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Einleitung

1 Einleitung

Die Wirkungen des Neurotransmitters Acetylcholin kdnnen nach Dale (1914)
eingeteilt werden in Muskarin-artige Wirkungen, die durch Atropin aufgehoben
werden konnen, und Nikotin-artige Wirkungen, die durch Curare antagonisiert
werden kdonnen. Spater stellte sich heraus, dass die Effekte des Acetylcholins Uber
zwei verschiedenartige Rezeptoren vermittelt werden, namlich die muskarinischen
und die nikotinischen Acetylcholinrezeptoren. Bei den nikotinischen Acetylcholin-
rezeptoren handelt es sich um Ligand-gesteuerte lonenkanale, die im Gehirn, in

den vegetativen Ganglien und an der neuromuskularen Endplatte lokalisiert sind.

1.1 Muskarinische Acetylcholinrezeptoren

Die muskarinischen Acetylcholinrezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezep-
toren. Der Rezeptorantagonist Pirenzepin bot Anfang der 80er Jahre des letzten
Jahrhunderts erstmals die Mdoglichkeit, auf Bindungsebene zwischen Muskarin-
rezeptoren aus dem Herzen und solchen aus dem Gehirn zu differenzieren
(Hammer et al., 1980). Dies deutete auf das Vorhandensein von verschiedenen
Muskarinrezeptor-Subtypen hin. In den folgenden Jahren konnten in Klonierungs-
studien 5 verschiedene Muskarinrezeptor-Subtypen nachgewiesen werden (Kubo
et al., 1986a, b; Bonner et al., 1987, 1988; Peralta et al., 1987). Die Subtypen M;-
Ms weisen jeweils eine eigenstandige Verteilung im zentralen und peripheren
Nervensystem auf (Hulme et al., 1990; Caulfield, 1993; Caulfield und Birdsall,
1998; Eglen, 2005): M;-Rezeptoren werden vor allem von neuronalen Zellen
exprimiert. Eine hohe Mi-Rezeptordichte weisen Cortex und Hippocampus auf.
Mz-Rezeptoren werden in der Peripherie als vorherrschender Muskarinrezeptor-
Subtyp von Herzgewebe exprimiert. Dartuber hinaus kommen My-Rezeptoren in
verschiedenen Gehirngebieten und an der glatten Muskulatur vor. M3;-Rezeptoren
werden in der Peripherie von glatter Muskulatur und exokrinen Drusen exprimiert,
aullerdem gibt es Ms-Rezeptoren im ZNS. M4-Rezeptoren werden vor allem im
ZNS exprimiert, hier besonders im Striatum. Eine Expression von Ms-Rezeptoren,
die als letzter Subtyp kloniert worden sind, gibt es im ZNS, jedoch ist die

Rezeptordichte hier im Vergleich zu den anderen Muskarinrezeptor-Subtypen
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gering (Wess, 2003). Ms-Rezeptoren werden u.a. exprimiert von Dopamin-
neuronen der Substantia nigra.

Als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren handelt es sich bei den Muskarinrezeptoren
um Proteine, die die Zellmembran mit 7 transmembranaren Domanen (TM1-TM7)
durchziehen. Aus diesem Aufbau ergibt sich das Vorhandensein von 3 extra-
zellularen (e1-3) sowie 3 intrazellularen Schleifen (i1-i3). Das aminoterminale
Ende des Proteins mit potenziellen N-Glykosilierungsstellen befindet sich extra-
zellular, das C-terminale Ende intrazellular. Charakteristisch fur alle Muskarin-
rezeptor-Subtypen ist eine sehr grole 3. intrazellulare Schleife (i3), die wichtig fur
die Spezifitdat der G-Protein-Kopplung ist (Wess, 1993). Hinsichtlich ihrer Signal-
transduktion konnen die Muskarinrezeptor-Subtypen in zwei Gruppen eingeteilt
werden: Die Subtypen M1, M3 und Ms sind Uber Gg-Proteine an eine Aktivierung
der Phospholipase C gekoppelt. Diese Aktivierung fuhrt zu einer verstarkten
Bildung von Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) und schlief3lich zu
einem Ansteigen der intrazellularen Calcium-Konzentration. Die Aktivierung der
Subtypen M, und M4 fuhrt Uber Gi-Proteine zu einer Hemmung der Adenylat-
cyclase und damit zu einem Absinken der intrazellularen Konzentration an
cyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP). Aul3erdem kann es durch Aktivierung
von M,- bzw. Ms-Rezeptoren zu einer verlangerten Offnungsdauer von Kalium-
sowie unselektiven Kationen-Kanalen kommen (Eglen, 2005).

Die Aktivierung von muskarinischen Acetylcholinrezeptoren in der Peripherie flhrt
zu den typischen Wirkungen des parasympathischen Nervensystems wie der
Kontraktion glatter Muskulatur, der Sekretion exokriner Drisen oder der Verlang-
samung des Herzschlags. Muskarinrezeptoren im ZNS sind an einer Vielzahl von
kognitiven, sensorischen und motorischen Funktionen beteiligt (Wess, 2004).
Nach der Entdeckung verschiedener Muskarinrezeptor-Subtypen wurde versucht,
bestimmten Subtypen physiologische Funktionen zuzuordnen. Eine solche
Zuordnung ist erschwert worden durch einen Mangel an Subtyp-selektiven
Agonisten bzw. Antagonisten und die Tatsache, dass in den meisten Organen
bzw. nativen Geweben mehrere Muskarinrezeptor-Subtypen exprimiert werden.
Fortschritte in der Beschreibung der physiologischen Funktionen einzelner
Subtypen sind durch den Einsatz von Knockout-Mausen erzielt worden, in denen
das Gen eines oder mehrerer Muskarinrezeptor-Subtypen ausgeschaltet worden

ist (Wess, 2003; Wess, 2004): M;-Rezeptor-Knockout-Mause zeigten eine
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Hyperaktivitat, die auf eine vermehrte Dopamin-Freisetzung im Striatum zurtck-
gefuhrt wurde. Aus diesem Befund ergibt sich eventuell eine Perspektive fur den
Einsatz von M-Rezeptorantagonisten in der Parkinson-Behandlung. An isolierten
Vorhofen aus M2-Rezeptor-Knockout-Mausen konnte durch den Muskarinrezeptor-
agonisten Carbachol keine Bradykardie ausgeldst werden. Durch den zentral
wirksamen Agonisten Oxotremorin konnen bei Wildtypmausen Tremor, Akinesie
und ein analgetischer Effekt ausgelost werden. Oxotremorin-vermittelter Tremor
und Akinesie wurden durch Ausschaltung des My-Rezeptors aufgehoben, der
analgetische Effekt des Oxotremorin war stark vermindert. Aus den Befunden
ergibt sich eine mogliche Anwendung von Mj,-Agonisten als Analgetika oder zur
Verlangsamung der Herzfrequenz. Bei Ms-Rezeptor-Knockout-Mausen zeigte sich
eine reduzierte Futteraufnahme, eine verminderte Kontraktion glatter Muskulatur
durch den Agonisten Carbachol und eine verminderte Speichelsekretion. My-
Rezeptor-Knockout-Mause wiesen eine vermehrte motorische Aktivitat auf, die mit
einem inhibitorischen Effekt von normalerweise im Striatum vorhandenen My-
Rezeptoren auf Dopaminneurone erklart wird. Bei Mausen, bei denen sowohl der
My- als auch der Ms-Rezeptor ausgeschaltet worden waren, zeigte sich ein
vollstandiges Fehlen des analgetischen Effekts von Oxotremorin. Der Anteil des
M»-Rezeptors am analgetischen Effekt des Oxotremorins war dabei groRer als der
Anteil des M4-Rezeptors. Ms-Rezeptoren, die vom Endothel zerebraler Arterien
exprimiert werden, erwiesen sich in Knockout-Studien als Mediatoren des vaso-
dilatierenden Effekts des Acetylcholins. Aulerdem war bei striatalem Gewebe von
Ms-Rezeptor-Knockout-Mausen  die  Dopamin-freisetzende = Wirkung des
Oxotremorins vermindert. Dieser Befund wird mit dem Fehlen von die Dopamin-

Freisetzung erleichternden Ms-Heterorezeptoren erklart.

1.2 Allosterische Modulation

Allosterische Liganden binden an von der klassischen, orthosterischen Bindungs-
stelle topografisch verschiedene Bindungsstellen an Rezeptorproteinen wie
Enzymen, Ligand-gesteuerten lonenkanadlen oder G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren. Auf diese Weise sind allosterische Liganden in der Lage, die Bindung eines
orthosterischen Liganden, aber auch die Rezeptoraktivitat zu modulieren

(Christopoulos und Kenakin, 2002; Christopoulos, 2002). Bei der orthosterischen
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Bindungsstelle handelt es sich um die Bindungsstelle des endogenen Agonisten
eines Rezeptors bzw. um die Substratbindungsstelle eines Enzyms. Eine
allosterische Beeinflussung wurde erstmals entdeckt bei Enzymen, deren
biologische Aktivitat durch Bindung von Liganden an von der Substrat-Bindungs-
tasche verschiedene Bindungsstellen verandert werden kann. Die meisten Ligand-
gesteuerten lonenkanale weisen neben der Agonist- bzw. Neurotransmitter-
Bindungsstelle weitere Haftareale auf, Uber die die Aktivitat des Rezeptors
allosterisch moduliert werden kann (KruSek et al., 2004). Fur eine Reihe G-
Protein-gekoppelter Rezeptoren sind in den letzten Jahren allosterische
Modulatoren entdeckt worden, u.a. flr aa- und aqs-Adrenozeptoren (Leppik und
Birdsall, 2000; Leppik et al., 2000), Adenosin-Rezeptoren (Gao und ljzerman,
2000; Gao et al., 2001; ljzerman et al., 2001), Dopamin-D,-Rezeptoren (Hoare
und Strange, 1996) und muskarinische Acetylcholinrezeptoren.

Eine allosterische Interaktion von Testsubstanzen an G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren kann sowohl in Radioligand-Bindungsstudien (Christopoulos und
Kenakin, 2002) als auch in funktionellen Experimenten untersucht werden
(Lanzafame et al., 1997; Ehlert, 2005). Da allosterische Liganden an ein von der
orthosterischen Bindungsstelle topografisch verschiedenes Haftareal binden, ist
fur sie eine Beeinflussung der Assoziation und Dissoziation eines orthosterischen
Liganden charakteristisch. An  Muskarinrezeptoren fuhren allosterische
Modulatoren in der Regel zu einer Hemmung der Assoziation und Verzdgerung
der Dissoziation (Mohr et al., 2003). In Dissoziationsexperimenten, in denen die
orthosterische Bindungsstelle eines Rezeptors mit einem Radioorthoster besetzt
ist, z.B. im Falle von Muskarinrezeptoren mit [3H]N-Methylscopolamin ([3H]NMS),
kann die dissoziationsverzogernde Wirksamkeit einer allosterisch bindenden
Testsubstanz untersucht werden. Die Beeinflussung der Gleichgewichtsbindung
eines Orthosters ergibt sich als Ergebnis aus dem Ausmal® der Assoziations-
hemmung und Dissoziationsverzogerung durch den Modulator (siehe Kapitel
2.3.4). Allosterische Liganden zeigen in Gleichgewichts-Bindungsexperimenten
ein von kompetitiven orthosterischen Liganden abweichendes Bindungsverhalten:
Haufig zeigt sich eine submaximale Inhibition der Orthoster-Bindung, da der
allosterische Modulator nicht mit dem Orthoster um die gleiche Bindungsstelle
konkurriert. Durch das Prinzip der allosterischen Modulation ist eine Forderung der

Orthoster-Bindung mdglich. Eine solche Forderung der Orthoster-Bindung, auch
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als positive Kooperativitat bezeichnet, ist ein besonderer Effekt mancher
allosterischer Modulatoren und kann nicht durch eine kompetitive Interaktion an
der orthosterischen Bindungsstelle erreicht werden. Neben der Beeinflussung der
Bindung kann auch die intrinsische Aktivitat orthosterischer Agonisten wie
Pilocarpin moduliert werden (Zahn et al., 2002).

Muskarinische Acetylcholinrezeptoren waren die ersten G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, bei denen eine Beeinflussung durch allosterische Modulatoren
gefunden wurde. Lullmann et al. (1969) publizierten mit einer allosterischen Inter-
aktion an Muskarinrezeptoren im Einklang stehende Befunde: In Organbad-
experimenten mit antagonistischen Alkan-Bisammonium-Verbindungen wie W84
ergab sich gegenuber dem Agonisten Carbachol eine einem Maximum entgegen-
strebende Verschiebung der Agonist-Dosis-Wirkungskurve. Clark und Mitchelson
(1976) fanden ebenfalls in Organbadexperimenten einen sattigbaren antago-
nistischen Effekt von Gallamin gegentber Acetylcholin bzw. Carbachol, der auf
eine andere als eine kompetitive Interaktion mit diesen Agonisten hindeutete. Mit
dem Radioliganden [3H]N-Methylscopolamin wurde es moglich, die Interaktion von
Gallamin mit Muskarinrezeptoren auf molekularer Ebene zu untersuchen. Sowohl
in Gleichgewichts- als auch in Dissoziationsexperimenten zeigte das Bindungs-
verhalten von Gallamin eine allosterische Interaktion an (Stockton et al., 1983).
Das ternare Komplexmodell nach Ehlert (1988) erklarte die Beeinflussung der
Bindung orthosterischer Liganden durch allosterische Modulatoren auf Basis einer
moglichen Bildung von ternaren Komplexen aus Rezeptor, orthosterischem
Liganden und allosterischem Modulator. TuCek et al. (1990) berichteten erstmals
iber eine Foérderung der [*HINMS-Bindung an Muskarinrezeptoren durch
Alcuronium, einen nur durch eine allosterische Interaktion moglichen Effekt.

An allen 5 Muskarinrezeptor-Subtypen kann die Bindung orthosterischer Liganden
durch allosterische Modulatoren verandert werden. Dabei zeigen die meisten
allosterischen Modulatoren die hdchste Affinitat zum M,-Rezeptor und die
niedrigste Affinitat zum Ms-Rezeptor (Ellis et al., 1991; Jakubik et al., 1995). Fur
von ihrer chemischen Struktur her unterschiedliche allosterische Modulatoren ist
an Muskarinrezeptoren eine ,gemeinsame allosterische Bindungsstelle® (,common
allosteric site”) gefunden worden (Ellis und Seidenberg, 1992; Waelbroeck, 1994).
Die allosterische Bindungsstelle befindet sich im Bereich der extrazellularen

Schleifen des Rezeptorproteins oberhalb der orthosterischen Bindungsstelle
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(Leppik et al., 1994; ProSka und TucCek, 1994), die im Bereich der trans-
membranaren Domanen lokalisiert ist (Wess, 1993).

Neben der Modulation der Bindung eines orthosterischen Liganden und der
Modulation der intrinsischen Aktivitat eines orthosterischen Agonisten gibt es noch
einen weiteren Mechanismus, Uber den allosterische Modulatoren die Rezeptor-
funktion beeinflussen konnen, namlich direkten allosterischen Agonismus
(Langmead und Christopoulos, 2006). Fur den Ms-pravalenten Partialagonisten
AC-42 wurde eine von der Carbachol-, also orthosterischen Bindungsstelle,
unabhangige Aktivierung des M-Rezeptors gezeigt (Spalding et al., 2002) sowie
in Radioligand-Bindungsstudien ein typisch allosterisches Bindungsverhalten
(Langmead et al., 2006). Die intrinsische Aktivitat des Partialagonisten McN-A-343
an My-Rezeptoren wurde durch Epitope der ,gemeinsamen allosterischen
Bindungsstelle® beeinflusst und die Substanz interagierte in Radioligand-
Bindungsstudien mit [PH]NMS allosterisch (May et al., 2007b). Sur et al. (2003)
zeigten, dass N-Desmethylclozapin M4-Rezeptoren Uber eine von der Acetylcholin-
Bindungsstelle verschiedene, also allosterische Bindungsstelle aktiviert.

Durch Mutagenese-Studien konnten einzelne Aminosauren identifiziert werden,
die Bestandteil der allosterischen Bindungsstelle von Muskarinrezeptoren sind. Bei
diesen Epitopen handelt es sich in der Mehrzahl um Aminosauren aus dem
Bereich der 2. und 3. extrazelluldren Schleife bzw. aus dem Ubergangsbereich zur
7. transmembranaren Domane des Rezeptorproteins. Leppik et al. (1994) zeigten,
dass es bei Mutation einer Sequenz aus 4 Aminosauren im Bereich der 2.
extrazellularen Schleife des Mj-Rezeptors, von denen 3 saure Aminosauren
waren, zu einem deutlichen Affinitatsverlust von Gallamin kam. Matsui et al.
(1995) identifizierten in einer breit angelegten Mutagenese-Studie unter anderem
die in den Muskarinrezeptor-Subtypen konservierten Epitope M;'*'Tryptophan und
M*®®Tryptophan als wichtig fiir die Gallamin-Bindung an sowohl freie, nicht
Orthoster-besetzte Rezeptoren als auch [PHJNMS-besetzte M-Rezeptoren.

Da allosterische Modulatoren in der Regel die grofte Subtyp-Selektivitat zwischen
M,- und Ms-Rezeptor aufweisen, ist mit chimaren M,/Ms-Rezeptoren sowie punkt-
mutierten Rezeptoren untersucht worden, welche Bereiche des Rezeptorproteins
bzw. welche Aminosauren fur diese My/Ms-Selektivitat verantwortlich sind.
[PHINMS-Dissoziations-Experimente mit chimaren M,/Ms-Rezeptoren, in denen

Teile der Aminosauresequenz des fur allosterische Modulatoren niedrigaffinen Ms-
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Rezeptors gegen den hochaffinen Mjy-Rezeptor ausgetauscht worden waren,
deuteten auf das Vorhandensein von wichtigen Epitopen fur die Allosterbindung im
Bereich der 2. extrazellularen Schleife und 7. transmembranaren Domaéane, also in
der Nahe der 3. extrazellularen Schleife, hin (Ellis und Seidenberg, 2000). Als
Ergebnis der Untersuchung von chimaren My/Ms-Rezeptoren und punktmutierten
M,-Rezeptoren konnte die My/Ms-Selektivitat der Bindung allosterischer
Modulatoren vom Alkan-Bisammonium-Typ bzw. Caracurin V-Typ an [PHINMS-
besetzte Rezeptoren durch My***Threonin und ein noch genauer zu identi-
fizierendes Epitop im Bereich der 2. extrazellularen Schleife des Mjy-Rezeptors
erklart werden (Buller et al., 2002). Voigtlander et al. (2003) zeigten mit Hilfe von
punktmutierten M,-Rezeptoren, in denen einzelne Aminosauren gegen die korres-
pondierenden Aminosauren im Ms-Rezeptor ausgetauscht worden waren, dass die
M,/Ms-Selektivitat der genannten Modulatoren vollstandig auf die beiden Epitope
M, "Tyrosin im Bereich der 2. extrazelluldren Schleife und das zuvor schon
identifizierte M,***Threonin zuriickzufiihren war. Dariiber hinaus fiihrte eine
Mutation von M2177Tyrosin und M,*?*Threonin zu einem Affinitatsverlust von Alkan-
Bisammonium-Typ-Modulatoren bzw. Diallylcaracurin V bei der Interaktion mit
freien, nicht Orthoster-besetzten M,-Rezeptoren.

Im Arbeitskreis von Prof. Dr. Dr. h.c. H.-D. Holtje (Pharmazeutisches Institut,
Universitadt Dusseldorf) durchgefihrte Andock-Simulationen in einem drei-
dimensionalen Modell des M»-Rezeptors fluhrten zur Hypothese, dass das dem
M,*#Threonin benachbarte M,**?Tryptophan wichtig fiir die Bindung allosterischer
Modulatoren sein kdnnte. Bei Mutation von M,*?Tryptophan bzw. Ms*""Tryptophan
kam es zu einem deutlichen Affinitatsverlust bei der Bindung allosterischer
Modulatoren vom Alkan-Bisammonium-Typ und von Gallamin an sowohl freie als
auch [°*H]NMS-besetzte Rezeptoren (Prilla et al., 2006). Diese beiden Tryptophane
korrespondieren zu dem oben genannten M;*®Tryptophan (Matsui et al., 1995).
Offenbar ist dieses Epitop also fur die Subtyp-unabhangige Basisaffinitat allo-
sterischer Modulatoren wichtig.

Mit [°’H]Dimethyl-W84 ist ein hochaffiner Radioligand fiir die ,gemeinsame allo-
sterische Bindungsstelle” des My-Rezeptors entwickelt worden, mit dem es
moglich ist, kompetitive Interaktionen allosterischer Modulatoren an dieser
Bindungsstelle zu untersuchen (Trankle et al., 1998a). Es zeigte sich, dass die

durch direkte Messung mit [*H]Dimethyl-W84 bestimmten Affinitatsparameter allo-
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sterischer Modulatoren in guter Ubereinstimmung mit den aus der indirekten
Messung mit dem Radioorthoster [PHINMS bestimmten Parametern waren, d.h.
das Kooperativitatsmodell der allosterischen Interaktion wurde durch den Einsatz
des Radioallosters [°H]Dimethyl-W84 bestatigt (Trankle et al., 1999; Trankle et al.,
2003).

Radioligand-Bindungsstudien sowie Molecular Modelling-Untersuchungen mit dem
Modulator Duo3 und einem allosterisch wirksamen Tacrin-Dimer ergaben, dass
die ,gemeinsame allosterische Bindungsstelle” des M;-Rezeptors in 2 Doméanen
unterteilt werden kann, wobei die eine Domane nahe dem Eingang zur ortho-
sterischen Bindungsstelle lokalisiert ist und die zweite Domane in grélierem

Abstand zur orthosterischen Bindungsstelle (Trankle et al., 2005).

1.3 Therapeutische Aspekte der allosterischen

Modulation

Das Prinzip der allosterischen Modulation bietet gegenuber der klassischen
kompetitiven Interaktion an der orthosterischen Bindungsstelle mit Rezeptor-
agonisten oder Rezeptorantagonisten eine Reihe von Vorteilen (Christopoulos und
Kenakin, 2002; Christopoulos, 2002; Birdsall und Lazareno, 2005; Wess, 2005).
Die Wirkung eines allosterischen Modulators, der die Bindung des endogenen
Rezeptoragonisten foérdert bzw. hemmt und damit die Rezeptor-vermittelten
funktionellen Effekte verstarkt bzw. antagonisiert, ist sattigbar. Der Maximaleffekt
eines allosterischen Modulators wird bestimmt durch die Kooperativitat mit dem
orthosterischen Liganden, d.h. durch das Ausmal} der gegenseitigen Beein-
flussung der Bindungsneigung. Bei Besetzung aller allosterischen Bindungsstellen
durch den Modulator wird ein maximaler allosterischer Effekt erreicht, wahrend die
Wirkung eines orthosterischen Liganden prinzipiell durch Erhohung seiner
Konzentration immer weiter gesteigert werden kann. Aus dem allosterischen Wirk-
mechanismus ergibt sich eine verminderte Gefahr einer Uberdosierung und
eventuell die Moéglichkeit, mit hohen Dosen des Modulators einen Depoteffekt zu
erzielen: Auf diese Weise konnte Uber langere Zeit die therapeutisch gewlnschte
Beeinflussung eines Rezeptors erreicht werden ohne die Gefahr einer zu starken
Stimulation bzw. Inhibition der Rezeptorfunktion wie bei hohen Dosen eines ortho-

sterischen Liganden.
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Durch allosterische Modulation der Bindung des endogenen Agonisten eines
Rezeptors konnte eine der physiologischen Situation besser entsprechende
Beeinflussung dieses Rezeptors erreicht werden als mit der Dauerstimulation
durch einen orthosterischen Agonisten: Der allosterische Modulator wirde die
Wirkung des endogenen Agonisten nur dann verstarken, wenn der Agonist
physiologisch ausgeschuttet wurde. Somit bliebe das raumliche und zeitliche
Muster der Neurotransmitterwirkung erhalten und die Signaltransduktion wurde
durch den allosterischen Modulator spezifisch verstarkt.

Im Vergleich zur orthosterischen Bindungsstelle sind allosterische Bindungsstellen
G-Protein-gekoppelter Rezeptoren innerhalb von Rezeptor-Subtypen in ihrer
Aminosauresequenz typischerweise weniger konserviert (Wess, 2005; Gao und
Jacobson, 2006). Allosterische Bindungsstellen kdnnten daher von Rezeptor-
agonisten bzw. -antagonisten, die auch an die orthosterische Bindungsstelle
binden, als zusatzliche Haftpunkte am Rezeptor genutzt werden, um Subtyp-
Selektivitat zu erlangen (Messer, 2004). Aufgrund des besonderen Wirk-
mechanismus allosterischer Modulatoren ist daruber hinaus eine besondere Art
der Selektivitat innerhalb von Rezeptor-Subtypen maoglich, eine sogenannte
,absolute Subtyp-Selektivitat* (Birdsall et al., 1997; Lazareno et al.,, 1998): Ein
allosterischer Modulator konnte die Bindung des endogenen Agonisten an einem
Rezeptor-Subtyp spezifisch fordern, wahrend die Bindung an den anderen
Subtypen nicht beeinflusst wirde. Diese besondere Form der Subtyp-Selektivitat
ist Folge der kooperativen Interaktion eines Modulators mit einem orthosterischen
Liganden, also der moglichen Bildung von ternaren Komplexen aus Rezeptor,
orthosterischem Liganden und allosterischem Modulator, und ist durch eine
kompetitive Interaktion an der orthosterischen Bindungsstelle nicht erreichbar.

Das allosterische Wirkprinzip ist verwirklicht in der Arzneistoffgruppe der Benzo-
diazepine, die die Bindung von y-Aminobuttersaure (GABA) an GABAa-Rezep-
toren, bei denen es sich um Ligand-gesteuerte lonenkanale handelt, férdern. Ein
anerkannter Vorteil der Benzodiazepine ist die relative Sicherheit bei einer Uber-
dosierung. Mit Cinacalcet (Mimpara®) ist mittlerweile der erste allosterische
Modulator eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors als Arzneistoff zugelassen
worden. Cinacalcet wirkt am Calcium-sensitiven Rezeptor der Nebenschilddrise,
indem es die Empfindlichkeit des Rezeptors gegenuber extrazellularem Calcium

erhoht und damit die Parathormon-Ausschattung vermindert (Nagano und
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Nemeth, 2005). Die Substanz ist indiziert zur Behandlung des sekundaren Hyper-

parathyreoidismus.

1.4 Die Entwicklung der allosterisch/orthosterischen

Hybridsubstanzen

Die orthosterische Bindungsstelle von Muskarinrezeptoren befindet sich im
Bereich der transmembranaren Domanen des Rezeptorproteins, wahrend die
allosterische Bindungsstelle im Bereich der extrazellularen Schleifen lokalisiert ist.
Die allosterische Bindungsstelle weist im Vergleich eine groRere Variabilitat der
Aminosauresequenz auf als die orthosterische Bindungsstelle, an die an allen 5
Muskarinrezeptor-Subtypen der Neurotransmitter Acetylcholin bindet (Hulme et al.,
1990; Wess, 1993; Eglen, 2005). Um zu Subtyp-selektiven Agonisten bzw.
Antagonisten zu gelangen, erscheint daher eine zusatzliche Interaktion von
Liganden, die ihre agonistische bzw. antagonistische Wirkung Uber die ortho-
sterische Bindungsstelle vermitteln, mit der allosterischen Bindungsstelle als
mdglicher Mechanismus. Portoghese (1989) beschrieb die Entwicklung von
bivalenten Opioid-Rezeptorantagonisten, deren Subtyp-Selektivitat durch zwei
mogliche Mechanismen erklart wurde: Durch gleichzeitige Bindung an zwei
Opioid-, also orthosterische Bindungsstellen, oder durch gleichzeitige Bindung an
eine Opioid- sowie eine ,akzessorische®, also allosterische Bindungsstelle. Green
et al. (1996) untersuchten die Bindungstopografie des p.-Rezeptoragonisten
Salmeterol und erklarten die lange Wirksamkeit mit einer ,verankerten Bindung®
am p2-Rezeptor, bei der die Substanz neben der Interaktion mit der ortho-
sterischen Bindungsstelle mit ihrer Seitenkette mit einer weiteren ,Exo-Bindungs-
stelle” interagiert. Befunde von Trankle et al. (1998b) legten nahe, dass der M-
pravalente Antagonist AF-DX 384 neben der fur die antagonistische Wirkung
wichtigen Interaktion mit der orthosterischen Bindungsstelle seine Subtyp-
selektivitat durch eine Interaktion mit der ,gemeinsamen allosterischen Bindungs-
stelle® des M»-Rezeptors gewinnt. Rajeswaran et al. (2001) synthetisierten eine
Reihe von dimeren Muskarinrezeptoragonisten. Molecular Modelling-Unter-
suchungen wiesen auf eine mdgliche gleichzeitige Interaktion des hochaffinsten
Agonisten mit der Acetylcholin-Bindungsstelle und einer ,akzessorischen®

Bindungsstelle des Mi-Rezeptors hin. Steinfeld et al. (2007) entwickelten einen
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Mz-pravalenten Muskarinrezeptorantagonisten. Ergebnisse von Interaktions-
studien mit typischen allosterischen Modulatoren sowie mit verkurzten Derivaten
des Antagonisten deuteten auf eine Interaktion mit der orthosterischen und der
.gemeinsamen allosterischen Bindungsstelle® des M,-Rezeptors hin. Die Subtyp-
selektivitat des Antagonisten wurde auf die allosterische Interaktion zuriickgefuhrt.
Bei den von Trankle et al. (1998b) und Steinfeld et al. (2007) vorgestellten M-
Rezeptor-Liganden handelte es sich um Antagonisten. Ein neuer Ansatz, um zu
Subtyp-selektiven muskarinischen Agonisten zu gelangen, ist die Entwicklung von
Hybridsubstanzen, die aus einem von einem allosterischen Modulator abgeleiteten
Molekdlteil und einem Teil eines klassischen, nicht Subtyp-selektiven Agonisten
bestehen. Fir die Synthese solcher Hybridsubstanzen im Arbeitskreis von Prof.
Dr. M. De Amici (Universitat Mailand) wurde als allosterischer Molekulteil ein
Fragment der allosterischen Modulatoren W84 bzw. Naphmethonium gewahlt
(sieche Abb. 1). Von diesen Modulatoren vom Alkan-Bisammonium-Typ ist
bekannt, dass sie eine M,-Pravalenz der Bindung an freie bzw. [?H[NMS-besetzte
Muskarinrezeptoren aufweisen. Als orthosterischer Molekulteil, der mit dem
allosterischen Moleklilteil kovalent verbunden wurde, wurden die nicht Subtyp-
selektiven muskarinischen Agonisten Oxotremorin, Oxotremorin M bzw. Derivate
dieser Agonisten, die ebenfalls im Arbeitskreis von Prof. Dr. M. De Amici
synthetisiert worden waren, gewahlt. Die auf diese Weise erhaltenen Hybrid-
substanzen zeigten in Organbadexperimenten eine antagonistische Wirkung bzw.
in funktionellen GTPyS-Bindungsexperimenten an My-Rezeptoren teilweise eine
partialagonistische Wirkung (Disingrini et al., 2006). Der orthosterische Molekiilteil
der Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH5-6, die im Rahmen dieser Arbeit in Radio-
ligand-Bindungsstudien untersucht wurden, ist abgeleitet von dem klassischen

Agonisten Iperoxo (siehe Abb. 1).
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Abb. 1: Strukturformeln der allosterischen Modulatoren W84 und Naphmethonium, des ortho-
sterischen Agonisten Iperoxo sowie der allosterisch/orthosterischen Hybridsubstanzen DDT-5 und
MMH5-6.

Iperoxo ist ein Derivat des Oxotremorin M, das in Organbadexperimenten mit den
Subtypen M4, M2 und M3 gegenuber Oxotremorin M eine erhdhte Wirksamkeit und
eine volle intrinsische Aktivitat, jedoch wie Oxotremorin M keine Subtypselektivitat
gezeigt hatte (Dallanoce et al., 1999; Barocelli et al., 2000; Barocelli et al., 2001).
Die beiden Hybridsubstanzen mit einem Iperoxo-Anteil, also DDT-5 und MMHS5-6,
hatten sich im Gegensatz zu den von Disingrini et al. (2006) untersuchten
Hybridsubstanzen in GTPyS-Bindungsexperimenten (Schmalenbach, Dissertation
2006) und Organbadexperimenten (Dallanoce et al., unpublizierte Ergebnisse) als
Vollagonisten erwiesen. Wirden die Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH5-6 eine
allosterisch/orthosterische Hybrid-Bindungstopografie aufweisen, koénnten sie

durch eine Interaktion mit der allosterischen Bindungsstelle Subtyp-Selektivitat
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gewinnen, wahrend durch eine Interaktion mit der orthosterischen Bindungsstelle
die Rezeptoraktivierung ausgelost wirde.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit bei den Hybridsubstanzen
DDT-5 und MMH5-6 an Mj-Rezeptoren eine allosterisch/orthosterische Hybrid-
Bindungstopografie vorlag und ob sich hieraus eine M,/Ms-Selektivitat der Bindung
ergab. In Radioligand-Bindungsstudien wurden innerhalb der allosterischen und
innerhalb der orthosterischen Bindungsstelle punktmutierte Mj-Rezeptoren
eingesetzt um zu erdrtern, ob die Affinitat der Hybridsubstanzen von sowohl
allosterischen Epitopen als auch einem orthosterischen Epitop beeinflusst wurde.
Subtyp-selektive M,-Agonisten konnten als Analgetika oder zur Verlangsamung
der Herzfrequenz bei nur geringer Beeinflussung der Herzkraft therapeutisch

eingesetzt werden.

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Hauptziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Bindungstopografie der aus
einem von einem allosterischen Modulator abgeleiteten Molekulteil und einem von
dem orthosterischen Agonisten Iperoxo abgeleiteten Molekulteil aufgebauten allo-
sterisch/orthosterischen Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH5-6 an My-Rezep-
toren. In Radioligand-Bindungsstudien mit dem Radioantagonisten [*H]N-Methyl-
scopolamin ([*H]NMS) wurde das Konzept der Hybridsubstanzen, die mit dem Ziel
einer besonderen, namlich allosterisch/orthosterischen Bindungstopografie
entwickelt worden waren, auf molekularer Ebene Uberpruft. Hierzu wurden in
Gleichgewichts-Bindungsexperimenten mit [°H]JNMS, in denen die Bindung an
freie, nicht Orthoster-besetzte Rezeptoren betrachtet wird, innerhalb der allo-
sterischen Bindungsstelle punktmutierte Rezeptoren sowie Punktmutanten des
orthosterischen Epitops M,'%Tyrosin eingesetzt. Es sollte gepriift werden,
inwieweit es bei der Bindung der Hybridsubstanzen zu einer Interaktion mit der
allosterischen und orthosterischen Bindungsstelle kommt. Im Vergleich zu DDT-5
und MMHS5-6 wurde das Bindungsverhalten klassischer Agonisten wie Iperoxo an
diesen Mutanten untersucht. Bei den klassischen Agonisten wurde gepruft, ob
deren Affinitat durch Mutation von Epitopen der allosterischen Bindungsstelle
beeinflusst wurde. Da in den Hybridsubstanzen ein allosterischer Molekdlteil vom

Alkan-Bisammonium-Typ enthalten ist, wurde als Vergleich aul’erdem das
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Bindungsverhalten allosterischer Modulatoren dieses Typs an Punktmutanten des
orthosterischen Epitops M,'®Tyrosin charakterisiert. Hierdurch wurde gepriift, ob
die Affinitat allosterischer Modulatoren durch Mutation dieses orthosterischen
Epitops verandert wurde. Im Vergleich zu den klassischen Agonisten Acetylcholin
und Iperoxo wurde die Mjy/Ms-Selektivitat der Bindung der allosterisch/ortho-
sterischen Hybridsubstanzen an freie Rezeptoren ermittelt.

In Dissoziationsexperimenten, in denen die Bindung an [PH]NMS-besetzte
Rezeptoren betrachtet wird, wurde die flr eine allosterische Interaktion typische
dissoziationsverzogernde Wirkung der Hybridsubstanzen DDT-5 und MMHS5-6
untersucht. Es wurde geprift, ob die Hybridsubstanzen bei der Bindung an
[PHINMS-besetzte Rezeptoren eine My/Ms-Selektivitat aufwiesen und in ihrer
Affinitat von Epitopen beeinflusst wurden, die als wichtig fur die dissoziations-

verzogernde Wirksamkeit allosterischer Modulatoren identifiziert worden waren.
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2 Methoden und Materialien

2.1 Membransuspensionen aus Hausschwein-

Herzventrikelgewebe

2.1.1 Herstellung einer Membransuspension

Far einen Teil der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Radioligand-Bindungs-
studien wurden aus Hausschwein-Herzventrikelgewebe gewonnene My-Rezep-
toren eingesetzt. Die porcinen M,-Rezeptoren weisen eine sehr groe Homologie
zur Aminosauresequenz des humanen My-Rezeptors auf (Peralta et al., 1987) und
das Gewebe des Hausschwein-Herzventrikels enthalt von den muskarinischen
Acetylcholinrezeptoren fast ausschliel3lich den Subtyp My, der bei verschiedenen
Saugetieren der vorherrschende Muskarinrezeptor-Subtyp im Herzgewebe ist
(Brodde und Michel, 1999). Die zur Herstellung einer My-Rezeptor-Membran-
suspension vorgesehenen frischen Schweineherzen wurden im Schlachthof Koln
abgeholt und in Form von ca. 40 g schweren Stlcken bis zur Membranpraparation
bei -80°C gelagert. Alle Schritte der Membranpraparation wurden in einer
Kihlkammer bei 4°C durchgefuhrt. Zunachst wurde eines der eingefrorenen
Stucke aufgetaut, mit einem Wiegemesser moglichst fein zerteilt und mit einer
0,32-molaren Saccharose-Losung (L11; Zusammensetzung der Losungen: siehe
Kapitel 2.5.4) gewaschen, um anhaftende Blutreste zu entfernen. Danach erfolgte
eine weitere Zerkleinerung mittels eines Waring-Blendor-Homogenisators (G29,
funfmal 10 sec auf Stufe ,high®). Die erhaltene Suspension wurde mit Saccharose-
Losung auf ca. 800 ml aufgefullt und mit Hilfe eines elektrisch betriebenen
Glashomogenisators (G22, 1750 rpm) homogenisiert. Nun wurde ein Zentri-
fugationsschritt (G5, 1500 rpm, 11 min) zur Abtrennung Partikel hoher Dichte
durchgefiihrt. Der Uberstand wurde einem weiteren Zentrifugationsschritt (G5,
32000 rpm, 41 min) zur Abtrennung der rezeptorhaltigen Membranfragmente
zugefuhrt. Die erhaltenen ,Pellets® wurden in Aqua dest. aufgenommen, in

Portionen zu 1 ml aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.
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2.1.2 Bestimmung des Proteingehalts nach Lowry

Zur Bestimmung des Proteingehalts der ersten im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Membransuspension aus Hausschwein-Herzventrikelgewebe
(Verlust der Ubrigen Membransuspensionen vor der Bestimmung des Protein-
gehalts aufgrund eines technischen Defekts) wurde die Methode nach Lowry et al.
(1951) angewendet (siehe Kapitel 3.1, Tab. 7 bzw. Tab. 8). Bei dieser Methode
kommt es zunachst durch Zugabe einer alkalischen Kupfer(ll)-sulfat-Lésung zu
dem Proteingemisch zur Bildung eines Komplexes zwischen Peptidbindungen und
Kupfer(ll)-lonen. Dieser Komplex reduziert im zweiten Reaktionsschritt das Folin-
Ciocalteu-Reagenz, welches hierbei einen Farbumschlag von gelb nach blau
erfahrt. Die Intensitat der Blaufarbung kann zur Bestimmung der Proteinkonzen-
tration genutzt werden.

Zunachst wurde eine Kalibrierldosung aus humanem Serumalbumin (R1) in 5 mM
Na,K,P;-Puffer mit 7 Proteinkonzentrationen von 0 bis 2 mg/ml hergestellt. Die
Membransuspension aus Hausschwein-Herzventrikelgewebe wurde im Verhaltnis
1:2, 1:4 und 1:8 in dem gleichen Puffer verdinnt. Je 0,2 ml der so vorbereiteten
Proben wurden in Reagenzglaser pipettiert und mit 2,0 ml einer vorher
hergestellten Arbeitslosung versetzt. Die Arbeitslosung bestand aus 100 Teilen
einer Natriumcarbonat-Loésung 2 %, 1 Teil einer Kupfersulfat-Losung 1 % und 1
Teil einer Natrium-Kalium-Tartrat-Lésung 2 %. Nach einer Inkubationszeit von 10
min wurde je 0,2 ml Folin-Ciocalteu-Reagenz (R9, 1:4 in Aqua dest. verdunnt)
unter Schutteln zugegeben und danach wurden die Proben 30 min unter Licht-
ausschluss inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Messung der Licht-Absorption
durch die Proben bei einer Wellenlange von 500 nm mittels eines UV-Fotometers
(G26). Aus den gemessenen Absorptionswerten der Kalibrierldsung wurde mittels
der Computersoftware Excel® eine Kalibriergerade erstellt. Durch Einsetzen der
Absorptionswerte der verschiedenen Membransuspension-Verdunnungen in die

Gleichung der Kalibriergeraden wurde der Proteingehalt bestimmt.

2.2 Membransuspensionen aus transfizierten COS7-

Zellen

Zur Expression von humanen sowie punktmutierten Muskarinrezeptoren fur die

Verwendung in Radioligand-Bindungsstudien wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
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COS7-Zelllinie eingesetzt. Bei den COS7-Zellen handelt es sich um Nierenzellen
der afrikanischen grinen Meerkatze (Cercopithecus aethiops), die in Kultur
einschichtig wachsen. Die COS7-Zellen wurden mit Plasmiden, die die ent-
sprechenden humanen bzw. punktmutierten Muskarinrezeptorgene enthielten,
transient transfiziert und danach einer Membranpraparation, d.h. Gewinnung der
nach der jeweiligen Transfektion exprimierten Rezeptoren, zugefuhrt. Die im
Rahmen dieser Arbeit bei den Transfektionen eingesetzten Plasmide, die fur
humane bzw. punktmutierte Rezeptoren kodierten, waren bereits im Arbeitskreis
vorhanden, sodass keine Mutagenese zur Erzeugung dieser Rezeptormutanten
durchgefuhrt werden musste. Um eine Vervielfaltigung der im Rahmen der
Mutagenese erzeugten Plasmide zu ermoglichen, waren im Arbeitskreis E. coli-
Zellen mit den entsprechenden Plasmiden transformiert worden. Die mit einer
bestimmten DNA transformierten E. coli-Zellen wurden in Form von ,Glycerol-
Stocks* bei -80°C gelagert.

2.2.1 Molekularbiologische Arbeiten

Um die flr Transfektionen bendtigte Plasmid-DNA zu vervielfaltigen, wurden
Ubernachtkulturen dieser Bakterien angesetzt: Es wurde mit einer sterilen Pipette
eine kleine Menge des noch gefrorenen ,Glycerol-Stocks“ entnommen und damit
500 ml eines vorher autoklavierten, Ampicillin-haltigen LB-Mediums (R13)
angeimpft. Dem LB-Medium wurde Ampicillin zugesetzt, da die verwendeten
Plasmide allesamt ein Ampicillin-Resistenzgen enthielten und somit nur Bakterien
wachsen konnten, die die Plasmid-DNA aufgenommen hatten. Nach dem
Animpfen wurde der Ansatz flr 16-18 h bei 37°C und 200 rpm in einem Schuttel-
inkubator (G19) inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte die Isolierung der ampli-
fizierten DNA. AulRerdem konnten mit der frischen Bakterienkultur neue ,Glycerol-
Stocks® hergestellt werden. Hierzu wurden 900 ul der Bakterienkultur mit einer
sterilen Pipettenspitze entnommen und mit 300 pl einer 60 %igen Glycerol-Losung
(L3) in einem sterilen Einfrierréhrchen (M10) vermischt. Das Einfrierrdhrchen

wurde zugig bei -80°C eingefroren.

17



Methoden und Materialien

2.2.1.1 Plasmid-DNA-Gewinnung

Zur Gewinnung der in einer Ubernachtkultur amplifizierten Plasmid-DNA wurde ein
Plasmid-Maxi-Kit der Firma Qiagen (M21) eingesetzt. Die bei dem Verfahren
eingesetzten Puffer und Trennsaulen waren Bestandteil des ,Kits".

Die Bakterienzellen wurden zunachst abzentrifugiert (G3, 7000 rpm, 30 min, 4°C),
der Uberstand aus Nahrmedium wurde verworfen. Das Zellsediment wurde in
10 ml RNase A-haltigen Tris-EDTA-Puffer (Bestandteil des ,Kits“) resuspendiert.
Durch Zugabe von 10 ml eines alkalischen, Natrium-Dodecylsulfat-haltigen Puffers
erfolgte eine Lyse der Zellen. Freiwerdende RNA wurde durch die enthaltene
RNase abgebaut und durch im Lysepuffer enthaltene NaOH wurden Proteine,
chromosomale DNA und Plasmid-DNA denaturiert. Nach Zugabe des Lyse-Puffers
wurde eine Inkubationszeit von 5 min genau eingehalten, damit es nicht zu einer
irreversiblen Denaturierung der Plasmid-DNA kam. Im nachsten Schritt wurden
10 ml eines Kaliumacetat-Puffers zur Neutralisation des Lysats zugegeben.
Aufgrund der hohen Salzkonzentration wurde Kaliumdodecylsulfat ausgefallt und
damit die in Salz-Detergens-Komplexe eingeschlossene chromosomale DNA
sowie Proteine und Zelltrimmer. Die kleinere, ringférmig geschlossene Plasmid-
DNA dagegen verblieb in Losung und wurde bei Neutralisation des pH-Werts
renaturiert. Das Prazipitat wurde nun abzentrifugiert (G3, 12000 rpm, 30 min, 4°C)
und der Uberstand auf vorher mit einem Aquilibrierungspuffer behandelte
Anionenaustauscher-Harz-Saulen gegeben. Das Anionenaustauscher-Harz bindet
die negativ geladenen Nukleinsauren. Aufgrund des im Lysat vorliegenden
Salzgehalts und pH-Werts wird nur die Plasmid-DNA zuruckgehalten, wahrend
andere Bestandteile des Lysats (abgebaute RNA, Proteine) im Durchfluss
erscheinen. Anschlielend wurde zweimal 30 ml eines Waschpuffers mittlerer
Salzkonzentration auf die Saulen gegeben, um anhaftende Verunreinigungen zu
entfernen. Die Elution der von den Saulen gebundenen Plasmid-DNA erfolgte mit
15 ml eines Elutionspuffers hoher Salzkonzentration. Aus der eluierten LAosung
wurde die Plasmid-DNA durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol und Schitteln
ausgefallt. Die gefallte Plasmid-DNA wurde abzentrifugiert (4300 rpm, 80 min,
4°C) und die erhaltenen DNA-Sedimente mit 5 ml Ethanol 70 % salzfrei
gewaschen. Nach Zugabe der Ethanol-Losung erfolgte eine weitere Zentrifugation

(4300 rpm, 15 min, 4°C). Der Uberstand aus Ethanol-Lésung wurde entfernt und
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die DNA-Sedimente wurden kurz an der Luft getrocknet. Danach wurde die DNA
in 600 pl sterilem TE-Puffer (L12) aufgenommen, in Einfrierrohrchen (M10)
uberflhrt und bei -20°C eingefroren.

2.2.1.2 DNA-Gehaltsbestimmung

Gehalt und Reinheit der Plasmid-DNA wurden fotometrisch (G26) bestimmt. Die
Absorptionsmessung erfolgte bei 260 nm, da doppelstrangige DNA hier ein
Absorptionsmaximum zeigt. Fur die Messung wurde die Plasmid-DNA-LOsung im
Verhaltnis 1:50 mit Aqua dest. verdunnt. Die Bestimmung des Hintergrundwertes
der Absorption (Blank) erfolgte mit reinem Aqua dest.. Der DNA-Gehalt in ug/ul

errechnete sich anhand der folgenden Gleichung:
Plasmid-DNA-Gehalt [ug/pl]= A2s0)'0,05-50 (Gl. 1)

Zusatzlich wurde die Absorption der Probe bei 280 nm gemessen. Bei dieser
Wellenlange zeigen Proteine eine starke Absorption. Reine DNA-Proben weisen
ein Verhaltnis der Absorptionswerte A260/A(280) von 1,8 bis 2 auf. Dieser Quotient

nimmt mit zunehmender Proteinverunreinigung ab.

2.2.2 Zellbiologische Arbeiten

2.2.2.1 Kultivierung von COS7-Zellen

Alle Arbeitsschritte in der Zellkultur mit COS7-Zellen wurden unter einer sterilen
Werkbank (G15) mit laminarem Luftstrom ausgeflhrt. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte in einem Brutschrank (G25) bei 37°C, 5% CO,-Begasung und einer
Luftfeuchtigkeit von 96 % in 10- bzw. 15 cm-Kulturschalen (M6, M7). Als Nahr-
medium wurde Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, R6) mit einem
Zusatz von 10 % fetalem Kalberserum (FKS, R8) und 1 % eines Penicillin-
Streptomycin-Gemischs verwendet (R16).

Alle 2-3 Tage erreichten die COS7-Zellen eine 80-100 %ige Konfluenz, sodass sie
auf neue Kulturschalen verteilt werden konnten. Dazu wurde zunachst das alte
Nahrmedium abgesaugt und die anhaftenden Zellen mit 37°C warmen PBS-Puffer
(L8) gewaschen. Nach Zugabe von 5 ml einer Trypsin-EDTA-LOsung (R24) pro
15 cm-Kulturschale folgte eine 5-minttige Inkubationszeit im Brutschrank, in der

die anhaftenden Zellen abgelost wurden. Nun wurde durch Zugabe von 5 ml FKS-
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haltigem Nahrmedium das Trypsin inaktiviert und die Zellsuspension konnte im
Verhaltnis von 1:2 bis 1:4 auf neue, mit frischem Nahrmedium beflllte Kultur-

schalen verteilt werden.

2.2.2.2 Einfrieren von COS7-Zellen

Um genugend COS7-Zellen fir den Start des Zyklus aus Vermehrung der Zellen,
Transfektion und Membranpraparation vorratig zu halten, wurde von Zeit zu Zeit
ein Teil der in Kultur befindlichen Zellen eingefroren. Dazu wurden die Zellen einer
15 cm-Kulturschale nach dem in Kapitel 2.2.2.1 beschriebenen Verfahren
geerntet. Die erhaltene Zellsuspension (5 ml Trypsin-EDTA-L6sung + 5 ml
FKS-haltiges Nahrmedium) wurde in ein 50 ml Falcon-Gefal} (M4) tberfuhrt und
bei 1000 x g (G3) 4 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das
LZellpellet” in 3 ml frischem Nahrmedium resuspendiert. Je 900 pl dieser Zell-
suspension wurden zusammen mit 100 yl DMSO in ein Einfrierrohrchen (M10)
uberfuhrt, durchmischt und in flissigem Stickstoff bis zur Reaktivierung

eingefroren.

