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Einleitung

1 Einleitung

Vor der Darlegung der Fragestellung dieser Arbeit seien einflhrend einige
grundlegende Informationen zu dem Ubertragerstoff Acetylcholin, seinen
Rezeptoren vom muskarinischen Typ und Wirkstoffen zur Beeinflussung dieser

Rezeptoren gegeben.

1.1 Acetylcholin (ACh)

Acetylcholin (ACh) ist ein wichtiger Ubertragerstoff im Gehirn, im autonomen
(vegetativen) Nervensystem und an der motorischen Endplatte. Es spielt eine
Rolle in der Erregungsubertragung des Darmnervensystems. Auch aus nicht-
neuronalen Quellen kann ACh freigesetzt werden (Kirkpatrick et al., 2001; Wessler
et al., 2001; Wessler et al., 2003; Racké und Matthiesen, 2004). ACh kommt
beispielsweise in Epithel- (z. B. Luftwege, Verdauungstrakt), Mesothel- (z. B.
Pleura, Perikard) und Immunzellen vor. Dabei soll es an der Regulation basaler
Zellfunktionen wie z. B. Genexpression, Proliferation, Differenzierung und Aufbau
von Zell-Zell-Kontakten beteiligt sein (Grando, 1997; Wessler et al., 1998; Wessler
et al., 1999; Kawashima und Fuijii, 2000).

Die Wirkungen von ACh werden Uber cholinerge Rezeptoren vermittelt. Man unter-
scheidet nicotinische und muskarinische ACh-Rezeptoren. Bei den nicotinischen
Rezeptoren handelt es sich um lonenkanalproteine, wohingegen die muskari-
nischen Rezeptoren (s. 1.2) in die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
einzuordnen sind. ACh wird mit Hilfe des Enzyms Cholin-O-Acetyltransferase aus
Cholin und Acetyl-Coenzym A gebildet. Nach Ausschittung in den extrazellularen
Raum wird ACh rasch durch die spezifische ACh-Esterase und die unspezifische

Butyrylcholinesterase in Cholin und Essigsaure gespalten (Darvesh et al., 2003).
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1.2 Muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren

Die muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren gehoren wie Rhodopsin zur Klasse A
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die als gemeinsames Merkmal sieben
transmembranare Domanen aufweisen (Wess, 1996; Caulfield und Birdsall, 1998;
Hulme et al., 2003). Die Sekundarstruktur des Rezeptorproteins im Bereich der
transmembranaren Domanen wird durch a-Helices gebildet (Baldwin et al., 1997).
Es gibt verschiedene Subtypen muskarinischer Rezeptoren. Unterschiedliche
Effekte der muskarinischen Agonisten McN-A-343 und Bethanechol auf den Tonus
des unteren Osophagussphinkters fuhrten zu einer vorlaufigen Einteilung in M-
und Mzx-Rezeptoren (Goyal und Rattan, 1978). Auch Untersuchungen mit dem M-
selektiven Antagonisten Pirenzepin deuteten darauf hin, dass es unterschiedliche
muskarinische Rezeptoren geben musste (Hammer et al., 1980). Durch
Klonierung von cDNAs, die fir muskarinische Rezeptoren kodieren, wurden finf
Subtypen (M+-Ms) entdeckt (Kubo et al., 1986; Bonner et al., 1987, 1988). Die
Subtypen unterscheiden sich bezuglich der Verteilung im Gewebe, der G-Proteine,
an die sie koppeln, und der beeinflussbaren Effektorproteine. M-, M3- und Ms-
Rezeptoren koppeln bevorzugt an G-Proteine der Klassen Gy und G441, was eine
Aktivierung der Phospholipase C zur Folge hat. Dadurch kommt es zur
Freisetzung des sekundaren Botenstoffes Inositoltriphosphat, welcher
intrazellulares Calcium mobilisiert. Mo- und M4-Rezeptoren hemmen durch bevor-
zugte Kopplung an Gj, die Adenylatcyclase und fihren so zu niedrigen cAMP-
Spiegeln (Felder, 1995; Hulme et al., 2003). AuRerdem nehmen Mj,-Rezeptoren
durch Abspaltung der B/y-Untereinheit des G-Proteins Einfluss auf Kalium- und
spannungsabhangige Calcium-Kanale (Molenaar und Polak, 1980; Krej¢i und
Tucek, 2002). Die Beeinflussung von Kalium-Kanalen findet vor allem im Herzen
und in einigen Neuronengebieten statt. Die Blockade von Calcium-Kanalen ist an
den Synapsen verantwortlich flir die prasynaptische Autoinhibition der ACh-
Freisetzung (Krejci et al., 2004).

Zur Aufklarung der Gewebeverteilung der Rezeptorsubtypen wurden Radioligand-
bindungsstudien mit selektiven Antagonisten (z. B. [°H]Pirenzepin, [*H]JAF-DX
384), Immunoassays mit Subtyp-selektiven Antikorpern (Li et al., 1991; Dorje et

al., 1991; Levey et al., 1993; Rouse et al., 1997) und Quantifizierungen von mRNA
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(Krej€i und Tucek, 2002) durchgefuhrt. Demzufolge finden sich M4-Rezeptoren vor
allem im ZNS (Cortex und Hippocampus), My-Rezeptoren hauptsachlich im
Herzen, aber auch in der glatten Muskulatur und im ZNS. Ms-Rezeptoren sind in
glatter Muskulatur, in sekretorischen Drisen, aber auch im Gehirn zu finden. Ms-
Rezeptoren kommen im ZNS (Vorderhirn, Striatum) und Ms-Rezeptoren im ZNS
(Substantia nigra) und in der Peripherie vor (Caulfield und Birdsall, 1998). Da in
den verschiedenen Geweben jeweils mehrere Subtypen muskarinischer
Rezeptoren auftreten, ist eine genaue Zuordnung, welche physiologischen
Funktionen durch welchen Subtyp vermittelt werden, erschwert. Experimente mit
Knock-out-Mausen, bei denen das Gen eines Rezeptorsubtyps ausgeschaltet
wird, ermoglichen es seit einigen Jahren, die physiologische Rolle der Subtypen
besser zu verstehen (Gomeza et al., 1999a,b; Rouse et al., 2000; Matsui et al.,
2000).

1.3 Voll- und Partialagonismus

Eine Erregung muskarinischer ACh-Rezeptoren ist durch Vollagonisten (ACh,
Carbachol, Oxotremorin M, Oxotremorin) und Partialagonisten (Pilocarpin, McN-A-
343) moglich. Partialagonisten I6sen nach Bindung an den Rezeptor im Vergleich
zu Vollagonisten einen geringeren Effekt aus. Bei G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren bedeutet eine solche verminderte intrinsische Aktivitat eine reduzierte
G-Protein-Aktivierung. Fur dieses unterschiedliche Verhalten von Agonisten
existieren mehrere Erklarungsansatze.

Kenakin (2002, 2003) postuliert, dass es eine Vielzahl von
Rezeptorkonformationen gibt, die durch eine Gaul3-Verteilung dargestellt werden
konnen und die unterschiedliche Affinitaten zu verschiedenen G-Protein-
Untereinheiten besitzen. Vollagonisten selektieren beim Bindungsvorgang nach
dem Modell der ,conformational selection aus diesem Spektrum bevorzugt die
aktiven Konformationen und verschieben das Gleichgewicht in deren Richtung,
wohingegen Partialagonisten auch inaktive Rezeptorkonformationen besetzen und
so stabilisieren (Spalding et al., 1998; Christopoulos und Kenakin, 2002; Traynor
et al., 2002; Kenakin, 2003). Bei dem Modell der ,conformational induction®

hingegen wird davon ausgegangen, dass die Liganden nach Bindung an das

3
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Rezeptorprotein bestimmte Konformationen induzieren (Lefkowitz et al., 1993;
Waelbroeck et al., 2001; Christopoulos und Kenakin, 2002), die in verschiedenem
Ausmal zur G-Protein-Aktiverung befahigt sind.

Erwahnt sei auch, dass verschiedene Agonisten am selben Rezeptor
verschiedene Signaltransduktionswege induzieren kdnnen (,agonist trafficking®;
Kenakin, 1995, 2002), indem Agonist-spezifische Rezeptorkonformationen
gebildet werden, die mit unterschiedlichen Ga-Untereinheiten interagieren. In
Versuchssystemen, in denen wie in dieser Arbeit die [*>S]JGTPyS-Bindung an
endogen exprimierte G-Proteine gemessen wird, kann jedoch nicht zwischen
bestimmten G-Proteinen unterschieden werden (Harrison und Traynor, 2003).
Mochte man die Kopplung an bestimmte G-Proteine experimentell bestimmen,
kann der [*°*S]GTPyS-Assay modifiziert werden, indem z. B. Rezeptoren mit
bestimmten Ga-Subtypen koexprimiert werden (Barr et al., 1997; Yang und Lanier,
1999) oder Rezeptor-Ga-Fusionsproteine (Guo et al.,, 2001; Wang et al., 2002)
bzw. Ga-spezifische Antikorper (Newman-Tancredi et al., 1999; Burford et al.,
2000; Akam et al., 2001) eingesetzt werden.

1.4 Allosterische Modulation muskarinischer

Acetylcholin-Rezeptoren

Die Bindungsstelle am Rezeptor, an die korpereigene Agonisten wie z. B. ACh
binden, wird als orthosterische (griechisch: ,richtige Stelle®) Bindungsstelle
bezeichnet (Proska und Tucek, 1994; Christopoulos, 2002). ACh ist demnach ein
sorthosterischer Ligand“ (Orthoster). Viele Rezeptoren besitzen jedoch auch eine
oder mehrere allosterische (griechisch: ,andere Stelle) Bindungsstellen, an die so
genannte Allostere binden (Monod et al., 1963; Christopoulos und Kenakin, 2002;
Birdsall und Lazareno, 2005). Die muskarinischen Rezeptoren waren die ersten G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren, an denen eine allosterische Bindungsstelle
entdeckt wurde (Lazareno und Birdsall, 2005). Erste Hinweise dafur ergaben sich
aus Experimenten, in denen Agonisten wie ACh zusammen mit Hexamethonium
bzw. Gallamin als Testsubstanzen eingesetzt wurden (Lullmann et al., 1969; Clark

und Mitchelson, 1976). Die orthosterische Bindungsstelle befindet sich im Bereich
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der transmembranaren Domanen (siehe Abbildung 1) und unterscheidet sich in
der Aminosauresequenz kaum innerhalb der funf Subtypen muskarinischer
Rezeptoren (Hulme et al., 1990; Wess, 1996; Caulfield und Birdsall, 1998; Hulme
et al., 2003). Die als ,common allosteric site“ bezeichnete allosterische
Bindungsstelle liegt extrazellular (Ellis et al., 1993; Leppik et al., 1994; Matsui et
al., 1995; Voigtlander et al., 2003). Lazareno et al. (2000, 2002) berichten von
Substanzen, die an eine von der ,common allosteric site” verschiedene
allosterische Bindungsstelle binden. Unterschiede im molekularen Aufbau von M;-
Ms sind im Bereich der allosterischen Bindungsstelle deutlicher ausgepragt
(ProSka und Tucek, 1995; Wess, 1996; Ellis, 1997; Ellis und Seidenberg, 2000).

Wenn muskarinische Allostere an einen unbesetzten Rezeptor binden, kdnnen sie
in der Regel keine weitere Signaltransduktion auslésen (Lazareno und Birdsall,
2005). Allostere konnen die Bindung eines Orthosters abschwachen oder
verstarken. Den Verbund aus Rezeptor, Orthoster und Alloster bezeichnet man als
sternaren Komplex®. Zahn et al. (2002) zeigten erstmals, dass ein allosterischer
Modulator auch die intrinsische Aktivitat eines orthosterischen Liganden verandern

kann.
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rJ extrazellular
Ay 2
TR

Zellmembran
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Abbildung 1: Modell des muskarinischen M,-Rezeptors (enthnommen mit freundlicher Zustimmung
aus Johren, 2004). In der orthosterischen Bindungsstelle ist der Antagonist N-Methylscopolamin
als Stabmolekil dargestellt. Die umschlossen dargestellte Kavitat im extrazellularen Bereich

beschreibt den Raum, in dem allosterische Modulatoren an den Rezeptor binden.

1.5 Effekt allosterischer Modulatoren im funktio-

nellen Experiment

Ldllmann et al. (1969) beobachteten an isolieten Meerschweinchen-
Herzvorhdéfen, dass durch Alkan-bis-Ammonium-Verbindungen eine parallele
Rechtsverschiebung der Carbachol-Konzentrations-Effekt-Kurve hervorgerufen
wurde, die bei hohen Konzentrationen der Alkan-bis-Ammonium-Verbindungen
sattigbar war. Die Autoren schlugen fur dieses antagonistische Verhalten den
Begriff ,allosterischer Antagonismus® vor, der fur analoge Befunde in der Enzym-
Chemie verwendet wurde (Ariéns, 1966). Clark und Mitchelson (1976) machten
mit Gallamin ahnliche Beobachtungen an Meerschweinchen-Herzvorhofen. Als
Agonisten setzten sie ACh und Carbachol ein. Das Vorgehen von Lillmann et al.
(1969) und Clark und Mitchelson (1976) zur Analyse des allosterischen
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Antagonismus sei hier kurz angesprochen, da es die methodische Basis der
vorliegenden Arbeit darstellt:

Das Ausmald der Rechtsverschiebung der Agonist-Kurve durch das Alloster wurde
als Verschiebungsfaktor (VF = ECso(mit Alloster)/ECso(Kontrolle)) ausgedruckt.
Der ECs stellte den Wendepunkt der Agonist-Konzentrations-Effekt-Kurven in An-
und Abwesenheit des Allosters dar. Der Logarithmus von VF-1 wurde gegen den
Logarithmus der Alloster-Konzentration aufgetragen (Abbildung 2). Dieses
Verfahren beschrieben Arunlakshana und Schild (1959) fur kompetitive
Antagonisten, bei denen aus dem so genannten ,Schild-Plot* eine Gerade mit
einer Steigung von 1 resultiert und der Schnittpunkt mit der X-Achse die Affinitat

des Antagonisten zum Rezeptor anzeigt.

A

T 34 _ /

L = pa

3 b :

o) ”
o O kompetitiv

14 pPKa A allosterisch

8 7 6 5 -4 -3
Antagonist (log M)

Abbildung 2: Schild-Auftragung von Verschiebungsfaktoren, die sich aus der Rechtsverschiebung
einer Konzentrations-Effekt-Kurve eines Agonisten durch einen kompetitiven (Kreise) bzw. einen
allosterischen Antagonisten (Dreiecke) ergeben kdnnen. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der
Differenz aus dem jeweiligen Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer

Logarithmus der molaren Konzentration des Antagonisten.

Lallmann et al. (1969) sowie Clark und Mitchelson (1976) stellten fest, dass sich
fur ihre Testsubstanzen keine Gerade, sondern eine in hohen Konzentrationen
abflachende Kurve ergab, und schlossen daraus, dass ihre Substanzen sich nicht
wie kompetitive Antagonisten verhielten.

Lanzafame et al. (1996) modifizierten die Gleichung von Arunlakshana und Schild
(1959), so dass auch fur allosterische Antagonisten aus der Schild-Auftragung

pharmakologische KenngroRen flr die Substanz-Bindung ermittelt werden

7



Einleitung

konnen. Es lassen sich die Affinitat des allosterischen Antagonisten zum freien M,-
Rezeptor (pKa) und der Kooperativitatsfaktor pa bestimmen. Der pa-Wert
beschreibt das Ausmal} der gegenseitigen Affinitdtsveranderung von Alloster und
Orthoster am Rezeptor. pa kann ermittelt werden, wenn es im untersuchten
Konzentrationsbereich zur Bildung ternarer Komplexe aus Orthoster, Alloster und
Rezeptor kommt. Der pKa-Wert ergibt sich aus dem Schnittpunkt der Geraden
bzw. Kurve mit der Abszisse. Der pa-Wert ergibt sich aus dem Maximum,
welchem die Verschiebungsfaktoren zustreben (Ehlert, 1988a; Lanzafame et al,
1996).

1.6 Therapeutische Perspektiven allosterischer

Modulation

Aufgrund der Einheitlichkeit der orthosterischen Bindungsstelle bei allen funf
Subtypen muskarinischer Rezeptoren gelingt es nur schwer, Orthostere mit
ausgepragter Selektivitat fur bestimmte Subtypen muskarinischer Rezeptoren zu
entwickeln. Subtyp-selektive Arzneistoffe hatten den Vorteil, dass sie bevorzugt an
den Rezeptoren, die am Krankheitsgeschehen beteiligt sind, eine Wirkung
entfalten und keine Nebenwirkungen durch die Aktivierung oder Blockade anderer
Rezeptoren auslésen. Die Antagonisten Pirenzepin (M4) und Darifenacin (M3z>M)
werden als Subtyp-selektive Arzneistoffe bezeichnet. Die Subtyp-Selektivitat
dieser Substanzen ist jedoch relativ gering und therapeutisch kaum von
Bedeutung. Allosterische Modulatoren kénnen ihre Selektivitat gegenuber einem
Rezeptorsubtyp nicht nur dadurch entfalten, dass sie zu diesem Subtyp eine
hohere Affinitat besitzen (,relative Subtyp-Selektivitat®), sondern auch, indem sie
an nur diesem Subtyp die Bindung und/oder Wirkung eines Orthosters verstarken
oder abschwachen (,absolute Subtyp-Selektivitat’; Birdsall et al.,, 1997). Die
Neigung der Allostere, an bereits Orthoster-besetzte Rezeptoren zu binden, kann
bei M4-Ms ebenfalls unterschiedlich stark ausgepragt sein.

Ein weiterer Vorteil von Allosteren in der Therapie kdnnte es sein, dass ihr Effekt
aufgrund ihrer Wirkcharakteristik begrenzt ist. Allostere kénnen die Bindung bzw.

Wirkung eines orthosterischen Agonisten oder Antagonisten nur um ein
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bestimmtes Ausmal steigern oder vermindern. Die Folgen einer Uberdosierung
waren daher nicht so schwerwiegend. Wenn allosterische Modulatoren keinen
Einfluss auf den Grundzustand des Rezeptors ausuben, entfalten sie ihre Wirkung
nur in  Anwesenheit des endogenen Orthosters, was auch das
Nebenwirkungspotential reduziert.

Benzodiazepine, die u. a. als Sedativa, Anxiolytika und Antikonvulsiva eingesetzt
werden, sind ein Beispiel fur das Prinzip der Effekt-Verstarkung einer
korpereigenen Substanz durch einen allosterischen Modulator. Sie fordern die
Wirkung von GABA (y-Aminobuttersdure) am GABAa-Rezeptor, einem Ligand-
gesteuerten lonenkanal. Cinacalcet, ein Ende 2004 in Deutschland zugelassener
Arzneistoff, stellt den ersten therapeutisch eingesetzten allosterischen Modulator
an einem G-Protein-gekoppelten Rezeptor dar und wird zur Behandlung des
sekundaren Hyperparathyreoidismus eingesetzt. Er verstarkt die Wirkung von
Ca?*-lonen am Calcium-sensitiven Rezeptor der Nebenschilddriisen.

Maogliche therapeutische Einsatzgebiete fur allosterische Modulatoren an
muskarinischen Rezeptoren sind die Behandlung von Funktionsstérungen der
cholinergen Steuerung glatter Muskulatur, z. B. bei Uberaktiver Blase und
Reizdarmsyndrom. Fur diese Indikationsgebiete gibt es bereits orthosterische
Arzneistoffe, die jedoch nur relative Subtyp-Selektivitat aufweisen. Die zur
Behandlung der Alzheimer-Demenz entwickelten Ms-selektiven Agonisten kénnen
aufgrund geringer Wirksamkeit und hohem Nebenwirkungspotential therapeutisch
nicht genutzt werden (Eglen et al., 2001). Ein alternativer Ansatz zur Therapie
kognitiver Storungen ist die Blockade von prasynaptischen My-Rezeptoren, was zu
einer Steigerung der ACh-Freisetzung fuhren wirde. Auch der Antagonismus an
Ms-Rezeptoren bietet eine Moglichkeit, Arzneistoffe zur Therapie von Krankheiten
wie z. B. Schizophrenie zu entwickeln (Eglen et al., 2001). Ein vielversprechendes
Forschungsgebiet ergibt sich aus der Beteiligung muskarinischer Rezeptoren an
der Hemmung der Schmerzempfindung (Antinozizeption). Nach bisherigem
Wissensstand sind My- und/oder Ms-Rezeptoren in diese Vorgange involviert
(Eglen et al., 2001).

Zur Beurteilung der Nutzbarkeit allosterischer Substanzen als Modulatoren von
Muskarinrezeptoren ist es notwendig, die Grundprinzipien ihrer Wirkungsweise zu

verstehen. Hinsichtlich der Rezeptor-Bindungs-Vorgange ist dies schon
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weitgehend gelungen, jedoch noch nicht in Hinblick auf die Rezeptor-vermitttelte

G-Protein-Aktivierung.

1.7 Fragestellung

Acetylcholin ist der endogene Agonist an muskarinischen Rezeptoren. Allostere,
die Forderer der Bindung bzw. Wirkung dieses Neurotransmitters sind, sollten
aufgrund  theoretischer Uberlegungen einen sicheren und effektiven
Therapieansatz fur Erkrankungen darstellen, die durch eine Verminderung der
cholinergen Erregungsubertragung bedingt sind. Zur Zeit sind jedoch kaum
Substanzen mit solchen Eigenschaften bekannt. Die meisten allosterischen
Modulatoren an muskarinischen Rezeptoren wurden hauptsachlich in
Radioligandbindungsstudien mit dem Antagonisten [*H]N-Methylscopolamin
(’HINMS) getestet. Durch verschiedene Allostere wurde die Bindung von [PHINMS
erhoht, erniedrigt oder blieb unverandert. In funktionellen Experimenten wurden
am Mz-Rezeptor fur den Partialagonisten Pilocarpin ebenfalls diese drei Einfluss-
maglichkeiten durch allosterische Modulatoren beobachtet. Es zeigte sich jedoch,
dass alle untersuchten Allostere die intrinsische Aktivitat Pilocarpins verminderten
oder ganz aufhoben (Zahn et al., 2002; Klemt, 2005).

In dieser Arbeit sollte die Frage geklart werden, ob eine solche Reduktion der
intrinsischen Aktivitat auch bei der allosterischen Modulation der ACh-induzierten
G-Protein-Aktivierung auftritt. Ein allosterischer Modulator, der zwar die Bindung
des Agonisten ACh verstarken wirde, aber gleichzeitig die intrinsische Aktivitat
aufhObe, hatte insgesamt keinen positiven Einfluss auf den ACh-induzierten
Effekt. Hier sollten funktionelle Experimente durchgefuhrt werden, bei denen die
Aktivierung des Rezeptors durch ACh anhand der Bindung des radioaktiv
markierten  Guanylnukleotides [*°S]GTPyS erfasst wird. Mithilfe dieses
Experimentalmodells sollte fir ACh und fir weitere Voll- und Partialagonisten
untersucht werden, ob durch Allostere eine Modulation der intrinsischen Aktivitat
moglich ist.

Da in den funktionellen Experimenten nicht direkt die Bindung des Agonisten

gemessen wird, sondern die erste Stufe der Rezeptoraktivierung, sollte in
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Radioligandbindungsstudien mit [PH]NMS gepriift werden, ob die Befunde der
funktionellen Experimente das Bindungsverhalten der Allostere widerspiegeln.

Als weiterer Punkt sollte untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen
dem Verhalten der Allostere am [PH]JNMS- und am ACh-besetzten Rezeptor
besteht. Es wurden Allostere verschiedener Molekulstruktur-Klassen (u. a. Alkan-
bis-Ammonium-Verbindungen und Derivate, Caracurine, Strychnin und Derivate,
Gallamin, Duo3) eingesetzt, von denen bekannt war, dass sie die Bindung von

[PHJNMS am M,-Rezeptor steigern, abschwachen oder unbeeinflusst lassen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Muskarinische Vollagonisten

2.1.1.1 Acetylcholin (ACh)

Acetylcholin dient als Neurotransmitter an cholinergen Synapsen. Es ist der

physiologische Agonist an muskarinischen und nikotinischen Acetylcholin-

Rezeptoren.
o9
®
HsC—N
3 ‘ \/\OJ\CHQ, l@
CHs

Molekulargewicht: 273,1 g/mol (Acetylcholin-lodid)
Lieferant: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)
Produktnummer: A-7000

2.1.1.2 Carbachol (Carbamoylcholin)
Carbachol wirkt gleichartig wie ACh. Im Organismus halt die Wirkung jedoch

langer an, da Carbachol nicht bzw. nur sehr langsam durch die Cholinesterase
abgebaut wird (Lullmann et al., 2003).

o g

@

HaC—N

3 \/\OJ\NHZ cl®
CHs

Molekulargewicht: 182,6 g/mol (Carbachol-Chlorid)
Lieferant: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)
Produktnummer: C-4382
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2.1.1.3 Oxotremorin

Oxotremorin ist ein Agonist an allen muskarinischen Rezeptorsubtypen
(Roszkowski, 1961; Dallanoce et al., 1999). In unterschiedlichen Geweben ist der
Maximaleffekt von Oxotremorin im Vergleich zu Vollagonisten wie ACh, Carbachol
oder Oxotremorin M jedoch unterschiedlich stark ausgepragt (Olianas et al., 1983;
Evans et al., 1985; Ringdahl, 1987; Olianas und Onali, 1991). Lazareno et al.
(1993) konnten zeigen, dass sich Oxotremorin an My- und My-Rezeptoren als
Vollagonist verhalt und an Mi- und Ms-Rezeptoren partialagonistische

Eigenschaften aufweist.

0
\
CN\N@ s HO% /%\o
o

Molekulargewicht: 380,4 g/mol (Oxotremorin-Sesquifumarat)
Lieferant: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)
Produktnummer: 0O-9126

2.1.1.4 Oxotremorin M

Bei Oxotremorin M handelt es sich um einen nicht-selektiven Agonisten an
muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren (Hammer et al., 1980; McKinney et al.,
1991; Jakubik et al., 1997; Christopoulos et al., 2001).

?H3 O\

| S

CHs Né 1©
Molekulargewicht: 206,3 g/mol (Oxotremorin M-lodid)

Lieferant: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)
Produktnummer: O-100

2.1.2 Muskarinische Partialagonisten

2.1.2.1 McN-A-343
An Ms- und My-Rezeptoren ist McN-A-343 ein potenter Agonist. An M- und Ms-

Rezeptoren wirkt es partialagonistisch (Mutschler et al., 1995).
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Molekulargewicht: 317,2 g/mol (McN-A-343-Chlorid)

Lieferant: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)
Produktnummer: C-7041

2.1.2.2 N-Methyl-Pilocarpin

N-Methyl-Pilocarpin ist ein quaternisiertes Pilocarpin-Derivat. Diese Derivate
besitzen schwache bis keine muskarinische Aktivitdt und antagonisieren die ACh-
Wirkung (Bassat et al., 1971; Waters et al., 1973).

o
CHy __0

[
N
HC™ @
Molekulargewicht: 349,8 g/mol (N-Methyl-Pilocarpin-lodid)

Herkunft: Dr. E. Heller (Synthese), Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe
(Pharmazeutische Chemie, Universitat Wirzburg)

2.1.2.3 Pilocarpin

Das Hauptalkaloid des sudamerikanischen Jaborandi-Baumes (Pilocarpus
jaborandi) Pilocarpin wirkt als Partialagonist an Muskarinrezeptoren (Tota und
Schimerlik, 1990; McKinney et al., 1991; Vogel et al., 1995; Akam et al., 2001).

o

CH, O
| . HCl

CHs
T

Molekulargewicht: 244,7 g/mol (Pilocarpin-Hydrochlorid)
Lieferant: Fluka (Buchs SG, Schweiz)
Produktnummer: 80475
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2.1.3 Muskarinische Antagonisten

2.1.3.1 Atropin

Atropin gehort wie das sehr ahnlich gebaute Scopolamin zu den Tropan-
Alkaloiden. Es ist das Racemat des (+/-)Hyoscyamins und stammt aus
Nachtschattengewachsen (Solanaceen-Arten) wie Tollkirsche (Atropa belladonna),
Stechapfel (Datura stramonium) und Bilsenkraut-Arten (Hyoscyamus niger)
(Rompp Online, 2005).

T
e 1/2 SOZ
% i OH
é
o)

Molekulargewicht: 676,8 g/mol (Atropin-Sulfat; Razemat)
Lieferant: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)
Produktnummer: A-0257

2.1.3.2 N-Methyl-(-)-Scopolamin (NMS)
N-Methyl-(-)-Scopolamin ist ein nicht-selektiver Antagonist an muskarinischen

Rezeptoren (Ehlert et al., 1990; Trankle et al., 1998a).

CHs
HisC @

Molekulargewicht: 398,3 g/mol (N-Methylscopolamin-Bromid)
Lieferant: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)
Produktnummer: S-8502
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2.1.4 Allosterische Modulatoren an Muskarinrezeptoren

2.1.4.1 Alkan-bis-Ammonium-Verbindungen und Derivate

Mit dem Prototyp-Modulator W84 wurden die ersten Experimente gemacht, die
einen Hinweis auf die allosterische Modulierbarkeit muskarinischer Rezeptoren
gaben (Lullmann et al., 1969). W84 (Trankle et al., 1998a; Raasch et al., 2002)
und sein ,halbiertes” Derivat SH28 (Gilsbach et al., 2003) verhalten sich
gegenuber dem Muskarinrezeptor-Antagonisten N-Methylscopolamin (NMS)
negativ  kooperativ  (Begriffserklarung ,Kooperativitat: s. 2.3.2.1). Bei
Naphmethonium (MM3a) ist gegenliber W84 einer der beiden lateralen
Phthalimid-Ringe gegen einen Naphthalimid-Ring ausgetauscht und es erfolgte
eine Dimethylierung in der Seitenkette. MM3a ist positiv kooperativ mit NMS (Muth
et al., 2003). Das ,halbierte® MM3a-Derivat MM7a zeigt neutrale Kooperativitat
(Matthias Sennwitz, persdnliche Mitteilung). TD2 ist ein Silicium-haltiges W84-
Derivat. Im Gegensatz zur Muttersubstanz erhdht es die Bindung von NMS an M-
Rezeptoren (Dail et al., 2002).

Ws4
0
o CH
/ CHs S
l N N 28r®
I
3
o o)

Molekulargewicht: 708,5 g/mol (W84-Dibromid)
Herkunft: Dr. J. Pfeffer (Synthese nach einer Methode von Wassermann (1970))

(Pharmakologisches Institut, Universitat Kiel)

O
T
N/\/\ll\lg\/\/\CHS Br@
CHs;
O

Molekulargewicht: 391,4 g/mol (SH28-Bromid)
Herkunft: Dr. M. Muth (Synthese), Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

(Pharmazeutische Chemie, Universitat Wirzburg)

SH28
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Naphmethonium (MM3a)

O P CH; CH Gt )
3 3 @ €]
N/\i/\ll\j/\/\/\/n\lWN 2Br
| ® CHs
CH; CHs o
o)

Molekulargewicht: 786,6 g/mol (Naphmethonium-Dibromid)
Herkunft: Dr. M. Muth (Synthese), Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

(Pharmazeutische Chemie, Universitat Wirzburg)

MM7a

Molekulargewicht: 433,4 g/mol (MM7a-Bromid)
Herkunft: Dr. M. Muth (Synthese), Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

(Pharmazeutische Chemie, Universitat Wirzburg)

TD2
o \
{ s ?NgS N ©
N/\/\Si/\/\/\/ |W 2Br
< C|3H3 CH;
0 (0]

Molekulargewicht: 642,7 g/mol (TD2-Bromid)
Herkunft: Dr. J. O. DaiR (Synthese), Arbeitskreis Prof. Dr. R. Tacke

(Anorganische Chemie, Universitat Wirzburg)

2.1.4.2 Strychnin und Derivate

Das Indol-Alkaloid Strychnin kommt in der Brechnuss (Strychnos nux-vomica,
Loganiaceae) und anderen Strychnos-Arten vor. Durch die Blockade von post-
synaptischen Glycina-Rezeptoren im Ruckenmark wirkt es als Krampfgift
(Mutschler et al.,, 2001). Strychnin (Proska und Tucéek, 1995) und seine
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synthetischen Derivate Di-Strychnin-6 (Zlotos et al., 2003) und Str6Naph (Dancila,
2003) sind positiv kooperativ mit NMS an M»-Rezeptoren. Str6Naph ist ein Hybrid
aus einer Teilstruktur von Naphmethonium und Strychnin, bei denen die beiden
quartaren N-Atome durch eine Hexamethylenbricke miteinander verbunden sind.
Ebenfalls Uber eine Bricke aus sechs Kohlenstoffatomen verknlpft sind zwei

Strychnin-Molekule in Di-Strychnin-6.

Strychnin

- HCI

Molekulargewicht: 370,9 g/mol (Strychnin-Hydrochlorid)
Lieferant: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)
Produktnummer: S-8753

Di-Strychnin-6

Molekulargewicht: 912,8 g/mol (Di-Strychnin-6-Dibromid)
Herkunft: Dr. D. P. Zlotos (Synthese), Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

(Pharmazeutische Chemie, Universitat Wirzburg)
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Str6Naph

¢ cH,
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CH; CH
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Molekulargewicht: 888,8 g/mol (Str6Naph-Dibromid)
Herkunft: Dr. D. P. Zlotos (Synthese), Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

(Pharmazeutische Chemie, Universitat Wirzburg)

2.1.4.3 Alcuronium und Caracurine

Der Prototyp-Modulator Alcuronium besitzt als kompetitiver Antagonist an
nicotinischen ACh-Rezeptoren muskelrelaxierende Eigenschaften. Sein Verhalten
gegentuber NMS an Muskarinrezeptoren ist positiv kooperativ (Jakubik et al.,
1995; ProSka und Tucek, 1994). Alcuronium ist strukturell nahe verwandt mit
Caracurin V, das ebenfalls muskelrelaxierende Eigenschaften hat. Es stammt
genau wie Caracurin VIl aus der Rinde verschiedener Strychnos-Arten (Aimi,
1989). Caracurin VII ist identisch mit dem Wieland-Gumlich-Aldehyd (WGA,
Bernauer et al., 1959). Es reduziert die Bindung von NMS am My- und Mgs-
Rezeptor (Jakubik et al., 2005). Caracurin V zeigt sich neutral kooperativ (Buller,
2002).

Alcuronium

20



Material und Methoden

Molekulargewicht: 737,8 g/mol (Alcuronium-Dichlorid)
Herkunft: Alcuronium wurde freundlicherweise von der Hoffmann-La Roche AG

(Grenzach-Wyhlen, Deutschland) zur Verfugung gestellt.

CaracurinV

Molekulargewicht: 584,8 g/mol
Herkunft: Dr. D. P. Zlotos (Synthese), Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

(Pharmazeutische Chemie, Universitat Wirzburg)

Caracurin VII (WGA)

Molekulargewicht: 310,4 g/mol
Herkunft: Dr. D. P. Zlotos (Synthese), Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

(Pharmazeutische Chemie, Universitat Wirzburg)
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2.1.4.4 Duo3

Die  Bispyridinium-Verbindung Duo3 ist ein Derivat von TMB-4
(1,1’-Trimethylenbis(pyridinium-4-aldoxim)-Dibromid), welches nach Organophos-
phat-Vergiftungen die ACh-Esterase reaktiviert. Duo3 wird als ,atypischer”
Modulator bezeichnet, da die in Radioligandbindungsstudien mit [PHINMS
aufgenommenen Konzentrations-Effekt-Kurven eine auliergewohnliche Steilheit
aufweisen. Moglicherweise bindet es an andere Areale des M,-Rezeptors als die
meisten bekannten allosterischen Modulatoren (Trankle et al., 1997). Die

Kooperativitat mit NMS ist negativ (Schroter et al., 2000).

Cl C
@/O\N/ = N S°
Il @ @ Il
Cl PGS

|
Cl
2Br®

Molekulargewicht: 796,2 g/mol (Duo3-Dibromid)
Herkunft: Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

(Pharmazeutische Chemie, Universitat Wirzburg)

2.1.4.5 (-)-Eburnamonin

Eburnamonin ist ein Indol-Alkaloid, welches in verschiedenen Immergrunarten (z.
B. Vinca minor, Apocynaceae) vorkommt. Jakubik et al. (1997) berichten von einer
positiven Kooperativitat von (-)-Eburnamonin mit neun Agonisten (u. a. ACh) und

mit NMS an M»,-Rezeptoren.

Molekulargewicht: 294,4 g/mol
Lieferant: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)
Produktnummer: E-1629
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2.1.4.6 Gallamin

Neben Alcuronium und W84 ist das Muskelrelaxans Gallamin ein dritter Prototyp
unter den allosterischen Modulatoren (Clark and Mitchelson, 1976; Stockton et al.
1983). Gallamin zeigt eine stark ausgepragte negative Kooperativitat mit NMS
(Leppik et al., 1994; ProSka und Tucek, 1995).

CoHs
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HsCy—N— C,Hs o
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—CoHs
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2 N0 o
CoHs
3le

Molekulargewicht: 891,5 g/mol (Gallamin-Triiodid)
Lieferant: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)
Produktnummer: G-8134

2.1.4.7 Thiochrom

Thiochrom, ein Metabolit des Thiamins (Vitamins B4), verhalt sich mit NMS an den
muskarinischen Rezeptorsubtypen Mj bis M4 annahernd neutral bis schwach
negativ kooperativ. Die Bindung von ACh bleibt an My und M3 durch Thiochrom
unverandert, an M, wird sie verringert. An Ms-Rezeptoren ruft Thiochrom eine

Erhéhung der Wirksamkeit von ACh hervor (Lazareno et al., 2004).

HeC. NN g
\%\%OH
Ne N—/

CHs

Molekulargewicht: 262,3 g/mol

Lieferant: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)
Produktnummer: T-7891
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2.1.5 Orthosterisch/allosterische Hybridsubstanzen

2.1.5.1 EHW 141
Die Hybridsubstanz EHW 141 setzt sich aus dem Muskarinrezeptor-Antagonisten
AF-DX 384 und einer Teilstruktur von W84 zusammen. EHW 141 verhalt sich an

Ms-Rezeptoren als allosterischer Modulator und ist positiv kooperativ mit NMS
(Mohr, 2004).

H O
N
7
- |
N N
o~
NH
N .
N \
Q/\N\/\/N
g ;

H3C

Molekulargewicht: 623,8 g/mol (Razemat)
Herkunft: Dr. E. Heller (Synthese), Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

(Pharmazeutische Chemie, Universitat Wirzburg)

2.1.5.2 DDT-5

DDT-5 ist ein Hybrid aus einem agonistischen Oxotremorin M-Derivat (gestrichelte

Umrandung) und einer Teilstruktur von W84.

0 | i

/ CHs G !
N/\/\N/\/\/\i/'ﬁ/\oﬁ 128

|® ' CHs N0

Q CHs : N .

0 | |

Molekulargewicht: 658,5 g/mol (DDT-5-Dibromid)
Herkunft: Arbeitskreis Prof. Dr. M. De Amici

(Pharmakologie und Toxikologie, Universitat Mailand)
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2.1.5.3 MM-H5-6

Die Hybridsubstanz MM-H5-6 setzt sich aus einem agonistischen Oxotremorin M-
Derivat (gestrichelte Umrandung) und einer Teilstruktur von Naphmethonium

Zusammen.

i CHs :

CH3 | ll\l® |
SN /\o@ 12Br°

1 CH3 0 1

H3 CH3 ! N !

Molekulargewicht: 736,6 g/mol (MM-H5-6-Dibromid)
Herkunft: Dr. M. Muth (Synthese), Arbeitskreis Prof. Dr. U. Holzgrabe

(Pharmazeutische Chemie, Universitat Wirzburg)

2.1.6 Radioliganden

2.1.6.1 [*H]N-Methyl-(-)Scopolamin ([*HJNMS)

CHj
*H;C @

Molekulargewicht: 353,8 g/mol ([*"HINMS-Chlorid)
Lieferant: PerkinElmer Life Sciences (Boston, USA)
gelést in Ethanol

*: Position der radioaktiven Markierung

spezifische Aktivitat: 81 bis 84 Ci/mmol (je nach Charge)
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2.1.6.2 [**S]Guanosin-5'-[y-thio]triphosphat ([>**S]GTPyS)

O
N
HN
\
A
* Hz
O
Il Il Il 0
OH OH OH
HO OH

Molekulargewicht: 539,2 g/mol

Lieferant: PerkinElmer Life Sciences (Boston, USA)

gelost in Tricin/DDT-Puffer (10 mM Tricin; 10 mM DTT; pH 7,6)
*: Position der radioaktiven Markierung

spezifische Aktivitat: 1250 Ci/mmol

2.1.7 Chemikalien und Reagenzien

In der nachfolgenden Auflistung der verwendeten Chemikalien und Reagenzien ist

in der rechten Spalte die Produktnummer des jeweiligen Herstellers angegeben.

Acros Organics (Geel, Belgien)
Natriumbutyrat (MG: 110,1 g/mol) 26319
Natriumchlorid (NaCl; MG: 58,4 g/mol) 207790010

Beckman Coulter GmbH (Krefeld, Deutschland)
Ready Protein+™ 586604

Fluka (Buchs SG, Schweiz)
Saponin 84510

Grussing GmbH (Filsum, Deutschland)
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)-Dinatrium-Salz
(Na,EDTA; MaRlésung 0,1 mol/l) 20271

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Folin-Ciocalteus Phenolreagenz 1.09001.0500
Kupfer(Il)sulfat-Pentahydrat (MG: 249,7 g/mol) 1.02790.0250
Natriumcarbonat (Na,COs3; MG: 106,0 g/mol) 1.06392.0500
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Merck Biosciences GmbH (Schwalbach, Deutschland))
G 418-Sulfat (MG: 692,7 g/mol) 345810

Riedel-de Haén (Seelze, Deutschland)
Natronlauge (0,1 mol/l) 35263

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSO; MG: 78,1 g/mol) D-5879
Dithiothreitol (DTT; MG: 154,3) D-0632
Dulbeccos phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)

(9,6 g Pulver zur Herstellung von 11 Losung) D-5652
Fetales Rinder-Serum F-7524
Guanosin-5"-diphosphat, Natriumsalz (GDP; MG: 443,2) G-7127
Guanosin-5'-[y-thio]triphosphat, Tetralithiumsalz

(GTPyS; MG: 563,0) G-8634
HEPES (N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfonsaure]),
Natriumsalz (MG: 260,3 g/mol) H-7006
HEPES, freie Saure (MG: 238,3 g/mol) H-3375
Humanes Serumalbumin, Fraktion V, 96-99% Albumin A-1653
L-Glutamin-Lésung 200 mM G-7513
Magnesiumchlorid(MgClz)-Hexahydrat (MG: 302,3 g/mol) M-2670
Nutrient Mixture F-12 Ham N-4888
Penicillin-Streptomycin-Lésung

(Penicillin: 10.000 U/ml; Streptomycin: 10 mg/ml) P-0781
Polyethylenimin-Losung (PEI) 50 % (g/ml),

wassrige Losung P-3143
Tricin (N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-glycin;

MG: 179,2 g/mol) T-0377
Trypsin-EDTA(Ethylendiamintetraessigsaure)-Losung

(0,5 g/l Trypsin; 0,2 g/l NasEDTA) T-3924

Aqua destillata wurde mithilfe des Elix® Wasseraufbereitungssystems (s. 2.1.10)
hergestellt. Die Herstellung von Aqua pro analysi erfolgte durch das Milli-Q®

Reinstwassersystem (s. 2.1.10).
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2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Abgene House (Epsom, UK)
1,2 ml Storage Plate
(96-well-Mikrotiterplatten aus Polypropylen) AB-0564

Greiner Bio-One GmbH (Solingen, Deutschland)
Cellstar® Zellkulturschale (mit Nocken, 145 x 20 mm, steril) 639160

Einfrierrohrchen (Cryo.s; 1 ml) 123263
Polypropylen (PP)-Reaktionsgefalte (1,5 ml) 616201
Zentrifugenrohrchen aus Polypropylen (50 ml; steril) 227261

Merck Labor und Chemie Vertrieb GmbH (Bruchsal, Deutschland)
Qualilab® Spitzenvorsatzfilter (0,22 yM CM-Membran; steril) 5122110

Nalge Nunc International (Rochester, USA)
Oak Ridge Centrifuge Tubes
with Sealing Cap (Polycarbonat(PC)-Zentrifugenréhrchen) 3138-0050

Pechiney Plastic Packaging (Menasha, USA)
Parafilm® M laboratory film PM-996

PerkinElmer Life Sciences GmbH (Rodgau-Jigesheim, Deutschland)

MeltiLex™ A 1450-441
Printed Filtermat A 1450-421
Sample Bag 1450-432
Plate Cassette 1450-105

Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht, Deutschland)
Zellschaber (2-Positionen-Klinge; 25 cm) 83.1830
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2.1.9 Puffer und Losungen
2.1.9.1 Zur Verwendung bei Radioligandbindungsstudien

Tricin/DTT-Puffer (10 mM Tricin; 10 mM DTT; pH 7,61)

Festsubstanzen: 0,0896 g Tricin; 0,0771 g Dithiothreitol (DTT)

Losungsmittel: 50,0 ml Aqua pro analysi

Die Pufferlosung wurde bei —20°C gelagert. DTT dient als Antioxidans z. B. zur
Konservierung von Disulfid-Brucken. Tricin stabilisiert als Puffersubstanz den pH-
Wert.

[*®*S]GTPyS (0,7 nM) in Tricin/DDT-Puffer (10 mM Tricin; 10 mM DTT; pH 7,6")
Stammlésung: 20yl [*®°S]GTPyS-Lésung in Tricin/DTT-Puffer von PerkinElmer (s.
2.1.7)

Lésungsmittel: 180 pl Tricin/DTT-Puffer

Die entstandene [**S]GTPyS-Lésung wurde zu je 5 pl in Polypropylen-Reaktions-
gefaRe (1,5 ml) aliquotiert und bei —20°C gelagert. Firr jedes [*°*S]GTPyS-
Experiment wurde ein Aliquot aufgetaut und mit ca. 5 ml Inkubationspuffer
verdiinnt. 50 pl dieser Verdiinnung wurden mit 5 ml Ready Protein+™ versetzt.
Die Messung der Radioaktivitat erfolgte mithilfe eines Szintillationszahler
(Beckman Counter LS-6000 SC). Unter Berucksichtigung der spezifischen Aktivitat
von [*S]GTPyS (1250 Ci/mmol) wurde die Lésung anschlieBend soweit mit
Inkubationspuffer verdunnt, dass eine ca. 0,7 nM [358]GTPVS-L('jsung entstand. Im
Versuchsansatz resultierte daraus eine [*°S]GTPyS-Konzentration von ca.
0,07 nM.

' Alle pH-Werte wurden bei 25°C eingestellt.

29



Material und Methoden

Inkubationspuffer (12,5 mM HEPES; 12,5 mM MgCl,; 125 mM NacCl; pH 7,41)
Festsubstanzen: 9,9 g HEPES-Saure; 5,4 g HEPES-Natrium; 12,7 g MgCly;
36,5 g NaCl

Losungsmittel: 5 | Aqua destillata

Die Konzentrationen der Substanzen im Inkubationspuffer wurden so gewahlt,
dass nach Zugabe weiterer Losungen im Versuchsansatz in allen in dieser Arbeit
durchgefuhrten Experimenten folgende Endkonzentrationen resultierten: 10 mM
HEPES; 10 mM MgCly; 100 mM NaCl.

Saponin-haltiger Inkubationspuffer (Saponin: 20 bzw. 100 pg/ml; pH 7,4")
Festsubstanz: 0,0200 g bzw. 0,1000 g Saponin
Losungsmittel: 1 | Inkubationspuffer

GDP-Stammlésung (10 mM)

Festsubstanz: 0,0047 g GDP

Lésungsmittel: 1,0 ml Aqua pro analysi

Es wurden Aliquote von je 50 ul in PP-Reaktionsgefale (1,5 ml) gegeben und bei
-20°C gelagert.

Polyethylenimin (PEl)-Lésung 0,1 %
Stammldsung: 1,0 g PEI-Lésung 50% (g/ml)
Losungsmittel: ad 500 g Aqua destillata

2.1.9.2 Zur Verwendung bei der Kultivierung von CHO-Zellen

Dulbeccos phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS-Puffer; pH 7,3"; steril;
137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 8,1 mM Na;HPO4, 1,4 mM KH2PO,)

Festsubstanzen: 9,6 g Pulver fur Dulbeccos phosphatgepufferte Kochsalzlésung
Lésungsmittel: 1 | Aqua destillata

Die Losung wurde 20 Minuten bei 121°C autoklaviert.

HEPES-Stamml6sung (200 mM; pH 7,4")
Festsubstanzen: 8,68 g HEPES-Natrium; 15,89 HEPES-Saure

Lésungsmittel: 500 ml Aqua destillata

! Alle pH-Werte wurden bei 25°C eingestellt.
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Homogenisationspuffer (20 mM HEPES; 10 mM Na,EDTA; pH 7,4")
Stammldsungen: 50 ml HEPES-Stamml6sung (200mM); 50 ml Na;EDTA-
Maflésung (100 mM)

Losungsmittel: ad 500 ml Aqua destillata

Zentrifugationspuffer (20 mM HEPES; 0,1 mM Na;EDTA; pH 7,41)
Stammldsungen: 50 ml HEPES-Stamml6sung (200mM); 0,5 ml Na;EDTA-
Maflésung (100 mM)

Losungsmittel: ad 500 ml Aqua destillata

Butyrat-Stammloésung (100 mM)
Festsubstanz: Natriumbutyrat 5,55 g
Losungsmittel: 500 ml Aqua destillata

G 418-Stammlosung (Wirkstarke:100 mg/ml)

Da die Wirkstarke (angegeben in: pg/mg) des Antibiotkums G 418
chargenabhangig war, musste die Einwaage zur Herstellung einer Stammldsung
bei jeder Charge neu berechnet werden. Es wurde jeweils die gesamte
Liefermenge (5 g) G 418 in ein PP-Zentrifugenrohrchen (50 ml) genau
eingewogen und mit dem entsprechenden Volumen an Aqua destillata versetzt, so
dass eine Losung mit der Wirkstarke 100 mg/ml resultierte. Die Losung wurde in
ein weiteres PP-Zentrifugenrohrchen steril filtriert und anschlieBend unter
aseptischen Bedingungen in PP-Reaktionsgefale (1,5 ml) zu je 1,0 ml aliquotiert.

Die Aliquote wurden bei -20°C gelagert.

! Alle pH-Werte wurden bei 25°C eingestellt.
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Né@hrmedium zur Kultivierung von CHO-Zellen

Das zur Kultivierung von CHO-Zellen verwendete Nahrmedium setzt sich wie folgt
zusammen:

500 ml Nutrient Mixture F-12 Ham

50 ml Fetales Rinder-Serum

5 ml Penicillin-Streptomycin-Losung (Pen.: 10.000 U/ml; Strep.: 10 mg/ml)

3 ml L-Glutamin-L6sung 200 mM

1 ml G 418-Stammldsung (Wirkstarke: 100 mg/ml)

Als Endkonzentrationen enthadlt das Nahrmedium 9% fetales Rinder-Serum, ca.
90 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin, 1 mM L-Glutamin und 0,2 mg/mi
G 418.

