivate mit
unterschiedlichen Ringsubstituenten. Aus Struktur-Wirkungs-Untersuchungen an Bis-
pyridinium-Derivaten (Kostenis et al., 1996) ist bekannt, dass die lateralen Ring-
substituenten, Phthalimidomethyl- oder Dichlorobenzyl-Reste, eine wichtigere Rolle
fur die Affinitat (potency) zum NMS besetzten M,-Rezeptor und fur die Wirksamkeit
(efficacy) zur [PH]NMS-Dissoziationsverzégerung der allosterischen Modulatoren
spielen als die Bispyridinium-Zwischenkette. Der Austausch der Dichlorobenzyl-
Reste in Duo3 zu Phthalimidomethyl-Resten in WDuo3 bewirkt eine Affinitats-
zunahme am [*HINMS besetzten M,-Rezeptor und eine VergrofRerung der My/Ms-
Selektivitat.

Affinitatssteigerung am [PHINMS besetzten M,-Rezeptor

Die Affinitat von WDuo3 ist im Vergleich zu Duo3 zum [’PHJNMS besetzten M,-
Rezeptor in HSV-(M;)-Membransuspensionen um mehr als zwei Dekaden gesteigert
(PECo,5 piss (Duoz) = 6,08 = 0,04 — pECo 5 piss (wpuwo3) = 8,30 + 0,30). In Membran-
suspensionen aus COS7-Zellen fallt dieser Affinitats-Zuwachs deutlich geringer aus.
Die entsprechenden pEC, s piss-Werte sind in Tabelle 27, S. 150 wiedergegeben.
Vollstandigkeitshalber ist in dieser Tabelle fur jeden an Membransuspensionen aus
COS7-Zellen untersuchten allosterischen Modulator auch das My/Ms-Affinitats-
verhaltnis, ausgedrickt als A pECys piss-Wert, gelistet. Es ist auffallig, dass die
atypischen Modulatoren Duo3, Tacrin und EHW21 eine besonders kleine My/Ms-

Selektivitat aufweisen.
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COS7-hMy/hMs
COS7-hM, | COS7-hM5
Modulator Affinitatsverhaltnis
PECo,5 piss PECo,5 piss
A PECo 5 piss

W84 7,33+0,03 |5,42 +0,05 1,91
Alcuronium [8,10 £ 0,03 |4,97 £ 0,04 3,13
CARALL 7,86 +0,02 |5,35+0,06 2,51
WDuo3 7,83+0,06 |5,69+0,15 2,14
Duo3 7,05+0,09 |5,89+0,12 1,16
Tacrin 5,48 +0,04 (4,38 +0,03 1,10
EHW21 7,13+0,08 |5,92+0,11 1,21

Tabelle 27: hM,/hMs-Affinitatsverhaltnis allosterischer Modulatoren als A pECg 5 piss-Wert ermittelt an
Membransuspensionen aus COS7-Zellen. Der Quantifizierung der Affinitdt des allosterischen
Modulators zum [3H]NMS besetzten Rezeptor wurde der jeweils ermittelte pECg 5 piss-Wert (KenngrofRe
+ Standardfehler) aus Dissoziationsexperimenten zugrunde gelegt. Einzelheiten zur Ermittlung der
KenngréRen konnen den Abschnitten entnommen werden, die den einzelnen allosterischen

Modulatoren (3.6, S. 98) gewidmet sind.

