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Kapitel 1
Einleitung

Muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren (mACh-Rezeptoren) gehoren zur Familie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren. Diese Rezeptor-Familie ist strukturell gekennzeichnet
durch ihren Aufbau aus sieben transmembraniren Doménen (TM1-TM7), die durch
intra- und extrazelluldre Schleifen verbunden sind und einen intrazelluldren Carboxyl- und
einen extrazelluldren Amino-Terminus besitzen (Wess, 1993). Muskarinische Acetylcholin-
Rezeptoren modulieren in der Peripherie unter anderem die Kontraktion der glatten Mus-
kulatur, die Driisensekretion und beeinflussen die Herzfunktion. Im Zentralnervensystem
sind die muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren involviert im Bereich des motorischen
Systems, der Regulation der Korpertemperatur und der Gedéachtnisfunktion (Caulfield
and Birdsall, 1998). Es konnten fiinf Muskarinrezeptor-Subtypen (M;-M5) nachgewiesen
werden (Kubo et al., 1986a; Kubo et al., 1986b; Bonner et al., 1987; Bonner et al., 1988).
Die Klassifikation der muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren mit ihren unterschiedli-
chen Funktionen an verschiedenen Orten ist von Interesse fiir die potentielle therapeuti-
sche Nutzung zum Beispiel bei Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Asthma bronchiale,
Analgesie und Storungen der Herz- und Blasenfunktion. Sie unterscheiden sich in ihrer
Gewebeverteilung und in der Art der G-Protein-Kopplung. Mithilfe von Autoradiographie
(Flynn et al., 1995) und subtypselektiven Antikérpern (Dorje et al., 1991; |Li et al., 1991)
wurde die Gewebeverteilung der Subtypen aufgeklart. M;-Rezeptoren sind vor allem im
Zentralnervensystem (ZNS) zu finden, My-Rezeptoren vor allem im Herzen aber auch an
der glatten Muskulatur und im ZNS, M3-Rezeptoren wurden in glatter Muskulatur und
in Driisen identifiziert, wihrend My-Rezeptoren im Vorderhirn und Striatum und Ms;-
Rezeptoren in der Substantia nigra nachgewiesen wurden (Caulfield and Birdsall, 1998).

Bei der G-Protein-Kopplung unterschieden sich die “geradzahligen“ von den “ungerad-
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zahligen“ M-Rezeptoren. My- und My-Rezeptoren aktivieren typischerweise G-Proteine
mit der a-Untereinheit G;/,, wihrenddessen die Rezeptoren My, M3 und Mjs bevorzugt
Gg/11 aktivieren (Wess, 1998)). Die verschiedenen Transduktionsmechanismen beruhen auf
molekularen Unterschieden in der zweiten und dritten intrazelluldren Schleife der ver-
schiedenen Rezeptorsubtypen (Wess, 1993), wobei die “geradzahligen* Rezeptoren sich
von den “ungeradzahligen Rezeptoren unterscheiden, wihrenddessen innerhalb der zwei
Gruppen kein Unterschied festzustellen ist (Hulme et al., 1990; Wess et al., 1997). Als
Effektorprotein der “geradzahligen“ Rezeptoren dient meist Adenylatcyclase und als Ef-
fektorprotein der “ungeradzahligen® Rezeptoren ist Phospholipase C identifiziert worden
(Caulfield, 1993).

Die orthosterische Acetylcholin-Bindungsstelle der muskarinischen Acetylcholin-
Rezeptoren scheint durch die transmembranéiren Doménen gebildet zu werden (Wess,
1993) und ist innerhalb der fiinf Subtypen konserviert (Hulme et al., 1990). Durch
Mutagenese-Untersuchungen sind essentielle Aminoséduren identifiziert worden, die fiir
die Bindung von orthosterischen Liganden wichtig und innerhalb der fiinf Subtypen kon-
serviert sind (Fraser et al., 1989; Page et al., 1995). Die Entwicklung von subtypselektiven
orthosterischem Liganden ist durch die hohe Konservierung dieser Bindungsstelle sehr
schwierig. Es existieren bisher keine Agonisten mit Selektivitdt und auch Antagonisten
zeigen nur méfBige Selektivitdt fiir einzelne Rezeptorsubtypen (Caulfield and Birdsall,
1998). Subtypselektivitiat ist eigentlich immer konzentrationsabhéngig, wie auch zum
Beispiel die Subtypselektivitdt von Pirenzepin zum M;-Rezeptor, die mit zunehmender
Konzentration von Pirenzepin schwindet. Man spricht daher eher von Subtyp-Prévalenz,
da bei entsprechend hohen Konzentrationen des orthosterischen Liganden Affinitét zu
allen Subtypen gegeben ist.

1.1 Prinzip der allosterischen Modulation

Alle fiinf Muskarin-Rezeptor-Subtypen weisen neben der orthosterischen Bindungstelle
eine zweite, allosterische, Bindungsstelle auf. Diese allosterische Bindungsstelle wurde so-
wohl durch Gleichgewichtsbindungsexperimente und kinetische Bindungsstudien (Stock-
ton et al., 1983; [Ellis et al., 1991} |Lazareno and Birdsall, 1995; Proska and Tucek, 1995)
als auch durch funktionelle Studien charakterisiert (Ehlert, 1988; Lazareno and Birdsall,
1995). Uber diese allosterische Bindungsstelle kann die Bindung von Liganden der or-
thosterischen Bindungstelle moduliert werden (Ellis et al., 1991; [Holzgrabe and Mobhr,

1998)). Allosterischen Liganden beeinflussen sowohl die Dissoziation als auch die Assozia-
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tion von orthosterischen Liganden. Das Verhéltnis der Beeinflussung bestimmt den Effekt
auf die Gleichgewichtsbindung des orthosterischen Liganden. Die Assoziation von ortho-
sterischen Liganden kann aber auch durch konventionelle kompetitive Liganden reduziert
werden. Deshalb ist nur die Verdnderung der Dissoziation eines orthosterischen Liganden
oder die Beschleunigung von dessen Assoziation ein eindeutiger Hinweis auf allosterische
Eigenschaften. Es existieren drei Moglichkeiten, wie die Bindung eines allosterischen Li-
ganden die Bindung des orthosterischen Liganden beeinflussen kann (Ehlert, 1988)(siehe
Abschnitt . Erstens kann das Alloster die Bindung des Orthosters fordern. Durch
eine hohere Affinitat des Allosters zum Orthoster-besetzten Rezeptor als zum freien Re-
zeptor fallt die Hemmung der Dissoziation des orthosterischen Liganden starker aus als die
Hemmung der Assoziation. Es resultiert eine Bindungsférderung des Orthosters durch das
Alloster (positive Kooperativitéit). Zweitens kann die Bindung des Orthosters gehemmt
werden. In diesem Fall besitzt das Alloster eine hohere Affinitdt zum freien Rezeptor als
zum Orthoster-besetzten Rezeptor, wodurch die Hemmung der Dissoziation des orthoste-
rischen Liganden schwécher ausfillt als die Hemmung der Assoziation. Es resultiert eine
Bindungshemmung des Orthosters durch das Alloster (negative Kooperativitit). Die drit-
te Moglichkeit ist, dass die Bindung des Orthosters durch die Bindung des Allosters nicht
beeinflusst wird, da die Affinitdt des Allosters zum freien Rezeptor der zum Orthoster-
besetzten Rezeptor entspricht. Die Hemmung der Dissoziation und die Hemmung der
Assoziation des Orthosters durch das Alloster halten sich die Waage und beeinflussen
dadurch nicht das Bindungsgleichgewicht des Orthosters (neutrale Kooperativitét). Diese
allosterischen Interaktionen sind abhéngig vom allosterischen Modulator, dem orthosteri-
schen Liganden und dem Rezeptor-Subtyp (Lee and El-Fakahany, 1988).

1.2 Mogliche therapeutische Vorteile der allosteri-

schen Modulation

Die allosterische Bindungsstelle ist am Eingang der orthosterischen Bindungsstelle im ex-
trazellularen Bereich des Rezeptors lokalisiert (Leppik et al., 1994; Ellis et al., 1993)) und
ist nicht so stark konserviert, wie die orthosterische Bindungsstelle. Daraus ergibt sich
die Moglichkeit, allosterische Liganden mit Subtypselektivitiat zu entwickeln (Tucek and
Proska, 1995), die die Bindungsaffinitéat von Acetylcholin an spezifischen muskarinischen
Rezeptor-Subtypen steigern oder reduzieren kénnen. Das Prinzip der allosterischen Inter-
aktion macht es auch moglich, Allostere mit einer absoluten Subtyp-Selektivitit (Birdsall
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et al., 1997) zu entwickeln. So kann ein allosterischer Modulator die gleiche Affinitét zu
allen Subtypen besitzen, aber trotzdem durch eine unterschiedliche Kooperativitéit an je-
dem Subtyp einen selektiven Effekt zeigen. Das bedeutet, dass ein Alloster eine absolute
Subtypselektiviit besitzt, wenn es sich neutral kooperativ gegeniiber Acetylcholin an allen
Rezeptor-Subtypen verhélt, mit Ausnahme des Ziel-Rezeptor-Subtyps. Diese Selektivitét

ist unabhéngig von der Konzentration des Allosters.

Ein zweiter Vorteil der allosterischen Modulatoren ist, dass das Ausmass des Allostereffek-
tes limitiert wird durch eine spezifische Kooperativitit zwischen dem jeweiligen Alloster
und einem endogenen Liganden. Damit ist mit einem bestimmten Alloster nur ein be-
stimmter maximaler Effekt (“ceiling-Effekt“) erreichbar, der weniger dosisabhingig ist
als der Effekt eines kompetitven Wirkstoffes. Das Alloster wire in Bezug auf eine Uber-
dosierung sicherer als der orthosterische Ligand, und kénnte wenn nétig in sehr hohen

Dosen gegeben werden ohne Gefahr einer zu starken Beeinflussung der Rezeptoren.

Ein dritter Vorteil ist die Fahigkeit der positiv-kooperativen allosterischen Modulatoren
die Effekte von Agonisten nur selektiv in den Geweben zu verstiarken, in welchen der
endogene Agonist freigesetzt wird, um physiologische Effekte auszulosen (Birdsall et al.,
1996). Bei pulsatiler Freisetzung von Hormonen zum Beispiel, wiirde der allosterische
Modulator nur dann Effekte auslosen, wenn der endogene Agonist anwesend ist.

Die Vorteile von allosterisch-wirkenden Arzneistoffen werden mittels der Benzodiazepine
schon seit ldngerer Zeit therapeutisch genutzt. Die Wirkungen der Benzodiazepine, die
den Effekt des endogenen Neurotransmitters y-Aminobuttersdure (GABA) potenzieren,
sind abhéngig von der Anwesenheit des Neurotransmitters GABA. Dadurch erhalten die
allosterischen Modulatoren die physiologischen Effekte der Signaltransduktion, sowohl in
Bezug auf die Gewebeverteilung als auch auf das zeitliche Muster.

1.3 Allosterische Interaktionen an muskarinischen

Acetylcholin-Rezeptoren

Zahlreiche G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind allosterisch modulierbar. Hierzu zéahlen
neben den muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren (Clark and Mitchelson, 1976) zum
Beispiel a;-Adrenozeptoren (Waugh et al., 1999), Serotonin-Rezeptoren (Fillion et al.,
1996), Dopamin-Rezeptoren (Hoare and Strange, 1996)), Adenosin-Rezeptoren (Bruns and
Fergus, 1990), Glutamat-Rezeptoren (Litschig et al., 1999) und Chemokin-Rezeptoren
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(Cox et al., 2001; Soudijn et al., 2001). Die Familie der muskarinischen Acetylcholin-
Rezeptoren ist im Hinblick auf die allosterische Modulation die am h&ufigsten untersuchte
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Christopoulos and Kenakin, 2002). Die
frithesten Hinweise, die nahelegten, dass eine allosterische Bindungsstelle an muskarini-
schen Acetylcholin-Rezeptoren existiert, wurde durch funktionelle Studien mit Gallamin
(Clark and Mitchelson, 1976) und Alkan-Bisammonium-Verbindungen (Lillmann et al.,
1969) an Ms-Rezeptoren aus isolierten Meerschweinchenherzen erbracht. Wiederum durch
Einsatz des allosterischen Modulators Gallamin wurde die allosterische Modulation erst-
mals in Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien direkt gezeigt und es wurde das ternére
Modell allosterischer Interaktionen postuliert (Stockton et al., 1983)). Nach Klonierung der
fiinf Rezeptor-Subtypen wurde der Effekt von Gallamin und einer grofien Anzahl struk-
turell verschiedener allosterischer Liganden in Radioligandbindungsstudien (Ellis et al.,
1991} [Lazareno and Birdsall, 1995) und funktionellen Studien detailiert untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass die meisten allosterischen Modulatoren - darunter auch Gal-
lamin und Alcuronium (Lanzafame et al., 1997) - an einer gemeinsamen allosterischen
Bindungsstelle der muskarinischen Rezeptoren binden (Ellis and Seidenberg, 1992; Wael-
broeck, 1994; Trankle and Mohr, 1997). Die Existenz einer zusétzlichen, zweiten alloste-
rischen Bindungsstelle fiir einige Substanzen ist jedoch wahrscheinlich (Lazareno et al.,
2000).

1.3.1 Rezeptorepitope fiir die Bindung allosterischer Liganden

Essentiell fiir das Verstandnis der allosterischen Rezeptormodulation ist das Wissen iiber
miteinander interagierende Strukturelemente von allosterischem Ligand und Rezeptorpro-
tein. Aus diesem Grund wird mithilfe von Mutagenese-Techniken versucht, Rezeptorepito-
pe der allosterischen Bindungsstelle zu identifizieren, die fiir die Affinitét von allosterischen
Modulatoren von Bedeutung sind. Durch eine genaue Charakterisierung der allosterischen
Bindungsstelle erhofft man sich Einblicke in die Interaktionsmuster zwischen Ligand und
Rezeptor, um schlieSlich allosterische Modulatoren mit gewiinschten Eigenschaften gezielt

entwickeln zu konnen.

Da alle 5 Rezeptor-Subtypen allosterisch modulierbar sind und somit eine gewisse Basis-
affinitat fiir allosterische Modulatoren exisitiert (Ellis, 1997)), miissen einige Bindungsepi-
tope innerhalb der allosterischen Bindungsstelle in allen fiinf Subtypen konserviert sein
und zusétzlich subtypspezifische Epitope exisitieren. Daher sind zwei verschiedene Me-
thoden zur Auffindung von essentiellen Rezeptorepitopen der allosterischen Bindungsstel-
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le anwendbar. Einerseits kann nach den konservierten allosterischen Bindungsepitopen
durch Mutation konservierter Aminosiuren gesucht werden. So wurden durch zahlrei-
che Mutagenesestudien einige konservierte Aminosauren der allosterischen Bindungsstelle
identifiziert (Lee et al., 1992; Matsui et al., 1995). Andererseits sind Rezeptor-Subtyp-
spezifisch zusétzliche Bindungsstellen zu erwarten, die verantwortlich sind fiir die Subtyp-
Selektivitat der allosterischen Liganden. Durch Mutation dieser Subtyp-spezifischen Bin-
dungsepitope in korrespondierende Aminoséuren eines anderen Subtypes kann diese Selek-
tivitat verdndert werden. Bei diesem Ansatz wird hauptsédchlich mit Untersuchungen an
chiméren Rezeptoren gearbeitet, um anschlieend gezieltere Untersuchungen mit Punkt-
mutanten durchzufiihren (Ellis et al., 1993} |Leppik et al., 1994; Gnagey et al., 1999; |Krejci
and Tucek, 2001).

Fast alle allosterischen Modulatoren zeigen die hichste Affinitéit zum Ms-Rezeptor-Subtyp
und die niedrigste zum Mjs-Rezeptor-Subtyp (Ellis et al., 1991} |Lee and El-Fakahany,
1991; Jakubik et al., 1995; Holzgrabe and Mohr, 1998; |[Ellis and Seidenberg, 2000). Dar-
aus ergibt sich die Frage, welche Epitope des Ms-Rezeptors fiir die im Vergleich zum
Mj;-Rezeptor hohe Affinitéat der allosterischen Modulatoren verantwortlich sind. Um die
subtypspezifischen Rezeptorepitope fiir die hohe Affinitdt der allosterischen Modulato-
ren zum Ms-Rezeptor zu identifizieren, wurden Untersuchungen mit Ms/Ms-chiméren
Rezeptoren durchgefiihrt. Bei dieser Art chimérer Rezeptoren sind Aminoséduresequenzen
des Ms-Rezeptors durch korrespondierende Aminoséauresequenzen des Ms-Rezeptors, oder
umgekehrt, ersetzt wurden. In den meisten Studien wurden kinetische Bindungsexperi-
mente, in Form von Dissoziationsexperimenten (siehe Abschnitt , durchgefiihrt, da
diese den Vorteil haben, nur allosterische Effekte zu erfassen.

Fiir einige allosterische Modulatoren wurden Epitope im Bereich der zweiten extrazel-
luldren Schleife und am Beginn der siebenten transmembranéiren Doméne identifiziert
(Ellis and Seidenberg, 2000). Fiir allosterische Modulatoren vom Alkan-Bisammonium-
Typ (zum Beispiel W84 und Dimethyl-W84) und allosterische Liganden aus der Gruppe
der Caracurin V Derivate (darunter Diallylcaracurin V) sind bislang zwei Epitope iden-
tifiziert worden, die fiir die My/Mjs-Selektivitdt an NMS-besetzten Rezeptoren verant-
wortlich sind (siche Abbildung [1.1)): eine einzelne Aminoséure am Beginn der siebenten
transmembraniren Domiine, My??3Thr (Buller et al., 2002), und eine Sequenz aus sechs
Aminosiuren, My~ 17"Glu-Asp-Gly-Glu-Cys-Tyr, im Bereich der zweiten extrazelluldren
Schleife (Buller, 2002).
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1.3.2 Bestimmung der Affinitét allosterischer Liganden

Die Affinitdt von Liganden der allosterischen Bindungsstelle konnte bis vor kurzem nur
mithilfe eines orthosterischen Radioliganden bestimmt werden. Dabei musste die Affinitat
der allosterischen Modulatoren aus ihren Effekten auf die Bindung des orthosterischen Ra-
dioliganden abgeleitet werden. Das ternére Modell der allosterischen Interaktionen (Stock-
ton et al., 1983} [Ehlert, 1988} [Lazareno and Birdsall, 1995)) (siche Abschnitt wurde
damit stindig angewendet, konnte aber bisher nicht direkt iiberpriift werden. Die Synthese
des ersten Radioallosters [*H]Dimethyl-W84 (Trinkle et al., 1998) erméglichte erstmals die
direkte Bestimmung der Affinitat von allosterischen Liganden durch Kompetitionsexpe-
rimente (siehe Abschnitt [2.3.2)). In ersten Untersuchungen mit [*H]Dimethyl-W84 konn-
te des Kooperativitidtsmodell mit Gallamin an muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren
bestétigt werden (Trankle et al., 1999)). Auch konnte mit dem Radioalloster erstmals
jeglicher Zweifel ausgerdaumt werden, dass es sich bei der allosterischen Modulation um
unspezifische Effekte an Membran- oder Rezeptor-Interphasen handelt.

1.4 Zielsetzungen dieser Arbeit

Das terndre Modell allosterischer Interaktionen (siche Abschnitt ist die erste
Néherung, um die Bindung von zwei Liganden an unterschiedlichen, aber kommuni-
zierenden Bindungsstellen eines Rezeptors zu beschreiben. Die Bindung von orthoste-
rischen Liganden wird durch Kompetitionsexperimente mit einem Radioorthoster be-
stimmt ([*H]Orthoster-Orthoster). Um Bindungsuntersuchungen mit allosterischen Li-
ganden durchzufiihren, musste bis vor kurzem durch Ermangelung eines Radioallosters
ebenfalls ein orthosterischer Radioligand eingesetzt werden ([*H]Orthoster-Alloster). Des-
halb konnte die Bindung und Wirkung von Liganden der allosterischen Bindungsstelle
nur aus den Effekten auf die Kinetik und die Gleichgewichtsbindung des orthosterischen
Radioliganden abgeleitet werden. Die Entwicklung des Radioallosters [*H]Dimethyl-W84
erlaubte es nun, die Bindung von allosterischen Liganden an die allosterische Bindungs-
stelle direkt zu erfassen ([*H]Alloster-Alloster).

Fiir das vom Arbeitskreis um Frau Prof. Dr. U. Holzgrabe entwickelte Radioalloster
[*H]Dimethyl-W84 sollte ein Filtrationsverfahren validiert werden. Dieses Filtrations-
verfahren wurde von Herrn Dr. C. Trédnkle wihrend eines Aufenthaltes im Arbeits-
kreis von Herrn Prof. NJM. Birdsall (National Institute for Medical Research, Lon-
don, UK) entwickelt. Es unterscheidet sich von bisher angewandten Filtrationsverfahren
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durch die automatisierte Filtrationstechnik und durch die Inkubations-Pufferbedingungen.
Um dieses Filtrationsverfahren zu validieren, sollte die Affinitdt von verschiedenen or-
thosterischen und allosterischen Liganden einmal mit dem Radioalloster [*H]Dimethyl-
W84 ([*H]Alloster-Alloster, [*H]Alloster-Orthoster) und einmal mit dem Radioorthoster
[*H]N-Methylscopolamin ([*H]Orthoster-Alloster, [*H]Orthoster-Orthoster) vergleichend
bestimmt werden. Die mithilfe des Radioorthosters ermittelten Affinitdten der verschie-
denen Liganden sollten bei Giiltigkeit des terndren Modells allosterischer Interaktio-
nen gleich den mithilfe des Radioallosters bestimmten Affinitdten der verschiedenen Li-
ganden sein. In diesem Fall wiirde das neue Filtrationsverfahren fiir das Radioalloster
[*H|Dimethyl-W84 als geeignetes Werkzeug fiir eine Affinititsbestimmung validiert sein.
Die Bestimmung der Affinitdt von verschiedenen Liganden mithilfe des Radioalloster
[*H]Dimethyl-W84 fiihrte Oliver Weyand im Rahmen seiner Dissertation (2001) durch.
Von ihm wurden die Versuchsgruppen [*H|Alloster-Alloster und [*H]Alloster-Orthoster
bearbeitet.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Affinitétskonstanten der von Oliver Weyand unter-
suchten Liganden mit dem Radioorthoster [*H|N-Methylscopolamin als Sonde bestimmt.
Es wurden die zwei Mefireihen [*H]Orthoster-Alloster und [*H]Orthoster-Orthoster an
humanen Ms-Rezeptoren durchgefithrt. Die dabei erhaltenen Affinitétskonstanten wur-
den mit den von Oliver Weyand unter Verwendung von [*H]Dimethyl-W84 erhaltenen
Affinitatskonstanten verglichen.

Parallel zu dieser Validierung des Filtrationsverfahrens fiir tritiiertes Dimethyl-W84 fiihrte
Stefan Buller im Labor von Herrn Prof. Dr. J. Ellis, Pennstate University, Pennsylvania
(USA) Mutagenese- und Radioligandbindungsexperimente zur Epitopabhéngigkeit von
Dimethyl-W84 durch. Dimethyl-W84 zeigte wie fast alle allosterischen Modulatoren die
hochste Affinitat zu Ms-Rezeptoren und die niedrigste zu Ms-Rezeptoren. Es sollte un-
tersucht werden, ob diese Affinitétsunterschiede moglicherweise auf spezielle Aminoséur-
en zuriickzufithren sind. Dazu stellte Stefan Buller My/Mj-chimére Rezeptoren her und
bestimmte die Affinitdt von Dimethyl-W84 zu NMS-besetzten Wildtyp-Rezeptoren und
Rezeptor-Mutanten.

Er identifiziert zwei Epitope, die fiir die My/Mjs-Selektivitat der allosterischen Modula-
toren vom Alkan-Bisammonium-Typ an NMS-besetzten Rezeptoren verantwortlich sind:
eine einzelne Aminosiure am Beginn der siebenten transmembranéren Domiéine, My*?Thr
(Buller et al., 2002), und eine Sequenz aus sechs Aminosiuren, My~ 17" Glu-Asp-Gly-Glu-
Cys-Tyr, im Bereich der zweiten extrazelluldren Schleife (Buller, 2002))(siche Abbildung

T1).
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Modifiziert nach Bonner et al., Neuron 1:403-410 (1988); Buller et al., Mol Pharmacol 61:160-168 (2002); Buller, Dissertation 2002

Abbildung 1.1: Essentielle Epitope der allosterischen Bindungsstelle des Ms-Rezeptors

Bislang identifizierte Epitope des Ma-Rezeptors, die fiir die Mgy /Ms-Selektivitéit allosterischer
Modulatoren vom Alkan-Bisammonium-Typ (zum Beispiel W84 und Dimethyl-W84) und allo-
sterischer Liganden vom Typ der Caracurin V Derivate an NMS-besetzten Rezeptoren verant-

wortlich sind.

Der Hauptteil der vorliegenden Arbeit bestand in der Fortfiihrung der Mutagenese-
Untersuchungen im Bereich der Sequenz My!™ 177 Glu- Asp-Gly-Glu-Cys-Tyr. Ziel war die
Eingrenzung dieses Epitopes aus sechs Aminoséuren in der zweiten extrazelluldren Schleife
auf moglichst eine einzelne Aminosiure. Dazu wurden punktmutierte Rezeptoren herge-
stellt (siehe Abschnitt [2.1), in denen einzelnen Aminosiuren der Sequenz My'™ =177 zu den
korrespondierenden Aminosduren des Ms-Rezeptors mutiert wurden, um so die My/M;-
Selektivitit zu untersuchen. Alle negativ geladenen Aminosiuren der My~ 1""EDGECY-
Sequenz (1\/12172(}1u7 M, Asp und M2175G1u) und zusétzlich My'""Tyr wurden mutiert.
Bei M,'™Gly als neutraler Aminosiure wurde nicht von einer Beteiligung an der Bin-
dung allosterischer Modulatoren ausgegangen und daher wurde diese Position nicht
veridndert. My'"Cys wurde ebenfalls nicht mutiert, da es fiir die Ausbildung einer Disulfid-
Briicke bendtigt wird. Die hergestellten Rezeptormutanten wurden in Radioligandbin-
dungsexperimenten untersucht. Dabei konnte Msy!'7"Tyrosin als essentielle Aminoséure
der My~ 1""EDGECY-Sequenz identifiziert werden. AnschlieBend wurde eine Doppel-
mutante hergestellt, in der sowohl die bereits als essentiell identifizierte Aminosaure
My*?3Threonin als auch die gerade identifizierte Aminoséure My!""Tyrosin zu den korre-
spondierenden Aminosauren des Ms-Rezeptors, Histidin und Glutamin, mutiert wurden.
Aus den Radioligandbindungsexperimenten mit Dimethyl-W84 an dieser Doppelmutan-
te ergab sich, dass die beiden Aminosduren die My/M;s-Selektivitiat der flexiblen Alkan-
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Bisammonium-Verbindung Dimethyl-W84 vollstédndig erkldaren. Anschlieend wurde der
rigide allosterische Modulator Diallylcaracurin V als Vertreter der Caracurin V Derivate
eingesetzt, um zu kléren, ob fiir die My/M;s-Selektivitit dieser rigiden Substanz an NMS-
besetzten Rezeptoren die gleichen Aminoséuren essentiell sind. Die Experimente ergaben,
dass die beiden Aminosiuren My!'" Tyrosin und My*?*Threonin ebenfalls vollstéindig fiir
die My /M;5-Selektivitiat des rigiden allosterischen Modulators an NMS-besetzten Rezep-
toren verantwortlich sind.

Schliellich wurde auch die Epitopabhéngigkeit der Bindung allosterischer Modulato-
ren vom Alkan-Bisammonium-Typ und von Diallylcaracurin V an freien muskarini-
schen Acetylcholin-Rezeptoren untersucht. Es sollte geklirt werden, ob die an NMS-
besetzten Rezeptoren als essentiell identifizierten Aminoséduren auch an freien Rezeptoren
ein Rolle spielen. Die Untersuchungen ergaben, dass das Aminoséurepaar an der My/M;-
Selektivitdat an freien Rezeptoren beteiligt ist, diese aber nicht vollstéindig erkléren kann.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen an NMS-besetzten Rezeptoren spielt My!" Tyrosin an
freien Rezeptoren kaum eine Rolle fiir die Affinitéit der untersuchten Modulatoren. Damit
ist My!""Tyrosin essentiell fiir die My/Ms-Subtyp-abhiingige Kooperativitit der unter-
suchten allosterischer Modulatoren mit N-Methylscopolamin.

10



Kapitel 2

Methoden, Materialien und

Reagenzien

Dieses Kapitel beinhaltet alle theoretischen und praktischen Grundlagen zu den durch-
gefithrten Arbeiten. Die benotigten Materialien und verwendeten Reagenzien sind in Ab-
schnitt detailliert aufgefiihrt. Die Herstellung von Loésungen und Puffern ist bei der
jeweiligen Methode beschrieben, wobei fiir die genaue Bezeichnung der Materialien und
Reagenzien (Herstellerfirma, Artikel-Nr., Menge) auf die jeweilige Referenz [M1-Mx]| in
Abschnitt 2.7 verwiesen wird.

2.1 Mutagenese

Ziel der gentechnischen Arbeiten war der gezielte Austausch einzelner Aminosduren
des Rezeptorproteins. Als Ausgangspunkt dienten pCD-Plasmidvektoren (Okahyama and
Berg, 1983), die die cDNA der jeweiligen humanen Rezeptoren und ein Resistenzgen ge-
gen Ampicillin enthalten. Diese Vektoren wurden dankenswerterweise von Prof. Dr. John
Ellif| zur Verfiigung gestellt.