2.1.10 Gerate

Beckman Coulter, Inc. (Fullerton, USA)
Beckman Counter LS-6000 SC
Ultrazentrifuge Avanti™ J-20 XP, Rotortypen: JS 4.3 bzw. JA 25.50

Biochrom, Ltd. (Cambridge, UK)
Ultrospec 3300 pro

Carl Zeiss Jena GmbH (Jena, Deutschland)
Mikroskop Axiovert 25

Gesellschaft fir Labortechnik mbH (Burgwedel, Deutschland)
GFL 1083 Schuttelwasserbad

Hellma GmbH & Co. KG (Millheim, Deutschland)
Prazisionskuvetten 100-QS

Heraeus (Hilden, Deutschland)
Herasafe Werkbank HS 15, Klasse |l

IKA® Works, Inc. (Wilmington, USA)
MS 1 Minishaker (Kleinschittler)
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Kinematica AG (Littau, Schweiz)
PCU 8S/EUD Drehzahlregler
Polytron-Homogenisator PT 10-35

Mettler-Toledo AG (Greifensee, Schweiz)
Analysenwaage AG204
Prazisionswaage PB403-S

Millipore GmbH (Schwalbach, Deutschland)
Elix® Wasseraufbereitungssystem

(zur Herstellung von Aqua destillata)

Milli-Q® Reinstwassersystem

(zur Herstellung von Aqua pro analysi)

PerkinElmer Life Sciences GmbH (Rodgau-Jigesheim, Deutschland)
1450 Microbeta® Trilux Liquid Scintillation & Luminescence counter
Harvesters 96° (Mach I1ll M, Tomtec; Produktnr. 990607010)

Harvesters 96° (Mach Ill M, Tomtec; Produktnr. 963-589)

Sharp Electronics GmbH (Hamburg, Deutschland)
Mikrowelle R-611

Techne (Duxford, Cambridge, UK)
Dri-Block® DB-2A

Thermo Labsystems Oy (Helsinki, Finnland)
Finnpipette Digital (diverse Grolien)
Finnpipette Stepper

ThermoForma Scientific (Marietta, USA)

ThermoForma Series Il Water Jacketed CO Incubator

2.1.11 Verwendete Computerprogramme

GraphPad Prism® Version 3.02 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA)
GraphPad Prism® Version 4.00 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA)
GraphPad Instat® Version 3.05 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA)
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ChemWindow® Version 6.0 (Bio-Rad Laboratories, Philadelphia, USA)
Microsoft® Word Version 2000 (Microsoft Corporation, Redmond, USA)
Microsoft® Excel Version 2000 (Microsoft Corporation, Redmond, USA)

2.2 Zellkultur

Die meisten der in dieser Arbeit durchgeflihrten Experimente wurden an
Membransuspensionen aus Ovarialzellen des chinesischen Hamsters (CHO-
Zellen) durchgefuhrt, die mit dem humanen Gen fur den muskarinischen Mo-
Rezeptor stabil transfiziert wurden. Diese Zellen werden im Folgenden als CHO-
Mz-Zellen bezeichnet. Nur ein Experiment in der vorliegenden Arbeit wurde mit
Membransuspensionen aus CHO-M4-Zellen durchgefuhrt, welche
freundlicherweise von Dr. Dorothea Klemt (Pharmakologie und Toxikologie,
Pharmazeutisches Institut, Universitdt Bonn) Uberlassen wurden. Die Zelllinien
wurden dankenswerterweise von Prof. Dr. G. Lambrecht (Abteilung
Pharmakologie, Biozentrum Niederursel, Universitat Frankfurt/Main) zur Verfugung
gestellt. Da CHO-Wildtyp-Zellen keine muskarinischen Rezeptoren besitzen
(Buckley et al., 1989; Eckstein, 2004), sind die in dieser Arbeit dargestellten
Effekte nur auf den jeweils eingesetzten Muskarinrezeptor-Subtyp zurtickzufihren.
Aulerdem weisen CHO-Zellen keine Cholinesterase-Aktivitat auf (Lazareno und
Birdsall, 1993; Gnagey und Ellis, 1996), so dass die Versuche mit ACh ohne

Zugabe von Cholinesterase-Inhibitoren durchgefiihrt werden konnten.

2.2.1 Kultivierung von CHO-Zellen

Die Zellen wurden in Cellstar® Zellkulturschalen mit je 20 ml Ndhrmedium (s.
2.1.9.2) bei 37°C, 96% relativer Luftfeuchtigkeit und 5% CO; in einem Inkubator
gezuchtet. Das Anzuchten und die Vermehrung von CHO-Zellen erfolgte unter
aseptischen Bedingungen an einer Werkbank mit laminarem Luftstrom (Herasafe
Werkbank HS 15, Klasse Il). Nach 2-3 Tagen waren die Zellen jeweils bis zur
Konfluenz (ca. 80-90% der Schale bewachsen) zusammengewachsen. Dann
erfolgte eine Aufteilung der Zellen von je einer auf 4-5 Zellkulturschalen. Dabei
wurde zunachst das Nahrmedium abgesaugt und die noch adharenten Zellen mit

10 ml PBS-Puffer gesplilt. Durch Zugabe von 3 ml Trypsin-EDTA-L6sung l6sten
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sich die Zellen nach einer Inkubationszeit von ca. 5 min bei 37°C vom Boden der
Schale und konnten mit 10 ml Nahrmedium fast vollstandig abgespult werden. Die
erhaltene Zellsuspension wurde in PP-Zentrifugenrohrchen (50 ml) 4 min bei 4°C
mit 900 rpm (entspricht 185 RCF: ,relative centrifugal force®) in einer
Ultrazentrifuge (Rotor JS 4.3) zentrifugiert. Das Pellet wurde in Nahrmedium
resuspendiert und gleichmallig auf Zellkulturschalen, in denen bereits ausreichend
Nahrmedium vorgelegt war, verteilt. Da fur eine Membranpraparation jeweils 20
Zellkulturschalen mit konfluent gewachsenen Zellen bendtigt wurden, wurden die
Zellen nach folgendem Schema gesplittet: 1 > 5, 5 - 21, so dass nach dem
Verbrauch von 20 Schalen fur die Membranpraparation wieder eine Schale flr

einen neuen Vermehrungszyklus bereitstand.

2.2.2 Membranpraparation

18-24 Stunden vor einer Membranpraparation wurde das Nahrmedium durch ein
mit Butyrat versetztes Nahrmedium ausgetauscht, um den Expressionsgrad des
muskarinischen My-Rezeptors zu erhdhen (Kruh, 1982). Daflur wurde aus Butyrat-
Stammlésung (100 mM) und Nahrmedium ein 5 mM Butyrat enthaltendes
Nahrmedium frisch hergestellt. Nach der Inkubationszeit wurde das Nahrmedium
abgesaugt und durch 2,4 ml Homogenisationspuffer pro Zellkulturschale ersetzt.
Die Zellen wurden mithilfe eines Zellschabers von der Oberflache geldst und die
Suspension in ein auf Eis gelagertes Polycarbonat(PC)-Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt. Jede Zellkulturschale wurde mit weiteren 1,5 ml Homogenisationspuffer
gespult, die ebenfalls in das PC-Zentrifugenrohrchen Uberfihrt wurden. Es wurden
jeweils 5 Zellkulturschalen gleichzeitig bearbeitet. Anschliefend wurden die
Zellsuspensionen in den PC-Zentrifugenrohrchen jeweils zweimal in  einem
Abstand von 2 min fir 10 sec mithilfe des Polytron-Homogenisators (Stufe 6)
homogenisiert. Es folgte eine Zentrifugation mit der Ultrazentrifuge (Rotor: JA
25.50 / 40.000 RCF/ 10 min / 2°C). Der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet in
10 ml Zentrifugationspuffer resuspendiert und unter den oben genannten
Bedingungen erneut zentrifugiert. Der letzte Arbeitsschritt wurde wiederholt. Nach
der dritten Zentrifugation wurden die Pellets in 9 ml Inkubationspuffer
aufgenommen. Das erhaltene CHO-My-Zellhomogenat wurde zu je 500-1000 mi

aliquotiert und in PP-Reaktionsgefallen (1,5 ml) bei -80°C gelagert.
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2.2.3 Einfrieren von CHO-Zellen

Zur langerfristigen Aufbewahrung von Zellen flr spatere Vermehrungszyklen
wurden diese in flussigem Stickstoff eingefroren. Dazu wurde bei einer konfluent
bewachsenen Zellkulturschale wie beim Split-Vorgang (s. 2.2.1) zunachst das
Nahrmedium abgesaugt, dann mit PBS-Puffer gespult, Trypsin-EDTA-L6sung
zugegeben, mit Nahrmedium gespdlt und zentrifugiert. Das Pellet wurde in 900 pl
Nahrmedium resuspendiert und in ein zum Gefrierschutz mit 100 pl DMSO
bestlcktes Einfrierrohrchen pipettiert. Um eine Schadigung der Zellen durch
DMSO bei Raumtemperatur zu vermeiden, wurde das Einfrierrdhrchen zlgig in

flussigem Stickstoff gelagert.

2.2.4 Auftauen von CHO-Zellen

Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde das Einfrierrohrchen aufgetaut,
die Zellsuspension moglichst schnell in ein PP-Zentrifugenréhrchen (50 ml) mit 10
ml Nahrmedium Uberfuhrt und 4 min bei 4°C mit 900 rpm (entspricht 185 RCF) in
einer Ultrazentrifuge (Rotor JS 4.3) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 mi
Nahrmedium resuspendiert und in eine Zellkulturschale mit 18 ml Nahrmedium

pipettiert. AnschlieRend wurden die Zellen wie unter 2.2.1 beschrieben kultiviert.

2.2.5 Proteingehaltsbestimmung

Der Proteingehalt der hergestellten Membransuspensionen aus CHO-Zellen
wurde nach der Methode von Lowry et al. (1951) bestimmt. Als Standard wurde
humanes Serumalbumin verwendet. Der mittlere Proteingehalt der hergestellten
CHO-M2-Membransuspensionen  betrug 2,40 £+ 0,07 mg Protein/mi

Membransuspension (Mittelwert + Standardfehler, n = 50).

2.3 Radioligandbindungsstudien mit ["HINMS

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Radioligandbindungsexperimente
mit [PHJNMS wurden unter Gleichgewichtsbedingungen durchgefiihrt. Da die

eingesetzten Liganden jeweils reversible Bindungen mit dem Rezeptor eingingen,
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folgte die Bildung von Ligand-Rezeptor-Komplexen [RL] aus Ligand [L] und
Rezeptor [R] dem Massenwirkungsgesetz (Bennett und Yamamura, 1985):

k+1
[R] +[L] —— [RL] (1)
K 1
K i1 Geschwindigkeitskonstante der Assoziation
k.i: Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation

Die Geschwindigkeiten der Assoziation vhin bzw. der Dissoziation vk berechnen

sich folgendermalien:

Vhin = K+1 * [R] = [L] (2)

Viiick = K1 * [RL] (3)

Laufen Assoziation und Dissoziation mit der gleichen Geschwindigkeit ab, andern
sich die Konzentrationen der gebildeten Ligand-Rezeptor-Komplexe bzw. die des
freien Liganden und Rezeptors nicht mehr. Die Reaktion befindet sich im

dynamischen Gleichgewicht:

ket [R]* [L] = k1 - [RL] (4)

Bildet man den Quotienten aus der Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation
k.1 und der Geschwindigkeitskonstant der Assoziation k¢, erhalt man die
Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp:

K-1 [R]-[L]

K = =
"7 ke [RU ©)

Die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp (Einheit: mol/l) entspricht der
Ligand-Konzentration, bei der die Halfte aller Rezeptoren in Ligand-Rezeptor-
Komplexen vorliegt. Je kleiner der Kp-Wert eines Liganden ist, desto hoher ist

seine Affinitat zum Rezeptor.

2.3.1 Homologe Kompetition

Vor Verwendung der CHO-M,-Zellhomogenate in [*S]GTPyS-Bindungs-
experimenten oder weiteren [PHINMS-Bindungsstudien wurden die Bindungs-

eigenschaften der Homogenate mittels homologer Kompetitionsexperimente
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charakterisiert. Dadurch konnte die Zahl spezifischer Bindungsstellen (Bmax;
entspricht der Rezeptorkonzentration) fir den Muskarinrezeptor-Antagonisten
[PH]N-Methylscopolamin  (PHINMS) und dessen Affinitat Kp zu diesen

Bindungsstellen bestimmt werden.

2.3.1.1 Theoretische Grundlagen

Bei homologen Kompetitionsexperimenten werden Rezeptorsuspensionen mit
einer konstanten Konzentration des Radioliganden und steigenden
Konzentrationen eines strukturidentischen Inhibitors inkubiert, der sich nur durch
die fehlende radioaktive Markierung vom Radioliganden unterscheidet. Nach
Einstellung des Reaktionsgleichgewichtes wird jeweils die Bindung des
Radioliganden an den Rezeptor bestimmt. Die Gesamtbindung wird in
Abwesenheit des Inhibitors ermittelt. Die unspezifische Bindung des
Radioliganden lasst sich durch einen strukturverschiedenen, im Uberschuss
zugegebenen Inhibitor bestimmen, der eine Affinitat zur gleichen Bindungsstelle
besitzt und somit den Radioliganden aus diesen spezifischen Bindungsstellen
,verdrangt®. Tragt man die gemessene Bindung des Radioliganden gegen den
dekadischen Logarithmus der Konzentration des Inhibitors auf, resultiert eine
Kurve mit sigmoidem Verlauf, die durch die ,Vier-Parameter-logistische-

Gleichung“ (Barlow und Blake, 1989) beschrieben wird:

B Mi Max - Min
= In +
ges 6
1 + (IC50/10%NH (6)
Bges: Gesamtbindung des Radioliganden
Min: Gesamtbindung des Radioliganden in Anwesenheit hoher Konzentrationen des

Inhibitors (unteres Kurvenplateau)

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

ICs0: Konzentration des Inhibitors, die die Bindung des Radioliganden um 50% reduziert
(Wendepunkt des Sigmoids)

[X: Konzentration des Inhibitors

ny: Hill-Koeffizient (MaR fir die Kurvensteilheit)

Das Steilheitsmal} dieser Gleichung entspricht dem Hill-Koeffizienten ny in der Hill-

Gleichung (Hill, 1910). Weicht der Betrag des Hill-Koeffizienten ny nicht signifikant
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von dem Wert 1 ab, deutet dies auf eine homogene Rezeptorpopulation und eine
Interaktion von einem Rezeptor mit genau einem Liganden hin (Monod et al.,
1965). Ist die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp des Radioliganden und
die Konzentration des Radioliganden bekannt, Iasst sich mit Hilfe des ICso-Wertes
die Affinitdt des Inhibitors zum unbesetzten Rezeptor bestimmen (Cheng und
Prusoff, 1973):

K= ———F (7)
1+ [L)/Kp
Ki: Affinitat des Inhibitors zum Rezeptor
[L]: Konzentration des Radioliganden

Da bei der homologen Kompetition Radioligand und Inhibitor strukturidentisch sind
und somit die gleiche Affinitdt zum Rezeptor besitzen, vereinfacht sich die

Gleichung zu:

Kp = Ki = 1Cs0 — [L] (8)

Demnach kann der Kp-Wert aus dem Wendepunkt der erhaltenen Kurve bestimmt
werden. Der zweite fur die Charakterisierung der Zellhomogenate wichtige
Parameter, die maximale Anzahl an Bindungsstellen Bpnax, l8sst sich unter
Berucksichtigung der spezifischen Bindung des Radioliganden in Abwesenheit des

Inhibitors ebenfalls mithilfe des Wendepunktes ICs ermitteln (DeBlasi et al., 1989):

Bo - I1Cs0
Bmax = —————— 9
0 (9)

Bo: spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit des Inhibitors

2.3.1.2 Versuchsdurchfiihrung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in homologen Kompetitionsexperimenten
[PHINMS als Radioligand und unmarkiertes NMS als Kompetitor eingesetzt.
Atropin diente als strukturverschiedener Inhibitor zur Bestimmung der
unspezifischen Bindung von [°PHJNMS. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte in 96-
well-Mikrotiterplatten aus Polypropylen in Dreifachbestimmung. Da die
Experimente  zur  Charakterisierung  der  Bindungseigenschaften  der

Zellhomogenate moglichst unter den gleichen Bedingungen wie die funktionellen
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[*°S]GTPyS-Bindungsexperimente ablaufen sollten, wurde dem Versuchsansatz
GDP (10 uM) hinzugefugt. Der Proteingehalt der CHO-M,-Zellhomogenate, die fir
die Verwendung in [*°S]GTPyS-Bindungsexperimenten bestimmt waren, wurde
wie in den funktionellen Experimenten auf 50 ug/ml eingestellt. Da in heterologen
Interaktionsstudien mit [PHINMS (s. 2.3.2) ein Forderer der [PH]JNMS-Bindung
eingesetzt wurde, musste der Proteingehalt der Zellhomogenate fur diese
Experimente auf 10 yg/ml erniedrigt werden, damit nicht eine Bindung von mehr
als 10% des Radioliganden an die Membransuspension resultierte. Um in einer
Versuchsreihe immer mit dem gleichen Proteingehalt zu arbeiten, wurde auch bei
der Charakterisierung ein Proteingehalt von 10 ug/ml eingestellt. Es erfolgte die
Zugabe der Losungen und der Zellmembransuspension nach dem in Tabelle 1

dargestellten Schema:

Ansatz fur die
zugegebene Lésung Lésunas- Ansatz fir die [PHINMS- Ansatz fur die
bzw. Suspension mitteﬁ Gesamtbindung Bindung in unspezifische
(Endkonzentration) von [PHINMS Anwesenheit Bindung
von NMS
Aqua pro analysi - 100 pl 50 ul 50 ul
. Aqua pro
Atropin (1uM) analysi - - 50 ul
NMS (div. Verdln- Aqua pro
. - 50 ul -
nungen) analysi
Inkubations-
GDP (10 uM) puffer 50 pl 50 pl 50 ul
Inkubationspuffer - 250 pl 250 pl 250 pl
3 Inkubations-
[PHINMS (0,2 nM) puffer 50 pl 50 pl 50 pl
CHO-M,-
Zellhomogenat Inkubations-
(10 bzw. 50 pg puffer 50 ul 50 ul 50 ul
Protein/ml)

Tabelle 1: Schema flr einen Versuchsansatz zur Durchfilhrung eines homologen Kompetitions-
experimentes. Es resultierte jeweils ein Gesamtvolumen von 500 pl. NMS wurde in den fiir das
Experiment notwendigen Verdiinnungen zugegeben. Die Endkonzentrationen im Inkubationspuffer
betrugen: 10 mM HEPES; 10 mM MgCl,; 100 mM NaCl (pH 7,4 bei 25°C).

AnschlielRend erfolgte auf einem Kleinschuttler die Durchmischung der Ansatze in

den einzelnen Bohrungen der Mikrotiterplatte, die durch Parafim® M abgedichtet
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war. Das Endvolumen in jeder Bohrung betrug jeweils 500 pl. Nach einer
Inkubationszeit von 120 min bei 30°C im Wasserbad, wurde die Reaktion durch
Filtration mit einem Harvesters 96° durch eine bedruckte Filtermatte beendet. Es
folgten zwei Spulungen mit Aqua destillata (4°C). Die Filtermatte wurde eine halbe
Stunde vor der Filtration zur Verminderung der unspezifischen Bindung in
0,1%iger Polyethylenimin(PEIl)-Losung eingelegt. Nach der Filtration erfolgte die
Trocknung des Filters, zunachst auf einem Heizblock und anschlieRend fur 3 min
bei 400 W in der Mikrowelle. Mithilfe des Heizblockes wurde nachfolgend ein
Szintillationswachs auf die Filtermatte aufgeschmolzen. Nach Erstarren des
Wachses wurde die Filtermatte erst in eine Klarsichthldlle und dann in eine
Zahlkassette (berfiihrt. Die Messung des gebundenen [PHINMS erfolgte durch
Zahlung der radioaktiven Zerfélle im Microbeta® Szintillationszahler. Die Zahldauer
pro Probe betrug 3 min. Die Ergebnisse wurden wie unter 2.3.1.1 beschrieben

ausgewertet und Kp und Bnax ermittelt.
2.3.2 Heterologe allosterische Interaktion

2.3.2.1 Theoretische Grundlagen

Die in dieser Arbeit untersuchte Frage nach dem Einfluss allosterisch bindender
Liganden auf die Bindung von Orthosteren lasst sich mittels heterologer
Interaktionsexperimente bestimmen. Die Grundlage fur diese Untersuchungen
bildet das ternare Modell allosterischer Interaktionen (Ehlert, 1988a), das die
Interaktion zwischen Rezeptor sowie orthosterischem und allosterischem

Liganden beschreibt:

41



Material und Methoden

[R] + [L]+[A] [RL] + [A]
KL
KA ar KA (1 0)
G L]
[RA] + [L] [RLA]

[L]: Konzentration des ungebundenen orthosterischen Liganden
[Al: Konzentration des ungebundenen allosterischen Liganden
[R]: Konzentration der freien Rezeptoren
K. Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des orthosterischen Liganden
Ka: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des allosterischen Liganden
a: Kooperativitatsfaktor

[RL], [RA], [RLA]: Konzentrationen der jeweiligen Ligand-Rezeptor-Komplexe

Bindet das Alloster an den Orthoster-besetzten Rezeptor, kann es die Affinitat des
Orthosters erhdhen, verringern oder unbeeinflusst lassen. Quantifiziert wird diese
Affinitatsdifferenz durch den Kooperativitatsfaktor a. Die Affinitat des Allosters wird
dabei durch das Orthoster in dem gleichen Ausmal beeinflusst wie die Affinitat
des Orthosters durch das Alloster. Bei einem Wert von a = 1 verandert sich die
Affinitat nicht. Man spricht von neutraler Kooperativitat. Ist a > 1, wird zur
halbmaximalen Besetzung der Rezeptoren eine hdhere Ligand-Konzentration
bendtigt. Ein solcher Affinitatsverlust bedeutet negative Kooperativitat. Eine
entsprechende Affinitatszunahme wird als positive Kooperativitat bezeichnet (0 < a
< 1). Auf dem ternaren Modell allosterischer Interaktion beruht eine nichtlineare
Regressionsanalyse, aufgrund derer sich der Kooperativitatsfaktor a und die
Gleichgewichts-Dissoziationskontante des Allosters Ka berechnen lassen. Die

entsprechende Gleichung nach Ehlert (1988a) lautet:

- [L] + K
LK - Katd (11)
Ka + [A) a
Ba: spezifische Bindung des orthosterischen Radioliganden in Anwesenheit des
allosterischen Liganden
Bo: spezifische Bindung des orthosterischen Radioliganden in Abwesenheit des

allosterischen Liganden
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Die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante K| entspricht der in homologen
Kompetitionsexperimenten ermittelten Konstante Kp. Das Produkt aus dem
Kooperativitatsfaktor a  und der Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Ka
(Affinitat zum freien Rezeptor) des Allosters ergibt die Affinitat des Allosters zum
besetzten Rezeptor (Ellis, 1997). Bei den Experimenten muss sichergestellt sein,
dass sich die Reaktion zum Zeitpunkt der Messung im Gleichgewicht befindet.
Dazu wird die Halbwertszeit der Gleichgewichtseinstellung anhand folgender
Gleichung naherungsweise bestimmt (Lazareno und Birdsall, 1995):
[Al

t1/200s = 20t = (1 + ECi) (12)
50Diss

t4/20bs: Halbwertszeit der Gleichgewichtseinstellung

1208 Halbwertszeit der Dissoziation des orthosterischen Liganden in Abwesenheit des
Allosters (Kontrollbedingungen)

[Al: Konzentration des allosterischen Liganden

ECsopiss: Konzentration des allosterischen Modulators, die zu einer halbmaximalen

Verzdgerung der Dissoziation des orthosterischen Liganden fiihrt

Fir die Inkubationszeit im Versuch wurde die flinffache Halbwertszeit der
Gleichgewichtseinstellung ti200s gewahlt, da angenommen wurde, dass sich die

Reaktion nach dieser Zeit im Gleichgewicht befand.
2.3.2.2 Versuchsdurchfiihrung

2.3.2.2.1 Heterologe allosterische Interaktionsexperimente mit [PHINMS als
Orthoster

In dieser Arbeit wurde in [3H]NMS-Bindungsexperimenten nur der Einfluss des
allosterischen Modulators Naphmethonium (MM3a) getestet. Die Inkubationszeit
berechnete sich wie in 2.3.2.1 beschrieben. Die hochste eingesetzte
Naphmethonium-Konzentration war 0,3 yM. Die Dissoziationshalbwertszeit von
[PHINMS unter Kontrollbedingungen betrug 1,96 min (Valérie Strassmann,
personliche Mitteilung). Die Naphmethonium-Konzentration, die zu einer halb-
maximalen Dissoziationsverzégerung von [PHINMS filhrte (ECsopiss), lag bei 9,3
nM (Matthias Sennwitz, personliche Mitteilung; 3 mM MgHPO,4 / 50 mM Tris-HCI-
Puffer, pH 7,3, 37°C). Als flunffache Halbwertszeit der Gleichgewichtseinstellung

errechnete sich eine Inkubationszeit von 330 min. Das Schema zum Ansetzen des
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Versuches entsprach dem aus Tabelle 1. Anstelle des homologen Kompetitors
NMS wurden verschiedene Konzentrationen des allosterischen Modulators
Naphmethonium zugegeben. Der Proteingehalt der Zellhomogenate betrug 10
Mg/ml im Ansatz. Die Versuchsdurchfihrung erfolgte wie unter 2.3.1.2
beschrieben. Die Ergebnisse wurden nach Gleichung 11 ausgewertet und Ka und

a ermittelt.

2.3.2.2.2 Heterologe allosterische Interaktionsexperimente mit [*H]INMS und

ACh bzw. Pilocarpin als Orthosteren

Es sollte untersucht werden, inwieweit die in den funktionellen Experimenten
erhobenen Befunde beziglich des allosterischen Einflusses von Naphmethonium
auf die ACh- bzw. Pilocarpin-induzierte [35S]GTPyS—Bindung Ubereinstimmen mit
Ergebnissen aus Radioligandbindungsstudien. Es wurden die Affinitaten von ACh
und Pilocarpin in An- und Abwesenheit von Naphmethonium ermittelt. Zu einer
konstanten [PHINMS-Konzentration wurden steigende Konzentrationen an Agonist
hinzugefligt und die Affinitat des Agonisten indirekt Uber die Inhibition der
[’H]NMS-Bindung bestimmt. Das Ansatzschema fiir die Versuche ist in Tabelle 2
abgebildet. Die Versuchsdurchfihrung erfolgte wie in 2.3.1.2 beschrieben. Die
Inkubationszeit betrug 330 min (Berechnung: siehe 2.3.2.2.1). Die Auswertung der
Ergebnisse erfolgte zunachst mithilfe der ,Vier-Parameter-logistischen-Gleichung*
(Gleichung 6). Anhand eines F-Tests (s. 2.5.2) wurde uUberpruft, ob eine
biphasische Kurvenanpassung nach folgender Gleichung den Kurvenverlauf

signifikant besser beschrieb:

(Max - Min) - Frak . (Max - Min) - (1 - Fraky)

B = Min +
ges (1 +10P<109EC50_1]) (1 +10P*0gEC50_2]) (13)
Bges: Gesamtbindung des Radioliganden
Min: Gesamtbindung des Radioliganden in Anwesenheit hoher Konzentrationen des

Agonisten (unteres Kurvenplateau)

Max: Gesamtbindung des Radioliganden in Abwesenheit des Agonisten
(oberes Kurvenplateau)

Fraks:  Anteil der hochaffinen Rezeptorfraktion (0 < Frak; < 1)

ECso 1:  Konzentration des Agonisten, die die Bindung des Radioliganden an der

hochaffinen Rezeptorfraktion um 50% reduziert (1. Wendepunkt)
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ECso 2:  Konzentration des Agonisten, die die Bindung des Radioliganden an der
niedrigaffinen Rezeptorfraktion um 50% reduziert (2. Wendepunkt)
X: dekadischer Logarithmus der Konzentration des Inhibitors
Ansatz fur Ansatz fur
Ansatz fur die Ansatz fur di Ansatz
. . ie .
zugegebene L6- die Gesamt- die PHINMS- fur die
Lésung bzw. Gesamt- | bindung | [PHJNMS- . unspe-
. sungs- . . Bindung oo
Suspension (End- . bindung von Bindung ; zifische
) mittel 3 X (mit ;
konzentration) von ["HINMS (mit Orthoster Bin-
[PHINMS (mit Orthoster) dung
u. Alloster)
Alloster)

Aqua pro analysi - 100 pl 50 pl 50 ul - 50 ul
Atropin (1uM) Aqua - - - - 50 ul
Agonist (div.

Verdiinnungen) Aqua ) ) S0 ul S0 ul )

Naphmethonium

(0.3 uM) Aqua - 50 pl - 50 ul -
GDP (10 pM) P 50 pl 50 ul 50 ul 50 pl 50 ul
Inkubationspuffer - 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl
[PHINMS
(0,2 nM) IP 50 pl 50 ul 50 ul 50 pl 50 ul
CHO-M,-
Zellhomogenat
(10 bzw. 50 pg IP 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
Protein/ml)

Tabelle 2: Schema fir einen Versuchsansatz zur Durchflihrung eines heterologen Kompetitions-
experimentes mit [PHINMS und ACh bzw. Pilocarpin in An- und Abwesenheit des allosterischen
Modulators Naphmethonium. Es resultierte jeweils ein Gesamtvolumen von 500 pl. Die Agonisten
zugegeben. Die
Endkonzentrationen im Inkubationspuffer betrugen: 10 mM HEPES; 10 mM MgCl,; 100 mM NaCl
(pH 7,4 bei 25°C). Aqua: Aqua pro analysi; IP: Inkubationspuffer.

wurden in den fiur das Experiment notwendigen Verdinnungen
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2.4 Funktionelle Experimente ([*>’S]GTPyS-Assay)

2.4.1 Theoretische Grundlagen

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt auf Untersuchungen in [*°S]GTPyS-
Bindungsexperimenten. Hierbei wird die Interaktion des Liganden mit dem G-
Protein-gekoppelten My-Rezeptor nicht auf der Bindungsebene (vgl. 2.3,
Radioligandbindungsstudien mit [PHINMS), sondern auf der ersten Stufe der
funktionellen Ebene betrachtet. Durch Bindung eines Agonisten an den Rezeptor
kommt es zur Bildung eines Rezeptor-G-Protein-Komplexes, woraufhin ein
Austausch von GDP durch GTP (Guanosin-5'-triphosphat) erfolgt. Dadurch wird
das G-Protein in den aktiven Zustand Uberfuhrt und dissoziiert in eine a- und eine
By-Untereinheit, durch welche die weitere Signaltransduktion erfolgt. Durch die
GTPase-Aktivitat der a-Untereinheit wird GTP wieder in GDP umgewandelt, was
eine Reassoziation und somit eine Deaktivierung des G-Proteins zur Folge hat
(Hepler und Gilman, 1992). In dem angewandten [*°S]GTPyS-Assay wurde die
Agonist-induzierte Bindung des radioaktiv markierten GTP-Analogons [*°S]GTPyS
an den Rezeptor gemessen. Der Austausch eines Sauerstoffatoms des GTP am
y-standigen Phosphatrest der Ribose durch ein Schwefelatom flhrt zur Stabilitat
des Molekils gegenuber der GTPase-Aktivitat der a-Untereinheit (Milligan, 2003).
[**S]GTPyS bindet demnach irreversibel an die a-Untereinheit und verhindert eine
Reassoziation der Untereinheiten des G-Proteins. Um ein optimales Verhaltnis
von Agonist-induzierter [**S]GTPyS-Bindung und basaler Bindung zu erzielen,
wurden dem Versuchsansatz GDP, Magnesium- und Natrium-lonen zugefligt.
GDP fullt leere Nukleotid-Bindungsstellen an der a-Untereinheit auf und reduziert
so die basale Bindung von [**S]GTPyS. AuRerdem vermindert GDP die Agonist-
induzierte [*°S]GTPyS-Bindung durch Kompetition mit [*>S]JGTPyS. Da GDP eine
héhere Affinitat zu inaktiven G-Proteinen besitzt, Uberwiegt der Effekt der
Reduktion der basalen Bindung (Harrison und Traynor, 2003). Magnesium-lonen
erhdhen sowohl die basale als auch die Agonist-induzierte [*°S]GTPyS-Bindung.
Hier dominiert die Steigerung der Agonist-induzierten [**S]GTPyS-Bindung
(Harrison und Traynor, 2003). Natrium-lonen binden wahrscheinlich an ein

konserviertes Aspartat in der zweiten transmembranaren Domane (Horstman et
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al., 1990), wodurch eine Entkopplung des G-Proteins vom Rezeptor hervorgerufen
wird. Dies bedeutet eine Abnahme der basalen Bindung. Die Konzentrationen der
Puffer-Zusatze sind jeweils so gewahlt, dass die basale [**S]GTPyS-Bindung
mdglichst gering und die Agonist-induzierte Bindung hoch ist. Die maximale
Bindung von [**S]GTPyS an die G-Proteine néhert sich nach mehreren Stunden
asymptotisch einem Maximum. In einigen Studien unterscheiden sich die basale
und die Agonist-induzierte [*>S]GTPyS-Assoziation nur hinsichtlich ihrer Kinetik
(Munshi et al., 1991; Negishi et al., 1993; Senogles et al., 1990), so dass der
Effekt des Agonisten katalytischer Art ist. Zum Endzeitpunkt erreichen die basale
und die Agonist-induzierte [*>*S]JGTPyS-Bindung das gleiche Maximum. In anderen
Studien nahert sich die [*°S]GTPyS-Bindung in An- und Abwesenheit eines
Agonisten asymptotisch verschiedenen Maxima an (Gierschik et al., 1991; Chidiac
und Wells, 1992). Onaran et al. (1993) interpretieren den Unterschied der
maximalen Bindung mit einer positiven Kooperativitat zwischen GTPyS und dem
Rezeptor bezuglich ihrer Bindung an die a-Untereinheit. Durch Agonist-Aktivierung
bindet der Rezeptor an die a-Untereinheit und erhdht so die Affinitat von GTPyS
fur diese. Als optimaler Zeitpunkt flr die Beendigung der Assoziation unter den
Versuchsbedingungen dieser Arbeit hat sich eine Filtration nach 60-minutiger
Inkubationszeit erwiesen (Klemt, 2005). Die Kurvenanpassung der Daten erfolgt
anhand der ,Vier-Parameter-logistischen-Gleichung“ (Gleichung 6). Um Einzel-
experimente zusammenzufassen und vergleichen zu kénnen, wurde das obere
Plateau der Kontrollkurve (maximale durch Agonist induzierbare [*°S]GTPyS-
Bindung) auf 100% und das untere Plateau (basale [**S]GTPyS-Bindung) auf 0%
festgesetzt. Mittels eines F-Tests (s. 2.5.2) wurde bei jeder Kurve Uberprift, ob
eine Anpassung mit freilaufender Hill-Steigung ny signifikant besser war als eine

Anpassung mit auf 1 bzw. —1 festgesetzter Hill-Steigung.

2.4.2 Versuchsdurchfiuhrung

[**S]GTPyS-Bindungsexperimente dienten zur Untersuchung des Einflusses
verschiedener allosterischer Modulatoren auf die von Agonisten induzierte
[*°S]GTPyS-Bindung. Die  Versuchsdurchfiihrung erfolgte in  96-well-
Mikrotiterplatten aus Polypropylen wie unter 2.3.1.2 beschrieben. Die Filter wurden
jedoch vor der Filtration in Wasser statt in PEl eingelegt, da sonst

falschlicherweise hohe Messwerte fur die Blindproben entstanden waren
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(Lazareno, 1999). Die Inkubationszeit betrug 60 min. Tabelle 3 zeigt das Schema,
nach dem die verschiedenen Reagenzien dem Versuchsansatz hinzugefluigt
wurden. Der [**S]GTPyS-Assay diente zur Durchfilhrung unterschiedlicher

Versuchsarten:

Beeinflussbarkeit der basalen [**S]GTPyS-Bindung:

Abgesehen von der Bestimmung von Kp und Bpnax wurden die CHO-
Zellhomogenate vor der Verwendung in weiteren Experimenten bezuglich ihrer
Beeinflussbarkeit der basalen [*S]GTPyS-Bindung getestet. Als Testliganden
dienten 100 mM Oxotremorin M (Vollagonist), 1 mM Pilocarpin (Partialagonist), 1
MM Atropin (Antagonist) bzw. 100 pM Alcuronium (Alloster). Innerhalb eines
Experimentes wurde jeder Wert achtfach bestimmt.

Einfluss einer Alloster-Konzentration auf die Agonist-Konzentrations-Effekt-

Kurve:

Es wurden jeweils Agonist-Konzentrations-Effekt-Kurven in An- und Abwesenheit

einer konstanten Alloster-Konzentration aufgenommen (Vierfachbestimmung).

Einfluss eines Allosters auf die maximale Agonist-induzierte [**S]GTPyS-
Bindung:

Zeigte sich, dass das Alloster den Maximaleffekt des Agonisten beeinflusste,
folgten zusatzliche Experimente, bei denen eine Agonist-Konzentration, die die
maximale durch den Agonisten induzierbare [35S]GTPVS-Bindung hervorrief, mit

steigenden Konzentrationen an Alloster versetzt wurde (Sechsfachbestimmung).

Inhibition des Alloster-Effektes auf die Agonist-induzierte [**S]GTPyS-
Bindung durch ein weiteres Alloster:

Dieser Versuch wurde mit einer konstanten Oxotremorin M- und Naphmethonium-
Konzentration und steigenden Konzentrationen an W84 durchgeflhrt. Um die
Pufferbedingungen und das Endvolumen wie in den anderen Experimenten
beizubehalten, wurde der Agonist Oxotremorin M in Inkubationspuffer gelést und

es wurden dem Versuchsansatz nur 200 pl Inkubationspuffer hinzugefugt.
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Einfluss von Saponin auf die ACh-induzierte [*>*S]GTPyS-Bindung:

Zur Testung des Effektes von Saponin (Endkonzentration: 10 bzw. 50 pg/ml) auf
die ACh-induzierte [35S]GTPVS-Bindung, wurde Saponin-haltiger Inkubationspuffer
(s. 2.1.9.1) verwendet.

Zur Bestimmung der unspezifischen [*°S]GTPyS-Bindung wurden zum Ansatz fiir
die basale Bindung 50 pl unmarkiertes GTPyS (Endkonzentration: 10 pM)
hinzugefugt. Die unspezifische Bindung betrug ca. 23% der basalen Bindung. Da
CHO-Zellen keine Cholinesterase-Aktivitat besitzen (Lazareno und Birdsall, 1993;
Gnagey und Ellis, 1996), konnten Experimente mit ACh ohne Zugabe von

Cholinesterase-Inhibitoren durchgefihrt werden.

Ansatz flr die | Ansatz fir Ansatz f.l','ll’ die
zugegebene N . Agonist-
- R Ansatz fur die basale die . .
Losung bzw. Lo- 35 . induzierte
) basale [*’S]GTPyYS- Agonist- 35
Suspension sungs- | (ss ) , . . [*S]IGTPyS-
. [S]IGTPyS- Bindung in induzierte .
(Endkonzen- mittel ; . 35 Bindung
X Bindung Anwesenheit | [*’S]GTPyS- ,
tration) von Alloster Bindun moduliert
9 durch Alloster
Aqua pro
analysi - 100 pl 50 ul 50 ul -
Agonist Aqua - - 50 ul 50 ul
Alloster Aqua - 50 ul - 50 ul
GDP (10 pM) IP 50 ul 50 pl 50 ul 50 ul
Inkubations-
puffer IP 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl
[**S]GTPYS
(0,07 nM) IP 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
CHO-M,-
Zellhomogenat
(50 pg Protein/ IP 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
ml)

Tabelle 3: Schema flr einen Versuchsansatz zur Durchfilhrung eines [SSS]GTPVS-Bindungs-
experimentes. Es resultierte jeweils ein Gesamtvolumen von 500 pl. Der Agonist wurde in den flr
Experiment notwendigen Verdinnungen Die
Inkubationspuffer betrugen: 10 mM HEPES; 10 mM MgCl,; 100 mM NaCl (pH 7,4 bei 25°C). Aqua:

Aqua pro analysi; IP: Inkubationspuffer.

das zugegeben. Endkonzentrationen im
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2.4.3 Analyse des antagonistischen Verhaltens der
Testsubstanzen

Wenn die eingesetzten Testsubstanzen die Konzentrations-Effekt-Kurven der
Agonist-induzierten [*°*S]GTPyS-Bindung nach rechts verschoben, wurde das
antagonistische Verhalten der Testsubstanz naher klassifiziert. Dazu erfolgte eine
Transformierung der Daten der Konzentrations-Effekt-Kurven, die eine
Auswertung anhand einer Schild-Auftragung ermoglichte. Es wurde jeweils aus
dem Wendepunkt der Agonist-Kontrollkurve (in Abwesenheit von Testsubstanz;
ECs0_kontrolie) Und dem Wendepunkt einer mit einer Konzentration der Testsubstanz
versetzten Konzentrations-Effekt-Kurve  (ECso Testsubstanz) €IN° sogenannter
Verschiebungsfaktor (VF) berechnet:
ECs0_Testsubstanz

VF = 14
EC50_Kontrolle ( )

Der dekadische Logarithmus aus der Differenz VF-1 wurde gegen den
dekadischen Logarithmus der Testsubstanz aufgetragen. Die Kurvenanpassung
fur kompetitiven Antagonismus erfolgte mittels einer Gleichung von Arunlakshana
und Schild (1959):

log (VF — 1) = pKa + s - log [A] (15)

pKa: negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration der Testsubstanz, die zu
einer 50%-igen Besetzung freier Rezeptoren flihrt (Affinitdt zum freien Rezeptor; in
der Literatur haufig auch als pKg bezeichnet)

s: Steigung der Regressionsgeraden (Schild-Steigung)

[Al: Konzentration der Testsubstanz

Der Schnittpunkt mit der X-Achse (pA2) stellt den negativen dekadischen
Logarithmus der Konzentration der Testsubstanz dar, die zu einer Verschiebung
des Wendepunktes der Agonist-Konzentrations-Effekt-Kurve um den Faktor 2 (VF
= 2) fuhrt. Sind die Konzentrations-Effekt-Kurven parallel verschoben (s. 2.4.4)
und hat die Schild-Gerade eine Steigung von s = 1, ist die Interaktion zwischen

Agonist und Testsubstanz kompetitiver Art und es gilt:

PA2 = pKa (16)
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Bei kompetitivem Antagonismus lasst sich also die Affinitat der Testsubstanz zum
freien Rezeptor pKa (in der Literatur haufig auch als pKg bezeichnet) durch den
Schnittpunkt der Schild-Geraden mit der x-Achse bestimmen. Da von den meisten
in dieser Arbeit untersuchten Testsubstanzen bekannt ist, dass sie die
Dissoziation des Antagonisten NMS vom My-Rezeptor verzégern und dies als ein
deutliches Zeichen fur die allosterische Wirksamkeit der jeweiligen Substanz an
dem untersuchten Rezeptor gilt (Lazareno et al., 2000), wurden die Werte in der
Schild-Auftragung in der Regel nach einer Gleichung fur allosterischen
Antagonismus (Lanzafame et al., 1996; Gleichung 17) ausgewertet, die auf dem

ternaren Modell allosterischer Interaktionen von Ehlert (Gleichung 10) basiert:

a-1

VF-1 =
(a-Kal[A]+1)

(17)

a: Kooperativitatsfaktor

Mithilfe dieser Gleichung lie® sich sowohl der pKa-Wert als auch der
Kooperativitatsfaktor a (vgl. 2.3.2.1) bestimmen. Graphisch lasst sich der pKa-Wert
durch den Schnittpunkt der Kurve mit der Abszisse darstellen. Der negative
Logarithmus des Kooperativitatsfaktors fir die Interaktion zwischen
orthosterischem und allosterischem Liganden (pa) kann durch den maximalen
Verschiebungsfaktor (genauer: log (VF — 1)) abgeschatzt werden (Ehlert, 1988a).
Die Summe aus pa und pKa stellt die Bindungsaffinitdt der Testsubstanz zum
Agonist-besetzten Rezeptor dar (Ellis, 1997). Kam es zur Bildung ternarer
Komplexe, zeigte sich dies bei den Konzentrations-Effekt-Kurven durch eine in
hohen Konzentration sattigbare Rechtsverschiebung und mdglicherweise durch
eine Modulation des Agonist-induzierten Maximaleffektes in Anwesenheit von
Testsubstanz. In der Schild-Auftragung wurde der allosterische Antagonismus
dadurch deutlich, dass eine Kurve resultierte, die anfanglich eine lineare Steigung
von 1 aufwies und in hohen Konzentrationen abflachte (Kenakin, 1997b;
Lanzafame et al.,, 1996). Als Voraussetzung fur die Anwendbarkeit der
Gleichungen von Arunlakshana und Schild (1959) und von Lanzafame et al.
(1996) muss der Effekt des Agonisten in An- und Abwesenheit des Antagonisten
proportional zur Rezeptorbesetzung sein. Dies ist gegeben, wenn die Kurven

parallel (mit der gleichen Kurvensteigung) nach rechts verschoben sind (s. 2.4.4)
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und der Maximaleffekt des Agonisten durch den Antagonisten nicht beeinflusst
wird. Kann eine Rezeptorreserve ausgeschlossen werden, verandert sich auch bei
einer Beeinflussung des Maximaleffektes die Anzahl der besetzten Rezeptoren
nicht. Der Wendepunkt der Konzentrations-Effekt-Kurve spiegelt dann jeweils die
halbmaximale Rezeptorbesetzung wieder. Eine Rezeptorreserve bedeutet, dass
bei einer groRen Rezeptordichte schon die Besetzung eines Teils der Rezeptoren

durch einen Agonisten zu einer maximalen G-Protein-Aktivierung fuhrt.

2.4.4 Test auf Parallelverschiebung der Konzentrations-Effekt-
Kurven

Eine Parallelverschiebung der Konzentrations-Effekt-Kurven, d. h. eine
Verschiebung der Kurven ohne Beeinflussung des Steigungsmalies, ist sowohl
eine Voraussetzung fir die Auswertung nach Arunlakshana und Schild (1959,
Gleichung 15) als auch fur die Auswertung nach Lanzafame et al. (1996,
Gleichung 17). Der Test auf Parallelverschiebung erfolgte nach einer von Lew and
Angus beschriebenen Methode (1995). Es wurde ein gemeinsamer F-Test (s.
2.5.2) fur alle durch eine Testsubstanz verschobenen Konzentrations-Effekt-
Kurven (incl. Kontrollkurve) durchgefuhrt, bei dem Uberprift wurde, ob fir die
Gesamtheit der Kurven eine Anpassung mit auf ny = 1 festgesetzter Hill-Steigung
maoglich war. War eine Anpassung mit freilaufenden, individuellen Steigungen fur
jede Kurve signifikant besser, wurde der Mittelwert aus den Werten der
freilaufenden Steigungen aller Kurven gebildet, und alle Kurven mit diesem
mittleren Steigungswert angepasst. AnschlieRend wurde mittels eines F-Tests (wie
oben beschrieben) erneut Uberpruft, ob mit diesem Hill-Koeffizienten eine

Parallelverschiebung gegeben war.

2.4.5 Berechnung des prozentualen Anteils an ternaren
Komplexen bei gegebenen Agonist- und Alloster-
Konzentrationen

Um einschatzen zu konnen inwieweit eine Modulation der maximalen Agonist-
induzierten [**S]GTPyS-Bindung auf der Bildung ternarer Komplexe beruht, wurde
der Anteil ternarer Komplexe an der im Versuchsansatz vorliegenden Gesamtheit

an M,-Rezeptoren Rt nach einer Gleichung von Ehlert (1988a) berechnet:
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[XRA] _ [X]
[Rrl  [XI+ aKx + a[XIKa/[A] + a KaKx/[A])

(18)

[XRA]: Konzentration ternarer Komplexes aus Agonist, Rezeptor und Alloster

[X]: Konzentration des Agonisten

[A]: Konzentration des Allosters

Kx: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des Agonisten
Ka: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des Allosters

Der Quotient [XRA]/[R1] lasst sich auch aus einem anderen Zusammenhang, den
Ehlert (1988a) darstellt, ableiten. Allgemein gilt fur [XRA]:

xRA] = ZRIA (19)
aKa
Rt setzt sich zusammen aus:
[Rr] = [R] + [XR] + [RA] + [XRA] (20)

Unter der Annahme, dass die Konzentration des Agonisten [X] sehr grof} ist,
konnen die freien Rezeptoren [R] und die nur mit Alloster besetzten Rezeptoren

[RA] vernachlassigt werden, so dass sich Gleichung 20 vereinfacht zu:

[Rr] = [XR] + [XRA] (21)

Der Anteil ternarer Komplexe an der Gesamtrezeptorzahl lasst sich also darstellen

durch:

[XRA] [XRA] 99
Ril ~ [XR]+[XRA (22)

Durch Einsetzen von Gleichung 19 in Gleichung 22 ergibt sich:
[XRA] _ [A] (23)

Rl aKa+[A]
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2.5 Statistische Methoden

2.5.1 Vergleich von Mittelwerten

Die in dieser Arbeit angegebenen Mittelwerte wurden als arithmetisches Mittel X

berechnet:
n
Xi
- 2 (24)
n
n: Anzahl der Messwerte
Xi: Einzelmesswert

Die Streuung der Daten wird jeweils als Standardfehler des Mittelwertes (SEM,

engl.: standard error of the mean) angegeben:

SEM = ST: (25)

Dabei bezeichnet SD die Standardabweichung (engl.: standard deviation):

sD (26)

Der Vergleich zweier Mittelwerte x1 und X, wurde anhand eines zweiseitigen,
ungepaarten t-Tests mithilfe des Computerprogramms GraphPad Instat®
durchgefuhrt (Signifikanzniveau: p < 0,05). Dabei wurde zunachst per F-Test (s.
2.5.2) Uberpruft, ob sich die Standardabweichungen der Mittelwerte signifikant
unterschieden. War dies der Fall, wurde eine Modifikation des t-Tests nach Welch
durchgefuhrt. Wurden mehrere Mittelwerte jeweils mit einer Kontrolle verglichen,
wurde der Dunnett t-Test angewendet, um einen durch Mehrfachtestung der
Kontrolle entstehenden Fehler auszugleichen. Denn bei der Durchflihrung
mehrerer Vergleiche ist die Wahrscheinlichkeit, einen Fehler 1. Art zu machen
(etwas falschlicherweise als signifikant anzusehen), insgesamt groRer als 5%
(Dunnett, 1955; Ludbrook, 1991; Motulsky, 1995).
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2.5.2 Vergleich verschiedener Modelle zur Datenanpassung

Der Auswertung der Daten liegen verschiedene Modelle zur Kurvenanpassung
zugrunde, die durch mathematische Gleichungen beschrieben werden. Mittels
eines F-Test kann statistisch gepruft werden, welches Modell die Daten am besten
beschreibt (Motulsky und Christopoulos, 2003). Dafir muissen zunachst die
Anzahl der Freiheitsgerade und die Summe der Fehlerquadrate fiur beide Kurven-
anpassungen ermittelt werden. Die Anzahl der Freiheitsgrade FG wird durch die
Anzahl der Variablen V einer Gleichung sowie die Anzahl der Messpunkte N

bestimmt:

FG=N-V (27)

Die Summe der Fehlerquadrate SS wird wie folgt berechnet:

n

— 2
8S=3 (Yi—Ri (28)
i=
Yi: Messwert fiir die Zielvariable
R;: durch Regressionsanalyse errechneter Wert fiir die Zielvariable

Bei gleicher Anzahl an Variablen werden die mathematischen Modelle nicht durch
einen F-Test miteinander verglichen. Die bessere Kurvenanpassung liefert das
Modell mit der kleineren Summe der Fehlerquadrate. Haben die beiden
Gleichungen jedoch eine unterschiedliche Variablenzahl, wird per F-Test
uberpruft, ob die Einfuhrung einer zusatzlichen Variablen (z. B. freilaufende Hill-
Steigung ny) die Summe der Fehlerquadrate Uberproportional reduzieren kann.
Durch den F-Test werden die Summe der Fehlerquadrate sowie die Anzahl der
Freiheitsgrade des einfacheren Modells in ein Verhaltnis zum komplexeren Modell

gesetzt:

.. (SS4 - SS,)/(FG4 - FGy)
- SS,/FG,

(29)

SS,4/DF;: Summe der Abstandsquadrate/Freiheitsgrade des einfacheren Modells
(weniger Variablen)
SS,/DF,: Summe der Abstandsquadrate/Freiheitsgrade des komplexeren Modells

(mehr Variablen)
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Liegt der errechnete F-Wert oberhalb eines tabellierten Wertes oder ist er mit
diesem identisch, so ergibt die Gleichung mit zusatzlichen Variablen eine
signifikant bessere Kurvenanpassung. Ansonsten wird das einfachere Modell

gewahlt. Es wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 festgelegt.