2.2.2.3 Reaktivieren eingefrorener COS7-Zellen

Um COS7-Zellen neu in Kultur zu nehmen, wurde ein nach der in Kapitel 2.2.2.2
beschriebenen Methode behandeltes Einfrierréhrchen aus dem Stickstofftank
entnommen und aufgetaut. Die im Einfrierrohrchen enthaltene Zellsuspension
wurde in ein 50 ml Falcon-Gefaly uberfuhrt, in das 10 ml FKS-haltiges Nahr-
medium vorgelegt worden waren. Durch den folgenden Zentrifugationsschritt (G3,
1000 x g, 4 min) wurden die Zellen von dem DMSO-haltigen Nahrmedium
abgetrennt, das nun abgesaugt wurde. Das ,Zellpellet® wurde in frischem Nahr-
medium resuspendiert und in eine 10 cm-Kulturschale Uberfuhrt. Nach ca. 24 h
waren die Zellen angewachsen und konnten auf eine 15 cm-Kulturschale
umgesetzt werden. Die Kultivierung der Zellen auf grof3en (15 cm) Kulturschalen

erfolgte durch ,Splitten® im Verhaltnis 1:2 bis 1:4 alle 2-3 Tage.

2.2.2.4 Transiente Transfektion von COS7-Zellen

Die fur verschiedene Wildtyp- und punktmutierte Muskarinrezeptoren kodierende
DNA wurde transient in COS7-Zellen transfiziert. Nach der Transfektion wurden

die entsprechenden Muskarinrezeptoren von den COS7-Zellen vorubergehend
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exprimiert und konnten mittels einer Membranpraparation fir Radioligand-
Bindungsstudien gewonnen werden. Dabei wurde ein viertagiger Zyklus
eingehalten:

1.Tag: Aussaen der COS7-Zellen

2.Tag: Transfektion

4.Tag: Membranpraparation

Am ersten Tag wurden die COS7-Zellen ausgesat, d.h. auf eine bestimmte
Zellzahl pro Kulturschale verteilt. Dazu wurden jeweils die COS7-Zellen von 4
konfluent bewachsenen 15 cm-Kulturschalen nach dem in Kapitel 2.2.2.1
beschriebenen Verfahren geerntet. Die auf diese Weise erhaltenen 40 ml Zell-
suspension wurden in ein Falcon-Gefal} Uberfuhrt und zentrifugiert (G3, 1000 x g,
4 min, Raumtemperatur). Das erhaltene ,Zellpellet® wurde nach Absaugen des
Trypsin-haltigen Nahrmediums in 20 ml frischem Medium resuspendiert. Zur
Bestimmung der Zellzahl pro ml wurde eine Neubauer-Zahlkammer (G18)
eingesetzt. An den Rand der Kammer wurden wenige pul der Zellsuspension
pipettiert, die sich aufgrund von Kapillarkraften gleichmaRig in der Kammer
verteilte. Da die Kammer, die aus vier markierten Quadranten bestand, ein
definiertes Volumen von 0,1 yl hatte, konnte die Zellzahl durch Auszahlen der
Zellen pro Quadrant unter dem Mikroskop (G2) bestimmt werden. Die Zell-
suspension wurde danach in einer Konzentration von 1,6-10° Zellen pro 10 cm-
Kulturschale auf neue Kulturschalen verteilt und bis zum nachsten Tag im
Brutschrank (G25) inkubiert.

Am zweiten Tag folgte die Transfektion der Zellen mittels des Verfahrens der
Lipofektion. Alle Arbeitsschritte wurden unter einer Werkbank mit laminarem
Luftstrom (G15) unter Verwendung von sterilen Pipettenspitzen durchgefihrt. Fur
die Transfektion sollten die am Vortag ausgesaten COS7-Zellen zu diesem
Zeitpunkt eine Konfluenz von 60-80 % erreicht haben.

In zehn sterilen PP-Reaktionsgefallen (M15) wurden zunachst je 290 ul eines
FKS-und Penicillin/Streptomycin-freien Nahrmediums (R6) vorgelegt. Die sonst bei
der Kultivierung von COS7-Zellen nétigen Zusatzstoffe zum Nahrmedium hatten
an dieser Stelle die fur die Transfektion notige Bildung von Liposomen gestort. Zu
dem Nahrmedium wurden nun je 6 ug der gewunschten Plasmid-DNA pipettiert,

die PP-Reaktionsgefale wurden kurz gemischt (Vortex Genie 2%, G28), um die
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DNA im Nahrmedium zu verteilen und danach kurz zentrifugiert (G10), um die
gesamte Menge an Nahrmedium im unteren Bereich der PP-Reaktionsgefalle zu
sammeln. Nun wurde in jedes PP-ReaktionsgefaR 30 pl Polyfect® Transfektions-
reagenz (R18) pipettiert, die Gefalte wiederum kurz gemischt (G28) und danach 5-
10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Durch das Transfektionsreagenz wird die Plasmid-DNA in Liposomen ein-
geschlossen. Die gebildeten Polyfect®-DNA-Komplexe binden an die Zell-
oberflache der COS7-Zellen und werden durch Endozytose aufgenommen. Nach
Verschmelzen der aufgenommenen Endosomen mit Lysosomen der Zellen wird
der pH-Wert in den Lysosomen durch das Transfektions-Reagenz abgepuffert (in
Lysosomen herrscht normalerweise ein saurer pH), sodass die lysosomalen
Nukleasen inaktiviert werden und eine Aufnahme der Plasmid-DNA in den Zellkern
ermdglicht wird.

Wahrend der Inkubationszeit zur Liposomenbildung wurde das alte Nahrmedium
von den 10 zu transfizierenden 10 cm-Kulturschalen abgesaugt, die Zellen wurden
mit PBS-Puffer gewaschen und es wurde in jede Schale 7 ml frisches
Nahrmedium (DMEM + 10 % FKS + 1 % Pen/Strep) zugegeben.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Liposomenbildung durch Zugabe von je
1 ml Nahrmedium (DMEM + 10 % FKS + 1 % Pen/Strep) pro PP-Reaktionsgefal}
beendet. Der Inhalt der PP-Reaktionsgefale wurde vermischt und es wurde
jeweils der Inhalte eines Gefalles auf eine durch den Wechsel des Nahrmediums
vorbereitete Kulturschale gegeben. Die so behandelten Kulturschalen wurden nun
2 Tage lang im Brutschrank (37°C, 5 % CO;) zur Expression der auf den

Plasmiden kodierten Muskarinrezeptoren inkubiert.

2.2.2.5 Membranpraparation aus transfizierten COS7-Zellen

Am vierten Tag des Transfektionszyklus erfolgte die Gewinnung der Muskarin-
rezeptoren durch eine Membranpraparation. Die bei der Membranpraparation
angewendeten Losungen und Materialien mussten nicht steril sein, da die COS7-
Zellen bei der Membranpraparation zerstort und nicht weiter in Kultur gehalten
wurden.

Da ublicherweise jeweils 10 Kulturschalen mit einer bestimmten Plasmid-DNA
transfiziert worden waren, wurden diese bei der Membranpraparation als eine

Charge gemeinsam bearbeitet. Zunachst wurde das Nahrmedium von den 10
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Kulturschalen abgesaugt und die anhaftenden Zellen vorsichtig mit 2 ml PBS-
Puffer (L8) gewaschen. Der Waschpuffer wurde abgesaugt und in jede Schale
wurden nun 4 ml eines eisgekuhlten 5 mM Na,K,P;-Puffers (L7) gegeben. Mittels
eines Zellschabers (M22) wurden die Zellen vom Boden der Kulturschale abgeldst
und die entstandene Zellsuspension in zwei Zentrifugenrohrchen uberfuhrt. Unter
Eiskuhlung wurden die Zellen nun mit einem Polytron-Homogenisator (G21,
dreimal 10 s auf Stufe 6) zerkleinert. Durch den folgenden Zentrifugationsschritt
(G3, 18000 rpm, 30 min, 4°C) wurden die rezeptorhaltigen Membranfragmente
abgetrennt. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und die
beiden ,Pellets” in je 2ml 5mM Na,K,P-Puffer (L7) resuspendiert. Diese
Suspension wurde in einen Potter-Elvejhem-Glashomogenisator (G22) uberfuhrt
und die beiden Zentrifugenrdhrchen je dreimal mit 2 ml des 5 mM Na,K,P;-Puffers
gespult. Die Spulldsungen wurden ebenfalls in den Glashomogenisator gegeben
und die gesamte Suspension wurde per Hand homogenisiert. Das Volumen wurde
nun mit 5 ml Na,K,P--Puffer auf 21 ml erganzt, sodass pro transfizierter 10 cm-
Kulturschale ca. 2 ml Membransuspension erhalten wurde. Die Membran-
suspension wurde in 0,5 ml- bzw. 1 ml-Aliquots auf PP-Reaktionsgefalie verteilt

und bis zur Verwendung bei -80°C eingefroren.

2.2.3 Bestimmung des Proteingehalts nach Bradford

Der Proteingehalt der Membransuspensionen aus COS7-Zellen wurde nach der
Methode von Bradford (1976) bestimmt. Bei dieser Methode wird der Farbstoff
Coomassie-Brilliant Blau verwendet, der mit Proteinen in saurer Losung farbige
Komplexe bildet. Durch die Komplexbildung mit Proteinen wird das Absorptions-
maximum von Coomassie-Brilliant Blau in den langerwelligen Bereich zu einer
Wellenlange von 595 nm verschoben. Durch Absorptionsmessung bei 595 nm
kann die Proteinkonzentration in Losung unter Verwendung einer Kalibrierldsung
bekannter Konzentration bestimmt werden.

Fir die Proteinbestimmung nach Bradford wurde das Bradford-Reagenz der Firma
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, GER) verwendet (R3). Das im
Klhlschrank gelagerte Bradford-Reagenz wurde auf Raumtemperatur gebracht
und in der Zwischenzeit eine Kalibrierlosung unter Verwendung von humanem
Serumalbumin (R1) mit 6 Proteinkonzentrationen von 0 bis 1,5 mg/ml hergestellt.

Das humane Serumalbumin wurde wie die COS7-Proteine aus Membran-
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praparationen in 5 mM Na,K,P;-Puffer (L7) geldst. Von jeder der verschiedenen
Konzentrationen der Kalibrierlosung wurden zweimal 0,1 ml in Reagenzglaser
pipettiert (M1) und mit je 3,0 ml Bradford-Reagenz versetzt. Nach kurzem
Schutteln und einer Inkubationszeit von mindestens 5 min, in der sich die Protein-
Farbstoff-Komplexe bildeten, wurde die Absorption der Proben zligig bei einer
Wellenlange von 595 nm mittels eines UV-Fotometers (G4) gemessen. Das UV-
Fotometer erstellte im Kalibrierungsmodus aus den gemessen Absorptionswerten
eine Kalibriergerade, sodass das Gerat danach bei der Messung der COS7-
Membransuspensionen neben der Absorption einen Proteingehalt (mg/ml)
angeben konnte. Bei der Messung der Absorption der COS7-Membran-
suspensionen wurden die gleichen Arbeitsschritte wie bei der Messung der
Kalibrierlosung durchgefuhrt: Zweimal 0,1 ml Membransuspension wurden in
Reagenzglasern mit je 3,0 ml Bradford-Reagenz vermischt und nach einer

mindestens 5-mindtigen Inkubationszeit zigig UV-fotometrisch vermessen.

2.3 Radioligand-Bindungsstudien

Die aus Herzventrikelgewebe des Hausschweins bzw. transfizierten COS7-Zellen
gewonnenen Muskarinrezeptoren wurden in Radioligand-Bindungsstudien zur
Charakterisierung des Bindungsverhaltens von muskarinischen Liganden
eingesetzt. Bei den Testsubstanzen handelte es sich um orthosterische Liganden,
allosterische Modulatoren und allosterisch/orthosterische Hybridsubstanzen. Im
Folgenden sollen theoretische Grundlagen von Radioligand-Bindungsstudien

erlautert werden.

2.3.1 Massenwirkungsgesetz

Die reversible Reaktion eines Liganden L mit einem Rezeptor R kann durch das
Massenwirkungsgesetz beschrieben werden:
k+1

[RI+[L] [RL] (Gl. 2)

K4
Dabei steht [R] fur die Konzentration des Rezeptors, [L] fur die Konzentration des
Liganden und [RL] fUr die Konzentration der Rezeptor-Ligand-Komplexe. k +1 bzw.
k .1 sind die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziations- bzw. Dissoziations-

reaktion der Rezeptor-Ligand-Komplexe.

24



Methoden und Materialien

Die Geschwindigkeit der Assoziation des Liganden an den Rezeptor ergibt sich

aus folgender Gleichung:
Viin =K, [R]-[L] (Gl. 3)

Dementsprechend gilt fur die Geschwindigkeit der Dissoziation der Rezeptor-

Ligand-Komplexe:
Vi =K -[RL] (G. 4)

Im Gleichgewichtszustand laufen Hin- und Ruckreaktion mit gleicher
Geschwindigkeit ab, sodass sich die Konzentration der Rezeptor-Ligand-

Komplexe nicht mehr andert. Im dynamischen Gleichgewicht gilt:
K.-[RI-[L]=k_;-[RL] (Gl. 5)

Aus dem Quotienten der Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation (k.1) und
der Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation (k:1) ergibt sich die Gleich-
gewichts-Dissoziationskonstante Kp, deren reziproker Wert die Gleichgewichts-

Assoziationskonstante Ka ist:

k4 _[RIML]_ 1

0= =R K, (Gl. 6)

+1
Die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp (Einheit: mol/l) entspricht
derjenigen Ligand-Konzentration, bei der eine halbmaximale Rezeptorbesetzung
vorliegt. Der Kp-Wert ist ein Mal3 fur die Affinitdt des Liganden zum Rezeptor. Ein

niedriger Kp-Wert bedeutet eine hohe Rezeptoraffinitat des Liganden.

2.3.2 Homologe Kompetition

Mittels homologer Kompetitionsexperimente werden die Bindungseigenschaften
einer rezeptorhaltigen Membransuspension charakterisiert. Es wird die Affinitat
des eingesetzten Liganden in Form des Kp-Wertes bestimmt sowie die Konzen-
tration der spezifischen Bindungsstellen in Form des Bnax-Wertes.

In mit einem radioaktiv markierten Liganden durchgeflihrten homologen

Kompetitionsexperimenten konkurriert dieser mit dem strukturidentischen, nicht
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markierten Liganden um die gleiche Bindungsstelle am Rezeptor. Die Konzen-
tration des Radioliganden wird konstant gehalten, wahrend die Konzentration des
nicht markierten Inhibitors stufenweise erhdht und dadurch der Radioligand
zunehmend aus seiner spezifischen Bindung verdrangt wird. Die Gesamtbindung
des Radioliganden wird in Abwesenheit des nicht markierten Liganden bestimmt.
Zur Bestimmung der unspezifischen Radioligandbindung wird ein Uberschuss
eines strukturverschiedenen, nicht markierten Kompetitors eingesetzt, der in der
eingesetzten Konzentration alle spezifischen Bindungsstellen besetzt.

Zur Auswertung dieser Experimente wird die gemessene Radioaktivitat gegen den
dekadischen Logarithmus der molaren Konzentration des nicht markierten
Liganden aufgetragen. Per Computersoftware erfolgt eine nichtlineare
Regressionsanalyse der Daten, bei der die ,4-Parameter-logistische Gleichung®

(Barlow und Blake, 1989) angewendet wird:

B —Mins Max —Min Gl 7
s 1+(IC,, /10X1)™ (Gl.7)
Bges: Gesamtbindung des Radioliganden
Min: Unteres Kurvenplateau (entspricht der

unspezifischen Bindung des Radioliganden)

Max: Oberes Kurvenplateau (Gesamtbindung des
Radioliganden in Abwesenheit des Inhibitors)

ICs0: Wendepunkt der Regressionskurve (Konzentration des
Inhibitors, welche die spezifische Bindung des Radioliganden
auf die Halfte absenkt)

X Konzentration des Inhibitors

Ny: Hill-Koeffizient (Maf fir die Kurvensteilheit)

Ist das Steilheitsmall ny (Hill-Koeffizient) nicht signifikant verschieden von -1,
deutet dies auf eine homogene Rezeptorpopulation und auf molekularer Ebene
auf eine 1:1-Interaktion des Liganden mit dem Rezeptorprotein hin.

Mit Hilfe des Wendepunktes der sigmoiden Inhibitionskurve, dem I1Cso-Wert, kann
die Affinitat des Inhibitors zu dem durch den Radioliganden markierten Rezeptor
berechnet werden. Wenn die Kompetitionsreaktion zwischen Radioligand und
Inhibitor im Gleichgewicht ist, kann der K-Wert nach der Gleichung von Cheng

und Prusoff (1973) berechnet werden:
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IC
K, =—2 (Gl. 8)
1411

Ko
Im Spezialfall der homologen Kompetition sind Radioligand und Inhibitor
strukturidentisch, sodass sie die gleiche Rezeptoraffinitat aufweisen. Es gilt
K| = Kp. Durch Einsetzen in die Cheng-Prusoff-Gleichung kann diese vereinfacht

werden:
K, =K, =1C,, —[L] (Gl. 9)

Neben der Affinitat eines Liganden kann durch homologe Kompetitions-
experimente die Konzentration der spezifischen Bindungsstellen Bnax bestimmt
werden. Die Gesamtzahl der spezifischen Bindungsstellen ergibt sich als Summe
der freien Rezeptoren und der in Form von Rezeptor-Ligand-Komplexen

vorliegenden Rezeptoren:
Brax = [RI+[RL] (Gl. 10)

Zur Berechnung des Bnax-Wertes kann eine Gleichung nach DeBlasi et al. (1989)

angewendet werden:

B,-IC
B =—%9 "% Gl. 11
T (Gl. 11)
Bmax: Anzahl der spezifischen Bindungsstellen
Bo: spezifische Radioligandbindung in Abwesenheit eines
Inhibitors
ICs0: Konzentration des Inhibitors, welche die Bindung des

Radioliganden auf die Halfte absenkt

[L]: Radioligandkonzentration

Eine weitere Moglichkeit der Bestimmung von Kp und Bnax beruht auf den
Gleichungen 6 und 10. Zur Herleitung dieser Gleichung wird Gleichung 10 mit der

Ligandkonzentration [L] multipliziert.

Brax - [L1=[R]-[L]+[RL]-[L] (Gl. 12)
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Das Produkt [R]-[L] wird um den Faktor [RL]/[RL] erganzt, um die Gleichung des
Kp-Wertes (Gl. 6) einsetzen zu konnen. Durch Ausmultiplizieren und Umformen

erhalt man die Sattigungsisotherme nach Langmuir:

Bax *[L1]
RL — max
[RL] Ko 1] (GI. 13)
[RL]: Konzentration der Rezeptor-Ligand-Komplexe

(spezifische Radioligandbindung)

In Sattigungsexperimenten missen hohe Radioligandkonzentrationen eingesetzt
werden, da eine annahernd vollstandige Besetzung der spezifischen Bindungs-
stellen mit Radioligand zur Bestimmung von Bnmax und Kp erforderlich ist.

Die fraktionelle Rezeptorbesetzung B: gibt den Anteil der Ligand-besetzten

Rezeptoren an der Gesamtzahl der Rezeptoren an:

[RL]

f =m (Gl. 14)

Durch Einsetzen von Gleichung 10 und Gleichung 13 in Gleichung 14 ergibt sich:

_ [

LK, (Gl. 15)

Bei Einsatz einer Radioligandkonzentration, die dem Kp-Wert des Liganden
entspricht, ergibt sich also eine fraktionelle Rezeptorbesetzung von 50 %. Um eine
fraktionelle Rezeptorbesetzung von annahernd 100 % zu erreichen, muissen
Radioligandkonzentrationen eingesetzt werden, die um ein Vielfaches groRer als
der Kp-Wert sind.
Die Sattigungsisotherme nach Langmuir (Gl. 13) Iasst sich nach Scatchard (1949)
umformen, sodass sich eine Geradengleichung (in der Form y = m-x + n) ergibt:
RL 1 B
%}E-[RLHKL;X (@l. 16)
Die Scatchard-Transformation ist eine Moglichkeit, um Bmax und Kp aus einem
homologen Kompetitionsxeperiment zu bestimmen. Dazu wird die spezifische

Bindung des Radioliganden [RL] gegen den Quotienten aus spezifischer Bindung
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und freier Konzentration des Radioliganden [RL]/[L] aufgetragen. Der Kp-Wert
ergibt sich als negativer Kehrwert der Steigung der Regressionsgeraden, der Brax-
Wert als Schnittpunkt der Geraden mit der Abszisse. Die per Computersoftware
durchfihrbare nichtlineare Regressionsanalyse wird heute haufiger zur
Bestimmung der genannten Bindungsparameter eingesetzt als die lineare
Regressionsanalyse nach Scatchard.

Fur die Anwendbarkeit der Scatchard-Gleichung sind von Bennett und Yamamura
(1985) Voraussetzungen formuliert worden: Die Reaktion zwischen Rezeptor und
Ligand muss dem Massenwirkungsgesetz folgen und ihr Gleichgewicht erreicht
haben. Der Bnax-Wert der Membransuspension (fmol/mg Protein) darf nicht gréfRer
sein als 10 % des Kp-Wertes (nmol/l) des eingesetzten Radioliganden. Es muss
eine einheitliche Rezeptor- und Ligandpopulation vorliegen. Bei dem Bindungs-
experiment durfen nicht mehr als 10 % des eingesetzten Radioliganden gebunden

werden, da die freie Radioligandkonzentration als konstant angesehen wird.

2.3.3 Heterologe Kompetition

Die Inhibitionskonstante K; eines Liganden, der mit [PHJNMS bzw. [°’H]JOxoM um
die orthosterische Bindungsstelle konkurriert, ergibt sich aus dem ICso-Wert des

Inhibitors durch Anwendung der Cheng/Prusoff-Korrektur:

IC
K =——2 Gl. 8
N (Gl. 8)

KD
Zur Berechnung des K-Wertes, der der Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten
des Inhibitors entspricht, werden also die Radioligandkonzentration [L] sowie der
Kp-Wert des Radioliganden bendtigt. Eine Voraussetzung fur die Berechnung von
Ki-Werten ist ein nicht signifikant von -1 verschiedenes Steilheitsmal® ny der
Inhibitionskurven, wie es fur ein einstufiges Bindungssystem, z.B. bei kompetitiven

Antagonisten typisch ist.

2.3.3.1 Bindungsverhalten von Agonisten

Bei der Reaktion zwischen einem Agonisten und einem Rezeptor handelt es sich
bei Vorhandensein von an den Rezeptor koppelnden G-Proteinen um ein

zweistufiges Bindungssystem (Kenakin, 1997):
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K, Ko
[AI+[R{ [ARJ+(T] [ART] (Gl.17)
[A]: Agonist-Konzentration
[Ril: Gesamt-Rezeptorkonzentration
[T]: G-Protein-Konzentration
Ki,Ko: Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten

Die im ersten Reaktionsschritt gebildeten Agonist-Rezeptorkomplexe koénnen
weiterreagieren zu ternaren Komplexen aus Agonist, Rezeptor und G-Protein.
Dadurch wird [R] aus der Gleichgewichtsreaktion mit [A] entzogen und es werden
mehr Agonist-Rezeptor-Komplexe gebildet als eigentlich erlaubt nach K. Dieser
Effekt flhrt zu einer Linksverschiebung der Agonist-Inhibitionskurve, also einer
Affinitdtserhdhung. Wenn in einer Membranpraparation oder in einem nativen
Gewebe G-Proteine, die an die jeweiligen Rezeptoren koppeln, vorhanden sind,
fuhrt dies also zur Entstehung von zwei unterschiedlichen Rezeptorzustanden: Es
gibt einen G-Protein-gekoppelten, fur Agonisten hochaffinen Zustand und einen G-
Protein-entkoppelten, fir Agonisten niedrigaffinen Zustand. Diese Rezeptor-
zustande stellen fur Agonisten zwei unterschiedliche Bindungsstellen dar, sodass
Inhibitionskurven mit einem Steilheitsmal} resultieren, das signifikant groRer als -1
ist. Agonisten zeigen demnach in Radioligand-Bindungsstudien ein komplexes
Bindungsverhalten. Wird die oben beschriebene Cheng/Prusoff-Gleichung bei
diesen Inhibitionskurven angewendet, so ergeben sich aufgrund der flachen
Kurvensteilheit apparente Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K. Alternativ
konnen Radioantagonist-Agonist-Inhibitionskurven mit einem Modell, das zwei
Bindungsstellen beinhaltet, analysiert werden. In diesem Fall erhalt man fur einen
Agonisten zwei Affinitatskonstanten, Kinochafin UNd K niedrigafiin. ZUr Regressions-
analyse mit einem Modell, das zwei Bindungsstellen beinhaltet, kann folgende

Gleichung verwendet werden:
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. Fraktion1 1—Fraktion1 .
Bges - (MaX_MIn) (log[X] - logIC in) + (log[X] - logICsp niedrigaffin ) +Min (Gl 18)
(1 + 1 0 50 hochaffin ) (1 + 1 0 50 niedrigaffin )
Bges: Gesamtbindung des Radioliganden
Max: Oberes Kurvenplateau
Min: Unteres Kurvenplateau

Fraktion1: Anteil des hochaffinen Kompartiments an der Gesamtbindung

1-Fraktion1: Anteil des niedrigaffinen Kompartiments an der Gesamtbindung

X Konzentration des Inhibitors

ICs0 hochaiin: 1. Wendepunkt der Regressionskurve (Konzentration des
Inhibitors, welche die Bindung des Radioliganden an das
hochaffine Kompartiment auf die Halfte absenkt)

ICs0 niedrigafiin: 2. VWendepunkt der Regressionskurve (Konzentration des
Inhibitors, welche die Bindung des Radioliganden an das

niedrigaffine Kompartiment auf die Halfte absenkt)

Mittels eines F-Tests kann geprift werden, ob Bindungsdaten ausreichend durch
eine monophasische Kurvenanpassung mit einem konstanten Steilheitsmall ny =
-1 oder besser durch eine biphasische Kurvenanpassung mit Gleichung 18
beschrieben werden. Eine Analyse mit Gleichung 18 bietet sich vor allem bei von
ihrer Gestalt her stark biphasischen Inhibitionskurven an.

Das gerade beschriebene komplexe Bindungsverhalten betrifft Agonisten, nicht
aber Antagonisten, denn Antagonisten bewirken ja definitionsgemaf keine Bildung
von ternaren Komplexen mit Rezeptor und G-Protein. Ein Antagonist bindet an
den G-Protein-gekoppelten und entkoppelten Zustand mit gleicher Affinitat, sodass
durch Radioantagonisten beide Rezeptorzustande markiert werden.

Der Anteil der G-Protein-gekoppelten, also fur Agonisten hochaffinen Rezeptoren,
kann durch die Zugabe von Guanylnukleotiden, also z.B. Guanosintriphosphat
(GTP) oder GTP-Analoga, vermindert werden: Ein Uberschuss an Guanylnukleotid
fuhrt zu einer Destabilisierung der ternaren Komplexe aus Agonist, Rezeptor und
G-Protein und damit zu einer Entkopplung der Rezeptoren vom G-Protein. Bei
einer quantitativen Entkopplung kommt es zu einer Aufhebung des hochaffinen
Rezeptorzustandes, damit zu einem Affinitatsverlust des Agonisten und einer
Ruckkehr des SteilheitmalRes ny in der Radioantagonist-Agonist-Inhibition zu -1
(Kenakin, 1997). Ein durch Zugabe von Guanylnukleotiden bewirkter Affinitats-
verlust (bei Einsatz von GTP als ,GTP-Shift* bezeichnet) ist typisch fur das

Bindungsverhalten von Agonisten. Guanylnukleotide haben keinen Einfluss auf
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das Bindungsverhalten von Antagonisten, da deren Affinitdt zum G-Protein-
gekoppelten und -entkoppelten Zustand gleich ist.

In Bindungsstudien mit einem Radioantagonisten werden sowohl der hochaffine
als auch der niedrigaffine Rezeptorzustand untersucht, wahrend bei Zugabe eines
Uberschusses Guanylnukleotid nur der niedrigaffine Rezeptorzustand untersucht
wird. Durch den Einsatz von radioaktiv markierten Agonisten, z.B. [3H]Oxo—
tremorin M, kann der hochaffine Rezeptorzustand alleine betrachtet werden. In
den ublicherweise eingesetzten nanomolaren Konzentrationen bindet der Radio-

agonist nur an den hochaffinen Rezeptorzustand und markiert nur diesen.

2.3.4 Allosterische Interaktion

Bei den beiden im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Radioliganden handelte es
sich um orthosterische Liganden, d.h. die Liganden besitzen Affinitat zur ortho-
sterischen Bindungsstelle der Rezeptoren, in diesem Fall Muskarinrezeptoren.
Neben der kompetitiven Interaktion, also der Konkurrenz um die gleiche Bindungs-
stelle, ist es auch maoglich, dass Liganden an eine weitere spezifische Bindungs-
stelle am Rezeptorprotein, eine sogenannte allosterische Bindungsstelle binden.
Da es sich bei der orthosterischen und allosterischen Bindungsstelle um unter-
schiedliche Haftareale am Rezeptorprotein handelt, ist es moglich, dass sich
ternare Komplexe aus dem Rezeptor, dem orthosterischen Ligand und dem
allosterischen Modulator bilden. Zur Beschreibung dieser allosterischen Interaktion
kann das ternare Komplexmodell (Ehlert, 1988), auch als Kooperativitatsmodell

bezeichnet, verwendet werden:
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1

Allosterischer
v Modulator
[RL]+[A]

K, \V/

Orthosterischer
Ka oK, Ligand

[RI+[LIHA]

[RAJ+[L]

Muskarinrezeptor

Abb. 2: Terndres Komplexmodell (Kooperativitdtsmodell) nach Ehlert (1988). Piktogramm mit

Rezeptorbesetzungszustédnden modifiziert nach Mohr et al. (2003).

[R]: Konzentration der freien Rezeptoren
[L]: Konzentration des orthosterischen Liganden
[A]: Konzentration des allosterischen Liganden

[RL], [RA], Konzentration der entsprechenden Rezeptor-

[RLA]: Ligand-Komplexe

Ki: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des orthosterischen
Liganden

Ka: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des allosterischen
Liganden

o Kooperativitatsfaktor

Durch die Bindung eines Liganden an den Rezeptor bilden sich binare Komplexe.
Die Affinitat des Rezeptors fur den Liganden, der an die noch unbesetzte
Bindungsstelle bindet, kann hierdurch verandert werden, was als Kooperativitat
bezeichnet wird. Im Falle positiver Kooperativitat zwischen Alloster und Orthoster
kommt es zu einer Bindungsforderung, im Falle negativer Kooperativitat zu einer
gegenseitigen Bindungshemmung und bei neutraler Kooperativitat wird die
Bindung nicht beeinflusst. Das Ausmal® der Kooperativitdat wird durch den
Kooperativitatsfaktor o bestimmt, wobei a-Werte zwischen 0 und 1 einer positiven
Kooperativitat, o =1 einer neutralen und o-Werte grolRer 1 einer negativen

Kooperativitat entsprechen.
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Die Wirkung allosterischer Modulatoren auf die Bindung von orthosterischen
Liganden, die mittels radioaktiv markierter Orthostere gemessen werden kann,
kommt durch eine Beeinflussung der Bindungskinetik zu Stande. Allosterische
Modulatoren beeinflussen die Rezeptor-Assoziation und -Dissoziation des
Orthosters. In der Regel wird an Muskarinrezeptoren die Assoziation des Ortho-
sters gehemmt und die Dissoziation verzogert. Eine Assoziationshemmung fuhrt
zu einer Bindungshemmung, wahrend eine Dissoziationsverzogerung bindungs-
fordernd wirkt. FUr das Ausmald der Assoziationshemmung des Orthosters ist die
Affinitat des allosterischen Modulators zu freien Rezeptoren malgeblich, flr das
Ausmald der Dissoziationsverzogerung die Affinitdt des Allosters zu Orthoster-
besetzten Rezeptoren. Der Gesamteffekt eines Allosters auf die Orthosterbindung,
also die Kooperativitat, ergibt sich als Resultat der Beeinflussung von Rezeptor-
Assoziation und -Dissoziation des Orthosters. Bei positiver Kooperativitat ist die
Affinitat des allosterischen Modulators zu Orthoster-besetzten Rezeptoren héher
als zu freien Rezeptoren, d.h. es Uberwiegt die Dissoziationsverzogerung.
Negative Kooperativitat ist Folge einer hoheren Affinitat des Allosters zu freien als
zu Orthoster-besetzten Rezeptoren, d.h. es Uberwiegt die Assoziationshemmung.
Bei neutraler Kooperativitat heben sich die Effekte des allosterischen Modulators
auf Assoziation und Dissoziation des Orthosters auf, da das Alloster gleiche
Affinitat zu freien und Orthoster-besetzten Rezeptoren aufweist und somit die
Orthoster-Bindung unbeeinflusst lasst.

Aus dem gerade beschriebenen ternaren Modell der allosterischen Interaktion ist
eine Gleichung abgeleitet worden, mit Hilfe derer die Gleichgewichts-
Dissoziationskonstante Ka des allosterischen Modulators und der Kooperativitats-

faktor o berechnet werden konnen (Ehlert, 1988):

[L]+K,
B, =B,
AT K, +[A] (Gl. 19)
[LI+K =2
Ka + [A]
a
Ba: spezifische Bindung des Radioliganden in Anwesenheit des

allosterischen Modulators
Bo: spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit des
allosterischen Modulators

K. Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des Radioliganden
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Ka: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des allosterischen
Modulators

o Kooperativitatsfaktor

[Al: Konzentration des allosterischen Modulators

[L]: Konzentration des Radioliganden

In Gleichgewichts-Bindungsexperimenten wird eine konstante Radioligand-
konzentration eingesetzt sowie variierende Konzentrationen des allosterischen
Modulators. Zur Analyse der erhaltenen Daten muss die Gleichgewichts-
Dissoziationskonstante K_ des Radioliganden vorher in homologen Kompetitions-
experimenten bestimmt worden sein.

Bei neutraler Kooperativitat andert sich die Gleichgewichtsbindung des Orthosters
in Anwesenheit des allosterischen Modulators nicht, sodass eine nichtlineare
Regressionsanalyse nach Gleichung 19 nicht mdglich ist. Nach dem ternaren

Modell der allosterischen Interaktion gilt:
O('KA = ECO’5diss (G| 20)

ECosdiss Wird in kinetischen Experimenten bestimmt und entspricht derjenigen
Alloster-Konzentration, die die Radioligand-Dissoziation halbmaximal reduziert.
Zur Analyse der Gleichgewichts-Bindungsdaten von neutral kooperativen
Substanzen wird in Gleichung 19 Ka durch den Quotienten ECy sgiss/a ersetzt.

Die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Ka, der Kooperativitatsfaktor o sowie
der ECysgiss-Wert eines allosterischen Modulators werden haufig in Form des
negativen dekadischen Logarithmus als pKa-, pa- und pECy sqiss-Wert angegeben.

Aus Gleichung 20 ergibt sich:
PK s =PEC 545 — PO (Gl. 21)

Nach dem Kooperativitatsmodell (Ehlert, 1988) entspricht der Wert pa also der
Differenz in log-Einheiten der Affinitat eines allosterischen Modulators zu freien
Rezeptoren (pKa) und der Affinitat zu Ligand-besetzten Rezeptoren (pECy s4iss)-

Bei der Analyse der Gleichgewichts-Bindungsdaten von allosterischen
Modulatoren mittels der Ehlert-Gleichung (GIl. 19) wurden von der Computer-
software Regressionskurven mit einem konstanten Steilheitmal’ von -1 berechnet.

Die beiden im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten allosterisch/orthosterischen
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Hybridsubstanzen waren einerseits Agonisten und zeigten andererseits ein
allosterisches Bindungsverhalten. In heterologen Interaktionsexperimenten mit
dem Radioantagonisten [3H]N-Methylscopolamin und den agonistischen
allosterisch/orthosterischen Hybridsubstanzen konnten sich eventuell Inhibitions-
kurven mit einem signifikant von -1 verschiedenen Steilheitsmald ergeben (siehe
Kapitel 2.3.3.1). Fur die Analyse von Gleichgewichts-Bindungsdaten allosterischer
Modulatoren ist eine Gleichung, die ein variables Steilheitsmal} enthalt, von
Trankle et al. (2003) aufbauend auf einer Gleichung von Lazareno und Birdsall
(1995) entwickelt worden:
(1+K_-[L]D)-(1+ o (K, - [XD™)

P =B K DX K- (1= (K X)) (Gl.22)

B.x: spezifische Bindung des Radioliganden in Anwesenheit der
allosterischen Substanz

Bo: spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der
allosterischen Substanz

Ki: Gleichgewichts-Assoziationskonstante des Radioliganden

Kx: Gleichgewichts-Assoziationskonstante der

allosterischen Substanz

o Kooperativitatsfaktor

X Konzentration der allosterischen Substanz
[L]: Konzentration des Radioliganden

Ny: Steilheitsmal}

Im Gegensatz zu der Ehlert-Gleichung (GI. 19) handelt es sich bei den Affinitats-
parametern K. und Kx dieser Gleichung um Assoziationskonstanten. Der
Kooperativitatsfaktor o ist invers zu dem in der Ehlert-Gleichung enthaltenen
Kooperativitatsfaktor, d.h. ein nach Gleichung 22 berechneter Kooperativitats-
faktor a zwischen 0 und 1 bedeutet negative Kooperativitat, 1 eine neutrale
Kooperativitat und ein Kooperativitatsfaktor > 1 eine positive Kooperativitat. Wird
bei der nichtlinearen Regressionsanalyse nach Gleichung 22 ein Steilheitsmal}
ny = -1 vorgegeben, so ergeben sich nach Bildung des Kehrwertes der gleiche
Affinitatsparameter und Kooperativitatsfaktor flr eine allosterische Substanz wie
bei Anwendung der Ehlert-Gleichung (GIl. 19). Die Anwendung von Gleichung 22

mit Steilheitsmal’ ny = -1 entspricht also der Anwendung der Ehlert-Gleichung. Bei
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der Analyse der Gleichgewichts-Bindungsdaten der allosterisch/orthosterischen
Hybridsubstanzen wurde Gleichung 22 angewendet und jeweils mittels eines F-
Tests gepruft, ob die Daten signifikant besser durch ein Steilheitsmal’ von ny = -1
oder ein von -1 abweichendes, d.h. in der Regressionsanalyse bestimmtes,
Steilheitsmall ny beschrieben wurden. Dieses Verfahren wurde bei den einzelnen
Experimenten angewendet. Zur Berechnung der Mittelwerte des Affinitats-
parameters Ka bzw. Kx und Kooperativitatsfaktors o wurden die Werte der nach F-
Test bevorzugten Analyse aus den Einzelexperimenten verwendet.

Eine Voraussetzung fur die korrekte Bestimmung von o und Ka bzw. Ky ist, dass
sich die Reaktion zum Zeitpunkt der Messung im Gleichgewicht befindet. Zur
Berechnung der Inkubationszeit eines heterologen Interaktionsexperiments wurde

folgende Gleichung nach Lazareno und Birdsall (1995) verwendet:

[A]
t‘l/20bs = t1/20ff |1+ EC (Gl- 23)
0,5diss
t1/20bs: Halbwertszeit der Gleichgewichtseinstellung
12011 Dissoziations-Halbwertszeit des Radioliganden unter

Kontrollbedingungen
[Al: Konzentration des allosterischen Modulators
ECo sdqiss: Konzentration des allosterischen Modulators, die die

Radioligand-Dissoziation halbmaximal verzogert

Die Halbwertszeit der Gleichgewichtseinstellung ti,20ps €ntspricht also der um die
Dissoziationsverzogerung durch das Alloster korrigierten Halbwertszeit der
Radioligand-Dissoziation unter Kontrollbedingungen. Fur die Inkubationszeit der
Versuche wurde angenommen, dass sich die Reaktion nach der funffachen

Halbwertszeit der Gleichgewichtseinstellung (5-t1/20bs) im Gleichgewicht befindet.

2.3.4.1 Bindungsmodell allosterisch/orthosterischer Hybridliganden

Bei der allosterischen Bindungsstelle handelt es sich um ein von der ortho-
sterischen Bindungsstelle verschiedenes Haftareal am Rezeptorprotein. Daher
erscheint es mdglich, dass ein bitopischer Ligand an die allosterische und die
orthosterische Bindungsstelle gleichzeitig bindet. Fur das Bindungsverhalten eines
solchen bitopischen Liganden ist von May et al. (2007a) ein Modell entwickelt

worden. Dieses Modell bertcksichtigt neben den vier Zustanden, die im Ehlert-
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Modell der allosterischen Interaktion vorhanden sind (siehe Abb. 2), einen flnften
Zustand, in dem ein bitopischer Ligand sowohl an die allosterische als auch die

orthosterische Bindungsstelle gebunden hat:

L >

Allosterisch/

orthosterischer
Ke qua Hybridligand
K K Orthosterischer
, o= A Ligand
/ \\\
L
Il |
\\\ /
Ka/a \/ Kg 410/ Muskarinrezeptor

Abb. 3: Bindungsmodell fur Hybridliganden, die an die allosterische und die orthosterische

Bindungsstelle gleichzeitig binden kdnnen. Modifiziert nach May et al. (2007a).

Ka: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des orthosterischen
Liganden
Kz allo: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante der Bindung des

Hybridliganden an die allosterische Bindungsstelle
Ks qual: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante der Bindung des
Hybridliganden im dualen Bindungsmodus

o Kooperativitatsfaktor

Fir einen Hybridliganden ergeben sich zwei Affinitatsparameter, Kg 410 und Kz guar.
Kz a0 €ntspricht der Affinitdt des Hybridliganden bei Bindung an die allosterische
Bindungsstelle alleine, Kgqua der Affinitat des Hybridliganden bei gleichzeitiger
Bindung an die allosterische und orthosterische Bindungsstelle, also der Affinitat
im dualen Bindungsmodus. In dem Modell nach May et al. bedeuten
Kooperativitatsfaktoren o > 1 eine positive Kooperativitat des Hybridliganden mit

dem zur Markierung der orthosterischen Bindungsstelle eingesetzten Radio-
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liganden, ein Kooperativitatsfaktor o = 1 eine neutrale Kooperativitat und a-Werte
<1 eine negative Kooperativitat. Durch die kompetitive Interaktion eines Hybrid-
liganden mit dem Radioliganden an der orthosterischen Bindungsstelle wird
dessen Bindung vermindert. Bei einer deutlich ausgepragten positiven Koopera-
tivitat, die Folge der Bindung des Hybridliganden an die allosterische Bindungs-
stelle ist, kann es nach May et al. (2007a) insgesamt dennoch zu einer Bindungs-
forderung eines orthosterischen Liganden durch einen allosterisch/orthosterischen
Hybridliganden kommen.

Fir die Analyse von Interaktionsexperimenten allosterisch/orthosterischer Hybrid-
liganden mit einem orthosterischen Radioliganden ist in der Publikation von May et
al. (2007a) eine Gleichung enthalten, die die fraktionelle Rezeptorbesetzung durch

das Radioorthoster beschreibt:

Pa = A]
(1+[B][ 1 + 1 H
[A]+ KA KBduaI KBaIIo (GI_ 24)
)
Kg o
pA: Fraktionelle Rezeptorbesetzung
[A]: Konzentration des Radioliganden
[BI: Konzentration des Hybridliganden
Ka: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des Radioliganden
K allo: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante der Bindung des

Hybridliganden an die allosterische Bindungsstelle
Kz dual: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante der Bindung des
Hybridliganden im dualen Bindungsmodus

o Kooperativitatsfaktor

Gleichung 24 wurde dem Arbeitskreis Mohr von dem Seniorautor der Publikation
von May et al., Prof. Dr. A. Christopoulos (Monash-Universitat, Australien), in einer
fir die nichtlineare Regressionsanalyse mit der Computersoftware Prism®

geeigneten Form zur Verfugung gestellt.
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2.3.5 Kinetik der Radioligandbindung

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Experimenten, die unter Gleich-
gewichtsbedingungen durchgeflhrt werden, wird in kinetischen Experimenten die
Wirkung allosterischer Modulatoren auf die Radioligandbindung in Abhangigkeit
von der Zeit betrachtet. Wie bereits erwahnt, konnen allosterische Liganden an
Muskarinrezeptoren die Assoziation eines Orthosters an den Rezeptor hemmen
und die Dissoziation verzogern. Eine Assoziationshemmung eines Orthosters, in
diesem Fall der Radioliganden [°H]NMS oder [°H]OxoM, kann auch durch einen
kompetitiven Antagonisten an der orthosterischen Bindungsstelle bewirkt werden,
wahrend ein dissoziationsverzogernder Effekt spezifisch fur allosterische
Modulatoren ist (Kostenis und Mohr, 1996). Eine Hemmung der Dissoziation von
Radioligand-Rezeptor-Komplexen kann nur Uber eine von der besetzten
orthosterischen verschiedene, also allosterische Bindungsstelle vermittelt werden.
Dissoziationsexperimente dienen also der Detektion eines allosterischen
Bindungsverhaltens von Testsubstanzen und der Messung der allosterischen
Wirksamkeit.

In Gleichgewichts-Bindungsexperimenten kann eine stark negative Kooperativitat,
die Folge eines allosterischen Bindungsverhaltens ist, nicht direkt von einer
kompetitiven Interaktion einer Testsubstanz mit einem zur Markierung der ortho-
sterischen Bindungsstelle eingesetzten Radioliganden unterschieden werden.
Eine unveranderte Gleichgewichtsbindung des Radioliganden kann Folge einer
neutralen Kooperativitat einer allosterischen Testsubstanz mit dem Orthoster sein
oder Folge einer fehlenden Interaktion der Testsubstanz mit dem Rezeptor. In
diesen Fallen kann eine eventuelle allosterische Interaktion von Testsubstanzen
durch Dissoziationsexperimente untersucht werden.

Die Veranderung der Konzentration der Radioligand-Rezeptor-Komplexe, die in
Dissoziationsexperimenten betrachtet wird, ergibt sich als Summe der beiden
Teilprozesse Rezeptor-Ligand-Assoziation und Rezeptor-Ligand-Dissoziation:

d[(;RtL] —k,,-[R]-IL]-k_ -[RL] (Gl. 25)
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Durch Zugabe eines ca. tausendfachen Uberschusses eines nicht markierten
orthosterischen Liganden wird beim Start der Dissoziationsexperimente die Radio-
ligand-Rezeptor-Assoziation quasi unterbunden. Es gilt in diesem Fall:

dRL] .
g =k RU (Gl. 26)

Die Abnahme der Gesamtbindung des Radioliganden lasst sich durch eine
monoexponentielle Funktion, wie sie fur viele Zerfallsprozesse charakteristisch ist,

beschreiben:

[B,]1=[B,]-e ™ " +u (Gl. 27)
[By: Gesamtbindung des Radioliganden zum Zeitpunkt t
[Bol: Gesamtbindung des Radioliganden zum Zeitpunkt t = 0

(Start der Dissoziationsreaktion)

u: unspezifische Bindung des Radioliganden

Die Halbwertszeit der Dissoziation ti, gibt die Zeit an, innerhalb derer die
Konzentration der Radioligand-Rezeptor-Komplexe auf die Halfte des Ausgangs-

wertes abnimmt. Durch Umformen von Gleichung 27 erhalt man:

Lo =7— (Gl. 28)

Eine durch allosterische Modulatoren bewirkte Dissoziationsverzogerung flhrt zu
einer Verminderung der Geschwindigkeitskonstanten k4 und zu einer
Verlangerung der Dissoziations-Halbwertszeit des Orthosters. k.4-Werte, die in
Gegenwart von allosterischen Modulatoren bestimmt wurden, werden als
apparente Geschwindigkeitskonstanten bezeichnet, da das Ausmall der
Dissoziationsverzogerung abhangig vom Anteil der Alloster-besetzten an den
Gesamtrezeptoren ist: Die Geschwindigkeit der Orthoster-Dissoziation wird
bestimmt durch das Verhaltnis zwischem dem Anteil der Orthoster-Molekdlle, die
mit einer bestimmten Geschwindigkeitskonstante von nicht Alloster-besetzten
Rezeptoren dissoziieren, und dem Anteil der Orthoster-Molekulle, die mit einer
bestimmten Geschwindigkeitskonstante von Alloster-besetzten Rezeptoren

dissoziieren. Zur Auswertung eines Dissoziationsexperimentes wurden die
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apparenten Geschwindigkeitskonstanten in Prozent des Kontrollwertes in
Abwesenheit des allosterischen Modulators gegen den Logarithmus der
eingesetzen Modulator-Konzentrationen aufgetragen. An die Datenpunkte wurde
durch computergestitzte, nichtlineare Regression gemal Gleichung 7 eine
sigmoidale Kurve angepasst. Der Wendepunkt dieser Kurve wird als ECy sgiss
bezeichnet und entspricht derjenigen Konzentration des allosterischen Modulators,
die zu einer Verlangsamung der Dissoziationsgeschwindigkeit des Orthosters auf
die Halfte des Kontrollwertes flhrt. ECgsgiss €ntspricht derjenigen Alloster-
Konzentration, bei der an 50 % der Orthoster-besetzten Rezeptoren Alloster
gebunden ist und ist ein Mal} flr die Affinitat von allosterischen Modulatoren zu
Orthoster-besetzten Rezeptoren (Trankle et al., 1998a). Ist das Plateau einer
Dosis-Effekt-Kurve von Dissoziationsexperimenten mit einem allosterischen
Modulator signifikant verschieden von 0 % bedeutet dies, dass der Modulator nicht
in der Lage ist, die Dissoziation des Orthosters vom Rezeptor vollstandig zu
verhindern. Ein von -1 signifikant verschiedenes Steilheitsmall ny deutet auf ein
komplexes Bindungsverhalten des allosterischen Modulators hin, also eine von
einem 1:1-Verhaltnis abweichende Interaktion zwischen Alloster und Rezeptor-
protein.

Ein besonderes Verfahren zur Untersuchung des Effekts von allosterischen
Modulatoren auf die Orthoster-Dissoziation ist die sogenannte Zweipunkt-Kinetik.
Das Verfahren ist von Kostenis und Mohr (1996) beschrieben worden. Hierbei wird
die Radioligandbindung beim Start der Dissoziationsreaktion (t = 0) und zu einem
bestimmten Zeitpunktt im Verlauf der Dissoziation gemessen. Voraussetzung fur
die Anwendbarkeit von Zweipunkt-kinetischen Messungen ist ein mono-
exponentieller Verlauf der Radioligand-Dissoziation. Der Zeitpunktt sollte so
gewahlt werden, dass er einerseits im steilen Bereich der Dissoziationskurve des
Radioliganden liegt und andererseits ein genugend groRes Messfenster, also
Differenz der Radioligandbindung zwischen den Zeitpunkten t = 0 und t, erhalten
wird. Vorteile der Zweipunkt-Kinetik gegenuber der Untersuchung von kompletten
Dissoziationsverlaufen sind der geringere experimentelle Aufwand und ein hoherer
Versuchsdurchsatz.

Die  Geschwindigkeitskonstanten der Radioligand-Dissoziation fur die
verschiedenen bei der Zweipunkt-Kinetik eingesetzten Alloster-Konzentrationen

lassen sich folgendermal3en berechnen:
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In Bt,spez
Bo.sper (Gl. 29)
=
Bt spez: spezifische Bindung des Radioliganden zum Zeitpunkt t
Bo,spez: spezifische Bindung des Radioliganden beim Start der

Dissoziationsreaktion (t = 0)
t: Zeitpunkt der Beendigung der Radioligand-Dissoziation

(Vakuumfiltration)

Die Auswertung der Dosis-Effekt-Kurven erfolgte analog dem Verfahren bei
kompletten Dissoziationsverlaufen durch Auftragung der apparenten Geschwindig-
keitskonstanten in Prozent des Kontrollwertes ohne Alloster gegen den Loga-

rithmus der Konzentration des allosterischen Modulators.