Allosterische Modulation der Gleichgewichtsbindung von [PHINMS am M,-Rezeptor

In Gleichgewichtsbindungsexperimenten an Membransuspensionen aus Herz-
ventrikeln des Hausschweins (HSV-(My)) wird die Bindung von [PHINMS durch Duo3
verringert (negativ kooperativ) und durch WDuo3 leicht erhdht (positiv kooperativ),
und die Interaktion entspricht jeweils annahernd dem allosterischen ternaren
Kooperativitatsmodell (Tabelle 25, S. 120). Ein positive bzw. negative Kooperativitat
kommt zustande, wenn Allostere unterschiedliche Affinitdten zum freien und zum
Ligand-besetzten Rezeptor aufweisen. Dadurch werden die Assoziation und die
Dissoziation des orthosterischen Liganden unterschiedlich stark beeinflusst. Aus der
Summe der Effekte ergibt sich entweder eine Bindungsforderung oder eine
Bindungshemmung oder ein unverandertes Bindungsgleichgewicht. Duo3 hat eine
hohere Affinitat zum freien (pKa = 7,17 + 0,13) als zum [PHINMS besetzten (pECys
piss = 6,08 £ 0,02) M2-Rezeptor und interferiert deswegen starker mit der Assoziation
von [PHJNMS als mit seiner Dissoziation. Bei WDuo3 ist es unter gleichen Puffer-
bedingungen umgekehrt (pKa = 7,55 + 0,15; pECo5 piss = 8,29 = 0,02). Dieser
Sachverhalt ist Literatur-bekannt (Schroter et al., 2000) und konnte in dieser Arbeit
reproduziert werden. Im Sinne eines strukturellen Vergleichs ist es also der
Ringsubstituent (Phthalimidomethyl-

versus Dichlorobenzyl-Rest), der dariuber



Diskussion 151

entscheiden kann, ob die Bindung eines orthosterischen Liganden geférdert oder
gehemmt wird. Im Vergleich der Modulatoren untereinander sind die Affinitaten (pKa)
von Duo3 und WDuo3 =zum freien Rezeptor statistisch nicht signifikant
unterschiedlich (p = 0,0846). Am freien Rezeptor spielt der Ringsubstituent fir die
Affinitdt also eine untergeordnete Rolle. Aus der Literatur ist bekannt, dass
wesentlich geringfugigere strukturelle Veranderungen, wie zum Beispiel die
Einflhrung von Methyl-Resten, dartber entscheiden konnen, ob positive oder
negative Kooperativitat mit dem jeweiligen orthosterischen Liganden beobachtet wird
(Raasch et al., 2002; Muth et al., 2003). Da der Effekt eines allosterischen
Modulators auf die Bindung des orthosterischen Modulators vom eingesetzten
orthosterischen Liganden abhangt (Lee und El Fakahany, 1988), kdnnen die Befunde
aus den hier diskutierten Gleichgewichtsbindungsuntersuchungen nicht auf andere

Orthostere, wie z. B. das Acetylcholin, Gbertragen werden.

4.8.2 EHW21 in Abgrenzung zu Tacrin

Affinitatssteigerung am [°HINMS besetzten M,-Rezeptor

Mit der Dimerisierung des Tacrin (EHW21) konnte die Affinitidt am [PH]NMS besetzten
M,-Rezeptor in HSV-(M,)-Membransuspensionen deutlich erhéht werden (pECo 5 piss
(Tacrin) = 9,28 * 0,03 — pECo 5 piss Hw21) = 6,56 % 0,08). In Membransuspensionen aus
COS7-Zellen fallt dieser Affinitats-Zuwachs deutlich starker (Tabelle 27, S. 150) aus.
Die an beiden Membransuspensionen (HSV-(M,), COS7) beobachtete Erhéhung der
Affinitdt entspricht dem Konzept des ,bivalent ligand approach®, wonach durch
Dimerisierung von Liganden sowohl die Affinitdt als auch die Selektivitat der
Liganden gesteigert werden kann (Portoghese, 1989). Hinsichtlich der My/Ms-
Selektivitat besteht jedoch zwischen Tacrin (A pECo5 piss = 1,10) und EHW21 (A
PECo5piss = 1,21) kein nennenswerter Unterschied.