Es wurden Oligonukleotid-Primer entwickelt, um mithilfe der Polymerase-Ketten-
Reaktion die gewiinschten Mutationen in die Plasmidvektoren einzufithren. Die mutierte
Plasmid-DNA wurde mittels Hitzeschock in kompetente F.coli-Bakterien transferriert.
Anschlieffend wurden die Bakterien auf Ampicillin-haltigem Agar ausplattiert und damit

'Depts. of Psychiatry and Pharmacology, College of Medicine, Penn State University, Hershey PA,
USA

11



12 KAPITEL 2. METHODEN, MATERIALIEN UND REAGENZIEN

selektiert. Mit ausgewéhlten Bakterienkolonien wurden Bakterienmedien angeimpft und
die Bakterien - und damit die Plasmid-DNA - amplifiziert. Durch anschlieBende Bakte-
rienlyse wurde die Plasmid-DNA gewonnen und transient in COS-7 Zellen transfiziert.
Nach der heterologen Expression der mutierten Rezeptorproteine durch die COS-7 Zel-
len wurden die Zellen geerntet und einer Membranpréaparation unterworfen. Im folgenden
werden alle Schritte explizit erldutert.

Die im Rahmen dieser Abeit verwendeten chiméren Rezeptoren wurden nicht selbst her-
gestellt, sondern dankenswerteweise von Prof. Dr. J. Ellis zur Verfiigung gestellt.

2.1.1 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde mithilfe eines Kits [M1] durchgefiihrt.
Lediglich Plasmid-DNA als Matrize und zwei Oligonukleotid-Primer (einen Strang- und
einen Gegenstrangprimer) mit gewiinschter Mutation wurden noch zusétzlich benétigt.

Oligonukleotid-Primer. Die benotigten c¢DNA-Sequenzen sind in der Online-
Datenbank GPCR [I1] erhéltlich. Ein Oligonukleotid-Primer und ein dazu komplementérer
wurden fiir die gewiinschte Mutation individuell konstruiert. Die Lénge der Primer be-
trug 25-40 Basenpaare. Die Mutation lag moglichst in der Mitte der Primer. Auch wurde
ein Minimumgehalt an Guanosin und Cytidin von 40% eingehalten. Die Aufreinigung der
Primer erfolgte durch HPLC. Die Bestellung der Primer erfolgte online bei SigmaArk [12].

Verdiinnungen der Primer und Matrizen. Die gelieferten Oligonukleotid-Primer
wurden in 1ml steril-filtriertem Aqua dest. aufgenommen. Die benéttigte Konzentration
der Oligonukleotid-Primer fiir die PCR betrug 62,5ng/ul. Es wurden 100l der geforderten
Oligonukleotid-Primer-Konzentration hergestellt.

Die benotigte Konzentration der Plasmid-DNA-Matrize fiir die PCR betrugt 5ng/ul. Von
dieser Verdiinnung wurden 500ul hergestellt.

Durchfiihrung der PCR

In spezielle PCR-Reaktionsgefile [M3] mit einem Fassungsvermogen von 0,2ml wur-
den wie in Tabelle aufgefithrt die PCR-Kontrolle und die PCR-Reaktionsansitze
einpipettiert. Die Kontroll-Reaktion dient zur Uberpriifung der Effizienz der Mutatio-
nen. Das Kontroll-Plasmid enthélt ein [-Galaktosidase-Gen, bei welchem anstelle ei-

12
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nes Glutamin-Codons (CAA) ein Stop-Codon (TAA) eingefiigt ist. Dadurch ist keine
(-Galaktosidase-Aktivitdt vorhanden. Der Kontroll-Primer erzeugt eine Punktmutation
im Kontroll-Plasmid, die den Thymidin-Rest des Stop-Codons (TAA) in den Cytidin-Rest
des Glutamin-Codons (CAA) mutiert. Das $-Galaktosidase-Gen wird funktionsfdhig und
die mit der Kontroll-PCR~Reaktion transformierten Bakterien zeigen 3-Galaktosidase Ak-

tivitdt (siehe Abschnitt [2.1.2)).

Kontrolle Reaktionen
S5ul Reaktionspuffer
2ul - Kontroll-Plasmid 2ul  Plasmid-DNA-Matrize
1,2ul - Kontroll-Primer 1 2ul  Oligonukleotid-Primer 1
1,2ul - Kontroll-Primer 2 2ul  Oligonukleotid-Primer 2
1ul dNTP-Mix
ad 50ul  Aqua purificata

Tabelle 2.1: Ansétze fiir Polymerase-Ketten-Reaktion.
Im Kit [M1] enthalten: Reaktionspuffer, Kontroll-Plasmid, Kontroll-Primer 142 und dNTP-Mix
(Mischung aus DesoxyNukleotidtriphosphaten). Zusétzlich benétigt: Plasmid-DNA-Matrize und
Oligonukleotid-Primer 1+2.

Das PCR-Gerit [M2] wurde folgendermassen programmiert:

95°C 30sec
55°C Imin
68°C 12min (2min/kb Plasmid)

Nach Zugabe von je 1ul Pfu-Polymerase (einer Polymerase mit Korrekturaktivitéit aus
Pyrococcus furiosus) zu allen Reaktionsansitzen wurden alle ReaktionsgefdBe in das
PCR-Gerit gestellt und das eingestellte Programm durchlaufen. Innerhalb der 30sec-
Phase bei 95°C erfolgte die Denaturierung. Nach Abkiihlung auf 55°C lagerten sich die
Oligonukleotid-Primer an die Matrize an (Annealing). SchlieBlich erfolgte bei 68°C die
Elongation der Primer. Die Dauer von 12min wurde gewahlt, da 2min pro kb des Plasmi-
des laut der Gebrauchsanweisung des verwendeten Kits veranschlagt werden sollten und

13
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die Lénge des Matrizen-Plasmides 6kb betrug.

Dieser programmierte Zyklus wurde 12 mal fiir die Kontrollreaktion und die Reaktions-
ansdtze mit Austausch von nur einer Base durchlaufen. Die Reaktionsansitze mit Aus-
tausch von mehr als nur einer Base durchliefen den Zyklus 16 mal.

Nach Abkiithlung auf 4°C wurde zu jedem Ansatz 1ul Dpnl pipettiert und 1h bei 37°C in-
kubiert. Dpnl schneidet spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA, so dass nur die
DNA-Matrize (gewonnen aus Bakterienstamm mit Methylierungssystem) abgebaut wird.
Nach Beendigung der Inkubationszeit lagen nur noch mutierte Plasmid-DNA-Fragmente
in den Reaktionsgefdfien vor. Diese Fragmente wurden im néchsten Schritt in kompetente

E.coli-Bakterien transferriert und von diesen schliefilich zur intakten mutierten Plasmid-
DNA ligiert.

2.1.2 Transformation in kompetente E.col:

Die Transformation erfolgte nach dem Prinzip des Hitzeschocks. Die benétigten kom-
petenten Bakterien wurden im Kit [M1] mitgeliefert. Zur Selektion der Bakterienklo-
ne wurde auf Ampicillin-haltigen Luria-Bertani-Agarplatten ausplattiert und mithilfe ei-
ner blau/weif-Selektion iiberpriift, ob Polymerase-Ketten-Reaktion und Transformation
erfolgreich waren. Am néchsten Tag wurde mit einer Bakterienkolonie ein Ampicillin-

haltiges Bakterienmedium angeimpft und damit die Amplifikation der gewonnenen
Plasmid-DNA begonnen.
Alle durchgefiihrten Schritte werden im folgenden néher erldutert.

Benotigte Utensilien fiir Transformation.

e XL-1 superkompetente F.coli-Bakterien (aus Kit [M1])
e pUC18-Kontroll-Plasmid (aus Kit [M1])

e 10mM IPTG-Losung

e 2%ige X-Gal-Losung

e NZY*-Losung

e hitzebestindige Falcon-Gefiafie [M10]

e His

14
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Herstellung der Losungen fiir Transformation.

10mM IPTG-Losung (Isopropyl-8-D-thiogalakto-pyranosid):

e 24mg IPTG [M4]
e in 10ml steril-filtriertem Aqua dest. 16sen
2%ige X-Gal-Losung (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-8-D-galakto-pyranosid):
e 20mg X-Gal [M5]
e in 1ml Dimethylformamid 16sen

NZY-Broth e 42g NZY-Broth [MG6]

in 200ml Aqua dest. 16sen
e pH-Wert von 7,5 mit 1N-NaOH einstellen
e autoklavieren bei 121°C, 15min
20%ige Glucose-Lésung :
e 4g Glucose [M7]
e in 20ml steril-filtriertem Aqua dest. 16sen

NZYt-Lésung (NZY-Broth 4+ 20%ige Glucose-Losung):

e 10ml NZY-Broth (Herstellung: siehe oben)
e 200ul 20%ige Glucose-Losung dazupipettieren

Ampicillin-Lésung (50mg/ml) verwendet fiir LB-Medium und LB-Agar:

e 750mg Ampicillin-Natrium [MS§]

in 15ml Aqua dest. l6sen

sterilfiltrieren in 50ml Falcon-Gefafi [M9]

a 550ul aliquotieren in sterile Eppendorf-Gefifle

einfrieren bei -20°C

15
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Herstellung von Luria-Bertani-Agarplatten

Die Herstellung der Luria-Bertani(LB)-Agarplatten sollte einen Tag vor deren Einsatz
und zwar am besten morgens durchgefithrt werden, da das Autoklavieren und anschlie-
Bende Abkiihlen viel Zeit in Anspruch nimmt.
Zur Herstellung des LB-Agars wurde Fertigpulver [M11] verwendet. Pro Agarplatte
(Durchmesser: 10cm) werden 25g LB-Agar benotigt.
Es wurde LB-Agar fiir 20 Agar-Platten hergestellt. Dazu wurden folgende Schritte voll-
zogen:

e 185g des LB-Agar-Fertigpulvers [M11] in ein Becherglas einwiegen

e 500ml Aqua dest. zufiigen

e pH-Wert von 7,0 iiberpriifen

e in Mikrowelle erhitzen bis klare Losung entsteht

e Becherglas mit Alufolie abdecken und autoklavieren bei 121°C; 25min

e abkiihlen lassen auf 55°C (bis Becherglas mit Hénden gehalten werden kann)

e 200ul Ampicillin [50mg/ml] mit steriler Pipette dazugeben (fiir 500ml LB-Agar)

e 25ml LB-Agar mit steriler Pipette in jede Platte ausgiessen

Alle Platten zur Aufbewahrung in den Kiihlschrank stellen. Dabei bildet sich Kondenswas-
ser, welches aber am nédchsten Tag durch Aufbewahren der Platten im Inkubator entfernt

wird.

Herstellung von Luria-Bertani-Medium

Das autoklavierte Luria-Bertani(LB)-Medium muss einen Tag vor der Préparation der
Plasmid-DNA hergestellt werden.
Die Herstellung erfolgte mit Fertigpulver [M12]:

e 25g des LB-Medium-Fertigpulvers [M12] in 800ml Aqua dest. 16sen

e pH-Wert mit IN-NaOH auf 7,0 einstellen

16



2.1. MUTAGENESE 17

e auf 1 Liter mit Aqua dest. auffiillen

Je 500ml des hergestellten LB-Mediums wurden in einen 2-Liter-Erlenmeyerkolben gefiillt.
Die gefiillten Erlenmeyerkolben wurden mit Alufolie abgedeckt und autoklaviert (121°C,
25min).

Durchfiihrung der Transformation

e XI-1 superkompetente FE.coli-Bakterien (auf Eis auftauen!), pUCI18-Kontroll-
Plasmid und PCR-Produkte auftauen

e Falcon-GefdBe [M10] (Anzahl der PCR-Reaktionsprodukte + 2 fiir Kontrollen) auf
Eis stellen und beschriften

e LB-Agarplatten aus Kiihlschrank in den Inkubator stellen (Platten gedffnet, zum
Verdunsten des Kondenswassers)

o 20%ige Glucose-Losung, 10mM IPTG-Losung und 2%ige X-Gal-Losung auftauen
e 50ul der XL-1-Bakterien in jedes Falcon-Gefafl pipettieren

e je 1ul der PCR-Reaktionsprodukte, der PCR-Kontrolle und des pUC18-Kontroll-
Plasmids zu den XL-1-Bakterien in jedes Falcon-Gefaf§ pipettieren

e alle Falcon-GefdBe 30min auf Eis stehen lassen (wihrenddessen NZY T-Losung
herstellen)

e Wasserbad auf 42°C temperieren

e jedes Falcon-Gefafl durch Eintauchen in das temperierte Wasserbad einem 45sec

anhaltenden Hitzeschock aussetzen
e alle Falcon-Gefale 2min auf Eis stellen
e anschlieBend 0,5ml NZY*-Losung (42°C warm) in jedes Falcon-Gefa8l pipettieren

e alle Falcon-Geféafie 1h bei 37°C und 225-250rpm schiitteln

17



18 KAPITEL 2. METHODEN, MATERIALIEN UND REAGENZIEN

Ausplattieren der transformierten Bakterien

Die wihrend der Transformation im Inkubator stehenden Ampicillin-haltigen LB-
Agarplatten wurden auf den Tisch gestellt.

Zwei LB-Agarplatten wurden fiir die Kontrollreaktionen mit je 100ul 10mM IPTG und
100ul 2%igem X-Gal beladen. Auf die erste Platte wurden 250ul der mit der PCR-
Kontrolle transformierten Bakterien ausgestrichen. Wenn die Mutation erfolgreich war,
zeigten die mit der PCR-Kontrolle transformierten Bakterien [5-Galaktosidase-Aktivitét
(siche Abschnitt [2.1.1]). IPTG als Induktor der Lactose-Gene regt die Transkription der
Lactose-Gene und damit auch die des (-Galaktosidase-Gens an. X-Gal ist eine farblo-
se Verbindung, welche durch (-Galaktosidase gespalten wird. Es entsteht das tiefblaue
5-Brom-4-chlor-indigo. Entstandene blaue Kolonien wiesen daher sowohl auf eine erfolg-
reiche Punktmutation als auch erfolgreiche Transformation hin. Die zweite Platte wurde
mit einer Mischung aus 195ul NZY"-Losung und 5ul der mit pUC18-Kontroll-Plasmid
transformierten Bakterien bestrichen. Die darauf spéter entstandenen blauen Kolonien
gaben den Nachweis fiir eine erfolgreiche Transformation.

Auf die restlichen unbeladenen Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten wurden je 150ul der
mit den PCR-Reaktionsprodukten transformierten Bakterien ausplattiert.

Alle LB-Agarplatten wurden iiber Nacht bei 37°C in den Inkubator gestellt (16-18h).
Am néchsten Morgen wurden die Agarplatten zur Aufbewahrung in den Kiihlschrank
iiberfiihrt.

Amplifikation der transformierten E.coli-Bakterien

Alle Agarplatten wurden aus dem Kiihlschrank herausgeholt. Die zwei Agarplatten mit der
PCR~Kontrolle und dem pUC18-Kontroll-Plasmid wiesen blaue Kolonien auf und wurden
verworfen. Von den restlichen Agarplatten wurden mithilfe einer sterilen 1000u1 Pipette je
zwei Klone gepickt und diese in je ein steriles mit 12ml LB-Medium und 12ul Ampicillin
[50mg/ml] beschicktes 50ml Falcon-Gefafl [M9] iiberfiihrt. Die Deckel der Falcon-Gefifie
wurden lediglich aufgelegt und mit Klebeband fixiert, um eine Luftzufuhr in die Falcon-
Gefafle zu gewahrleisten. Anschliefend wurden alle Falcon-Gefafie acht Stunden bei 37°C
und 200rpm geschiittelt.

Nach diesen acht Stunden wurde der Inhalt der Falcon-Gefdle in je einen mit 500ml LB-
Medium und 500u1 Ampicillin [50mg/ml] beschickten 2Liter-Erlenmeyerkolben gegeben.
Mit diesen Ansétzen wurde schliefSlich die Amplifikation der Bakterien - und damit der
Plasmid-DNA - gestartet. Dafiir wurde bei 37°C und 200rpm 16h geschiittelt.

18



2.1. MUTAGENESE 19

Am néchsten Morgen folgte die Praparation der Plasmid-DNA.

Animpfen des Bakterienmediums mithilfe von Glycerol-Stocks

Bakterien-Klone, die bei fritheren Amplifikationen von transformierten FE.coli-Bakterien
gewonnen wurden, sind in Form von Glycerol-Stocks (1-2 Jahre haltbar) aufbewahrt
worden. Glycerol-Stocks enthalten eine Mischung aus klonierten F.coli-Bakterien und
60%igem Glycerol. Mithilfe dieser Glycerol-Stocks kénnen die mit 500ml LB-Medium
und 500u] Ampicillin [50mg/ml] beschickten 2Liter-Erlenmeyerkolben direkt angeimpft
werden. Dazu wurde aus den gerade auftauenden Glycerol-Stocks mithilfe einer sterilen
10ml Glaspipette etwas von dem gefrorenen FE.coli-Gycerol-Gemisch herausgekratzt. Die
Spitze dieser Glaspipette wurde vorsichtig in das Ampicillin-haltige LB-Medium getaucht.
Der Erlenmeyerkolben wurde wieder mit Alufolie abgedeckt und bei 37°C und 200rpm
circa 17 Stunden geschiittelt.

Am néchsten Morgen folgte die Préparation der Plasmid-DNA.

2.1.3 Praparation und Aufbewahrung von Plasmid-DNA

Die Préparation der Plasmid-DNA wurde mithilfe eines Kits [M13] durchgefiihrt. Die
Amplifikation der Bakterien sollte am vorherigen Tag gestartet worden sein. Dies kann
durch Verwendung von Glycerol-Stocks oder durch Animpfen des LB-Mediums mit den
von LB-Agarplatten selektierten Klonen geschehen sein. Die Plasmid-DNA-Gewinnung
erfolgt dann am néchsten Tag (Amplifikationsdauer circa 17h).

Zusitzlich zum Kit benétigte Utensilien.  Bendtigt werden (fiir 5 Plasmid-DNA “s)
noch:

5 autoklavierte 500ml Zentrifugenbehéltnisse

10 autoklavierte kleine Zentrifugenbehéltnisse

5 50ml Falcon-Gefifie [M9]

2-Propanol

70% Ethanol

steriler TE-Puffer
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20 KAPITEL 2. METHODEN, MATERIALIEN UND REAGENZIEN

e Eis
e Stopuhr

e sterile Glaspipetten (10ml und 20ml)

Herstellung des Tris-EDTA (TE)-Puffers.

10mM Te-Puffer (100ml herstellen):

e 1mM EDTA [M14] unter NAOH-Zugabe in Aqua dest. 16sen
e 10mM Tris-Base [M15] dazugeben

e pH mit HCI auf 8,0 einstellen

e sterilfiltrieren in 50ml Falcon-Gefafl [M9]

Durchfiihrung der Préparation von Plasmid-DINA

e RNase A (kurz zentrifugieren [M16]; 2500rpm, 30 Sekunden) mit steriler Pipetten-
spitze in Puffer P1 pipettieren

e Puffer P1 und P3 in den Kiihlschrank stellen
e Zentrifuge [M17] auf 4°C kiihlen und Rotor einsetzen

e jede 500ml LB-Medium-Bakterienkultur in ein autoklaviertes 500ml Zentrifugen-
behéltnis iiberfithren (etwas fiir Glycerol-Stocks autheben)

e Zentrifugieren (Rotor JLA 10.500, 7000rpm, 30min, 4°C)

e Resuspendieren mithilfe von sterilen 10ml Glaspipetten und 10ml Puffer P1 (mit
Pipettenspitze Pellet vom Rand kratzen)

e Uberfithren der resuspendierten Bakterien in kleine autoklavierte Zentrifugenbehélt-
nisse

e Zugabe von 10ml Puffer P2 und 5min inkubieren (Stopuhr!); gut schwenken

e Zugabe von vorgekiihltem Puffer P3 (10ml), umschiitteln und auf Eis stellen
(20min)

20



2.1. MUTAGENESE 21

Zentrifugieren (Rotor JA 25.5, 12000rpm, 30min, 4°C)

Uberstand schnellstmdoglichst in die 2.Serie der kleinen Zentrifugenbehéltnisse ab-
dekantieren

nochmals (den Uberstand) Zentrifugieren (Rotor JA 25.5, 12000rpm, 15min, 4°C)
wihrend der Zentrifugation: Séulen dquilibrieren mit 10ml QBT-Puffer (dauert
ungefihr 5 Minuten)

Uberstand ziigig auf Séulen geben (ohne Protein-Reste!); Durchfluss verwerfen

Waschen der Saule mit 2x30ml QC-Puffer; Durchfluss verwerfen

e jetzt 50ml Falcon-Gefiafl unter jede Siule stellen, Eluieren der DNA mit 15ml

QF-Puffer

in jedes 50ml Falcon-Gefafl 10,5ml 2-Propanol geben, schwenken

Zentrifugieren (Rotor JS 7.5, 5000xg, 80min, 4°C)

Uberstand vorsichtig abgieBen, Falcon-Gefi umgedreht lagern

5ml 70% Ethanol auf jedes Pellet geben (vorsichtig am Rand runterlaufen lassen!)
Zentrifugieren (Rotor JS 7.5, 5000xg, 15min, 4°C)

Uberstand vorsichtig abgiefen und Falcon-Gefal nicht wieder umdrehen; Pel-
lets in Falcon-Geféaflen in umgedrehter Schriaglage an der Luft trocknen (hochstens
10min)

Resuspendieren der Pellets mit je 600ul sterilem TE-Puffer, in Eppendorf-Gefiafle
iiberfithren und bei -20°C einfrieren

Plasmid-DNA Konzentrationsbestimmung

Es wurden 8ul von der in 600ul sterilem TE-Puffer aufgenommenen Plasmid-DNA fiir die

Gehaltsbestimmung bendétigt. Diese 8ul wurden durch Zugabe von 392ul Aqua dest. um

den Faktor 50 verdiinnt. Fiir diese Verdiinnung wurde bei den Wellenléngen 260nm und

280nm die Absorption vermessen.

Der Gehalt in ug/ul ergab sich aus:

Absorption (260nm) - 0,05 - 50
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22 KAPITEL 2. METHODEN, MATERIALIEN UND REAGENZIEN

und die Reinheit aus:
Absorption(260nm)

Absorption(280nm)

Aufbewahrung der Bakterien-Klone

Bei Schritt vier der Durchfithrung der Prédparation der Plasmid-DNA wurde etwas von
jeder 500ml LB-Medium-Bakterienkultur aufbewahrt. Davon wurden je 900ul mit einer
sterilen Pipettespitze in ein Kryovial [M23] pipettiert. Nach Zugabe von je 30011 60%igem
Glycerol [M27] in jedes Kryovial wurden diese geschiittelt und ziigig bei -80°C eingefroren.

Sequenzierung

Die hergestellten punktmutierten Plasmid-DNA s wurden nach der Methode von San-
ger et al. (1977) mithilfe von Fluoreszenzfarbstoffen sequenziert. Dazu wurden fiir jede
Punktmutation Sequenzierungsprimer entworfen. Diese sollten im Gegensatz zu den Oli-
gonukleotidprimern fiir die PCR nur 20-30 Basenpaare lang sein und circa 100 Basenpaare
vor der Mutation liegen. Die Bestellung und Aufreinigung erfolgte wie in Abschitt
beschrieben. Die gelieferten Sequenzierungsprimer wurden in 1ml steril-filtriertem Aqua
dest. aufgenommen. Die benotigte Konzentration der Primer fiir die Sequenzierung be-
trug 10uM. Es wurden 100ul dieser Konzentration hergestellt. Die bendtigte Menge der
jeweiligen DNA-Matrize fiir die Sequenzierung betrugt 1,5ug.

2.1.4 Kultivierung der COS-7 Zelllinie

Fiir die transiente Transfektion von mutierter Plasmid-DNA wurde eine COS-7 Zelllinie
(Herkunft: Nierengewebe der Griinen Meerkatze (cercopithecus aethiops)) verwendet. Die
Fibroblasten-ahnlichen Zellen wachsen einschichtig. Mehr Informationen, z.B. zur Wachs-

tumsrate, sind in der Online-Datenbank der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH [I3] zu finden.

Nihrmedium und Loésungen fiir COS-7 Zellen

Vorbereitungen fiir die Herstellung. Vier 500ml Glasflaschen mit Deckel (je 2 Stiick
fiir das Néhrmedium [DMEM] und fiir die Spiillosung [PBS]) miissen einen Tag vor der
Herstellung autoklaviert worden sein. Dazu wurden je 2 Deckel in kleine Bechergléser
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gelegt und diese Becherglaser mit Alufolie abgedeckt. Die offenen Glasflaschen wurden
ebenfalls mit Alufolie verschlossen. Anschliefend wurde 25min bei 121°C autoklaviert.

Herstellung des Nihrmediums Dulbecco’s modified eagle’s medium
(DMEM). Die Herstellung von 1 Liter DMEM erfolgte mithilfe von Fertigpulver [M18§]

in einem 2-Liter-Becherglas:

1 Packung Fertigpulver DMEM [M18]

900ml Aqua dest.

10ml Penstrep [M19]

3,7¢ NaHCO,

pH-Wert von 7,2 einstellen (mit HCI)

auf 1 Liter mit Aqua dest. auffiillen

100ml 10%-iges fetales Kélberserum (FKS)[M20] dazugeben

Der Liter Fliissigkeit wurde mithilfe eines speziellen Filters [M21] unter der Laminar-

Flow-Bank in zwei 500ml autoklavierte Glas-Flaschen sterilfiltriert.

Herstellung der Spiillssung Dulbecco ‘s phosphate buffered saline (PBS). Die
Herstellung von 1 Liter PBS erfolgte mithilfe von Fertigpulver [M22] in einem 2-Liter-
Becherglas:

e 1 Packung Fertigpulver PBS [M22]

e 1000ml Aqua dest.

Der Liter Fliissigkeit wurde mithilfe eines speziellen Filters [M21] unter der Laminar-
Flow-Bank in zwei 500ml autoklavierte Glas-Flaschen sterilfiltriert.
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24 KAPITEL 2. METHODEN, MATERIALIEN UND REAGENZIEN

Ausfrieren der COS-7 Zellen

Morgens wurde 1 Kryovial [M23] mit COS-7 Zellen aufgetaut und in eine kleine mit 15ml
DMEM beschickte Zellkulturschale [M24] iiberfiihrt. Nach circa 8 Stunden sollten die
Zellen auf dem Boden der Kulturschale angehaftet sein. Dann wurde das alte Nahrmedium
abgesaugt, mit 10ml PBS gespiilt und den Zellen neues DMEM (15ml) zugefiihrt. Zweck
ist die Eliminierung von DMSO, welches den Zellen beim Einfrieren zugesetzt wurde.

Vermehren der COS-7 Zellen

Die COS-7 Zellen wurden in grofen Zellkulturschalen [M25] vermehrt. Alle folgenden
Mengenangaben sind fiir grofle Zellkulturschalen angegeben. In Klammern sind die Men-
genangaben fiir kleine Zellkulturschalen [M24] aufgefiihrt.

e Nihrmedium absaugen

15ml (10ml) PBS pro Kulturschale zugeben

PBS absaugen

5ml (3ml) Trypsin [M26] pro Kulturschale zugeben

Kulturschale 5 Minuten in den Inkubator stellen

In jede neu zu beschickende Kulturschale wurden circa 25ml (12ml) DMEM vorgelegt.
Parallel wurde in einem Becherglas DMEM vorgelegt (Volumen: Menge des insgesamt
verwendeten Trypsins in ml). Aus der mit Trypsin inkubierten Kulturschale wurde die
gesamte Fliissigkeit aufgenommen und in das DMEM-befiillte Becherglas iiberfiihrt. So
wurde mit jeder Trypsin-inkubierten Kulturschale verfahren. Anschliefend wurde jede
Kulturschale mit etwas Fliissigkeit aus dem Becherglas gespiilt. In dem Becherglas lag
dann ein N&hrmedium-Trypsin-Zellen-Gemisch mit einem Volumen von 10mal den be-
handelten Kulturschalen vor (bei 8 grofien Kulturschalen also 80ml). Abschlieend wurde
in jede neue Kulturschale (enthielt 25ml vorgelegtes DMEM) circa 5ml (berechnet aus
dem Quotient: Volumen des Becherglases/Anzahl der neuen Kulturschalen) aus dem Be-
cherglas gegeben.

Beispiel: 8 grofle Kulturschalen sollten auf 16 neue grofie Kulturschalen verteilt wer-
den. In jede der 8 grofien Kulturschalen wurden 5ml Trypsin pipttiert. Also mufiten
in das Becherglas 5x8ml (=40ml) DMEM vorgelegt werden. Nach der Inkubation der
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Trypsin-beschickten Kulturschalen wurde das Trypsin-Zellen-Gemisch, 5x8ml (=40ml),
in das mit DMEM-befiillte Becherglas iiberfithrt. Damit lagen letztendlich im Becher-
glas 80ml DMEM-Trypsin-Zellen-Gemisch vor. Diese 80ml wurden nun auf die 16 neuen
grofien Kulturschalen gleichméBig verteilt. Damit erhielt jede neue Kulturschale 80ml/16
(=bml) DMEM-Trypsin-Zellen-Gemisch.

