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1 Einleitung

1 Einleitung

John Langley und Paul Ehrlich entwickelten bereits Ende des 19. Jahrhunderts unabhangig
voneinander die Basis fir die noch heute glltige Rezeptor-Theorie. Sie postulierten, dass
Verbindungen wie Nicotin und Curare nicht direkt auf Muskelfasern wirken kénnen, sondern

ihren Effekt tber ,receptive substances” vermitteln.

Die von Langley und Ehrlich begriindete Rezeptor-Theorie wurde im letzten Jahrhundert
weiterentwickelt und die ,receptive substances” genauer charakterisiert und in vier
verschiedene Rezeptor-Klassen, den Ligand-gesteuerten lonenkanalen, den G Protein-
gekoppelten Rezeptoren, den DNA-Transkription-regulierenden Rezeptoren und den

Rezeptoren mit Enzymaktivitat, unterteilt.

1.1 G Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)

Der im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Subtyp 1 der muskarinischen Acetylcholin-

Rezeptoren gehdrt zur Rezeptor-Klasse der G Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs).

Diese stellen eine der grofiten Protein-Familien im menschlichen Genom dar und werden
durch ca. 800 Gene kodiert (Fredriksson et al., 2003). Sie vermitteln durch die Bindung
verschiedener Neurotransmitter, Hormone und sensorischer Impulse die meisten zellularen
Prozesse im Koérper (Rosenbaum et al., 2009). Aus diesem Grund sind GPCRs eine der
wichtigsten Zielstrukturen in der Arzneistoff-Forschung. In etwa 30% der sich derzeit auf dem
Markt befindenden Arzneistoffe entfallen auf G Protein-gekoppelte Rezeptoren (Overington
et al., 2006).

Aufgrund ihres Aufbaus innerhalb der Zellmembran werden GPCRs auch als 7-
Transmembranrezeptoren (7TMR) bezeichnet. Ihr unverzweigter Proteinstrang durchspannt
die Zellmembran sieben Mal in Form von a-Helices. Diese sind durch drei extra- und drei
intrazellulare Schleifen miteinander verknupft. Das Amino-terminale Ende befindet sich

extrazellular, der C-Terminus intrazellular (Hulme et al., 1990).

Phylogenetisch werden sie in finf Sub-Familien, den Glutamat-, Rhodopsin-, Adhesion-,
Frizzled/Taste- und Sekretin-Rezeptoren (GRAFS Nomenklatur, Fredriksson et al., 2003)
unterteilt. Die muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren gehéren zu der Rhodopsin-Familie,
auch als Familie A bezeichnet. Diese reprasentiert die grote Familie unter den GPCRs.
Mittels der Kristallstruktur von Rhodopsin gelang es tiefere Einblicke in den Aufbau der
GPCRs der Familie A zu bekommen (Palczewski et al., 2000; Okada et al., 2002). Die
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sieben transmembranaren Helices lagern sich bindelartig innerhalb der Zellmembran

zusammen und formen die Bindungstasche des endogenen Liganden.

1.1.1 G Protein Zyklus

G Protein-gekoppelte Rezeptoren befinden sich in der Zellmembran und nehmen
extrazellulare Stimuli auf, die sie in das Zellinnere weiterleiten. Die Aktivierung des
Rezeptors und die damit einhergehende Konformationsdnderung des Rezeptor-Proteins
fuhren in der Folge zu einer Interaktion des Rezeptors mit Effektor-Proteinen. Die
eingeleiteten Signalwege werden in der Regel Uber heterotrimere G Proteine vermittelt,
kénnen jedoch auch G Protein-unabhangig, zum Beispiel Uber B-Arrestine, verlaufen. G
Proteine bestehen aus einer a, einer B und einer y-Untereinheit und werden basierend auf
ihrer Sequenzhomologie der a-Untereinheit in vier verschiedene Klassen, Gj,, Gs, Gg11 und
G213, unterteilt, die sich in ihren Signalkaskaden unterscheiden. Gs Proteine stimulieren
Adenylylzyklasen (ACs) und foérdern somit die intrazellulare Synthese von cAMP. G,
Proteine sind die Gegenspieler der G Proteine und hemmen Adenylylzyklasen. Ggu1
Proteine aktivieren die Phospholipase Cp (PLCB), welche die Spaltung von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol
(DAG) bewirkt. IP3 vermittelt die Freisetzung von Ca®" aus intrazellularen Speichern. Gyy13
Proteine aktivieren die kleine GTPase Rho, sekundare Botenstoffe in der Giyns
Signalkaskade sind derzeit nicht bekannt. Auch die By-Untereinheit kann mit verschiedenen
Effektor-Proteinen interagieren und intrazellulare Signalkaskaden einleiten. Die Py-
Untereinheiten kénnen zum Beispiel die Signalkaskaden der Ga Proteine modulieren, indem
sie an Adenylylzyklasen binden und die Wirkung der Gas Proteine in Abhangigkeit der
Isoform der Adenylylzyklasen entweder hemmen oder aktivieren (z.B. Hanoune et al., 1997).
Des Weiteren kdnnen By-Untereinheiten auch die Aktivitat der Phospholipase C regulieren

und somit in die Signalkaskade der Gag1 Proteine eingreifen (Exton, 1996).

Die Interaktion des Rezeptors mit G Proteinen férdert den Austausch von GDP gegen GTP
in der a-Untereinheit, dadurch wird das heterotrimere G Protein aktiviert. Die Bindung von
GTP flhrt zu einer Dissoziation der By-Untereinheit von der GTP-gebundenen a-Untereinheit
und in der Folge koénnen sowohl das By-Dimer, als auch die a-Untereinheit mit ihren
jeweiligen Effektor-Proteinen interagieren und entsprechende Signalkaskaden einleiten. Die
a-Untereinheit verfliigt Uber eine intrinsische GTPase-Aktivitat, welche GTP zu GDP
hydrolysiert und damit die Affinitat der a-Untereinheit gegenliber der By-Untereinheit wieder

erhoht; es kommt zur Reassoziation des heterotrimeren G Proteins, welches dann wieder im
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inaktiven Zustand vorliegt. Die Hydrolyse-Geschwindigkeit wird durch RGS-Proteine

(,Regulators of G protein signaling®) erhoht.

Mithilfe bestimmter Toxine kdnnen Signalwege selektiv ausgeschaltet werden. Pertussis
Toxin (PTX) ist ein Exotoxin des Bakteriums Bordetella pertussis. PTX katalysiert eine ADP-
Ribosylierung der a-Untereinheit von G, Proteinen und verhindert so die Interaktion des Gy,
Proteins mit dem Rezeptor. Das G Protein verbleibt im GDP-gebundenen, inaktiven Zustand

und der Gj,-abhangige intrazellulare Signalweg wird inhibiert.

Fir G Proteine stehen derzeit noch keine spezifischen Inhibitoren zur Verfligung. Allerdings
kann durch den permanenten Gs Protein-Aktivator Cholera Toxin (CTX) eine Agonist-
vermittelte Aktivierung von G Proteinen maskiert werden. CTX ist ein Exotoxin, welches von
dem Bakterium Vibrio cholerae produziert wird. Ebenfalls durch eine ADP-Ribosylierung wird
die intrinsische GTPase-Aktivitdt des Gas Proteins aufgehoben und das G Protein verbleibt
durch die irreversible Kopplung an GTP im aktiven Zustand, somit wird der Gs-abhangige
Signalweg maskiert. Dadurch kommt es bei CTX-behandelten Zellen zu keiner weiteren
Agonist-vermittelten Aktivierung der Adenylylzyklasen und damit zu einer Maskierung des

Agonist- und Rezeptor-vermittelten Effektes auf G Proteine.

Der Ggi1-Inhibitor FR 900359 (FR) wird aus der Pflanze Ardisia crenata isoliert. FR
verhindert den Nukleotidaustausch innerhalb der Gagqs-Untereinheit und inhibiert so G-

abhangige Signalwege.

1.1.2 Muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren

Die muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren (mAChRs) sind metabotrope Rezeptoren und
gehdren zu der Familie A der GPCRs. Die Rezeptor-Familie der mAChRs besteht aus flnf
Subtypen, M1-M5, welche sowohl im Zentralen Nervensystem (ZNS), als auch in der
Peripherie exprimiert werden (Caulfield, 1993). In der Peripherie vermitteln die mAChRs
parasympathische Wirkungen an der glatten Muskulatur, den Driisen und am Herzen. Im
ZNS sind sie vor allem an motorischen und kognitiven Prozessen beteiligt. mAChRs werden
sowohl pra-, als auch postsynaptisch exprimiert. Prasynaptisch fungieren sie als
Autorezeptoren und kontrollieren so die Neurotransmitter-Ausschittung, postsynaptisch

dienen sie der Reizweiterleitung.

Durch die Einfihrung des Anti-Ulkus Medikamentes Pirenzepin, ein Antagonist an
muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren mit einer Pravalenz fir den M1-Subtyp, wurde

ersichtlich, dass verschiedene Subtypen dieser Rezeptor-Familie existieren (Hammer et al.,
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1980). Bis heute konnte die Existenz finf verschiedener Subtypen nachgewiesen werden
(Kubo et al., 1986; Bonner et al., 1987; Peralta et al., 1987). Diese flnf Subtypen, M1-M5,
kénnen aufgrund ihrer Kopplungspraferenz weiter unterteilt werden. M1-, M3- und M5-
Rezeptoren koppeln bevorzugt an G4 Proteine, M2- und M4-Rezeptoren an G, Proteine
(Caulfield, 1993). Wahrend die dritte intrazelluldre Schleife in ihrem C-Terminus hoch
konserviert unter allen finf Subtypen ist, ist die N-terminale Sequenz der dritten Schleife nur
innerhalb der funktionellen Gruppen (M1/M3/M5 und M2/M4) konserviert, was eine wichtige
Rolle der dritten intrazelluldren Schleife in der G Protein Praferenz nahe legt (Wess et al.,
1990, Hulme et al., 1990; Wess, 1993; Wess, 1996, Wess et al., 1997).

Die Acetylcholin-Bindungsstelle befindet sich tief innerhalb des heptahelikalen Biindels und
wird auch als ,orthosterische“ Bindungsstelle bezeichnet (ortho-, griechisch: richtig). Die
Aminosauren der orthosterischen Bindungstasche sind innerhalb der finf Subtypen hoch-
konserviert (Hulme et al.,, 1990), weswegen orthosterische Liganden keine Subtyp-
Selektivitat, sondern allenfalls eine in vivo Pravalenz aufweisen (Eglen, 2005). Eine Therapie
mit Muskarin-Liganden ist dadurch haufig mit Nebenwirkungen belastet, da alle Rezeptor-

Subtypen durch diese Liganden beeinflusst werden.

Da in den meisten Organen und Geweben mehrere Rezeptor-Subtypen nebeneinander
exprimiert werden, war eine Zuordnung der physiologischen Funktionen zu den
verschiedenen Subtypen zunachst schwierig. Durch die Einfihrung von Maus-Modellen,
welche aufgrund von gentechnischen Veranderungen einzelne Rezeptor-Subtypen nicht
exprimieren koénnen, gelang es schlielllich die Physiologie der mAChRs besser zu
untersuchen (Wess, 2004).

Der im Rahmen dieser Arbeit untersuchte M1-Subtyp befindet sich vorwiegend im Cortex
und Hippocampus des Gehirns (Levey et al., 1991, 1995) und vermittelt dort vor allem
motorische und kognitive Funktionen. Untersuchungen an M1-mutierten Mausen machten
die Rolle des M1-Rezeptors in der kognitiven Entwicklung deutlich (Anagnostaras et al.,
2003). Aus diesem Grund stellt der M1-Rezeptor-Subtyp eine wichtige Zielstruktur in der
Therapie des Morbus Alzheimer’s als auch der Schizophrenie dar (Caulfield und Straughan,
1983; Raedler et al., 2003; Scarr et al., 2008, Langmead et al., 2008). Jedoch konnten
aufgrund fehlender Subtyp-Selektivitat und dadurch bedingten Nebenwirkungen bisher noch
keine M1-Rezeptor Agonisten in die Arzneimittel-Therapie etabliert werden (Langmead et al.,
2008).
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Subtyp Lokalisation Physiologische Bedeutung

M1 ZNS: Kognitive Funktionen: Lernprozesse und
Cortex Gedéachtnisleistung
Hippocampus Motorische Aktivitat
Striatum Hemmung der striatalen Dopamin-Ausschittung
Peripherie:
Magen

M2 ZNS: Regulierung der Herzfrequenz
Hippocampus Antinozizeption
Peripherie: Forderung der Kontraktion der glatten Muskulatur
Herz
Glatte Muskulatur

M3 ZNS: Kontraktion glatter Muskulatur
Mesencephalon Insulin-Sekretion
Peripherie: Nahrungsaufnahme
Glatte Muskulatur ~ Salivation
Drisen

M4 ZNS: Antinozizeption
Striatum Motorische Kontrolle
Cortex
Hippocampus

M5 ZNS: Vasodilatation

Substantia nigra Motorische Regulation

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Gewebe-Verteilung und die physiologischen Funktionen
muskarinischer Acetylcholin-Rezeptoren.

Tabelle 1 gibt nur eine Auswahl der wichtigsten Effekte und Gewebe wider (Levey et al.,
1994; Caulfield und Birdsall, 1998; Wess, 2003; Wess, 2004).

1.1.2.1 Muskarinische Acetylcholin-Rezeptor Liganden in der Therapie

Aufgrund der ubiquitdaren Verteilung muskarinischer Acetylcholin-Rezeptoren im
menschlichen Korper ergeben sich vielfaltige Indikationen fir den Einsatz muskarinischer
Liganden. Durch die mangelnde Organ- und Subtyp-Selektivitat ist die klinische Bedeutung

cholinerger Liganden allerdings begrenzt.

Parasympathomimetika: Agonisten der mAChRs werden in der Therapie der

postoperativen Darm- und Blasenatonie (Bethanechol, Myocholine-Glenwood®) sowie in der
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Therapie des Engwinkel-Glaukoms (Pilocarpin, z.B. Pilomann®) angewendet.

Parasympatholytika: Vor allem bei Patienten mit chronisch-obstruktiver Lungenerkrankung
(COPD) spielen antimuskarinische Wirkstoffe, wie zum Beispiel Ipratropium (Atrovent®) oder
Tiotropium (Spiriva®), eine wichtige Rolle. Durch die lokale (inhalative) Gabe dieser
Substanzen sind systemische Nebenwirkungen eher gering ausgepragt. Eine systemische
Anwendung cholinerger Antagonisten ist zum Beispiel bei Gallen- und Nierenkoliken (N-
Butylscopolamin, z.B. Buscopan®) oder bei Morbus Parkinson (Biperiden, z.B. Akineton®)
indiziert. Aufgrund der Atropin-artigen Nebenwirkungen spielt Biperiden in der Therapie des
Morbus Parkinson‘s allerdings eher eine untergeordnete Rolle. Atropin kann als ZNS-
gangiger Antagonist an muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren bei Organophosphat-
Vergiftungen als Antidot eingesetzt werden. Das ebenfalls ZNS-gangige Atropin-Derivat

Scopolamin (z.B. Scopoderm TTS®) wird bei Kinetosen verwendet.

Des Weiteren werden auch einige Subtyp-pravalente Antagonisten in der Arzneimittel-
Therapie eingesetzt, wie zum Beispiel Pirenzepin (Gastrozepin®); ein Medikament, welches
bei peptischen Erkrankungen angewendet wird und eine M1-Rezeptor Pravalenz aufweist.
Allerdings wurde auch dieser Wirkstoff durch andere, besser vertragliche Substanzen
weitgehend aus der Therapie verdrangt. Die M3-Rezeptor pravalenten Antagonisten
Darifenacin (Emselex®), Solifenacin (Vesikur®) und Fesoferodin (Toviaz®) werden in der

Indikation der Uberaktiven Blase eingesetzt.

1.2 Rezeptor-Theorie der multiplen aktiven Rezeptorzustande

Ging man zunachst von einem Rezeptormodell aus, indem es nur einen aktiven und einen
inaktiven Rezeptorzustand gibt, haufen sich jetzt die Hinweise, dass verschiedene Agonisten
unterschiedliche, aktive Rezeptor-Konformationen induzieren kénnen (Krumins und Barber
1997; Ghanouni et al., 2001). In der Folge kénnen diese unterschiedlichen, aktiven
Rezeptorzustande selektiv zu einer Aktivierung einzelner Signalwege fihren (Kenakin, 1997;
Kenakin, 2003). Liganden koénnen unterschiedliche Affinitdten zu den verschiedenen
Rezeptor-Konformationen aufweisen und diese somit bevorzugt induzieren bzw. stabilisieren
(Burgen, 1966; Kenakin, 1996). Dieses Phanomen konnte bisher nur fir wenige Rezeptor-
Typen beobachtet werden, zum Beispiel flir Cannabinoid- (Glass und Northup, 1999), 5-
HToanc- (Berg et al., 1998) und a4- und B-Adrenorezeptoren (Perez et al., 1996; Zuscik et al.,
1998; Ubersichtsarbeit: Kenakin, 2003). Jedoch ergaben sich durch die Untersuchungen an
muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren durch Akam et al. (2001) Hinweise darauf, dass

auch in Muskarin-Rezeptoren unterschiedliche Rezeptor-Konformationen stabilisiert werden
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kénnen, die zu einer veranderten Signaltransduktion auf G Proteine unterschiedlicher
Familien flUhren. Diese Befunde stiitzen die Hypothese, dass die Bindung unterschiedlicher
Agonisten an den Rezeptor zu einer selektiven Aktivierung einzelner Signalwege durch die
Rekrutierung verschiedener G Protein-Subtypen flhren kann, was als ,stimulus trafficking*
bezeichnet wird (Kenakin 1995b; Kenakin 1997). Kénnen Rezeptoren verschiedene G
Protein-Subtypen aktivieren, wirden Agonisten mit hoher intrinsischer Aktivitat vermutlich
alle G Proteine aktivieren, die auch durch den endogenen Liganden aktiviert werden kdnnen
(Neubig, 1998). Agonisten mit geringerer intrinsischer Aktivitdt kdnnten hingegen nur die vom

jeweiligen Rezeptor préaferierte G Protein Familie aktivieren (Neubig, 1998).

1.2.1 Allosterie

Neben der orthosterischen Bindungstasche, an die der endogene Ligand bindet, verfiigen
Rezeptoren haufig auch noch Uber ,allosterische” Bindungsstellen. Die Bindungsstelle
allosterischer Modulatoren wird definiert als topographisch unterschiedlich zu der
Bindungsstelle des endogenen Liganden (Neubig et al.,, 2003; Conn et al.,, 2009).
Allosterische Liganden koénnen einerseits die Bindung eines Orthosters modulieren,
andererseits konnen sie jedoch auch selbst die Rezeptor-Aktivitdt beeinflussen
(Christopoulos und Kenakin, 2002; Christopoulos, 2002). In Abhangigkeit ihres Effektes auf
den orthosterischen Liganden unterscheidet man zwischen positiven allosterischen
Modulatoren (PAMs), wenn sie die Bindung des Orthosters an den Rezeptor férdern, und
negativen allosterischen Modulatoren (NAMs), wenn sie die Bindung des Orthosters
hemmen; Uben sie keinen Effekt auf das Orthoster aus, werden sie als stille allosterische
Modulatoren (SAMs) bezeichnet. Es handelt sich hierbei um eine kooperative und nicht um
eine kompetitive Interaktion (Christopoulos und Kenakin, 2002). Sowohl der allosterische als
auch der orthosterische Ligand filhren zu einer Anderung der Rezeptor-Konformation,
dadurch kann es zu einer gegenseitigen Beeinflussung der beiden Liganden kommen
(Monod et al., 1963). Ein grof3er Vorteil der allosterischen Bindungstasche ist, dass diese im
Gegensatz zu der orthosterischen zwischen den einzelnen Subtypen einer Rezeptor-Familie
weniger konserviert ist (Wess, 2005; Gao und Jacobson, 2006; Christopoulos, 2014). Durch
die Bindung an allosterische Areale kann folglich eine Subtyp-Selektivitat generiert werden.
Derzeit werden hauptsachlich orthosterisch-bindende Liganden zur Rezeptor-Modulation
eingesetzt, die den Nachteil haben, dass sie an alle Subtypen binden kénnen. Da die
unterschiedlichen Subtypen der mAChRs vielfaltige physiologische Aufgaben im
menschlichen Koérper vermitteln, fihrt eine unselektive Modulation aller Subtypen

zwangslaufig zu unerwinschten Wirkungen. Durch die Entdeckung weiterer, allosterischer
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Bindungsareale innerhalb des Rezeptor-Proteins, die weit weniger konserviert sind, als die
Bindungsstelle des endogenen Liganden, wurde die Basis fir Subtyp-selektive Substanzen

generiert.

Neben der Subtyp-selektiven Rezeptor-Bindung bieten allosterische Modulatoren weitere
Vorteile in der Therapie (z.B. Tu€ek und Proska, 1995; Christopoulos und Kenakin, 2002;
Birdsall und Lazareno, 2005; Wess, 2005). Dadurch, dass sie ihren Effekt nur in
Abhangigkeit des endogenen Liganden im Koérper ausuben, ist der Maximaleffekt des
Allosters durch die Kooperativitdt mit dem korpereigenen, orthosterischen Liganden
vorgegeben. Der Effekt des Allosters ist sattigbar und unterliegt folglich weniger der Gefahr
einer Uberdosierung. Zudem wirde der Effekt des allosterischen Liganden nur dann
eintreten, wenn der endogene Ligand ebenfalls an den Rezeptor gebunden vorliegt. Das
Alloster entfaltet seine Wirkung dann synchron mit der physiologischen Ausschittung des
endogenen Liganden, zum Beispiel des Neurotransmitters Acetylcholin. Die Rezeptor-
Aktivierung und Signaltransduktion wirde durch das Alloster nur verstarkt werden, das
raumliche und zeitliche Profil der Rezeptor-Aktivierung wirde jedoch weiterhin unter
physiologischen Bedingungen ablaufen. Aufgrund dessen werden allosterische Modulatoren
am M1-Rezeptor in der Therapie des Morbus Alzheimer’s diskutiert. In der Pathogenese der
Alzheimer’schen Krankheit kommt es zum Untergang cholinerger Neuronen und damit zu
einem Mangel an Acetylcholin im Gehirn. Die Gehirnstrukturen des Hippocampus und des
Cortex sind mal3geblich an der Gedachtnisleistung und an kognitiven Prozessen beteiligt,
weswegen der M1-Rezeptor, der in diesen Hirngebieten vorwiegend exprimiert wird, im
Fokus der Alzheimer-Forschung steht. Bisher wurde jedoch aufgrund mangelnder Subtyp-
Selektivitdt und damit einhergehenden schwerwiegenden Nebenwirkungen noch kein
Agonist an mAChRs in dieser Indikation zugelassen. Xanomelin zeigte eine M1/M4-Rezeptor
Pravalenz und konnte die kognitiven Funktionen in Patienten mit Morbus Alzheimer
verbessern, erlangte jedoch aufgrund von Nebenwirkungen, die durch M2- und MS3-
Rezeptoren vermittelt wurden, nicht die Zulassung auf dem Arzneimittel-Markt (Foster et al.,
2014). Eine Férderung der Bindung und des Effektes von endogenem Acetylcholin an M1-
Rezeptoren durch eine allosterische Modulation stellen demnach interessante
Wirkmechanismen dar. Die verminderte Acetylcholin-Ausschittung im Gehirn in Folge einer
Alzheimer-Erkrankung kénnte so durch eine Verstarkung des Effektes durch allosterische

Modulatoren ausgeglichen werden.

Benzodiazepine sind die ersten allosterischen Modulatoren, die in die Therapie eingefiihrt
worden sind. Sie binden abseits der Bindungsstelle fir die y-Aminobuttersaure (GABA) an

den GABAs-Rezeptor, welcher zu der Klasse der Ligand-gesteuerten lonenkanale gehort
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und verstarken die Wirkung von GABA auf inhibitorische Neurone.

Untersuchungen von Alkanbisammonium-Verbindungen an Meerschweinchen-Vorhofen
fuhrten erstmals zu der Erkenntnis, dass auch GPCRs, in diesem Fall der muskarinische M2-
Rezeptor, sensitiv gegenlber einer allosterischen Modulation sind (Ldllmann et al., 1969).
Ellis et al. (1991) konnten zeigen, dass alle funf Subtypen der mAChRs durch allosterisch-
bindende Substanzen moduliert werden kdénnen. Fur die muskarinischen Acetylcholin-
Rezeptoren wurden bisher mindestens zwei unterschiedliche allosterische Bindungsareale
entdeckt (Christopoulos, 2002; Mohr et al., 2003; Birdsall und Lazareno, 2005). Die ,common
allosteric binding site“ (Ellis und Seidenberg, 1992), die am besten untersucht wurde,
befindet sich innerhalb der extrazellularen Schleifen, oberhalb der orthosterischen
Bindungstasche (Leppik et al., 1994; ProSka und Tucek, 1994; Jakubik und Tucek, 1994;
Mohr et al., 2010). Orthosterische Liganden missen diese allosterische Bindungstasche
passieren, bevor sie zu ihrem Bindungsort gelangen, deswegen fiihren Allostere in
muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren in der Regel zu einer Hemmung der Assoziation

und einer Verzdgerung der Dissoziation des Orthosters (Mohr et al., 2003).

Allosterische Modulatoren flir die muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren befinden sich
derzeit noch nicht in klinischen Studien, jedoch konnten bereits einige Subtyp-selektive
allosterisch-bindende Liganden gefunden werden. BQCA ist ein Alloster ohne agonistische
Aktivitdt, es kann jedoch die Wirkung von Acetylcholin an M1-Rezeptoren signifikant
verstarken ohne einen Effekt auf die Wirksamkeit von Acetylcholin an M2-, M3- und M4-

Rezeptoren auszuliben (Ray et al., 2008).

Die FDA hat im Jahr 2004 den ersten allosterischen Modulator an G Protein-gekoppelten
Rezeptoren zugelassen; Cinacalcet (Mimpara®), ein Medikament zur Behandlung des
sekundaren Hyperparathyreoidismus (Block et al., 2004; Lindberg et al., 2005). Cinacalcet
steigert die Empfindlichkeit des Calcium-sensitiven Rezeptors der Nebenschilddrise
gegeniiber extrazelluldrem Ca®* und vermindert so die Ausschiittung des Parathormons
(Nagano und Nemeth, 2005).

Im Jahr 2007 wurde mit Maraviroc (Celsentri®) der erste allosterische Modulator an einem G
Protein-gekoppelten Rezeptor der Rhodopsin-Familie zugelassen. Maraviroc ist ein
allosterischer Antagonist am CCR5-Rezeptor und wird in der HIV-Therapie eingesetzt. Durch
die selektive Bindung von Maraviroc an diesen Rezeptor wird das Eindringen des HI-Virus'

verhindert.
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1.2.1.1 Dualsterische Liganden

Durch das Konzept der dualsterischen Hybridliganden nutzt man die simultane Bindung an
die konservierte orthosterische Bindungsstelle, um den Rezeptor mit hoch-affinen
Substanzen zu aktivieren bzw. zu inhibieren (message) und an eine weniger stark
konservierte allosterische Bindungstasche, um eine Subtyp-Selektivitdt der Liganden zu
generieren (address) (Antony et al., 2009). Orthoster und Alloster sind durch eine geeignete
.Linker“-Kette miteinander verbunden. Die Lange der ,Linker‘-Kette sollte so gewahlt
werden, dass die einzelnen Bausteine so an den Rezeptor binden kdnnen, wie sie auch

ohne den jeweils anderen Baustein binden wiirden.

Bock et al. (2012) gelang es mithilfe von dualsterischen Liganden zu zeigen, dass das
Kopplungsverhalten des M2-Rezeptors hoch sensitiv von der Flexibilitat der allosterischen
Bindungstasche abhangt. Durch den gezielten Einsatz speziell dafir entwickelter
Hybridliganden kann die Signaltransduktion des M2-Rezeptors folglich kontrolliert werden.
Infolge einer Rezeptor-Aktivierung kommt es zu einer Konformationsanderung des Rezeptor-
Proteins, welche das allosterische Vestibll miteinschliel3t; diese Umlagerung spielt eine
wichtige Rolle bei der nachfolgenden G Protein-Aktivierung (Wess et al., 2008; Mohr et al.,
2010). Wird das allosterische Bindungsareal durch einen Liganden besetzt, kann die
Konformationsanderung nicht, beziehungsweise nicht in vollem AusmalR stattfinden und die

nachgeschaltete G Protein-Aktivierung kann dadurch beeintrachtigt werden.

Um den Einfluss der Flexibilitdt der allosterischen Bindungstasche am M1-Rezeptor zu
untersuchen, wurden CHO-M1 Zellen mit dualsterischen Liganden beprobt, welche zum Teil
denen entsprechen, die von Bock et al. (2012) am M2-Rezeptor getestet wurden. Ausgehend
von dem in Bock et al. (2012) dargestellten Bauprinzip wurde die Art und die Lange der
.Linker‘-Kette im Rahmen dieser Arbeit weiter variiert. Die dualsterischen Liganden, die hier
Anwendung fanden, waren aus Iperoxo, als orthosterischem Baustein aufgebaut, welcher
uber eine Alkyl-Kette unterschiedlicher Lange (6,7,8 oder 10 Methylen-Einheiten) bzw. tber
einen Diamid-,Linker (-fri-) mit dem allosterischen Baustein Phthalimid oder Naphthalimid

verknUpft war.
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Abbildung 1: Aufbau der dualsterischen Liganden am Beispiel von Iper-6-phth.
Weitere Strukturformeln sind in Kapitel 2 widergegeben.

Iperoxo ist ein orthosterischer Agonist mit aulergewdhnlich hoher Affinitat fur die
muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren (Dallanoce et al., 1999; Antony et al., 2009;
Schrage et al., 2013 und 2014). Es leitet sich strukturell von Oxotremorin M ab. Phthalimid
und Naphthalimid sind inverse Agonisten, die an das allosterische Vestibll des Rezeptors
binden. Sie leiten sich von den beiden Strukturen W84 und Naphmethonium ab, die ebenfalls
allosterisch an mAChRs binden und intensiv untersucht worden sind (Ldllmann et al., 1969;
Muth et al.,, 2003; Prilla et al., 2006). Durch die Nutzung von inversen Agonisten als
allosterischem Substituenten wird der Rezeptor nur dann aktiviert, wenn die Liganden in
einem ,dualsterischen” Bindungsmodus an den Rezeptor binden, also die Bindung simultan
an das orthosterische und das allosterische Vestiblil stattfindet und nicht, wenn die Hybride
rein allosterisch binden. Dieser ,functional misfit* der beiden Bausteine wirkt sich folglich
gegenlaufig auf die Rezeptor-Aktivierung aus, weswegen sich die intrinsische Aktivitat und
die Wirksamkeit der Hybridliganden zum Teil hoch signifikant von der Wirkung der

Muttersubstanz Iperoxo unterscheidet (Mohr et al., 2010).

*

Linker-Kette

] Allosterischer Baustein

Orthosterischer
Baustein

Dualsterischer Allosterischer
Bindungsmodus Bindungsmodus

Abbildung 2: Darstellung der méglichen Bindungsmodi dualsterischer Hybridliganden.
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1.2.2 Superagonismus

Der Begriff intrinsische Aktivitat beziehungsweise ,efficacy“ wurde 1956 von Stephenson
gepragt und beschreibt die Fahigkeit eines Rezeptor-gebundenen Liganden eine
physiologische beziehungsweise pharmakologische Zellantwort auszulésen (Stephenson
1956). Die ,efficacy®, auch als E..~Wert bezeichnet, beschreibt ein relatives Phanomen,
denn in der Regel wird der Effekt, der durch einen Agonisten ausgeldst wird, in Relation zu
dem Effekt, der durch den endogenen Liganden generiert wird, gesetzt. Demzufolge kénnen
unterschiedliche Agonisten aufgrund ihrer intrinsischen Aktivitat relativ zum endogenen
Liganden eingeordnet werden. Entspricht der E.-Wert einer Substanz dem maximalen
Effekt des endogenen Agonisten, wird diese Substanz als Vollagonist bezeichnet. Liganden,
die auch in Rezeptor-sattigenden Konzentrationen nur eine submaximale Zellantwort
hervorrufen, werden als Partialagonisten charakterisiert (Kenakin 1985; Rosenbaum et al.,
2009; Nygaard et al., 2013). Neueren Untersuchungen zufolge kdnnen synthetische
Liganden jedoch auch eine maximale Zellantwort generieren, die groRer ist als die, welche
durch den endogenen Liganden ausgelést wird. Ein solches Verhalten wird als
Superagonismus bezeichnet (z.B. Schrage et al., 2013; Ubersichtsarbeiten: Smith et al.,
2011; Langmead und Christopoulos, 2013; Schrage et al., 2016).

Der Begriff ,Superagonismus® kommt vor allem im Bereich der Immunologie vor (z.B. Chen
et al., 2000; Beyersdorf et al., 2005), wird jedoch seit einigen Jahren auch in der Rezeptor-
Pharmakologie der G Protein-gekoppelten Rezeptoren angewendet (Tan et al.,, 2002;
Niemczyk et al., 2010; Schrage et al., 2013; Ubersichtsarbeiten: Smith et al., 2011;
Langmead und Christopoulos, 2013; Schrage et al., 2016). Im Feld der GPCRs bezeichnet
der Begriff ,Superagonist” eine synthetisch hergestellte Substanz, die eine hdhere

intrinsische Aktivitat (,efficacy“) am Rezeptor aufweist, als der endogene Ligand.

Neben verschiedenen anderen GPCRs, wie zum Beispiel dem Ghrelin-Rezeptor (Bennett et
al., 2009), dem Subtyp 4 des humanen Somatostatin-Rezeptors (Engstréom et al., 2005) und
dem humanen Thyrotropin releasing-hormon Rezeptor (Thirunarayanan et al., 2012) konnte
auch fir den muskarinischen M2-Rezeptor (Schrage et al., 2013) gezeigt werden, dass
synthetische Liganden eine hdhere intrinsische Aktivitdt am Rezeptor aufweisen kénnen, als

der endogene Ligand.

Das Phanomen des Superagonismus‘ wird haufig in pharmakologischen Assays nicht
aufgedeckt (Smith et al., 2011), da vor allem ,second messenger assays“ einer hohen
Signalamplifikation unterliegen kénnen (Milligan, 2003), welche zu einer Maskierung von

unterschiedlichen intrinsischen Aktivitaten verschiedener Agonisten flihren kann (vgl. Holst et

12
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al., 2005 mit Bennett et al., 2009). Durch eine Messung der Rezeptor-Aktivierung anhand
eines Effektor-Proteins, welches in der Signalkaskade nah an der Rezeptor-Aktivierung liegt,
kénnen die E..-Werte unterschiedlicher Agonisten folglich besser miteinander verglichen
werden (Strange, 2008), da diese Zellantwort weniger durch eine Signalamplifikation
beeinflusst wird (Milligan, 2003).

1.2.2.1 Rezeptor Reserve (,,spare receptors®)

Stehen in einem System mehr Rezeptoren zur Verfigung, als zur Generierung einer
maximalen Zellantwort bendtigt werden, wird dieses als Rezeptor Reserve bezeichnet. In
einem System mit hoher Rezeptor Reserve kann bereits die Aktivierung einer geringen
Fraktion der Rezeptor-Population ausreichen, um eine maximale Zellantwort zu generieren,
dadurch wird der super- oder partialagonistische Charakter von Liganden haufig maskiert. In
einem System ohne Rezeptor Reserve entspricht die Wirksamkeit der Affinitat (ECso= Kp).
Weichen Wirksamkeit und Affinitat signifikant voneinander ab, ist das ein starkes Indiz fir

.Spare receptors®.

1.3 Promiskuitive G Protein-Aktivierung

G Protein-gekoppelte Rezeptoren zeigen immer eine Kopplungspraferenz, trotzdem kdnnen
sie haufig mit mehr als einer G Protein-Klasse interagieren. Dieses Phanomen wird als
promiskuitive G Protein-Aktivierung bezeichnet und wird vor allem in rekombinanten
Zellsystemen beobachtet, in denen die Rezeptoren Uberexprimiert wurden (Haga et al.,
1989; Kenakin, 1995a; Burford et al., 1995; Akam et al., 2001; Thomas et al., 2008). Neben
anderen Rezeptoren sind auch muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren zur promiskuitiven G
Protein-Aktivierung befahigt. Der muskarinische M1-Rezeptor kann neben G4, Proteinen
auch G und G, Proteine aktivieren und deren jeweilige Signalkaskaden auslésen (Akam et
al., 2001; Thomas et al., 2008). Ob auch endogen exprimierte M1-Rezeptoren promiskuitiv G
Proteine verschiedener G Protein-Familien aktivieren kdnnen, und dieses Phanomen damit
eine physiologische Relevanz aufweist, konnte bisher noch nicht gezeigt werden. Die Daten
beschranken sich derzeit auf die Promiskuitat, der in rekombinanten Zellsystemen exogen
exprimierten M1-Rezeptoren (Akam et al., 2001; Thomas et al., 2008). Fiur den D1-Dopamin-
Rezeptor konnten Jin et al. (2001) jedoch in nativem Hirngewebe von Ratten zeigen, dass
diese Rezeptor-Subtypen sowohl G als auch G411 Proteine aktivieren konnen und damit eine

physiologische Relevanz der promiskuitiven G Protein-Aktivierung aufzeigen. Die
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Signalwege mit sekundarer Praferenz werden haufig erst in hohen Agonist-Konzentrationen

aktiviert, wohingegen das praferierte G Protein bereits in niedrigen Dosen rekrutiert wird.