2.5.3 Korrelation

Mittels Korrelationsanalyse (GraphPad Prism® Version 3.02) wurde Uberpriift, ob
es einen linearen Zusammenhang zwischen der Kooperativitat (pa) der Allostere
mit den verschiedenen Orthosteren gibt. Die Kooperativitat stellt den Affinitats-
unterschied zwischen der Affinitat des Allosters zum freien (pKa) bzw. Orthoster-
besetzten (p(a-Ka)) Rezeptor dar. Vergleicht man die pa-Werte eines Allosters aus
der Interaktion mit unterschiedlichen Orthosteren, Iasst sich erkennen, inwieweit
jedes Orthoster die Affinitat des Allosters beeinflusst. Da nicht davon
ausgegangen werden kann, dass die pa-Werte der untersuchten Allostere einer
Gaul-Verteilung unterliegen, wurde eine Korrelations-Analyse nach Spearman
durchgefuhrt. Der Spearman-Korrelationskoeffizient r gibt an, in welchem Ausmalf}
die eine Variable die Werte der anderen Variable bestimmt (Motulsky, 1995). r
kann Werte zwischen -1 und 1 annehmen. Ist r genau 1 bzw. -1, liegt eine perfekte
positive bzw. negative Korrelation vor. Bei r = 0 korrelieren die Variablen
uberhaupt nicht miteinander. Der Korrelationskoeffizient liefert jedoch keine
Aussage Uber die Kausalitat der Korrelation. Im Rahmen der Korrelationsanalyse
wird aufderdem ein P-Wert bestimmt. Nimmt der P-Wert einen Wert kleiner als

0,05 an, ist es wahrscheinlich, dass die Korrelation der Daten nicht zufallig ist.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung
der CHO-M,-Zellhomogenate

3.1.1 [’H]NMS-Bindungsexperimente: Homologe Kompetition

Bevor die Membransuspensionen aus CHO-My-Zellen in [*S]GTPyS-
Experimenten bzw. in weiteren [PHINMS-Bindungsexperimenten eingesetzt
wurden, erfolgte mittels homologer Kompetitionsexperimente mit dem
muskarinischen Antagonisten N-Methylscopolamin (NMS) und dem radioaktiv
markierten Analogon [°H]NMS eine Charakterisierung der Bindungseigenschaften.
Die Analyse der Daten (vgl. 2.3.1) lieferte die Rezeptorkonzentration (Gesamtzahl
der NMS-Bindungsstellen: Bmax) und die Affinitdt von NMS zum muskarinischen

My-Rezeptor (Kp). In Abbildung 3 ist eine reprasentative Kurve einer homologen

Kompetition dargestellt.
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Abbildung 3: Reprasentatives Experiment einer homologen Kompetition von [PHINMS (0,2 nM) mit
steigenden Konzentrationen nicht radioaktiv-markietem NMS. Ordinate: [*HJNMS-Bindung in
dpm/ml. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von NMS.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient kon-
stant: ny = -1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler eines Experimentes in Dreifachbestim-

mung. Die unspezifische Bindung wurde in Anwesenheit von 1 uyM Atropin bestimmt (offenes

Symbol).
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Die Versuchsdurchfuhrung erfolgte wie unter 2.3.1.2 beschrieben. Die Daten
wurden mithilfe der ,Vier-Parameter-logistischen-Gleichung“ ausgewertet. Ergab
ein F-Test (s. 2.5.2), dass das Steigungsmal} nicht signifikant verschieden von ny
= -1 war, konnte davon ausgegangen werden, dass jeweils ein Ligand- mit einem
Rezeptormolekil interagierte (Monod et al.,, 1965). Somit konnte anhand der
Menge an gebundenem Radioligand die Zahl an Rezeptoren im Versuchsansatz
berechnet werden. Die Hill-Steigung der in Abbildung 3 dargestellten
Kompetitionskurve eines reprasentativen Experimentes war mit ny = -1,03 £ 0,06
nicht signifikant unterschiedlich von ny = -1. Die in diesem Experiment ermittelte
M,-Rezeptorkonzentration Bmax betrug 2437 fmol/mg Protein. Die Affinitat von
NMS zu den Rezeptoren lag bei pKp = 9,1. Die unspezifische Bindung (bestimmt

in Anwesenheit von 1 uM Atropin) machte 1,9 % der Gesamtbindung aus.

Tabelle 4 zeigt die Mittelwerte flr pKp und Bmax aller in dieser Arbeit eingesetzten

CHO-Mz-Zellmembransuspensionen.

Bmax (fmol/mg Anzahl untersuchter
Zellhomogenat PKo Protein) Homogenate
CHO M, 9,03 £ 0,04 5101 + 449 50

Tabelle 4: Charakteristische Bindungsparameter der eingesetzten CHO-Mj-Zellmembran-
suspensionen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus allen verwendeten Zellhomogenaten +
Standardfehler.

pKp: negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten von NMS
(Affinitat von NMS zum muskarinischen M,-Rezeptor).

Bax: maximale Anzahl spezifischer Bindungsstellen fir NMS.

Der Mittelwert aller eingesetzten CHO-M,-Membransuspensionen fur die Affinitat
von NMS zum M,-Rezeptor betrug pKp = 9,03 + 0,04 (n = 50). Ebenfalls an CHO-
My-Zellhomogenaten fanden Trankle et al. (2003) einen pKp von 9,54, Jakubik et
al. (1995) einen pKp von 9,74. Diese wichen vermutlich aufgrund unterschiedlicher
Puffer- und Temperaturbedingungen signifikant von dem Wert dieser Arbeit ab (t-
Test, p < 0,05). An anderen Praparaten, die den M,-Rezeptor enthielten, wurden
u.a. noch folgende pKp-Werte bestimmt: 9,38 (Proska und Tucek, 1995;

Homogenate aus Rattenherz-Vorhéfen) sowie 9,32 (Membranen von Meer-

58



Ergebnisse

schweinchenherzen; Mohr et al., 2004) und 9,46 (Schweineherz-Homogenate;
Mohr et al., 2004).

3.1.2 Beeinflussbarkeit der basalen [**S]GTPyS-Bindung

Eine weitere Charakterisierung der CHO-Mj-Zellhomogenate erfolgte in
[**S]GTPyS-Bindungsexperimenten. Es wurde Uberpriift, inwieweit die basale
[**S]GTPyS-Bindung, d. h. die spontane Bindung von [**S]GTPyS an das G-
Protein in Abwesenheit von Testsubstanz durch verschiedene muskarinische
Liganden beeinflussbar war. Als Testsubstanzen wurden eingesetzt Oxotremorin
M als Vollagonist, Pilocarpin als Partialagonist, Alcuronium als allosterischer
Modulator und Atropin als Antagonist an muskarinischen Mj-Rezeptoren. Die
Konzentrationen der Testsubstanzen wurden jeweils so gewahlt, dass im
Versuchsansatz eine Rezeptorsattigung vorlag, d. h. dass der maximale Effekt der
Testsubstanz im [*°S]GTPyS-Experiment erreichbar war. Die Versuchs-
durchfliihrung ist in 2.4.2 beschrieben. In Abbildung 4 sind die Effekte der
Testsubstanzen als Prozentsatz der basalen [*>S]GTPyS-Bindung dargestellt. Die
Mittelwerte resultierten aus den Ergebnissen aller in dieser Arbeit eingesetzten
Zellhomogenate. Die absoluten Werte fUr die basale Bindung lagen vorwiegend im
Bereich von 1000 bis 2000 cpm.
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Abbildung 4: Einfluss muskarinischer Liganden in rezeptorsattigenden Konzentrationen auf die
basale [*>S]GTPyS-Bindung (Zahlenwerte s. Tabelle 5). Ordinate: [*>S]GTPyS-Bindung in Prozent;
[**S]GTPyS-Bindung in 100%.

Dargestellt sind Mittelwerte aller in dieser Arbeit eingesetzten CHO-M,-

basale Abwesenheit von Testsubstanz = Abszisse:

Testsubstanzen.
Zellhomogenate + Standardfehler (n = 50; jeweils Achtfach-Bestimmung).
** signifikanter Unterschied zum Wert der basalen [358]GTPyS-Bindung (100 %; t-Test, p < 0,01).

Basale Effekt von Effekt von Effekt von Effekt von
Zell- Bind Oxot M | Pl ! Al . Atropin
homogenat indung xotremorin ilocarpin curonium 0.001 mM
(%) 1 mM (%) 1 mM (%) 0,1 mM (%) ’ (%)
CHO M, 100 244 + 8** 202 + 6** 82 + 2** 74 + 2**

Tabelle 5: Einfluss muskarinischer Liganden in rezeptorsattigenden Konzentrationen auf die
spontane [358]GTPyS-Bindung. Die Effekte der Testsubstanzen sind dargestellt als Prozentsatz der
basalen [SSS]GTP\(S—Bindung in Abwesenheit von Testsubstanz. Angegeben sind Mittelwerte aller
in dieser Arbeit eingesetzten CHO-M,-Zellhomogenate + Standardfehler (n = 50; jeweils Achtfach-
Bestimmung).

** signifikante Abweichung vom Wert der basalen [3SS]GTPVS-Bindung (100 %; t-Test, p < 0,01).
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Alle vier eingesetzten Liganden Ubten einen signifikanten Effekt auf die spontane
[**S]GTPyS-Bindung aus (t-Test, p < 0,01). Der durch Pilocarpin erreichte
Maximaleffekt war signifikant geringer als der von Oxotremorin M (t-Test, p <
0,01). Pilocarpin war bereits als Partialagonist und Oxotremorin M als Vollagonist
am My-Rezeptor bekannt (McKinney et al., 1991; Vogel et al., 1997; Zahn et al.,
2002). Die Versuchsbedingungen der vorliegenden Arbeit erlaubten es also,
zwischen Partial- und Vollagonisten zu differenzieren. Durch den allosterischen
Modulator Alcuronium und den orthosterischen Antagonisten Atropin wurde die
basale [*>S]GTPyS-Bindung signifikant gesenkt (t-Test, p < 0,01). Von Zahn et al.
(2002) und Jakubik et al. (1996) wurden sie dementsprechend als inverse
Agonisten bezeichnet.

Wie in Abbildung 4 ersichtlich ist, unterlag das ,Messfenster’, welches die
Agonisten durch ihren Maximaleffekt aufspannten, gewissen Streuungen, die u. a.
durch kleine Abweichungen im Waschvorgang wahrend der Filtration oder in der
Inkubationszeit verursacht sein kdnnten (Lazareno, 1999). Um Experimente, die
unabhangig voneinander durchgefihrt wurden, miteinander vergleichen und
zusammenfassen zu koénnen, wurde daher bei Untersuchungen von
Konzentrations-Effekt-Kurven das untere Plateau der Kontrollkurve (entspricht der
basalen Bindung) auf 0% festgelegt und das obere Plateau (entspricht dem
Maximaleffekt des jeweils untersuchten Agonisten) auf 100%. Das Messfenster,
welches die inversen Agonisten nach unten 6ffneten, war mit ca. 20 % zu klein,

um konzentrationsabhangige Untersuchungen dieses Effektes durchzufihren.

3.2 Voruntersuchungen fiir die [**S]GTPyS-

Bindungsexperimente

3.2.1 Einfluss von Saponin auf die ACh-induzierte [**S]GTPyS-
Bindung

FiUr die Messung des Effektes von Testsubstanzen auf die Konzentrations-Effekt-
Kurven von Agonisten im [*°S]GTPyS-Experiment war ein méglichst groRer
Unterschied zwischen basaler und Agonist-induzierter [*°S]GTPyS-Bindung von

Vorteil. Ein groRes Messfenster fuhrte zu kleineren Streuungen und somit zu
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eindeutigeren Ergebnissen. Lazareno (1999) beschrieb, dass die Zugabe des
permeabilisierenden Agens Saponin (10 pg/ml bzw. ~1:1
Saponin/Membranprotein) das Signal-Rausch-Verhaltnis vergrof3erte, ohne die
pharmakologischen Eigenschaften einer Membranpraparation wesentlich zu
beeinflussen. Die pharmakologischen Parameter selbst kdnnten jedoch verandert
sein. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Uberprift, inwieweit sich die Zugabe von 10
pg/ml bzw. 50 pg/ml Saponin (Konzentration im Reaktionsansatz) auf die
Konzentrations-Effekt-Kurve von ACh auswirkte (Abbildung 5; Versuchsdurchfuh-
rung: s. 2.4.2). Die Daten wurden mithilfe der ,Vier-Parameter-logistischen-

Gleichung“ (Gleichung 6) ausgewertet.
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Abbildung 5: Einfluss von Saponin auf die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: ACh-
induzierte [358]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau der Kontrollkurve) = 0%,
ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%]. Abszisse: Dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-
logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardfehler aus 4-5 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n = 9) in Vierfachbestimmung,

wobei jeweils ein Saponin- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam durchgefiihrt wurden.
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Saponin Saponin
Kontrolle 10 pg/ml 50 pg/ml
7,76 7,67 6,87
PECso
+ 0,07 + 0,06 +0,08*
Max (%) 98 + 2 127 + 3* 214 + 7%
Min (%) 0+3 743 1145
ny (frei- 0,79 0,87 0,67
laufend) £0,11 £0,12 +0,03*
n 9 5 4

Tabelle 6: KenngréRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 5 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss von Saponin (10 bzw. 50 pyg/ml). pECs, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung
mit ny = 1.

PECs,: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [35S]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).

Durch den Zusatz von 10 pg/ml Saponin zum Versuchsansatz fand zwar eine
signifikante Steigerung der maximalen ACh-induzierten [*>S]GTPyS-Bindung auf
127 + 3% statt, diese Steigerung brachte jedoch keinen experimentellen Vorteil
hinsichtlich der Verkleinerung der Streuung des Mittelwertes. Der Wendepunkt der
Kurve blieb durch diese Saponin-Konzentration unbeeinflusst. Eine Konzentration
von 50 ug/ml Saponin rief eine Erhéhung des ACh-induzierten Maximums auf 214
1t 7% hervor und verschob die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve signifikant um

etwa eine Dekade nach rechts.

Zur Uberpriifung, ob allosterische Modulatoren in Anwesenheit von Saponin den
gleichen Effekt auf die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve zeigten wie unter
Versuchsbedingungen ohne Saponin, wurden Experimente mit dem Alloster
Naphmethonium (MM3a) in Konzentrationen von 1 bzw. 100 pM durchgefihrt
(Abbildung 6).
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Abbildung 6: Einfluss von Naphmethonium auf die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve in
Anwesenheit von 50 pg/ml Saponin. Ordinate: ACh-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung in Prozent
[Basalaktivitat (unteres Plateau der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der
Kontrollkurve) = 100%]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh.
(Gleichung 6); Hill-Koeffizient
Standardfehler aus 2-3 unabhangigen

Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung*

konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte *
Experimenten (Kontrollkurve: n = 5) in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Naphmethonium-

und ein Kontroll-Experiment gemeinsam durchgefuhrt wurden.

Kontrolle Naphmethonium | Naphmethonium
1 uM 100 uM
7,10 6,09 4,43
PECso
+0,08 + 0,05** +0,12*
Max (%) 1003 101+ 2 73 £ 5**
Min (%) 03 -8+2 -8+3
ny (frei- 0,81 0,89 1,02
laufend) +0,11 +0,08 +0,27
n 5 3 2

Tabelle 7: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 6 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von Naphmethonium. pECsy, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[358]GTPvS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
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ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.
n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).

In Anwesenheit von 50 ug/ml Saponin fihrte Naphmethonium in Konzentrationen
von 1 bzw. 100 pyM genau wie in Versuchen ohne Saponin (Ergebnisse zu
Naphmethonium in Abwesenheit von Saponin: s. 3.3.2.2.3) zu einer signifikanten
Rechtsverschiebung der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve (Abbildung 6). Alle
Kurven konnten mit einer Hill-Steigung von ny = 1 ausreichend beschrieben
werden (F-Test, p > 0,05; s. 2.5.2). In Tabelle 7 sind zusatzlich die freilaufenden
Hill-Steigungen angegeben. Wahrend die basale [**S]GTPyS-Bindung durch
Naphmethonium in den eingesetzten Konzentrationen nicht signifikant beeinflusst
wurde (Dunnett t-Test, p > 0,05), senkte Naphmethonium (100 uM) die maximale
ACh-induzierte [*°*S]GTPyS-Bindung signifikant auf 73 + 5%. Da die Kurven zwar
mit der gleichen Steigung rechtsverschoben waren, der Maximaleffekt jedoch
verandert wurde, handelte es sich nicht um einen kompetitiven Antagonismus.
Eine orientierende Auswertung der Daten erfolgte in der Schild-Auftragung
(Abbildung 7) nach der Gleichung von Lanzafame et al. (1996 ; Gleichung 17). Die
Kooperativitatsfaktoren zwischen Naphmethonium und ACh waren in Anwesenheit
(pa = -2,86 * 0,56) und Abwesenheit (pa = -2,61 £ 0,16) von 50 ug/ml Saponin
nicht signifikant voneinander verschieden (t-Test, p > 0,05), wohingegen die
Affinitdt von Naphmethonium zum freien M,-Rezeptor in Anwesenheit von 50
pg/ml Saponin signifikant abnahm (t-Test, p < 0,05; pKaNaphmethonium_ohne_Saponin) =
7,66 £ 0,13 ; pKaNaphmethonium_mit_saponin) = 6,99 * 0,25). Da sich der Wert fiir pa
nicht signifikant anderte, wurde durch Saponin ebenso die Affinitat von

Naphmethonium zum ACh-besetzten M,-Rezeptor reduziert.
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Abbildung 7: Schild-Auftragung der Naphmethonium-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve aus Abbildung 6 bzw. Abbildung 31 in An- und Abwesenheit von 50
pg/ml  Saponin. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Naphmethonium. Kurvenanpassung: Gleichung 17. Dargestellt sind Mittelwerte +

Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

Cohen et al. (1996) untersuchten den Effekt von Saponin auf den G-Protein-
gekoppelten Adenosin-A{-Rezeptor. Sie fuhrten u. a. [3SS]GTPVS-Bindungsexperi-
mente mit Cyclohexyladenosin als Agonisten an CHO-A+-Zellen durch. 10 bzw.
25 ug/ml Saponin im Versuchsansatz resultierten in einer Steigerung des
Maximaleffektes auf ca. 160% bzw. 180% im Vergleich zum Kontrollexperiment,
das in Abwesenheit von Saponin durchgefuhrt wurde. Der Wendepunkt der
Konzentrations-Effekt-Kurven wurde nicht signifikant beeinflusst. Eine hohere
Saponin-Konzentration von 100 upg/ml verschob die Konzentrations-Effekt-Kurve
signifikant nach rechts, bewirkte jedoch keine Erhdhung des Maximaleffektes. Die
basale [*°S]GTPyS-Bindung wurde in diesen Experimenten durch Saponin nicht
signifikant verandert. In Versuchen, in denen das Saponin nicht dem
Versuchsansatz zugefigt wurde, sondern die CHO-Zellen wahrend der
Membranpraparation mit Saponin vorbehandelt wurden, kam es durch Saponin
zur Anhebung der basalen Bindung. Die Ergebnisse von Cohen et al. (1996)

stimmen Uberein mit der Steigerung der [*>S]GTPyS-Bindung, die Hilf und Jakobs
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(1992) in Experimenten mit dem porenbildenden Antibiotikum Alamethacin
beobachteten. Eine Interpretation von Cohen et al. (1996) war, dass Saponin eine
Barriere entfernt, welche die Bindung von GTP (bzw. [358]GTPVS) an einige G-
Proteine verhindert. In Anwesenheit von Saponin kdénnen dann alle G-Proteine
durch GTP vom Rezeptor entkoppelt werden. Dies flihrt zu einem Anstieg sowohl
der basalen als auch der Agonist-induzierten [*>S]JGTPyS-Bindung. Die unter den
Versuchsbedingungen dieser Arbeit gefundene Steigerung des Maximaleffektes
eines Agonisten durch Saponin, welche in hohen Konzentrationen mit einer
Rechtsverschiebung des Wendepunktes einherging, spiegelte also bereits
dokumentierte Befunde an anderen Rezeptoren wider (Cohen et al., 1996). Um
eine endgultige Aussage daruber treffen zu konnen, inwieweit die Effekte von
allosterischen Modulatoren in An- und Abwesenheit von Saponin zu vergleichen
und Ubertragbar sind, mussten noch weitere Experimente (mehr Konzentrationen
eines Allosters, andere allosterische Modulatoren) durchgefiihrt werden.
Pharmakologische Parameter, die aus Versuchen mit bzw. ohne Saponin
hervorgehen, sind in jedem Fall nicht direkt miteinander vergleichbar. Daher
wurde in den Versuchsreihen dieser Arbeit auf den Einsatz von Saponin

verzichtet.

3.2.2 Einfluss des Losungsmittels DMSO auf die ACh-induzierte
[**S]GTPyS-Bindung

Fir einige Testsubstanzen (Caracurin V, DDT-5, Di-Strychnin-6, Duo3, Eburna-
monin, EHW 141, MM-H5-6, Str6Naph, Strychnin, TD2, WGA) war die Ldslichkeit
in Wasser so gering, dass DMSO als Losungsmittel zur Herstellung der
Stammldsung eingesetzt werden musste. Daher wurden Vorversuche zur
Charakterisierung des DMSO-Effektes durchgeflihrt, um festzustellen, welche
DMSO-Konzentrationen im Versuch einsetzbar waren, ohne dass die ACh-
induzierte [>*°S]GTPyS-Bindung wesentlich beeinflusst wurde.

Im Folgenden sei zunachst die Konzentrationsabhangigkeit des Effektes von
DMSO auf die ACh-induzierte [*°S]GTPyS-Bindung in Abwesenheit von
allosterischen Modulatoren betrachtet. Dafur wurden zwei ACh-Konzentrationen
ausgewahlt: eine Konzentration, die sich in der Nahe des Wendepunktes der
Konzentrations-Effekt-Kurve befand (ACh 0,03 uM; Abbildung 9A) und eine

Konzentration, die einen Maximaleffekt ausléste (ACh 1 mM; Abbildung 9B). Dies
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soll anhand von Abbildung 8 verdeutlicht werden: Angenommen, DMSO
antagonisiere den Effekt von ACh ohne Reduktion des Maximaleffektes und fihre
so zu einer Rechtsverschiebung der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve, dann ware
bei der ACh-Konzentration 0,1 mM (A in Abbildung 8) sowohl in der Kontrollkurve
als auch in der durch DMSO verschobenen Kurve das obere Plateau erreicht, so
dass der DMSO-Effekt bei einer Untersuchung dieser ACh-Konzentration nicht
detektiert wirde. Bei Betrachtung einer ACh-Konzentration im Wendepunkt der
Kontrollkurve (B in Abbildung 8) wirde ein antagonisierender Effekt von DMSO in
Form einer Absenkung der [**S]GTPyS-Bindung sichtbar werden.

g, 125+ —— Kontrollkurve A
e 3 1004 +Antagonist
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Abbildung 8: Denkbare Verschiebung einer ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve in An- und

Abwesenheit eines Antagonisten (z. B. DMSO). Naheres siehe Text.
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Abbildung 9: Einfluss von DMSO auf den halbmaximalen (A: ACh: 0,03 uyM) und maximalen ACh-
Effekt (B: ACh: 1 mM). Ordinate: ACh-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung in Prozent (Basalaktivitat =
0%, ACh-Maximaleffekt in Abwesenheit von DMSO = 100%). Abszisse: Konzentration von DMSO
in Prozent. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-4 unabhangigen Experimenten in
Achtfachbestimmung (A) bzw. Vierfachbestimmung (B).

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).

Die durch 0,03 yM ACh-induzierte [BSS]GTPVS—Bindung wurde ab einer DMSO-
Konzentration von 3% signifikant gesenkt (Abbildung 9A). Der ACh-Maximaleffekt
wurde in diesen Experimenten nicht signifikant beeinflusst (Abbildung 9B). In
Tabelle 8 finden sich die Zahlenwerte zu Abbildung 9. DMSO in hohen

Konzentrationen verminderte also die Wirksamkeit von ACh.
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Kontrofie | PMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO
01% | 0,3% | 0,6% 1% 3% 10%
A | Emawz (%) | 55+5 | 47+6 | 6126 | 60+3 | 51+4 |31+7 | 11+4*
n 4 4 4 4 4 4 4
B | Emax (%) | 10026 - 105+8 | 102+9 | 100+8 | 97+5 -
n 3 - 3 3 3 3 -

Tabelle 8: Einfluss von DMSO auf den halbmaximalen (A: ACh: 0,03 uM) und maximalen ACh-
Effekt (B: ACh: 1 mM). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-4 unabhangigen
Experimenten in Achtfachbestimmung (A) bzw. Vierfachbestimmung (B).

Emax2: @annahernd halbmaximale [35S]GTPVS-Bindung induziert durch 0,03 uM ACh in Prozent
(Basalaktivitat = 0%, ACh-Maximaleffekt in Abwesenheit von DMSO = 100%).

Emax: maximale [**S]GTPyS-Bindung induziert durch 1 mM ACh in Prozent (Basalaktivitit = 0%,
ACh-Maximaleffekt in Abwesenheit von DMSO = 100%).

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).

Da 1% DMSO in den obigen Versuchen keinen signifikanten Einfluss auf die ACh-
induzierte [*>S]GTPyS-Bindung ausiibte, sollte in Versuchen mit allosterischen
Modulatoren maximal diese Konzentration eingesetzt werden. Deshalb wurde der
Einfluss von 1% DMSO noch einmal an einer vollstdndigen ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve untersucht (Abbildung 10). Die Experimente wurden durchgefuhrt und

ausgewertet wie unter 2.4 beschrieben.
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Abbildung 10: Einfluss von DMSO 1% auf die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: ACh-

induzierte [358]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau der Kontrollkurve) = 0%,
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ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%]. Abszisse: Dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-
logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte +

Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

Durch 1% DMSO wurden weder der Wendepunkt noch das obere oder untere
Plateau der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve signifikant beeinflusst. Die Daten zu
den in Abbildung 10 dargestellten Kurven finden sich in Tabelle 9. Wahrend die
Kurve in Anwesenheit von 1% DMSO mit einer Hill-Steigung von ny = 1
ausreichend beschrieben wurde, wurde bei der Kontrollkurve eine signifikant
bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Steigungsmal} erhalten (ny = 0,69 *
0,08; F-Test; p < 0,05).

DMSO
K I
ontrolle 1%
7,89 7,54
pEC50

+ 0,09 +0,10
Max (%) 1003 90+3
Min (%) 0+3 -1+£3

ny (frei- 0,69 1,05
laufend) +0,08% +0,25

n 3 3

Tabelle 9: Kenngrofien (+ Standardfehler) der gemittelten ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus
Abbildung 10 unter Kontrollbedingungen sowie unter Einfluss von 1% DMSO. pECsy, Max und Min
beruhen auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [35S]GTP\(S-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [35S]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).

Zur Uberpriifung des Einflusses von DMSO auf die durch ein Alloster modulierte
ACh-induzierte [*S]GTPyS-Bindung wurde das gleiche Versuchsschema

angewendet wie in den Versuchen aus Abbildung 9/Tabelle 8. Gallamin in einer
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Konzentration von 3 mM wurde als allosterischer Modulator eingesetzt. Als ACh-
Konzentration, die sich naherungsweise im Wendepunkt der durch 3 mM Gallamin
modulierten ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve befand, wurde 10 uM ACh bestimmt
(vgl. 3.3.2.7). Die durch diese Konzentration hervorgerufene [*>S]GTPyS-Bindung
wurde durch DMSO nicht beeinflusst (Abbildung 11). Der ACh-induzierte
Maximaleffekt in Anwesenheit von 3 mM Gallamin wurde in den DMSO-
Konzentrationen von 0,6 bis 3% signifikant erhdht (Abbildung 11). Diese Effekt-
steigernde Wirkung von DMSO nahm jedoch nicht konzentrationsabhangig zu und
war bei 10% DMSO gar nicht mehr zu beobachten. In den spater in Abbildung 12
gezeigten Versuchen hatte DMSO eher einen abschwachenden Effekt auf die
ACh-stimulierte  [**S]GTPyS-Bindung in Anwesenheit von allosterischen
Modulatoren. Deshalb wurde die Steigerung des ACh-Maximaleffektes durch

DMSO in Abbildung 11 als zufallig angesehen.

72



Ergebnisse

~ 60~
N
e 2
- 3
2 T 40-
N £ T
S w
T >
< o
O = _
5 20
%)
gI—I
0_
0 01 03 06 1 3 10 A: ACh 10 uM
DMSO (%) Gallamin 3 mM
< 150- . . -
pee T T L
g 2 T T T
5 3
N & 100
3 o
- tl>)_
5 & 50
<O
)
gI—l
O_
0 01 03 06 1 3 10 B: ACh1mM
DMSO (%) Gallamin 3 mM

Abbildung 11: Einfluss von DMSO auf den halbmaximalen (A: ACh: 10 pM) und maximalen (B:
ACh: 1 mM) ACh-Effekt in Anwesenheit von Gallamin (3 mM). Ordinate: ACh-induzierte
[SSS]GTPVS-Bindung in Prozent (Basalaktivitdt = 0%, ACh-Maximaleffekt in Abwesenheit von
DMSO und Gallamin = 100%). Abszisse: Konzentration von DMSO in Prozent. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten in Achtfachbestimmung.

* signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05).

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).
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kontrolle | PMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO
0,1% | 0,3% | 0,6% 1% 3% 10%
A E(rg/f)’f 33+3 | 30+3 | 34+3 | 35+3 | 36+4 | 344 31+3
n 3 3 3 3 3 3 3
B '(Eoyoa)x 98+4 | 1177 [116+£7 | 125+9* | 126 £7* | 130+ 9** | 120+ 10
n 2 2 2 2 2 2 2

Tabelle 10: Einfluss von DMSO auf den halbmaximalen (A: ACh: 10 uM) und maximalen (B: ACh:
1 mM) ACh-Effekt in Anwesenheit von Gallamin (3 mM). Dargestellt sind Mittelwerte =
Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten in Achtfachbestimmung.

Emax2: @anndhernd halbmaximale [35S]GTPVS-Bindung induziert durch 10 yuM ACh in Prozent
(Basalaktivitat = 0%, Kontrollwert in Abwesenheit von DMSO und Alloster = 100%).

Emax: maximale [35S]GTP\(S-Bindung induziert durch 1 mM ACh in Prozent (Basalaktivitat = 0%,
Kontrollwert in Abwesenheit von DMSO und Alloster = 100%).

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

In den folgenden Versuchen wurde der Einfluss von 1% DMSO auf das Maximum
der ACh-induzierten [*®S]GTPyS-Bindung in Gegenwart weiterer Allostere
untersucht. In diesen Experimenten wurden ebenfalls keine vollstandigen Konzen-
trations-Effekt-Kurven aufgenommen, sondern nur eine maximal wirksame ACh-
Konzentration eingesetzt. Es wurde eine ACh-Konzentration von 1 mM gewahlt,
da bekannt war, dass mit dieser Konzentration auch in Anwesenheit der in diesem
Experiment verwendeten allosterischen Modulatoren der ACh-stimulierte Maximal-
effekt erreicht wurde (s. 3.3.2.2). In Abbildung 12 sowie in Tabelle 11 sind die
Versuchsergebnisse dargestellt. Der Kontrollwert (1 mM ACh in Abwesenheit von
DMSO und Alloster) wurde auf 100% festgesetzt. Es wurden jeweils die Werte
eines allosterischen Modulators (bzw. der Kontrolle) mit und ohne DMSO
miteinander verglichen und mittels eines t-Tests (p < 0,05; s. 2.5.1) Uberpruft, ob
1% DMSO eine signifikante Anderung hervorrief. Dies war bei keinem Wertepaar
der Fall. Es war jedoch aulder bei der Kontrolle eine Tendenz zur Senkung des
Maximaleffektes durch DMSO zu beobachten. Dies sollte bei einer durch ein
Alloster hervorgerufenen Absenkung der maximalen ACh-induzierten [35S]GTPVS-
Bindung, die in Anwesenheit von 1% DMSO gemessen wurde, berucksichtigt

werden.
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Abbildung 12: Einfluss von DMSO 1% auf die maximale ACh-induzierte [*°S]GTPyS-Bindung
(ACh: 1mM) in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit verschiedener allosterischer
Modulatoren. Ordinate: ACh-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung in Prozent (Basalaktivitat = 0%, ACh-
Maximaleffekt in Abwesenheit von DMSO und Alloster = 100%). Abszisse: Allosterische

Modulatoren. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten in

Achtfachbestimmung.
Naphmeth. we4 TD2
Kontrolle
100 uM 1000 uM 10uM
E... [g’,\r/‘lg% 100 137 £ 12 104 + 4 120 + 11
(%)
DMSO 1% 100 £ 12 118 £ 10 857 1096
n 3 3 3 3

Tabelle 11: ACh-induzierte [358]GTPvS-Bindung in Prozent (x Standardfehler) unter Kontroll-
bedingungen sowie unter Einfluss diverser allosterischer Modulatoren jeweils in An- und
Abwesenheit von 1% DMSO.

Enax: maximale [35S]GTPVS-Bindung induziert durch 1 mM ACh (Basalaktivitdt = 0%, ACh-
Maximaleffekt in Abwesenheit von DMSO und Alloster = 100%).

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

Die dargelegten Experimente deuten darauf hin, dass die in dieser Arbeit maximal
im Versuchsansatz enthaltene DMSO-Konzentration von 1% keinen relevanten
Einfluss auf die ACh-induzierte [*°S]GTPyS-Bindung in An- und Abwesenheit

eines Allosters hatte. Da der in Abbildung 12 dargestellte Versuch jedoch zeigte,
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dass durch 1% DMSO in Anwesenheit von Alloster Unterschiede in der
[**S]GTPyS-Bindung von 10 bis 20% hervorgerufen werden konnten, die
allerdings statistisch nicht signifikant waren, durfte auch eine DMSO-Konzentration

von 1% nicht unkritisch eingesetzt werden.

3.2.3 Untersuchung einer mit ACh positiv kooperativen Substanz
am M,-Rezeptor

Vor der Untersuchung der Substanzen mit unbekanntem Verhalten gegenuber
ACh am My-Rezeptor sollte gepruft werden, ob der Effekt einer Affinitats-
steigernden Substanz unter den Versuchsbedingungen dieser Arbeit detektiert
werden konnte. Lazareno et al. (2004) beobachteten in [*°>S]GTPyS-Experimenten
an My-Rezeptoren durch Thiochrom eine Erhdhung der Affinitat von ACh um das
3,5-fache. Daher sollte auch in dieser Arbeit die Interaktion von Thiochrom mit
ACh am Ms-Rezeptor untersucht werden. Die Versuche mit Thiochrom sind die
einzigen dieser Arbeit, die am muskarinischen Ms-Rezeptor durchgefuhrt wurden.

Der Einfluss von Thiochrom auf die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve ist in
Abbildung 13 dargestellt. Die Affinitatssteigerung von ACh durch Thiochrom zeigte
sich in einer Linksverschiebung der Kontrollkurve bei beiden eingesetzten
Thiochrom-Konzentrationen (100 und 300 uM). Die Kurven, die in Anwesenheit
von Thiochrom aufgenommen wurden, wurden mit einer konstanten Steigung von
ny = 1 ausreichend beschrieben. Die Kontrollkurve konnte mit einer freilaufenden
Steigung besser angepasst werden (ny = 0,82 + 0,06; F-Test, p < 0,05). 300 uM
Thiochrom senkten signifikant den ACh-Maximaleffekt auf 85 + 4% (Dunnett t-
Test, p < 0,05). Die basale [35S]GTPVS-Bindung wurde durch Thiochrom nicht
beeinflusst. 100 uM Thiochrom verschoben die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve
um das 3,6-fache nach links. Die beobachtete Affinitatserhdhung entsprach der

von Lazareno et al. (2004).
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Abbildung 13: Einfluss steigender Konzentrationen von Thiochrom auf die ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve an M,-Rezeptoren. Ordinate: ACh-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung in Prozent
[Basalaktivitéat (unteres Plateau der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der
Kontrollkurve) = 100%]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2 unabhangigen Experimenten

(Kontrollkurve: n = 4) in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Thiochrom- und ein Kontroll-

Experiment gemeinsam durchgefiihrt wurden.
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Kontrolle Thiochrom Thiochrom
100 uM 300 uM
6,94 7,55 7,69
PECso
+ 0,05 +0,10** +0,11**
Max (%) 100 + 2 99 + 4 85 + 4*
Min (%) 1+2 14 2+3
ny (frei- 0,82 0,93 0,85
laufend) + 0,06" +0,11 +0,13
n 4 2 2

Tabelle 12: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 13 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von Thiochrom. pECsy, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [358]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).

3.3 [**S]GTPyS-Bindungsexperimente

3.3.1 Einfluss verschiedener Agonisten auf die [*°*S]GTPyS-
Bindung

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf Untersuchungen zur
allosterischen Modulation der ACh-induzierten [*S]GTPyS-Bindung an
muskarinischen My-Rezeptoren. Dariber hinaus wurde der Effekt weiterer Voll-
und Partialagonisten betrachtet. Die konzentrationsabhangige Wirkung dieser
Agonisten wurde zunachst der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve gegenuber-
gestellt und ein Vergleich bezlglich der Wirksamkeit am Mj-Rezeptor (pECso) und
der maximal induzierbaren [*®S]GTPyS-Bindung angestellt. Hierzu wurde das

untere Plateau der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve (entspricht der basalen
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Bindung) auf 0% festgelegt und das obere Plateau (entspricht dem ACh-
Maximaleffekt) auf 100%.

3.3.1.1 ACh

Es wurde fur den Vollagonisten ACh die konzentrationsabhangige [35S]GTPVS-
Bindung an CHO-Mj-Zellmembranen bestimmt. Die ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurve diente sowohl in Versuchen mit antagonistisch wirkenden Substanzen als
auch in Experimenten mit anderen Agonisten an jedem Versuchstag als Kontroll-
kurve. Die Datenpunkte in Abbildung 14 ergaben sich aus der Mittelung der
Messdaten (in %) aller 27 in dieser Arbeit gezeigten ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurven. An diese gemittelten Datenpunkte wurde eine Kurve angepasst. Der
Wendepunkt lag bei pECsy = 7,69 + 0,03. Die Steigung dieser Kurve war mit ny =
0,76 £ 0,04 signifikant verschieden von 1. Es handelte sich dabei nicht um ein
durch die Mittelung mehrerer Kurven entstandenes Artefakt. Denn wie fur die
Versuchsreihen ,Atropin“ (3.3.2.1) und ,W84“ (3.3.2.2.1) beispielhaft dargestellt,
zeigten auch die individuellen ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven einzelner

Versuchstage haufig eine tendenziell flache Kurvensteigung.
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Abbildung 14: ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve aus den Mittelwerten aller in dieser Arbeit
gezeigten ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven. Ordinate: ACh-induzierte [*°S]GTPyS-Bindung in
Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau der Kurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der
Kurve) = 100%]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient: ny =
0,76 = 0,04. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 27 in dieser Arbeit dargestellten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven. Jede dieser 27 Kurven setzt sich aus Einzelkurven mehrerer

Versuchstage zusammen. Jedes Einzelexperiment wurde in Vierfachbestimmung durchgefuhrt.
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Lazareno und Birdsall (1995) ermittelten in [*>°S]GTPyS-Bindungsexperimenten mit
CHO-M,-Zellhomogenaten fur den konzentrationsabhangigen Effekt von ACh
einen Wendepunkt von pECso = 7,6 £ 0,1 (n = 3) und eine Kurvensteilheit von ny =
0,9 + 0,1. Diese Werte wichen nicht signifikant von den Werten dieser Arbeit ab (t-
Test, p > 0,05). Weitere von Lazareno und Birdsall (1993) bzw. Birdsall et al.
(1999) bestimmte Werte sind pECso = 7,40 + 0,06 und ny = 0,69 £ 0,02 (n = 9)
bzw. pECsy = 7,20. In funktionellen Experimenten an Meerschweinchen-
Herzvorhofen fand Zahn (1999) eine halbmaximale ACh-Wirkung bei pECso = 7,68
+ 0,16 (n = 5). Die KenngroRen der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve der
vorliegenden Arbeit stimmten dementsprechend gut mit den Literaturwerten

Uberein.

In Vorversuchen wurde bestimmt, um wieviel Prozent ACh die basale [*°*S]GTPyS-
Bindung steigerte. Es wurden flinf ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven (Vierfach-
bestimmung der Werte pro Experiment) aufgenommen und jeweils das untere
Plateau (entsprechend der basalen Bindung) auf 100% festgesetzt. Aus der
gemittelten Kurve (nicht abgebildet) aus allen funf Versuchen resultierte flr das
obere Plateau (maximaler ACh-Effekt) ein Wert von 258 + 5%. Es bestand kein
signifikanter Unterschied zur prozentualen Steigerung der basalen Bindung durch
Oxotremorin M (243,7 £ 7,5%; s. 3.1.2). Lazareno und Birdsall (1993) beobachte-
ten durch ACh eine Erhéhung der [*°S]GTPyS-Bindung auf 217%. Diese lag in der

gleichen Grélkenordnung.

In Vorversuchen (s. Abbildung 15) zeigte sich, dass 10 mM ACh eine Wirkung
hervorriefen, die den Maximaleffekt unterschritt. Die prozentuale [*°S]GTPyS-
Bindung bei 10 mM (78 + 4%) wich signifikant vom oberen Plateau der Kurve ab
(t-Test, p < 0,05). Daher wurde in allen folgenden Experimenten keine tber 1 mM

hinausgehende ACh-Konzentration eingesetzt.
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Abbildung 15: ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve bis 10 mM ACh. Ordinate: ACh-induzierte
[358]GTPvS-Bindung in Prozent [Basalaktivitdt (unteres Plateau der Kurve) = 0%, ACh-
Maximaleffekt (oberes Plateau der Kurve) = 100%]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der
molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung*
(Gleichung 6); Hill-Koeffizient: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2
unabhangigen Experimenten (2 Versuchstage) in Vierfachbestimmung. pECs, = 7,65 = 0,08;
freilaufende Hillsteigung: ny = 0,81 + 0,15 (nicht signifikant unterschiedlich von 1; F-Test, p > 0,05).

3.3.1.2 Carbachol

In Abbildung 16 ist die konzentrationsabhangige Wirkung von Carbachol im
[*°S]GTPyS-Bindungsexperiment im Vergleich zur ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurve dargestellt. Beide Kurven konnten nach einer Datenanpassung durch die
»Vier-Parameter-logistische-Gleichung® mit einem Steigungsmall von ny = 1
ausreichend beschrieben werden (F-Test, p > 0,05). Zwischen den Kenndaten von
Carbachol und ACh (pECsy, Max, Min) bestand kein signifikanter Unterschied (t-
Test, p > 0,05; s. Tabelle 13). Der Wendepunkt der Carbachol-Konzentrations-

Effekt-Kurve lag jedoch eine halbe Dekade weiter rechts.
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Abbildung 16: Carbachol-Konzentrations-Effekt-Kurve im Vergleich zur ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve. Ordinate: Agonist-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der ACh-Kurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der ACh-Kurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration des  Agonisten.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2 unabhangigen Experimenten
in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Carbachol- und ein ACh-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.

o o ny (frei-
pECs Max (%) Min (%) laufend) n
ACh 7,69 10,11 100 + 4 04 0,94 £ 0,25
Carbachol 7,11 +£0,14 1026 65 0,98 £ 0,28

Tabelle 13: Kenngrof3en (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh- und Carbachol-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 16. pECsy, Max und Min beruhen
auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [358]GTPVS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

Es wurden die Datenpunkte aller in dieser Arbeit dargestellten Carbachol-
Konzentrations-Effekt-Kurven (Abbildung 16 und aus 3.3.3) gemittelt und eine

Kurve daran angepasst (Kurve nicht abgebildet; n = 4). Der Wendepunkt dieser
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Kurve lag bei pECsy = 6,57 + 0,07. Die freilaufende Hill-Steigung (ny = 0,82 £ 0,11)
war nicht signifikant verschieden von 1 (F-Test, p > 0,05). Im Vergleich dieser
Daten mit denen der gemittelten ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve aus 3.3.1.1
erwies sich der Wirksamkeitsunterschied zwischen Carbachol und ACh als
signifikant (t-Test, p < 0,01). Hilf et al. (1989) erhielten in [**S]GTPyS-
Bindungsexperimenten an Membranen aus Schweine-Herzvorhdfen —mit
verschiedenen Pufferzusammensetzungen einen pECsy von 5,3 bis 5,0. Dong et
al. (1995) bestimmten eine Affinitat von Carbachol zum freien My-Rezeptor in
[’H]NMS-Bindungsstudien an Homogenaten aus Insektenzellen (Spodoptera
frugiperda, Sf9) von pECsy = 4,24. Der relativ grolle Unterschied zu dem Wert
dieser Arbeit war wahrscheinlich durch die verschiedenen Versuchsbedingungen

(z. B. Puffer, Temperatur, Praparate) begrindet.

3.3.1.3 Oxotremorin

Die Konzentrations-Effekt-Kurven von Oxotremorin und ACh sind in Abbildung 17
vergleichend gegenubergestellt. In Tabelle 14 finden sich die Kenndaten dieser
Kurven, welche nicht signifikant voneinander abwichen. Beide Kurven waren mit

einer Steigung von ny = 1 hinlanglich beschrieben (F-Test, p > 0,05).
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Abbildung 17: Oxotremorin-Konzentrations-Effekt-Kurve im Vergleich zur ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve. Ordinate: Agonist-induzierte [*°S]GTPyS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der ACh-Kurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der ACh-Kurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration des  Agonisten.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 4 unabhangigen Experimenten

in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Oxotremorin- und ein ACh-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.

o o ny (frei-
pECso Max (%) Min (%) laufend) n
ACh 7,75 10,16 1005 05 0,86 + 0,30
Oxotremorin | 8,01 £0,15 108 £ 4 85 0,65 0,15

Tabelle 14: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh- und Oxotremorin-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 17. pECsy, Max und Min

beruhen auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECs,: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[*S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

In einer Kurve (nicht gezeigt; n = 4) aus den Mittelwerten aller in dieser Arbeit

dargestellten Oxotremorin-Kurven (aus Abbildung 17 und aus 3.3.3), die
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ausreichend mit einem Steigungsmal} von ny = 1 beschrieben werden konnte (F-
Test, p > 0,05; freilaufender Hill-Koeffizient: ny = 0,87 + 0,11), lag der Wendepunkt
bei pECso = 7,99 % 0,06. Dieser unterschied sich signifikant von dem Wendepunkt
der gemittelten ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve aus 3.3.1.1. Oxotremorin hatte
demnach eine geringfiigig hohere Wirksamkeit am Mjy-Rezeptor als ACh. Trankle
et al. (1998a) ermittelten fUr die Affinitat von Oxotremorin zum My-Rezeptor in
[3H]NMS-Bindungsexperimenten einen pECsy von 7,89. Durch die Messung der
Kontraktionskraft an Meerschweinchen-Herzvorhéfen fanden Dallanoce et al.
(1999) einen pECso von 8,41. Diese Werte stimmten gut mit dem in dieser Arbeit

gefundenen Wert Gberein (t-Test, p > 0,05).

3.3.1.4 Oxotremorin M

Abbildung 18 zeigt eine Oxotremorin M-Konzentrations-Effekt-Kurve im Vergleich
zur konzentrationsabhangigen Wirkung von ACh. Die Steigung der Kurven wich
nicht signifikant von ny = 1 ab (F-Test, p > 0,05). Die Kenngrof3en der Kurven
(Tabelle 15) unterschieden sich nicht signifikant voneinander (t-Test, p > 0,05),
wobei der Wendepunkt der Oxotremorin M-Kurve gegenlber der ACh-Kurve um

etwa eine halbe Dekade nach links versetzt lag.
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Abbildung 18: Oxotremorin M-Konzentrations-Effekt-Kurve im Vergleich zur ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve. Ordinate: Agonist-induzierte [*°S]GTPyS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der ACh-Kurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der ACh-Kurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration des  Agonisten.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2 unabhangigen Experimenten

in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Oxotremorin M- und ein ACh-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.

o o ny (frei-
pPECso Max (%) Min (%) laufend) n
ACh 7,77 £ 0,11 100 + 4 04 0,90 £ 0,23
Oxotremorin M | 8,13 £ 0,10 106 + 4 414 1,08 = 0,21

Tabelle 15: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh- und Oxotremorin M-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 18. pECsy, Max und Min

beruhen auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.
PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale

[*S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

Analog zu den bisher gezeigten Agonisten wurden die Kurven dieser Arbeit fur

Oxotremorin M (aus Abbildung 18 und aus 3.3.3) zusammengefasst (n = 4). Die
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Steilheit der Kurve (nicht abgebildet) war nicht signifikant verschieden von 1 (F-
Test, p > 0,05; freilaufender Hill-Koeffizient: ny = 0,99 + 0,07). Der Wendepunkt
(PECso = 8,07 £ 0,03) der Mittelwertskurve unterschied sich signifikant von dem
der ACh-Mittelwertskurve (3.3.1.1). Oxotremorin M hatte somit eine hohere
Wirksamkeit am muskarinischen Mj-Rezeptor als ACh. Zahn et al. (2002)
bestimmten in [BSS]GTPVS-Bindungsexperimenten einen pECsy von 7,3. Bei
Messungen der Kontraktionskraft von Meerschweinchen-Herzvorhofen ermittelten
sie einen pECsp von 7,9. Dallanoce et al. (1999) erhoben mit der gleichen Methode
einen Wert von pECsy = 7,94 £ 0,03. In Radioligandbindungsstudien fanden Maal3
et al. (1996) mit [*H]Oxotremorin M einen pECso von 8,4 und GroRmiiller (2003)
mit [3H]NMS einen pECso von 8,6 fur die Affinitat von Oxotremorin M zum M-
Rezeptor. Der in dieser Arbeit bestimmte pECso-Wert fir Oxotremorin M war

demnach in guter Ubereinstimmung mit den Literaturwerten.

3.3.1.5 Pilocarpin

Der Einfluss verschiedener allosterischer Modulatoren auf die Wirksamkeit und die
intrinsische Aktivitat des Partialagonisten Pilocarpin wurde bereits von Klemt
(2005) untersucht. In Abbildung 19 wird die Konzentrations-Effekt-Kurve von
Pilocarpin der des Vollagonisten ACh gegenubergestellt. Der Partialagonismus
von Pilocarpin zeigte sich durch einen signifikant niedrigeren Maximaleffekt (79 +
3%; t-Test, p < 0,01). AuRerdem wies Pilocarpin eine im Vergleich zu ACh
signifikant geringere Wirksamkeit am Mj-Rezeptor auf (pECso = 6,35 £ 0,09; t-
Test, p < 0,01). Die Steigungen beider Kurven waren mit ny = 1 ausreichend
beschrieben (F-Test, p > 0,05).
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Abbildung 19: Pilocarpin-Konzentrations-Effekt-Kurve im Vergleich zur ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve. Ordinate: Agonist-induzierte [358]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der ACh-Kurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der ACh-Kurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration des  Agonisten.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 4 unabhangigen Experimenten
in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Pilocarpin- und ein ACh-Experiment gemeinsam

durchgefihrt wurden.

o .o ny (frei-
pECso Max (%) Min (%) laufend) n
ACh 7,48 +0,12 1005 04 0,63+0,13
Pilocarpin 6,35 + 0,09** 79 £ 3** 03 1,22+ 0,24

Tabelle 16: KenngrofRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh- und Pilocarpin-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 19. pECs,, Max und Min beruhen
auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[358]GTPvS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [35S]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Wert der ACh-Kurve (t-Test, p < 0,01).

Pilocarpin hatte gegentber ACh ein vermindertes Effektmaximum, so dass das

obere Plateau der Pilocarpin-Kurven bei Werten unter 100% lag. Zum Zwecke der

88



Ergebnisse

Mittelung der Messwerte der Pilocarpin-Kontrollkurven aus den einzelnen
Versuchsreihen (s. 3.3.1.5/3.3.1.7/3.3.3.2.5) wurde das Pilocarpin-Effektmaximum
der Kurve aus Abbildung 19 nicht in Prozent des Maximaleffektes von ACh
ausgedriuckt, sondern zu 100% gesetzt. An die gemittelten Messwerte wurde eine
Kurve angepasst (nicht abgebildet) und aus dieser der ECso-Wert entnommen:
pECso = 6,45 £ 0,06; n= 3. Die Steigung dieser Kurve war nicht signifikant
verschieden von 1 (freilaufender Hill-Koeffizient: ny = 1,16 £ 0,14).