2.3.6 Durchfuhrung der Untersuchungen

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Bindungsstudien wurde
entweder der Antagonist [PHJN-Methylscopolamin ([PH]NMS) oder der Agonist
[’H]Oxotremorin M ([*H]OxoM) zur Markierung der orthosterischen Bindungsstelle
von Muskarinrezeptoren eingesetzt. Die Versuche wurden in einem Na,K,P;-Puffer
(L7) bei einem pH-Wert von 7,4 und einer Temperatur von 23°C durchgefihrt.
Kinetische Versuche mit [PHINMS bzw. [?H]OxoM wurden zur Verlangsamung der
Dissoziation teilweise bei einer abgesenkten Temperatur durchgefihrt. Die
Bestimmung der unspezifischen Radioligandbindung erfolgte in Gegenwart eines
Atropin-Uberschusses (1 yM bei Versuchen mit Membransuspensionen aus
Hausschwein-Herzventrikelgewebe, 3 uyM bei Versuchen mit Membran-
suspensionen aus COS7-Zellen). In Gegenwart eines Atropin-Uberschusses, der
zur Besetzung aller Muskarinrezeptoren fuhrt, verbleibt nur die unspezifische
Radioligandbindung an in der Membransuspension enthaltene Proteine oder das
bei den Versuchen eingesetzte Filtermaterial. Die membrangebundene Radio-
aktivitat wurde durch Filtration abgetrennt. Bei Experimenten mit Hausschwein-
Herzventrikelhomogenat erfolgte die Abtrennung mittels Handfiltration Gber
Glasfaser-Rundfilter (M9), bei Experimenten mit Membransuspensionen aus
COS7-Zellen, also klonierten Muskarinrezeptoren, wurden ein Brandel-Filtrations-

system (G7) und Glasfaserfiltermatten (M8) eingesetzt. Die einzelnen Proben
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wurden nach der Filtration in Szintillationsgefalle (M20) Gberfihrt und es wurde je
GefaR 5 ml eines Szintillationscocktails (R19) zugegeben. Wahrend einer
anschliellenden mindestens zweistiindigen Inkubationszeit wurde durch den
Szintillationscocktail die membrangebundene Radioaktivitdt aus den Filtern
freigesetzt. Die Messung dieser Radioaktivitat erfolgte durch einen Flussig-
Szintillationszahler (G6).

2.3.6.1 Homologe Kompetitionsexperimente

Wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben, dienen homologe Kompetitionsexperimente der
Bestimmung von Kp und Bnax einer rezeptorhaltigen Membransuspension. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden als Grundlage flr weitere Bindungsexperimente
homologe Kompetitionsexperimente mit [PHINMS und [*H]OxoM und Membran-
suspensionen aus Hausschwein-Herzventrikelhomogenat durchgefuhrt, wahrend
in  Bindungsexperimenten an klonierten Muskarinrezeptoren nur [3H]NMS
eingesetzt wurde. Da die Affinitat von [PH]JOxoM zu Muskarinrezeptoren geringer
und die unspezifische Bindung grof3er ist, wurde eine hdhere Konzentration dieses
Radioliganden eingesetzt als die in gewdhnlichen [PHINMS-Versuchen verwendete
Radioligandkonzentration. In Versuchen mit innerhalb der orthosterischen
Bindungsstelle  punktmutierten  My-Rezeptoren, namlich den  Mutanten
M, '%Tyrosin—Alanin und M,'*Tyrosin—Serin, wurde aufgrund der stark vermin-
derten N-Methylscopolamin-Affinitdt eine Konzentration von 1 nM [PHINMS
eingesetzt. Bei Versuchen an Handfiltrationsanlagen wurden die einzelnen
Messpunkte dreifach bestimmt. Aufgrund einer geringeren Schwankung der
Messwerte bei Einsatz eines maschinellen Filtrationsverfahrens wurde in den
Versuchen am Brandel-Harvester eine Doppelbestimmung durchgefihrt. Die
Ansatze fur Versuche mit Muskarinrezeptoren aus Hausschwein-Herzventrikel-
homogenat wurden in mit einem Silanisierungsreagenz (R22) behandelte PP-
ReaktionsgefalRe pipettiert. Bei Versuchen mit klonierten Muskarinrezeptoren
wurden Einweg-Borosilikat-Reagenzglaser (M1) verwendet, die fir ein spateres
Abfiltrieren des Reaktionsansatzes mit dem Brandel-Harvester geeignet waren.
Die Versuchsansatze bei der homologen Kompetition waren folgendermalen

zusammengesetzt:
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Volumen Zugegebene Konzentration im
[l] Losung Versuchsansatz
100 [PH]NMS in Aqua dest. 0,2 nM oder 1 nM

oder
100 [’H]OxoM in Aqua dest. 1nM
50 Aqua dest.
(Gesamtbindung)
oder

Atropin in Aqua dest.

50 (unspezifische Bindung) 1 M oder 3 uM
oder
NMS-Verdinnungsreihe 1/30 der zugegebenen
50 . .
in Aqua dest. Konzentration
oder
OxoM-Verdunnungsreihe 1/30 der zugegebenen
50 . .
in Aqua dest. Konzentration
1100 Inkubationspuffer 5 mM Na,K,P;-Puffer
250 Membransuspension in
Puffer
1500 Gesamtvolumen

Tab. 1: Ansatzschema der homologen Kompetitionsexperimente mit [*H]N-Methylscopolamin bzw.
[3H]Oxotremorin M. Als Membransuspension wurden aus Hausschwein-Herzventrikelgewebe bzw.

aus transient transfizierten COS7-Zellen gewonnene Muskarinrezeptoren eingesetzt.

Der zum Radioliganden strukturidentische Kompetitor, also unmarkiertes N-
Methylscopolamin bzw. Oxotremorin M, wurde in steigenden Konzentrationen von
1pM bis 1puM eingesetzt. Bei Versuchen mit Hausschwein-Herzventrikel-
homogenat wurden 8 Konzentrationen der unmarkierten Substanz eingesetzt,
wahrend bei Versuchen am Brandel-Harvester 10 Konzentrationen (entspricht der
vollstandigen Belegung eines halben Filters) eingesetzt wurden. Von der mit 5 mM
Puffer verdinnten Membransuspension wurde soviel eingesetzt, dass einerseits
die membrangebundene Radioaktivitat ein ausreichend grof3es Szintillationssignal
ergab, andererseits aber nicht mehr als 10 % des eingesetzten Radioliganden
weggebunden wurde. Die Inkubationszeit fir die Versuche ergab sich als
Flnffaches der Dissoziations-Halbwertszeit des Radioliganden an dem jeweiligen
Rezeptor bzw. der Rezeptormutante, mindestens jedoch 2 h. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde die Reaktion wie in Kapitel 2.3.6.4 beschrieben durch
Filtration beendet und die membrangebundene Radioaktivitat wie in Kapitel 2.3.6

beschrieben bestimmt.

45



Methoden und Materialien

2.3.6.2 Heterologe Interaktionsexperimente

In heterologen Interaktionsexperimenten mit [PHINMS bzw. [*H]OxoM wurde die

Gleichgewichtsbindung von allosterischen Modulatoren, orthosterischen Liganden

und allosterisch/orthosterischen

folgendes Ansatzschema verwendet:

Hybridsubstanzen

untersucht. Es wurde

Volumen Zugegebene Konzentration im
[l] Losung Versuchsansatz
100 [PH]NMS in Aqua dest. 0,2 nM oder 1 nM

oder
100 [’H]OxoM in Aqua dest. 1 nM
50 Aqua dest.
(Gesamtbindung)
oder
Atropin in Aqua dest.
50 (unspezifische Bindung) 1 uM oder 3 uM
oder
allosterischer Modulator 1/30 der zugegebenen
50 ) .
in Aqua dest. Konzentration
oder
orthosterischer Ligand 1/30 der zugegebenen
50 . .
in Aqua dest. Konzentration
oder
Hybridsubstanz 1/30 der zugegebenen
50 . .
in Aqua dest. Konzentration
1100 Inkubationspuffer 5 mM Na,K,P;-Puffer
250 Membransuspension in
Puffer
1500 Gesamtvolumen

Tab. 2: Ansatzschema der heterologen Kompetitionsexperimente mit [3H]N-Methylscopolamin bzw.

[3H]Oxotremorin M. Als Membransuspension wurden aus Hausschwein-Herzventrikelgewebe bzw.

aus transient transfizierten COS7-Zellen gewonnene Muskarinrezeptoren eingesetzt.

2.3.6.2.1 Heterologe Kompetition

In heterologen Kompetitionsexperimenten wurden vom Radioliganden [PHINMS

strukturell verschiedene orthosterische Liganden eingesetzt. Es wurde die Affinitat

von orthosterischen Antagonisten und Agonisten zu Wildtyp- und punktmutierten

Muskarinrezeptoren bestimmt. Wie in den homologen Kompetitionsexperimenten
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wurde als Inkubationszeit das Finffache der Dissoziations-Halbwertszeit des

Radioliganden an dem jeweiligen Rezeptor gewahlt, mindestens jedoch 2 h.

2.3.6.2.2 Allosterische Interaktionsexperimente

In dieser Art der Versuche wurde der Effekt von typischen allosterischen
Modulatoren sowie von zwei allosterisch/orthosterischen Hybridsubstanzen auf die
[’H]NMS-Gleichgewichtsbindung untersucht. Die Hybridsubstanzen sind an dieser
Stelle aufgeflhrt, da sie eine, fur eine allosterische Interaktion typische, nicht
vollstandige Inhibition der spezifischen Radioligandbindung aufwiesen. Fur die
Berechnung der Inkubationszeit wurde Gleichung 23 nach Lazareno und Birdsall
angewendet, wobei die Inkubationszeit fur die hochste im Versuch eingesetzte

Konzentration der allosterisch wirksamen Testsubstanz berechnet wurde.

2.3.6.2.3 Experimente zur G-Protein-Kopplung

In Experimenten zur G-Protein-Kopplung der verwendeten Rezeptoren wurde der
Einfluss von Guanylnukleotiden auf die Affinitat eines Agonisten untersucht. Als
Agonist wurde entweder der endogene Agonist an Muskarinrezeptoren
Acetylcholin, Oxotremorin M, das Oxotremorin M-Derivat Iperoxo oder die allo-
sterisch/orthosterische Hybridsubstanz DDT-5 eingesetzt. Das Guanylnukleotid
wurde in einer fixen Konzentration von 100 uM im gesamten Versuchsansatz nach

folgendem Schema eingesetzt:
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Volumen Zugegebene Konzentration im
[l] Losung Versuchsansatz
100 [PHJNMS in Aqua dest. 0,2 nM
50 Aqua dest.

(Gesamtbindung)
oder

Atropin in Aqua dest.

50 (unspezifische Bindung) 1 M oder 3 uM
oder
50 Agonist 1/30 der zugegebenen
in Aqua dest. Konzentration
Guanylnukleotid 1/30 der zugegebenen
50 ) .
in Puffer Konzentration
1050 Inkubationspuffer 5 mM Na,K,P;-Puffer
250 Membransuspension in
Puffer
1500 Gesamtvolumen

Tab. 3: Ansatzschema der Experimente zur G-Protein-Kopplung der verwendeten Rezeptoren mit
dem Radioantagonisten [3H]N-Methylscopolamin und einem Agonisten. Die Experimente wurden
mit aus Hausschwein-Herzventrikelgewebe bzw. mit aus transient transfizierten COS7-Zellen

gewonnenen Muskarinrezeptoren durchgefiuhrt.

Als Guanylnukleotid wurde Guanosindiphosphat (GDP), Guanosintriphosphat
(GTP) oder das hydrolysestabile GTP-Analogon Guanylylimidodiphosphat
(Gpp(NH)p) verwendet.

2.3.6.3 Kinetische Experimente

2.3.6.3.1 Untersuchung eines kompletten Dissoziationsverlaufs

(Hausschwein-Herzventrikelhomogenat)

Es wurden komplette Dissoziationsverlaufe des Radioliganden [°H]OxoM an
porcinen Mj-Rezeptoren unter verschiedenen Versuchsbedingungen untersucht,
um die OxoM-Dissoziation einem mono- oder biphasischen Verlauf zuordnen zu
konnen. Die Versuche wurden in 5 mM Na,K,P-Puffer bei einem pH-Wert von 7,4
durchgefiihrt. In Versuchen bei 23°C wurde die [°?H]Oxotremorin M-Dissoziation
uber 2 h beobachtet, in Versuchen bei 13°C uber 4 h. In bis zu finf 50 ml-

Erlenmeyerkolben (G11) wurde jeweils der folgende Versuchsansatz pipettiert:
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Volumen Zugegebene Konzentration im
[l] Losung Versuchsansatz
1600 [’H]OxoM in Aqua dest. 0,5 oder 1 oder 1,5 nM
200 Aqua dest.
16800 Inkubationspuffer 5 mM Na,K,P;-Puffer
4000 Membransuspension in
Puffer
22600 Gesamtvolumen

Tab. 4: Ansatzschema zur Untersuchung eines kompletten Dissoziationsverlaufs von [3H]Oxo-
tremorin M mittels manueller Einzelfiltration. Als Membransuspension wurden aus Hausschwein-

Herzventrikelgewebe gewonnene Muskarinrezeptoren eingesetzt.

Mit der Zugabe des Homogenats in die Erlenmeyerkolben begann eine
Inkubations-Zeit von 30 min (bzw. 60 min bei 13°C) bis zum Start der
Dissoziationsreaktion, in der sich Radioligand-Rezeptor-Komplexe bildeten. Nach
30 min (bzw. 60 min) wurden 3 Proben von je 1ml zur Bestimmung der
Gesamtbindung entnommen. Der Start der Dissoziationsreaktion erfolgte durch
Zugabe von 1,4 ml einer Atropinldsung (1 yM Endkonzentration im Versuchs-
ansatz). Danach wurden nach einem festgelegten Zeitplan aus jedem Erlenmeyer-
kolben 20 Proben zu 1 ml enthommen und wie in Kapitel 2.3.6.4.1 beschrieben
manuell filtriert. Die membrangebundene Radioaktivitdt wurde durch einen
Szintillationszahler (G6) bestimmt. Die Auswertung der erhaltenen Bindungsdaten
erfolgte durch die Software GraphPad Prism® (Version 4.03): Mittels eines F-Tests
wurde gepruft, ob die erhaltenen Dissoziationsverlaufe signifikant besser durch
eine monoexponentielle Funktion, also einen monophasischen Dissoziations-
verlauf, oder durch eine biexponentielle Funktion, also einen biphasischen

Dissoziationsverlauf, beschrieben wurden.

2.3.6.3.2 Untersuchung eines kompletten Dissoziationsverlaufs

(klonierte Rezeptoren)

An M,'®Tyrosin-Rezeptormutanten wurden Bestimmungen der Dissoziations-
Halbwertszeit des Radioliganden [PHJNMS durchgefiihrt. Diese Versuche am
Brandel-Harvester wurden in Einweg-Borosilikat-Glasern (M1) nach folgendem

Schema angesetzt:
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Volumen Zugegebene Konzentration im
[l] Losung Versuchsansatz
10 [PHJNMS in Aqua dest. 1nM
10 Aqua dest.

(Gesamtbindung)

oder
Atropin in Aqua dest.
10 (unspezifische Bindung) 3 uM
480 Inkubationspuffer 5 mM Na,K,P;-Puffer
500 Membransuspension in
Puffer

1000 Gesamtvolumen

Tab. 5: Ansatzschema zur Untersuchung eines kompletten Dissoziationsverlaufs von [3H]NMS mit
Filtration am Brandel-Harvester. Als Membransuspension wurden Muskarinrezeptoren aus

transient transfizierten COS7-Zellen verwendet.

Die Gesamtbindung sowie die unspezifische Bindung wurden vierfach bestimmt.
Die Bindung des Radioliganden zu den verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf des
Dissoziationsvorganges wurde doppelt bestimmt. Der Radioligand, Inkubations-
puffer und Aqua dest. (Gesamtbindung) bzw. Atropin (unspezifische Bindung)
wurden in den Reaktionsglaschen vorgelegt. Bei der anschlielenden Zugabe von
jeweils 500 pyl der verdunnten Membransuspension wurde ein Zeitplan
eingehalten, sodass der im Reaktionsglaschen enthaltene Radioligand jeweils
30 min mit Membransuspension inkubiert wurde. In dieser Zeit bildeten sich
Radioligand-Rezeptor-Komplexe. Die Dissoziationsreaktion wurde danach durch
Zugabe von je 1 ml eines Atropin-Uberschusses (3 uM Endkonzentration im
Versuchsansatz) gestartet. Der Start der Dissoziationsreaktion erfolgte bei jeweils
zwei Reaktionsglaschen zu bestimmten Zeitpunkten vor Beendigung der Reaktion
durch Abfiltrieren, da die Bindung zu den verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf
der Dissoziationsreaktion doppelt bestimmt werden sollte. Nach dem Abfiltrieren
wurde die membrangebundene Radioaktivitat wie in Kapitel 2.3.6 beschrieben
bestimmt. Bei einem monoexponentiellen Dissoziationsverlauf kann die
Dissoziations-Halbwertszeit des Radioliganden nach Gleichung 28 berechnet

werden.
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2.3.6.3.3 Zweipunkt-Dissoziationsexperimente

Zur Untersuchung des Effekts von allosterisch wirksamen Verbindungen auf die
Kinetik der [°HJNMS-Dissoziation an klonierten Muskarinrezeptoren, in diesem Fall
humanen und humanen punktmutierten Muskarinrezeptoren, wurde das Verfahren
der Zweipunkt-Kinetik angewendet. Die Versuche wurden am Brandel-Harvester
mit Einweg-Borosilikat-Glasern durchgefuhrt. Gesamtbindung, unspezifische
Bindung und der Kontrollwert der Radioliganddissoziation wurden vierfach
bestimmt, wahrend die Dissoziationskonstante in Anwesenheit einer bestimmten
Konzentration der allosterisch wirksamen Verbindung doppelt bestimmt wurde.

Der Versuchsansatz war folgendermalien zusammengesetzt:

Volumen Zugegebene Konzentration im
[ul] Losung Versuchsansatz
10 [PHJNMS in Aqua dest. 1nM
10 Aqua dest.
(Gesamtbindung)
oder

Atropin in Aqua dest.

10 (unspezifische Bindung) 3uM
480 Inkubationspuffer 5 mM Na,K,P;-Puffer
500 Membransuspension in
Puffer
1000 Gesamtvolumen

Tab. 6: Ansatzschema zur Untersuchung der Beeinflussung der [3H]N-Methylscopolamin-

Dissoziation durch allosterisch wirksame Verbindungen mittels Zweipunkt-Kinetik.

Nach Zugabe der 500 yl Membransuspension zu dem restlichen Versuchsansatz
(siehe Tab. 6) folgte eine Inkubationszeit von 30 min. In dieser Zeit bildeten sich
Radioligand-Rezeptorkomplexe. Die Radioligand-Dissoziation wurde nach den
30 min durch Zugabe von je 1 ml einer Atropin-Lésung (3 uM Endkonzentration im
Versuchsansatz) pro Reaktionsglaschen gestartet. Die verwendeten Startldsungen
enthielten fur die Bestimmung des Kontrollwertes der Dissoziation nur Atropin, fur
die Untersuchung des dissoziationsverzogernden Effekts steigende Konzen-
trationen der jeweiligen Testsubstanz. In die Reaktionsglaschen zur Bestimmung
der Gesamt- und unspezifischen Bindung wurde die Membransuspension erst

30 min vor der Filtration gegeben, um eine entsprechende Inkubationszeit von
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Radioligand und Membransuspension wie bei den Reaktionsglaschen der
Dissoziationsreaktion zu erhalten. Die Differenz der Messwerte der Gesamt- und
unspezifischen Bindung ergab die spezifische Radioligandbindung zum Zeitpunkt
t=0. Nach einer festgelegten Zeit, die ca. dem 1,5fachen der Kontroll-
Dissoziations-Halbwertszeit von [PHJNMS an dem jeweiligen Rezeptor bzw. der
Rezeptormutante entsprach, wurde die Reaktion durch Abfiltrieren beendet. Die
Kontroll-Dissoziations-Halbwertszeiten von [PHINMS an verschiedenen Muskarin-
rezeptoren waren schon innerhalb der Arbeitsgruppe bestimmt worden, sodass
direkt mit der Durchfihrung von Zweipunkt-Kinetik-Messungen begonnen werden
konnte. Nach dem Abfiltrieren wurde die membrangebundene Radioaktivitat nach
dem in Kapitel 2.3.6 beschriebenen Verfahren bestimmt. Aus den erhaltenen
Bindungsdaten wurden wie in Kapitel 2.3.5 beschrieben Konzentrations-Effeki-

Kurven erstellt.
2.3.6.4 Filtrationsmethoden

2.3.6.4.1 Einzelfiltration an Handfiltrationsanlagen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Versuche mit porcinen M»>-Rezeptoren aus
Hausschwein-Herzventrikelhomogenat an Handfiltrationsanlagen durchgefuhrt.
Die Versuche wurden in 5 mM Na,K,P;-Puffer (L7) durchgefuhrt. Bei der Filtration
wurden Glasfaser-Rundfilter (M9) eingesetzt, die zuvor zur Reduktion der
unspezifischen Radioligandbindung fur mindestens 2 h in einer 0,25 % Poly-
ethylenimin-Lésung (L9) aufbewahrt worden waren. Unmittelbar vor Filtration der
Proben wurden die Filter in der Filtrationsanlage platziert und mit 5 ml eines
eisgekuhlten Na,K,P;-Puffers gespult. Nach Filtration der Proben von 1 mi
Volumen wurden die Filter zugig mit zweimal 5 ml eines eisgekuhlten Na,K,P;-
Puffers gespllt, um die unspezifische Bindung des Radioliganden an den Filter zu
vermindern. Die Filtration der Proben und die Spulschritte wurden mittels eines
von einer Vakuumpumpe erzeugten Unterdrucks durchgefuhrt. Nach der Filtration
wurden die einzelnen Filter mit einer Pinzette in Szintillationsgefalle (M20)
dberfihrt und mit 5 ml eines Szintillations-Cocktails versetzt. Die Bestimmung der
membrangebundenen  Radioaktivitat  erfolgte  nach einer mindestens
zweistindigen Einwirkzeit des Szintillations-Cocktails durch einen Flussig-

Szintillationszahler (G6).
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2.3.6.4.2 Filtration durch Filtermatten mittels des Brandel-Harvesters

Die Versuche mit klonierten Muskarinrezeptoren wurden an einem Brandel-
Harvester (G7) durchgefuhrt. Dieses Filtrationssystem ermdglicht die gleichzeitige
Filtration von 48 Einzelproben Uber eine Filtermatte (M8). Die einzelnen Proben
wurden in Borosilikat-Glasern in einem speziell fur die Filtration am Brandel-
Harvester geeigneten Stander angesetzt. 30 min vor dem Filtrationszeitpunkt
wurden die Filtermatten zur Reduktion der unspezifischen Bindung in eine 0,1 %
Polyethylenimin-Lésung eingelegt. Der Harvester wurde kurz vor dem Abfiltrieren
des Versuchsansatzes mit eisgekihltem Na,K,Pi-Puffer (L6) durchgespilt und
danach wurde die Filtermatte in den Filtrationsblock des Harvesters eingelegt.
Unmittelbar nach Abfiltrieren des Versuchsansatzes wurde die Filtermatte mit
eisgekuhltem Na,K,Pi-Puffer (L6) gespult, wobei bei Versuchen an den
Rezeptormutanten M,'®Tyrosin—>Alanin und M,'*Tyrosin—>Serin aufgrund der
verminderten [PHINMS-Affinitdt einmal gespiilt wurde wihrend bei allen anderen
Versuchen zweimal gespult wurde. Nach der Filtration waren wegen des
Anpressdrucks im Filterblock die 48 von den Einzelproben stammenden
kreisrunden Areale auf der Filtermatte gut erkennbar und wurden mit einer
Pinzette in Szintillationsgefale Uberfihrt. Nach Zugabe von je 5ml eines
Szintillations-Cocktails und einer Einwirkzeit von mindestens 2 h erfolgte die
Bestimmung der membrangebundenen Radioaktivitat mittels eines Szintillations-

zahlers.

2.4 Statistische Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit angewandten statistischen Methoden sollen im
Folgenden kurz erlautert werden.
Das arithmetische Mittel x ergibt sich bei einer Anzahl von n Einzelwerten aus der

Summe der Einzelwerte x; nach der folgenden Gleichung:

;Xi (GI. 30)
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Ein Mald fur die Streuung von Messwerten ist deren Standardabweichung SD
(englisch: standard deviation). Die Standardabweichung entspricht der Quadrat-

wurzel der Varianz s?:

(Gl. 31)

Der Standardfehler des Mittelwertes SEM (englisch: standard error of the mean)

ergibt sich aus der Standardabweichung nach folgender Formel:

SEM = % (Gl. 32)
Bei den im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Messwerten wurde jeweils das
arithmetische Mittel £ SEM berechnet. Die Berechnung erfolgte durch die Software
GraphPad Prism®. Wenn ein Messwert nur zweimal bestimmt wurde, wurden der
Mittelwert und die beiden Einzelwerte angegeben.
Zum Vergleich der Varianzen von zwei Datensatzen wurde ein F-Test durch-
gefuhrt.

S .
F="1 mit 542 > 8,7 (Gl. 33)
S
2
512: Varianz des Datensatz 1
522: Varianz des Datensatz 2

Der auf diese Weise berechnete F-Wert (PrufgroRe) wurde von der Software
GraphPad Instat® mit einem aus der F-Verteilung vorgegebenen F-Wert
verglichen. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeitoa von 5 % wurde ein p-Wert
berechnet. Lag dieser p-Wert unter der Grenze von 0,05 (p < 0,05), ergab sich ein
statistisch signifikanter Unterschied der verglichenen Varianzen. Vor der Durch-
fuhrung eines Mittelwertvergleichs mittels t-Test wurde auf diese Weise gepruft, ob
ein statistisch signifikanter Unterschied in einem Streuungsparameter zwischen
zwei Datensatzen bestand.

Bei der Analyse der Bindungsdaten war es haufig erforderlich zu Uberprifen,

durch welches von zwei verwandten Modellen die Daten signifikant besser
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beschrieben wurden, z.B. bei einem Dissoziationsexperiment durch einen mono-
oder biexponentiellen Verlauf oder bei einem heterologen Kompetitionsexperiment
durch ein konstant =-1 gesetztes oder durch ein freilaufendes Steilheitsmal.
Hierzu wurden die beiden verwandten Modelle mittels eines F-Tests, der die
Summe der vertikalen Abstandsquadrate der Einzelwerte von der angepassten

Kurve sowie die Freiheitsgrade der Modelle berucksichtigt, verglichen:

F— (Ssnull —SS,; )/(dfnull ~ dfalt) (Gl. 34)
SS,, / df,, .

SSnull: Summe der Abstandsquadrate bei Anwendung der
einfacheren Gleichung (Nullhypothese)

SSait: Summe der Abstandsquadrate bei Anwendung der
komplexeren Gleichung (Alternativhypothese)

dfun: Anzahl der Freiheitsgrade der einfacheren Gleichung

dfae: Anzahl der Freiheitsgrade der komplexeren Gleichung

Der berechnete F-Wert wurde von der Software GraphPad Prism® mit einem fiir
die Anzahl der Freiheitsgrade vorgegebenen Wert verglichen und daraus ein p-
Wert errechnet. Bei der Anwendung des F-Tests wurde eine Irrtums-
wahrscheinlichkeit von 5 % vorgegeben, sodass bei einem p-Wert < 0,05 die Null-
hypothese verworfen und damit die Daten signifikant besser durch das
komplexere Modell beschrieben wurden.

Zum Vergleich des Mittelwertes zweier unterschiedlicher Datensatze wurde im
Rahmen dieser Arbeit ein ungepaarter, zweiseitiger t-Test bei einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von 5 % (p < 0,05) durchgefuhrt. Ein p-Wert < 0,05 bedeutet
einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden Mittelwerten.
Voraussetzung fur die Anwendung des t-Tests sind eine Normalverteilung der
verglichenen Daten sowie kein signifikanter Unterschied in der Standard-
abweichung. Vor Durchfiihrung des t-Tests durch die Software GraphPad Instat®
wurden mittels des oben beschriebenen F-Tests die Standardabweichungen der
beiden Datensatze verglichen. Bei einem signifikanten Unterschied in der

Standardabweichung wurde der t-Test mit Welch-Korrektur durchgefuhrt.
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2.5 Materialien

2.5.1 Gerate und Apparaturen
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G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
G13
G14
G15
G16
G17
G18
G19
G20
G21
G22
G23
G24

G25

G26
G27

Bezeichnung

Accu-Jet® Pipettierhilfe

Axiovert 25 Mikroskop

Beckman Avanti J-20 XP Zentrifuge

Beckman DU 640 Spectrofotometer

Beckman Optima™ LE-80K Ultracentrifuge
Beckman LS 6500 Szintillationszahler

Brandel Harvester, M-24

Deckglaser 20x26 mm, fur Neubauer-Zahlkammer
Elix® Destillieranlage

Eppendorf 5417C Zentrifuge
Erlenmeyerkolben 50 ml

Finnpipette® digital Pipetten, verschiedene Grolien
Finnpipette® Multistepper-Pipette
GFL®-Schiittelwasserbad 1083, 1086
Herasafe®-Werkbank HS15, Klasse ||

Julabo® TW12 Wasserbad mit Kiihlfunktion
Milli-Q® Biocel A10 Reinstwasseranlage
Neubauer Zahlkammer

Orbital Shaker, Model 420

pH 523 pH-Meter

Polytron-Homogenisator

Potter Elvejhem Glashomogenisator
Scotsman AF 100 AS-E 230/50/1 Eismaschine
Thermoforma -80°C Gefrierschrank
Thermoforma Series Il Water Jacketed CO»-
Inkubator

Ultrospec 3300 pro UV-Fotometer

Variomag® Elektronikrihrer mit Heizfunktion

Hersteller
Brand
Zeiss
BeckC
BeckC
BeckC
Beckl
BioM
Marie
Milli
Epp
Labo
Ther
Ther
GFL
Hera
Jul
Milli
Marie
The
WTW
Kine
JaKu
Scot
Ther

Ther

Bioch
H+P
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G28
G29
G30

Vortex Genie 2° G-560 E
Waring-Blendor-Homogenisator
Waagen AG204, B2002-S, PB 403-S

2.5.2 Verbrauchsmaterialien

M1
M2
M3
M4
M5

M6
M7
M8

M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17

M18

M19
M20
M21
M22

Bezeichnung
Borosilikat-Reagenzglaser 16x100 mm
Cellstar® 10 ml, 25 ml Einmalpipetten
Chromatografie-Flasche G16 klar
Falcon tubes 15 ml, 50 ml steril

Finnpipette®-Multistepper-Pipetten-
spitzen 0,5 ml, 1,25 ml, 2,5 ml, 5,0 mi

Gewebekulturschale steril, 100/20 mm
Gewebekulturschale steril, 145/20 mm
Glasfaserpapier MGB 125x379 mm

Glasfaser Rundfilter GF6

Kryovials 1,5 ml

Parafilm® M Laboratory Film
Pipettenspitzen 0,5-5,0 ml
Pipettenspitzen TipOne® 1-200 pl
Pipettenspitzen TipOne® 101-1000 pl
PP-Reaktionsgefalle 1,5 mi
Rollrandglaser 15 ml mit Deckel

Schraubkappe fur Chromatografie-
Flasche G16

Schraubverschluss fur Szintillations-
gefalde 27 mm

SFCA Bottle Top Filter 150 ml
Szintillationsgefalle aus PE 27/60 mm
Qiagen Plasmid Maxi Kit

Zellschaber 25 cm, steril

Artikel-Nr.
FB51330

300140

664160
639160

2.1102.
125379 G

10370018
123263

S1111-0006
S1111-2020
616201

300332

619080

8-1020-05
619301
12162
83.1830

Sci
War
Met

Hersteller

Fish
Grein
CS
Grein
Ther

Grein
Grein
Munk

Schlei
Grein
Brand
Brand
Sar
Sar
Grein
Labo
CS

Fish

Nalge
Fish
Qia
Sar
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2.5.3 Reagenzien
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R1
R2
R3
R4
R5

R6

R7

R8

R9
R10
R11
R12
R13
R14
R15

R16

R17

R18
R19
R20
R21
R22
R23
R24

Bezeichnung

Albumin, human (Fraktion V)
Ampicillin-Natrium

Bradford-Reagent

Dimethylsulfoxid (DMSO) 99,5 % GC

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(NazHPO4 X2 HQO)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) Nahrmedium

Ethylendiaminotetraessigsaure (EDTA)
FKS (Fetales Kalberserum)
Folin-Ciocalteu Phenolreagenz
Glycerol 99 %

Isopropanol 99,5 %
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POj,)
Luria-Bertani-Medium

Natronlauge 1N

PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline Modified)-Pulver

Penicillin (10000 U/ml)-Streptomycin
(10 mg/ml)-Lésung

Polyethylenimin (PEI, 50 % wassrige
Lésung)

PonFect® Transfection Reagent
Ready Protein+™ Szintillationscocktail
Saccharose

Salzsaure 1N

Sigmacote® Silanisierungsreagenz
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Trypsin-EDTA-LOsung

Artikel-Nr.
A-1653
A-9518
B-6916
D-5879
S-0876

D-5796

E-9884
F-7524
109001
G-5516

P-5379
L-3522
35256

D-5652

P-0781

P-3143

301107
586604
1.07687.1000
23204

SL-2
1.08382.0500
T-3924

Hersteller
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
RdH

Sigma

Sigma
Sigma

Qia

BeckC
Merck
Gruss
Sigma
Merck
Sigma



Methoden und Materialien

2.5.4 Verwendete Losungen und Puffer

L1

L2

L3

L4

LS

L6

L7

L8

L9

L10

Ampicillin-Losung 50 mg/ml, steril

750 mg Ampicillin-Na (R2) 16sen in 15 ml Aqua dest., sterilfiltrieren.
Aliquotieren zu je 550 pl in sterile PP-Reaktionsgefalle (M15).
Lagerung bei -20°C.

Dinatriumhydrogenphosphat-Stammlésung 0,5 M

178,0 g NazHPO4 x 2 H0 unter leichtem Erwarmen in ca. 1,51 Aqua
dest. I6sen. Aufflllen mit Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von
2,01.

Glycerol-Losung 60 %

30,3 ml Glycerol 99 % (R10) und 19,7 ml Aqua dest. mischen,
sterilfiltrieren. Lagerung bei 2-8°C.

Kaliumdihydrogenphosphat-Stammlésung 0,5 M

68,0 g KH2PO4 in 1,0 | Aqua dest. I6sen. Lagerung unter
Lichtausschluss.

Luria-Bertani-Medium, Ampicillin-haltig

12,5 g des LB-Medium-Pulvers (R13) in 500 ml Aqua dest. I6sen.
Lésung autoklavieren (121°C, 25 min). Nach dem Abkuhlen 500 pl
Ampicillin-Lésung (L1) zugeben.

Na,K,P;-Puffer 40 mM

300 ml Dinatriumhydrogenphosphat-Stammlésung 0,5 M (L2) und
60 ml Kaliumdihydrogenphosphat-Stammlésung 0,5 M (L4) mit Aqua
dest. auf 4,5 | auffullen. Dieser Puffer enthalt 32 mM Na;HPO,4 und 8
mM KH,PO,. Lagerung bei 2-8°C.

Na,K,P;-Puffer pH 7,4; 5 mM; 5,21 mM; 5,68 mM; 10,42 mM

Herstellung durch Verdlinnen mit Aqua dest. aus Na,K,P;-Puffer
40 mM (L6). Einstellen des pH-Werts mit 1 N H;PO4. Lagerung bei
2-8°C.

PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)-Losung, steril

1 Packung PBS-Pulver (R15) in 1,0 | Aqua dest. I0sen. Sterilfiltration
durch Einwedfilter (M19) in zwei autoklavierte 0,5 | Glasgefalie.
Lagerung bei 2-8°C.

Polyethylenimin (PEl)-Lésung 0,1 %; 0,25 %

Herstellung durch Verdinnen mit Aqua dest. aus PEI-Stammldsung
1 % (L10). Lagerung bei 2-8°C.

Polyethylenimin (PEIl)-Stammldsung 1 %

10,0 g PEI-L6sung 50 % (R17) in 490 ml Aqua dest. I6sen.
Lagerung bei 2-8°C.
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L11

L12

Saccharose-Losung 0,32 M

109,54 g Saccharose (R20) in 1,0 | Aqua dest. I6sen. Lagerung bei
2-8°C.

Tris-EDTA-Puffer (TE), steril

29,2 mg Ethylendiaminotetraessigsaure (EDTA) (R7) unter Zugabe
von etwas NaOH (1 N, R14) in ca 70 ml Aqua dest. I6sen. 121,1 mg
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (R23) zugeben, pH-Wert mit 1 N
HCI (R21) auf 8,0 einstellen. Lésung mit Aqua dest. auf 100,0 ml
auffillen und sterilfiltrieren. Lagerung bei 2-8°C.

2.5.5 Auflistung der Herstellerfirmen

BeckC
Beckl
Bioch
BioM

Brand
CS
Fish
GFL
Grein
Gruss
Hera
H+P
JaKu
Jula
Kine
Labo
Marie
Merck
Met
Millipore
Munk
Nalge
Qia
RdH
Sar
Schlei
Sci
Scot
Sigma
Ther
War
WTW
Zeiss
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Beckman Coulter GmbH, Unterschleissheim, GER
Beckman Instruments, Palo Alto, USA

Biochrom Ltd., Cambridge, UK

Biomedical Research and Development Laboratories, Gaithersburg,
Maryland, USA

Brand GmbH & Co KG, Wertheim, GER

CS Chromatografie Service GmbH, Langerwehe, GER
Fisher Scientific, Schwerte, GER

Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel, GER
Greiner-Bio-One, Solingen, GER

Grussing Diagnostika Analytika, Filsung, GER

Heraeus, Hilden, GER

H+P Labortechnik GmbH, Oberschleissheim, GER

Janke und Kunkel, IKA® Labortechnik, Staufen, GER
Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, GER

Kinematica AG, Littau-Luzern, CH

Labomedic GmbH, Bonn, GER

Paul Marienfeld GmbH & Co KG, Lauda-Koénigshofen, GER
Merck KgaA, Darmstadt, GER

Mettler-Toledo GmbH, Giessen, GER

Millipore, Billerica, USA

Munktell Filter AB, Falun, SE

Nalge Nunc International, Rochester, New York, USA
Qiagen GmbH, Hilden, GER

Riedel-deHaén Laborchemikalien GmbH & Co KG, Seelze, GER
Sarstedt Inc., Newton, North Carolina, USA

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, GER

Scientific Industries Inc., Bohemia, New York, USA
Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, Illinois, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, GER
ThermoForma Scientific, Marietta, Ohio, USA

Waring, New Hartford, USA

Wissenschaftlich-Technische Werkstatten Gmbh, Weilheim, GER
Carl Zeiss AG, Oberkochen, GER
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2.5.6 Computerprogramme

ChemWindow® (Version 6.0; BioRad Laboratories, Philadelphia, USA):
Erstellung von chemischen Strukturformeln.

GraphPad Prism® (Version 4.03; GraphPad® Software, San Diego, USA):
Analyse und grafische Darstellung der Bindungsdaten.

GraphPad InStat® (Version 3.05; GraphPad® Software, San Diego, USA):
Statistische Auswertung der Bindungsdaten.

Microsoft® Word (Version 2003; Microsoft Corporation, Redmond, USA):
Textverarbeitung.

Microsoft® Excel (Version 2003; Microsoft Corporation, Redmond, USA):

Erstellung von Tabellen.

Microsoft® PowerPoint (Version 2003; Microsoft Corporation, Redmond, USA):

Prasentation von Ergebnissen.
Reference Manager (Version 10; ISI Research Soft, Philadelphia, USA):

Erstellung der Literaturliste fur das Manuskript der Doktorarbeit.
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2.6 Strukturformeln der eingesetzten Verbindungen

2.6.1 Radioliganden

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Radioligand-Bindungsstudien
wurde entweder der tritierte Antagonist an Muskarinrezeptoren [PHJN-Methyl-

scopolamin oder der tritiierte Agonist [?H]Oxotremorin M eingesetzt.

N-Methylscopolamin (NMS) ®C|)H3
~chlorid M: 353,8 g/mol * Hyc—N
o 0
-bromid M: 398,3 g/mol o_'(';_CH_CHz_OH
Br CI®

Abb. 4: Strukturformel des Muskarinrezeptor-Antagonisten N-Methylscopolamin. Die nicht
radioaktiv markierte Substanz lag als Bromidsalz (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, GER)
vor, die ftritiierte Verbindung als Chloridsalz (PerkinElmer Life Sciences, Boston, USA). Die
spezifische Aktivitit des [°H]N-Methylscopolamin betrug je nach Charge 81-82 Ci/mmol.

* : Position der radioaktiven Markierung.

Oxotremorin M (OxoM)

-acetat M: 254,2 g/mol o @EH?’ [
3V —
-iodid M: 322,2 g/mol =\
*
HgCCOO@/ Ie

Abb. 5: Strukturformel des Muskarinrezeptor-Agonisten Oxotremorin M. Die nicht radioaktiv
markierte Substanz lag als lodidsalz (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, GER) vor, die
tritiierte Verbindung als Acetatsalz (PerkinElmer Life Sciences, Boston, USA). Die spezifische
Aktivitat des [SH]Oxotremorin M betrug je nach Charge 75,8-86,4 Ci/mmol.

* : Position der radioaktiven Markierung.
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2.6.2 Antagonisten an Muskarinrezeptoren

Atropin CHs
@l
-sulfat H—N
D
M: 676,8 g/mol O—C—CH-CH,-OH
1/2 S0,2°
Methoctramin
-hydrochlorid
M: 728,8 g/mol
OCHj3 I|-| Il-l OCHjs
ll\l/\/\/\/N‘ECszng\/\/\ll\l
H H

e HCI

Abb. 6: Strukturformeln der muskarinischen Antagonisten Atropin und Methoctramin. Atropin
wurde bezogen von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, GER), Methoctramin von

der Firma Research Biochemicals Inc. (Natick, USA).
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2.6.3 Agonisten an Muskarinrezeptoren

Acetylcholin CHs 0
- HaC—N®
-lodid 3 |V\O CHs
CHs
|
M: 273,1 g/mol
Iperoxo CHs
. HaC N o
-lodid N — ~
|
M: 324,2 g/mol

Abb. 7: Strukturformeln der muskarinischen Vollagonisten Acetylcholin und Iperoxo. Acetylcholin
wurde bezogen von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, GER). Die Synthese und
freundliche Bereitstellung von Iperoxo erfolgte im Arbeitskreis von Prof. Dr. M. De Amici (Institut fur

Pharmazeutische Chemie und Toxikologie, Universitat Mailand).

McN-A-343 HaC\(‘?\l/CH3 .
-Chlorid Hy c — \W

0 cl
c®
M: 317,2 g/mol
Pilocarpin C|3H3 CHs
-Hydrochlorid N
Y < 0
N o

e HCI

M: 244,7 g/mol

Abb. 8: Strukturformeln der muskarinischen Partialagonisten McN-A-343 und Pilocarpin. McN-A-
343 wurde bezogen von der Firma Research Biochemicals Inc. (Natick, USA), Pilocarpin von der
Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, GER).
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2.6.4 Allosterische Modulatoren an Muskarinrezeptoren

ws4 o 0
. . CHg3
-dibromid PPN CHs rl1® N
N NN TN
M: 708,5 g/mol o rriading
CHg3 ©
o) 2 Br o)
SH30 0 N 933
. . 3
-dibromid N/\/\N/e/\/\/\//N\/CH;;
M: 549,4 g/mol CHs o €
0] 2 Br

Naphmethonium

dibromid Q 7 CHs CH T )
- 3 3 @
NSNS NN
M: 786,6 g/mol O YT HsC i
CH3 CH3 [©)
0 2 Br o
EHWA477 O (0] CHs
L , CHs CHs I'®
dibromid N/\K\N/\/\/\//N\/CHg
M: 627,4 g/mol O CHs CH, o HC
o) 2 Br

Abb. 9: Strukturformeln der muskarinischen allosterischen Modulatoren W84, SH30, Naph-
methonium und EHW477. W84 wurde synthetisiert und zur Verfigung gestellt von Herrn Dr. Pfeffer
(Pharmakologisches Institut, Universitat Kiel). Die Synthese und freundliche Bereitstellung von
SH30, Naphmethonium und EHWA477 erfolgte im Arbeitskreis von Frau Prof. Dr. U. Holzgrabe
(Pharmazeutisches Institut, Universitat Wurzburg).
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Hexamethonium oH CIJH3
3 ®
—dibromid HSC\N//\/\/\//N\CHS
| ® H3C
M: 362,2 g/mol HsC 02

Abb. 10: Strukturformel des muskarinischen allosterischen Modulators Hexamethonium. Die

Substanz wurde bezogen von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, GER).

2.6.5 Muskarinische allosterisch/orthosterische

Hybridsubstanzen
DDT-5 0 CH,3
dibromid { A N
-aibromi N/\/\ll\l/\/\/\// ;:/OW
M: 685,5 g/mol oG 5 C N—d
e} 2Br
MMH5-6 0 CH,
|
gooma ) PV PN
M: 736,6 g/mol O HsC éﬁs NE HyC N—Q
(@) r

Abb. 11: Strukturformeln der muskarinischen allosterisch/orthosterischen Hybridsubstanzen DDT-5
und MMHS5-6. Die Synthese und freundliche Bereitstellung der Hybridsubstanzen erfolgte im
Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. M. De Amici (Institut fir Pharmazeutische Chemie und Toxikologie,

Universitat Mailand).
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2.6.6 Nukleotide

GDP (Guanosin-5’-diphosphat)

M: 443,2 g/mol

GTP (Guanosin-5’-triphosphat)

M: 523,2 g/mol

Gpp(NH)p

(5’-Guanylyl-imidodiphosphat)

M: 588,1 g/mol

Abb. 12: Strukturformeln der Nukleotide GDP (Guanosin-5-diphosphat),

I I 0]
OH OH
HO OH
0
HN N
LY
NS
Ho NT TN
0
I I 1
Ho—F|>—o—F|’—o—F|>—o o
OH OH OH
HO OH
o
HO— ||3NH
ONa ONa ONa
HO OH

GTP (Guanosin-5'-

triphosphat) und Gpp(NH)p (5-Guanylyl-imidodiphosphat). Die Nukleotide wurden bezogen von
der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, GER).

67



68



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Bindungseigenschaften der Membransuspensionen

aus Hausschwein-Herzventrikelgewebe

Die [’H]N-Methylscopolamin- bzw. [°*H]Oxotremorin M-Bindungseigenschaften der
im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Membransuspensionen aus Hausschwein-
Herzventrikelgewebe wurden in homologen Kompetitionsexperimenten wie in
Kapitel 2.3.2 beschrieben bestimmt. An die aus homologen Kompetitions-
experimenten erhaltenen Bindungsdaten wurde mittels nichtlinearer Regressions-
analyse nach der ,4-Parameter-logistischen Gleichung® (Kapitel 2.3.2,
Gleichung 7) eine Kurve angepasst. Die Berechung der Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten Kp erfolgte nach Cheng und Prusoff (Kapitel 2.3.2,
Gleichung 9), die Berechnung der Anzahl der spezifischen Bindungsstellen Bnax
nach DeBlasi (Kapitel 2.3.2, Gleichung 11). Die in Form der Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten Kp erhaltene Affinitdt des Radioliganden wurde zur
Analyse der mit den Testsubstanzen durchgefiihrten Bindungsstudien bendtigt.

Neben dem Verfahren der nichtlinearen Regressionsanalyse wurde bei den
homologen Kompetitionsexperimenten mit [PHJNMS und [°H]OxoM an porcinen
M,-Rezeptoren eine Scatchard-Transformation der Bindungsdaten zur

Bestimmung von Kp und Bnax durchgefuhrt.
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Abb. 13: Ergebnis eines homologen Kompetitionsexperiments mit dem Radioliganden [°H]N-
Methylscopolamin an porcinen M,-Rezeptoren. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz
betrug 0,2 nM. Die unspezifische Radioligandbindung wurde in Gegenwart von 1 uM Atropin
bestimmt. A: Nichtlineare Regressionsanalyse der Versuchsdaten: pKp = 9,82, B,ax = 83 fmol/mg
Membranprotein. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler einer Dreifachbestimmung.
Ordinate: [3H]NMS—Gesamtbindung in dpm/ml Reaktionsansatz. Abszisse: Dekadischer Loga-
rithmus der molaren Konzentration des nicht markierten Kompetitors N-Methylscopolamin. Kurven-
anpassung: Gleichung 7. B: Lineare Regressionsanalyse nach Scatchard: pKp = 9,59, Box = 105
fmol/mg Membranprotein. Ordinate: Quotient aus gebundenem und freiem Liganden in fmol/mg

Protein-nM. Abszisse: Spezifische Bindung des Radioliganden in fmol/mg Protein.

In Abb. 13 ist die nichtlineare Regressionsanalyse sowie die lineare Scatchard-
Transformation der Messwerte eines reprasentativen homologen Kompetitions-
experiments mit [PHJ]NMS dargestellt. Es ergaben sich durch beide Analyse-
methoden ahnliche pKp- bzw. Bnax-Werte. Abb. 14 zeigt das Ergebnis der beiden
Analysemethoden bei einem reprasentativen homologen Kompetitionsexperiment

mit [’H]OxoM. Auch hier ergaben sich ahnliche pKp- bzw. Bmax-Werte.
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Abb. 14: Ergebnis eines homologen Kompetitionsexperiments mit dem Radioliganden [°H]Oxo-
tremorin M an porcinen M,-Rezeptoren. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug
1 nM. Die unspezifische Radioligandbindung wurde in Gegenwart von 1 pyM Atropin bestimmt.
A: Nichtlineare Regressionsanalyse der Versuchsdaten: pKp = 9,05, Bax = 36 fmol/mg Membran-
protein. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler einer Dreifachbestimmung. Ordinate:
[3H]OxoM-Gesamtbindung in dpm/ml Reaktionsansatz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der
molaren Konzentration des nicht markierten Kompetitors Oxotremorin M. Kurvenanpassung:
Gleichung 7. B: Lineare Regressionsanalyse nach Scatchard: pKp=9,18, By =32 fmol/mg
Membranprotein. Ordinate: Quotient aus gebundenem und freiem Liganden in fmol/mg Protein-nM.

Abszisse: Spezifische Bindung des Radioliganden in fmol/mg Protein.