Einfrieren der COS-7 Zellen

Aus dem Inhalt einer grofien Zellkulturschale kann man 3 Kryovials fiillen. Um 12 Kryo-
vials mit COS-7 Zellen einzufrieren, wurden 4 grofie Kulturschalen folgendermafien be-
handelt:

e Nihrmedium absaugen

e 15ml PBS pro Kulturschale zugeben

e PBS absaugen

e 5ml Trypsin pro Kulturschale zugeben

e Kulturschale 5 Minuten in den Inkubator stellen

e in ein Becherglas 20ml DMEM vorlegen (Trypsin soll durch 1:1 Verhéltnis mit
DMEM inaktiviert werden: 4 Kulturschalen x 5ml Trypsin ergeben 20ml)

e 1.Kulturschale mit 10ml DMEM aus dem Becherglas spiilen und alles wieder ins
Becherglas iiberfiihren

2.Kulturschale mit 10ml DMEM aus dem Becherglas spiilen ...... etc.

Letztendlich waren circa 40 ml im Becherglas. Dieses Volumen wurde in ein steriles 50ml
Falcon-Gefé$ iiberfithrt und 5 min bei 1000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert (Ro-
tor JS 7.5, [M17]). Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet mit 12ml DMEM
(da 12 Kryovials a 1ml Volumen gefiillt werden sollten) resuspendiert. In jedes Kryovial
wurden 100u1 DMSO [M28] vorgelegt und 90041 Zellsuspension dazugegeben. Jedes Kryo-
vial wurde einmal umgedreht, damit das DMSO mit der Zellsuspension vermischt wurde.
Anschliefend wurden die Kryovials in fliisssigem Stickstoff eingefroren.
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26 KAPITEL 2. METHODEN, MATERIALIEN UND REAGENZIEN

2.1.5 Transfektion

Die Transfektion umfasst insgesamt 4 Tage:

1.Tag: COS-7 Zellen zéhlen und ausplattieren (Freitag)
2.Tag: Transfektion (Montag)
3.Tag: Néhrmedium der transfizierten Zellen wechseln (Dienstag)

4.Tag: Membranpréparation (Donnerstag)

Ziahlen und Ausplattieren der COS-7 Zellen

Im besten Fall hat man 30 grofle Kulturschalen vorliegen. Fiir die Behandlung der COS-7
Zellen ist die Aufteilung in 3 Chargen am giinstigsten.
Eine Charge groe Kulturschalen (10 Stiick) wurde unter die Laminar-Flow-Bank gestellt.

e Nihrmedium absaugen

15ml PBS pro Kulturschale zugeben

PBS absaugen

5ml Trypsin pro Kulturschale zugeben

Kulturschale 5 Minuten in den Inkubator stellen

In ein Becherglas wurden 3x50ml (da insgesamt fiir die 3 Chargen 150ml Trypsin verwen-
det werden) DMEM vorgelegt. Die 10 Kulturschalen wurden aus dem Inkubator geholt
und der Inhalt aller 10 Kulturschalen wurde in das Becherglas iiberfiihrt. Anschlieend
wurde jede der 10 Kulturschalen mit dem DMEM-Trypsin-Zellen-Gemisch aus dem Be-
cherglas gespiilt. Das Becherglas wurde gut geschwenkt, um den Inhalt (200ml nach Be-
handlung der 1.Charge) zu homogenisieren.

Mit der 2. und 3. Charge wurde ebenso verfahren. Es lagen abschliefend im Becherglas
300ml DMEM-Trypsin-Zellen-Gemisch vor.

Von diesem 300ml DMEM-Trypsin-Zellen-Gemisch wurden 50ul in ein Eppendorf-Gefaf3
(zum Z#hlen der Zellen) pipettiert und der Rest wurde gleichméBig in 50ml Falcon-Geféfle
verteilt (z.B. je 37,5ml in 8 Falcon-Gefafie) und 4min bei 1000 x g und Raumtemperatur
zentrifugiert (Rotor JS 7.5, [M17]).
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Mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer wurden die COS-7 Zellen gezéhlt. Die erhaltene
Anzahl der COS-7 Zellen (z.B. 37.500.000) in dem 300ml DMEM-Trypsin-Zellen-Gemisch
wurde durch 625.000 (gewiinschte Anzahl der COS-7 Zellen pro neu zu beschickende
Kulturschale) geteilt. Damit erhielt man die Menge an neu zu beschickenden kleinen Kul-
turschalen (z.B. 60 Stiick). In jede kleine Kulturschale wurden 10ml DMEM vorgelegt.
Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand der Falcon-GefiiBe abgesaugt und die Pel-
lets mit neuem DMEM resuspendiert. Die Menge des zur Resuspension einzusetzenden
DMEM ’s entsprach der Anzahl der zu beschickenden kleinen Kulturschalen (z.B. 60ml).
Abschliefend wurde in jede kleine Kulturschale 1ml der resuspendierten COS-7 Zellen
pipettiert.

Benotigte Utensilien fiir Transfektion

e 20ug pro zu transfizierender Plasmid-DNA
e sterile 0,25M Calciumchlorid-Losung

e sterile BBS-Losung

e 5ml Rundbodenréhrchen [M31]

e sterile Pasteurpipetten (und Gummipfropf)

e Stopuhr

Herstellung der Losungen.

0,25M Calciumchlorid-Loésung (500ml herstellen):
e 0,25M Calciumchlorid [M29] l6sen
e sterilfiltrieren in 50ml Falcon-Gefifie [M9)]

e cinfrieren bei -20°C
BBS-Losung (500ml herstellen):
e 50mM BES [M30], 1,5mM Na,HPO, [M55] und 0,28mM NaCl in

Aqua dest. 16sen

e pH-Wert von 6,95 einstellen (essentiell fiir Gelingen der Transfek-
tion!)
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28 KAPITEL 2. METHODEN, MATERIALIEN UND REAGENZIEN

e mit Aqua dest. auf 500ml auffiillen
e sterilfiltrieren in 50ml Falcon-Gefafle [M9]

e cinfrieren bei -20°C

Durchfiihrung der Transfektion

Die Transfektion erfolgte nach der Methode der Calciumphosphat-Prézipitation und wur-
de unter der Laminar-Flow-Bank durchgefiihrt. Die Transfektion einer Plasmid-DNA-
Charge wurde folgendermassen durchgefiihrt:

In 10 kleine Zellkulturschalen wurde je eine Charge Plasmid-DNA transfiziert. Dazu wurde
pro Zellkulturschale ein 5ml Rundbodenrshrchen (also fiir 10 Schalen 10 Rundbodenrdhr-
chen) in einen passenden Stiander gestellt. Die Plasmid-DNA wurde in der Zwischenzeit
aus dem Tiefkiihlschrank genommen. In jedes der Rohrchen wurden zuerst 500ul CaCls-
Losung und anschlieBend je 20ug Plasmid-DNA pipettiert (Pipette an der Wand des
Réhrchens abstiitzen).

Die einzusetzende Menge Plasmid-DNA in ul wurde wie folgt berechnet:

20pg
Gehalt[ug/pl]

Tatséchlich wurden 2-3 pul DNA mehr als errechnet verwendet. Nachdem die DNA durch
leichtes Aufstossen auf die Laminar-Flow-Bank auf den Boden des Rohrens gebracht wur-
de, wurden in jedes Rohrchen 5001 BBS-Losung pipettiert. Danach wurde jedes R6hrchen
gut geschiittelt (vorsichtig!) und die Ansétze 10 bis 15 min stehen gelassen. In dieser Zeit
wurde am Inkubator der COs-Gehalt von 5% auf 3% reduziert.

Nachdem die Inkubationszeit von 10 bis 15 min voriiber war, wurden 10 Kulturschalen
aus dem Inkubator herausgeholt und unter die Laminar-Flow-Bank gestellt. Mithilfe einer
sterilen Pasteurpipette wurde der Inhalt eines Rohrchens tropfenweise in eine Kultur-
schale (schiitteln!) iiberfiihrt. Die Zellkulturschale wurde iiber Nacht in den Inkubator
gestellt. Genauso wurde mit den restlichen 9 Kulturschalen verfahren.

Nihrmedium der COS-7 Zellen wechseln

Das Nahrmedium der transfizierten COS-7 Zellen wurde abgesaugt, mit 10ml PBS gespiilt
und neues Ndhrmedium (10ml) zugesetzt. Der CO5-Gehalt des Inkubators wurde von von
3% auf 5% gesteigert.
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Benétigte Utensilien fiir Membranpriparation

Eis
1 kleines Becherglas fiir auf 37°C temperiertes PBS

1 kleines Becherglas fiir eisgekiihlten 5mM Na, K, P;(PB)-Puffer (Herstellung siehe
Abschnitt [2.5.2)

1 groBes Becherglas fiir den Abfall

Durchfiihrung der Membranpriparation

Die limitierende Grofle ist die Anzahl der Zentrifugengléser, die in den Rotor JA 25.5 der
Zentrifuge [M17] passen.

Es wurden 10 kleine Kulturschalen [1 Charge DNA] (ergeben 2 kleine Zentrifugenbehalt-
nisse) genommen und auf den Tisch gestellt (ab jetzt ist das Arbeiten unsteril).

alle 10 Kulturschalen ausleeren (DMEM in grofies Becherglas abkippen)

alle 10 Kulturschalen mit warmer PBS-Losung (unsteril) waschen (circa 2ml warme
PBS-Losung aus kleinem Becherglas in jede Platte an den Rand kippen)

PBS wieder abkippen in grofles Becherglas

jetzt in jede Kulturschale 4ml eisgekiihlten 5mM PB-Puffer geben (5ml Plastikpi-
pette)

alle 10 Kulturschalen mit Zellschaber [M32] schaben

Inhalt von je 5 Kulturschalen (jede enthélt ungefihr 4ml, also insgesamt 20 ml) in
1 kleines Zentrifugenglas iiberfithren - dabei jede Kulturschalen spiilen (auf EIS
stellen)

die anderen 5 Kulturschalen in 2. Zentrifugenglas geben - ebenfalls jede spiilen (auf
EIS stellen)

Homogenisieren des Zentrifugeninhaltes mit Polytron [M33] - Stufe 6, 3 mal 10 sec
jedes Zentrifugenglas (auf EIS stellen)

Zentrifugieren (Rotor JA 25.5, 18000rpm, 30min, 4°C)
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30 KAPITEL 2. METHODEN, MATERIALIEN UND REAGENZIEN

e Uberstand verwerfen
e Pellets (2 Stiick aus 2 Zentrifugenglésern) resuspendieren in 2ml 5mM PB-Puffer
e in Glas-Homogenisator iiberfiihren

e jedes Zentrifugenglas 3 mal mit je 2ml 5mM PB-Puffer ausspiilen (alles in den Glas-
Homogenisator iiberfiihren)

e zusammengefiihrtes Volumen (16ml) auf maximal 18ml mit 5mM PB auffiillen und
im Glas-Homogenisator durchmischen

e in Becherglas iiberfithren und restliches Puffervolumen zugeben, so dass Aliquot-

Menge stimmt; x-Kulturschalen mal 3ml = Gesamtvolumen zum Aliquotieren

e aliquotieren und bei -80°C einfrieren

2.2 Kultivierung der stabil transfizierten CHO-

Zelllinie

Die verwendete stabil transfizierte Chinese-hamster-ovary(CHO)-Zelllinie exprimierte den
humanen Ms-Rezeptor. Diese Zellline wurde freundlicherweise von Dr. NJM. Birdsal]ﬂ zur
Verfiigung gestellt.

Nihrmedium fiir CHO-Zellen

In eine 500ml Nahrmedium-Flasche [M34] wurde Folgendes gegeben:
e 3ml L-Glutamin (200mM)[M35]
e 5ml Penicillin-Streptomycin-Losung [M19]
e 50ml 10%iges Fetales Kélberserum (FKS)[M20]

e 1ml (100mg) G418 (Geneticin-disulfat) [M36]

2Division of Physical Biochemistry, National Institute for Medical Research, Mill Hill, London, UK
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Ausfrieren

Es wurde ein Kryovial mit CHO-Zellen aufgetaut und der Inhalt in ein 50ml Falcon-Gefafl
iiberfithrt, in welchem 20ml N&hrmedium vorgelegt wurden. Anschliefend wurde 4min
bei 1000rpm und 4°C zentrifugiert (Rotor: JS 7,5 [M17]). Zweck war die Eliminierung
von DMSO, welches den Zellen beim Einfrieren zugesetzt wurde. Der Uberstand wurde

abgesaugt und das Zellpellet mit 25ml frischem Nadhrmedium resuspendiert und in eine
Kulturflasche [M37] tiberfiihrt.

Vermehren

Die CHO-Zellen wurden in Kulturflaschen [M37] vermehrt. Mit einer Kulturflasche wurde
folgendermaflen verfahren:

e Nihrmedium absaugen
e 5ml Trypsin [M26] pro Kulturflasche zugeben

e Kulturflasche 5 Minuten in den Inkubator stellen

Zu der mit Trypsin inkubierten Zellkultur wurden 10ml Niahrmedium gegeben und damit
die Zellen vom Boden gelost. Der Inhalt dieser Kulturflasche wurde in ein 50ml Falcon-
Gefaf iiberfiihrt.

So wurde mit jeder Kulturflasche verfahren und anschlieend das Trypsin-Zellen-N&ahrme-
dium Gemisch 4min bei 1000rpm und 4°C zentrifugiert (Rotor: JS 7,5 [M17]). Inzwischen
waren in jeder neu zu beschickenden Kulturflasche 20ml Ndhrmedium vorgelegt worden.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in frischem Nahrmedium resuspen-
diert. Die Menge des einzusetzenden Nédhrmediums ergab sich aus: 2ml x Anzahl der neu
beschickten Kulturflaschen. Die resuspendierten Zellen wurden in beschickte Kulturfla-
schen a 2ml verteilt.

Einfrieren

Mit dem Inhalt einer Kulturflasche kann man 4 Kryovials fiillen. Die Schritte des Einfrie-
rens gleichen denen beim Vermehren bis hin zur Zentrifugation. Nach der Zentrifugation
wurde das Zellpellet mit frischem Nahrmedium resuspendiert. Die Menge des einzusetzen-
den Ndhrmediums ergab sich aus der Anzahl der gewiinschten Kryovials [M23], da jedes
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32 KAPITEL 2. METHODEN, MATERIALIEN UND REAGENZIEN

nur 1ml Fassungsvermogen besitzt. In jedes Kryovial wurden 100l DMSO vorgelegt und
900u] der Zellsuspension dazugegeben. Jedes Kryovial wurde einmal umgedreht, damit
sich das DMSO mit der Zellsuspension vermischte. Anschliefend wurden die Kryovials in
fliilssigem Stickstoff eingefroren.

Membranpriparation

Die Membranpréiparation wurde mit dem Inhalt von 16 Kulturflaschen durchgefiihrt.
Am Vortag der Membranpréparation (circa 18 Stunden davor) wurde den CHO-Zellen
Butyrat-haltiges Nahrmedium zugegeben, um die Proteinexpression zu steigern.

Dazu wurden 250ml Ndhrmedium mit 12,5ml sterilfiltriertem Butyrat [M38] versetzt.
Das Néhrmedium wurde aus den 16 Flaschen abgesaugt und durch 15ml Butyrat-haltiges
Nahrmedium pro Flasche ersetzt.

Herstellung der Puffer fiir Membranpriparation.

Homogenisierungspuffer (20mM HEPES, 10mM Na,EDTA):

e 50ml HEPES (200mM) [2/3 M39 und 1/3 MA40]
e 50ml Na,EDTA(100mM) [M56]
e ad 500ml Aqua dest.

End-Puffer (20mM HEPES, 0,1mM Na,EDTA):

e 50ml HEPES (200mM)
e 0,5ml Na,EDTA (100mM)
e ad 500ml Aqua dest.

Durchfiihrung der Membranpriparation

Es wurden 16 Kulturflaschen fiir die Membranpriaparation genutzt. Diese 16 Flaschen
wurden in Chargen a 4 Flaschen behandelt. Das folgende Protokoll zur Durchfiihrung der
Membranpréparation beschreibt die Behandlung einer Charge.

Es wurden 4 Kulturflaschen aus dem Inkubator genommen.

e Absaugen des Ndhrmediums aus allen 4 Flaschen

32



2.2. KULTIVIERUNG DER STABIL TRANSFIZIERTEN CHO-ZELLLINIE 33

e je 3ml Homogenisierungspuffer in jede Flasche pipettieren
e alle 4 Flaschen mit Zellschaber [M32] bearbeiten

e Inhalt der 4 Flaschen in ein 50ml Falcon-Gefaf} iiberfithren (Falcon-Gefa auf EIS
stellen)

e 1.5ml Homogenisierungspuffer in erste Flasche pipettieren, mit 10ml Pipette spiilen;
diesen Flascheninhalt in die néchste Flasche iiberfiihren und dort auch spiilen ....
etc.

e nach dem Spiilen der 4.Flasche den Inhalt dieser auch in das 50ml Falcon-Gefaf3
geben

e Homogenisieren der Suspension im Falcon-Geféf mit Polytron [M33] - Stufe 6, 2
mal 10 sec pro Falcon-Gefaf (auf EIS stellen)

e Zentrifugieren (Rotor JA 25.5 [M17], 40000 x g, 10min, 4°C)

e Uberstand absaugen

e auf das Zellpellet 30ml End-Puffer geben und resuspendieren

e Zentrifugieren (Rotor JA 25.5, 40000 x g, 10min, 4°C)

e auf das Zellpellet wiederum 30ml End-Puffer geben und resuspendieren
e Zentrifugieren (Rotor JA 25.5, 40000 x g, 10min, 4°C)

e Uberstand absaugen

e mit 10ml End-Puffer resuspendieren

e in Kryovials a 550ul iiberfiihren

e bei -80°C einfrieren

Bestimmung des Proteingehaltes

Der Proteingehalt der aus CHO-Zellen gewonnenen Membransuspensionen wurde mithilfe
der Folin-Ciocalteu-Methode nach Lowry (Lowry et al., 1951) bestimmt.
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34 KAPITEL 2. METHODEN, MATERIALIEN UND REAGENZIEN

2.3 Gleichgewichtsbindungsexperimente
Eine reversible Ligand-Rezeptor-Interaktion lésst sich beschreiben durch

kg

[R] +[L] = [RL] (2.1)

[L] entspricht der Konzentration an freiem Liganden, [R] der Konzentration an freien
Rezeptoren und [RL] der Konzentration an Rezeptor-Ligand-Komplexen. k,; bzw. k_;
stellen die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation bzw. der Dissoziation dar. Die

zeitliche Anderung der Konzentration des Ligand-Rezeptor-Komplexes ist

CIRL) = k- [R) [Z] ~ kot - [RE) 22)

Die Reaktion befindet sich im Gleichgewicht, wenn sich die Konzentration der Rezeptor-
Ligand-Komplexe nicht mehr dndert.

d
E[RL] =0
= ky1 - [R] - [L] = k- - [RL] (2.3)

Die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante (Kp) ergibt sich aus

k_1 [R] - [L] 1

it — Ky = —
kv [RL] DT K,

(2.4)

und ist der Kehrwert der Gleichgewichts-Assoziationskonstante (K 4). Die Gleichgewichts-
Dissoziationskonstante (mit der Einheit mol/1) ist ein Ma8B fiir die Affinitét einer Substanz
zum Rezeptor. Je kleiner Kp einer Substanz ist, desto grofler ist ihre Affinitdt zum Re-
zeptor.

2.3.1 Sattigungsexperimente

Ziel der Sattigungsexperimente ist die Charakterisierung der Bindungseigenschaften einer
Membransuspension durch Bestimmung ihrer Rezeptorkonzentration (R oder Biax)
und die Bestimmung der Affinitdt des verwendeten Liganden zu diesen Rezeptoren (Kp).
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2.3. GLEICHGEWICHTSBINDUNGSEXPERIMENTE 35

Zu diesem Zweck wird eine fixe Konzentration einer Membransuspension mit verschie-
denen Radioligandkonzentrationen versetzt. Durch nichtlineare Regressionsanalyse unter
Verwendung der Langmuir‘sche-Sittigungsisotherme (Gleichung [2.5)) kénnen Ryyq und

Kp bestimmt werden:
Rtotal : [L]

Kp + [L]
[RL] entspricht der spezifischen Bindung des Radioliganden, [L] der freien Konzentrati-

[RL] = (2.5)

on des Radioliganden und Kp ist die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante der Radio-
ligandbindung. Folgenden Bedingungen miissen fiir die Bestimmung von Ry, und Kp
eingehalten werden (Bennett and Yamamura, 1985):

e das Massenwirkungsgesetz gilt und die Reaktion ist damit reversibel

es liegt ein Bindungsgleichgewicht vor

es existiert eine einheitliche Population von nicht-interagierenden Rezeptoren

1
Rtotal S I_OKD

der gebundene Anteil des Radioliganden betrigt maximal 10%, so dass die freie

Ligand-Konzentration naherungsweise der eingesetzten entspricht

Die begrenzte Anzahl von Rezeptoren, Ry, (oder By, ), setzt sich zusammen aus:
Rtotal = [R] + [RL] (26)

Die fraktionelle Rezeptorbesetzung (By) ist eine Funktion der Ligandkonzentration und
der Affinitét. Sie gibt den Anteil der Rezeptoren an, der durch den Liganden besetzt ist:
[RL] [RL] L]

By = Riwa R+ [RL]  [L]+ Kp (2.7)

Wenn die Ligandkonzentration den gleichen Betrag wie die Gleichgewichts-
Dissoziationskonstante annimmt, liegt die fraktionelle Rezeptorbesetzung bei 50%.
Der Kp-Wert entspricht somit derjenigen Ligandkonzentration, bei der die Hélfte aller
Rezeptoren besetzt sind.

Durch Linearisierung der Séttigungsisotherme (Gleichung erhéilt man die Scatchard-

Gleichung:

[RL] 1 Riotal
oW R

(2.8)
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Auch die folgende Darstellung wird oft verwendet:

B(ound) steht hier fiir den gebundenen Anteil und F(ree) fiir den freien Anteil des Ra-
dioliganden.

Bei der linearen Regressionsanalyse der Daten wird die spezifische Bindung [RL] oder
B(ound) (Abszisse) gegen den Quotienten aus spezifischer Bindung und freier Radioligand-
konzentration ([RL]/[L] oder B/F) (Ordinate) aufgetragen. Kp ist der negative Kehrwert
der Steigung der resultierenden Geraden. Ry (0der By, ist der Schnittpunkt mit der
X-Achse.

Die spezifische Bindung kann im Experiment nicht direkt ermittelt werden. Stattdessen
werden Gesamtbindung und unspezifische Bindung bestimmt und aus deren Differenz die
spezifische Bindung errechnet.

Die unspezifische Bindung ist meist eine nichtsittighare Bindung (in dem Konzentra-
tionsbereich der spezifischen Bindung). Sie setzt sich aus verschiedenen Komponenten

zusaminen:

1. unspezifische Bindung an der Membranpraparation

2. beim Abfiltrieren der Membranen zuriickbleibender freier Radioligand (durch un-
geniigendes Spiilen)

3. unspezifische Bindung an Filter und andere verwendete Materialien

Die Komponenten 1, 2 und 3 kénnen durch geeignete Mafinahmen wéhrend des Versu-
ches (optimierte “Waschzeit” mit der Spiillosung und Behandlung des Filters mit einem
Antiadsorbens) stark reduziert werden.

Die unspezifische Bindung wird fiir jeden Versuch direkt bestimmt. Dazu wird eine gut
charakterisierte Substanz eingesetzt, die sich strukturell vom Radioliganden unterscheidet,
aber mit hoher Affinitdt mit derselben Bindungsstelle wie der Radioligand am Rezeptor
interagiert. Diese kompetitive Substanz wird in sehr hohen Konzentrationen eingesetzt,
so dass der Radioligand lediglich noch in unspezifischer Bindung (Punkt 1-3) vorhanden

sein kann.
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2.3.2 Kompetitionsexperiment

Eine fixe Konzentration eines Radioliganden wird mit steigenden Konzentrationen eines
unmarkierten Liganden versetzt. Ausgehend von einer Gesamtbindung By des Radio-
liganden unter Abwesenheit des unmarkierten Liganden, fillt die Bindung bei Einsatz
ansteigender Konzentrationen des Kompetitors bei einer halblogarithmischen Auftragung

der Mewerte in einem sigmoiden Kurvenverlauf auf die Hohe der unspezifischen Bindung

ab.

Die Kurve wird durch die “4 Parameter logistische Gleichung” (Barlow and Blake, 1989))
(siehe Anhang [B.2)) beschrieben.

(MAX — MIN)
1 + 10UogICs0—log[L])-n

[L] = MIN + (2.9)
Das obere Plateau (MAX) entspricht der Gesamtbindung B, des Radioliganden. Das unte-
re Plateau (MIN) ist gleich der unspezifischen Bindung. Die spezifische Bindung berechnet
sich als Differenz aus MAX und MIN. Der Wendepunkt der Kurve ergibt den IC5o-Wert,
d.h. die Konzentration des Kompetitors, bei der 50% der Rezeptoren besetzt sind.

Bei Verwendung von strukturell unterschiedlichen Liganden spricht man von einem hete-
rologen Kompetitionsezperiment. Die Affinitdt des Kompetitors (K;) wird mit Hilfe der
Gleichung nach Cheng & Prusoff (Cheng and Prusoff, 1973) bestimmt.

IC5

K = (2.10)

[L] entspricht der eingesetzten Radioligandkonzentration, und Kp ist ein Mass fur die
Affinitéat des Radioliganden zu den Rezeptoren der verwendeten Membransuspension (Be-
stimmung durch homologe Kompetitionsexperimente). K ist im Gegensatz zu ICso ein
vom Radioliganden unabhéngiges Affinitatsmaf fiir den Kompetitor.

Wenn Radioligand und Kompetitor strukturell identisch sind, handelt es sich um ho-
mologe Kompetitionsexperimente. Ziele dieser Versuchsart sind die Charakterisierung der
maximalen Rezeptoranzahl einer Membransuspension (B,.;) und die Bestimmung der
Affinitét des Liganden zu den Rezeptoren dieser Membransuspension (Kp). Bei Satti-
gungsexperimenten werden die gleichen Gréflen bestimmt. Die homologen Kompetitions-
experimente haben aber zwei Vorteile: Die Verwendung von lediglich einer Radioligand-
konzentration - es sind deswegen wesentlich weniger aufwendige Experimente. Und die
unspezifischen Bindung muss nur fiir eine Radioligandkonzentration bestimmt werden.
Da in homologen Kompetitionsexperimenten K; = Kp, vereinfacht sich Gleichung
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zZu
Kp =1C5 — [L] (2.11)
und B, ldsst sich nach DeBlasi (DeBlasi et al., 1989)) berechnen:
By - ICx
Bhox = ———— (2.12)
[L]

Dabei entspricht By der spezifischen Bindung des Radioliganden in Abwesenheit des un-
markierten Liganden, IC5y der Konzentration des Kompetitors, bei der die Halfte der

Rezeptoren besetzt ist und [L] der Konzentration des Radioliganden.

Kompetition an der orthosterischen Bindungsstelle

Die Kompetition um die orthosterische Bindungsstelle erfolgt zwischen einem Radioor-
thoster (zum Beispiel [*H] N —Methylscopolamin, Strukturformel siche Abbildung und
einem orthosterischen Liganden. Bestimmt wird die Affinitét des Inhibitors (/£7) mithilfe
der oben genannten Gleichung nach Cheng & Prusoff.

Kompetition an der allosterischen Bindungsstelle

Die Kompetition um die allosterische Bindungsstelle erfolgt zwischen dem Radioalloster
[*H]Dimethyl — W84 (Strukturformel der unmarkierten Verbindung siehe Abbildung
und einem allosterischen Liganden. Die Affinitét des Inhibitors (K;) wird ebenfalls mithilfe
der oben genannten Gleichung nach Cheng & Prusoff bestimmt.

Versuche unter Einbeziehung beider Bindungsstellen

Bei gleichzeitiger Betrachtung beider Bindungsstellen, sowohl der orthosterischen als auch
der allosterischen Bindungsstelle, wird das von Ehlert (Ehlert, 1988)) postulierte Bindungs-
modell angewandt: das terndre Modell allosterischer Interaktionen.

Ky
[R]+[L]+[A] [RL]+[A]
Ky a- Ky
- KL
[RA]+[L] [RLA]
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[R] entspricht der freien Rezeptorkonzentration, [L] der Konzentration des orthosterischen
Liganden und [A] der Konzentration des allosterischen Liganden. K, bzw. K4 sind die
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten der Bindung des orthosterischen bzw. des allo-
sterischen Liganden und geben die Affinitdt des jeweiligen Liganden zum unbesetzten
Rezeptor wieder. Wenn ein bindrer Komplex [RA] vorliegt, kann die Affinitdt des ortho-
sterischen Liganden (K1) zum nun besetzten Rezeptor im Gegensatz zum freien verdndert
sein. Das Ausmaf dieser Verianderung wird durch den Kooperativitéatsfaktor o angegeben.
Die verdnderte Affinitét ergibt sich aus dem Produkt o+ K. Da sich die beiden Liganden
gegenseitig und im gleichen Ausmass beeinflussen, ist beim Vorliegen eines Komplexes
[RL] die veranderte Affinitdt von A gegeben durch « - K 4. Die Kooperativitit der beiden
Liganden kann positiv (o < 1), negativ(a > 1) oder neutral (« = 1) sein. Bei posi-
tiver Kooperativitdt wirken die Liganden aufeinander bindungsférdernd. Bei negativer
Kooperativitdt dagegen wirken sie aufeinander bindungshemmend. Keine sichtbare Be-
einflussung findet bei neutraler Kooperativitit statt. Kooperativitat 18t sich im Prinzip

durch Radioligand-Bindungsuntersuchungen in zweierlei Weise messen.