1.4 ,,Cross-talk“

Neben einer unabhangigen Aktivierung verschiedener G Protein-Klassen kénnen sich die
Signalwege verschiedener G Protein-Familien Uber Konvergenz-Punkte gegenseitig
beeinflussen. Ein moglicher Konvergenz-Punkt zwischen Gagq4 und der By-Untereinheit der
Gi, Proteine ist die Aktivierung der Phospholipase C (z.B. Exton, 1996) und daraus folgend
ein synergistischer Effekt der beiden G Protein-Klassen auf die Generierung von
intrazellularem |IP3. Durch den Zusatz von Pertussis Toxin (PTX) kann der Aktivierungs-
Mechanismus der Phospholipase C genauer beleuchtet werden, da nur G;, Proteine sensitiv

gegenlber diesem Inhibitor sind (Blank et al., 1991).

1.4.1 Adenylylzyklasen

Ein weiterer Konvergenz-Punkt besteht auf Héhe der Adenylylzyklasen (ACs), die durch eine
Vielzahl von Effektor-Proteinen beeinflusst werden kénnen. Insgesamt wurden bisher neun
Membran-gebundene Isoformen der Adenylylzyklasen identifiziert, welche sich in ihrer
Gewebeverteilung und in der Art ihrer Regulation stark unterscheiden (z.B. Hanoune et al.,
1997; Simonds, 1999; Chern, 2000; Patel et al., 2001). Demzufolge ist die Art der mdglichen
Interaktion unterschiedlicher Effektor-Proteine abhangig vom untersuchten Gewebe und den

darin exprimierten Isoformen der Adenylylzyklasen.

Gy, und G, Proteine haben einen gegenlaufigen Effekt auf Adenylylzyklasen, G, hemmen
ACs, G; Proteine stimulieren diese. Dieser direkte Effekt der Gs und G;, Proteine wird Uber
die a-Untereinheit des jeweiligen G Proteins ausgeldst. Allerdings kann auch die By-
Untereinheit verschiedener G Protein-Klassen einen synergistischen Effekt mit Gas Proteinen
auf die ACs ausuben. Die Aminosaure-Sequenz der Adenylylzyklasen besteht aus
unterschiedlichen Epitopen, die eine separate Bindung und Interaktion von as, a; und By-
Untereinheiten ermdglicht (Taussig et al.,, 1993 und 1994). Die Konzentration an By-
Untereinheiten, die fir eine Aktivierung von Adenylylzyklasen des Subtyps II, IV und VII
erforderlich ist, ist weitaus groRer, als die bendtigte Konzentration an Gas-Untereinheiten
(Tang und Gilman, 1992), demzufolge werden die Adenylylzyklasen nicht durch die By-

Untereinheit des G, Proteins aktiviert, sondern durch die Untereinheit eines G Proteins,
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welches in einem viel héheren Ausmald simultan aktiviert wird (Tang und Gilman, 1992). In
nativem Gewebe, wie zum Beispiel Hirngewebe handelt es sich hierbei vermutlich um By-
Untereinheiten, die von G;, Proteinen abdissoziiert sind, da diese G Proteine zumindest im
Gehirn Uberwiegend vorkommen (Tang und Gilman, 1992; lyengar, 1993). Neben den
verschiedenen G Protein-Familien kdénnen jedoch auch noch weitere Effektoren einen
Einfluss auf Adenylylzyklasen ausiiben. Vorherige Studien haben gezeigt, dass Ca?,
abhangig von der jeweiligen Isoform der Adenylylzyklasen einen hemmenden, einen
stimulierenden oder gar keinen Effekt auf die Adenylylzyklasen austiben kann (z.B. Hanoune
et al., 1997). Der jeweilige molekulare Mechanismus ist abhangig vom Zelltyp und den darin
exprimierten Isoformen der Adenylylzyklasen und dient im nativen Gewebe vermutlich der
Feinanpassung intrazellularer Signalkaskaden, da sowohl unterschiedliche Rezeptoren als
auch unterschiedliche G Proteine Einfluss auf die, durch Adenylylzyklasen ausgelOste,

Zellantwort haben kénnen.

1.5 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen der Forschergruppe ,FOR 2372 durchgeflihrt. Ziel
dieser Arbeit war es, das Signaltransduktions-Repertoire des muskarinischen M1-Rezeptors
genauer zu beleuchten. Bisher ist nur wenig tber den Mechanismus der promiskuitiven G
Protein-Aktivierung bekannt. Welche Voraussetzungen muissen im Rezeptor-Protein erfiillt
sein, damit der Rezeptor mehr als eine G Protein-Klasse aktivieren kann? Fur die
Untersuchung der Signalwegs-Aktivierung wurden sowohl die drei orthosterischen Agonisten

Acetylcholin, Carbachol und Iperoxo, als auch dualsterische Hybridliganden eingesetzt.

Durch die simultane Bindung der dualsterischen Liganden an das orthosterische und
allosterische Vestiblil sollte die Flexibilitat des Rezeptor-Proteins, welche flir eine ungestoérte
Rezeptor-Aktivierung unbedingt erforderlich ist, eingeschrankt werden. Bock et al. (2012)
konnten bereits flir den muskarinischen M2-Rezeptor zeigen, dass es mdglich ist mittels
dualsterischer Liganden eine Signalwegs-Selektivitat (,biased signaling“) zu generieren.
Dabei konnten sie wichtige Einblicke in die Struktur-Wirkungsbeziehungen der eingesetzten
Hybridliganden gewinnen. Sie postulierten, dass eine Restriktion der Flexibilitdét der
allosterischen Bindungstasche vor allem die Rekrutierung von G Proteinen einschrankt, die
mit sekundarer Praferenz aktiviert werden. Der préferierte Signalweg wird durch die
verminderte Flexibilitdt im allosterischen Vestibll weniger beeinflusst. Folglich hangt die
promiskuitive G Protein-Aktivierung wesentlich von der Konformation allosterischer

Bindungsareale ab. Dieses Konzept sollte im Rahmen dieser Arbeit auf den M1-Rezeptor-
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Subtyp Ubertragen werden, um zu prifen, ob das von Mohr und Kollegen entwickelte Prinzip
der dualsterischen Modulation der Signalwegs-Aktivierung Subtyp-tbergreifende Bedeutung
hat (Bock et al., 2012).

Neben der Untersuchung der unabhangig voneinander ablaufenden Aktivierung der
verschiedenen G Protein-Familien, sollte im weiteren Verlauf getestet werden, ob sich die
verschiedenen Signalkaskaden der G Proteine gegenseitig beeinflussen kénnen, also ob ein
,Cross-talk“ zwischen den drei G Proteinen G411, Gs und Gy, besteht. Durch Konvergenz-
Punkte in den Signalkaskaden der verschiedenen G Protein-Klassen konnen sich die
jeweiligen Signalwege gegenseitig verstarken oder hemmen. In einer Ubersichtsarbeit von
Exton (1996) wurde ein ,Cross-talk® zwischen Gy11 und By-Untereinheiten der Gy, Proteine
diskutiert; beide aktivieren die Phospholipase C und erhéhen dadurch die intrazellulare 1P3-
Konzentration. Durch den Einsatz des spezifischen Gy, Protein-Inhibitors PTX sollte im
Rahmen dieser Arbeit eine Beteiligung der Gj, Proteine an der Ggys-abhdngigen

Signalkaskade des M1-Rezeptors untersucht werden.

Auch die Adenylylzyklasen (ACs), welche Schllsselenzyme in der Gs- und Gy,-abhangigen
Signaltransduktion sind, kénnen auf vielfaltige Weise moduliert werden und stellen ebenfalls
eine potentielle Zielstruktur flr einen ,Cross-talk” dar. Neben diesen beiden G Protein-
Klassen kénnen sowohl By-Untereinheiten verschiedener G Proteine als auch Ca®*, welches
in Folge einer G141 Protein-Aktivierung freigesetzt wird, einen Effekt auf ACs austben (z.B.
Hanoune et al.,, 1997). Im Rahmen dieser Arbeit sollte getestet werden, ob die
Signalkaskade des muskarinischen M1-Rezeptors einem solchen ,Cross-talk® unterliegt. Der
Einsatz verschiedener G Protein-Inhibitoren (PTX und FR) bzw. Aktivatoren (CTX) sollte
Aufschluss Uber den Mechanismus der cAMP-Synthese in CHO-M1 Zellen geben. Mithilfe
des Ca®* Chelators BAPTA-AM sollte intrazelluldres Ca** abgefangen werden, um so eine
maogliche Beteiligung Gy11-abhangiger Signalwege an der Modulation von Adenylylzyklasen

zu detektieren.

Mithilfe der spezifischen G Protein-Inhibitoren PTX und FR zur Ausschaltung des G- bzw.
des Ggy1s-Signalweges und des G Protein-Aktivators CTX zur Maskierung einer Agonist-
vermittelten G Protein-Aktivierung, sollten im Rahmen dieser Arbeit tiefergreifende Einblicke

in die Signalkaskade des primar G11-gekoppelten M1-Rezeptors gewonnen werden.
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2 Material

2.1 Eingesetzte Verbindungen

Die eingesetzten Substanzen wurden entweder kauflich erworben oder synthetisiert und zur
Verflgung gestellt von den Arbeitskreisen um Frau Professor Dr. U. Holzgrabe (AK
Holzgrabe), Institut fir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitat Wirzburg, sowie
Herrn Professor Dr. M. De Amici (AK De Amici) vom Pharmazeutischen Institut der

Universitat Mailand.

2.1.1 Orthosterische Agonisten an muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren
Acetylcholiniodid (ACh)

CH
O O\/\Ni ’

/ ~

CH
CH3 H3C 3

Mg: 273,11 g/mol
Artikelnummer: A7000
Hersteller: Sigma Aldrich

Iperoxoiodid
H,C
3~ ,.CHs
N\
O/\_D\ / CH3
N O |

Mg: 324,16 g/mol
AK Holzgrabe/ AK De Amici
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Carbamoylcholinchlorid (Carbachol)

Mg: 182,65 g/mol
Artikelnummer: C4382-1G
Hersteller: Sigma Aldrich

2.1.2 Orthosterische Antagonisten an muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren
und Inverse Agonisten

Atropinsulfat

| 1 2 s0/2

Mg: 676,8 g/mol
Artikelnummer: A0257
Hersteller: Sigma Aldrich
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N-Methylscopolaminbromid (NMS)

HiC

/
H3C
O—

Br
Mg: 398,3 g/mol

Artikelnummer: S8502
Hersteller: Sigma Aldrich

2.1.3 Dualsterische Hybridliganden

Iper-6-phth
O
% HsC
4 HaG, ¢ "
+
N NTTNTN TN \/\/
CHs3 \
O N
=0
Mg: 658,46 g/mol
AK Holzgrabe/ AK De Amici
Iper-6-naph
‘ 0 N—C
O & & CH M
NQ@W e 0
| \/\/\/\N+ 4
O 3 H3C

Mg: 736,58 g/mol
AK Holzgrabe/ AK De Amici
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Iper-7-phth

)

WNW\A'NY}

Mg: 672,49 g/mol
AK De Amici

Iper-7-naph

H5C

3
y@ N
\\/\/\/\/ /\/O N
CH; CH, CH3 \E;O
Mg: 750,61 g/mol
AK De Amici
Iper-8-phth
H,C

\ 4
AN R
\/\/N \C/I-I:%\/O

Mg: 686,52 g/mol
AK Holzgrabe/ AK De Amici
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Iper-8-naph

CHs
O
CH3 CHj3 N

H3C
Mg: 764,63 g/mol
AK Holzgrabe/ AK De Amici
Iper-10-phth
AP HaC
H3C\ \N+ \
N N N TN T \/\/
// CHj \
o N—g

Mg: 714,57 g/mol
AK Holzgrabe/ AK De Amici

Iper-10-naph

“HsC CHy
i CHs
N N i P (0]
\ N 7
CHj CH /
o) 3 H,C

Mg: 792,68 g/mol
AK Holzgrabe/ AK De Amici
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Iper-fri-phth

% H,C CI;HS
3 +
N NH\/\ JK/N /\/
\
NN NF ST NP
/ CH; O \
O N—g
Mg: 627,56 g/mol
AK De Amici
Iper-fri-naph

CHy
NH : 0
\/[kNH/\/ T(\/N\/\
3 CH3 O H3C

Mg: 705,67 g/mol
AK De Amici

2.1.4 Orthosterische Agonisten an Prostaglandin-Rezeptoren

Prostaglandin E, (PGE,)

Mg: 354,5 g/mol
Atrikelnummer: 13010
Hersteller: Cayman Chemical
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2.1.5 Radioliganden

[*H]N-Methylscopolaminchlorid ([*H]NMS)

HiC

HC/
3
kT

~

Cr

Mg: 398,39 g/mol
Artikelnummer: NET636001MC

Hersteller: Perkin Elmer, Deutschland

Der Stern (*) kennzeichnet die Position, an dem Wasserstoff gegen Tritium

ausgetauscht worden ist.

[**S]GTPyS

—N
* s\ Nor TP N o)
§/P\ 2N\ (é/ O ~

0

NH

HO HO OH N

NH,

Mg: 539,2 g/mol
Artikelnummer: NEG0O30H250UC

Hersteller: Perkin Elmer, Deutschland

Der Stern (*) kennzeichnet die Position, an dem ein Sauerstoffatom gegen radioaktiv-

markierten Schwefel (**S) ausgetauscht worden ist.
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2.2 Reagenzien

Bezeichnung Artikel-Nr. Hersteller
R1 Aluminiumchlorid, = 98%, CN86.1 Carl Roth
wasserfrei,sublimiert
R2 Aqua destillata Muilli
(Herstellung mittels Elix®-
Wasseraufbereitung)
R3 Aqua pro analysi Milli
(Herstellung mittels Milli-Q®-
Wasseraufbereitung)
R4 Cholera Toxin (CTX) P7208 Sigma
R5 Dimethylsulfoxid (DMSO) D-5879 Sigma
R6 Dulbecco’s modified Eagle’s 41966029 ThermoFisher
Nahrmedium, high glucose
(DMEM)
R7 Dulbeccos’s phosphatgepufferte P04-36500 PAN Biotech
Kochsalzlésung (PBS)
R8 Emulsifier Safe™ 6013389 PerkinElmer
(Szintillationscocktail)
R9 Ethylendiaminotetraessigsaure- 20271 Gruss
Dinatriumsalz (EDTA), MaRlésung,
100 mM
R10 Fetales Kalberserum P30-3702 Sigma
R11 Folin-Ciocalteaus Phenolreagenz 1.09001.0500 Merck
R12 Forskolin A2165 AppliChem
R13 FR900359 (zur Verfigung gestellt
von Prof. Koénig/Prof.
Kostenis, Institut fir
Pharm. Biologie, Bonn)
R14 L-Glutaminlésung (200 mM) G7513 Sigma
R15 Guanosin-5"-diphosphat-Natrium G7127 Sigma
(GDP)
R16 G418-Disulfat ant-gn Invi
R17 Hanks" balanced salt solution 14025-050 Invi
(HBSS)
R18 HEPES-Natriumsalz A1040,0100 AppliChem
R19 HEPES, freie Saure A1069,0250 AppliChem
R20 HEPES, wassrige Pufferldsung, 1M 15630-056 Invi
R21 HTRF®-cAMP dynamic 2-kit 62AM4PEC Cisbio
R22 HTRF®-IP-One Tb-kit 62IPAPEX Cisbio
R23 HTRF®-phospho ERK 1/2 64ERKPEH Cisbio
(Thr202/Tyr204)
R24 Humanes Serumalbumin A1653 Sigma
R25 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) 15879 Sigma
R26 Isopropanol 100% ZVE
R27 Kaliumdihydrogenphosphat 30407 Sigma
R28 Kalium-Natriumtartrat-Tetrahydrat B6916 Sigma
(KNaC4H406 X 4H20)
R29 Kupfersulfat-Pentahydrat (CuSO4 x  1.02790.0250 Merck
5 H,0)
R30 Magnesiumchlorid-Hexahydrat 31413 RdH

(MgCl; x 6 H,0)
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R31 Natriumbutyrat A11079 Alfa Aesar
R32 Natriumcarbonat (Na,CO3), A3900,0500 AppliChem
wasserfrei
R33 Natriumchlorid (NaCl) 1.06404.1000 Merck
R34 Natriumfluorid, 99,995% 4503.1 Carl Roth
R35 Natronlauge 0,1 M (NaOH) 35263 Fluka
R36 Natronlauge 1 M (NaOH) 35256 Fluka
R37 Nutrient mixture F-12 Ham N-4888 Sigma
R38 Penicillin-Streptomycin-Lésung P-0781 Sigma
(PenStrep)
(Penicillin 10.000 U/ml,
Streptomycin 10mg/ml)
R39 Pertussis Toxin (PTX) BP0372 Biotrend
R40 Polyethylenimin, 50%, wassrige P-3143 Sigma
Lésung (PEI)
R41 Salzsaure 1N (HCI) 23204 Gruss
R42 ThermoClean Blau 002522-0100 Bioanalytic
R43 Trypsin-EDTA-LOsung T-3924 Sigma

2.3 Losungen

L1

L2

L3

L4

L5

L6

Albuminlésung 2mg/ml
30 mg
15ml

humanes Serumalbumin (R24)
HEPES-Puffer (L8)

Aluminiumchloridlésung 2,4 mM in Inkubationspuffer fir DMR-

Messungen (L13)
0,00032 g
1 mi

Aluminiumchlorid (R1)
Inkubationspuffer fir DMR-Messungen (L13)

Aluminiumchloridlésung 2,4 mM in Inkubationspuffer fiir IP1-Messungen

0,00032 g
1 ml

Aluminiumchlorid (R1)
einfach-konzentrierter Stimulationspuffer (R22)

Aluminiumfluoridlésung 1,2 mM in Inkubationspuffer (L13/R22)

1 Tell
1 Teil

Aluminiumchloridiésung 2,4 mM (L2/L3)
Natriumfluoridiésung 80 mM (L24)

Arbeitslosung fiir die Proteinbestimmung nach Lowry

100 Teile
1 Teil
1 Teil

Farblosung fiir die Proteinbestimmung nach Lowry
Folin-Ciocalteaus Phenolreagenz (R11)
Aqua destillata (R2)

1 Teil
4 Teile

2%-ige Natriumcarbonatlésung in 0,1 N Natronlauge (L23)
2%-ige, wassrige Kalium-Natriumtartratiésung (L16)
1%-ige, wassrige Kupfersulfatlésung (L17)
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L7 GDP-Stammlésung (10 mM)
4,65 mg GDP-Natrium (R15)
1 ml Aqua destillata (R2)
Aliquota von 50 ul werden bei -20° C gelagert.

L8  HEPES-Puffer (12,5mM)

1,085 g HEPES-Natriumsalz (R18)

1,986 g HEPES-Saure (R19)

25419 Magnesiumchlorid-Hexahydrat (R30)
7,305¢g Natriumchlorid (R33)

ad 1000 ml  Aqua destillata (R2)
Zur Adjustierung des pH-Wertes auf 7,4 wird NaOH 1M (R36) verwendet.

L9 HEPES-Stamml6ésung (200 mM)
17,353 g HEPES-Natriumsalz (R18)
31,773 g HEPES-Saure (R19)
ad 1000 ml  Aqua destillata (R2)
Zur Adjustierung des pH-Wertes auf 7,4 wird NaOH 1M (R36) verwendet.

L10 Homogenisationspuffer

50 ml HEPES-Stammlésung (200 mM) (L9)
50 ml Na,-EDTA (100 mM) (R9)
400 ml Aqua destillata (R2)

Der Puffer wird bei 2-8° C gelagert.

L11  IBMX-Stammlosung (1M)

2,1mg IBMX (R25)

9,45 pl DMSO (R5)
L12 Inkubationspuffer fiir cAMP-Messungen

2 ul IBMX-Stammlésung (L11)

1,998 ml Inkubationspuffer fir DMR-Messungen (L13)
L13 Inkubationspuffer fiir DMR-Messungen

10 ml HEPES-Lésung (R20)

490 ml HBSS-Puffer (R17)

Dieser Puffer wird unter einer sterilen Werkbank hergestellt.

L14  Inkubationspuffer fiir IP1-Messungen

1 Teil Stimulationspuffer (5-fach) (R22)
4 Teile Aqua destillata (R2)

L15 Kaliumdihydrogenphosphat-Stammilésung (0,5M)
68 g Kaliumdihydrogenphosphat (R27)
1000 ml Aqua destillata (R2)

L16 Kalium-Natriumtartrat-Lésung 2%
29 Kalium-Natriumtartrat-Tetrahydrat (R28)
100 ml Aqua destillata (R2)

Die Lésung wird bei Raumtemperatur gelagert.
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L17

L18

L19

L20

L21

L22

L23

L24

Kupfer(ll)sulfat-Lésung 1%

19 Kupfersulfat-Pentahydrat (R29)
100 ml Aqua destillata (R2)

Die Lésung wird bei Raumtemperatur gelagert.

Nahrmedium fiir CHO-Zellen aus Frankfurt (M1-M5 wt) (zur Verfliigung
gestellt von Prof. Dr. G. Lamprecht von der Abteilung Pharmakologie des
Biozentrums Niederursel, Universitat Frankfurt am Main)

Zu einer Flasche (500 ml) Nahrmedium F-12 (R37) wurde Folgendes erganzt:

50 ml Fetales Kalberserum (R10)

5ml Penicillin-Streptomycin-Lésung (R38)
3 ml L-Glutamin Lésung (200 mM) (R14)
1ml G418 Stammldsung (100mg/ml) (R16)

Nahrmedium fiir CHO-K1-Zellen (zur Verfigung gestellt von Herrn Dr. M.
Eckhardt von dem Institut flir Physiologische Chemie der Universitat Bonn)
Zu einer Flasche (500 ml) Nahrmedium F-12 (R37) wurde Folgendes erganzt:

50 ml Fetales Kalberserum (R10)
5ml Penicillin-Streptomycin-Lésung (R38)
3 ml L-Glutamin Lésung (200 mM) (R14)

Nédhrmedium fiir HEK 293 Zellen
Zu einer Flasche (500 ml) Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, high glucose
(DMEM) (R6) wurde Folgendes erganzt:

50 ml Fetales Kalberserum (R10)
5ml Penicillin-Streptomycin-Lésung (R38)

Natriumbutyrathaltiges-Nahrmedium fiir CHO Zellen aus Frankfurt

18 ml Natriumbutyrat-Stammlésung (L22)
500 ml Nahrmedium fur CHO-Zellen (R37)
50 ml Fetales Kalberserum (R10)

5ml Penicillin-Streptomycin-Lésung (R38)
3 ml L-Glutamin-Lésung (R14)

1 ml G418-Stammlésung (R16)

Natriumbutyrat wird in das Nahrmedium steril filtriert.

Natriumbutyrat-Stammiésung (100 mM)

1,101 g Natriumbutyrat (R31)
100 ml Aqua destillata (R2)
Natriumcarbonat-Losung 2%

29 Natriumcarbonat (R32)
10 ml Aqua destillata (R2)

Bei jeder Proteinbestimmung ist diese Losung frisch herzustellen.

Natriumfluoridlésung 80 mM
3,36 mg Natriumfluorid (R34)
1ml Inkubationspuffer (L13/L14)
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L25 Polyethylenimin-Stammlésung 1 % (PEI)
1049 PEI-Lésung 50% (R40)
ad 500 ml Aqua destillata (R2)
Diese L6ésung wird bei 2-8° C gelagert
L26 Polyethylenimin-Lésung 0,1 % (PEI)
50 ml PEI-Stammlésung (L25)
ad 500 ml Aqua destillata (R2)
Diese Lésung wird bei 2-8° C gelagert
L27  Zentrifugationspuffer
50 ml HEPES-Stammlésung, 200 mM (L9)
0,5 ml Natrium-EDTA-L6sung, 100 mM (R9)
ad 500 ml Aqua destillata (R2)

2.4 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Artikel-Nr. Hersteller
V1 Aluminiumfolie Ja! Rewe
V2 Cell Assay Plate, 384 Well 5040 Corning
V3 Cellstar®, Cell culture dishes, 639160 Greiner
145 x 20 mm
(Gewebekulturschalen, steril)
V4 Cellstar®, Tubes 50 ml 227261 Greiner
V5 Finntip Stepper 0,5; 1,25; 2,5; 9404170; 9404180 ThermoForma
5,0; 12,5 9404190; 9404200;
9404210
V6 Injekt® 5 ml, Luer Solo 4606051V B.Braun
V7 MeltiLex™ A, 73 x 109 mm 1450-441 PerkinElmer
V8 Mikrotiterplatte, 384 Well 788093 Greiner
V9 Nalgene® System 100™ 5000-1012 ThermoFisher
Cryogenic Tubes
V10 Parafilm® M Laboratory Film PM-996 Brand
V11 Pipettenspitzen 0,5-5 ml 702600 Brand
V12 PP-Reaktionsgefalle Safe-lock 0030 120.086 Epp
1,5 ml
V13 Printed Filtermat A, 90 x 120 1450-421 PerkinElmer
mm
V14 Qualilab® Spritzenvorsatzfilter, 5122110 Merck Lab
0,22 ym, CM-Membran, steril
V15 Reaction tubes, 1,5 ml 616 201 Greiner
V16 Sample Bag for MicroBeta™ 1450-432 PerkinElmer
V17 Szintillationsgefall 20 ml 73.662.500 Sarstedt (D)
V18 Serologische Pipette 25 ml; 10 86.1685.001; 86.1254.001; Sarstedt (D)
ml; 5 ml 86.1253.001
V19 Sterican® Einmalkanule zur 4665791 B.Braun

intramuskularen Injektion (0,9 x

70 mm)
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V20 Storage Plate, 384 Well ,Source 3657 Corning
Plate*

V21 Storage Plate, 96 Well, 1,2 ml 12114172 Fisher

V22 Tissue Culture Flask, 75 cm? 83.1813.002 Sarstedt (US)

V23 Whatman™ Filter Unit 0,2 uM 10 462 200 GE

V24 Zellschaber 25 cm 83.1830 Sarstedt (US)

V25 Zellkulturplatten, 96 Well CLS3595-50EA Corning

V26 Zentrifugenréhrchen, 3138-0050 Nalgene
Polycarbonat (PC), 50 ml

V27 1000 pl Blue, Graduated Tip S1111-2021 Starlab

V28 200 pl Yellow, Bevelled Tip S1111-1006 Starlab

2.5 Gerate und Apparaturen
Bezeichnung Hersteller

G1 Absaugvorrichtung, achtarmig FM

G2 Acculet® Brand

G3 Analysenwaage AG 204 Mettler

G4 Avanti® J-20XP Ultrazentrifuge (Rotoren: JA 25.50; JS 4.3; Beckman
JS 5.3)

G5 Axiovert 25 Mikroskop Zeiss

G6 Beckmann Coulter LS-6000 SC Beckman

G7 CyBi® Selma Seriennummer 307001 16 2002 CyBio

G8 Dri-Block® DB2A Tech

G9 Eismaschine AF-100 Scotsman

G10 Elix® Wasseraufbereiter Millipore

G11 EPIC® BT ALPHA 157700 Seriennummer 252787 Corning

G12 Eppendorf Pipette (0,1-1 pl) Eppendorf

G13 Eppendorf Tischzentrifuge Eppendorf

G14 Finnpipette Stepper ThermoForma

G15 Finnpipette 4500(1-5 ml; 200-1000 ul; 20-200 pl; 5-50 pl; 1-10 ThermoForma
pl; 0,2-2 ul)

G16 Finnpipette (20-200 pl, 8-Kanal) ThermoForma

G17 Gefrierschrank -86° C ULT ThermoFisher

G18 Harvester 96® (Mach Ill M, Tomtec, Nummer 963589) PerkinElmer
automat. Filtrationseinheit

G19 Harvester 96® (Mach Il M, Tomtec, Nummer 990607010) PerkinElmer
manuelle Filtrationseinheit

G20 Heraeus-Brutschrank, B6060 Kendro

G21 Herasafe Werkbank HS15, Klasse |l Heraeus

G22 Inkubationswasserbad GFL 1083 GFL

G23 Inkubator fur CyBi® Selma (G7): IN 160 Memmert

G24 Inkubator fiir EPIC® BT ALPHA (G10): IPP 110 Memmert

G25 Mikrowelle NN-E205W EPG Panasonic

G26 Milli-Q® Reinstwasseraufbereitung Millipore

G27 Mithras LB 960 Berthold

G28 Mr Frosty 5100 Cryo 1° C Freezing Container Nalgene

G29 Neubauer Zahlkammer VWR

G30 pH-Elektrode SenTix 41 WTW
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G31 pH-Meter, pH 523 WTW

G32 Polytron-Homogenisator pT 10-35 Kinematica

G33 Prazisionskuvetten 100-QS Hellma

G34 Prazisionswaage PB403-S Mettler

G35 Schuttelwasserbad GFL 1083 GFL

G36 Stickstofftank LS4800 mit Flussigstickstoff- Lager- und Taylor-Wharton
Transportbehalter XL-100

G37 Thermo Forma Series || Water Jacketed CO,-Inkubator ThermoForma

G38 Trockenschrank UM500 Memmert

G39 Ultrospec 3300 pro (UV-VIS-Spektrometer) Bio

G40 Vakuumpumpe RE16/ 1023-703Q-ER56X vacuubrand/

GastManu

G41 Varioklav Dampfsterilisator Typ 135 S H+P

G42 Variomag Magnetrihrer H+P

G43 Vortex Genie 2®, G-560 E Sci

G44 Wasserbad Julabo TW12 (beheizbar) Julabo

G45 1450-Microbeta® Trilux Liquid Scintillation & Luminescence PerkinElmer
Counter

2.6 Herstellerfirmen

Kiirzel Anschrift

ACD/Labs Advanced Chemistry Development Inc., Toronto, Kanada

Acros Acros Organics, Geel, Belgien

App Bio Applied Biosystems, Applera GmbH, Darmstadt, Deutschland

AppliChem AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

B.Braun B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

BeckC Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

Beckl Beckman Industries, Palo Alto, Kalifornien, USA

Berthold Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad Wildbad,
Deutschland

Bioanalytic Bioanalytic GmbH, Umkirch/Freiburg, Deutschland

Bio Biochrom Ltd., Cambridge, UK

Biotrend Biotrend Chemicals AG, Wangen, Schweiz

Brand Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland

Carl Roth Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Cayman Chemical Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA

Corning Corning Inc., New York, USA

Corning Life Science
Cisbio
CyBio
Eppendorf
Fisher
Fluka

FM
GastManu
GE

GFL
GraphPad

Corning Life Science, Tewksbury, Massachusetts, USA

Cisbio Bioassays, Codolet, Frankreich

CyBio AG, Jena, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Feinmechanische Werkstatt der Universitat Bonn, Deutschland
Gast Manufactoring Inc., Benton Harbor, USA

GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, UK

Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland
GraphPad Software Incorporated, San Diego, Kalifornien, USA
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Greiner
Griss
H+P
Hellma
Heraeus
Invi
Julabo
Kendro

Kinematica
Memmert
Merck
Merck Lab
Mettler
Microsoft
Milli
Nalgene

Panasonic
PerkinElmer

RdH

Rewe
Sarstedt

Sci
Scotsman
Sigma
Starlab

Taylor-Wharton

Techne

ThermoFisher

ThermoForma

vacuubrand
VWR
Whatman
WTW

Zeiss
ZVE

Greiner-Bio-One, Solingen, Deutschland

Grissing Diagnostika Analytika, Filsum, Deutschland

H+P Labortechnik AG, OberschleiRheim, Deutschland
Hellma GmbH & Co. KG, Mihlheim, Deutschland

Heraeus, Hilden, Deutschland

Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USA

Julabo Labortechnik, Seelbach, Deutschland

Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold,
Deutschland

Kinematika AG, Littau-Luzern, Schweiz

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Merck Labor und Chemie Vertrieb GmbH, Bruchsal, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Deutschland

Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA
Millipore, Schwalbach, Deutschland

Nalgene Company (Sybron Corporation), Rochester, New York,
USA

Panasonic Europe GmbH, Hamburg, Deutschland

Perkin Elmer Life Sciences GmbH, Rodgau-Jugesheim,
Deutschland Perkin Elmer Inc., Waltham, Massachusetts, USA
Riedel-de-Haen, Laborchemikalien GmbH & Co. KG, Seelze,
Deutschland

Rewe-Markt, Bonn, Deutschland

Sarstedt AG Co., Nimbrecht, Deutschland

Sarstedt Inc., Newton, North Carolina, USA

Scientific Industries Inc., Bohemia, New York, USA
Scotsman Ice Systems, Bettolino di Pogliano, Mailand, Italien
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
STARLAB GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Taylor-Wharton Harsco GmbH, Husum, Deutschland
Techne AG, Jahnsdorf, Deutschland

ThermoFisher Scientific, Marietta, Ohio, USA

ThermoFisher Scientific Oy, Vantaa, Finnland

ThermoForma SCIENTIFIC, Marietta, Ohio, USA
vaccuubrand GmbH & Co. G, Wertheim, Deutschland

VWR International, Langenfeld, Deutschland

Whatman GmbH, Dassel, Deutschland
Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH, Weilheim,
Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Zentrale Chemikalienversorgung Endenich, Bonn, D
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2.7 Computerprogramme

Bezeichnung Hersteller
21 ChemSketch® ACD/Labs
P2 Citavi® 5 Swiss Academic Software
GmbH
P3 GraphPad Prism® 5.03 GraphPad
P4 Microsoft® Office Excel 2010 Microsoft
B5 Microsoft® Office Power Point 2010 Microsoft
P6 Microsoft® Office Word 2010 Microsoft
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3.1 Zellbiologische Arbeiten

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten zellbiologischen Arbeiten erfolgten an CHO-
Zellen, welche stabil mit humaner cDNA des muskarinischen Acetylcholin-Rezeptors vom
Subtyp 1 (CHO-M1) transfiziert worden sind. Die Zellen wurden dankenswerterweise von
Prof. Dr. G. Lamprecht von der Abteilung Pharmakologie des Biozentrums Niederursel,
Universitat Frankfurt am Main, zur Verfigung gestellt. CHO-Zellen stammen aus dem
Ovarialgewebe des Chinesischen Seidenhamsters (Cricetulus griseus) und werden deshalb
als Chinese Hamster ovarial cells oder kurz CHO-cells/ CHO-Zellen bezeichnet. Diese Zellen
exprimieren selbst weder muskarinische Rezeptoren (Dissertation Eckstein, 2004) noch
Cholinesterasen (Lazareno und Birdsall, 1993), weshalb sie sich besonders gut eignen, um
nach erfolgter Transfektion mit dem humanen muskarinischen Acetylcholin-Rezeptor vom
Subtyp 1 (M1 mAChR) spezifische Effekte dieses Rezeptor-Subtyps zu untersuchen
(Lazareno und Birdsall, 1993). Zudem verfigen diese CHO-Zellen Uber ein sogenanntes
,neo“-Reportergen als dominanten Selektionsmarker, welches fir die Aminoglykosid-
Phosphotransferase codiert. Aus diesem Grund kénnen durch den Zusatz des zytotoxischen
Aminoglykosidantibiotikums G418 (Geneticin) zum Nahrmedium nur transfizierte Zellen

Uberleben.

Um mogliche unspezifische Effekte durch die Testsubstanzen an CHO-Zellen zu detektieren,
wurden neben den CHO-M1 Zellen auch untransfizierte Zellen (CHO-K1 Zellen) in einigen
Versuchen verwendet. Diese Zellen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. M. Eckhardt von

dem Institut fir Physiologische Chemie der Universitat Bonn zur Verfiigung gestellit.

Des Weiteren wurden einige Versuche an untransfizierten HEK 293 Zellen durchgefuhrt.
HEK 293 ist eine humane Zell-Linie, die aus dem Nierengewebe menschlicher Embryos
isoliert worden ist (human embryonic kidney cells). Neben dem muskarinischen Acetylcholin-
Rezeptor vom Subtyp 3 werden auch Prostaglandin-Rezeptoren in dieser Zell-Linie endogen
exprimiert. Zudem werden auch noch weitere Rezeptoren in HEK 293 Zellen exprimiert, die

aber in der vorliegenden Arbeit nicht zu untersuchen waren.

3.1.1 Zellkultur

Alle Arbeiten mit lebenden CHO-Zellen wurden unter aseptischen Bedingungen unter einer

Werkbank mit laminarem Luftstrom durchgeflihrt. Zwischen den Arbeitsschritten wurden die
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Zellen in Zellkulturschalen im Brutschrank bei 37° C, 5% CO,- Begasung und 96% relativer
Luftfeuchtigkeit im entsprechenden Nahrmedium inkubiert. In Kultur wachsen diese Zellen
einschichtig. Sobald die Zellen eine Konfluenz von 90-95% erreicht hatten, wurden sie im
Verhaltnis von 1:8 bis 1:10 auf neue Zellkulturschalen Uberflihrt. Dies geschah in der Regel
alle 2-3 Tage. Als Nahrmedium wurde Nutrient mixture F-12 Ham unter Zusatz von 10%
fetalem Kalberserum (FKS, R10), 1% eines Gemisches aus Penicillin und Streptomycin
(PenStrep, R38), TmM Glutamin (R14) und 0,2 mg/ml des Antibiotikums G418 (R16)
verwendet. Fir die nachfolgende Passagierung der Zellen wurde zunachst das Nahrmedium
abgesaugt und der Zellrasen mit warmem DPBS-Puffer (R7) gewaschen. Nach der Zugabe
von 2 ml Trypsin-EDTA-Lésung (R43) und zwei-minltiger Inkubation bei 37° C im
Brutschrank konnte man die Zellen durch sachtes Klopfen an die Zellkulturschale leicht
ablésen. Sobald sich die Zellen vollstandig von der Zellkulturschale gelost hatten, wurden 8
ml des erwarmten Nahrmediums (L18) hinzugegeben und die Zellsuspension im oben
beschriebenen Verhaltnis auf neue Zellkulturschalen (V3) Uberfuhrt, in denen bereits 18 ml
des Nahrmediums vorgelegt worden waren. Durch leichtes Schwenken der Zellkulturschalen
erreichte man eine gleichmafige Verteilung der Zellen auf der gesamten Platte. Danach

wurden die Zellen bis zur nachsten Passagierung im Brutschrank inkubiert.