Der pECso-Wert stimmte sehr gut Uberein mit dem Wert von Klemt (2005), der bei
pECsy = 6,43 + 0,03 (n = 16) liegt. Ebenfalls durch [*°S]GTPyS-Bindungs-
experimente erhielten Zahn et al. (2002) fur die Wirksamkeit am My-Rezeptor
einen Wert von pECso = 5,48 £ 0,12; in Organbadversuchen mit isolierten
Meerschweinchen-Herzvorhoéfen bestimmten sie einen Wert von pECsp = 6,10 £
0,03. Dong et al. (1995) ermittelten in [PH]NMS-Bindungsexperimenten an Sfo-
Insektenzellen einen pECsy von 5,78 + 0,08. Diese Literaturwerte unterschieden
sich signifikant von dem Wert dieser Arbeit (t-Test, p <0,05). McKinney et al.
(1991) bestimmte Wirksamkeiten verschiedener Agonisten uber die Inhibition der
Bildung von cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat). Die festgestellte
Wirksamkeit von Pilocarpin war zwar auch signifikant kleiner (pECsy = 5,0), das
Wirksamkeitsmuster der Agonisten (Oxotremorin > Oxotremorin M > Carbachol >
Pilocarpin > McN-A-343) stimmt jedoch abgesehen davon, dass Oxotremorin eine
hdhere Wirksamkeit als Oxotremorin M aufwies, mit dem Uberein, was in der
vorliegenden Arbeit gefunden wurde, so dass die Differenz der absoluten Werte

moglicherweise methodisch bedingt war.

3.3.1.6 McN-A-343

Es wurde der konzentrationsabhangige Effekt von McN-A-343 mit dem von ACh
verglichen (Abbildung 20). Ebenso wie Pilocarpin erwies sich McN-A-343 als
Partialagonist. Der Maximaleffekt war mit 68 + 4% signifikant geringer als der von
ACh (t-Test, p < 0,01). Auch der Wendepunkt der McN-A-343-Kurve unterschied
sich signifikant (pECso = 5,99 £ 0,15; t-Test, p < 0,01).
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Abbildung 20: McN-A-343-Konzentrations-Effekt-Kurve im Vergleich zur ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve. Ordinate: Agonist-induzierte [358]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der ACh-Kurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der ACh-Kurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration des  Agonisten.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 4 unabhangigen Experimenten

in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein McN-A-343- und ein ACh-Experiment gemeinsam

durchgefihrt wurden.
o .o ny (frei-
pECso Max (%) Min (%) laufend) n
ACh 7,73 £ 0,09 1003 03 0,76 £ 0,11
McN-A-343 | 5,99 + 0,15* 68 + 4** 0+3 1,01+ 0,16

Tabelle 17: KenngrofRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh- und McN-A-343-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 20. pECs, Max und Min
beruhen auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECs,: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[358]GTPvS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Wert der ACh-Kurve (t-Test, p < 0,01).
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In einer zusammengefassten Kurve aus den Messwerten der Kurve aus Abbildung
20 (oberes Plateau gesetzt zu 100%) und den Messwerten aller weiteren McN-A-
343-Kurven (s. 3.3.3) ergab sich ein Wendepunkt von pECsp = 5,83 £ 0,06 (n = 4).
Die Konzentrations-Effekt-Kurven von McN-A-343 konnten ausreichend mit einer
auf ny = 1 festgelegten Steigung beschrieben werden (F-Test, p > 0,05;
freilaufender Hill-Koeffizient: ny = 1,07 + 0,16). Die in der Literatur gefundenen
Werte fur die Wirksamkeit von McN-A-343 am muskarinischen Mj,-Rezeptor
wichen von dem Wert dieser Arbeit ab (t-Test, p < 0,05): 4,76 (McKinney et al.,
1991; Inhibition von cAMP); 4,8 (Elnatan und Mitchelson, 1993; Organbad-
versuche an Meerschweinchen-Herzvorhéfen); 4,64 (Dong et al., 1995; [PHJNMS-
Bindungsexperimente). Wie bereits unter 3.3.1.5 erwahnt, gab es jedoch mit
McKinney et al. (1991) eine gute Ubereinstimmung beziglich der Wirksamkeits-
abstufungen unterschiedlicher Agonisten. Auch die bei Dong et al. (1995)
beobachtete hohere Wirksamkeit von Pilocarpin am M»-Rezeptor im Vergleich zu
McN-A-343 wurde in dieser Arbeit bestatigt.

3.3.1.7 N-Methylpilocarpin

Es sollte Uberpruft werden, inwieweit eine Methylierung des Pilocarpin-Molekuls
die Wirksamkeit am M3j-Rezeptor und den Maximaleffekt beeinflusste. Dafur
wurden Konzentrations-Effekt-Kurven von Pilocarpin und N-Methylpilocarpin
aufgenommen (Abbildung 21). N-Methylpilocarpin hatte gegentber Pilocarpin eine
stark verminderte intrinsische Aktivitat (44 £ 7%) und Wirksamkeit (pECso = 3,99 +
0,27). Die Steigung der Konzentrations-Effekt-Kurve von N-Methylpilocarpin war
signifikant unterschiedlich von 1 (ny = 0,26 + 0,22; F-Test, p < 0,05). Damit
bestatigte sich die bereits in der Literatur beschriebene schwache muskarinische
Aktivitat von quaternisierten Pilocarpin-Derivaten (Bassat et al., 1971). Waters et
al. (1973) quantifizierten den Antagonismus der muskarinischen Aktivitat von ACh
durch N-Methylpilocarpin gemessen an Meerschweinchen-Herzvorhéfen mit
einem pAx-Wert von 2,2. Aufgrund der geringen intrinsischen Aktivitat war N-
Methylpilocarpin nicht geeignet, um in Experimenten mit allosterischen
Modulatoren eingesetzt zu werden, wodurch maoglicherweise die Bedeutung des
protonierten Anteils an Pilocarpin bei der Reduktion der intrinsischen Aktivitat
durch Allostere (Zahn et al., 2002; Klemt, 2005) hatte ermittelt werden kdnnen.
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Abbildung 21: N-Methylpilocarpin-Konzentrations-Effekt-Kurve im Vergleich zur Pilocarpin-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Agonist-induzierte [35S]GTPVS-Bindung in Prozent
[Basalaktivitat (unteres Plateau der Pilocarpin-Kurve) = 0%, Pilocarpin-Maximaleffekt (oberes
Plateau der Pilocarpin-Kurve) = 100%)]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration des Agonisten. Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung*
(Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 6
unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein N-Methylpilocarpin- und ein

Pilocarpin-Experiment gemeinsam durchgefiihrt wurden.

Pilocarpin 6,47 £ 0,10 100+ 4 1+4 1,04 +0,24 6
e |399£027 | 4447 242 0,26 + 0,22" 6
pilocarpin

Tabelle 18: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
Pilocarpin- und N-Methylpilocarpin-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 21. pECsy, Max
und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

** signifikante Abweichung vom Wert der Pilocarpin-Kurve (t-Test, p < 0,01).

* signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).
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3.3.1.8 DDT-5

Da DDT-5 eine Hybridsubstanz aus einem Oxotremorin M-verwandten Agonisten
und einem allosterischen Liganden (W84) ist, wurde getestet, ob dieses Molekil
agonistische Eigenschaften besitzt. In Abbildung 22 sind Konzentrations-Effekt-
Kurven von DDT-5 und ACh, die jeweils gemeinsam aufgenommen wurden,
dargestellt. Die Steigung beider Kurven war ausreichend mit ny = 1 beschrieben
(F-Test, p > 0,05). Zwischen den Kenngréfien von DDT-5 und ACh (Tabelle 19)
bestand kein signifikanter Unterschied (t-Test, p > 0,05). DDT-5 war somit ein
Vollagonist mit gleicher Wirksamkeit am M,-Rezeptor wie ACh.
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Abbildung 22: DDT-5-Konzentrations-Effekt-Kurve im Vergleich zur ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurve. Ordinate: Agonist-induzierte [358]GTPvS-Bindung in Prozent [Basalaktivitdt (unteres
Plateau der ACh-Kurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der ACh-Kurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration des  Agonisten.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2 unabhangigen Experimenten
in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein DDT-5- und ein ACh-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.
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. ny (frei-
pECso Max (%) Min (%) laufend) n
ACh 7,71 £0,08 100+ 3 0+3 0,88 + 0,15 2
DDT-5 8,05+0,12 94 +3 -1+4 0,98 £ 0,25 2

Tabelle 19: KenngrofRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh- und DDT-5-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 22. pECsy, Max und Min beruhen
auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[358]GTPvS-Bindung induziert.

Max: maximale [3SS]GTPVS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

3.3.1.9 MM-H5-6

MM-H5-6 ist ebenfalls ein Hybrid aus einem Agonisten und einem Alloster
(Naphmethonium). Analog zu DDT-5 wurde der agonistische Effekt dieser
Substanz getestet. Die Konzentrations-Effekt-Kurven von MM-H5-6 und ACh sind
in Abbildung 23 gezeigt. Beide Kurven konnten mit einem Steilheitsmal von ny =
1 hinlanglich beschrieben werden (F-Test, p > 0,05). Die MM-H5-6-Kurve
unterschied sich im Wendepunkt sowie im unteren und oberen Plateau nicht
signifikant von der ACh-Kurve (t-Test, p > 0,05). Der pECso-Wert von MM-H5-6
war um 0,5 log-Einheiten gréRer als der von ACh. Dieser Unterschied war jedoch
nicht signifikant (t-Test, p > 0,05). Auch diese Hybridsubstanz war ein mit ACh
vergleichbarer Vollagonist.
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Abbildung 23: MM-H5-6-Konzentrations-Effekt-Kurve im Vergleich zur ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurve. Ordinate: Agonist-induzierte [*>S]GTPyS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der ACh-Kurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der ACh-Kurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration des  Agonisten.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2 unabhangigen Experimenten

in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein MM-H5-6- und ein ACh-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.

o .o Ny (frei-
PECso Max (%) Min (%) laufend) n
ACh 7,76 £ 0,08 100+ 3 03 1,02+0,19
MM-H5-6 8,29+ 0,12 102+3 34 0,87 +0,18

Tabelle 20: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh- und MM-H5-6-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 23. pECs,, Max und Min beruhen

auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.
PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale

[*S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [35S]GTP\(S-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.
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3.3.2 Einfluss der Testsubstanzen auf die ACh-induzierte
[**S]GTPyS-Bindung

3.3.2.1 Atropin

Der Einfluss des orthosterisch bindenden Antagonisten Atropin auf die ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve wurde unter den Versuchsbedingungen dieser Arbeit
als ein Beispiel fur kompetitiven Antagonismus untersucht. Das Vorgehen
hinsichtlich der Versuchsdurchfuhrung und -auswertung sei hier genauer
geschildert: Um die Verschiebung der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve durch
Atropin quantifizieren zu kdnnen, wurde bei jedem Versuch eine Konzentrations-
Effekt-Kurve von ACh in Abwesenheit von Atropin mitgefuhrt. Daneben wurde die
ACh-Kurve in Anwesenheit einer ausgewahlten Konzentration von Atropin
bestimmt. Um flr diese beiden zu vergleichenden Kurven genau gleiche
Versuchsbedingungen sicherstellen zu konnen, wurden diese stets in einem
Experiment (auf einer Mikrotiterplatte) aufgenommen. In Tabelle 21 sind fur alle in
diesem Teilprojekt durchgefuhrten Versuche die KenngroRen der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurven, d.h. der Wendepunkt und das freilaufende
Steigungsmald, dargestellt und zwar jeweils flr die Versuchs-Kontrollkurve als
auch fur die Kurve in Gegenwart von Atropin. Die Kurvenanpassung erfolgte
mittels der ,Vier-Parameter-logistischen-Gleichung® (Gleichung 6). Da bei der
Uberwiegenden Zahl der Einzelversuche die Kurvensteilheit nicht signifikant
verschieden von ny = 1 war (Kontrolle: 15 von 16; Atropin: 10 von 16) und sich
auch der Mittelwert der freilaufenden Hillkoeffizienten der Kontrollkurven ( ny =
0,87 + 0,08; Tabelle 21) nicht signifikant von ny = 1 unterschied, wurden alle
Versuche mit ny = 1 angepasst. Die freilaufenden Hill-Koeffizienten lielRen jedoch
eine Tendenz der Kurven zu flacheren Steigungen erkennen, welche sich bei der
Betrachtung der Gesamtheit der Kurven bestatigte (s. u.). In der letzten Spalte ist
der aus dem Verschiebungsfaktor berechnete Wert (Berechnung s. 2.4.3) gezeigt,

der fUr die Schild-Auftragung generiert wurde.
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Atropin

Versuchstag (log M) Kontrolle Atropin log (VF-1)
Ny Ny
PECs0 (freilaufend) PECs0 (freilaufend)
7,52 0,42 7,38 0,61
10.05.2004 - ’ ’ ’ ’ -0,4
0.05.200 8 +0,12 +0,21% +0,13 +0,19 0,40
7,11 1,07 7,01 0,54
12.05.2004 -8 ’ ’ ’ ’ -0,63
+0,16 +0,36 +0,12 +0,11%
7,54 0,87 6,91 0,75
26.05.2004a 8 +0,09 +0.16 +0.11 +017 0,52
7,60 1,75 6,63 0,91
26.05.2004b -8 0,57
+0,18 +0,82 +0,09 +0,16
Mittelwert 7,44 +0,11 | 1,03+ 0,28 | 6,98 + 0,15 |0,70 + 0,08*| 0,02 + 0,31
7,68 0,92 6,23 0,60
25.05.2004 75 1,43
a ’ £0,12 +0,13 +0,09 +0,13" ’
7,45 0,78 6,38 0,71
25.05.2004b 75 £ 014 £ 0.21 £ 010 £ 014 1,03
7,77 0,76 6,50 1,13
26.04.2004 7 i : , , 12
6.04.200 S +0,10 +0,15 +0,13 +0,33 25
Mittelwert 7,63+0,10 | 0,82+ 0,05 | 6,37 +0,08 | 0,81+ 0,16 | 1,24 + 0,11
7,89 0,70 6,14 0,48
06.05.2004 -7 ’ ’ ' ’ 1,74
+0,15 +0,20 +0,15 +0,13%
7,13 0,59 5,81 0,64
12.05.2004 7 ’ ’ ’ ’ 1,31
+0,16 +0,17 +0,11 +0,11%
Mittelwert 7,51+0,38 | 0,65+0,05|5,98+0,17 | 0,56 + 0,08 | 1,53 + 0,22
6,93 1,31 4,80 0,52
12.05.2004 -6 2,14
+ 0,24 +0,72 +0,10 +0,10* ’
7,99 0,82 4,90 0,98
14.05.2004 6 +0,10 +0,17 +0,19 + 0,38 3,08
7,40 0,88 4,91 1,15
24, .2004 - ’ ’ ’ ’ 24
05.200 6 +0,13 +0,23 +0,10 +0,25 49
7,59 0,69 5,16 0,59
24.06.2004 -6 ’ ’ ’ ’ 243
+0,13 +0,18 +0,08 +0,09%
Mittelwert 7,48+0,22 |0,93+0,13| 4,94+0,8 | 0,81+0,30 | 2,54 + 0,20
7,80 0,58 4,03 0,79
19.05.2004 S +0,15 +0,14 +0,08 +0,17 3,77
7,12 0,80 4,01 0,72
24.05.2004 S +0,16 +0,24 +0,09 + 0,20 311
7,68 0,99 4,21 0,83
24.06.2004 - ’ ’ ’ ’ 47
06.200 ° +0,16 + 0,36 +0,07 +0,13 3
Mittelwert 7,53+0,21 | 0,79+ 0,12 | 4,08 + 0,06 |0,78 + 0,03*| 3,45 + 0,19
Mittelung aller
Werte der 7,51 + 0,08 | 0,87 + 0,08
Kontrollkurven

97



Ergebnisse

Tabelle 21: KenngroRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurven der einzelnen Experimente unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von Atropin. AulRerdem eingetragen sind die Mittelwerte +
Standardfehler der Kenngrofien aller Kontrollkurven sowie flir eine gegebene Atropin-
Konzentration und deren zugehdrige Kontrollkurven.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert (Hill-Koeffizient konstant: ny = 1).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

VF: Verschiebungsfaktor (ECs_atropin/ECs0_kontrolle)

* signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten als mit ny = 1 (F-Test, p
< 0,05). Fur diese Kurven sind im Anhang die pECso-Werte der Anpassung mit freilaufendem Hill-
Koeffizienten angegeben.

* signifikante Abweichung von ny =1 (t-Test, p < 0,05).

Aus den log(VF-1)-Werten aus Tabelle 21 ergab sich die in Abbildung 24
dargestellte Schild-Auftragung. Die Daten in Abbildung 24 wurden mithilfe der
Gleichung von Arunlakshana und Schild zur Auswertung von kompetitivem
Antagonismus (1959; s. 2.4.3, Gleichung 15) analysiert. Aus dem Schnittpunkt der
Geraden mit der Abszisse konnte die Affinitat von Atropin zum freien Rezeptor mit
pKa = 8,43 + 0,12 ermittelt werden.

5_
4_
~ je
-~ 31
L <
k<) 5.2 PK, = 8,43+ 0,11
1-
0- ____7,£§_ ____________ —

Atropin (log M)

Abbildung 24: Schild-Auftragung der Atropin-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration

von Atropin. Kurvenanpassung: Gleichung 15 (Arunlakshana und Schild, 1959; basierend auf den
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pECso-Werten aus Tabelle 21). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen

Experimenten in Vierfachbestimmung.

Um eine graphische Zusammenschau der Ergebnisse aller Experimente des
Atropin-Teilprojektes geben zu kdnnen, wurden die Messwerte (%-Werte der
[35S]GTPVS—Bindung) der einzelnen Versuchstage jeweils fur die Kontrollkurve und
fur jede Atropin-Konzentration gemittelt. An diese Mittelwerte wurden Kurven
angepasst. Bei zwei dieser Kurven (Kontrollkurve und Kurve in Anwesenheit von
0,01 pM Atropin) erwies sich eine Kurvenanpassung mit flacher Steigung
statistisch als besser, verglichen mit einer Steigung von ny = 1 (F-Test, p < 0,05).
Aus der statistischen Betrachtung der Gesamtheit der Kurven nach Lew und
Angus (1995) ging hervor, dass eine Parallelverschiebung der zusammen-
gefassten Kurven gegeben war, allerdings bei einer Anpassung mit einer flachen
Kurvensteigung (ny = 0,69; F-Test, p < 0,05). Daher wurden die Kurven in
Abbildung 25 alle mit einem gemeinsamen Steigungsmalf} von ny = 0,69 generiert.
Dieser Wert fur den Hill-Koeffizienten ergab sich aus dem Mittelwert der
freilaufendenden Hill-Koeffizienten aller sechs in Abbildung 25 gezeigten Kurven.
In Tabelle 22 finden sich die Kenngrélien der Kurven aus Abbildung 25. Bei der
Betrachtung der dort dargestellten freilaufenden Hill-Koeffizienten wurde ebenfalls
eine Tendenz zu flacheren Steigungen deutlich. Eine flache Kurvensteigung
beschreibt demnach die Gesamtheit der Kurven besser als eine Steigung von

nH=1.
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Abbildung 25: Einfluss steigender Konzentrationen von Atropin auf die ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [**S]GTPyS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
(Gleichung 6); 0,69.

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n

»Vier-Parameter-logistische-Gleichung*® Hill-Koeffizient konstant: ny =
= 16) in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Atropin- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.

Kontrolle Atropin Atropin Atropin Atropin Atropin
0,01 uM 0,03 uM 0,1 uM 1 uM 10 uM

7,49 7,00 6,33 5,81 4,67 3,87

PECso

1+ 0,06 + 0,05 +0,07** +0,10** + 0,04** + 0,05
Max (%) 104 + 2 102+ 2 114 £ 2 106 £ 4 105+ 2 104 £ 4
Min (%) -4+2 -16 £ 2* -6+2 -19 £ 3~ -28 £ 1% S22 £ 1%

ny (frei- 0,76 0,65 0,76 0,56 0,68 0,71
laufend) | +0,08* | <0,05" +0,08 +0,06 +0,05 +0,07

n 16 4 3 2 4 3

Tabelle 22: Kenngrof3en (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 25 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von Atropin. pECsy, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 0,69. (Im Anhang sind die KenngréRen fir die Kurvenanpassung mit
freilaufendem Hill-Koeffizienten angegeben.)

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[*S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [35S]GTP\(S-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
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Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten als mit ny = 1 (F-Test, p
<0,05).

Die Kurven aus Abbildung 25 dienten wie oben ausgefuhrt nicht als Grundlage fur
die Schild-Auftragung, da sich aus diesen fur jede Atropin-Konzentration jeweils
nur ein einzelner Verschiebungsfaktor ohne Streuung ergeben hatte, so dass die
Streuung der Verschiebungsfaktoren sich nicht in der Schild-Auftragung
wiedergefunden hatte. Die einzelnen Verschiebungsfaktoren waren jedoch mit
einer Steigung von ny = 1 erhalten worden, wahrend die Zusammenfassung aller
Experimente zeigte, dass die Kurvensteigung kleiner war. Um zu Uberprifen,
welche Auswirkung das Steilheitsmal® der Kurven auf das Ergebnis der Schild-
Analyse hatte, wurden im Nachhinein fur alle Einzelexperimente (s. Tabelle 21)
Kurven mit der gemittelten Steigung von ny = 0,69 (s. 0.) generiert. In Abbildung
26 sind die daraus berechneten Verschiebungsfaktoren im Vergleich zu den
Werten aus Abbildung 24 aufgetragen. Der Vergleich macht deutlich, dass sich die
Verschiebungsfaktoren nicht signifikant anderten und demnach robust gegeniber
der Kurvensteilheit waren, mit der die Kurven der Einzelexperimente generiert
wurden. Dementsprechend unterschied sich der aus den flachen Konzentrations-
Effekt-Kurven ermittelte pKa = 8,50 £ 0,12 auch nicht signifikant von dem in
Abbildung 24 bestimmten Wert. Zur Orientierung sind in Abbildung 26 noch einmal
die Mittelwerte der Verschiebungsfaktoren aufgetragen, die sich aus den pECso-

Werten aus Tabelle 21 berechneten (Steigung der Einzelkurven: ny = 1).
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Abbildung 26: Schild-Auftragung der Atropin-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Atropin. Kurvenanpassung: Gleichung 15 (Arunlakshana und Schild, 1959). Geschlossene
Symbole: VF berechnet aus den Kurven der Einzelexperimente mit ny = 0,69; offene Symbole: VF
berechnet aus den pECsy-Werten aus Tabelle 21). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler

aus 2-4 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

Unabhangig vom Berechnungsverfahren der Verschiebungsfaktoren ergab sich
aus der Auswertung der Daten der Atropin-Versuchsreihe im Schild-Plot nach
Arunlakshana und Schild (1959) eine Gerade mit einer Steigung von 1, d. h., dass
sich das Ausmald der Verschiebung (log (VF — 1)) linear zur logarithmierten
Konzentration von Atropin verhielt. Als Schnittpunkt der Geraden mit der Abszisse
wurde eine Affinitdt von Atropin zum freien My-Rezeptor mit einem pKa-Wert von
8,50 + 0,12 ermittelt. Eine freilaufende Steigung der Schild-Geraden fuhrte ebenso
wie die Anwendung der Gleichung von Lanzafame et al. (1996 ; Beschreibung von
allosterischem Antagonismus) zu keiner signifikant besseren Anpassung (F-Test,

p > 0,05). Somit konnte das kompetitive Verhalten Atropins bestatigt werden.

Analog zu dem hier fur den Antagonisten Atropin dargestellten Vorgehen wurde
bei der Analyse des Verhaltens der allosterischen Modulatoren vorgegangen:
Wenn die Mehrheit der Kurven der einzelnen Versuche mit einer Steigung von ny

= 1 angepasst werden konnte, wurden auf dieser Basis die Verschiebungsfaktoren
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berechnet. Fur die graphische Zusammenschau der Daten wurden die Messwerte
der Kurven flr jede Alloster-Konzentration gemittelt und neue Kurven generiert.
Ergab eine statistische Analyse nach Lew und Angus (1995), dass eine Parallel-
verschiebung dieser Kurven nur mit einer flacheren Steigung und nicht mit ny = 1
gegeben war, wurden nicht nur fir die Daten der Zusammenschau, sondern auch
fur die Einzelexperimente nachtraglich Kurven mit dieser flachen Steigung
generiert und darauf beruhend die Verschiebungsfaktoren berechnet. Im Anhang
wird gezeigt, dass dieses Verfahren auch flur allosterische Modulatoren geeignet

ist, um aussagekraftige Verschiebungsfaktoren berechnen zu kénnen.
3.3.2.2 Alkan-bis-Ammonium-Verbindungen und Derivate

3.3.2.2.1 W84

W84 ist wie die meisten allosterischen Modulatoren ein subtypselektiver Ligand
mit einer Praferenz flir den My-Rezeptor (Trankle et. al., 1998a). Mit Agonisten
wie Carbachol und Oxotremorin interagiert es mit ausgepragter negativer
Kooperativitat (Ldllmann et al., 1969).

W84 bewirkte eine in hohen Konzentrationen sattigbare Rechtsverschiebung der
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve (Abbildung 27). Ab einer Konzentration von 1
MM verschob W84 die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven signifikant nach rechts.
Der durch ACh induzierte Maximaleffekt wurde durch W84 im Wesentlichen nicht
beeinflusst: 100 pM W84 riefen zwar eine signifikante Senkung des
Maximaleffektes hervor, hoéhere Konzentrationen lieRen die maximale ACh-
induzierte [*°S]GTPyS-Bindung jedoch unbeeinflusst, so dass es sich nicht um
einen konzentrationsabhangigen Effekt von W84 handelte. Die basale
[358]GTPvS-Bindung wurde ab einer W84-Konzentration von 1 uM signifikant
gesenkt (Ausnahme: 10 yM W84).

Fur die Zusammenschau der Versuchsergebnisse konnte anhand der Methode
nach Lew und Angus (1995) durch einen F-Test gezeigt werden, dass die
Gesamtheit der Versuchsergebnisse ausreichend mit Kurven vom Steigungsmaf}
ny = 1 beschrieben waren im Vergleich zu einem freilaufenden, individuellen
Steigungsmal} fir jede Konzentrations-Effekt-Kurve und es sich somit um eine
Parallelverschiebung der Kurven handelte. Die Kontrollkurve fur sich genommen

wurde besser mit einem Hill-Koeffizienten von ny <1 beschrieben (Tabelle 23).
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Wurde der Mittelwert (£ Standardfehler) der freilaufenden Hill-Koeffizienten der
ACh-Kontrollkurven der einzelnen Versuchstage (aus der W84-Versuchsreihe)
berechnet, ergab sich mit ny=0,84 + 0,05 ebenfalls eine signifikant kleinere
Steigung als ny = 1 (p < 0,01; siehe Anhang Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.). Dies bestatigt, dass die signifikant flachere Kontrollkurve
nicht dadurch zustande kommt, dass Datenpunkte aus Einzelexperimenten mit
normal steilen, aber parallel verschobenen Kontrollkurven zusammengenommen
und einer gemeinsamen Kurvenanpassung unterworfen wurden. Die Steigung der
meisten (12 von 15; siehe Anhang Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.) ACh-Kontrollkurven der einzelnen Versuchstage war
hingegen nicht signifikant verschieden von ny = 1. Somit erschien es angemessen
fur die Berechnung der Verschiebungsfaktoren, die sich an den einzelnen
Versuchstagen ergaben, die jeweiligen Tages-Kontrollkurve mit dem Steilheitsmal3

Ny = 1 anzupassen.

ACh-induzierte
[>°S]GTPyS-Bindung
(%)

o
1

1

(@3]

o
L

-0 -12-11-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
ACh (log M)

Abbildung 27: Einfluss steigender Konzentrationen von W84 auf die ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau
der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
»Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n = 15) in
Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein W84- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam durchgefiihrt

wurden.
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controfe | W84 w84 w84 w84 w84 w84
01uM | 1pM 10pM | 100 uM | 300 pM | 1000 uM
G 7,38 7,35 6,66 5,95 5,32 4,72 4,47
+0,05 | +0,07 | £0,07* | £0,07* | £0,09* | +0,05* | +0,10**
Max(%) | 97+2 | 88+3 | 97+3 | 98+3 | 85+3 | 94+3 | 88%6
Min (%) | 0%2 02 | -12+2* | -8+2 | -5+1 |-17+£2* |-21+2"
nw (frei- | 0,77 0,97 0,86 0,78 0,79 0,91 1,02
laufend) | +0,03* | +0,19 | £0,10 | +0,09 | +010 | +0,12 | +0,23
n 15 2 2 4 2 3 2

Tabelle 23: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 27 unter Kontrollbedingungen sowie unter

Einfluss steigender Konzentrationen von W84. pECsy, Max und Min beruhen auf einer

Kurvenanpassung mit ny = 1. (Im Anhang sind die KenngréRen fiir die Kurvenanpassung mit einem
gemittelten Hill-Koeffizienten ny = 0,87angegeben.)

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [358]GTPvS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I**signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).

Da W84 sich bekanntermallen am muskarinischen My-Rezeptor allosterisch
gegenuber dem Antagonisten NMS verhielt (Dissoziatonsverzogerung von NMS;
Trankle et al., 1998a), erfolgte die Auswertung der Verschiebungsfaktoren, die aus
den Wendepunkten der Kurven der einzelnen Versuchstage berechnet wurden,
nach Lanzafame et al. (1996; Gleichung 17). Der gekrummte Kurvenverlauf in der
Schild-Auftragung spiegelte eine sattigbare Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurven wider und gab einen Hinweis auf die Bildung
ternarer Komplexe aus My-Rezeptor, ACh und W84. Aus der Datenanalyse in
Abbildung 28 ergab sich fur die Affinitat von W84 zum freien Rezeptor ein Wert
von pKa = 6,64 = 0,14 und ein Faktor der Kooperativitat zwischen W84 und ACh
am Mjy-Rezeptor von pa = -2,76 + 0,22. Daraus liel3 sich die Affinitat von W84 zum
ACh-besetzten Rezeptor berechnen mit p(a-Ka) = 3,88.
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Abbildung 28: Schild-Auftragung der W84-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von W84. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECsp-Werten der
Einzelexperimente; Steigungsmal der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 1). Dargestellt

sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

Zahn (1999) hatte die antagonistische Wirkung von W84 gegenuber ACh durch
Messung der Kontraktionskraft an Meerschweinchen-Herzvorhdfen naher
untersucht. Der pKa-Wert (6,5) und der pa-Wert (-2,9) wichen nicht signifikant von
den Werten dieser Arbeit ab. In Radioligandbindungsstudien mit [°HJNMS wurde
schon mehrfach die Affinitat von W84 zum freien M,-Rezeptor bestimmt, u. a. von
Raasch et al. (2002: pKa = 6,53 £ 0,02; n = 3), Dai} et al. (2002: pKa = 6,41 *
0,18; n = 2-4) und Muth et al. (2005: pKa = 6,19 = 0,13; n = 4). Diese
Literaturwerte unterschieden sich nicht signifikant von den Befunden dieser Arbeit
(t-Test, p > 0,05).

Im Anhang findet sich eine Gegenlberstellung der Daten aus Tabelle
23/Abbildung 27 (konstante Steigung: ny = 1) mit einer Auswertung, die den
Mittelwert der Hill-Koeffizienten der in Abbildung 27 dargestellten Kurven
(konstante Steigung: ny = 0,87) zugrunde legt. Die resultierenden Mal}zahlen fur
die Interaktion von W84 mit ACh unterschieden sich nicht signifikant von den in

diesem Abschnitt beschriebenen.
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3.3.2.2.2 SH28

SH28 ist ein verkurztes W84-Derivat mit nur einem quartaren Stickstoff. Es wurde
der Einfluss von SH28 auf die konzentrationsabhangige ACh-induzierte
[**S]GTPyS-Bindung untersucht. Genau wie die Muttersubstanz W84 fiihrte SH28
zu einer Rechtsverschiebung der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve (Abbildung
29), jedoch signifikant erst ab einer Konzentration von 10 uM. Die statistische
Betrachtung der Gesamtheit der Kurven nach Lew und Angus (1995) ergab, dass
die Gesamtheit der Versuchsergebnisse ausreichend mit Kurven vom
Steigungsmal® ny = 1 beschrieben waren im Vergleich zu einem freilaufenden,
individuellen Steigungsmal} fir jede Konzentrations-Effekt-Kurve und es sich
somit um eine Parallelverschiebung der Kurven handelte. Die Kontrollkurve und
die Kurve in Anwesenheit von 1 yM SH28 fur sich genommen wurden besser mit
einem Hill-Koeffizienten von ny <1 beschrieben. Die Werte der freilaufenden
Steigungsmalie sind in Tabelle 24 gezeigt. Die Zugabe von SH28 flhrte zu keiner
signifikanten Senkung der basalen [*°S]GTPyS-Bindung. Das obere Plateau der
Konzentrations-Effekt-Kurven wurde von SH28 nur in einer Konzentration von
300 uM signifikant herabgesetzt. Daher war nicht von einem konzentrations-

abhangigen Effekt auszugehen.
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Abbildung 29: Einfluss steigender Konzentrationen von SH28 auf die ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [358]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau
100%].

Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:

der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) =

»Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt

sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n = 17) in

Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein SH28- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam
durchgefihrt wurden.
conrole | SH28 | SH28 | SH28 | SH2s | SH2s 130':)%%
1 UM 10 uM 100 M | 300 uM | 1000 pM uM
7,42 7,16 6,47 5,90 5,25 4,86 4,32
PECso
+ 0,07 + 0,11 +0,12* | £0,09* | £0,11* | £0,10** | +0,08**
Max (%) 9+3 86 +4 100+ 6 97+3 | 78+x4™ | 965 875
Min (%) 1+£2 -5+ 3 04 9+2 -4+£3 63 12
ny (frei- 0,68 1,82 1,08 1,24 1,08 0,80 0,59
laufend) | +0,05* | +0,552* | +0,32 | +0,31 | 027 | 0,15 | +0,10*
n 17 2 3 3 4 3 2

Tabelle 24: KenngréRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 29 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von SH28. pECs,, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale

[358]GTPvS-Bindung induziert.
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Max: maximale [3SS]GTPVS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).

In Abbildung 30 erfolgte eine Auswertung der Daten nach Lanzafame et al. (1996;
Gleichung 17). Es resultierte ein pKa-Wert (Affinitat zum freien Rezeptor) von 5,54
1 0,12 und ein pa-Wert (Kooperativitatsfaktor) von -3,46 £ 0,57. Aus pa und pKa
lie® sich die Affinitat von SH28 zum ACh-besetzten Rezeptor berechnen mit
p(a-Ka) = 2,08. Da der Datenpunkt der SH28-Konzentration 10 mM eine sehr
grol3e Streuung aufwies, zeigte sich nicht klar, dass die Schild-Kurve in hohen
Konzentrationen abknickte und es sich somit um einen allosterischen
Antagonismus handelte, bei dem das Ausmal} der Verschiebungsfaktoren einem

Maximaleffekt zustrebt.
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Abbildung 30: Schild-Auftragung der SH28-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von SH28. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECso-Werten der
Einzelexperimente; Steigungsmal der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 1). Dargestellt

sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.
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Gilsbach et al. (2003) ermittelten fir den allosterischen Modulator SH28, der die
Dissoziation von [3H]NMS verzogerte im Na, K, Pi-Puffer einen pKa-Wert von 5,87
+ 0,17 (n = 3). Dieser war trotz unterschiedlicher Pufferbedingungen nicht

signifikant vom Wert dieser Arbeit verschieden (t-Test, p > 0,05).

3.3.2.2.3 Naphmethonium (MM3a)

Die Substanz Naphmethonium (MM3a) unterscheidet sich von dem Prototyp-
Modulator W84 durch einen lateralen Naphthalimid-Ring sowie eine
Dimethylierung in der Seitenkette. Es wurde der Einfluss von Naphmethonium auf
die Kenngrolien der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve untersucht.
Naphmethonium fihrte bereits bei einer Konzentration von 0,1 yuM zu einer
signifikanten Rechtsverschiebung der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve, die in
hohen Konzentrationen von Naphmethonium sattigbar war (Abbildung 31). In der
Zusammenschau der Versuchsergebnisse erwies sich bei vier Kurven
(Kontrollkurve und Kurven in Anwesenheit von 3, 30 und 100 uM Naphmethonium)
eine Kurvenanpassung mit flacher Steigung statistisch als besser, verglichen mit
einer Steigung von ny = 1 (F-Test, p < 0,05). Eine statistische Betrachtung der
Gesamtheit der Kurven (Lew und Angus, 1995; s. 2.4.4) zeigte, dass die Kurven
parallel verschoben waren, allerdings bei einer Anpassung mit einer flachen
Kurvensteigung (ny = 0,91; F-Test, p < 0,05). In Tabelle 25 sind neben den
Kenngrolen der Kurven aus Abbildung 31 die Steigungen angegeben, die sich bei
einer Kurvenanpassung mit freilaufender Hill-Steigung ergaben. Weder das obere
noch das untere Plateau der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve wurden durch

Naphmethonium signifikant beeinflusst.
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Abbildung 31: Einfluss steigender Konzentrationen von Naphmethonium auf die ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [35S]GTPVS-Bindung in  Prozent
[Basalaktivitéat (unteres Plateau der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der
Kontrollkurve) = 100%]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = 0,91. Dargestellt sind Mittelwerte * Standardfehler aus 2-4 unabhangigen
Experimenten (Kontrollkurve: n = 18) in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Naphmethonium-

und ein Kontroll-Experiment gemeinsam durchgefiihrt wurden.
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Kontrolle Naphm. | Naphm. | Naphm. | Naphm. | Naphm. | Naphm.
0,1 uM 1 uM 3 uM 10pM | 30pM | 100 pM
JECa 7,45 6,77 6,08 5,66 5,07 4,94 4,57
+0,05 | £0,13** | £0,08* | £0,08* | +0,06* | +0,09* | +0,12**
Max (%) | 97+2 | 105+4 | 106+3 | 95+3 | 93+3 | 914 | 107+6
Min (%) | 2+2 | -4+4 242 0+2 8+ 1 1+2 | -10£3
nw (frei- | 0,78 1,04 0,76 0,64 1,05 0,65 0,61
laufend) | +007* | 025 | £0,10 | +0,06* | +0,14 | +0,07* | +0,14*
n 18 4 3 2 3 2 4

Tabelle 25: KenngroRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 31 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von Naphmethonium. pECsy, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 0,91.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten als mit ny = 1 (F-Test, p
<0,05).

Eine quantitative Darstellung der Rechtsverschiebung der ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve durch Naphmethonium erfolgte in der Schild-Auftragung nach
(1996; Abbildung 32). Die Affinitat von Naphmethonium zum

freien M,-Rezeptor hatte einen Wert von pKa = 7,66 + 0,13. Die Kooperativitat mit

Lanzafame et al.
ACh wurde beschrieben durch einen pa-Wert von -2,61 + 0,16. Daraus liel3 sich

die Affinitdt von Naphmethonium zum ACh-besetzten Rezeptor berechnen mit
p(a-Ka) = 5,05.
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51 pa =-2,61+0,16
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Abbildung 32: Schild-Auftragung der Naphmethonium-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Naphmethonium. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECsy-Werten der
Einzelexperimente; Steigungsmall der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 0,91).
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhéngigen Experimenten in Vierfach-
bestimmung. (Im Anhang erfolgte auch eine Auswertung dieses Datensatzes, die auf einem
Steigungsmaly der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven von ny = 1 beruhte, sowie eine

Auswertung, die die pECso-Werte aus Tabelle 25 zugrundelegte.)

Muth et al. (2003) fanden in [PH]NMS-Bindungsexperimenten fiir Naphmethonium,
welches eine Dissoziations-Verzégerung von NMS am My-Rezeptor hervorrief,
einen pKa-Wert von 8,29 + 0,18 (n = 8), der sich signifikant von dem in dieser
Arbeit gefundenen Wert unterschied (t-Test, p < 0,05). Die Differenz, die weniger
als eine Dekade betrug, war wahrscheinlich durch unterschiedliche

Versuchsbedingungen zu erklaren.

3.3.2.2.4 MM7a

MM7a ist ein ,halbes® Naphmethonium-Derivat, das den Naphthalimid-Ring und
die Dimethylierung der Seitenkette enthalt. Es verzogerte die Dissoziation von
[’H]NMS in Radioligandbindungsstudien, lieR die Gleichgewichtsbindung jedoch
unbeeinflusst (Matthias Sennwitz, personliche Mitteilung). Der Effekt von MM7a

auf die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve ist im Folgenden dargestellt. Ab einer
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Konzentration von 10 uM kam es durch MM7a zu einer signifikanten Verschiebung
des Wendepunktes. Alle Kurven waren mit einer Steigung von ny = 1 parallel
verschoben (Test auf Parallelverschiebung nach Lew und Angus, 1995; s. 2.4.4).
Die Steigungen einer Kurvenanpassung mit freilaufendem Steigungsmal} sind in
Tabelle 26 angegeben. MM7a hatte keinen signifikanten Einfluss auf die basale

[**S]GTPyS-Bindung und den ACh-Maximaleffekt.
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Abbildung 33: Einfluss steigender Konzentrationen von MM7a auf die ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau
der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
»Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n = 10) in

Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein MM7a- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.
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MM7a MM7a MM7a MM7a
Kontrolle

1 uM 10 uM 100 pM 1000 pM

7.84 7.62 7.01 5.84 4,98

PECso

+0,09 +0,12 +0,07** +0,12** +0,10*

Max (%) 100 £ 3 107 + 3 112 +3 108 + 5 88 + 4

Min (%) 2+4 0+4 4+3 0+4 342

Ny (frei- 0,76 0,93 0,90 1,01 0,69

laufend) +0,13 +0,19 +0,14 +0,25 +0,11

n 10 2 2 4 2

Tabelle 26: KenngroRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 33 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von MM7a. pECsy, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [358]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).

Aufgrund des bekannten allosterischen Verhaltens von MM7a (verzégernder
Effekt von MM7a auf die [°’H]NMS-Dissoziation; Matthias Sennwitz, persénliche
Mitteilung) wurden die Daten in einer Schild-Auftragung nach Lanzafame et al.
(1996) ausgewertet (Abbildung 34). Die Affinitat von MM7a zum Mj-Rezeptor
konnte beschrieben werden durch einen pKa von 5,95 = 0,11. Wertete man die
Daten aus Abbildung 34 mittels linearer Regression aus, ergab sich eine Gerade,
deren Steigung nicht signifikant unterschiedlich von 1 war. Da MM7a vermutlich
nicht an der orthosterischen Bindungsstelle angriff, konnte das antagonistische
Verhalten als ,pseudokompetitiv’ bezeichnet werden, d. h., dass MM7a sich formal
wie ein kompetitiver Antagonist verhielt (parallele Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve; Schild-Gerade mit einer Steigung von 1) jedoch nicht
mit dem Agonisten um das gleich Bindungsareal konkurrierte. Die Verschiebungs-
faktoren (log (VF —1)) in Abbildung 34 strebten keinem Maximum zu, so dass sich

ein Konzentrationsbereich fur die Bildung ternarer Komplexe aus MM7a, ACh und
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M,-Rezeptor nicht ableiten lie. Die Kooperativitdt zwischen MM7a und ACh
konnte mit pa < -3 abgeschatzt werden, da der maximale Wert fur log (VF-1) in
Abbildung 34 bei 3 lag.

47 pa <-3
pKA(MM?a) = 5,95 + 0,11

7 6 5 4 3 2
MM7a (log M)

Abbildung 34: Schild-Auftragung der MM7a-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von MM7a. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECs-Werten der
Einzelexperimente; Steigungsmal} der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 1). Dargestellt

sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

3.3.2.2.5 TD2

TD2, ein W84-Derivat, ist die einzige Silicium-haltige Verbindung, die in dieser
Arbeit untersucht wurde. Ebenso wie die Alkan-bis-Ammonium-Verbindungen
schwachte es die Affinitat von ACh zum Mj-Rezeptor ab. Eine signifikante
Rechtsverschiebung der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve erfolgte ab einer TD2-
Konzentration von 1 uM (Abbildung 35). Die Gesamtheit der Versuchsergebnisse
war ausreichend mit Kurven vom Steigungsmal’ ny = 1 beschrieben im Vergleich
zu einem freilaufenden Steigungsmal} flr jede Konzentrations-Effekt-Kurve (Test
auf Parallelverschiebung s. 2.4.4). Die Kontrollkurve fur sich genommen wurde
besser mit einem Hill-Koeffizienten von ny < 1 beschrieben (Tabelle 27). In hohen
Konzentration von TD2 (ab 30 pM) wurde die maximale ACh-induzierte
[**S]GTPyS-Bindung signifikant gesenkt, wohingegen die basale [*S]GTPyS-

Bindung unbeeinflusst blieb.
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Abbildung 35: Einfluss steigender Konzentrationen von TD2 auf die ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [358]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau
der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
»Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n = 17) in
Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein TD2- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam durchgefiihrt

wurden.
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TD2 TD2 TD2 TD2 TD2 TD2
Kontrolle
0,1 uM 1 uM 3 uM 10uM | 30uM | 100 pM
7.59 7.24 6,57 6,21 511 4,28 418
PECso
+009 | 014 | +0,05** | £0,07** | £0,09* | +0,15* | +0,11*
Max(%) | 99+3 | 104+6 | 95+3 | 99+2 | 79+4 | 79+7* | 63 +4*
Min (%) | 0%3 2+5 9+2 7+2 | 12+2 | 5%2 T2
N (fresi- 0,69 1,03 1,11 0,97 0,73 0,68 1,03
laufend) | +010* | +037 | +014 | +016 | 013 | +023 | %027
n 17 2 2 2 3 4 4

Tabelle 27: KenngroRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 35 unter Kontrollbedingungen sowie unter

Einfluss steigender Konzentrationen von TD2. pECsy, Max und Min beruhen auf einer

Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).

Da die Absenkung des oberen Plateaus der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve auf
ein allosterisches Verhalten hinwies und ein verzégernder Effekt von TD2 auf die
Dissoziation von [°’HJNMS bekannt war (DaiR et al., 2002), wurde eine Anpassung
nach Lanzafame et al. (1996) vorgenommen (Abbildung 36). Die Affinitat von TD2
zum freien Rezeptor betrug pKa = 7,35 + 0,14. Dail} et al. (2002) ermittelten einen
Wert von pKa = 6,46 £ 0,14 (n = 4). Die Abweichung beruhte vermutlich auf
experimentellen Unterschieden. Der Kooperativitatsfaktor konnte mit pa < -3
abgeschatzt werden. Wertete man die Daten aus Abbildung 36 mittels linearer
Regression aus, ergab sich eine Gerade, deren Steigung wie bei einem

kompetitiven Antagonisten nicht signifikant verschieden von 1 war.
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Abbildung 36: Schild-Auftragung der TD2-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von TD2. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECs-Werten der
Einzelexperimente; Steigungsmal der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 1). Dargestellt

sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

In weiteren Versuchen wurde der konzentrationsabhangige Einfluss von TD2 auf
den ACh-Maximaleffekt untersucht. Es wurde zu einer ACh-Konzentration
(ACh 1 mM), die auch in Anwesenheit von TD2 im oberen Plateau der
Konzentrations-Effekt-Kurve lag, steigende Konzentrationen von TD2 hinzu-
gegeben. In Abbildung 37 sind die Ergebnisse von drei unabhangigen
Experimenten dargestellt (geschlossene Symbole). Zusatzlich sind die Max-Werte
aus Tabelle 27, d. h. die Werte der oberen Plateaus der ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurven jeweils unter Einfluss einer bestimmten TD2-Konzentration,

abgebildet (offene Symbole). An diese erfolgte jedoch keine Kurvenanpassung.
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Abbildung 37: Einfluss steigender Konzentrationen von TD2 auf den ACh-induzierten
Maximaleffekt (ACh: 1 mM). Ordinate: ACh-induzierte [*°S]GTPyS-Bindung in Prozent
[Basalaktivitdt = 0%, ACh-Maximaleffekt = 100%)]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der
molaren Konzentration von TD2. Kurvenanpassung: Eine sinnvolle Anpassung mittels der ,Vier-
Parameter-logistischen-Gleichung“ (Gleichung 6) war nicht moglich (s. Text). Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten (geschlossene Symbole). Die

Datenpunkte mit offenen Symbolen zeigen die Max-Werte aus Abbildung 35 bzw. Tabelle 27.

Die Daten (geschlossene Symbole) in Abbildung 37 sollten mithilfe der ,Vier-
Parameter-logistischen-Gleichung“ ausgewertet werden. Da nur der Datenpunkt
bei 100 uM TD2 signifikant von 100% abwich (t-Test, p < 0,01), war eine sinnvolle
Kurvenanpassung und die damit verbundene Bestimmung eines Wendepunktes
nicht moéglich. Die Konzentrationsabhangigkeit der Reduktion des ACh-Maximal-
effektes durch TD2 konnte demnach nicht gezeigt werden. Da es aullerdem in
Abbildung 36 keine Annaherung der Verschiebungsfaktoren an ein Maximum gab,
war es wahrscheinlich, dass die Senkung der ACh-induzierten [*°S]|GTPyS-
Bindung durch TD2 nicht auf der Bildung ternarer Komplexe beruhte, sondern
modglicherweise andere Interaktionen von TD2 mit dem Rezeptor oder mit G-

Proteinen als Ursache hatte.
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3.3.2.3 Strychnin und Derivate

3.3.2.3.1 Strychnin

Der Einfluss des relativ kleinen, kompakten Molekulls Strychnin, das vereinfacht
auch als ein Monomer des Alcuronium angesehen werden kann (Lazareno und
Birdsall, 1995), auf die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve wird im Folgenden
betrachtet. Strychnin verschob diese ab Konzentrationen von 10 yM signifikant
nach rechts (Abbildung 38). Der Wirksamkeitsverlust von ACh ging in hohen
Strychnin-Konzentrationen ab 1000 pyM einher mit einer Verminderung des ACh-
induzierten Maximaleffektes. Die spontane [**S]GTPyS-Bindung wurde durch
Strychnin nicht signifikant moduliert (Dunnett t-Test, p > 0,05). In der
Zusammenschau der Versuchsergebnisse erwies sich bei zwei Kurven (Kurven in
Anwesenheit von 10 yM und 100 pM Strychnin) eine Kurvenanpassung mit flacher
Steigung statistisch als besser, verglichen mit einer Steigung von ny= 1 (F-Test, p
< 0,05). Eine statistische Betrachtung der Gesamtheit der Kurven (Lew und
Angus, 1995; s. 2.4.4) zeigte, dass die Kurven parallel verschoben waren,
allerdings bei einer Anpassung mit einer flachen Kurvensteigung (ny = 0,76; F-
Test, p < 0,05). Die freilaufenden Steigungsmalfe sind neben den KenngroéfRen der

Kurven aus Abbildung 38 in Tabelle 28 dargestellt.
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Abbildung 38: Einfluss steigender Konzentrationen von Strychnin auf die ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitdt (unteres
Plateau der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
(Gleichung 6); 0,76.

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-4 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n

»Vier-Parameter-logistische-Gleichung® Hill-Koeffizient konstant: ny =

= 17) in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Strychnin- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.

Kontrolle Strychnin | Strychnin | Strychnin | Strychnin | Strychnin
10 uM 100 uM 300 uM 1000 uM | 3000 uM
7,87 7,58 6,98 6,07 5,41 4,92
PECso
*+ 0,06 + 0,09 +0,11** +0,20** + 0,14** +0,10**
Max (%) 102+ 2 108 £ 3 91+ 3* 104 +6 85 1 4** 67 £ 3**
Min (%) 2+2 -8+3 1+£3 2+4 32 -13+2
ny (frei- 0,83 0,59 0,59 0,89 0,61 1,03
laufend) |+ 0,09 + 0,08" + 0,08" +0,32 +0,13 +0,12
n 17 4 4 3 3 3

Tabelle 28: KenngrofRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 38 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von Strychnin. pECsy, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 0,76.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[*S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
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ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten als mit ny = 1 (F-Test, p
< 0,05).