1. [H]Alloster in fixer Konzentration gegen Orthoster in steigender Konzentration

2. [*H]Orthoster in fixer Konzentration gegen Alloster in steigender Konzentration

Die Auswertung erfolgt unter Verwendung der Ehlert-Gleichung, hier dargestellt fiir die

zweite MeBBmethodik:
L]+ K,

K A
L)+ Ko ot

[e3

B4 =By - (2.13)
[L] entspricht der fixen Radioligandkonzentration und K ist die Gleichgewichts-
Dissoziationskonstante von L, ermittelt in einem homologen Kompetitionsexperiment.
[A] gibt die eingesetzte Konzentration des allosterischen Modulators an. K4 ist die
Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des Allosters. B4 gibt die spezifische Bindung des
Radioliganden bei Anwesenheit von A an, By die spezifische Bindung in Abwesenheit von
A.

Durch die Ehlert-Gleichung kénnen sowohl die Affinitdt des allosterischen Modulators
(in Form von K4) als auch der Kooperativitéatsfaktor (a) bestimmt werden. Dazu wird
die nichtlineare Regressionsanalyse der Meflpunkte nach der folgenden logarithmierten
Ehlert-Gleichung durch den Computer ausgefiihrt:

1010g[L] 4 10g K¢

0 1010g[L] + 1010g Ky . 10los KA+1010g[A]
10108 K 4 4 10108[4]
a

Bi=B (2.14)
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Zum Zeitpunkt der Messung miissen Gleichgewichtsbedingungen vorliegen. Die Halbwerts-
zeit der Gleichgewichtseinstellung (¢1/2, ) errechnet sich nach folgender Gleichung (Laza-
reno and Birdsall, 1995)):

t1/20bs - t1/20ﬁ‘ . (1 -+ X . ) (215)

EC50Diss
Dabei gibt ¢,/ = die Halbwertszeit der Radioligand-Dissoziation unter Kontrollbedin-
gungen an, X steht fiir die Allosterkonzentration und ECs,, ., beschreibt die Alloster-
Konzentration bei halbmaximaler Reduktion der Radioligand-Dissoziation. In der vorlie-
genden Arbeit wurde fiir das Erreichen des Bindungsgleichgewichtes 5 - 1/,  als ausrei-

chend angenommen.

2.4 Kinetische Experimente

Bei dieser Art von Versuchen werden die Assoziation oder Dissoziation von Ligand-
Rezeptor-Komplexen untersucht. Ziele der Versuche sind:

e die Kinetik der Radioligand-Bindung zu erfassen und den Effekt allosterischer Mo-
dulatoren hierauf

e Bestimmung der Zeit zur Einstellung des Bindungsgleichgewichtes fiir Gleichge-
wichtsbindungsversuche

2.4.1 Dissoziationsexperimente

Nach Erreichen des Gleichgewichtes fiir den zu untersuchenden Radioligand-Rezeptor-
Komplex wurde die Assoziation des Radioliganden durch Zugabe eines Uberschusses eines
kompetitiven Antagonisten verhindert.

ki - [R] - [L] < —k-y - [RL] (2.16)
N %[RL] — k- [RI] (2.17)
= |[RL]; = [RL]p-e """ +u (2.18)

Es resultiert eine Abnahme der Radioligandbindung [RL] tiber die Zeit, die mit Gleichung
beschrieben wird. [RL]; gibt die Gesamtbindung des Radioliganden zum Zeitpunkt
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t an. [RL]o steht fiir die spezifische Bindung des Radioliganden zum Zeitpunkt ¢ = 0 und
u gibt die unspezifische Radioligandbindung an.

Die Dissoziations-Halbwertszeit errechnet sich aus:

In2
-1

und gibt die Zeit an, in der der Ligand-Rezeptor-Komplex auf die Hélfte des Wertes fillt,

der zum Zeitpunkt ¢ = 0 ermittelt wird.

Die erhaltenen apparenten Geschwindigkeitskonstanten der [*H]NMS-Dissoziation (k_;) in
Anwesenheit verschiedener Konzentrationen des allosterischen Modulators wurden ermit-
telt und durch die Geschwindigkeitskonstante der [PH]NMS-Dissoziation in Abwesenheit
des allosterischen Modulators dividiert. Diese Quotienten wurden gegen die logarithmier-
te Konzentrationen des allosterischen Modulators aufgetragen, um eine Konzentrations-
Effekt-Kurve zu erhalten.

2.5 Versuchsaufbau

2.5.1 Membranabtrennung mittels des Tomtec-Harvesters

Der verwendete Harvester 96© der Firma Tomtec [M41] bietet die Moglichkeit, sechsund-
neunzig Filtrationen gleichzeitig vorzunehmen. Die verwendeten Mikrotiterplatten aus
Polyethylen [M42] haben 96 Bohrungen mit einem Fassungsvermogen von je 1200ul pro
Bohrung. Die verwendeten Glasfaserfilter [M43] wurden jeweils eine Stunde vor Beginn
des Versuches in 0,2%ige Polyethylenimin-Losung [M44] eingelegt und kurz vor der Abfil-
tration des Versuches in den Tomtec-Harvester eingebracht. Durch dieses Antiadsorbens
erfolgte eine Reduktion der unspezifischen Bindung des Radioliganden am Filter. Nach
der Filtration des Versuchsansatzes wurde einmal mit 0,1%iger Natriumchlorid-Losung ge-
spiilt, um die unspezifische Bindung weiter zu reduzieren. Zur Elimination des Restwassers
wurde der Filter drei Minuten bei 400 Watt in einer Mikrowelle getrocknet. Anschlieend
wurde mit Hilfe eines Heizblockes der Filter mit einem Feststoffszintillator [M45], ein-
gebettet in ein Wachs, verschmolzen. Nach dem Erstarren des Wachses wurden Filter
und Wachsplatte in eine Schutzhiille aus Plastik [M46] gelegt und abschlieend in einem

Szintillationszéhler [M47] vermessen.

Herstellung des HEPES-Puffers.
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42 KAPITEL 2. METHODEN, MATERIALIEN UND REAGENZIEN

15,5mM HEPES-Puffer (500ml herstellen):

e 1.23g HEPES [M39] und 0,67g HEPES-Natrium-Salz [M40] ein-

wiegen

e in 500ml Meflkolben mit Aqua dest. 16sen

Versuchsansatz fiir Kompetitionsexperimente

Das Ansatzvolumen fiir die Versuche betrug 310ul pro Bohrung. Dieses setzte sich fiir
Kompetitionsexperimente wie in Tabelle aufgefiihrt zusammen. In die Mikrotiterplatte
wurden zuerst die verschiedenen Ligandkonzentrationen einpipettiert (fiir die Bestimmung
der Gesamtbindung des Radioliganden stattdessen Aqua dest. und fiir die unspezifische
Bindung Atropin 3 - 107°M, Endkonzentration 1 - 107*M). Die restlichen fiinf Bestandteile
wurden in den Volumina des kompletten Versuchsansatzes in ein 50ml Falcon-Gefafi [M9]
zusammengegeben, geschiittelt und anschliefend den zuvor mit Ligand-Losung befiillten
Bohrungen zugesetzt. Es folgte eine Inkubationszeit von zwei Stunden bei 23°C. Anschlie-
Bend wurde abfiltriert und die membrangebundene Radioaktivitdt wie in Abschnitt
beschrieben ermittelt.

Volumen Bestandteil Endkonzentration
10p1 Ligand 1/30 der eingesetzt. Konz.
20p1 [PH|NMS 4-107°M

2001 HEPES-Puffer 1-1072M
20pl NaCl-Losung 1,7-1072M
301 BSA-Lésung 0,01%
30ul Homogenat 25ug/ml

Tabelle 2.2: Ansatzvolumina fiir Kompetitionsexperimente am Tomtec-Harvester.
Gesamtansatzvolumen 310ul, BSA: bovines Serumalbumin [M48], Homogenat:
Membransuspension aus stabil transfizierten CHO- Mawt-Zellen in Endpuffer (20mM HEPES,
0,1mM NaEDTA)
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Versuchsansatz fiir Dissoziationsexperimente

In Tabelle sind die Ansatzvolumina fiir die Dissoziationversuche am Tomtec-Harvester
aufgefiithrt. Zuerst wurden die verschiedenen Ligandkonzentrationen und Atropin in die
Mikrotiterplatte einpipettiert (fiir die Kontrolle: Aqua dest und Atropin; fiir die Gesamt-
bindung: nur Aqua dest.). AnschlieBend wurden die restlichen fiinf Bestandteile in den
Mengen des kompletten Versuchsansatzes in ein 50ml Falcon-Gefiafi [M9] zusammengege-
ben, geschiittelt und eine halbe Stunde inkubiert (Gleichgewichtseinstellung fiir [*H|NMS
am unbesetzten Rezeptor). Nach Ablauf der halben Stunde wurde die Dissoziationsmes-
sung gestartet. Dies geschah durch Zugabe von jeweils 290ul der inkubierten Losung
zu den zuvor wie oben beschrieben befiillten Bohrungen zu insgesamt acht festgesetzten
Zeitpunkten. Alle Ansétze wurden schlieflich zum gleichen Zeitpunkt filtriert. Die acht
Zeitpunkte der Dissoziationsmessung wurden so gewéhlt, dafl sie den Kurvenverlauf gut
beschrieben.

Volumen Bestandteil Endkonzentration
10pl Ligand 1/30 der eingesetzt. Konz.
10pl Atropin 1-107M
20p1 [PH|NMS 4-107°M

190pl HEPES-Puffer 1-1072M
2041 NaCl-Losung 1,7-1072M
30ul BSA-Losung 0,01%
3041 Homogenat 25pug/ml

Tabelle 2.3: Ansatzvolumina fiir Dissoziationsexperimente am Tomtec-Harvester.
BSA: bovines Serumalbumin [M48], Homogenat: Membransuspension aus stabil transfizierten
CHO- Mywt-Zellen in Endpuffer (20mM HEPES, 0,1mM NasEDTA)

43



44 KAPITEL 2. METHODEN, MATERIALIEN UND REAGENZIEN

2.5.2 Membranabtrennung mittels des Brandel-Harvesters

Der verwendete Harvester der Firma Brandel [M49] bietet die Moglichkeit, achtundvierzig
Filtrationen gleichzeitig vorzunehmen. Zum Ansetzen der Versuche wurden Reagenzgliser
[M50] benutzt. Die verwendeten Glasfaserfilter [51] wurden jeweils eine halbe Stunde vor
der Filtration des Versuches in 0,1%ige Polyethylenimin-Losung eingelegt und kurz vor
der Abfiltration des Versuches in den Brandel-Harvester eingebracht. Durch dieses Antiad-
sorbens erfolgte eine Reduktion der unspezifischen Bindung des Radioliganden am Filter.
Nach der Filtration des Versuchsansatzes wurde dreimal mit 40mM Na, K, P;-Puffer (4-
8°C) gespiilt, um die unspezifische Bindung durch Auswaschen zu reduzieren. Anschlie-
Bend wurden die durch den Harvester ausgestanzten Filterstiicke mithilfe einer Pinzette
in Szintillationsgefafie [M52] iiberfithrt und nach Zugabe von Szintillationscocktail [M53]
in einem Fliissigkeits-Szintillationsziahler [M54] vermessen.

Zusammensetzung des Puffers.

40mM Na, K, P;-Puffer :

e 32mM Na,HPO, [M55] und
o 8mM KH,PO, [M57]

Alle anderen eingesetzten Konzentrationen des Na, K, P;-Puffers wurden durch
Verdiinnung des 40mM Na, K, P;-Puffers hergestellt.

Versuchsansatz fiir Kompetitionsexperimente

Das Ansatzvolumen fiir die Kompetitionsexperimente betrug 1,5ml pro Reagenzglas. Die-
ses setzte sich wie in Tabelle aufgefithrt zusammen. Es wurde zuerst der Radioligand
und anschlieffend die verschiedenen Ligandkonzentrationen in die Ansétze pipettiert (fiir
die Gesamtbindung stattdessen Aqua dest. und fiir die unspezifische Bindung Atropin
9 -107°M). AnschlieBend folgte die Zugabe von 1100ul Na, K, Pi-Puffer in alle Ansitze.
Der Start der Kompetitionsexperimente erfolgte schlieflich durch Zugabe von 250ul Ho-
mogenat zu allen Ansétzen. Es folgte eine mithilfe der Gleichnung bestimmte Inku-
bationszeit bei 23°C. Anschliefend wurde abfiltriert und die membrangebundene Radio-
aktivitit wie in Abschnitt beschrieben ermittelt.
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Volumen Bestandteil Endkonzentration

10041 [PHINMS 0,2nM

Aqua dest. (Gesamt-Bindung)

50ul | oder  Atropin (9-107°M) (unspezif. Bindung) 3uM
oder Ligand 1/30 der eingesetzt. Konz.
1100p1 Na, K, P;-Puffer (5,68mM) 5mM
2501 Homogenat

Tabelle 2.4: Ansatzvolumina fiir Kompetitionsexperimente am Brandel-Harvester.
Gesamtansatzvolumen 1,5ml, Homogenat: Membransuspension aus transient transfizierten
COS-7 Zellen in 5mM Na, K, P;-Pulffer.

Versuchsansatz fiir Dissoziationsexperimente

Alle Dissoziationsexperimente mit dem Brandel-Harvester wurden als Zweipunkt-Kinetik-
Experimente (Kostenis and Mohr, 1996) durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird neben der
Gesamtbindung (Zeitpunkt t=0) und der unspezifischen Bindung nur zu einem Zeitpunkt
(t=x) die Dissoziationsverzégerung von [*H|NMS durch das Alloster bestimmt. Durch
Abzug der unspezifischen Bindung von der Bindung des Radioliganden zum Zeitpunkt
t=0 und t=x, erhélt man dessen spezifische Bindung zu den genannten Zeitpunkten. Un-
ter der Annahme, dass die [*H]NMS-Dissoziation monoexponentiell verliuft, sowohl in
Anwesenheit als auch in Abwesenheit eines allosterischen Modulators, wurde eine mono-
exponentielle Kurve durch die beiden Punkte gelegt, unter Anwendung der Gleichung[2.18]
Die erhaltenen apparenten Geschwindigkeitskonstanten der [*H|NMS-Dissoziation (k_;)
in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen des allosterischen Modulators wurden wie
im Abschnitt beschrieben in Bezug auf den Kontrollwert ausgedriickt und anschlie-
Bend gegen die logarithmierten Konzentrationen des jeweiligen allosterischen Modulators
aufgetragen. Zunéchst wurden die in Tabelle aufgefithrten Bestandteile des Reakti-
onsansatzes in die Reaktionsglaser pipettiert. Es folgte die Zugabe von 500u] Homogenat
zu den Ansétzen, mit Ausnahme der Reaktionsgliser fiir die Messung der Gesamtbindung
(t=0) und der unspezifischen Bindung (hier erfolgte die Zugabe des Homogenates 30min
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Volumen Bestandteil Endkonzentration
10pul [PH]NMS InM
10pl Aqua dest.
oder Atropin (3 -107*M) (unspezif. Bindung) 3uM
4801 Na, K, P;-Puffer (5,21mM) 5mM

Tabelle 2.5: Ansatzvolumina pro Reaktionsgefafl bei Dissoziationsexperimenten am Brandel-
Harvester.

vor der Filtration). Die Ansétze wurden 30min vorinkubiert. Nach dieser halben Stunde
wurde die Dissoziationsmessung durch Zugabe der Startlosungen, deren Zusammenset-
zung in Tabelle aufgefiihrt ist, zu den vorinkubierten Reaktionsansétzen begonnen.
Nach einer definierten Zeit (t=x) wurde die Dissoziationsmessung mithilfe einer Filtration
durch Glasfaserfilter beendet und die membrangebundene Radioaktivitiat wie unter 2.5.2]
beschrieben bestimmt.

Volumen Bestandteil Endkonzentration

1100ml Ligand 1/4 der eingesetzt. Konz.

oder Aqua dest. (fiir Kontrolle)

1100ml Atropin (1,2 -107°M) 3uM

Tabelle 2.6: Ansatzvolumina fiir Startlésungen bei Dissoziationsexperimenten am Brandel-

Harvester.

2.6 Statistik

Bei allen Messungen wurde die Grundgesamtheit als normalverteilt angenommen. Das
arithmetische Mittel wurde aus der Summe aller Daten eines Datensatzes berechnet. Um
Datensétze mit unterschiedlichem Datenumfang vergleichbar zu machen, wurde die Sum-
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me durch den Datenumfang n geteilt:

n
_ 1
X=— E X
n -
=1

Mithilfe des arithmetischen Mittels wurde die Varianz berechnet:

1
2 Z o2
S (xi = %)

i=1

und durch Ziehen der positiven Wurzel aus der Varianz die Standardabweichung bestimmt:
s = V2.

Letztendlich wurde als Streuungsmafl die Standardabweichung des Mittelwerts berechnet:

s
Sx = %

Alle in dieser Arbeit angegebenen Werte entsprechen X =+ ss.

Es wurden Signifikanztests mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% zur Beurteilung

von Mittelwerten und Standardabweichungen herangezogen. Der Vergleich der Mittel-

werte zweier Datensédtze wurde mithilfe des t-Tests untersucht. Der Vergleich der Stan-

dardabweichung zweier Datensitze wurde mithilfe des F-Tests vollzogen (Bronstein and

Semendjajew, 1991)).

2.7 Verwendete Materialien

In der folgenden Liste sind alle verwendeten Materialien aufgefiihrt. Die Lieferfirmen
sind mit einer Kurzbezeichnung genannt. Die Kodierung dieser Kurzbezeichnungen ist
unterhalb der Liste aufgefiihrt.

Bezeichnung Menge Artikel-Nr. Firma
M1 Quikchange site-directed mutagenesis kit 200519 Stra
M2 GeneAmp-PCR-System 2400 Per
M3 “Micro-Amp “-Gefiafle mit Deckel 1000 Stiick  N8010540 App
M4 IPTG (Isopropyl-8-D-thiogalakto-pyranosid) 250mg [-6758 Sig
M5 X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- 100mg B-4252 Sig

8-D-galakto-pyranosid)
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M6 NZY-Broth 500g 13635-024 Gib
M7 Glucose 1kg 8346 Mer
M8 Ampicillin Natrium og A-9518 Sig
M9 Falcon-tubes, 50ml, steril 500 Stiick 227261 Grei
M10 Falcon tubes 2059 500 Stiick 9401352 Fish
M11 Luria-Bertani-Agar 1kg L-3027 Sig
M12 Luria-Bertani-Medium 1kg [L-3522 Sig
M13 Qiagen Plasmid Maxi Kit 12162 Qui
M14 Ethylendiaminotetraessigsdure (EDTA) E-9884 Sig
M15 Tris(hydroxymethyl)aminomethan 108382 Mer
M16 Ultrazentrifuge 5417C Epp
M17  Zentrifuge, Avanti J.25 Becl
M18 DMEM 10 x 1Liter  D-5648 Sig
M19 Penicillin-Streptomycin-Losung 100ml P-0781 Sig
(10.000 U/ml Penicillin; 10.000pg/ml Streptomycin)

M20 FKS 500ml F-7524 Sig
M21 MF Bottle Top Filter 12 Stiick 9045953 Fish
M22 PBS 10 x 1Liter D-5652 Sig
M23 Kryovial 500 Stiick 123263 Grei
M24  Gewebekulturschale steril 100/20 mm 664160 Grei
M25  Gewebekulturschale steril 145/20mm 120 Stiick 639160 Grei
M26 Trypsin-EDTA-L&sung 100ml T-3924 Sig
M27  Glycerol 500ml G-5516 Sig
M28  Dimethylsulfoxid (DMSO) 100ml 41640 Sig
M29 Calciumchlorid 500g C-3881 Sig
M30 BES 25g B-6266 Sig
M31 Rundbodenrohrchen, Polystyrol, 5ml 352054 Fish
M32  Zellschaber 30cm, Klingenbreite 20mm 9903 Fish
M33 Polytron PT 10-35 Pt
M34  Nutrient Mixture F-12 HAM 500ml N-4888 Sig
M35 L-Glutamin, 200mM 100ml G-7513 Sig
M36  Geneticin-disulfat (G418) 5g G-9516 Sig
M37  T175-Zellkulturflasche, Bodenfliche:182cm? 660175 Grei
M38 Butyrat, 100mM 25g 263190250 Ac
M39 HEPES: N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N‘- H3375 Sig

[2-ethansulfonic acid]

48



2.7. VERWENDETE MATERIALIEN

49

M40

M41
M42
M43
M44
M45
M46
M4r7
M48

M49
M50
M51
M52
M53
M54
M55
M56
M57
M58

HEPES-Natriumsalz: [2-Hydroxyethyl|piperazine-N*-
[2-ethansulfonic acid]-Natrium-Salz

Harvester 96© Mach III M

Deep Well Plates 96

Printed Filtermat A 100 Stiick
Polyethylenimin 100ml
Meltilex A 100 Stiick
Sample Bag 100 Stiick
LSC “1450-Microbeta”

BSA: bovines Serumalbumin 10g

(Albumin Fraktion V aus Rinderserum)
Brandel Harvester, M-24
Boratglas-Kulturrohrchen, 16x100 mm
Whatman-Filter GF/B 148L
Szintillationsgefiafie aus PE, 21 ml
Szintillationscocktail Ready Protein
Beckmann LS 6000 SC

Na,HPO, 1kg
Na,EDTA, 0,1mol/1 1Liter
KH,PO, 500g
NaCl 1kg

Kurzbezeichnugen der Firmen.

Sig
Grei
Fish
Per
App
Gib
Qui
Stra
Mer
Becl
Bec2

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Greiner-Bio-One, Solingen, Deutschland

Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Perkin Elmer Life Sciences, Freiburg, Deutschland

Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande

Merck, Darmstadt, Deutschland

Beckman Instruments, Palo Alto, USA

Beckman Coulter GmbH, Unterschleissheim, Deutschland

H7006

AB-0564
1450-421
P-3143

1450-441
1450-432

A-7906

FB51330

S-0876
20271

P-5379
106404

Tom
Abg
Wal
Sig
Wal
Wal
Wal

Bio
Fish

Rat
Bec2
Bec2
Sig
Grii

Mer
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Pt PT-Kinematica AG, Littau, Schweiz

Tom  Tomtec, Hamden, USA

Abg Abgene House, Epsom, UK

Wal Wallac, Turku, Finnland

Bio Biomedical Research and Development Laboratories, Gaithersburg MD, USA
Rat Ratiolab, Dreieich, Deutschland

Grii Griissing, Filsum, Deutschland

Ac Acros Organics, Geel, Belgien

Epp Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Online-Datenbanken.

11

12
13

cDNA-Sequenzen (auch im  3-Buchstaben-Aminoséduren-Code) der G-
Protein-gekoppelten-Rezeptoren: www.gpcr.org/7tm/seq/dna.html oder
www.expasy.org/cgi-bin/sprot-search-de

Oligonukloetid-Primer-Bestellung: www.sigma-ark.com

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH:
www.dsmz.de

2.7.1 Strukturformeln untersuchter Liganden

:O—(IT,—CH—CHZOH

Bro

Abbildung 2.1: Strukturformel des orthosterischen Radioliganden [*H] N—Methylscopolamin

* Position der radioaktiven Markierung
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Abbildung 2.2: Strukturformel des allosterischen Modulators Diallylcaracurin V
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Abbildung 2.3: Strukturformel des allosterischen Modulators W84
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Abbildung 2.4: Strukturformel des allosterischen Modulators Dimethyl-W84
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Abbildung 2.5: Strukturformel des allosterischen Modulators OS-72
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Methodische Vorversuche

3.1.1 Effektivitatsbestimmung des Szintillationsgerites unter

Anwendung eines Feststoffszintillators

Es sollte die Effektivitdat des 1450-Microbeta-Szintillationsgerédtes unter Anwendung von
Glasfaserfiltern und Feststoffszintillator bestimmt werden. Dieses Szintillationsgerat wur-
de nach Membranabtrennungen mittels des Tomtec-Harvesters verwendet. Unter der Ef-
fektivitat versteht man die Wahrscheinlichkeit der Detektion eines radioaktiven Zerfalls.
Diese Wahrscheinlichkeit ergibt sich aus dem Quotienten der gemessenen Zerfille und der
tatsdchlichen Zerfille eines Radioisotopes bekannter Aktivitéit, eines Standards.

Herstellung eines Standards. Als Standard wurde die Konzentration von [*H]NMS
verwendet, die auch in den normalen Bindungsversuchen zum Einsatz kam. Der benutzte
Radioligand hatte in seiner Stammlosung eine Volumenaktivitat von 1mCi/ml. Als Kon-
zentration des Standards wurde die in den normalen Versuchen eingesetzte Verdiinnung
(1:4500) verwendet. Die Volumenaktivitét der Verdiinnung war dann mit 1/4,5uCi/ml ge-
geben. Analog den normalen Versuchen wurden 204l eingesetzt, was einer endgiiltigen Vo-
lumenaktivitéit von 4,45nCi/20ul entsprach. Die Volumenaktivitit der Verdiinnung wurde
in Zerfille pro Minute (desintegrations per minute, kurz: dpm) wie folgt umgerechnet:

InCi = 37Bq
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Mit 1Bq = % folgt InCi = 37% = 2220&. Der erhaltene Faktor 2220 ermoglicht die

Umrechnung von nCi in dpm.
1InCi - 2220 = 2220dpm
Die Volumenaktivitit des Standards wurde wie oben beschrieben in dpm umgerechnet:
4,45nCi - 2220 = 9867dpm

Die tatséichliche Zerfallsrate betrug fiir 20ul des Standards somit 9867dpm.

Messung des Standards. Der hergestellte Standard wurde insgesamt vierzehnmal auf
den Filter pipettiert. Dafiir wurden die 20ul des Standards zu je 5ul auf 4 Filterfelder
verteilt. Auf einem Glasfaserfilter wurden 7 - 20u1 des Standards aufgebracht. Nach dem
Trocknen an der Luft wurde der Filter 1 Minute bei 400 Watt in der Mikrowelle behandelt.
AnschlieBend wurde wie im reguldren Versuch verfahren: Verschmelzen mit Szintillator-
Wachs, trocknen, in Plastikhiille geben und im Szintillationszdhler vermessen. Insgesamt
wurden 2 Filter, also 14 - 20ul vermessen. Die gemessenen Zerfille sind in Tabelle [3.1] auf-
gefiihrt. Die detektierte Aktivitat fiir 20ul des Standards betrug im Mittel 3399 Z&hlungen

Aktivitat* [dpm] Mittelwert

Filterl | 3553 | 3516 | 3402 | 3331 | 3337 | 3355 | 3463 3422

Filter2 | 3373 | 3428 | 3332 | 3317 | 3325 | 3432 | 3348 3365

Tabelle 3.1: Bestimmung der Aktivitdt des Standards
*Aktivitéat von je 20ul des Standards in dpm. Es wurden 2 Filter mit je 7 - 20ul des Standards
vermessen und fiir jeden Filter der Mittelwert gebildet. Die Mittelung iiber alle Messungen
ergibt 3394dpm.

pro Minute. Die Effektivitéit des gesamten Versuchaufbaus in Prozent ergibt sich aus:

gemessene Aktivitdt 3394

tatsichliche Aktivitat ~ o867 ~

Daraus folgt, dass die unter den beschriebenen Versuchsbedingungen gemessenen Zerfille
pro Minute mit dem Faktor 2,9 multipliziert werden miissen, um die tatséchlichen Zer-

fallsrate zu erhalten.
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3.2 Beitrag zur Validierung eines Filtrationsverfah-

rens fiir das Radioalloster

Fiir das neu entwickelte Radioalloster [*H|Dimethyl-W84 sollte ein Filtrationsverfahren
validiert werden, welches sich durch eine automatische Filtration und neue Pufferbedin-
gungen (sieche Abschnitt von dem bisher angewendeten unterschied. Dafiir soll-
te die Affinitdt von verschiedenen orthosterischen und allosterischen Liganden einmal
mit dem Radioalloster [*H]Dimethyl-W84 und einmal mit dem Radioorthoster [*H]N-
Methylscopolamin unter Anwendung dieses Filtrationsverfahrens bestimmt werden. Die
ermittelten Affinitdten der verschiedenen Liganden mithilfe des Radioorthosters sollten
bei Giiltigkeit des terndren Modells allosterischer Interaktionen gleich den mithilfe des
Radioallosters bestimmten Affinitdten der verschiedenen Liganden sein.

Die ausgewéhlten orthosterischen Liganden waren Atropin, Scopolamin, N-
Methylscopolamin, N-Butylscopolamin, die Enantiomere Levetimid und Dezetimid und
zusatzlich AF-DX 384. Als allosterische Liganden wurden Obidoxim, Hezamethonium
und Magnesium-Ionen untersucht.