Die Kultivierung von CHO-K1- und HEK 293-Zellen erfolgte auf die gleiche Weise, allerdings
wurden fur diese beiden Zell-Linien andere Nahrmedien verwendet. CHO-K1 Zellen verfugen
nicht tber eine G418-Resistenz, dem F-12 Ham Medium wurde dementsprechend nur 10 %
fetales Kalberserum (R10), 1 % eines Gemisches an Penicillin und Streptomycin (R38) und 1
mM Glutamin (R14) und kein G418 zugesetzt (L19). Zur Kultivierung von HEK 293 Zellen
wurde Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (4,5 g/l Glucose) unter Zusatz von 10 % FKS
(R10) und 1 % PenStrep (R38) verwendet (L20).

3.1.2 Auftauen von Zellen

Die dauerhafte Lagerung der Zellen findet bei -196° C im Stickstofftank statt. Zur Kultivierung
der CHO-Zellen wurden 18 ml des erwarmten Nahrmediums in einer Zellkulturschale
vorgelegt. Die Einfriergefalie (V9) mit der DMSO-haltigen Zellsuspension wurden aus dem
Stickstofftank genommen und durch Reiben zwischen den Handen schnellstmdglich
aufgetaut, damit die Zellen nicht durch das zelltoxische DMSO (R5) beschadigt worden
waren. Die aufgetaute Zellsuspension wurde tropfchenweise auf das Nahrmedium in der
Zellkulturschale gegeben. Nach sechs bis acht stlindiger Inkubation im Brutschrank hafteten

die Zellen bereits an der Zellkulturschale und es erfolgte ein Medienwechsel.
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3.1.3 Einfrieren von Zellen

Ahnlich wie unter Kultivierung der Zellen beschrieben, wurde auch bei diesem Arbeitsschritt
das Nahrmedium einer konfluent bewachsenen Zellkulturschale abgesaugt und der Zellrasen
mit 10 ml warmem DPBS-Puffer (R7) gewaschen. Durch Trypsinierung und kurzer Inkubation
im Brutschrank wurden die Zellen von der Platte abgeldst und mit 8 ml Nahrmedium auf ein
Endvolumen von 10 ml gebracht. Die Zellsuspension wurde anschlieend bei 900 rpm
(rounds per minute/ Umdrehungen pro Minute) bei Raumtemperatur vier Minuten
zentrifugiert (Rotor JS 4.3, G4). AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und das
verbliebene Zellpellet mit 900 pl Nahrmedium resuspendiert und in ein Einfriergefall (V9)
uberfihrt, in dem bereits 100 yl DMSO (R5) vorgelegt worden waren. Der Zusatz von 10%
DMSO verhindert die Bildung von Eiskristallen, welche die Zellen wahrend des Einfrierens

beschadigen wirden.

Das EinfriergefaR wurde zunachst in einem Einfrierbehélter (Mister Frosty®, G28), der 250 ml
reinen Isopropanol (R26) enthalt, flir drei Tage bei -80° C gelagert, bevor es dann zur
dauerhaften Lagerung in den Stickstofftank Uberfihrt worden ist. Der Einfrierbehalter dient
der schonenden Einfrierung, indem die Zellsuspension mit einer kontinuierlichen Einfrierrate

von 1° C pro Minute runtergekuhlt wird.

3.2 Herstellung von Membranhomogenaten

Die in den Kapiteln 3.4.3 bis 3.4.5 und 3.5.4 beschriebenen Radioligand-Bindungsversuche
wurden ausschlieldlich an Zellhomogenaten durchgefihrt. Zunachst wurden dafir
Membranpraparationen der entsprechenden Zell-Linien durchgefihrt. Die gewlinschte Zell-
Linie, in dieser Arbeit die CHO-M1 Zellen, wurde bis zur Konfluenz von, in der Regel, vierzig
Platten vermehrt. Am Tag vor der Membranpraparation wurde das Nahrmedium abgesaugt
und die Zellen flir 16 Stunden mit natriumbutyrathaltigem (5mM) Nahrmedium kultiviert.
Natriumbutyrat (R31) dient dazu die Expressionsrate der Rezeptoren durch eine Steigerung
der Proteinbiosynthese zu erhéhen (Kruh, 1982). Teilungsprozesse der Zellen werden durch

den Zusatz von Butyrat jedoch gestoppt.

Am Tag der Membranpraparation wurde das Nahrmedium abgesaugt und pro Schale 2,4 mi
eiskalter Homogenisationspuffer (L10) auf den Zellrasen gegeben, welcher dann mit
Zellschabern (V24) abgelést worden ist. Die Zellsuspension wurde anschliefend in
Zentrifugenréhrchen (V26) uberfihrt und auf Eis gelagert. Jeweils flnf Zellkulturschalen

wurden mit 6 ml Homogenisationspuffer erneut gespult und die Zellsuspension in den
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Zentrifugenréhrchen vereinigt. Die Zellsuspension wurde zweimal flir 25 Sekunden auf Stufe
6 mithilfe eines Polytron-Homogenisators (G32) homogenisiert. Zwischen den
Homogenisationsschritten wurde die Zellsuspension auf Eis gelagert, um der

Warmeentwicklung, die durch das Homogenisieren entsteht, entgegenzuwirken.

Das Membranhomogenat wurde anschlief’end drei Mal bei 40.000 g und 4° C fir zehn
Minuten zentrifugiert (Rotor JA 25.50, G4). Zwischen den Zentrifugationsschritten wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 15 ml Zentrifugationspuffer (L27) resuspendiert

und gewaschen.

Die nach der dritten Zentrifugation erhaltenen Zellpellets wurden in 40 ml Hepes-Puffer (L8)
resuspendiert und Aliquota von 1 ml in Eppendorf-Gefale (V15) Uberfuhrt, die dann bei -80°

C gelagert wurden.

3.3 Proteinbestimmung nach Lowry
Theoretische Grundlagen

Bevor das Membranhomogenat in Radioligandbindungsstudien und [**S]GTPyS-Versuchen
eingesetzt werden konnte, musste zunachst der Proteingehalt bestimmt werden. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach einer kolorimetrischen Messmethode
nach Lowry et al. (1951). Der Proteingehalt wurde anschlieRend in Duplikaten UV/Vis-

spektrometrisch bestimmt.

Das Prinzip beruht auf zwei aufeinanderfolgenden Reaktionen. Durch den Zusatz von Cu®*-
lonen in alkalischer Lésung kommt es im ersten Schritt zur Ausbildung von blau-violetten,
quadratisch-planaren Komplexen zwischen den Peptidbindungen der Proteine und den Cu?*-
lonen. Diese Komplexbildung wird als Biuret-Reaktion bezeichnet. Der gebildete Komplex
reduziert dann in einem zweiten Schritt, das hinzugegebene Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz
(R11), eine Phosphomolybdat-Phosphowolframat-Verbindung. Dabei werden die Cu?*-lonen
des Kupfer-Protein-Komplexes zu Cu® reduziert. Die resultierende Blaufarbung der Lésung
korreliert mit der in der Lésung vorhandenen Proteinkonzentration und kann bei einer

Wellenlange von 500 nm UV/Vis-spektrometrisch erfasst werden.

Dem Lambert-Beerschen Gesetz folgend, ist die resultierende Lichtintensitat nach Durchtritt
durch die Testsubstanz proportional zu der Proteinkonzentration der Lésung. Die Extinktion
ist abhangig von den absorbierenden Eigenschaften der Substanz, der Schichtdicke des

Probengefalles und der Substanzmenge. Die in der Lésung enthaltene Proteinkonzentration
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kann durch die Eichkurve einer parallel vermessenen Serumalbuminlésung photometrisch

bestimmt werden.

Versuchsdurchfiihrung

Die kupferionenhaltige-Arbeitslosung (L5) wurde an jedem Versuchstag frisch hergestellt.
Zur praziseren Bestimmung und um zu gewahrleisten, dass sich Extinktionen im Bereich des
Lambert-Beerschen Gesetzes ergeben, wurde das zu vermessende Membranhomogenat in
den Verhaltnissen 1:2; 1:4 und 1:8 mit Hepes-Puffer (L8) verdinnt. Als externer Standard
wurde eine Eichreihe aus frisch hergestellter humaner Serumalbuminlésung (L1) parallel
vermessen. Die Eichreihe bestand aus insgesamt sieben Verdinnungen, die einen
Konzentrationsbereich von 0 bis 2 mg/ml abdeckten. 200 pl der Proben- und
Vergleichslosungen wurden mit 2 ml Arbeitslosung versetzt und zehn Minuten unter
Lichtausschluss bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurden 200 ul Folin-Ciocalteaus
Phenolreagenz (R11) unter Schitteln hinzugegeben und die Lésungen fur weitere dreilig
Minuten unter Lichtausschluss inkubiert. Die Lésungen wurden anschliefend bei einer

Wellenlange von 500 nm UV/Vis-spektrometrisch vermessen.

Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte computergestiitzt durch das Programm Microsoft® Office
Excel 2010 (P4). Durch Auftragen der Proteinkonzentration der Serumalbuminlésung gegen
die Extinktion, konnte man anschlieRend den Proteingehalt des Membranhomogenates

bestimmen.

3.4 Radioligand-Bindungsversuche

Radioaktiv markierte Testsonden dienen der Untersuchung von Interaktionen zwischen
Liganden und ihren Bindungsstellen im Rezeptor. Der Austausch eines Atoms gegen ein
radioaktiv-markiertes Atom andert nur die physikalischen Eigenschaften eines Molekiils, die
chemischen Eigenschaften bleiben unverandert. In einem Experiment, in dem sowohl ein
radioaktiv-markierter Ligand, als auch ein nicht radioaktiv-markierter Ligand um eine
Bindungsstelle im Rezeptor konkurrieren, kommt es dem Massenwirkungsgesetz folgend zur
Ausbildung von Radioligand-Rezeptor-Komplexen, dessen Quantitdt abhangig von den

Affinitdten der beiden Kompetitoren ist (Bennet und Yamamura, 1985). Im Rahmen dieser
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Arbeit wurde das Bindungsverhalten orthosterisch-bindender Muskarin-Rezeptor Agonisten

und verschiedener dualsterisch-bindender Hybridliganden untersucht.

Bei Untersuchungen an muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren kommen vor allem die
tritierten inversen Agonisten Quinuclidinylbenzylat ([*H]JQNB) und N-Methylscopolamin
(PHINMS) zur Anwendung. Im Gegensatz zu [PHJQNB ist [PHJNMS jedoch nicht
membrangangig und eignet sich somit nur zur Bestimmung der membrangebundenen
mAChRs bzw. zur Anwendung an Membranhomogenaten. [?HJQNB kann Zellmembranen
Uberwinden und somit auch an intrazellular gelegene Rezeptoren binden (Galper et al.,
1982; Bylund et al., 2004; Uwada et al., 2011). Fir die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Radioligand-Bindungsstudien wurden ausschliel3lich Membranhomogenate
verwendet. Da aus diesem Grund keine Zellmembranen Uberwunden werden mussten,

erwies sich der Radioligand [°*H]N-Methylscopolamin als geeignet.

Alle Radioligand-Bindungsversuche erfolgten in Quadruplikaten mit mindestens zwei

unabhangigen Verdlnnungsreihen.

3.4.1 Szintillationsverfahren

Mithilfe von Szintillationsdetektoren kann man die Energie ionisierender Strahlung messen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Flissig- und Feststoffszintillationsverfahren genutzt, um
Radioaktivitdt quantitativ bestimmen zu kénnen. Sowohl Tritum ([°H]) als auch das
radioaktive Isotop des Schwefels ([*°S]) werden als B-Strahler klassifiziert. Charakteristisch
dafiir ist ein Uberschuss an Neutronen. Atomkerne mit einem ungiinstigen Verhaltnis
zwischen Protonen und Neutronen sind instabil und zerfallen, unter Umwandlung eines
Neutrons in ein Proton, in ein stabileres Atom. Dabei senden sie ein Elektron und ein
Antineutrino aus. Die freiwerdenden Elektronen werden mithilfe der Szintillatorsubstanzen in
Lichtblitze umgewandelt. Im Vergleich zur Flissigszintillation, in der zunachst organische
Lésungsmittelmolekiile angeregt werden, werden bei der Feststoffszintillation die
Szintillatorsubstanzen direkt angeregt. Die Hiullenelektronen der Szintillatorsubstanzen
gehen durch die ionisierende Strahlung in einen angeregten Zustand Uber und emittieren
Photonen, wenn sie in den Grundzustand zuriickfallen. Mittels eines Photomultipliers werden
die emittierten Photonen in elektrische Impulse umgewandelt und damit in zahlbare

Ereignisse. Die Frequenz der Impulse ist proportional zu der Energie des B-Strahlers.
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3.4.2 Bestimmung der Radioligandkonzentration

Fir die Auswertung und die Berechnung der Bindungs-Charakteristika wurde flr jeden
Versuch die Konzentration des Radioliganden bestimmt. Hierfir wurden 50 ul der
eingesetzten Radioligand-Lésung und 5 ml des Szintillationscocktails Emusifier Safe (R8) in
ein Szintillationsgefall (V17) gegeben. Die Lésung wurde mittels Fllssigszintillation im
Beckman Coulter LS 6000 Szintillationszahler (G6) in Duplikaten vermessen. Die sich daraus
ergebene Radioaktivitat wird Uber die spezifische Aktivitdt nach Gleichung 1 in die

Konzentration nmol/l umgerechnet.

A ,
[L] = W (Gleichung 1)

A: gemessene Aktivitat [dpm]

Agpez:  spezifische Aktivitat [Ci/mmol]

V: eingesetztes Volumen [ml]

2220: Umrechnungsfaktor von nCi nach dpm
1 Bq =60dpm
1Ci=3,7-10"Bq
1 nCi =37 Bq = 2220 dpm

Fir die Hintergrundmessung wurden zwei Szintillationsgefale mit je 5 ml
Szintillationscocktail vermessen und der resultierende Mittelwert von allen Messungen

automatisch abgezogen.

3.4.3 Homologe Kompetitionsexperimente

Mittels homologer Kompetionsexperimente wurden Bindungs-Charakteristika, wie der Kp-
und der Bpa-Wert einer rezeptorhaltigen Membransuspension bestimmt. Der Kp-Wert ist ein
spezifisches MalRR fur die Affinitat des Radioliganden zum Rezeptor. Der B.-Wert
bezeichnet die Konzentration der spezifischen Bindungsstellen in einem Homogenat, also

die Expressionsdichte.

Theoretische Grundlagen

In homologen Kompetitionsversuchen konkurriert ein radioaktiv-markierter Ligand mit einem
strukturidentischen, nicht markierten Liganden um die Bindungsstelle im Rezeptor. Der im
Rahmen dieser Arbeit verwendete Radioligand ist [PHINMS, bei dem nicht-markierten,

strukturidentischen Kompetitor handelte es sich um NMS. Wahrend die Konzentration des
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Radioliganden konstant geblieben ist, wurde die Konzentration des ,kalten“/nicht-radioaktiv
markierten Liganden stufenweise erhdht. Mit steigenden Konzentrationen des Kompetitors
wurde mehr Radioligand aus seiner Rezeptor-Bindung verdrangt. Durch einen
strukturverschiedenen Kompetitor, der im Uberschuss zugegeben wurde, wurde die
unspezifische Bindung bestimmt. Durch den Uberschuss wurden alle spezifischen
Bindungsstellen gesattigt und die gemessene Radioligand-Bindung ist auf unspezifische
Wechselwirkungen zurlckzuflihren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der muskarinische,
orthosterisch-bindende Antagonist Atropin in einer Endkonzentration von 10 yM fir die

Bestimmung der unspezifischen Bindung verwendet.

Die gemessene Radioaktivitdt wurde gegen den dekadischen Logarithmus der molaren
Konzentration des unmarkierten Liganden aufgetragen, woraus sich eine sigmoide Kurve
ergab. Die Datenpunkte wurden mithilfe einer nichtlinearen Regressionsanalyse und der
»Vier-Parameter-logistischen Gleichung“ nach Barlow und Blake (1989) durch das

Computerprogramm GraphPad Prism® 5.03 ausgewertet (Gleichung 2).

(top—bottom)

IC5q
1+(—10(x)

Byes = bottom + (Gleichung 2)

)tH

Bges: Gesamtbindung des Radioliganden

bottom: unteres Plateau der Kurve

top:  oberes Plateau der Kurve

ICs0:  Konzentration des Kompetitors im Wendepunkt der Kurve (Konzentration des
Liganden, bei der die maximale Bindung um die Halfte reduziert wurde)

(x): Konzentration des Kompetitors

Ny: Hill-Koeffizient (MaR fur die Kurvensteilheit)

Das obere Kurvenplateau (top) entspricht der Gesamtbindung des Radioliganden in
Abwesenheit eines Kompetitors. Das untere Kurvenplateau wird durch die unspezifische
Bindung gebildet, also durch die nicht-sattigbare Fraktion der Radioligand-Bindung, die zum

Beispiel durch eine unspezifische Adsorption an Zellmembranen bedingt ist.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Kompetitionsversuches.

Ordinate: Bindung des Radioliganden oder Prozent einer Referenzsubstanz. Abszisse:
Eingesetzte Konzentration des Kompetitors als dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration. Oberes Kurvenplateau entspricht der Gesamtbindung des Radioliganden in
Abwesenheit des Kompetitors. Das untere Plateau entspricht der unspezifischen Bindung,
die durch einen strukturverschiedenen Kompetitor bestimmt worden ist. Der ICs-Wert
entspricht der Konzentration des Liganden bei halbmaximaler Rezeptorbesetzung.

Das Steilheitsmal} (Hill-Koeffizient) gibt die theoretische Anzahl der Ligandbindungsstellen
an. Ein Hill-Koeffizient, der sich nicht signifikant von 1/-1 unterscheidet, deutet auf eine
homogene Rezeptor-Population hin, die Interaktion des Liganden mit dem Rezeptor beruht
folglich auf einer bimolekularen Interaktion. Die apparente Affinititdtskonstante Ka,, entspricht
im Fall einer 1:1 Interaktion der wahren Affinitatskonstante Kp (Hill, 1910). Eine

Kurvensteilheit von ny < 1 I1asst auf ein heterogenes Rezeptorkollektiv schlie3en.

Anhand des Wendepunktes, dem ICs-Wert, kann die Affinitdit des Inhibitors zu dem
untersuchten Rezeptor berechnet werden. Befindet sich die Reaktion im Gleichgewicht kann

daflir die Gleichung von Cheng und Prusoff (1973) herangezogen werden:

K, = ’Cs[g] (Gleichung 3)
1+
Kp
K. Gleichgewichts-Dissoziationskonstante der Kompetitor-Bindung

ICs0:  Wendepunkt der Inhibitionskurve bei halblogarithmischer Auftragung
[L]: Konzentration des Radioliganden
Kbp: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante der Radioligand-Bindung

Im Spezialfall der homologen Kompetitionsversuche sind Radioligand und Kompetitor

strukturgleich und unterscheiden sich somit auch nicht in ihren Bindungseigenschaften.
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Daraus resultierend vereinfacht sich Gleichung 3 (Cheng und Prusoff, 1973):

Kp, = K; = IC5q — [L] (Gleichung 4)

K. Gleichgewichts-Dissoziationskonstante der Kompetitor-Bindung
ICso:  Wendepunkt der Inhibitionskurve bei halblogarithmischer Auftragung
[L]: Konzentration des Radioliganden

Kb: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante der Radioligand-Bindung

Der Wendepunkt der Kurve ist somit abhangig von der Konzentration und der Affinitat des
Radioliganden.

In einem reellen System gibt es nur eine begrenzte Anzahl an Bindungsstellen B, die
Ligand-Rezeptor-Interaktion ist also sattigbar. Bezieht man die spezifische
Radioligandbindung By in die oben beschriebene Gleichung (Gleichung 4) mit ein, kann nach

DeBlasi et al. (1989), die Anzahl der Bindungsstellen B, berechnet werden:

Brax = % (Gleichung 5)

Bmax: Maximale Anzahl an Bindungsstellen fir den Radioliganden in der
Membransuspension (fmol/ml bzw. bei bekannter Proteinkonzentration in fmol/mg)

Bo: Spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit des Kompetitors (top-bottom)

ICs0:  Wendepunkt der Inhibitionskurve bei halblogarithmischer Auftragung

[L]: Konzentration des Radioliganden

Fir die Anwendung dieser Analyse missen folgende Voraussetzungen gewahrleistet sein:

1) Der Versuch muss im Reaktionsgleichgewicht durchgefuhrt werden und die Bindung
des Liganden an den Rezeptor muss reversibel an.

2) Das Rezeptorkollektiv muss homogen sein und die Interaktion zwischen Ligand und
Rezeptor muss auf einer bimolekularen Reaktion beruhen, die Kurvensteilheit darf
folglich nicht signifikant verschieden von 1 sein.

3) Um die Endkonzentration des Radioliganden mit der eingesetzten Konzentration
gleichsetzen zu durfen, dirfen maximal 10 % des eingesetzten Radioliganden in

Rezeptor-Ligand-Komplexen gebunden vorliegen.

Die Konstanten Kp und B, sind substanzspezifische Kenngrélien einer Rezeptorpopulation,

die fur jedes Membranhomogenat neu bestimmt werden mussen.
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Versuchsdurchfiihrung

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Liganden binden reversibel an das Rezeptor-
Protein. Das bedeutet, dass Assoziation (Bildung) und Dissoziation (Zerfall) der Radioligand-
Rezeptor-Komplexe mit der gleichen Geschwindigkeit ablaufen, sobald sich ein
Reaktionsgleichgewicht eingestellt hat (Bennet und Yamamura, 1985).

k

[R] +[L] %

1 [RL] (Gleichung 6)
-1

Die Geschwindigkeiten der Assoziation (vni,) und der Dissoziation (v.;cx) berechnen sich wie

folgt:
Vnin = ki1 * [R] * [L] (Gleichung 7)
Vrick = K1 * [RL] (Gleichung 8)

Befinden sich Assoziation und Dissoziation im Gleichgewicht, laufen beide Schritte mit der
gleichen Geschwindigkeit ab und die Konzentrationen der gebildeten Rezeptor-Ligand-

Komplexe, des freien Liganden und des ungebundenen Rezeptors sind konstant.
kiy* [R]* [L] = k_; * [RL] (Gleichung 9)

Daraus resultiert fur die Dissoziationskonstante Kp:

_ ke [RIx[L] 1 :
K, = - Rl K (Gleichung 10)

Kp: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante
Ka: Gleichgewichts-Assoziationskonstante

Die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp entspricht der Ligand-Konzentration, bei der
die Halfte aller Rezeptoren an Liganden gebunden vorliegt und ergibt sich aus dem
Quotienten der Geschwindigkeitskonstanten von Assoziation k., und Dissoziation k.. Je

kleiner der Kp-Wert (mol/l) ist, desto hoher ist die Affinitat des Liganden zum Rezeptor.

Dem Pipettierschema (Tabelle 2) folgend wurden zunachst alle Substanzen in die Kavitaten
einer Polypropylen Mikrotiterplatte mit insgesamt 96 Vertiefungen (V21) pipettiert. Durch die
Zugabe der Membransuspension wurde der Versuch gestartet. Um
Gleichgewichtsbedingungen zu erzielen, wurde die Versuchsplatte fir zwei Stunden bei 30°
C in einem Schuttelwasserbad (G35) inkubiert. Die Inkubationszeit ist abhangig von der

Halbwertszeit des Liganden am Rezeptor. Um Gleichgewichtsbedingungen zu
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gewahrleisten, wurden die Versuchsplatten flir mindestens flinf Halbwertszeiten bei 30° C im

Schuttelwasserbad inkubiert.

Um unspezifische Bindungsstellen des Glasfaserfilters (V23) vor der Filtration zu sattigen,
wurde der Filter fir 30 Sekunden in eiskalter PEI-L6sung 0,1 % (L26) eingelegt, da
Polyethylenimin (PEI), als positiv geladene Substanz, sich an die negative Oberflache der
Filtermatte anlagert. Nach zweistlindiger Inkubation wurden alle Proben zeitgleich in der
halbautomatischen Filtrationsanlage Tomtec® Harvester (G18) abgesaugt und der
Glasfaserfilter (V23) zweimal mit eiskaltem Wasser gesplult. Die Membranproteine und die
daran gebundenen Liganden wurden von dem Filter (V23) retiniert, wohingegen die freien
Liganden wahrend der Spullvorgange vom Filter gewaschen und abgesaugt worden sind, da
sie aufgrund ihrer geringen GroéRe die Filterporen passieren kénnen. Nach der Filtration
wurde der Filter fir 3 Minuten bei 400 Watt in einer Mikrowelle (G25) getrocknet und
anschliel®end ein Szintillationswachs (V7) zur besseren Detektion der Radioaktivitat auf der
Filtermatte geschmolzen (Dri-Block®, G8). Sobald das Wachs ausgehartet war, wurde der
Filter in eine Klarsichthiille gegeben und in dem Szintillationsmessgerat Trilux® (G45)

vermessen.
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Pipettierschema:

Komponente Gesamt- Unspezifische Eingesetzte Konz. im

bindung (ul) Bindung (ul) Konz. Ansatz

Hybrid in H,O 1x10™ 1107
3x10™ 3x10"

Atropin in H,O 50 100uM 10uM

Membran- 100 100 100 37,5 pg/ml 7,5 pg/ml

suspension in

Puffer

m 300 300 300 12,5 mM 10 mM

W 50 50 50 1,5nM 0,15 nM

Tabelle 2: Pipettierschema zur Durchfiihrung von homologen Kompetitionsversuchen
mit dem Radioantagonisten [°H]N-Methylscopolamin.

Alle Volumina sind in ul angegeben. Die Inkubation erfolgte bei 30° C im
Schuittelwasserbad. Die Versuche erfolgten in Quadruplikaten und wurden mit mindestens
zwei unabhangigen Verdinnungsreihen durchgefuhrt.

Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism® 5.03 (P2) und der ,Vier-
Parameter-logistischen Gleichung“ (Gleichung 2). Durch die erhaltenen ECso-Werte konnten
die Parameter Kp und B« im Folgenden berechnet werden. Sofern die Kurvensteilheit nicht
signifikant von -1 abwich, wurden die pKp-Werte auf der Basis der ny=1 fixierten Kurve
berechnet.

3.4.4 Heterologe Kompetitionsexperimente

Unterscheiden sich Radioligand und Kompetitor in ihrer Struktur spricht man von heterologen
Kompetitionsexperimenten und die vereinfachte Gleichung nach Cheng und Prusoff (1973)

kann nicht mehr angewendet werden. Stattdessen findet Gleichung 11 hier Anwendung:
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K, = % (Gleichung 11)
+ —_
Kp

Ki: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des Kompetitors
ICs0: Wendepunkt der Inhibitionskurve bei halblogarithmischer Auftragung
Kp: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des Radioliganden

Des Weiteren missen hier auch die speziellen Bindungs-Charakteristika der Testsubstanz
beachtet werden. Diese kann, genau wie der Radioligand [°PH]NMS, orthosterisch an den
Rezeptor binden, sich an allosterische Haftareale anlagern oder sowohl an orthosterische als
auch an allosterische Bindungsstellen simultan binden. Konkurrieren beide Liganden um die

gleiche Bindungsstelle spricht man von kompetitiver Interaktion.

3.4.4.1 Heterologe Kompetitionsexperimente mit orthosterischen Liganden

Durch steigende Konzentrationen der nicht-radioaktiv markierten Liganden, die mit dem
Radioliganden um dieselbe Bindungsstelle konkurrieren, sinkt die gemessene Radioaktivitat
stetig ab. Handelt es sich bei den Kompetitoren um Agonisten, haben die resultierenden
Inhibitionskurven haufig einen Hill-Koeffizienten ny<1, die Kurven sind demensprechend
flacher. Das lasst auf ein heterogenes Rezeptorkollektiv schlieRen, indem die Rezeptoren
entweder an G Proteine gekoppelt oder entkoppelt vorliegen. Agonisten kdnnen an beide
Rezeptorzustande binden, jedoch mit unterschiedlicher Affinitat (Hulme et al., 1990). Daraus
resultieren haufig biphasische Kurven mit zwei Wendepunkten. Der erste Wendepunkt liegt
bei geringen Konzentrationen der Testsubstanz, da Agonisten eine relativ hohe Affinitat zu
Rezeptor-G-Protein-Komplexen aufweisen, es kommt zur Ausbildung von ternaren Rezeptor-
Ligand-G Protein-Komplexen (De Lean et al., 1980). Der zweite Wendepunkt liegt bei
héheren Konzentrationen und gibt die Affinitdt des Agonisten zu G Protein-entkoppelten
Rezeptoren wider. Bei Antagonisten kann das Phanomen der biphasischen Kurven nicht
beobachtet werden, da sie nicht zwischen dem hochaffinen und dem niedrigaffinen
Rezeptorzustand unterscheiden kénnen und mit gleicher Affinitdt an beide Zustéande binden
(Kent et al., 1980, De Lean et al., 1980).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung einer biphasischen Kurve.

Ordinate: Bindung des Radioliganden oder Prozent einer Referenzsubstanz. Abszisse:
Eingesetzte Konzentration des Kompetitors als dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration.

Zur Auswertung von biphasischen Kurven wird folgende Gleichung angewendet:

F1
1_'_10[)c]—logEC50 (1)

1-F1 )
1_'_10[)c]—logEC50 (2)

[B] = bottom + (Span * ) + (Span * (Gleichung 12)

B: Bindung des Radioliganden

Span: bottom + top

F1: Fraktion 1 (Anteil der hochaffinen Fraktion an der Gesamtbindung)
ECso(1):hochaffiner Wendepunkt

ECso2): niedrigaffiner Wendepunkt

Mithilfe des Verfahrens nach Cheng und Prusoff (1973) werden die erhaltenen ECsp-Werte in
Affinitatswerte umgerechnet. Dadurch erhalt man K;-Werte, die unabhangig von Radioligand-
Affinitat und -Konzentration sind. Um zu Uberprifen, ob sich der Kurvenverlauf besser durch
ein monophasisches oder biphasisches Modell beschreiben Ilasst, wurde ein F-Test

verwendet.

Versuchsdurchfiihrung und Auswertung

Der Versuchsaufbau, die Durchfihrung und die Auswertung erfolgten analog zu dem

Protokoll, welches im Abschnitt Uber homologe Kompetitionsexperimente (Kapitel 3.4.3)
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beschrieben worden ist. Als Inkubationszeit wurden ebenfalls zwei Stunden gewahilt.

3.4.4.2 Heterologe Interaktionsexperimente mit dualsterischen Hybridliganden

Dualsterische Hybridsubstanzen kénnen sowohl rein allosterisch, als auch dualsterisch
binden, d.h. sie binden simultan an das orthosterische Haftareal und an eine allosterische
Bindungstasche des Rezeptors. Binden die Substanzen rein allosterisch kénnen sie einen
dissoziationsverzogernden Effekt an muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren zeigen (Lee
und El-Fakahany, 1991; Lazareno und Birdsdall, 1995; Kostenis und Mohr, 1996). Ein
dualsterischer Bindungsmodus ist allerdings oft wahrscheinlicher, weshalb die meisten
Substanzen eine negative Kooperativitat mit dem Radioliganden aufweisen, da sie den
orthosterisch-bindenden Radioliganden aus seiner Bindung verdrangen. Wichtige Parameter
fur die Berechnung der Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten im dualsterischen
Bindungsmodus (Kggua) Nach Antony et al. (2009) waren in der vorliegenden Arbeit nicht
bekannt. Aus diesem Grund erfolgte eine deskriptive Kurvenauswertung nach dem Cheng-

Prusoff-Verfahren, also analog der Auswertung fur orthosterische Agonisten.

Die Versuchsdurchfiihrung entspricht dem in Kapitel 3.4.3 beschriebenen Protokoll fir
homologe Kompetitionsexperimente. Durch den potentiell dissoziationsverzégernden Effekt
der dualsterischen Substanzen musste aber zunachst die Halbwertszeit der einzelnen
Substanzen ermittelt und die Inkubationszeit angepasst werden. Dafir wurde die
Dissoziationskinetik von [PH]JNMS in Gegenwart der Testsubstanz gemessen. Die
Auswertung und Berechnung der Inkubationszeit bis zum Erreichen eines
Reaktionsgleichgewichtes erfolgten nach der Gleichung von Lazareno und Birdsall (1995).

Nach funf Halbwertszeiten hat die Radioligand-Bindung 97 % ihres Gleichgewichtes erreicht.

[4] :
to50bs = tosorfr * (1 + ECos diss) (Gleichung14)
{05 obs: Halbwertszeit der Radioligandkonzentration in Anwesenheit der
Modulatorkonzentration [A]
to 5 off: Halbwertszeit der Radioliganddissoziation unter Kontrollbedingungen (ohne
Modulator)
[A]: eingesetzte Modulatorkonzentration
ECs0 giss: Modulatorkonzentration, bei der die Radioliganddissoziation halbmaximal

verzogert ist

Da die ermittelte Inkubationszeit flir die einzelnen Substanzen zwischen zwei und 16
Stunden variierte, wurden alle Testsubstanzen fiir 16 Stunden inkubiert, also flir mindestens

funf Halbwertszeiten, um auszuschlielen, dass sich Unterschiede in den Affinitaten
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zwischen den verschiedenen Substanzen durch unterschiedlich lange Inkubationszeiten
ergeben. Als Kontrolle wurden zeitgleich homologe Kompetitionsexperimente ebenfalls flir 16
Stunden inkubiert, um einen moglichen Rezeptorabbau, der durch die lange Inkubation

bedingt sein kdnnte, auszuschliel3en.

3.4.5 Dissoziationskinetik

Mittels kinetischer Experimente wurde der Effekt von dualsterischen Hybridliganden auf die
Dissoziationsgeschwindigkeit des orthosterischen Radioantagonisten [PHINMS bestimmt.
Dissoziationskinetiken dienen zur Bestimmung des Parameters ECsps0qiss. Dieser Wert
entspricht der Alloster-Konzentration bei welcher die Radioligand-Dissoziation vom Rezeptor
um die Halfte reduziert worden ist. Im Gegensatz zu den Radioligand-Bindungsstudien, die in
den Kapiteln 3.4.3 und 3.4.4 beschrieben worden sind, finden Dissoziationsexperimente
unter Ungleichgewichtsbedingungen statt. Sie stellen eine wichtige Methode dar, um eine
allosterische Interaktion eines Liganden mit dem Rezeptor-Protein aufzudecken und zu
quantifizieren (Christopoulos und Kenakin, 2002). Um die im Folgenden beschriebenen
LZwei-Punkt Kinetiken“ durchfihren zu konnen, muss zunachst die Dissoziations-
halbwertszeit des Radioliganden am Rezeptor bekannt sein. In vorangegangenen
Dissertationen wurde die Halbwertszeit von [PHJ[NMS am M1 mAChR bereits untersucht.
Diese lag bei 11,6 £ 1,5 Minuten (Dissertation Vogel, 2015) und wurde fir die hier

vorliegende Arbeit Gbernommen.

3.4.5.1 Zwei-Punkt Kinetik

Eine Methode zur einfacheren Erfassung von Dissoziationskinetiken stellt die von Kostenis
und Mohr (1996) etablierte ,Zwei-Punkt-Kinetik“ dar.

Rein allosterisch bindende Substanzen vermégen die Dissoziationsgeschwindigkeit eines
Orthosters vom Rezeptor zu reduzieren, indem sie den Austritt des Orthosters aus der
Bindung zum Rezeptor verzégern (Stockton et al., 1983; Lazareno und Birdsall, 1995;
Kostenis und Mohr, 1996). Eine Dissoziationsverzdgerung ist also spezifisch flr allosterisch-
bindende Substanzen (Kostenis und Mohr, 1996). Die Alloster-Konzentration, die zu einer
halbmaximalen Dissoziationsverzdégerung flhrt, wird als ECsqqss bezeichnet. Dem Protokoll
der Zwei-Punkt Kinetik nach Kostenis und Mohr (1996) folgend, wurde untersucht, ob die im

Rahmen dieser Arbeit verwendeten Hybridsubstanzen einen dissoziationsverzégernden
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Effekt aufweisen und dementsprechend die Inkubationszeit bis zum Erreichen eines

Reaktionsgleichgewichtes verlangert werden muss.