Allosterische Modulation der Gleichgewichtsbindung von [PHINMS am M,-Rezeptor

Der Einfluss der allosterischen Modulatoren Tacrin und EHW21 auf die Gleich-
gewichtsbindung von [PHJNMS I4Rt sich formal nicht von einer kompetitiven Inter-
aktion unterscheiden. Selbst bei Erhéhung der [?H]NMS-Konzentration von 0,2 nM
auf 2,0 nM liel3 sich der kooperative Interaktions-Charakter mit dieser Methodik nicht
zeigen. Statt einer Abschwachung der maximalen Bindungshemmung (Erhéhung des
unteren Bindungsniveaus) konnte lediglich eine Verschiebung der Bindungskurve

nach rechts beobachtet werden (3.8, S. 118). Die ermittelten Kooperativitatsfaktoren
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sind sehr viel grof3er als 100. Dennoch besteht kein Zweifel, dass Tacrin und EHW21
allosterische Liganden sind, denn sie wurden ansonsten nicht die Fahigkeit besitzen,
die [’H]NMS-Dissoziation zu verzdgern. In Analogie zu den Hill-Steigungen, die in
Dissoziationsexperimenten ermittelt wurden, 18Rt sich im Interaktionsexperiment mit
[PHJNMS fir Tacrin eine steile, fiir EHW21 dagegen eine normale (Steigung = -1)
Beziehung beobachten (3.8, S. 118). Der atypische Bindungscharakter von Tacrin
|&Rt sich also durch Dimerisierung (EHW21) sowohl am freien als auch am [PHINMS

besetzten M,-Rezeptor eliminieren.

4.9 Zusammenstellung der Merkmale atypischer allosterischer
Modulatoren Duo3, Tacrin und EHW21 im Vergleich zum
typischen allosterischen Modulator WDuo3

Wie in den vorangehenden Kapiteln im Einzelnen beschrieben und erértert, kann im
Vergleich zum typischen allosterischen Modulator WDuo3 die atypische allosterische
Modulation durch Duo3, Tacrin und EHW21 in vielen verschiedenen Experimenten
beobachtet werden. In der Tabelle 28, S. 154 sind die Merkmale dieser Modulatoren
- erarbeitet auf der Grundlage Literatur-bekannter und in dieser Arbeit erhobenen
Werte - unter Beriicksichtigung von (A) Dissoziationsexperimenten mit [PHINMS (B)
von Antagonismus-Untersuchungen mit Obidoxim, Magnesium-lonen und Hexa-
methonium sowie (C) von heterologen allosterischen Interaktionsexperimenten unter
Gleichgewichtsbedingungen zusammengefasst. Die vom Wirkbild des Modulators
WDuo3 abweichenden Wirkformen der anderen Modulatoren sind rot markiert, um
den atypischen Charakter hervorzuheben. Folgende Messparameter werden in
dieser Tabelle berlcksichtigt:

(a) Der Hill-Koeffizient ny der Konzentrations-Wirkungskurven fiir die [PHINMS-
Dissoziationsverzogerung an drei verschiedenen Membransuspensionen wird
angegeben (COS7-hM,, CHO-hM,, HSV-(M,); Index ?: Zweipunkterfassung, Brandel
Cell Harvester; Index °: Mehrpunkterfassung, Einzelfilteranlage). Mit ,normal“ wird ein
von ny = -1 statistisch nicht signifikant verschiedener Wert bezeichnet. Hill-
Koeffizienten, die deutlich kleiner als —1 sind, werden als ,steil” apostrophiert.

(b) Das Affinitatsverhaltnis zwischen COS7-hM; und COS7-hMs sowie das Affinitats-
verhaltnis zwischen COS7-hM, und CHO-hM,, zwischen COS7-hM, und HSV-(M,) 2
und zwischen CHO-hM, und HSV-(M,) # wird als A pECy 5 piss-Wert ausgedriickt. Da

ein grolRes Affinitatsfenster groflere Schwankungen des pEC 5 piss-Wertes toleriert,
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ohne dass ein Unterschied als biologisch relevant (wenngleich auch statistisch
signifikant) interpretiert wird, sind in Klammern auf das COS7-hMy/hMs-Affinitats-
verhaltnis normierte Werte angegeben. Mit diesem Verfahren werden nominell kleine
Abweichungen bei atypischen Modulatoren im Verhaltnis zum COS7-hMy/hMs-
Affinitatsfenster als relativ deutliche Schwankungen detektiert.