Die Bestimmung der Affinitdt der oben aufgefithrten Liganden an humanen M-
Rezeptoren mithilfe des Radioallosters [*H|Dimethyl-W84 wurde von Oliver Weyand
wéhrend seiner Dissertation (Weyand, 2001) durchgefithrt. Die Affinitétskonstanten der
orthosterischen Liganden aus der von Weyand durchgefiihrten ersten Versuchsgruppe
wurden nach Kurvenanpassung durch nichtlineare Regressionsanalyse auf der Basis der
Ehlert-Gleichung erhalten. Diese sind in Form des negativen dekadischen Logarithmus
(pKa-Werte) in Tabelle aufgefithrt. In der zweiten Versuchsgruppe ermittelte Weyand
Affinitatskonstanten der Allostere durch nichtlineare Regressionanalyse auf der Basis der
4-Parameter logistischen Gleichung und anschlieBende Umrechung der 1C5y-Werte in Kj-
Werte unter Anwendung der Gleichung nach Cheng & Prusoff (1973). Die Affinitéts-
konstanten sind in Form des negativen dekadischen Logarithmus (pK;-Werte) in Tabelle

aufgefiihrt.
3.2.1 Bestimmung der Affinitidt von orthosterischen Liganden
In ersten Versuchen wurden homologe Kompetitionsexperimente mit [PH|NMS durch-

gefiihrt. Ziel war die Charakterisierung der Bindungseigenschaften der verwendeten Mem-
bransuspensionen durch Bestimmung der Rezeptorkonzentration (maximale Bindung,
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Abbildung 3.1: Homologe Kompetitionsexperimente mit [*H]NMS (0,4nM) an humanen M-

Rezeptoren

Ordinate: spezifische [PHNMS-Bindung in Prozent der Bindung in Abwesenheit eines Inhibi-
tors. Abszisse: Logarithmus der NMS-Konzentration. Aufgetragen sind X 4 sz aus jeweils drei
Versuchen in Dreifachbestimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt, wenn sie iiber die Grofle
des Symbols hinausgehen. Die Kurvenanpassung erfolgte durch nichtlineare Regressionsanalyse

auf der Basis der “4 Parameter logistischen Gleichung”.

Biax) und die Bestimmung der Affinitdt von NMS zu diesen Rezeptoren (Kp). In Abbil-
dung ist das Ergebnis aus drei unabhéngigen homologen Kompetitionsexperimenten
dargestellt. Die unspezifische Bindung betrug 2% und die Affinitdtskonstante wurde mit
pKp=9,4 ermittelt. Die Rezeptorkonzentration betrug 3994 fmol/mg Protein. Dies ist ein
reprasentatives Ergebnis und spiegelt die durchschnittlichen Werte fiir alle verwendeten
Msy-Rezeptor-Membransuspensionen aus stabil transfizierten CHO-Zellen wider.

[PH|NMS-Orthoster. Die Bestimmung der Affinitit der Liganden Atropin, Scopola-
min, N-Methylscopolamin, N-Butylscopolamin, Levetimid, Dexetimid und AF-DX 384 er-
folgte anschlieffend durch Kompetitionsexperimente (siche Abschnitt mithilfe des
Radioorthosters [PH]NMS. Jeder Versuch wurde dreimal durchgefiihrt. Die Anpassung
der Kurve an die Mefiwerte erfolgte mit Hilfe der 4-Parameter logistischen Gleichung
(Gleichung . Das Steigungsmafl der Kurve betrug bei allen eingesetzten Substan-
zen ng = —1 und das untere Plateau der Kurve lag bei allen untersuchten Liganden bei
MIN=0%, so dass von einer rein kompetitiven Interaktion an der orthosterischen Bin-

dungsstelle ausgegangen werden konnte.
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Abbildung 3.2: Einfluss von verschiedenen Liganden auf die Gleichgewichtsbindung von
[PH]NMS an humanen Ma-Rezeptoren

Ordinate: spezifische [PH]NMS-Bindung in Prozent der Bindung in Abwesenheit eines Inhibi-
tors. Abszisse: Logarithmus der Ligand-Konzentration. Aufgetragen sind X 4 sx aus jeweils drei
Versuchen in Dreifachbestimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt, wenn sie iiber die Grofe
des Symbols hinausgehen. Die Kurvenanpassung erfolgte durch nichtlineare Regressionsanalyse

auf der Basis der “4 Parameter logistischen Gleichung”.

Es wurde die spezifische Bindung ermittelt und in Prozent der Bindung in Abwesenheit
eines Inhibitors umgeformt. Die Mefiwerte in Prozent aus den jeweils drei Versuchen wur-
den gemittelt und die Standardabweichung vom Mittelwert bestimmt. Diese Mittelwerte
und ihre Abweichungen sind in Abbildung aufgetragen. Die jeweils ermittelten 1Cs,-
Werte wurden mit Hilfe der Gleichung nach Cheng & Prusoff (1973) in Kj-Werte
umgerechnet und sind in Form des negativen dekadischen Logarithmus (pKi;-Werte) in
Tabelle [3.2] aufgefiihrt.

Der Vergleich der in Tabelle aufgefithrten Affinitdtskonstanten der verschiedenen Li-
ganden zum Ms-Rezeptor - einmal bestimmt mit einem Radioorthoster (diese Arbeit)
und einmal mit einem Radioalloster (Weyand, 2001) - zeigt, dass keine Unterschiede der
Affinitatskonstanten durch die unterschiedliche Art der Bestimmmung der Affinitéit der Li-
ganden auftreten. Mit dem Radioalloster [PH]Dimethyl-W84 kann demzufolge die Affinitéit
orthosterischer Liganden unter Anwendung des Filtrationsverfahrens bestimmt werden.
Das terndre Modell allosterischer Interaktionen ist durch diese Untersuchung bestétigt

worden.
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pK-Werte pPKa-Werte
Ligand bestimmt mit bes_tlmmt mit
[®H]N-Methylscopolamin [HIDimethyl-wg4

y P (Daten von O. Weyand)
NMS 9,37 = 0,16 9,34 = 0,07
Atropin 8,66 = 0,20 8,36 + 0,07
Scopolamin 8,59 + 0,19 8,66 * 0,07
N-Butylscopolamin 6,78 = 0,20 6,77 £ 0,07
AF-DX 384 8,09 +* 0,26 8,03 + 0,06
Dexetimid 8,93 = 0,19 9,03 = 0,07
Levetimid 5,32 + 0,17 5,34 + 0,10

Tabelle 3.2: Affinitdt verschiedener Liganden zum Ms-Rezeptor
Erste Spalte: eingesetzter Ligand; zweite Spalte: Affinitdt der Liganden ermittelt mithilfe des
Radioorthosters [PH]NMS (pKj-Werte); dritte Spalte: Affinitit der Liganden ermittelt mit-
hilfe des Radioallosters [*H]Dimethyl-W84 (pKa-Werte), Werte aus Weyand, 2001. Angege-
ben sind X &+ sx aus n=3 Versuchen in Dreifachbestimmung. Die verwendeten Mjy-Rezeptor-
Membransuspensionen wurden aus stabil transfizierten CHO-Zellen gewonnen.
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3.2.2 Bestimmung der Affinitdt von allosterischen Liganden

Es wurden die allosterischen Modulatoren Obidozim, Hexamethonium und Magnesium-
Ionen untersucht. Bevor die Gleichgewichtsbindungsexperimente durchgefithrt werden
konnten, mussten zur Bestimmung der Halbwertszeit der Gleichgewichtseinstellung Dis-
soziationsexperimente mit diesen Liganden durchgefiihrt werden.

Bestimmung der Halbwertszeiten der Gleichgewichtseinstellung. Die Verzoge-
rung der Dissoziation von [PH]NMS durch Magnesium-Ionen in steigender Konzentration
ist in Abbildung dargestellt. Die Halbwertszeit der [*H|NMS-Dissoziation unter Kon-
trollbedingungen betrug 4,5min. Mit steigenden Konzentrationen der Magnesium-Ionen
wurde die Dissoziation von [*H|NMS verzogert. Bei einer Magnesium-Ionen-Konzentration
von 9 - 1073M betrug die Dissoziationshalbwertszeit von [PH]NMS 5,6min, bei 9 - 1072M
8min, bei 9-107'M 14min und bei 3M 4,4min. Die erhaltenen apparenten Geschwindig-
keitskonstanten der [PH]NMS-Dissoziation (k_;) in Anwesenheit verschiedener Konzentra-
tionen Magnesium-Ionen wurden ermittelt und durch die Geschwindigkeitskonstante der
[PH]NMS-Dissoziation in Abwesenheit von Magnesium-Ionen (Kontrolle) dividiert. Die-
se Quotienten wurden gegen die logarithmierten Konzentrationen der Magnesium-Ionen
aufgetragen. Es resultierte eine Konzentrations-Effekt-Kurve wie in Abbildung darge-

g’ 7007 o

.E 6001 ¢ Kontrolle

E E 5001 o Mg?* 3x10*M
® L 4001 2+ 3
39 * Mg?* 3x10°M
Q E 3001 , ,
25 2004 o Mg“* 3x10™“M
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= 100 " Mg?t 1x10M
[ — 0_ o G
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Zeit (min)

Abbildung 3.3: Dissoziationsverliufe des Radioliganden [PH]NMS an Ms-Rezeptoren in Ab-
und Anwesenheit von Magnesium-Ionen steigender Konzentration

Ordinate: [*H]NMS-Gesamtbindung in cpm (counts per minute) pro 0,31ml. Abszisse: Zeit in
Minuten. Die Kurvenanpassung erfolgte durch nichtlineare Regressionsanalyse auf der Basis der

monoexpontiellen Zerfallsgleichung.
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Abbildung 3.4: Effekt von Magnesium-Ionen auf die Dissoziation von [*H]NMS
Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante k_; der [*H]NMS-Dissoziation in Pro-
zent des Kontrollwertes in Abwesenheit von Magnesium-lonen. Abszisse: Logarithmus der
Magnesiumchlorid-Konzentration. Aufgetragen sind X £ sg¢ aus drei Versuchen in Dreifachbe-
stimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt, wenn sie iiber die Gréfie des Symbols hinausgehen.
Die Kurvenanpassung erfolgte durch nichtlineare Regressionsanalyse auf der Basis der “4 Para-
meter logistischen Gleichung”.

stellt. Der pEC 5.4iss- Wert (Wendepunkt der Kurve) betrug 2,5. Das Steigungsmafl war si-
gnifikant verschieden von ny = —1 und das untere Plateau der Kurve entsprach k_; = 21%
des Kontrollwertes (siehe Tabelle[3.3)). Die Halbwertszeit der [*H]NMS-Dissoziation in An-
wesenheit der Magnesiumionenkonzentration 107*M war dementsprechend 25 Minuten.
Die benotigte Zeit zur Einstellung des Bindungsgleichgewichtes fiir die Kompetitionsex-
perimente ergab sich aus: 25min - 5.

Die Hemmung der Dissoziation von [PH]NMS durch Hexamethonium bzw. Obidoxim
ergab die in Abbildung aufgetragenen Konzentrations-Effekt-Kurven, die wie fiir
Magnesium-Ionen exemplarisch oben erklért erhalten wurden. Die nichtlineare Regres-
sionsanalyse der Mefiwerte auf der Basis der 4-Parameter logistischen Gleichung ergab
PECy 5.4iss-Werte von 3,83 fiir Hexamethonium und 4,05 fiir Obidoxim. Das Steigungs-
maf war fiir beide Modulatoren nicht signifikant verschieden von ny = —1 (siehe Tabelle
. Das untere Plateau der Kurve von Hexamethonium lag bei k_; = 20%, das von
Obidoxim bei k_; = 25% des Kontrollwertes. Dies entsprach einer Verminderung der Dis-
soziationsgeschwindigkeit von [PH]NMS um den Faktor 5 fiir Hexamethonium und um
den Faktor 4 fiir Obidoxim. Die Halbwertszeit der [*H]NMS-Dissoziation in Anwesenheit
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Abbildung 3.5: Effekte von Hexamethonium und Obidoxim auf die Dissoziation von [*H]NMS
Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante k_; der [PH]NMS-Dissoziation in Prozent
des Kontrollwertes in Abwesenheit der Modulatoren. Abszisse: Logarithmus der Modulator-
Konzentration. Aufgetragen sind X 4 sz aus drei Versuchen in Dreifachbestimmung. Streuungs-
balken sind nur gezeigt, wenn sie iiber die Groflie des Symbols hinausgehen. Die Kurvenanpas-
sung erfolgte durch nichtlineare Regressionsanalyse auf der Basis der “4 Parameter logistischen
Gleichung”.

der Hexamethonium-Konzentration 1072M war dementsprechend 25min und in Anwesen-
heit der Obidoxim-Konzentration 1072M 20min. Die benétigte Zeit zur Einstellung des
Bindungsgleichgewichtes fiir die Kompetitionsexperimente zwischen [*H]NMS und Hexa-
methonium bzw. Obidoxim ergab sich aus: 25min - 5 bzw. 20min - 5.

Effekte der allosterischen Modulatoren auf  die [*H]NMS-
Gleichgewichtsbindung. Die Bestimmung der Affinitdit der allosterischen Mo-
dulatoren Obidozim, Hexamethonium und Magnesium-Ionen erfolgte unter Einbeziehung
der orthosterischen und allosterischen Bindungsstelle mithilfe des Radioorthosters
[PH]NMS. Jeder Versuch wurde dreimal durchgefiihrt. Die Anpassung der Kurve an die
MeBwerte erfolgte mit Hilfe der Ehlert-Gleichung (Gleichung [2.13). Es wurde die spezifi-
sche Bindung ermittelt und in Prozent der Bindung in Abwesenheit eines allosterischen
Modulators umgeformt. Die MeBwerte in Prozent aus den jeweils drei Versuchen wurden
gemittelt und die Standardabweichung vom Mittelwert bestimmt.

Die Effekte von Magnesium-Tonen auf die Gleichgewichtsbindung von [PH|NMS sind in
Abbildung [3.6| dargestellt. Im Konzentrationsbereich von 1-107°M bis 1-10~1°M ergaben
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Ligand PECo,5:diss Steigungsmal ny unteres Plateau (MIN)
Magnesium-lonen 2,50 * 0,14 -0,6 + 0,1" 21 + 5"
Hexamethonium 3,83 = 0,06 -0,8 = 0,1 20 = 2"

Obidoxim 4,05 + 0,05 -0,9 + 0,1 25 = 17

Tabelle 3.3: Kenndaten der Konzentrations-Effekt-Kurven von Magensium-Ionen, Hexametho-
nium und Obidoxim an NMS-besetzten Ms-Rezeptoren.

Wirksamkeit (pECj 5.4iss) der allosterischen Modulatoren in Bezug auf die Verzégerung der
Dissoziation von [PH]NMS an My-Rezeptoren. PECy 5.4iss ist der negative dekadische Logarith-
mus der Konzentration des allosterischen Modulators, die die Dissoziationsgeschwindigkeit von
[PH]NMS halbmaximal verzégert. Die Kenndaten wurden durch nichtlineare Regressionsanaly-
se auf der Basis der 4 Parameter logistischen Gleichung erhalten. * signifikant verschieden von
ng=-1 bzw. MIN=0%. Gezeigt sind X+ sz erhalten aus zwei bis vier unabhéngigen Experimenten
in Dreifachbestimmung.

sich keine Anderungen der spezifischen Bindung von [PH]NMS. In diesem Konzentra-
tionsbereich fand die Dissoziationsverzogerung von [PH]NMS durch Magnesium-Ionen
statt (siehe Abbildung [3.4). Da keine Verinderung der spezifischen [*H|NMS-Bindung
im Gleichgewichtsbindungsexperiment zu beobachten war, lag demzufolge zwischen
[PH|NMS und Magnesium-Ionen neutrale Kooperativitit vor. Die Assoziationshemmung
von [*H]NMS durch Magnesium-Ionen besafl somit das gleiche Ausmafl wie die Dissozia-
tionshemmung. Die Kurven der Assoziationshemmung und der Dissoziationshemmung
sollten deckungsgleich sein. Die Affinitdt von Magnesium-lonen zum unbesetzten Re-
zeptor kann mithilfe der obigen Erklarung aus dem ECj 5.4iss-Wert erhalten werden, da:
PECo 5,05 = PECo 5:diss= 2.5.

Abbildung zeigt die Abnahme der spezifischen Bindung von [*H|NMS unter Einflufl
von Hexamethonium und Obidoxim. Die Auswertung mithilfe der Ehlert-Gleichung
(siche Abschnitt ergab fiir Hexamethonium eine negative Kooperativitit mit
einem Kooperativitdtsfaktor von a= 37 und eine Affinitdtskonstante pKa= 4,64. Fiir
Obidoxim ergab sich aus der nichtlinearen Regressionsanalyse der Mefiwerte pK = 5,38
und a= 45. In Tabelle sind die mit [PH]NMS ermittelten Affinitdtskonstanten von
Magnesium-Ionen, Hexamethonium und Obidoxim am freien Rezeptor in Form von

pKa-Werten aufgefiihrt.

Der Vergleich der in Tabelle [3.4] aufgefithrten Affinitétskonstanten der allosterischen Li-
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Abbildung 3.6: Effekt von Magnesium-Ionen auf die Gleichgewichtsbindung von [*H]NMS
Ordinate: spezifische [PH]NMS-Bindung in Prozent der Bindung in Abwesenheit eines Inhibitors.
Abszisse: Logarithmus der Magnesiumchlorid-Konzentration. Aufgetragen sind X + s¢ aus drei
Versuchen in Dreifachbestimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt, wenn sie iiber die Grofe

des Symbols hinausgehen.
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Abbildung 3.7: Effekte von Hexamethonium und Obidoxim auf die Gleichgewichtsbindung von
[PH]NMS

Ordinate: spezifische [*'H]NMS-Bindung in Prozent der Bindung in Abwesenheit eines Inhibitors.
Abszisse: Logarithmus der Modulator-Konzentration. Aufgetragen sind X+sx aus drei Versuchen
in Dreifachbestimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt, wenn sie iiber die Gréfle des Symbols
hinausgehen. Die nichtlineare Regressionsanalyse erfolgte durch Anpassung der Parameter der

Ehlert-Gleichung an die Meflwerte.
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pK- Werte
bestimmt mit
[*H]Dimethyl-wW84
(Daten von O. Weyand)

pKa - Werte
Ligand bestimmt mit
[®HIN-Methylscopolamin

Magnesium-lonen 2,50 +* 0,02* 2,87 + 0,16
Hexamethonium 464 * 0,02 4,45 + 0,08
Obidoxim 5,38 * 0,03 5,09 £ 0,09

Tabelle 3.4: Affinitdt allosterischer Liganden zum Msy-Rezeptor.
Erste Spalte: eingesetzter Ligand; zweite Spalte: Affinitdt der Liganden ermittelt mithilfe des
Radioorthosters [PH|NMS (pKa-Werte, * im Falle von Mg?™* ist pPECo 5.as angegeben, s. Text);
dritte Spalte: Affinitiit der Liganden ermittelt mithilfe des Radioallosters [*H]Dimethyl-W84
(pK1-Werte), Werte aus Weyand, 2001. Angegeben sind X + sx aus n=3 Versuchen in Dreifach-
bestimmung. Die verwendeten Ms-Rezeptor-Membransuspensionen wurden aus stabil transfi-
zierten CHO-Zellen gewonnen.

ganden zum M,-Rezeptor - einmal bestimmt mit einem Radioorthoster (diese Arbeit)
und einmal mit einem Radioalloster (Weyand, 2001) - zeigt, dass keine Unterschiede der
Affinitatskonstanten durch die unterschiedliche Art der Bestimmmung der Affinitédt der
Liganden auftreten. Das terndre Modell allosterischer Interaktionen ist auch durch diese

zweite Gruppe von Untersuchungen bestétigt worden.

3.3 Identifikation essentieller Epitope der allosteri-

schen Bindungsstelle

Die meisten allosterischen Modulatoren zeigen die hochste Affinitédt zum Ms-Rezeptor-
Subtyp und die niedrigste zum Mjs-Rezeptor-Subtyp (Holzgrabe and Mohr, 1998} Ellis
and Seidenberg, 2000). Um die subtypspezifischen Rezeptorepitope fiir die hohe Affinitét
der allosterischen Modulatoren zum Ms-Rezeptor zu identifizieren, wurden Untersuchun-
gen mit My /Ms-chiméren Rezeptoren durchgefiihrt. Bisher konnten fiir die allosterischen
Modulatoren vom Alkan-Bisammonium-Typ und vom Typ der Caracurin V Derivate zwei
Epitope fiir die My /M;s-Selektivitdat an NMS-besetzten Rezeptoren identifiziert werden: ei-
ne einzelne Aminosiure am Beginn der siebenten transmembranéren Doméne, My*?3Thr

(Buller et al., 2002)), und eine Sequenz aus sechs Aminosiduren im Bereich der zweiten ex-
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trazelluliren Schleife, My'™2~1"Glu-Asp-Gly-Glu-Cys-Tyr (Buller, 2002). Es sollten nun
weitere Mutagenese- und Radioligandbindungsexperimente durchgefiihrt werden, um ei-
ne Eingrenzung dieses Epitopes aus sechs Aminosduren in der zweiten extrazelluldren
Schleife auf moglichst eine einzelne Aminoséure zu erreichen. Dazu wurden punktmutier-
te Rezeptoren hergestellt (siehe Abschnitt , in denen einzelne Aminoséduren der Se-
quenz Myt~ 17 Glu-Asp-Gly-Glu-Cys-Tyr (kurz: Mp!™ 1""EDGECY) zu den korrespon-
dierenden Aminosduren des Ms-Rezeptors mutiert wurden, um so die My/M;-Selektivitét

untersuchen zu konnen.

3.3.1 Untersuchungen an NMS-besetzten Rezeptoren

Im Folgenden wurden an Ms- und M;-Wildtyp-Rezeptoren und an den hergestellten
Punktmutanten Dissoziationsexperimente durchgefiihrt, um die Affinitdt der allosteri-
schen Liganden zu den NMS-besetzten Rezeptoren bzw. Rezeptormutanten zu bestimmen.
Ein MaS fiir die Affinitét von allosterischen Modulatoren zu NMS-besetzten Rezeptoren ist
die Konzentration des allosterischen Modulators, bei welcher die Dissoziationsgeschwin-
digkeit von [*H]NMS halbmaximal verzigert wird. Dieser Wert wird als ECy 5.qiss bezeich-

net. Die Membranabtrennung erfolgte bei allen Versuchen mittels des Brandel-Harvesters

(siehe Abschnitt [2.5.2)).

Die Halbwertszeiten der [*H|NMS-Dissoziation in Abwesenheit der allosterischen Modu-
latoren an M,- und M5-Wildtyp-Rezeptoren und an den Rezeptormutanten sind in Ta-
belle |3.5| zusammengefasst. Die Geschwindigkeit der Dissoziation von [*H]NMS ist an M,-
Rezeptoren erheblich groflier als an Ms-Rezeptoren, was im Einklang mit fritheren Studien
steht (Ellis et al., 1991). Die Dissoziationsgeschwindigkeiten an den My-Punktmutanten
liegen im Bereich des My-Wildtyp-Rezeptors und sind damit auch grofler als die Geschwin-
digkeiten der Dissoziation an den Ms-Punktmutanten.

Die Untersuchungen an NMS-besetzten Rezeptoren wurden begonnen mit einem flexiblen
allosterischen Modulator vom Alkan-Bisammonium-Typ, Dimethyl-W84 (Strukturformel
siehe Abbildung [2.4)). AnschlieBend wurde Diallylcaracurin V (Strukturformel sieche Ab-
bildung als rigider allosterischer Modulator untersucht.

Dimethyl-W84

In Abbildung [3.8) ist der Effekt von Dimethyl-W84 auf die Dissoziation von [*H|NMS
an My- und Mj;-Wildtyp-Rezeptoren und an der Rezeptormutante, in der die
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Rezeptor/Mutation DiS[SSOHZ]ilﬁlt/ilgr}?n_in;UZ
Mawt 51 * 0,2
Mswt 93 + 1
M,172-1""EDGECY® PLDECQ 46 + 02
M2 "2E® A 45 % 02
M 173D® L 3’7 " 0’2
M-175E® A P
M77Y® Q 5o : 02
MYY® Q + 4*T® H 28 £ 1
Ms™>'Q® Y 151 + 19
Ms34Q®Y + 48He T 8 3

Tabelle 3.5: Halbwertszeiten der Dissoziation von [PH]NMS an den aufgefithrten Wildtyp-
Rezeptoren und Rezeptormutanten in Abwesenheit allosterischer Modulatoren.

Gezeigt sind X+sg, erhalten aus vier bis acht unabhéngigen Experimenten in Doppelbestimmung.
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Abbildung 3.8: Effekte von Dimethyl-W84 an NMS-besetzten Wildtyp-Rezeptoren und der
angegebenen Rezeptormutante

Effekte von Dimethyl-W84 auf die Dissoziation von [PH]NMS an M- und Ms-Wildtyp-
Rezeptoren und an dem chiméiren Rezeptor My >~ 1""TEDGECY—PLDECQ. Ordinate: Appa-
rente Geschwindigkeitskonstante der [PH]NMS-Dissoziation in Prozent des Kontrollwertes in
Abwesenheit von Dimethyl-W84. Abszisse: Logarithmus der Dimethyl-W84-Konzentration. Auf-
getragen sind X 4 s¢ aus jeweils drei Versuchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind nur

gezeigt, wenn sie iiber die Grofle des Symbols hinausgehen.

M, !~ 1"TEDGECY-Sequenz gegen die korrespondierende Aminosiure-Sequenz des Ms-
Rezeptors ausgetauscht wurde, M, ""EDGECY —PLDECQ), dargestellt. Diese Unter-
suchungen trugen zur Validierung der im Arbeitskreis neu etablierten Methode der Mem-
branabtrennung mittels des Brandel-Harvesters bei. Stefan Buller hatte analoge Versu-
che bereits wihrend seines Auslandsaufenthaltes in Hershey (USA) durchgefiihrt (Buller,
2002)). Die in Bonn erhaltenen Kurvenverldufe waren deckungsgleich mit den zuvor ge-
fundenen, so dass eine unmittelbare Vergleichbarkeit der neuen Befunde dieser Arbeit
mit den Befunden von Buller (2002) gewéhrleistet war. Anschliefende Untersuchungen
an Punktmutanten sollte kliren, welche Aminosiure der My~ 1""EDGECY-Sequenz fiir
den Affinitatsverlust von Dimethyl-W84 im Vergleich zum M,-Wildtyp-Rezeptor verant-
wortlich ist.

Punktmutanten: M,'"?Glu—Ala, My Asp—Leu, M,'"Glu—Ala. In Ab-
bildung sind die FErgebnisse der Untersuchung an den drei Punktmutanten
My'2Glu—Ala, My!'™Asp—Leu und My!'™Glu—Ala dargestellt. Die allosterische Wirk-
samkeit (pECqs.4iss) von Dimethyl-W84 an den Wildtyp-Rezeptoren und Rezeptormu-
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tanten und die weiteren Kenndaten der Kurven, d.h. Steigungsmafl (ng) und unteres
Plateau der Kurve (MIN), sind in Tabelle aufgefiihrt. Die Mutation von M,!™Glu
zu Ala verursachte einen geringen Affinitétsverlust von Dimethyl-W84 im Vergleich zum
M,-Wildtyp-Rezeptor. Der Austausch von My!™Asp zur korrespondierenden Aminosiure
in Ms, Leu, fithrte zu keiner Anderung der Affinitdt von Dimethyl-W84 im Vergleich
zum My-Wildtyp-Rezeptor. Ein Affinitédtsverlust von Dimethyl-W84 resultierte hingegen
beim Austausch von My'™Glu durch Ala im Vergleich zum M,-Wildtyp-Rezeptor. Da
im Mjs-Rezeptor korrespondierend zu M,!'"™Glu jedoch auch Glu vorliegt, konnte dieser
Affinitatsverlust nicht den Affinitdtsverlust von Dimethyl-W84 zum chiméren Rezeptor
M, ITEDGECY —PLDECQ erkliren (siehe Diskussion). Keine der in Abbildung
aufgefithrten Punktmutanten erklérte das Ausmafl des Affinitdtsverlustes, welches durch
den Austausch der kompletten My~ 1""EDGECY-Sequenz zur korrespondierenden Ami-
nosauresequenz des Ms-Rezeptors auftrat.