Die bereits von Lazareno und Birdsall (1995) in [**S]GTPyS-Experimenten
beobachtete Senkung des ACh-Maximaleffektes durch Strychnin deutete auf
einen nicht-kompetitiven Antagonismus hin. Deshalb wurden die Daten nach dem
allosterischen Modell (Lanzafame et al.,, 1996) analysiert (Abbildung 39). Die
Affinitat von Strychnin zum freien M2-Rezeptor wurde beschrieben durch einen
pKa-Wert von 5,15 £ 0,13. In [3H]NMS-Bindungsexperimenten wurden pKa-Werte
von 4,96 (Lazareno und Birdsall; 1995), 4,93 (Jakubik et al., 1997), 4,56 (Jakubik
et al.; 2005), und 5,47 (ProSka und Tucek; 1996) fur die Affinitat von Strychnin
zum unbesetzten My-Rezeptor gefunden. Die letzten beiden Werte unterschieden
sich signifikant vom Ergebnis dieser Arbeit, jedoch nicht um mehr als eine
Dekade, so dass insgesamt eine gute Ubereinstimmung mit den Literaturwerten
bestand. Ein pa—Wert, der auf die Bildung ternarer Komplexe hinwies, konnte nicht
ermittelt werden, da die Verschiebungsfaktoren keinem Maximalwert zustrebten.
Der Kooperativitatsfaktor konnte nur mit pa < -3 abgeschatzt werden. Bei
Auswertung der Daten mittels linearer Regression (Gerade in Abbildung 39 nicht
dargestellt) nahm die Steigung ungewdhnlicherweise mit s = 1,26 + 0,10 einen

signifikant groReren Wert als 1 an (F-Test, p < 0,05).
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Abbildung 39: Schild-Auftragung der Strychnin-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Strychnin. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECsp-Werten der
Einzelexperimente; Steigungsmal® der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 0,76).
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-4 unabhéngigen Experimenten in Vierfach-

bestimmung.

Es wurde versucht den senkenden Einfluss von Strychnin auf den ACh-
Maximaleffekt zu quantifizieren. Da die Max-Werte aus Tabelle 28 nicht
zusammenhangend, sondern an verschiedenen Versuchstagen bestimmt wurden,
wurden drei unabhdngige Experimente mit jeweiliger Vierfachbestimmung
durchgefuhrt, in denen zu einer Kkonstanten, rezeptorsattigenden ACh-
Konzentration (1mM) steigende Strychnin-Konzentrationen hinzugegeben wurden.
Die gemittelten Messwerte dieser Experimente stellen die geschlossenen Symbole
in Abbildung 40 dar. Die Max-Werte aus Tabelle 28, an die keine
Kurvenanpassung erfolgte, sind zusatzlich als offene Symbole abgebildet. Die
Daten der geschlossenen Symbole wurden mithilfe der ,Vier-Parameter-
logistischen-Gleichung” angepasst. Die Hill-Steigung war nicht signifikant
verschieden von ny = -1 (freilaufender Hill-Koeffizient: ny = -1,41 + 0,86). Als plCsg
(Wendepunkt der Kurve) ergab sich ein Wert von 3,59 + 0,24. Das untere Plateau
der Kurve wurde beschrieben durch Emi, = 75 + 3%. Da sich in Abbildung 39 keine

Sattigung der Rechtsverschiebung der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve zeigte, ist
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es wahrscheinlich, dass die Senkung des Maximaleffektes nicht auf der Bildung
ternarer Komplexe beruhte.

Auch Lazareno und Birdsall (1995) fanden in [358]GTPvS-Bindungsexperimenten
an My-Rezeptoren eine Reduktion des ACh-Maximaleffektes bei Strychnin-
Konzentrationen ab 100 pM. In ihren Untersuchungen wurde jedoch zusatzlich die
basale [*®S]GTPyS-Bindung signifikant gesenkt. Die ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurven wurden durch Strychnin nach rechts verschoben. Ebenfalls durchgefuhrte
Radioligandbindungsstudien mit [°HJNMS (Lazareno und Birdsall, 1995) zeigten,

dass Strychnin allosterisch mit muskarinischen Rezeptoren interagierte.
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Abbildung 40: Einfluss steigender Konzentrationen von Strychnin auf den ACh-induzierten
Maximaleffekt (ACh: 1 mM). Ordinate: ACh-induzierte [SSS]GTPVS—Bindung in Prozent
[Basalaktivitdt = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kurve) = 100%]. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von Strychnin. Kurvenanpassung: ,Vier-
Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = -1. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten (geschlossene Symbole). Die

Datenpunkte mit offenen Symbolen zeigen die Max-Werte aus Abbildung 38 bzw. Tabelle 28.

3.3.2.3.2 Di-Strychnin-6

Zlotos et al. (2003) beobachteten in Radioligandbindungsstudien eine Erhdhung
der  Gleichgewichtsbindung von  [°PH]NMS sowie eine [HJNMS-
Dissoziationsverzogerung vom Mjy-Rezeptor durch Di-Strychnin-6, was als ein
deutlicher Hinweis fur eine allosterische Interaktion gilt (Lazareno et al., 2000). 10
MM Di-Strychnin-6 riefen bereits eine signifikante Rechtsverschiebung der ACh-

Konzentrations-Effekt-Kurve hervor (Abbildung 41). Fur die Zusammenschau der
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Versuchsergebnisse konnte anhand der Methode nach Lew und Angus (1995; s.
24.4) durch einen F-Test gezeigt werden, dass die Gesamtheit der
Versuchsergebnisse ausreichend mit Kurven vom Steigungsmall ny = 1
beschrieben waren verglichen mit einem freilaufenden, individuellen
Steigungsmal} fur jede Konzentrations-Effekt-Kurve. Somit handelte es sich um
eine Parallelverschiebung der Kurven. Die hdchste eingesetzte Di-Strychnin-6-
Konzentration (100 uM) flhrte zu einer signifikanten Steigerung des ACh-
induzierten Maximaleffektes auf 115 £ 5% (Dunnett t-Test, p < 0,05). Die basale
[**S]GTPyS-Bindung wurde nur in einer mittleren Di-Strychnin-6-Konzentration (30
MM) signifikant gesenkt (Dunnett t-Test, p < 0,01).
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Abbildung 41: Einfluss steigender Konzentrationen von Di-Strychnin-6 auf die ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [358]GTPVS—Bindung in  Prozent
[Basalaktivitét (unteres Plateau der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der
Kontrollkurve) = 100%]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhéangigen
Experimenten (Kontrollkurve: n = 12) in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Di-Strychnin-6- und

ein Kontroll-Experiment gemeinsam durchgefihrt wurden.
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Di- Di- Di- Di- Di-
Kontrolle Strychnin- | Strychnin- | Strychnin- | Strychnin- | Strychnin-
6 6 6 6 6
1uM 3 uM 10 uM 30 uM 100 uM
7,60 7,37 7,27 6,86 6,49 5,92
PECso
+ 0,06 + 0,06 +0,12 +0,07** +0,10** +0,12**
Max (%) | 992 1012 94 +5 97 +2 102 +4 115 + 5*
Min (%) 1+£2 -7+£3 -10+4 2+3 -17 £ 4% -3+5
ny (frei- 0,75 0,95 0,90 1,19 0,69 0,73
laufend) | + 0,06" +0,13 +0,23 +0,21 +0,11 +0,17
n 16 4 4 3 2 3

Tabelle 29: KenngrofRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 41 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von Di-Strychnin-6. pECsy, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [35S]GTP\(S-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [35S]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).

In der Schild-Auftragung (Abbildung 42) erfolgte eine Auswertung der Daten nach
Lanzafame et al. (1996), da ein allosterisches Verhalten von Di-Strychnin-6 am
M,-Rezeptor festgestellt werden konnte (Zlotos et al., 2003). Der pKa-Wert betrug
5,61 £ 0,11. Da die Verschiebungsfaktoren im untersuchten Konzentrationsbereich
keinem Maximalwert zustrebten, konnte der Kooperativitatsfaktor nur mit pa < -2
abgeschatzt werden. Hohere Konzentrationen an Di-Strychnin-6 konnten aufgrund

der geringen Wasserl6slichkeit der Substanz nicht untersucht werden.
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Abbildung 42: Schild-Auftragung der Di-Strychnin-6-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Di-Strychnin-6. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECs,-Werten der
Einzelexperimente; Steigungsmal der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 1). Dargestellt

sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

3.3.2.3.3 Str6Naph

StréNaph ist ein Hybrid aus Strychnin und einer Teilstruktur von Naphmethonium.
Sowohl die Naphthalimid-Struktur von Naphmethonium als auch der Strychnin-
Rest sind Molekulteile, die zu einer hohen Affinitat am M,-Rezeptor fuhren (Muth
et al, 2005; Zlotos et al., 2003). Dancila (2003) fand in [PH]NMS-
Bindungsexperimenten eine hohe Affinitat von StroNaph zum NMS-besetzten
Rezeptor (pECsp, 4iss = 7,81 £ 0,04). Die Affinitat zum freien My-Rezeptor war relativ
niedrig (pKa = 6,07 = 0,37), so dass die durch StréNaph hervorgerufene
Steigerung der NMS-Affinitat aullergewohnlich hoch war. Die Konzentrations-
Effekt-Kurven von Str6Naph in den Radioligandbindungsstudien wiesen auf3erdem
eine hohe Steilheit auf, die auf ein atypisches Bindungsverhalten hinwies (Dancila,
2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von StréNaph auf die ACh-induzierte
[*°S]GTPyS-Bindung untersucht. Str6Naph verhielt sich in allen eingesetzten
Konzentrationen (ab 1 pM) antagonistisch gegenuber ACh, so dass die ACh-
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Konzentrations-Effekt-Kurve nach rechts verschoben wurde (Abbildung 43). Es
handelte sich um eine Parallelverschiebung mit einer Steigung von ny = 1 (Test
auf Parallelverschiebung: s. 2.4.4). 100 uM Str6Naph fuhrten zu einer signifikanten
Steigerung des ACh-Maximaleffektes (Dunnett t-Test; p < 0,01) auf 156 £ 7%. Die
spontane [*S]GTPyS-Bindung wurde durch einige Str6Naph-Konzentrationen

signifikant, jedoch nicht konzentrationsabhangig herabgesetzt.
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Abbildung 43: Einfluss steigender Konzentrationen von StréNaph auf die ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
»Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n = 17) in
Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein StréNaph- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.
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Stro6- Str6- Str6- Str6- Str6- Str6-

Kontrolle Naph Naph Naph Naph Naph Naph
0,1 uM 1 uM 3 uM 10uM | 30pM | 100 pM

£ 7.59 6,71 5,96 523 5.48 5,15 4,87

p 0

° +0,04 | £0,08* | £0,15* | £0,14** | +0,05* | +0,10** | +0,08**

Max(%)| 991 | 112+4 | 987 | 94%6 | 862" | 1095 | o0
Min (%) | 1+2 10+£3 | 21+6*| 2+4 |-3022*| 1+3 |-16+5*

nw (frei- | 0.85 0,95 0,75 0,88 0,96 1,06 1,00

laufend) | 4+ 007 +0,18 +025 | +0,27 +012 | +0,22 +0,19

n 17 3 3 3 3 2 3

Tabelle 30: KenngrofRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 43 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von Str6Naph. pECsy, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [35S]GTP\(S-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [SES]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

In einer Auftragung nach Lanzafame et al. (1996; Abbildung 44) zeigte die
abflachende Kurve, dass es in Anwesenheit von Str6Naph zur Bildung ternarer
Komplexe kam. Es ergab sich eine Affinitat von Stré6Naph zum freien Rezeptor von
pKa = 7,69 = 0,11 und ein Kooperativitatsfaktor von pa = -2,69 £ 0,14. Daraus liel3
sich die Affinitat von StroNaph zum ACh-besetzten Rezeptor berechnen mit
p(a-Ka) = 5,00.
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Abbildung 44: Schild-Auftragung der Str6éNaph-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Str6Naph. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECso-Werten aus Tabelle
30). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten in Vierfach-

bestimmung.

3.3.2.4 Alcuronium und Caracurine

3.3.2.4.1 Alcuronium

Alcuronium weist gegeniber ACh am M,-Rezeptor eine ausgepragte negative
Kooperativitat auf (Jakubik et al., 1997). Es bindet bekanntermalien wie Gallamin,
W84 und Strychnin an die ,common allosteric site“ (Ellis und Seidenberg, 1992;
ProSka und Tucek, 1995; Lanzafame et al.,, 1997; Trankle et al., 2003). In
[**S]GTPyS-Bindungsexperimenten mit dem Partialagonisten Pilocarpin wurde
eine Reduktion des Agonist-induzierten Maximaleffektes beobachtet, ohne dass
die Affinitat von Pilocarpin beeinflusst wurde (Zahn et al., 2002).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Alcuronium auf die ACh-induzierte
[**S]GTPyS-Bindung untersucht (Abbildung 45). Ab einer Konzentration von 1 pM
fuhrte Alcuronium zu einer signifikanten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve Fur die Zusammenschau der Versuchsergebnisse
konnte anhand der Methode nach Lew und Angus (1995; s. 2.4.4) durch einen F-

Test gezeigt werden, dass die Gesamtheit der Versuchsergebnisse ausreichend
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mit Kurven vom Steigungsmalld ny = 1 beschrieben waren im Vergleich zu einem
freilaufenden, individuellen Steigungsmal® fir jede Konzentrations-Effekt-Kurve.
Somit handelte es sich um eine Parallelverschiebung der Kurven. Die basale und
die maximale ACh-induzierte [*>S]GTPyS-Bindung wurden durch Alcuronium im
Wesentlichen nicht beeinflusst (Ausnahme: 300 pM Alcuronium: signifikante

Verminderung des ACh-Maximaleffektes).
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Abbildung 45: Einfluss steigender Konzentrationen von Alcuronium auf die ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [**S]GTPyS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
»Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n = 12) in
Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Alcuronium- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.
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Kontrolle Alcuronium | Alcuronium | Alcuronium | Alcuronium | Alcuronium
1 uM 10 uM 10 uM 300 uM 1000 uM
7,77 7,09 6,25 5,58 5,38 4,75
PECso
+ 0,06 +0,12* + 0,09** + 0,09** +0,08** +0,07*
Max (%) | 100 £ 2 95+3 1023 97 +4 85+ 3* 0+3
Min (%) 02 -1+£3 3+3 -1+2 4+2 9+2
ny (frei- 0,79 0,88 0,72 1,15 0,90 0,73
laufend) | + 0,09 + 0,21 +0,13 + 0,24 +0,15 +0,07*
n 12 2 2 3 2 3

Tabelle 31: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 45 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von Alcuronium. pECs, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).

Der antagonistische Effekt von Alcuronium wurde anhand einer Schild-Auftragung
quantifiziert (s. Abbildung 46).

(1996) ergab eine Affinitat von Alcuronium zum freien Rezeptor von pKa = 6,40 *

Die Analyse der Daten nach Lanzafame et al.

0,14 und einen Kooperativitatsfaktor von pa = -2,96 + 0,24. Die daraus berechnete

Affinitat von Alcuronium zum ACh-besetzten Rezeptor betrug p(a-Ka) = 3,44.
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54 pa = -2,96 + 0,24
pKA(AIC.) = 6,40+ 0,14
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Abbildung 46: Schild-Auftragung der Alcuronium-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Alcuronium. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECs,-Werten der Einzel-
experimente; Steigungsmald der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 1). Dargestellt sind

Mittelwerte + Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

In Radioligandbindungsstudien mit [P’H[NMS wurden in der Literatur folgende
Werte fur die Affinitdt von Alcuronium zum unbesetzten My-Rezeptor (pKa)
gefunden: 6,50 (Dong et al., 1995), 6,82 (ProSka und Tucek; 1996), 6,14 (Jakubik
et al., 1997), 6,56 (Schroter et al., 2000; Mg, Pi, Tris-Puffer). Diese stimmten
insgesamt gut mit den in dieser Arbeit erhobenen Befunden uberein. In
[*°S]GTPyS-Bindungsexperimenten wurde ein pKa-Wert von 6,09 + 0,06 bestimmt
(Zahn et al., 2002), welcher nicht signifikant von dem Wert der vorliegenden Arbeit
abwich (t-Test, p < 0,05).

3.3.2.4.2 Caracurin V

Der allosterische Effekt von Caracurin V ist durch die Dissoziationsverzogerung
von [PHINMS in Radioligandbindungsstudien belegt (Buller, 2002). Die [°HJNMS-
Gleichgewichtsbindung wurde durch Caracurin V nicht beeinflusst (Buller, 2002).

In dieser Arbeit wurde der Effekt von Caracurin V auf die ACh-Kozentrations-
Effekt-Kurve untersucht (Abbildung 47). Ab einer Konzentration von 30 pM
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verschob Caracurin V diese signifikant nach rechts. Die Anwendung der Methode
nach Lew und Angus (1995; s. 2.4.4) ergab fur die Zusammenschau der
Versuchsergebnisse, dass die Gesamtheit der Kurven ausreichend mit einem
Steigungsmald von ny = 1 beschrieben waren im Vergleich zu einem freilaufenden,
individuellen Steigungsmal fir jede Konzentrations-Effekt-Kurve. Somit handelte
es sich um eine Parallelverschiebung der Kurven. Die basale und die maximale
ACh-induzierte [*°*S]GTPyS-Bindung wurden durch Caracurin V nicht signifikant
beeinflusst. Aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit konnte Caracurin V

maximal in einer Konzentration von 100 uM untersucht werden.
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Abbildung 47: Einfluss steigender Konzentrationen von Caracurin V auf die ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitdt (unteres
Plateau der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
»Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n = 9) in
Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Caracurin V- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.
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Kontrolle Caracurin V Caracurin V Caracurin V
10 uM 30 uM 100 uM
7,65 7,14 6,17 5,81
PECso
+0,13 + 0,08 +0,12** +0,07**
Max (%) 100+ 4 85+2 98 +5 94 +2
Min (%) 2+5 1+3 3+4 6+2
ny (frei- 0,72 0,89 0,78 0,75
laufend) +0,18 +0,17 +0,21 +0,07"
n 9 3 3 3

Tabelle 32: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 47 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von Caracurin V. pECsy, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).

Die Verschiebungsfaktoren der Kurven aus Abbildung 47 wurden in einem Schild-
Plot aufgetragen (Abbildung 48). Eine Analyse der Daten nach Lanzafame et al.
(1996), die aufgrund des bekannten allosterischen Verhaltens mit M,-Rezeptoren
angewandt werden konnte (Buller, 2002), ergab eine Affinitdt von Caracurin V zum
freien Rezeptor von pKa = 5,77 + 0,18. Im untersuchten Konzentrationsbereich
gab es keinen Hinweis auf die Bildung ternarer Komplexe. Der

Kooperativitatsfaktor konnte mit pa < -2 abgeschatzt werden (Abbildung 48).
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37 pa<-2
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Abbildung 48: Schild-Auftragung der Caracurin V-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Caracurin V. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECs,-Werten der Einzel-
experimente; Steigungsmald der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 1). Dargestellt sind

Mittelwerte £ Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

3.3.2.4.3 Caracurin VIl (WGA)

WGA kann als halbiertes Caracurin V-Molekul angesehen werden. Es wurde der
Effekt von WGA auf die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve untersucht (Abbildung
49). Die Kurven waren parallel nach rechts verschoben mit einer signifikant von 1
unterschiedlichen Steigung (ny = 0,70; Test auf Parallelverschiebung: s. 2.4.4).
Die sich bei freilaufendem Steigungsmal} in der Einzelanalyse der Kurven
ergebenden  Hill-Koeffizienten sind in Tabelle 33 abgebildet. WGA-
Konzentrationen ab 100 uM verringerten signifikant die maximale ACh-induzierte
[**S]GTPyS-Bindung. Die spontane [*>S]GTPyS-Bindung wurde durch WGA nicht

verandert.
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Abbildung 49: Einfluss steigender Konzentrationen von WGA auf die ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [*>S]GTPyS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau
der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
»,Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); ngy = 0,70.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-5 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n

= 13) in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein WGA- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

Hill-Koeffizient konstant:

durchgefiihrt wurden.
WGA WGA WGA WGA
Kontrolle

30 pM 100 uM 300 pM 1000 pM

7,69 7,30 7,18 6,74 6,09

PECso

+ 0,05 +0,12 +0,13** +0,11** + 0,09**
Max (%) 104 £ 2 111+3 93 + 3** 87 + 3** 86 + 2**

Min (%) 2+2 3+4 0+3 6+3 842

nw (frei- 0,72 0,72 0,86 0,67 0,55
laufend) +0,07" +0,15 +0,19 +0,12 +0,04"

n 13 2 5 3 3

Tabelle 33: KenngrofRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 49 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von WGA. pECs, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 0,70.

PECs,: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [35S]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
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ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten als mit ny = 1 (F-Test, p
< 0,05).

Von Jakubik et al. (2005) ist eine allosterische Interaktion zwischen WGA und
NMS am My-Rezeptor beschrieben worden. Daher konnten die Verschiebungs-
faktoren der Kurven aus Abbildung 49 nach Lanzafame et al. (1996) analysiert
werden (Abbildung 50). Es ergab sich eine Affinitat von WGA zum freien Rezeptor
von pKa = 4,45 £ 0,19. Jakubik et al. (2005) bestimmten in Radioligand-
bindungsstudien einen pKa-Wert von 4,52 + 0,01, welcher nicht signifikant von
dem Wert dieser Arbeit abwich (t-Test, p > 0,05). Einen Hinweis auf die Bildung
ternarer Komplexe mit ACh und dem M,-Rezeptor gab es nicht. Aufgrund der
Datenpunkte in Abbildung 50 konnte ein Kooperativitatsfaktor nur approximativ mit

pa < -2 bestimmt werden.
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Abbildung 50: Schild-Auftragung der WGA-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von WGA. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECs-Werten der
Einzelexperimente; Steigungsmal® der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 0,70).
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-5 unabhangigen Experimenten in

Vierfachbestimmung.
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3.3.2.5 Duo3

Duo3 wird u. a. wegen seiner steilen Konzentrations-Effekt-Kurven in [PHINMS-
Radioligandbindungsstudien und der geringen Empfindlichkeit gegenlber Ver-
anderungen in der Puffer-Zusammensetzung als atypischer Modulator bezeichnet
(Trankle und Mohr, 1997; Schroter et al., 2000). Da aul3er der ,common allosteric
site“ (Ellis und Seidenberg, 1992) noch eine weitere allosterische Bindungsstelle
beschrieben ist (Lazareno et al., 2000; 2002), ware es mdglich, dass Duo3 an
beiden Bindungsstellen angreift (Trankle et al., 2003). AuRerdem wird diskutiert,
dass es ein Gleichgewicht aus Monomeren und Dimeren von Rezeptoren gibt, in
das Duo3 durch Anderung der Konformation der Rezeptoren eingreift (Trénkle et
al., 2003). Neueste Untersuchungen mit Duo3 und Tacrin deuten darauf hin, dass
diese zwar mit der ,common allosteric site“ interagieren, jedoch eine andere
topographische Region dieser Tasche besetzen (Trankle et al., 2005).

Im Folgenden wird der Einfluss des atypischen Modulators Duo3 auf die ACh-
induzierte [*°S]GTPyS-Bindung betrachtet. Duo3 fiihrte in allen eingesetzten
Konzentrationen (ab 0,1 uM) zu einer signifikanten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve ohne die basale oder die maximale ACh-induzierte
[**S]GTPyS-Bindung signifikant zu beeinflussen (Abbildung 51). Fiir die
Zusammenschau der Versuchsergebnisse konnte anhand der Methode nach Lew
und Angus (1995; s. 2.4.4) durch einen F-Test gezeigt werden, dass die
Gesamtheit der Versuchsergebnisse ausreichend mit Kurven vom Steigungsmaf
ny = 1 beschrieben waren im Vergleich zu einem freilaufenden, individuellen
Steigungsmald fur jede Konzentrations-Effekt-Kurve. Somit handelte es sich um
eine Parallelverschiebung der Kurven. Die Kurve in Anwesenheit von 10 uM Duo3
fir sich genommen wurde besser mit einem Hill-Koeffizienten von ny < 1

beschrieben.
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Abbildung 51: Einfluss steigender Konzentrationen von Duo3 auf die ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [358]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau
der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
»Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt
sind Mittelwerte £ Standardfehler aus 2-4 unabhéngigen Experimenten (Kontrollkurve: n = 12) in
Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Duo3- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.
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Kontrolle Duo3 Duo3 Duo3 Duo3 Duo3
0,1 uM 1 uM 3 uM 10 uM 30 uM
7,67 6,32 5,16 4,78 4,31 4,22
PECso
+ 0,06 +0,09* | +£0,14* | +0,04* | 0,06 | +0,11**
Max (%) | 100+ 2 96 + 3 895 88 +2 99 +3 106 £ 7
Min (%) 142 4+3 1+4 2+1 241 1+3
Ny (frei- 0,88 1,00 0,75 0,95 0,80 0,69
laufend) +0,10 +0,19 +0,22 +0,08 +0,07* +0,16
n 12 2 2 2 2 4

Tabelle 34: KenngrofRen (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven unter Kontrollbedingungen sowie unter Einfluss steigender
Konzentrationen von Duo3. pECsy, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.
PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[*S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).

* signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).

In der Schild-Auftragung (Abbildung 52) zeigte Duo3 ein allosterisch-
antagonistisches Verhalten, d. h. dass sich die Verschiebungsfaktoren (genauer
log(VF —1)) einem Maximalwert annaherten. Fir die Affinitat von Duo3 zum freien
M,-Rezeptor ergab sich nach einer Kurvenanpassung der Daten nach Lanzafame
et al. (1996) ein Wert von pKa = 8,48 + 0,13 und fur den Kooperativitatsfaktor ein
Wert von pa = -3,58 £ 0,20. Mit p(a-Ka) = 4,90 berechnete sich daraus die Affinitat
von Duo3 zum ACh-besetzten Rezeptor.

In [PHINMS-Bindungsexperimenten fanden Schréter et al. (2000) pKa-Werte von
7,20 £ 0,03 (Mg, Tris, Cl, Pi-Puffer) und 7,30 = 0,05 (Na, K, Pi-Puffer). Trankle et
al. (2003) ermittelten fur die Affinitat von Duo3 zum freien M,-Rezeptor einen pKa-
Wert von 7,63 £ 0,02. Mdglicherweise ist der Unterschied durch die abweichenden
Versuchsbedingungen erkldrbar. Klemt (2005) erhielt in [*°S]GTPyS-

Bindungsexperimenten einen dieser Arbeit ahnlichen Wert (pKa = 8,00 £ 0,09).
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Abbildung 52: Schild-Auftragung der Duo3-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Duo3. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECs-Werten der
Einzelexperimente; Steigungsmal der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 1). Dargestellt

sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

3.3.2.6 (-)-Eburnamonin

Jakubik et. al. (1997) berichteten von einer positiven Kooperativitat zwischen
Eburnamonin und ACh, die Lazareno et al. (1999) jedoch nicht bestatigen
konnten. Lazareno et al. (1999) beobachteten eine Abnahme der ACh-Bindung in
Gegenwart von Eburnamonin an den Rezeptorsubtypen My — M4. Auch Zahn
(1999) stellte in  Versuchen an Meerschweinchen-Herzvorhéfen einen
Affinitatsverlust von ACh durch Eburnamonin fest.

In dieser Arbeit wurde der Effekt von Eburnamonin auf die ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve noch einmal in einem funktionellen Experiment untersucht. Die
schlechte Wasserloslichkeit gestattete einen maximalen Einsatz von Eburnamonin
in einer Konzentration von 100 pM. In dieser Konzentration verschob
Eburnamonin die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve signifikant nach rechts
(Abbildung 53). Die Anwendung eines F-Tests anhand der Methode nach Lew und
Angus (1995; s. 2.4.4) ergab fur die Zusammenschau der Messwerte, dass die
Gesamtheit der Versuchsergebnisse ausreichend mit Kurven vom Steigungsmaf}
ny = 1 beschrieben waren im Vergleich zu einem freilaufenden, individuellen

Steigungsmal} fur jede Konzentrations-Effekt-Kurve. Somit handelte es sich um
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eine Parallelverschiebung der Kurven. Die Kontrollkurve flr sich genommen wurde
besser mit einem Hill-Koeffizienten von ny < 1 beschrieben. 100 yM Eburnamonin
filhrten zu einer signifikanten Absenkung der basalen [**S]GTPyS-Bindung
(Dunnett t-Test, p < 0,05).
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Abbildung 53: Einfluss steigender Konzentrationen von Eburnamonin auf die ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [35S]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
»Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n = 5) in
Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Eburnamonin- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefihrt wurden.

Kontrolle Eburnamonin Eburnamonin
30 uM 100 uM
7,64 7,37 6,33
PECso
+ 0,04 +0,10 + 0,09**
Max (%) 102 + 1 107 £+ 4 93+3
Min (%) 2+2 3+4 -7 + 2%
ny (frei- 0,84 0,97 0,93
laufend) + 0,06" +0,23 + 0,16
n 5 2 3

Tabelle 35: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten

ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 53 unter Kontrollbedingungen sowie unter
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Einfluss steigender Konzentrationen von Eburnamonin. pECs,, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[*S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [35S]GTP\(S-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

* signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).

Eine Auswertung der Daten in einer Schild-Auftragung war mit zwei Punkten nur
schwer mdglich. Die Analyse auf der Basis des ternaren Modells allosterischer
Interaktionen von Lanzafame et al., 1996 (Gleichung 17) ergab einen pKa-Wert fr
Eburnamonin von 5,00 £ 0,42 (Abbildung 54). Die von Jakubik et al. (1997; pKa =
4,16) sowie Proska und TucCek (1996; pKa = 4,65) bestimmten Affinitaten fur
Eburnamonin zum unbesetzten My-Rezeptor lagen im gleichen GrofRenordnungs-
bereich. Die Bestimmung eines Kooperativitatsfaktors war in der vorliegenden
Arbeit aufgrund des kleinen untersuchten Konzentrationsbereiches nicht moglich.
Der pa-Wert musste in jedem Fall einen Wert kleiner -1,2 annehmen, da

log (VF - 1) in Abbildung 54 maximal diesen Wert erreichte.
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Abbildung 54: Schild-Auftragung der Eburnamonin-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Eburnamonin. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECso-Werten der Einzel-
experimente; Steigungsmald der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 1). Dargestellt sind

Mittelwerte £ Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

3.3.2.7 Gallamin

Gallamin war der erste allosterische Modulator, mit dem allosterische
Interaktionen an muskarinischen Rezeptoren quantifiziert wurden (Stockton et al.,
1983; Ehlert, 1988b).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Gallamin auf die ACh-induzierte
[358]GTPVS-Bindung untersucht. In Konzentrationen ab 10 uyM fuhrte Gallamin zu
einer signifikanten Rechtsverschiebung der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve
(Abbildung 55). Alle Kurven wurden mit einer Hill-Steigung von ny = 1 ausreichend
beschrieben und waren somit parallel. Ab hohen Gallamin-Konzentrationen von
3000 uM wurde der ACh-Maximaleffekt vermindert (Dunnett t-Test, p < 0,01),
wobei die basale [*°S]GTPyS-Bindung unbeeinflusst blieb (Dunnett t-Test, p >
0,05).
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Abbildung 55: Einfluss steigender Konzentrationen von Gallamin auf die ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [35S]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
»Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n = 16) in
Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Gallamin- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefihrt wurden.
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Galla- | Galla- | Galla- | G2Ia- | Galla- ) Galla- | Galla-
Kon- : : ; min min min min
trolle | ™" min M) 1000 | 3000 | 6000 | 10.000
TuM | oM | foopm | Y Y "t
o | 771 728 | 642 | se7 | 510 | 504 [ 476 | 300
p 0
1 £007 | £010 | 0,09 | +0,06* | £0,06* | +0,08* | 0,09 | +0,12**
'}’(',Z;‘ 99+2| 92+3 | 104+4 | 89+2 | 10343 | 76+3* | 74 + 3" | 59+ 5+
Min
o | 1£3 | B3 | 083 | 4x1 | 252 | A1x2 | 582 | 722
Ny
(frei- | 0,77 | 083 | 072 | 095 | 123 | 113 | 134 | 1,13
lau- | £0,09| 015 | +013 | 012 | 014 | 021 | +023 | 031
fend)
n 16 2 2 3 2 2 2 3

Tabelle 36: Kenngrof3en (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 55 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von Gallamin. pECs, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[358]GTPvS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).

Aufgrund der Absenkung des ACh-Maximaleffektes und des bekannten alloste-
rischen Verhaltens mit NMS am M,-Rezeptor (Stockton et al., 1983) wurden die
Daten in einer Schild-Auftragung (Abbildung 56) nach der Gleichung von
Lanzafame et al. (1996) ausgewertet. Die Analyse flUhrte zu einer Affinitat von
599 =
Kooperativitatsfaktor von pa =-3,29 + 0,20. Es lie® sich die Affinitat von Gallamin
zum ACh-besetzten Rezeptor berechnen mit p(a-Ka) 2,70. Ebenfalls in
[*°S]GTPyS-Experimenten erhielten Lazareno und Birdsall (1993, 1995) fiir die
Affinitat von Gallamin zu freien My-Rezeptor pKa-Werte von 6,24 + 0,13 bzw. 6,30

Gallamin zum freien Rezeptor von pKx = 0,14 und einem

+ 0,05, die nicht signifikant von den Werten dieser Arbeit abwichen. Die

Kooperativitat mit ACh wurde mit einem pa-Wert von -2,5 beschrieben und lag
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somit in der gleichen GréRenordnung. Einen allosterischen Antagonismus, d. h.
ein Abflachen der Schild-Kurve bei hohen Alloster-Konzentrationen, gegenuber
ACh konnten Lazareno und Birdsall nicht erkennen. Die maximale Gallamin-
Konzentration ihrer Untersuchungen lag jedoch bei 300 uM, bei der sich die Daten
dieser Arbeit in der Schild-Auftragung ebenfalls noch im linearen Bereich
befanden (Abbildung 56). Clark und Mitchelson (1976) und Ehlert (1988b)
hingegen beobachteten in Untersuchungen mit ACh bzw. Oxotremorin M wie in
der vorliegenden Arbeit ein Abflachen der Kurve in der Schild-Auftragung ab

Gallamin-Konzentrationen von 100 yM.

57 pa =-3,29 +0,20
pKA(Ga".) = 599+0,14
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Abbildung 56: Schild-Auftragung der Gallamin-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Gallamin. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECs,-Werten der
Einzelexperimente; Steigungsmal der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 1). Dargestellt

sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

Zur Quantifizierung des senkenden Effektes auf die maximale ACh-induzierte
[**S]GTPyS-Bindung wurden drei weitere unabhangige Experimente durchgefiihrt,
in denen zu einer ACh-Konzentration von 1 mM, die auch in Anwesenheit hoher
Gallamin-Konzentrationen zu einem maximalen Effekt flihrte, steigende Konzen-
trationen an Gallamin hinzugefigt wurden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 57
dargestellt (geschlossene Symbole). Zusatzlich wurden die Max-Werte aus

Tabelle 36 aufgetragen (offene Symbole), an die jedoch keine Kurvenanpassung
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erfolgte. Angesichts der fragmentarisch bestimmten Kurve waren Angaben zur
Kurvensteilheit und zum Wendepunkt nur im Sinne einer groben Orientierung
moglich. Die Daten konnten mit einer Steigung von ny = -3,44 £ 0,79 signifikant
besser angepasst werden als mit auf -1 konstant gesetzter Steigung (F-Test, p <
0,05). Die Gallamin-Konzentration, die einen halbmaximalen Effekt hervorrief, lag
bei plCso = 2,02 + 0,10 und die maximal mdgliche Verminderung des ACh-
Maximaleffektes bei Enin = 37 £ 24%. Da nur wenige der eingesetzten Gallamin-
Konzentrationen in Abbildung 57 den ACh-Maximaleffekt signifikant senkten, war
die Kurve nicht vollstandig beschrieben (kein unteres Plateau), so dass der pICsg
nicht eindeutig bestimmt werden konnte.

Wenn die Inhibition des Carbachol-Effektes durch die Bildung ternarer Komplexe
bedingt war, sollte der plCso-Wert, bei dem Gallamin mit der Halfte der ACh-
besetzten Rezeptoren ternare Komplexe bildet, dem p(a-Ka)-Wert, welcher ein
Mald far die Affinitat von Gallamin zum ACh-besetzten Rezeptor darstellt,
entsprechen. plCso = 2,02 + 0,10 und p(a-Ka) = 2,70 unterschieden sich in diesem
Fall signifikant voneinander (t-Test, p > 0,05). Der Unterschied zwischen plCs und
p(a-Ka) war jedoch geringer als eine Dekade, so dass die Differenz

madglicherweise auf der Unvollstandigkeit der Kurve beruhte.
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Abbildung 57: Einfluss steigender Konzentrationen von Gallamin auf den ACh-induzierten
Maximaleffekt (ACh: 1 mM). Ordinate: ACh-induzierte [35S]GTPVS-Bindung in Prozent
[Basalaktivitdt = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kurve) = 100%]. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von Gallamin. Kurvenanpassung: ,Vier-
Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient freilaufend: ny = -3,44 + 0,79.

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten (geschlossene
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Symbole). Die Datenpunkte mit offenen Symbolen zeigen die Max-Werte aus Abbildung 55 bzw.
Tabelle 36.

3.3.2.8 EHW 141

Der Einfluss von EHW 141, einem Hybrid aus dem muskarinischen Antagonisten
AF-DX 384 und einer Teilstruktur von W84, auf die ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurve ist in Abbildung 58 dargestellt. EHW 141 verschob ab einer Konzentration
von 1 uM die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve signifikant nach rechts. Die Kurven
waren mit einer Steigung von ny = 0,79 parallel verschoben (Test auf
Parallelverschiebung: s. 2.4.4). Die maximale ACh-induzierte [358]GTPvS-Bindung
wurde bei 10 yM EHW 141 signifikant erhéht und bei 100 uM EHW 141 signifikant
gesenkt (Dunnett t-Test, p < 0,01). Diese Abweichungen waren vermutlich zufallig
und beruhten nicht auf einem konzentrationsabhangigen Effekt von EHW 141. Die
spontane [**S]GTPyS-Bindung wurde ab 1 pM EHW 141 signifikant herabgesetzt
(Dunnett t-Test, p < 0,05).
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Abbildung 58: Einfluss steigender Konzentrationen von EHW 141 auf die ACh-Konzentrations-
Effekt-Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitdt (unteres
Plateau der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
»Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 0,79.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n
= 11) in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein EHW141- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.
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EHW 141 EHW 141 EHW 141 EHW 141
Kontrolle
0,1 uM 1 uM 10 uM 100 pM
7.58 7.46 6,29 5.29 4,22
PECso
+ 0,05 +0,07 +0,13* +0,10** +0,12**
Max (%) 104 + 2 108 + 3 109+ 5 129 + 5** 85 + 6**
Min (%) 0+2 12 £ 3* -10 £ 3* 9+ 2* 19 + 2%+
Ny (frei- 0,64 0,87 0,70 0,82 0,92
laufend) +0,04" +0,13 +0,13 +0,13 +0,19
n 11 2 3 3 3

Tabelle 37: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 58 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss steigender Konzentrationen von EHW 141. pECs,, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 0,79.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten ny = 1 (F-Test, p <
0,05).

Eine Auswertung der Verschiebungsfaktoren (Abbildung 59), die aufgrund des
bekannten allosterischen Verhaltens von EHW 141 an muskarinischen M,-
Rezeptoren (Mohr et al., 2004) nach Lanzafame et al. (1996) erfolgte, ergab eine
Affinitat von EHW 141 zum freien Rezeptor von pKa = 7,23 + 0,09. In dem
betrachteten Konzentrationsbereich gab es keinen Hinweis auf die Bildung
ternarer Komplexe aus EHW 141, ACh und M2-Rezeptor. Ein Kooperativitatsfaktor
konnte nur mit pa < -3,5 annahernd beschrieben werden.

Der in Radioligandbindungsstudien gefundene Wert fur die Affinitat von EHW 141
zum freien Rezeptor (pKa = 5,89 + 0,05; Mohr et al., 2004) wich moéglicherweise
aufgrund unterschiedlicher Versuchsbedingungen von dem Wert der vorliegenden
Arbeit ab.
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Abbildung 59: Schild-Auftragung der EHW 141-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von EHW 141. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECs,-Werten der
Einzelexperimente; Steigungsmall der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 0,79).
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-3 unabhéngigen Experimenten in Vierfach-

bestimmung.

3.3.2.9 DDT-5

Um zu uberprufen ob DDT-5, ein Hybrid aus einem Oxotremorin M-Derivat und
einer Teilstruktur von W84, durch allosterische Interaktion die ACh-induzierte
[*°S]GTPyS-Bindung modulierte, wurde eine ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve in
Gegenwart von 0,1 yM DDT-5 zur aufgenommen. In Abbildung 60 ist ersichtlich,
dass sich die agonistischen Wirkungen von DDT-5 und ACh bei niedrigen ACh-
Konzentrationen addierten, dass jedoch keine Addition Uber den ACh-
Maximaleffekt hinaus stattfand. Der Wendepunkt der ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurve wurde durch 0,1 uM DDT-5 nicht signifikant beeinflusst (t-Test, p > 0,05).
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Abbildung 60: Einfluss von 0,1 uyM DDT-5 auf die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate:
ACh-induzierte [35S]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau der Kontrollkurve)
= 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%]. Abszisse: Dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-
logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardfehler aus 2 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein DDT-

5- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam durchgeflhrt wurden.

Kontrolle bbT-5

0,1 uM

7,74 7,63

pEC50

+0,10 +0,36
Max (%) 100+ 3 1033
Min (%) 0+4 76 + 4**

ny (frei- 1,10 0,68
laufend) +0,27 + 0,54

n 2 2

Tabelle 38: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 60 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss von 0,1 yM DDT-5. pECsg, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.
PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[*S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [35S]GTP\(S-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).
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3.3.3 Einfluss ausgewibhlter Allostere auf die [**S]GTPyS-Bindung
induziert durch verschiedene Agonisten

Bisher wurde in dieser Arbeit der Einfluss verschiedener Allostere auf die ACh-
induzierte [*°*S]GTPyS-Bindung behandelt. Alle untersuchten allosterischen Modu-
latoren erwiesen sich gegentuber ACh am muskarinischen M,-Rezpetor als negativ
kooperativ, d. h., dass in ihrer Gegenwart die Wirksamkeit von ACh am M,-
Rezpetor vermindert wurde. Der ACh-Maximaleffekt wurde bis auf einige
Ausnahmen (TD2, Strychnin, Gallamin) durch die Allostere nicht
konzentrationsabhangig beeinflusst. Klemt (2005) untersuchte die gleichen
Testsubstanzen am Pilocarpin-besetzten Mj-Rezpetor. Die von Zahn et al. (2002)
beschriebene Beobachtung, dass Alcuronium die Pilocarpin-induzierte
[*°*S]GTPyS-Bindung stark reduzierte, konnte Klemt (2005) fiir alle weiteren in ihrer
Arbeit eingesetzten allosterischen Modulatoren bestatigen.

Um zu dberprifen, ob die durch Allostere hervorgerufene Absenkung der
maximalen [*°S]GTPyS-Bindung eine Eigenschaft der Substanz Pilocarpin, der
Gruppe der Partialagonisten oder von bestimmten Agonisten unabhangig vom
Ausmald der intrinsischen Aktivitat war, wurde der Einfluss von drei Allosteren auf
weitere Vollagonisten (Carbachol, Oxotremorin, Oxotremorin M) und einen
weiteren Partialagonisten (McN-A-343) getestet. Als allosterische Modulatoren
wurden die beiden Prototyp-Modulatoren W84 und Alcuronium eingesetzt: W84
mit negativ kooperativem Verhalten gegentber dem Antagonisten NMS am M-
Rezeptor und Alcuronium als positiv kooperative Substanz. Zusatzlich einbezogen
wurde das Alloster Naphmethonium, welches als einziges der untersuchten
Allostere die Konzentrations-Effekt-Kurve von Pilocarpin nach links verschob
(Klemt, 2005). Mit NMS verhielt sich Naphmethonium am Mjy-Rezeptor ebenfalls
positiv kooperativ.

Bei den meisten Alloster-Agonist-Kombinationen wurde jeweils nur der Einfluss
einer relativ _hohen Alloster-Konzentration (W84 und Alcuronium: 300 uM;
Naphmethonium: 100 uM) auf die Konzentrations-Effekt-Kurve des Agonisten
untersucht, um eine qualitative Aussage uber die modgliche Beeinflussung des
Maximaleffektes machen zu konnen. Da sich bei Oxotremorin und Oxotremorin M
eine Steigerung des maximalen Effektes durch Naphmethonium abzeichnete,

wurden in den Versuchen mit Oxotremorin M (bei dem die Effektsteigerung
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deutlicher ausgepragt war als bei Oxotremorin) mehrere Naphmethonium-
Konzentrationen eingesetzt, um einen besseren Einblick in die Konzentrations-
Effekt-Beziehungen zu erlangen. In weiteren Versuchen wurde Uberpruft, ob sich
die Wirkung von Naphmethonium auf den Oxotremorin M-Maximaleffekt durch
W84 antagonisieren liel3. Deshalb wurde der Einfluss von W84 auf Oxotremorin M

ebenfalls durch mehrere W84-Konzentrationen charakterisiert.
3.3.3.1 Alcuronium

3.3.3.1.1 Einfluss auf die Carbachol-induzierte [**S]GTPyS-Bindung

Es wurde zunéachst die Interaktion des allosterischen Modulators Alcuronium mit
dem Vollagonisten Carbachol getestet (Abbildung 61). Wie bei ACh wurde die
Konzentrations-Effekt-Kurve des Agonisten nach rechts verschoben. Zuséatzlich
fuhrte Alcuronium zu einer signifikanten Verminderung der maximal durch
Carbachol induzierbaren [**S]GTPyS-Bindung auf 71 + 3% (t-Test, p < 0,05).
Beide Kurven konnten durch ein Steigungsmalfd von ny = 1 beschrieben werden
(F-Test, p > 0,05). Die basale [*>*S]GTPyS-Bindung wurde durch Alcuronium nicht
signifikant beeinflusst (t-Test, p > 0,05).
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Abbildung 61: Einfluss von 300 uM Alcuronium auf die Carbachol-Konzentrations-Effekt-Kurve.
Ordinate: Carbachol-induzierte [SSS]GTP\(S—Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau
der Kontrollkurve) = 0%, Carbachol-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von Carbachol. Kurven-
anpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny =

1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten in Vierfach-
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bestimmung, wobei jeweils ein Alcuronium- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam durchgefihrt

wurden.
0 Lo ny (frei-
pECs Max (%) Min (%) laufend) n
Kontrolle 7,22 +0,12 995 04 0,70+ 0,14 3
Alcuronium 4,80 + .
(300 uM) 0,08** 1+3 -3+2 0,86 + 0,18 3

Tabelle 39: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
Carbachol-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 61 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss von 300 pM Alcuronium. pECsy, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung mit ny
=1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der Carbachol-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,01).

3.3.3.1.2 Einfluss auf die Oxotremorin-induzierte [**S]GTPyS-Bindung

Bei dem Vollagonisten Oxotremorin rief Alcuronium lediglich eine Rechtsverschie-
bung der Konzentrations-Effekt-Kurve hervor, ohne das obere und das untere
Plateau signifikant zu beeinflussen (Abbildung 62). Der Hill-Koeffizient beider
Kurven war nicht signifikant verschieden von ny =1 (F-Test, p > 0,05). In Tabelle

40 sind die Kenndaten der Kurven aufgefuhrt.
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Abbildung 62: Einfluss von 300 uM Alcuronium auf die Oxotremorin-Konzentrations-Effekt-Kurve.
Ordinate: Oxotremorin-induzierte [SSS]GTPyS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau
der Kontrollkurve) = 0%, Oxotremorin-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von Oxotremorin. Kurven-
anpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny =
1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten in Vierfach-

bestimmung, wobei jeweils ein Alcuronium- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam durchgefihrt

wurden.
0 Lo ny (frei-
pECs Max (%) Min (%) laufend) n
Kontrolle 8,22 +0,13 100+ 3 0+4 1,18 £ 0,39 3
Alcuronium 5,95 +
(300 pM) 0,06** 102+ 2 -8+2 0,84 + 0,10 3

Tabelle 40: Kenngrof3en (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
Oxotremorin-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 62 unter Kontrollbedingungen sowie
unter Einfluss von 300 uM Alcuronium. pECsy, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung
mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der Oxotremorin-Konzentration, die eine halbmaximale
[*S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [35S]GTP\(S-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,01).
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3.3.3.1.3 Einfluss auf die Oxotremorin M-induzierte [35S]GTPvS-Bindung

Auf den Vollagonisten Oxotremorin M Ubte Alcuronium ebenfalls einen
Wirksamkeits-vermindernden Effekt aus (Abbildung 63). Die basale und die durch
den Agonisten maximal induzierbare [*°S]JGTPyS-Bindung blieben dabei
unbeeinflusst (t-Test, p > 0,05). Die Steigung der Kurven unterschied sich sowohl
in Ab- als auch in Anwesenheit von Alcuronium nicht signifikant von ny = 1 (F-
Test, p > 0,05).
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Abbildung 63: Einfluss von 300 uM Alcuronium auf die Oxotremorin M-Konzentrations-Effekt-
Kurve. Ordinate: Oxotremorin M-induzierte [35S]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der Kontrollkurve) = 0%, Oxotremorin M-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve)
= 100%]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von Oxotremorin M.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant:. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabh&ngigen Experimenten in
Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein Alcuronium- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.
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— ny (frei-
pECs Max (%) Min (%) laufend) n
Kontrolle 8,04 £ 0,10 100+ 4 04 0,88 + 0,12 3
Alcuronium 5,39 +
(300 pM) 0,10** 102+ 4 9+4 0,71+0,12 3

Tabelle 41: KenngrofRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
Oxotremorin M-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 63 unter Kontrollbedingungen sowie
unter Einfluss von 300 uM Alcuronium. pECsy, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung
mit ny = 1.

PECs0: negativer dekadischer Logarithmus der Oxotremorin M-Konzentration, die eine
halbmaximale [358]GTPVS-Bindung induziert.

Max: maximale [35S]GTP\(S-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,01).

3.3.3.1.4 Einfluss auf die McN-A-343-induzierte [*>*S]GTPyS-Bindung

Wurde McN-A-343 als Agonist eingesetzt, fuhrte Alcuronium neben einer Rechts-
verschiebung der Konzentrations-Effekt-Kurve zu einer deutlichen Verringerung
des McN-A-343-Maximaleffektes auf 17 + 2% (Abbildung 64). Die spontane
[**S]GTPyS-Bindung wurde nicht signifikant beeinflusst (t-Test, p > 0,05). Beide

Kurven wurden durch eine Hill-Steigung von ny = 1 ausreichend beschrieben.
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Abbildung 64: Einfluss von 300 pM Alcuronium auf die McN-A-343-Konzentrations-Effekt-Kurve.
Ordinate: McN-A-343-induzierte [SSS]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau
der Kontrollkurve) = 0%, McN-A-343-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von McN-A-343. Kurven-
anpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny =
1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten in Vierfach-

bestimmung, wobei jeweils ein Alcuronium- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam durchgefihrt

wurden.
o o ny (frei-
pPECso Max (%) Min (%) laufend) n
Kontrolle 5,73+0,10 1004 03 1,03 £ 0,27 3
Alcuronium 477 "
(300 uM) 0.10% 172 -7 1 0,61 +£0,20 3

Tabelle 42: KenngrofRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
McN-A-343-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 64 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss von 300 pM Alcuronium. pECsy, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung mit ny
=1.