In Tab. 7 und Tab. 8 sind die mit den beiden Analysemethoden erhaltenen
Parameter der [PH]NMS- bzw. [?H]OxoM-Bindung der verwendeten Hausschwein-
Herzventrikelhomogenate zusammengefasst. Die mittels linearer Regressions-
analyse nach Scatchard erhaltenen pKp- bzw. Bmax-Werte waren nicht signifikant
verschieden von den durch nichtlineare Regressionsanalyse nach Cheng und
Prusoff bzw. DeBlasi erhaltenen Werten (t-Test, p > 0,05). Zur Analyse der mit den
Testsubstanzen durchgefuhrten Bindungsstudien wurden die aus der nichtlinearen

Regressionsanalyse erhaltenen Parameter verwendet.
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Datum der n PKo
Membranpraparation Cheng & Prusoff Scatchard
20.01.04 6 10,10+ 0,12 9,86 £ 0,10
02.09.04 3 10,01 £ 0,07 9,81 £+ 0,07
Datum der  Protein- Bmax (fmol/ml) Bmax (fmol/mg)
Membran- gehalt n
praparation  (mg/ml) DeBlasi Scatchard DeBlasi Scatchard
5,09 440 498 87 98
2001.04  , 038 O + 37 + 28 +7 +5
427 475
02.09.04 n.b. 3 + 32 +17 n.b n.b.

Tab. 7: Charakteristische Parameter der [3H]N-Methylscopolamin-Bindung der im Rahmen dieser
Arbeit eingesetzten Membransuspensionen aus Hausschwein-Herzventrikelgewebe. Angegeben
sind Mittelwerte * Standardfehler aus n unabhangigen Experimenten. Die Bestimmung des
Proteingehalts erfolgte wie in Kapitel 2.1.2 beschrieben nach der Methode von Lowry. pKp:
Negativer dekadischer Logarithmus der [’H]NMS-Dissoziationskonstanten. B Anzahl der
spezifischen Bindungsstellen bezogen auf den Proteingehalt der Membransuspension bzw. auf ein
Volumen von 1 ml Membransuspension. n.b.: nicht bestimmt (Verlust des Homogenats aufgrund

eines technischen Defekts).

Bei den beiden in Experimenten mit dem Radioliganden [PHINMS eingesetzten
Membranpraparationen von porcinen M,-Rezeptoren ergab sich nach Cheng und
Prusoff ein Mittelwert der N-Methylscopolamin-pKp-Werte von 10,07 + 0,08. Dieser
Wert war nicht signifikant verschieden von dem Mittelwert der N-Methyl-
scopolamin-pKp-Werte der Membranpraparationen von humanen M,-Rezeptoren,
die transient in COS7-Zellen exprimiert worden waren (10,03 + 0,06, siehe Kapitel
3.2).
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Datum der N PKo
Membranpraparation Cheng & Prusoff Scatchard
20.01.04 3 9,13+ 0,11 9,15+ 0,11
9,13 8,99
11.05.04 2 (8,88: 9,37) (8,74: 9,24)
02.09.04 3 8,89+ 0,22 8,71 £ 0,07
Datum der  Protein- Bmax (fmol/ml) Bmax (fmol/mg)
Membran- gehalt n
praparation  (mg/ml) DeBlasi Scatchard DeBlasi Scatchard
5,09 170 169 34 33
20.01.04 +0,38 3 10 +10 2 2
104 120
11.05.04 n.b. 2 (79: 128) (86; 154) n.b. n.b.
82 102
02.09.04 n.b. 3 +19 +13 n.b. n.b.

Tab. 8: Charakteristische Parameter der [3H]Oxotremorin M-Bindung bei den im Rahmen dieser
Arbeit eingesetzten Membransuspensionen aus Hausschwein-Herzventrikelgewebe. Angegeben
sind Mittelwerte + Standardfehler aus n unabhangigen Experimenten. Die Bestimmung des
Proteingehalts erfolgte wie in Kapitel 2.1.2 beschrieben nach der Methode von Lowry. pKp:
Negativer dekadischer Logarithmus der [3H]OxoM-Dissoziationskonstanten. Bmax: Anzahl der
spezifischen Bindungsstellen bezogen auf den Proteingehalt der Membransuspension bzw. auf ein
Volumen von 1 ml Membransuspension. n.b.: nicht bestimmt (Verlust des Homogenats aufgrund

eines technischen Defekts).

Fur [PH]OxoM ergab sich ein Mittelwert der pKp-Werte der drei verwendeten
Homogenate von 9,04 +0,10. Diese Radioligand-Affinitdt war in guter Uber-
einstimmung mit der von GrolBmuller et al. (2006) unter identischen Versuchs-
9,09+0,05. Bei den
praparationen vom 20.01.04 und 02.09.04 wurde sowohl eine Charakterisierung
der [PH]NMS- als auch der [°’H]OxoM-Bindungseigenschaften durchgefiihrt. Die

Anzahl der spezifischen Bindungsstellen Bnax war bei beiden Membran-

bedingungen gefundenen Affinitat von Membran-

praparationen fir den Radioagonisten [PH]JOxoM deutlich geringer als fiir den
Radioantagonisten [°’HJNMS. Wahrscheinlich waren die geringeren Bpmax-Werte des
Radioagonisten Folge einer fehlenden Erfassung des G-Protein-entkoppelten, fur
Agonisten niedrigaffinen Rezeptorzustandes durch [?H]OxoM in der eingesetzten
Konzentration von 1 nM. Der Radioantagonist [PHINMS dagegen markierte in der
eingesetzten Konzentration von 0,2 nM sowohl den G-Protein-gekoppelten als

auch den entkoppelten Rezeptorzustand.
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3.2 Bindungseigenschaften der Membransuspensionen

aus transfizierten COS7-Zellen

Bei den im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Membransuspensionen aus
transfizierten COS7-Zellen handelte es sich um humane M.- und Ms-Rezeptoren
sowie um punktmutierte M,-Rezeptoren. Als Radioligand wurde der Muskarin-
rezeptorantagonist [3H]N-Methylscopolamin eingesetzt. Die Bestimmung von Kp
und Bnax in homologen Kompetitionsexperimenten erfolgte nach Cheng und
Prusoff bzw. DeBlasi, auf eine Scatchard-Analyse dieser Bindungsdaten wurde
verzichtet. Tab. 9 gibt einen Uberblick Uber die charakteristischen Parameter der
[P’H]NMS-Bindung.

Datum der Protein-
Rezeptor Membran- gehalt n pPKp Bmax (fmol/mg)

praparation (mg/ml)
Mowt 11.02.05 0,169 5 10,07 £0,11 1617 + 34
Mowt 10.11.05 0,181 3 10,00 0,07 1065 + 269
Mowt 12.01.06 0,284 2 (9’7%’;857 85) ( 43‘7‘;5263)
Mowt 15.11.06 0,192 2 (10,112;’21%’24) (1101;;312161)
M, *Tyr—Ala 11.02.05 0,218 3  8,95+0,07 793 + 66
M, “*Tyr—Ala 10.11.05 0,196 3 9,08+£0,14 537 £ 50
M,'“Tyr—Phe 08.04.05 0,275 3  931+0,18 390 + 48
M,'“*Tyr—Phe 10.11.05 0,254 2 o, 53’;651 67) (51 3;2239)
M,"%Tyr—Phe  08.06.06 0,190 2 3%’;4; 52 (1 ;1?:217462)
M, “Tyr—Ser 12.01.06 0,247 3  8,64+0,03 375+ 3
M, Tyr—GIn 12.01.06 0,244 3  9,80+0,09 434 + 32
M,*?*Trp—Ala 08.04.05 0,299 3 9,80 + 0,07 283 + 18
M,*#Trp—Ala 07.07.05 0,240 3  10,09%0,10 294 + 9
M,**Thr—Ala 05.11.04* 0,214 4 10,16+0,14 730 + 80
M,**Thr—His 19.06.03** 0,140 3 10,09+0,13 1690 + 177
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Datum der Protein-
Rezeptor Membran- gehalt n pKp Bax (fmol/mg)
praparation (mg/ml)

423 , 10,24 3497
My**Thr—His 18.09.03 n.b. 2 (10.23: 10,25) (349: 350)
M,*?"Trp—Ala 08.04.05 0,281 3 9,88 + 0,08 269 + 19
M,*"Trp—Ala 07.07.05 0,219 3 10,17 £ 0,09 465 + 30
M, Tyr—GlIn
£ BTH s 07.07.05 0,257 4 10,06 + 0,05 498 + 11

422
M, Trp—Ala 08.04.05 0,219 3 10,09 + 0,04 205 + 10
+ “"Trp—Ala
M,***Trp—Ala
+ T Al 07.07.05 0,186 3  10,10+0,14 286 + 33

9,74 531
Mswt 10.11.05 0,213 2 ©.71:9.78) (506; 555)

Tab. 9: Charakteristische Parameter der [3H]N-Methylscopolamin-Bindung der im Rahmen dieser
Arbeit eingesetzten Membransuspensionen aus transient transfizierten COS7-Zellen. Angegeben
sind Mittelwerte * Standardfehler aus n unabhangigen Experimenten. Die Bestimmung des
Proteingehalts erfolgte wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben nach der Methode von Bradford. pKp:
Negativer dekadischer Logarithmus der [’HINMS-Dissoziationskonstanten. Bma: Anzahl der
spezifischen Bindungsstellen bezogen auf den Proteingehalt der Membransuspension. *: Das
Homogenat wurde freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Frau S. Prilla. **: Das Homogenat
wurde freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Frau M. Mohr-Andra. ***: Das Homogenat
wurde freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Frau V. Strassmann. n.b.: nicht bestimmt.

T Bmax wurde in der Einheit fmol/ml angegeben.

Unter anderem wurden in einem Epitop der orthosterischen Bindungsstelle,
namlich M,'®Tyrosin, punktmutierte M-Rezeptoren untersucht. Bei Mutation von
M,'%Tyrosin kam zu einem N-Methylscopolamin-Affinitatsabfall im Vergleich zu
Mo-Wildtyprezeptoren (siehe Abb. 15). Der Mittelwert der pKp-Werte aller
untersuchten Homogenate einer Rezeptorart verminderte sich von 10,03 £ 0,06 fur
M,-Wildtyprezeptoren bei der Mutation M,'*Tyrosin—Alanin auf 9,01 + 0,08. Bei
der Mutation M,'*Tyrosin—Serin ergab sich ein Mittelwert des NMS-pKp-Werts
von 8,64 + 0,03, der Mittelwert bei der Mutation M,'**Tyrosin—Phenylalanin betrug
9,43 + 0,09. Durch Entfernung des Phenylrings des Epitops M,'*Tyrosin (Mutation
M,'%Tyrosin—Alanin bzw. M,'*Tyrosin—Serin) kam es also zu einem

ausgepragten NMS-Affinitatsverlust im Vergleich zu Wildtyprezeptoren, wahrend
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eine  Entfernung der  Hydroxylgruppe von  M,'®Tyrosin  (Mutation
M,'*Tyrosin—Phenylalanin) zu einem deutlich geringeren Affinititsverlust des
Radioliganden fuhrte. Die Phenylgruppe des orthosterischen Epitops M21°4Tyrosin
leistete somit einen grdlReren Beitrag zur N-Methylscopolamin-Affinitat als die
Hydroxylgruppe dieses Epitops. Bei den Ubrigen Membranpraparationen von
punktmutierten Mj-Rezeptoren, den verschiedenen Mj,-Wildtyp-Membran-
praparationen sowie der Ms-Wildtyp-Membranpraparation waren keine grof3en
Unterschiede der NMS-Affinitat erkennbar, der Mittelwert des pKp-Werts lag
zwischen 9,74 [Mswt (10.11.05)] und 10,24 [M>***Thr—His (18.09.03)].
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Abb. 15: Veranderung der N-Methylscopolamin-Affinitdt bei Mutation des Epitops M,'%

Tyrosin
innerhalb der orthosterischen Bindungsstelle im Vergleich zu M,-Wildtyprezeptoren. Die Radio-
ligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 0,2 nM bei Experimenten mit M,-Wildtyprezeptoren

104

bzw. M21°4Tyr—>Phe-Rezeptoren und 1 nM bei Experimenten mit M, " Tyr—Ala-Rezeptoren bzw.

M,'%Tyr—Ser-Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-12 unabhangigen
Experimenten. Ordinate: Spezifische [3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische
Bindung des Radioliganden in Abwesenheit des unmarkierten Kompetitors. Abszisse: Dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration des nicht markierten Kompetitors N-Methylscopolamin.

Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Die innerhalb des orthosterischen Epitops M,'*Tyrosin punktmutierten
Rezeptoren wurden im Rahmen dieser Arbeit in Gleichgewichts-Bindungs-
experimenten eingesetzt um zu prifen, inwieweit das Bindungsverhalten von
Testsubstanzen durch die orthosterische Bindungsstelle beeinflusst wurde. Mit der

Mutation M,'%Tyr—Ala konnte der Effekt einer Entfernung von Phenylring und
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Hydroxylgruppe an dieser Stelle des Rezeptorproteins auf die Bindung der
Testsubstanzen untersucht werden, mit der Mutation M,'*Tyr—Phe der Effekt
einer alleinigen Entfernung der Hydroxylgruppe. Durch die Mutation M21°4Tyr—>Ser
konnte die Beeinflussung der Bindung von Testsubstanzen durch die Entfernung
des Phenylrings bei einer weiterhin vorhandenen Hydroxylgruppe an dieser Stelle
des Rezeptorproteins untersucht werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Membranpraparationen aus
transfizierten COS7-Zellen wurden zum Teil in dissoziationskinetischen
Experimenten zur Messung des dissoziationsverzogernden Effekts von
allosterisch wirksamen Testsubstanzen eingesetzt. Tab. 10 gibt einen Uberblick
uber die in Zweipunkt-Kinetik-Experimenten erhaltenen charakteristischen

Parameter der [PHINMS-Dissoziation unter Kontrollbedingungen.

Rezeptor n (mki;*) :‘:;‘:ﬁ;
Mowt 6 0,101 + 0,005 7,0+0,3
M, " Tyr—GIn 6 0,179 + 0,012 40+0,3
M,"""Tyr—GIn + **Thr—His 6 0,017 £ 0,001 41+11
M,***Trp—Ala 6 0,075 + 0,003 9,3+0,4
M,**'Trp—Ala 8 0,017 + 0,002 43,2+48
M,*?*Trp—Ala + **"Trp—Ala 8 0,013 + 0,001 543+29
Mswt 6 0,005 + 0,001 150,4 + 9,2

Tab. 10: Parameter der [3H]NMS-Dissoziation an My- und Ms-Wildtyprezeptoren sowie punkt-
mutierten M,-Rezeptoren unter Kontrollbedingungen. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler
aus n unabhangigen Experimenten. k. Geschwindigkeitskonstante der [3H]NMS—Dissoziation

(min'1). to sqiss: Halbwertszeit der [3H]NMS-Dissoziation in Minuten.

Mit Ausnahme der Mutation M,'""Tyr—Gin fiihrten die untersuchten Mutationen zu
einer Verlangerung der [’H]NMS-Dissoziations-Halbwertszeit im Vergleich zu My-
Wildtyprezeptoren. Die [*HINMS-Dissoziations-Halbwertszeit an Ms-Wildtyp-

rezeptoren war um ein Vielfaches langer als an M,-Wildtyprezeptoren.
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3.3 Abhangigkeit der Ligand-Bindung von der G-Protein-

Kopplung porciner M,-Rezeptoren

3.3.1 GDP-Empfindlichkeit der [?(HJOxoM-Bindung

Durch Einsatz eines Radioagonisten in nanomolarer Konzentration sollte es zu
einer Markierung des G-Protein-gekoppelten, fur Agonisten hochaffinen Rezeptor-
zustandes kommen (siehe Kapitel 2.3.3.1). Die Affinitat eines Agonisten kann
durch den Einsatz von Guanylnukleotiden im Uberschuss vermindert werden. Zur
Verminderung der Agonist-Affinitat, die in Radioligand-Bindungsstudien gemessen
werden kann, sind sowohl das Nukleotid Guanosindiphosphat (GDP) als auch das
Nukleotid Guanosintriphosphat (GTP) geeignet (Berrie et al., 1979; Rosenberger
et al.,, 1979, 1980). In Gleichgewichts-Bindungsexperimenten mit dem Radio-
agonisten [®H]Oxotremorin M wurde untersucht, inwieweit es bei den verwendeten
porcinen My-Rezeptoren durch steigende GDP-Konzentrationen zu einer
Entkopplung der Rezeptoren vom G-Protein und damit zur Verminderung der
[’H]OxoM-Affinitat kam. Aus Abb. 16 geht hervor, dass steigende GDP-Konzen-

trationen zu einer Inhibition der spezifischen [3H]OxoM-Bindung fuhrten.
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Abb. 16: Inhibition der spezifischen [3H]OxoM-Bindung an porcine M,-Rezeptoren durch steigende
GDP-Konzentrationen. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 1 nM. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten in Dreifachbestimmung.
Ordinate: Spezifische [3H]OxoM-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung in

Abwesenheit von GDP. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren GDP-Konzentration.
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Kurvenanpassung: Gleichung 7. Steilheitsmal} ny = -0,51, oberes Kurvenplateau = 103 %, unteres
Kurvenplateau = 17 %, pECso = 6,02.

GDP verminderte die spezifische [?H]JOxoM-Bindung mit einem pECso-Wert von
6,02 + 0,16. Dieser pECso-Wert war in guter Ubereinstimmung mit dem pECso-
Wert, der fur die Inhibition der [3H]Acetylcholin-Bindung an My-Rezeptoren durch
GDP gefunden worden war (pECsp = 6,15; Gnagey und Ellis, 1996). Die GDP-
Empfindlichkeit der Radioagonist-Bindung zeigte eine G-Protein-Kopplung der

verwendeten porcinen M>-Rezeptoren.

3.3.2 Nukleotid-Effekt in [PHINMS-Agonist-

Kompetitionsexperimenten

Die G-Protein-Kopplung der porcinen M»-Rezeptoren wurde aulderdem untersucht
in sogenannten ,GTP-Shift“-Experimenten, bei denen es durch einen Guanyl-
nukleotid-Uberschuss zu einer G-Protein-Entkopplung der Rezeptoren und damit
zu einem Affinitatsverlust fur Agonisten kommen sollte. Es wurde geprift, wie
stark die Beeinflussung der Bindung der allosterisch/orthosterischen Hybrid-
substanz DDT-5 durch Guanylnukleotide im Vergleich zu orthosterischen
Agonisten war. In den Experimenten wurde GTP bzw. das hydrolysestabile GTP-
Analogon Gpp(NH)p in einer Konzentration von 100 uM im Versuchsansatz
eingesetzt. Die Nukleotidkonzentration von 100 yM entsprach Literaturangaben
bei dieser Art von Experimenten (Haga et al., 1986; Tota et al., 1987; Haga et al.,
1989; Maal}, Dissertation 1995; Ladner et al.,, 1999). Wie in Abb. 17 gezeigt,
ergaben sich bei Kompetitionsexperimenten zwischen dem Radioantagonisten
[PHINMS und dem Agonisten Oxotremorin M deutlich biphasische Inhibitions-
kurven, die auf das Vorhandensein eines hochaffinen und niedrigaffinen Rezeptor-
zustandes fiir Agonisten hindeuteten. Die Zugabe eines GTP-Uberschusses fiihrte
zu einer deutlichen Rechtsverschiebung der Inhibitionskurve, also einem Affinitats-
verlust des Agonisten, der auf eine G-Protein-Entkopplung der Rezeptoren durch
den Nukleotid-Uberschuss zurtickzufihren war. Alle in Abb. 17 gezeigten
Inhibitionskurven des Oxotremorin M wurden signifikant besser durch eine
biphasische Kurvenanpassung als durch eine monophasische Kurvenanpassung
mit konstantem Steilheitsmald ny =-1 beschrieben (F-Test, Signifikanzniveau
p < 0,05).
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Abb. 17: Effekt von GTP bzw. Gpp(NH)p auf die Oxotremorin M-Affinitdt an porcinen M-
Rezeptoren. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 0,2 nM. Ordinate:
Spezifische [3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden
in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren OxoM-
Konzentration. Kurvenanpassung: Gleichung 18. A: Effekt von 100 uM GTP. Inkubationszeit: 2 h.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-4 unabhangigen Experimenten in Dreifach-
bestimmung. B: Effekt von 100 yM Gpp(NH)p. Inkubationszeit 7,5 h. Dargestellt ist das Ergebnis

eines Experiments in Dreifachbestimmung.

Neben Oxotremorin M wurde der Effekt eines Guanylnukleotid-Uberschusses bei

der allosterisch/orthosterischen Hybridsubstanz DDT-5 untersucht (siehe Abb. 18).
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Abb. 18: Effekt von GTP bzw. Gpp(NH)p auf die DDT-5-Affinitdt an porcinen M,-Rezeptoren. Die
Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 0,2 nM. Ordinate: Spezifische [3H]NMS-
Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der
Testsubstanz. Inkubationszeit: 7,5 h. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren DDT-5-
Konzentration. Kurvenanpassung: Gleichung 7. A: Effekt von 100 yM GTP. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten in Dreifachbestimmung. M.:
Steilheitsmall ny=-0,69. M, 100 uM GTP: Steilheitsmall ny=-0,81. B: Effekt von 100 pM
Gpp(NH)p. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2 unabhangigen Experimenten in
Dreifachbestimmung. M,: Steilheitsmafd ny =-0,90. M, 100 yM GTP: Steilheitsmal ny = -0,96.
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Die in Abb. 18 A dargestellte Inhibitionskurve des DDT-5 ohne Nukleotid-Zusatz
wurde signifikant besser durch eine biphasische Kurvenanpassung beschrieben,
wahrend die ubrigen Inhibitionskurven in Abb. 18 ausreichend durch eine mono-
phasische Kurvenanpassung mit ny = -1 beschrieben wurden (F-Test, Signifikanz-
niveau p < 0,05). Da DDT-5 die [°H]NMS-Dissoziation deutlich verzdgerte (siehe
Kapitel 3.9.1, Abb. 28), war eine im Vergleich zu Kompetitionsexperimenten mit
orthosterischen Agonisten deutlich verlangerte Inkubationsdauer von 7,5h
erforderlich. Zur Berechnung der Inkubationsdauer wurde Gleichung 23 von
Lazareno und Birdsall verwendet (siehe Kapitel 2.3.4). Neben dem GTP wurde in
Versuchen bei dieser verlangerten Inkubationsdauer das hydrolysestabile GTP-
Analogon Guanylylimidodiphosphat (Gpp(NH)p) eingesetzt. Aus Abb. 18 wird
ersichtlich, dass es bei einer Inkubationszeit von 7,5 h und Einsatz eines GTP-
bzw. Gpp(NH)p-Uberschusses nur zu einer geringen Verminderung der Affinitat
des DDT-5 kam.

Als Vergleich zu dem Gpp(NH)p-Effekt beim DDT-5 wurde der Effekt eines
Gpp(NH)p-Uberschusses auf die Affinitat der Agonisten Oxotremorin M und
Iperoxo bei einer Inkubationszeit von 7,5h untersucht. Die Affinitat des
Oxotremorin M (siehe Abb. 17 B) bzw. Iperoxo (siehe Abb. 19), die in einer
Dreifachbestimmung der Datenpunkte bestimmt wurde, wurde durch den
Gpp(NH)p-Uberschuss nicht signifikant vermindert. Die in Abb. 19 dargestellten
Inhibitionskurven des Iperoxo wurden signifikant besser durch eine biphasische
Kurvenanpassung als durch eine monophasische Kurvenanpassung mit
konstantem Steilheitsmal® ny=-1 beschriecben (F-Test, Signifikanzniveau
p < 0,05).
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Abb. 19: Effekt von 100 uM Gpp(NH)p auf die Iperoxo-Affinitat an porcinen M,-Rezeptoren. Die
Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 0,2 nM. Dargestellt sind Mittelwerte =+
Standardfehler aus 2 unabhangigen Experimenten in Dreifachbestimmung. Inkubationszeit: 7,5 h.
Ordinate: Spezifische [3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des
Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren

Iperoxo-Konzentration. Kurvenanpassung: Gleichung 18.

In Tab. 11 und Tab. 12 sind die charakteristischen Bindungsparameter aus den
Kompetitionsexperimenten zwischen [’HJNMS und den Muskarinrezeptoragonisten
Oxotremorin M, DDT-5 und Iperoxo zusammengestellt. Neben den Bindungs-
parametern in Gegenwart des Nukleotid-Uberschusses sind die Bindungs-
parameter aus den zum Vergleich durchgefuhrten Experimenten ohne Nukleotid-
Zugabe angegeben. Bei den Experimenten wurde eine Analyse mit Gleichung 7
und freilaufendem Steilheitsmal® ny durchgefiihrt, bei der die 1Csp-Werte nach
Cheng und Prusoff in apparente Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten
umgewandelt wurden (Tab. 11), und eine biphasische Analyse, aus der sich
Inhibitionskonstanten flr das hochaffine und niedrigaffine Kompartiment sowie
KompartimentgrolRen ergaben (Tab. 12). Bei den in Tab. 11 und Tab. 12
zusammengefassten Experimenten wurde jeweils mittels eines F-Tests gepruft, ob
die Daten signifikant besser durch eine Kurvenanpassung mit einem variablen
Steilheitsmall ny (Gleichung 7) im Vergleich zu einer biphasischen Kurven-
anpassung (Gleichung 18) beschrieben wurden. Der Vergleich der Kurven-
anpassung mit Gleichung 7 gegenuber einer Kurvenanpassung mit Gleichung 18

diente nicht zu einer Entscheidung zwischen einem Modell mit einer oder zwei
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Bindungsstellen, da ein von ny = -1 signifikant abweichendes Steilheitsmal} in
Gleichung 7 keine Aussage Uber die Anzahl der Bindungsstellen zulasst. Von den
22 in Tab. 11 und Tab. 12 zusammengefassten Experimenten wurden 18 besser
durch Gleichung 7 mit variablem Steilheitsmal} ny beschrieben, 4 besser durch

eine biphasische Analyse mit Gleichung 18 (F-Test, Signifikanzniveau p < 0,05).

Kurvenanpassung mit Gleichung 7

Testsubstanz Nukleotid PKapp Ny
; 7,74 £ 0,09 -0,40 £ 0,02
Oxotremorin M
GTP 10* M 6,56 + 0,03 -0,67 + 0,09
; 7,21 -0,58
Oxotremorin M
Gpp(NH)p 10* M 6,93 -0,66
) 8,34 -0,65
DDT-5 (8,34; 8,35) (-0,61; -0,69)
GTP 10* M 8,21 £ 0,04 -0,81 £ 0,02
] 8,18 -0,88
(8,12; 8,23) (-0,76; -1,00)
DDT-5
4 8,18 -0,96
Gpp(NH)p 107 M (8,13: 8,22) (-0,92; -1,00)
Iperoxo - 9,01 -0,70
P (8,95 9,06) (-0,70; -0,70)
4 8,89 -0,73
Iperoxo Gpp(NH)p 10™ M (8,76: 9,02) (:0,63: -0,83)

Tab. 11: Kurvenparameter-Werte der muskarinischen Agonisten Oxotremorin M, DDT-5 und
Iperoxo aus Kompetitionsexperimenten mit dem Radioantagonisten [3H]NMS an porcinen M,-
Rezeptoren. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler aus n unabhangigen Experimenten in
Dreifachbestimmung ohne Nukleotid-Zusatz bzw. in Gegenwart von 10* M des Nukleotids.
Oxotremorin M und + 10* M GTP: n = 3-4. Oxotremorin M und + 10 M Gpp(NH)p: n=1. DDT-5
und + 10* M GTP: n = 2-3. DDT-5 und + 10* M Gpp(NH)p: n = 2. Iperoxo und + 10™* M Gpp(NH)p:
n=2. pKyp: Negativer dekadischer Logarithmus der apparenten Gleichgewichts-Dissoziations-
konstanten K,,, aus der Analyse der Inhibitionskurven mit Gleichung 7 und freilaufendem

Steilheitsmald. ny: Steilheitsmal.

Wie aus Tab. 11 hervorgeht, bewirkte der Nukleotid-Zusatz ein Steilerwerden der

Inhibitionskurven der Agonisten. Eine deutliche Affinitdtsabnahme des Agonisten
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bei Zugabe eines Nukleotid-Uberschusses ergab sich ausschlieBlich beim

Oxotremorin M und Verwendung von GTP als Nukleotid.

Biphasische Kurvenanpassung mit Gleichung 18

Test- Nukleotid pK, Anteil pK, Anteil ~ APK

substanz hochaffin (%) niedrigaffin (OA)) h'och.affln'-
niedrigaffin

Oxo0- - 9,04 £+ 0,10 49+ 2 6,55+ 0,11 512 2,49

temorinM  Grp 404 M 758+041 45+14 586+029 55+ 14 1,72

o ] 8.61 32 6.73 68 1,88
XO-
tremorin M Gﬂ%ﬁ“u)p 862 20 6.69 80 1,03
_ 10,06 22 8.16 78 50
DDT-5 (9.48:10,63) (18:27) (8,06:825) (73:82)
GTP10“M 878+027 52+16 765+019 48+16 113
_ 10,00 53 753 47 047
(8.15:11,85) (12:94) (6,85:821)  (88:6) :
DDT-5
Gpp(NH)p 825 88 6.94 12 a
104 M (8.19:830) (88:89) (6,76:7,11) (12:11)
Ceroxe _ 9.61 54 8.26 46 e
P (951:9.71) (43:65) (8,10;842) (57:35)
Iperoxo Gpp(NH)p 9.44 61 8.04 39 1 40

10 M (8,97;9,90) (41:81) (7,66;8,42) (59; 19)

Tab. 12: Kurvenparameter-Werte der muskarinischen Agonisten Oxotremorin M, DDT-5 und
Iperoxo aus Kompetitionsexperimenten mit dem Radioantagonisten [°HINMS an porcinen M,-
Rezeptoren. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler aus n unabhangigen Experimenten in
Dreifachbestimmung ohne Nukleotid-Zusatz bzw. in Gegenwart von 10" M des Nukleotids.
Oxotremorin M und + 10* M GTP: n = 3-4. Oxotremorin M und + 10 M Gpp(NH)p: n=1. DDT-5
und + 10* M GTP: n = 2-3. DDT-5 und + 10* M Gpp(NH)p: n = 2. Iperoxo und + 10™* M Gpp(NH)p:
N = 2. PK|hochaiin / PKi niedrigatin: Negativer dekadischer Logarithmus der Inhibitionskonstanten K; aus
der biphasischen Analyse und auf ny=-1 festgesetztem Steilheitsmall. Anteil (%): Anteil des
hochaffinen bzw. niedrigaffinen Kompartiments an der spezifischen Radioligand-Bindung in

Prozent.

Wie aus Tab. 12 ersichtlich wird, betraf der Affinitatsverlust beim Oxotremorin M
vor allem das hochaffine Kompartiment (Affinitatsverlust bei GTP-Uberschuss 1,5
Dekaden im Vergleich zu Experimenten ohne GTP-Zugabe), wahrend der

Affinitatsverlust des niedrigaffinen Kompartiments deutlich geringer ausgepragt
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war (0,7 Dekaden). Die Kompartimentgrollen wurden durch die GTP-Zugabe
kaum verandert.

Bei den ubrigen Kompetitionsexperimenten unter Nukleotid-Zugabe, bei denen
DDT-5 oder Iperoxo als Agonisten eingesetzt wurden bzw. Oxotremorin M als
Agonist und Gpp(NH)p als Nukleotid, waren die Inhibitionskurven der Agonisten in
ihrer Gestalt weniger biphasisch und auRerdem der Affinitatsverlust bei Nukleotid-
Zugabe gering ausgepragt. Die Inhibitionskurven mit DDT-5 und Iperoxo konnten
zwar biphasisch analysiert werden, jedoch ergaben sich zwischen den einzelnen
Experimenten teilweise gro3e Unterschiede in den beiden Inhibitionskonstanten
und den KompartimentgroRen, sodass eine biphasische Analyse nicht sinnvoll
erscheint. Eine biphasische Analyse bietet sich an bei Inhibitionskurven, aus deren
Gestalt deutlich das Vorhandensein von zwei Bindungsstellen erkennbar wird
(sieche Abb. 17 A: [PH]NMS versus Oxotremorin M).

3.4 Untersuchungen zur Kinetik der [’ HJOxoM-

Dissoziation an porcinen M,-Rezeptoren

Oxotremorin M ist ein nicht Subtyp-selektiver Agonist an Muskarinrezeptoren
(Jakubik et al., 1997; Christopoulos et al., 2001). Die Substanz ist in tritiierter Form
([*H]OxoM) als Radioligand erhaltlich. Fiir den Radioliganden [°H]Oxotremorin M
ist an porcinen Maj-Rezeptoren ein biphasisches Dissoziationsverhalten
beschrieben worden (Hirschberg und Schimerlik, 1994; Maal}, Dissertation 1995;
Grolmiller, Dissertation 2003), d.h. eine signifikant bessere Beschreibung des
Dissoziationsverlaufs durch eine biphasische als durch eine monophasische
Funktion. In Dissoziationsexperimenten mit [?(H]JOxoM an porcinen M,-Rezeptoren
sollte unter verschiedenen Versuchsbedingungen die Dissoziationskinetik des
Radioliganden untersucht werden, um die Kinetik eindeutig einem mono- oder
biphasischen Typ zuordnen zu konnen. Abb. 20 zeigt den Verlauf der [°H]OxoM-
Dissoziation eines reprasentativen Experiments unter Kontrollbedingungen, d.h.

ohne Zusatz einer dissoziationsverzégernd wirksamen Substanz, bei 23°C.
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Abb. 20: Dissoziationskinetik des Radioliganden [3H]OxoM an porcinen M,-Rezeptoren unter
Kontrollbedingungen. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 1 nM. Temperatur:
23°C. Dargestellt ist das Ergebnis eines reprasentativen Experiments. Die Datenpunkte wurden
signifikant besser durch einen biphasischen Dissoziationsverlauf beschrieben (F-Test, p < 0,05).
Ordinate: [SH]OxoM—Gesamtbindung in Prozent des Ausgangwertes bei Start der Dissoziations-
messung. Abszisse: Dissoziationsmald. Fraktionelle Rezeptorbesetzung B;= 57,0 %. Mono-

phasische Funktion: Plateau = 15,8 %. Biphasische Funktion: Plateau = 15,1 %.

Der Dissoziationsverlauf des Radioliganden wurde bei diesem Experiment
signifikant besser durch eine biphasische Funktion mit einem schnell und einem
langsamer dissoziierenden Kompartiment als durch eine monophasische Funktion
beschrieben (F-Test, Signifikanzniveau p <0,05). Bei der Anpassung der
biphasischen Regressionskurve an die Datenpunkte berechnete die Computer-
software neben den Dissoziations-Halbwertszeiten Kompartimentgrofen, d.h.
jeweils den Anteil an der [’H]OxoM-Bindung, der mit einer schnellen bzw.
langsameren Halbwertszeit dissoziierte. Das Plateau der Radioligand-Bindung bei
einer monophasischen bzw. biphasischen Analyse des Dissoziationsexperiments
aus Abb. 20 war niedriger als der Anteil der unspezifischen Bindung an der
[°’H]OxoM-Gesamtbindung bei homologen Kompetitionsexperimenten, also Gleich-
gewichts-Bindungsexperimenten (Anteil der unspezifischen Bindung an der
[’H]OxoM-Gesamtbindung = 25,1 + 4,1 %).

Um die Dissoziationskinetik des Radioliganden zu verlangsamen und damit ein
schnell dissoziierendes Kompartiment besser erfassen zu koénnen, wurden

Experimente bei einer um 10°C auf 13°C verminderten Temperatur durchgefuhrt.
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Abb. 21: Dissoziationskinetik des Radioliganden [3H]OxoM an porcinen My-Rezeptoren unter
Kontrollbedingungen. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 1 nM. Temperatur:
13°C. Dargestellt ist das Ergebnis eines reprasentativen Experiments. Die Datenpunkte wurden
signifikant besser durch einen biphasischen Dissoziationsverlauf beschrieben (F-Test, p < 0,05).
Ordinate: [SH]OxoM—Gesamtbindung in Prozent des Ausgangwertes bei Start der Dissoziations-
messung. Abszisse: Dissoziationsmald. Fraktionelle Rezeptorbesetzung B;= 57,5 %. Mono-

phasische Funktion: Plateau = 25,9 %. Biphasische Funktion: Plateau = 14,6 %.

Abb. 21 zeigt das Ergebnis eines reprasentativen Dissoziationsexperiments bei
13°C, bei dem der Dissoziationsverlauf signifikant besser durch eine biphasische
Funktion beschrieben wurde. Neben der Temperatur wurde als weitere Versuchs-
bedingung die Radioligandkonzentration variiert und die [?H]OxoM-Dissoziations-
kinetik unter einer im Vergleich zur Standard-[?’H]JOxoM-Konzentration von 1 nM
reduzierten und einer erhohten Radioligandkonzentration betrachtet. Eine
Erhéhung der Radioligandkonzentration sollte eine bessere Erfassung eines
schnell dissoziierenden [*H]OxoM-Kompartiments ermdglichen.  Um den
Verbrauch an Radioligand zu begrenzen, wurde in den Experimenten bei einer
erhdhten Radioligandkonzentration neben 1,5nM [°H]JOxoM 1,5nM nicht
markiertes OxoM eingesetzt, sodass eine Gesamtkonzentration von 3 nM OxoM
im Versuchsansatz erreicht wurde. Tab. 13 gibt einen Uberblick tber die mit
porcinen M.,-Rezeptoren durchgefiihrten [°?H]OxoM-Dissoziationsexperimente

unter Kontrollbedingungen.
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Temperatur Radioligand- monophasische biphasische to e
P konzentration n  Dissoziations- Dissoziations- 0.5diss,
(°C) s - (min)
(nM) verlaufe verlaufe
23 1 13 6 7 4,07 £0,19
13 1 17 8 9 20,48 £ 1,41
13 0,5 10 3 7 19,13 £ 0,45
13 1,5 15 11 4 11,14 £ 1,00

Tab. 13: Dissoziationsverldufe des Radioliganden [3H]OxoM unter verschiedenen Versuchs-
bedingungen in Na,K,P-Puffer. Angegeben sind die Anzahl der monophasischen bzw.
biphasischen Dissoziationsverldufe bei Vergleich einer monophasischen gegen eine biphasische
Funktion (F-Test, p < 0,05). tys4ss: Halbwertszeit der [3H]OxoM-Dissoziation in Minuten. T Mittel-
wert + Standardfehler der monophasischen Analyse von n Dissoziationsverlaufen. ™: Neben 1,5

nM [*H]OxoM war 1,5 nM nicht markiertes OxoM im Versuchsansatz vorhanden.

Der Faktor der Dissoziationsverlangsamung durch Temperatursenkung um 10°C
betrug bei einer Radioligandkonzentration von 0,5 nM oder 1 nM etwa 5 (Verlang-
samung der Dissoziations-Halbwertszeit von ca. 4 min auf ca. 20 min), wahrend
die Dissoziations-Halbwertszeit bei einer Radioligandkonzentration von 1,5 nM
durch die Temperatursenkung um weniger als den Faktor 3 verlangsamt wurde
(Verlangsamung der Dissoziations-Halbwertszeit auf ca. 11 min). Evtl. kam es
durch die Erhohung der Radioligandkonzentration zu einer wesentlich starkeren
Erfassung eines im Bezug auf die [°H]JOxoM-Dissoziation schnellen Kompar-
timents, sodass die Gesamt-Dissoziations-Halbwertszeit bei der erhdhten
Radioligandkonzentration kurzer war als bei einer Radioligandkonzentration von
0,5 bzw. 1 nM. Aus Tab. 13 geht hervor, dass bei den Experimenten bei 13°C und
einer erniedrigten  Radioligandkonzentration von 0,5nM  biphasische
Dissoziationsverlaufe Gberwogen und bei einer erhdhten Radioligandkonzentration
von 1,5 nM monophasische Dissoziationsverlaufe. Dieser Befund koénnte Folge
einer besseren Erfassung des im Bezug auf die [?H]OxoM-Dissoziation schnellen
und des langsamen Kompartiments bei der niedrigeren Radioligandkonzentration
und eines Dominierens des im Bezug auf die [°H]OxoM-Dissoziation schnellen
Kompartiments bei der hoheren Radioligandkonzentration gewesen sein. In Tab.
14 sind die Ergebnisse der Analyse der durch eine biphasische Funktion

signifikant besser beschriebenen Dissoziationsverlaufe zusammengestelit.
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Radioligand- schnelles Kompartiment  langsames Kompartiment
Temperatur . n
°C konzentration to sai to sai
(°C) (nM) ( rﬁi:; Anteil (%) ( r;i:; Anteil (%)
23 1 7 0811024 32+4 6,09 + 0,53 684
13 1 9 441+1,07 375 37,91 £ 5,46 635
13 0,5 7 4,39+1,00 36+4 36,63 + 3,91 64 +4
13 1,5 4 0,76+0,32 35+7 21,20%+258 65%7

Tab. 14: Biphasische Dissoziationsverldufe des Radioliganden [’H]OxoM unter verschiedenen
Versuchsbedingungen in Na,K,Pi-Puffer. tpsqiss: Halbwertszeit der [3H]OxoM-Dissoziation des
jeweiligen Kompartiments in Minuten. - Neben 1,5 nM [3H]OxoM war 1,5 nM nicht markiertes

OxoM im Versuchsansatz vorhanden.

Durch die Verminderung der Temperatur kam es bei einer Radioligand-
konzentration von 1 nM zu einer deutlichen Verlangsamung der Dissoziations-
Halbwertszeit des schnellen und des langsamen Kompartiments. Die
Dissoziations-Halbwertszeit des schnellen Kompartiments war bei einer Radio-
ligandkonzentration von 1,5 nM nicht signifikant im Vergleich zu Experimenten bei
23°C verandert. Evtl. war die scheinbar unveranderte Dissoziations-Halbwertszeit
Folge einer starkeren Erfassung des schnellen Kompartiments bei der erhéhten
Radioligandkonzentration und einer Temperatur von 13°C im Vergleich zu den
Experimenten bei 23°C und einer Radioligandkonzentration von 1 nM. Die
Dissoziations-Halbwertszeit des langsamen Kompartiments wurde durch die
Senkung der Temperatur bei den untersuchten Radioligandkonzentrationen
deutlich verlangert. Die Verminderung der Temperatur bzw. Variation der
Radioligandkonzentration bewirkte im Vergleich zu den Ausgangsbedingungen
(23°C, 1 nM [>H]OxoM) keine signifikante Veranderung der KompartimentgréRen:
Der Anteil des schnellen Kompartiments an der [°H]OxoM-Bindung betrug jeweils
ca. 1/3. Unter den verschiedenen Versuchsbedingungen kam es nicht zu einem
ausschlielichen Vorliegen von monophasischen bzw. biphasischen Dissoziations-

verlaufen des [°H]OxoM.
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3.5 Interaktion von DDT-5 mit [’HJNMS an porcinen

M.-Rezeptoren

In Gleichgewichts-Bindungsexperimenten wurde die Interaktion der allosterisch/
orthosterischen Hybridsubstanz DDT-5 mit [PHJNMS an porcinen My-Rezeptoren
untersucht. Diese Experimente dienten einer ersten Bestimmung der Gleich-
gewichts-Dissoziationskonstante Ka und des Kooperativitatsfaktors o des DDT-5
an Mjy-Rezeptoren vor dem Einsatz von humanen und punktmutierten Mo-
Rezeptoren. Durch die simultane Analyse eines Gleichgewichts-Bindungs-
experiments bei zwei unterschiedlichen Radioligandkonzentrationen ist eine
besonders genaue Bestimmung der Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Ka
und des Kooperativitatsfaktors a einer allosterisch wirksamen Substanz moglich.
Abb. 22 zeigt das Ergebnis von zwei Interaktionsexperimenten der allosterisch/
orthosterischen Hybridsubstanz DDT-5 mit [PHINMS bei zwei unterschiedlichen

Radioligandkonzentrationen.
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Abb. 22: Simultane Analyse eines Gleichgewichts-Bindungsexperiments mit DDT-5 an porcinen
M,-Rezeptoren bei einer [SH]NMS-Konzentration von 0,2 nM bzw. 1,5 nM. Ordinate: Spezifische
[PHINMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in
Abwesenheit von DDT-5. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren DDT-5-Konzentration.
Kurvenanpassung: Gleichung 22. Es wurde mittels eines F-Tests geprift, ob die Datenpunkte
signifikant besser durch ein auf ny=-1 festgesetztes Steilheitsmal® oder ein freilaufendes
Steilheitsmald beschrieben wurden. A: Versuch vom 26.10.04. ny = -1. B: Versuch vom 05.01.05.
ny = -0,80.
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Bei der groReren Radioligandkonzentration ergab sich jeweils ein hoheres Plateau
der Radioligandbindung, da hier ein gréRerer Anteil der Rezeptoren mit [PHINMS
besetzt war und sich somit der dissoziationsverzogernde Effekt des DDT-5 starker
bemerkbar machte. In Tab. 15 sind die aus den Interaktionskurven gewonnenen

charakteristischen Bindungsparameter zusammengestellt.

pKa po p(a-Ka) Ny
8,24 -1,51 6.73 -0,90
(8,09; 8,38)  (-1,49; -1,52) ! (-0,80; -1,00)

Tab. 15: Bindungsparameter der Interaktion von DDT-5 mit [3H]NMS an porcinen Mx-Rezeptoren.
Angegeben sind Mittelwerte aus 2 unabhangigen Experimenten. pKa: Negativer dekadischer
Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K, des allosterischen Liganden. pa:

Negativer dekadischer Logarithmus des Kooperativitatsfaktors o. ny: Steilheitsmal3.

Durch die Experimente konnte die Affinitat des DDT-5 zu M,-Rezeptoren in Form
des pKa-Werts bestimmt werden und das Produkt p(a-Ka), das einen Anhaltspunkt
fur die dissoziationsverzogernde Wirksamkeit des DDT-5 an M»y-Rezeptoren liefert,
da dieses Produkt nach dem Kooperativitatsmodell der allosterischen Interaktion
der Affinitat des DDT-5 zu [°PHINMS-besetzten Rezeptoren (pECg sqiss) €ntspricht.

3.6 Inhibitionsexperimente mit dem Radioagonisten
[’H]OxoM und dem Radioantagonisten [P(HINMS an

porcinen M,-Rezeptoren

Mit Hilfe des Radioagonisten [PH]OxoM und des Radioantagonisten [PHINMS
wurde das Bindungsverhalten der Muskarinrezeptor-Agonisten Oxotremorin M,
Iperoxo und DDT-5 im Vergleich zu dem Antagonisten N-Methylscopolamin an
porcinen M;-Rezeptoren betrachtet. Die allosterisch/orthosterische Hybridsubstanz
DDT-5 hatte sich in Organbadexperimenten als Vollagonist an Muskarinrezeptoren
erwiesen. In Inhibitionsexperimenten mit dem Radioagonisten [°H]OxoM und dem
Radioantagonisten [°PH]NMS sollte gepriift werden, ob sich beim DDT-5 ein fiir
Agonisten typisches Bindungsverhalten zeigte.

Durch die Verwendung eines Radioagonisten bzw. eines Radioantagonisten in

den Ublichen nanomolaren Konzentrationen sollte es zur Markierung von
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unterschiedlichen Rezeptorpopulationen kommen (siehe Kapitel 2.3.3.1): Wahrend
der Radioagonist den fur Agonisten hochaffinen, G-Protein-gekoppelten Rezeptor-
zustand markiert, wird durch einen Radioantagonisten sowohl der G-Protein-
gekoppelte als auch der G-Protein-entkoppelte Zustand markiert, da der
Antagonist an beide Rezeptorzustande mit gleicher Affinitdt bindet. In einem
Kompetitionsexperiment, bei dem ein Radioagonist zur Markierung der Rezep-
toren eingesetzt wurde, sollte sich daher fur einen als Kompetitor eingesetzten
Agonisten eine hohere Affinitat, berechnet als Inhibitionskonstante K, ergeben als
bei einem Kompetitionsexperiment, bei dem die Rezeptoren durch einen Radio-
antagonisten markiert wurden. Bei einem als Kompetitor eingesetzten
Antagonisten dagegen sollte die Rezeptoraffinitat, berechnet als Inhibitions-
konstante K,, gleich sein bei Einsatz eines Radioagonisten oder Radio-
antagonisten zur Markierung der Rezeptoren, da der Antagonist in seiner Affinitat
nicht zwischem dem G-Protein-gekoppelten und -entkoppelten Rezeptorzustand
differenziert.

Abb. 23 A zeigt die Inhibitionskurven des Antagonisten N-Methylscopolamin bei
Verwendung von [PHJNMS als Radioligand, also homologen Kompetitions-
experimenten, und heterologen Kompetitionsexperimenten mit [°H]OxoM. Die
Inhibitionskurven konnten durch ein Steilheitsmal} von -1 beschrieben werden und
es ergab sich fur N-Methylscopolamin eine ahnliche Affinitat bei Verwendung von
[PHINMS bzw. [*H]OxoM (siehe Tab. 16).

Abb. 23 B zeigt die Inhibitionskurven des Muskarinrezeptor-Agonisten
Oxotremorin M. Erkennbar ist die deutlich héhere Affinitat fir die Inhibition der
[3H]OxoM-Bindung im Vergleich zur Inhibition der [3H]NMS-Bindung und die
deutlich flachere Kurvensteilheit der [PH]NMS-Inhibitionskurve (siehe Tab. 16). Die
Inhibitionskurven des Oxotremorin M mit [PH]JNMS wiesen ein signifikant von -1
verschiedenes Steilheitsmall ny auf (F-Test, Signifikanzniveau p < 0,05), was auf
das Vorhandensein von zwei Rezeptorzustanden, namlich dem G-Protein-
gekoppelten und -entkoppelten Rezeptor, zurlckzufihren war. Die bei der
Kompetition des OxotremorinM mit dem Radioantagonisten [PH]NMS
beobachteten flachen Kurvensteilheiten sind typisch flr das Bindungsverhalten

von Agonisten.
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Abb. 23: Inhibition der spezifischen [3H]NMS- bzw. der spezifischen [3H]OxoM-Bindung an porcine
M,-Rezeptoren durch nicht markiertes NMS bzw. nicht markiertes OxoM. Die Radioligand-
konzentration im Versuchsansatz betrug 1 nM [3H]OxoM bzw. 0,2 nM [3H]NMS. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler aus 2-9 unabhangigen Experimenten. Ordinate: Spezifische Radio-
ligand-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit
der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Test-
substanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7. A: Inhibition der Radioligand-Bindung durch den
Antagonisten N-Methylscopolamin. B: Inhibition der Radioligand-Bindung durch den Agonisten
Oxotremorin M.
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Die in Abb. 23 B dargestellte [°H]OxoM-Oxotremorin M-Inhibitionskurve wies ein
Plateau der spezifischen Bindung auf, das sich signifikant von 0 % unterschied
(Plateau = 5,2 %, F-Test, Signifikanzniveau p <0,05). Diesem geringen
Unterschied zu einer vollstandigen Inhibition der spezifischen Radioligand-
Bindung wurde jedoch keine biologische Bedeutung beigemessen.

In Abb. 24 A sind die Inhibitionskurven des in seiner chemischen Struktur vom
Oxotremorin M abgeleiteten Agonisten Iperoxo dargestellt. Iperoxo zeigte ein fur
Agonisten typisches Bindungsverhalten mit einer héheren Affinitdt zum Radio-
agonist-markierten als zum Radioantagonist-markierten Rezeptor (siehe Tab. 16).
Die in Abb. 24 A dargestellte [°H]OxoM-Iperoxo-Inhibitionskurve wies ein Plateau
der spezifischen Bindung auf, das sich signifikant von 0 % unterschied
(Plateau = 8,9 %, F-Test, Signifikanzniveau p < 0,05).