(c) Im Zusammenhang mit der Epitop-Abhangigkeit der COS7-hM,/hMs-Selektivitat
wird ein Affinitdtsgewinn gegenuber hMs im Fall von CR1, CR2, CR3 und CR6 als
,sensitiv  bezeichnet. Fir "'Tyr und “**Thr bedeutet ,Sensitivitit* einen
Affinitatsverlust gegeniber COS7-hM,. W84 weist an CR6 eine hohere Affinitat auf
als am hMs-Rezeptor. Fur Alcuronium jedoch wird kein Affinitatsgewinn verzeichnet.
Alcuronium und W84 sind beide Liganden der ,gemeinsamen allosterischen
Bindungsstelle®. Hinsichtlich der Affinitat an CR6 kann also zwischen einem ,\W84-
Typ“ und einem ,Alcuronium-Typ*“ unterschieden werden.

(d) Fur Antagonismus-Untersuchungen mit Obidoxim, Magnesium-lonen und Hexa-
methonium ist die Art der kompetitiven Interaktion genannt. Als Affinitatsparameter
dienen der pKy,-Wert und der pAx-Wert (Schatzwert). Es werden Werte dieser Arbeit
und Parameter aus der Literatur ber{icksichtigt (Index ': (Trankle und Mohr, 1997),
Index 2 (Schulz, 1998)).

(e) Fir die heterologe allosterische Interaktion der Modulatoren mit [PHINMS unter
Gleichgewichtsbedingungen wird mit dem Schlagwort ,Ehlert-konform“ angegeben,
ob die erhaltene Inhibitionskurve eine normale Kurvensteilheit aufweist und der
Datensatz somit nach dem ternaren allosterischen Modell (Ehlert, 1988) auswertbar

ist.
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WDuo3 Duo3 Tacrin EHW21
A - Dissoziationsexperimente mit ["HINMS
COS7-hMy: ny normal normal steil normal
CHO-hM: ny normal steil steil steil
HSV-(M,) % ny normal steil steil steil
HSV-(M,) ®: ny normal steil steil normal
A PECo 5 piss
(Werte in Klammern:A pECg 5 piss bezogen auf das COS7-hMy/hMs-Affinitatverhaltnis)
COS7-hM,/
COST-hMs 214 1,16 1,10 1,21
COS7-hM,/ 0,52 0,54 0,15 0,5
CHO-hM; (0,24) (0,47) (0,14) (0,29)
COS7-hM,/ 0,48 0,80 0,17 0,50
HSV-(M,) @ (0,22) (0,69) (0,15) (0,41)
CHO-hM, / 0,04 0,26 0,02 0,15
HSV-(M) ® (0,02) (0,22) (0,02) (0,12)

Epitop-Abhangig

keit der COS7-hM,/hMs-Selektivitat

CR1 (Kreis 4) nicht-sensitiv sensitiv nicht-sensitiv nicht-sensitiv
CR2 (Kreis 5) nicht-sensitiv sensitiv nicht-sensitiv sensitiv
CR3 (Kreis 6) sensitiv sensitiv sensitiv sensitiv
" Tyr sensitiv sensitiv sensitiv sensitiv
nicht-sensitiv sensitiv sensitiv sensitiv
CRG6 (Kreis 7) _
Alcuronium-Typ (W84-Typ) (W84-Typ) (W84-Typ)
*BThr (Kreis 8) sensitiv nicht-sensitiv sensitiv nicht-sensitiv
B — Antagonismus-Untersuchungen an HSV-(M,)
o kompetitiv nicht-kompetitiv | nicht-kompetitiv
Obidoxim ] ] ) n.b.
(PKp = 4,16) (PA2 = 3,00) (PA2 = 3,91)
MoZ* kompetitiv kompetitiv kooperativ nicht-kompetitiv
| (PK>=320)2 | (PKo=1.21)2 | (PA.=246)7 | (pA;=2,16)
_ kompetitiv nicht-kompetitiv kooperativ kompetitiv
Hexamethonium
(PKo = 4,26) (PA2 = 3,62) (PA2 = 3,86) (PKp = 3,54)