125+ o Myt

_ 1007 o M,3Asp-leu

£ 7 A M,72Glu-Ala

¥ 501 & M,75Glu—>Ala
] o M,72177EpGECY
0- _»PLDECQ

I T T T T T T 1
10 o 8 7 -6 5 -4 3% Mw

Dimethyl-W84 (log M)

Abbildung 3.9: Effekte von Dimethyl-W84 an NMS-besetzten Wildtyp-Rezeptoren und den
angegebenen Punktmutanten

Effekte von Dimethyl-W84 auf die Dissoziation von [PHJNMS an M- und Ms-
Wildtyp-Rezeptoren und an den Punktmutanten My!"2Glu—Ala, My'"™Asp—Leu,
My!'Glu—Ala. Zur Orientierung ist der Effekt von Dimethyl-W84 am chimiren Rezep-
tor Mp!?~1""TEDGECY—PLDECQ aus Abbildung mit eingetragen. Ordinate: Apparente
Geschwindigkeitskonstante der [PH]NMS-Dissoziation in Prozent des Kontrollwertes in Ab-
wesenheit von Dimethyl-W84. Abszisse: Logarithmus der Dimethyl-W84-Konzentration.
Aufgetragen sind X + sx aus jeweils drei Versuchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind
nur gezeigt, wenn sie iiber die Gréfle des Symbols hinausgehen.
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M,”*177EDGECY 172 173
Mowt | Mswt PLDECQ M>'72E>A | My73DsL
ECo cor 8,09 5,78 6,89 7,63 8,07
PEL0,5diss (+0,08) | (+0,10) (+0,03) (+0,03) (+0,03)
SteigungsmaB | -1,16 | -1,08 -1,09 -1,36" -1,71"
NH (+0,22) | (+0,30) (+0,07) (+0,11) (+0,19)
unteres Plateau | -19,3 24,6" -2,2 -17,1 -37,9
(MIN) (+19,5) | (+4,9) (#3,7) (+10,9) (+24,6)
M 177Y M 184 Y
M,7°ESA | MpY77YSQ _:4231.:3 Ms!84QY _:mﬁ:.r
EC .o 7,41 6,57 6,02 6,39 6,87
PEL0,5;diss (+0,04) (+0,04) (+0,26) (+0,11) (+0,07)
Steigungsmal -1,29" -1,04 -2,17 -1,49 -1,31
NH (+0,13) (+0,12) (+1,08) (+0,52) (+0,22)
unteres Plateau -23,9 -7,5 11,83" 32,57 -16,4
(MIN) (+20,2) (+11,7) (+14,9) (+6,64) (+12,1)

Tabelle 3.6: Kenndaten der Konzentrations-Effekt-Kurven von Dimethyl-W84 an NMS-
besetzten Wildtyp-Rezeptoren und den angegebenen Rezeptormutanten

Wirksamkeit (pECy 5.4iss) des allosterischen Modulators Dimethyl-W84 in Bezug auf die Verzoge-
rung der Dissoziation von [PH]NMS an den aufgefithrten Wildtyp-Rezeptoren und Rezeptormu-
tanten. pECy 5.qiss ist der negative dekadische Logarithmus der Konzentration des allosterischen
Modulators, die die Dissoziationsgeschwindigkeit von [PH]NMS halbmaximal verzogert. Stei-
gungsmafl nyg und unteres Plateau (MIN) der Kurve wurden durch nichtlineare Regressionsana-
lyse auf der Basis der 4 Parameter logistischen Gleichung erhalten. * signifikant verschieden von
ng=-1 bzw. MIN=0%. Gezeigt sind X+sx erhalten aus zwei bis vier unabhingigen Experimenten
in Doppelbestimmung.
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Abbildung 3.10: Effekte von Dimethyl-W84 an NMS-besetzten Wildtyp-Rezeptoren und den
angegebenen Rezeptormutanten

Effekte von Dimethyl-W84 auf die Dissoziation von [PH|NMS an M- und Ms-Wildtyp-
Rezeptoren und an der Punktmutante My!'""Tyr—GIn. Zur Orientierung ist der Effekt von
Dimethyl-W84 am chiméren Rezeptor My!"2~1""EDGECY —-PLDECQ aus Abbildung mit
eingetragen. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante der [*H]NMS-Dissoziation in Pro-
zent des Kontrollwertes in Abwesenheit von Dimethyl-W84. Abszisse: Logarithmus der Dimethyl-
W84-Konzentration. Aufgetragen sind X 4 s aus jeweils drei Versuchen in Doppelbestimmung.
Streuungsbalken sind nur gezeigt, wenn sie iiber die Gréfle des Symbols hinausgehen.

Punktmutante: M,!""Tyr—Gln. Als nichstes wurde der Effekt von Dimethyl-W84
an der Rezeptormutante My'"" Tyr—Gln untersucht. Wie in Abbildung dargestellt,
wurde durch den Austausch der Aminosiaure My'""Tyr gegen die korrespondierende Ami-
nosaure in My, Gln, die Affinitdt von Dimethyl-W84 in erheblichem Ausmafl im Vergleich
zum Mo-Wildtyp-Rezeptor reduziert. Der Affinitéitsverlust, der durch den Austausch der
kompletten My~ 1""EDGECY-Sequenz zur korrespondierenden Aminosiuresequenz des
M;-Rezeptors auftrat, konnte vollstéandig durch den Austausch der einzelnen Aminosiure
My " Tyr erklirt werden.

Doppelmutante: My!""Tyr—GIn+**Thr—His. Um zu priifen, ob My'""Tyr und
M,*23Thr allein die My /M;-Selektivitit bedingen, wurde eine Doppelmutante hergestellt,
in der sowohl die bereits als essentiell identifizierte Aminosidure My**Thr als auch die
gerade identifizierte Aminosiure My!""Tyr zu den korrespondierenden Aminosiuren des
Mj;-Rezeptors, His und Gln, mutiert wurden. Der Effekt von Dimethyl-W84 an dieser Dop-
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Abbildung 3.11: Effekte von Dimethyl-W84 an NMS-besetzten Wildtyp-Rezeptoren und an
der Doppelmutante My Tyr—GIn+42*Thr—His

Effekte von Dimethyl-W84 auf die Dissoziation von [PH]NMS an Ms- und Ms-Wildtyp-
Rezeptoren und an der Doppelmutante My "' Tyr—Gln+423Thr—His. Ordinate: Apparente Ge-
schwindigkeitskonstante der [’H]NMS-Dissoziation in Prozent des Kontrollwertes in Abwesenheit
von Dimethyl-W84. Abszisse: Logarithmus der Dimethyl-W84-Konzentration. Aufgetragen sind
X + s¢ aus jeweils drei Versuchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt, wenn

sie iiber die Grofle des Symbols hinausgehen.

pelmutante ist in Abbildung dargestellt. Durch Austausch von nur zwei Aminoséauren
des Ms-Rezeptors in die korrespondierenden Aminoséuren des Ms-Rezeptors wurde die Af-
finitdt von Dimethyl-W84 auf das Niveau des M5-Rezeptors reduziert, was einem mehr als
100-fachem Affinitétsverlust entsprach. Die beiden Aminoséuren My'" Tyr und My*?3Thr
sind damit vollsténdig fir die My/Ms-Selektivitidt von Dimethyl-W84 an NMS-besetzten
Rezeptoren verantwortlich. Es wurde eine Riickmutante hergestellt, in der My'""Tyr an
korrespondierender Stelle anstelle von M;'®*Gln in den Ms-Rezeptor eingesetzt wurde.
Ebenfalls wurde eine Doppelriickmutante hergestellt, in der sowohl My'""Tyr als auch
M3 Thr anstelle der korrespondierenden Aminosiuren im Ms-Rezeptor, M5!®*Gln und
M;4"®His, eingefiihrt wurden.

Riickmutanten: M;'¥*GIn—Tyr und M;¥*GIn—Tyr+*®His—Thr. Die allo-
sterischen Effekte von Dimethyl-W84 an den Riickmutanten M;®**Gln—Tyr und
M;®¥4GIn—Tyr+4"®His—Thr sind in Abbildung dargestellt. Der Austausch von
M;'¥GIn durch die korrespondierende Aminosidure des Msy-Rezeptors, Tyr, resultierte
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Abbildung 3.12: Effekte von Dimethyl-W84 an NMS-besetzten Wildtyp-Rezeptoren und den
angegebenen Riickmutanten

Effekte von Dimethyl-W84 auf die Dissoziation von [PHJNMS an Ms- und Ms-
Wildtyp-Rezeptoren, an der Riickmutante M;5'®*Gln—Tyr und der Doppelriickmutante
M5 ¥4GIn—Tyr+4"®His—Thr. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante der [H]NMS-
Dissoziation in Prozent des Kontrollwertes in Abwesenheit von Dimethyl-W84. Abszisse: Loga-
rithmus der Dimethyl-W84-Konzentration. Aufgetragen sind X + s¢ aus jeweils drei Versuchen
in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt, wenn sie iiber die Gréfle des Symbols
hinausgehen.

in einer nur geringen Affinitdtszunahme von Dimethyl-W84 zu dieser Punktmutante im
Vergleich zum Ms-Wildtyp-Rezeptor. Der Austausch von M;'®*Gln und M5*"®His zu den
korrespondierenden Aminosduren des Ms-Rezeptors, Tyr und Thr, fiihrte zu einem deut-
lichen Anstieg der Affinitdt von Dimethyl-W84 im Vergleich zum Mj5-Wildtyp-Rezeptor,
wobei allerdings - nicht ganz unerwartet - das Ms-Niveau unerreicht blieb (siehe Diskus-
sion). Entsprechende Ergebnisse wurden auch mit weiteren allosterischen Modulatoren
vom Alkan-Bisammonium-Typ erhalten (Raasch, 2003). Es kann damit fiir die alloste-
rischen Modulatoren vom Alkan-Bisammonium-Typ festgehalten werden, dass nur zwei
Aminoséuren fiir die My /Ms-Selektivitédt an NMS-besetzten Rezeptoren vollstéandig ver-
antwortlich sind: My Tyr und My***Thr.

Diallylcaracurin V

Diallylcaracurin V wurde als Vertreter der Caracurin V Derivate ausgewéhlt, um zu
klédren, ob fir die My/Ms-Selektivitét dieser rigiden Substanz an NMS-besetzten Rezep-
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toren die gleichen Aminoséuren essentiell sind, wie fiir die flexiblen Alkan-Bisammonium-

Verbindungen.

Punktmutante: M,'""Tyr—GlIn. In Abbildung sind die Ergebnisse der Unter-
suchung mit Diallylcaracurin V an der Punktmutante M,!""Tyr—Gln dargestellt. Die al-
losterische Wirksamkeit (pECj s.qiss) von Diallylcaracurin V an den Wildtyp-Rezeptoren
und Rezeptormutanten und die weiteren Kenndaten der Kurven, d.h. Steigungsmafl (ny)
und unteres Plateau der Kurve (MIN), sind in Tabelle [3.7| aufgefiihrt. Der Austausch der
Aminoséure My!""Tyr zur korrespondierenden Aminoséure in Ms, Gln, verursachte einen

starken Affinitétsverlust von Diallylcaracurin V im Vergleich zum M,-Wildtyp-Rezeptor.
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Abbildung 3.13: Effekte von Diallylcaracurin V an NMS-besetzten Wildtyp-Rezeptoren und
der angegebenen Punktmutante

Effekte von Diallylcaracurin V auf die Dissoziation von [PH]NMS an Ms- und Ms-Wildtyp-
Rezeptoren und an der Punktmutante My!"" Tyr—Gln. Ordinate: Apparente Geschwindigkeits-
konstante der [*H]NMS-Dissoziation in Prozent des Kontrollwertes in Abwesenheit von Dial-
lylcaracurin V. Abszisse: Logarithmus der Diallylcaracurin V Konzentration. Aufgetragen sind
X 4 s¢ aus jeweils drei Versuchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt, wenn
sie {iber die Grofle des Symbols hinausgehen.

Doppelmutante: My Tyr—GIn+*3Thr—His. Der allosterische Effekt von Dial-
lylcaracurin V an der Doppelmutante, in der sowohl My*?¥Thr als auch My'" Tyr zu den
korrespondierenden Aminosduren im Ms-Rezeptor, His und Gln, mutiert wurden, ist in
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Abbildung 3.14: Effekte von Diallylcaracurin V an NMS-besetzten Wildtyp-Rezeptoren und
der angegebenen Doppelmutante

Effekte von Diallylcaracurin V auf die Dissoziation von [PH|NMS an M- und Ms-Wildtyp-
Rezeptoren und an der Doppelmutante My'"" Tyr—Gln+*2Thr—His. Ordinate: Apparente Ge-
schwindigkeitskonstante der [*H]NMS-Dissoziation in Prozent des Kontrollwertes in Abwesenheit
von Diallylcaracurin V. Abszisse: Logarithmus der Diallylcaracurin V Konzentration. Aufgetra-
gen sind X + s¢ aus jeweils drei Versuchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind nur

gezeigt, wenn sie iiber die Grole des Symbols hinausgehen.

Abbildung[3.14]dargestellt. Durch Austausch von nur zwei Aminoséuren des My-Rezeptors
in die korrespondierenden Aminosduren des Ms-Rezeptors wurde die Affinitdt von Di-
allylcaracurin V auf das Niveau des Ms-Rezeptors reduziert. Die beiden Aminoséduren
Mo " Tyr und My*23Thr sind damit vollstéindig fiir die My /Ms-Selektivitit von Diallylca-

racurin V an NMS-besetzten Rezeptoren verantwortlich.

Riickmutanten: M;'*GIn—Tyr und M;®*GIn—Tyr+*"®His—Thr. Eswurde der
Effekt von Diallylcaracurin V an der Riickmutante M5 Gln—Tyr und an der Dop-
pelriickmutante M5'**Gln—Tyr+*"®His—Thr bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbil-
dung dargestellt. Die Einfithrung der Aminoséure My'""Tyr an korrespondierender
Stelle des Ms-Rezeptors resultierte in einer geringen Affinitdtszunahme von Diallylcara-
curin V im Vergleich zum M5-Wildtyp-Rezeptor. Das Einbringen der beiden Aminoséuren
Tyr und Thr in den Ms-Rezeptor, anstelle von M5'¥*GIn und M;s*"®His, fithrte zu einer
starken Affinitétszunahme von Diallylcaracurin V. Der Anstieg der Affinitéit von Diallyl-
caracurin V im Vergleich zum Mj;5-Wildtyp-Rezeptor erreichte aber wie bei den Alkan-
Bisammonium-Verbindungen nicht das My-Niveau (siehe Diskussion).
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M 177Y® M 184 ®Y
Mowt | Mswt | MuY77Y® Q +2423T ® S Ms'®4Q® Y jmg o1
G 8,0 5,69 6,61 5,72 6,0 6,82

PEL0,5:diss (+0,06) | (+0,07) | (+0,06) (x0,2) (0,18) (x0,05)
SteigungsmaB | -1,31 | -1,08 -1,24 -0,77 1,77 -1,26"
Ny (+0,18) | (+0,30) | (+0,16) (+0,63) (x0,72) (+0,12)
unteres Plateau | -7,88 | 37,40" -11,01 30,21" 37,15" -9,78
(MIN) (+9,40) | (#£3,01) | (+14,92) (+8,11) (¢5,23) (+9,10)

Tabelle 3.7: Kenndaten der Konzentrations-Effekt-Kurven von Diallylcaracurin V. an NMS-
besetzten Wildtyp-Rezeptoren und den angegebenen Rezeptormutanten

Wirksamkeit (pECy s.qiss) des allosterischen Modulators Diallylcaracurin V in Bezug auf die
Verzogerung der Dissoziation von [PH]NMS an den aufgefithrten Wildtyp-Rezeptoren und Rezep-
tormutanten. pECy 5.4iss ist der negative dekadische Logarithmus der Konzentration des alloste-
rischen Modulators, die die Dissoziationsgeschwindigkeit von [*H]NMS halbmaximal verzogert.
Steigungsmaf} nyy und unteres Plateau (MIN) der Kurve wurden durch nichtlineare Regressions-
analyse auf der Basis der 4 Parameter logistischen Gleichung erhalten. * signifikant verschieden
von ng=-1 bzw. MIN=0%. Gezeigt sind X =+ s¢ erhalten aus zwei bis vier unabhéingigen Experi-

menten in Doppelbestimmung.
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Abbildung 3.15: Effekte von Diallylcaracurin V an NMS-besetzten Wildtyp-Rezeptoren und
den angegebenen Riickmutanten

Effekte von Diallylcaracurin V auf die Dissoziation von [PHJNMS an M- und Ms-
Wildtyp-Rezeptoren, an der Riickmutante M;5!®4GIn—Tyr und der Doppelriickmutante
M5184GIn—Tyr+4™®His—Thr. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante der [PHJNMS-
Dissoziation in Prozent des Kontrollwertes in Abwesenheit von Diallylcaracurin V. Abszisse:
Logarithmus der Diallylcaracurin V Konzentration. Aufgetragen sind X+ s¢ aus jeweils drei Ver-
suchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt, wenn sie iiber die Grofie des

Symbols hinausgehen.
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3.3.2 Untersuchungen an freien Rezeptoren

Nachdem an NMS-besetzten Rezeptoren die beiden essentiellen Aminoséduren fiir die
My /M;5-Selektivitét der allosterischen Modulatoren Dimethyl-W84 und Diallylcaracurin
V identifiziert worden waren, sollte nun die Rolle von My!'7"Tyrosin und M,***Threonin
an freien Rezeptoren untersucht werden. Dafiir wurden Gleichgewichtsbindungsexperi-
mente mit [PH]NMS durchgefiihrt, wobei die Membranabtrennung mittels eines Brandel-
Harvesters (siche Abschnitt erfolgte. In ersten Experimenten wurde die Affinitét
von [*H]NMS (Strukturformel siehe Abbildung zu den Rezeptormutanten ermittelt

(siehe Tabelle [3.8)).

M 177Y®

Mowt Mswt MA7Y® Q | MA?T® H +2423T ® S
K 10,36 9,89 11,09 10,28 10,47
pro (+0,06) (x0,01) (x0,18) (x0,26) (£0,47)

Tabelle 3.8: Affinitit von [PH]NMS zu den aufgefithrten Wildtyp-Rezeptoren und Rezeptor-
mutanten.

Gezeigt sind X = sg, erhalten aus zwei unabhéngigen Experimenten in Doppelbestimmung.

Anschliefend wurden ausgewihlte allosterische Modulatoren an Ms- und Ms-Wildtyp-
Rezeptoren, den Punktmutanten My Tyr—Gln und My*?*Thr—His und an der Dop-
pelmutante My!"" Tyr— Gln+*?*Thr— His untersucht. Die Affinitéiit der allosterischen Mo-
dulatoren zum freien Rezeptor wird in Form von pKa-Werten angegeben, welche durch
nichtlineare Regressionsanalyse mithilfe der Ehlert-Gleichung (siche Abschnitt er-
halten werden. Die Affinitédtskonstante der allosterischen Modulatoren zum freien Rezep-
tor (pKa) entspricht im Gegensatz zur Affinitédtskonstante der allosterischen Modulatoren
zum besetzten Rezeptor (pEC s.4iss- Wert), nicht dem Wendepunkt der Konzentrations-
Effekt-Kurve. Der Wendepunkt (zy) der durch nichtlineare Regressionsanalyse mithilfe
der Ehlert-Gleichung erhaltenen Kurven ist gegeben durch (siehe Anhang

Iy @K (KL +L)

a-Kr+L
_ _ oKi4L 1
w 10 (3.1)

Wenn ein allosterischer Modulator die [*H]NMS-Gleichgewichtsbindung nur leicht
verdndert, ist eine Kurvenanpassung an die Messwerte mit @ und K, als variable Pa-
rameter problematisch. In diesem Fall wurde K, in Gleichung durch ECg5.qiss/
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ersetzt, in der Annahme, dass o - Ko/ECqs.4iss = 1 (Raasch et al., 2002). ECy 5.4iss War
aus Dissoziationsexperimenten bekannt und die nichtlineare Regressionsanalyse ergab a.
Ka wurde anschlieend aus ECy 5.4iss /o berechnet.

Als allosterische Modulatoren wurden zwei negativ kooperative Substanzen, Dimethyl-
W84 und W84, und zwei neutrale bzw. leicht positiv kooperative Substanzen, Diallylca-
racurin V und OS-72; ausgewéhlt.

Mit Diallylcaracurin V wurden die Untersuchungen an freien Rezeptoren begonnen, da
diese Substanz im Gegensatz zu den Alkan-Bisammonium-Verbindungen stabil ist (We-
dig et al., 2002). Die Alkan-Bisammonium-Verbindungen neigen zu spontanem Zerfall
wihrend der fiir Gleichgewichtsbindungsexperimente an Ms-Wildtyp-Rezeptoren benotig-
ten Inkubationszeit von circa 24 Stunden (¢, /2 des Zerfalls von W84 in PB-Puffer: 10-14
Stunden; (Schulz, 1998)). Aus diesem Grund wurde von den drei am freien Rezeptor unter-
suchten allosterischen Modulatoren vom Alkan-Bisammonium-Typ (W84, Dimethyl-W84
und OS-72) nur die Affinitdt von W84 an M;-Wildtyp-Rezeptoren orientierend ermit-
telt. Um aussagekriftigere Untersuchungen iiber diese instabilen Modulatoren an Mj-
Rezeptoren zu erhalten, konnte die Affinitdt der Alkan-Bisammonium-Verbindungen an
freien Ms-Rezeptoren mithilfe des Agonisten [*H]Oxotremorin M erfasst werden. Da W84
und Dimethyl-W84 mit [*H]Oxotremorin M vermutlich eine sehr stark ausgeprigte ne-
gative Kooperativitiat an Ms-Rezeptoren zeigen (Grossmiiller, 2003)), konnte die notige
Inkubationszeit an Ms-Rezeptoren die Halbwertszeit des Zerfalls der beiden Substanzen

unterschreiten.

Diallylcaracurin V. In ersten Experimenten wurde die Affinitdt von Diallylcaracurin
V zu freien Mo-Wildtyp-Rezeptoren ermittelt. Es ergab sich ein pKy-Wert von 7,76. Dial-
lylcaracurin V erhdhte die Bindung von [*H|NMS leicht (pa=0,24) und zeigte damit eine
schwache positive Kooperativitat mit NMS an M,-Wildtyp-Rezeptoren (sieche Abbildung
und Tabelle[3.9)). Als néichstes wurde die Affinitéit von Diallylcaracurin V zur Punkt-
mutante My Tyr—Gln untersucht. Der Austausch der Aminosdure M,'" Tyrosin zur
korrespondierenden Aminosdure in My, Glutamin, resultierte in einer leichten Affinitéats-
steigerung von Diallylcaracurin V im Vergleich zum My-Wildtyp-Rezeptor (pKa=8,06;
siehe Tabelle . Die [*H]NMS-Bindung wurde hingegen deutlich reduziert (pa=-1,23),
so dass durch diese Mutation eine Anderung der Kooperativitét von schwach positiv zu ne-
gativ entstand. Durch den Austausch der Aminosiure My*23Threonin zur korrespondieren-
den Aminosdure in My, Histidin, ergab sich fiir Diallylcaracurin V eine leichte Affinitéats-
abnahme im Vergleich zum My-Wildtyp-Rezeptor (pKa=7,5). Die Bindung von [*H]NMS
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Abbildung 3.16: Effekte von Diallylcaracurin V auf die [PH]NMS-Bindung an Ma-Wildtyp-
Rezeptoren und an den angegebenen Rezeptormutanten

Die nichtlineare Regressionsanalyse erfolgte durch Anpassung der Parameter der Ehlert-
Gleichung an die Mefwerte. Ordinate: spezifische [PH|NMS-Bindung in Prozent der Bindung
in Abwesenheit eines Inhibitors. Abszisse: Logarithmus der Diallylcaracurin V Konzentration.
Aufgetragen sind X4 sy aus drei bis vier Versuchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind

nur gezeigt, wenn sie iiber die Grofle des Symbols hinausgehen.
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Abbildung 3.17: Effekte von Diallylcaracurin V auf die [PH]NMS-Bindung an M- und Ms-
Wildtyp-Rezeptoren und an der angegebenen Rezeptormutante

Die nichtlineare Regressionsanalyse erfolgte durch Anpassung der Parameter der Ehlert-
Gleichung an die Mefwerte. Ordinate: spezifische [*H|NMS-Bindung in Prozent der Bindung
in Abwesenheit eines Inhibitors. Abszisse: Logarithmus der Diallylcaracurin V Konzentration.
Aufgetragen sind X+ sg aus drei bis vier Versuchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind

nur gezeigt, wenn sie iiber die Gréfle des Symbols hinausgehen.
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wurde leicht reduziert (pa=-0,25). Der gleichzeitige Austausch der beiden Aminoséduren
M, Tyrosin und My*?*Threonin in der Doppelmutante My!"" Tyr— Gln+*?*Thr— His,
verursachte einen starken Affinitatsverlust von Diallylcaracurin V im Vergleich zum M-
Wildtyp-Rezeptor (pK,=6,93). Auch wurde die Bindung von [PH]NMS durch diese Mu-
tation stark reduziert (pa=-1,47) (siche Abbildung [3.17). In abschlieBenden Versuchen
wurde die Affinitét von Diallylcaracurin V zu freien M5-Wildtyp-Rezeptoren untersucht.
Hierbei ergab sich ein pKs-Wert von 5,95 und ein pa von -0,99.

0OS-72. Fiir den allosterischen Modulator OS-72 (Strukturformel siehe Abbildung
wurde wie bei Diallylcaracurin V zuerst die Affinitdt zu freien Mo-Wildtyp-Rezeptoren
ermittelt. Es ergab sich ein pKs-Wert von 8,77. Die [*H]NMS-Bindung wurde durch OS-
72 kaum beeinflufit, so dass neutrale Kooperativitiat zwischen NMS und OS-72 an M-
Wildtyp-Rezeptoren angenommen wurde (siehe Abbildung und Tabelle . Nach-
folgende Untersuchungen an der Punktmutante My'"" Tyr—Gln ergaben eine leichte Affi-
nitdtsabnahme von OS-72 im Vergleich zum M,-Wildtyp-Rezeptor (pKa=8,36; siehe Ta-
belle[3.9). Die [*'H]NMS-Bindung wurde durch diese Mutation stark reduziert (pa=-1,68).
Die neutrale Kooperativitiat an My-Rezeptoren wurde also durch Austausch der Ami-
nosiure My'""Tyrosin zur korrespondierenden Aminoséiure in M;, Glutamin, in eine ne-
gative Kooperativitit umgewandelt. Der Austausch der Aminosiure My*?3Threonin zur
korrespondierenden Aminoséure in My, Histidin, ergab eine starke Affinitdtsabnahme von
OS-72 im Vergleich zum M,-Wildtyp-Rezeptor (pKx=7,53). Die [*H]NMS-Bindung wur-
de hingegen kaum beeinflufit (pa=-0,11). Die Affinitéit von OS-72 zur Doppelmutante
M, Tyr—Gln+**Thr—His wurde ebenfalls bestimmt (siehe Abbildung [3.19). Es er-
gab sich ein pKa-Wert von 7,16. Ein Einfluss auf die [PH]NMS-Bindung durch Austausch
der beiden Aminoséuren My'"" Tyrosin und My***Threonin war ebenfalls festzustellen, die
[PH]NMS-Bindung wurde reduziert (pa=-0,96).

W84 und Dimethyl-W84. Die allosterischen Modulatoren W84 und Dimethyl-W84
zeigen in der Regel negative Kooperativitdt mit NMS an Ms-Rezeptoren. Dies ergaben
auch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen an M,-Wildtyp-Rezeptoren
(W84: pa=-0,81; Dimethyl-W84: pa=-1,04; siehe Tabelle 3.9). Fiir die Affinitét zu freien
Ms-Rezeptoren wurden pKa-Werte von 8,15 fiir W84 und 9,02 fiir Dimethyl-W84 ermit-
telt. Der Austausch der Aminosdure My!""Tyrosin zur korrespondierenden Aminosiure

in My, Glutamin, resultierte fiir beide Modulatoren in einer erheblichen Affinitdtsabnah-
me (siche Tabelle [3.9). Ebenfalls wurde die [*H]NMS-Bindung reduziert und damit die
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BINDUNGSSTELLE &1
177

Mawt M2*"7Y® Q M2*2*T® H IE'/I_2423-IY<®® S Mswt

p 7,76" 8,06 7,50" 6,93 5,95
Diallyl- P (+0,06) (+0,19) (£0,07) (+0,09) (+0,06)

caracurin

v a 0,24 -1,23 -0,25 -1,47 -0,99
P (+0,06) (£0,12) (£0,07) (+0,003) (+0,06)

p 8,77 8,36 7,53" 7,16 b

PrA (+0,05) (+0,06) (0,07) (0,08) n.p.

0S-72

a -0,04 -1,68 -0,11 -0,96 o

P (+0,05) (+0,04) (£0,07) (+0,03) n.b.

K 8,15 7,44 6,92" 6,84 5,69"
Pfa (0,12) (0,05) (0,09) (+0,06) (£0,02)

ws4a

a -0,81 2,32 -0,32 -1,01 -0,15
P (+0,08) (x0,07) (x0,09) (0,13) (£0,02)

oks 9,02 8,55 8,16 7,57 b

+0,01 +0,07 +0,06 +0,05 0.

Dimethyl- (:0,01) (:0,07) (:0,06) (:0,05)
wa4 a -1,04 2,47 -0,89 -1,61 b
P (+0,04) (+0,09) (£0,06) (+0,08) n.b.