Aus Abb. 24 B wird ersichtlich, dass auch die allosterisch/orthosterische Hybrid-
substanz DDT-5, die aus einem Teil des allosterischen Modulators W84 und
einem vom Iperoxo abgeleiteten Molekulteil aufgebaut ist, ein fur Agonisten

typisches Bindungsverhalten aufwies.
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Abb. 24: Inhibition der spezifischen [3H]NMS- bzw. der spezifischen [3H]OxoM-Bindung an porcine
M,-Rezeptoren durch Iperoxo bzw. DDT-5. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz
betrug 1 nM [°H]OxoM bzw. 0,2 nM [*H]NMS. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-5
unabhangigen Experimenten. Ordinate: Spezifische Radioligand-Bindung in Prozent bezogen auf
die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung:
Gleichung 7. A: Inhibition der Radioligand-Bindung durch Iperoxo. B: Inhibition der Radioligand-
Bindung durch DDT-5.

Die Interaktionsexperimente des DDT-5 mit [3H]NMS bzw. [3H]OxoM an porcinen

M,-Rezeptoren zeigten eine ausgepragte Inhibition der Radioligandbindung, die
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auf eine stark negative Kooperativitat, also eine allosterische Interaktion, bzw. auf
eine kompetitive Interaktion des DDT-5 mit dem Radioliganden an der ortho-
sterischen Bindungsstelle oder eine Mischform der beiden Interaktionsarten
zuruckzufihren sein konnte. Da die Bindungstopografie des DDT-5 an M»-Rezep-
toren erst in spateren Experimenten mit punktmutierten M,-Rezeptoren untersucht
wurde, wurden die Interaktionsexperimente des DDT-5 mit [PH]NMS bzw.
[PHJOxoM an porcinen My-Rezeptoren deskriptiv nach Cheng und Prusoff
analysiert. In Tab. 16 sind die aus den Kompetitionsexperimenten mit [PH]NMS
bzw. [’H]OxoM erhaltenen Affinititskonstanten und SteilheitsmaRe ny zusammen-
gefasst. Die Kompetitionsexperimente mit [°’HJOxoM und die homologen
Kompetitionsexperimente des N-Methylscopolamin lieRen sich durch ein
Steilheitsmall von -1 beschreiben, wahrend sich bei Kompetitionsexperimenten
von Agonisten mit [PHINMS flache Inhibitionskurven ergaben (ny>-1). Die
allosterisch/orthosterische Hybridsubstanz DDT-5 zeigte ein flr Agonisten
typisches Bindungsverhalten mit einer hodheren Affinitat zu Radioagonist-

markierten Rezeptoren.

[*HINMS [*H]OxoM
Testsubstanz
pKI / pKapp NH pKI Ny
9,81 -0,92
+ - + ’ ’

NMS 10,07 £ 0,08 0,94 + 0,04 (9.79: 9.83) (:0.89; -0,96)
Oxotremorin M 7,480,13 -0,47 £ 0,03 9,04 £ 0,10 -1,03 £ 0,07
Iperoxo 9,01 £ 0,05 -0,65 £ 0,05 10,76 + 0,09 -1,01 £ 0,31
DDT-5 8,26 + 0,05 -0,76 £ 0,08 9,70 + 0,06 -1,06 + 0,11

Tab. 16: Affinitatskonstanten des muskarinischen Antagonisten N-Methylscopolamin sowie der
Agonisten Oxotremorin M, Iperoxo und DDT-5 aus heterologen Kompetitionsexperimenten mit dem
Radioantagonisten [3H]NMS bzw. dem Radioagonisten [3H]OxoM an porcinen M,-Rezeptoren.
Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-9 unabhangigen Experimenten. Kurven-
anpassung: Gleichung 7. Es wurde mittels eines F-Tests geprift, ob die Einzelexperimente
signifikant besser durch ein auf ny=-1 festgesetztes Steilheitsmal® oder ein freilaufendes
Steilheitsmal beschrieben wurden. pK; / pKypp: Negativer dekadischer Logarithmus der Inhibitions-
konstanten K, bzw. der apparenten Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K. ny: freilaufendes
Steilheitsmal3.
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Tab. 16 zeigt, dass es durch die Abwandlung der Oxotremorin M-Struktur zum
Iperoxo gelungen ist, die Rezeptoraffinitdt zu erhdhen. Durch die Hybridbildung im
DDT-5, in dem ein vom Iperoxo abgeleiteter Molekulteil mit einem W84-artigen
Molekulteil verbunden wurde, verminderte sich die Rezeptoraffinitat zwar im
Vergleich zum Iperoxo, war jedoch deutlich hoher als die des klassischen
Agonisten Oxotremorin M. Fur Iperoxo und DDT-5 ergaben sich in den
Kompetitionsexperimenten mit [PHJOxoM sehr hohe Rezeptoraffinitaten im

subnanomolaren Bereich.

3.7 Abhangigkeit der Ligand-Bindung von der G-Protein-
Kopplung in COS7-Zellen exprimierter humaner

M,-Rezeptoren

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten humanen Muskarinrezeptoren wurden
nach einer transienten Transfektion in COS7-Zellen exprimiert. Wie bereits bei den
porcinen M,-Rezeptoren durchgefuhrt, wurden die humanen M»-Rezeptoren aus
COS7-Zellen in ,GTP-Shift*-Experimenten mit einem Agonisten und einem
Nukleotid-Uberschuss untersucht. Es sollte gepriift werden, inwieweit eine G-
Protein-Kopplung der in COS7-Zellen exprimierten Rezeptoren vorlag und damit
fur Agonisten unterschiedlich affine Rezeptorzustdnde vorhanden waren. Bei
diesen Experimenten wurde der endogene Agonist an Muskarinrezeptoren
Acetylcholin und ein Uberschuss Guanosindiphosphat (GDP) bzw. Guanosin-
triphosphat (GTP) eingesetzt. Auch ein GDP-Uberschuss ist in der Lage, eine Ent-
kopplung der Rezeptoren von G-Proteinen herbeizufiihren (Berrie et al., 1979).

Abb. 25 zeigt die parallel durchgefuhrten Kompetitionsexperimente zwischen
[PHINMS und Acetylcholin ohne Nukleotid-Zugabe bzw. in Gegenwart eines

Nukleotid-Uberschusses.
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Abb. 25: Effekt von GDP bzw. GTP auf die Acetylcholin-Affinitat an humanen M,-Rezeptoren. Die
Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 0,2 nM. Dargestellt sind Mittelwerte =+
Standardfehler aus jeweils 2 unabhangigen Experimenten. Inkubationszeit: 2 h. Ordinate:
Spezifische [3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden
in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Acetylcholin-
Konzentration. Kurvenanpassung: Gleichung 7. A: Effekt von 100 uyM GDP. B: Effekt von 100 uM
GTP.

Weder durch den GDP-Uberschuss noch durch den GTP-Uberschuss kam es zu

einer deutlichen Affinitatsabnahme des Acetylcholins, wie es bei einer
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vollstandigen Aufhebung des flr Agonisten hochaffinen Rezeptorzustandes zu
erwarten gewesen ware.

Aus Tab. 17 geht hervor, dass sich fur Acetylcholin apparente Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten von ca. 40nM ergaben (Entlogarithmieren von
PKapp = 7,4). Diese im Vergleich zu Literaturangaben, die Experimente mit Acetyl-
cholin in einem anderen Puffersystem betreffen, hohe Acetylcholin-Affinitat
deutete darauf hin, dass ein fur Agonisten hochaffines Kompartiment bei den in

COS7-Zellen exprimierten M2-Rezeptoren vorhanden war.

Nukleotid PKapp Ny

] 7,50 -0,69
(7.47:7,53)  (-0,59; -0,79)

4 7,40 -0,77
GDP 10" M (7,18:7,61)  (-0,68; -0,86)

) 7,41 -0,81
(7,39;7,42)  (-0,79; -0,84)

GTP 10 M 7,35 -0,68

(7,29;7,40)  (-0,68; 0,69)

Tab. 17: Affinitdtskonstanten des Acetylcholins aus heterologen Kompetitionsexperimenten mit
dem Radioantagonisten [’HINMS an humanen M,-Rezeptoren. Angegeben sind Mittelwerte aus 2
unabhangigen Experimenten ohne Nukleotid-Zusatz bzw. in Gegenwart von 10" M GDP oder
10*M GTP. Es wurde jeweils ein Experiment ohne Nukleotid-Zusatz und ein Experiment in
Gegenwart des Nukleotid-Uberschusses parallel durchgefiinrt. pK,,,: Negativer dekadischer
Logarithmus der apparenten Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K,p,. ny:  freilaufendes
Steilheitsmal3.

Die Bindung des Agonisten Acetylcholin an die untersuchten Muskarinrezeptoren

wurde jedoch durch einen GDP- bzw. GTP-Uberschuss kaum beeinflusst.

3.8 Kinetik der [’(HNMS-Dissoziation an M,'**Tyrosin-

Mutanten
Die Aminosdure M,'®Tyrosin befindet sich im Bereich der dritten trans-
membranaren Domane des M,-Rezeptorproteins. Sie ist benachbart zu dem

konservierten Epitop M,'%Aspartat, das auch in anderen Rezeptoren fiir biogene

Amine, u.a. dem B2-Rezeptor, vorhanden ist (Wess, 1993). Die negative Ladung

100



Ergebnisse

von M,'®Aspartat ist entscheidend fiir die Bindung der positiv geladenen
Aminogruppe, die in beinahe allen muskarinischen Liganden vorhanden ist. Die
Mutation M,'®*Asp—Ala filhrte zu einem vollstandigen Verlust der spezifischen
Bindung der Antagonisten [°’H]N-Methylscopolamin und [*H]Quinuclidinylbenzilat,
sodass Bindungsstudien mit dieser Mutante nicht mdglich waren (Heitz et al.,
1999). Nach Molecular Modelling-Untersuchungen des Arbeitskreises von Prof.
Dr. Dr. h.c. H.-D. Hdltje (Pharmazeutisches Institut, Universitat Dusseldorf) sollte
sich M,'®Tyrosin ebenfalls im Bereich der orthosterischen Bindungsstelle
befinden und daher eine Mutation dieser Aminosaure zu einem Affinitatsverlust
orthosterischer Liganden flhren.

Aufgrund der Untersuchungen des Arbeitskreises Holtie war im eigenen
Arbeitskreis eine Mutagenese mit Austausch des M,'*Tyrosin gegen Alanin,
Phenylalanin bzw. Serin durchgefuhrt worden (M. Mohr-Andra, S. Prilla). Abb. 15
(Kapitel 3.2) zeigt, dass eine Mutation des Epitops M,'®Tyrosin zu einem
deutlichen Affinitatsverlust des Radioorthosters [PH]NMS fiihrte. Neben der
Affinitat sollte die Dissoziations-Halbwertszeit des [PHINMS an den in dem Epitop
M,'%Tyrosin punktmutierten Rezeptoren bestimmt werden. Hierzu wurden
Experimente durchgefuhrt, bei denen der komplette Dissoziationsverlauf des
[PHJNMS an den M,'*Tyrosin-Mutanten beobachtet wurde.

Aus Abb. 26 A wird die sehr schnelle Dissoziationskinetik des [PHINMS an der
Rezeptormutante M,'®Tyrosin—Alanin bei einer Temperatur von 23°C ersichtlich.
Um die Dissoziationskinetik zu verlangsamen, wurden daraufhin Experimente bei
einer um 10°C auf 13°C verminderten Temperatur durchgefihrt (Abb. 26 B). Die
Temperaturerniedrigung fuhrte zwar zu einer deutlichen Verlangerung der
Dissoziations-Halbwertszeit, jedoch war die Dissoziationskinetik im Vergleich zu

Mo-Wildtyprezeptoren weiterhin sehr schnell.
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Abb. 26: Dissoziationskinetik des Radioliganden [3H]N-Methylscopolamin an der Rezeptormutante

M21°4Tyrosin—>AIanin unter Kontrollbedingungen. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz

betrug 1 nM. Dargestellt sind Mittelwerte * Standardfehler aus jeweils 2 unabhangigen
Experimenten. Ordinate: [°HINMS-Gesamtbindung in Prozent des Ausgangwertes bei Start der
Dissoziationsreaktion. Abszisse: Dissoziationsmalf3. Kurvenanpassung: monophasische Funktion.
A: Kinetik bei 23°C. B: Kinetik bei 13°C.

Der NMS-pKp-Wert hatte sich durch die Mutation M,'**Tyr—Ala im Vergleich zu
Mo-Wildtyprezeptoren um rund 1,0 Dekaden auf 9,01 + 0,08 vermindert, d.h. die
NMS-Affinitat wurde durch die Mutation etwa um den Faktor 10 kleiner. Wie aus

Tab. 18 hervorgeht, betrug die Dissoziations-Geschwindigkeitskonstante k.4 = 5,35
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min™ an der Mutante M,'*Tyr—Ala bei 23°C. Dies entsprach einer Beschleuni-
gung gegenuber M,-Wildtyprezeptoren (k.4 = 0,101 min'1) um etwa den Faktor 53.
Aus der Bestimmung des pKp-Werts und der Dissoziations-Geschwindigkeits-
konstanten k4 an der Mutante M,'®Tyr—Ala geht hervor, dass die NMS-
Assoziation an M,'%Tyr—Ala-Rezeptoren gegeniiber My-Wildtyprezeptoren
beschleunigt sein muss, da die NMS-Affinitat weniger stark vermindert war als bei
einer alleinigen Beschleunigung der Dissoziation ohne Veranderung der Asso-
ziation. Abb. 27 =zeigt die schnelle Dissoziationskinetik an der Mutante

M,'%Tyr—Phe.
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Abb. 27: Dissoziationskinetik des Radioliganden [°H]N-Methylscopolamin an der Rezeptormutante
M21°4Tyrosin—>PhenyIaIanin unter Kontrollbedingungen. Die Radioligandkonzentration im
Versuchsansatz betrug 1 nM. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2 unabhangigen
Experimenten. Ordinate: [3H]NMS-Gesamtbindung in Prozent des Ausgangwertes bei Start der

Dissoziationsreaktion. Abszisse: Dissoziationsmalf3. Kurvenanpassung: monophasische Funktion.

Tab. 18 gibt einen Uberblick tber die Parameter der [°H]NMS-Dissoziation an
M, '%Tyrosin-Punktmutanten.

Die Entfernung des Phenylrings und der Hydroxylgruppe des Epitops M,'*Tyrosin
in der Mutation M,'%Tyr—Ala filhrte zu der stdrksten Beschleunigung der
[’H]NMS-Dissoziation wahrend die Kinetik bei Entfernung der Hydroxylgruppe

alleine (Mutation M,'®Tyr—Phe) weniger stark beschleunigt wurde.
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Rezeptor Tem(eg;atur (mki;'1) t?\‘i?:;
M, Tyr—Ala 23 (5,1?3’;355,58) (0,1%;18,14)
M,'®*Tyr—Ala 13 (1 ’727’;6; 54) (0,2(())’;2(?,39)
M,'*Tyr—Phe 23 (1 ,011’;4 ? ,78) (0,3%’;53,68)
M, *Tyr—Ser 23 3,56 0,19

Tab. 18: Parameter der [3H]NMS-Dissoziation an M21°4Tyrosin-Punktmutanten unter Kontroll-
bedingungen. Angegeben sind Mittelwerte aus 2 unabhangigen Experimenten bzw. das Ergebnis
eines Experiments (M,'*Tyr—Ser). k.. Geschwindigkeitskonstante der [’H]NMS-Dissoziation

(min'1). to.5diss: Halbwertszeit der [3H]NMS-Dissoziation in Minuten.

Der Austausch des M,'*Tyrosin gegen Serin, bei dem der Phenylring des Tyrosin-
Restes bei einer weiterhin vorhandenen Hydroxylgruppe entfernt wurde, fuhrte zu
einer in ihrer Schnelligkeit zwischen den Mutationen M,'*Tyr—Ala und

M,'*Tyr—Phe liegenden Dissoziationskinetik.

3.9 Verzogerung der [°’HINMS-Dissoziation durch

allosterisch/orthosterische Hybridsubstanzen

Die allosterisch/orthosterischen Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH5-6 wurden in
Experimenten an [°PH]NMS-besetzten Rezeptoren im Hinblick auf ihre My/Ms-
Selektivitat untersucht. Durch die in Dissoziationsexperimenten herrschenden
Bedingungen mit alleiniger Dissoziation des Radioliganden konnte untersucht
werden, ob die Hybridsubstanzen in der Lage waren, an Muskarinrezeptoren,
deren orthosterische Bindungsstelle durch [PHINMS besetzt war, zu binden.
Aulerdem wurde die dissoziationsverzogernde Wirksamkeit der Hybridsubstanzen
an punktmutierten My-Rezeptoren untersucht, in denen im M- und im Ms-
Rezeptor konservierte Tryptophane gegen Alanin ausgetauscht worden waren. Als
MaR fir die Affinitdt der Hybridsubstanzen zu [PHINMS-besetzten Rezeptoren
wurden in Zweipunkt-Kinetik-Dissoziationsexperimenten PECo s4iss-Werte
bestimmit.

Von Buller et al. (2002) und Voigtlander et al. (2003) waren die Aminosauren

M,'""Tyrosin und M,***Threonin als Epitope identifiziert worden, die die deutlich
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héhere Affinitdt von klassischen allosterischen Modulatoren wie W84 und
Diallylcaracurin V zu [PH]NMS-besetzten M,-Rezeptoren im Vergleich zu Ms-
Rezeptoren erklaren. Prilla et al. (2006) zeigten, dass es bei Mutation des dem
M,**Threonin benachbarten M,***Tryptophan zu Alanin zu einem deutlichen
Affinititsverlust allosterischer Modulatoren an [PHINMS-besetzten Rezeptoren
kam. Wahrend es sich bei den Epitopen M,' "Tyrosin und M;***Threonin um nicht
konservierte Aminosduren handelt, die fir die M./Ms-Selektivitdt der Bindung
allosterischer Modulatoren wichtig sind, ist das Epitop M;***Tryptophan eine
konservierte Aminosaure, die auch im Ms-Rezeptor vorhanden ist. Es sollte
untersucht werden, inwieweit die allosterisch/orthosterischen Hybridsubstanzen an
[PH]NMS-besetzten Rezeptoren eine dhnliche Epitopabhangigkeit aufwiesen wie
typische allosterische Modulatoren. Aufgrund der sehr schnellen [PH]NMS-
Dissoziationskinetik  (siehe Kapitel 3.8) wurden keine Dissoziations-
verzogerungsexperimente mit innerhalb der orthosterischen Bindungsstelle
punktmutierten M,-Rezeptoren, also M,'*Tyrosin-Mutanten, durchgefiihrt: Die im
Bereich von Sekunden liegende Dissoziations-Halbwertszeit des PHINMS an
M,'%Tyrosin-Mutanten verhinderte die prazise Messung des dissoziations-
verzogernden Effekts einer Konzentrationsreihe einer allosterisch wirksamen

Substanz.
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3.9.1 DDT-5
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Abb. 28: Bedeutung der Aminosauren M2422Tryptophan und M, Tryptophan fiir die dissoziations-

verzogernde Wirksamkeit von DDT-5. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-5
unabhangigen Experimenten. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante der [3H]NMS-
Dissoziation in Prozent des Kontrollwerts. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren

Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Abb. 28 zeigt, dass die dissoziationsverzogernde Wirksamkeit des DDT-5 bei
Austausch des My***Tryptophan gegen Alanin deutlich vermindert wurde, wéhrend
ein Austausch des M,**'Tryptophan gegen Alanin zu keiner signifikanten
Anderung fiihrte. Bei der Doppelmutation My**?Trp—Ala + “*’Trp—Ala ergab sich
fur DDT-5 eine dissoziationsverzogernde Wirksamkeit, die sich nicht signifikant
von der bei der Einzelmutation M,***Trp—Ala unterschied. Die Aminosaure
M>**"Tryptophan leistete demnach keinen Beitrag zur Affinitit des DDT-5 zu
[PH]NMS-besetzten Rezeptoren. Aus Abb. 29 wird die ausgepragte My/Ms-
Selektivitat des DDT-5 an [PH]NMS-besetzten Rezeptoren ersichtlich.
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Abb. 29: Bedeutung der Aminosauren M,""Tyrosin und M,***Threonin fiir die M,/Ms-Selektivitat
von DDT-5 an [3H]NMS-besetzten Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3
unabhangigen Experimenten. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante der [3H]NMS-
Dissoziation in Prozent des Kontrollwerts. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren

Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Die hohere Affinitdat zu My-Rezeptoren war wie bei typischen allosterischen
Modulatoren auf die Epitope M,'""Tyrosin und M,***Threonin zuriickzufiihren: Die
Doppelmutation der allosterischen Epitope M,'""Tyrosin und M,***Threonin in die
korrespondierenden Ms-Rezeptor-Aminosauren fliihrte zu einem deutlichen
Affinitatsverlust. Der Beitrag des Mx'""Tyrosin zur My/Ms-Selektivitat des DDT-5 an
[PH]NMS-besetzten Rezeptoren war groRer als der des M,***Threonin, denn der
liberwiegende Teil des Affinitatsverlusts an der Doppelmutante M, "Tyr—GIn +
“2Thr—His war auf die Mutation M, 'Tyr—GIn zuriickzufiihren. Die Einzel-
mutation M,**Thr—His wurde in Dissoziationsexperimenten nicht untersucht, da
der Gesamtbeitrag der Epitope M,'""Tyrosin und My***Threonin zur Ma/Ms-
Selektivitat durch die Doppelmutation M, 'Tyr—GIn + ***Thr—His bestimmt
worden war. Tab. 19 zeigt die Bedeutung der Aminosduren M,'""Tyrosin,
M***Threonin und des konservierten M,*?*Tryptophan fiir die Affinitat des DDT-5
zu [PH]NMS-besetzten M,-Rezeptoren.
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Rezeptor PECo sdiss Ny (AMziCI?IIZO\I;\:;)
Mowt 6,96 + 0,07 -1,01 £ 0,14 -

M, " Tyr—GIn 5,68 + 0,07 -1,03+ 0,10 -1,28
M, Tyr—GlIn + **Thr—His 5,15+ 0,07 -1,77 £ 0,44 -1,81
M,***Trp—Ala 5,57 + 0,04 -1,30%+ 0,03 -1,39
M,**"Trp—Ala 6,86 + 0,08 -1,24 +0,15 n.s.
M,*?Trp—Ala + **'Trp—Ala 5,69 + 0,06 -1,64 £ 0,33 1,27
Mswt 4,86 + 0,24 -1,25 + 0,06 -

Tab. 19: Bindungsparameter der Interaktion von DDT-5 mit [3H]NMS-besetzten M,- und Ms-
Wildtyprezeptoren sowie punktmutierten M,-Rezeptoren. Angegeben sind Mittelwerte + Standard-
fehler aus 3-5 unabhdngigen Experimenten. pEC,sqss: Negativer dekadischer Logarithmus der
Testsubstanz-Konzentration, die zu einer halbmaximalen Verzégerung der [*H]NMS-Dissoziation
fuhrt. ny: Steilheitsmal’. ApECy s4iss: Differenz in log-Einheiten zwischen dem pEC, sq4iss-Wert an der
jeweiligen Rezeptormutante (Mpy) und dem pEC,sqiss-Wert am M,-Wildtyprezeptor (Mawt). n.s.:
Der Unterschied zwischen dem pECs4ss-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante und dem
PECo ssiss-Wert am M,-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test, p > 0,05). *: Der Mittelwert des

Steilheitmales ny unterschied sich signifikant von ny = -1 (t-Test, p < 0,05).

Die konservierte Aminosaure My**'Tryptophan dagegen ist kein fiir die Bindung
des DDT-5 an [°HINMS-besetzte Rezeptoren wichtiges Epitop. Der PECy sqiss-Wert
an der Doppelmutante M,'""Tyr—GIn + **Thr—His unterschied sich nicht
signifikant von dem pECy sqiss-Wert an Ms-Wildtyprezeptoren, sodass die My/Ms-
Selektivitat des DDT-5 vollstindig durch die beiden Aminosauren M,'""Tyrosin und
M,*#Threonin erklart werden konnte. Durch die Hybridbildung im DDT-5, bei der
im Vergleich zu der symmetrischen Struktur des allosterischen Modulators W84 an
einer Seite des Molekuls ein Phthalimid-Ring gegen eine Iperoxo-Struktur
ausgetauscht worden war, kam es zu einer relativ geringen Verminderung der
dissoziationsverzogernden Wirksamkeit (Prilla et al., 2006: W84, M,-Rezeptor,
PECo s4iss = 7,40 £ 0,03).
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3.9.2 MMH5-6
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Abb. 30: Bedeutung der Aminosauren M, ““Tryptophan und M, Tryptophan fir die dissoziations-

verzogernde Wirksamkeit von MMH5-6. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-5
unabhangigen Experimenten. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante der [3H]NMS-
Dissoziation in Prozent des Kontrollwerts. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren

Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Aus Abb. 30 geht hervor, dass es bei Austausch von M,**Tryptophan gegen
Alanin zu einer signifikanten Verminderung der dissoziationsverzogernden
Wirksamkeit des MMH5-6 kam, wihrend der Austausch des M,**'Tryptophan
gegen Alanin zu keiner signifikanten Veranderung fuhrte. Die dissoziations-
verzégernde Wirksamkeit des MMH5-6 an der Doppelmutante M,*?*Trp—Ala +
*2"Trp—Ala entsprach etwa der Wirksamkeit an der Einzelmutante M,*?*Trp—Ala,
was die Bedeutung des Epitops M,***Tryptophan belegt. Abb. 31 zeigt die
ausgepragte M,/Ms-Selektivitat des MMH5-6 an [PH]NMS-besetzten Rezeptoren.
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Abb. 31: Bedeutung der Aminosauren M,""Tyrosin und M,***Threonin fiir die M,/Ms-Selektivitat
von MMH5-6 an [3H]NMS-besetzten Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus
3 unabhangigen Experimenten. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante der [3H]NMS-
Dissoziation in Prozent des Kontrollwerts. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren

Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Bei Mutation der fur die Bindung von typischen allosterischen Modulatoren an
[’H]NMS-besetzte Rezeptoren wichtigen Epitope M,' "Tyrosin und M;***Threonin
in die korrespondierenden Ms-Rezeptor-Aminosauren ergab sich ein deutlicher
Affinitatsverlust. Die My/Ms-Selektivitat des MMHS-6 konnte jedoch nicht
vollstandig durch diese beiden Epitope erklart werden, da die dissoziations-
verzogernde Wirksamkeit des MMH5-6 an der Doppelmutante M2177Tyr—>GIn +
“2Thr—His signifikant héher war als die Wirksamkeit am Ms-Rezeptor. Die
Einzelmutation M,*?*Thr—His wurde in Dissoziationsexperimenten mit MMH5-6
nicht untersucht, da der Gesamtbeitrag der Epitope M,'"'Tyrosin und
M>*#Threonin zur M,/Ms-Selektivitat durch die Doppelmutation M2177Tyr—>GIn +
*2Thr—His bestimmt worden war. Tab. 20 gibt einen Uberblick tiber die Affinitaten

des MMH5-6 zu verschiedenen [PHJNMS-besetzten Muskarinrezeptoren.
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Rezeptor PECo saiss Ny (ﬁnﬂffﬁ:ﬁf}ii)
Mowt 8,50 £ 0,05 -1,53 + 0,31 -

M, " Tyr—GIn 7,23+ 0,05 -1,19+ 0,12 1,27
M, Tyr—GlIn + **Thr—His 6,38 + 0,01 -1,67 £ 0,23 2,12
M, Trp—Ala (6,4(};4 5,43) (-1 ,2-:3;,%‘11,39) 2,08
M,*"Trp—Ala 8,55+ 0,13 -1,26 + 0,14 n.s.
M,*?*Trp—Ala + **’Trp—Ala 6,59 + 0,03 -1,30 £ 0,08 -1,91
Mswt 5,55 + 0,07 2,00 + 0,65 -

Tab. 20: Bindungsparameter der Interaktion von MMH5-6 mit [3H]NMS-besetzten Mo>- und Ms-
Wildtyprezeptoren sowie punktmutierten M,-Rezeptoren. Angegeben sind Mittelwerte + Standard-
fehler aus 2-5 unabhangigen Experimenten. pECsqss: Negativer dekadischer Logarithmus der
Testsubstanz-Konzentration, die zu einer halbmaximalen Verzégerung der [°H]NMS-Dissoziation
fuhrt. ny: Steilheitsmal. ApECy s4iss: Differenz in log-Einheiten zwischen dem pEC, sq4iss-Wert an der
jeweiligen Rezeptormutante (Mpy) und dem pEC,sqiss-Wert am M,-Wildtyprezeptor (Mawt). n.s.:
Der Unterschied zwischen dem pEC;sqss-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante und dem

PEC sqiss-Wert am Mo-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test, p > 0,05).

Die Differenz in log-Einheiten zwischen dem pEC sqiss-Wert am M,-Rezeptor und
dem am Ms-Rezeptor betrug 2,95 Dekaden. Dies entsprach einer um beinahe den
Faktor 900 hoheren Affinitat zu M,- im Vergleich zu Ms-Rezeptoren. Die Mj-
Selektivitat des Naphmethonium-artigen Hybrids MMH5-6 an [PHINMS-besetzten
Rezeptoren war also deutlich groRer als die des W84-artigen Hybrids DDT-5.
Dieser Befund deckt sich mit der grolReren My/Ms-Selektivitat des
Naphmethoniums im Vergleich zum W84 (Prilla, Dissertation 2006). Ahnlich wie
beim DDT-5 kam es durch die Hybridbildung im MMH5-6, bei der im Vergleich zu
der Struktur des allosterischen Modulators Naphmethonium der Phthalimid-Ring
gegen eine |peroxo-Struktur ausgetauscht worden war, zu einer relativ geringen
Verminderung der dissoziationsverzogernden Wirksamkeit (Prilla et al., 2006:
Naphmethonium, M2-Rezeptor, pECoq 54iss = 9,04 £ 0,04).
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3.10 Beeinflussung der Affinitat orthosterischer
Agonisten durch M,'*Tyrosin und allosterische
Epitope

In Kompetitionsexperimenten mit dem Radioantagonisten [PHINMS, die unter
Gleichgewichtsbedingungen durchgefiihrt wurden, wurde die Epitopabhangigkeit
der Affinitdt klassischer Agonisten an My-Rezeptoren untersucht. Als mus-
karinische Agonisten wurden eingesetzt der endogene Agonist Acetylcholin, der
nicht Subtyp-selektive Agonist Oxotremorin M, das Oxotremorin M-Derivat Iperoxo
sowie der Partialagonist Pilocarpin. Es wurde gepruft, wie sich eine Mutation von
M,"'®Tyrosin innerhalb der orthosterischen Bindungsstelle bzw. von Epitopen der
allosterischen Bindungsstelle auf die Affinitat dieser Agonisten auswirkte. Das bei
diesen Agonisten ermittelte Muster wichtiger Bindungsepitope beschrieb eine
orthosterische Bindungstopografie und diente als Vergleich zu der Bindungs-
topografie der allosterisch/orthosterischen Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH5-6.
Daruber hinaus wurde die Affinitat des Acetylcholins und Iperoxo an M- und Ms-
Wildtyprezeptoren als Vergleich zu der M,/Ms-Selektivitat von DDT-5 und MMH5-6

bestimmt.
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3.10.1 Acetylcholin
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Abb. 32: Bedeutung des orthosterischen Epitops M,'*Tyrosin fiir die Acetylcholin-Affinitit. Die

Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 0,2 nM bei Experimenten mit M,-Wildtyp-
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rezeptoren bzw. M,'*Tyr—Phe-Rezeptoren und 1 nM bei Experimenten mit M,'*Tyr—Ala-

Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-13 unabhangigen Experimenten.
Ordinate: Spezifische [SH]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des
Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren

Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Abb. 32 zeigt den starken Affinitatsverlust des Acetylcholins, der bei Austausch
des M,'®Tyrosin im Bereich der orthosterischen Bindungsstelle gegen Phenyl-
alanin bzw. Alanin eintrat. Dieser Affinitatsverlust beim Acetylcholin war wesentlich
starker ausgepragt als bei dem Antagonisten N-Methylscopolamin (siehe Kapitel
3.2, Abb. 15). Aus den Inhibitionskurven des Acetylcholins in Abb. 32 geht hervor,
dass sowohl die Hydroxylgruppe als auch der Phenylring des Epitops M,'*Tyrosin
zur Acetylcholin-Affinitat beitrugen, wobei die Entfernung von Hydroxylgruppe und
Phenylring in der Mutante My'®Tyr—Ala zu einem wesentlich groReren Affinitéts-
verlust fuhrte als die alleinige Entfernung der Hydroxylgruppe in der Mutante
M,'%Tyr—Phe. Bei den Inhibitionskurven an der Rezeptormutante M,'®Tyr—Ala
zeigte sich eine deutlich groere Streuung der einzelnen Messwerte, die auf die
deutlich verminderte Radioligand-Affinitat und ein deshalb geandertes Versuchs-
protokoll mit einmaligem statt zweimaligem Spulen der Filtermatte zurtickzuflhren

war. Wegen der stark verminderten [PH]NMS-Affinitdt wurde der Radioligand bei
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Experimenten mit der Mutante M,'®Tyr—Ala in einer Konzentration von 1 nM
eingesetzt, wahrend bei den ubrigen Inhibitionsexperimenten mit Acetylcholin eine
[’H]NMS-Konzentration von 0,2 nM verwandt wurde.

Prilla et al. (2006) identifizierten M,***Tryptophan als Epitop, das fiir die Bindung
allosterischer Modulatoren wie W84 und Gallamin an freie und [°’H]NMS-besetzte
Rezeptoren wichtig ist. Aus Abb. 33 geht hervor, dass es bei Austausch von
M,*?*Tryptophan gegen Alanin zu einem deutlichen Affinittsverlust des ortho-

sterischen Agonisten Acetylcholin kam.
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Abb. 33: Bedeutung der Aminosauren M,***Tryptophan und M,**'Tryptophan fiir die Acetylcholin-
Affinitat. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-13 unabhangigen Experimenten.
Ordinate: Spezifische [3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des
Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren

Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Die Aminosdure M,***Tryptophan hatte also nicht nur eine Bedeutung fiir die
Bindung allosterischer Modulatoren, sondern auch fur die Bindung des ortho-
sterischen Liganden Acetylcholin. Bei Austausch des M,*'Tryptophan gegen
Alanin kam es dagegen zu keiner signifikanten Veranderung der Acetylcholin-
Affinitat im Vergleich zu M,-Wildtyprezeptoren. Abb. 33 zeigt, dass die Inhibitions-
kurve des Acetylcholins an der Doppelmutante M,***Trp—Ala + *“*'Trp—Ala
nahezu deckungsgleich zur Inhibitionskurve an der Einzelmutante M,***Trp—Ala
war. Dies belegt die Bedeutung des Epitops M,***Tryptophan fiir die Acetylcholin-
Affinitat und die fehlende Bedeutung der Aminosaure M,**'Tryptophan.
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In Abb. 34 sind die Inhibitionskurven des Acetylcholins an M,- und Ms-Wildtyp-
rezeptoren sowie an punktmutierten M,-Rezeptoren dargestellt, bei denen
bekannte Epitope der allosterischen Bindungsstelle mutiert worden sind: Die
allosterischen Epitope M,'""Tyrosin und M,*?**Threonin wurden gegen die korres-
pondierenden Aminosauren im Ms-Rezeptor ausgetauscht sowie M,***Threonin

gegen Alanin.
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Abb. 34: Bedeutung der Aminosauren M, "' Tyrosin und M, ““Threonin fir die Acetylcholin-Affinitat

an M,-Rezeptoren und Affinitdt an Ms-Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler
aus 3-13 unabhingigen Experimenten. Ordinate: Spezifische [PHJNMS-Bindung in Prozent
bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz.
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz. Kurven-

anpassung: Gleichung 7.

Die Abbildung zeigt, dass die Affinitat des physiologischen Agonisten an Muskarin-
rezeptoren Acetylcholin zu M,-Rezeptoren hoher war als zu Ms-Rezeptoren. Bei
Austausch der allosterischen Epitope M,'""Tyrosin bzw. M;***Threonin gegen die
korrespondierenden Aminosauren im Ms-Rezeptor ergab sich nicht wie erwartet
eine unveranderte Affinitat des orthosterischen Liganden Acetylcholin: Die Affinitat
an der Rezeptormutante My***Thr—His war signifikant hoher als an My-
Wildtyprezeptoren und die Affinitit an der Rezeptormutante M, Tyr—Gin
signifikant niedriger. Die Affinitit an der Doppelmutante M, 'Tyr—GIn +
*2Thr—His war nicht signifikant verschieden von der Acetylcholin-Affinitit an M-
Wildtyprezeptoren. Der Austausch des allosterischen Epitops M.***Threonin

gegen Alanin fuhrte zu einer geringfligig hoheren Affinitat im Vergleich zu M-
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Wildtyprezeptoren, jedoch war der Affinitatsgewinn deutlich geringer als bei der
Mutation M,*?*Thr—His. Aus Tab. 21 wird ersichtlich, dass die groRe Mehrheit der
Kompetitionsexperimente zwischen [PHJNMS und Acetylcholin ein von -1

signifikant abweichendes Steilheitsmall ny aufwies (F-Test, Signifikanzniveau

p < 0,05).

ApK
Mowt 11/13 0,73+ 0,02 7,59 + 0,07 -
M,'*Tyr—Ala 0/3 -1,19 £ 0,31 4,02 £0,22 -3,57
M,'“Tyr—Phe 0/3 -0,80 + 0,04 6,18 + 0,01 -1,41
M,"""Tyr—GIn 1/3 -0,71 0,11 6,14 + 0,06 -1,45
M,***Trp—Ala 3/3 -0,71+ 0,06 6,13+ 0,15 -1,46
M,*"Trp—Ala 3/3 -0,73 + 0,03 7,53+ 0,22 n.s.
M,***Trp—Ala -0,62 6,38

427 2/2 -1,21
+ 7 Trp—Ala (-0,55; -0,69) (6,26; 6,49)
M,*?*Thr—Ala 3/3 -0,67 £ 0,03 7,97 £0,13 +0,38
M,*?*Thr—His 3/3 -0,70 £ 0,02 8,67 + 0,05 +1,08
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Mz Tyr—Gin a/4 0,65£005  7,72+0,14 ns.
+ *BThr-His
Mswt 2/3 -0,65 + 0,06 6,57 + 0,03 -

Tab. 21: Affinitdtskonstanten des Acetylcholins aus heterologen Kompetitionsexperimenten mit
dem Radioantagonisten [3H]NMS. Die ICso-Werte der Einzelexperimente wurden mit der
Cheng/Prusoff-Korrektur in apparente Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K,,, umgewandelt.
ny # -1: Anteil der Experimente mit einem von -1 abweichenden Steilheitsmall an der Gesamtzahl
der Experimente. ny: Steilheitsmall. pKgp: Negativer dekadischer Logarithmus der apparenten
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Kg,,. ApK,,: Differenz in log-Einheiten zwischen dem
pKapp-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante (Mmy) und dem pK,,p-Wert am M,-Wildtyprezeptor
(Mawt). n.s.: Der Unterschied zwischen dem pK,y,,-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante und

dem pK,pp-Wert am M,-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test, p > 0,05).

Die Inhibitionskurven waren flach, wie es bei Experimenten mit einem Radio-
antagonisten und einem Agonisten zu erwarten war. Eine Ausnahme bildeten die
Inhibitionskurven an punktmutierten Rezeptoren, bei denen das orthosterische

M,'%Tyrosin mutiert worden war, mit einem nicht signifikant von -1 abweichenden
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Steilheitsmaly. Aufgrund des bei der Mehrheit der Gbrigen Experimente signifikant
von -1 abweichenden Steilheitsmalles ny handelt es sich bei den nach Cheng und
Prusoff (1973) berechneten Affinitatskonstanten um apparente Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten Kaspp und nicht um Inhibitionskonstanten K. Die appa-
renten Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten koénnen als Naherung einer
Inhibitionskonstanten K, betrachtet werden.

Tab. 21 =zeigt einen Affinitdtsgewinn des Acetylcholins bei Mutation des
allosterischen Epitops M,***Threonin zu Histidin im Vergleich zu My-Wildtyp-
rezeptoren (Affinitat um etwa 1,0 log-Einheiten erhdht). Der Affinitatsgewinn war
deutlich geringer ausgepragt bei der Mutation M,***Thr—Ala (Affinitat um etwa 0,4
log-Einheiten erhoht). Dies deutete darauf hin, dass dieser Effekt im Wesentlichen
auf die Einfuhrung der Ms-Rezeptor-Aminosaure Histidin an dieser Position des
M,-Rezeptorproteins zuriickzufilhren war. Eine Bedeutung des M,***Threonin
selbst fur die Acetylcholin-Bindung ist somit unwahrscheinlich im Gegensatz zu
M;***Tryptophan, dessen Mutation zu Alanin zu einem deutlichen Abfall der
Acetylcholin-Affinitat fihrte. Die Mutation des allosterischen Epitops M,'""Tyrosin
in die korrespondierende Ms-Rezeptor-Aminosaure Glutamin fuhrte zu einem
starken Acetylcholin-Affinitatsverlust. Die Rezeptormutante M,'"'Tyr—Ala stand
noch nicht zur Verflgung, sodass nicht Uberprift werden konnte, ob ein
Affinitatsverlust auch bei Einfilhrung eines Alanin statt M, "Tyrosin auftritt oder
die Affinitdt unverandert bleibt und der beoachtete Affinitatsverlust an der
Rezeptormutante M,'"’Tyr—GIn somit ein indirekter Effekt ware, der auf die

Einfihrung des Glutamins zurtickzufuhren war.
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3.10.2 Oxotremorin M
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Abb. 35: Bedeutung des orthosterischen Epitops M,'*

177

Tyrosin fir die Oxotremorin M-Affinitat und

423

Affinitdt an der Doppelmutante M, ''Tyrosin—Glutamin + ““Threonin—Histidin. Die Radioligand-

konzentration im Versuchsansatz betrug 0,2 nM bei Experimenten mit M,-Wildtyprezeptoren,
M21°4Tyr—>Phe—Rezeptoren und M2177Tyr—>GIn + 423Thr—»His—Rezeptoren sowie 1nM bei
Experimenten mit M,'**Tyr—Ala-Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-5
unabhéngigen Experimenten. Ordinate: Spezifische [PHINMS-Bindung in Prozent bezogen auf die
spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer

Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Aus Abb. 35 wird ersichtlich, dass die Entfernung der Hydroxylgruppe des
M,'%Tyrosin in der Mutation M,'*Tyr—Phe zu einer verminderten Oxotremorin M-
Affinitat fuhrte. Die Entfernung von Hydroxylgruppe und Phenylring und Ersatz
durch eine Methylgruppe in der Mutation M,'*Tyr—Ala bewirkte einen deutlich
starker ausgepragten Affinitatsverlust. Die Affinitat des Oxotremorin M an der
Doppelmutante, in der die beiden allosterischen Epitope M,''Tyrosin und
M>**Threonin gegen die korrespondierenden Ms-Rezeptor-Aminosduren aus-
getauscht worden waren, war nicht signifikant verandert im Vergleich zu M-
Wildtyprezeptoren. Die Einzelmutanten M2177Tyr—>GIn und M2423Thr—>His wurden
beim Oxotremorin M nicht untersucht. Abb. 36 zeigt, dass die Aminosaure

M,*#?Tryptophan zur Bindungsaffinitit des Oxotremorin M beitragt.
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Abb. 36: Bedeutung der Aminosauren M,**Tryptophan und M,**'Tryptophan fir die
Oxotremorin M-Affinitat. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-5 unabhangigen
Experimenten. Ordinate: Spezifische [3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische
Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus

der molaren Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Der Austausch des My***Tryptophan gegen Alanin filhrte zu einem signifikanten
Affinitatsverlust wahrend der Austausch von M;**'Tryptophan gegen Alanin zu
keiner signifikanten Affinitdtsanderung fluhrte. Die in Tab. 22 zusammengefassten
Bindungsparameter des Oxotremorin M zeigen, dass die Mehrheit der Inhibitions-
kurven mit [PHINMS, abgesehen von den Inhibitionskurven an M,'*Tyrosin-
Mutanten, flache Kurvensteilheiten mit ny >-1 aufwiesen und sich fur diesen
orthosterischen Agonisten ein ahnliches Affinitdtsmuster ergab wie beim Acetyl-
cholin: Mutation von M21°4Tyrosin bzw. M2422Tryptophan fuhrte zu einem Affinitats-

verlust, wahrend die Affinitat bei der Mutation M,**' Trp—Ala unverandert blieb.
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ApKapp

Rezeptor ny # -1 NH PKapp (Mut-Mowt)
Mawt 2/5 -0,84 + 0,13 7,09 + 0,24 -
M, *Tyr—Ala 0/3 -1,10 £ 0,27 4,40 £0,11 -2,69
M,'%Tyr—Phe 113 -0,86 + 0,06 6,20+ 0,15 -0,89
M;*#Trp—Ala 3/3 -0,65 + 0,03 6,00 + 0,03 -1,09
M,**Trp—Ala 2/3 -0,74 0,14 6,78 + 0,05 n.s.
M,*?*Trp—Ala -0,69 6,26

27 2/2 n.s.
+“"Trp—Ala (-0,67;-0,71) (6,19; 6,33)
M,"""Tyr—GIn

+ BT His 1/3 -0,71 + 0,05 7,25+ 0,06 n.s.

Tab. 22: Affinitatskonstanten des Oxotremorin M aus heterologen Kompetitionsexperimenten mit
dem Radioantagonisten [3H]NMS. Die ICso-Werte der Einzelexperimente wurden mit der
Cheng/Prusoff-Korrektur in apparente Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K,,, umgewandelt.
ny = -1: Anteil der Experimente mit einem von -1 abweichenden Steilheitsmall an der Gesamtzahl
der Experimente. ny: Steilheitsmall. pKgp: Negativer dekadischer Logarithmus der apparenten
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K, ApKapp: Differenz in log-Einheiten zwischen dem
pKapp-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante (Mmy) und dem pK,,p-Wert am M,-Wildtyprezeptor
(Mawt). n.s.: Der Unterschied zwischen dem pK,y,,-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante und

dem pK,pp-Wert am M,-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test, p > 0,05).

3.10.3 Iperoxo
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Abb. 37: Bedeutung des orthosterischen Epitops M,'*Tyrosin fiir die Affinitat von Iperoxo. Die

Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 0,2 nM bei Experimenten mit M,-Wildtyp-
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104

rezeptoren bzw. M,'*Tyr—Phe-Rezeptoren und 1nM bei Experimenten mit M,'*Tyr—Ala-

Rezeptoren bzw. M21°4Tyr—>Ser-Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-9
unabhéngigen Experimenten. Ordinate: Spezifische [PHINMS-Bindung in Prozent bezogen auf die
spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer

Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Aus Abb. 37 wird ersichtlich, dass Iperoxo an den M,'®Tyrosin-Mutanten das
typische Bindungsverhalten eines orthosterischen Agonisten aufwies: Mutation
des M,'®Tyrosin zu Alanin filhrte zu einem starken Affinitatsverlust, wihrend der
Austausch des M,'®Tyrosin gegen Phenylalanin, also die Entfernung der
Hydroxylgruppe des M,'®Tyrosin, zu einem deutlich geringeren Effekt fiihrte. Die
Entfernung des Phenylrings von M;'*Tyrosin bei einer weiterhin vorhandenen
Hydroxylgruppe, also die Mutation M,'*Tyr—Ser, fiihrte zu einem Affinitatsverlust,
der deutlich groRer war als bei der Mutation M,'*Tyr—Phe, aber etwas geringer
als bei der Mutation My'®Tyr—Ala. Wegen der stark verminderten [PH]NMS-
Affinitat wurde bei den Experimenten mit den Mutanten M21°4Tyr—>AIa bzw.
M,'%Tyr—Ser eine erhdhte Radioligandkonzentration von 1 nM eingesetzt. Wie
aus Abb. 38 hervorgeht, zeigte sich beim Iperoxo, wie schon von anderen

Agonisten bekannt, ein Affinitatsverlust bei der Mutation My*?*Trp—Ala.
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Abb. 38: Bedeutung der Aminosauren M, ““Tryptophan und M, Tryptophan fir die Affinitat von
Iperoxo. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-9 unabhangigen Experimenten.
Ordinate: Spezifische [3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des
Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren

Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.
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Die Inhibitionskurve an der Doppelmutante My***Trp—Ala + **'Trp—Ala entsprach
in ihrem Verlauf sehr gut der Inhibitionskurve an der Einzelmutante My***Trp—Ala,
was die Bedeutung des Epitops M,***Tryptophan fiir die Iperoxo-Affinitat belegte.
Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Agonisten war die Inhibitionskurve an
der Mutante M,**"Trp—Ala im Vergleich zu der Inhibitionskurve an My-
Wildtyprezeptoren nach rechts verschoben und damit die Affinitdt an dieser
Mutante etwas kleiner, der Affinitdtsunterschied war jedoch gering. Abb. 39 zeigt,
dass Iperoxo ahnlich wie der physiologische Agonist Acetylcholin eine hohere

Affinitat zu My- im Vergleich zu Ms-Wildtyprezeptoren hatte.
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Abb. 39: Bedeutung der Aminosauren M,'""Tyrosin und M,***Threonin fiir die Affinitat von Iperoxo

an M,-Rezeptoren und Affinitdt an Ms-Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler
aus 3-9 unabhangigen Experimenten. Ordinate: Spezifische [?HINMS-Bindung in Prozent bezogen
auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung:

Gleichung 7.

Die Affinitat des Iperoxo war nicht signifikant verandert an der Doppelmutante der
allosterischen Bindungsstelle, My' " Tyr—GIn + ***Thr—His, im Vergleich zu M-
Wildtyprezeptoren. Ahnlich wie beim Acetylcholin konnte diese unverédnderte
Affinitat differenziert werden in einen Affinitdtsverlust bei der Mutation
M,""Tyr—GIn und einen Affinititsgewinn bei der Mutation M,***Thr—His. Die
Mutante M,**Thr—Ala wurde eingesetzt um zu untersuchen, inwieweit der
Affinitatsgewinn bei der Mutante M,***Thr—His auf die Einfiihrung des Histidins an

dieser Stelle des Rezeptorproteins zurlckzufiihren war bzw. ob der Affinitats-
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gewinn auch bei Austausch des M,***Threonin gegen Alanin auftrat, was fiir einen
unglinstigen Effekt des M,***Threonin beziiglich einer optimalen Bindung des
Iperoxo sprechen wiirde. Die Iperoxo-Affinitat an der Mutante M,**Thr—Ala war
nicht signifikant verandert im Vergleich zu Mj,-Wildtyprezeptoren, sodass ein
Affinitatsgewinn an die Mutation dieses Epitops zu Histidin gebunden war. Aus
den in Tab. 23 zusammengefassten Bindungsparametern geht hervor, dass
Iperoxo ein fur Agonisten typisches Bindungsverhalten mit Gberwiegend flachen

Inhibitionskurven in der Kompetition mit einem Radioantagonisten zeigte.