C — Heterologe allosterische Interaktion (Gl

eichgewicht) an HSV-(M,)

HSV-(M2) °: n4

Ehlert-konform

Ehlert-konform

steil

Ehlert-konform

Tabelle 28: Zusammenstellung der Merkmale atypischer allosterischer Modulatoren Duo3, Tacrin und

EHW21 im Vergleich zum typischen allosterischen Modulator WDuo3 (Erlauterungen im Text). n.b.:

nicht bestimmt.
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In der tabellarischen Ubersicht wird deutlich, dass Duo3 die [PHINMS-Dissoziation
atypisch moduliert, empfindlich auf die Auswahl des Expressionssystems fur den M-
Rezeptor (COS7- oder CHO-Zellen oder Herzventrikel des Hausschweins) reagiert
und dass dessen Epitop-Abhangigkeit der COS7-hM,/hMs-Selektivitat atypisch ist.
Zusammenfassend |alt sich feststellen, dass Duo3 den M,-Rezeptor an einer von
der ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle® unterschiedlichen Bindungsstelle
atypisch allosterisch moduliert.

Die Epitopabhangigkeit der COS7-hMy/hMs-Selektivitat von Tacrin kann als typisch
gelten. Daher kann fur Tacrin angenommen werden, dass die atypische allosterische
Modulation des M,-Rezeptors in Dissoziationsexperimenten und Gleichgewichts-
bindungsuntersuchungen mit [PHINMS sowie in Antagonismus-Untersuchungen
durch Interaktion zweier Tacrin-Molekile an der ,gemeinsamen allosterischen
Bindungsstelle“ zustande kommt.

Mit der Dimerisierung des Tacrins konnten einige Aspekte der atypischen allo-
sterischen Modulation in typische Merkmale umgewandelt werden. Die allosterische
Modulation des M,-Rezeptors in Gleichgewichtsbindungsexperimenten ist als typisch
einzustufen. Die Dissoziation von [PHJNMS vom M,-Rezeptor wird in Abhangigkeit
vom Expressionssystem des Rezeptors sowohl typisch als auch untypisch
allosterisch moduliert. Die Epitopabhangigkeit der COS7-hM,/hMs-Selektivitat von
EHW21 ist anders als die von Tacrin. Beschrankt man den Blick bei den Disso-
ziations-Experimenten auf Membransuspensionen, die aus Herzventrikeln des
Hausschweins (Index °) und aus mit dem humanen M,-Gen transient transfizierten
COS7-Zellen gewonnen wurden, was aufgrund der deutlich héheren Anzahl an
Versuchen gerechtfertigt erscheint, legt dieses nahe, dass EHW21, in einer eins zu
eins Interaktion an einer ,weiteren allosterischen Bindungsstelle“ des M,-Rezeptors
interagiert. EHW21 vereint in sich demnach Merkmale der atypischen und typischen

allosterischen Modulatoren.