PECs,: negativer dekadischer Logarithmus der McN-A-343-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [35S]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,01).
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3.3.3.1.5 Kooperativitat der Agonisten mit Alcuronium

In den Versuchen mit den in diesem Kapitel untersuchten Agonisten wurde jeweils
nur eine Alcuronium-Konzentration (300 pM) eingesetzt, so dass flur jeden
Agonisten nur ein Verschiebungsfaktor berechnet werden konnte. Mit einem
Verschiebungsfaktor fur nur eine Alloster-Konzentration ist eine Auswertung der
Daten nach Lanzafame et al. (1996) nicht moglich. Daher wurde der pKa-Wert aus
den Versuchen mit ACh Ubernommen: In der Schild-Auftragung spiegelt der
Schnittpunkt der nach Lanzafame et al. (1996) ermittelten Kurve mit der Abszisse
die Affinitat der allosterischen Testsubstanz zum unbesetzten Rezeptor (pKa)
wider und ist somit unabhangig vom eingesetzten Agonisten. Deshalb wurde flr
alle Agonisten der Schnittpunkt mit der Abszisse auf den in Experimenten mit ACh
bestimmten pKa-Wert (pKa_aicuronium = 6,40) festgelegt. Damit lagen zwei Punkte
vor, an die mittels der Gleichung von Lanzafame et al. (1996) eine Kurve
angepasst wurde (s. Abbildung 65). Die daraus resultierenden Kooperativitats-
faktoren (pa) sind in Tabelle 43 dargestellt. Fir ACh wurde hier ebenfalls nur der
Verschiebungsfaktor fur die Alcuronium-Konzentration von 300 uM eingetragen.
Der pa-Wert fur ACh, der nur durch zwei Datenpunkte in der Schild-Auftragung
abgeschatzt wurde, war nicht signifikant verschieden von dem Wert, der sich aus
der ausfuhrlicheren Schild-Auftragung (s. 3.3.2.4) ergab (t-Test, p > 0,05). Dies
spricht fur die Zuverlassigkeit des Zweipunkt-Schatzverfahrens von pa.

Die Kooperativitatsfaktoren (pa) flr die Interaktion von Alcuronium mit den
Vollagonisten unterschieden sich maximal um etwa eine halbe Dekade (Tabelle
43). Der pa-Wert des Partialagonisten McN-A-343 lag im Vergleich dazu um 1,5
bis 2 Dekaden hoher, d. h. Alcuronium besal} eine relativ hohe Affinitat zum McN-
A-343 besetzten Rezeptor.

Jakubik et al. (1997) beobachteten in Radioligandbindungsexperimenten mit
[PHINMS ebenfalls eine negative Kooperativitdat zwischen Alcuronium und
Carbachol am M,-Rezeptor (pa = -1). Fur die Interaktion zwischen Alcuronium und
Oxotremorin M stellten Maal} et al. (1995) sowie Zahn et al. (2002) einen formal
kompetitiven Antagonismus fest, d. h. dass kein Abflachen der Schild-Geraden
erkennbar war. Es wurden Alcuronium-Konzentrationen bis zu 100 uM bzw. 1000
MM untersucht. Die Schild-Kurve fur Oxotremorin M in Abbildung 65 wich auch erst
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in hdheren Konzentrationen von einer Geraden mit der Steigung s = 1 ab, so dass

es keinen grof3en Widerspruch zu den Literaturbefunden gab.
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Abbildung 65: Schild-Auftragung der Alcuronium-induzierten Rechtsverschiebung der Konzen-
trations-Effekt-Kurven verschiedener Agonisten. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz
aus dem jeweiligen Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der
molaren Konzentration von Alcuronium. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den
pECso-Werten aus Tabelle 39 bis Tabelle 42 bzw. Tabelle 31 fur ACh). Dargestellt sind Mittelwerte
t Standardfehler aus 2-3 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

pa n
ACh -2,47 £ 0,05 2
Carbachol -2,55+ 0,28 3
Oxotremorin -2,41 £ 0,02 3
Oxotremorin M -2,99+0,13 3
McN-A-343 -1,03+£ 0,16 3

Tabelle 43: Kooperativitatsfaktoren (pa), die sich aus der Kurvenanpassung in Abbildung 65
zwischen den dargestellten Agonisten und dem allosterischen Modulator Alcuronium ergeben.
Angegebene Werte sind Mittelwerte + Standardfehler.
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3.3.3.2 W84

3.3.3.2.1 Einfluss auf die Carbachol-induzierte [**S]GTPyS-Bindung

Der Einfluss von 300 pM W84 auf die Konzentrations-Effekt-Kurve des
Vollagonisten Carbachol ist in Abbildung 66 gezeigt. W84 setzte die Wirksamkeit
des Agonisten am Mj,-Rezeptor herab (Rechtsverschiebung). Zugleich kam es zu
einer Absenkung der maximalen Carbachol-induzierten [35S]GTPVS—Bindung auf
71 £ 3% (t-Test, p < 0,05). Die Hill-Steigung war bei beiden Kurven nicht
signifikant verschieden von ny =1 (F-Test, p > 0,05). W84 reduzierte die basale

[**S]GTPyS-Bindung signifikant auf -13 + 1% (t-Test, p < 0,05).
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Abbildung 66: Einfluss von 300 uM W84 auf die Carbachol-Konzentrations-Effekt-Kurve.
Ordinate: Carbachol-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau
der Kontrollkurve) = 0%, Carbachol-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von  Carbachol.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 4 unabhangigen Experimenten
in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein W84- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.
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o o ny (frei-
PECso Max (%) Min (%) laufend) n
Kontrolle 7,13 +0,06 100+ 2 0+2 0,80 + 0,07 4
w84 4,42
71+ 3* -13 £ 1* 0,89+0,13 4
(300 pM) + 0,06 ’ ’

Tabelle 44: Kenngrof3en (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
Carbachol-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 66 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss von 300 uM W84. pECs5o, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.
PECso: negativer dekadischer Logarithmus der Carbachol-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [358]GTPVS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,01).

3.3.3.2.2 Einfluss auf die Oxotremorin-induzierte [**S]GTPyS-Bindung

W84 fuhrte bei Oxotremorin zu einer Rechtsverschiebung der Konzentrations-
Effekt-Kurve, ohne die maximale Oxotremorin-Wirkung zu beeinflussen (Abbildung
67). Die spontane [358]GTPVS—Bindung wurde durch W84 signifikant auf -14 + 3%
gesenkt (t-Test, p < 0,05). Die Kurven wurden mit einer Steigung von ny = 1
ausreichend beschrieben (F-Test, p>0,05). In Tabelle 45 finden sich die

Kenndaten der Kurven.
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Abbildung 67: Einfluss von 300 uM W84 auf die Oxotremorin-Konzentrations-Effekt-Kurve.
Ordinate: Oxotremorin-induzierte [*°*S]GTPyS-Bindung in Prozent [Basalaktivitit (unteres Plateau
der Kontrollkurve) = 0%, Oxotremorin-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von Oxotremorin. Kurven-
anpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny =
1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 5 unabhangigen Experimenten in Vierfach-

bestimmung, wobei jeweils ein W84- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam durchgefiihrt

wurden.
o o Ny (frei-
pECso Max (%) Min (%) laufend) n
Kontrolle 8,02 +0,10 1013 03 0,93 £ 0,22 5
Wws4 5,78
’ 96 +4 -14 + 3* 0,78 £ 0,15 5
(300 pM) +0,10**

Tabelle 45: Kenngrof3en (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
Oxotremorin-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 67 unter Kontrollbedingungen sowie
unter Einfluss von 300 uM W84. pECs,, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung mit ny =
1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der Oxotremorin-Konzentration, die eine halbmaximale
[*S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [35S]GTP\(S-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,05/0,01).
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3.3.3.2.3 Einfluss auf die Oxotremorin M-induzierte [35S]GTPvS-Bindung

In Abbildung 68 ist der konzentrationsabhangige Einfluss von W84 auf die
Oxotremorin  M-Konzentrations-Effekt-Kurve dargestellt. Es erfolgte eine
Rechtsverschiebung ohne signifikante Beeinflussung des Maximaleffektes
(Dunnett t-Test, p>0,05). Fur die Zusammenschau der Versuchsergebnisse
konnte anhand der Methode nach Lew und Angus (1995; s. 2.4.4) durch einen F-
Test gezeigt werden, dass die Gesamtheit der Versuchsergebnisse ausreichend
mit Kurven vom Steigungsmal® ny = 1 beschrieben waren im Vergleich zu einem
freilaufenden, individuellen Steigungsmal} fir jede Konzentrations-Effekt-Kurve.
Somit handelte es sich um eine Parallelverschiebung der Kurven. Die Kurven in
Anwesenheit von 1000 yM W84 fur sich genommen wurde besser mit Hill-
Koeffizienten von ny < 1 beschrieben. Die Werte der Hill-Koeffizienten bei einer
Kurvenanpassung mit freilaufendem Steigungsmal} werden in Tabelle 46 gezeigt.
Die basale [*°S]GTPyS-Bindung wurde ab W84-Konzentrationen von 300 pM
signifikant gesenkt (Dunnett t-Test, p < 0,05).
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Abbildung 68: Einfluss steigender Konzentrationen von W84 auf die Oxotremorin M-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Oxotremorin M-induzierte [35S]GTPVS-Bindung in Prozent
[Basalaktivitat (unteres Plateau der Kontrollkurve) = 0%, Oxotremorin M-Maximaleffekt (oberes
Plateau der Kontrollkurve) = 100%]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration von Oxotremorin M. Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung®
(Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-
4 unabhéangigen Experimenten (Kontrollkurve: n = 13) in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein

W84- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam durchgefihrt wurden.
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W84 W84 W84 w84 w84
Kontrolle
1 uM 30 M 300 uM | 1000 uM | 3000 uM
8.08 7.29 5.91 5,23 4,91 4,92
PECso
+ 0,04 +0,09** | +0,04* | £0,05* | +0,08* | %0,09*
Max (%) | 100 1 101 + 4 102 + 2 95 + 2 97 +3 91+4
Min (%) 142 5+3 B+ 1 16 +£2* | 16+ 3* | -20+3*
Ny (frei- 0,96 0,93 0,95 1,06 0,73 0,97
laufend) +0,09 +0,18 + 0,07 +0,11 +0,09% +0,18
n 13 2 2 4 3 2

Tabelle 46: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
Oxotremorin M-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 68 unter Kontrollbedingungen sowie
unter Einfluss steigender Konzentrationen von W84. pECs,, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der Oxotremorin M-Konzentration, die eine
halbmaximale [*>S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).

Die in Abbildung 68 dargestellte Rechtsverschiebung der Oxotremorin M-
Konzentrations-Effekt-Kurve durch W84 wurde mittels einer Schild-Auftragung
(Abbildung 69) quantifiziert. Eine Auswertung der Daten erfolgte nach der
Gleichung von Lanzafame et al. (1996; Gleichung 17). Fir die Interaktion
zwischen Oxotremorin M und W84 ergab sich ein Kooperativitatsfaktor von pa = -
3,13 = 0,08. Die hier ermittelte Affinitat von W84 zum freien My-Rezeptor (pKa =
6,79 £ 0,09) wich nicht signifikant von dem Wert ab, der in Experimenten mit ACh
(pKa = 6,64 + 0,14) bestimmt wurde (t-Test, p > 0,05).
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47 po =-3,13+0,08
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Abbildung 69: Schild-Auftragung der W84-induzierten Rechtsverschiebung der Oxotremorin M-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von W84. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECsp-Werten der
Einzelexperimente; Steigungsmal der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny = 1). Dargestellt

sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

3.3.3.2.4 Einfluss auf die McN-A-343-induzierte [*>*S]GTPyS-Bindung

Der antagonistische Effekt von W84 auf die McN-A-343-induzierte [*°S|GTPyS-
Bindung ist in Abbildung 70 dargestellt. W84 verminderte nicht nur die
Wirksamkeit von McN-A-343 am Mj-Rezeptor, sondern senkte auch die maximale
intrinsische Aktivitat von McN-A-343 auf 75 + 3%. Die basale [**S]GTPyS-Bindung
wurde durch W84 ebenfalls signifikant reduziert (t-Test, p < 0,05). Die Kurven
wurden mit einer Hill-Steigung von ny = 1 ausreichend beschrieben (F-Test, p >
0,05).
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Abbildung 70: Einfluss von 300 puM W84 auf die McN-A-343-Konzentrations-Effekt-Kurve.
Ordinate: Carbachol-induzierte [35S]GTP\(S-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau
der Kontrollkurve) = 0%, McN-A-343-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von  Carbachol.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhéngigen Experimenten
in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein W84- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.

o o Ny (frei-
pECso Max (%) Min (%) laufend) n
Kontrolle 5,83+0,10 100+ 4 1+3 1,41+ 0,08 3
w84
1+ > 75+ 3** -8+1* 1,02 £
(300 M) 3,91+ 0,06 5+3 8 ,02+0,08 3

Tabelle 47: Kenngrof3en (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
McN-A-343-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 70 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss von 300 uM W84. pECsy, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.
PECs,: negativer dekadischer Logarithmus der McN-A-343-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [35S]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,05/0,01).
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3.3.3.2.5 Einfluss auf die Pilocarpin-induzierte [3ss]GTPyS-Bindung

Wie schon von Klemt (2005) beschrieben verminderte W84 den maximalen
Pilocarpin-Effekt bei gleichzeitiger Rechtsverschiebung der Konzentrations-Effekt-
Kurve von Pilocarpin (s. Abbildung 71). Die Pilocarpin-induzierte [*°>S]GTPyS-
Bindung wurde durch 300 uM W84 auf 24 + 2 gesenkt. Die Hill-Koeffizienten

beider Kurven unterschieden sich nicht signifikant von ny = 1 (F-Test, p > 0,05).
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Abbildung 71: Einfluss von 300 pM W84 auf die Pilocarpin-Konzentrations-Effekt-Kurve.
Ordinate: Carbachol-induzierte [SSS]GTP\(S—Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau
der Kontrollkurve) = 0%, Pilocarpin-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von  Carbachol.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten
in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein W84- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefiihrt wurden.
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o o ny (frei-
PECso Max (%) Min (%) laufend) n
Kontrolle 6,54 £ 0,11 100+ 4 04 1,31 +£0,10 3
Ws4 4,78
24 + 2** -8+1 0,71+0,14 3
(300 pM) +0,11*

Tabelle 48: Kenngrof3en (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
Pilocarpin-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 71 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss von 300 uM W84. pECs5o, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung mit ny = 1.
PECso: negativer dekadischer Logarithmus der Pilocarpin-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [3SS]GTPVS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,01).

3.3.3.2.6 Kooperativitat der Agonisten mit W84

Bei der Mehrheit der Agonisten wurde der Einfluss nur einer W84-Konzentration
untersucht. Deshalb wurde analog zu dem Vorgehen bei Alcuronium (s. 3.3.3.1.5)
der Schnittpunkt der Kurve in der Auswertung nach Lanzafame et al. (1996) fur
alle Agonisten durch den pKa-Wert von Alcuronium, der in Experimenten mit ACh
ermittelt wurde, festgesetzt (pKa = 6,64), um Kooperativitatsfaktoren der Agonisten
mit W84 abschatzen zu kénnen. Die daraus resultierenden Kooperativitatsfaktoren
(pa) sind in Tabelle 49 dargestellt. Fur ACh und Oxotremorin M wurden ebenfalls
nur die Verschiebungsfaktoren fur die W=84-Konzentration von 300 pM
eingetragen. Die pa-Werte fir ACh und Oxotremorin M, die hier nur durch zwei
Punkte abgeschatzt wurden, waren nicht signifikant verschieden von den Werten,
die sich aus entsprechenden Schild-Auftragungen mit mehr Datenpunkten (s.
3.3.2.2.1 fur ACh und 3.3.3.2.3 fur Oxotremorin M) ergaben (t-Test, p > 0,05).

Die Kurve fur Oxotremorin M wich nur schwach von einer Geraden mit der
Steigung s = 1 ab. Am ausgepragtesten war das allosterische Verhalten bei den
Partialagonisten Pilocarpin und McN-A-343. Der Kooperativitatsfaktor (pa) von
W84 mit Pilocarpin war nicht signifikant verschieden von dem von Klemt (2005)
ermittelten Wert (pa = -1,68 £ 0,21; t-Test, p > 0,05). Groldmuller (2003)

untersuchte den Einfluss von W84 auf die Bindung von [°’H]Oxotremorin M und
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erhielt einen pa-Wert von -1,96 £ 0,14. Dieser differierte um eine Dekade von dem
in dieser Arbeit ermittelten Wert, stimmte jedoch qualitativ (negative
Kooperativitat) damit Uberein. Maal® et al. (1995) und Trankle et al. (1998a)
bestimmten an isolierten Meerschweinchen-Herzvorhéfen einen pa-Wert von -2,5
fur die Interaktion zwischen Oxotremorin und W84. Dieser Wert unterschied sich
nicht signifikant von dem in der vorliegenden Arbeit erhobenen Wert (t-Test, p >
0,05).

1 o Ach c=1
A Oxotremorin M
3] @ Carbachol
= B Oxotremorin
w ¥ McN-A-343
2— 2 ¢ Pilocarpin
o))
o
1 -
- - - _____ _
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Abbildung 72: Schild-Auftragung der W84-induzierten Rechtsverschiebung der Konzentrations-
Effekt-Kurven verschiedener Agonisten. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus
dem jeweiligen Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration von W84. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECso-Werten aus
Tabelle 44 bis Tabelle 48 bzw. Tabelle 23 fir ACh). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler
aus 3-5 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.
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pa n

ACh -2,57 £ 0,32 3
Oxotremorin M -3,11+0,14 4
Carbachol -2,86 + 0,04 4
Oxotremorin -2,19+ 0,11 5
McN-A-343 -2,06 £ 0,20 4
Pilocarpin -1,72 £ 0,26 3

Tabelle 49: Kooperativitatsfaktoren (pa), die sich aus der Kurvenanpassung in Abbildung 72
zwischen den dargestellten Agonisten und dem allosterischen Modulator W84 ergeben.

Angegebene Werte sind Mittelwerte + Standardfehler.

3.3.3.3 Naphmethonium (MM3a)

3.3.3.3.1 Einfluss auf die Carbachol-induzierte [**S]GTPyS-Bindung

Es wurde getestet, welchen Einfluss das W84-Derivat Naphmethonium, das mit
dem Partialagonisten Pilocarpin positiv kooperativ (Klemt 2005) und mit ACh
negativ kooperativ (3.3.2.2.3) interagierte, auf den Vollagonisten Carbachol
ausubte.

Naphmethonium bewirkte eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-Effekt-
Kurve von Carbachol ohne Beeinflussung des oberen und unteren Plateaus
(Abbildung 73). Die Kurvensteilheit von ny = 1 wurde durch Naphmethonium nicht

verandert (F-Test, p > 0,05).
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Abbildung 73: Einfluss von 100 yM Naphmethonium auf die Carbachol-Konzentrations-Effekt-
Kurve. Ordinate: Carbachol-induzierte [SSS]GTPyS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der Kontrollkurve) = 0%, Carbachol-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) =
100%)]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von Carbachol. Kurven-
anpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant:
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 4 unabhangigen Experimenten in Vierfach-
bestimmung, wobei jeweils ein Naphmethonium- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefihrt wurden.

o o ny (frei-
pPECso Max (%) Min (%) laufend) n
Kontrolle 7,27 + 0,06 100 £ 2 0+2 0,97 + 0,14 4
Naphmethonium 4,71
(100 pM) £ 006 97 +2 4+1 1,01 £0,16 4

Tabelle 50: Kenngrof3en (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
Carbachol-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 73 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss von 100 pM Naphmethonium. pECsy, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung
mit ny = 1.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der Carbachol-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [35S]GTP\(S-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,01).

3.3.3.3.2 Einfluss auf die Oxotremorin-induzierte [**S]GTPyS-Bindung

Als weiterer Vollagonist wurde Oxotremorin eingesetzt. In Abbildung 74 ist
ersichtlich, dass Naphmethonium die Konzentrations-Effekt-Kurve von
Oxotremorin nach rechts verschob und zugleich die maximale Oxotremorin-
induzierte [*>°S]GTPyS-Bindung signifikant erhdhte (t-Test, p < 0,05). Die Hill-
Steigung beider Kurven war nicht signifikant verschieden von ny = 1 (F-Test, p >
0,05). Es kam durch Naphmethonium zu einer signifikanten Senkung der basalen
[**S]GTPyS-Bindung auf -13 + 3% (t-Test, p < 0,05). Die maximale [*>S]GTPyS-

Bindung wurde durch Naphmethonium signifikant erhéht.
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Abbildung 74: Einfluss von 100 yM Naphmethonium auf die Oxotremorin-Konzentrations-Effekt-
Kurve. Ordinate: Oxotremorin-induzierte [SSS]GTPyS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der Kontrollkurve) = 0%, Oxotremorin-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) =
100%]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von Oxotremorin. Kurven-
anpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny =
1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 4 unabhangigen Experimenten in Vierfach-
bestimmung, wobei jeweils ein Naphmethonium- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefihrt wurden.

o .o ny (frei-
pPECso Max (%) Min (%) laufend) n
Kontrolle 8,22 + 0,07 100+ 2 02 1,05+ 0,15 4
Naphmethonium 6,10 o ) *
(100 M) + 0,08 117+ 4 13+3 0,94 +0,17 4

Tabelle 51: KenngrofRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
Oxotremorin-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 74 unter Kontrollbedingungen sowie
unter Einfluss von 100 pM Naphmethonium. pECs,, Max und Min beruhen auf einer
Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECs0: negativer dekadischer Logarithmus der Oxotremorin-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [35S]GTP\(S-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [35S]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,05/0,01).
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3.3.3.3.3 Einfluss auf die Oxotremorin M-induzierte [**S]GTPyS-Bindung

Im Folgenden wurde der konzentrationsabhangige Effekt von Naphmethonium auf
die Oxotremorin M-induzierte [**S]GTPyS-Bindung untersucht (Abbildung 75).
Analog zu ACh erfolgte eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-Effekt-Kurve
von Oxotremorin M. Bemerkenswert war jedoch eine Steigerung des Oxotremorin
M-induzierten Maximaleffektes durch Naphmethonium ab Konzentrationen von 10
MM. (Dieses Verhalten von Naphmethonium wurde unter 3.3.3.4.2 genauer
untersucht.) Alle Kurven konnten ausreichend mit einer Steigung von ny = 1
beschrieben werden (F-Test, p > 0,05). Die Hill-Koeffizienten bei
Kurvenanpassung mit freilaufendem Steigungsmal} sind in Tabelle 52 dargestelit.
Die basale [**S]GTPyS-Bindung wurde durch Naphmethonium nicht beeinflusst (t-
Test, p > 0,05).
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Abbildung 75: Einfluss steigender Konzentrationen von Naphmethonium auf die Oxotremorin M-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Oxotremorin M-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung in Prozent
[Basalaktivitat (unteres Plateau der Kontrollkurve) = 0%, Oxotremorin M-Maximaleffekt (oberes
Plateau der Kontrollkurve) = 100%]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration von Oxotremorin M. Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung®
(Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-
4 unabhéangigen Experimenten (Kontrollkurve: n = 13) in Vierfachbestimmung, wobei jeweils ein

Naphmethonium- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam durchgefihrt wurden.
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Kontrolle Naphm. Naphm. Naphm. Naphm. Naphm.
0,1 uM 1 uM 10 uM 30 uM 100 pM
8.02 7.48 6,71 5.86 543 535
PECso
+0,05 +0,08** | +0,05* | +£0,07* | £0,09* | +0,04*
Max (%) | 100+ 2 105 + 3 103 £ 2 116 £3* | 128 +4** | 128 + 2**
Min (%) 142 0+3 62 64 5+5 5+2
Ny (frei- 0,96 0,97 0,94 0,97 0,82 0,84
laufend) +0,11 +0,18 +0,10 +0,16 +0,16 + 0,06
n 14 3 2 2 3 4

Tabelle 52: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
Oxotremorin M-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 75 unter Kontrollbedingungen sowie
unter Einfluss steigender Konzentrationen von Naphmethonium. pECs,, Max und Min beruhen auf
einer Kurvenanpassung mit ny = 1.

PECs,: negativer dekadischer Logarithmus der Oxotremorin M-Konzentration, die eine
halbmaximale [*>S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

Die aus den Kurven von Abbildung 75 ermittelten Verschiebungsfaktoren wurden
(Abbildung 76).

Datenanpassung nach Lanzafame et al. (1996). Daraus ergab sich ein pKa-Wert

in einer Schild-Auftragung abgebildet Es erfolgte eine
von 7,30 £ 0,04 und ein Kooperativitatsfaktor pa von -2,93 + 0,07. Die Affinitat zum
Oxotremorin M besetzten Rezeptor betrug demnach fur Naphmethonium p(a-Ka) =
4,37. Der pKa-Wert unterschied sich signifikant von dem in ACh-Experimenten
ermittelten Wert (pKa = 7,66 + 0,13; n = 18; s. 3.3.2.2.3). Die absolute Differenz

betrug jedoch nicht mehr als 0,4 log-Einheiten.
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47 pa = -2,93+0,07
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Abbildung 76: Schild-Auftragung der Naphmethonium-induzierten Rechtsverschiebung der
Oxotremorin M-Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz
aus dem jeweiligen Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der
molaren Konzentration von W84. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (basierend auf den pECso-
Werten der Einzelexperimente; Steigungsmaly der einzelnen Konzentrations-Effekt-Kurven: ny =
1). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten in Vierfach-

bestimmung.

3.3.3.3.4 Einfluss auf die McN-A-343-induzierte [**S]GTPyS-Bindung

100 uM Naphmethonium senkten sowohl die Wirksamkeit von McN-A-343 am M-
Rezeptor (Rechtsverschiebung der Konzentrations-Effekt-Kurve) als auch die
maximale McN-A-343-induzierte [3SS]GTPVS-Bindung, welche auf 73 = 3%
reduziert wurde. Die spontane [**S]GTPyS-Bindung wurde nicht signifikant
beeinflusst (t-Test, p > 0,05). Die Steigung der Kurven konnte mit einem Hill-

Koeffizienten von ny = 1 beschrieben werden (F-Test, p > 0,05).
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Abbildung 77: Einfluss von 100 yM Naphmethonium auf die McN-A-343-Konzentrations-Effekt-
Kurve. Ordinate: McN-A-343-induzierte [SSS]GTPyS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres
Plateau der Kontrollkurve) = 0%, McN-A-343-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) =
100%]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von McN-A-343. Kurven-
anpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny =
1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten in Vierfach-
bestimmung, wobei jeweils ein Naphmethonium- und ein Kontroll-Experiment gemeinsam

durchgefihrt wurden.

PECso Max (%) Min (%) Igtf((i:‘leg) N

Kontrolle 5,82 +0,15 100+ 5 05 0,95 +0,35 3
Naphmethonium 4,71 % .

(100 uM) 0,08** 73%3 4+£2 0,82 + 0,14 3

Tabelle 53: Kenngrof3en (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
McN-A-343-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 77 unter Kontrollbedingungen sowie unter
Einfluss von 100 pM Naphmethonium. pECsy, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung
mit ny = 1.

PECs0: negativer dekadischer Logarithmus der McN-A-343-Konzentration, die eine halbmaximale
[*S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [35S]GTP\(S-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [**S]GTPyS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,05/0,01).
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3.3.3.3.5 Kooperativitat der Agonisten mit Naphmethonium

Analog zu Alcuronium (3.3.3.1.5) und W84 (3.3.3.2.6) wurden die Verschiebungs-
faktoren, die Naphmethonium bei den Konzentrations-Effekt-Kurven der
verschiedenen Agonisten hervorrief, berechnet. Unter der Annahme, dass der
pKa-Wert (Affinitat des Allosters zum unbesetzten Rezeptor) unabhangig vom
Agonisten war, wurde der in Experimenten mit ACh fir Naphmethonium ermittelte
pKa-Wert (pKa = 7,66) als Schnittpunkt mit der Abszisse festgesetzt. Die Daten
wurden nach der Gleichung von Lanzafame et al. (1996) ausgewertet (s.
Abbildung 78). Die daraus resultierenden Kooperativitatsfaktoren (pa) sind in
Tabelle 54 dargestellt. Fir ACh und Oxotremorin M wurden ebenfalls nur die
Verschiebungsfaktoren fur die Naphmethonium-Konzentration von 100 pM
eingetragen. Die hier nur durch zwei Datenpunkte in der Schild-Auftragung abge-
schatzten pa-Werte fur ACh und Oxotremorin M unterschieden sich nicht
signifikant von den Werten, die aus den ausflihrlicheren Schild-Auftragungen (s.
3.3.2.2.3 fur ACh und 3.3.3.3.3 fur Oxotremorin M) resultierten (t-Test, p > 0,05).

Die pa-Werte der Vollagonisten lagen dicht beieinander, wohingegen der
Kooperativitatsfaktor (pa) des Partialagonisten McN-A-343 gegenluber den

anderen Agonisten einen um 1 bis 1,5 Dekaden groReren Wert annahm.
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Abbildung 78: Schild-Auftragung der Naphmethonium-induzierten Rechtsverschiebung der
Konzentrations-Effekt-Kurven verschiedener Agonisten. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der
Differenz aus dem jeweiligen Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration von Naphmethonium. Kurvenanpassung: Gleichung 17
(basierend auf den pECsp-Werten aus Tabelle 50 bis Tabelle 53 bzw. Tabelle 25 fir ACh).
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3-4 unabhangigen Experimenten in
Vierfachbestimmung.

pa n
ACh -2,54 £ 0,20 4
Oxotremorin M -2,82 + 0,08 4
Carbachol -2,64 + 0,04 4
Oxotremorin -2,24 + 0,05 4
McN-A-343 -1,12+ 0,05 3

Tabelle 54: Kooperativitatsfaktoren (pa), die sich aus der Kurvenanpassung in Abbildung 78
zwischen den dargestellten Agonisten und dem allosterischen Modulator Naphmethonium ergeben.
Angegebene Werte sind Mittelwerte + Standardfehler.

3.3.3.4 Konzentrationsabhangige Beeinflussung des Agonist-induzierten

Maximaleffektes durch Allostere

In 3.3.3.1 bis 3.3.3.3 zeigte sich, dass die durch verschiedene Agonisten (d. h.
nicht nur durch Pilocarpin; vgl. Zahn et al. (2002), Klemt (2005)) maximal induzier-

bare [358]GTPVS-Bindung durch Allostere beeinflusst werden konnte. Im
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Folgenden wurde fir jeden Agonisten am Beispiel eines Allosters Uberprift, ob es
sich dabei um einen konzentrationsabhangigen Effekt handelte. Bei Oxotremorin
war eine Veranderung des Maximaleffektes (soweit Uberhaupt vorhanden) durch
die verwendeten Allostere nicht ausgepragt genug, um einen Zusammenhang

zwischen Konzentration und Effekt untersuchen zu konnen.

3.3.3.4.1 Carbachol/W84

In Abbildung 79 ist der Einfluss steigender Konzentrationen von W84 auf die
maximale Carbachol-induzierte [**S]GTPyS-Bindung (Carbachol: 1 mM)
dargestellt. Ab einer W84-Konzentration von 300 pyM wurde der Carbachol-
Maximaleffekt signifikant gesenkt (p < 0,05). Die Steigung der Kurve war nicht
signifikant verschieden von ny = -1 (F-Test, p > 0,05). Das untere Plateau, d. h. die
maximal durch W84 erreichbare Reduktion des Maximaleffektes lag bei 68 £ 17%.
Fir den Wendepunkt der Kurve ergab sich ein plCsy von 3,34 £ 0,56. Dieser
unterschied sich nicht signifikant von dem p(a-Ka)-Wert 3,78, der sich aus dem pa-
Wert fur die Interaktion zwischen Carbachol und W84 aus Tabelle 49 und dem
pKa-Wert von W84 (6,64) berechnete. Falls die Inhibition des Carbachol-Effektes
durch die Bildung ternarer Komplexe bedingt war, sollte der plCso-Wert p(a-Ka)
entsprechen. Die gute Ubereinstimmung der Werte deutete darauf hin, dass die
Senkung des Carbachol-Maximaleffektes durch W84 auf der Bildung ternarer

Komplexe beruhte.
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Abbildung 79: Einfluss steigender Konzentrationen von W84 auf den Carbachol-induzierten
Maximaleffekt (Carbachol: 1 mM). Ordinate: Carbachol-induzierte [*>S]GTPyS-Bindung in Prozent
[Basalaktivitdat = 0%, Carbachol-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kurve) = 100%]. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von W84. Kurvenanpassung: ,Vier-
Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = -1. Dargestellt sind

Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten in Sechsfachbestimmung.

3.3.3.4.2 Oxotremorin M/Naphmethonium

In 3.3.3.3.3 konnte bei hohen Naphmethonium-Konzentrationen eine Steigerung
der maximal durch Oxotremorin M induzierbaren [358]GTPVS-Bindung beobachtet
werden. Zur genaueren Betrachtung dieses Effektes wurden zu einer maximal
wirksamen  Konzentration von  Oxotremorin M (300 pupM)  steigende
Naphmethonium-Konzentrationen hinzugegeben (Abbildung 80, geschlossene
Symbole). Bei nicht-festgesetztem Steigungsmal} ergab sich eine Steigung von ny
= 0,24 £ 0,13, ein Maximum von 184 + 110% sowie ein plCsy von -3,43 + 4,15
(durchgezogene Kurve). Das kleine Messfenster (30%) fihrte zu relativ gro3en
experimentellen Streuungen. In Abbildung 75 schien jedoch bei ca. 130% eine
Sattigungsgrenze des Effektes erreicht zu sein. Dies entsprach bei auf ny = 1
festgesetzter Kurvensteigung dem oberen Plateau (130 £ 3%; Abbildung 80). Der
plCso betrug in diesem Fall 5,86 £ 0,29. Mit offenen Symbolen sind in Abbildung
80 zur Orientierung die Max-Werte aus Tabelle 52, die die maximale Oxotremorin
M-induzierte [*®S]GTPyS-Bindung unter Einfluss der jeweils angegebenen

Naphmethonium-Konzentration darstellen, aufgetragen worden. Es wurde jedoch
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keine Kurve angepasst. Aus der Schild-Auftragung (s. 3.3.3.3.3) errechnete sich
eine Affinitat von Naphmethonium zum Oxotremorin M-besetzten Rezeptor von
p(a-Ka) = 4,37. Falls die Steigerung des Oxotremorin M-Effektes durch die Bildung
ternarer Komplexe bedingt war, sollte der plCso-Wert, bei dem Naphmethonium
mit der Halfte der Oxotremorin M-besetzten Rezeptoren ternare Komplexe bildete,
dem p(a-Ka)-Wert entsprechen. plCso = 5,86 + 0,29 (ny = 1) und p(a-Ka) = 2,70
unterschieden sich signifikant voneinander (t-Test, p < 0,05). Aufgrund der grof3en
Streuung gab es keine signifikante Differenz zu dem plCso-Wert der
Kurvenanpassung mit freilaufendem Steigungsmal} (pICso = -3,43 + 4,15). Da sich
die Steigerung der maximalen Oxotremorin M-induzierten [*°S]GTPyS-Bindung
durch Naphmethonium in einem sehr kleinen Messfenster abspielte, schlossen die
abweichenden Werte von p(a-Ka) und plCso nicht aus, dass der Effekt durch die

Bildung ternarer Komplexe bedingt war.
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Abbildung 80: Einfluss steigender Konzentrationen von Naphmethonium auf den Oxotremorin M-
induzierten Maximaleffekt (Oxotremorin M: 300 pM). Ordinate: Oxotremorin M-induzierte
[SSS]GTPVS-Bindung in Prozent [Basalaktivitdt = 0%, Oxotremorin M-Maximaleffekt (oberes
Plateau der Kurve) = 100%]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von
Naphmethonium. Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6);
durchgezogene Kurve: Hill-Koeffizient freilaufend (ny = 0,24 + 0,13), gestrichelte Kurve: Hill-
Koeffizient konstant (ny = 1). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 4 unabhangigen
Experimenten in Sechsfachbestimmung (geschlossene Symbole). Die Datenpunkte mit offenen
Symbolen zeigen die Max-Werte aus Abbildung 75 bzw. Tabelle 52.
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In einem weiteren Experiment sollte versucht werden, den durch Naphmethonium
erzielten Effekt durch den prototypischen allosterischen Modulator W84 zu antago-
nisieren, um zu prufen, ob die Wirkung von Naphmethonium durch Bindung an die
allosterische Bindungsstelle induziert wurde. In dem Versuch sollten konstant 30
MM Naphmethonium eingesetzt werden. Als Konzentration flir Oxotremorin M
wurden 100 uM gewahlt, da diese einen in Anwesenheit von 30 M
Naphmethonium maximalen Effekt hervorriefen (s. Abbildung 75).

Vor der Durchfihrung des oben beschriebenen Experimentes wurden zunachst
die Oxotremorin M-Konzentrations-Effekt-Kurven in Anwesenheit verschiedener
W84-Konzentrationen (Abbildung 68) noch einmal dahingehend betrachtet, ob es
einen Eigeneffekt von W84 auf die maximale Oxotremorin M-induzierte
[**S]GTPyS-Bindung gab. Von jeder Konzentrations-Effekt-Kurve aus Abbildung
68 wurde der Wert bei 100 yM Oxotremorin M Ubernommen und in Abbildung 81
aufgetragen. Obwohl die Oxotremorin M-induzierte [**S]GTPyS-Bindung in
Abbildung 81 mit steigenden Konzentrationen von W84 signifikant abnahm
(unteres Plateau: 86 + 5%), bedeutete dies nicht, dass W84 einen senkenden
Einfluss auf den Oxotremorin M-Maximaleffekt hatte. Denn bei 100 pM
Oxotremorin M war in Anwesenheit hoher W84-Konzentrationen das obere
Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve noch nicht erreicht (s. Abbildung 68). In
Abbildung 82 wird deutlich, dass bei der Auftragung der Max-Werte (obere
Plateaus) aus Abbildung 68 bzw. Tabelle 46 keine signifikante Beeinflussung des
Maximaleffektes von Oxotremorin M stattfand (t-Test, p > 0,05; unteres Plateau:
92 t 4%). Die Hill-Koeffizienten der Kurven in Abbildung 81 und Abbildung 82
unterschieden sich nicht signifikant von ny = -1 (F-Test, p > 0,05). Der
Wendepunkt der Kurve lag in Abbildung 81 bei 3,12 + 0,43 und in Abbildung 82
bei 3,31 £ 0,67.
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Abbildung 81: Einfluss steigender Konzentrationen von W84 auf die durch 100 uM Oxotremorin M
induzierte [3SS]GTPVS-Bindung. Ordinate: Oxotremorin M-induzierte [358]GTPVS-Bindung in
Prozent [Basalaktivitdt = 0%, Oxotremorin M-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kurve) = 100%)].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von W84. Kurvenanpassung:
»Vier-Parameter-logistische-Gleichung“ (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant. ny = -1. Die
Datenpunkte zeigen die Werte (Mittelwerte + Standardfehler) bei jeweils 100 yM Oxotremorin M

der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 68.
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Abbildung 82: Einfluss steigender Konzentrationen von W84 auf den Oxotremorin M-induzierten
Maximaleffekt (Oxotremorin M: 1 mM). Ordinate: Oxotremorin M-induzierte [358]GTPyS—Bindung in
Prozent [Basalaktivitdt = 0%, Oxotremorin M-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von W84. Kurvenanpassung:
»Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = -1. Die
Datenpunkte zeigen die Max-Werte (Mittelwerte + Standardfehler) der Konzentrations-Effekt-
Kurven aus Abbildung 68 bzw. Tabelle 46.
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W84 konnte demnach im Experiment zur Verdrangung von Naphmethonium vom
Oxotremorin M-besetzten Rezeptor eingesetzt werden, ohne dass eine Beein-
flussung des Oxotremorin M-Maximaleffektes durch W84 zu erwarten war. Zu 30
MM Naphmethonium- und 100 uM Oxotremorin M wurden steigende Konzentra-
tionen an W84 hinzugefugt (Abbildung 83). Die maximale Oxotremorin M-
induzierte [35S]GTPVS—Bindung in Abwesenheit von Naphmethonium und W84
wurde auf den Wert von 100% festgelegt. Das obere Plateau der Kurve (122 +
2%) gab demnach den maximalen Oxotremorin M-Effekt in Anwesenheit von 30
MM Naphmethonium wieder. Es zeigte sich, dass durch Erhéhung der W84-
Konzentration die Wirkung von Naphmethonium abnahm. Die Kurve konnte mit
einer Steigung von ny = -1 ausreichend beschrieben werden (F-Test, p > 0,05).
Der Wendepunkt lag bei plCso = 3,08 £ 0,37. Das untere Plateau nahm einen Wert
von 93 = 8% an, welcher sich nicht signifikant von 100% unterschied (t-Test, p >
0,05). Die Effekt-steigernde Wirkung von Naphmethonium konnte folglich durch

W84 vollstandig aufgehoben werden.
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Abbildung 83: Einfluss steigender Konzentrationen von W84 auf den Oxotremorin M-induzierten,
durch Naphmethonium modulierten Maximaleffekt (Oxotremorin M: 100 uM; Naphmethonium: 30
uM). Ordinate: Oxotremorin M-induzierte [*>S]GTPyS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat = 0%,
Oxotremorin M-Maximaleffekt in Abwesenheit von Naphmethonium = 100%]. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von W84. Kurvenanpassung: ,Vier-
Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny = -1. Dargestellt sind

Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten in Achtfachbestimmung.
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3.3.3.4.3 McN-A-343/Naphmethonium

Es wurde Uberpruft, ob es sich bei der in Abbildung 77 ersichtlichen Senkung der
McN-A-343-induzierten [35S]GTPVS-Bindung durch Naphmethonium um einen
konzentrationsabhangigen Effekt handelte. Abbildung 84 zeigt den Einfluss von
steigenden Naphmethonium-Konzentrationen auf den McN-A-343-Maximaleffekt.
Es resultierte eine Kurve mit sigmoidem Verlauf. Das Steigungsmald war nicht
signifikant verschieden von ny = -1 (t-Test, p > 0,05). Der freilaufende Hill-
Koeffizient betrug ny = -2,48 + 1,64. Das untere Plateau der Kurve lag bei 71 &
3%. Der Wendepunkt wurde durch plCsp = 6,10 + 0,20 beschrieben. Er
unterschied sich signifikant von dem berechneten p(a-Ka)-Wert von 6,54. Die
Differenz betrug jedoch weniger als eine halbe Dekade. Dies sprach dafur, dass
es sich bei der Interaktion zwischen Naphmethonium und McN-A-343 um einen
allosterischen Antagonismus handelte, durch den die intrinsische Aktivitat von
McN-A-343 abgeschwacht wurde.
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Abbildung 84: Einfluss steigender Konzentrationen von Naphmethonium auf den McN-A-343-
induzierten Maximaleffekt (McN-A-343: 300 pM). Ordinate: McN-A-343-induzierte [*°S]GTPyS-
Bindung in Prozent [Basalaktivitdt = 0%, McN-A-343-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kurve) =
100%]. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von Naphmethonium.
Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient
konstant: ny = -1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 5 unabhangigen Experimenten

in Sechsfachbestimmung.
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3.3.3.4.4 Pilocarpin/Naphmethonium

Die Interaktion zwischen Pilocarpin und Naphmethonium am Mj-Rezeptor wurde
bereits von Klemt (2005) betrachtet. Hier wurde noch einmal der konzentrations-
abhangige Einfluss von Naphmethonium auf den Pilocarpin-Maximaleffekt
(Pilocarpin: 1 mM) untersucht. Die freilaufende Kurvensteigung betrug ny =-0,83 *
0,24, lieferte jedoch keine bessere Kurvenanpassung als ny = -1 (F-Test, p >
0,05). Das untere Plateau (-2 + 6%) war nicht signifikant verschieden von 0% (t-
Test, p > 0,05), was mit dem Befund von Klemt (2005) uUbereinstimmte. Der
Wendepunkt lag bei plCsy = 7,24 + 0,14. Dieser unterschied sich signifikant von
dem Wert von Klemt (2005; plCso = 7,67 £ 0,09). Angesichts der experimentellen

Schwankungen wurde dem Unterschied keine Bedeutung beigemessen.
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Abbildung 85: Einfluss steigender Konzentrationen von Naphmethonium auf den Pilocarpin-
induzierten Maximaleffekt (Pilocarpin: 1 mM). Ordinate: Pilocarpin-induzierte [35S]GTPVS-Bindung
in Prozent [Basalaktivitat = 0%, Pilocarpin-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von Naphmethonium. Kurven-
anpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny =
-1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhangigen Experimenten in Vierfach-

bestimmung.
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3.4 [*HJNMS-Bindungsexperimente

In den vorangegangenen [*°S]GTPyS-Bindungsexperimenten wurde stets ange-
nommen, aus den beobachteten Konzentrations-Effekt-Kurven auf die Affinitat, d.
h. die Bindungsneigung des Liganden an den Rezeptor, rlickschlieen zu kdnnen.
Im Folgenden wurde flr die Interaktion zwischen Naphmethonium und ACh bzw.
Pilocarpin Uberpruft, ob sich die in den funktionellen Experimenten erhobenen
Befunde in [’HINMS-Bindungsexperimenten bestétigen lieBen. Zahn et al. (2002)
konnten dies bereits fiir Oxotremorin M und Alcuronium in [?H]JAgonist-Bindungs-
studien nachweisen. Fir das in den folgenden Versuchen verwendete
Zellhomogenat wurden in homologen Kompetitionsexperimenten (n = 3) eine M-
Rezeptorkonzentration Bmax von 2870 fmol/ mg Protein und eine Affinitat von NMS

zu den Rezeptoren von pKp = 9,3 ermittelt.

3.4.1 Einfluss von Naphmethonium auf die [*H]NMS-
Gleichgewichtsbindung

Zunachst wurde der konzentrationsabhangige Einfluss von Naphmethonium auf
die Gleichgewichtsbindung des Antagonisten [PHJNMS untersucht (Abbildung 86),
um bei der Durchfuhrung der Interaktionsexperimente zwischen [PHINMS, Agonist
und Naphmethonium (s. 3.4.2/3.4.3) die Art der Wechselwirkung zwischen dem
Radioliganden [PHINMS und dem allosterischen Modulator Naphmethonium in
Abwesenheit des Agonisten zu kennen. Die Inkubationszeit zur Erreichung des
Bindungsgleichgewichtes wurde nach Lazareno und Birdsall (1995; Gleichung 12)
berechnet und betrug 5,5 h. Die in Anwesenheit von 1 yM Atropin bestimmte
unspezifische Bindung betrug durchschnittlich 2,2%. Die Auswertung der Daten
erfolgte nach dem ternaren Modell allosterischer Interaktion von Ehlert (1988a;
Gleichung 11), wobei das untere Plateau (By) jedes Einzelexperimentes auf 100%
festgesetzt wurde. Es wurden die Mittelwerte der an den einzelnen Versuchstagen
erhaltenen Einzelwerte fur a (Uber die Berechnung von pa) und logKa berechnet.
Die Datenpunkte ergaben sich aus der Mittelung der jeweiligen Daten der
einzelnen Versuchstage. Die Kurve beschrieb die Daten zufriedenstellend. Es
ergab sich fur Naphmethonium eine Affinitat zum freien My-Rezeptor von pKa =
8,10 + 0,42. Die positive Kooperativitat mit [’HJNMS wurde beschrieben durch pa
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= 0,31 £ 0,06 (d. h. a = 0,49). Diese Mittelwerte fir a und logKka wurden in
Abbildung 86 benutzt, um eine Kurve festzulegen. Die Malizahlen fur die Kurve
unterschieden sich nicht signifikant von den von Muth et al. (2003) erhobenen
Befunden: pKa = 8,29 £ 0,18 und pa = 0,37 + 0,08 (t-Test, p > 0,05). In den in
Abbildung 86 dargestellten Experimenten wurde keine maximale Rezeptor-
besetzung erreicht. Beim 100%-Wert spezifischer [3H]NMS—Bindung (Abbildung
86) waren 30% aller Rezeptoren besetzt. Durch Naphmethonium erhohte sich der
Anteil der [PH]NMS-besetzten Rezeptoren auf 48%. Der bindungsférdernde Effekt
von Naphmethonium wurde daher nicht durch eine maximale Rezeptorbesetzung
limitiert. Die Affinitat von Naphmethonium zum [PHINMS-besetzten Rezeptor lieR

sich aus pKa und pa berechnen: p(a-Ka) = 8,41.
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Abbildung 86: Einfluss von Naphmethonium auf die Gleichgewichtsbindung von [3H]NMS an M-
Rezeptoren. Die Inkubationszeit zur Erreichung des Bindungsgleichgewichtes wurde berechnet
nach Lazareno und Birdsall (1995; Gleichung 12) und betrug 5,5 h. Ordinate: Spezifische
[3H]NMS-Bindung in Prozent; spezifische Bindung von PHINMS in Abwesenheit von
Naphmethonium (Bg) = 100%. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von
Naphmethonium. Kurvenanpassung: Die Kurvenanpassung erfolgte nach dem ternaren Modell
allosterischer Interaktion von Ehlert (1988a; Gleichung 11). Mittelwerte von a und logK, sind
konstant gesetzt (s. Text). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 6 unabhangigen

Experimenten in Vierfachbestimmung.
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3.4.2 Inhibition der [’HINMS-Gleichgewichtsbindung durch ACh in
An- und Abwesenheit von Naphmethonium

Zur qualitativen Bestimmung des Effektes von Naphmethonium auf die ACh-
Bindung wurden zu einer konstanten [°HJNMS-Konzentration (0,2 nM) in An- und
Abwesenheit von 0,3 yM Naphmethonium steigende Konzentrationen von ACh
hinzugegeben (Abbildung 87). Die Zunahme der prozentualen [*H]JNMS-Bindung
in Anwesenheit von Naphmethonium war durch die bindungsférdernden
Eigenschaften von Naphmethonium gegeniiber [PHINMS begriindet (Muth et al.,
2003; 3.4.1). Die Rechtsverschiebung der Kontrollkurve bestatigt die in
[35S]GTPVS—Bindungsexperimenten gefundene negative Kooperativitat von
Naphmethonium gegenuber ACh (3.3.2.2.3). Die Steigung der Kurven war
signifikant verschieden von ny = -1 (F-Test, p < 0,05). Die Kurven in Abbildung 87
(durchgehende Linie) wurden mit einem gemeinsamen Hill-Koeffizienten von ny =
-0,69 £ 0,03 angepasst. Eine Anpassung, bei der das Steigungsmal} jeder Kurve
freilaufend war, ergab keine signifikante Verbesserung (F-Test, p > 0,05). Die in
Anwesenheit von 1 pM Atropin bestimmte unspezifische Bindung betrug durch-
schnittich 1,5% der [PHINMS-Gesamtbindung und unterschied sich nicht
signifikant von den unteren Plateaus der Kurven (t-Test, p > 0,05). Nach der
Gleichung von Cheng und Prusoff (1973; Gleichung 7) lie3 sich aus dem
Wendepunkt der Kontrollkurve ein Schatzwert fur die apparente Affinitdt von ACh
zum freien My-Rezeptor ermitteln mit pK; = 6,8. Lazareno und Birdsall (1995)
erhielten in ahnlichen Experimenten mit Strychnin als allosterischem Modulator
und in Anwesenheit von 0,2 mM GTP eine Steigung von ny = -0,78 £+ 0,01. Fur die
Affinitat von ACh zum freien My-Rezeptor berechneten sie pKi= 6,17 £ 0,03.