Mowt 7/9 -0,70 + 0,04 9,15+ 0,10 -
M,'®*Tyr—Ala 1/3 -0,59 + 0,02 5,96 + 0,12 -3,19
M,'%Tyr—Phe 0/5 -0,87 + 0,03 7,71 +0,08 -1,44
M,'%Tyr—Ser 1/3 -0,66 + 0,21 6,39+ 0,13 2,76
M, Tyr—GIn 3/3 -0,54 + 0,06 8,38 + 0,06 -0,77
M,***Trp—Ala 2/3 -0,61 £ 0,03 7,84 £0,10 -1,31
M,*"Trp—Ala 3/3 -0,66 + 0,04 8,73+ 0,08 0,42
Mi‘;zTrpaAla o/ -0,65 7,96 119
+*Trp—Ala (-0,64; -0,66) (7,89; 8,03) ’
M,**Thr—Ala 4/4 -0,64 + 0,01 9,42 + 0,07 n.s.
M,**Thr—His 3/3 -0,61 £ 0,02 9,59 + 0,02 +0,44
'J\r"i;;m__ﬁ's” 3/3 -0,59 + 0,06 8,96 + 0,08 n.s.
Mswt 4/4 -0,66 + 0,02 8,13 + 0,08 -

Tab. 23: Affinititskonstanten des Iperoxo aus heterologen Kompetitionsexperimenten mit dem
Radioantagonisten [3H]NMS. Die 1C5o-Werte der Einzelexperimente wurden mit der Cheng/Prusoff-
Korrektur in apparente Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K,,, umgewandelt. ny = -1: Anteil
der Experimente mit einem von -1 abweichenden Steilheitsmall an der Gesamtzahl der
Experimente. ny: SteilheitsmalB. pK,p,: Negativer dekadischer Logarithmus der apparenten
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K,y ApKapp: Differenz in log-Einheiten zwischen dem
pKapp-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante (Mmy) und dem pKy,p-Wert am M,-Wildtyprezeptor
(Mawt). n.s.: Der Unterschied zwischen dem pK,y,,-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante und

dem pK,pp-Wert am M,-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test, p > 0,05).
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Das im Arbeitskreis von Prof. Dr. M. De Amici (Universitat Mailand) synthetisierte
Derivat des Oxotremorin M wies insgesamt eine Epitopabhangigkeit der Bindung
auf, wie sie fur orthosterische Agonisten typisch ist: Bedeutung der Epitope
My'%Tyrosin  und My**Tryptophan fiir die Affinitit sowie entgegensetzte
Veranderung der Affinitat bei Mutation der allosterischen Epitope M,'" Tyrosin und
M;***Threonin in die korrespondierenden Ms-Rezeptor-Aminosauren. Eine
Ausnahme im Vergleich zu den anderen untersuchten orthosterischen Agonisten
war die gering, aber signifikant verminderte Affinitat bei der Mutation

My**"Trp—Ala im Vergleich zu Mo-Wildtyprezeptoren.

3.10.4 Pilocarpin
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Abb. 40: Bedeutung des orthosterischen Epitops M21°4Tyrosin fur die Pilocarpin-Affinitdt. Die
Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 0,2 nM bei Experimenten mit M,-Wildtyp-

104 104

rezeptoren bzw. M, Tyr—Phe-Rezeptoren und 1 nM bei Experimenten mit M, Tyr—Ala-

Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-7 unabhangigen Experimenten.
Ordinate: Spezifische [SH]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des
Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren

Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Ahnlich wie bei den Vollagonisten ergab sich bei dem Partialagonisten Pilocarpin
(Tota und Schimerlik, 1990; McKinney et al., 1991) ein deutlicher Affinitatsverlust
bei Mutation von M,'*Tyrosin im Bereich der orthosterischen Bindungsstelle zu
Alanin (sieche Abb. 40). Die Inhibitionskurve an der Mutante M,'®Tyr—Phe war

zwar beinahe deckungsgleich zur Inhibitionskurve an My-Wildtyprezeptoren,
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jedoch muss flir einen Vergleich der Pilocarpin-Affinitaten die verminderte Affinitat
des Radioliganden an der Mutante M,'*Tyr—Phe beriicksichtigt werden (siehe
Kapitel 3.2, Abb. 15). Bei Vergleich der mit der Cheng/Prusoff-Korrektur
berechneten apparenten Affinitatskonstanten ergab sich beim Pilocarpin eine
signifikant niedrigere Affinitit an der Mutante M,'®Tyr—Phe im Vergleich zu M-
Wildtyprezeptoren. Der durch die Entfernung der Hydroxylgruppe in der Mutation
M,'®Tyr—Phe ausgeldste Affinititsverlust war jedoch geringer als bei den
Vollagonisten. Die in Abb. 41 dargestellten Inhibitionskurven des Pilocarpins
zeigen, dass es auch bei diesem Agonisten zu einem Affinitatsabfall bei

Austausch der Aminosaure M,**?Tryptophan gegen Alanin kam.
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Abb. 41: Bedeutung der Aminosauren M2422Tryptophan und M2427Tryptophan fur die Pilocarpin-
Affinitdt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-7 unabhangigen Experimenten.
Ordinate: Spezifische [3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des
Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren

Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Dieser Affinitatsabfall beim Pilocarpin war deutlich geringer ausgepragt als bei den
vorher gezeigten Vollagonisten. Der Austausch der Aminosaure M,**’Tryptophan
gegen Alanin flhrte zu keiner signifikanten Veranderung der Pilocarpin-Affinitat im
Vergleich zu My-Wildtyprezeptoren. Die Affinitat des Pilocarpins an der
Doppelmutante My**Trp—Ala + **’Trp—Ala war signifikant geringer als an M.-

Wildtyprezeptoren.
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Wie aus Abb. 42 hervorgeht, zeigte sich beim Pilocarpin wie bei den Vollagonisten
Acetylcholin und Iperoxo ein entgegengesetzter Effekt der Mutation von Epitopen
der allosterischen Bindungsstelle in die korrespondierenden Ms-Rezeptor-Amino-
sauren auf die Agonist-Affinitat: Die Mutation M,'""Tyr—GIn fiihrte zu einer
deutlich erniedrigten Pilocarpin-Affinitat im Vergleich zu My-Wildtyprezeptoren,

wahrend die Affinitat bei der Mutation My***Thr—His signifikant erhéht war.
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Abb. 42: Bedeutung der Aminosauren M2177Tyrosin und M,***Threonin fir die Pilocarpin-Affinitat.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-7 unabhangigen Experimenten. Ordinate:
Spezifische [3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden
in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration

der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Die Affinitat des Pilocarpins an der Doppelmutante M,'""Tyr—GIn + ***Thr—His
war leicht erhoht, ebenso bei der Mutation M,***Thr—Ala. Die Unterschiede zum
M.-Wildtyprezeptor waren mit weniger als 0,3 log-Einheiten jedoch sehr gering.
Der beim Pilocarpin beobachtete Affinititsgewinn bei der Mutation M,***Thr—His
war deutlich groRer als bei der Mutation M,***Thr—Ala. Diese Befunde legen
nahe, dass das als Epitop der allosterischen Bindungsstelle bekannte
M;***Threonin keine biologische Bedeutung fiir die Bindung des Pilocarpins hat
und der Affinitatsgewinn bei der Mutation M;***Thr—His auf die Einfiihrung des
Histidins zurdckzufihren war. Die Affinitdt des Pilocarpins an Ms-Wildtyp-

rezeptoren wurde nicht bestimmt. Tab. 24 gibt einen Uberblick tber die charak-
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teristischen Bindungsparameter des Pilocarpins, die in Kompetitionsexperimenten

mit dem Radioantagonisten [3H]NMS bestimmt wurden.

Rezeptor ny # -1 Ny PKapp (Mﬁzﬁzsv 0
Mowt 5/7 -0,78 + 0,06 6,73 + 0,05 -
M, “Tyr—Ala 0/3 -1,12 £ 0,61 4,27 +0,18 -2,46
M,'®*Tyr—Phe 1/3 -0,81+ 0,04 6,39 + 0,03 0,34
M, Tyr—GIn 2/3 -0,62 + 0,09 5,86 + 0,10 -0,87
M,***Trp—Ala 2/3 -0,74 £ 0,02 6,11 £ 0,04 -0,62
M,*"Trp—Ala 2/3 -0,76 + 0,07 6,86 + 0,04 n.s.
422
'J\r/l i”T-Il::)p—_»:;a 212 (-0,6-8; 7—?),76) (6,4?1’;4 §,48) 0,27
M,**Thr—Ala 3/3 -0,68 + 0,03 7,01 +£0,12 +0,28
M,*#Thr—His 2/2 (_0,7'8;’7_3,7 3) @, 672’;65’, 68) +0,92
M, " "Tyr—Gin 3/4 -0,73 0,03 7,01 0,12 +0,28

+ *®Thr—His

Tab. 24: Affinitdtskonstanten des Pilocarpins aus heterologen Kompetitionsexperimenten mit dem
Radioantagonisten [3H]NMS. Die IC5so-Werte der Einzelexperimente wurden mit der Cheng/Prusoff-
Korrektur in apparente Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K., umgewandelt. ny = -1: Anteil
der Experimente mit einem von -1 abweichenden Steilheitsmall an der Gesamtzahl der
Experimente. ny: Steilheitsmall. pK,p,: Negativer dekadischer Logarithmus der apparenten
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Kg,,. ApK,,: Differenz in log-Einheiten zwischen dem
pKapp-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante (Mmy;) und dem pKg,,-Wert am M,-Wildtyprezeptor
(Mawt). n.s.: Der Unterschied zwischen dem pK,y,,-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante und

dem pKgpp-Wert am M,-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test, p > 0,05).

Wie bei den bereits beschriebenen Vollagonisten ergaben sich bei Verwendung
von Pilocarpin als Kompetitor Uberwiegend flache Inhibitionskurven mit einem
signifikant von -1 abweichenden Steilheitsmal} ny. Die Experimente mit innerhalb
der orthosterischen Bindungsstelle mutierten Rezeptoren, also M,'*Tyrosin-
Mutanten, konnten Uberwiegend durch ein Steilheitsmal} ny von -1 beschrieben

werden.
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3.11 Beeinflussung der Affinitat allosterischer

Modulatoren durch M;'*Tyrosin

In  Gleichgewichts-Bindungsexperimenten  mit  typischen  allosterischen
Modulatoren vom Alkan-Bisammonium-Typ wie W84 und Naphmethonium sollte
deren Bindungsverhalten an innerhalb der orthosterischen Bindungsstelle punkt-
mutierten Rezeptoren, also M,'*Tyr-Mutanten, im Vergleich zu My-Wildtyp-
rezeptoren untersucht werden. Es sollte gepruft werden, ob Mutationen von
M,'%Tyrosin, das sich im Bereich der orthosterischen Bindungsstelle befindet, die
Affinitét allosterischer Modulatoren beeinflussten. Als allosterische Modulatoren
wurden fur die Untersuchung W84 und sein verkurztes Derivat SH30 sowie
Naphmethonium und sein verklrztes Derivat EHW477 ausgewahlt, da in der
Hybridsubstanz DDT-5 ein W84-artiger allosterischer Molekulteil und in der
Hybridsubstanz MMH5-6 ein Naphmethonium-artiger allosterischer Molekulteil
enthalten ist. Die Affinitat der allosterischen Modulatoren zu freien, nicht Orthoster-
besetzten Rezeptoren wurde als Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Ka
bestimmt (siehe Kapitel 2.3.4, Abb. 2, Gleichung 19).

3.11.1 Wwsg4
& 1204
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°'-’—-§ 40- O M, Tyr—»Gin
= 50 +423Thr—His
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Abb. 43: Bedeutung des orthosterischen Epitops M,'®Tyrosin und der Mutation
M2177Tyrosin—>GIutamin + *“*Threonin—Histidin fir die Interaktion von W84 mit dem ortho-

sterischen Radioliganden PHINMS. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug

0,2 nM bei Experimenten mit M,-Wildtyprezeptoren, M,'**Tyr—Phe-Rezeptoren und M,""”

+ “*Thr—His-Rezeptoren sowie 1 nM bei Experimenten mit M,'*

Tyr—GIn
Tyr—Ala-Rezeptoren. Dargestellt
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sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-6 unabhangigen Experimenten in Doppelbestimmung.
Ordinate: Spezifische [3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des
Radioliganden in Abwesenheit des Modulators. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren

Konzentration des Modulators. Kurvenanpassung: Gleichung 19.

In Abb. 43 sind die Interaktionskurven von W84 mit [3H]NMS an innerhalb der
orthosterischen Bindungsstelle punktmutierten Mj-Rezeptoren sowie an der
Doppelmutante der allosterischen Bindungsstelle, My' ' Tyr—GlIn + “*Thr—His, im
Vergleich zu der Interaktionskurve an M,-Wildtyprezeptoren dargestellt. Die
Doppelmutante My'"Tyr—GIn + ***Thr—His wurde eingesetzt, da diese Mutation
bei einer Substanz, die ein allosterisches Bindungsverhalten zeigt, zu einem
Affinitatsverlust fuhren sollte. Wie aus Abb. 43 hervorgeht, kam es durch Mutation
der allosterischen Epitope M,'""Tyrosin und M,*?*Threonin in die korres-
pondierenden Ms-Rezeptor-Aminosauren zu einem Affinitatsverlust im Vergleich
zu My-Wildtyprezeptoren. Dieser Affinitatsverlust zeigte eine Interaktion des W84
mit der allosterischen Bindungsstelle. Im Gegensatz zu Befunden mit ortho-
sterischen Liganden blieben die Wendepunkte der Interaktionskurven des W84 bei
Austausch des M,'*Tyrosin gegen Alanin bzw. Phenylalanin quasi unverandert.
Die Affinitat des allosterischen Modulators W84 wurde somit durch Mutation von
M,'%Tyrosin im Bereich der orthosterischen Bindungsstelle nicht verdndert. An
den Rezeptormutanten M,'®Tyr—Ala und M,'®Tyr—Phe zeigte W84 eine starker
ausgepragte negative Kooperativitat als an M,-Wildtyprezeptoren. Tab. 25 gibt

einen Uberblick iber die Bindungsparameter des allosterischen Modulators W84,
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ApK
Rezeptor pPKa pa P(o-Ka) (Mmu[)-M/:wt)
Mawt 7,65 + 0,31 -0,27 + 0,02 7,38 -
M,'%Tyr—Ala 7,91+0,25 -0,44 £ 0,02 7,47 n.s.
M,'%Tyr—Phe 7,75+ 0,08 -0,57 + 0,05 7,18 n.s.

M, Tyr—GIn

s O Thr s 6,24 + 0,36 -0,51+0,17 5,73 1,41

Tab. 25: Bindungsparameter der Interaktion von W84 mit [3H]NMS an M,-Wildtyprezeptoren und
punktmutierten M,-Rezeptoren. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-6
unabhangigen Experimenten in Doppelbestimmung. pKa: Negativer dekadischer Logarithmus der
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Ka. pa: Negativer dekadischer Logarithmus des
Kooperativitatsfaktors a. ApKa: Differenz in log-Einheiten zwischen dem pKs-Wert an der jeweiligen
Rezeptormutante (M) und dem pKa-Wert am M,-Wildtyprezeptor (Mowt). n.s.: Der Unterschied
zwischen dem pKa-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante und dem pKa-Wert am M,-

Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test, p > 0,05).

Die in Kapitel 3.11 vorgestellten allosterischen Modulatoren wurden im Rahmen
dieser Arbeit nicht in Dissoziationsexperimenten untersucht, da fur einen Vergleich
mit der Bindungstopografie der allosterisch/orthosterischen Hybridsubstanzen
DDT-5 und MMH5-6 in erster Linie die Interaktion der Modulatoren mit freien
Rezeptoren wichtig war. Der Parameter p(o-Ka) kann bei den untersuchten
allosterischen Modulatoren als Naherung der Affinitat zu [PHJNMS-besetzten

Rezeptoren aufgefasst werden.
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3.11.2 SH30
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Abb. 44: Bedeutung des orthosterischen Epitops M21°4Tyrosin fir die Interaktion von SH30 mit

dem orthosterischen Radioliganden [3H]NMS. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz

104

betrug 0,2 nM bei Experimenten mit M,-Wildtyprezeptoren bzw. M, ~"Tyr—Phe-Rezeptoren und

1 nM bei Experimenten mit M,'®Tyr—Ala-Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + Standard-
fehler aus 4-7 unabhangigen Experimenten in Doppelbestimmung. Ordinate: Spezifische [3H]NMS—
Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit des
Modulators. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration des Modulators.

Kurvenanpassung: Gleichung 19.

Da in der Hybridsubstanz DDT-5 ein SH30-artiger allosterischer Molekiilteil
vorhanden ist, sollte untersucht werden, ob die Affinitdt des allosterischen
Modulators SH30 durch das orthosterische Epitop M,'*Tyrosin beeinflusst wurde.
Die in Abb. 44 gezeigten Interaktionskurven von SH30 mit [PHINMS an den
Mutanten M,'*Tyr—Ala und M;'%Tyr—Phe waren im Vergleich zu der
Interaktionskurve an My-Wildtyprezeptoren nach links verschoben und die
negative Kooperativitat war starker ausgepragt. Wie aus Tab. 26 ersichtlich wird,
war die Affinitat des SH30 an den Mutanten M,'®Tyr—Ala bzw. My'*Tyr—Phe
gegenuber M,-Wildtyprezeptoren gering, aber signifikant erhoht.
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Rezeptor pKa pa p(aKa) (MmAu:)-I}\(Ilzwt)
Mowt 6,01 £ 0,08 -0,81 £ 0,07 5,20 -

M, % Tyr—Ala 6,54 + 0,11 - - +0,53
M,'%Tyr—Phe 6,31+ 0,09 -0,84 + 0,04 5,47 +0,30

Tab. 26: Bindungsparameter der Interaktion von SH30 mit [3H]NMS an M,-Wildtyprezeptoren und
punktmutierten M,-Rezeptoren. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler aus 4-7
unabhangigen Experimenten in Doppelbestimmung. pKa: Negativer dekadischer Logarithmus der
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K,. po: Negativer dekadischer Logarithmus des
Kooperativitatsfaktors a. ApKa: Differenz in log-Einheiten zwischen dem pK-Wert an der jeweiligen
Rezeptormutante (M) und dem pKa-Wert am M,-Wildtyprezeptor (Mowt). *: Ein Kooperativitats-
faktor o war nicht bestimmbar, da das untere Plateau der Regressionskurven aller Einzel-

experimente nicht signifikant verschieden von 0 war.

Die erhohte Affinitat konnte Folge einer Beeinflussung der allosterischen
Bindungsstelle durch Mutation von M,'*Tyrosin gewesen sein. Evtl. wurde die
Ausrichtung fir die SH30-Bindung wichtiger allosterischer Epitope durch die

Mutation von M,'*Tyrosin verédndert.

3.11.3 Naphmethonium
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Abb. 45: Bedeutung des orthosterischen Epitops M,'*Tyrosin und der Mutation
M2177Tyrosin—>GIutamin + “®Threonin—Histidin fir die Interaktion von Naphmethonium mit dem

orthosterischen Radioliganden [PHINMS. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug

104 177

0,2 nM bei Experimenten mit Mo-Wildtyprezeptoren, M, ~ Tyr—Phe-Rezeptoren und M, " "Tyr—GIn
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+ 423Thr—>His-Rezep’toren sowie 1 nM bei Experimenten mit M2104Tyr—>AIa-Rezeptoren. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten in Doppelbestimmung.
Ordinate: Spezifische [3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des
Radioliganden in Abwesenheit des Modulators. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration des Modulators. Kurvenanpassung: Gleichung 19 bzw. Gleichung 20 (Mz177

+ 2 Thr-His).

Tyr—GIn

Da in der Hybridsubstanz MMH5-6 ein Naphmethonium-artiger allosterischer
Molekulteil enthalten ist, sollte geprift werden, ob Naphmethonium selbst ein
typisch allosterisches Bindungsverhalten zeigte und ob die Affinitat von dem
orthosterischen Epitop M,'*Tyrosin beeinflusst wurde. Aus Abb. 45 geht hervor,
dass Naphmethonium, das im Vergleich zu W84 eine erhdhte Affinitat zu Mo-
Rezeptoren aufweist (Muth et al., 2003), ein allosterischer Férderer der [PHINMS-
Bindung an Mj-Rezeptoren ist. Bei Austausch von M21°4Tyrosin im Bereich der
orthosterischen Bindungsstelle gegen Alanin bzw. Phenylalanin kam es zu einer
deutlichen Verstarkung des bindungsfordernden Effekts, also der positiven
Kooperativitat, im Vergleich zu My-Wildtyprezeptoren. An der Doppelmutante
M, " Tyr—GIn + “**Thr—His zeigte Naphmethonium annidhernd neutrale Koopera-
tivitat mit [PHJNMS. Aufgrund der neutralen Kooperativitit wurde zur Analyse
dieser Interaktionskurve eine modifizierte Ehlert-Gleichung unter Ersatz des
Parameters Ka durch ECysgiss/oc angewendet. Tab. 27 zeigt, dass die Affinitat des
Naphmethoniums bei Mutation der typischen Epitope der allosterischen Bindungs-
stelle M2177Tyrosin und M>***Threonin in die korrespondierenden Ms-Rezeptor-
Aminosauren deutlich vermindert war. Wie bei allen Experimenten am Brandel-

Harvester wurde jeweils eine Doppelbestimmung der Datenpunkte durchgefihrt.
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Rezeptor pKa pa. p(o-Ka) (MmAugl}\(llzwt)
Mowt 8,05 £ 0,21 0,73 40,09 8,78 -
M,'®*Tyr—Ala @, 12’;2; 27) o, 813’;1;3” 43) 9,36 n.s.
M,'*Tyr—Phe @ 62’;73’78) o, 6%’;73 86) 8,49 n.s.

M, " "Tyr—Gin 6,39* £ 0,12 -0,02 £ 0,12 - -1,66

+ *®Thr—His

Tab. 27: Bindungsparameter der Interaktion von Naphmethonium mit [3H]NMS an M-
Wildtyprezeptoren und punktmutierten M,-Rezeptoren. Angegeben sind Mittelwerte + Standard-
fehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten in Doppelbestimmung. pKa: Negativer dekadischer
Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Ka. pa: Negativer dekadischer Loga-
rithmus des Kooperativitatsfaktors a. ApKa: Differenz in log-Einheiten zwischen dem pKa-Wert an
der jeweiligen Rezeptormutante (M) und dem pKa-Wert am Mo-Wildtyprezeptor (Mowt). n.s.: Der
Unterschied zwischen dem pKs-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante und dem pKa-Wert am
M,-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test, p > 0,05). *: Die Auswertung erfolgte mittels
Gleichung 20 (Kapitel 2.3.4) unter Ersatz des Parameters K, durch ECgysgss/a. Es wurde der
PECysass-Wert aus der Dissertationsschrift Prilla (2006) verwendet: Naphmethonium,
M, Tyr—GIn + *“**Thr—His, pECg s4iss = 6,37 + 0,04.

Der Austausch des orthosterischen M,'®Tyrosin gegen Alanin bzw. Phenylalanin
fuhrte dagegen zu keiner signifikanten Affinitatsanderung. Naphmethonium wies
damit die fur einen allosterischen Modulator zu erwartende Epitopabhangigkeit der
Bindung auf. Die deutlich starker ausgepragte positive Kooperativitdt an den
M,'*Tyrosin-Mutanten kdnnte auf eine verdnderte Affinitat des Naphmethoniums

zu [PH]NMS-besetzten Rezeptoren zuriickzufiihren sein.
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3.11.4 EHW477
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Abb. 46: Bedeutung des orthosterischen Epitops M, " "Tyrosin fiir die Interaktion von EHW477 mit

dem orthosterischen Radioliganden [3H]NMS. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz

104

betrug 0,2 nM bei Experimenten mit M,-Wildtyprezeptoren bzw. M, ~"Tyr—Phe-Rezeptoren und

1 nM bei Experimenten mit M,'®Tyr—Ala-Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + Standard-
fehler aus 2-5 unabhangigen Experimenten in Doppelbestimmung. Ordinate: Spezifische [3H]NMS—
Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit des
Modulators. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration des Modulators.

Kurvenanpassung: Gleichung 19.

Es sollte gepruft werden, ob die Affinitat des allosterischen Modulators EHW477
durch das orthosterische Epitop M,'*™Tyrosin beeinflusst wurde. Die in Abb. 46
dargestellten Interaktionskurven zeigen, ahnlich wie beim Naphmethonium, eine
positive Kooperativitat des EHW477 mit [PHINMS an Mo-Wildtyprezeptoren sowie
innerhalb der orthosterischen Bindungsstelle punktmutierten Mj-Rezeptoren.
Deutlich verstarkt war der bindungsfordernde Effekt bei der Mutation
M,'%Tyr—Ala im Vergleich zu My-Wildtyprezeptoren. Aus Tab. 28 wird ersichtlich,
dass die Affinitit des EHW477 an den Mutanten M,'®Tyr—Ala und M,'*Tyr—Phe
im Vergleich zu My-Wildtyprezeptoren nicht signifikant verandert war und somit
das orthosterische Epitop M,'*Tyrosin keinen Beitrag zur Bindungsaffinitat des

EHWA477 an Orthoster-freien Rezeptoren leistete.
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ApK
Rezeptor pKa pa p(aKa) (MmuEMzwt)
Mowt 7,72 £ 0,06 0,54 + 0,19 8,26 -
M,'®*Tyr—Ala 7,06 + 0,65 1,75 + 0,60 8,81 n.s.
7,67 0,25

M,'“Tyr—Phe 7,92 n.s.

(7,64; 7,71) (0,14 0,36)

Tab. 28: Bindungsparameter der Interaktion von EHW477 mit [3H]NMS an M,-Wildtyprezeptoren
und punktmutierten Mjy-Rezeptoren. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-5
unabhangigen Experimenten in Doppelbestimmung. pKa: Negativer dekadischer Logarithmus der
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K,. pa: Negativer dekadischer Logarithmus des
Kooperativitatsfaktors a. ApKa: Differenz in log-Einheiten zwischen dem pK-Wert an der jeweiligen
Rezeptormutante (Mpy) und dem pKa-Wert am Mo-Wildtyprezeptor (Mowt). n.s.: Der Unterschied
zwischen dem pKas-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante und dem pKa-Wert am M,-

Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test, p > 0,05).

Der pKa-Wert an der Mutante M,'®Tyr—Ala, also die Affinitit des EHW477 zu
diesem Rezeptor, war mit einem grollen Standardfehler verbunden. Die
Experimente mit der Mutante M,'®Tyr—Ala wiesen aufgrund der verminderten
NMS-Affinitat eine grollere Streuung der einzelnen Messwerte auf und es zeigte
sich bei positiv kooperativen allosterischen Modulatoren teilweise keine deutliche
Bildung eines oberen Plateaus der Radioligandbindung bei hohen Alloster-
konzentrationen. Bei einem Experiment mit EHWA477 an der Mutante
M;'®Tyr—Phe (log Ka = -6,60, 95 %-Kl: -18,21 — 4,89) und drei Experimenten an
der Mutante My'®Tyr—Ala (log Ka = -4,86, 95 %-Kl: -134,6 — 124,9; log Ka =
-6,16, 95 %-Kl: -141,0 — 128,7; log Ka = -4,99, 95 %-KI: -63,83 — 53,84) erstreckte
sich das 95 %-Konfidenzintervall der logarithmierten  Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten K von negativen bis hin zu sehr grof3ien Werten, d.h. bei
diesen Experimenten war pKa quasi unbestimmt. Diese Experimente wurden nicht
in die in Tab. 28 gezeigte Gesamtauswertung miteinbezogen. Aufder der im
Rahmen dieser Arbeit praktizierten Mittelwertbildung aus den bei den einzelnen
Experimenten erhaltenen Parametern kann auch auf die zusammengefassten
normalisierten Bindungsdaten aus den gesamten Experimenten eine Regressions-
analyse angewendet werden und die Parameter aus dieser Gesamt-Regressions-
kurve abgelesen werden. Tab. 29 gibt einen Uberblick tber die auf diese Weise

erhaltenen Bindungsparameter aus allen Experimenten mit EHW477.
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ApKA

Rezeptor PKa pa p(a-Ka) (Monue-Mowt)
Mowt 7,39 + 0,68 0,63 + 0,70 8,02 -
M,'%*Tyr—Ala 7,80 + 0,52 0,83 + 0,99 8,63 n.s.
M,'%Tyr—Phe 7,43 +0,67 0,31 £ 0,62 7,74 n.s.

Tab. 29: Bindungsparameter der Interaktion von EHW477 mit [3H]NMS an M,-Wildtyprezeptoren
und punktmutierten M,-Rezeptoren. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler der Gesamt-
Regressionskurve aus 3-6 zusammengefassten unabhdngigen Experimenten. pKa: Negativer
dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Ka. po: Negativer deka-
discher Logarithmus des Kooperativitatsfaktors a.. ApKa: Differenz in log-Einheiten zwischen dem
pKa-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante (M) und dem pKs-Wert am M-Wildtyprezeptor
(Mowt). n.s.: Der Unterschied zwischen dem pK-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante und dem

pKa-Wert am Mo-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test, p > 0,05).

Die durch Regressionsanalyse der zusammengefassten Bindungsdaten
erhaltenen Parameter wiesen relativ groRe Standardfehler auf. Die Affinitat des
EHWA477 an den Mutanten M,'*Tyr—Ala und M,'*Tyr—Phe schien etwas hoher
zu sein als an M,-Wildtyprezeptoren, die Erhohung war jedoch statistisch nicht

signifikant.

3.12 Bindungstopografie der allosterisch/orthosterischen

Hybridsubstanzen an M;-Rezeptoren

Hauptziel der Gleichgewichts-Bindungsexperimente war die Untersuchung der
Bindungstopografie der Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH5-6 an M»-Rezeptoren.
Mittels punktmutierter Rezeptoren sollte geklart werden, inwieweit es bei der
Bindung der Hybridsubstanzen an freie, nicht Orthoster-besetzte M,-Rezeptoren
zu einer Interaktion mit der allosterischen und der orthosterischen Bindungsstelle
kommt. Als Epitop der orthosterischen Bindungsstelle wurden Mutationen von
M,'%Tyrosin untersucht. AuRerdem wurde die M./Ms-Selektivitit der Bindung der
Hybridsubstanzen an freie Rezeptoren untersucht.

Bei der Interaktion des Agonisten DDT-5 bzw. MMH5-6 mit dem Radio-
antagonisten [PHINMS wire es mdglich, dass sich Interaktionskurven mit einem
signifikant von -1 abweichenden Steilheitsmal® ny ergeben, wie sie bei Inhibitions-

experimenten mit [P’HINMS und orthosterischen Agonisten typisch sind (siehe
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Kapitel 2.3.3.1). Daher wurde bei der Analyse der Gleichgewichts-Bindungs-
experimente der Hybridsubstanzen eine modifizierte Ehlert-Gleichung nach
Trankle et al. (2003) mit einem eingefugten Steilheitsmal® verwendet (siehe
Kapitel 2.3.4, Gleichung 22). Bei den einzelnen Experimenten wurde mittels eines
F-Tests gepruft, ob die Daten besser durch ein Steilheitsmall ny =-1 oder ein
davon abweichendes Steilheitsmal® beschrieben wurden. Von den mit der
Gleichung nach Trankle et al. (2003) bestimmten Kooperativitatsfaktoren o. wurde
der Kehrwert gebildet, da die mit dieser Gleichung bestimmten Kooperativitats-
faktoren invers zu jenen bei Anwendung der Gleichung nach Ehlert (1988; siehe
Kapitel 2.3.4, Gleichung 19) sind. Durch Bildung des Kehrwerts ergaben sich
miteinander vergleichbare Kooperativitatsfaktoren. Die Gleichung nach Ehlert
(1988) war bei den in Kapitel 3.11 vorgestellten typischen allosterischen
Modulatoren angewendet worden. Bei dem mit der Gleichung nach Trankle et al.
(2003) berechneten Affinitatsparameter Ky handelte es sich um eine
Gleichgewichts-Assoziationskonstante. Durch Multiplikation mit -1 wurden die
Assoziationskonstanten K, in Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Ka, wie sie

aus der herkdmmlichen Ehlert-Gleichung bekannt sind, umgewandelt.
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Abb. 47: Bedeutung der Aminosauren M,
von DDT-5 mit dem orthosterischen Radioliganden [3H]NMS. Dargestellt sind Mittelwerte *

Tryptophan und M,™"Tryptophan fiir die Interaktion

Standardfehler aus 3-6 unabhangigen Experimenten. Ordinate: Spezifische [°HJNMS-Bindung in
Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz.
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Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz. Kurven-

anpassung: Gleichung 22.

Abb. 47 zeigt, dass DDT-5 an My-Wildtyprezeptoren eine starke Inhibition der
[’H]NMS-Bindung bewirkte. Dies konnte Folge einer kompetitiven Interaktion an
der orthosterischen Bindungsstelle, einer allosterischen Interaktion mit
ausgepragter negativer Kooperativitat oder einer Mischung der beiden
Interaktionsformen sein. Durch den Einsatz von Punktmutanten der allosterischen
und der orthosterischen Bindungsstelle sollte auf molekularer Ebene untersucht
werden, welche Art der Interaktion beim DDT-5 und M,-Rezeptoren vorlag. Bei
Mutation des fur allosterische Modulatoren und orthosterische Agonisten
bedeutsamen Epitops M,***Tryptophan zu Alanin verlor DDT-5 deutlich an Affinitat
bei einer weiterhin starken Inhibition der [PH]NMS-Bindung. Bei Austausch von
M>**"Tryptophan gegen Alanin war die Inhibition der [PH]JNMS-Bindung durch
DDT-5 weniger stark ausgepragt und die Affinitat geringer als an My-Wildtyp-
rezeptoren. Im Gegensatz zu orthosterischen Agonisten war das Epitop
M,**"Tryptophan also wichtig fiir die Interaktion des DDT-5 mit M,-Rezeptoren. In
Abb. 48 sind die Interaktionskurven des DDT-5 mit [PH]JNMS an innerhalb der
orthosterischen Bindungsstelle punktmutierten M»-Rezeptoren im Vergleich zu Mo-

Wildtyprezeptoren dargestellt.
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Abb. 48: Bedeutung des orthosterischen Epitops M21°4Tyrosin fur die Interaktion von DDT-5 mit

dem orthosterischen Radioliganden [PHINMS. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz

104

betrug 0,2 nM bei Experimenten mit M,-Wildtyprezeptoren bzw. M, ~"Tyr—Phe-Rezeptoren und

1 nM bei Experimenten mit M21°4Tyr—>AIa-Rezeptoren bzw. M21°4Tyr—>Ser-Rezeptoren. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-8 unabhangigen Experimenten. Ordinate: Spezifische
[3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in
Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der

Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 22.

Im Gegensatz zu klassischen orthosterischen Agonisten (siehe Kapitel 3.10)
ergaben sich keine ausgepragten Affinitatsanderungen bei Mutation des ortho-
sterischen Epitops M,'®Tyrosin. Die Affinititsdnderungen waren jedoch teilweise
signifikant: Die Entfernung der Hydroxylgruppe des M,'*Tyrosin in der Mutation
M,'%Tyr—Phe fiihrte zu keiner signifikanten Veranderung der Affinitat des DDT-5.
Durch Entfernung der Hydroxylgruppe und des Phenylrings des M,'**Tyrosin und
Ersatz durch eine Methylgruppe in der Mutation M,'®Tyr—Ala wurde die Affinitat
des DDT-5 im Vergleich zu My-Wildtyprezeptoren vermindert, jedoch war der
Unterschied nicht signifikant. Die Affinitdt des DDT-5 an der Mutante
M;'®Tyr—Ser, in der der Phenylring des M,'*Tyrosin bei einer weiterhin
vorhandenen Hydroxylgruppe entfernt wurde, war signifikant niedriger als an Mo-
Wildtyprezeptoren. Dies zeigte eine Bedeutung des Phenylrings von M,'®Tyrosin
fir die Bindung des DDT-5, wahrend die Hydroxylgruppe von M,'*Tyrosin keine
Bedeutung hatte. Die Befunde legen nahe, dass der Muskarinrezeptoragonist

DDT-5 mit der orthosterischen Bindungsstelle des M,-Rezeptors interagiert. Aus
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Abb. 49 geht hervor, dass DDT-5 eine ausgepragte My/Ms-Selektivitat der Bindung

aufweist:
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Abb. 49: Bedeutung der Aminosauren M, Tyrosin und M,***Threonin fiir die M,/Ms-Selektivitat
der Interaktion von DDT-5 mit dem orthosterischen Radioliganden [3H]NMS. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler aus 3-5 unabhangigen Experimenten. Ordinate: Spezifische [3H]NMS-
Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der
Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz.

Kurvenanpassung: Gleichung 22.

Die Affinitat zu My-Rezeptoren war um mehr als 2,0 Dekaden hdher als die zu Ms-
Rezeptoren. Die My/Ms-Selektivitat der Hybridsubstanz DDT-5 war damit
wesentlich starker ausgepragt als die des als Molekulteil im DDT-5 vorhandenen
orthosterischen Agonisten Iperoxo, dessen Affinitat zu M»-Rezeptoren um 1,0
Dekaden hoher war als die zu Ms-Rezeptoren (siehe Kapitel 3.10.3, Abb. 39). Die
in Abb. 49 dargestellten Interaktionskurven des DDT-5 mit [PHINMS an den
innerhalb der allosterischen Bindungsstelle punktmutierten Rezeptoren
My Tyr—GIn und M;*?*Thr—His zeigen einen Affinitatsverlust. Die My/Ms-
Selektivitat des DDT-5 konnte jedoch nicht vollstandig durch die beiden Epitope
M,'""Tyrosin und M,**Threonin erklart werden, da die Affinitit an der Doppel-
mutante My Tyr—GIn + “**Thr—His signifikant héher war als an Ms-Wildtyp-
rezeptoren. Die Befunde zeigen aber deutlich die Bedeutung von Epitopen der
allosterischen Bindungsstelle fur die Bindung der Hybridsubstanz DDT-5 an Mo-
Rezeptoren. In Tab. 30 sind die charakteristischen Bindungsparameter des DDT-5

bei der Interaktion mit [3H]NMS an freien Rezeptoren zusammengestellt.
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ApKA
Rezeptor ny # -1 Ny pKa pa (Mopue-Mawt)
M,wt 3/3 -0,67+ 0,01 8,02 + 0,01 * -
M,'®*Tyr—Ala 1/8 -0,70+0,13 7,66+0,16 -0,79+0,07 n.s.
-1,61*
104 . + + '
M,'“Tyr—Phe 2/3 1,04+0,22 7,97 +0,14 (1,39; -1.82) n.s.
M,'%Tyr—Ser 0/3 1,16 £0,05 7,49 £+ 0,05 -0,58° -0,53
’ ’ ’ ’ (-0,57; -0,59) ’
M, " Tyr—GIn 0/3 -1,02+0,03 7,45+0,18 * n.s.
M,*2Trp—Ala 0/3 095+004 7124009 -1,57" -0.90
’ ’ ’ ’ (-1,28; -1,86) ’
M,*"Trp—Ala 0/3 -2,06+0,69 7,19+0,01 -0,28+0,03 -0,83
M,***Trp—Ala -0,39*
+ T Ala 0/4 264+052 6,78+0,12 (0,35 -0.43) 1,24
M,*?*Thr—His 0/3 -0,84+0,09 7,71+0,09 -1,73+0,07 n.s.
M, Tyr—GIn
L BT s 0/3 -0,77+0,02 7,04+0,10 -2,09+0,29 -0,98
17,78
Mswt 0/5 +9.25 589+0,31 -0,29+0,09 -

Tab. 30: Bindungsparameter der Interaktion von DDT-5 mit [3H]NMS an freien, nicht Orthoster-
besetzten M,- und Ms-Wildtyprezeptoren sowie punktmutierten M>-Rezeptoren. Angegeben sind
Mittelwerte + Standardfehler aus 3-8 unabhangigen Experimenten. Die einzelnen Experimente
wurden mittels Gleichung 22 (siehe Kapitel 2.3.4) analysiert und es wurde mit einem F-Test
gepruft, ob das Steilheitsmal® ny der Kurve signifikant von -1 abwich. ny=-1: Anteil der
Experimente mit einem von -1 abweichenden Steilheitsmall an der Gesamtzahl der Experimente.
ny: Mittelwert des Steilheitsmales ny bei Analyse der einzelnen Experimente mit freilaufendem
SteilheitsmalB. pKa: Negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziations-
konstanten Ka. pa: Negativer dekadischer Logarithmus des Kooperativitatsfaktors a. ApKa:
Differenz in log-Einheiten zwischen dem pKs-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante (Mp,) und
dem pKa-Wert am Mo-Wildtyprezeptor (M,wt). n.s.: Der Unterschied zwischen dem pKa-Wert an der
jeweiligen Rezeptormutante und dem pKa-Wert am Mo-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test,
p > 0,05). *

bestimmbar, da das untere Plateau der jeweiligen Regressionskurve nicht signifikant verschieden

Ein Kooperativitatsfaktor oo war bei einem oder mehreren Experimenten nicht

von 0 war.

In den Gleichgewichts-Bindungsexperimenten, in denen die Affinitdt zu nicht
Orthoster-besetzten Rezeptoren bestimmt wird, ergab sich bei Mutation des

orthosterischen Epitops M,'*Tyrosin mit Entfernung der Phenylgruppe dieser
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Aminosaure ein Affinitatsverlust (M,'®Tyr—Ser). Bei den Einzelmutationen von
Epitopen der allosterischen Bindungsstelle, M2'""Tyr—GIn und M,***Thr—His, war
eine Verminderung der Affinitat im Vergleich zu M,-Wildtyprezeptoren vorhanden,
jedoch nicht signifikant. Die Verminderungen der Affinitat durch die Mutationen
M, Tyr—GIn und My***Thr—His waren additiv, denn die Affinitat des DDT-5 an
der Doppelmutante M,'""Tyr—GlIn + ***Thr—His war stérker vermindert als an den
Einzelmutanten und signifikant niedriger im Vergleich zu My-Wildtyprezeptoren.
Neben den beiden fur die My/Ms-Selektivitat allosterischer Modulatoren wichtigen
Epitopen M,'""Tyrosin und M,**Threonin wurde die Bindungsaffinitit der
Hybridsubstanz DDT-5 auch durch das in Mz- und Ms-Rezeptoren konservierte
M;***Tryptophan beeinflusst, das sowohl eine Bedeutung fiir die Bindung
allosterischer Modulatoren als auch orthosterischer Agonisten hat. Die Befunde
mit innerhalb der orthosterischen und innerhalb der allosterischen Bindungsstelle
mutierten M,-Rezeptoren zeigen, dass es neben den vier aus dem Ehlert-Modell
(siehe Kapitel 2.3.4, Abb. 2) bekannten Rezeptorbesetzungszustanden einen
funften Zustand, in dem die Hybridsubstanz an die allosterische und die
orthosterische Bindungsstelle gleichzeitig gebunden hat (siehe Kapitel 2.3.4, Abb.
3), gibt. In Tab. 30 fallt auf, dass sich bei einer Analyse mit freilaufendem
Steilheitsmall ny an Ms-Wildtyprezeptoren sehr steile Kurven ergaben. Die
Experimente an Ms-Wildtyprezeptoren wurden jedoch statistisch signifikant besser
durch ein Steilheitsma® ny=-1 beschrieben und bei der Interpretation des
SteilheitsmalRes ny muss bericksichtigt werden, dass die Experimente an Ms-
Wildtyprezeptoren ein Plateau der spezifischen Radioligand-Bindung von ca. 80 %
aufwiesen, d.h. ein im Vergleich zu Experimenten mit Verminderung der
spezifischen Radioligand-Bindung auf 0 % deutlich geringeres ,Fenster” fur das
Steilheitsmall ny. Tab. 31 gibt einen Uberblick tiber die Parameter p(o-Ka), die
sich aus Gleichgewichts-Bindungsexperimenten ergaben, und die in Dissoziations-

experimenten bestimmten pECy sgiss-Werte des DDT-5 (siehe Kapitel 3.9.1).
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Rezeptor p(o-Ka) PECo,saiss (AMZE::I\OIIF::;:)
Mowt - 6,96 + 0,07 -
M,'®*Tyr—Ala 6,87 n.b. -
M,'%Tyr—Phe 6,36 n.b. -
M,'%Tyr—Ser 6,91 n.b. -
M, " Tyr—GIn - 5,68 + 0,07 -1,28
M,***Trp—Ala 5,55 5,57 + 0,04 -1,39
M,*"Trp—Ala 6,91 6,86 + 0,08 n.s.
M,**Trp—Ala + **'Trp—Ala 6,39 5,69 + 0,06 1,27
M,**Thr—His 5,98 n.b. -
M, Tyr—GIn + “**Thr—His 4,95 5,15+ 0,07 -1,81
Mswt 5,60 4,86 + 0,24 -

Tab. 31: Bindungsparameter der Interaktion von DDT-5 mit freien und [3H]NMS-besetzten M,- und
Ms-Wildtyprezeptoren sowie punktmutierten M,-Rezeptoren. Angegeben sind Mittelwerte =
Standardfehler aus 3-8 unabhangigen Experimenten (Gleichgewichts-Bindungsexperimente) bzw.
3-5 unabhangigen Experimenten (Dissoziationsexperimente). p(o-Ka): Negativer dekadischer
Logarithmus des Produkts aus Kooperativitatsfaktor o und Gleichgewichts-Dissoziationskonstante
Ka. PECos4iss: Negativer dekadischer Logarithmus der Testsubstanz-Konzentration, die zu einer
halbmaximalen Verzégerung der [3H]NMS-Dissoziation fuhrt. APEC sqiss : Differenz in log-Einheiten
zwischen dem pEC,sqss-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante (M) und dem pEC, s4ss-Wert
am M,-Wildtyprezeptor (Mywt). n.s.: Der Unterschied zwischen dem pECsqss-Wert an der
jeweiligen Rezeptormutante und dem pEC, sq4iss-Wert am Mo-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-
Test, p > 0,05). n.b.: nicht bestimmt.

Um zu Uberprifen, inwieweit das Kooperativitatsmodell (Ehlert, 1988) bei der
allosterisch/orthosterischen  Hybridsubstanz DDT-5 zu ubereinstimmenden
Parametern p(o-Ka) und pECqs4iss flhrt, kdnnen die p(o-Ka)-Werte mit den
PECy sqiss-Werten verglichen werden. Mit Ausnahme des Ms-Wildtyprezeptors und
der My**Trp—Ala + **'Trp—Ala-Mutante ergab sich eine gute Ubereinstimmung

der beiden Parameter.
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3.12.2 MMH5-6
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Abb. 50: Bedeutung der Aminosauren M, ““Tryptophan und M,
von MMH5-6 mit dem orthosterischen Radioliganden [PHINMS. Dargestellt sind Mittelwerte +

Standardfehler aus 3-6 unabhangigen Experimenten. Ordinate: Spezifische [3H]NMS-Bindung in

Tryptophan flr die Interaktion

Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz.
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz. Kurven-
anpassung: Gleichung 22.

Aus Abb. 50 geht hervor, dass MMH5-6 an M,-Wildtyprezeptoren ahnlich einem
schwach negativ kooperativen allosterischen Modulator zu einer submaximalen
Inhibition der spezifischen [PHJNMS-Bindung filhrte. Der Austausch von
M,*#Tryptophan gegen Alanin filhrte zu einer verstarkten Inhibition der [PHINMS-
Bindung und einer im Vergleich zu M,-Wildtyprezeptoren signifikant verminderten
Affinitat. Durch Austausch von M,**"Tryptophan gegen Alanin wurde die Affinitat
des MMH5-6 nicht signifikant verandert bei einer geringer ausgepragten Inhibition
der [°H]NMS-Bindung. Abb. 51 zeigt, dass die Interaktionskurve des MMH5-6 mit
PHINMS an der Mutante M,'®Tyr—Phe nahezu deckungsgleich mit der
Interaktionskurve an My-Wildtyprezeptoren war.
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Abb. 51: Bedeutung des orthosterischen Epitops M, ~“Tyrosin fir die Interaktion von MMHS5-6 mit

dem orthosterischen Radioliganden [PHINMS. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz

betrug 0,2 nM bei Experimenten mit M,-Wildtyprezeptoren bzw. M,

104 104

Tyr—Phe-Rezeptoren und

1 nM bei Experimenten mit M, ~ Tyr—Ala-Rezeptoren bzw. M, ~ Tyr—Ser-Rezeptoren. Dargestellt

sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-6 unabhangigen Experimenten. Ordinate: Spezifische
[3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in
Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der
Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 22.

Die Hydroxylgruppe des Epitops M,'®Tyrosin im Bereich der orthosterischen
Bindungsstelle leistete demnach keinen Beitrag zur Bindungsaffinitat des
MMHS5-6. Bei Entfernung des Phenylrings des orthosterischen Epitops
M,'%Tyrosin in den Mutanten M,'*Tyr—Ala bzw. M,'**Tyr—Ser kam es zu einem
signifikanten Affinitatsverlust des MMH5-6 im Vergleich zu My-Wildtyprezeptoren
und einer Umkehrung der Kooperativitat mit [PHINMS hin zu einer starken
Bindungsforderung. Die Erschwerung der Interaktion mit der orthosterischen
Bindungsstelle durch die Mutation My,'*Tyr—Ala bzw. M,'*Tyr—Ser filhrte dazu,
dass der uber die allosterische Bindungsstelle vermittelte bindungsférdernde
Effekt des im MMH5-6 enthaltenen allosterischen Molekiilteils sichtbar wurde. Der
Affinitatsverlust und die in ihrer Richtung von negativ nach positiv veranderte
Kooperativitit mit [PH]NMS zeigten eine Interaktion des MMH5-6 mit der
orthosterischen Bindungsstelle. Aus Abb. 52 geht hervor, dass MMH5-6 eine
deutliche Mjy/Ms-Selektivitdt der Bindung aufwies, die im Vergleich mit dem

orthosterischen Agonisten Iperoxo starker ausgepragt war.
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Abb. 52: Bedeutung der Aminosauren M,""Tyrosin und M,***Threonin fiir die M,/Ms-Selektivitat
der Interaktion von MMHS5-6 mit dem orthosterischen Radioliganden PHINMS. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler aus 3-6 unabhangigen Experimenten. Ordinate: Spezifische PHINMS-
Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der
Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz.

Kurvenanpassung: Gleichung 22.