Versuchsdurchfiihrung und Auswertung

In vorangegangenen Dissertationen hat sich eine Vorinkubation von [°PHJNMS und
Membransuspension von 45 Minuten als ausreichend und praktikabel erwiesen, weshalb
dieser Zeitrahmen auch fir die hier vorliegende Arbeit gewahlt worden ist. Wahrend der
Vorinkubation konkurriert der Radioligand nicht mit anderen Substanzen und kann an der
orthosterischen Bindungsstelle des Rezeptors ungehindert durch potentielle Kompetitoren
haften. Daflr wurde ein ,Mastermix“ hergestellt, der ein Vielfaches der bendtigten Menge
von Inkubationspuffer und Radioligand enthielt. Durch Zugabe der Membransuspension zum
,Mastermix“ wurde der Versuch gestartet. Zu definierten Zeitpunkten wurde ein Aliquot des
,Mastermixes” in die Kavitaten der Versuchsplatte (V21) gegeben, die vier verschiedene
Ansatze enthielt. Ein Ansatz, der weder Atropin noch Testsubstanz enthielt, wurde 45
Minuten vor der Filtration angesetzt und diente der Bestimmung der [?HINMS-Bindung zum
Zeitpunkt 0. Der zweite Messwert wird nach 1,5 Halbwertszeiten der Radioliganddissoziation
unter Kontrollbedingungen erhoben. Fir den M1 mAChR betrug die Halbwertszeit 11,6 £ 1,5
Minuten (Dissertation Vogel, 2015), weshalb sich eine zweite Probennahme nach 17 Minuten
ergab. Um das Resultat zu prazisieren, wurde ebenfalls ein dritter Ansatz nach 14-mindtiger
Inkubation vermessen. Die Ansatze fir die Probenentnahmen nach 14 und 17 Minuten
enthielten die Testsubstanz in verschiedenen Konzentrationen und 10 uM Atropin. Ein vierter
Versuchsansatz diente der Bestimmung der unspezifischen [’H]NMS-Bindung, dieser Ansatz
enthielt 10 uM Atropin anstelle der Testsubstanz. Die Radioligand-Endkonzentration betrug 2
nM fir alle Dissoziationskinetiken. Der Versuch erfolgte in Duplikaten mit mindestens zwei

unabhangigen Verdlnnungsreihen.

Die Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm GraphPad Prism® 5.03 und erfolgte

anhand der Gleichung flir den einphasischen, exponentiellen Zerfall:
[RL]; = [RL]y % e™*-1*t (Gleichung 15)

[RL];: Radioligand-Rezeptor-Komplexe zum Zeitpunkt t nach Start der
Dissoziationsbestimmung

[RL],: Radioligand-Rezeptor-Komplexe zum Zeitpunkt t=0

K.1: Geschwindigkeitskonstante der Radioligand-Dissoziation

t: Zeit nach Start der Dissoziationsbestimmung
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Die Halbwertszeit lasst sich nach folgender Gleichung ermitteln:

HWZ = :‘—2 (Gleichung 16)
-1
(Btspez)

k_,= In —ospez (Gleichung 17)

t

Bispez:  Spezifische Bindung des Radioliganden zum Zeitpunkt t

Bospez: Spezifische Bindung des Radioliganden beim Start der Dissoziationskinetik-
Bestimmung (t=0)

t: Zeitpunkt der Beendigung der Radioligand-Dissoziations-Messung (Vakuumfiltration)

Mithilfe des Computerprogramms GraphPad Prism® 5.03 konnten sowohl die Halbwertszeit
(Gleichung 16) als auch die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k. (Gleichung 17)
ermittelt werden. Normiert man die ki -Werte der verschiedenen Konzentrationen der
Testsubstanz, die im Versuch verwendet worden sind, auf den Kontrollwert und tragt die
erhaltenen Prozentzahlen halblogarithmisch gegen die molare Konzentration der
Testsubstanz auf, erhalt man eine sigmoide Kurve, deren Wendepunkt der Affinitat der
Testsubstanz zum [°?H]NMS-besetzten Rezeptor entspricht. Die resultierende Kurve wurde
dann mit der Vier-Parameter-logistischen Gleichung (Gleichung 2) charakterisiert. Bei dem
Ansatz ohne Modulator findet eine vollstdndige Dissoziation des Radioliganden vom
Rezeptor statt, wohingegen hohe Konzentrationen eines potenten Modulators die

Dissoziation deutlich verlangsamen kénnen.
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Pipettierschema:

Hybrid in

Puffer

Atropin in

Puffer

Zellen in 50
Puffer

HEPES- 350
Puffer

[PHINMS in 50
Puffer

Gesamtvol. 500

Komponente | Gesamt- Unspez. Kontrolle | Hybrid | Eingesetzte | Konz. im
bindung (pl) | Bindung (pl) Konz. Ansatz
H,O 50 50 50

50 1x10™ 1x10°+1)
3x10™ 3x10
50 50 50 100uM 10uM
50 50 50 37,5 ug/ml 7,5 pg/mi
300 300 300 12,5 mM 10 mM
50 50 50 20nM 2nm
500 500 500

Tabelle 3: Pipettierschema zur Zwei-Punkt-Kinetik

Die Versuche wurden in Duplikaten durchgefiihrt. Der Versuchsansatz wurde 45 Minuten im
Schiittelwasserbad bei 30° C vorinkubiert und zwischen den einzelnen Zugabeschritten
weiterhin im Wasserbad belassen.

0 Minuten Start der Vorinkubation des ,Mastermixes (MM1), der 17 Minuten
mit der Testsubstanz inkubiert wird, also 1,5 Halbwertszeiten

3 Minuten Start der Vorinkubation des ,Mastermixes (MM2), der 14 Minuten
mit der Testsubstanz inkubiert wird (zur praziseren Bestimmung)

17 Minuten Zugabe der Zellsuspension in die Kavitdten der Gesamt- und der
unspezifischen Bindung

45 Minuten Zugabe des MM1 in die mit Atropin und Testsubstanz vorbereiteten
Kavitaten, die 17 Minuten spater abfiltriert werden (nach 1,5 HWZ)

48 Minuten Zugabe des MM2 in die mit Atropin und Testsubstanz vorbereiteten
Kavitaten, die 14 Minuten spater abfiltriert werden

62 Minuten Filtration

Tabelle 4: Zeitprotokoll zur Durchfiihrung von ,,Zwei-Punkt-kinetischen Experimenten“
nach Kostenis und Mohr (1996)

,Mastermix“: Vielfaches der bendtigten Menge an Inkubationspuffer, Radioligand und
Membransuspension flr alle Reaktionsansatze. Die Vorinkubation wird gestartet, indem die
Membransuspension zu dem ,Mastermix“ hinzugefligt wird. Dieser Zeitplan gewahrleistet,
dass zum Zeitpunkt 45 Minuten + 1,5 HWZ, also nach 62 Minuten, alle Versuchsansatze
zeitgleich filtriert werden kénnen.
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3.5 Funktionelle Untersuchungen

Im Gegensatz zu Radioligand-Bindungsversuchen, die Informationen Uber die Art und die
Affinitdt der Bindung zwischen Liganden und Rezeptor generieren sollten, werden
funktionelle Untersuchungen dazu genutzt, die Signalkaskade, die aufgrund einer Rezeptor-
Aktivierung in Gang gesetzt wird, naher zu beleuchten. Durch halblogarithmische Auftragung
des generierten Mess-Signals gegen die molare Konzentration der eingesetzten
Testsubstanz ergaben sich sigmoide Kurven, die mithilfe des Computerprogramms
GraphPad Prism® 5.03 und der Vier-Parameter-logistischen Gleichung (Gleichung 2)
charakterisiert werden konnten. Der Wendepunkt der Kurve (ECso-Wert) ist ein Mal} fir die

Wirksamkeit einer agonistisch wirkenden Substanz.

3.5.1 Messung des intrazellularen IP1-Gehaltes (IP1-assay)

Myo-inositol IP3 Fﬂ *

_}’_ /N g
LiCi @"‘ P2 g.

accumulation

Abbildung 5: Signalkaskade eines Gg1i-gekoppelten Rezeptors; Ubernommen von
http://www.cisbio.com/drug-discovery/ip-one-htrf-assay-kit

Diese Abbildung zeigt die Signalwegskaskade eines Gy11-gekoppelten Rezeptors, basierend
auf dem HTRF®-IP-One Tb-kit der Firma ,cisbio“. Durch Aktivierung des ,Sieben-
Transmembranaren-Rezeptors® (7TMR), werden Gy, Proteine aktiviert, die einen
stimulierenden Effekt auf die Phospholipase C haben, welche die Reaktion von
Phosphoinositolbisphosphat in Inositol-3-Phosphat (IP3) katalysiert. In der Folge koppelt IP3
an IP3-Rezeptoren am Endoplasmatischen Retikulum, wodurch Ca®* aus internen Speichern
freigesetzt wird und die intrazelluldre Ca?*-Konzentration ansteigt. IP3 wird zunéchst zu 1P2,
spater zu IP1 abgebaut. Durch den Zusatz von Lithiumchlorid zum Inkubationspuffer, wird
ein weiterer Abbau zu Myo-inositol verhindert und das entstandene IP1 kann quantitativ
bestimmt werden.

Ungeradzahlige mAChRs koppeln bevorzugt an G Proteine der Gyq;-Familie. In Folge der
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Ggn1-Aktivierung kommt es zunachst durch die Ga-Untereinheit zu einer Aktivierung der
Phospholipase C B (PLCB), welche die Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in
Diacylglycerol und Inositoltriphosphat (IP3) katalysiert. IP3 flihrt zu einer Erhéhung des
intrazelluldren Ca®-Gehaltes. Die quantitative Bestimmung von Ca® und IP1, ein
Abbauprodukt von IP3, welches durch den Zusatz von Lithiumchlorid im Inkubationspuffer
stabil bleibt, dient zur Bestimmung der Gq1-Aktivierung. Lithium-lonen hemmen das Enzym
Inositolmonophosphatase, sodass es zu einer Anreicherung von IP1 kommt. Zur Messung
der G114 Protein-Aktivierung eignet sich das kompetitive Immunoassay-Kit HTRF®-IP-One
Tb-Kit, welches auf einem FRET- (Foérster-Resonanzenergietransfer) Signal zwischen einem
Terbium-markierten Antikérper und einem Farbstoff, dem (d2)-gekoppelten Inositol-1-
Phosphat, beruht. Das endogene IP1 konkurriert mit dem artifiziellen d2-IP1 um die Bindung
an den Antikoérper. Bei geringen Konzentrationen an endogenem IP1 bindet der markierte
Antikdrper bevorzugt an das artifizielle (d2)-gekoppelte IP1 und das FRET-Signal steigt
(Trinquet et al., 2006). Nach der Kopplung des Rezeptors an G4 Proteine aufgrund einer
Aktivierung durch Liganden wird die IP1-Synthese gesteigert und der Antikérper bindet mehr

endogenes IP1, dementsprechend wird das FRET-Signal kleiner.

Zum besseren Verstandnis stellt Abbildung 7 (Kapitel 3.5.2) das gleiche Messprinzip fir
cAMP-Assays graphisch dar. Das Messprinzip fur IP1-Assays beruht auf derselben

Interaktion zwischen markiertem d2-Farbstoff und monoklonalem Antikorper.

Neben der PLCB-Aktivierung durch Gy41 Proteine kann diese auch durch die By-Untereinheit
von Gj, Proteinen aktiviert werden (Padrell et al., 1991, Exton 1996), weshalb in einigen
Versuchen die CHO-M1 Zellen mit 100 ng/ml Pertussis Toxin (PTX) vorinkubiert worden
sind, um Gy, Proteine auszuschalten. Mithilfe dieses Toxins sollte eine mdgliche Beteiligung

der Gy, Proteine an der Aktivierung der PLCI detektiert werden.

Versuchsdurchfiihrung

Die abgel6sten Zellen wurden zunachst im Nahrmedium bei 900 rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert und die Zellpellets in DPBS resuspendiert. 10 pl dieser Zellsuspension wurden
anschliel®end auf eine Neubauer Zahlkammer gegeben und die darauf befindlichen Zellen
unter dem Mikroskop gezahlt. Um zu berechnen wie viele Zellen pro Milliliter vorliegen,
wurde der Durchschnittswert der Zellen aller vier Quadranten der Zahlkammer gebildet und
dieser Wert mit 1000 multipliziert. Das Volumen mit der gewiinschten Zellzahl wurde
daraufhin zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in dem zuvor

berechneten notwendigen Volumen des Assay-Puffers resuspendiert. Im Fall des IP1-
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Assays handelte es sich hierbei um den im Assay-Kit befindlichen Stimulationspuffer. In
diesem Assay wurde die Zellzahl auf 100.000 Zellen pro 7 pl eingestellt. Jeweils 7 pl dieser
Zellsuspension wurden anschlieBend in die Kavitaten einer 384-Well-Mikrotiterplatte (V8)
gegeben. Die Platte mit den darin befindlichen Zellen wurde fir 10 Sekunden bei 900 rpm
und Raumtemperatur zentrifugiert (Rotor JS 5.3) und im Brutschrank inkubiert. Nach 30
Minuten erfolgte die Zugabe von 7 ul der Testlésungen in zweifacher Konzentration, da im
Well eine 1:1 Verdlinnung mit der Zellsuspension stattfand. Nach einer 30-mindtigen
Inkubation erfolgte dann die Zugabe von 3 pl d2-IP1 und unmittelbar danach von 3 pl
Terbium-markiertem Antikérper. Die Vermessung der Platte erfolgte nach einstundiger

Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss im Mithras LB 960 (G27).

Um die Beteiligung von G4 Proteinen an dem Mess-Signal zu verifizieren, wurde der Gg4-
Inhibitor FR900359 (FR) (Schrage et al., 2015) eingesetzt und das Versuchsprotokoll
modifiziert. Nach dem Ausséaen der Zellen in den Mikrotiterplatten (V8) wurden die Zellen flr
10 Minuten im Brutschrank inkubiert und daraufhin 3,5 pl einer 3 yM FR-L8sung hinzugeflgt
bzw. in den Wells in denen keine FR-Zugabe stattfinden sollte, wurde stattdessen 3,5 ul des
Assay-Puffers zugegeben. Nach zwei Stunden schloss sich dann die Zugabe von 3,5 pl einer
vierfach-konzentrierten Testldsung an. Der weitere Verlauf des Versuchs ist identisch mit

dem oben beschriebenen Protokoll ohne FR-Zugabe.

Auswertung

Der Terbium-markierte Antikérper fungiert als Energiedonor und sendet nach Anregung bei
einer Wellenlange von 337 nm Energie aus, die von dem Akzeptor d2-IP1 aufgenommen
werden kann. Bei einer Interaktion zwischen Donor und Akzeptor wird Licht der Wellenlange
665 nm ausgesendet, liegt der Donor ungebunden oder an endogenes IP1 gebunden vor,
wird Licht mit einer Wellenlange von 620 nm ausgestrahlt und wird als interner Standard
ebenfalls detektiert. Der Quotient beider Wellenlangen (665 nm/ 620 nm) wird nach der
Inkubation im Mithras LB 960 (G27) gemessen und mithilfe des Computerprogramms
GraphPad Prism® 5.03 ausgewertet. Um Stérgroflen, wie zum Beispiel eine
Fluoreszenzléschung (Quenching) mdglichst gering zu halten, wird dieser Quotient anstelle

eines einzelnen Messwertes fir die Auswertung genutzt.

Ratio = 2sssmm ;. 104 (Gleichung 18)

620 nm

Aess nm: Emission des Akzeptors
As20 nm: Emission des Donors (interner Standard)
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Dieser Wert ist umso grofRer, je mehr artifizielles d2-IP1 an den monoklonalen Antikérper

gekoppelt vorliegt.

Die nach Gleichung 18 erhaltenen Werte wurden nach Anweisung des Herstellers (R22) in

Delta F Werte transformiert:

Ratiotest—Rationeg

Delta F = . * 100 (Gleichung 19)
Rationeg

Ratiogest: Nach Gleichung 18 erhaltener Wert fur die Testsubstanz

Rationeg: Nach Gleichung 18 erhaltener Wert flr die Negativkontrolle (Versuchsansatz

ohne Testsubstanz und (d2)-1P1)

Die logarithmierten Werte der Konzentrationen der Testlésungen wurden gegen die nach

Gleichung 19 erhaltenen Delta F-Werte aufgetragen.

Da héhere Konzentrationen an endogenem IP1 in kleineren Messwerten resultieren, wurden
die erhaltenen Werte normiert, wobei der 0 % Wert dem Basalwert entsprach und der 100 %
Wert auf 100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin festgelegt worden ist. Die Datenpunkte

wurden dann anhand der Vier-Parameter-logistischen Gleichung (Gleichung 2) analysiert.

Um vergleichbare Ergebnisse zwischen den PTX-vorinkubierten und den unbehandelten
Zellen zu erhalten, erfolgte die Auswertung anhand von absoluten IP1-Werten. Daflir wurde

eine IP1-Standardkurve vermessen (Abbildung 6).
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6000+
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2000+
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Abbildung 6: IP1 Standardkurve

Der Versuchsbeschreibung des HTRF®-IP-One Tb-kit folgend wurde eine Standardkurve
vermessen anhand derer die Messwerte aus spateren Versuchen an CHO-M1 Zellen in
Absolutwerte [nM] umgerechnet werden konnten. Zunachst wurden sieben verschiedene
IP1-Standardverdiinnungen hergestellt. Nach 30 mindtiger Inkubation wurden jeweils 3 pl d2-
IP1 und IP1-Cryptat zugegeben und die Versuchsplatte fir 60 Minuten unter Lichtausschluss
bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie am Mithras LB 960 (G27) vermessen werden
konnte. Die resultierenden Werte beschreiben den Quotienten der emittierten Wellenlange
(665 nm/620 nm) und werden als Delta F angegeben. Tragt man die erhaltenen Daten
halblogarithmisch gegen die molare Konzentration der eingesetzten IP1-Standards auf,
erhalt man eine sigmoide Kurve, deren Parameter fur die Berechnung der Absolutwerte
notwendig sind.

Die erhaltenen Datenpunkte wurden mittels der Vier-Parameter-logistischen Gleichung
(Gleichung 2) ausgewertet und die daraus resultierenden Parameter fir folgende Gleichung

verwendet:

(Top—Bottom)

Y = Bottom + (ogECso—mrmm)
(1+10\"0I=E507 X H )y

(Gleichung 20)

Mithilfe dieser Gleichung konnten die Messwerte aus den anschlieBenden Versuchen an
CHO-M1 Zellen auf absolute IP1-Werte in nM umgerechnet werden, die dann miteinander

vergleichbare Ergebnisse fir die unterschiedlich behandelten Zellen ergaben.

3.5.2 Messung des intrazellularen cAMP-Gehaltes (cAMP-assay)

Neben anderen Rezeptoren sind auch muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren zur

promiskuitiven G Protein-Aktivierung befahigt. Der muskarinische M1 Rezeptor kann neben
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Ggn1 Proteinen auch Gs und Gj, Proteine aktivieren und deren jeweilige Signalkaskaden

auslésen (Thomas et al., 2008).

Cyclisches Adenosinmonophosphat (cCAMP) ist ein sekundarer Botenstoff, der sowohl in die
Signalkaskade von G;,, als auch von G; Proteinen involviert ist. G, und G Proteine haben
einen gegenlaufigen Effekt auf die Adenylylzyklasen (ACs); G;, Proteine hemmen dieses
Enzym, G Proteine stimulieren es. Durch Aktivierung der ACs kommt es zu einem Anstieg
an intrazelluldarem cAMP. Dieser Konzentrationsanstieg soll in dem im Folgenden

beschriebenen Assay mit dem HTRF®- cAMP-dynamic 2-Kit (R21) gemessen werden.

Versuchsdurchfiihrung und Auswertung

.
ot L endogenes

L oSN p) Kein
G — =

Verdrangung ¢
Anti-cAMP d2-markiertes Q

FRET Signal

Abbildung 7: Darstellung des Messprinzips einer cAMP-Messung mit dem HTRF®-
dynamic 2 cAMP-kit; modifiziert nach der HTRF®-dynamic 2 cAMP-kit Anleitung
Die Abbildung symbolisiert die Kompetition des durch Rezeptor-Aktivierung generierten
endogenen cAMPs und des artifiziellen d2-markierten cAMPs um die Bindung an den
monoklonalen Antikdrper anti-cAMP. Das resultierende Mess-Signal ist antiproportional zu
der Menge des gebildeten endogenen cAMPs. Mit steigenden Agonist-Konzentrationen
werden vermehrt Rezeptoren aktiviert und die Konzentration an endogenem cAMP steigt.
Folglich steht mehr nicht-markiertes (endogenes) cAMP zur Verfigung und kann an den
Antikérper binden und damit markiertes cAMP aus der Bindung verdrangen. Dadurch wird
das Mess-Signal kleiner. Wird wenig cAMP gebildet, bindet vermehrt das d2-markierte cAMP
an den Antikérper und das Mess-Signal wird groRer.
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Zunachst wurden auch in diesem Versuch die Zellen von der Zellkulturschale abgelést und
das Nahrmedium nach erfolgter Zentrifugation abgesaugt. Das Zellpellet wird in
HBSS+Hepes (20mM) Puffer (L13) resuspendiert und die Zellzahl, wie in Kapitel 3.5.1
beschrieben, bestimmt. Die Zellsuspension wurde nochmals zentrifugiert und das Zellpellet
mit dem erforderlichen Volumen an HBSS+Hepes (20mM) + 3-Isobutyl-1-Methylxanthin
(IBMX) (R25) resuspendiert. IBMX ist ein Phosphodiesterase-Hemmstoff, welcher dem
Abbau von generiertem cAMP entgegenwirken soll. Die Zellzahl wurde in diesem Versuch
auf 50.000 Zellen pro 5 pl eingestellt und 5 ul der Zellsuspension in jedes Well pipettiert.
Nach einer 30-minltigen Inkubation erfolgte die Zugabe von 5 pl zweifach-konzentrierter
Testsubstanz. Nach einer Inkubation von 30 Minuten im Brutschrank schloss sich die
Zugabe von jeweils 5 pl d2-cAMP und Europium-markiertem Antikorper an und die
Versuchsplatte wurde fir 60 Minuten unter Lichtausschluss inkubiert, bevor sie im Mithras

LB 960 (G27) vermessen werden konnte.

Die Auswertung verlief analog der in Kapitel 3.5.1 beschriebenen IP1-Assay Auswertung.

3.5.3 Messung des intrazellularen cAMP-Gehaltes nach Toxin-Zugabe

Neben G und Gj, kdnnen auch Ggq¢ Proteine einen Effekt auf Adenylylzyklasen (ACs)
austiben. Insgesamt neun Isoformen flir Membran-gebundene Adenylylzyklasen sind in der
Literatur beschrieben (Hanoune und Defer, 2001), die unterschiedlich innerviert werden
kénnen. Ein bekannter Modulator ist Ca?*, das, abhangig von der Isoform, sowohl einen
hemmenden als auch einen stimulierenden Effekt auf Adenylylzyklasen haben kann. Des
Weiteren kann auch die By-Untereinheit verschiedener G Proteine einen Einfluss auf die
Aktivitat der ACs haben. Um dieses Phanomen genauer zu beleuchten, wurden weitere
cAMP-Assays in modifizierter Weise durchgefihrt. Um eine potentielle Beteiligung von G,
Proteinen zu detektieren, wurden die Zellen fiir 16-18 Stunden mit 100 ng/ml des G, Protein
Inhibitors Pertussis Toxin vorbehandelt. Mithilfe des G Protein-Aktivators Cholera Toxin
(CTX) sollte geprtift werden, ob das im cAMP-Assay generierte Mess-Signal vollstandig auf
einer G Protein-Aktivierung beruht oder ob sich ein Restsignal zeigt, dass auf die Beteiligung
anderer G Proteine schlieBen lasst. Dafir wurden die Zellen analog zu der PTX-
Vorbehandlung fur 16-18 Stunden mit 100 ng/ml CTX vorbehandelt. G441 Proteine wurden
wahrend des Versuches mit dem Gg41 Protein-Inhibitor FR stumm geschaltet, wie es in
Kapitel 3.5.1 beschrieben worden ist. Um eine mdgliche Signallberlagerung mehrerer G

Proteine zu detektieren, wurden die verschiedenen G Protein-Inhibitoren kombiniert
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angewendet.
Versuchsdurchfiihrung und Auswertung

Die Versuchsdurchflihrung entsprach dem in Kapitel 3.5.2 beschriebenen Versuchsprotokoll.
Die verschiedenen Toxin-Vorbehandlungen koénnen unterschiedliche Effekte auf den
Basalwert und damit auf die Auswertung haben. Um vergleichbare Daten zu erzielen, wurde
deshalb eine cAMP-Standardkurve generiert (Abbildung 8).

cAMP Standardkurve
20000-
15000
L

< 10000-
5000-

G ] ] ] 1

12 -10 -8 -6 -4

cAMP [log M]

Abbildung 8: cAMP Standardardkurve

Der Versuchsbeschreibung des HTRF® dynamic 2 cAMP-kits folgend wurde eine
Standardkurve vermessen anhand derer die Messwerte aus spateren Versuchen an CHO-
M1 Zellen in Absolutwerte [nM] umgerechnet werden konnten. Zunachst wurden sieben
verschiedene cAMP-Standardverdiinnungen hergestellt, die einem Messfenster von 0,07-70
nM cAMP entsprachen. Nach 30 mindtiger Inkubation wurden jeweils 5 pyl cAMP-d2 und
cAMP-Cryptat zugegeben und die Versuchsplatte fir 60 Minuten unter Lichtausschluss bei
Raumtemperatur inkubiert, bevor sie am Mithras LB 960 (G27) vermessen werden konnte.
Die resultierenden Werte beschreiben den Quotienten der emittierten Wellenlange (665
nm/620 nm) und werden als Delta F angegeben. Tragt man die erhaltenen Daten
halblogarithmisch gegen die molare Konzentration der eingesetzten cAMP-Standards auf,
erhalt man eine sigmoide Kurve, dessen Parameter fir die Berechnung der Absolutwerte
notwendig sind.

Die erhaltenen Datenpunkte wurden mittels der Vier-Parameter-logistischen Gleichung
(Gleichung 2) ausgewertet und die daraus resultierenden Parameter fir folgende Gleichung

verwendet:

(Top—Bottom)

Y = Bottom + ((L ECeg—x)r )
(1+10\"09FES0THNH )y

(Gleichung 21)

Mithilfe dieser Gleichung konnten die Messwerte aus den anschlieRenden Versuchen an
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CHO-M1 Zellen auf absolute cAMP-Werte in nM umgerechnet werden, die dann miteinander

vergleichbare Ergebnisse fir die unterschiedlich behandelten Zellen ergaben.

3.5.4 [*®*S]GTPyS-Bindungsversuche

In der Substanz [**S]GTPyS wurde ein Sauerstoffatom, welches in der Ursubstanz GTP y-
standig an einen Phosphatrest der Ribose gebunden vorliegt, gegen ein radioaktiv-
markiertes Schwefelatom **S ausgetauscht. Der Radioligand weist eine hohe Affinitat zu der
a-Untereinheit von G Proteinen auf. Infolge einer Agonist-vermittelten oder spontanen
Rezeptor-Aktivierung wird im Austausch gegen GDP vermehrt das uberschussige
[**S]GTPYS an das G Protein gekoppelt und der G Protein-Zyklus unterbrochen, da der
Radioligand eine GTPase-Stabilitat aufweist. Infolgedessen akkumulieren die [*>S]GTPyS-G
Protein-Komplexe, welche vom Glasfaserfilter retiniert werden. Die resultierende
Radioaktivitat kann durch eine Vermessung im Trilux® (G45) quantitativ ermittelt werden und

ist proportional zur Agonist-vermittelten Rezeptor-Aktivierung.

Versuchsdurchfiihrung

[**S]GTPyS-Bindungsversuche  wurden  ausschlieRlich an  Membranhomogenaten
durchgefiihrt, da der Radioligand eine positive Ladung tragt und somit die Zellmembran nicht
uberwinden kann. Der Versuch erfolgte in Quadruplikaten aus mindestens zwei voneinander

unabhangigen Verdlnnungsreihen.

Dem Pipettierschema (Tabelle 5) folgend wurden alle Komponenten in eine Mikrotiterplatte
mit 96 Kavitaten (V21) einpipettiert. Durch die Zugabe der Membransuspension wurde der
Versuch gestartet und die Versuchsplatte bei 30° C in einem Schittelwasserbad (G35) fiir 60
Minuten inkubiert. Da [*>S]GTPYS irreversibel an die Ga-Untereinheit des G Proteins bindet,
kann sich kein Reaktionsgleichgewicht einstellen. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten,
ist es notwendig den Inkubationszeitraum immer gleich zu wahlen. Ein Zeitraum von 60
Minuten hat sich bei vorherigen Versuchen durch andere Doktoranden als geeignet
erwiesen, um eine ausreichende Akkumulation zu gewahrleisten und damit ein gut
detektierbares Messfenster zwischen Agonist-vermittelter und spontaner [*S]GTPyS-
Bindung zu erhalten (Dissertation Klemt, 2005; Dissertation Kebig, 2010). G Protein-
gekoppelte Rezeptoren weisen haufig eine spontane Aktivitat auf, was bedeutet, dass der G
Protein-Zyklus ohne vorherige Agonist-Stimulation durchlaufen werden kann. Um die

verwendeten Rezeptoren in der Membransuspension auf eine Spontanaktivitat zu prifen,
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werden supramaximale Konzentrationen eines inversen Agonisten eingesetzt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde daflir der muskarinische, orthosterisch-bindende inverse Agonist Atropin
in einer Endkonzentration von 1 uM eingesetzt. Liegt der gemessene Atropin-vermittelte
Messwert unterhalb des Basalwertes, ist das ein starkes Indiz fir eine Spontanaktivitat der
Rezeptoren. Der Zusatz von 1 yM GDP (R15) sattigt leere Nukleotidbindungsstellen der a-
Untereinheit ab und flhrt dadurch zu einem groReren Messfenster, indem die basale
[**S]GTPyS-Bindung reduziert wird. In der Inkubationsphase wurde alles fiir die
anschlieRende Vakuumfiltration vorbereitet. Analog der [?H]NMS-Bindungsversuche wurde
die Radioaktivitat mittels Feststoffszintillation ermittelt, der Glasfaserfilter wurde jedoch fir
die [**S]GTPyS-Bindungsversuche fiir 30 Sekunden in Aqua destillata (R2) gelegt statt in
PEI-Lésung (L26). Nach der Inkubation wurden die Radioligand-Rezeptor-Komplexe mittels
Vakuumfiltration am Tomtec-Harvester® (G19) abgetrennt und der Filter wie in Kapitel 3.4.3

beschrieben weiterverarbeitet und im Trilux® (G45) vermessen.

Dieser Assay wird primar zur Bestimmung der Gy, Protein-abhangigen Rezeptor-Aktivierung
genutzt. Da der M1-mAChR aber hauptsachlich Gg41 Proteine zur Signalwegsaktivierung
rekrutiert, sollte durch die Verwendung eines mit PTX vorbehandelten
Membranhomogenates die Beteiligung der G, Proteine verifiziert werden. Daflir wurden die
fur die Membranpraparation vorbereiteten Zellkulturschalen fir 16 Stunden mit 100 ng/ml
PTX inkubiert.
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Pipettierschema:

Komponente Basale Inverser Eingesetzte Konz. im
[**S]GTPyS- | Agonist (ul) Konz. Ansatz

Bindung (pl)

Hybrid in 50 1x10™ 1x10°+")
3x10™ 3x10™"
Puffer

Atropin in 50 10 uM 1 uM
Zellen in 100 100 100 200 pg/ml 40 pg/ml
50 50 50 10 uM 1 uM

200 200 12,5 mM 10 mM

[°S]GTPyS in &l 50 50 0,7 nM 0,07 nM
Puffer

Tabelle 5: Pipettierschema fiir [**S] GTPyS-Bindungsversuche.
Der Versuch wurde in Quadruplikaten durchgefiihrt. Nach der Zugabe aller Substanzen
wurde die Versuchsplatte fir 60 Minuten im Schiuttelwasserbad bei 30° C inkubiert.

Auswertung

Die gemessenen Radioaktivitdtswerte (in counts per minute (cpm)) wurden gegen die
logarithmierten Werte der molaren Konzentration aufgetragen und die Datenpunkte mittels
der Vier-Parameter-logistischen Gleichung (Gleichung 2) analysiert.

3.5.5 Messung der dynamischen Massenumverteilung (DMR)

Im Vergleich zu den in den Kapiteln 3.5.1 bis 3.5.4 beschriebenen funktionellen
Experimenten, die sich auf die Bestimmung eines einzelnen sekundaren Botenstoffes
beschranken, bietet die Messung der Dynamischen Massenumverteilung die Moéglichkeit
durch verschiedene G Proteine ausgeldste Signalwege simultan zu bestimmen. Diese
Messung findet in Echtzeit und an lebenden Zellen statt. Ein weiterer Vorteil dieser Mess-

Methode liegt darin, dass weder Rezeptoren noch Substanzen markiert und damit verandert
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werden mussen, um ein Mess-Signal zu erhalten, welches quantitativ auswertbar ist.

......

light

Mass
edistribution
{Dafectable DMR

Wave length shift (A pm)
difference to bassline outgoing wave kngth

Abbildung 9: Prinzip der Dynamischen Massenumverteilung (DMR); iibernommen von
Schroder et al., 2011

Ausgehend von einem Laser wird der Biosensor in einer 384-well Versuchsplatte mit
Breitbandlicht bestrahlt. In Abhangigkeit der Biomasse, die sich oberhalb (ca. 150 nm) des
optischen Sensors befindet, wird Licht einer bestimmten Wellenlange reflektiert.
Testsubstanz-vermittelt kommt es zur Aktivierung bestimmter Signalkaskaden, die eine
Massenumverteilung innerhalb der Zelle auslésen. Dadurch andert sich die optische Dichte
innerhalb des Detektionsbereiches und es kommt zu einer Verschiebung der reflektierten
Wellenlange, welche entweder in Form eines negativen oder positiven Signals detektiert
werden kann.

Theoretische Grundlagen

Die durch G Protein-Aktivierung ausgeléste Massenumverteilung wurde an lebenden Zellen
untersucht und mit dem Epic®-Biosensor (G11) im Arbeitskreis von Prof. Dr. Kostenis in der
Pharmazeutischen Biologie der Universitdt Bonn gemessen. Die Messung erfolgte unter
kontrollierten Temperaturbedingungen bei 28° C und wurde anhand des Protokolls von
Schréder et al., 2010/2011 durchgefilhrt. Der Epic® (G11) ermdglicht die indirekte
Bestimmung der intrazellularen Massenumverteilung, die beispielsweise auf die Aktivierung
von G Protein-gekoppelten Rezeptoren folgt (Fang et al., 2007, Schréder et al., 2010 und
2011). Zahlreiche intrazelluldre Prozesse basieren auf der Relokalisierung von Botenstoffen
und Proteinen innerhalb der Zelle oder auf einem Umbau des Zytoskeletts und kdnnen

mithilfe des Epic®-Systems (G11) gemessen werden.

Das Mess-System besteht aus einem Laser, einem optischen Biosensor (resonant

waveguide grating, RWG), welcher bereits in der 384-well Versuchsplatte (V2) integriert ist,
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und einem Detektor. Der Laser sendet polarisiertes Breitbandlicht aus, welches dann auf den
Biosensor trifft. Abhangig von der Biomasse oberhalb des Biosensors (ca. 150 nm) wird Licht
einer bestimmten Wellenlange reflektiert. Die reflektierte Wellenlange ist abhangig vom
zellularen Kontext, also von der Zellart und der Zelldichte und variiert dementsprechend bei
Versuchen mit unterschiedlichen Zellen. Alle 15 Sekunden erfolgt eine Messung, die dem
Mittelwert aus finf Einzelmessungen entspricht. Zunachst erfolgt eine Messung an ruhenden
Zellen, die in etwa 3600 Sekunden durchgefiihrt werden sollte. Nach einer
Hintergrundmessung (,baseline read®) von ca. 300 Sekunden erfolgt die simultane
Substanzzugabe in allen Kavitaten mithilfe der automatischen Pipettierstation SELMA® (G7).
Die resultierenden Messwerte sind die Differenzwerte zur Hintergrundmessung und werden
in der Einheit A pm angegeben. Die Substanzen wurden ebenfalls auf 28° C in der
Pipettierstation erwarmt, um das Temperaturprofil nicht zu verandern. In der Folge der
Substanzzugabe kommt es in Echtzeitmessung zur Translokation von Zellproteinen und
Botenstoffen und/oder zu einem Umbau des Zytoskeletts und damit entweder zu einer
Erhéhung oder einer Erniedrigung der optischen Dichte innerhalb des Detektionsbereiches.
Abhangig von der optischen Dichte innerhalb der 150 nm oberhalb des Biosensors kommt es
zu einem positiv oder negativ ausgerichteten Mess-Signal (Lee et al., 2008). Die
resultierende Signatur ist abhangig von der verwendeten Zellart, dem aktivierten Rezeptor
und dem daraus resultierenden aktivierten Signalweg (Schroder et al., 2010/2011, Deng et
al., 2013). Neben der Tatsache, dass bei der DMR-Messung die Aktivierung verschiedener G
Proteine simultan gemessen werden kann, liegt ein weiterer Vorteil darin, dass es sich um
ein sondenfreies Messverfahren handelt, bei dem also weder Rezeptoren noch Substanzen

markiert und damit verandert werden muissen.

Versuchsdurchfiihrung

Dem Protokoll Schroder et al. (2011) folgend, wurden die CHO-Zellen 24 Stunden vor der
Messung in einer Dichte von 12.500 Zellen/Well in die Versuchsplatten ausgesat und die
Platte fur 10 Sekunden bei 800 rpm zentrifugiert, um Luftblasen zu entfernen. Die Zellen
wurden anschlieend flir 24 Stunden bei 37° C, 5 % CO,-Begasung und 96 %-
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Zur Ausschaltung von G, und G Proteinen wurde funf Stunden
nach der Aussaat PTX (100 ng/ml) bzw. CTX (100 ng/ml) zugegeben. G4 Proteine wurden
am Versuchstag nach dem Waschschritt mit dem Ggs-Inhibitor FR blockiert. In der Regel
wurden jeweils 40 pl der Zellsuspension in die Kavitdten der Versuchsplatte ausgesat.
Sollten die Zellen noch mit PTX und/oder CTX behandelt werden, wurden primar nur 30 ul

einpipettiert und nach finf Stunden weitere 10 pl des toxinhaltigen-Nahrmediums
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zugegeben.