Agonisten konnen in Abwesenheit von Guanylnukleotiden zwischen hochaffinen
und niedrigaffinen Rezeptorzustanden unterscheiden (Birdsall et al., 1978; Hulme
et al.,, 1981; Waelbroeck et al., 1982; Potter et al., 1991; Lefkowitz et al., 1993).
Guanylnukleotide vermindern die hochaffine Rezeptorfraktion (Hulme et al., 1981;
Waelbroeck et al., 1982) und fuhren zu einer Entkopplung der G-Proteine vom
Rezeptor (Berrie et al., 1984; Florio und Sternweis, 1985). Die beiden Guanyl-
nukleotide GDP und GTP vermdgen die Affinitat von Agonisten dabei in gleichem

Malie selektiv zu verringern (Berrie et al., 1979; Rosenberger et al., 1979, 1980).
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In dem Versuchsansatz dieser Arbeit wurde kein GTP zugefligt, welches Lazareno
et al. (1997, 2004) in einer Konzentration von 0,2 mM einsetzten, um die
hochaffine Bindung von ACh zu reduzieren, sondern GDP in einer geringeren
Konzentration (0,01 mM) wie sie im [*°S]GTPyS-Versuch Verwendung fand. Diese
Konzentration liel® mdglicherweise noch eine Unterscheidung zwischen hoch- und
niedrigaffiner Bindungsstelle zu. Daher wurde fur die Kurven in Abbildung 87
mittels eines F-Tests Uberpruft, ob eine biphasische Kurvenanpassung (Gleichung
13), welche im Kurvenverlauf zwei Wendepunkte zulasst, die Kurven besser
beschrieb. Dies war nicht der Fall (F-Test, p > 0,05). Die Kenngrél’en der
biphasischen Kurvenanpassung fanden sich in Tabelle 56. Wie in Abbildung 87
ersichtlich ist, unterschied sich der biphasische Kurvenverlauf (gestrichelte Linie)
kaum von dem, der mithilfe der ,Vier-Parameter-logistischen-Gleichung*

(Gleichung 6) ermittelt wurde.

| B e _ Naphmethonium (uM)
0
v 0,3

[H]NMS-Bindung (%)
2
o

o
L

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

Abbildung 87: Inhibition der der [3H]NMS-GIeichgewichtsbindung durch ACh in An- und
Abwesenheit von 0,3 uyM Naphmethonium. Ordinate: [SH]NMS—Bindung in Prozent ohne Abzug der
unspezifischen Bindung; Gesamtbindung von [3H]NMS in Abwesenheit von Naphmethonium =
100%. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurven-
anpassung: durchgehende Linie: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6), Hill-
Koeffizient (gemeinsam): ny = -0,69 + 0,03; gestrichelte Linie: biphasische Kurvenanpassung
(Gleichung 13). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 4 unabhangigen Experimenten in
Dreifachbestimmung. Die in Anwesenheit von 1 yuM Atropin bestimmte unspezifische Bindung
betrug durchschnittlich 1,5% der [3H]NMS-Gesamtbindung.
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PECso Max (%) Min (%) |2ij(gr?é_) 0

Kontrolle 6,67 £ 0,03 103 £ 1 11 -0,76 £ 0,03 4

N et ™ 5,47 £ 0,04™ 173 £ 2** 23 -0,66 £+ 0,05 4
(0,3 uM)

Tabelle 55: KenngrofRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der Kurven
(durchgehende Linien) aus Abbildung 87. Kurvenanpassung: ,Vier-Parameter-logistische-

Gleichung® (Gleichung 6). Die Kenngrdoflen pECsy, Max und Min beziehen sich auf die
Kurvenanpassung mit einer gemeinsamen Hill-Steigung von ny = -0,69, da die Kurvenanpassung
mit freilaufendem Steigungsmal keine signifikante Verbesserung ergab (F-Test, p > 0,05).

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die die [3H]NMS-
Gesamtbindung halbmaximal reduziert.

Max: [3H]NMS—Gesamtbindung (oberes Plateau der Kurve).

Min: maximal durch ACh reduzierte [3H]NMS—Bindung (unteres Plateau der Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,01).

PECso 1 PECso » Max (%) | Min (%) Fraktion 1

Kontrolle 7,02+0,13 | 5,86 +0,28 | 100+ 2 3+2 0,67 +0,12
Naphmethonium 6,31 5,01 x

(0,3 uM) +£0.18* £0.13* 172 + 2 2+3 0,40 + 0,08

Tabelle 56: KenngrofRen (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der Kurven
(gestrichelte Linien) aus Abbildung 87. Kurvenanpassung: biphasisches Modell (Gleichung 13).
PECso_1: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die die Bindung des
Radioliganden an der hochaffinen Rezeptorfraktion um 50% reduziert (1. Wendepunkt).

PECs 2: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die die Bindung des
Radioliganden an der niedrigaffinen Rezeptorfraktion um 50% reduziert (2. Wendepunkt)

Max: [3H]NMS-Gesamtbindung in Abwesenheit von ACh (oberes Plateau der Kurve).

Min: [3H]NMS-Gesamtbindung in Anwesenheit hoher ACh-Konzentrationen (unteres Plateau der
Kurve).

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,05/0,01).

Da die Kurven in Abbildung 87 mit der gleichen Steigung angepasst werden

konnten, wurde anhand einer Auswertung nach Arunlakshana und Schild (1959)

die Affinitat zum freien My-Rezeptor abgeschatzt. Es ist zu beachten, dass die
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oberen Plateaus der Kurven signifikant verschieden waren (t-Test, p < 0,01).
Aulerdem war der pKa-Wert, der durch die Bestimmung einer Geraden (s = 1)
durch nur einen Datenpunkt ermittelt wurde, als approximativ anzusehen. Der
Einfluss von [PHJNMS auf die Verschiebung des Wendepunktes wurde nicht
beriicksichtigt. In den [*°S]GTPyS-Bindungsexperimenten begann die Schild-
Kurve erst bei Naphmethonium-Konzentrationen von ca. 10 yM abzuflachen
(3.3.2.2.3). Daher wurde angenommen, dass sich der in den [PHINMS-
Bindungsexperimenten bei 0,3 yM Naphmethonium bestimmte Wert noch im
linearen Bereich der Schild-Geraden befand. Aus dem Schnittpunkt mit der
Abszisse ergab sich ein pKa-Wert von 7,7. Dieser stimmte gut mit den Werten aus
den [3H]NMS-GIeichgewichtsversuchen mit Naphmethonium (pKa = 8,10 £ 0,42;
3.4.1) und den [358]GTPVS-Bindungsexperimenten mit ACh (pKa= 7,66 = 0,13;
3.3.2.2.3) Uberein.

+

log (VF-1)

8 7 6 5 -4
Naphmethonium (log M)

Abbildung 88: Schild-Auftragung der Naphmethonium-induzierten Rechtsverschiebung der
Kurven aus Abbildung 87. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Naphmethonium. Kurvenanpassung: Gleichung 15 (Arunlakshana und Schild, 1959). Es
wurde eine Gerade mit einer Steigung von s = 1 durch den Punkt gelegt. Dargestellt ist der

Mittelwert + Standardfehler aus 4 unabhangigen Experimenten in Dreifachbestimmung.
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3.4.3 Inhibition der [’HJNMS-Gleichgewichtsbindung durch
Pilocarpin in An- und Abwesenheit von Naphmethonium

Klemt (2005) beobachtete in [*S]GTPyS-Bindungsexperimenten, dass
Naphmethonium die Affinitat von Pilocarpin zum Mz-Rezeptor erhohte, jedoch die
intrinsische Aktivitat bis auf maximal 0% senkte.

Es wurden [3H]NMS-Bindungsexperimente durchgefuhrt, um zu Uberprifen, ob
sich die positive Kooperativitdt zwischen Pilocarpin und Naphmethonium dort
bestatigen lie®. Daflir wurden eine Kontrollkurve und eine Kurve in Anwesenheit
von 0,3 uM Naphmethonium aufgenommen (Abbildung 89). Zu einer konstanten
[PHINMS-Konzentration (0,2 nM) wurden jeweils steigende Pilocarpin-
Konzentrationen hinzugegeben. Die Steigung der Kurven war nicht signifikant
verschieden von ny = -1 (F-Test, p > 0,05). Die in Anwesenheit von 1 uM Atropin
bestimmte unspezifische Bindung betrug durchschnittlich 1,9% der [PH]NMS-
Gesamtbindung und unterschied sich nicht signifikant von den unteren Plateaus
der Kurven (t-Test, p > 0,05). Fur Pilocarpin wurde anhand der Gleichung von
Cheng und Prusoff (1973; Gleichung 7) die apparente Affinitat zum unbesetzten
My-Rezeptor berechnet mit pK; = 5,9. Neben der Steigerung der [°’HINMS-Bindung
(bedingt durch die positive Kooperativitat zwischen [PHINMS und Naphmethonium)
war eine signifikante Verschiebung der Pilocarpin-Kontrollkurve nach links
erkennbar (t-Test, p < 0,01), welche die Ergebnisse aus den funktionellen

Versuchen bestatigte.
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Abbildung 89: Inhibition der [3H]NMS—GIeichgewichtsbindung durch Pilocarpin in An- und Ab-
wesenheit von 0,3 yM Naphmethonium. Ordinate: [3H]NMS-Bindung in Prozent ohne Abzug der
unspezifischen Bindung; Gesamtbindung von [3H]NMS in Abwesenheit von Naphmethonium =
100%. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von Pilocarpin. Kurven-
anpassung: ,Vier-Parameter-logistische-Gleichung® (Gleichung 6); Hill-Koeffizient konstant: ny =
-1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 4 unabhangigen Experimenten in
Dreifachbestimmung. Die in Anwesenheit von 1 uM Atropin bestimmte unspezifische Bindung
betrug durchschnittlich 1,9% der [3H]NMS—Gesamtbindung.

o o ny (frei-
pECso Max (%) Min (%) laufend) n
Kontrolle 5,72 + 0,05 102 + 2 542 0,92 + 0,10 4
Naphmethonium | o 17, § g5ex | 163 + 3% 5+3 -0,96 + 0,10 4
(0,3 uM)

Tabelle 57: Kenngrofien (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der Kurven aus
Abbildung 89.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der Pilocarpin-Konzentration, die die [3H]NMS-
Gesamtbindung halbmaximal reduziert.

Max: [3H]NMS-Gesamtbindung (oberes Plateau der Kurve).

Min: maximal durch Pilocarpin reduzierte [3H]NMS-Bindung (unteres Plateau der Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (t-Test, p < 0,01).
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4 Diskussion

4.1 Einfluss allosterischer Modulatoren auf die M-

Rezeptor-vermittelte G-Protein-Aktivierung

In dieser Arbeit wurde der Einfluss strukturell unterschiedlicher allosterischer
Modulatoren auf die Acetylcholin(ACh)-induzierte [*>S]GTPyS-Bindung untersucht.
Bis auf einige Ausnahmen ubten die getesteten Allostere keinen konzentrations-
abhangigen Einfluss auf das Maximum der ACh-Wirkung aus, auch dann nicht,
wenn klare Hinweise auf die Bildung ternarer Komplexe vorlagen. Fur Pilocarpin
war hingegen zuvor gezeigt worden, dass die in dieser Arbeit getesteten
allosterischen Modulatoren die Pilocarpin-stimulierte [*°S]GTPyS-Bindung um
mindestens 50% des Maximums unter Kontrollbedingungen senkten (Zahn et al.,
2002; Klemt, 2005), d. h., dass allosterische Modulatoren in der Lage sind, den
Agonismus Pilocarpins in einen Antagonismus umzuwandeln. De Lean et al.
(1980) sowie Kent et al. (1980) berichteten, dass Partialagonisten nicht nur aktive,
sondern auch inaktive Rezeptorkonformationen stabilisieren. Dies bietet einen
Ansatz, die allosterische Modulation am Partialagonist-besetzten Rezeptor zu
verstehen. Betrachtet man dieses Verhalten unter dem Aspekt der ,,conformational
selection® (Spalding et al., 1998; Christopoulos und Kenakin, 2002) Iasst sich die
Aufhebung der intrinsischen Aktivitat folgendermalen erklaren: Die prototypischen
allosterischen Liganden wie z. B. Alcuronium und Gallamin besitzen eine hohe
Affinitat zu inaktiven Rezeptorkonformationen, was sich in einer hoheren Affinitat
zu Antagonist- als zu Agonist- besetzten Rezeptoren zeigt (Zahn et al., 2002).
Dadurch wird bei der Bildung ternarer Komplexe aus Pilocarpin, Rezeptor und
Alloster der Anteil inaktiver Konformationen, die keine G-Protein-Aktivierung
vermitteln konnen, erhoht, so dass eine Verminderung des Pilocarpin-induzierten

Effektmaximums resultiert.
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In Abwesenheit von Agonisten liegen die Rezeptoren hauptsachlich in inaktiven
Konformationen vor. Es existieren jedoch auch spontan aktive Rezeptoren, die
eine basale [358]GTPVS-Bindung hervorrufen (Costa et al., 1992; Milligan et al.,
1995, Tucek, 1997; Kenakin, 1997a). Da die allosterischen Modulatoren inaktive
Rezeptoren bevorzugen, ware zu erwarten, dass die Modulatoren die spontane
[**S]GTPyS-Bindung reduzieren. Deshalb wird hier zunachst dieser Aspekt, der
sich auf die Beeinflussung des unteren Plateaus der Agonist-Konzentrations-
Effekt-Kurven durch Allostere bezieht, naher betrachtet (4.1.1). Der Effekt der
allosterischen Modulatoren auf die Agonist-induzierte G-Protein-Aktivierung wird
sodann unter besonderer Berucksichtigung der Frage betrachtet, ob die durch
Allostere hervorgerufene Absenkung der intrinsischen Aktivitat (oberes Plateau
der Konzentrations-Effekt-Kurven) eine Eigenschaft der Substanz Pilocarpin, der
Gruppe der Partialagonisten im Allgemeinen oder nur von bestimmten Agonisten
ist (4.1.2). SchlieRBlich wird die Affinitat der Allostere zu freien und zu
unterschiedlich (Agonist-, Partialagonist- oder Antagonist-) besetzten Rezeptoren

miteinander verglichen (4.1.3/4.1.4).

4.1.1 Allosterische Modulation der basalen Rezeptoraktivitat

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren kdnnen spontan einen aktiven Zustand
annehmen, wodurch es auch in Abwesenheit von Agonisten zu einer G-Protein-
Aktivierung kommen kann (Costa et al., 1992; Milligan et al., 1995; Tucek, 1997;
Kenakin, 1997a). Bei einer Uberexpression von Rezeptoren ist die
Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten konstitutiv aktiver Rezeptoren erhéht (Milligan
et al,, 1995). Die basale Aktivitat kann durch inverse Agonisten herabgesetzt
werden, welche die Rezeptoren in einer inaktiven Konformation stabilisieren
(Kenakin, 2002). Bei kompetitiven muskarinischen Antagonisten wie z. B. Atropin
lie® sich inverser Agonismus beobachten (Hilf und Jakobs, 1992; Jakubik et al.,
1995; Akam et al., 1996). Auch fur allosterische Modulatoren an muskarinischen
Rezeptoren wie W84, Gallamin, Alcuronium und Strychnin konnte ein solches
Verhalten gezeigt werden (Hilf und Jakobs, 1992; Lazareno et al., 1995; Birdsall et
al., 1999; Zahn et al, 2002). Jakubik et al. (1996) beobachteten
uberraschenderweise in Experimenten mit CHO-Zellen, die mit jeweils einem
Subtyp muskarinischer Rezeptoren (Mi-My) stabil transfiziert waren, eine

agonistische Wirkung von Alcuronium, Gallamin und Strychnin auf die Synthese
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von cAMP bzw. Inositolphosphat. Ein analoger Befund wurde von anderen
Gruppen bisher nicht mitgeteilt. In kinstlichen Membranen aus Liposomen, die
den My-Rezeptor enthielten, stellten Jakubik et al. (1998) fest, dass je nach
Rezeptor-G-Protein-Verhaltnis durch Alcuronium eine Stimulation oder Reduktion
der [**S]GTPyS-Bindung méglich war. Die stimulierende Wirkung auf die basale
Bindung trat nur bei geringer Rezeptorexpression und bei bestimmten Rezeptor-
G-Protein-Verhaltnissen auf. Der Befund, dass allosterische Antagonisten die
basale Bindung in Abwesenheit von Agonisten erhdhen kdnnen, ist derzeit nicht
auf der Basis des ternaren Modells allosterischer Interaktionen erklarbar (Birdsall
und Lazareno, 2005). Von zwei agonistisch wirksamen Substanzen, AC-42 (4-n-
Butyl-1-[4-(2-methylphenyl)-4-oxo-1-butyl]-piperidin-Hydrogenchlorid; Spalding et
al., 2002) und N-Desmethylclozapin (Sur et al., 2003), wird vermutet, dass sie an
einer anderen, ,ektopischen® Bindungsstelle am Rezeptor angreifen als ACh und
andere orthosterische Liganden. AC-42 weist eine funktionelle, N-Desmethyl-
clozapin eine Bindungs-Selektivitat fur den Mq-Rezeptor auf. Fur AC-42 konnte
das allosterische Verhalten kurzlich durch weitere Experimente bestatigt werden
(Langmead et al., 2005). Es verzdgerte die Dissoziation von [PHJNMS und die
Interaktion von AC-42 mit Atropin ergab eine gekrimmte Kurve in der Schild-
Auftragung, was auf negative Kooperativitat hinweist. Die agonistische Aktivitat
wurde sowohl bei AC-42 als auch bei N-Desmethylclozapin nicht durch eine
Mutation von M¢*"®Tyrosin vermindert (Spalding et al., 2002), bei N-Desmethyl-
clozapin wurde sie sogar erhoht (Sur et al., 2003). M;*"®Tyrosin wird als wichtiges
Epitop fur die Bindung und die agonistische Wirkung von ACh angesehen
(Spalding et al., 1998; Ward et al., 1999; Lu et al., 2001). Die beiden Agonisten
binden offensichtlich nicht an die gleichen Epitope wie ACh. Ob sie an eine der
schon beschriebenen allosterischen Bindungsstellen, d. h. an die ,common
allosteric site” (Ellis und Seidenberg, 1992; Matsui et al., 1995; Trankle und Mohr,
1997) oder die von Lazareno et al. (2000, 2002) beschriebene ,zweite

allosterische Bindungsstelle® binden, ist noch nicht geklart.

In dieser Arbeit riefen alle untersuchten allosterischen Modulatoren tendenziell
eine Senkung der basalen [*S]GTPyS-Bindung hervor. Die einzige in dieser
Arbeit eingesetzte Testsubstanz, die die Affinitat von ACh zum My(!)-Rezeptor

erhdhte (Thiochrom), iibte keinen Einfluss auf die spontane [*>S]GTPyS-Bindung
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aus und bestatigt damit die theoretische Vorstellung, dass Substanzen, die die
Wirkung eines Agonisten verstarken, keinen negativen Einfluss auf die
Basalaktivitat haben sollten, weil sie bevorzugt aktive Rezeptorkonformationen
stabilisieren. Eher ware eine Steigerung der Basalaktivitat zu erwarten. Signifikant
war die Verminderung der basalen [*>°S]GTPyS-Bindung in dieser Arbeit bei W84,
StroNaph, Eburnamonin und EHW 141. Das Ausmall der Reduktion der
spontanen Bindung lag bei 10-20%. Der Antagonist Atropin verminderte die Basal-
aktivitat um 25%. Diese Befunde sind in guter Ubereinstimmung mit denen von Hilf
und Jakobs (1992). Sie beschrieben an Membranen aus Schweineherzen eine
Senkung der basalen [*°S]GTPyS-Bindung durch Atropin um 20% und durch W84
um 25%. Lazareno et al. (1993) fanden in [*°*S]GTPyS-Bindungsexperimenten fiir
verschiedene muskarinische Antagonisten und Allostere (u. a. Gallamin) eine
nicht-signifikante Verringerung der Basalaktivitdt um 5-10%. Eine Reduktion der
spontanen [*°S]GTPyS-Bindung in dieser GréRenordnung wurde auch fiir die
meisten Testsubstanzen in dieser Arbeit beobachtet. Fir Strychnin stellten
Lazareno und Birdsall (1995) eine ca. 25%-ige Verminderung der Basalaktivitat
fest. Zahn et al. (2002) beobachteten in Anwesenheit von Alcuronium oder Atropin
jeweils eine Senkung der basalen Bindung um ca. 35%. Es lasst sich
zusammenfassen, dass es aul’er den Befunden von Jakubik et al. (1996, 1998)
keine Hinweise darauf gibt, dass die in dieser Arbeit eingesetzten allosterischen
Modulatoren in Abwesenheit von Agonisten aktive Konformationen des Rezeptors
zu stabilisieren bzw. induzieren vermogen und selbst agonistische Aktivitat
entfalten konnten, sondern im Gegenteil - wie erwartet - dazu neigen, die

spontane Aktivitat der Rezeptoren zu reduzieren.

Im Gegensatz zu den Befunden von Zahn et al. (2002; Senkung der basalen
Bindung um ca. 35%) rief Alcuronium bei Klemt (2005) und in dieser Arbeit keine
signifikante Verminderung der basalen Rezeptoraktivitat hervor. Hingegen konnten
Zahn et al. (2002) keinen Unterschied zwischen der maximal induzierbaren
[**S]GTPyS-Bindung des Partialagonisten Pilocarpin und des Vollagonisten
Oxotremorin M beobachten. Der Maximaleffekt lag fur beide Agonisten bei ca.
170% der basalen Bindung (basale Bindung = 100%). In der vorliegenden Arbeit
erhdhte Oxotremorin M die [*°S]GTPyS-Bindung auf 250% und Pilocarpin steigerte
sie auf 200% (basale Bindung = 100%). Dies spricht dafur, dass bei Zahn et al.
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(2002) die spontane [*°S]GTPyS-Bindung starker ausgepragt war. Unter dieser
Bedingung lielle sich durch inverse Agonisten eine deutlichere Senkung der
[**S]GTPyS-Bindung erkennen, die Fahigkeit der Agonisten, die [*°S]GTPyS-
Bindung noch weiter zu steigern, ware jedoch geringer. Interessanterweise gab es
aber keinen offensichtlichen Zusammenhang zwischen Bpnax (maximale Anzahl
spezifischer Bindungsstellen fir NMS) und dem AusmaR spontaner [*°S]GTPyS-
Bindung. Der Gehalt an Rezeptoren in den CHO-M,-Zellhomogenaten betrug bei
Zahn et al. (2002), die eine hohe Basalaktivitdt beobachten, 2,5 pmol/mg Protein.
Klemt (2005) fand Bmax = 2,7 pmol/mg Protein. In der vorliegenden Arbeit war
Bmax = 5,1 pmol/mg Protein. Wenn ein Zusammenhang bestehen wirde, missten
die Bmax-Werte von Klemt (2005) und aus dieser Arbeit Ubereinstimmen, aber
unterschiedlich gegenuber dem Wert von Zahn et al. (2002) sein.

Als weitere mdgliche Ursache fur die unterschiedlich ausgepragte Basalaktivitat
mussen die Versuchsbedingungen in Betracht gezogen werden. Zelltyp,
transfizierter Rezeptor, Puffer und Inkubationszeit waren identisch und konnen als
Ursache ausgeschlossen werden. Abweichend zu der in der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrten  Filtration mittels eines Harvesters flr Mikrotiterplatten
verwendeten Zahn et al. (2002) keine automatisierte Abfiltrationsmethode und
arbeiteten mit grolReren Ansatzvolumina. Welchen Einfluss diese Abweichungen
auf die G-Protein-Aktivierung haben, ist nicht bekannt. Ein weiterer variabler
Faktor ist das in der Zellkultur eingesetzte fetale Rinderserum, bei dem die
Zusammensetzung an Substanzen, die mdglicherweise das Wachstum und den
Expressionsgrad der Zelle beeinflussen, nicht genau bekannt ist. Milligan (2003)
fuhrt als moglichen Ausloser fur ein unterschiedliches Ausmald an konstitutiver
Aktivitat Wechselwirkungen zwischen Rezeptor bzw. G-Protein und zellularen
Proteinen an. Die Expression solcher Proteine kénnte z. B. bei Zahn et al. (2002)
anders gewesen sein als in dieser Arbeit.

Fir die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit war es von Vorteil, dass der
Agonist-Effekt deutlich ausgepragter war als der Effekt inverser Agonisten. Denn
aufgrund des groéflkeren Messfensters war es besser maglich, den Einfluss alloste-

rischer Modulatoren auf den Agonist-induzierten Maximaleffekt zu untersuchen.
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4.1.2 Intrinsische Aktivitat von Agonisten

4.1.2.1 Divergente allosterische Modulation der intrinsischen Aktivitat von

ACh und Pilocarpin

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten allosterischen Modulatoren riefen im
Konzentrationsbereich, in dem es zur Bildung ternarer Komplexe kam, keine
konzentrationsabhangige Verminderung der intrinsischen Aktivitat von ACh hervor.
Ausnahmen waren Gallamin, Strychnin, TD2 und WGA. Gallamin und TD2
verminderten die ACh-induzierte G-Protein-Aktivierung maximal um ca. 40%,
Strychnin um 25% und WGA um 15%. Eine Bildung terndrer Komplexe, die die
Verminderung der intrinsischen Aktivitat von ACh erklaren wirde, lie3 sich jedoch
in der Schild-Auftragung nur fur Gallamin feststellen. Denkbar ware z. B., dass
diese Allostere von der Innenseite des Rezeptors her die Interaktion von Rezeptor
und G-Protein beeintrachtigen. Eine Senkung der intrinsischen Aktivitat von ACh
durch das dreifach positiv geladene Gallamin erfolgte erst ab Konzentrationen von
3 mM Gallamin. In diesem Konzentrationsbereich liegen z. B. auch die
Magnesium-lonen im Versuchsansatz vor, welche zur Einstellung eines optimalen
Messfensters eingesetzt werden. Es ist nicht auszuschlie®en, dass die Erhéhung
der lonenstarke das Ausmal’ der G-Protein-Aktivierung beeinflusst. Daher gibt es
keinen eindeutigen Hinweis, dass die intrinsische Aktivitat von ACh Uber einen
allosterischen Mechanismus vermindert werden kann.

Klemt (2005) betrachtete die Interaktion der meisten der in dieser Arbeit
eingesetzten allosterischen Modulatoren mit dem Partialagonisten Pilocarpin. Wie
schon von Zahn et al. (2002) fur Alcuronium beschrieben, riefen alle untersuchten
Testsubstanzen eine deutliche Absenkung des Pilocarpin-Maximaleffektes hervor.
Die Halfte der Allostere hob den Pilocarpin-Effekt in hohen Konzentrationen
vollstandig auf. Die Ubrigen Substanzen verursachten in sattigenden
Konzentrationen eine Herabsetzung der maximalen Pilocarpin-induzierten
[**S]GTPyS-Bindung um mindestens 50%. Die Senkung der intrinsischen Aktivitat
von Pilocarpin, die in allen Fallen mit der Bildung ternarer Komplexe verbunden
war, ist demnach von der Art des Allosters abhangig. Aus der unterschiedlichen
Beeinflussbarkeit der intrinsischen Aktivitat von ACh und Pilocarpin lasst sich

ebenfalls eine Abhangigkeit von der Art des Agonisten ableiten.
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4.1.2.2 Divergente allosterische Modulation der intrinsischen Aktivitat

verschiedener Voll- und Partialagonisten

Es stellte sich die Frage, ob die allosterische Senkung der intrinsischen Aktivitat
von Pilocarpin Folge seines partialagonistischen Charakters oder eine Pilocarpin-
spezifische Besonderheit ist. Daher wurde der Einfluss allosterischer Modulatoren
auf die intrinsische Aktivitat weiterer Voll- und Partialagonisten untersucht.
Eingesetzt wurden die Allostere W84 und Alcuronium und das W84-Derivat
Naphmethonium, welches die Affinitat von Pilocarpin zum Mj,-Rezeptor erhdht
(Klemt, 2005), sowie die Vollagonisten Carbachol, Oxotremorin und Oxotremorin
M und McN-A-343 als ein weiterer Partialagonist. In Abbildung 90 ist jeweils der
Maximaleffekt (Emax) verschiedener Agonisten in Anwesenheit einer Alloster-
Konzentration aufgetragen, bei der es zur Bildung terndrer Komplexe kommt.
100% Emax beziehen sich auf den jeweils maximalen Effekt eines Agonisten in
Abwesenheit von Alloster, d. h., dass ohne Zugabe von Alloster alle Saulen 100%
ausmachen wirden. Die Enax-Werte sind die %-Werte der oberen Plateaus der
Konzentrations-Effekt-Kurven aus 3.3.3. Die Konzentrations-Effekt-Kurven wurden
jeweils durch Datenpunkte bis ins obere Plateau beschrieben. In Abbildung 90 ist
zusatzlich der prozentuale Anteil an Rezeptoren dargestellt, der in Anwesenheit
der jeweiligen Agonist- und Alloster-Konzentration in Form von ternaren
Komplexen vorlag. Der Anteil ternarer Komplexe liel3 sich unter Berlcksichtigung
der Alloster- und der Agonist-Konzentration sowie der Affinitat der beiden
Liganden zum freien Rezeptor und dem Kooperativitatsfaktor abschatzend
berechnen (siehe 2.4.5). Der Einfluss auf die Pilocarpin-Konzentrations-Effekt-
Kurve wurde in dieser Arbeit nur mit dem Alloster W84 untersucht. Die Werte flr
Alcuronium und Naphmethonium (Abbildung 90B und C) stammen von Klemt
(2005). Klemt (2005) setzte maximal jeweils nur ein Drittel der in dieser Arbeit
verwendeten Alloster-Konzentration ein, konnte jedoch zeigen, dass diese
Alloster-Konzentrationen bereits einen sattigenden Effekt auf die Senkung der
Pilocarpin-induzierten  [*>S]GTPyS-Bindung ausiibten. Die Daten von Klemt
(2005) kdnnen daher zu einem qualitativen Vergleich des Einflusses der Allostere

auf verschiedene Agonisten herangezogen werden.
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Die vergleichende Betrachtung (Abbildung 90) =zeigt, dass allosterische
Modulatoren den Maximaleffekt von Pilocarpin am starksten zu senken
vermochten. Alle drei ausgewahlten Allostere verminderten ebenfalls den Effekt
von McN-A-343. Jedoch nur Alcuronium rief eine Reduktion des Maximaleffektes
in einem ahnlichen Ausmal} wie bei Pilocarpin hervor. W84 und Naphmethonium
verminderten die maximale durch McN-A-343-induzierbare [358]GTPyS-Bindung
auf ca. 70%. Auch fur Carbachol konnte eine Verminderung des Maximaleffektes
beobachtet werden, jedoch nur fur zwei der eingesetzten Modulatoren.
Naphmethonium beeinflusste die Wirkung des Vollagonisten Carbachol nicht. Die
Maximaleffekte der anderen Vollagonisten werden durch W84 und Alcuronium im
Wesentlichen nicht verandert. Die Senkung der ACh-Wirkung durch Alcuronium ist
zwar signifikant (t-Test, p < 0,05), tritt jedoch bei der nachst héheren Alcuronium-
Konzentration nicht mehr auf (3.3.2.4.1) und kann daher als zufallig betrachtet
werden.

Eine Auffalligkeit gab es bei der Wirkung des allosterischen Modulators
Naphmethonium auf Oxotremorin und Oxotremorin M. Naphmethonium rief bei
diesen Vollagonisten eine signifikante Erhéhung des maximalen Effektes hervor (-
Test, p < 0,05). In 3.3.3.4.2 konnte gezeigt werden, dass es sich dabei um einen
konzentrationsabhangigen Einfluss des Allosters handelt. Dennoch muss bedacht
werden, dass eine Veranderung der maximal durch einen Agonisten induzierbaren
[**S]GTPyS-Bindung z. B. auch methodische Ursachen haben kdnnte. Denn wie
unter 2.4.1 beschrieben, folgen die basale und die Agonist-induzierte [*°>S]GTPyS-
Bindung maoglicherweise unterschiedlichen Asszoziationskinetiken. Wenn der
allosterische Modulator die Bindung von [**S]GTPyYS an G-Proteine unbesetzter
Rezeptoren verlangsamen oder die an G-Proteine Agonist-besetzter Rezeptoren
beschleunigen wirde, kdme es zu dem beobachteten Effekt. Falls weitere
Versuche zeigen wurden, dass Naphmethonium keinen Einfluss auf die
Assoziationskinetik der [*°S]GTPyS-Bindung hat, kimen zwei weitere Erklarungs-
mdglichkeiten fur den beobachteten Effekt in Betracht. Zum einen koénnte
Naphmethonium — im Gegensatz zu seinem Verhalten mit Pilocarpin — die aktiven,
Oxotremorin- bzw. Oxotremorin M-besetzten Rezeptoren stabilisieren und durch
Verschiebung des Gleichgewichtes der Rezeptorkonformationen in diese Richtung
die maximale intrinsische Aktivitat erhdhen. Zum anderen kdnnte Naphmethonium

die katalytische Fahigkeit des Rezeptors erhohen, d. h. den Rezeptor in die Lage
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versetzen, mit mehr Ga-Untereinheiten pro Zeiteinheit zu interagieren. Denkbar
ware dann noch die Moglichkeit, dass Naphmethonium in hoher Konzentration
eine Saponin-artige Wirkung besitzt und die Anzahl der aktivierbaren G-Proteine
durch Beseitigung von Permeabilitats- oder sonstigen Zugangs-Barrieren erhoht
(s. 3.2.1). Dies ist jedoch ein unspezifischer Effekt, der eine Steigerung des
Maximaleffektes bei allen Agonisten hervorrufen musste. Da es auch
unwahrscheinlich scheint, dass Naphmethonium beim Pilocarpin-besetzten
Rezeptor inaktive und bei den Oxotremorin- bzw. und Oxotremorin M-besetzten
Rezeptoren aktive Rezeptorkonformationen bevorzugt, bleibt eine Erklarung fur

dieses Phanomen noch aus.

Um zu dberprifen, ob es einen Zusammenhang mit dem Ausmall der
Veranderung des Agonist-induzierten Effektes gibt, wurde der Anteil an
Rezeptoren berechnet, der in Form ternarer Komplexe aus Rezeptor, Agonist und
Alloster vorlag (s. 2.4.5). Dabei zeigte sich, dass es offenbar keine Korrelation
gibt. Bei Pilocarpin, dessen intrinsische Aktivitdt am starksten beeinflussbar war,
lagen zwar — wie es ein solcher Zusammenhang erwarten lassen wuirde — bei
sattigenden Alloster-Konzentrationen nahezu alle Rezeptoren in Form ternarer
Komplexe vor. Bei McN-A-343 z. B. fuhrte ein ca. 97%-iger Anteil ternarer
Komplexe mit dem allosterischen Modulator Alcuronium zu einer Senkung des
Maximaleffektes auf ca. 20%, der gleiche Anteil ternarer Komplexe mit
Naphmethonium jedoch nur auf ca. 70%. AuRerdem gab es unter Naphmethonium
bei 90% ternarer Komplexe an Carbachol-besetzten My-Rezeptoren keine
Veranderung, wohingegen ein Anteil von nur 60% ternarer Komplexe unter W84
zu einer Reduktion der Carbachol-induzierten G-Protein-Aktivierung auf 70%
fuhrte. Man kann also das uUberwiegend inerte Verhalten Vollagonist-besetzter
Rezeptoren gegenuber einer Modulation der intrinsischen Aktivitat nicht darauf
zuruckfuhren, dass es nicht zur Bildung ternarer Komplexe kommt. Auch bei der
Betrachtung eines bestimmten Agonisten korreliert der Anteil ternarer Komplexe
unter verschiedenen Allosteren nicht mit der Senkbarkeit der maximalen G-

Protein-Kopplung.

Die Versuche mit den weiteren Agonisten zeigen demnach, dass nicht nur die

intrinsische Aktivitat des Partialagonisten Pilocarpin, sondern auch die weiterer
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Agonisten durch allosterische Modulatoren zu beeinflussen war. Es zeichnete sich
jedoch ab, dass das Phanomen der Senkbarkeit der intrinsischen Aktivitat bei
Partialagonisten wesentlich starker ausgepragt war als bei Vollagonisten. Fur die
untersuchten Agonisten ergab sich flr die Sensitivitat gegenuber einer Modulation
der maximalen G-Protein-Aktivierung folgende Reihenfolge: Pilocarpin > McN-A-
343 > Carbachol >> ACh, Oxotremorin M, Oxotremorin. Es lassen sich keine
allgemeinen Regeln aufstellen, bei der Kombination welcher Agonisten mit

welchen Allosteren es zu einer Veranderung des Maximaleffektes kommt.

4.1.3 Ubereinstimmungen und Besonderheiten der Affinitaten
allosterischer Modulatoren zum freien M,-Rezeptor bei
unterschiedlichen Versuchsbedingungen

Zur Charakterisierung der Interaktion allosterischer Modulatoren mit muskarini-
schen My-Rezeptoren wurde sowohl die Affinitat der Allostere zu freien
Rezeptoren als auch zu Orthoster-besetzten Rezeptoren bestimmt. Die in dieser
Arbeit durchgefiihrten [PHINMS-Bindungsexperimente konnten die in den
funktionellen  Experimenten durch  Allostere  hervorgerufenen  Affinitats-
veranderungen bestatigen, d. h., dass eine Ableitung von Affinitdten aus den
[**S]GTPyS-Bindungsexperimenten mdglich war. Als orthosterische Liganden zur
Ermittlung der Affinitat der Allostere in [*>°S]GTPyS-Bindungsexperimenten dienten
in dieser Arbeit die Agonisten ACh und Oxotremorin M. In Tabelle 58 werden die
mit ACh bzw. Oxotremorin M ermittelten pKa-Werte den Daten von Klemt (2005),
die mit Pilocarpin bestimmt worden waren, und denen, die aus Radioligand-
bindungsstudien mit [PH]JNMS hervorgehen, gegeniibergestellt. Die von Klemt
(2005) erhobenen Daten wichen bis auf wenige Ausnahmen (Naphmethonium,
MM7a, Duo3) nicht signifikant von den Werten dieser Arbeit ab. Die pKa-Werte
von Naphmethonium und MM7a wurden von Klemt (2005) aufgrund der positiven
bzw. neutralen Kooperativitat nicht mittels einer Schild-Auftragung, sondern auf
der Basis der Gleichung p(a-Ka) = plCsy berechnet. plCsy gibt genau wie p(a-Ka)
die Affinitat des Allosters zum Agonist-besetzten Rezeptor an und wurde ermittelt
aus Versuchen, in denen zu einer maximalen Agonist-Konzentration steigende
Konzentrationen Alloster hinzugegeben wurden, welche zu einer Senkung der

intrinsischen Aktivitat fihrten. Die Experimente dieser Arbeit sowie die von Klemt
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(2005) und die meisten der [PH]NMS-Bindungsstudien wurden in relativ
,physiologischen® Puffern durchgefuhrt, die divalente Kationen enthielten. Schroter
et al. (2000), die die Effekte von allosterischen Modulatoren sowohl unter ,physio-
logischen® als auch unter ,nicht-physiologischen® Pufferbedingungen untersucht
haben, stellten eine Pufferabhangigkeit der Affinitat der Allostere zum freien
Rezeptor (pKa) fest. Dies ist, abgesehen von anderen Variablen, in der
Versuchsdurchfiinrung eine Erklarung fiir die Abweichung der mit [PHINMS
ermittelten Affinitaten von den pKa-Werten dieser Arbeit. Beachtenswert ist jedoch,
dass die allosterischen Modulatoren Duo3, EHW141, StréNaph und TD2 unter den
Bedingungen der [**S]GTPyS-Bindungsexperimente eine wesentlich hdhere
Affinitat zum freien Mj-Rezeptor zeigen als in [3H]NMS-Bindungsstudien. Die
[’H]NMS-Bindungsexperimente fiir diese Allostere wurden hauptsachlich an
Schweineherz-Homogenaten in einem Mg, P;, Tris-Puffer (pH 7,3) bei 37°C durch-
gefuhrt. Dies ist ein interessanter Befund, da normalerweise eine Erhéhung der
Konzentration divalenter Kationen und somit der lonenstarke zu einer
Wirksamkeitsabnahme allosterischer Modulatoren fuhrt (Trankle et al., 1996;
Schroter et al., 2000). Naphmethonium hingegen ist im [*°S]GTPyS-Bindungs-
experiment weniger affin. Zur Aufklarung des abweichenden Verhaltens oben

genannter allosterischer Modulatoren sind weitere Experimente erforderlich.
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ACh Oxo M Pilocarpin NMS
. Quellen der mit
(diese (diese (Klemt, (sQL:gr?tr; PHINMS
Arbeit) Arbeit) 2005) S alte) bestimmten
P Werte
6,64+0,14 | 6,79+0,09 | 6,46+0,10 | 6,41+£0,18 :
W4 (n = 15) (n=13) (n=11) (n = 2-4)° Dail} et al., 2002
6,53 £ 0,02 | Raasch etal.,
(n=3)* 2002
6’233%23 Muth et al., 2005
5,54 £ 0,12 5,60 £ 0,07 5,02 .
SH28 (n=17) (n = 19) (n=2) = Ataie, 2000
5,87 £ 0,17 | Gilsbach et al.,
(n=3)° 2003
Naphmetho- 7,66+0,13 | 7,30+0,04 N o *x 8,29+0,18
nium (MM3a) | (n = 18) (n = 14)* 707 (n=gpi+ | Muthetal, 2003
-~ | Sennwitz,
MM7a 5’?::106;1 4,87° ** 5’5(?1121’%1 personliche
Mitteilung
TD2 7’(3n5j 107’;4 ?ﬁ“f ;_25211 Daif et al., 2002
Strychnin 5,15+0,13 491+0,12 | 4,96+0,11 | Lazareno und
y (n=17) (n=15) (n=4)° Birdsall; 1995
5,47 Proska und
(n=4)"* | Tugek; 1995
4,93 Jakubik et al.,
(n =4-5)° 1997
4,56 + 0,07 | Jakubik et al.,
(n=3-6)° | 2005
. . 5,61+0,10 o
Di-Strychnin-6 (n=12) 5,71
7,69 0,11 7,640,227 | 6,07+0,37 .
Str6Naph (n=17) (n=12) (n=7) Dancila, 2003
Alcuronium 6’?n0:102’;4 5,95° 6?2:2)?0 Dong et al., 1995
6,82 Proska und
(n=4)"* | Tugek; 1995
6,14 Jakubik et al.,
(n = 4-5)° 1997
6,56 + 0,07 | Schroter et al.,
(n=4)* 2000
8,02 + 0,03 | Schroter et al.,
(n=4)"* | 2000
Caracurin V 5,77 £ 0,11 5,35+0,32
(n=9) (n=11)
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ACh Oxo M Pilocarpin NMS
. Quellen der mit
(diese (diese (Klemt, (sQL:gr?tr; PHINMS
Arbeit) Arbeit) 2005) S alte) bestimmten
P Werte
Caracurin VII 4,45+ 0,16 4,31 +£0,24 4,52 + 0,01 | Jakubik et al.,

(WGA) (n=13) (n=8) (n=3-6)° | 2005
Duo3 8,48 +0,13 8,00+£0,09 | 7,20+0,03 | Schroteretal.,

(n=12) (n=18)** (n=7)*** | 2000

7,30 £ 0,05 | Schroter et al.,
(n=5)>* 2000

7,63 +0,02 | Trankle et al.,
(n=4-7)** | 2003

Eburnamonin 5,00 £ 0,42 4,65 Proska und
(n =5) (n=4)° Tucek; 1996
4,16 Jakubik et al.,
(n = 4-5)° 1997
. 5,99+0,14 6,31+0,13 5,96
Gallamin (n = 16) (n = 22) (n=4)" Ehlert, 1988b
7,38 Leppik et al.,
(n=2-3)'** | 1994
6,83 Proska und
(n=4)"* | Tugek, 1995
6,82+ 0,04 | Schroter et al.,
(n=5)** | 2000
9,17 = 0,06 | Schroter et al.,
(n=6)"* | 2000
7,23 +0,09 5,89 + 0,05
EHW141 (n=11) (n = 3-4) ** Mohr et al., 2004

Tabelle 58: Affinitaten (pKa) allosterischer Modulatoren zum freien M,-Rezeptor ermittelt durch
Experimente mit ACh, Oxotremorin M, Pilocarpin bzw. [3H]NMS als orthosterischen Liganden. Die
angegebenen pKs-Werte sind Mittelwerte + Standardfehler. Wurde der pKa aus K berechnet, ist
kein Standardfehler angegeben. ° pK, wurde aufgrund der Gleichung p(a-Ka) = plCs (siehe Text)
bestimmt. Puffer-Zusammensetzung: * 2,6-3,0 mM MgHPO,, 45-52 mM TrisHCI, pH 7,3, 37°C; b
4mM Na,HPO,4, 1 mM KH,PO,; pH 7,4; 23°C; 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 20 mM HEPES, pH
7,4, 30°C; “100 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7,4, 25°C; ©136 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgSO,
bzw. MgCl,, 10 mM Na-HEPES, pH 7,4, 25°C; 20 mM K-phosphat, pH 7, 30°C; 20 mM NaCl, 10
mM HEPES, pH 7,4, 23°C; " 100 mM NaCl, 5,0 mM MgCl,, 0,5 mM DTT, 0,5 mM EGTA, 30 mM
Na-HEPES, pH 7,5, 25°C; '50 mM Natrium/Kalium-phosphatpuffer, pH 7,4, 22°C. */** signifikante
Abweichung vom mit ACh bestimmten Wert (t-Test, p < 0,05/0,01).
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4.1.4 Einfluss der Besetzung der orthosterischen Bindungsstelle
auf die Affinitat von allosterischen Modulatoren

An Agonist- und Antagonist-besetzten Rezeptoren weisen allosterische
Modulatoren im Vergleich zum Rezeptor-Grundzustand eine veranderte Affinitat
auf. Das Ausmal} der Affinitatsanderung hangt vom Orthoster ab und wird durch
den Kooperativitatsfaktor a quantifiziert. Es stellte sich die Frage, ob es eine
Korrelation zwischen den Affinitatsveranderungen verschiedener Allostere am
Vollagonist-, Partialagonist- und Antagonist-besetzten Rezeptor gibt, so dass z. B.
durch das Verhalten eines allosterischen Modulators am Antagonist-besetzten
Rezeptor auch eine Aussage uber das Verhalten am Agonist-besetzten Rezeptor
gemacht werden konnte.

Im Gegensatz zu den pKa-Werten (Affinitat zum freien Rezeptor, s. 4.1.3) werden
die pa-Werte (Kooperativitatsfaktor) nur gering durch die Pufferbedingungen
beeinflusst (Schroter et al., 2000), da sich in verschiedenen Puffern die Affinitat
zum freien und zum besetzten Rezeptor im gleichen MalRe verandert. Daher war
es moglich Kooperativitaten (pa), die unter verschiedenen Pufferbedingungen
ermittelt wurden, miteinander zu vergleichen. Die pa-Werte in Tabelle 59 dienten

als Grundlage fur die sich anschlielienden Korrelationsanalysen.

213



Diskussion

ACh Pilocarpin NMS
(Quellen: Quellen der mit
(diese Arbeit) (Klemt, 2005) s. rechte [’HINMS bestimmten
Spalte) Werte
-2,76 £ 0,22 -1,68 £ 0,21 -0,53 .
W84 (n - 15) (n = 11) (n — 2_4)a Dail} et al., 2002
'0’(‘:1 8:3(;502 Raasch et al., 2002
'0’?n7 34()3506 Muth et al., 2005
-3,46 + 0,57 -3,37 £ 0,33 -1,30 :
SH28 (n=17) (n = 19) (n=2)° Ataie, 2000
gy | cilsbach etal, 2003°
Naphmethonium -2,61+0,16 A RO 0,37 +0,08
(MM3a) (n = 18) 0,6 (n=8)° Muth et al., 2003
<-3 o -0,02 £ 0,01 Sennwitz, person-
MM7a (n = 10) 0 (n=4) | liche Mitteilung
<-3 0,44 .
D2 (n = 17) (=24 | Daibetal, 2002
Strvchnin <-3 -0,68 + 0,06 0,34 Lazareno und
ry (n=17) (n=15) (n=4) Birdsall; 1995
0,36 Proska und Tucek;
(n=4) 1995
(noasy | Jakubiketal., 1997
0(’:1:’-;3%%7 Jakubik et al.; 2005
. . <-2 5
Di-Strychnin-6 (n=12) 0
-2,69+0,14 -0,91 £ 0,09 1,88 £ 0,27 .
Str6Naph (n=17) (n=12) (n=7) Dancila, 2003
Alcuronium -2,96 + 0,24 o° 0,51 Proska und Tucek;
(n=12) (n=4) 1995
ooy | Jakubiketal., 1997
(g | Schroter etal, 2000
(no’:52)b Schréter et al., 2000
. <-2 -1,00+£ 0,34 Ab
Caracurin V (n=09) (n=11) 0 Buller, 2002
Caracurin VII <-2 -1,14 £ 0,45 -0,40 £ 0,01 .
(WGA) (n=13) (n=8) (n = 3-6)° Jakubik et al., 2005
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ACh Pilocarpin NMS
(Quellen: Quellen der mit
(diese Arbeit) (Klemt, 2005) s. rechte [’HINMS bestimmten
Spalte) Werte
Duo3 '3’(?]8:1%)2 0 '3’(?]1:1%’)19 (;]1;279)51 Schréter et al., 2000
(60;955)b Schréter et al., 2000
(n-l'gf_’?)f Trankle et al., 2003
Eburnamonin <-1,2 0,46 Proska und Tudek;
(n = 5) (n = 4)° 1996
(n 2’3?5)‘3 Jakubik et al., 1997
Gallamin -3,29 £ 0,20 -2,53+0,16 -1,33 Proska und Tugek,
(n = 16) (n =22) (n = 4)° 1995
(;]1;33)9 Ehlert, 1988b
(n_=1 ’28_;)h Leppik et al., 1994
(61:’953? Schroter et al., 2000
(,;2;067)b Schréter et al., 2000
<-3,5 1,07 £ 0,13
EHW141 (n=11) (n = 3-4)? Mohr et al., 2004

Tabelle 59: Kooperativitatsfaktoren (pa) fur die Interaktion allosterischer Modulatoren mit den
Orthosteren ACh, Pilocarpin und NMS am M,-Rezeptor. Die angegebenen pa-Werte sind
Mittelwerte + Standardfehler. Wurde der pa aus a berechnet, ist kein Standardfehler angegeben. °
pa wurde aus einer Auftragung der pECso-Werte von Pilocarpin-Konzentrations-Effekt-Kurven in
Anwesenheit verschiedener Naphmethonium-Konzentrationen gegen den negativen dekadischen
Logarithmus der Naphmethonium-Konzentration ermittelt. © Aufgrund der neutralen Kooperativitat
der Substanz nimmt pa den Wert 0 an: im [**S]GTPyS-Bindungsexperiment erfolgte keine
Verschiebung der Pilocarpin-Konzentrations-Effekt-Kurven. & Caracurin V rief keine signifikante
Anderung der [3H]NMS-GIeichgewichtsbindung hervor. Puffer-Zusammensetzung: * 2,6-3,0 mM
MgHPO,, 45-52 mM TrisHCI, pH 7,3, 37°C; °4mM Na,HPO,, 1 mM KH,PO,; pH 7,4; 23°C; 100
mM NaCl, 10 mM MgCl,, 20 mM HEPES, pH 7,4, 30°C; * 100 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7,4,
25°C; © 136 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgSO, bzw. MgCl,, 10 mM Na-HEPES, pH 7,4, 25°C; ' 20
mM NaCl, 10 mM HEPES, pH 7,4, 23°C; ¢ 100 mM NaCl, 5,0 mM MgCl,, 0,5 mM DTT, 0,5 mM
EGTA, 30 mM Na-HEPES, pH 7,5, 25°C; "50 mM Natrium/Kalium-phosphatpuffer, pH 7,4, 22°C.
*I** signifikante Abweichung vom mit ACh bestimmten Wert (t-Test, p < 0,05/0,01).
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In Abbildung 91 und Abbildung 92 sind jeweils die pa-Werte der Allostere aus
Tabelle 59 fur zwei Orthostere gegeneinander aufgetragen. Allostere, fur deren
Interaktion mit ACh kein konkreter pa-Wert bestimmt werden konnte, gingen nicht
in die Korrelation ein. Daher beinhalten die Graphen in Abbildung 92 weniger
Datenpunkte als in Abbildung 91.

Die Daten wurden mittels linearer Regressionsanalyse ausgewertet und Uberpruft,
ob eine Korrelation besteht (Methodik: s. 2.5.3). Der Spearman-Korrelations-
koeffizient r gibt an, in welchem Ausmal} die eine Variable die Werte der anderen
Variable bestimmt (Motulsky, 1995). r kann Werte zwischen —1 und 1 annehmen.
Ist r genau 1 bzw. —1, liegt eine perfekte positive bzw. negative Korrelation vor.
Klemt (2005) fand, dass zwischen den pa-Werten der Allostere mit NMS bzw.
Pilocarpin eine signifikante Korrelation bestand. In Abbildung 91 ist der
Zusammenhang der pa-Werte aus den Interaktionen mit Pilocarpin und NMS noch
einmal dargestellt. Die Regressionsgerade konnte beschrieben werden mit y =
(0,91 £ 0,31) - x— (1,12 £ 0,29). Steigung und Y-Achsenabschnitt sind jeweils mit
dem aus der Regressionsanalyse resultierendem Standardfehler angegeben. Die
Steigung war nicht signifikant verschieden von 1 (F-Test, p > 0,05). Der

Spearman-Korrelationskoeffizient r lag bei 0,79.