Der Austausch des allosterischen Epitops M,'"’Tyrosin gegen die korres-
pondierende Aminosaure im Ms-Rezeptor Glutamin fUhrte zu einem signifikanten
Affinitatsverlust im Vergleich zu M,-Wildtyprezeptoren, wahrend die Affinitat an der
Mutante M*?*Thr—His unverdndert war. An diesen beiden Mutanten der
allosterischen Bindungsstelle sowie an der Doppelmutante M,'"’Tyr—Gln +
*2Thr—His war die Inhibition der [PHINMS-Bindung stérker ausgepragt als an M-
Wildtyprezeptoren. Durch diese Mutationen wurde eine Interaktion des MMH5-6
mit der allosterischen Bindungsstelle erschwert und es zeigte sich starker der
bindungshemmende Effekt des im MMH5-6 enthaltenen Iperoxo-artigen Molekul-
teils, der Uber eine kompetitive Interaktion an der orthosterischen Bindungsstelle
vermittelt wurde. Beim MMH5-6 konnte, ahnlich wie beim DDT-5, die My/Ms-
Selektivitat nicht vollstandig durch die Epitope M,'""Tyrosin und M,*?**Threonin
erklart werden, da die Affinitit an der Doppelmutante M, Tyr—GIn + “*Thr—His
signifikant hoher war als an Ms-Wildtyprezeptoren. Die in Tab. 32 zusammen-
gefassten Bindungsparameter zeigen, dass MMH5-6 bei der Interaktion mit
[PH]NMS an freien Rezeptoren eine dhnliche Epitopabhangigkeit aufwies wie die

zweite als Vollagonist wirksame Hybridsubstanz, das DDT-5.
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Rezeptor ny # -1 Ny pKa pa (MmAuF-I}\(IIZwt)
Mowt 1/6 -0,92+025 8,82+0,12 -0,50+0,05 -
M, “Tyr—Ala 0/3 551+452 794+010 0,61£0,10 -0,88
M,'%Tyr—Phe 1/3 -1,87+0,61 8,79+0,07 -0,19+0,01 n.s.
M,"'%Tyr—Ser 0/5 242+£158 791+022 091+£0,22 -0,91
M,"""Tyr—GIn 0/3 -0,86 £0,07 8,08+0,09 -1,23+0,07 -0,74
M,*?*Trp—Ala 2/3 -0,84+0,13 8,00+ 0,07 - -0,82
M,**"Trp—Ala 0/3 -559+254 857+0,16 -0,20 £ 0,05 n.s.
Tiﬁiﬁ’:ﬁf 0/3 080+010 7924014 -098+015  -0,90
M,**Thr—His 1/3 -0,80+0,10 8,74+0,04 -1,10%0,09 n.s.
E"izrw_jf'sn 0/3 087+011 803+006 -1,94+021  -0,79
Mswt 0/5 -0,81+£0,10 7,18+0,20 -0,64+0,19 -

Tab. 32: Bindungsparameter der Interaktion von MMH5-6 mit [3H]NMS an freien, nicht Orthoster-
besetzten M,- und Ms-Wildtyprezeptoren sowie punktmutierten M,-Rezeptoren. Angegeben sind
Mittelwerte + Standardfehler aus 3-6 unabhangigen Experimenten. Die einzelnen Experimente
wurden mittels Gleichung 22 (siehe Kapitel 2.3.4) analysiert und es wurde mit einem F-Test
geprift, ob das SteilheitsmalR ny der Kurve signifikant von -1 abwich. ny=-1: Anteil der
Experimente mit einem von -1 abweichenden Steilheitsmall an der Gesamtzahl der Experimente.
ny: Mittelwert des Steilheitsmales ny bei Analyse der einzelnen Experimente mit freilaufendem
Steilheitsmall. pKa: Negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziations-
konstanten K,. pa: Negativer dekadischer Logarithmus des Kooperativitatsfaktors a. ApKa:
Differenz in log-Einheiten zwischen dem pKa-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante (M) und
dem pKa-Wert am Mo-Wildtyprezeptor (M,wt). n.s.: Der Unterschied zwischen dem pKa-Wert an der
jeweiligen Rezeptormutante und dem pKa-Wert am M,-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test,
p > 0,05). *:
Regressionskurven aller Einzelexperimente nicht signifikant verschieden von 0 war.

Ein Kooperativitatsfaktor o war nicht bestimmbar, da das untere Plateau der

Fir die Affinitdt zu freien, nicht Orthoster-besetzten Rezeptoren leistete der
Phenylring des orthosterischen Epitops M21°4Tyrosin einen Beitrag, wahrend die
Hydroxylgruppe dieses Epitops keine Bedeutung hatte. Die Doppelmutation der
allosterischen Bindungsstelle My'"Tyr—GIn + *“**Thr—His sowie die Mutation des
konservierten My**?Tryptophan filhrte zu einem Affinititsverlust. Die im Vergleich

zum orthosterischen Liganden Iperoxo erhohte Selektivitat der Bindung fur Ma- im
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Vergleich zu Ms-Rezeptoren kann mit der Einflhrung eines May-pravalenten
allosterischen Molekdlteils in der Hybridsubstanz MMH5-6 erklart werden. Die
beim MMH5-6 gefundene Abhangigkeit der Affinitat von allosterischen Epitopen
und dem orthosterischen Epitop M,'*Tyrosin zeigte, dhnlich wie beim DDT-5, eine
Hybrid-Bindungstopografie mit einer mdoglichen gleichzeitigen Bindung an
allosterische und orthosterische Bindungsstelle. Wie aus Tab. 32 hervorgeht,
zeigten sich an den Mutanten M,'®Tyr—Ala und M;'*Tyr—Ser (Bindungs-
férderung durch MMH5-6) sowie My*'Trp—Ala (Plateau der spezifischen Radio-
ligand-Bindung ca. 80 %) steile Kurven. Die Experimente an diesen Mutanten
wurden jedoch statistisch ausreichend durch ein Steilheitsmald ny = 1 bzw. ny = -1
beschrieben.

Tab. 33 gibt einen Uberblick (ber die Parameter p(o-Ka), die sich aus
Gleichgewichts-Bindungsexperimenten ergaben, und die in Dissoziations-

experimenten bestimmten pECy sqiss-Werte des MMH5-6 (siehe Kapitel 3.9.2).
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Rezeptor p(o-Ka) PECo,saiss (ﬁlliffl&l?\’;:)
Mowt 8,32 8,50 + 0,05 -
M,'®*Tyr—Ala 8,55 n.b. -
M,'%Tyr—Phe 8,60 n.b. -
M,'%Tyr—Ser 8,82 n.b. -
M, " Tyr—GIn 6,85 7,23+ 0,05 1,27
M,***Trp—Ala - 6. 4‘?;4; 43) -2,08
M,*"Trp—Ala 8,37 8,55+ 0,13 n.s.
M,***Trp—Ala + **'Trp—Ala 6,94 6,59 + 0,03 -1,91
M,**Thr—His 7,64 n.b. -
M, Tyr—GIn + **Thr—His 6,09 6,38 + 0,01 2,12
Mswt 6,54 5,55 + 0,07 -

Tab. 33: Bindungsparameter der Interaktion von MMH5-6 mit freien und [3H]NMS-besetzten M,-
und Ms-Wildtyprezeptoren sowie punktmutierten M,-Rezeptoren. Angegeben sind Mittelwerte +
Standardfehler aus 3-6 unabhangigen Experimenten (Gleichgewichts-Bindungsexperimente) bzw.
2-5 unabhangigen Experimenten (Dissoziationsexperimente). p(o-Ka): Negativer dekadischer
Logarithmus des Produkts aus Kooperativitatsfaktor o und Gleichgewichts-Dissoziationskonstante
Ka. PECos4iss: Negativer dekadischer Logarithmus der Testsubstanz-Konzentration, die zu einer
halbmaximalen Verzégerung der [3H]NMS-Dissoziation fuhrt. ApEC sqiss : Differenz in log-Einheiten
zwischen dem pEC,sqss-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante (M) und dem pEC, sgss-Wert
am M,-Wildtyprezeptor (Mywt). n.s.: Der Unterschied zwischen dem pECsqss-Wert an der
jeweiligen Rezeptormutante und dem pEC, sq4iss-Wert am My-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-

Test, p > 0,05). n.b.: nicht bestimmt.

Mit Ausnahme des Ms-Wildtyprezeptors ergab sich eine gute Ubereinstimmung
der p(a-Ka)-Werte aus den Gleichgewichts-Bindungsexperimenten mit den

PECo sqiss-Werten aus Dissoziationsexperimenten.
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3.13 M,/M5-Selektivitat von Hexamethonium

In Gleichgewichts-Bindungsexperimenten wurde die Mjy/Ms-Selektivitat der
Bindung des allosterischen Modulators Hexamethonium an freie Rezeptoren
untersucht. Hexamethonium kann als beidseitig verkurztes Derivat der
Modulatoren W84 bzw. Naphmethonium aufgefasst werden, in dem die lateralen
Phthalimid- bzw. Naphthalimid-Gruppen entfernt wurden und nur noch die
Zwischenkette mit zwei quartaren Stickstoffen erhalten ist. Ziel der Experimente
mit Hexamethonium war es zu untersuchen, ob die Struktur des Hexamethoniums
mit zwei positiv geladenen Stickstoffatomen in einem bestimmten Abstand
voneinander fur eine M,-Praferenz der Bindung an freie Rezeptoren gegentber
Ms-Rezeptoren ausreicht. Abb. 53 zeigt die Interaktionskurven des Hexa-

methoniums mit [PHINMS an My- bzw. Ms-Wildtyprezeptoren.
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Abb. 53: M,/Ms-Selektivitdt der Interaktion von Hexamethonium mit dem orthosterischen
Radioliganden [PHINMS. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 4 unabhangigen
Experimenten. Ordinate: Spezifische [3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische
Bindung des Radioliganden in Abwesenheit des Modulators. Abszisse: Dekadischer Logarithmus

der molaren Konzentration des Modulators. Kurvenanpassung: Gleichung 19.

Erkennbar ist die deutlich hohere Affinitat zu M,- im Vergleich zu Ms-Wildtyp-
rezeptoren und die stark ausgepragte negative Kooperativitdt des Hexa-

methoniums mit [PHJNMS. Aus Tab. 34 geht hervor, dass die Differenz in log-
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Einheiten zwischen der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Ka am M-

Rezeptor und der am Ms-Rezeptor 2,0 Dekaden betrug.

ApK
Rezeptor pKa po p(a-Ka) (Mzwf-MAswt)
Mowt 5,50 + 0,04 -1,31 £ 0,02 4,19 -
Mswt 3,50 £ 0,06 -0,91 £ 0,07 2,59 2,00

Tab. 34: Bindungsparameter der Interaktion von Hexamethonium mit [PHINMS an M,- und Ms-
Wildtyprezeptoren. Angegeben sind Mittelwerte * Standardfehler aus 4 unabhangigen
Experimenten. pKa: Negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziations-
konstanten K,. pa: Negativer dekadischer Logarithmus des Kooperativitatsfaktors a. ApKa:
Differenz in log-Einheiten zwischen dem pKa-Wert am M,-Wildtyprezeptor (Mpwt) und dem pKa-
Wert am Ms-Wildtyprezeptor (Mswt).

Somit war die Affinitat des Hexamethoniums zu M,-Rezeptoren um den Faktor 100
grolRer als zu Ms-Rezeptoren und entsprach etwa der My/Ms-Selektivitat der
Bindung des Hexamethoniums an [PHINMS-besetzte Rezeptoren, die in
Dissoziationsexperimenten bestimmt worden war (Prilla, Dissertation 2006: M,-
Rezeptor, pECosdiss = 4,09 + 0,05; Ms-Rezeptor, pECo sdiss = 2,05 + 0,16). Der in
Tab. 34 aufgefuhrte Parameter p(a-Ka) war, wie nach dem Kooperativitdtsmodell
(Ehlert, 1988) der allosterischen Interaktion zu erwarten, in recht guter
Ubereinstimmung mit der Affinitdt des Hexamethoniums zu [*H]NMS-besetzten
Rezeptoren (pECysqiss). Die mit Hexamethonium durchgefihrten Experimente
bedeuten, dass dessen einfache chemische Struktur flr eine My/Ms-Selektivitat
der Bindung an freie Rezeptoren ausreicht und nicht zwingend die in vielen
allosterischen Modulatoren vom Alkan-Bisammonium-Typ vorhandenen lateralen
Phthalimid- bzw. Naphthalimid-Gruppen fur eine M./Ms-Selektivitat erforderlich
sind. Dieser Befund ist interessant im Hinblick auf die Hybridsubstanzen DDT-5
und MMH5-6, die eine Hexamethonium-Struktur beinhalten und in denen
ausgehend von den allosterischen Modulatoren W84 bzw. Naphmethonium an
einer Seite des Molekuls die Phthalimid-Gruppe entfernt und durch einen Rest des

orthosterischen Liganden Iperoxo ersetzt wurde.
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3.14 Beeinflussung der McN-A-343-Affinitat durch
M.'%Tyrosin und My**Tryptophan

McN-A-343 ist wie Pilocarpin ein Partialagonist an Muskarinrezeptoren. Fiur McN-
A-343 ist postuliert worden, dass es Muskarinrezeptoren Uber die allosterische
Bindungsstelle aktiviert (Langmead und Christopoulos, 2006; May et al., 2007b).
Die Substanz wird daher von den Autoren als allosterischer Agonist bezeichnet.
Es sollte untersucht werden, ob die Affinitdt von McN-A-343 durch das ortho-
sterische Epitop M,'*Tyrosin bzw. das allosterische Epitop M,**Tryptophan
beeinflusst wurde. Abb. 54 zeigt, dass McN-A-343 an My-Wildtyprezeptoren und
den untersuchten punktmutierten Rezeptoren eine starke Inhibition der [PH]NMS-

Bindung bewirkte.
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Abb. 54: Bedeutung des orthosterischen Epitops M,'*Tyrosin und des Epitops M,***Tryptophan

fur die Affinitdt von McN-A-343. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 0,2 nM

bei Experimenten mit M,-Wildtyprezeptoren bzw. M,*#

104

Trp—Ala-Rezeptoren und 1 nM bei

Experimenten mit M, ~ Tyr—Ala-Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 4-8

unabhéngigen Experimenten. Ordinate: Spezifische [PHINMS-Bindung in Prozent bezogen auf die
spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer

Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Dies konnte Folge einer kompetitiven Interaktion oder einer allosterischen Inter-
aktion mit stark ausgepragter negativer Kooperativitat sein. Zur Analyse der
Bindungsdaten des McN-A-343 mit [°HJNMS wurde deskriptiv die Cheng/Prusoff-

Korrektur bei den erhaltenen ICsp-Werten angewendet. Die Affinitat an der
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Mutante M,'®Tyr—Ala scheint etwas geringer als an M,-Wildtyprezeptoren zu
sein, jedoch war der Unterschied statistisch nicht signifikant. McN-A-343
unterschied sich hier also deutlich von den in Kapitel 3.10 besprochenen ortho-
sterischen Agonisten, bei denen sich starke Affinitatsverluste bei Austausch des
M,'%Tyrosin gegen Alanin ergeben hatten. Die fehlende Abhangigkeit der Affinitat
von dem orthosterischen Epitop M,'*Tyrosin spricht fiir einen verdnderten
Bindungsmodus des McN-A-343 im Vergleich zu klassischen Agonisten. Ebenfalls
nicht verandert im Vergleich zu M,-Wildtyprezeptoren war die Affinitat des McN-A-
343 bei Austausch von M,***Tryptophan gegen Alanin. Bei dieser Mutation hatten
sich bei den untersuchten orthosterischen Agonisten Affinitatsverluste ergeben.
Die Affinitat des McN-A-343 an innerhalb der allosterischen Bindungsstelle
punktmutierten Rezeptoren, z.B. M2177Tyr—>GIn oder My***Thr—His, wurde nicht
untersucht. Die in Tab. 35 zusammengestellten Bindungsparameter zeigen, dass
im Gegensatz zu den in Kapitel 3.10 besprochenen orthosterischen Agonisten die
Mehrzahl der Experimente mit McN-A-343 durch ein Steilheitsmald von -1

beschrieben werden konnte.

ApK
Mowt 1/8 -0,94 + 0,07 5,70 + 0,09 -
M,'*Tyr—Ala 0/4 -1,63 £ 0,44 5,33 0,17 n.s.
M,***Trp—Ala 114 -0,81 + 0,04 5,60 + 0,06 n.s.

Tab. 35: Affinitdtskonstanten von McN-A-343 aus Interaktionsexperimenten mit dem Radio-
antagonisten [3H]NMS. Die 1Cs-Werte der Einzelexperimente wurden mit der Cheng/Prusoff-
Korrektur in apparente Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K,,, umgewandelt. ny = -1: Anteil
der Experimente mit einem von -1 abweichenden Steilheitsmall an der Gesamtzahl der
Experimente. ny: Steilheitsmall. pK.p,: Negativer dekadischer Logarithmus der apparenten
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Kg,,. ApKg,: Differenz in log-Einheiten zwischen dem
pKapp-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante (Mmy;) und dem pKg,,-Wert am M,-Wildtyprezeptor
(Mawt). n.s.: Der Unterschied zwischen dem pK,y,-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante und

dem pKgpp-Wert am M,-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test, p > 0,05).

Das fur Inhibitionsexperimente mit einem Agonisten untypische Steilheitsmal} von
-1 deutete auf einen veranderten Bindungsmodus des McN-A-343 im Vergleich zu

orthosterischen Agonisten hin. Die Experimente an der Mutante M,'*Tyr—Ala, bei
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der die Radioligand-Affinitat deutlich vermindert ist, wiesen eine starke Streuung

des Steilheitsmales ny auf.

3.15 Beeinflussung der Atropin-Affinitat durch
M,***Tryptophan

Atropin ahnelt in seiner chemischen Struktur dem N-Methylscopolamin. Wie NMS
gehort es zur Gruppe der Tropan-Alkaloide. Es wurde untersucht, ob die Affinitat
dieses Antagonisten durch Mutation der Aminosdure M,***Tryptophan beeinflusst
wurde, da sich eine Bedeutung dieses Epitops flr die Affinitat orthosterischer
Agonisten gezeigt hatte (siehe Kapitel 3.10). Wie aus Abb. 55 ersichtlich wird,
waren die Inhibitionskurven des Atropins an M,-Wildtyprezeptoren und an der

Mutante M,***Trp—Ala nahezu deckungsgleich.
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Abb. 55: Bedeutung der Aminoséure M,***Tryptophan fiir die Atropin-Affinitat. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler aus 4 unabhangigen Experimenten. Ordinate: Spezifische [3H]NMS-
Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der
Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz.

Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Die Inhibitionskonstanten K, an diesen beiden Rezeptoren unterschieden sich
nicht signifikant. Der Antagonist Atropin zeigte hier eine andere Epitop-
abhangigkeit der Bindung als die klassischen Agonisten, bei denen sich Affinitats-
verluste bei Austausch des M,***Tryptophan gegen Alanin ergeben hatten. Die

Kompetitionsexperimente zwischen [PHINMS und Atropin konnten in der Mehrzahl
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durch ein Steilheitsmal® ny von -1 beschrieben werden, sodass nach Cheng und

Prusoff Inhibitionskonstanten K; berechnet werden konnten (siehe Tab. 36).

ApK
Rezeptor ny # -1 Ny PKi (MmufMlzwt)
Mawt 0/4 -0,94 + 0,03 9,18 + 0,01 -
M,*?Trp—Ala 2/4 -0,95 + 0,09 9,21+ 0,01 n.s.

Tab. 36: Inhibitionskonstanten des Atropins aus heterologen Kompetitionsexperimenten mit dem
Radioantagonisten [3H]NMS. Die 1C5o-Werte der Einzelexperimente wurden mit der Cheng/Prusoff-
Korrektur in Inhibitionskonstanten K, umgewandelt. ny = -1: Anteil der Experimente mit einem von
-1 abweichenden Steilheitsmall an der Gesamtzahl der Experimente. ny: Steilheitsmal3. pK;:
Negativer dekadischer Logarithmus der Inhibitionskonstanten K,. ApK;: Differenz in log-Einheiten
zwischen dem pK;-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante (M) und dem pK-Wert am M,-
Wildtyprezeptor (Mowt). n.s.: Der Unterschied zwischen dem pKi-Wert an der jeweiligen Rezeptor-

mutante und dem pKi-Wert am M,-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test, p > 0,05).

3.16 Beeinflussung der Methoctramin-Affinitat durch
M, '%Tyrosin, M, "Tyrosin und M,***Tryptophan

Beim Methoctramin handelt es sich um einen Muskarinrezeptorantagonisten, der
im Vergleich zu den anderen Subtypen die hochste Affinitat zum Mjy-Rezeptor
aufweist. Fur Methoctramin ist neben einer kompetitiven Interaktion an der
orthosterischen Bindungsstelle ein allosterisches Bindungsverhalten am Mo-
Rezeptor postuliert worden (Melchiorre et al., 1987; Giraldo et al., 1988). Es sollte
untersucht werden, ob die Affinitdt des Methoctramins durch das orthosterische
Epitop M,'®Tyrosin bzw. die allosterischen Epitope M,'""Tyrosin und
M,***Tryptophan beeinflusst wurde. Wie in Abb. 56 gezeigt, schien die Affinitat des
Methoctramins an der Mutante der orthosterischen Bindungsstelle My'*Tyr—Ala
etwas hoher als an M,-Wildtyprezeptoren zu sein, jedoch war der Unterschied

statistisch nicht signifikant.
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Abb. 56: Bedeutung des orthosterischen Epitops M, ~"Tyrosin fur die Affinitdt von Methoctramin.

Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 0,2 nM bei Experimenten mit M,-Wildtyp-

104

rezeptoren und 1 nM bei Experimenten mit M, " Tyr—Ala-Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte

+ Standardfehler aus 4-6 unabhangigen Experimenten. Ordinate: Spezifische [3H]NMS-Bindung in
Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz.
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz. Kurven-
anpassung: Gleichung 7.

Methoctramin unterschied sich hier also deutlich von typischen orthosterischen
Liganden, bei denen durch Austausch von M,'*Tyrosin gegen Alanin ein
Affinitatsverlust ausgelost wurde. Abb. 57 zeigt, dass der Austausch des
allosterischen Epitops M,'""Tyrosin gegen die korrespondierende Aminoséure im
Ms-Rezeptor Glutamin zu keiner signifikanten Veranderung der Methoctramin-
Affinitat fihrte.
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Abb. 57: Bedeutung der Aminosaure M, ““Tryptophan und der Mutation M, "' Tyrosin—Glutamin

fur die Affinitdt von Methoctramin. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 4-6
unabhéngigen Experimenten. Ordinate: Spezifische [PHINMS-Bindung in Prozent bezogen auf die
spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz. Abszisse: Dekadischer

Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz. Kurvenanpassung: Gleichung 7.

Das bei allosterischen Modulatoren fur die My-Subtyp-Selektivitat wichtige
M,'""Tyrosin trug demnach nicht zur Mp-Selektivitat des Methoctramins bei. Das
Epitop M2***Tryptophan, das ebenfalls als Teil der allosterischen Bindungsstelle
des My-Rezeptors angesehen wird, leistete dagegen einen Beitrag zur Affinitat des
Methoctramins, denn ein Ersetzen dieses Epitops durch Alanin flhrte zu einem
Affinitatsverlust. Aus Tab. 37 geht hervor, dass die Inhibitionskurven des
Methoctramins mit [PHINMS, wie fiir einen Antagonisten zu erwarten, ein

Steilheitsmal} ny von -1 aufwiesen.
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ApK
Rezeptor ny = -1 Ny PKi (M, erzwt)
Mowt 0/6 -1,02 0,08 8,65 + 0,04 -
M,"*Tyr—Ala 0/4 -1,14 £0,10 8,91+0,14 ns.
M Tyr—Gln 0/4 -1,00 £ 0,04 8,72+0,10 n.s.
M;*#Trp—Ala 0/4 -0,92 + 0,07 7,92+0,11 -0,73

Tab. 37: Inhibitionskonstanten des Methoctramins aus Interaktionsexperimenten mit dem Radio-

antagonisten [PHINMS. Die ICs,-Werte der Einzelexperimente wurden mit der Cheng/Prusoff-

Korrektur in Inhibitionskonstanten K, umgewandelt. ny = -1: Anteil der Experimente mit einem von

-1 abweichenden Steilheitsmall an der Gesamtzahl der Experimente. ny: Steilheitsmal. pK;:

Negativer dekadischer Logarithmus der Inhibitionskonstanten K. ApK;: Differenz in log-Einheiten

zwischen dem pK;-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante (M) und dem pK-Wert am M,-

Wildtyprezeptor (Mywt). n.s.: Der Unterschied zwischen dem pK-Wert an der jeweiligen Rezeptor-

mutante und dem pK-Wert am M,-Wildtyprezeptor war nicht signifikant (t-Test, p > 0,05).
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4 Diskussion

4.1 G-Protein-Kopplung der porcinen M>-Rezeptoren

Bei den porcinen My-Rezeptoren wurde eine Beeinflussung der [?H]JOxoM-Bindung
und eine Beeinflussung der Agonist-Bindung in Kompetitionsexperimenten mit
[PHJNMS durch Guanylnukleotide untersucht.

Die Inhibitionsversuche mit dem Radioagonisten [?H]OxoM und steigenden GDP-
Konzentrationen zeigten eine konzentrationsabhangige Verminderung der
spezifischen [°’H]OxoM-Bindung. Der Radioagonist [°H]JOxoM wurde in einer
Konzentration von 1 nM eingesetzt, sodass nur der fir Agonisten hochaffine, G-
Protein-gekoppelte Rezeptor durch den Radioliganden markiert werden sollte
(siehe Kapitel 2.3.3.1). Die beobachtete Verminderung der spezifischen [°H]OxoM-
Bindung durch steigende GDP-Konzentrationen, d.h. Affinitdtsabnahme eines
Agonisten, zeigte eine G-Protein-Kopplung der untersuchten porcinen Mo-
Rezeptoren an.

In den ,GTP-Shift“-Experimenten mit dem Radioantagonisten [PHINMS und
Agonisten zeigte sich bei Verwendung von Oxotremorin M und einem GTP-
Uberschuss eine deutliche Beeinflussung der Agonist-Bindung, d.h. eine Affinitats-
abnahme und ein Steilerwerden der Inhibitionskurven im Vergleich zu den
Experimenten ohne Nukleotid-Zugabe. Bei den Kompetitionsexperimenten mit
[PHJNMS und den muskarinischen Agonisten DDT-5 und Iperoxo sowie bei den
Experimenten mit Oxotremorin M und Gpp(NH)p als Nukleotid war die Beein-
flussung der Agonist-Bindung durch den Nukleotid-Uberschuss deutlich geringer
ausgepragt. Der Effekt des Guanylnukleotid-Uberschusses war bei diesen
Experimenten so gering, dass nicht von einer vollstandigen Entkopplung der
Rezeptoren von G-Proteinen ausgegangen werden kann bzw. die untersuchten
Rezeptoren nur in geringem Ausmal an G-Proteine gekoppelt waren. Bei diesen
Experimenten waren zwei Parameter im Vergleich zu den Experimenten mit
Oxotremorin M und GTP variiert worden: Die Inkubationszeit war auf 7,5h
verlangert worden und es handelte sich um ein anderes Hausschwein-
Herzventrikelhomogenat. Die aulRerst geringe Beeinflussung der Agonist-Bindung

bei der verlangerten Inkubationszeit konnte eventuell auf eine Instabilitat des
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eingesetzten Guanylnukleotids zurtickzufihren sein. Diese Moglichkeit kommt
jedoch nur beim GTP in Betracht und kaum bei dem eingesetzten Nukleotid-
Analogon Gpp(NH)p, da dieses eine erhohte Hydrolysestabilitat aufweist. Es
erscheint eher wahrscheinlich, dass das Ausmal} des Effekts einer G-Protein-
Entkopplung der Rezeptoren von dem jeweiligen Homogenat abhangt. Der
aullerst geringe Guanylnukleotid-Effekt auf die Bindung der muskarinischen
Agonisten DDT-5 und Iperoxo kénnte Folge einer gering ausgepragten G-Protein-
Kopplung der in dem verwendeten Hausschwein-Herzventrikelhomogenat
enthaltenen M,-Rezeptoren gewesen sein im Vergleich zu dem Homogenat, das

bei den Experimenten mit Oxotremorin M eingesetzt wurde.

4.2 G-Protein-Kopplung der in COS7-Zellen exprimierten

Muskarinrezeptoren

Zur Untersuchung des Guanylnukleotid-Effekts auf die Agonist-Bindung von in
COS7-Zellen exprimierten Muskarinrezeptoren wurde der endogene Agonist
Acetylcholin eingesetzt sowie die Nukleotide GDP und GTP. An My-Rezeptoren
verminderte sich die Acetylcholin-Affinitat durch einen GDP- bzw. GTP-
Uberschuss um nicht mehr als 0,1 log-Einheiten. Die Inhibitionskurven in
Gegenwart des Guanylnukleotid-Uberschusses wiesen iberwiegend weiterhin ein
flaches, von -1 signifikant abweichendes Steilheitsmal} ny auf. Der geringe Effekt
auf die Acetylcholin-Bindung war keine Besonderheit des humanen M,-Wildtyp-
rezeptors, sondern zeigte sich auch an der Mutante M,*?*Trp—Ala, bei der sich fiir
Acetylcholin in Abwesenheit von GDP und in Gegenwart eines GDP-
Uberschusses eine identische Affinitdt ergab. Die Beeinflussung der Agonist-
Bindung durch Guanylnukleotide bei den in COS7-Zellen exprimierten Muskarin-
rezeptoren war also gering ausgepragt im Vergleich zu in der Literatur berichteten
Guanylnukleotid-Effekten auf die Bindung von muskarinischen Agonisten mit
anderen Expressionssystemen fir die Rezeptoren (Tota et al., 1987; van
Giersbergen und Leppik, 1995). Ebenfalls aus der Literatur bekannt sind den
eigenen Ergebnissen entsprechende Befunde mit transfizierten COS7-Zellen,
namlich die fehlende Beeinflussung der Bindung eines muskarinischen Agonisten
durch das GTP-Analogon Gpp(NH)p (Wess et al., 1990; Wess et al., 1991).

Waelbroeck et al. (1997) zeigten, dass in Bindungsstudien mit funktionell
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wirksamen Agonisten nicht zwangslaufig ein Guanylnukleotid-Effekt vorhanden
sein muss.

Bei den Kompetitionsexperimenten zwischen [PH]NMS und Acetylcholin an in
COS7-Zellen exprimierten humanen My-Rezeptoren, die als Vergleich zu den
Experimenten mit Nukleotid-Zugabe durchgefliihrt wurden, ergaben sich fir
Acetylcholin apparente Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten von ca. 40 nM
(Entlogarithmieren von pKgspp = 7,4). Im Vergleich zu Kompetitionsexperimenten
zwischen [PH]NMS und Acetylcholin unter Verwendung von My-Rezeptoren aus
CHO-Zellen in einem anderen Puffersystem bedeutete dies eine hohere
Acetylcholin-Affinitat (Lazareno und Birdsall, 1995: Acetylcholin, My-Rezeptor,
pK, = 5,95 + 0,04; Schmalenbach, Dissertation 2006: Acetylcholin, M2-Rezeptor,
pK, = 6,8; Prilla et al., 2007: Acetylcholin, M>-Rezeptor, pKapp = 6,36 + 0,11). Die
bei den eigenen Experimenten beobachtete hohe Acetylcholin-Affinitat deutet
darauf hin, dass trotz des fehlenden Nukleotid-Effekts auf die Acetylcholin-Affinitat
ein fur Agonisten hochaffines Kompartiment bei den in COS7-Zellen exprimierten

Muskarinrezeptoren vorhanden war.

4.3 Kurvenanpassung bei [’HI[NMS-Agonist-

Kompetitionsexperimenten

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten heterologen Kompetitions-
experimenten zwischen dem Radioantagonisten [PHJNMS und orthosterischen
Agonisten resultierten in groBer Mehrzahl Inhibitionskurven mit einem signifikant
von -1 verschiedenen Steilheitsmall ny. Damit war eine Bedingung flur die
Berechnung von Inhibitionskonstanten K, nach Cheng und Prusoff nicht erfillt.
Inhibitionskurven mit ny = -1 kdbnnen mit einem Modell, das zwei Bindungsstellen
enthalt, analysiert werden. Es wird eine Inhibitionskonstante K, pochafin flr die
hochaffine Bindung des Agonisten an den Rezeptor berechnet sowie eine
Inhibitionskonstante K niedarigafiin fUr die niedrigaffine Bindung. K hochatiin Spiegelt die
Bindung des Agonisten an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor wider und
Kiniedrigatin die Bindung des Agonisten an den G-Protein-entkoppelten Rezeptor
(Kenakin, 1997). Die Kompetitionsexperimente zwischen [PH]NMS und ortho-
sterischen Agonisten an porcinen My-Rezeptoren wurden biphasisch mit der

Berechnung von zwei Inhibitionskonstanten analysiert (siehe Kapitel 3.3.2, Tab.
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12). Zwischen den einzelnen Experimenten mit dem gleichen Agonisten ergaben
sich dabei teilweise grole Unterschiede in den Inhibitionskonstanten und den
KompartimentgroRen. Bei der Anpassung einer Regressionskurve an die
Bindungsdaten mit einem Modell, das zwei Bindungsstellen beinhaltet, mussten
von der Computersoftware zwei Inhibitionskonstanten und das Verhaltnis von
hochaffinem zu niedrigaffinem Kompartiment berechnet werden. Diese Anpassung
fuhrte bei Inhibitionskurven, die von ihrer Gestalt her nicht biphasisch waren, also
keine zwei unterschiedlichen Bindungsstellen anzeigten, wahrscheinlich zu den
von Experiment zu Experiment grolen Schwankungen der Werte der Inhibitions-
konstanten bzw. Kompartimentgrof3en. Der ohne die Absicht einer Entscheidung
zwischen einem Modell mit einer oder zwei Bindungsstellen durchgeflihrte
Vergleich, ob die in Kapitel 3.3.2 dargestellten Inhibitionsexperimente mit [PHINMS
und Agonisten besser durch eine Kurvenanpassung mit der ,4-Parameter-
logistischen Gleichung“ mit variablem Steilheitsmal® ny (Gleichung 7) oder durch
eine biphasische Kurvenanpassung (Gleichung 18) beschrieben wurden, ergab in
der grollen Mehrzahl eine bessere Anpassung durch Gleichung 7 (F-Test,
Signifikanzniveau p < 0,05). Die Berechnung von zwei Inhibitionskonstanten sowie
KompartimentgrofRen erschien sinnvoll bei Inhibitionskurven, die von ihrer Gestalt
her biphasisch waren und somit zwei unterschiedliche Bindungsstellen anzeigten
(siehe Kapitel 3.3.2, Abb. 17). Die Inhibitionskurven des Oxotremorin M mit
[PHINMS an porcinen My-Rezeptoren waren von ihrer Gestalt her biphasisch,
wahrend bei den Ubrigen Kompetitionsexperimenten mit Agonisten an porcinen
Mz-Rezeptoren sowie bei den gesamten Kompetitionsexperimenten mit Agonisten
an in COS7-Zellen exprimierten Muskarinrezeptoren aus dem Verlauf der
Inhibitionskurven nicht das Vorliegen von zwei unterschiedlichen Bindungsstellen
deutlich wurde. Daher wurde bei den Bindungsdaten der Kompetitionsexperimente
zwischen [PHJNMS und orthosterischen Agonisten an in COS7-Zellen exprimierten
Muskarinrezeptoren auf eine biphasische Analyse verzichtet. Bei diesen Daten
wurde die Cheng/Prusoff-Korrektur auf die 1Cso-Werte angewendet und es wurden
aufgrund des signifikant von -1 abweichenden Steilheitsmalles ny apparente
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Ka,, berechnet. Der Vergleich der
apparenten Affinitdtskonstanten pKapp zeigte, wie sich die Affinitdt von Agonisten
bei der Mutation von einzelnen Aminosauren im Vergleich zu Wildtyprezeptoren

veranderte. FUr eine prazise biphasische Analyse der Inhibitionskurven der
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Agonisten an klonierten Muskarinrezeptoren ware wahrscheinlich eine genauere
Beschreibung des Kurvenverlaufs erforderlich gewesen, d.h. ein geringerer
Abstand zwischen den Konzentrationen des jeweiligen Agonisten im Kompetitions-
experiment und damit ein wesentlich groRerer experimenteller Aufwand. In den
Kompetitionsexperimenten mit [PHJNMS waren die Agonisten in 0,5-Dekaden-
Konzentrationsschritten eingesetzt worden. Das zur Analyse dieser Experimente
eingesetzte Verfahren der Berechnung von apparenten Affinitdtskonstanten pKspp
ist aus der Literatur bekannt (Mei et al., 1991; Wess et al., 1991; Heitz et al., 1999;
Ford et al., 2002).

4.4 Befunde zur Kinetik der [’ HJOxoM-Dissoziation an

porcinen M,-Rezeptoren

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Dissoziationskinetik des Radioliganden
[*H]OxoM an porcinen M,-Rezeptoren unter verschiedenen Versuchsbedingungen
im Hinblick auf eine Mono- oder Biphasizitat untersucht. Mittels eines F-Tests
wurde bei den einzelnen Experimenten gepruft, ob der Dissoziationsverlauf besser
durch eine mono- oder biexponentielle Funktion beschrieben wurde.

Hirschberg und Schimerlik (1994) fanden bei in CHO-Zellen exprimierten porcinen
M,-Rezeptoren in Abhangigkeit von der Expressionsrate der Rezeptoren und der
fraktionellen Rezeptorbesetzung fiir [°HJOxoM monophasische und biphasische
Dissoziationsverlaufe. Maal} (Dissertation 1995) und GroRBmdller (Dissertation
2003) fanden bei aus Hausschwein-Herzventrikelhomogenat gewonnenen Ma-
Rezeptoren Uberwiegend, jedoch nicht ausschlieRlich, biphasische Dissoziations-
verlaufe. Die [°H]OxoM-Dissoziationsexperimente von MaaR wurden in Mg,P;, Tris-
Puffer (3,6 mM MgHPO,4, 50 mM Tris/HCI, pH = 7,3, 23°C) durchgefuhrt, wahrend
bei der Mehrzahl der Dissoziationsexperimente von Grolmiuiller in Na,K,P;-Puffer
(4 mM Naz;HPO4, 1 mM KH2PO4, pH =7,4, 23°C) gearbeitet wurde. Bei den im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten zur [°H]OxoM-Dissoziations-
kinetik an porcinen My-Rezeptoren in Na,K,P;-Puffer konnte weder durch eine
Erniedrigung der Temperatur auf 13°C noch durch eine Variation der Radio-
ligandkonzentration erreicht werden, dass nur noch mono- bzw. biphasische
Dissoziationsverlaufe des Radioliganden vorgelegen hatten. Durch die bei einer

Erniedrigung der Inkubationstemperatur auf 13°C eintretende Verlangsamung der
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Dissoziationskinetik sollten Bedingungen hergestellt werden, unter denen eine
schnelle Phase der [°H]OxoM-Dissoziation besser erfasst werden konnte und
somit eine Biphasizitat des Dissoziationsverlaufs besser sichtbar geworden ware.
Ein GroRteil der Dissoziationsverlaufe des [°H]OxoM bei 13°C wurde jedoch durch
eine monophasische Funktion ausreichend beschrieben. Bei Betrachtung aller
[3H]OxoM-Dissoziationsexperimente an porcinen Mj,-Rezeptoren unter Kontroll-
bedingungen, d.h. in Abwesenheit einer dissoziationsverzogernd wirksamen
Testsubstanz, ergab sich ungefahr ein Anteil von 50 % monophasischen und 50 %
biphasischen Dissoziationsverlaufen (28 monophasische Dissoziationsverlaufe, 27
biphasische Dissoziationsverlaufe). Bei den Experimenten, die im Vergleich zu
anderen Experimenten einen geringeren Unterschied zwischen [*H]OxoM-
Gesamtbindung beim Dissoziationsstart und unspezifischer Bindung des
Radioliganden aufwiesen, zeigte sich ein Uberwiegen von monophasischen
Dissoziationsverlaufen. Biphasische Dissoziationsverlaufe wurden also eher bei
einem groReren Messfenster, d.h. grélReren Unterschied zwischen Gesamt-
bindung des Radioliganden beim Dissoziationsstart und unspezifischer Bindung,
gesehen.

Als Ursache der biphasischen [?H]OxoM-Dissoziation kdme eine Dissoziation von
unterschiedlichen Rezeptorzustanden in Betracht: Das schnelle Kompartiment der
[*H]OxoM-Dissoziation kénnte der Dissoziation von fiir Agonisten niedrigaffinen,
G-Protein-entkoppelten Rezeptoren entsprechen und das langsame Kompartiment
der Dissoziation von flr Agonisten hochaffinen, G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren. Durch Zugabe eines GTP-Uberschusses sollte es in diesem Fall mdglich
sein, durch eine quantitative Entkopplung der Rezeptoren von G-Proteinen
wiederum eine Monophasizitat des Dissoziationsverlaufs herbeizufihren. Ent-
sprechende Experimente wurden von Maal} (Dissertation 1995) durchgefuhrt,
jedoch war die [°H]OxoM-Dissoziation in Gegenwart eines GTP-Uberschusses
weiterhin biphasisch. Gillard et al. (1987) fanden bei Muskarinrezeptoren aus
Rattencortex in Abwesenheit von GTP und in Gegenwart eines GTP-Uber-
schusses biphasische [°H]OxoM-Dissoziationsverldufe. Diese Befunde sprechen
gegen die Hypothese, dass eine unterschiedliche G-Protein-Kopplung der
Rezeptoren Ursache der teilweise biphasischen [*H]OxoM-Dissoziation war.
Hirschberg und Schimerlik (1994) erklarten die beiden Phasen der [’H]OxoM-

Dissoziation an porcinen My-Rezeptoren mit Rezeptor-Rezeptor-Interaktionen:
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Nach Bildung von Rezeptordimeren kann eine Dissoziation des Radioliganden
sowohl von diesen Dimeren als auch von monomeren Rezeptoren stattfinden, d.h.
durch die Dimerbildung kommt es zur Entstehung von unterschiedlichen
[’H]OxoM-Bindungsstellen. Die biologische Bedeutung einer biphasischen

[’H]OxoM-Dissoziation bleibt somit weiterhin unklar.

4.5 Epitopabhangigkeit der Bindung der allosterisch/
orthosterischen Hybridsubstanzen an [PHINMS-

besetzte Rezeptoren

Die beiden allosterisch/orthosterischen Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH5-6
wurden in Zweipunkt-Kinetik-Experimenten mit dem Radioantagonisten [PHINMS
auf ihre dissoziationsverzogernde Wirksamkeit untersucht. Es wurde die My/Ms-
Selektivitat der Bindung an [°’HJNMS-besetzte Rezeptoren ermittelt und inwieweit
diese Selektivitat auf die von Experimenten mit allosterischen Modulatoren her
bekannten Epitope M,'""Tyrosin und M,*?**Threonin zuriickzufiihren war: Der
Austausch dieser beiden Aminosauren durch die korrespondierenden Amino-
sauren im Ms-Rezeptor, also die Mutationen My "Tyr—GIn und My**Thr—His,
hatten zu einer deutlichen Abnahme der dissoziationsverzogernden Wirksamkeit
typischer allosterischer Modulatoren gefuhrt (Voigtlander et al., 2003). Aulerdem
wurden die Hybridsubstanzen in Dissoziationsexperimenten an den Mutanten
My**Trp—Ala und My**'Trp—Ala untersucht. Die beiden Aminoséuren
My*#?Tryptophan und M,**"Tryptophan sind im M- und Ms-Rezeptor konserviert.
Prilla et al. (2006) hatten eine Abnahme der dissoziationsverzogernden Wirk-
samkeit von typischen allosterischen Modulatoren bei der Mutation M,**?Trp—Ala
gefunden, nicht aber bei der Mutation My**'Trp—Ala.

Die Hybridsubstanzen zeigten eine ausgepragte M»/Ms-Selektivitat der Bindung an
[PH]NMS-besetzte Rezeptoren. Die M./Ms-Selektivitit des Naphmethonium-artigen
Hybrids MMH5-6 war dabei deutlich groRer als die des W84-artigen Hybrids
DDT-5: Die Affinitit des MMH5-6 zu [°H]NMS-besetzten M.,-Rezeptoren,
berechnet als pECy sqiss-Wert, war um 2,95 log-Einheiten grofl3er als die Affinitat zu
Ms-Rezeptoren. Dieser Affinitatsunterschied in der Bindung an [PH]NMS-besetzte
Ma- bzw. Ms-Rezeptoren betrug beim DDT-5 2,10 log-Einheiten. Die vom Naph-
methomium bzw. EHWA477 bekannte groRere M,/Ms-Selektivitat der Bindung an
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[PH]NMS-besetzte Rezeptoren im Vergleich zu W84 bzw. SH30 (Prilla,
Dissertation 2006) blieb also in den Hybridsubstanzen erhalten.

Die Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH5-6 zeigten eine verminderte
dissoziationsverzogernde Wirksamkeit bei Mutation der fur die My/Ms-Selektivitat
von typischen allosterischen Modulatoren wichtigen Epitope M,''Tyrosin und
M;***Threonin. Die M.-priferente Bindung des DDT-5 an [*H]NMS-besetzte
Rezeptoren konnte vollstindig durch die Epitope My' "Tyrosin und M,***Threonin
erklart werden, denn der pECy sqiss-Wert an der Doppelmutante M,'""Tyr—GlIn +
*2Thr—His unterschied sich nicht signifikant von dem pECqsgss-Wert an Ms-
Wildtyprezeptoren. Die Hybridsubstanz DDT-5 verhielt sich ahnlich wie der
allosterische Modulator W84, dessen M,/Ms-Selektivitat der Bindung an [PHINMS-
besetzte Rezeptoren ebenfalls vollstandig durch die beiden genannten Epitope
erklart werden konnte (Prilla, Dissertation 2006). Beim MMH5-6 konnte die My/Ms-
Selektivitat nicht vollstandig durch diese beiden Epitope erklart werden, denn die
dissoziationsverzégernde Wirksamkeit an der Doppelmutante M,'""Tyr—GIn +
*2Thr—His war signifikant hoher als die Wirksamkeit an Ms-Wildtyprezeptoren.
MMH5-6 verhielt sich an [°PH]NMS-besetzten Rezeptoren dhnlich dem verkiirzten
Naphmethonium-Derivat EHW477, dessen Maj/Ms-Selektivitat ebenfalls nicht
ausschlieBlich durch die beiden Epitope M,' "Tyrosin und M,*?*Threonin erklart
werden konnte (Prilla, Dissertation 2006).

Sowohl beim DDT-5 als auch beim MMH5-6 fuhrte der Austausch von
M,***Tryptophan gegen Alanin in Experimenten an [PH]NMS-besetzten Rezep-
toren zu einer deutlichen Verminderung der dissoziationsverzogernden Wirk-
samkeit. Demgegenuber wurde die dissoziationsverzogernde Wirksamkeit der
Hybridsubstanzen bei Austausch von M,*"Tryptophan gegen Alanin nicht
signifikant verandert. Die Befunde zeigen, dass M,***Tryptophan ein fir die
Bindung der Hybridsubstanzen an [°H][NMS-besetzte Rezeptoren wichtiges Epitop
war, wahrend M,**'Tryptophan keine Bedeutung hatte. Im Bezug auf die
konservierten Aminosauren M,***Tryptophan und M,**'Tryptophan zeigte sich
somit ein Bindungsverhalten, das von Alkan-Bisammonium-Typ-Modulatoren her
bekannt war (Prilla et al., 2006).

Mit der Bedeutung der Epitope M,'""Tyrosin und M,***Threonin fiir die My/Ms-
Subtyp-Selektivitit sowie der Bedeutung des konservierten M,***Tryptophan fiir
die Subtyp-unabhangige Affinitdt wiesen DDT-5 und MMH5-6 an [PH]NMS-
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besetzten Rezeptoren eine Epitopabhangigkeit der Bindung auf, die zuvor bereits

bei typischen allosterischen Modulatoren gefunden worden war.

4.6 Epitopabhangigkeit der Bindung orthosterischer

Agonisten an M,-Rezeptoren

Als Vergleich zu der Epitopabhangigkeit der allosterisch/orthosterischen Hybrid-
substanzen wurde das Bindungsverhalten orthosterischer Agonisten in
Gleichgewichts-Bindungsexperimenten mit [P[HINMS untersucht. Es wurden punkt-
mutierte Rezeptoren eingesetzt, bei denen bekannte Epitope der allosterischen
Bindungsstelle des M,-Rezeptors (M, "Tyrosin, M,***Tryptophan  und
M;***Threonin) bzw. M,'®Tyrosin im Bereich der orthosterischen Bindungsstelle
mutiert worden waren. Die M,'*Tyrosin-Mutanten dienten als Modellrezeptoren
zur Detektion einer Interaktion mit der orthosterischen Bindungsstelle bzw. der N-
Methylscopolamin-Bindungsstelle. Als klassische Agonisten an Muskarin-
rezeptoren wurden der endogene Agonist Acetylcholin, Oxotremorin M, das vom
Oxotremorin M abgeleitete Derivat Iperoxo und der Partialagonist Pilocarpin
eingesetzt. Bei diesen Agonisten zeigte sich ein massiver Affinitatsverlust bei
Austausch von M,'®Tyrosin gegen Alanin. Die Abnahme der apparenten
Affinitatskonstanten pKap, an der Mutante M,'™Tyr—Ala im Vergleich zu M,-
Wildtyprezeptoren betrug zwischen 2,46 log-Einheiten beim Pilocarpin und 3,57
log-Einheiten beim Acetylcholin. Diese Mutation des M,'*Tyrosin im Bereich der
orthosterischen Bindungsstelle hatte also einen wesentlich groReren Effekt auf die
Agonist-Bindung im Vergleich zum Effekt auf die Affinitat des Antagonisten
[PHINMS (ApKp Mawt - M, '®Tyr—Ala = 1,02). Um eine ausreichende spezifische
Radioligandbindung zu erreichen und wegen der stark beschleunigten [PH]NMS-
Dissoziation wurde bei den Experimenten an den Mutanten M,'*Tyr—Ala und
M,'%Tyr—Ser eine erhdhte Radioligandkonzentration von 1 nM eingesetzt und die
Filtermatte nur einmal statt wie bei den Ubrigen Experimenten zweimal mit Puffer
gespult. Daraus ergab sich eine grofRere Streuung der einzelnen Messwerte (siehe
Kapitel 3.10, Abb. 32; Abb. 37), sodass die Inhibitionskurven nicht so harmonisch
wie bei Untersuchung von Muskarinrezeptoren aussahen, die nicht innerhalb der
orthosterischen Bindungsstelle verandert worden waren. Die Kompetitions-

experimente zwischen [PHINMS und den klassischen Agonisten Acetylcholin,
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Oxotremorin M, Iperoxo und Pilocarpin an der Mutante M,'*Tyr—Ala lieBen sich
im Gegensatz zu der grollen Mehrzahl der Experimente mit nicht innerhalb der
orthosterischen Bindungsstelle veranderten Muskarinrezeptoren fast alle durch ein
Steilheitsmall ny von -1 beschreiben. Im Hinblick auf das Steilheitsmall ny
verhielten sich die Agonisten an der Mutante M,'**Tyr—Ala also wie Antagonisten.
Diese Abweichung von dem fir Agonisten typischen Bindungsverhalten kdnnte auf
die wesentlich grofere Streuung der einzelnen Messwerte bei Untersuchung
dieser Mutante zurtckzufuhren gewesen sein. Die in den Radioligand-Bindungs-
studien eingesetzten Agonisten wurden jedoch noch nicht in funktionellen
Experimenten an M,'®Tyrosin-Mutanten untersucht, sodass der Grund der
untypischen Kurvensteilheit auch eine verminderte oder sogar aufgehobene
intrinsische Aktivitdt der Agonisten an M,'%Tyrosin-Mutanten sein kénnte. Bei
Mutation der korrespondierenden Aminoséure im M;-Rezeptor, M;'®Tyrosin zu
Alanin, hatte sich ein Verlust der agonistischen Wirksamkeit von Carbachol
gezeigt (Spalding et al., 2006).