Tabelle 3.9: Affinitit (pKa) der allosterischen Modulatoren zu den genannten Wildtyp-
Rezeptoren und Rezeptormutanten und Kooperativitdtsfaktor (pa) fiir die Interaktion mit NMS.

pKa: negativ dekadischer Logarithmus der Gleichgewichtsdissoziationskonstante der Bindung

des allosterischen Modulators an freien Rezeptoren, * mit ECq5.4iss wie im Text beschrieben

erhalten, pa: negativ dekadischer Logarithmus des Kooperativitatsfaktors, ein positiver pa-

Wert reflektiert eine Zunahme der [*H]NMS-Gleichgewichtsbindung, ein negativer pa-Wert eine
Abnahme der [PH]NMS-Gleichgewichtsbindung. Gezeigt sind X & s¢ erhalten aus zwei bis sechs

unabhéngigen Experimenten in Doppelbestimmung. n.b., nicht bestimmt.
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Abbildung 3.18: Effekte von 0S-72 auf die [*'H]NMS-Bindung an M,-Wildtyp-Rezeptoren und

den angegebenen Rezeptormutanten

Die nichtlineare Regressionsanalyse erfolgte durch Anpassung der Parameter der Ehlert-
Gleichung an die MeBwerte. Ordinate: spezifische [PH]NMS-Bindung in Prozent der Bindung
in Abwesenheit eines Inhibitors. Abszisse: Logarithmus der OS-72 Konzentration. Aufgetragen
sind X+ sz aus drei bis sechs Versuchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt,

wenn sie iiber die Grofle des Symbols hinausgehen.
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Abbildung 3.19: Effekte von OS-72 auf die [*H]NMS-Bindung an My-Wildtyp-Rezeptoren und
der angegebenen Rezeptormutante

Die nichtlineare Regressionsanalyse erfolgte durch Anpassung der Parameter der Ehlert-
Gleichung an die MeBwerte. Ordinate: spezifische [PH]NMS-Bindung in Prozent der Bindung
in Abwesenheit eines Inhibitors. Abszisse: Logarithmus der OS-72 Konzentration. Aufgetragen
sind X+ sz aus drei bis sechs Versuchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt,

wenn sie {iber die Gréfle des Symbols hinausgehen.
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Abbildung 3.20: Effekte von W84 auf die [*H]NMS-Bindung an Ma-Wildtyp-Rezeptoren und
den angegebenen Rezeptormutanten

Die nichtlineare Regressionsanalyse erfolgte durch Anpassung der Parameter der Ehlert-
Gleichung an die MeBwerte. Ordinate: spezifische [*H]NMS-Bindung in Prozent der Bindung
in Abwesenheit eines Inhibitors. Abszisse: Logarithmus der W84-Konzentration. Aufgetragen
sind X &+ s aus drei bis vier Versuchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt,

wenn sie iiber die Gréfle des Symbols hinausgehen.

negative Kooperativitit im Vergleich zum Mj-Wildtyp-Rezeptor noch verstérkt (siehe
Abbildungen [3.20| und [3.22)). Die Untersuchungen an der Punktmutante M,**3Thr—His
ergaben, dass durch Austausch von M,*?3Threonin zur korrespondierenden Aminosiure
in M5, Histidin, ein erheblich groflerer Affinitédtsverlust fiir W84 und Dimethyl-W84 im
Vergleich zum M,-Wildtyp-Rezeptor auftrat, als es beim Austausch von My!7" Tyrosin zur
korrespondierenden Aminosédure in My, Glutamin, der Fall war. Auch wurde die Affinitat
der beiden allosterischen Modulatoren zur Doppelmutante My!" Tyr—Gln+423Thr—His
bestimmt (siche Abbildungen und 3.23). Der gleichzeitige Austausch der beiden Ami-
nosiuren My!'"" Tyrosin und My*?3Threonin verursachte eine sehr starke Affinitditsabnah-
me von W84 und Dimethyl-W84 im Vergleich zum My-Rezeptor-Wildtyp. Die [PH|NMS-
Bindung wurde ebenfalls reduziert, allerdings nicht in so erheblichem Ausmafl, wie es
bei der Punktmutante My Tyr—Gln der Fall war. AbschlieBend wurde W84 trotz sei-
ner t; /o von 11h in Gleichgewichtsbindungsexperimenten an Ms-Wildtyp-Rezeptoren mit
einer Inkubationszeit von 24h untersucht. Diese Experimente sollten Anhaltspunkte ge-

ben, ob an freien Rezeptoren ebenfalls nur die beiden Aminosiduren My!'""Tyrosin und
M,*?3Threonin fiir die My/Mj;-Selektivitdt der Alkan-Bisammonium-Verbindungen ver-
antwortlich sind, so wie es an NMS-besetzten Rezeptoren der Fall ist. Die Affinitét
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Abbildung 3.21: Effekte von W84 auf die [PH]NMS-Bindung an M- und Ms-Wildtyp-
Rezeptoren und der angegebenen Rezeptormutante

Die nichtlineare Regressionsanalyse erfolgte durch Anpassung der Parameter der Ehlert-
Gleichung an die MeBwerte. Ordinate: spezifische [PH]NMS-Bindung in Prozent der Bindung
in Abwesenheit eines Inhibitors. Abszisse: Logarithmus der W84-Konzentration. Aufgetragen
sind X + sx aus drei bis vier Versuchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt,

wenn sie iiber die Gréfle des Symbols hinausgehen.

von W84 zu Ms-Wildtyp-Rezeptoren war geringer als die Affinitdt zur Doppelmutante
My " Tyr—Gln+*23Thr—His. Es trat ein Unterschied um circa ein Dekade auf (siehe Ta-
belle . Zusammenfassend kann damit festgestellt werden, dass die beiden Aminosiuren
auch an freien Rezeptoren eine Rolle spielen, hier allerdings nicht wie an NMS-besetzten
Rezeptoren fiir die My /Ms-Selektivitét vollstéindig verantwortlich sind.
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Abbildung 3.22: Effekte von Dimethyl-W84 auf die [*H|NMS-Bindung an Ma-Wildtyp-
Rezeptoren und den angegebenen Rezeptormutanten

Die nichtlineare Regressionsanalyse erfolgte durch Anpassung der Parameter der Ehlert-
Gleichung an die Mefwerte. Ordinate: spezifische [PH|NMS-Bindung in Prozent der Bindung
in Abwesenheit eines Inhibitors. Abszisse: Logarithmus der Dimethyl-W84-Konzentration. Auf-
getragen sind X £ sx aus drei bis vier Versuchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind

nur gezeigt, wenn sie iiber die Gréfle des Symbols hinausgehen.
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Abbildung 3.23: Effekte von Dimethyl-W84 auf die [*H|NMS-Bindung an Ma-Wildtyp-
Rezeptoren und der angegebenen Rezeptormutante

Die nichtlineare Regressionsanalyse erfolgte durch Anpassung der Parameter der Ehlert-
Gleichung an die MeBwerte. Ordinate: spezifische [*H]NMS-Bindung in Prozent der Bindung
in Abwesenheit eines Inhibitors. Abszisse: Logarithmus der Dimethyl-W84-Konzentration. Auf-
getragen sind X + s aus drei bis vier Versuchen in Doppelbestimmung. Streuungsbalken sind

nur gezeigt, wenn sie iiber die Gréfle des Symbols hinausgehen.
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Erorterung der Rezeptormutagenese-Befunde

Fast alle allosterischen Modulatoren zeigen die hochste Affinitat zum My-Rezeptor-Subtyp
und die niedrigste zum Ms-Rezeptor-Subtyp (Holzgrabe and Mohr, 1998; Ellis and Seiden-
berg, 2000). Daraus ergibt sich die Frage, welche Epitope des Ma-Rezeptors fiir die im Ver-
gleich zum M5-Rezeptor hohe Affinitét der allosterischen Modulatoren verantwortlich sind.
Um die subtypspezifischen Rezeptorepitope fiir die hohe Affinitét der allosterischen Modu-
latoren zum My-Rezeptor zu identifizieren, wurden Untersuchungen mit My /Ms-chiméren
Rezeptoren durchgefiihrt. Bei dieser Art chimérer Rezeptoren sind Aminoséduresequenzen
des Ms-Rezeptors durch korrespondierende Aminosauresequenzen des Ms-Rezeptors, oder

umgekehrt, ersetzt worden.

4.1.1 Befunde an NMS-besetzten Rezeptoren

In der vorliegenden Arbeit konnte durch Herstellung von Punktmutanten und deren Un-
tersuchung in Radioligandbindungsexperimenten My'""Tyrosin in der zweiten extrazel-
luldren Schleife des Ms-Rezeptors als zweites wesentliches Epitop fiir die hohe Bindungs-
affinitdt zweier strukturell verschiedener muskarinischer allosterischer Liganden am Ms-
Rezeptor, dessen orthosterische Bindungsstelle durch den muskarinischen Antagonisten
N-Methylscopolamin besetzt ist, identifiziert werden. Diese Aminosiure, zusammen mit
dem schon identifizierten My*?*Threonin am Anfang von TM7 (Buller et al., 2002), er-
kldren vollig die My /M;s-Selektivitdt an NMS-besetzten Rezeptoren fiir allosterische Mo-
dulatoren vom Alkan-Bisammonium-Typ und allosterische Modulatoren aus der Gruppe
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der Caracurin V Derivate. Der Austausch von My'""Tyrosin ergab einen erheblich stérke-
ren Verlust der Affinitit als der Austausch von My*23Threonin. So scheint My'"" Tyrosin
fiir die Bindungsaffinitdt der untersuchten allosterischen Modulatoren wichtiger zu sein
als das vorher identifizierte My*?*Threonin. Das ist allerdings kein allgemeines Phinomen,
da zum Beispiel die Affinitdt des Methyl-Analogons von Diallylcaracurin V mehr durch
den Austausch von My*?*Threonin als durch den Austausch der gesamten zweiten extra-
zelluldren Schleife, welche My' ™" Tyrosin enthélt (Buller et al., 2002) beeinflut wurde. Fiir
NMS-besetzte Rezeptoren ist die vorliegende Untersuchung die erste, die Epitope iden-
tifiziert, welche die My/Mjz-Selektivitét der oben genannten strukturell unterschiedlichen

allosterischen Liganden vollstandig erkléaren.

Erorterung der Befunde mit Dimethyl-W84 an Punktmutanten

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Punktmutanten waren im Hinblick auf Un-
tersuchungen zur My /Mj5-Selektivitét von allosterischen Modulatoren entwickelt worden
(siehe Abbildung . Lediglich die Punktmutante My'"Glu—Ala wurde zur Untersu-
chung der Basisaffinitdt hergestellt. Unter Epitopen fiir die Basisaffinitédt allosterischer
Modulatoren versteht man Aminoséuren, die zwischen Rezeptorsubtypen konserviert sind
und somit zu einer gewissen Grundaffinitdt der allosterischen Modulatoren beitragen.
M, '™ Glutamat ist innerhalb der mACh-Rezeptoren in den Subtypen M, (1\/12175G1u)7 Ms
(M3?*°Glu) und Mjs (M5'%2Glu) konserviert. An den korrespondierenden Positionen des
M;- und M,-Rezeptors liegen dagegen M;'""Glutamin und M,'¥*Glutamin vor. In der
Arbeit von Gnagey et al. (1999) wurden erste Befunde zur Basisaffinitdt an Ma- und
Mj;-Rezeptoren erhoben. In dieser Studie wurden Untersuchungen zur Affinitdt des al-
losterischen Prototypmodulators Gallamin an mACh-Rezeptoren durchgefiihrt. Die von
Leppik et al. (1994) fiir Gallamin als essentiell identifizierte My'™* ' EDGE-Sequenz
wurde eingehend untersucht. Experimente mit My/Ms-chiméren Rezeptoren brachten
das Ergebnis, dass das essentielle Epitop im Bereich der My 1EDGE-Sequenz so-
wohl im Ms-Rezeptor als auch im Ms-Rezeptor vorliegen miisste. Es wurde vermutet,
dass My!™Glutamat bzw. M5'¥?Glutamat diesen Beitrag zur Basisaffinitit an mACh-
Rezeptoren leisten. Es wurde in dieser Studie auch eine Doppelpunktmutante hergestellt,
in der die beiden in der zweiten extrazelluldren Schleife des Ms-Rezeptors nebeneinan-
derliegenden Aminosiuren M;!8! Aspartat und M5'®¥2Glutamat in die korrespondierenden
Aminosduren des M;j-Rezeptors, Glycin und Glutamin, mutiert wurden. Es resultierte
ein erheblicher Affinitédtsverlust des allosterischen Prototypmodulators Gallamin zu die-
ser Doppelmutante. Von den Autoren wurde daraus geschlossen, dass M5'®2Glutamat zur
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Basisaffinitat von allosterischen Modulatoren an Ms-Rezeptoren beitrégt.

Dimethyl-W84 zeigte bei Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit an der Punktmu-
tante My!™Glu—Ala einen Affinitéitsverlust im Vergleich zum M,-Wildtyp-Rezeptor. Der
Verlust der Affinitéit von Dimethyl-W84 durch Austausch von M,!™Glutamat zu Alanin
weist darauf hin, dass diese Aminoséure ein Epitop fiir die Basisaffinitéit von Dimethyl-
W84 an Ms-Rezeptoren darstellen konnte. Um eine klarere Aussage zur Beteiligung der
Aminosdure Glutamat an der Basisaffinitat von allosterischen Modulatoren an Ms- und
M;-Rezeptoren treffen zu konnen, wiren Untersuchungen an einer Punktmutante sinnvoll,
in der M5'%2Glutamat gegen das neutrale Alanin ausgetauscht ist.

Erorterung der Befunde mit Dimethyl-W84 an Riickmutanten

Die inverse Substitution der Aminosiure M,'" Tyrosin in den Ms-Rezeptor fithrte zu einer
Affinitatssteigerung von Dimethyl-W84 zu dieser Mutante im Vergleich zum Mj;-Wildtyp-
Rezeptor (siehe Tabelle . Die Einfithrung von beiden essentiellen Aminoséduren des
Ms-Rezeptors, My Tyrosin und My*23Threonin, an den korrespondierenden Positionen
des Mjs-Rezeptors brachte ebenfalls einen Affinitdtsgewinn von Dimethyl-W84 im Ver-
gleich zum M;-Wildtyp-Rezeptor. Das Affinitétsniveau des Ma-Rezeptors wurde allerdings
nicht erreicht. Dies war auch kaum zu erwarten. Denn die Effektivitdt der eingefiigten
Aminoséure kann von der Konformation des Rezeptors, in welchen sie eingebracht wird,
abhédngen. Im vorliegenden Fall war der Grund fiir den geringen Affinitdtsgewinn im kon-
formativen Unterschied zwischen der zweiten extrazellularen Schleife des My-Rezeptors
und der zweiten extrazelluldren Schleife des M5-Rezeptors zu suchen. Denn Untersuchun-
gen an einer Rezeptormutante, in der die komplette zweite extrazellulare Schleife des M-
Rezeptors und die einzelne Aminosiure My?**Threonin in den Ms-Rezeptor eingebracht
wurden, ergaben fiir Dimethyl-W84 eine Affinitdtskontante an dieser Rezeptormutante
annahernd gleich der am M,-Wildtyp-Rezeptor (Buller, 2002). Durch den kompletten
Austausch der zweiten extrazellularen Schleife wurde der Unterschied zwischen den Kon-
formationen der zweiten extrazellularen Schleifen des Ms- und des Ms-Rezeptors nicht
sichtbar. Eine Erkldrung fiir den schwachen Affinitdtsgewinn von Dimethyl-W84 an der
Doppelriickmutante My Gln—Tyr + 4"®His—Thr liegt wohl in der Aminosiure Prolin
in der zweiten extrazellularen Schleife des Ms-Rezeptors. Prolin ist eine Aminoséure mit
strukturbrechenden Eigenschaften (MacArthur and Thornton, 1991) und es ist dadurch
sehr wahrscheinlich, dass die zweite extrazellluldre Schleife des Ms-Rezeptors eine andere
Konformation besitzt als die des My-Rezeptors. So konnte Ms!™Prolin zu einer ungiinsti-
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geren Orientierung des eingesetzten Tyrosin in Position 184 beitragen. Das Einbringen
dieser einzelnen Aminoséiure des My-Rezeptors in die konformativ abweichende Schleife
des Ms-Rezeptors wiirde daher zu keiner effektiven Ausnutzung der eingebrachten essen-
tiellen Aminosdure durch den allosterischen Modulator fithren kénnen.

Erorterung der Befunde mit Diallycaracurin V an Riickmutanten

Die Einfithrung der im Ms-Rezeptor als essentiell fiir die Affinitéit von Diallylcaracurin V
identifizierten Aminoséuren My'""Tyrosin und My*?*Threonin in die korrespondierenden
Positionen des Ms-Rezeptors resultierte in einer Affinitdtszunahme von Diallylcaracurin
V im Vergleich zum M5-Wildtyp-Rezeptor. Das Affinitédtsniveau des My-Rezeptors wurde
allerdings wie bei Dimethyl-W84 nicht erreicht. Das deutete sich schon durch die feh-
lende Affinititszunahme von Diallylcaracurin V an der Riickmutante M5'¥GIn—Tyr im
Vergleich zum Ms-Rezeptor an. Wie oben fiir Dimethyl-W84 diskutiert, war die Art der
Prisentation der Aminosiaure My'" Tyrosin im Mj-Rezeptor anscheinend nicht optimal
fiir die rigide Substanz Diallylcaracurin V. Dimethyl-W84 konnte sich als flexibler al-
losterischer Modulator moéglicherweise etwas besser an die verdnderte Présentation der
eingefithrten Aminoséure anpassen, wiahrend bei Diallycaracurin V dieser mogliche Haft-

punkt durch die ungiinstige Prasentation anscheinend vollig ungenutzt blieb.

4.1.2 3D-Modell eines NMS-besetzten Ms-Rezeptors

Von Johren und Hoéltje (2002) wurde ein dreidimensionales Modell des NMS-besetzten
Msy-Rezeptors entwickelt. Dieses Modell wurde von der Kristallstruktur des Rinder-
Rhodopsins im inaktivierten Zustand (Palczewski et al., 2000 abgeleitet. Demzufolge
sollten die transmembrandren Doménen in der gleichen Position sein, als ob sie durch
einen orthosterischen Antagonisten stabilisiert wéren. Auf der Basis der Befunde der vor-
liegenden Arbeit konnte ein Alloster/Orthoster/Rezeptor-Modell erstellt werden. Um den
terndren Komplex zu modellieren, der fiir allosterische Interaktionen charakteristisch ist,
wurde Diallylcaracurin V in den Eingang der Ligandbindungstasche eingebracht. In Ab-
bildung ist dieser Alloster/Orthoster/Rezeptor-Komplex dargestellt. Die beiden essen-
tiellen Aminosduren sind in griin hervorgehoben. Tyrosin geht mit einem aromatischen
Ring des Diallycaracurin V eine w-m-Interaktion ein. Threonin hingegen bildet mit ei-
nem Ethersauerstoff des Diallylcaracurin V eine Wasserstoff-Briickenbindung. Die beiden
durch Mutagenese-Befunde identifizierten Aminosiuren My!" Tyrosin und M,*?3Threonin
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4.1. ERORTERUNG DER REZEPTORMUTAGENESE-BEFUNDE 91

stellen dem Modell zufolge also spezifische Haftpunkte fiir den allosterischen Modulator
Diallylcaracurin V.am NMS-besetzten Ms-Rezeptor dar und sind nicht allgemein kon-
formationsgebend in Richtung einer optimal geformten allosterischen Bindungsstelle fiir
Diallylcaracurin V. Die zwei quartdaren Stickstoff-Atome des Diallylcaracurin V sind in
zwei Bindungstaschen eingebettet. Die erste besteht aus den Aminosiuren My!?Ala, 23Val,
2Glu, °Tle und ®Val, und die zweite Bindungstasche wird durch My'Met, 5Asn, "°Thr,
11Val und 4'"Ile gebildet. Die positiven Ladungen der beiden quartiren Stickstoff-Atome,
die auf die umgebenden aliphatischen Kohlenstoffatome verteilt sind, gehen mit der ne-
gativ geladenen Aminosdure ?2Glu bzw. der polaren Aminosiure 5Asn Wechselwirkun-
gen ein. Mit Ausnahme der drei nahe dem N-terminus lokalisierten Aminosiuren (!Met,
6Asn und '?Ala) liegen die Aminosiuren, die diese Bindungstaschen formen, in Regio-
nen des Rezeptors, die in erheblichem Ausmafl innerhalb der Familie der muskarinischen
Acetylcholin-Rezeptoren konserviert sind. Diese Regionen konnten einen Beitrag zur Ba-
sisaffinitdt von allosterischen Modulatoren an mACh-Rezeptoren leisten. Die Existenz
solcher konservierter Regionen innerhalb der mACh-Rezeptoren wurde schon von Ellis
(1997) postuliert. In jener Arbeit wurde vermutet, dass allosterische Modulatoren an al-
len mACh-Rezeptor-Subtypen in dhnlicher Orientierung mit einer Basisaffinitéit binden
und die Subtypselektivitit durch zusétzliche subtypspezifische Rezeptor-Epitope erzeugt
wird.

Eine durchgefiihrte Molekiildynamik-Simulation am Modell des Diallycaracurin
V/NMS/M,-Rezeptor-Komplexes ergab, dass der aromatische Ring von My!""Tyrosin eine
Aufwiartsbewegung in Richtung des allosterischen Modulators durchfiithrt. Dadurch nahert
sich der aromatische Ring von My'""Tyrosin dem angrenzenden aromatischen Ring des
allosterischen Liganden Diallylcaracurin V. Als Folge dieses ““induced fit " wird der freie
Raum zwischen der orthosterischen und der allosterischen Bindungsstelle geschlossen und
NMS in der orthosterischen Bindungsstelle gefangen. Bei Mutation von My!""Tyrosin
zur korrespondierenden Aminosiure in Ms, Glutamin, ergibt sich keine Anderung der
Konformation der allosterischen Bindungsstelle im Vergleich zum M,-Wildtyp-Rezeptor.
In dieser Rezeptor-Mutante erfolgt allerdings nach Bindung von Diallylcaracurin V eine
Abwartsbewegung von Glutamin, d.h eine Bewegung in die entgegengesetzte Richtung
verglichen mit der Bewegung des Tyrosin im My-Wildtyp-Rezeptor. Diese Abwiértsbewe-
gung von Glutamin ist mit einem erheblichen Verlust von Interaktionsenergie verbunden.
Auch die Mutation von Threonin zur korrespondierenden Aminosédure in My, Histidin
wurde modelliert. Threonin ist sehr nah an einem der Ether-Sauerstoffe von Diallylcara-
curin V lokalisiert. Durch die Mutation zu Histidin wandelt sich die Interaktionsenergie
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92 KAPITEL 4. DISKUSSION

Abbildung 4.1: Modell des Diallycaracurin V/NMS/Ms-Rezeptor-Komplexes

Blick von der Membran. Farbkodierung: Protein: Helices rot, ol and N-terminus grau, o2 cyan,
My!72=15EDGE griin, 03 gelb, Disulfid-Briicke magenta, orthosterische Bindungsstelle blau,
freies Volumen graues Gitter. Ma!""Tyr / M2??*Thr: Kohlenstoff griin, Stickstoff dunkelblau,
Sauerstoff rot, Wasserstoff weil. NMS / Diallylcaracurin V: Kohlenstoff weif, Stickstoff
dunkelblau, Sauerstoff rot, Wasserstoff cyan.
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von anziehenden Kréften in abstolende um. Zusammengefasst stimmen diese Resultate
mit den experimentellen Befunden iiberein, d.h. der Verlust der Bindungsaffinitit von
Diallylcaracurin V ist groBer beim Austausch von M,'""Tyrosin zu Glutamin als beim
Austausch von My*?*Threonin zu Histidin.

In das Modell wurde ebenfalls die Alkan-Bisammonium-Verbindung W84 eingebracht und
eine Molekiildynamik-Simulation durchgefiihrt (Raasch, 2003). Dabei wurden die experi-
mentellen Befunde bestétigt. Die Alkan-Bisammonium-Verbindung W84 und das rigide
Diallylcaracurin V interagieren, obgleich strukturell vollig verschieden, mit den gleichen

zwei Epitopen: My!""Tyrosin und My*23Threonin.

4.1.3 Epitopabhingigkeit der Kooperativitit mit N-
Methylscopolamin

Das terndre Modell allosterischer Interaktionen beschreibt die unterschiedlichen Bin-
dungsmoglichkeiten von orthosterischen Liganden und allosterischen Liganden am Re-
zeptor. In dieser Arbeit wurde die Affinitéit der allosterischer Modulatoren zum freien
und zum NMS-besetzten Rezeptor mit dem Orthoster [PH]NMS als Sonde bestimmt. Das
Verhéltnis zwischen der Affinitdtskonstanten des Allosters am freien Rezeptor (pKa-Wert)
und der Affinitdtskonstanten am NMS-besetzten Rezeptor (pECy 5.4iss- Wert) ergibt die
Kooperativitit der Interaktion. Ist die Affinitéit des Allosters zum freien Rezeptor grofler
als zum NMS-besetzten Rezeptor (pKa > pECy 5.4iss) liegt negative Kooperativitit vor.
Positive Kooperativitat ergibt sich, wenn das Alloster eine groflere Affinitdt zum NMS-
besetzten Rezeptor als zum freien Rezeptor aufweist (pECq 5.4iss > pKa). Ist die Affinitét

zu beiden Rezeptorzustinden gleich, spricht man von neutraler Kooperativitét.

Diallylcaracurin V. In Abbildung ist die Affinitdt von Diallylcaracurin V zu frei-
en Rezeptoren in Form offener Balken und die Affinitdt zu NMS-besetzten Rezeptoren
in Form geschlossener Balken aufgetragen. Am M,-Wildtyp-Rezeptor war die Affinitét
von Diallylcaracurin V zu NMS-besetzten Rezeptoren etwas hoher als an freien M-
Rezeptoren. Damit verhielt sich Diallylcaracurin V mit NMS an M,-Wildtyp-Rezeptoren
schwach positiv kooperativ. Durch Mutation der Aminosiure My!'""Tyrosin zur korre-
spondierenden Aminoséure in My, Glutamin, wurde die Affinitdt von Diallylcaracurin V
zu NMS-besetzten Rezeptoren stark reduziert, wohingegen die Affinitét an freien Rezep-
toren sich nicht signifikant veréinderte. Durch Austausch dieser Aminosédure verdnderte
sich die schwach positive Kooperativitdt an Ms-Wildtyp-Rezeptoren in eine deutliche

93



94

KAPITEL 4. DISKUSSION

S.

9__
n.s. n.s.

ll L1 pK,

T . pECO,S;diss
8__

\4

7__
6__ T
5

M,wt

M, Tyr—»GIn  M,**Thr—His M,"”’Tyr—GIn

+*2Thr—His

M.wt

Abbildung 4.2: Affinitdt von Diallycaracurin V zu freien und zu NMS-besetzten Rezeptoren

pKa-Werte fiir die Affinitéit von Diallylcaracurin V zu freien Rezeptoren (offene Balken) und

PECy 5.diss- Werte fiir die Affinitét von Diallylcaracurin V zu NMS-besetzten Rezeptoren (schwar-

ze Balken); s., signifikant verschieden; n.s., nicht signifikant verschieden

94



4.1. ERORTERUNG DER REZEPTORMUTAGENESE-BEFUNDE 95

negative Kooperativitit. Durch Austausch der Aminosiure M,*?3Threonin gegen die kor-
respondierende Aminoséure in Ms, Histidin, wurde die Affinitdt von Diallylcaracurin V
zu freien Rezeptoren und zu NMS-besetzten Rezeptoren reduziert. Die Kooperativitét
wurde durch Austausch dieser Aminoséure fast nicht beeinflufit. An der Doppelmutante
My " Tyr—Gln+*?*Thr—His ergab sich ein #hnliches Muster wie bei der Punktmutante
M, " Tyr—Gln: die Affinitit zum freien Rezeptor war groBer als die Affinitéit zum NMS-
besetzten Rezeptor. Es lag damit negative Kooperativitat zwischen Diallycaracurin V und
NMS an der Doppelmutante vor. Die absoluten Werte der Affinitdtskonstanten waren al-
lerdings niedriger als bei der Punktmutante My'"" Tyr—Gln, offenbar weil der Austausch
von My*?3Threonin durch Histidin ebenfalls einen Beitrag zum Affinitétsverlust von Di-
allylcaracurin V leistete, jedoch die Kooperativitat nicht beeinflufite. Am Mj;-Wildtyp-
Rezeptor wies Diallylcaracurin V eine groflere Affinitat zu freien als zu NMS-besetzten
Rezeptoren auf, so dass Diallylcaracurin V mit NMS an Mjs-Rezeptoren eine schwach
negative Kooperativitit, wie an der Punktmutante My*?*Thr—His zeigte.

OS-72. In Abbildung sind die Verhéltnisse fiir OS-72 dargestellt. OS-72 besafl an
freien und NMS-besetzten Mo-Wildtyp-Rezeptoren die gleiche Affinitét: neutrale Koope-
rativitdt. Durch Mutation der Aminoséure My'""Tyrosin zur korrespondierenden Ami-
nosaure in Ms, Glutamin, reduzierte sich die Affinitdt von OS-72 zum NMS-besetzten
Rezeptor erheblich, wihrenddessen sich die Affinitdt zur freien Punktmutante im Ver-
gleich zum M,-Wildtyp-Rezeptor kaum #nderte. Es ergab sich dadurch eine Anderung
der Kooperativitiat zwischen OS-72 und NMS von neutral kooperativ zu stark negativ
kooperativ. Der Austausch der Aminosiure My*?3Threonin gegen die korrespondierende
Aminosédure in Mj, Histidin, resultierte in einer Affinitatsreduktion zu freien und NMS-
besetzten Rezeptoren in gleichem Ausmafl. Die Kooperativitdt blieb dementsprechend im
Vergleich zum M,-Wildtyp-Rezeptor unverdndert. Durch gleichzeitigen Austausch beider
Aminosiuren, My Tyrosin und My*?*Threonin, wurde die Affinitéit von OS-72 zu NMS-
besetzten Rezeptoren starker reduziert als zu freien Rezeptoren. OS-72 zeigte damit an
der Doppelmutante negative Kooperativitat mit NMS. Wie schon fiir Diallylcaracurin V,
beruhte offenbar diese Anderung der Kooperativitiit zwischen OS-72 und NMS an der

Doppelmutante allein auf dem Verlust der Aminosiure My  Tyrosin.