24 Stunden spater, nachdem sich ein dichter Zellrasen ausgebildet hatte, wurde das
Nahrmedium in allen Kavitaten mit einem 16-Kanalsauger entfernt und der Zellrasen zweimal
mit 50 pyl DMR-Inkubationspuffer (L13) gewaschen. AnschlieRend wurde entweder der Gy1-
Inhibitor FR (Endkonzentration: 1 pM) oder der pan-G Protein-Aktivator AlF,
(Endkonzentration 300 uM) hinzugefigt und die Wells mit DMR-Inkubationspuffer auf ein
Endvolumen von 30 ul aufgefillt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt von 10
Sekunden bei 800 rpm erfolgte der ,baseline read“ im Epic®-Biosensor (G11). In einer
weiteren Platte (source plate, V20) wurden die Testsubstanzen in vierfacher Konzentration
im Inkubator ebenfalls auf 28° C erwarmt. Nach 3600 Sekunden wurden 10 ul der
Testsubstanzen mittels der automatischen Pipettierstation SELMA® (G7) der Versuchsplatte
(V2) zugegeben. Es schloss sich eine weitere Messung von 3600 Sekunden an, in der die G

Protein-Aktivierung gemessen worden ist.

Auswertung

Die erhaltenen Messdaten wurden zundchst in ein Excel Programm konvertiert und die
Rohdaten in GraphPad Prism® 5.03 dOberflihrt. Die Daten wurden in Form von
reprasentativen Abbildungen eines Einzelversuches als Originalsignatur dargestellt und die
Puffer-Werte von den erhaltenen Daten abgezogen. Zur Auswertung von Dosis-
Wirkungskurven wurden die Messwerte nach 1500 Sekunden, nach 2400 Sekunden und als
Area under the curve (3600 Sekunden) ermittelt und halblogarithmisch gegen die molare

Konzentration aufgetragen.

3.5.6 Messung der ERK 1/2 Phosphorylierung

Die Messung der ERK 1/2 Phosphorylierung stellt ein gutes Messprinzip dar, um neben den
in den Kapiteln 3.5.1 bis 3.5.5 beschriebenen funktionellen Versuchen, die zellularen

Prozesse auf tiefergreifender Ebene darzustellen.

Theoretischer Hintergrund

Die Kinase ERK 1/2 (extracellular signal-related kinase) gehort zu der Familie der Mitogen-

aktivierten Protein Kinasen (MAPK) und der Grad ihrer Phosphorylierung kann als
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Messinstrument fir eine G Protein-Aktivierung herangezogen werden. Die MAPK/ERK
Kaskade ist in viele zelluldare Prozesse wie zum Beispiel die Transkription, Translation,
Zellwachstum und Zelldifferenzierung involviert. Da die Effekte der verschiedenen G Proteine
teilweise gegenlaufig sind oder sich auch gegenseitig verstarken kénnen, liegt der Vorteil
dieses Versuches in der Messung eines Parameters, der ERK Phosphorylierung, welche

unabhangig von der Ga-Untereinheit des aktivierten G Proteins ist.

Versuchsdurchfiihrung

24 Stunden vor Versuchsbeginn wurden die Zellen in einer Dichte von 25.000 Zellen pro
Well und einem Volumen von 100 ul in die Versuchsplatten (V25) ausgesat. Sollten die
Zellen spater noch mit einem G Protein-Inhibitor vorbehandelt werden, wurden zunachst 80
Ml der Zellsuspension ausgesat und flnf Stunden spater weitere 20 pl des toxinhaltigen-
Nahrmediums hinzugefligt. Die Konzentration der Toxine lag analog zu den anderen
Versuchen bei 100 ng/ml CTX bzw. PTX. Um den Basalwert zu senken und damit ein
grolReres Messfenster zu erhalten, wurde 24 Stunden nach der Aussaat das Medium fir vier
Stunden durch FKS-freies Nahrmedium (,Starvation medium®) ersetzt. Im Anschluss wird
das Medium zu definierten Zeitpunkten durch 50 ul der Testsubstanzen bzw. 50 ul des FKS-
freien Mediums zur Bestimmung des Basalwertes ersetzt. Die Inkubation der Zellen mit dem
Agonisten lag zwischen zwei Minuten und zwei Stunden und erfolgte bei 37° C im
Brutschrank. Im Anschluss an die zweistlindige Inkubation wurde der Agonist/das Medium
aus allen Kavitaten abgesaugt und die Zellen mit 50 ul Lysispuffer (R23) lysiert und fir 30
Minuten auf dem Schittler bei Raumtemperatur von der Versuchsplatte abgeldst. Im
Anschluss wurden 16 pl des Lysats in eine 384-well Mikrotiter Platte (V8) Uberfuhrt und 4 pl
des Antikdrpers hinzugefiigt. Nach zweistiindiger Inkubation unter Lichtausschluss bei

Raumtemperatur konnte die Versuchsplatte im Mithras LB 960 (G27) vermessen werden.

Auswertung

Die erhaltenen Werte wurden in das Computerprogramm GraphPad Prism® 5.03 Uberfiihrt
und der Basalwert von den Messwerten subtrahiert. Wurde ein kinetisches Experiment
durchgefihrt, wurde flr jeden Zeitpunkt der Substanzzugabe ein entsprechender Basalwert
aufgenommen. Graphisch wurde anschlieRend das Verhaltnis zwischen Messwert und
Basalwert gegen die Zeit aufgetragen, woraus sich ein Zeitprofil ergeben hat, welches die

ERK Phosphorylierung in Echtzeit widergibt.
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Sollten Dosis-Wirkungskurven erstellt werden, wurden zu einem definierten Zeitpunkt alle zu
untersuchenden Konzentrationen der Testsubstanz zeitgleich zugegeben und nur ein
Basalwert in Form eines Triplikats gemessen. Die erhaltenen Werte wurden auf den Effekt
normiert, den der Referenzagonist Acetylcholin bei einer Konzentration von 100 uM
ausgeldst hat. Das untere Plateau wurde auf den Basalwert normiert. Die daraus erhaltenen
Prozentzahlen wurden halblogarithmisch gegen die molare Konzentration aufgetragen und

die Kurve, falls mdglich, auf einen Hill-Koeffizienten von ny=1 fixiert.

3.6 Statistik

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten statistischen Tests wurden mithilfe des
Computerprogramms GraphPad Prism® 5.03 generiert. Die statistischen Prifverfahren und
die Bestimmung der Lage- und Streuungsparameter basierten auf der Annahme, dass die
erhobenen Datenséatze einer Normalverteilung unterlagen. Die mithilfe der ,Vier-Parameter-
logistischen Gleichung“ ermittelten KenngréRen wurden fir jede Kurve individuell bestimmt

und die Gesamtkurve als Mittelwert + S.E.M. der Einzelversuche angegeben.

3.6.1 Deskriptive Statistik

Lage-und Streuungsparameter stellen wichtige Kenngréfien in der deskriptiven Statistik dar,

um eine Aussage Uber die Einheitlichkeit der erhobenen Messwerte treffen zu kénnen.

3.6.1.1 Der arithmetische Mittelwert und Standardfehler

Alle in dieser Arbeit angegebenen Mittelwerte waren arithmetische Mittel, die sich durch

folgende Gleichung berechnen lassen:

X = %* Y x; (Gleichung 22)
X: Arithmetisches Mittel

n: Anzahl an unabhangigen Experimenten

Xi: Messwert des i-ten unabhangigen Experimentes

Als Streuungsmal® wurde der Standardfehler S.E.M. (standard error of the mean)

angegeben, der mithilfe von Gleichung 22 berechnet werden kann (Gleichung 23):
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Zln—1(xi_ f)z

n—-1

SD = (Gleichung 23)

SD:  Standardabweichung

n: Anzahl an unabhangigen Experimenten

n-1:  Anzahl der Freiheitsgrade

Xi: Messwerte des i-ten unabhangigen Experimentes
X: Arithmetischer Mittelwert

Im Rahmen dieser Arbeit wird der Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M.) als
Streuungsmall verwendet. Der S.E.M. ermdglicht die Streuung der Einzelwerte um den

Mittelwert genauer zu beleuchten.

SD :
S.E.M.= N (Gleichung 24)

S.E.M.:Standard error of the mean; Standardfehler
SD:  Standardabweichung (vgl. Gleichung 23)
n: Anzahl an unabhangigen Experimenten

Die Bestimmung des arithmetischen Mittels und des S.E.M. erfolgte computergestitzt

mithilfe des Programms GraphPad Prism® 5.03.

3.6.2 Statistische Tests

Statistische Tests werden durchgefiihrt, um anhand der erhobenen Daten, die einen
Stichprobenbefund darstellen, Rickschlisse auf die Grundgesamtheit ziehen zu kénnen. Ein
Hypothesentest entscheidet darliber, ob die Nullhypothese (es besteht kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen zwei Parametern) angenommen werden darf oder
verworfen werden muss. Im Fall der Verwerfung greift eine Alternativhypothese, die mit einer
Irtumswahrscheinlichkeit (a) von 5 % besagt, dass ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Parametern oder Messwerten besteht. Trifft der Erwartungswert zu
wird die Nullhypothese akzeptiert. Alle hier beschriebenen statistischen Tests wurden
zweiseitig durchgefuhrt und eine Irrtumswahrscheinlichkeit (a) von 5 % vorgegeben. Die
Datenpunkte wurde mithilfe einer nichtlinearen Regressionsanalyse und der Vier-Parameter
logistischen Gleichung (Gleichung 2) nach Barlow und Blake (1989) durch das
Computerprogramm GraphPad Prism® 5.03 analysiert.
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3.6.2.1 Der F-Test

Mithilfe des F-Tests wird entschieden, ob die Nullhypothese angenommen werden darf oder
ob die Datenpunkte durch eine Alternativhypothese besser beschrieben werden kénnen. In
der vorliegenden Arbeit wurde der F-Test angewendet, um zu prifen, ob eine sigmoide
Kurve einen Hill-Koeffizienten von ny= 1/-1 aufweist. Konnte die Datenauswertung anhand
einer ny= 1/-1 fixierten Kurve erfolgen, wurde die Nullhypothese akzeptiert. Fir den Fall,
dass die Kurve mit einem Steilheitsmal} von 1/-1 angepasst werden konnte, hing das Modell
nur noch von drei Parametern ab, dem oberen und unteren Plateau (top und bottom) und
dem ECso-Wert. Konnte die Kurve nicht mit einem Hill-Koeffizienten von ny = 1/-1 fixiert
werden, galt die Kurvenanpassung als ,komplexes Modell“ und war neben den drei oben
beschriebenen Parametern auch noch von dem Parameter der Kurvensteilheit ny abhangig.
Die Entscheidung zwischen den beiden Hypothesen wurde automatisch durch das
Computerprogramm GraphPad Prism® 5.03 vorgenommen. Dieses Programm vergleicht
den ermittelten F-Wert mit einem tabellierten und entscheidet welches der beiden
Regressionsmodelle die Daten besser beschreiben kann. Ist der berechnete F-Wert groRRer
als der tabellierte unterscheiden sich die analysierten Messwerte mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95 % voneinander. Der F-Test berucksichtigt die Anzahl an

Freiheitsgraden und die Gilte der Kurvenanpassung, beschrieben durch die

Abstandsquadrate.
(SSNun=SSait)
SS .
F = W% (Gleichung 25)
DF g1t
F: F-Wert

SSnu: Summe der Abstandsquadrate (Nullhypothese)
SSat:  Summe der Abstandsquadrate (Alternativhypothese)
DFnui: Anzahl der Freiheitsgrade (Nullhypothese)

DFat:  Anzahl der Freiheitsgrade (Alternativhypothese)

Der Abstand jedes Datenpunktes von der Kurve wird quadriert und die einzelnen
Abstandsquadrate summiert. Die Summe der quadrierten Abstandsquadrate ist umso
kleiner, desto besser das gewahlte Modell die Datenpunkte beschreiben kann (Motulsky und
Christopoulos, 2004).

Der p-Wert wird von dem Computerprogramm GraphPad Prism® 5.03 automatisch ermittelt,
indem die berechnete PrifgroRe des jeweiligen statistischen Tests einem Tabellenwert

gegenubergestellt und ein entsprechender p-Wert zugeordnet wird.
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p <0,05: Die Alternativhypothese wurde angenommen und die Kurve mit einem
variablen Steilheitsmall angepasst; die Nullhypothese wurde mit einer

Irtumswahrscheinlichkeit (a) von 5 % verworfen

p > 0,05: Die Nullhypothese wurde angenommen und die Kurve mit einem Hill-

Koeffizienten von ny=1/-1 fixiert (Motulsky und Christopoulos, 2004)

3.6.2.2 Ungepaarter, zweiseitiger Zweistichproben t-Test

Mittels eines ungepaarten, zweiseitigen Zweistichproben t-Tests wurde getestet, ob der
Unterschied zwischen zwei in der Regressionsanalyse ermittelten Kenngréflen zufallig
zustande gekommen war oder ob sich die zugrunde liegenden Grundgesamtheiten
statistisch unterscheiden. Das Auswerteprogramm GraphPad Prism® 5.03 ermittelt
automatisch einen p-Wert zu den generierten t-Werten. Ein statistischer Unterschied gilt als
bewiesen, wenn p< 0,05 ist (mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 %). Die
Voraussetzung fur die Giiltigkeit ist jedoch eine Normalverteilung der Messwerte.

X1—X2

t= (Gleichung 26)
\/( 1,1 )‘(nl—l)*SD%+(n2—1)*SD%

nq ' ny nitny—2

t t-Wert

x: Arithmetischer Mittelwert

SD:  Standardabweichung

n: Anzahl an unabhangigen Experimenten

3.6.2.3 Einstichproben t-Test

Der hier dem t-Wert zugeordnete p-Wert entschied dariiber, ob der Mittelwert einer

Versuchsreihe von einem hypothetischen Wert signifikant abwich.

_ X—Ug .
t = Y (Gleichung 27)
t: t-Wert
X Arithmetischer Mittelwert

p;): Hypothetischer Wert
S.E.M.:Standard error of the mean; Standardfehler

Bei einem p-Wert < 0,05 wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % davon
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ausgegangen, dass sich der getestete Mittelwert signifikant von dem hypothetischen Wert

unterschied.

Sofern nicht anders angegeben bezieht sich die Angabe ,t-Test“ in dieser Arbeit auf den

ungepaarten, zweiseitigen Zweistichproben t-Test (Gleichung 26).

3.6.2.4 Analyse der Varianzen (ANOVA)

Sollen mehr als zwei Mittelwerte auf einen signifikanten Unterschied hin getestet werden,
wurde das Analyseverfahren ANOVA angewendet. Hierbei unterscheidet man die
einfraktionelle (One-way ANOVA) von der zweifraktionellen (Two-way ANOVA) Analyse.
Wirde man jeden einzelnen Mittelwert gegen einen anderen testen, stiege die
Irrtumswahrscheinlichkeit massiv an. Der Parameter Fanova gibt analog zu der oben
beschriebenen Methode an, ob die Nullhypothese angenommen oder verworfen werden
muss. In der Analyse der Varianzen vereinigt der Fanova-Wert die Varianzen der einzelnen
Stichproben zu einer Gesamtvarianz und vergleicht diese mit den Varianzen der einzelnen
Stichproben. Dieser Wert gibt an, ob die Nullhypothese (Alle Werte sind gleich)
angenommen werden darf oder ob die Alternativhypothese (Zwischen mindestens zwei
Mittelwerten besteht ein signifikanter Unterschied) greift. Er gibt also Auskunft Gber die
Gleichheit der einzelnen Mittelwerte. Fanova gibt das Verhaltnis der Quadratsummen an, die
zwischen den einzelnen Gruppen und innerhalb der Gruppen ermittelt worden sind. Ein p-
Wert < 0,05 flhrte zur Annahme der Alternativhypothese.

Fanova = Sew (Gleichung 28)

Fanova: F-Wert der Varianzanalyse ANOVA

SSB: Quadratsumme zwischen den Gruppen

DFB: Anzahl der Freiheitsgrade zwischen den Gruppen
SSW: Quadratsumme innerhalb der Gruppen

DFW: Anzahl der Freiheitsgrade innerhalb der Gruppen

Wourde die Nullhypothese verworfen, schloss sich ein Post-Test an, um zu zeigen zwischen
welchen Mittelwerten ein signifikanter Unterschied bestand. Der Dunnett’s post-Test wurde
angewendet, um potentielle Unterschiede zwischen den Mittelwerten und einem definierten
Kontrollwert zu beleuchten. Der Bonferroni’s post-Test schloss sich an, sofern alle

Mittelwertspaare untereinander auf Signifikanz getestet werden sollten.
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4 Ergebnisse

4.1 Radioligand-Bindungsversuche

4.1.1 Bindungseigenschaften der Membranhomogenate stabil transfizierter

CHO-M1 Zellen

Die Charakterisierung der [?H]N-Methylscopolamin-Bindungseigenschaften am M1-Rezeptor
erfolgte, wie in Kapitel 3.4.3 beschrieben, in homologen Kompetitionsexperimenten. Die
Versuche wurden an Membranhomogenaten stabil transfizierter CHO-M1 Zellen
durchgefuhrt. Die Kurvenanpassung der erhobenen Datenpunkte erfolgte mittels
Nichtlinearer Regressionsanalyse und der ,Vier-Parameter-logistischen Gleichung“ (Kapitel
3.4.3, Gleichung 2) nach Barlow und Blake (1989). Die Gleichgewichts-
Dissoziationskonstante Kp wurde mithilfe des Verfahrens nach Cheng und Prusoff (Kapitel
3.4.3, Gleichung 3) bestimmt, die maximale Anzahl an Bindungsstellen B.x nach DeBlasi
(Kapitel 3.4.3, Gleichung 5). Kp ist ein Mal fur die Affinitdt des Radioliganden zum Rezeptor

und ist fur die Analyse des Bindungsverhaltens der Testsubstanzen unbedingt erforderlich.
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Abbildung 10: Homologe Kompetition mit dem Radioliganden [*HJNMS an CHO-M1
Zellen.

Ordinate: spezifische Bindung des Radioliganden [PH]NMS in Prozent der Gesamtbindung.
Abszisse: dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration des nicht-markierten
Kompetitors NMS. Die Versuche wurden an Membransuspensionen stabil transfizierter
CHO-M1 Zellen mit einer Proteinkonzentration von 7,5 -10 pg pro ml in HEPES-Puffer (L8)
durchgefiihrt. Der Versuchsansatz wurde flir zwei Stunden in einem Schittelwasserbad
(G35) bei 30° C inkubiert. In Gegenwart von 10 uyM des inversen Agonisten Atropin wurde
die unspezifische Bindung bestimmt. Die Radioligandkonzentration im Versuchsansatz
betrug 0,15 nM.
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Zell-Linie n Ny pPKb Bmax
(pmol/mg)
CHO-M1 4 -1,06"* 9,85 + 0,20 5,38 + 0,91

Tabelle 6: Bindungs-Charakteristika von [’HINMS an Membranhomogenaten
stabil transfizierter CHO-M1 Zellen.

Dargestellt sind Mittelwerte £+ S.E.M. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maf3
fur die Kurvensteilheit. pKp: Negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten Kp. B Anzahl der maximalen Bindungsstellen pro mg Rezeptor-

Protein. ™*: Nicht signifikant verschieden von einem Hill-Koeffizienten ny= -1 (F-Test,

p>0,05). pKp- und B..-Werte beruhen auf einer Kurvenanpassung mit einem Hill-
Koeffizienten ny = -1

Alle Einzelkurven lieRen sich mit einem normalen Steilheitsmal® von ny= -1 angleichen, was
auf eine bimolekulare Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor-Protein und eine

einheitliche Rezeptor-Population hindeutet.

4.1.2 Die drei orthosterischen Agonisten zeigten unterschiedliche Affinitaten

fur verschiedene Rezeptor-Populationen

Wie in Kapitel 3.4.4.1 erklart, zeigen die Bindungsdaten von agonistischen Liganden haufig
einen biphasischen Kurvenverlauf. Dieser ist dadurch bedingt, dass Agonisten
unterschiedliche Affinitdten zu verschiedenen Rezeptor-Populationen zeigen. Liegt der
Rezeptor bereits an G Proteine gekoppelt vor, weisen Agonisten eine hohere Affinitat zu
diesem Rezeptor-G Protein Komplex auf, als zu G Protein-entkoppelten Rezeptoren. In
diesem Zusammenhang spricht man von einem hochaffinen und einem niedrigaffinen
Rezeptorzustand (De Lean et al., 1980, Hulme et al., 1990).
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Abbildung 11: Biphasischer Kurvenverlauf der agonistischen Bindungsdaten deutete
auf heterogenes Rezeptor-Kollektiv hin.

Ordinate: spezifische Bindung des Radioliganden [?PH]NMS in Prozent der Gesamtbindung.
Abszisse: dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanzen. Die
Versuche wurden an Membransuspensionen stabil transfizierter CHO-M1 Zellen mit einer
Proteinkonzentration von 7,5 -20 pg pro ml in HEPES-Puffer (L8) durchgeflihrt. Die
Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 0,15 nM.

Testsubstanz Bi vs. Mono PKapp(hoch) PKapp(niedrig) hochaffine
Fraktion (%)
Acetylcholin 3/1 7,12 £ 0,07 4,51+ 0,02 36,5+4,3
Carbachol 3/0 6,46 + 0,16 3,48 £ 0,08 31,5+0,1
Iperoxo 6/0 8,22 + 0,09 6,17 + 0,06 36,1+6,9

Tabelle 7: Bindungs-Charakteristika der drei orthosterischen Agonisten an Membran-
homogenaten stabil transfizierter CHO-M1 Zellen.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei bis sechs Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. Bi vs. Mono: gibt das Verhéltnis an, wie viele Einzelversuche sich
besser mit einer biphasischen im Vergleich zu einer monophasischen Kurvenauswertung
beschreiben lassen. pKappnochy UNd PKappmiearig): Negativer dekadischer Logarithmus der
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Kp,noony flr die hochaffine Rezeptorfraktion und
Kapp(iedarig) fUr die niedrigaffine Rezeptorfraktion.

Die Einzelversuche der drei untersuchten Substanzen lieBen sich Uberwiegend besser

mithilfe von Gleichung 12 nach einem biphasischen Modell auswerten. Das zeigt, dass das
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untersuchte Membranhomogenat unterschiedliche Rezeptor-Populationen aufgewiesen hat.
In etwa ein Drittel der Rezeptoren lagen bereits an G Proteine gekoppelt vor und die drei
Agonisten konnten mit hoher Affinitdt an diesen Rezeptor-G Protein Komplex binden. Die
Bindungsaffinitdt zum hochaffinen Rezeptorzustand lag flir Iperoxo um etwa eine Dekade
hoher, als die von Acetylcholin, die Affinitdt zum niedrigaffinen Rezeptorzustand um etwa 1,5
Dekaden. Die Affinitdten von Carbachol zum hochaffinen und zum niedrigaffinen

Rezeptorzustand sind um etwa eine Dekade geringer, als die von Acetylcholin.

4.2 Dissoziationskinetik: Zwei-Punkt Kinetik

4.2.1 Dualsterische Liganden verzogerten die [PH]NMS-Dissoziation an M1-

Rezeptoren

Orthosterische Liganden passieren zunachst die allosterische Bindungstasche ehe sie an
das orthosterische Haftareal des Rezeptor-Proteins binden (Kruse et al.,, 2012). Dadurch
weisen rein allosterisch-bindende Substanzen haufig einen dissoziationsverzégernden Effekt
auf. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Hybridliganden kénnen ebenfalls einen rein-
allosterischen Bindungsmodus aufweisen oder simultan an die orthosterische und
allosterische Bindungstasche haften. Um Kompetitionsexperimente trotzdem unter
Gleichgewichtsbedingungen durchfihren zu koénnen, wurde zunachst anhand von
Dissoziationskinetiken nach dem Protokoll der ,Zwei-Punkt Kinetik* nach Kostenis und Mohr
(1996) wie in Kapitel 3.4.5.1 beschrieben, der dissoziationsverzégernde Effekt der im

Rahmen dieser Arbeit verwendeten dualsterischen Substanzen quantifiziert.
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Abbildung 12: Ermittlung der Affinitit der dualsterischen Hybridliganden zum [°’H]NMS
besetzen M1-Rezeptor.

Dieser Versuch wurde an Membranhomogenaten stabil transfizierter CHO-M1 Zellen
durchgefilhrt. Ordinate: Geschwindigkeitskonstante der [*H]NMS-Dissoziation. 100%
entspricht der Geschwindigkeitskonstante ohne allosterische Modulation. 0% entspricht dem
Wert, der einer vollstiandigen Blockierung der [?H]NMS-Dissoziation vom Rezeptor durch die
Testsubstanz entsprechen wirde. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration der Testsubstanzen.
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Die dosisabhangige Verminderung der Geschwindigkeitskonstanten k., zeigt, dass alle im
Rahmen dieser Arbeit getesteten Hybridliganden die [?H]NMS-Dissoziation vom Rezeptor-
Protein verlangsamten. Die Parameter flr die in Abbildung 12 dargestellten Kurven wurden

in Tabelle 8 zusammengefasst.

Testsubstanz n Ny Unteres Plateau (%) PECs0piss
Iper-6-phth 3 -1,13"* 21,1+ 9,9V 4,59 + 0,25
Iper-7-phth 2 -0,86"* 7,7 £ 32N 4,64 + 0,08
Iper-8-phth 2 1,17 12,1 + 4 9N 4,97 +0,14
Iper-10-phth 2 -0,93"* 1,2 + 54V 4,80 + 0,14
Iper-fri-phth 3 -1,26"* 23,8+ 52" 489+0,16
Iper-6-naph 3 -1,17"% 27,3+5,8" 5,03+ 0,15
Iper-7-naph 2 -1,10™* 3,1+ 48" 6,15+ 0,15
Iper-8-naph 2 -1,04"s 3,2 +8,6" 6,16 + 0,16

Iper-10-naph 2 -0,71" 7,5+ 395 6,53+ 0,11
Iper-fri-naph 4 -1,56"* -5,7 + 6,0N% 551+0,13

Tabelle 8: Bindungs-Charakteristika der dualsterischen Hybride zum [‘H]NMS-
besetzten M1-Rezeptor.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus zwei bis vier Einzelversuchen in
Doppelbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als MalR fir die
Kurvensteilheit. Unteres Plateau: Unteres Plateau der Kurvenverlaufe. pECsgpiss: Negativer
dekadischer Logarithmus der Testsubstanz-Konzentration, die zu einer halbmaximalen
Verzégerung der [PHINMS-Dissoziation gefiihrt hat. ™: Nicht signifikant verschieden von
einem Hill-Koeffizienten ny= -1 (F-Test, p>0,05). ™5 Nicht signifikant verschieden von einer
vollstandigen Dissoziationsverzogerung (t-Test, p>0,05). ***: Signifikant verschieden von
einer vollstandigen Dissoziationsverzégerung (t-Test, p<0,05, 0,01).

Alle Kurven konnten mit einem normalen Steilheitsmal® von ny= -1 angepasst werden. Bei
den beiden Substanzen Iper-6-naph und Iper-fri-phth kam es zu einer unvollstandigen
Dissoziationsverzdgerung. Auch bei hohen Testsubstanz-Konzentrationen von 1 mM konnte
der Radioligand noch vom Rezeptor-Protein abdissoziieren. Alle anderen hier untersuchten

Hybridliganden flhrten in hohen Konzentrationen zu einer vollstandigen Dissoziations-

77



4 Ergebnisse

verzogerung. Mit Ausnahme der beiden Hybride Iper-6-phth und Iper-6-naph zeigten alle
,naph-Hybride“ eine signifikant hdhere Affinitat fir den [°H]NMS-besetzen M1-Rezeptor als
ihre korrespondierenden Hybridliganden mit dem kleineren allosterischen Rest Phthalimid.
Das steht in Einklang mit den funktionellen Daten aus den IP1-Assays (vgl. Tabelle 13,
Kapitel 4.4.1.5.3), in denen die ,naph-Hybride“, mit Ausnahme von Iper-10-naph, ebenfalls
eine héhere Wirksamkeit am M1-Rezeptor gezeigt haben, als die ,phth-Hybride*.

4.3 Radioligandbindungsversuche mit dualsterischen Hybridliganden

Auf der Basis der zuvor durchgeflihrten Dissoziationskinetiken wurde die Inkubationszeit
berechnet, die bendtigt wird, um Bindungsversuche im Reaktionsgleichgewicht
durchzufiihren. Die berechnete Inkubationsdauer variierte stark zwischen den einzelnen
Hybridliganden und wurde somit fur alle Testsubstanzen auf 16 Stunden festgesetzt, um eine
Vergleichbarkeit zwischen den Hybriden zu gewahrleisten, da es aufgrund der langen
Inkubationszeit bei 30° C eventuell zu einem Rezeptor-Abbau oder einer Schadigung der
Membran kommen kann. Des Weiteren wurde zeitgleich eine homologe Kompetition
durchgeflihrt, die ebenfalls flir 16 Stunden bei 30° C inkubiert wurde, um auf der Basis der
hier berechneten Kp-Werte, die K-Werte der Hybridliganden zu ermitteln. Eine Schadigung

der Rezeptoren oder der Membran wirde sich hier auch zeigen.
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Abbildung 13: ,,Naph-Hybride“ zeigten eine hohere Affinitit zum M1-Rezeptor als
»phth-Hybride“.

Die Versuche wurden an Membransuspensionen stabil transfizierter CHO-M1 Zellen mit
einer Proteinkonzentration von 7,5 -15 ug pro ml in HEPES-Puffer (L8) durchgeflihrt. Die
Radioligandkonzentration im Versuchsansatz betrug 0,15 nM. Der Zusatz von GDP 100 uM
fuhrte zu einer Entkopplung der Rezeptoren von G Proteinen. Ordinate: spezifische Bindung
des Radioliganden [*HJNMS in Prozent der Gesamtbindung. Abszisse: dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanzen.
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Testsubstanz n Ny pK,

Iper-6-phth 3 -0,49"° 4,71+ 0,04
Iper-7-phth 3 -0,99"* 5,23 + 0,02
Iper-8-phth 4 -0,99"* 6,04 + 0,05
Iper-10-phth 3 -0,95™* 6,00 £ 0,17
Iper-fri-phth 4 -0,99™* 5,57 £ 0,05
Iper-6-naph 3 -0,95" 6,34 + 0,03
Iper-7-naph 4 -1,19"* 6,55 + 0,07
Iper-8-naph 3 -0,87" 8,08 + 0,04
Iper-10-naph 3 ] i 7,16 0,16
Iper-fri-naph 4 -1,23" 6,33 + 0,05

Tabelle 9: Bindungs-Charakteristika der  dualsterischen Liganden an
Membranhomogenaten stabil transfizierter CHO-M1 Zellen.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei bis vier Einzelversuchen in

Vierfachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Mal fir die
Kurvensteilheit. pK;: Negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten K,. ™*: Nicht signifikant verschieden von einem Hill-Koeffizienten
ny= -1 (F-Test, p>0,05).

Alle Kurven konnten mit einem normalen Steilheitsmal} von ny= -1 angepasst werden. Durch
die Zugabe von GDP 100 pM wurden bei der Untersuchung der Hybridliganden
ausschlief3lich monophasische Kurvenverlaufe mit nur einem Wendepunkt detektiert. Der
Zusatz von Guanylnukleotiden, wie zum Beispiel Guanosin-5"-diphosphat (GDP) oder
Guanosin-5’-triphosphat (GTP), im Uberschuss fiihrt zu einer Entkopplung der Rezeptoren
von G Proteinen und somit zu einer Verminderung der Agonist-Affinitat zum Rezeptor. Durch
die Zugabe von Guanylnukleotiden resultiert ein homogenes Rezeptorkollektiv, in dem alle
Rezeptoren im G Protein-entkoppelten Zustand vorliegen. Der hochaffine, G Protein-
gekoppelte Rezeptorzustand entfallt folglich und es resultieren monophasische
Kurvenverlaufe mit nur einem Wendepunkt, da die Agonisten nicht mehr zwischen einem

hochaffinen und einem niedrigaffinen Rezeptorzustand unterscheiden.

Wie bereits in Kapitel 4.2.1 beschrieben, konnte auch in diesen Versuchen eine hohere
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Affinitdt der ,naph-Hybride* im Vergleich zu ihren korrespondierenden ,phth-

Hybriden® detektiert werden.

4.4 Funktionelle Untersuchungen

Die zuvor beschriebenen Radioligand-Bindungsstudien dienten der Datenerhebung tber die
Art und die Affinitdt der Bindung zwischen Liganden und dem Rezeptor-Protein. In den
folgenden Kapiteln sollen nun die durch G Protein-Aktivierung eingeleiteten intrazellularen
Prozesse genauer charakterisiert werden. Infolge einer Rezeptor-Aktivierung wird eine, fur
das jeweilige G Protein typische, intrazellulare Signalkaskade in Gang gesetzt. Es kommt zu
einer Generierung sekundarer Botenstoffe, wie zum Beispiel Inositoltriphosphat (IP3) und
Diacylglycerin (DAG) durch Gg41 Protein-Aktivierung, einer Erhéhung der cAMP-
Konzentration durch Gs Proteine beziehungsweise einer Erniedrigung der cAMP-
Konzentration durch Aktivierung von G;, Proteinen. Durch quantitative Messverfahren lasst
sich der Gehalt an intrazellularen Botenstoffen bestimmen, wodurch in der Folge

Ruckschlisse auf die Rezeptor- und G Protein-Aktivierung gezogen werden kénnen.

4.4.1 Messung des intrazellularen IP1-Gehaltes

Ungeradzahlige Subtypen der Rezeptor-Familie der muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren
koppeln bevorzugt an G Proteine der Gy41-Familie. Deswegen wurde dieser Signalweg in der
hier vorliegenden Arbeit als Erstes charakterisiert. Im Fall des hier gemessenen IP1‘s
handelt es sich um ein Abbauprodukt des durch Gg¢s Protein-Aktivierung generiertem
Inositoltriphosphates  (IP3's), welches durch die Zugabe von Lithium-lonen zum

Inkubationspuffer stabil bleibt und dadurch quantitativ bestimmt werden kann.

441.2 Der endogene Agonist Acetylcholin filhrte zu einer Rezeptor-

vermittelten Generierung von IP1

Um eine Rezeptor-vermittelte Zellantwort in CHO-M1 Zellen zu verifizieren, wurde zunachst
getestet, ob sich auch ein messbares Signal ergibt, wenn dieser Versuch an untransfizierten
Zellen durchgefiihrt wird. Dafir wurden CHO-K1 Zellen verwendet, die selbst weder
muskarinische Rezeptoren noch Cholinesterasen exprimieren. Dementsprechend sollte es in

Versuchen mit Acetylcholin zu keiner G Protein-Aktivierung kommen.
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Abbildung 14: Untransfizierte CHO-Zellen (CHO-K1) zeigten im Vergleich zum
Basalwert keine signifikante Steigerung der intrazelluldren IP1-Synthese.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus zehn Einzelversuchen (n=10). Ordinate: Effekt des
Agonisten auf die IP1-Synthese in CHO-K1 Zellen. 100 % entspricht dem Basalwert.

Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen deutlich, dass Acetylcholin keine Zellantwort in
CHO-K1 Zellen hervorgerufen hat. In Konzentrationen von 100 uM kam es ebenfalls nicht zu
unspezifischen Effekten zwischen dem Liganden und dem Rezeptor-Protein. Eine
gesteigerte IP1-Synthese, die in den Versuchen an CHO-Zellen, die mit der cDNA des
muskarinischen Acetylcholin-Rezeptors vom Subtyp 1 transfiziert worden sind, detektiert
wurde, beruhte demzufolge auf spezifischen Effekten zwischen Acetylcholin und dem
Rezeptor-Protein und basierte auf einer direkten Interaktion zwischen dem Agonisten und

dem M1 Rezeptor.

4.4.1.3 Der endogene Agonist Acetylcholin fiihrte zu einer Gg11-vermittelten

Generierung von IP1

Acetylcholin ist der endogene Ligand, der auch im menschlichen Korper an muskarinische
Acetylcholin-Rezeptoren bindet und diese aktiviert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
Acetylcholin in jedem Assay gemessen und bei der spateren Auswertung der Versuche als
Referenzagonist gesetzt. Die Zellantwort, die durch 100 uM Acetylcholin ausgeldst wurde,

wurde als 100 %-Wert gesetzt und die Effekte der anderen Liganden darauf normiert.
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Abbildung 15: Acetylcholin fiihrte zu einer G,11-vermittelten Generierung von IP1.
Ordinate: Prozentuale Zellantwort. 0 % entspricht dem Basalwert, 100 % entspricht dem
Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin unter Kontrollbedingungen ausgeldst wurde. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz. Legende: Kontrolle:
kein Zusatz von Inhibitoren. FR: Zusatz von 1 uyM des G4 Protein-spezifischen Inhibitors
FR.

Mithilfe des Gg11 Protein-Inhibitors FR konnte die Beteiligung von G4, Proteinen an der
Generierung von IP1 verifiziert werden, da es durch den spezifischen Inhibitor zu einer
vollstandigen Blockade der Zellantwort gekommen ist. Auch in hohen Konzentrationen des
potenten Rezeptor-Agonisten konnte unter Einsatz von FR kein Signal detektiert werden,

welches sich signifikant von dem Basalwert unterschieden hat.