156 Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren konnen durch eine Vielzahl strukturell
heterogener Substanzen allosterisch moduliert werden. Typische allosterische
Modulatoren wie W84 (Hexan-1,6-bis(dimethyl-3 -phthalimidopropyl-ammonium-
bromid)) und WDuo3 (1,3-bis[4(phthalimidomethoxyimino-methyl)-pyridinium-1yl]-
propan-dibromid), verzégern die Dissoziation von [*H]N-Methyl-Scopolamin
(IPHINMS), einem orthosterischen Liganden der Muskarin-Rezeptoren, in einer ,eins
zu eins Reaktion* von Modulator und [?H]NMS besetzten Rezeptor. Die allosterische
Modulation des M,-Rezeptors durch Duo3 (4,4 -bis[(2,6-dichloro-benzyloxy-imino)-
methyl]-1,1 -propan-1,3-diyl-bis-pyridinium-dibromid), (-)-Eburnamonin und Tacrin (9-
amino-1,2,3,4-tetra-hydroacridin-hydrochlorid) ist aufgrund steiler Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen am [°PHINMS besetzten M,-Rezeptor atypisch. Fiir Duo3
wurde aufgrund der Befunde verschiedener experimenteller Ansatze angenommen,
dass es an einer von der ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle“ unter-
schiedlichen Stelle am My-Rezeptor interagiert. Der atypische allosterische Wirk-
charakter des Tacrin wurde dagegen durch die Vorstellung erklart, dass zwei Tacrin-
Molekile moglicherweise gleichzeitig an der ,gemeinsamen allosterischen
Bindungsstelle® interagieren. Um mehr Einblick in die Moglichkeit einer solchen ,zwei
zu eins® Interaktion von My-Rezeptor und Tacrin zu erhalten, wurde ein neues
Tacrin-Dimer mit der Arbeitsbezeichnung EHW21 (1,6-bis(amino-1,2,3,4-tetrahydro-
acridinyl)-hexan) erstmalig auf seine Fahigkeit, den Mj-Rezeptor allosterisch zu
modulieren, untersucht. Die aus Dissoziations-Experimenten mit [°HJNMS erhaltenen
Konzentrations-Wirkungs-Kurven von EHW21 weisen eine normale Kurvensteilheit
auf, wenn die Untersuchungen an Membransuspensionen aus Herzventrikeln des
Hausschweins und aus mit dem humanen M,-Gen transient transfizierten COS7-

Zellen durchgefuhrt werden.

In der Vergangenheit wurde durch Antagonismus-Studien mit Obidoxim und
Magnesium-lonen nachgewiesen, dass eine Vielzahl typischer Modulatoren an einer
.,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle* des My-Rezeptors interagiert. Fur
atypische Modulatoren waren die Ergebnisse jedoch nicht einheitlich. Um diese
Literatur-bekannten Untersuchungen hinsichtlich der Antagonisierbarkeit des

Effektes der atypischen allosterischen Modulatoren zu ergénzen, wurde das
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antagonistische Werkzeug Hexamethonium eingefihrt. Der atypische Wirkcharakter
von Duo3 und Tacrin sowie Eburnamonin konnte mit dem antagonistischen
Werkzeug Hexamethonium bestatigt werden. Die Interaktion von Hexamethonium
gegenuber Gallamin, WDuo3 und EHWZ21 konnte als kompetitiv antagonistisch
charakterisiert werden. Der Affinitatsparameter pK, fir Hexamethonium in der
Interaktion gegeniiber EHW21 am [°’H]NMS besetzten M,-Rezeptor unterschied sich
jedoch deutlich vom pKy,-Wert, wie er in der Interaktion von Hexamethonium
gegenuber WDuo3 und Gallamin, typischen Modulatoren der ,gemeinsamen
allosterischen Bindungsstelle®, erhalten wird. Mit Magnesium-lonen wurde eine nicht-
kompetitive Interaktion gegenuber EHW21 beobachtet. Dieses legt nahe, dass das
Tacrin-Dimer EHW21 nicht an der ,gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle®

interagiert.

Mit Untersuchungen an [PHINMS besetzten M./Ms-chimaren Rezeptoren erdffnete
sich die Mdoglichkeit, die Epitopabhédngigkeit der M;-Selektivitdt atypischer allo-
sterischer Modulatoren zu untersuchen.

Fir die typischen allosterischen Modulatoren W84 und Diallylcaracurin V war
gefunden worden, dass die M,-Selektivitit am [PH]JNMS besetzen Rezeptor
vollstandig auf die Aminosduren ""Tyrosin und ***Threonin zuriickgefiihrt werden
kann (Voigtlander et al., 2003). Hier konnte fur WDuo3, wie fur einen mit W84 eng
verwandten typischen allosterischen Modulator erwartet, erstmalig gezeigt werden,
dass seine My-Selektivitat ebenfalls vollstandig von den Aminosauren ""Tyrosin und
*3Threonin abhangt.