Naphmethonium

2
MM7a - Alcuronium
N . . ._.‘w ‘-"-- -
T T T 4o T 1 pa mit NMS
1 2 3
d “'x .‘._
wa4 % . “StréNaph
%, Strychnin
Gallamin
Ca racurin V

SHes~  4”
pa mit Pilocarpin

Abbildung 91: Korrelation zwischen den Kooperativitatsfaktoren (pa) der Interaktion der in Tabelle
59 aufgefihrten allosterischen Modulatoren mit Pilocarpin  und NMS. Ordinate:
Kooperativitatsfaktor (pa) des jeweiligen Allosters mit Pilocarpin. Abszisse: Kooperativitatsfaktor
(pa) des jeweiligen Alloster mit NMS. Geradenanpassung: Lineare Regressionsanalyse. Die
Datenpunkte resultieren aus den pa-Werten aus Tabelle 59. Sind dort mehrere Werte fir NMS

angegeben, wurde fir diese Darstellung der Mittelwert gebildet.
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Aus der Analyse der Daten in Abbildung 92A, in der im Unterschied zu Abbildung
91 die Allostere herausgenommen wurden, fur die aus der Interaktion mit ACh
kein konkreter Zahlenwert fur pa bestimmt werden konnte, ergab sich aufgrund
der geringen Zahl an Datenpunkten keine signifikante Korrelation (p > 0,05). Die
Gleichung der Regressionsgeraden lautete: y = (0,89 = 0,37) - x — (1,35 + 0,44).
Der Spearman-Korrelationskoeffizient betrug r = 0,75.

Aus Abbildung 91 und Abbildung 92A lasst sich erkennen, dass mit steigender
Affinitat der Allostere zum Pilocarpin-besetzten Rezeptor eine steigende Affinitat
zum NMS-besetzten Rezeptor parallel geht. Dies deutet daraufhin, dass die
allosterische Bindungsstelle am NMS- bzw. Pilocarpin-besetzten Rezeptor eine
ahnliche Konformation aufweist (Klemt, 2005). Die Bindungsneigung der
eingesetzten Allostere zu NMS-besetzten Rezeptoren war dabei immer gro3er als
zu Pilocarpin-besetzten Rezeptoren.

In Abbildung 92B und Abbildung 92C wurde fur die eigenen Befunde mit ACh
uberpruft, ob es einen Zusammenhang zu Affinitatsveranderungen der Allostere
am Pilocarpin- und NMS-besetzten Rezeptor gab. Aus den Abbildungen ist
ersichtlich, dass zwischen den pa-Werten der Allostere aus der Interaktion mit
ACh und den pa-Werten aus der Interaktion mit NMS bzw. Pilocarpin keine
eindeutige Korrelation bestand. Bildeten die Allostere ternare Komplexe mit ACh-
besetzten M,-Rezeptoren, war die Interaktion zwischen Alloster und ACh stark
negativ kooperativ, d. h., dass die Bindung eines der beiden Liganden die Affinitat
des jeweils anderen stark verminderte. Die Kooperativitatsfaktoren (pa) mit ACh
variierten bei den untersuchten allosterischen Modulatoren nur um eine Dekade,
wohingegen die Spanne der pa-Werte der Allostere mit NMS und Pilocarpin
jeweils 4 Dekaden umfasste. Daher waren die Steigungen der Regressions-
geraden relativ flach (B: 0,24 £ 0,09; C: 0,22 + 0,06) und signifikant verschieden
von 1 (F-Test, p < 0,05). Die Schnittpunkte mit der Ordinate lagen bei —3,00 + 0,11
(B) und —2,71 £ 0,13 (C). Abbildung 92B und Abbildung 92C zeigen, dass die
Korrelation zwischen den pa-Werten von ACh mit Pilocarpin bzw. NMS sehr
ahnlich war: Eine Zunahme in der Affinitdt der Allostere zum Pilocarpin- bzw.
NMS-besetzten Rezeptor bedeutete fast keine Zunahme in der Affinitat zum ACh-
besetzten Rezeptor. Dieser Zusammenhang war fur Pilocarpin und ACh signifikant
(p < 0,05) mit einem Korrelationskoeffizienten r von 0,86. Fur die Korrelation der

pa-Werte von NMS und ACh betrug der Korrelationskoeffizient r = 0,68. Diese
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Korrelation war jedoch nicht signifikant (p > 0,05). Fur die Affinitaten allosterischer
Modulatoren zu Orthoster-besetzten Rezeptoren liel3 sich folgende Rangfolge
feststellen: NMS > Pilocarpin > ACh.

Die Korrelationsanalyse zeigt, dass sich die Affinitatsveranderungen allosterischer
Modulatoren gegenuber freien Rezeptoren an NMS- und an Pilocarpin-besetzten
My-Rezeptoren parallel verhielten. Am ACh-besetzten M,-Rezeptor ergab sich
eine insgesamt starker ausgepragte Affinitatsabnahme, die fur alle Allostere fast
das gleiche Ausmald annahm und so gut wie keine Parallelitdt mit der
Affinitdtsabnahme an NMS- und Pilocarpin-besetzten Rezeptoren aufwies. Das
|l&sst darauf schlielRen, dass die Konformation des ACh-besetzten Rezeptors sehr
verschieden sein muss verglichen mit den Konformationen des Pilocarpin- und

des NMS-besetzten Rezeptors.
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Naphmethonium

A 2
Alcuronium
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_SHg 27
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./rz’ Str\6Na h
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pa mit ACh
C 27
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e — 1 pa mit Pilocarpin
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Abbildung 92: Korrelation zwischen den Kooperativitatsfaktoren (pa) der Interaktion der in Tabelle
59 aufgefuhrten allosterischen Modulatoren mit Pilocarpin und NMS (A), mit ACh und NMS (B) und
mit ACh und Pilocarpin (C). In der Teilabbildung A sind nur die Allostere aufgefiihrt, die auch in B
und C enthalten sind. Ordinate: Kooperativitatsfaktor (pa) des jeweiligen Allosters mit Pilocarpin
(A) bzw. ACh (B/C). Abszisse: Kooperativitatsfaktor (pa) des jeweiligen Alloster mit NMS (A/B)
bzw. Pilocarpin (C). Geradenanpassung: Lineare Regressionsanalyse. Die Datenpunkte
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resultieren aus den pa-Werten aus Tabelle 59. Sind dort mehrere Werte fur NMS angegeben,

wurde fir diese Darstellung der Mittelwert gebildet.

Im vorangegangenen Abschnitt wurde gezeigt, dass aus der Interaktion der
allosterischen Modulatoren mit dem Vollagonisten ACh nur hoch negative pa-
Werte resultierten, wohingegen sich mit dem Partialagonisten Pilocarpin
schwacher negative bis positive Werte ergaben. Um zu Uberprifen, ob dieses
Verhalten der Allostere bei anderen Voll- und Partialagonisten analog zu
beobachten ist, sind in Tabelle 60 die Kooperativitaten der Allostere Alcuronium,
W84 und Naphmethonium mit den Vollagonisten ACh, Carbachol, Oxotremorin M
und Oxotremorin sowie den Partialagonisten Pilocarpin und McN-A-343 noch
einmal zusammenfassend dargestellt. Die Agonisten sind nach steigender
negativer Kooperativitdt mit dem jeweiligen Alloster aufgelistet. Ein
Zusammenhang zwischen den Affinitaten der Agonisten zum freien My-Rezeptor
und dem Ausmald der Kooperativitat mit allosterischen Modulatoren scheint nicht
zu bestehen. Fur alle untersuchten Orthostere ergab sich mit den Agonisten
folgende Reihenfolge der Kooperativitaten (pa): Pilocarpin > McN-A-343 >
Oxotremorin > ACh > Carbachol > Oxotremorin M. Die Kooperativitaten aus der
Interaktion der allosterischen Modulatoren mit den Partialagonisten nahmen
insgesamt deutlich weniger negative pa-Werte an als mit den Vollagonisten. Die
pa-Werte aus der Interaktion mit den Vollagonisten waren durchgehend stark
negativ und unterschieden sich nur geringfiigig voneinander. Es zeichnete sich
also ein paralleles Verhalten der Agonisten im Hinblick auf die intrinsische Aktivitat

und die Kooperativitat mit allosterischen Modulatoren ab.
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Agonist Alcuronium w84 Naphmethonium
pECs n pa pa pa n
Pilocarpin 6,45+0,06| 3 0° -1,72 £ 0,26 ~0,6° -
McN-A-343 |5,83+0,06| 4 [-1,03+0,16 -2,06 £ 0,20 -1,12+0,05| 3
Oxotremorin | 7,99+0,06 | 4 |-2,41+0,02 -2,19+£ 0,11 -2,24 £0,05| 4
ACh 7,69+0,03 | 27 |-2,47 £ 0,05 -2,57 £ 0,32 -2,54+£0,20| 4
Carbachol |6,57+0,07 | 4 |-2,55+0,28 -2,86 £ 0,04 -2,64+0,04| 4
Oxotremorin M | 8,07 £ 0,03 | 4 |-299+0,13| 3 |-3,11+£0,14| 4 |-2,82+0,08| 4

Tabelle 60: Kooperativitatsfaktoren (pa) der Interaktion der allosterischen Modulatoren W84,
Alcuronium und Naphmethonium mit verschiedenen Voll- und Partialagonisten am M,-Rezeptor
und Wirksamkeiten (pECsg) der Agonisten am freien M,-Rezeptor. Die angegebenen pa-Werte sind
Mittelwerte + Standardfehler aus 3.3.3.1.5/3.3.3.2.6/3.3.3.3.5. Die pECs,-Werte (Mittelwerte +
Standardfehler) stammen aus 3.3.1. ° Werte von Klemt (2005). Da Alcuronium den Wendepunkt
der Pilocarpin-Konzentrations-Effekt-Kurve im  betrachteten Konzentrationsbereich nicht
veranderte, wurde neutrale Kooperativitit (pa = 0) abgeleitet. Der Wert fir die positive
Kooperativitdt Naphmethoniums wurde anhand der Veranderung der pECso-Werte der Pilocarpin-

Konzentrations-Effekt-Kurve abgeschatzt.
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4.2 Molekular-mechanistische Betrachtung

allosterischer Modulation

In diesem Kapitel werden die topologischen Aspekte der orthosterischen und der
allosterischen Bindungsstelle an muskarinischen Rezeptoren sowie der
Aktivierungsmechanismus G-Protein-gekoppelter Rezeptoren besprochen. Dies
dient als Grundlage fur einen Deutungsversuch der in dieser Arbeit mit
allosterischen Modulatoren erhobenen Befunde auf molekular-mechanistischer

Ebene.

4.2.1 Topologie der Ligand-Bindung an muskarinischen
Rezeptoren

Die muskarinischen Rezeptoren gehoéren zur Rhodopsin-artigen Familie (Klasse
A) der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die sich u. a. durch sieben
transmembranare Domanen (TM) auszeichnet (Wess, 1996; Caulfield und
Birdsall, 1998; Hulme et al., 2003). Die Rodntgenkristallstruktur des Rinder-
Rhodopsins (Protein Data Base accession no. 1F88/1HZX; Palczewski et al.,
2000) lieferte die Basis fur die dreidimensionale Modellierung des mit NMS-
besetzten M,-Rezeptors (Johren und Holtje, 2002). Zusammen mit Mutagenese-
und Radioligandbindungsstudien ist es durch dieses Modell moglich geworden,
genauere Vorstellungen von dem Bindungsverhalten orthosterischer und
allosterischer Liganden sowie vom Aktivierungsmechanismus G-Protein-

gekoppelter Rezeptoren zu entwickeln.

4.2.1.1 Topologie der Bindung orthosterischer Liganden

Die orthosterische Bindungsstelle ist innerhalb der funf Subtypen muskarinischer
Rezeptoren hoch konserviert (Hulme et al., 1990; Wess, 1996; Caulfield und
Birdsall, 1998; Hulme et al., 2003). Sowohl Agonisten (z. B. ACh) als auch
kompetitive Antagonisten (z. B. NMS) binden im Bereich der transmembranaren
Domanen (Hulme et al., 1990; Birdsall, 1993; Wess, 1993). Mutagenesestudien
deuten darauf hin, dass ACh und NMS in ahnlicher Weise gebunden werden; die

ACh-Seitenkette reicht jedoch nicht so tief in die transmembranare Region hinein
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(Hulme et al., 2003). Als primare Interaktionsstelle mit dem positiv geladenen
Stickstoff von ACh bzw. NMS dient wahrscheinlich die M{-Aminosaure Aspartat105
in TM3 (Curtis et al., 1989; Fraser et al., 1989; Spalding et al., 1994; Matsui et al.,
1995). Aromatische Aminosauren umgeben diesen Stickstoff wie eine Art Kafig,
der durch Ladungen stabilisiert wird (Hibert et al., 1991; Hulme et al., 2003). Als
wichtige Aminosaure fur die Affinitat orthosterischer Liganden identifizierten Matsui
et al. (1995) die Ms-Aminosdure Tryptophan®'. Fiir die genannten Aminosauren
am Mq-Rezeptor existieren analoge Aminosauren an den anderen vier Subtypen.
Weitere Orthoster-Kontaktstellen wurden fir TM3 (Lu und Hulme, 1999), TM5
(Allman et al.,, 2000), TM6 (Ward et al., 1999) und TM7 (Wess et al., 1992)
beschrieben.

4.2.1.2 Topologie der Bindung allosterischer Liganden

Allosterische Liganden binden extrazellular zur orthosterischen Bindungsstelle
(Ellis et al., 1993; Leppik et al., 1994; Matsui et al., 1995). Die Aminosauren sind in
diesem Bereich weniger konserviert und geben somit die Mdglichkeit Liganden mit
grolierer Subtyp-Selektivitat zu entwickeln (ProSka und Tucek, 1995; Wess, 1996;
Ellis, 1997). Die meisten allosterischen Modulatoren besitzen die hochste Affinitat
zum My-Rezeptor und die geringste zum Ms-Rezeptor (Ellis et al., 1991; Lee und
El-Fakahany, 1991; Holzgrabe und Mohr, 1998; Ellis und Seidenberg, 2000).
Untersuchungen an My/Ms-Rezeptorhybriden lieferten Hinweise auf Areale, die fur
die Affinitat allosterischer Liganden essentiell sind (Ellis et al., 1993; Gnagey et al.,
1999; Ellis und Seidenberg, 2000; Buller et al., 2002; Voigtlander et al., 2003;
Huang et al., 2005). Dabei handelt es sich um Aminosauren in den extrazellularen
Schleifen und in duBeren Segmenten verschiedener transmembranarer Helices.
Die zweite und dritte extrazellulare Schleife (02/03) scheinen besondere Relevanz
fur die Bindung bzw. Selektivitat allosterischer Modulatoren zu haben. Die relative
Bedeutung der Bindungsregionen variiert bei verschiedenen Allosteren (Ellis und
Seidenberg, 2000; Voigtlander et al., 2003; Huang et al., 2005). Fir W84 konnten
z. B. Mx***Threonin (TM7; Buller et al., 2002) und M;'""Tyrosin (02; Voigtldnder et
al., 2003) als verantwortliche Aminosauren fur die hochaffine Bindung an den
NMS-besetzten Mjy-Rezeptor im Unterschied zur niedrigeren Affinitat am Ms-
Rezeptor identifiziert werden. Neuere Erkenntnisse lassen vermuten, dass die

Aromaten von M,'""Tyrosin (02) und My***Tryptophan (TM7) das aromatische
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System von W84 (ber -m-Wechselwirkungen wie eine Art ,Sandwich®
einschlieRen (Prilla et al., 2005). Bei Gallamin spielt zusatzlich zu My***Threonin
(Huang et al., 2005) eine negativ geladene, so genannte EDGE-Sequenz (02, Glu-
Asp-Gly-Glu) eine Rolle fur die Bindungsaffinitat (Leppik et al., 1994; Gnagey et
al., 1999). Jakubik et al. (2005) konnten flur die Affinitat von Caracurin VIl und
Strychnin am NMS-besetzten Mj-Rezeptor drei wichtige Aminosauren in der
dritten extrazellularen Schleife identifizieren. Trotz ihrer Abhangigkeit von nicht
immer identischen Epitopen scheinen die meisten allosterischen Modulatoren
kompetitiv an der ,common allosteric site“ zu interagieren (Ellis und Seidenberg,
1992, 2000; Trankle und Mohr, 1997).

FUr einige allosterische Modulatoren wird postuliert, dass sie nicht an der
,common allosteric site“ binden. Dabei handelt es sich um Duo3 (Trankle und
Mohr, 1997) sowie Staurosporin-Derivate und WIN 62.577 (Lazareno et al., 2000;
2002). Neueste Untersuchungen mit Duo3 und Tacrin, in denen das Verhalten
gegeniiber den allosterischen Antagonisten Hexamethonium, Obidoxim und Mg?*-
lonen Uberpruft wurde, deuten darauf hin, dass diese zwar mit der allosterischen
Bindugsstelle des M,-Rezeptors interagieren, jedoch eine andere topographische
Region dieser Tasche besetzen (Trankle et al., 2005). Ein Hinweis fir das
atypische Verhalten von Duo3 im 3D-Modell ist, dass Duo3 nicht so nah wie W84
an die Aminosauren M;***Threonin und M2177Tyrosin herankommt (Trankle et al.,
2005).

4.2.2 Aktivierungsmechanismus G-Protein-gekoppelter

Rezeptoren

4.2.2.1 Aktivierung durch Agonisten

Um die Kopplung von G-Proteinen zu ermdglichen, durchlaufen G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren nach Bindung eines agonistischen Liganden eine
Konformationsanderung, die sich von der Ligand-Bindungsstelle bis zu den
intrazellularen Domanen des Rezeptors ausbreitet (Gether und Kobilka, 1998;
Meng und Bourne, 2001; Sakmar et al.,, 2002; Hubbell et al., 2003). Es wird
vermutet, dass dabei eine Annaherung der transmembranaren Helices TM3, TMG6
und TM7 erfolgt (Ghanouni et al., 2001; Hulme et al., 2003; Han et al., 2005;

Massotte und Kieffer, 2005). Dadurch kommt es zum Aufbrechen intramolekularer
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lonenbriicken (Sealfon et al., 1995; Porter et al., 1996; Schulz et al., 2000).
Spalding et al. (1998) sowie Ford et al., (2002) bezeichnen TM6 in diesem
Zusammenhang als einen ,Schalter’. Die Interaktion von Liganden mit TM6
stabilisiert hiernach den Rezeptor entweder in einem aktiven oder inaktiven
Zustand. Ford et al. (2002) konnten zeigen, dass Mutationen im Bereich des
aulleren Segments von TM6 bei allen Subtypen muskarinischer Rezeptoren zu
konstitutiver Aktivitat fuhren kann. Die Konformationsanderungen von TM3 und
TM6 stehen im Einklang mit der Vorstellung, dass der aromatische ,Kafig“ (s.
4.2.1.1) naher an den positiven Stickstoff von ACh herangezogen wird (Lu et al.,
2002; Han et al., 2005). Struktur-Wirkungs-Beziehungen haben gezeigt, dass eine
Substitution der N-Methyl-Gruppen von ACh durch grof3ere Alkylreste aufgrund
sterischer Hinderung zur Reduktion bzw. Aufhebung der intrinsischen Aktivitat
fuhren kann (Barlow, 1964; Wess et al., 1990). Dies stimmt Uberein mit den
Befunden dieser Arbeit, dass das N-methylierte Pilocarpin-Derivat im Vergleich zu
Pilocarpin eine stark verminderte intrinsische Aktivitat hervorrief. Klco et al. (2005)
fanden in Mutationsstudien am Komplementfaktor-5a-Rezeptor heraus, dass auch
der zweiten extrazellularen Schleife eine wichtige Rolle im Mechanismus der
Rezeptoraktivierung zukommt. Demnach liegt die zweite extrazellulare Schleife im
Grundzustand wie ein Deckel auf den transmembranaren Helices und stabilisiert
den inaktiven Rezeptorzustand (Massotte und Kieffer, 2005). Die Schleife ist Uber
eine Disulfid-Bricke zwischen zwei konservierten Cystein-Resten mit TM3
verbunden und faltet sich in den Raum zwischen der vierten und flnften
transmembranaren Domane hinein. Kico et al. (2005) vermuten, dass die zweite
extrazellulare Schleife in anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren eine
ahnliche Funktion hat. Der Komplementfaktor-5a-Rezeptor gehdrt wie die
muskarinischen Rezeptoren zur Klasse A der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.
Ott et al. (2002) fuhrten Mutationen in der zweiten extrazellularen Schleife des
GnRH-Rezeptors (ebenfalls ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor der Klasse A)
durch. Sie konnten dadurch den Antagonisten 135-18 in einen Agonisten
umwandeln. Die zweite extrazellulare Schleife ist laut Ott et al. (2002) ein
bestimmender Faktor dafur, ob ein Ligand vom Rezeptor als Agonist oder
Antagonist erkannt wird. Zu dem gleichen Schluss kommen auch Herold et al.
(2004), die Untersuchungen an G-Protein-gekoppelten ATP-Rezeptoren (P2Y4-

Rezeptoren) durchfuhrten. Antikorper, die gegen die zweite extrazellulare Schleife
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muskarinischer Rezeptoren gerichtet waren, fihrten zu einer Aktivierung des
Rezeptors (Masuda et al., 1998; Wang et al., 2000; Peter et al., 2004), die
maglicherweise durch ein ,Aufklappen des Deckels” hervorgerufen wurde.

Wie in 4.1.1 dargestellt gibt es mit AC-42 und N-Desmethylclozapin offensichtlich
auch Liganden, die durch Interaktion mit einer allosterischen Bindungsstelle eine
agonistische Wirkung entfalten kdnnen. Detailliertere mechanistische Erklarungen

stehen jedoch noch aus.

4.2.2.2 Modulation der M,-Rezeptor-Aktivierung durch Allostere

Die Bindung von allosterischen Liganden kann Konformationsanderungen des
Rezeptorproteins hervorrufen, die die Affinitdt der gebundenen Agonisten bzw.
Antagonisten verandern (Tucek et al., 1990; Dong et al., 1995; Jakubik et al.,
1995; Lazareno und Birdsall, 1995). Auf der Basis der Befunde von Klco et al.
(2005; s. 4.2.2.1) und dem Wissen um die Bedeutung der zweiten extrazellularen
Schleife fur die Bindung von allosterischen Modulatoren kann spekuliert werden,
dass Allostere durch eine Stabilisierung bzw. Aufhebung der ,Deckelfunktion® der
zweiten extrazellularen Schleife einen wesentlichen Beitrag zum Aktivitatszustand
des Rezeptors leisten kdnnen. Beispielsweise konnte die von Prilla et al. (2005)
vermutete ,Sandwich“-Konstellation aus M,'""Tyrosin (02), aromatischem System
von W84 und M;***Tryptophan (TM7) so interpretiert werden, dass W84 durch
Herstellung einer Brucke zwischen diesen beiden Aminosauren die zweite
extrazellulare Schleife in ihrer inaktivierenden Konformation stabilisiert. Dieses
Verhalten ware z. B. am Pilocarpin-besetzten Rezeptor denkbar, da W84 die
agonistische Aktivitat Pilocarpins aufhob (Klemt, 2005). Der Agonist-Effekt von
ACh wurde durch W84 nicht beeinflusst und die Affinitat von W84 zum ACh-
besetzten Rezeptor war deutlich niedriger als zum freien, zum NMS-besetzten und
zum Pilocarpin-besetzten M,-Rezeptor. Dies ware dadurch erklarbar, dass in der
ACh-gebundenen Konformation des Rezeptors M,' "Tyrosin und M,***Tryptophan
raumlich so weit auseinander liegen, dass das Affinitats-gebundene Sandwich-
Arrangement nicht mehr mdglich ist, also eine Uberbriickung der beiden
Aminosauren durch W84 nicht mehr hergestellt werden kann.

Die Zusammenschau aller bisherigen Befunde einschlie3lich der vorliegenden
Arbeit zeigt, dass die Kombination aus Alloster und Agonist entscheidet, ob eine

Inaktivierung des Agonist-besetzten Rezeptors mdglich ist. Die durch Partial-
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agonisten wie Pilocarpin und McN-A-343 stabilisierten Konformationen scheinen
eine  Umwandlung in einen inaktiven Zustand eher zuzulassen als

Konformationen, die durch Vollagonisten hervorgerufen werden.

4.3 Perspektiven zur Entwicklung von Forderern
der Bindung von ACh an muskarinischen

Rezeptoren

4.3.1 Bisherige Forschungsergebnisse

Bisher sind nur wenige Substanzen beschrieben, die die Affinitat des endogenen
Agonisten ACh an muskarinischen Rezeptoren erhéhen. Birdsall et al. (1997)
berichteten, dass sich Brucin und einige seiner Derivate positiv kooperativ mit ACh
an bestimmten Muskarinrezeptor-Subtypen verhielten. Brucin erhohte die Affinitat
von ACh am M;i-Rezeptor, Ubte jedoch an den anderen vier Subtypen eine
negative Kooperativitat auf ACh aus. N-Chloromethylbrucin erhéhte die Affinitat
von ACh am Ms-Rezeptor um das 3- bis 5-fache. Am M4-Rezeptor war es neutral
kooperativ, an M4, My und Ms negativ kooperativ. Brucin-N-oxid verstarkte die
Bindung von ACh an die Rezeptorsubtypen Ms; und M4. Jakubik et al. (1997)
untersuchten in [’HJNMS-Bindungsexperimenten den Einfluss von fiinf
allosterischen Modulatoren auf zwolf Agonisten. Bezuglich ACh erwiesen sich
Brucin (an M1 und M3) und Eburnamonin (an My und M,) als positiv kooperative
Liganden. Die positive Kooperativitat von Eburnamonin konnte von Lazareno et al.
(1999), von Zahn (1999) sowie in dieser Arbeit nicht bestatigt werden. 1999
beschrieben Lazareno et al. den bisher einzigen Forderer der Affinitat von ACh an
Mz-Rezeptoren. Bei der Substanz handelt es sich um ein pentazyklisches Molekill,
welches die Ringstruktur von Brucin enthalt. Die Affinitat von ACh wurde am Mo-
Rezeptor um das 3-fache erhoht, an M+-, M3- und M4-Rezeptoren wurde sie durch
diese Substanz erniedrigt. KT 5720 steigerte die Affinitdt von ACh an M;-
Rezeptoren um das 1,4-fache (Lazareno et al., 2002). 2004 berichteten Lazareno
et al., dass der Thiamin-Metabolit Thiochrom die Bindung von ACh selektiv am My-

Rezeptor um das 3- bis 5-fache erhdhte. Dieser Effekt von Thiochrom konnte auch
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in dieser Arbeit gezeigt werden (3.2.3). Die Erhéhung der Wirksamkeit von ACh an
muskarinischen Rezeptoren wurde fur einige allosterische Modulatoren auch in
funktionellen Experimenten gefunden (Dolezal und Tucek, 1998; Birdsall et al.,
1999; Lazareno et al., 1999, 2004).

4.3.2 Ausblick

Bisher ist es nicht moglich, aufgrund der Struktur eines Molekils oder sonstiger
molekularer Eigenschaften eine positiv kooperative Interaktion eines allosterischen
Modulators mit dem endogenen Agonisten ACh an muskarinischen Rezeptoren
vorherzusagen. Zwischen den Kooperativitatsfaktoren flr die Interaktion mit
Pilocarpin und NMS im Vergleich zur Interaktion mit ACh ergaben sich in dieser
Arbeit keine eindeutigen Korrelationen. Alle untersuchten Allostere verhielten sich
mit ACh am Mj-Rezeptor stark negativ kooperativ. Aufgrund dieser Befunde
scheint es unwahrscheinlich, durch die systematische Suche nach Allosteren mit
einer sehr stark ausgepragten positiven Kooperativitat mit NMS oder Pilocarpin
einen allosterischen Modulator finden zu kdnnen, der sich positiv kooperativ mit
ACh verhalt. Die Entdeckung solcher Substanzen erfordert daher andere Ansatze
als die Nutzung von Férderern der Antagonist-Bindung.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die intrinsische Aktivitat
von ACh bei der Bildung ternarer Komplexe mit allosterischen Modulatoren nicht
spezifisch beeinflusst wurde. Es scheint demnach durchaus moglich zu sein, die
Bindung von ACh modulieren zu kdnnen, ohne gleichzeitig die maximale G-
Protein-Aktivierung zu modifizieren. Die Foérderung der ACh-Bindung an
muskarinischen Rezeptoren ist demnach weiterhin ein hoffnungsvolles
Forschungsgebiet fur Arzneistoffe, die einen Mangel des endogenen Neurotrans-

mitters Acetylcholin kompensieren sollen.
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5 Zusammenfassung

Acetylcholin ist der endogene Ligand an allen funf Subtypen muskarinischer
Acetylcholin-Rezeptoren. Zusatzlich zu der orthosterischen Bindungsstelle, an die
z. B. Acetylcholin bindet, besitzen muskarinische Rezeptoren auch mindestens
eine allosterische Bindungsstelle. Die meisten bekannten Allostere binden an die
,common allosteric site“. Sind ein Alloster und ein Orthoster gleichzeitig am
Rezeptor gebunden, spricht man von einem ternaren Komplex. Allosterische
Liganden konnen die Affinitdt und die intrinsische Aktivitat von Orthosteren
modulieren. In Radioligandbindungsstudien war der Einfluss zahlreicher
allosterischer Modulatoren auf die Bindung des Antagonisten [*H]N-Methyl-
scopolamin ([?PHJNMS) untersucht worden. Durch geeignete Allostere lieR sich die
Bindung von [PH]NMS entweder erhdhen, erniedrigen oder auch unverdndert
halten. In funktionellen Experimenten mit dem Partialagonisten Pilocarpin als
orthosterischem Liganden hatte sich jedoch gezeigt, dass alle untersuchten
Allostere bei unterschiedlicher Beeinflussung der Wirksamkeit von Pilocarpin
dessen intrinsische Aktivitat verminderten oder ganz aufhoben (Zahn et al., J
Pharmacol Exp Ther, 301:720-728, 2002; Klemt, Dissertationsschrift, Math.-Nat.
Fakultat, Universitat Bonn, 2005).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte festgestellt werden, ob die intrinsische Aktivitat von
Acetylcholin ebenfalls empfindlich ist gegenuber einer allosterischen Modulation.
Durch Messung der [**S]GTPyS-Bindung an Membransuspensionen aus CHO-
Zellen, die stabil mit dem Gen fur den humanen M,-Rezeptor transfiziert waren,
wurde der Einfluss strukturell unterschiedlicher allosterischer Modulatoren (u. a.
Alkan-bis-Ammoniumverbindungen, Strychnin und Derivate, Caracurine,
Alcuronium, Duo3) auf die Wirksamkeit und die intrinsische Aktivitdt von
Acetylcholin am Mj-Rezeptor untersucht. Alle Substanzen fuhrten zu einer
Abnahme der Wirksamkeit von Acetylcholin, was sich in einer Verschiebung seiner
Konzentrations-Effekt-Kurven zu héheren Konzentrationen zeigte. Bei der Halfte

der allosterischen Modulatoren gab es im untersuchten Konzentrationsbereich
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Hinweise auf die Bildung ternarer Komplexe. Die maximale Acetylcholin-induzierte
G-Protein-Aktivierung blieb jedoch in allen Fallen im Wesentlichen unbeeinflusst.
Eine Modulation der Wirksamkeit von Acetylcholin durch Allostere war demnach
ohne eine gleichzeitige Veranderung der intrinsischen Aktivitat moglich.

Um der Frage nachzugehen, ob die allosterische Senkbarkeit der intrinsischen
Aktivitat von Pilocarpin eine spezifische Substanzeigenschaft Pilocarpins ist oder
ob dies auch bei anderen Partial- oder auch Vollagonisten moglich ist, wurden
Carbachol, Oxotremorin, Oxotremorin M (Vollagonisten) und McN-A-343 (Partial-
agonist) zusammen mit ausgewahlten Allosteren in [*>S]GTPyS-Bindungsexperi-
menten eingesetzt. Es zeigte sich, dass die intrinsische Aktivitat von McN-A-343
und Carbachol durch die allosterischen Modulatoren ebenfalls vermindert wurde.
Das Ausmall der Reduktion war jedoch geringer als das bei Pilocarpin
beobachtete. Die Verminderung der Agonist-induzierten M,-Rezeptor-vermittelten
G-Protein-Aktivierung durch Allostere war demnach nicht nur bei Partialagonisten,
sondern auch bei Vollagonisten moglich, trat dort allerdings nicht so haufig auf und
war weniger stark ausgepragt.

Da in den funktionellen Experimenten nicht direkt die Bindung des Agonisten
gemessen wurde, sondern die erste Stufe der Rezeptoraktivierung, wurden in
Radioligandbindungsstudien [PHINMS und Acetylcholin bzw. Pilocarpin kompetitiv
in An- und Abwesenheit eines Allosters eingesetzt. Es konnte gezeigt werden,
dass die funktionellen Experimente es erlaubten, Affinitatsanderungen von
Testsubstanzen zutreffend abzuleiten.

Zwischen dem Affinitatsmuster der Allostere am [°H]NMS- und am Acetylcholin-
besetzten Rezeptor bestand keine Korrelation. Aufgrund einer Kenntnis der
Kooperativitat allosterischer Modulatoren mit dem Antagonisten [PHINMS an
muskarinischen Rezeptoren kann demzufolge nicht der Alloster-Effekt auf die
Acetylcholin-Affinitat vorhergesagt werden. Die Konformationsveranderungen des
Mz-Rezeptors bei der Bindung eines Agonisten einerseits und eines Antagonisten
andererseits gehen offenbar mit grundlegenden Veranderungen der allosterischen

Bindungsstelle einher.
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7 Anhang

Im Ergebnisteil zeigte sich, dass manche ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven in
An- und Abwesenheit von Allosteren flachere Kurvensteilheiten als ny = 1
aufwiesen. Da die Kurvenanpassung mit ny < 1 in einigen Fallen signifikant besser
war als mit einer Steilheit von ny = 1 (F-Test, p < 0,05) und in anderen Fallen nicht
(F-Test, p>0,05), stellte sich die Frage, ob das Steigungsmaf3, mit dem die
Kurven generiert wurden, einen Einfluss hatte auf die Verschiebungsfaktoren und
die sich ergebenden Kenngrdoflen fur die Wirkung allosterischer Modulatoren. In
diesem Anhang wird anhand von Auswertungen mit verschiedenen Kurven-
steilheiten fur die mit den Testsubstanzen Atropin, W84 und Naphmethonium
erhobenenen Messergebnisse gezeigt, dass das Steigungsmal} der Kurven die
Verschiebungsfaktoren nicht signifikant beeinflusste (t-Test, p > 0,05). Auch die
Kenngrolen der Kurven (pECsp, Max, Min) wichen bei unterschiedlichen Hill-

Koeffizienten nicht signifikant voneinander ab (t-Test, p > 0,05).

7.1 Steilheiten der ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven im Einzel-

versuch und in der Versuchszusammenfassung

FUr das im Ergebnisteil dargestellte Teilprojekt ,W84 — Einfluss auf die Wirkung
von ACh* (3.3.2.2.1) sind in Tabelle 61 die Hill-Koeffizienten der ACh-Tages-
kontrollkurven angegeben, die aus einer Kurvenanpassung mit freilaufendem
Steigungsmald resultierten. Bei nur 3 der 15 Kurven ergab sich mit flacher
Steigung eine signifikant bessere Kurvenanpassung als mit einem Steilheitsmal}
von ny = 1 (F-Test, p < 0,05). Der aus den 15 Kontrollkurven berechnete Mittelwert
(ny = 0,84 £ 0,05) ist hingegen signifikant verschieden von 1 (t-Test, p < 0,01).
Dies zeigt, dass nicht nur dann eine Kurve mit flacher Steigung resultiert, wenn die
Messdaten mehrerer Versuche gemittelt und daran eine neue Kurve angepasst
wird, sondern auch bei Mittelung der Hill-Koeffizienten der Einzelkurven. Die
Feststellung, dass die ACh-Konzentrations-Effekt-Kurve ein Steilheitsmald von

nu <1 besitzt, ergibt sich erst dann, wenn die Ergebnisse mehrerer Einzel-
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versuche zusammengefasst werden, und ist nicht abhangig von der Art der

Mittelwertsbildung.

Kontroll- NH Kontroll- NH Kontroll- NH
kurve (freilaufend) kurve (freilaufend) kurve (freilaufend)
U | sone o | soms " | o
2 | on | sor 2| o
> | sons o | oa 5| o
¢ | ou ° | oz “ | o
Mittelwert 0.84 + 0,05
(1-15)

Tabelle 61: Freilaufende Hill-Koeffizienten ny (x Standardfehler resultierend aus der Kurven-
anpassung) der ACh-Kontrollkurven der einzelnen Experimente mit W84 in Vierfachbestimmung.

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten als mit ny = 1

(F-Test, p <0,05).

** signifikante Abweichung von ny = 1 (t-Test, p < 0,01).

7.2 Kein Einfluss verschiedener SteilheitsmaRBe auf die Lage der
Wendepunkte von ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven im

Einzelversuch

In Tabelle 21 im Ergebnisteil sind flr das Teilprojekt mit Atropin die Wendepunkte
der ACh-Kurven der Einzelversuche aufgelistet. Bei 7 von 16 Kurven erwies sich
eine Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten besser als eine
Anpassung mit ny = 1 (F-Test, p < 0,05). Um festzustellen, ob der Kurven-
wendepunkt von der Kurvensteilheit abhangt, sind flr diese Versuche in Tabelle
62 die Wendepunkte fur beide Kurvenanpassungen dargestellt. Zwischen den
Wendepunkten der Kurven mit ny = 1 und denen der Kurven mit freilaufendem

Steigungsmal} gab es jeweils keinen signifikanten Unterschied (t-Test, p > 0,05).
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Atropin (log M) | PECso (nw=1) | PLoive | o
10.05.2004 -8 7,52+0,12 7,29 + 0,21 0,42 + 0,21
12.05.2004 -8 7,01+0,12 6,90+ 0,17 0,54 + 0,11
25.05.2004a -7,5 6,23 + 0,09 6,13+0,13 0,60+0,13
06.05.2004 -7 6,14 £ 0,15 5,85+ 0,30 0,48 £0,13
12.05.2004 -7 5,81+0,11 5,69+0,15 0,64 + 0,11
12.05.2004 -6 4,80+0,10 447 +0,23 0,52 +0,10
24.06.2004 -6 5,16 + 0,08 497 +0,14 0,59 + 0,09

Tabelle 62: Wendepunkte pECso (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Experimenten der Atropin-Versuchsreihe, bei denen sich
mit freilaufendem Hill-Koeffizienten eine signifikant bessere Kurvenanpassung ergab (F-Test, p <
0,05). Angegeben ist jeweils der Wendepunkt, der bei einer Kurvenanpassung mit ny = 1 resultiert,
und der Wendepunkt der Kurvenanpassung mit freilaufendem ny.

PECso (ny = 1): negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert (Hill-Koeffizient konstant: ny = 1).

PECs, (ny: freilaufend): negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine
halbmaximale [358]GTPVS-Bindung induziert (Hill-Koeffizient: freilaufend).

ny (freilaufend): Zahlenwert des freilaufenden Hill-Koeffizienten.

7.3 Kein Einfluss verschiedener SteilheitsmaRe auf die Kenn-

groBen von gemittelten ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven

Im Ergebnisteil (3.3.2.1) ging fur das Teilprojekt Atropin aus der statistischen
Betrachtung der Gesamtheit der Kurven nach Lew und Angus (1995) hervor, dass
eine Parallelverschiebung der Kurven nur mit einer Kurvensteigung von ny < 1
gegeben war. Deshalb wurde fur die zusammengefassten Daten aller Atropin-
Konzentrationsbedingungen jeweils immer die gemeinsame Steigung von
ny = 0,69 gewahlt, um die KenngréfRen der Kurven zu ermitteln. In Tabelle 63 sind
die Kenngrollen dargestellt, die sich aus einer Kurvenanpassung mit freilaufen-
dem Hill-Koeffizienten ergeben. Bei einem Vergleich der in Tabelle 63 abgebilde-
ten Kenngrolien (pECso, Max, Min) mit denen aus Tabelle 22 in 3.3.2.1 (ny = 0,69)

zeigte sich, dass sich die Kenngroen nicht signifikant anderten (t-Test, p > 0,05).
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Kontrolle Atropin Atropin Atropin Atropin Atropin
0,01 uM 0,03 uM 0,1 uM 1 uM 10 uM
7,49 6,99 6,34 5,73 4,67 3,91
PECso
+ 0,06 + 0,05** +0,07** +0,11** + 0,05** +0,07**
Max (%) 103 +2 103 +3 112+ 3 111 +5 105+ 4 101 +8
Min (%) 3+2 -17 £ 2% 5+3 21 + 3** -28 + 1** S22 + 1**
ny (frei- 0,76 0,65 0,76 0,56 0,68 0,71
laufend) | 4 0,08" +0,05" + 0,08 + 0,06 + 0,05 + 0,07
n 16 4 3 2 4 3

Tabelle 63: Kenngrofien (x Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten
ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven unter Kontrollbedingungen sowie unter Einfluss steigender
Konzentrationen von Atropin. pECs, Max und Min beruhen auf einer Kurvenanpassung mit
freilaufendem Hill-Koeffizienten.

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [**S]GTPyS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [358]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.

n: Anzahl der unabhangigen Experimente.

*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten als mit ny = 1 (F-Test, p
<0,05).

7.4 Gleiche MaBRzahlen der Alloster-Wirksamkeit bei Anpassung

paralleler Kurven mit verschiedenem Steilheitsmal}

7.4.1 Versuche mit W84

Bei dem Datensatz zum Effekt von W84 auf die ACh-Kurve stellte sich die Frage,
welchen Einfluss es hat, wenn der Mittelwert der Hill-Koeffizienten der ACh-
Kurven fur die zusammengefassten Daten der einzelnen W84-Konzentrations-
bedingungen als gemeinsames Steigungsmal gewahlt wird anstelle von ny = 1.
Aus der statistischen Betrachtung der Gesamtheit der Kurven nach Lew und
Angus (1995) war hervorgegangen, dass bei einer Steigung von ny = 1 eine
parallele Rechtsverschiebung der Kurven gegeben war, obwohl die Kontrollkurve

eine Steigung von ny < 1 aufwies.
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FUr das Teilprojekt W84 werden im Folgenden Kurven mit dem gemittelten
Steigungsmal der Einzelkurven angepasst (Mittelwert der Hill-Koeffizienten der
Kurven fur die zusammengefassten Daten der einzelnen Konzentrations-
bedingung: ny = 0,87). Fur die Kontrollkurve war die Anpassung mit freilaufendem
Hill-Koeffizienten immer noch besser als die Festsetzung auf die gemittelte
Steigung von ny = 0,87. Insofern stellte die Anpassung mit ny = 0,87 keine
Verbesserung gegenuber einer Anpassung mit ny = 1 dar. Aus dem Vergleich der
Summe der Abstandsquadrate von allen in Abbildung 93 dargestellten Kurven
(ny = 0,87) mit der Summe der Abstandsquadrate der mit ny =1 angepassten
Kurven ging allerdings hervor, dass die Anpassung mit ny = 0,87 die Daten besser
beschrieb, so dass sich fur die Gesamtheit der Kurven aus der Anpassung mit
ny = 0,87 ein Vorteil ergeben wurde. Die Zahlenwerte der pharmakologischen
Kenngrolien (Max, Min, pECsp; siehe Tabelle 64) unterschieden sich jedoch nicht
signifikant von den Werten bei Kurvenanpassung mit ny = 1 (Tabelle 23 in
3.3.2.2.1). Wenn aufgrund der statistischen Betrachtung der Gesamtheit der
Kurven nach Lew und Angus (1995) eine Parallelverschiebung der Kurven bei
einem Steigungsmal} von ny = 1 gegeben war, wurde daher in dieser Arbeit nicht
getestet, ob das aus den Einzelkurven ermittelte eventuell flachere Steilheitsmal}

eine Verbesserung der Kurvenanpassung ergeben konnte.
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Abbildung 93: Einfluss steigender Konzentrationen von W84 auf die ACh-Konzentrations-Effekt-
Kurve. Ordinate: ACh-induzierte [35S]GTPyS-Bindung in Prozent [Basalaktivitat (unteres Plateau
der Kontrollkurve) = 0%, ACh-Maximaleffekt (oberes Plateau der Kontrollkurve) = 100%].
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von ACh. Kurvenanpassung:
(Gleichung 6); 0,87.

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten (Kontrollkurve: n

»Vier-Parameter-logistische-Gleichung® Hill-Koeffizient konstant: ny =

= 15) in Vierfachbestimmung.

controfle | V84 w84 w84 w84 w84 w84
01uM | 1pM 10puM | 100 uM | 300 pM | 1000 uM
G 7,37 7,33 6,63 5,90 5,29 4,71 4,42
+0,03 | +0,08 | £0,07* | £0,06* | +0,08* | +0,06* | +0,11**
Max(%) | 99+1 | 89+3 | 99+3 | 100+3 | 87+3* | 97+3 | 92%7
Min (%) | -1%1 0+2 |-13+2" | -8+2% | -6+1 |-18+2" |-21+3*
nw (frei- | 0,77 0,97 0,86 0,78 0,79 0,91 1,02
laufend) | +0,03* | +0,19 | £0,10 | +0,09 | +010 | +0,12 | +0,23
n 15 2 2 4 2 3 2

Tabelle 64: Kenngrof3en (+ Standardfehler resultierend aus der Kurvenanpassung) der gemittelten

ACh-Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 93 unter Kontrollbedingungen sowie unter

Einfluss steigender Konzentrationen von W84. pECs,

Kurvenanpassung mit ny = 0,87.

Max und Min beruhen auf einer

PECso: negativer dekadischer Logarithmus der ACh-Konzentration, die eine halbmaximale
[**S]GTPyS-Bindung induziert.

Max: maximale [358]GTPVS-Bindung (oberes Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).

Min: minimale [3SS]GTPVS-Bindung (unteres Plateau der Konzentrations-Effekt-Kurve).
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ny (freilaufend): freilaufender Hill-Koeffizient.
n: Anzahl der unabhangigen Experimente.
*I** signifikante Abweichung vom Kontrollwert (Dunnett t-Test, p < 0,05/0,01).

# signifikant bessere Kurvenanpassung mit freilaufendem Hill-Koeffizienten (F-Test, p < 0,05).

FUr die Schild-Auftragung wurden die Kurven der einzelnen Versuchstage
ebenfalls mit dem fur die zusammengefassten Kurven ermittelten Steilheitsmal}
(ny = 0,87) angepasst und die Verschiebungsfaktoren berechnet. Der aus der
Analyse nach Lanzafame et al. (1996) resultierende pa-Wert war identisch mit
dem, der im Ergebnisteil dargestellt wurde. Der Zahlenwert fur die Affinitat von
W84 zum freien Rezeptor (pKa) divergierte nicht signifikant (um 0,05 log-
Einheiten) von dem Wert bei Auswertung der Verschiebungsfaktoren mit einer
Kurvensteilheit von ny = 1 (t-Test, p > 0,05). Die aus der Schild-Auftragung
hervorgehenden Kenngrofien fur die Wirkung des allosterischen Modulators \W84
wurden demnach nicht signifikant durch eine Anpassung der Daten mit
verschiedenen Steigungsmalien beeinflusst.

5_
*  nhy=087

pa =-2,76 £ 0,21

? 34 pKA(W84) =6,69 0,14

S

[ _ (@) =

o 2 ny=1

2 ..........
11 PO = -2,76 + 0,22

pKA(W84) = 6,64 + 0,14

04 - ___ —

8 -7 6 -5 -4 -3 -2
W84 (log M)

Abbildung 94: Schild-Auftragung der W=84-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von W84. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (Lanzafame et al., 1996). Geschlossene Symbole: VF
berechnet aus den Kurven der Einzelexperimente mit ny = 0,87; offene Symbole: VF berechnet
aus den Kurven der Einzelexperimente mit ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler

aus 2-4 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.
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7.4.2 Versuche mit Naphmethonium

Im Ergebnisteil wurden in der Schild-Auftragung fir den Datensatz
ACh/Naphmethonium (Abbildung 32) die Verschiebungsfaktoren auf der Basis von
Kurven berechnet, die mit einer gemeinsamen Steigung von ny = 0,91 (Mittelwert
der Hill-Koeffizienten der Kurven der zusammengefassten Daten der einzelnen
Konzentrationsbedingungen) angepasst worden waren. In Abbildung 95 sind diese
Verschiebungsfaktoren als geschlossene Symbole dargestellt. Die als offene
Symbole abgebildeten Verschiebungsfaktoren resultierten aus einer Anpassung
der Kurven der Einzelexperimente mit ny = 1, obwohl dieser Wert statistisch
weniger geeignet ist. Die Mittelwerte der Verschiebungsfaktoren fur die jeweiligen
Naphmethonium-Konzentrationen und die daraus resultierenden pa- und pKa-

Werte unterschieden sich nicht signifikant voneinander (t-Test, p > 0,05).

51
*  ny=091
44
pa =-2,61+0,16
? pKA(Naphm_) =7,66%0,13
L 34
2
b3 0
O 24 nH=1
N pa = 2,53 £ 0,16
pKA(Naphm.) = 7,63 + 0,14
0- —

8 -7 -6 -5 -4 -3
Naphmethonium (log M)

Abbildung 95: Schild-Auftragung der Naphmethonium-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Naphmethonium. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (Lanzafame et al., 1996). Geschlossene
Symbole: VF berechnet aus den Kurven der Einzelexperimente mit ny = 0,91; offene Symbole: VF
berechnet aus den Kurven der Einzelexperimente mit ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte +

Standardfehler aus 2-4 unabhangigen Experimenten in Vierfachbestimmung.

Das fur die Kurvenanpassung gewahlte Steigungsmalld schien demnach keinen

relevanten Einfluss auf pharmakologischen Kenngrof3en zu haben, die aus der
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Anwendung der ,Vier-Parameter-logistischen-Gleichung“ (Gleichung 6) bzw. der

Gleichung nach Lanzafame et al. (1996; Gleichung 17) resultierten.

7.5 Vergleich von Schild-Auftragungen auf der Basis der
Verschiebungsfaktoren aus Einzelexperimenten sowie der
Verschiebungsfaktoren aus gemittelten Kurven einer

Versuchsreihe

In Abbildung 96 sind zusatzlich zu den in Abbildung 95 gezeigten Werten die
Verschiebungsfaktoren enthalten, die sich ergaben, wenn nicht die Kurven-
verschiebungen der einzelnen Versuchstage ausgewertet wurden, sondern die
gemittelten Kurven aller Versuchstage (Abbildung 31) zur Berechnung von
Verschiebungsfaktoren herangezogen wurden. Die Steigung dieser Kurven war
auf ny = 0,91 festgesetzt worden. Sowohl die Verschiebungsfaktoren als auch der
pa-Wert (-2,53 + 0,16) und der pKa-Wert (7,63 + 0,14) waren nicht signifikant
verschieden von den jeweiligen Werten, die auf der Basis der Einzelkurven
ermittelt wurden (Werte: siehe Abbildung 96). Im Ergebnisteil dieser Arbeit wurde
jedoch die Bestimmung, die auf den Verschiebungsfaktoren der Kurven der
einzelnen Versuchstage beruhte, bevorzugt, da dadurch die experimentellen

Streuungen in die Schild-Auftragung eingehen konnten.
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Abbildung 96: Schild-Auftragung der Naphmethonium-induzierten Rechtsverschiebung der ACh-
Konzentrations-Effekt-Kurve. Ordinate: Dekadischer Logarithmus der Differenz aus dem jeweiligen
Verschiebungsfaktor (VF) und 1. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
von Naphmethonium. Kurvenanpassung: Gleichung 17 (Lanzafame et al., 1996). Geschlossene
Dreiecke: VF berechnet aus den Kurven der zusammengefassten Daten einer Konzentrations-
bedingung aus Tabelle 25 (ny = 0,91); offene Rauten: VF berechnet aus den Kurven der
Einzelexperimente mit ny = 0,91; offene Kreise: VF berechnet aus den Kurven der
Einzelexperimente mit ny = 1. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 2-4 unabhangigen
Experimenten in Vierfachbestimmung (offene Symbole) bzw. Einzelwerte ohne Standardfehler
(geschlossene Symbole).
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