Testsubstanz n Ny Emax (%) PECs

Acetylcholin 3 1,22 £ 0,12"* 100,8 + 0,2" 6,86 + 0,01

Tabelle 10: KenngroRBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurve aus Abbildung 15.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in Dreifachbestimmung. n:
Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Mal} fir die Kurvensteilheit. E .. Maximale
Zellantwort in Prozent, beschrieben durch das obere Plateau, welches auf den Effekt von
Acetylcholin 100 pM unter Kontrollbedingungen normiert wurde. pECs,: Negativer
dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine
halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. ™*: Nicht signifikant verschieden von einem Hill-
Koeffizienten ny=1 (F-Test, p>0,05). *: Signifikant verschieden von 100 %, also von der
Zellantwort, die durch 100 uM Acetylcholin ausgeldst wurde (t-Test, p<0,05).
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4.4.1.4 Die beiden orthosterischen Agonisten Carbachol und Iperoxo zeigten

vollagonistisches Verhalten an CHO-M1 Zellen

Carbachol und Iperoxo sind weitere Beispiele flir muskarinische Agonisten, die ebenfalls an
der orthosterischen Bindungstasche des Rezeptor-Proteins angreifen. Carbachol und
Iperoxo kénnen an alle funf Subtypen der muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren binden.

Iperoxo weist die héchste Affinitat fir den Subtyp M2 auf (Dissertation Kaufel, 2010).
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Abbildung 16: Carbachol und Iperoxo zeigten im Vergleich zu dem Referenzagonisten
Acetylcholin ebenfalls vollagonistisches Verhalten, jedoch mit unterschiedlicher
Wirksamkeit.

Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin
ausgelost wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der
molaren Konzentration der Testsubstanzen.

Testsubstanz n Ny Enax PECs
Acetylcholin 3 1,45+ 0,20 100,9 + 0,7"° 7,19 £ 0,05
Carbachol 4 1,18 £ 0,09 101,3 £ 0,8"° 5,96 + 0,02
Iperoxo 6 1,22 + 0,26" 99,9 + 0,3"° 9,00 + 0,06™*

Tabelle 11: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 16.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei bis sechs Einzelversuchen in
Dreifachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maly fir die
Kurvensteilheit. Eq.x. Maximale Zellantwort in Prozent, beschrieben durch das obere Plateau,
welches auf den Effekt von Acetylcholin 100 uM unter Kontrollbedingungen normiert wurde.
PECs: Negativer dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanzen,
welche eine halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. : Signifikanter Unterschied zu
einem Hill-Koeffizienten ny=1 (F-Test, p<0,05). ™*: Nicht signifikant verschieden von einem
Hill-Koeffizienten ny=1. N°: Nicht si%nifikant verschieden von dem Effekt, welcher durch 100
UM Acetylcholin ausgeldst wurde. *#*: Signifikanter Unterschied zwischen dem pECse-Wert
der Testsubstanz und dem pECs-Wert des Referenzagonisten Acetylcholin (t-Test,
p<0,001).
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Iperoxo ist ein orthosterischer Muskarinrezeptor-Agonist mit einer sehr hohen Wirksamkeit.
Tabelle 11 zeigt, dass Iperoxo an CHO-M1 Zellen in etwa 100-fach wirksamer war als der
endogene Agonist Acetylcholin. Dieser Befund steht in Einklang mit den Ergebnissen
ehemaliger Doktoranden an den anderen Muskarinrezeptor-Subtypen (Dissertation JanfRen,
2011; Bock et al.,, 2012; Dissertation Vogel, 2015). Carbachol war im Vergleich zu
Acetylcholin in etwa 10-fach schwacher wirksam. In ihrer intrinsischen Aktivitat

unterschieden sich Carbachol und Iperoxo nicht von dem endogenen Liganden Acetylcholin.

4.41.5 Dualsterische Hybridliganden konnten ebenfalls eine IP1-Synthese

vermitteln

Im weiteren Verlauf sollte getestet werden, ob auch dualsterische Liganden in der Lage sind,
Ggn1- und Rezeptor-vermittelt die Signalkaskade der Gy 14-Proteine zu aktivieren. Zu diesem
Zweck wurden sowohl der Gg4-Inhibitor FR als auch untransfizierte CHO-Zellen (CHO-K1)

in IP1-Assays mit Hybridliganden verwendet.

4.4.1.5.1 Hybridliganden fiihrten in hohen Konzentrationen zu unspezifischen
Effekten an CHO-Zellen

Anhand dieser Versuche konnte gezeigt werden, dass die hier verwendeten Hybridliganden
in hohen Konzentrationen auch unspezifische Effekte an CHO-Zellen aufwiesen. Die
gemessenen Effekte an CHO-M1 Zellen koénnen also nur bis zu einer bestimmten
Konzentration auf spezifische Effekte zwischen den dualsterischen Liganden und dem
Rezeptor-Protein zurlickgefliihrt werden. Ab welcher Konzentration unspezifische Effekte
beobachtet werden konnten, ist Tabelle 12 zu entnehmen und variiert zwischen den
einzelnen Hybridsubstanzen. Es lasst sich keine generelle Aussage Uber eine Korrelation
zwischen dem Auftreten von unspezifischen Effekten und der Beschaffenheit des

allosterischen Substituenten oder der Lange der ,Linker‘-Kette treffen.
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Abbildung 17: Unspezifische Effekte der Hybridliganden, gemessen an
untransfizierten CHO-Zellen (CHO-K1).

Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Basalwert, 0 % entspricht Null.
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanzen.

Testsubstanz Konzentration ab der es zu unspezifischen Effekten kommt
Iper-6-phth 100 uM"~
Iper-7-phth 10 M
Iper-8-phth 3uM™
Iper-10-phth 100 uM’
Iper-fri-phth 10 uM™
Iper-6-naph 10 uM™
Iper-7-naph 1 mM’
Iper-8-naph 100 pM™
Iper-10-naph 30 uM’
Iper-fri-naph 1 mM~

Tabelle 12: Dualsterische Liganden fiihrten in hohen Konzentrationen zu
unspezifischen Effekten an CHO-Zellen.

S Signifikanter Unterschied zwischen dem gemessenen Wert und dem Basalwert
(One-way ANOVA, Dunnett’s post-Test p<0,05, 0,01, 0,001).

Die Versuche an CHO-K1 Zellen zeigten, dass die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten

Hybridliganden in hohen Konzentrationen zu unspezifischen Effekten an den CHO-Zellen
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fihrten. Fir die weiteren Versuche an CHO-M1 Zellen war diese Kenntnis von enormer
Wichtigkeit, da die Auswertung dieser Versuche nur auf spezifischen Effekten zwischen dem

Liganden und dem Rezeptor-Protein beruhen sollte.

4.4.1.5.2 Hybridliganden zeigten eine Gg1-vermittelte IP1-Synthese in CHO-M1
Zellen

Des Weiteren sollte die Beteiligung von Ggq; Proteinen an der Generierung von
intrazelluldarem IP1 verifiziert werden. Hierfur wurde der Gy44-Inhibitor FR, wie in Kapitel 3.5.1

beschrieben, im IP1 Assay verwendet.
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Abbildung 18: IP1 Generierung durch dualsterische Hybridliganden war G -vermittelt.
Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin
ausgelést wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. n.s.: Kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Kontrollwert und der Testsubstanz (t-Test). *,**,***: Signifikanter Unterschied
zwischen dem Kontrollwert und der Testsubstanz (t-Test p<0,05, 0,01, 0,001).
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In den obigen Balkendiagrammen wird der Effekt auf die intrazellulare IP1-Synthese gezeigt,
der durch die jeweiligen dualsterischen Hybridliganden ausgelést wurde. Iper-6-naph war die
einzige Substanz, die im Rahmen dieser Arbeit getestet worden ist, welche, in der
untersuchten Konzentration, keine Gg41 Protein-Aktivierung zeigte. In vorhergehenden
Radioligand-Bindungsstudien wurde jedoch gezeigt, dass Iper-6-naph an den M1-Rezeptor
binden konnte. Demzufolge ergab sich hier der erste Hinweis darauf, dass Iper-6-naph ein
Antagonist an M1-Rezeptoren ist, da es zwar an den Rezeptor binden kann, jedoch keine
intrinsische Aktivitat fur diesen Rezeptor aufweist. Im Vergleich zu Iper-6-naph war Iper-6-
phth, dessen einziger Unterschied zu Iper-6-naph in einem Kkleineren allosterischen
Substituenten liegt, ein Partialagonist fur Ggqs-abhangige Signalwege. Dieses Muster
spiegelte sich auch bei den Substanzen mit Iangeren ,Linker“-Ketten wider. Generell konnten
die Hybride mit dem Kkleineren allosterischen Rest Phthalimid signifikant besser Gg4-
abhangige Signalwege aktivieren als ihre korrespondierenden Hybridsubstanzen mit dem
volumindseren allosterischen Substituenten Naphthalimid. Erst bei einer Kettenlange von
zehn Kohlenstoff-Atomen kam es zwischen den korrespondierenden Hybriden zu keinem
signifikanten Unterschied mehr in der intrinsischen Aktivitat. Die Hybride mit einer ,Diamid-
Linker“-Kette (,fri-Hybride) wiesen einen hoch signifikanten Unterschied untereinander auf,
der allein durch den allosterischen Rest bedingt war. Iper-fri-phth zeigte vollagonistisches
Verhalten flr Gy41-abhéngige Signalwege, wahrend Iper-fri-naph ein Partialagonist mit einer
intrinsischen Aktivitat von 75,7 + 0,6 % war. Die Zellantwort nach FR-Behandlung sank in der
Regel unter das Level des Basalwertes, was auf eine Spontanaktivitdt der untersuchten
Zellen hindeutete. In der Kombination von Gg4-Inhibitor FR und der Testsubstanz zeigten
sich keine signifikant unterschiedlichen Effekte im Vergleich zu einer alleinigen FR-
Behandlung der Zellen. Die einzige Ausnahme bildete hier die Testsubstanz Iper-7-naph, die
einen signifikanten Unterschied zwischen FR und der Kombination von FR und der
Testsubstanz zeigte. Warum sich dieser Unterschied im Fall von Iper-7-naph zeigte, ist

jedoch unklar.
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4.4.1.5.3 Hybridliganden mit einem kleineren allosterischen Rest konnten Gg11-

abhangige Signalkaskaden besser aktivieren

Im Folgenden sollte getestet werden, ob sich durch die zu untersuchenden Hybridliganden

konzentrationsabhangige Effekte in der IP1-Generierung ergeben.

1501 ® |per-6-phth 1501 ® |Iper-6-naph
s ® |per-7-phth = ® |per-7-naph
:E 1004 Iper-8-phth :E‘ 100 ® Iper-8-naph
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Abbildung 19: Dualsterische Hybridliganden fiihrten zu einer konzentrations-
abhangigen intrazellularen IP1-Synthese.

Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, welcher durch 100 pyM des
Referenzagonisten Acetylcholin ausgeldst wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanzen.

Abbildung 19 zeigt, dass alle hier untersuchten Hybridsubstanzen mit Ausnahme von Iper-6-
naph einen konzentrationsabhangigen Effekt auf die intrazellulare IP1-Synthese ausgetibt

haben und damit in der Lage waren G141 Proteine zu aktivieren.
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Testsubstanz Ny Enax PECs
Iper-6-phth 1,28 + 0,38™* 55,0 + 1,5 5,80 +0,05"
Iper-7-phth 0,98 + 0,19"* 936+1,5" 7,07 +0,10M*
Iper-8-phth 1,23 + 0,30"* 93,3+ 1,0"" 7,03 + 0,065
Iper-10-phth 1,00 + 0,17"* 87,2+0,8""" 7,95 + 0,06™
Iper-fri-phth 1,45+ 0,20 100,9 + 0,7"° 7,19 + 0,055
Iper-6-naph Antagonist Antagonist Antagonist
Iper-7-naph 1,66 + 0,14™ 81,6 +2,6"" 7,66 + 0,09%
Iper-8-naph 1,46 + 0,16" 82,4+ 23" 7,78 + 0,06™
Iper-10-naph 1,29 + 0,08"* 89,0+ 0,9 7,60 + 0,09%
Iper-fri-naph 1,74 £ 0,16 75,7+0,6™ 6,59 + 0,08

Tabelle 13: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 19.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. von drei bis finf Einzelversuchen in
Dreifachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maly fir die
Kurvensteilheit. E..: Maximale Zellantwort in Prozent, beschrieben durch das obere Plateau,
welches auf den Effekt von Acetylcholin 100 pM normiert wurde. pECsy: Negativer
dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanzen, welche eine
halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. ™*: Nicht signifikanter Unterschied zu einem
Hill-Koeffizienten ny=1 ": Signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten von ny=1 (F-
Test, p<0,05). N: Nicht signifikanter Unterschied zu dem Effekt, der durch 100 puM des
Referenzagonisten Acetylcholin ausgelost wurde. ™*****: Signifikanter Unterschied zu dem
Effekt, der durch 100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgeldst wurde (t-Test, p<
0,05, 0,01, 0,001). NS Nicht signifikanter Unterschied zu dem pECs,-Wert von Acetylcholin.
####. Signifikanter Unterschied zu dem pECso-Wert von Acetylcholin (t-Test, p< 0,05, 0,01,
0,001).

Iper-6-phth zeigte mit einer intrinsischen Aktivitat von 55,0 £ 1,5 % partialagonistisches
Verhalten fur Gq41-abhéngige Signalwege des M1-Rezeptors, mit einer Wirksamkeit von 5,80
+ 0,05. Die Aktivierungs-Parameter dieser Substanz waren hoch signifikant verschieden von
denen des Referenzagonisten Acetylcholin. Durch eine Substitution des allosterischen
Restes dieser Substanz gegen Naphthalimid wurde die Flexibilitdt des Rezeptor-Proteins so
weit eingeschrankt, dass Iper-6-naph den M1-Rezeptor nicht mehr fir die Rekrutierung von
Gqn1 Proteinen aktivieren konnte. Durch eine Verlangerung der ,Linker‘-Ketten ausgehend
von den Substanzen Iper-6-phth und Iper-6-naph um weitere Kohlenstoff-Atome verbesserte

sich die Flexibilitdt des Rezeptor-Proteins wieder und damit auch die Fahigkeit des
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Rezeptors zur Signaltransduktion. Iper-7-phth und Iper-8-phth waren starke Partialagonisten
fir Ggq1-abhéngige Signalwege mit intrinsischen Aktivitdten oberhalb von 90 % und
unterschieden sich in ihren Wirksamkeiten nicht signifikant von dem pECs,-Wert von
Acetylcholin. Die korrespondierenden Hybridliganden Iper-7-naph und Iper-8-naph zeigten
eine intrinsische Aktivitat von 81,6 + 2,6 % beziehungsweise 82,4 + 2,3 % und unterschieden
sich damit sowonhl in ihrer intrinsischen Aktivitat als auch in ihren Wirksamkeiten (7,66 + 0,09
bzw. 7,78 £ 0,06) hoch signifikant von Acetylcholin. Im Fall von Iper-10-phth verschlechterte
sich die intrinsische Aktivitat gegentber den Hybriden mit kirzeren Kettenlangen, wie Iper-7-
phth und Iper-8-phth. Im Gegensatz dazu kam es durch eine Verlangerung der Alkyl-Kette
der ,naph-Hybride® im Fall von Iper-10-naph zu einer verbesserten intrinsischen Aktivitat, im
Vergleich zu Iper-7-naph und Iper-8-naph. Langere Alkyl-Ketten hatten dementsprechend
gegenlaufige Effekte auf die maximalen Effekte der korrespondierenden Hybride mit
unterschiedlich groRen allosterischen Resten. Durch eine Substitution der Alkyl-Kette gegen
,Diamid-Linker* wurde ersichtlich, dass auch diese Art von ,Linker‘-Ketten gegenlaufige
Effekte auf die Gq11 Protein-Aktivierung ausiben; Iper-fri-phth unterschied sich weder in der
intrinsischen Aktivitat noch in der Wirksamkeit signifikant von Acetylcholin und konnte damit
als Vollagonist fur Gy41-abhéngige Signalwege klassifiziert werden. Iper-fri-naph zeigte mit
einer intrinsischen Aktivitat von 75,7 + 0,6 % und einer Wirksamkeit von 6,59 + 0,08

signifikante Unterschiede zu dem endogenen Liganden Acetylcholin.
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Abbildung 20: Vergleich der intrazelluliren IP1-Synthese zwischen den
korrespondierenden Hybridliganden.

Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 yM des
Referenzagonisten Acetylcholin ausgeldst wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanzen.

Abbildung 20 zeigt die Unterschiede in den Dosis-Wirkungskurven zwischen den
korrespondierenden Hybridliganden. Die Substanzen in den jeweiligen Graphen
unterscheiden sich ausschlie3lich in ihrem allosterischen Substituenten, Kettenlange und
orthosterischer Rest bleiben unverandert. Es zeigte sich, dass vor allem bei sehr kurzen
,Linker‘-Ketten (vgl. Iper-6-phth und Iper-6-naph) die GréRe des allosterischen Substituenten
eine wichtige Rolle bei der Ggq Protein-Aktivierung spielte. Iper-6-naph zeigte keine
Aktivierung von Ggqs Proteinen, wohingegen Iper-6-phth als Partialagonist fur G-
abhangige Signalwege fungierte. Wurde die Alkyl-Kette gegen einen ,Diamid-Linker*
ausgetauscht, zeigten sich ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den
korrespondierenden Hybriden, sowohl in der Wirksamkeit, als auch in der intrinsischen
Aktivitat. Zwischen Iper-fri-phth und Acetylcholin konnten keine signifikanten Unterschiede in

der Wirksamkeit und der intrinsischen Aktivitat detektiert werden. Iper-fri-naph hingegen
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zeigte eine deutliche Diskrepanz in Wirksamkeit und intrinsischer Aktivitat im Vergleich zu

dem endogenen Liganden Acetylcholin.

Testsubstanz Korrespondierender
Hybridligand
Iper-6-phth Iper-6-naph
pPECs 5,80 +0,05"* k.A. da Antagonist™"
Enmax 55,0+ 1,5™" k.A. da Antagonist™*
n 3 3
Iper-7-phth Iper-7-naph
PECs 7,07 £0,10"" 7,66 + 0,09
Emax 93,6 1,5 81,6 £2,6"
n 3 )
Iper-8-phth Iper-8-naph
PECs 7,03+ 0,06™" 7,78 £0,06™"
Emax 93,3+1,0™ 82,4 +£2,3"
n 5 3
Iper-10-phth Iper-10-naph
PECs, 7,95 + 0,06"° 7,60 + 0,09"°
Ermax 87,2 0,8"° 89,0 + 0,9"°
n 5 )
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Iper-fri-phth Iper-fri-naph
PECs 7,19+ 0,05™ 6,59 + 0,08"
. 100,9 £ 0,7""" 75,7 +£0,6™"
n 3 4

Tabelle 14: Unterschiede in Wirksamkeit und intrinsischer Aktivitat zwischen den
korrespondierenden Hybridliganden.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei bis flinf Einzelversuchen in
Dreifachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Mal fir die
Kurvensteilheit. E..: Maximale Zellantwort in Prozent, beschrieben durch das obere Plateau,
welches auf den Effekt von Acetylcholin 100 pM normiert wurde. pECsy: Negativer
dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanzen, welche eine
halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. NS: Nicht signifikanter Unterschied zu dem
Effekt, der durch den korrespondierenden Hybridliganden ausgelést wurde. **"*":
Signifikanter Unterschied zu dem Effekt, der durch den korrespondierenden Hybridliganden
ausgeldst wurde (t-Test, p<0,05, 0,01, 0,001). ™S Nicht signifikanter Unterschied zu dem
pECs-Wert des korrespondierenden Hybridliganden. *###. Signifikanter Unterschied zu
dem pECs-Wert des korrespondierenden Hybridliganden (t-Test, p< 0,05, 0,01, 0,001).

Generell lasst sich sagen, dass die Testsubstanzen mit dem gréReren allosterischen
Substituenten Naphthalimid eine geringere intrinsische Aktivitat aufwiesen, als ihre
korrespondierenden Hybridliganden mit dem kleineren allosterischen Rest Phthalimid.
Folglich fuhrten die Hybride mit dem volumindseren allosterischen Substituenten
Naphthalimid zu einer starkeren Einschrankung der Flexibilitdt in der allosterischen
Bindungstasche, als ihre korrespondierenden Hybridliganden mit dem kleineren
allosterischen Rest Phthalimid. Die Flexibilitdt des Rezeptor-Proteins in der allosterischen
Bindungstasche scheint demzufolge von enormer Wichtigkeit fur die Signaltransduktion vom
Rezeptor auf Effektor-Proteine zu sein. Bei einer Kettenldnge von zehn Kohlenstoffatomen
glich sich dieses Phdnomen jedoch aus und es kam zu keinen signifikanten Unterschieden
zwischen dem phth- und dem naph-Liganden. Wurde die Alkyl-Kette jedoch gegen einen
,Diamid-Linker” substituiert, zeigte sich ebenfalls das Phanomen, dass der gréRere
allosterische Substituent die maximale Zellantwort im Gg11-Assay starker behindert hat, als
der Ligand mit dem kleineren Rest. Vergleicht man die Aktivierungs-Charakteristika der
korrespondierenden Liganden miteinander, fallt auf, dass bei kurzen ,Linker“-Ketten von
sechs Kohlenstoffatomen, der Ligand mit dem grélkeren Rest (Iper-6-naph) keinerlei
Aktivierung zeigte, Iper-6-phth jedoch ein Partialagonist mit einer intrinsischen Aktivitat von
55,0 £ 1,5 % und einer Wirksamkeit von 5,80 + 0,05 war. Eine Verlangerung der Alkyl-Kette
auf sieben oder acht Kohlenstoffatome flihrte zu einer hoheren Wirksamkeit, aber einer

geringeren intrinsischen Aktivitat der Hybride mit dem volumindseren allosterischen Rest
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»nhaph®, verglichen mit ihren korrespondierenden Hybridliganden mit kleinerem allosterischen
Rest. Die Reduktion der maximalen Zellantwort der ,naph-Hybride* basiert vermutlich auf
einer grolieren Einschrankung der Rezeptor-Flexibilitdt durch Naphthalimid im Vergleich zu
Phthalimid.

4.4.2 Eine simultane Aktivierung von Gj, und Gg11 Proteinen fiihrte zu einer

intrazellularen IP1 Generierung

Neben G141 kdnnen auch G Proteine der G, Familie einen Effekt auf die intrazellulare 1P1-
Synthese haben, indem sie einen, durch die By-Untereinheit-vermittelten, stimulierenden
Effekt auf die Phospholipase CB austben (Exton, 1996). Padrell und Kollegen (1991)
konnten in Oozyten des Afrikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevis) zeigen, dass sowohl
zwei verschiedene Isoformen der G, Proteine als auch eine rekombinante Form der a.-
Untereinheit einen stimulierenden Effekt auf eine Muskarin-abhangige Aktivierung der
Phospholipase CB haben. In der Folge der Rezeptor-Aktivierung kommt es dann zu einer
IP3-abhangigen Aktivierung von Chlorid-Kanalen (Padrell et al.,, 1991). Die Phospholipase
CB ist ebenfalls ein Schlisselenzym in der Gg4i-abhdngigen Signalkaskade, da es
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat
(IP3) spaltet, welche wichtige sekundare Botenstoffe zur Signalweiterleitung darstellen. Das
in diesem Assay gemessene IP1 ist ein Abbauprodukt des Inositoltriphosphates, welches
durch die Zugabe von Lithium-lonen zum Inkubationspuffer nicht mehr durch die
Inositolmonophosphatase abgebaut werden kann und somit akkumuliert und quantitativ
bestimmt werden kann. Da, wie oben beschrieben, auch G;, Proteine die Phospholipase C[3
aktivieren konnen, kann es auch nach G;, Protein-Aktivierung zu einem Anstieg an
intrazelluldarem IP1 kommen. Um diesen Mechanismus genauer zu beleuchten, wurden die
Gy, Proteine im Folgenden mittels Pertussis Toxin blockiert und der rein Ggq4-vermittelte
Effekt auf die intrazellulare IP1-Konzentration gemessen. Um StoérgrofRen, die durch die PTX-
Behandlung der Zellen bedingt sein konnten, weitestgehend auszuschalten, wurden die
gemessenen |P1-Konzentrationen nicht normiert, sondern in Absolutwerte umgerechnet.
Dafiir wurde dem Protokoll des HTRF®-IP-One Tb-kits der Firma ,cisbio* folgend, wie in
Kapitel 3.5.1, Abbildung 6 beschrieben, zunachst eine IP1-Standardkurve vermessen und die
Daten anhand der ,Vier-Parameter-logistischen Gleichung“ (Gleichung 2) ausgewertet. Die
vier Parameter Top, Bottom, Hill-Koeffizient und ECso-Wert wurden in Gleichung 20 (Kapitel
3.5.1) eingepflegt und die IP1-Werte der folgenden Versuche an CHO-M1 Zellen anhand

dieser Gleichung in Absolutwerte umgerechnet.
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Abbildung 21: IP1-Standardkurve, die auch in Abbildung 6 (Kapitel 3.5.1) bereits
gezeigt und naher erlautert wurde.

Aus der Kurvenauswertung konnten folgende Parameter entnommen werden, die in
Gleichung 20 eingepflegt worden sind:

Top: 5077

Bottom: 364,4
Hill-Koeffizient: -1
ECso-Wert: 2,002e-007

(Top—Bottom)
(1+ 10((LogEC50 —x)*nH))

Gleichung 20: Y = Bottom +

Daraus ergab sich folgende Kurve fir die Untersuchung an CHO-M1 Zellen:

3000-
5-2000- e Kontrolle
= ** = PTX
o ¢ FR
2 10004 =
o = o000 o

— T T T T T T 1
-00 10 9 8 -7 -6 -5 -4 -3

Acetylcholin (log M)

Abbildung 22: Neben Gg4 Proteinen hatten auch PTX-sensitive G Proteine einen
Einfluss auf die intrazelluldre IP1-Synthese in CHO-M1 Zellen.

Ordinate: Intrazellulare IP1-Konzentration in nM. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der
molaren Konzentration der Testsubstanz Acetylcholin. ": Signifikanter Unterschied zwischen
der IP1-Synthese in PTX-vorbehandelten Zellen und Zellen unter Kontrollbedingungen (t-
Test, p<0,01).
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Es zeigte sich ein deutlicher Unterschied in der intrazellularen IP1-Generierung zwischen
den Zellen, deren G, Proteine mittels PTX stumm geschaltet wurden und den PTX-
unbehandelten Zellen. G Proteine der G411 Familie zeigen keine Sensitivitat gegentber PTX
(Blank et al., 1991). Der hier beobachtete Effekt ist also Gy, Protein-spezifisch. Padrell und
Kollegen (1991) haben postuliert, dass es sich bei den PTX-sensitiven G Proteinen, die in
die Ggni-Signalkaskade eingreifen, um G, und nicht um G; Proteine handelt. Die
Untersuchungen erfolgten an Oozyten des Afrikanischen Krallenfroschs. Exton (1996)
vermutete aufgrund der geringen Gewebeverteilung von G, Proteinen, jedoch eine G;
Protein-Beteiligung an der Phospholipase C-Aktivierung. Ob der Effekt G- oder G,-vermittelt
ist, ist demzufolge vermutlich abhangig von dem untersuchten Gewebe. Durch eine
Blockierung von Ggq4 Proteinen mittels FR zeigte sich, dass auch bei hohen Acetylcholin-
Konzentrationen kein Restsignal detektiert werden konnte. G;, Proteine alleine scheinen also
nicht zu einer intrazellularen IP1-Synthese in CHO-M1 Zellen befahigt zu sein, sondern nur

durch simultane Aktivierung mit G411 Proteinen.

Inhibitor n Ny Emax (NM) PECs Unteres
Plateau (nM)
Kontrolle 4 1,45+ 0,28™ 2153,0+ 81,4 6,30 + 0,07 132,5+8,5
PTX 4 1,567 £ 0,17 1220,0+ 25,3 6,45+ 0,04N5 48,0+ 1,77
FR 3 kK.A. 49,2 + 45N k.A. 52,3 + 10,5

Tabelle 15: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 22.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei bis vier Einzelversuchen in
Dreifachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maly fir die
Kurvensteilheit. En.x. Maximale IP1-Synthese in nM. pECs: Negativer dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine halbmaximale
Zellantwort hervorgerufen hat. : Signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten von
ny=1 (F-Test, p<0,05). ™: Nicht signifikanter Unterschied zu dem basalen IP1-Wert. NS
Nicht signifikanter Unterschied zu dem pECs-Wert der Kontrolldaten. *##: Signifikanter
Unterschied zu dem Basalwert unter Kontrollbedingungen (t-Test, p<0,01, 0,001).

Durch die Berechnung der IP1-Produktion in Absolutwerten hat sich der pECs,-Wert,
verglichen mit den normierten Daten, um etwa eine Dekade nach rechts verschoben, also zu
héheren Konzentrationen. Betrachtet man die Rohdaten ergibt sich, Ubereinstimmend mit
Tabelle 11, ein pECso-Wert von 7,00 + 0,12. Wurden die Zellen mit G Protein-Inhibitoren, wie
PTX und FR, behandelt, reduzierte sich die basale IP1-Konzentration in der Zelle, die unter
Kontrollbedingungen gemessen worden ist, signifikant. Ein Grund hierfir kdénnte zum

Beispiel eine verminderte Rezeptor-Anzahl durch die toxischen Einfliisse der Inhibitoren
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sein. Der Hill-Koeffizient als Maf} fur die Kurvensteilheit unterschied sich sowohl im Fall der
PTX-behandelten Zellen als auch im Fall der PTX-unbehandelten Zellen signifikant von
einem normalen Steilheitsmall ny=1, was auf eine heterogene Rezeptor-Population bzw.

eine Ligand-Rezeptor-Interaktion hindeutet, die von einer 1:1 Interaktion abweicht.

4.5 Messung des intrazellularen cAMP-Gehaltes (cAMP-Assay)

Wie oben bereits erwahnt, koppeln ungeradzahlige Muskarin-Rezeptoren bevorzugt an G
Proteine der Gy11 Familie. Des Weiteren sind sie aber auch zu einer promiskuitiven G
Protein-Aktivierung beféahigt und koppeln neben G4 Proteinen auch an G Proteine der G;
und der G;, Familie (Thomas et al., 2008). Diese promiskuitive G Protein-Aktivierung sollte in

den folgenden Versuchen naher untersucht werden.

4.51 Der endogene Agonist Acetylcholin fihrte zu einer Gs-vermittelten

Generierung von intrazellularem cAMP

Um eine spezifische Zellantwort durch G Proteine detektieren zu kénnen, nutzt man in der
Regel spezifische Inhibitoren des jeweiligen G Proteins. Im Fall der G4 Proteine wurde bisher
jedoch noch kein spezifischer Inhibitor entdeckt, weswegen Cholera Toxin (CTX) im Rahmen
dieser Arbeit zur Maskierung einer Gs-vermittelten Zellantwort verwendet wurde. Cholera
Toxin gilt als starker und permanenter Aktivator von G Proteinen. Es katalysiert eine ADP-
Ribosylierung an der a-Untereinheit von G4 Proteinen, wodurch die GTPase Aktivitat der G
Proteine aufgehoben wird und das G Protein durch die irreversible Kopplung an GTP in der
aktivierten Form verbleibt. Demzufolge kommt es bei CTX-behandelten Zellen zu keiner
weiteren Agonist-vermittelten Aktivierung der Adenylylzyklasen und damit zu einer

Maskierung des Effektes, welcher durch G Proteine ausgeldst wird.

Zunachst wurde unter Verwendung des Cholera Toxins (CTX) Uberprift, ob der endogene
Ligand, der im Rahmen dieser Arbeit als Referenzagonist fungierte, eine spezifische

Aktivierung von G Proteinen hervorrufen kann.
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Abbildung 23: Acetylcholin-vermittelte cAMP-Generierung.

Ordinate: Zellantwort in Prozent: 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin
ausgelost wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der
molaren Konzentration der Testsubstanz Acetylcholin.

Es konnte gezeigt werden, dass es Agonist-vermittelt zu einem Konzentrationsanstieg an
intrazellularem cAMP kam. In CTX-vorbehandelten Zellen konnte keine weitere Stimulation

der Adenylylzyklasen, gemessen am intrazellularen cAMP-Spiegel, detektiert werden.

Testsubstanz n Ny Emax PECs

Acetylcholin 5 0,95 + 0,29" 100,6 + 7,1™° 6,19+ 0,15

Tabelle 16: KenngroRen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurve aus Abbildung 23.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus funf Einzelversuchen in Dreifachbestimmung. n:
Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Mal} fir die Kurvensteilheit. E .. Maximale
cAMP-Konzentration in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch 100 pM des
Referenzagonisten Acetylcholin ausgel6st wurde. pECsy: Negativer dekadischer Logarithmus
der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine halbmaximale Zellantwort
hervorgerufen hat. ™*: Nicht signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten ny=1 (F-
Test, p>0,05). M: Nicht signifikanter Unterschied zu dem Effekt, der durch 100 uM des
Referenzagonisten Acetylcholin ausgel6st wurde (t-Test, p>0,05).

Die Wirksamkeit (vgl. pECso-Wert) von Acetylcholin in cAMP-Assays, als Messinstrument fur
die Gs-abhangige Signalwegsaktivierung, war in etwa 10-fach schwacher, als die

Wirksamkeit von Acetylcholin fir Gq11-abhangige Signalwege, gemessen in IP1-Assays.
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4.5.2 Acetylcholin und Forskolin zeigten vergleichbare Effekte auf die cAMP-

Generierung

Forskolin ist ein direkter Stimulator der Adenylylzyklasen und katalysiert damit Rezeptor-
unabhangig die Umwandlung von Adenosintriphosphat (ATP) in cyclisches
Adenosinmonophosphat (cAMP). Es kommt demzufolge zu einer Rezeptor-unabhangigen
cAMP-Synthese in der Zelle.

EA Acetylcholin 100 uM
ER Forskolin 10 uM
E=2 Atropin 10 uM

Effekt [% 100 uM
Acetylcholin]

Abbildung 24: Acetylcholin und Forskolin hatten vergleichbare Effekte auf die
maximale cAMP-Synthese in der Zelle.

Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin
ausgelost wurde. 0 % entspricht dem Basalwert.

Vergleicht man die maximalen Effekte, die Acetylcholin Rezeptor-vermittelt und Forskolin
Uber eine direkte Stimulation der Adenylylzyklasen ausgetlibt haben, zeigt sich, dass es zu
keinen signifikanten Unterschieden zwischen diesen beiden Testsubstanzen kam. Atropin ist
ein inverser Agonist an muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren. Durch den Einsatz dieser
Testsubstanz konnte gepriift werden, ob die Rezeptoren Uber eine Spontanaktivitat verfligen.
In dem oben dargestellten Balkendiagramm unterscheidet sich der Effekt, der durch 10 uM
Atropin ausgeldst wurde, nicht signifikant von dem Basalwert, dementsprechend zeigten die

CHO-M1 Zellen hier keine spontane, Agonist-unabhangige Aktivitat.
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4.5.3 Die beiden orthosterischen Agonisten Carbachol und Iperoxo zeigten

vollagonistisches Verhalten fiir Gs-abhangige Signalwege

Bereits in friiheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Iperoxo ein Vollagonist mit hoher
Wirksamkeit fir mehr als einen G Protein-Signalweg in Muskarin-Rezeptor-exprimierenden
CHO-Zellen ist (Bock et al., 2012, Dissertation Vogel, 2015). Im Rahmen dieser Arbeit

konnte das ebenfalls fir den M1-Rezeptor verifiziert werden.
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Abbildung 25: Die beiden orthosterischen Muskarin-Rezeptor-Liganden Iperoxo und
Carbachol zeigten vollagonistisches Verhalten fiir Gs-abhangige Signalwege.

Ordinate: Zellantwort in Prozent, 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 uM des
Referenzagonisten Acetylcholin ausgeldst wurde, 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanzen.

Testsubstanz n Ny Emax PECs
Acetylcholin 3 1,05+ 0,16™ 101,7 £ 2,7"° 6,34 + 0,07
Carbachol 3 0,96 + 0,15" 102,1 + 3,3"° 5,26 +0,08"
Iperoxo 3 0,93 +0,11"* 104,5 + 2,5"° 8,26 + 0,06™*

Tabelle 17: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 25.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus jeweils drei Einzelversuchen in
Dreifachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Mal fir die
Kurvensteilheit. Enax: Maximale cAMP-Konzentration in Prozent, bezogen auf den Effekt, der
durch 100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgelést wurde. pECs,: Negativer
dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine
halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. ™*: Nicht signifikanter Unterschied zu einem
Hill-Koeffizienten ny=1 (F-Test, p>0,05). NS. Nicht signifikanter Unterschied zu dem Effekt,
der durch 100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgelést wurde. ™ Signifikanter
Unterschied zu dem pECs,-Wert von Acetylcholin (t-Test, p<0,001).
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Iperoxo zeigte neben der hohen Wirksamkeit fur die Aktivierung von Gq41 Proteinen in CHO-
M1 Zellen auch eine, von der Wirksamkeit des endogenen Liganden Acetylcholin signifikant
unterschiedliche, hohe Wirksamkeit flr die Aktivierung von Gg Proteinen. Vergleichbar mit
den Daten der IP1-Assays zeigte Iperoxo auch fiur Gs-abhangige Signalwegsaktivierung eine
Wirksamkeit, die in etwa 100-fach hdher war, als die von Acetylcholin. Carbachol, als
Beispiel flr einen weiteren orthosterisch-bindenden Muskarin-Rezeptor-Liganden, war im
Vergleich zu Acetylcholin um etwa eine Dekade schwacher wirksam. Auch diese Befunde
stehen in Einklang mit den Daten, die in IP1-Assays erhoben wurden. Nichtsdestotrotz
zeigten, bezogen auf den endogenen Liganden Acetylcholin, sowohl Iperoxo als auch

Carbachol vollagonistisches Verhalten fur Gs-abhangige Signalwegsaktivierung.