Die hier gefundene zwar nicht vollstandige Abhangigkeit der M./Ms-Selektivitat des
Tacrin von """Tyrosin und ***Threonin, sowie die typische Epitopabhéngigkeit der
Mo-Selektivitat, wie sie auch von W84 gezeigt wird, stltzen die in der Literatur zu
findende Hypothese, dass Tacrin an der ,gemeinsamen allosterischen Bindungs-
stelle” interagiert und sein atypischer allosterischer Wirkcharakter lediglich durch eine
gleichzeitige Interaktion zweier Tacrin-Molekule an dieser Bindungsstelle des Mo-
Rezeptors zustande kommt.

Typische allosterische Modulatoren weisen am chimaren humanen Rezeptor CR2
(hMs 1-76, hM; 70-155, hMs 163-532) im Vergleich zum Ms-Rezeptor keine erhohte
Affinitat auf. Das Tacrin-Dimer EHW21 jedoch hat zu CR2 eine hdhere Affinitat als

zum Ms-Rezeptor. Das stitzt die Befunde aus den Antagonismus-Untersuchungen
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hinsichtlich der Vermutung, dass EHW21 an einer ,weiteren allosterischen Bindungs-
stelle® am M,-Rezeptor interagiert.

Die atypische allosterische Modulation des Mj-Rezeptors durch Duo3 konnte in
verschiedenen experimentellen Ansatzen dieser Arbeit bestatigt werden. Doch vor
allem die Abhangigkeit der My/Ms-Selektivitat von CR1 (hM2 1-69, hMs 77-532) und
CR2 (hMs 1-76,hM; 70-155, hMs 163-532) ergab Hinweise, dass Duo3 an einer
,weiteren allosterischen Bindungsstelle® des M>-Rezeptors interagiert.

Untersuchungen an verschiedenen Membransuspensionen aus Herzventrikeln des
Hausschweins sowie aus COS7- und CHO-Zellen fuhrten zu der Vermutung, dass
die an vier Positionen mogliche N-Glykosylierung des extrazellularen Amino-
terminalen Endes des M,-Rezeptors die Interaktion des atypischen allosterischen

Modulators Duo3 beeinflusst.
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7. Statistik

Vergleich der pECy s piss-Werte mittels eines zweiseitigen Zweistichproben t-Testes unter

Angabe des p-Wertes (s. = signifikant; n.s. = nicht signifikant):

Tabelle 21, S. 113 (Duo3)

COS7-hM, COS7-BJ n.s. [0,7953
COS7-hM; CHO-hM, s. |0,0047
COS7-hM; HSV-(M,) 2 s. [0,0010
CHO-hM, HSV-(M,) 2 s. [0,0020
HSV-(M,) 2 HSV-(M,) ° s. |0,0025
COS7-hMs CHO-hMs n.s. [0,9692
Tabelle 22, S. 114 (WDuo3)

COS7-hM;, COS7-BJ n.s. |0,1244
COS7-hM;, CHO-hM, s. |0,0019
COS7-hM;, HSV-(M,) @ s. [0,0017
CHO-hM, HSV-(M,) @ n.s. |0,6087
HSV-(M,) @ HSV-(M,) ° s. |<0,001
COS7-hM;s CHO-hMs n.s. |0,9233
Tabelle 23, S. 116 (Tacrin)

COS7-hM, COS7-BJ n.s. |0,2341
COS7-hM; CHO-hM, s. |0,0399
COS7-hM; HSV-(M,) 2 s. [0,0191
CHO-hM, HSV-(M,) @ n.s. |0,6087
HSV-(M,) @ HSV-(M,) ° s. 10,4310
COS7-hMs CHO-hMs n.s. |0,7487
Tabelle 24, S. 117 (EHW21)

COS7-hM;, COS7-BJ n.s. |0,9338
COS7-hM;, CHO-hM, s. |0,0149
COS7-hM;, HSV-(M,) ° s. |0,0043
CHO-hM, HSV-(M,) @ s. [0,0241
HSV-(M,) HSV-(M,) ® n.s. |0,1076
COS7-hMs CHO-hMs n.s. |0,7472
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