W84 und Dimethyl-W84. Die beiden allosterischen Modulatoren vom Alkan-
Bisammonium-Typ zeigten an My-Wildtyp-Rezeptoren negative Kooperativitat mit NMS,
d.h. die Affinitét zu freien Rezeptoren war grofier als zu NMS-besetzten Rezeptoren (sie-
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Abbildung 4.3: Affinitdt von OS-72 zu freien und zu NMS-besetzten Rezeptoren
pKa-Werte fiir die Affinitéit von OS-72 zu freien Rezeptoren (offene Balken) und pECj 5.diss-
Werte (aus A.Raasch, 2003) fiir die Affinitéit von OS-72 zu NMS-besetzten Rezeptoren (schwarze
Balken); s., signifikant verschieden
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Abbildung 4.4: Affinitdt von W84 zu freien und zu NMS-besetzten Rezeptoren
pKa-Werte fiir die Affinitdt von W84 zu freien Rezeptoren (offene Balken) und pECj s.qiss-
Werte (aus A.Raasch, 2003) fiir die Affinitét von W84 zu NMS-besetzten Rezeptoren (schwarze
Balken); s., signifikant verschieden; n.s., nicht signifikant verschieden;

he Abbildung und . Durch die Mutation von My'""Tyrosin zur korrespondieren-
den Aminosédure in Ms, Glutamin, wurde die Affinitdt von W84 und Dimethyl-W84 zu
NMS-besetzten Rezeptoren stérker reduziert als die Affinitdt zu freien Rezeptoren. Die
Kooperativitit der beiden Modulatoren mit NMS an der Punktmutante My'" Tyr—GIn
war dementsprechend stirker negativ als an M,-Wildtyp-Rezeptoren. Durch den Aus-
tausch der Aminosiure My*?*Threonin gegen die korrespondierende Aminosiure in Ms,
Histidin, nahm die Affinitdt von W84 und Dimethyl-W84 zu freien Rezeptoren stéirker ab
als die Affinitdt zu NMS-besetzten Rezeptoren. Die negative Kooperativitiat blieb aller-
dings erhalten. Die Affinitdtskonstanten von W84 und Dimethyl-W84 waren an der freien
Doppelmutante My'™ Tyr—Gln+*2Thr—His erheblich grofier als an der NMS-besetzten:
negative Kooperativitit. Diese war offenbar allein durch die Mutation der Aminosaure
M, Tyrosin zu Glutamin bedingt; denn der Austausch von My*?*Threonin zu Histidin
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Abbildung 4.5: Affinitdt von Dimethyl-W84 zu freien und zu NMS-besetzten Rezeptoren
pKa-Werte fiir die Affinitdt von Dimethyl-W84 zu freien Rezeptoren (offene Balken) und
PECy 5.4iss- Werte fiir die Affinitét von Dimethyl-W84 zu NMS-besetzten Rezeptoren (schwar-
ze Balken); s., signifikant verschieden; n.s., nicht signifikant verschieden
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reduzierte die Affinitdt zu freien und NMS-besetzten Rezeptoren in dhnlichem Ausmaf,
wahrenddessen der Verlust von Tyrosin die Affinitdt von W84 bzw. Dimethyl-W84 zu
NMS-besetzten Rezeptoren sehr stark reduzierte, die Affinitat zu freien Rezeptoren aber
nur in geringem Mafl beeinflufite. Am Ms-Wildtyp-Rezeptor wies W84 eine groflere Affi-
nitat zu freien als zu NMS-besetzten Rezeptoren auf, so dass wie auch fiir Diallylcaracurin
V beobachtet eine schwach negative Kooperativitdat mit NMS an Mj-Rezeptoren vorlag.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass fiir alle vier allosterischen Modula-
toren eine etwa gleiche Kooperativitit an Ms-Rezeptoren und an der Punktmutante
My*?3Thr—His vorlag, da der Verlust der Aminosiure My*?*Threonin die Affinitéit an frei-
en und NMS-besetzten Rezeptoren in dhnlichem Ausmafl reduzierte. Die Kooperativitét
wurde durch Austausch der Aminosiure M,!" Tyrosin fiir die an My-Rezeptoren leicht
positiv bzw. neutral kooperativen Modulatoren negativ und fiir die an Ms-Rezeptoren
negativ kooperativen Modulatoren deutlich stiarker negativ. Die Affinitéit zu freien Rezep-
toren dnderte sich durch Mutation von My!""Tyrosin zu Glutamin in geringem Ausma$, so
dass diese Aminosdure am freien Rezeptor ein weniger wichtiges Epitop darstellte. Mogli-
cherweise ist die mithilfe des NMS-besetzten Ms-Rezeptormodells beschriebene Aufwérts-
bewegung von Tyrosin in Richtung des allosterischen Modulators am freien Rezeptor nicht
moglich. Dies kénnte zu einer ungiinstigeren Prasentation von Tyrosin fithren im Vergleich
zum NMS-besetzten Rezeptor. Ein Modell fiir den freien Ms-Rezeptor konnte diese Frage
moglicherweise klaren. Jedoch miifite bei einer Modellierung des freien Rezeptors beriick-
sichtigt werden, dass inaktive und aktive Zustéinde nebeneinander bestehen kénnen.

Am M;5-Rezeptor zeigten Diallylcaracurin V und Dimethyl-W84 eine weniger stark ausge-
prigte negative Kooperativitit als an der Doppelmutante My'"" Tyr—GIn+**Thr— His;
denn die Affinitét zu freien Ms-Rezeptoren war deutlich geringer ausgeprégt als zur freien
Doppelmutante, die Affinitat zu NMS-besetzten Rezeptoren aber gleich. Damit ist es sehr
wahrscheinlich, dass der My-Rezeptor ein Epitop besitzt, welches nur am freien, aber nicht
am NMS-besetzten Rezeptor genutzt wird und dass dieses zusétzliche Epitop zusammen
mit My'" Tyrosin und My*?3Threonin die M, /M;5-Selektivitit an freien Rezeptoren er-
klart.

Ein Ansatz fiir die Suche dieses zusétzlichen Epitopes wiren Gleichgewichtsbindungsex-
perimente mit chiméren Rezeptoren, in denen jeweils die erste, zweite oder dritte extrazel-
luldre Schleife des My-Rezeptors gegen die korrespondierende Schleife des Ms-Rezeptors
ausgetauscht wiirde. Nach Identifizierung der relevanten extrazelluldren Schleife wére ei-
ne Aufteilung der extrazelluldren Schleife in mehrere Sequenzen aus sechs bis acht Ami-
nosduren und anschlieender Mutation dieser kurzen Sequenzen zu den Kkorrespondie-
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renden Mj-Sequenzen angebracht, um eine Eingrenzung auf kleinere Rezeptorepitope zu
erreichen. Innerhalb eines als relevant identifizierten kleineren Rezeptorepitopes konnten
schliefllich mithilfe von Punktmutationen die essentiellen Aminoséuren ermittelt werden.

Letztendlich kann festgehalten werden, dass in dieser Arbeit erstmalig die Ms/Ms5-
Selektivitdt der Alkan-Bisammonium-Verbindung Dimethyl-W84 und des Caracurin V
Derivates Diallylcaracurin V. an NMS-besetzten Rezeptoren vollstindig auf zwei Ami-
nosiuren zuriickgefiihrt werden konnte: My!'""Tyrosin innerhalb der zweiten extrazel-
luliiren Schleife und My*?3Threonin am Beginn der siebenten transmembraniren Doméne
des Ms-Rezeptors. Auf der Basis dieser experimentellen Daten wurde ein dreidimensiona-
les Modell des Diallylcaracurin V/NMS/Ma-Rezeptor-Komplexes entwickelt, aus welchem
hervorgeht, dass die beiden mithilfe von Mutagenese identifizierten Aminosiuren spezifi-
sche Haftpunkte fiir den allosterischen Modulator Diallycaracurin V darstellen und nicht
nur allgemein konformationsgebend fiir die allosterische Bindungsstelle sind. Auch wurde
die Rolle der beiden Aminoséuren im Hinblick auf die My/M;-Selektivitat allosterischer
Liganden an freien Rezeptoren untersucht. Hier trigt das Aminosiurepaar My!"" Tyrosin
und M,*23Threonin ebenfalls zur Bindungsaffinitit der untersuchten Modulatoren bei,
kann aber die My/Ms-Selektivitét nicht komplett erklaren. An freien Rezeptoren scheint
ein weiteres Epitop des Ms-Rezeptors zur Affinitdt der Modulatoren beizutragen, dass an
NMS-besetzten Rezeptoren keine Rolle spielt.

Die Aminosidure My'""Tyrosin verliert ihre Relevanz als Bindungsepitop fiir die unter-
suchten allosterischen Modulatoren, sobald der My-Rezeptor nicht mehr mit NMS besetzt
ist. Am NMS-besetzten Rezeptor hingegen stellt M,!""Tyrosin fiir alle untersuchten al-
losterischen Modulatoren ein essentielles Bindungsepitop dar. Da die Kooperativitéit der
Interaktion mit NMS durch das Verhéltnis zwischen den Affinitdtskonstanten des Modu-
lators am freien und am NMS-besetzten Rezeptor definiert ist, fithrte der Austausch der
Aminosiure My!'""Tyrosin gegen die korrespondierende Aminosiure des Ms-Rezeptors,

Glutamin, zu einer Anderung der Kooperativitét aller vier untersuchten Substanzen mit
NMS.
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Kapitel 5
Zusammenfassung

Muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren weisen neben der orthosterischen Bindungsstel-
le eine zweite, allosterische, Bindungsstelle auf. Alle fiinf Muskarin-Rezeptor-Subtypen
konnen allosterisch moduliert werden. Interessanterweise zeigen fast alle bekannten allo-
sterischen Modulatoren die hochste Affinitdt zum Ms-Rezeptor-Subtyp und die niedrigste
Affinitdt zum Mjs-Rezeptor-Subtyp.

Fiir allosterische Modulatoren vom Alkan-Bisammonium-Typ (zum Beispiel W84 und
Dimethyl-W84) und allosterische Liganden aus der Gruppe der Caracurin V Derivate
(darunter Diallylcaracurin V) sind bislang zwei Epitope identifiziert worden, die fiir die
My /M;5-Selektivitdt an NMS-besetzten Rezeptoren verantwortlich sind: eine einzelne Ami-
nosiure am Beginn der siebenten transmembraniren Domiine, My*?*Thr (Buller et al.,
Mol Pharmacol, 61:160-168), und eine Sequenz aus sechs Aminosiuren, My~ 1""Glu-
Asp-Gly-Glu-Cys-Tyr, im Bereich der zweiten extrazelluldren Schleife (Buller, Dissertati-
onsschrift, Math.-Nat. Fakultéit, Universitdt Bonn, 2002) des Ma-Rezeptors.

Ziel dieser Arbeit war die Eingrenzung des Epitopes aus sechs Aminosauren in der zweiten
extrazelluldren Schleife auf moglichst eine einzelne Aminosaure. Dazu wurden My /M;-
chimére Punktmutanten hergestellt und zusammen mit Ms- und M;5-Wildtyp-Rezeptoren
transient in COS 7-Zellen exprimiert. Die Bestimmung der Affinitdt des jeweiligen
allosterischen Modulators zum entsprechenden Wildtyp-Rezeptor bzw. Rezeptormutante
erfolgte in kinetischen Bindungsstudien in Form von Dissoziationsexperimenten mit dem
orthosterischen Radioliganden [*H]N-Methylscopolamin ([*H]NMS). Der Vorteil dieser
Experimente am [PH]NMS-besetzten Rezeptor bestand in ausschlieBlicher Beobachtung
allosterisch vermittelter Effekte. Die konzentrationsabhéngigen Effekte des allosterischen
Modulators auf die [*PH]NMS-Dissoziation spiegelten dessen Besetzung der allosterischen
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Bindungsstelle und damit dessen Affinitat zum NMS-besetzten Rezeptor wider.

Mithilfe der Ms,/Ms-chiméren Punktmutanten konnte M,'7"Tyrosin als relevante
Aminosiure innerhalb der My~ 177 Glu-Asp-Gly-Glu-Cys-Tyr-Sequenz in der zwei-
ten extrazelluliren Schleife identifiziert werden. Um zu priifen, ob My'""Tyrosin und
M,*23Threonin allein die My /M;-Selektivitit der untersuchten allosterischen Modulatoren
bedingen, wurde eine Doppelmutante hergestellt, in der sowohl die bereits als essentiell
identifizierte Aminosiaure My*?3Threonin als auch die gerade identifizierte Aminosiure
M, " Tyrosin zu den korrespondierenden Aminosiuren des Ms-Rezeptors, His und Gln,
mutiert wurden. Durch die Untersuchungen an der Doppelmutante wurde bestétigt, dass
My " Tyrosin zusammen mit My*?3Threonin die M, /M;5-Selektivitit der untersuchten
allosterischen Modulatoren an NMS-besetzten Rezeptoren vollstandig erklart.

An die Untersuchungen zur Epitopabhingigkeit der allosterischen Modulatoren an
NMS-besetzten Rezeptoren schlossen sich Experimente an freien Rezeptoren an. Durch
diese Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass M,'""Tyrosin im Gegensatz zu
My**Threonin am freien Rezeptor kaum ein Rolle fiir die Affinitéit der allosterischen
Modulatoren spielt. Die Mjy/M;-Selektivitiat der allosterischen Modulatoren an freien
Rezeptoren konnte nicht vollstdndig durch diese beiden Aminoséduren erkléirt werden.
Ein zusétzliches, noch unbekanntes Epitop des Ms-Rezeptors, das am NMS-besetzten
Rezeptor nicht zur Alloster-Bindung beitrégt, ist sehr wahrscheinlich fiir die Affinitét
der allosterischen Modulatoren an freien My-Rezeptoren mit verantwortlich.
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Anhang A

Ergebnisse orientierender
Mutageneseuntersuchungen

A.1 Epitopabhingigkeit des allosterischen Modula-

tors Gallamin

Gallamin (Strukturformel siehe Abbildung ist der bisher am haufigsten untersuchte
allosterische Modulator. 1976 fanden Clark und Mitchelson in funktionellen Experimen-
ten an My-Rezeptoren aus isolierten Meerschweinchenherzen, dass Gallamin an muska-
rinischen Rezeptoren auf eine nicht kompetitive Art und Weise interagiert. Einige Jah-
re spiter beschrieben Stockton et al. (1983) als erste die Existenz einer allosterischen
Bindungsstelle fiir Gallamin und postulierten das terndre Modell allosterischer Interak-
tionen. 1994 identifizierten Leppik und Mitarbeiter wichtige Epitope fiir die Affinitéat
von Gallamin an Ms-Rezeptoren. In dieser Arbeit wurde die saure Aminoséduresequenz
M2~ 175 Glu-Asp-Gly-Glu (EDGE) durch die korrespondierende neutrale Aminoséurese-
quenz des M;-Rezeptors Leu-Ala-Gly-GIn (LAGQ) ersetzt. Diese Mutation verringerte
die Affinitdt von Gallamin um 0,8 Dekaden. Daraus schlossen die Autoren, dass die saure
Aminosiuresequenz My 'EDGE ein wichtiges Epitop fiir die Affinitéit von Gallamin
an May-Rezeptoren darstellt. Gnagey et al. (1999) reproduzierten die Ergebnisse von Lep-
pik und entdeckten ein zusétzliches wichtiges Epitop fiir die Affinitdt von Gallamin am
Ms-Rezeptor: My*? Asparagin im Bereich der dritten extrazelluliren Schleife. Im Rah-
men der vorliegenden Arbeit sollte die Frage geklidrt werden, welche der Aminoséduren
der My~ 1EDGE-Sequenz fiir die Affinitit von Gallamin an NMS-besetzten Rezep-
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Abbildung A.1: Strukturformel des allosterischen Modulators Gallamin

toren verantwortlich ist. Dafiir wurden Untersuchungen an My-Wildtyp-Rezeptoren und
den Punktmutanten My'"™Glu—Ala, My Asp—Leu und My!"™Glu— Ala vorgenommen.
Die Experimente im Rahmen dieser Arbeit wurden unter den gleichen Versuchsbedingun-
gen wie bei Gnagey et al. (1999) durchgefiihrt. In ersten Versuchen wurden die Effekte
von Gallamin an My-Wildtyp-Rezeptoren untersucht und die erhaltenen Kurvenverldufe
mit denen von Gnagey et al. (1999) publizierten verglichen. Dazu wurden die Parameter
PEC 5.diss; MAX und MIN aus Gnagey et al. (1999) entnommen und die aus diesen Daten
erhaltenen Kurven aufgetragen. Diese und die eigenen Kurven waren deckungsgleich, so
dass eine unmittelbare Vergleichbarkeit der in dieser Arbeit erhobenen Befunde mit denen
von Gnagey et al. (1999) gewéhrleistet war. In Abbildung sind die Effekte von Gal-
lamin am M,-Wildtyp-Rezeptor und an der Mutante My'™?~'"EDGE—LAGQ - erstellt
mit den Parametern von Gnagey et al. (1999) - aufgetragen und zusétzlich die in der vor-
liegenden Arbeit ermittelten Effekte von Gallamin am M,-Wildtyp-Rezeptor dargestellt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen an den Punktmutanten My!"™2Glu—Ala,
M, Asp—Leu und My'™Glu—Ala sind in Abbildung dargestellt. Die allosterische
Wirksamkeit (pECy 5.4iss) von Gallamin am My-Wildtyp-Rezeptor bzw. Rezeptormutanten
und die weiteren Kenndaten der Kurven, d.h. Steigungsmaf (ng) und unteres Plateau der
Kurve (MIN), sind in Tabelle aufgefiihrt. Sowohl durch Mutation von My!'™?Glutamin
zu Alanin als auch durch die Mutation von My'™Glutamin zu Alanin wurde die Af-
finitdt von Gallamin im Vergleich zum My-Wildtyp-Rezeptor reduziert. Der Austausch
von My Aspartat zu Leucin lie hingegen die Affinitit von Gallamin unbeeinflusst. Von
den drei sauren Aminosiuren der M, 'EDGE-Sequenz sind damit zwei fiir die Af-
finitdt von Gallamin an NMS-besetzten Ms-Rezeptoren verantwortlich: My!™Glutamin
und M, Glutamin.
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Abbildung A.2: Effekte von Gallamin an NMS-besetzten Ms-Rezeptoren und an der angege-
benen Rezeptormutante

Effekte von Gallamin auf die Dissoziation von [PH]NMS an M,-Wildtyp-Rezeptoren (Ergeb-
nis aus der vorliegenden Arbeit und Kurve aufgetragen nach den Daten von Gnagey et al.,
1999) und an dem chiméren Rezeptor My~ 1"EDGE—LAGQ (ebenfalls aufgetragen nach den
Daten von Gnagey et al., 1999). Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante der [*H]NMS-
Dissoziation in Prozent des Kontrollwertes in Abwesenheit von Gallamin. Abszisse: Logarithmus
der Gallamin-Konzentration. Aufgetragen sind X 4 s aus jeweils drei Versuchen in Doppelbe-

stimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt, wenn sie iiber die Gréfle des Symbols hinausgehen.
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Abbildung A.3: Effekte von Gallamin an NMS-besetzten Ms-Rezeptoren und an den angege-
benen Punktmutanten

Effekte von Gallamin auf die Dissoziation von [PH]NMS an Ms-Wildtyp-Rezeptoren und an
den angegebenen Punktmutanten My'"?Glu—Ala, M3 Asp—Leu und My!'™Glu—Ala. Zur
Orientierung ist der Effekt von Gallamin am chimiren Rezeptor My!"?"1EDGE—LAGQ aus
Abbildung mit eingetragen. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante der [*H]NMS-
Dissoziation in Prozent des Kontrollwertes in Abwesenheit von Gallamin. Abszisse: Logarithmus
der Gallamin-Konzentration. Aufgetragen sind X & sg aus jeweils drei Versuchen in Doppelbe-

stimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt, wenn sie iiber die Gréfle des Symbols hinausgehen.
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114 MUTAGENESEUNTERSUCHUNGEN
M,1"2-1"EDGECY 172 173 175 177
Mowt ® PLDECQ Mo "“E® A Mo "°D® L Mo™PE® A M2 'Y® Q
ECo e 6,80 6,09 6,26 6,84 6,42 6,21
PEL05:diss (+0,03) (+0,04) (+0,05) (£0,04) (+0,07) (#0,11)
Steigungsmaf -1,31* -1,07 -0,97 -1,14 -1,26 -1,09
Ny (£0,11) (£0,10) (£0,13) (£0,11) (£0,20) (+0,31)
unteres Plateau -7,67 -0,24 -5,62 -2,04 16,18" 9,77
(MIN) (£7,57) (£7,97) (£5,63) (£3,66) (£3,91) (+19,46)

Tabelle A.1: Kenndaten fiir die Interaktion des Modulators Gallamin mit NMS-besetzten Ms-
Wildtyp-Rezeptoren und den aufgefithrten Rezeptormutanten

Wirksamkeit (pECo 5.4iss) von Gallamin in Bezug auf die Verzogerung der Dissoziation von
[PHINMS an Ma-Wildtyp-Rezeptoren und den aufgefiihrten Rezeptormutanten. PECy 5.4iss ist
der negative dekadische Logarithmus der Konzentration des allosterischen Modulators, die die
Dissoziationsgeschwindigkeit von [*H]NMS halbmaximal verzogert. Steigungsmafl ny und unte-
res Plateau (MIN) der Kurve wurden durch nichtlineare Regressionsanalyse auf der Basis der 4
Parameter logistischen Gleichung erhalten. * signifikant verschieden von ngy=-1 bzw. MIN=0%.
Gezeigt sind X &+ sx erhalten aus drei unabhéngigen Experimenten in Doppelbestimmung.

In folgenden Untersuchungen sollten orientierende Experimente zur M, /M;s-Selektivitét
von Gallamin durchgefiihrt werden. Dafiir wurde der Effekt von Gallamin an der Rezeptor-
mutante, in der die My'™?~""EDGECY-Sequenz gegen die korrespondierende Aminoséure-
Sequenz des Ms-Rezeptors ausgetauscht wurde, M,'™~!""EDGECY —PLDECQ, unter-
sucht. Es ergab sich ein Affinitdtsverlust von Gallamin im Vergleich zum My-Wildtyp-
Rezeptor (siehe Abbildung und Tabelle . Nachfolgend wurden Untersuchun-
gen an Punktmutanten durchgefiihrt, in denen die sauren Aminoséduren innerhalb der
M, 1T"EDGECY-Sequenz und zusétzlich My Tyr mutiert wurden: My!™Glu—Ala,
My Asp—Leu, My'™Glu—Ala und My Tyr—Gln. Der Austausch der Aminosiure
M, Asp zu Leu fithrte zu keiner Anderung der Affinitdt von Gallamin im Vergleich
zum M,-Wildtyp-Rezeptor (siehe Abbildung [A.5). Die Mutationen der Aminoséuren
M52Glu, My'™Glu und My ""Tyr hingegen verursachten eine Affinitidtsabnahme von Gal-
lamin. Die Aminosiure My'™Glu ist allerdings auch korrespondierend im Mjs-Rezeptor
enthalten: M5'%2Glu. Demzufolge konnte der Affinitéitsverlust von Gallamin verursacht
durch die Mutation Ms'">Glu—Ala nicht die Affinititsabnahme von Gallamin an der
Mutante My'"?~1""EDGECY —PLDECQ erkliren. M,'"™Glu leistet damit keinen Beitrag
zur My /M;s-Selektivitdat von Gallamin an NMS-besetzten Rezeptoren, sondern trégt sehr
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Abbildung A.4: Interaktion von Gallamin mit NMS-besetzten Ms- und Ms-Wildtyp-
Rezeptoren und der angegebenen Rezeptormutante

Effekte von Gallamin auf die Dissoziation von [PH]NMS an Ma- und Mjs-Wildtyp-Rezeptoren
(Ms-Kurve erhalten nach den Daten von Gnagey et al., 1999) und an der Rezeptormutante
My 2= 1T"EDGECY —PLDECQ. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante der [*H|NMS-
Dissoziation in Prozent des Kontrollwertes in Abwesenheit von Gallamin. Abszisse: Logarithmus
der Gallamin-Konzentration. Aufgetragen sind X + sz aus jeweils drei Versuchen in Doppelbe-
stimmung. Streuungsbalken sind nur gezeigt, wenn sie iiber die Gréfle des Symbols hinausgehen.
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116 MUTAGENESEUNTERSUCHUNGEN

120 e Mwt
100- v g o M,"*17’EDGECY

S el —» PLDECQ

e ¢ M,'"’Glu—Ala

< 00 & M, "?Asp—sLeu
407 v M,75Glu—Ala
207 v M, Tyr—>GIn
0- —— Mswt (aufgetragen nach

y ' K ' K _' ! Gnagey et al., 1999)

Gallamin (log M)

Abbildung A.5: Interaktion von Gallamin mit NMS-besetzten Wildtyp-Rezeptoren und den
angegebenen Rezeptormutanten
Effekte von Gallamin auf die Dissoziation von [*H]NMS an Ms- und Mjs-Wildtyp-Rezeptoren

(Ms-Kurve erhalten nach den Daten von Gnagey et al., 1999) und an den Rezeptormutan-

ten My~ 1""EDGECY—PLDECQ, M3!'"?Glu—Ala, My'™Asp—Leu und My!'™Glu—Ala und
Mo ! Tyr—Gln. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante der [*H]NMS-Dissoziation in
Prozent des Kontrollwertes in Abwesenheit von Gallamin. Abszisse: Logarithmus der Gallamin-
Konzentration. Aufgetragen sind X=+ s¢ aus jeweils drei Versuchen in Doppelbestimmung. Streu-
ungsbalken sind nur gezeigt, wenn sie iiber die Gréfle des Symbols hinausgehen.

wahrscheinlich zur Basisaffinitédt von Gallamin an Ms- und Mj-Rezeptoren bei (Gna-
gey et al., 1999). Die Affinitdt von Gallamin wurde durch Mutation der Aminosiure
M, " Tyrosin zu Glutamin deutlich reduziert, so dass das Niveau der Affinitit zur Re-
zeptormutante M2 1""EDGECY —PLDECQ erreicht wurde. Auch der Austausch der
Aminosiure M,'"™Glutamin gegen Alanin fiihrte zu einer Affinititsabnahme von Galla-
min im Vergleich zum Msy-Wildtyp-Rezeptor. Fiir die Affinitdt von Gallamin an NMS-
besetzten My-Rezeptoren ist damit innerhalb der My'"?~1""EDGECY-Sequenz keine ein-
zelne Aminosédure verantwortlich zu machen. Es stehen anscheinend die zwei Aminoséur-
en My!™Glutamin und M,'""Tyrosin als mogliche Haftpunkte fiir Gallamin an M-
Rezeptoren zur Verfiigung. Da der Austausch von M,'™2Glutamin zu Alanin die Affi-
nitit von Gallamin in dhnlichem Ausmaf reduzierte wie der Austausch von M,'"" Tyrosin
durch Glutamin, ist es moglich, dass Gallamin bei Entfernung einer dieser genannten
Aminoséduren seine Orientierung dndert und den Verlust des einen Haftpunktes durch die
zweite Bindungsmoglichkeit ausgleicht.

Die Betrachtung der My/Ms-Selektivitiat erfordert weitere Untersuchungen. Aus den
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erhaltenen Ergebnissen kann lediglich geschlossen werden, dass My'™?Glutamin und
M, " Tyrosin wichtige Bindungsepitope fiir Gallamin in der zweiten extrazelluldren Schlei-
fe des My-Rezeptors sind und zusammen mit dem von Gnagey et al. (1999) identifizierten
My*9 Asparagin zur hohen Affinitit von Gallamin an NMS-besetzten My-Rezeptoren bei-
tragen.
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Anhang B

Formeln

B.1 Die Hill-Gleichung

d " _
RLn) = iy [R) - [L]" — ko - [RL] = 0
koo _[RIIL 1
o (RL TR,

Rtotal = [R] + [RL’VZ]
<= [R] = Ripta — [RLy]

(Rtotal - [RLTL]) : [L]n

AR V7N
o Rtotal * [L]n - [RLn] : [L]n o Rtotal : [L]n n
n __ Rtotal : [L]n
Kr + [L] = [RLn]
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Rtotal : [L]n

(Rl = 2= [L]"

(B.1)

B.2 Von der Hill-Gleichung zur 4-Parameter-
logistischen-Gleichung

Riotar - 10009(E") R, . . 107 loglL]
T Kp 4 10000 T Ky + 10D
die Konzentration der Dissoziationskonstante K7, ist gleich dem ECY:
Rtotal _ Rtotal : EO}?@

[RLy]

[RLn] (Ecso) =

ECE = K
setzt man nun ECY, fir K, ein, folgt:
o Rtotal
[RL”] - (10n~logECso + 10n-log[L]) . 10—n-log[L]
Riota
[RLn] _ total

10(n-logECs0—n-log[L]) + 10(n-log[L]—n-log[L])

o Rtotal

1 + 10(n-logECs0—n-log[L])
statt Rioprq kann nun MAX-MIN in die Gleichung eingesetzt werden, es resultiert bei
zusitzlicher Angabe des y-Achsen-Abschnittes (MIN) die 4-Parameter-logistische Glei-
chung:

[RL,)] (B.2)

MAX — MIN
[RLn] = 1+ 10n(log EC50—log|L]) + MIN (B?))

B.3 Bestimmung des Wendepunktes der Ehlert-

Gleichung
Die Funktion L4 K
L
Ba(z) = By Katl0®
L+ K Ka+10%
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hat fiir @ # 1 genau einen Wendepunkt. Fiir o« = 1 ist B4(x) = const. und besitzt daher
keinen Wendepunkt. Der Wendepunkt kann iiber die Nullstelle der zweiten Ableitung von
B4 (x) nach x bestimmt werden.

Fiir die erste Ableitung von By(z) nach  ergibt sich:

o 1OI(Oé - 1)O{BQKAKL(KL + L) In 10
{10°L + o [(10° + KK + K4L]}”

By(x)

Die zweite Ableitung von B4(x) nach x berechnet sich zu:

Bi(z) = —10%(a — 1)aByKaKp (K + L)In*(10)
{(=2""'5% +10")L + o [(Ka — 2°7'5" + 10") K, + K4 L] }
{10°L + o [(K4 4+ 10°) K, + K4L]}°

Die Faktoren in Zeile 1 und 3 konnen nicht Null werden. Die Nullstelle der zweiten Ab-
leitung ist daher durch die Gleichung

(=2"75" + 10%) L + o [(K 4 — 2"7'5% + 10%) K, + KaL] =0
bestimmt. Durch die Auflésung nach x erhélt man den gesuchten Wendepunkt.
n [aKA(KL-i-L)]

OtKL+L
In 10

Tw —
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