4.5.4 Dualsterische Hybride fiihrten zu einem Konzentrationsanstieg an

intrazellularem cAMP

Neben den drei oben beschriebenen Vollagonisten Acetylcholin, Carbachol und Iperoxo kam
es auch in der Folge einer Rezeptor-Aktivierung durch dualsterische Hybridliganden zu einer

konzentrationsabhangigen intrazellularen cAMP-Generierung.

1501 1504
® |per-6-phth ® |per-6-naph
E:,.—. ® |per-7-phth 21._. ® |per-7-naph
o = 100 o = 100
83 Iper-8-phth 8% ® |per-8-naph
:\: S Iper-10-phth :\: S e Iper-10-naph
:‘% 50 ® |per-fri-phth = % 50 Iper-fri-naph
i3 §2
§° | = g
04 &= 01
— T T T T T 1 — T T T T T 1
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Testsubstanz (log M) Testsubstanz (log M)

Abbildung 26: Die Aktivierung von G; Proteinen wurde durch den gréBeren
allosterischen Substituenten Naphthalimid (rechts) starker beeintrachtigt, als durch
Phthalimid (links).

Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 uM des
Referenzagonisten Acetylcholin ausgeldst wurde, 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanzen.
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Testsubstanz Ny Enax PECs
Iper-6-phth --- entfallt, da Antagonist ---
Iper-7-phth 0,81+0,11" 82,9+ 20" 6,54 + 0,07
Iper-8-phth 0,68 +0,18" 51,4 £2,7"" 6,23 + 0,15
Iper-10-phth 0,90 + 0,17"* 69,0 + 2,2"** 7,12 + 0,09
Iper-fri-phth 0,97 + 0,20"* 104,0 + 3,5"° 6,66 + 0,10
Iper-6-naph --- entfallt, da Antagonist ---
Iper-7-naph 0,79 + 0,44"* 37,3 +3,5™ 6,67 +0,28"
Iper-8-naph 3 1,56 + 0,48" 36,6+ 1,7 7,14 +0,13%
Iper-10-naph 3 0,96 + 0,21 63,7 £2,1""" 7,06 +0,11%
Iper-fri-naph 3 1,06 + 0,56" 37,2+ 34" 6,54 + 0,255

Tabelle 18: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 26.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus jeweils drei Einzelversuchen in
Dreifachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maly fir die
Kurvensteilheit. E..x: Maximale cAMP-Konzentration in Prozent, bezogen auf den Effekt, der
durch 100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgelést wurde. pECs,: Negativer
dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine
halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. ™*: Nicht signifikanter Unterschied zu einem
Hill-Koeffizienten ny=1 (F-Test, p>0,05). NS. Nicht signifikanter Unterschied zu dem Effekt,

++, 44+,

der durch 100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgeldst wurde. . Signifikanter
Unterschied zu dem Effekt, der durch 100 puM Acetylcholin ausgelést wurde (t-Test,
p<0,01,0,001). V5 Nicht signifikanter Unterschied zu dem pECs,-Wert von Acetylcholin. *:
Signifikanter Unterschied zu dem pECso-Wert von Acetylcholin (t-Test, p<0,01).

Generell Iasst sich sagen, dass die intrinsische Aktivitat der Hybridliganden fur Gs-abhangige
Signalwege starker durch allosterische Substituenten beeintrachtigt wurde, als die
intrinsische Aktivitat G411-abhangiger Signalwege. Das Iasst sich am besten durch die beiden
Hybride mit den klrzesten ,Linker‘-Ketten veranschaulichen. Iper-6-phth hat in Gy/1-Assays
partialagonistischen Aktivierungs-Charakter gezeigt (vgl. Kapitel 4.4.1.5.3), in Bezug auf eine
G; Protein-Aktivierung konnte es allerdings keinerlei intrinsische Aktivitat hervorrufen. Dieser
Befund lieferte einen ersten Hinweis auf den Gg11-selektiven Charakter des Hybrids Iper-6-
phth. Vorherige Arbeiten haben im Gegensatz zu diesen Befunden gezeigt, dass Iper-6-phth
in M2-, M3- und M4-Rezeptoren G Proteine aus mindestens zwei unterschiedlichen G

Protein-Familien aktivieren kann (Dissertation Jan3en, 2011; Bock et al., 2012; Dissertation
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Vogel, 2015). Das korrespondierende Hybrid Iper-6-naph hat weder im Gg41- noch im Ge-
Assay intrinsische Aktivitat gezeigt, was einen weiteren Hinweis auf antagonistisches
Verhalten dieser Substanz am M1-Rezeptor lieferte. Auch im Fall von Iper-6-naph haben
vorangegangene Arbeiten gezeigt, dass diese Substanz in der Lage ist G Proteine aus
mindestens zwei unterschiedlichen G Protein-Familien zu aktivieren (Dissertation JanRen,
2011; Bock et al., 2012; Dissertation Vogel, 2015). Da keine Daten Uber das Verhalten von
Iper-6-naph an M5-Rezeptoren vorliegen, lasst sich noch keine abschlieliende Aussage
treffen, aber Iper-6-naph konnte ein M1-selektiver Antagonist sein. Iper-7-phth wies eine
intrinsische Aktivitat von 82,9 + 2,0 % auf und zeigte damit eine hohere ,efficacy” als das
Hybrid mit einer etwas langeren Alkyl-Kette Iper-8-phth. Obwohl prinzipiell gesagt werden
kann, dass mit zunehmender ,Linker“-Kettenlange, die intrinsische Aktivitat dieser Hybride
verbessert wurde, zeigte sich im Fall von Iper-7-phth eine Ausnahme. Scheinbar
beeintrachtigt eine Kettenlange von sieben Kohlenstoffatomen in Kombination mit dem
kleineren allosterischen Substituenten die Konformationsanderung des Rezeptors, die zur
Weiterleitung des extrazellularen Signals an G Proteine unbedingt erforderlich ist, weniger,
als langere ,Linker“-Ketten. In Hinblick auf die Wirksamkeit unterschieden sich diese beiden
Hybride allerdings nicht signifikant voneinander. Im Gegensatz zu diesen Befunden konnten
keine signifikanten Unterschiede in Wirksamkeit und intrinsischer Aktivitat zwischen Iper-7-
naph und lIper-8-naph gefunden werden. Iper-10-phth wies zwar eine signifikant geringere
intrinsische Aktivitat auf als Iper-7-phth, jedoch zeigte sich eine signifikant hdhere
Wirksamkeit. Die Effekte der einzelnen Hybride auf intrinsische Aktivitdt und Wirksamkeit
scheinen demzufolge nicht zu korrelieren. Iper-10-naph zeigte im Vergleich zu Iper-7-naph
und lper-8-naph eine signifikant hohere intrinsische Aktivitat. In den Wirksamkeiten
unterschieden sich diese drei Hybride jedoch nicht voneinander. Durch eine Substitution der
Alkyl-Ketten gegen ,Diamid-Linker* (durch den Arbeitskreis um Prof. M. De Amici, Mailand)
offenbarte sich ein hoch signifikanter Unterschied in den intrinsischen Aktivitaten der beiden
korrespondierenden ,fri-Hybride“. Von allen im Rahmen dieser Dissertation untersuchten
Hybridliganden zeigte Iper-fri-phth als einzige Testsubstanz vollagonistisches Verhalten fur
Ggn1- und Gs-abhangige Signalwege an M1-Rezeptoren. Iper-fri-naph hingegen war ein
schwacher Partialagonist, dessen Wirksamkeit und intrinsische Aktivitat sich nicht von Iper-7-

naph und Iper-8-naph unterschied.
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Abbildung 27: Vergleich der intrazellularen cAMP-Synthese zwischen den
korrespondierenden Hybridliganden.

Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 uM des
Referenzagonisten Acetylcholin ausgeldst wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanzen.

Testsubstanz Korrespondierender
Hybridligand
Iper-6-phth Iper-6-naph
PECs k.A. da Antagonist k.A. da Antagonist
Emax k.A. da Antagonist k.A. da Antagonist
n 3 3
Iper-7-phth Iper-7-naph
pECso 6,54 + 0,07"° 6,67 +0,28"°
ERae 82,9+ 20" TS ETT
n 3 3
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Iper-8-phth Iper-8-naph
PECs 6,23 +0,15" 7,14 +0,13"
Emax 51,427 36,6 1,7
n 3 3

Iper-10-phth Iper-10-naph
pECso 7,12 + 0,09"° 7,06 +0,11N°
Ermax 69,0 + 2,2"° 63,7 + 2,1"°
n 3 3

Iper-fri-phth Iper-fri-naph
pECso 6,66 + 0,10"° 6,54 + 0,25"°
Emax 104,0 £ 3,5 37,2+ 3,4
n 3 3

Tabelle 19: Unterschiede in Wirksamkeit und intrinsischer Aktivitat zwischen den
korrespondierenden Hybridliganden.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus jeweils drei Einzelversuchen in
Dreifachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maly fir die
Kurvensteilheit. E . Maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch
100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgeldst wurde. pECsy: Negativer dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine halbmaximale
Zellantwort hervorgerufen hat. N°: Nicht signifikanter Unterschied zu dem Effekt, der durch
den korrespondierenden Hybridliganden ausgelost wurde. ™*****: Signifikanter Unterschied
zu dem Effekt, der durch den korrespondierenden Hybridliganden ausgel6st wurde (t-Test,
p<0,05, 0,01, 0,001). NS Nicht signifikanter Unterschied zu dem pECs,-Wert des
korrespondierenden Hybridliganden. ***#. Signifikanter Unterschied zu dem pECs-Wert
des korrespondierenden Hybridliganden (t-Test, p< 0,05, 0,01, 0,001).

Vergleicht man die korrespondierenden Hybridliganden miteinander, fallt auf, dass die
Hybride mit dem kleineren allosterischen Substituenten in der Regel eine héhere intrinsische
Aktivitat aufwiesen, als ihre korrespondierenden Testsubstanzen mit dem groReren
Naphthalimid-Rest. Die Flexibilitdt der allosterischen Bindungstasche des Rezeptor-Proteins
war folglich von enormer Wichtigkeit fir die Intensitat der Signaltransduktion vom Rezeptor-
Protein auf Effektor-Proteine. Die Flexibilitat wurde durch die Hybride mit dem volumindseren
allosterischen Substituenten Naphthalimid starker eingeschrankt, als durch Phthalimid.

Folglich wiesen die Phthalimid-Hybride eine hohere ,efficacy am M1-Rezeptor auf, als ihre
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korrespondierenden Hybridliganden. Die einzigen Ausnahmen bildeten hier die Hybride mit
einer Alkyl-Kette von zehn Kohlenstoffatomen. Diese beiden Hybride wiesen keine
signifikanten Unterschiede zueinander auf, weder in der intrinsischen Aktivitat noch in ihrer
Wirksamkeit. Diese Befunde stehen in Einklang mit den in IP1-Assays erhobenen Daten, in
denen diese beiden korrespondierenden Hybridliganden ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede in Wirksamkeit und intrinsischer Aktivitdt zueinander aufwiesen. Betrachtet
man die pECs,-Werte der Hybride, unterschied sich nur Iper-7-phth signifikant von dem
korrespondierenden Hybrid Iper-7-naph, welches eine héhere Wirksamkeit als Iper-7-phth
aufwies. Das steht in Einklang mit den Befunden der Gg:, Protein-Aktivierung, welche
gezeigt hat, dass in diesem Fall auch die Hybride Iper-7-naph und Iper-8-naph starker
wirksam waren, als ihre korrespondierenden Hybridliganden mit kleinerem allosterischen
Rest.

4.5.5 Neben Gs waren auch Gg1 Proteine an der intrazelluliren cAMP

Generierung beteiligt

Adenylylzyklasen kdénnen neben Gs und Gj, Proteinen auch durch andere Stimuli, wie zum
Beispiel Ca** oder By-Untereinheiten anderer G Proteine, beeinflusst werden (Guillou et al.,
1999, Cooper 2003, Olianas et al., 2012). In CHO-Zellen werden die beiden Isoformen 6 und
7 der Adenylylzyklasen exprimiert (Varga et al., 1998). Die Isoform 6 kann durch einen
intrazelluldren Ca?*-Anstieg, zum Beispiel als Folge einer Ggn1 Protein-Aktivierung gehemmt
werden (Guillou et al., 1999, Cooper 2003, Olianas et al., 2012). Ist die Adenylylzyklase 6 die
dominante Isoform in CHO-Zellen wirde also eine Blockade der G4 Proteine durch FR zu
einem Anstieg des cAMP-Spiegels in der Zelle flihren, welcher mit dem kompetitiven
Immunoassay HTRF®-dynamic 2 cAMP-kit detektiert werden koénnte. Die ebenfalls in CHO-
Zellen exprimierte Isoform 7 ist nicht Ca®-sensitiv, kann aber durch By-Untereinheiten
anderer G Proteine synergistisch mit der Gas-Untereinheit stimuliert werden. Hier wiirde eine
Hemmung der G, Proteine also zu einer verminderten intrazellularen cAMP Konzentration

fUhren.

4.5.5.1 Eine Hemmung von Gg11 Proteinen fiihrte zu einer verminderten cAMP

Generierung in der Zelle

Um diesen Mechanismus genauer zu beleuchten, wurden die Gy, und Gy Proteine im

Folgenden mittels Pertussis Toxin beziehungsweise FR blockiert und der rein Gs-vermittelte
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Effekt auf die intrazellulare cAMP-Konzentration gemessen. Um StorgréRen, die durch die
Toxin-Behandlung der Zellen bedingt sein kdnnten, weitestgehend auszuschalten, wurden
die gemessenen cAMP-Konzentrationen nicht normiert, sondern in Absolutwerte
umgerechnet. Dafiir wurde dem Protokoll des HTRF® dynamic 2 cAMP-kits der Firma ,cisbio*
folgend, wie in Kapitel 3.5.3, Abbildung 8 beschrieben, zunachst eine cAMP-Standardkurve
vermessen und die Daten anhand der ,Vier-Parameter-logistischen Gleichung“ (Gleichung 2)
ausgewertet. Die vier Parameter Top, Bottom, Hill-Koeffizient und ECs,-Wert wurden in
Gleichung 20 (Kapitel 3.5.1) eingepflegt und die cAMP-Werte der folgenden Versuche an

CHO-M1 Zellen anhand dieser Gleichung in Absolutwerte umgerechnet.

cAMP Standard Kurve
20000-

15000
'S
< 10000

50004

0 T T T

cAMP [log M]

Abbildung 28: cAMP-Standardkurve, die auch in Abbildung 8 bereits gezeigt und
naher erlautert worden ist.

Aus der Kurvenauswertung konnten folgende Parameter entnommen werden, die in
Gleichung 20 eingepflegt worden sind:

Top: 18585

Bottom: 511,1
Hill-Koeffizient: -1
ECso-Wert: 4,461e-009

(Top—Bottom)
(1+10((L"9EC50"‘)*7‘H))

Gleichung 20: Y = Bottom +
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Daraus ergab sich folgende Kurve fiir die Untersuchung von Acetylcholin an CHO-M1 Zellen:

300 e CTX
— v CTX/FR
%200_ 3 ¢ PTX/CTX/IFR
o CTX/PTX
=
<
© 1001 e PTX
m  Kontrolle
o] &= & PTX/FR
— T T T T T 1 v FR
=00 8 -7 6 -5 -4 -3 -2

Acetylcholin (log M)

Abbildung 29: cAMP-Generierung in CHO-Zellen war nicht nur G Protein-abhéngig.
Ordinate: cAMP-Konzentration in nM. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration der Testsubstanz Acetylcholin. Legende: G Protein-Inhibitoren, die zur
Generierung der jeweiligen Kurven eingesetzt wurden.

Durch den Einsatz von Cholera Toxin (CTX) oder Cholera Toxin in Kombination mit anderen
G Protein-Inhibitoren konnte keine weitere G,-Stimulierung mehr detektiert werden. Das steht
in Einklang mit der Vermutung, dass Cholera Toxin eine maximale Zellantwort hervorruft.
Cholera Toxin hemmt durch ADP-Ribosylierung die GTPase-Aktivitat der Gas-Untereinheit,
dadurch kommt es nicht mehr zum Austausch von GTP gegen GDP und G Proteine
verweilen im aktiven Zustand. Unter Kontrollbedingungen (rote Kurve) wurde eine maximale
Zellantwort erreicht, die sich nicht von den Ergebnissen der CTX-behandelten Zellen
unterschieden hat. Wurden die Zellen mit dem G, Protein-Inhibitor behandelt, resultierte eine
Kurve, die keine signifikanten Unterschiede zu den Daten unter Kontrollbedingungen
aufwies. Demzufolge scheinen G;, Proteine als funktionelle Gegenspieler der G Proteine
nicht an dem cAMP-Signal beteiligt zu sein. G;, Proteine inhibieren Adenylylzyklasen,
weswegen es unter Gy, Protein-Ausschaltung zu einer vermehrten cAMP-Generierung
kommen wirde. Da das cAMP-Signal in diesem Fall aber unverandert geblieben ist,
scheinen G, Proteine nicht in die Signalkaskade von M1-Rezeptoren involviert zu sein.
Durch die simultane Inhibition von Gg41 und Gj, Proteinen (blaue Kurve), konnte hier der
ausschlief3lich Gs-abhangige Effekt auf Adenylylzyklasen beleuchtet werden. Dieser stimmte
nicht mit den Ergebnissen unter Kontrollbedingungen (rote Kurve) Uberein. Demzufolge
mussen auch noch andere G Proteine in den Prozess der cAMP-Generierung in CHO-M1
Zellen involviert sein. Betrachtet man die Kurve, die unter Ausschaltung von Gy Proteinen
aufgenommen wurde (griine Kurve), zeigte sich ein hoch signifikanter Unterschied zu der

Kurve unter Kontrollbedingungen (rote Kurve). Demzufolge spielten G4 Proteine eine
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auflerordentlich grof3e Rolle fir die Aktivierung von Adenylylzyklasen in CHO-Zellen. Wurden
neben den G4 Proteinen auch G, Proteine inhibiert (blaue Kurve), kam es, verglichen mit
der griinen Kurve, zu einem signifikanten Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration. Im
Vergleich zu einer reinen G4 Protein-Ausschaltung steht dieser Befund im Kontrast zu den
vorher beschriebenen Ergebnissen, dass G, Proteine nicht in die Signalkaskade der M1-
Rezeptoren involviert waren. Wirden G, Proteine keine Rolle in der Signalwegsaktivierung
spielen, wurden die Daten fur die simultane Gy11 und G, Protein-Inhibition (blaue Kurve) mit
den Daten der reinen G4 Protein-Ausschaltung (griine Kurve) Ubereinstimmen, jedoch war
die cAMP-Generierung im Fall der zeitgleichen Gg41 und Gyo,-Blockade signifikant hoher.
Demzufolge lasst sich schlielen, dass Gy, Proteine erst dann vom M1-Rezeptor fir die
Signal-Weiterleitung rekrutiert werden, wenn das bevorzugte Ggq4 Protein nicht mehr zur
Verfugung steht. Ein weiterer Erklarungsansatz fur dieses Phdnomen wére, dass unter
Kontrollbedingungen bereits eine maximale cAMP-Generierung stattgefunden hat und durch
die Ausschaltung von Gy, Proteinen aus diesem Grund keine dariber hinaus stattfindende
cAMP-Synthese moglich war. Schlussfolgernd kann man sagen, dass Acetylcholin ein
Vollagonist fir Gs-abhangige Signalwege in CHO-M1 Zellen war, aber nicht fir die Gs
Protein-Aktivierung, da auch noch andere Faktoren zur Signalwegsaktivierung beigetragen

haben.

4.5.5.2 Iperoxo und Carbachol zeigten ahnliche Effekte auf die Aktivierung von
Adenylylzyklasen wie Acetylcholin

Des Weiteren wurden auch die Effekte der beiden anderen orthosterischen Vollagonisten
Iperoxo und Carbachol auf Adenylylzyklasen naher beleuchtet. Zur besseren

Vergleichbarkeit wurden die Daten, die fir Acetylcholin erhoben wurden, ebenfalls wieder mit

aufgefuhrt.
300 300 300 e CTX
g = = CTXPTX
Ezoo i § LI %zuu i §F ¢ ¥ ézou [} 3 & CTXPTXFR
3 y s1E ¢ § s ¢
H v
% 100 3100 3 100 ———
e PTX
o P 0 = 0 k ®  Kontrolle
— e — — F————————— — — * PTXFR
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Acetylcholin (log M) Iperoxo (log M) Carbachol (log M)

Abbildung 30: Effekte der drei orthosterischen Vollagonisten auf die
Adenylylzyklasen.

Ordinate: cAMP-Konzentration in nM. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration der Testsubstanzen Acetylcholin, Iperoxo und Carbachol. Legende: G Protein-
Inhibitoren, die zur Generierung der jeweiligen Kurven eingesetzt wurden.
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Prinzipiell lieRen sich bei der Untersuchung der Effekte von Iperoxo und Carbachol auf die
Adenylylzyklasen die gleichen Ergebnisse wie flr Acetylcholin erzielen. Auch hier kam es zu
einer hoch signifikanten Verminderung der intrazellularen cAMP-Generierung, wenn Gg4
Proteine mittels FR inhibiert worden waren. Bei genauer Betrachtung konnte man aber auch
einige Unterschiede zwischen den einzelnen Testsubstanzen erkennen. Im Fall von Iperoxo
Uberstieg die Kontrollkurve (rote Kurve) und die Kurve fir die Zellen unter PTX-
Vorbehandlung (schwarze Kurve) das maximale cAMP-Level, welches durch die
Vorbehandlung mit dem permanenten G Protein-Aktivator CTX vorgegeben worden war.
Dieses Phanomen spricht flr ein superagonistisches Verhalten von Iperoxo an CHO-M1
Zellen, welches bereits fur den M2-Subtyp der Muskarin-Rezeptoren publiziert wurde
(Schrage et al., 2013). Wurden G4 und G, Proteine simultan inhibiert, zeigte sich im Fall
von Iperoxo ein Eq.cWert, der nicht signifikant verschieden war, von der in dieser Arbeit
postulierten maximalen cAMP-Generierung. Damit ware Iperoxo im Gegensatz zu
Acetylcholin ein Vollagonist fir Gs Protein-Aktivierung. Wurde nur der Gg4-Inhibitor FR
verwendet, ergab sich ein E.,-Wert, der hoch signifikant verschieden von dem E.-Wert
unter Kontrollbedingungen war. Die Kurve der PTX-vorbehandelten Zellen (schwarze Kurve)
von Carbachol zeigte keine signifikanten Unterschiede in der maximalen cAMP-Generierung
im Vergleich zu der Kontrollkurve (rote Kurve), wie es auch bei Acetylcholin und Iperoxo
beobachtet werden konnte. Durch eine Inhibition der Gg11 Proteine wurde die intrazellulare
cAMP-Generierung auch hier hoch signifikant vermindert. Im Gegensatz zu den anderen
beiden orthosterischen Agonisten zeigte Carbachol im Vergleich zu der Kontrollkurve (rote
Kurve) keine signifikanten Unterschiede in der maximalen Zellantwort unter PTX- und FR-
Vorbehandlung (blaue Kurve). Die Gj, Protein-Inhibition konnte scheinbar im Fall von

Carbachol den FR-vermittelten Effekt vollstandig aufheben.

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass Gy11 Proteine eine gro3e Rolle in der intrazellularen
cAMP-Generierung spielten. Da nach einer CTX-Vorbehandlung keine weitere Stimulation
der Adenylylzyklasen mdglich war, ist unklar, ob Gq/1 Proteine unabhangig von Gs Proteinen
eine cAMP-Synthese bewirken kénnen, oder ob es sich um eine synergistische Aktivierung
durch G411 und G Proteine handelt. Weiterhin wurde beobachtet, dass Gy, Proteine erst dann
far die Signal-Weiterleitung rekrutiert wurden, wenn die vom M1-Rezeptor bevorzugten Gy

Proteine inhibiert worden waren.
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4.5.5.3 Dualsterische Hybride fiihrten ebenfalls zu einer Gg41-abhdngigen
cAMP-Synthese

Neben den drei Orthosteren wurden auch dualsterische Hybride auf die Effekte eines ,Cross-

talks® zwischen Gg11 und G Proteinen hin Gberpruft.
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Abbildung 31: Hybride mit dem volumindésen allosterischen Substituenten
Naphthalimid konnten keine G Proteine aktivieren.

Ordinate: cAMP-Synthese in nM. Abszisse: Basal-Wert und Testsubstanz in Maximal-
Konzentrationen.
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Emax
(cAMP in nM)

Basalwert
(cAMP in nM)

Iper-6-phth
CTX

PTX

PTX, FR
Kontrolle

FR

Iper-6-naph
CTX

PTX

PTX, FR
Kontrolle

FR

Iper-7-phth
CTX

PTX

PTX, FR
Kontrolle

FR

Iper-7-naph

CTX

199,0 + 20,5"°
19,5 + 5,2°
16,8 + 4,2"°
29,8 + 5,4"°

24,0 + 50N

199,0 + 20,5"°
17,7+ 7,1
14,8 + 5,3"°
21,5 +5,0M

17,4 + 54NS

211,8 + 4,8"°
105,4 + 17,8"
56,1 + 8,3"
101,1 £ 9,0*"

63,1+5,9"

218,6 + 11,9"°

193,1 + 18,3"°
21,8 +2,7"°
17,3 £ 1,8"°
33,4 + 34"°

27,4 + 3,0M

193,1 + 18,3"°
23,9 +2,8"
18,4 + 3,0N°
31,5+ 5,1

24,9 + 0,8N°

190,3 + 15,8"°
22,8 +3,0°
20,3+2,1"
28,8 £ 4,5

29,1+ 3,5™

213,7 + 13,3\
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PTX 35,6 + 6,6 23,9 + 3,0N°
PTX, FR 20,0 +7,8"S 18,4 + 3,0
Kontrolle 40,0 £+ 7,6N° 29,6 + 4,8N°
FR 222 +6,1NS 24,9+ 0,8N°
Iper-8-phth

CTX 201,7 + 5,3"° 197,3 + 9,5"°
PTX 119,9 + 12,6™ 254 +7,6%
PTX, FR 94,7 + 20,0" 23,6 +7,5"

Kontrolle 109,0 £ 18,7" 25,2 +6,6"

FR 66,9 + 11,3" 22.6+6,0"

Iper-8-naph

CTX 209,0 + 1,5 196,4 + 5,7\
PTX 46,5 + 11,5"° 29,3 +9,0N°
PTX, FR 33,8+ 7,7 26,2 + 8,0N°
Kontrolle 42,0+ 7,2 25,4 + 58NS
FR 31,1 +6,1NS 25,0 + 6,2N°
Iper-10-phth

CTX 204,0 + 3,1 197,3 + 9,5"°
PTX 64,4 + 16,3"S 254 + 76N
PTX, FR 43,6 + 10,2"° 23,6 + 7,5"°
Kontrolle 59,1 + 10,3"S 25,2 + 6,6N°
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FR 39,1+ 6,5" 22,6 +6,0%
Iper-10-naph

CTX 189,2 + 8,2° 196,4 + 5,7"°
PTX 49,0 +1,0"* 20,4 + 1,9
PTX, FR 41,1 £9,0" 26,2 + 8,0"°
Kontrolle 55,9 + 9,0" 25,4 58"
FR 37,3+7,2" 25,0 + 6,2"°
Iper-fri-phth

CTX 211,8 + 12,3"° 178,5 + 3,0"°
PTX 310,4 £ 8,2 41,2+ 10,4
PTX, FR 136,0 + 9,7 20,4 + 2,3
Kontrolle 276,3 + 49,5 444 + 52"
FR 84,7 +4,3" 21,3+1,2""
Iper-fri-naph

CTX 177,5 + 14,6"° 176,2 + 12,8"°
PTX 48,5 + 10,2"° 36,0 + 9,0N°
PTX, FR 29,1 +3,5"° 23,8 +3,2"°
Kontrolle 61,5+4,3" 39,8+5,9"
FR 31,9+ 54" 23,8 +3,5"°

Tabelle 20: Signifikanztest zwischen Basalwerten und der maximalen Zellantwort, die
in Folge einer Stimulation durch dualsterische Liganden ausgeldst wurde.

NS: Nicht signifikanter Unterschied zwischen den Basalwerten und der Ligand-vermittelten
cAMP-Synthese. “*""**: Signifikanter Unterschied zwischen den Basalwerten und der
Ligand-vermittelten cAMP-Synthese (t-Test, p<0,05, 0,01, 0,001).
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Aufgrund der starken Streuung zwischen den Einzelversuchen, wenn die Ergebnisse nicht
normiert, sondern in absoluten Zahlen dargestellt werden, kénnen fir diese Versuchsreihe
keine endguiltigen Aussagen Uber die Signifikanz getroffen werden. Demzufolge werden bei
der Darstellung der Ergebnisse nur Tendenzen aufgegriffen. Die Befunde fir Iper-6-phth und
Iper-6-naph stehen in Einklang mit den Daten, die in Kapitel 4.5.4 fir cAMP-Assays ohne
Toxin-Behandlung beschrieben worden sind. Beide Hybride zeigten keinerlei G5 Protein-
Aktivierung. Mit langerer Kettenlange und kleinem allosterischen Substituenten verbesserte
sich die intrinsische Aktivitat fur Gs-abhangige Signalwege. Vergleichbar mit den Daten fur
die drei Orthostere zeigten auch Iper-7-phth, Iper-8-phth und Iper-fri-phth, dass die
intrazelluldre cAMP Generierung hauptsachlich auf Gy Proteine zurlckzufihren war, G
Proteine aber auch eine Ggs-unabhangige Stimulation der Adenylylzyklasen bewirken
konnten. Verlangert man die Alkyl-Kette um weitere Kohlenstoffatome (vgl. Iper-10-phth)
zeigte sich, dass intakte Gy Proteine fir eine cAMP-Produktion unbedingt erforderlich
waren. Wurden Gg14 Proteine mittels FR ausgeschaltet, kam die cAMP Produktion im Fall
von Iper-10-phth zum Erliegen. Mit gréRerem allosterischen Substituenten verstarkte sich
dieses Phanomen. Die Hybride Iper-7-naph, Iper-8-naph, Iper-10-naph und Iper-fri-naph
konnten keine rein Gs-vermittelte Aktivierung von Adenylylzyklasen bewirken und flihrten
damit zu einer Stimulation von Adenylylzyklasen, die von dem Vorhandensein intakter Gy/11

Proteine abhangig war.

4.5.5.4 Hybride mit kleinem allosterischen Rest konnten Adenylylzyklasen Gg11-

unabhangig stimulieren

Im Folgenden werden die oben beschriebenen Phanomene Uber die Abhangigkeit des
Ausmales einer Adenylylzyklasen-Stimulierung von der GréRRe des allosterischen Restes in

Form von Dosis-Wirkungskurven genauer beleuchtet.

w
S
S
w
=3
S
w
S
S

CTX
Kontrolle
PTX
PTX, FR
FR

N
1=
S

< & o EH o

CcAMP [nM]
g
CcAMP [nM]
g
cAMP [nM]
g

575 3 7 6 5 4 = "% 3 7 % 5 4 B
Iper-7-phth (log M) Iper-8-phth (log M) Iper-fri-phth (log M)
Abbildung 32: Hybridsubstanzen mit dem kleinen allosterischen Substituenten
Phthalimid konnten Adenylylzyklasen G1,-unabhéngig stimulieren.
Ordinate: cAMP Produktion in nM. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration der jeweiligen Testsubstanzen. Legende: G Protein-Inhibitoren, die zur
Generierung der jeweiligen Kurven eingesetzt wurden.
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Wurden die Zellen mit CTX vorinkubiert, konnte keine weitere Agonist-vermittelte cAMP
Generierung detektiert werden, weswegen im weiteren Verlauf dieser Versuchsreihe darauf
verzichtet wurde, CTX in allen Toxin-Kombinationen einzusetzen. Fir die Untersuchungen
an den Hybriden wurden dementsprechend nur CTX und keine CTX-Kombinationen

verwendet.

Alle drei dargestellten Hybride konnten sowohl Gy1 Protein-abhéngig (rote und schwarze
Kurve) als auch Ggq¢ Protein-unabhangig (grine und blaue Kurve) Adenylylzyklasen
stimulieren und damit eine intrazellulare cAMP-Produktion bewirken. Die FR- und die
PTX/FR-behandelten Zellen zeigten im Fall von Iper-7-phth einen identischen Kurvenverlauf,
was einen ersten Hinweis darauf lieferte, dass dieses Hybrid keine Gj,-abhangigen
Signalwege aktivieren konnte, auch dann nicht, wenn die, vom M1-Rezeptor bevorzugten
Ggn1 Proteine, blockiert worden sind. Die detektierten cAMP Level lagen sowohl fur die
Kurven der Gy inhibierten Zellen, als auch fur die Kontrollbedingungen weit unterhalb der
maximalen Zellantwort, die durch die CTX-Daten vorgegeben worden war. Iper-7-phth war
folglich ein Partialagonist fir Gs-abhangige Signalwege. Iper-8-phth verhielt sich dahnlich wie
Iper-7-phth, jedoch scheint es neben Gg1 und Gs Proteinen auch G, Proteine aktivieren zu
kénnen, da die Kurve fir FR und PTX behandelte Zellen (blaue Kurve) oberhalb der griinen
Kurve lag, bei der nur G411 Proteine ausgeschaltet wurden. Wie oben bereits erwahnt, haben
G;s und G, Proteine gegenlaufige Effekte auf Adenylylzyklasen; G Proteine stimulieren, Gy,
Proteine inhibieren diese. Werden G, Proteine mittels PTX blockiert, sollte in der Regel eine
cAMP-Produktion resultieren, die hoher ist, als unter Kontrollbedingungen. Im Fall von Iper-
8-phth wurde durch die G, Protein-Inhibition eine maximale Zellantwort beobachtet, die nicht
signifikant verschieden von der Kontrollkurve war (schwarze bzw. rote Kurve). Eine
simultane Blockade von Gy, und Ggq4 Proteinen fihrte zu einem Anstieg der cAMP-
Konzentration im Vergleich zu einer reinen Gq41 Protein-Ausschaltung. Demzufolge scheinen
Gy, Proteine im Fall dieses Hybrids in den Mechanismus der cAMP-Generierung involviert zu
sein. Iper-fri-phth zeigte ein ahnliches Verhalten fir die cAMP-Synthese wie Iperoxo: Die
Kontrollkurve und die Kurve der PTX-behandelten Zellen scheinen das maximale cAMP
Level, vorgegeben durch CTX, zu ubersteigen. Allerdings konnte auch in diesem Fall
aufgrund der starken Streuung keine endglltige Aussage getroffen werden. Durch eine
Ausschaltung von Ggq¢ Proteinen mittels FR kam es zu einer hoch signifikanten
Verminderung des intrazellularen cAMP Levels nach Rezeptor-Aktivierung, welche durch die
simultane Inhibition von Gy und Gy, Proteinen ebenfalls wieder abgeschwéacht werden

konnte.
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4.5.5.5 Hybride mit dem allosterischen Substituenten Naphthalimid konnten

keine rein Gs-vermittelte Stimulierung der Adenylylzyklasen bewirken

Auch im Fall der Hybride mit dem groReren allosterischen Substituenten Naphthalimid

wurden zur besseren Betrachtung Dosis-Wirkungskurven generiert.

15 15 150

-
=]
-
=)
=
=]
S

Kontrolle
PTX

CcAMP [nM]
CcAMP [nM]
CcAMP [nM]

S

n
50 50 50 ?‘ .
¢ PTX, FR
F gi;iiiiii 4 r $ LR R R RS 5 R
0 0 0
— T T T T T d — T T T T T d T T T T T d
-0 9 8 7 6 5 -4 -0 9 -8 7 6 5 4 -0 9 8 7 6 5 4
Iper-7-naph (log M) Iper-8-naph (log M) Iper-fri-naph (log M)

Abbildung 33: Hybride mit dem groReren allosterischen Rest filhrten nicht zu einer
rein Gs-vermittelten Stimulation der Adenylylzyklasen.
Ordinate: cAMP Produktion in nM. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration der jeweiligen Testsubstanzen. Legende: G Protein-Inhibitoren, die zur
Generierung der jeweiligen Kurven eingesetzt worden sind.

Die maximale Zellantwort, die durch CTX ermittelt werden kann, ist in diesen Graphen nicht
mit abgebildet. Diese lag in etwa bei 200 bis 250 nM. Da sich jedoch nur sehr kleine
Messfenster fur diese drei Hybride ergeben haben, wurde eine Ordinaten-Skala gewahlt, die
die Datenpunkte fir die CTX-behandelten Zellen nicht miteinschlie3t. Betrachtet man nun die
Naphthalimid-Hybride zeigte sich, dass der grolie allosterische Rest eine Aktivierung von
Adenylylzyklasen, die ausschlieldlich von Gs Proteinen vermittelt wird, vollstandig verhindern
konnte. Die drei getesteten Hybride Iper-7-naph, Iper-8-naph und Iper-fri-naph zeigten nach
Ausschaltung der Gg11 Proteine keine weitere intrazellulare cAMP-Generierung, die sich von
dem Basalwert signifikant unterschieden hat. Demzufolge waren G, Proteine zwar vermutlich
an der Zellantwort beteiligt, konnten sie aber ohne simultane Aktivierung von G4 Proteinen
nicht bewirken. Ob Gg1 Proteine auch G Protein-unabhangig mit Adenylylzyklasen
interagieren kdénnen, konnte anhand dieser Daten nicht beurteilt werden, da eine Gs Protein-
Aktivierung durch CTX nur maskiert und nicht inhibiert werden kann. Mittels CTX wird die
intrinsische GTPase-Aktivitat der Gas-Untereinheit aufgehoben und G Proteine verbleiben im
aktiven Zustand. Eine daruberhinausgehende Agonist-vermittelte Aktivierung konnte nicht
beobachtet werden. Aufgrund der Befunde, die in der Literatur zu finden sind, wird aber kein
G; Protein-unabhangiger Mechanismus vermutet, sondern eine simultane Aktivierung von Gs

und Gy Proteinen, die zu einer synergistischen Stimulierung der Adenylylzyklasen fuhren
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(Guillou et al., 1999, Cooper 2003, Olianas et al., 2012).