Bei den untersuchten Agonisten zeigte sich an der Mutante M,'®Tyr—Phe ein
Affinitatsverlust im Vergleich zu My-Wildtyprezeptoren, der deutlich geringer
ausgepragt war als an der Mutante M,'*Tyr—Ala: Die Abnahme der apparenten
Affinitatskonstanten pKa, an der Mutante M,'%Tyr—Phe betrug zwischen
0,34 log-Einheiten beim Pilocarpin und 1,44 log-Einheiten beim Iperoxo. Sowohl
die Hydroxylgruppe als auch der Phenylring des Epitops M,'®Tyrosin leisteten
also einen Beitrag zur Affinitat dieser Agonisten, wobei der Beitrag der Hydroxyl-
gruppe geringer war als der des Phenylrings. Das Steilheitsmal ny der Inhibitions-
kurven der Agonisten an der Mutante M,'%Tyr—Phe war bei der groRen Mehrzahl
der Experimente nicht signifikant verschieden von -1. Auch bei dieser Mutante
zeigte sich eine Abweichung von dem flr Agonisten typischen Bindungsverhalten.
An der Mutante M,'*Tyr—Ser wurde von den orthosterischen Agonisten nur
Iperoxo untersucht: Der Affinitatsverlust im Vergleich zu M,-Wildtyprezeptoren war
deutlich gréRer als an der Mutante M,'®Tyr—Phe, aber etwas geringer als an der
Mutante M,'*Tyr—Ala. Dies belegte die groRere Bedeutung des Phenylrings im
Vergleich zu der Hydroxylgruppe des Epitops M,'*Tyrosin fiir die Agonist-Affinitat.
Wie bei den iibrigen M,'*Tyrosin-Mutanten lieRen sich die Inhibitionskurven des
Iperoxo an der Mutante M,'®Tyr—Ser (iberwiegend durch ein SteilheitsmaR ny

von -1 beschreiben. Das flr Inhibitionsexperimente mit Agonisten untypische
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Steilheitsmally konnte ein Hinweis auf eine Veranderung der intrinsischen Aktivitat
des Agonisten sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Affinitat orthosterischer Agonisten an Punkt-
mutanten der im M- und im Ms-Rezeptor konservierten Aminosauren
My*#?Tryptophan und M,**'Tryptophan ermittelt. Prilla et al. (2006) hatten diese
Aminosauren im Hinblick auf das Bindungsverhalten allosterischer Modulatoren
untersucht und dabei eine wichtige Bedeutung von M;**?Tryptophan fiir die
Bindung der Modulatoren an freie und [PHINMS-besetzte Rezeptoren gefunden.
Matsui et al. (1995) hatten in Untersuchungen mit punktmutierten M4-Rezeptoren
bei Mutation des zu M,**Tryptophan korrespondierenden M;*®Tryptophan zu
Alanin einen Affinitatsverlust des allosterischen Modulators Gallamin, aber auch
des orthosterischen Agonisten Acetylcholin gefunden. Wie in Abb. 58 gezeigt,
fihrte der Austausch von M,***Tryptophan gegen Alanin bei allen untersuchten

orthosterischen Agonisten zu einem signifikanten Affinitatsverlust.
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Abb. 58: Affinitdtskonstanten orthosterischer Agonisten aus heterologen Kompetitions-
experimenten mit dem Radioantagonisten [3H]NMS an My-Wildtyprezeptoren und Punktmutanten
der konservierten Tryptophane M2422Tryptophan und M2427Tryptophan. Angegeben sind Mittelwerte
* Standardfehler aus 2-13 unabhangigen Experimenten. pKap,: Negativer dekadischer Logarithmus
der apparenten Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Kap,. *: Der pKgpp-Wert an der jeweiligen
Rezeptormutante war signifikant niedriger als der pK,,,-Wert am M,-Wildtyprezeptor (t-Test,
p < 0,05).
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Bei der Aminosidure M,***Tryptophan handelte es sich also nicht um ein rein
allosterisches Epitop, das nur fur die Bindung allosterischer Modulatoren wichtig
ist, sondern um ein bifunktionelles Epitop, das auch die Bindung von ortho-
sterischen Agonisten beeinflusst. Mit diesem Affinitatsverlust bei Mutation des
Epitops M,***Tryptophan zeigte sich ein deutlicher Unterschied des Bindungs-
verhaltens der Agonisten im Vergleich zu Antagonisten: Sowohl beim N-Methyl-
scopolamin (pKp-Wert) als auch beim Atropin (pKi-Wert) fihrte der Austausch von
M,*?*Tryptophan gegen Alanin zu keiner signifikanten Veranderung der Affinitat im
Vergleich zu My-Wildtyprezeptoren. Dies deutet darauf hin, dass die untersuchten
orthosterischen Agonisten andersartig an M,-Rezeptoren binden als Antagonisten.
An der Mutante M,*?"Trp—Ala war die Affinitit der orthosterischen Agonisten mit
Ausnahme des Iperoxo, bei dem sich ein geringer Affinitatsverlust zeigte, nicht
signifikant verandert im Vergleich zum My-Wildtyprezeptor. Der Affinitatsverlust an
der Doppelmutante My***Trp—Ala + **’Trp—Ala entsprach gut dem Affinitats-
verlust, der durch den alleinigen Austausch des M;***Tryptophan gegen Alanin
ausgelost worden war. Die an der Doppelmutante erhobenen Befunde bestatigten
die Bedeutung des Epitops M,***Tryptophan fiir die Agonist-Bindung und die
fehlende Bedeutung der Aminosaure M2*?"Tryptophan.

Wie aus Abb. 59 hervorgeht, war sowohl die Affinitdt des endogenen Agonisten
Acetylcholin als auch die Affinitat des Iperoxo zu M»-Rezeptoren signifikant hdher
als zu Ms-Rezeptoren. Fur beide Agonisten ergab sich aus der Differenz der
apparenten Affinitatskonstanten eine M,/Ms-Selektivitat der Bindung von gerundet

1,0 log-Einheiten.
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Abb. 59: Affinitdtskonstanten orthosterischer Agonisten aus heterologen Kompetitions-

experimenten mit dem Radioantagonisten [3H]NMS an M- und Ms-Wildtyprezeptoren sowie Punkt-
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mutanten der allosterischen Epitope M, "' Tyrosin und M,""Threonin. Angegeben sind Mittelwerte

+ Standardfehler aus 2-13 unabhéngigen Experimenten. pK,p,: Negativer dekadischer Logarithmus
der apparenten Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K,,,. *: Der pKyp,-Wert an der jeweiligen
Rezeptormutante war signifikant niedriger als der pK,,-Wert am M,-Wildtyprezeptor (t-Test,
p < 0,05). * Der pKapp-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante war signifikant héher als der pKgpp-
Wert am M,-Wildtyprezeptor (t-Test, p < 0,05).

Die Agonisten Acetylcholin, Oxotremorin M und Iperoxo zeigten an der Doppel-
mutante der allosterischen Bindungsstelle M,'"’Tyr—GIn + *®*Thr—His im
Vergleich zu My-Wildtyprezeptoren eine unveranderte Affinitat, die Affinitat des
Pilocarpins war um weniger als 0,3 log-Einheiten erhoht. Zunachst deuteten diese
Befunde darauf hin, dass die Bindung dieser orthosterischen Agonisten nicht
durch Mutationen in der allosterischen Bindungsstelle beeinflusst wurde.

Beim Acetylcholin, Iperoxo und Pilocarpin wurden nach Untersuchung der Doppel-
mutante auch die Einzelmutanten M,"""Tyr—GIn und My**Thr—His untersucht.
Hierbei zeigten sich bei diesen Agonisten jedoch deutliche Affinitatsanderungen im
Vergleich zu M,-Wildtyprezeptoren: Der Austausch von M,'"Tyrosin gegen die
korrespondierende Aminosaure im Ms-Rezeptor, Glutamin, fUhrte zu einem
Affinitatsverlust, der Austausch von M,***Threonin gegen Histidin zu einem
Affinitatsgewinn (siehe Abb. 59). Der Affinitatsverlust durch die Mutation
M,""Tyr—GIn und der Affinititsgewinn durch die Mutation M,***Thr—His
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verhielten sich dabei annahernd additiv, d.h. durch Addition der beiden
Differenzen im Vergleich zu M,-Wildtyprezeptoren ergab sich etwa die unver-
anderte Affinitat bei der Doppelmutation M,'""Tyr—GIn + **Thr—His. Die
beobachteten Affinitatsanderungen der orthosterischen Agonisten ergaben sich
bei Austausch der allosterischen Epitope M,' "Tyrosin und M>***Threonin gegen
die korrespondierenden Aminosauren im Ms-Rezeptor. Die veranderte Affinitat
konnte somit Folge einer direkten Interaktion der Agonisten mit dem mutierten
Epitop sein oder Folge der EinfUhrung einer Ms-Rezeptor-Aminosaure an der
Position M>'"" bzw. My** des M,-Rezeptors. Um diese Frage zu untersuchen,
wurden Bindungsstudien mit der Mutante M,*?*Thr—Ala durchgefiihrt. Die Mutante
M,"'""Tyr—Ala stand noch nicht zur Verfiigung. Beim Acetylcholin und Pilocarpin
war der Affinitatsgewinn durch die Mutation M,***Thr—Ala wesentlich geringer als
bei der Mutation My***Thr—His, beim Iperoxo war die Affinitdt an der Mutante
My*#Thr—Ala nicht signifikant verdndert im Vergleich zu My-Wildtyprezeptoren.
Die geringen Affinitatsanderungen an der Mutante My***Thr—Ala sprechen dafir,
dass die deutlich erhohte Affinitit der Agonisten an der Mutante M,**Thr—His ein
indirekter Effekt durch die EinfUhrung der Aminosaure Histidin war. Die Befunde
legen nahe, dass M>***Threonin selbst kein Interaktionspartner bei der Bindung
der untersuchten orthosterischen Agonisten war. Dennoch kénnte My***Threonin
in Analogie zum M,*?Tryptophan wegen seiner Bedeutung fiir die Bindung von
sowohl allosterischen Modulatoren als auch orthosterischen Agonisten als
allosterisch/orthosterisches Epitop angesehen werden. Als Ursache der erhdhten
Affinitat an der Mutante My***Thr—His kommt eine Veranderung der Dissoziations-
kinetik der Agonisten durch die Einfuhrung des Histidin-Restes in Betracht: Im
Vergleich zum Threonin handelt es sich beim Histidin um eine sperrige
Aminosaure. Die allosterische Bindungsstelle des M»-Rezeptors befindet sich im
Bereich der extrazellularen Schleifen des Rezeptorproteins oberhalb der
orthosterischen Bindungsstelle, die im Bereich der transmembranaren Domanen
lokalisiert ist (Trankle und Mohr, 1997; Gnagey et al., 1999; Ellis und Seidenberg,
2000; Jensen und Spalding, 2004). Das durch Mutation eingeflihrte Histidin an der
Position My*?® kénnte sich im Verlauf des Dissoziationsweges von Agonisten aus
der orthosterischen Bindungsstelle befinden. Eine Erschwerung der Dissoziation
aus der orthosterischen Bindungsstelle wirde zu einer erhdhten Affinitat des

Agonisten fuhren. Denkbar ware auch eine Beeinflussung des benachbarten
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M,***Tryptophan durch Histidin in der Position M,*?®

, sodass eine verbesserte
Bindung der Agonisten ermoglicht wurde oder hierdurch die Dissoziationskinetik
von Agonisten verandert wurde.

An der Mutante M,'""Tyr—GIn zeigten die Agonisten einen Affinitatsverlust im
Vergleich zu M,-Wildtyprezeptoren. Dies konnte darauf zurlickzufihren sein, dass
die Agonisten bei der Bindung direkt mit My'""Tyrosin interagieren. In diesem Fall
ware M, Tyrosin kein rein allosterisches Epitop mehr. Der Affinititsverlust kdnnte
jedoch auch Folge eines storenden Einflusses der eingefUhrten Aminosaure
Glutamin auf die Agonist-Bindung gewesen sein. Die Bedeutung von M,'""Tyrosin
sollte durch Herstellung der Punktmutante M,'""Tyr—Ala in Zukunft weiter
untersucht werden. Bei den untersuchten orthosterischen Agonisten zeigten sich
relativ groRe Veranderungen der Affinitat bei Mutation von Epitopen, die auch fur
die Bindung allosterischer Modulatoren wichtig waren, u.a. bei den Mutationen
My Tyr—Gln, My**?*Trp—Ala und M,***Thr—His. Demgegeniiber wurde die
Affinitdt des Antagonisten NMS, also der pKp-Wert von [PHINMS, durch diese
Mutationen kaum verandert: Die [PHINMS-pKp-Werte aller Membranpraparationen
der genannten punktmutierten Rezeptoren und M,-Wildtyprezeptoren lagen
zwischen 9,80 (M,***Trp—Ala, 08.04.05) und 10,24 (M,***Thr—His, 18.09.03). Die
groRere Beeinflussung der Affinitat von Agonisten durch Mutationen im Bereich
der allosterischen Bindungsstelle spricht dafur, dass diese andersartig als

Antagonisten an M,-Rezeptoren binden.

4.7 Epitopabhangigkeit der Bindung allosterischer

Modulatoren an M;-Rezeptoren

In Gleichgewichts-Bindungsexperimenten wurde die Interaktion des Prototyp-
Modulators W84 und dessen verkirzten Derivats SH30 sowie des Prototyp-
Modulators Naphmethonium und dessen verklurzten Derivats EHWA477 mit
[PH]NMS untersucht. Der Modulator SH30 entsprach dem in der Hybridsubstanz
DDT-5 enthaltenen allosterischen Molekulteil, EHW477 dem in der Hybridsubstanz
MMHS5-6 enthaltenen allosterischen Molekulteil. Die Untersuchung des Bindungs-
verhaltens der allosterischen Modulatoren an den Mutanten M,'*Tyr—Ala und
M,'%Tyr—Phe, also innerhalb der orthosterischen Bindungsstelle punktmutierten

M,-Rezeptoren, diente als Vergleich zu dem Bindungsverhalten der allosterisch/
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orthosterischen Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH5-6 an diesen Mutanten. Die
Hypothese bezuglich der allosterischen Modulatoren war, dass diese auch wenn
die orthosterische Bindungsstelle zuganglich ist, also bei der Interaktion mit freien,
nicht Orthoster-besetzten Rezeptoren, an die allosterische Bindungsstelle binden
und somit das Bindungsverhalten durch Mutation von M,'*Tyrosin im Bereich der
orthosterischen Bindungsstelle nicht verandert wuirde. Bei den allosterischen
Modulatoren W84, Naphmethonium und EHWA477 war die Affinitdt, ausgedrickt
als Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Ka, an den Mutanten M,'*Tyr—Ala
und M,'®Tyr—Phe nicht signifikant verdndert im Vergleich zu M.,-Wildtyp-
rezeptoren. Beim SH30 zeigte sich dagegen an den Mutanten M,'*Tyr—Ala und
M,'%Tyr—Phe eine erhdhte Affinitit im Vergleich zu M,-Wildtyprezeptoren. Der
Affinitatsgewinn durch Mutation von M,'®Tyrosin im Bereich der orthosterischen
Bindungsstelle beim SH30 stand im Gegensatz zu den Befunden mit ortho-
sterischen Liganden, die durch diese Mutation stark an Affinitat verloren. Da es zu
einem Affinitdtsgewinn kam, kann dieser nicht damit erklart werden, dass SH30
M,"'%Tyrosin im Bereich der orthosterischen Bindungsstelle als affinititsgebendes
Epitop nutzt. Der Affinititsgewinn bei Mutation von M,'®Tyrosin kénnte Folge
einer Beeinflussung fur die SH30-Bindung wichtiger Epitope durch diese Mutation
gewesen sein. Bei W84, der Muttersubstanz des SH30, sowie bei den weiteren
Alkan-Bisammonium-Typ-Modulatoren Naphmethonium und EHW477 kam es zu
keiner signifikanten Veranderung der Modulator-Affinitat durch Mutation von
M,'%Tyrosin. Vor diesem Hintergrund und aufgrund der bei Experimenten mit
innerhalb der orthosterischen Bindungsstelle punktmutierten Rezeptoren erhohten
Streuung der Messwerte erscheint eine biologische Bedeutung der gering
erhdhten Affinitat des SH30 bei Mutation von M,'*Tyrosin unwahrscheinlich. Das
AusmaR der negativen Kooperativitit mit [PHJINMS der Modulatoren W84 und
SH30 war an M,'™Tyrosin-Mutanten gréRer als an M-Wildtyprezeptoren. Die
Kooperativitat eines allosterischen Modulators mit einem orthosterischen Liganden
ergibt sich aus dem Verhaltnis der Affinitat des Modulators zu freien Rezeptoren
und der Affinitat des Modulators zu Ligand-besetzten Rezeptoren (siehe Kapitel
2.3.4). Die Affinitdt der Modulatoren zu freien Rezeptoren wurde sowohl an den
M, '®Tyr—Ala- und M,'%Tyr—Phe-Mutanten als auch an M,-Wildtyprezeptoren
bestimmt. Da die Affinitat des W84 zu freien Rezeptoren bei Mutation von

M,'%Tyrosin  nicht signifikant verandert wurde, koénnte die verdnderte
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Kooperativitit Folge einer veranderten Affinitat zu [PH]NMS-besetzten Rezeptoren
gewesen sein: Eventuell ist die dissoziationsverzogernde Wirksamkeit des W84 an
M,'%Tyrosin-Mutanten herabgesetzt, was zu einer stirker negativen
Kooperativitat flihren wirde. Eine Bestimmung der dissoziationsverzogernden
Wirksamkeit allosterischer Modulatoren an M,'*Tyrosin-Mutanten, also von
PECy sq4iss-Werten, war aufgrund der extrem schnellen [’H]NMS-Dissoziation nicht
moglich (tosdiss im Bereich von Sekunden, siehe Kapitel 3.8). Eine verminderte
dissoziationsverzogernde Wirksamkeit des W84, also eine verminderte Affinitat zu
[PHINMS-besetzten Rezeptoren, als Erklarung fir die stirker negative
Kooperativitat an M,'*Tyrosin-Mutanten stande im Gegensatz zu einer mdglichen
Erklarung fur die verstarkte positive Kooperativitat, die bei Naphmethonium an
M,"'%Tyrosin-Mutanten und beim EHW477 an der Mutante M,'®Tyr—Ala gesehen
wurde: Die im Vergleich zum Bindungsverhalten an My-Wildtyprezeptoren
verstarkte positive Kooperativitat wiirde hier auf eine hohere Affinitat zu [PHJNMS-
besetzten Rezeptoren, also eine verstarkte dissoziationsverzogernde Wirksamkeit,
hindeuten. Eine gegensatzliche Beeinflussung der dissoziationsverzogernden
Wirksamkeit von strukturell ahnlichen, namlich Alkan-Bisammonium-Typ-
Modulatoren, durch Mutation von M,'*Tyrosin im Bereich der orthosterischen
Bindungsstelle erscheint jedoch unwahrscheinlich. Als Ursache fir die veranderte
Lage der Plateaus der spezifischen [PHINMS-Bindung bei hohen Alloster-
Konzentrationen an den M,'*Tyrosin-Mutanten, also die verdnderte Kooperativitat
mit [’H]NMS, kommt die im Vergleich zu Mp-Wildtyprezeptoren stark beschleunigte
[’H]NMS-Dissoziation in Betracht: Die extrem schnelle [°H][NMS-Dissoziation an
den Mutanten M21°4Tyr—>AIa und M21°4Tyr—>Phe konnte bei den
Interaktionsexperimenten mit allosterischen Modulatoren zu einer groReren
Streuung der Lage der Plateaus gefuhrt haben, wahrend die Wendepunkte der
Interaktionskurven, die fur die Affinitat der Modulatoren ausschlaggebend sind, bei
den untersuchten Modulatoren bis auf SH30 nicht wesentlich im Vergleich zu den
Interaktionskurven an Mj-Wildtyprezeptoren verandert wurden. Beim W84 und
Naphmethonium zeigte ein Affinititsverlust an der Mutante M, 'Tyr—GIn +
*2Thr—His, dass die Affinitat dieser Modulatoren zu freien My-Rezeptoren von
Epitopen der allosterischen Bindungsstelle beeinflusst wurde. Die Befunde zum
Bindungsverhalten allosterischer Modulatoren vom Alkan-Bisammonium-Typ

legen nahe, dass es bei der Bindung an freie M,-Rezeptoren zu einer Interaktion

177



Diskussion

mit Epitopen der allosterischen Bindungsstelle, nicht aber zu einer Interaktion mit

M,'*Tyrosin im Bereich der orthosterischen Bindungsstelle kommt.

4.8 Hybrid-Bindungstopografie der allosterisch/

orthosterischen Hybridsubstanzen

Mittels innerhalb der allosterischen Bindungsstelle punktmutierten Rezeptoren
sowie Punktmutanten der Aminosaure M,'%Tyrosin im Bereich der orthosterischen
Bindungsstelle wurde die Bindungstopografie der Hybridsubstanzen DDT-5 und
MMHS5-6 an M2-Rezeptoren untersucht. Ein Affinitatsverlust bei Mutation von fir
die Bindung von allosterischen Modulatoren wichtigen Epitopen wie M,'""Tyrosin,
M2422Tryptophan oder M,*?*Threonin wies auf eine Interaktion mit der allo-
sterischen Bindungsstelle hin. Die M,'*Tyrosin-Mutanten wurden eingesetzt, um
eine eventuelle Interaktion mit der orthosterischen Bindungsstelle zu untersuchen.
Daruber hinaus wurde gepruft, wie grol3 die M,/Ms-Selektivitat der Bindung der
Hybridsubstanzen im Vergleich zu klassischen Agonisten war.

Der Austausch von M,***Tryptophan, das sich am Ubergang zwischen der dritten
extrazellularen Schleife und der siebten transmembrandren Domane des
Rezeptorproteins befindet, gegen Alanin flhrte bei beiden Hybridsubstanzen zu
einem signifikanten Affinitatsverlust. M,**?Tryptophan wurde zunichst als ein fiir
allosterische Modulatoren affinitatsgebendes Epitop identifiziert (Prilla et al.,
2006). Bei orthosterischen Agonisten wie Iperoxo hatte sich jedoch ebenfalls ein
Affinitatsverlust bei Austausch von M;*??Tryptophan gegen Alanin ergeben (siehe
Kapitel 3.10). Dieser Affinitatsverlust deutete auf eine raumliche Nahe von
M,**Tryptophan, das ein Epitop der allosterischen Bindungsstelle des M-
Rezeptors ist, zur Bindungsstelle von orthosterischen Agonisten hin. Die
Bedeutung von My***Tryptophan fiir die Bindung der Hybridsubstanzen war unter
der Annahme einer Hybrid-Bindungstopografie mit gleichzeitiger Besetzung der
allosterischen und orthosterischen Bindungsstelle verstandlich. Abb. 60 gibt einen
Uberblick Uber die Affinitatskonstanten des DDT-5 bzw. MMH5-6 an der allo-
sterischen Doppelmutante M, 'Tyr—GIn + “**Thr—His und an Punktmutanten
des orthosterischen Epitops M,'*Tyrosin sowie lber die My/Ms-Selektivitat der

Bindung.
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Abb. 60: M,/Ms-Selektivitat und Abhangigkeit der Bindungsaffinitat der Hybridsubstanzen DDT-5

104

und MMH5-6 von dem orthosterischen Epitop M, " Tyrosin und den allosterischen Epitopen

M,""Tyrosin und M,***Threonin. Angegeben sind Mittelwerte * Standardfehler aus 3-8
unabhangigen Experimenten. pKa: Negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten K. *: Der pKa-Wert an der jeweiligen Rezeptormutante war signifikant

niedriger als der pKa-Wert am M,-Wildtyprezeptor (t-Test, p < 0,05).

Beide Hybridagonisten zeigten eine gegenuber dem orthosterischen Agonisten
Iperoxo deutlich starker ausgepragte M,/Ms-Selektivitat. Die verbesserte My/Ms-
Selektivitat kann mit der Verbindung eines M,-pravalenten allosterischen Molekdl-
teils mit einem Iperoxo-Rest zu den Hybridmolekulen erklart werden. Bei beiden
Hybridsubstanzen bewirkte die Doppelmutation M’ Tyr—GlIn + ***Thr—His einen
deutlichen Affinitatsverlust. Dieser Affinitatsverlust zeigte eine Interaktion des
DDT-5 bzw. MMH5-6 mit der allosterischen Bindungsstelle bei der Bindung an M-
Rezeptoren. An der Einzelmutante M;**Thr—His war die Affinitat beider
Substanzen nicht signifikant verandert im Vergleich zu Mx-Wildtyprezeptoren. Mit
der unveranderten Affinitdt an der Mutante M,***Thr—His stehen die Hybrid-
substanzen in ihrem Bindungsverhalten zwischen typischen orthosterischen
Agonisten, deren Affinitat an dieser Mutante im Vergleich zu M,-Wildtyprezeptoren
erhoht war (siehe Kapitel 3.10), und allosterischen Modulatoren, die durch die
Mutation My***Thr—His an Affinitat verloren (Prilla, Dissertation 2006).

Die Affinitatsdnderungen bei Mutation von M,'*Tyrosin im Bereich der ortho-
sterischen Bindungsstelle waren bei den Hybridsubstanzen wesentlich geringer

ausgepragt als bei orthosterischen Agonisten. Auf Grundlage einer Hybrid-
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Bindungstopografie, in der die Hybridsubstanzen mit ihrem von allosterischen
Modulatoren abgeleiteten Molekulteil an die allosterische Bindungsstelle
gebunden haben und in der der Iperoxo-Rest von dort in die orthosterische
Bindungsstelle hineinragt, erscheint dies verstandlich: Der in den Hybrid-
substanzen enthaltene Iperoxo-Rest passt nicht so optimal in die orthosterische
Bindungsstelle wie ein freies Iperoxo-Molekul und ist damit weniger von
Mutationen orthosterischer Epitope betroffen als das freie Molekll. Auch im Bezug
auf die Mutation M,'*Tyr—Ala stehen die Hybridsubstanzen in ihrem Bindungs-
verhalten zwischen typischen orthosterischen Agonisten, die durch diese Mutation
wesentlich starker an Affinitat verloren, und allosterischen Modulatoren, deren
Affinitdt durch diese Mutation nicht signifikant verandert wurde. Sowohl beim
DDT-5 als auch beim MMH5-6 war die Affinitdt an der Mutante M,'%Tyr—Phe
nicht signifikant verandert im Vergleich zu My-Wildtyprezeptoren, d.h. die
Hydroxylgruppe von M,'%Tyrosin leistete keinen Beitrag zur Bindungsaffinitit der
Hybridsubstanzen. Der Austausch von M,'®Tyrosin gegen Alanin fiihrte beim
DDT-5 zu einer Verminderung der Affinitat, die nicht signifikant war und beim
MMH5-6 zu einem signifikanten Affinitatsverlust. Der Austausch von M,'*Tyrosin
gegen Serin fuhrte sowohl beim DDT-5 als auch beim MMH5-6 zu einem
signifikanten Affinitdtsverlust. Die Befunde mit den Punktmutanten des
orthosterischen Epitops M,'*Tyrosin zeigten eine Bedeutung des Phenylrings
dieses Epitops fur die Bindung von DDT-5 und MMH5-6. Aufgrund der
Abhangigkeit der Affinitat von sowohl allosterischen Epitopen als auch von dem
orthosterischen Epitop M,'*Tyrosin stellen DDT-5 und MMH5-6 nicht nur in ihrer
chemischen Struktur, sondern auch in ihrer Bindungstopografie allo-
sterisch/orthosterische Hybride dar. Beim MMH5-6 veranschaulichte die Art der
Beeinflussung der [PH]NMS-Bindung an allosterischen bzw. orthosterischen
Mutanten und My-Wildtyprezeptoren eine Hybrid-Bindungstopografie: An M-
Wildtyprezeptoren zeigte sich, ahnlich dem Verhalten von schwach negativ
kooperativen allosterischen Modulatoren, eine submaximale Inhibition der
spezifischen [PHINMS-Bindung. Dieses Bindungsverhalten kann auf Grundlage
einer Hybrid-Bindungstopografie erklart werden als Mischung aus dem Effekt des
orthosterischen Iperoxo-Molekulteils, der fur sich genommen eine vollstandige
Inhibition der spezifischen [PHJNMS-Bindung bewirkt, und dem Effekt des

allosterischen Naphmethonium-artigen Molekdlteils, der flr sich genommen eine
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[’H]NMS-Bindungsfoérderung bewirkt. An der allosterischen Doppelmutante
M, Tyr—GIn + **Thr—His zeigte sich eine verstérkte Inhibition der [PHINMS-
Bindung durch MMHS5-6. Durch die Doppelmutation wurde eine Interaktion des
Naphmethonium-artigen Molekulteils mit der allosterischen Bindungsstelle
erschwert, sodass sich der bindungshemmende Effekt des im MMH5-6
enthaltenen orthosterischen Molekulteils, des Iperoxo-Restes, starker bemerkbar
machte. An den orthosterischen Mutanten My'*Tyr—Ala und M,'*Tyr—Ser
bewirkte MMHS5-6 eine Forderung der [3H]NMS-Bindung. Bei den beiden
genannten M,'%Tyr-Mutanten war die Interaktion des Iperoxo-Molekdilteils mit der
orthosterischen Bindungsstelle deutlich erschwert, sodass sich der bindungs-
fordernde Effekt des im MMHS5-6 enthaltenen allosterischen Molekdilteils
bemerkbar machte. Dieser Effekt trat bei Interaktionsexperimenten an M,-Wildtyp-
rezeptoren nicht auf, da er durch den ausgepragt bindungshemmenden Effekt des
im MMH5-6 enthaltenen orthosterischen Molekulteils, des Iperoxo-Restes,

uberdeckt wurde.

4.9 Anwendung eines Bindungsmodells fur allosterisch/

orthosterische Hybridliganden

Die Befunde zur Epitopabhangigkeit der Bindung von DDT-5 und MMH5-6 an M,-
Rezeptoren zeigen, dass diese beiden Substanzen nicht nur in ihrer chemischen
Struktur, sondern auch in ihrer Bindungstopografie allosterisch/orthosterische
Hybride sind. Zur Beschreibung des Bindungsverhaltens solcher Hybridliganden,
die an die allosterische und orthosterische Bindungsstelle gleichzeitig binden
konnen, ist von May et al. (2007a) ein in Kapitel 2.3.4.1 vorgestelltes Modell
entwickelt worden. Dieses Modell berucksichtigt neben den vier aus dem Ehlert-
Modell der allosterischen Interaktion bekannten Rezeptorbesetzungszustanden
einen funften Zustand, in dem ein Hybridligand an die allosterische und
orthosterische Bindungsstelle gleichzeitig gebunden hat (siehe Kapitel 2.3.4.1,
Abb. 3). Nach diesem Modell sollte die Affinitat eines allosterisch/orthosterischen
Hybridliganden zu freien Rezeptoren differenziert werden in eine Affinitats-
konstante bei alleiniger Bindung an die allosterische Bindungsstelle, Kg a0, und
eine Affinitatskonstante bei gleichzeitiger Bindung an die allosterische und

orthosterische Bindungsstelle, Kg qua. Seniorautor der Publikation von May et al.
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(2007a) war Prof. Dr. A. Christopoulos (Monash-Universitat, Australien), der
aufbauend auf dem Bindungsmodell eine Gleichung zur Analyse der Bindungs-
daten von allosterisch/orthosterischen Hybridliganden entwickelt hat (siehe Kapitel
2.3.4.1, Gleichung 24). Mit dieser Gleichung, die dem Arbeitskreis Mohr von Prof.
Dr. A. Christopoulos zur Verfigung gestellt worden war, sollte die Bestimmung der
beiden Affinitdtskonstanten Kgaio und Kggua Sowie des Kooperativitatsfaktors o
maoglich sein.

Eine nichtlineare Regressionsanalyse der Interaktionsexperimente von DDT-5
bzw. MMH5-6 mit [°H][NMS anhand von Gleichung 24 war mdglich. Die erhaltenen
Regressionskurven beschrieben die Datenpunkte gut und waren in ihrem Verlauf
meist identisch mit den Regressionskurven bei Anwendung der Gleichung nach
Ehlert (1988). Die berechneten Parameter Kgaio, Ksguai UNd der Kooperativitats-
faktor o wiesen jedoch ein sehr weites 95 %-Konfidenzintervall auf, das sich
typischerweise von negativen Werten bis hin zu sehr hohen Werten erstreckte. Es
stellte sich heraus, dass sich bei einer Veranderung der bendtigten Startwerte
Ks alo Und a fur die nichtlineare Regressionsanalyse unterschiedliche Kg 410- und a-
Werte ergaben, d.h. die Regressionsanalyse fuhrte nicht unabhangig von den
Startwerten immer zu den gleichen Werten flr Kg 410 bzw. a. Der Parameter Kg gual
dagegen wurde nur in aulRerst geringem Ausmal’ durch den vorgegebenen Wert
zum Start der Regressionsanalyse beeinflusst und stimmte gut mit dem bei
Anwendung der Ehlert-Gleichung erhaltenen Parameter Ka Uberein. Um die
Variabilitdt der berechneten Werte fir Kgaiw bzw. o bei Anwendung dieser
Gleichung, die speziell das Bindungsverhalten allosterisch/orthosterischer Hybrid-
liganden beschreibt, zu vermindern bzw. aufzuheben, wurde eine Umformung der
Gleichung mit Elimination einer Variablen durchgeflihrt: Nach dem Bindungs-
modell von May et al. (2007a; siehe Kapitel 2.3.4.1, Abb. 3) entspricht die Affinitat
eines Hybridliganden zu Orthoster-besetzten Rezeptoren Kg 410/a. Die Affinitat des
DDT-5 bzw. MMH5-6 zu [°H]NMS-besetzten Rezeptoren, also der PECo s4iss-Wert,
war in Dissoziationsexperimenten an den auch in Gleichgewichts-Bindungs-
experimenten untersuchten Muskarinrezeptoren aul3er den M21°4Tyrosin-Mutanten
bestimmt worden. Innerhalb Gleichung 24 (siehe Kapitel 2.3.4.1) wurde die

Variable Kg a0 ersetzt gemal} folgender Beziehung:
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Kgaio =ECosaiss - @ Gl. (35)

In einer weiteren Umformung wurde die Variable o ersetzt gemaly folgender

Beziehung:

KBaIIo
ECO,Sdiss

o=

Gl. (36)

In der Gleichung, in der Kgaio durch ECqs4iss'00 €rsetzt worden war, zeigte sich
jedoch weiterhin eine Abhangigkeit des in der Regressionsanalyse berechneten a-
Wertes von dem fir den Start der Regressionsanalyse vorgegebenen o-Wert.
Auch bei Ersatz der Variablen o durch den Ausdruck Kg 410/ ECo s4iss €rgaben sich
abhangig von dem vorgegebenen Startwert der Regressionsanalyse unter-
schiedliche Werte fur Kgao, d.h. auch hier fihrte die Regressionsanalyse nicht
immer zu dem gleichen Ergebnis.

Da die Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH5-6 einen von einem allosterischen
Modulator abgeleiteten Molekulteil beinhalten, der Affinitat zur allosterischen
Bindungsstelle besitzt, ist die Annahme nahe liegend, dass die Hybridsubstanzen
mit diesem Molekllteil an die allosterische Bindungsstelle binden. Kg 410 und der
Kooperativitatsfaktor o der Hybridsubstanzen wirden in diesem Fall von dem
allosterischen Molekdlteil bestimmt, der im DDT-5 dem allosterischen Modulator
SH30 entspricht und im MMH5-6 dem Modulator EHW477. Die Affinitat dieser
Modulatoren zu freien My-Rezeptoren sowie den Mutanten M,'®Tyr—Ala und
M,'%Tyr—Phe war in Gleichgewichts-Bindungsexperimenten bestimmt worden.
Um die Gleichgewichts-Bindungsdaten des DDT-5 und MMH5-6 mit der Gleichung
fur Hybridliganden (Gleichung 24) analysieren zu konnen wurde angenommen,
dass Kz a0 Und der Kooperativitatsfaktor oo von DDT-5 bzw. MMH5-6 dem Ka-Wert
und Kooperativitatsfaktor o von SH30 bzw. EHWA477 (siehe Kapitel 3.11, Tab. 29)
entsprechen, d.h. Kgai, und o der Hybridsubstanzen wurden konstant gesetzt
gleich den Werten dieser Modulatoren. Sowohl die Bindungsdaten des DDT-5 als
auch die des MMHS5-6 konnten bei den Rezeptoren, fur die auch die Daten der
allosterischen Modulatoren SH30 und EHWA477 vorlagen, mit diesem Verfahren

analysiert werden. Die in der Regressionsanalyse bestimmten Werte fur die

183



Diskussion

Affinitat des DDT-5 bzw. MMH5-6 im dualen Bindungsmodus, Kz gual, Wiesen, wie
aus der herkommlichen Ehlert-Analyse bekannt, ein relativ enges 95 %-Konfidenz-
intervall auf. Aus Abb. 61 geht hervor, dass MMHS5-6 an der Mutante
M,'%Tyr—Ala ein &hnliches Bindungsverhalten zeigte wie der allosterische
Modulator EHW477.

e 2007 A EHWA77 M,
o 150 A EHWA77 My'%*Tyr—Ala
=]
©
S E
Elﬂdl, 100-| 88— e MMHS-6 M,
T
TG e O MMH5-6M,'"%Tyr—Ala
()
= 50
[
N
2
” 0-

T
-0 12 11 10 -9 -8 -7 -6
(log M)

Abb. 61: Interaktion von EHW477 und MMH5-6 mit [°H]NMS an M,-Wildtyprezeptoren und der
Mutante M,'®Tyr—Ala. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-6 unabhangigen
Experimenten. Die Interaktionskurven des EHWA477 wurden mit der Ehlert-Gleichung
(Gleichung 19) analysiert. Die Interaktionskurven des MMH5-6 wurden mit einer Hybridligand-
Gleichung (Gleichung 24) unter Konstantsetzen der Parameter Kg 5, und o gleich den Werten des
EHWA477 analysiert (EHW 477, My: pKa = 7,39, pa. = 0,63; M,'*Tyr—Ala: pKa = 7,80, pa = 0,83).
Ordinate: Spezifische [SH]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des
Radioliganden in Abwesenheit des Modulators. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren

Konzentration der Testsubstanz.

An der Mutante M,'®Tyr—Ala, bei der eine Interaktion des Hybridmolekiils mit der
orthosterischen Bindungsstelle erschwert war, wurde der bindungsfordernde Effekt
des im MMH5-6 enthaltenen allosterischen Molekilteils sichtbar. Das Konstant-
setzen des Kooperativitatsfaktors o und der Affinitat zur allosterischen Bindungs-
stelle Kg a0 gleich den Werten des EHW477 fuhrte beim MMH5-6 zu Regressions-
kurven, die die Datenpunkte gut beschrieben. Aus Tab. 38 geht hervor, dass mit
der Hybridligand-Gleichung (Gleichung 24) die Affinitat des MMH5-6 im dualen
Bindungsmodus an M,-Wildtyprezeptoren und der Mutante M,'*Tyr—Ala

bestimmt werden konnte.
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po |Og KB allo A|Og KB dual
Rezeptor (konstant) (konstant) log Ks auai (Mmut-Mowt)
Mowt 0,63 -7,39 -8,51 £ 0,02 -
M, Tyr—Ala 0,83 7,80 7,86 £ 0,07 -0,65

Tab. 38: Anwendung einer Hybridligand-Gleichung (Gleichung 24) auf die Interaktion von MMH5-6
mit [3H]NMS an M,-Wildtyprezeptoren und der Mutante M21°4Tyr—>AIa. pa und log Kgq des
MMHS5-6 wurden konstant gesetzt gleich den Werten des allosterischen Modulators EHW477.
Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler der Gesamt-Regressionskurve aus 3-6 zusammen-
gefassten, unabhangigen Experimenten. pa: Negativer dekadischer Logarithmus des
Kooperativitatsfaktors a. log Kz a10: Dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziations-
konstanten der Bindung des Hybridliganden an die allosterische Bindungsstelle. log Kg guar:
Dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten des Hybridliganden im
dualen Bindungsmodus. Alog Kg gua: Differenz in log-Einheiten zwischen dem log Kg 4uq-Wert an

der Rezeptormutante M,'™*Tyr—Ala (Mmy) und dem log Kg qua-Wert am M,-Wildtyprezeptor (Mowt).

Dabei zeigte sich ein signifikanter Affinitatsverlust bei Austausch von M21O4Tyrosin
im Bereich der orthosterischen Bindungsstelle gegen Alanin. Das Bindungsmodell
fur Hybridliganden nach May et al. (2007a) und die aus diesem Modell abgeleitete
Gleichung 24 waren also auf das Bindungsverhalten der allosterisch/ortho-
sterischen Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH5-6 anwendbar. Eine gleichzeitige
Bestimmung der drei Parameter o, Kg a10 und Kg quai der Hybridsubstanzen bei der
Interaktion mit [P'HINMS war jedoch ohne ein ndherungsweises Konstantsetzen
von einzelnen Parametern nicht moglich. Aus grundsétzlichen Uberlegungen
heraus fraglich erscheint eine genaue Differenzierbarkeit der Affinitdtsparameter
Ks alo Und Kz qual €ines Hybridliganden unter Bedingungen, in denen sowohl eine
Bindung des Hybridliganden an die allosterische Bindungsstelle als auch eine
gleichzeitige Bindung an die allosterische und orthosterische Bindungsstelle
vorhanden ist: In Gleichgewichts-Bindungsexperimenten mit [’HJNMS und den
Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH-6 lag jedoch vermutlich neben den drei
weiteren Rezeptorbesetzungszustanden (siehe Kapitel 2.3.4.1, Abb. 3) eine
Mischung dieser beiden Bindungszustande vor. Zur exakten Bestimmung von
Kgalo bzw. Kggqua eines Hybridliganden miuissten Bedingungen herbeigeflihrt
werden, unter denen dieser Ligand ausschliel3lich an die allosterische bzw.
ausschlieBlich an die allosterische und orthosterische Bindungsstelle gleichzeitig
bindet.
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Die Epitopabhangigkeit der Bindung des DDT-5 und MMH5-6 an M,-Rezeptoren
zeigt, dass das Ziel einer Hybrid-Bindungstopografie mit der Entwicklung der
Hybridsubstanzen aus einem von einem allosterischen Modulator abgeleiteten
Molekulteil und einem von einem orthosterischen Agonisten abgeleiteten
Molekdlteil erreicht wurde. Aufgrund der beiden quartaren Stickstoffe und den
daraus resultierenden ungunstigen pharmakokinetischen Eigenschaften eignen
sich DDT-5 und MMHS5-6 kaum als Therapeutika, sie sind aber interessante
Modellsubstanzen fur die weitere Entwicklung von Subtyp-selektiven
muskarinischen  Agonisten. Allosterisch/orthosterische  Hybridagonisten an
Muskarinrezeptoren bieten aufgrund ihrer Interaktion mit der allosterischen
Bindungsstelle ein groReres Potential fur Subtypselektivitdt als klassische
Agonisten, die ausschlieBlich mit der innerhalb der Subtypen hochkonservierten

orthosterischen Bindungsstelle interagieren.
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5 Zusammenfassung

Muskarinische Acetylcholinrezeptoren besitzen neben der konventionellen, ortho-
sterischen Bindungsstelle fir Liganden wie den endogenen Agonisten Acetylcholin
oder den Antagonisten N-Methylscopolamin ein weiteres spezifisches Haftareal,
die allosterische Bindungsstelle. Allosterische Modulatoren vom Alkan-Bis-
ammonium-Typ mit den Leitsubstanzen W84 [N,N’-Bis[3-(1,3-dihydro-1,3-dioxo-
2H-isoindol-2-yl)propyl]-N,N,N’,N’-tetramethyl-1,6-hexan-diammoniumdibromid]
und Naphmethonium [2-[3-[1-[6-[1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydroisoindol-
2-yl-)propyllammonium]hexyl]-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl]benzo
[delisoquinolin-1,3-dion] zeichnen sich in der Regel durch eine Mj-Praferenz der
Bindung aus. Ein neuer Ansatz, um zu Subtyp-selektiven Agonisten an Muskarin-
rezeptoren zu gelangen, besteht in der Entwicklung von allosterisch/ortho-
sterischen Hybridliganden, die in der Lage sein konnten, gleichzeitig an die
allosterische und orthosterische Bindungsstelle zu binden. Durch die Interaktion
eines agonistisch wirksamen Hybridliganden mit der orthosterischen Bindungs-
stelle wirde die Rezeptoraktivierung ausgelost, wahrend ein Hybridligand durch
die Interaktion mit der allosterischen Bindungsstelle, die unter den 5 Muskarin-
rezeptor-Subtypen weniger konserviert ist als die orthosterische Bindungsstelle,
Subtyp-Selektivitat gewinnen koénnte. Im Arbeitskreis von Prof. Dr. M. De Amici
(Universitat Mailand) sind in Kooperation mit Prof. Dr. U. Holzgrabe (Universitat
Wiurzburg) Hybridsubstanzen aus den allosterischen Modulatoren W84 bzw.
Naphmethonium und dem orthosterischen Agonisten Iperoxo [3-[4-(Trimethyl-
ammonium)-2-butynylJoxy-A®-isoxazolin] synthetisiert worden. Sowohl das W84-
artige Hybrid DDT-5 [2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[4-(4,5-dihydro-isoxazol-3-
yloxy)but-2-ynyl]-ammonium}hexyl)-1,1-dimethylammonium]propyl}isoindolin-1,3-
dion] als auch das Naphmethonium-artige Hybrid MMH5-6 [2-{3-[1-(6-{1,1-
Dimethyl-1-[4-(4,5-dihydro-isoxazol-3-yloxy)but-2-ynyl]-ammonium}hexyl)-1,1-di-
methylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-benzo[delisoquinolin-1,3-dion] hatten sich,
wie auch Iperoxo, in funktionellen Experimenten als Vollagonisten an Muskarin-

rezeptoren erwiesen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bindungstopografie der Hybridsubstanzen
DDT-5 und MMH5-6, die mit dem Ziel einer allosterisch/orthosterischen Bindungs-
topografie entwickelt worden waren, an Mj-Rezeptoren auf molekularer Ebene
untersucht. In Radioligand-Bindungsstudien mit dem Radioantagonisten [°H]N-
Methylscopolamin ([PHJNMS) wurde gepriift, ob DDT-5 und MMH5-6 bei der
Bindung mit Epitopen der allosterischen Bindungsstelle und mit dem ortho-
sterischen Epitop M,'®Tyrosin interagieren. Als Epitope der allosterischen
Bindungsstelle wurden die fur die Mj-Selektivitat allosterischer Modulatoren
wichtigen Epitope M,'""Tyrosin und M,***Threonin sowie das innerhalb der
Muskarinrezeptor-Subtypen konservierte Epitop M,*?*Tryptophan betrachtet. Im
Vergleich zu dem Bindungsverhalten der Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH5-6
wurde bei allosterischen Modulatoren gepruft, ob die Affinitat durch das ortho-
sterische Epitop M,'®Tyrosin beeinflusst wurde und bei orthosterischen
Agonisten, ob es einen Einfluss von Mutationen innerhalb der allosterischen
Bindungsstelle auf die Affinitat gab. Darlber hinaus wurde die My/Ms-Selektivitat
der Hybridagonisten DDT-5 und MMH5-6 im Vergleich zur Mj/Ms-Selektivitat
klassischer Agonisten bestimmt.

In kinetischen Experimenten verzogerten sowohl DDT-5 als auch MMH5-6 die
Dissoziation des Radioorthosters [PHINMS konzentrationsabhéngig und zeigten
somit in diesem experimentellen Ansatz ein allosterisches Bindungsverhalten.
Beide Hybridsubstanzen wiesen eine deutliche M,/Ms-Selektivitat der Bindung an
[PH]NMS-besetzte Rezeptoren auf, d.h. hdhere Affinitat zu M,-Rezeptoren.

In Gleichgewichts-Bindungsexperimenten, in denen die Bindung von Test-
substanzen an freie, nicht [PH]NMS-besetzte Rezeptoren betrachtet wird, wurden
als allosterische Modulatoren W84 und Naphmethonium sowie verkurzte Derivate
dieser Modulatoren eingesetzt, da in den Hybridsubstanzen DDT-5 und MMH5-6
vom W84 bzw. Naphmethonium abgeleitete Molekulteile enthalten sind. Es zeigte
sich, dass M,'™Tyrosin kein affinititsgebendes Epitop fiir allosterische
Modulatoren ist.

Als orthosterische Agonisten wurden u.a. das in den Hybridsubstanzen als
Molekulteil enthaltene Iperoxo und der physiologische Agonist Acetylcholin
eingesetzt. Bei den untersuchten klassischen Agonisten ergab sich bei Austausch
von M,"®Tyrosin im Bereich der orthosterischen Bindungsstelle gegen Alanin ein

massiver Affinitatsverlust. Beim Iperoxo und Acetylcholin bewirkte die Doppel-
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mutation M2 Tyr—GIn + ***Thr—His, in der Epitope der allosterischen Bindungs-
stelle gegen die korrespondierenden Ms-Rezeptor-Aminosauren ausgetauscht
sind, keine Affinitdtsanderung. Die unveranderte Affinitdt durch die Doppel-
mutation My""Tyr—GIn + ***Thr—His und Befunde mit der Mutante M,**Thr—Ala
zeigen, dass diese Epitope der allosterischen Bindungsstelle flr orthosterische
Agonisten nicht affinitatsgebend sind. Bei den untersuchten orthosterischen
Agonisten bewirkte der Austausch von M;***Tryptophan gegen Alanin einen
Affinitatsverlust, sodass dieses Epitop, das als wichtig fur die Bindung allo-
sterischer Modulatoren identifiziert worden war (Prilla et al., 2006), nicht mehr als
ausschlieflich allosterisches Epitop angesehen werden kann.

Die allosterisch/orthosterischen Hybridsubstanzen DDT-5 und MMHS5-6 zeigten bei
der Bindung an freie, nicht [PH]NMS-besetzte Rezeptoren eine im Vergleich zu
Iperoxo erhdhte M,/Ms-Selektivitat. Die Mutation M,*?**Trp—Ala sowie die
Doppelmutation M, "Tyr—GIn + **Thr—His filhrten zu einem deutlichen
Affinitatsverlust, der Folge einer Interaktion der Hybridsubstanzen mit der allo-
sterischen Bindungsstelle war. Befunde mit Punktmutanten des orthosterischen
Epitops M,'®Tyrosin belegten eine Bedeutung des Phenylrings dieses Epitops fiir
die Bindung von DDT-5 bzw. MMH5-6. Die Affinitat der Hybridsubstanzen war
somit abhéngig von allosterischen Epitopen und von M,'*Tyrosin im Bereich der
orthosterischen Bindungsstelle. Neben der Epitopabhangigkeit veranschaulichte
beim MMH5-6 die Art der Beeinflussung der [PH]NMS-Gleichgewichtsbindung eine
Hybrid-Bindungstopografie: An My-Wildtyprezeptoren zeigte sich eine sub-
maximale Inhibition der [PHINMS-Bindung. Bei Erschwerung einer Interaktion mit
der allosterischen Bindungsstelle durch die Mutation M2 "Tyr—GIn + ***Thr—His
kam es zu einer verstirkten Inhibiton der [PHJNMS-Bindung, die Uber die
orthosterische  Bindungsstelle vermittelt wurde. Durch die Mutationen
M,'%Tyr—Ala bzw. My'*Tyr—Ser wurde eine Interaktion mit der orthosterischen
Bindungsstelle erschwert. An diesen punktmutierten My-Rezeptoren bewirkte
MMH5-6 eine Foérderung der [PHJNMS-Bindung, die (iber die allosterische
Bindungsstelle vermittelt wurde.

Die Befunde zur Bindungstopografie des DDT-5 bzw. MMH5-6 an M2-Rezeptoren
zeigen, dass es sich um Hybridliganden handelt, die an die allosterische und

orthosterische Bindungsstelle gleichzeitig binden kdénnen.
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