4556 Der Ca®*-Chelator BAPTA-AM hatte keinen Effekt auf die
Adenylylzyklasen

Wie in Kapitel 4.5.5 beschrieben, gehért Ca?* zu den méglichen Stimuli, die einen Einfluss
auf Adenylylzyklasen haben kénnen. Um die Stimuli, die auf die Adenylylzyklasen in CHO-
Zellen wirken, genauer zu beleuchten, wurde in einem weiteren Schritt der Ca**-chelator
BAPTA-AM in cAMP-Assays zugesetzt. BAPTA-AM fangt das, in Folge einer Gy Protein-
Aktivierung, intrazellular gebildete Ca®* ab, woraufhin Adenylylzyklasen nicht mehr durch

Ca®* beeinflusst werden kdnnen.
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Abbildung 34: Der Ca**-Chelator BAPTA-AM hatte keinen Einfluss auf die intrazellulire
cAMP-Generierung.

Ordinate: cAMP in nM. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der
Testsubstanz Acetylcholin.

n Ny Emax pEC50
Kontrolle 3 1,10 + 0,26™* 203,2 + 9,4"° 5,65 + 0,11
BAPTA-AM 3 1,10 + 0,24™ 191,5 + 8,5"° 5,51 + 0,105

Tabelle 21: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 34.
n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Mall fir die Kurvensteilheit. Enax:
Maximale Zellantwort in Absolutwerten (cAMP in nM). pECs,: Negativer dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine halbmaximale
Zellantwort hervorgerufen hat. "*: Nicht signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten
ny=1 (F-Test, p>0,05). NS: Nicht signifikanter Unterschied zwischen dem E..Wert unter
Kontrollbedingungen und unter Einsatz von BAPTA-AM. "% Nicht signifikanter Unterschied
zwischen dem pECs,-Wert unter Kontrollbedingungen und unter Einsatz von BAPTA-AM.
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Die Ergebnisse zeigen, dass Ca** keinen Effekt auf die Adenylylzyklasen ausgeiibt hat, da
die erhobenen Daten fir die mit BAPTA-AM behandelten Zellen keinen signifikanten
Unterschied zu den Kontrollbedingungen zeigten. Demzufolge beruht der beobachtete
Aktivierungsmechanismus der Adenylylzyklasen vermutlich auf einem direkten ,Cross-talk®

zwischen Gg/41 und G Proteinen.

4.5.5.7 HEK 293 Zellen zeigten keinen ,Cross-talk“ zwischen Gs und Gg11

Proteinen

Der in den CHO-Zellen beobachtete ,Cross-talk® zwischen Gg11 und Gs Proteinen ist ein
Mechanismus, der stark vom Zellhintergrund abhangig ist, da verschiedene Zelltypen
unterschiedliche Isoformen der Adenylylzyklasen exprimieren kénnen. Aus diesem Grund
sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob auch andere Zell-Linien zu dem oben
beschriebenen ,Cross-talk® befahigt sind. HEK 293 Zellen stammen aus dem menschlichen
Nierengewebe und verfigen neben weiteren Rezeptoren auch Uber den muskarinischen
Acetylcholin-Rezeptor vom Subtyp 3 (M3). Sie exprimieren mRNA flr die Adenylylzyklasen I,
I, V, VI, VIl und IX und zu sehr geringen Konzentrationen auch IV (Atwood et al., 2011).
Eine eindeutige Aussage uber einen potentiellen ,Cross-talk® zwischen Ggq1 und Gs
Proteinen zu treffen, ist aufgrund der Vielfalt an unterschiedlichen Isoformen der
Adenylylzyklasen in diesem Zelltyp sehr schwierig, da alle Isoformen durch unterschiedliche

Stimuli zum Teil auch gegensatzlich beeinflusst werden kénnen.

Um eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den Ergebnissen zu erzielen, wurden die
Versuche parallel auch an CHO-Zellen, die stabil mit dem Subtyp 3 der muskarinischen
Acetylcholin-Rezeptoren transfiziert worden sind, durchgefiihrt. Potentielle Unterschiede in
den Ergebnissen wirden damit nur noch durch die unterschiedlichen Zell-Linien verursacht

werden.
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Abbildung 35: Im Gegensatz zu CHO-M3 Zellen lieB sich der G;-Sighalweg des M3-
Rezeptors in HEK 293 Zellen nicht durch Acetylcholin aktivieren.

CHO-Flp M3-Zellen: Ordinate: cAMP in nM. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der
molaren Konzentration der Testsubstanz Acetylcholin. Legende: G Protein-Inhibitoren, die
zur Generierung der jeweiligen Kurven eingesetzt wurden.

HEK 293 Zellen: Ordinate: Zellantwort in Prozent, 100 % entspricht dem Wert, der durch
100 uM Acetylcholin unter CTX-Vorbehandlung ausgelést wurde, 0 % entspricht dem Wert,
der durch 100 pM Acetylcholin unter Kontrollbedingungen ausgelost wurde. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz Acetylcholin.
Legende: G Protein-Inhibitoren, die zur Generierung der jeweiligen Kurven eingesetzt
wurden.

Die erhobenen Ergebnisse fiur HEK 293 Zellen lagen aulRerhalb des Messfensters der cAMP-
Standardkurve, weshalb keine Absolutwerte berechnet werden konnten. Aus diesem Grund
wurden die Messdaten in diesem Fall normiert. Auch die Einstellung auf verschiedene

Zellzahlen im Versuch konnte das Messfenster nicht an die Standardkurve anpassen.

Der muskarinische Acetylcholin-Rezeptor vom Subtyp 3 (M3), der in HEK 293 Zellen
endogen exprimiert wird, lie3 sich nicht durch muskarinische Agonisten zur Gs Protein-
Aktivierung stimulieren. Ein Grund daflir kdnnte sein, dass die endogen exprimierten M3-
Rezeptoren in HEK 293 Zellen nicht zur promiskuitiven G Protein-Aktivierung befahigt sind,
sondern nur Gy Proteine rekrutieren konnen. Im Gegensatz zu CHO-Zellen exprimieren
HEK 293 Zellen Cholinesterasen. Aus diesem Grund ware es auch mdglich, dass aufgrund
des schnellen Abbaus von Acetylcholin durch Cholinesterasen keine intrazellulare cAMP-
Synthese detektiert werden konnte, weswegen in weiteren Versuchen Iperoxo als Muskarin-

Rezeptor-Agonist eingesetzt wurde.
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Abbildung 36: Iperoxo fiihrte in HEK 293 Zellen zu keiner detektierbaren cAMP-

Synthese.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. eines reprasentativen Versuches. Ordinate: cAMP-
Produktion. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der
Testsubstanz Iperoxo.

In Einklang mit den Daten fir Acetylcholin konnte auch der orthosterische Muskarin-
Rezeptor-Agonist Iperoxo keine Gs-abhangigen Signalwege in HEK 293 Zellen aktivieren.
Demzufolge scheinen HEK 293 Zellen nicht zu einer promiskuitiven G Protein-Aktivierung

befahigt zu sein.

Um trotzdem eine Aussage Uber einen mdglichen ,Cross-talk® zwischen Ggq1 und Gq
Proteinen in HEK 293 Zellen treffen zu kénnen, wurden weitere Versuche an diesem Zelltyp
mit Prostaglandin E; (PGE,) zur Aktivierung endogen exprimierter Prostaglandin-Rezeptoren
durchgefihrt. Prostaglandin-Rezeptoren koppeln bevorzugt an G Proteine, allerdings haben
IP1-Versuche an CHO-M1 Zellen gezeigt, dass auch der Signalweg der praferierten G
Protein-Klasse einem ,Cross-talk® verschiedener G Proteine unterliegen kann. Aus diesem
Grund wurde der Prostaglandin-Rezeptor als geeignet erachtet, um ein Aktivierungsmuster

zu untersuchen, welches auf der simultanen Aktivierung verschiedener G Proteine beruht.
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Abbildung 37: Der in CHO-Zellen beobachtete , Cross-talk“ zwischen G4 und Gs
Proteinen konnte in HEK 293 Zellen nicht beobachtet werden.

Ordinate: cAMP in nM. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der
jeweiligen Testsubstanz. Legende: G Protein-Inhibitoren, die zur Generierung der jeweiligen
Kurven eingesetzt wurden.

Der linke Graph stellt den in Kapitel 4.5.5.1 beschriebenen ,Cross-talk® zwischen Gy11 und Gs
Proteinen dar. Dieser Graph wurde dort bereits gezeigt und erlautert und ist nur zur besseren
Vergleichbarkeit mit den Daten fir die HEK 293 Zellen nochmal dargestellt. Der rechte
Graph zeigt, dass neben G; Proteinen keine G Proteine anderer Familien an der
intrazellularen cAMP-Synthese beteiligt waren. Das gemessene cAMP-Signal beruhte
folglich nur auf der Stimulation von Adenylylzyklasen durch Gs Proteine. Diese Befunde
untermauern die Hypothese, dass der ,Cross-talk” zwischen Gg1 und G Proteinen abhangig

von der verwendeten Zelllinie und den darin exprimierten Isoformen der Adenylylzyklasen ist.
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4.5.5.8 Der Ca**-Chelator BAPTA-AM zeigte keinen Effekt in HEK 293 Zellen

Um einen moglichen Effekt von Ca®" auf die Adenylylzyklasen zu detektieren, der
moglicherweise den Effekt anderer Stimuli wieder ausgleicht, wurde auch im Fall der HEK
293 Zellen der Ca®*-Chelator BAPTA-AM eingesetzt, um intrazellulédr gebildetes Ca?*

abzufangen.
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Abbildung 38: BAPTA-AM hatte keinen Effekt auf die cAMP-Generierung in CHO- und
HEK 293 Zellen.

Ordinate: cAMP in nM. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der
jeweiligen Testsubstanzen.

Der linke Graph wurde bereits in Kapitel 4.5.5.6 gezeigt und erlautert und ist nur zur
besseren Vergleichbarkeit auch hier mit aufgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass der
Ca*-Chelator BAPTA-AM keinen Effekt auf die Stimulation der Adenylylzyklasen in CHO-
M1, CHO-Flp M3 und HEK 293 Zellen ausgeiibt hat. Ca** scheint folglich kein Stimulus fiir

die cAMP-Synthese in den hier getesteten Zelltypen zu sein.

4.6 [**S]GTPyS-Bindungsversuche

[**S]GTPyS interagiert mit dem ersten Schritt der Signaltransduktion von Rezeptor auf G
Proteine. Nach erfolgter Rezeptor-Aktivierung rekrutieren die Rezeptoren G Proteine, die
daraufhin aktiviert werden indem bereits gebundenes GDP gegen GTP ausgetauscht wird.
Im Fall des [*>S]GTPyS-Experimentes wird radioaktiv-markiertes [**S]GTPyS, welches im
Uberschuss zugegeben wurde, anstelle von GTP an das G Protein gebunden. [**S]GTPyS
weist eine GTPase Stabilitat auf und kann dementsprechend nicht mehr vom G Protein
abdissoziieren und der G Protein-Zyklus wird unterbrochen. Der Vorteil von [*°>S]GTPyS-
Bindungsversuchen gegeniiber ,second-messenger assays®, wie zum Beispiel IP1- oder
cAMP-Assays oder DMR-Versuchen liegt in dem Eingreifen in die Signalkaskade auf Hohe

der Interaktion zwischen Rezeptor und G Protein, also zu einem sehr frihen Zeitpunkt der
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Signalkaskade. Deswegen unterliegen diese Untersuchungen einer geringeren

Signalamplifikation (Harrison und Traynor, 2003), als ,second-messenger assays".

4.6.1 Einstellung der optimalen GDP-Konzentration in [*>*S]GTPyS-Versuchen

Aufgrund des schnelleren Austausches von GDP gegen GTP in G, Proteinen im Vergleich
zu G und Gg1 Proteinen, eignet sich dieses Assay besonders gut zur Detektion der G,
Protein-Aktivierung (Milligan, 2003). Besonders flr die Subtypen M2 und M4, die bevorzugt
an Gy, Proteine koppeln, stellen [**S]GTPyS-Versuche eine gute Messmethode zur
Quantifizierung der Gy, Protein-Aktivierung dar (Harrison und Traynor, 2003, Milligan, 2003).
Um auch die Gy, Protein-Aktivierung an den primar Gg41-gekoppelten ungeradzahligen
muskarinischen Subtypen zu untersuchen, besteht die Moglichkeit das Messfenster durch
die Zugabe von GDP zu vergroRern, um Effekte besser detektieren zu kdnnen (Lazareno
und Birdsall, 1993, Breivogel et al., 1998).
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Abbildung 39: Optimierung der GDP-Konzentration in [**S]GTPyS-Versuchen.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus einem reprasentativen Einzelversuch in
Quadruplikaten. Ordinate: Zerfélle pro Minute/ counts per minute (cpm) im Versuchsansatz
von 0,5 ml unter Basalbedingungen (Inkubationspuffer), Acetylcholin (100 yM) und Iperoxo
(10 uM). Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration von GDP.

Bei geringen Konzentrationen an GDP erhdhte sich sowohl das Agonist-vermittelte
Messfenster, als auch die basale [*°S]GTPyS-Bindung, da der Radioligand vermehrt an

ungesattigte Nukleotidbindungsstellen der G Proteine bindet.
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GDP-Konzentration cpm/0,5 mi Messfenster
(AAgonist-Basal)

0,01 uM Basal 19130 + 864 -
ACh 100 pM 21999 + 1448 2869
Iperoxo 10 pM 24295 + 767 5165

0,1 uM Basal 10252 + 320 -
ACh 100 pM 14896 + 618 4644
Iperoxo 10 pM 16990 + 512 6738

0,3 uM Basal 8005 + 479 -
ACh 100 pM 11945 + 432 3940
Iperoxo 10 pM 13702 + 353 5697

1 uM Basal 5051 £ 226 -
ACh 100 pM 8825 + 202 37747
Iperoxo 10 pM 10243 + 478 5192

3 uM Basal 2515 + 26 -
ACh 100 pM 5754 + 165 3239
Iperoxo 10 yM 6663 + 360 4148

10 pM Basal 1457 + 55 -
ACh 100 pM 3156 + 89 1699
Iperoxo 10 pM 4008 + 338 25517
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30 uM Basal 825 + 100 -
ACh 100 pM 1566 + 37 7417
Iperoxo 10 yM 1686 + 103 861"

Tabelle 22: Mess-Signale in [*>S]GTPyS-Versuchen an CHO-M1 Homogenaten in
Abhéngigkeit der GDP-Konzentration.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus einem reprasentativen Einzelversuch in
Vierfachbestimmung. cpm/0,5 ml: Zerfélle pro Minute/ counts per minute im Versuchsansatz
von 0,5 ml. ~": Signifikant verschieden vom jeweiligen Basalwert (One-way ANOVA,
Dunnett’s post Test, p<0,05, 0,01, 0,001).

Fir alle GDP-Konzentrationen haben sich sowohl fir Acetylcholin als auch fir Iperoxo
Messwerte ergeben, die signifikant verschieden vom jeweiligen Basalwert waren. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde eine GDP-Konzentration von 10 uM fir die weiteren Versuche
verwendet, da bei sehr geringen Konzentrationen an GDP haufig flache Kurven resultieren,

die sich nicht mit einem normalen Steilheitsmal’ ny=1 anpassen lassen.

4.6.2 Die [**S]GTPyS-Bindung an CHO-M1 Homogenaten wurde primir durch
G, Proteine vermittelt

Untersuchungen an CHO- und HEK Zellen an ungeradzahligen Muskarin-Rezeptoren (M1
oder M3) haben ergeben, dass diese Rezeptor-Subtypen, die vorwiegend PTX-insensitive
Gqn1 Proteine rekrutieren, in [358]GTPyS-Bindungsversuchen sowohl Uber die Aktivierung
PTX-sensitiver als auch PTX-insensitiver G Proteine eine Bindung an [**S]GTPyS induzieren
(Lazareno und Birdsall, 1993; Offermanns et al., 1994; Burford et al., 1995). Aus diesem
Grund wurde zunachst Uberprift, welche G Protein-Familie in den hier getesteten CHO-M1
Homogenaten in die Bindung an [*>S]GTPyS involviert war. Eine mégliche Beteiligung von
PTX-sensitiven Gj, Proteinen sollte durch den Einsatz des G, Protein-Inhibitors PTX
aufgedeckt werden und Aufschluss dariiber geben, ob die gemessene [**S]GTPyS-Bindung

wirklich G;,-vermittelt oder durch andere G Proteine bedingt ist.
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Abbildung 40: Die Zellantwort in [*>S]GTPyS-Versuchen war G;,-vermittelt.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in Vierfachbestimmung.
Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 yM des
Referenzagonisten Acetylcholin unter Kontrollbedingungen ausgeldst wurde. 0 % entspricht
dem Basalwert unter Kontrollbedingungen.

In den in Abbildung 40 dargestellten Daten zeigte sich, dass die [**S]GTPyS-Bindung
hauptsachlich durch G, Proteine vermittelt wurde, da PTX sowohl die basale, als auch die
maximale Zellantwort signifikant absenken konnte. Trotzdem ergab sich auch fir
Homogenate der PTX-vorbehandelten Zellen ein dosisabhangiger Anstieg der Agonist-
vermittelten [**S]GTPyS-Bindung. Demzufolge spielten auch PTX-insensitive G Proteine,
zum Beispiel aus der Familie der Gy Proteine eine Rolle in der hier gemessenen

Signaltransduktion des Rezeptors auf G Proteine.

n Ny Emax pEC50
Kontrolle 3 0,45+ 0,10 105,9 + 11,1 6,45+ 0,25
PTX 3 0,73 +0,38"* 5,6+27" 7,51 + 0,25

Tabelle 23: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 40.

n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Mall fir die Kurvensteilheit. Enax:
Maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin
ausgeldst wurde. pECsy: Negativer dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der
Testsubstanz, welche eine halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. "*: Nicht
signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten ny=1 (F-Test, p>0,05). ": Signifikanter
Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten ny=1 (F-Test, p<0,05). ***: Signifikanter Unterschied
zu dem Enac-Wert unter Kontrollbedingungen (t-Test, p<0,001). * Signifikanter Unterschied

zu dem pECso-Wert unter Kontrollbedingungen.

Die [**S]GTPyS-Bindungskurve unter Kontrollbedingungen war signifikant verschieden von

einem Hill-Koeffizienten ny=1. In den Einzelversuchen konnte nur eine der drei Kurven mit
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einem normalen Steilheitsmal® angepasst werden. Die Rezeptor-Ligand-Interaktion scheint
demzufolge nicht bimolekular zu sein. Obwohl die einzusetzende GDP-Konzentration zuvor
genau austariert worden ist, scheint es in den Dosis-Wirkungskurven von Acetylcholin so zu
sein, dass die eingesetzte GDP-Konzentration doch zu gering war und sich deshalb Kurven

ergeben haben, die nur mit einem freilaufenden Steilheitsmal} anzupassen waren.

4.6.3 Die drei Orthostere induzierten eine [**S]GTPyS-Bindung an M1-

Rezeptoren, jedoch mit unterschiedlicher Wirkstarke

Vergleicht man die Aktivierungs-Charakteristika der drei Orthostere Acetylcholin, Iperoxo und
Carbachol, die fur Ggq- und Gs-abhangige Signalwege alle vollagonistisches Verhalten
gezeigt haben, fallen fir die Gj, Protein-Aktivierung markante Unterschiede in den

Wirksamkeiten und den intrinsischen Aktivitaten auf.

B Iperoxo

- -
(=3 a
T 9

® Acetylcholin
¢ Carbachol

[
?

Effekt [% 100 uM
Acetyicholin]

— T T T T T T T T T 1
-00 -13-12-11-10 -9 -8 -7 6 -5 -4

Testsubstanz (log M)

Abbildung 41: Die drei orthosterischen Agonisten zeigten unterschiedliche Effekte auf
die [**S]GTPyS-Bindung.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus vier bis finf Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der
durch 100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgelést wurde. 0 % entspricht dem
Basalwert. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der jeweiligen
Testsubstanz.
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Testsubstanz n Ny Enax PECs
Acetylcholin 4 0,75+ 0,22" 89,3 + 6,2™° 6,88 £ 0,15
Carbachol 4 0,44 + 0,38" 71,4 + 4,5 5,38 + 0,11%
Iperoxo 5 0,56 + 0,43"* 137,4 + 13,3" 8,18 + 0,20*

Tabelle 24: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 41.
Dargestellt sind Mittelwerte +* S.E.M. aus vier bis funf Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maf fir die
Kurvensteilheit. E . maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch
100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgeldst wurde. pECs,: Negativer dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine halbmaximale
Zellantwort hervorgerufen hat. "*: Nicht signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten
ny=1 (F-Test, p>0,05). "°: Nicht signifikanter Unterschied zu dem Effekt, der durch 100 uM
des Referenzagonisten Acetylcholin ausgelost wurde. ©***: Signifikanter Unterschied zu dem
Effekt, der durch 100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgeldst wurde (t-Test,
p<0,05, 0,001). #**. Signifikanter Unterschied zu dem pECs,-Wert von Acetylcholin (t-Test,
p<0,01, 0,001).

Iperoxo wies eine signifikant hohere intrinsische Aktivitat auf als der endogene Agonist
Acetylcholin. Dieses Verhalten wird als superagonistisch klassifiziert. Schrage et al. (2013)
konnten das superagonistische Verhalten von Iperoxo bereits an M2 mAChRs fir Gj,- und
Gs-abhangige Signalwege zeigen. Im Fall des M1-Subtyps zeigte Iperoxo allerdings nur fur
Gio-vermittelte Signalwege eine hohere intrinsische Aktivitat als der endogene Ligand. Fur
die Aktivierung von Ggy11 und Gs Proteinen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in
der maximalen Zellantwort zwischen Iperoxo und Acetylcholin. Die Wirksamkeit flr G-
vermittelte Signalwege lag im Fall von Iperoxo um etwa eine Dekade héher, als die von
Acetylcholin. Damit zeigte Iperoxo signifikant héhere Wirksamkeiten als Acetylcholin fur die
Signalwege der drei, im Rahmen dieser Arbeit, untersuchten G Proteine. Im Vergleich zu
diesen Befunden =zeigte Carbachol partialagonistisches Verhalten fir Gj,-abhangige
Signalwege. Carbachol wies eine signifikant verminderte intrinsische Aktivitat und

Wirksamkeit auf als der endogene Ligand Acetylcholin.
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4.6.4 Der M1-Rezeptor zeigte in [**S]GTPyS-Bindungsversuchen eine Agonist-
unabhangige, spontane Aktivitat

B3 Atropin 1 uM

-60-

Abbildung 42: Der Einsatz des inversen Agonisten Atropin deckte eine
Spontanaktivitiat der Rezeptoren auf.
Ordinate: Zellantwort in Prozent. 0 % entspricht dem Basalwert.

Testsubstanz n Effekt (in %)

Atropin 1 pM 8 -34,6 £ 134"

Tabelle 25: KenngroBen * S.E.M. fiir das Balkendiagramm aus Abbildung 42.
n= Anzahl der Experimente. Effekt (in %): Effekt, welcher durch 1 uM Atropin hervorgerufen

wurde. 0% entspricht dem Basalwert. *: Signifikant verschieden von dem Basalwert (t-Test,
p<0,05).

Mittels supramaximaler Konzentrationen an inversen Agonisten kann gepruft werden, ob die
zu untersuchenden Rezeptoren Uber eine Agonist-unabhangige, spontane Aktivitat verfugen.
Inverse Agonisten stabilisieren den inaktiven Rezeptorzustand. Ergeben sich Messwerte, die
signifikant unterhalb des Basal-Levels liegen, ist das ein starkes Indiz fur einen inversen
Agonismus und eine Spontanaktivitdt der Rezeptoren. Das Mal® der Spontanaktivitat
unterlag in diesem Fall einer starken Streuung innerhalb der Einzelversuche. Die Werte
streuten trotz identischer Pufferbedingungen zwischen -4,4 und -107,4 %. Da aber keine
weiteren inversen Agonisten im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, hatte diese starke

Streuung keinen Effekt auf die erhobenen Daten.
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4.6.5 Iper-8-phth und Iper-fri-phth waren Partialagonisten fiir Gj,-vermittelte

Signalwege

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten dualsterischen Hybridliganden konnten mit

Ausnahme von Iper-8-phth und Iper-fri-phth keine G;,-vermittelten Signalwege aktivieren.

200+ 200+
E12,150- ® Iper-6-phth §?150' ® |Iper-6-naph
o = - o= ® |per-7-naph
S 4004 ® |per-7-phth S 2 400
=g Iper-8-phth =g ® Iper-8-naph
<8 501 Iper-10-phth =% 50 ® Iper-10-naph
2 § Ip fri phth 3 <;:8 8 7 [} Iper-fri-naph
® Iper-fri-pl -iri-

& 0 & o | § = g 5

— T T T T T 1 — T T T T T 1

00 10 9 8 -7 6 -5 -4 00 10 9 8 -7 6 -5 -4

Testsubstanz (log M) Testsubstanz (log M)

Abbildung 43: Iper-8-phth und Iper-fri-phth zeigten partialagonistisches Verhalten fiir
Gi,-abhdngige Signalwege.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei bis finf Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der
durch 100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgelést wurde. 0 % entspricht dem
Basalwert. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der
Testsubstanzen.

Testsubstanz n Ny Emax PECs
Iper-8-phth 3 0,47 + 0,30 53,4+ 6,5 6,89 + 0,33
Iper-fri-phth 5 0,76 + 0,20"* 76,1 44" 7,00 + 0,145

Tabelle 26: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 43.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei bis flunf Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Mal fir die
Kurvensteilheit. E . maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch
100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgeldst wurde. pECsy: Negativer dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine halbmaximale
Zellantwort hervorgerufen hat. ™*: Nicht signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten
ny=1 (F-Test, p>0,05). *™"***: Signifikanter Unterschied zu dem Effekt, der durch 100 uM des
Referenzagonisten Acetylcholin ausgelést wurde (t-Test, p<0,01, 0,001). “S: Nicht
signifikanter Unterschied zu dem pECso-Wert von Acetylcholin.

Anhand der Daten der dualsterischen Hybridliganden in [*>S]GTPyS-Bindungsexperimenten
konnte gefolgert werden, dass eine Aktivierung von G, Proteinen sensitiver gegentiber einer
raumlichen Einschrankung der Rezeptor-Flexibilitdt durch allosterische Substituenten ist, als

die Aktivierung von Ggq1 und G Proteinen. Nur zwei der zehn untersuchten Hybridliganden,
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namentlich lper-8-phth und Iper-fri-phth, konnten Gj,-abhangige Signalwege aktivieren.
Kirzere Kettenlangen und volumindsere allosterische Reste scheinen eine G, Protein-
Aktivierung vollstandig zu verhindern. Im untersuchten Konzentrationsbereich besallen die
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Hybride, mit Ausnahme von Iper-8-phth und Iper-fri-

phth, keine agonistische Aktivitat flir G,,-abhangige Signalwege.

4.7 Messung der intrazellularen Dynamischen Massenumverteilung (DMR)

Im Vergleich zu den oben beschriebenen funktionellen Assays, die die Rekrutierung von G
Proteinen einer einzelnen G Protein-Familie untersuchen, stellt die Messung der
intrazelluldren dynamischen Massenumverteilung eine gute und etablierte Methode
(Schroder et al., 2010 und 2011) dar, um die intrazellularen Prozesse, als Folge einer G
Protein-Aktivierung, auf tiefergreifender Ebene zu untersuchen. Abhangig von der Familie
der aktivierten G Proteine kommt es zu charakteristischen Umbauprozessen des
Zytoskeletts und/oder Umstrukturierungen intrazellular gelegener Proteine und Botenstoffe
und damit zu einer veranderten Biomasse innerhalb des durch den Biosensor detektierten
Bereiches. Hierbei kdnnen sich die Effekte von G Proteinen verschiedener Familien

Uberlagern.

4.71 Messung der intrazellularen Massenumverteilung unter

Kontrollbedingungen

Werden keine Toxine zu den Zellen zugegeben und alle G Proteine bleiben wahrend des
kompletten Versuches aktiv, spricht man von Kontrollbedingungen. Anhand dieser Daten
sollte untersucht werden, welche Mess-Signale unter physiologischen Bedingungen
detektiert werden konnen, um Rickschlisse auf die entsprechenden aktivierten G Proteine
ziehen zu kénnen. Im Fall der Messung der Dynamischen Massenumverteilung kénnen sich
unter Kontrollbedingungen verschiedene Signalwege, die durch unterschiedliche G Proteine

ausgeldst worden sind, tberlagern und es resultiert ein ,Misch-Signal*.

4.7.1.1 Die othosterischen Agonisten Acetylcholin, Carbachol und Iperoxo
fuhrten hauptsachlich zu einer G411 Protein-abhangigen Massenumverteilung

Bei der Untersuchung des endogenen muskarinischen Agonisten Acetylcholin und der
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beiden Vollagonisten Carbachol und Iperoxo konnten unter Kontrollbedingungen Mess-

Signale detektiert werden, die charakteristisch fur eine G141 Protein-Aktivierung sind.

Kontrollbedingungen
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Abbildung 44: Die orthosterischen Agonisten fiihrten unter Kontrollbedingungen
hauptsachlich zu einer Massenumverteilung, die fiir eine Aktivierung von Gg4
Proteinen charakteristisch ist.

(A, B,, C)) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden. (Ay, By, Cy) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der
durch 100 uM Acetylcholin (A;), 1 mM Carbachol (B,) bzw. 10 uM Iperoxo (C,) ausgeldst
wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren
Konzentration der Testsubstanzen.
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Ligand Zeitpunkt Ny Enax PECs
der Messung
ACh AUC 0,59 + 0,17"* 97,9 + 4,7 7,19 + 0,16
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,61 £ 0,14" 94,8 + 4,0M° 7,24 + 0,145
2400 Sek. 0,60 + 0,15" 97,3 + 44N 7,15+ 0,155
Carbachol AUC 0,64 + 0,07 99,0 + 2,3N 5,86 + 0,08
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,64 + 0,08 100,0 + 2,5"° 5,88 + 0,09"-
2400 Sek. 0,65+ 0,07 99,0 + 2,3\ 5,88 + 0,07
Iperoxo AUC 0,62 +0,13 103,8 + 4,5"° 8,80 + 0,16"°
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,68 +0,11 100,1 + 3,3"° 8,69+ 0,11N°
2400 Sek. 0,63+0,13 103,4 + 4,5 8,82 +0,16NS

Tabelle 27: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 44.
Dargestellt sind Mittelwerte £+ S.E.M. aus drei Einzelversuchen in Vierfachbestimmung. n:
Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Mal} fir die Kurvensteilheit. E.x: maximale
Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin, 1 mM
Carbachol bzw. 10 uM Iperoxo ausgeldst wurde. pECsy: Negativer dekadischer Logarithmus
der molaren Konzentration, welche eine halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. "*:
Nicht signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten ny=1 (F-Test, p>0,05).
Signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten ny=1 (F-Test, p<0,05). NS. Nicht
signifikanter Unterschied zwischen den maximalen Effekten, die sich durch eine Auswertung
der AUC nach 3600 Sekunden, nach 1500 Sekunden und nach 2400 Sekunden ergeben
haben (One-way ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni's Post-Test). S: Nicht
signifikanter Unterschied zwischen den pECs,-Werten, die sich durch eine Auswertung der
AUC nach 3600 Sekunden, nach 1500 Sekunden und nach 2400 Sekunden ergeben haben
(One-way ANOVA mit anschlieRendem Bonferroni’s Post-Test).

Der endogene Ligand Acetylcholin und die beiden Orthostere Carbachol und Iperoxo flihrten
in CHO-M1 Zellen zu einem positiv ausgerichteten Mess-Signal mit einem charakteristischen
Verlauf, welches in vorherigen Arbeiten als Gg41 Protein-abhangiges Signal identifiziert
werden konnte (Schréder et al., 2010 und 2011). Im Gegensatz zu den Daten, die durch
Schréder und Kollegen fir den M3-Rezeptor erhoben worden sind (2010 und 2011), welcher
ebenfalls primar an G Proteine des Gy1-Subtyps koppelt, zeigte sich fur den M1-Rezeptor
unmittelbar nach Rezeptor-Stimulierung durch die Agonisten ein positiv ausgerichtetes

Mess-Signal, welches sofort wieder abflachte. Unmittelbar darauf ging das detektierte Signal
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in ein Plateau Uber, welches charakteristisch flr eine Aktivierung von Gy Proteinen ist.
Dieses erste, transiente Mess-Signal konnte durch eine Maskierung von G Proteinen durch
CTX aufgehoben werden (vgl. Kapitel 4.7.3.1, Abbildung 48). Demzufolge kam es
unmittelbar nach der Aktivierung von M1-Rezeptoren zu einer Einleitung Gs-abhangiger
Signalwege und daraus resultierenden intrazellularen Massenumverteilungen, die zu einer
veranderten detektierten Wellenlange gefihrt haben. Der Austausch von GDP gegen GTP
lauft in G4 Proteinen im Vergleich zu anderen G Proteinen verhaltnismaRig langsam ab
(Milligan, 2003). Als Konsequenz ergibt sich daraus vermutlich, das, im Vergleich zu Gq
Proteinen, verzdgerte Gg1 Protein-abhangige Mess-Signal in DMR-Assays. Die Intensitat
des Mess-Signals unterschied sich zwischen den einzelnen Versuchstagen, weshalb hier nur
die Originalsignatur eines Einzelexperimentes dargestellt wurde. Abgesehen von der
Intensitdt gab es jedoch keine Unterschiede in Form und Verlauf zwischen den
Einzelversuchen, weshalb die oben dargestellte Kurve als reprasentativ fur alle

Versuchstage eingestuft werden kann.

Zur Auswertung der Dosis-abhangigen Effekte wurden die Daten, die sich als AUC (area
under the curve) nach 3600 Sekunden, zum Zeitpunkt t= 1500 Sekunden und t= 2400
Sekunden ergeben haben, in eine Dosis-Wirkungskurve transformiert. Die resultierenden
Mittelwertskurven, die sich durch die Detektion der Effekte zu verschiedenen Zeitpunkten
beziehungsweise als AUC nach 3600 Sekunden ergeben haben, waren deckungsgleich und
unterschieden sich weder in ihrer maximalen Zellantwort noch in ihrem pECs,-Wert
voneinander. Die Kurven der einzelnen Versuchstage konnten bei allen drei Substanzen
uberwiegend mit einem normalen Steilheitsmall angepasst werden. Die signifikante
Abweichung der Mittelwertskurven von einem Hill-Koeffizienten von ny=1 im Fall von
Carbachol und Iperoxo beruhte demzufolge vermutlich auf einer leichten
Parallelverschiebung der pECs-Werte zwischen den einzelnen Versuchstagen und basierte

nicht auf einer Rezeptor-Ligand-Interaktion, die abweichend von einer 1:1 Interaktion war.
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Abbildung 45: Vergleich der drei orthosterischen Agonisten unter
Kontrollbedingungen.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden.

Acetylcholin und Iperoxo zeigten unter Kontrollbedingungen sowohl in ihrer Intensitat als
auch in ihrem Kurvenverlauf ahnliche Wellenlangenverschiebungen. Im Vergleich dazu kam
es bei der Untersuchung von Carbachol zu deutlich geringeren Wellenlangenverschiebungen
in den positiven Bereich, der Kurvenverlauf unterschied sich jedoch nicht von den Kurven

unter Acetylcholin und Iperoxo.

4.7.2 Messung der intrazellularen Massenumverteilung unter Ausschaltung von

Gg/11 Proteinen
q

Der Einsatz des Ggqy Protein-Inhibitors FR sollte Aufschluss darliber geben, welche
Signalwege in CHO-Zellen aktiviert werden, wenn das praferierte G Protein des M1-

Rezeptors ausgeschaltet worden ist.
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4.7.21 Nach Ausschaltung von Gg41 Proteinen aktivierten die Agonisten

vorwiegend Gs-abhangige Signalwege

Toxin: FR
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Abbildung 46: Die drei Agonisten fiihrten unter Ausschaltung von G, Proteinen
hauptséachlich zu einer Massenumverteilung, die fiir eine Aktivierung von G Proteinen
charakteristisch ist.

(A, B,, C)) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden. (A, By, C,) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei (Acetylcholin und
Iperoxo) bzw. vier (Carbachol) Einzelversuchen in Vierfachbestimmung mit dem Ggy4-
Inhibitor FR. Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100
UM Acetylcholin (A;), 1 mM Carbachol (B;) bzw. 10 uM Iperoxo (C;) ausgelost wurde. 0 %
entspricht dem Basalwert. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration
der Testsubstanzen.
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Ligand Zeitpunkt der Ny Enax PECs
Messung
ACh AUC 2,45+ 0,42 110,7 + 5,9"° 7,02 £ 0,16
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. / 120,2 + 8,1N° 7,12 + 0,215
2400 Sek. 2,06 + 0,48 115,3 + 6,9"° 7,08 + 0,185
Carbachol AUC 0,91 + 0,39" 108,1 + 6,3\ 5,96 + 0,19"-S
(n=4) (3600 Sek.)
1500 Sek. 1,06 + 0,54 114,7 + 7,7\ 6,00 + 0,225
2400 Sek. 0,89 + 0,35™* 110,5 + 6,5"° 6,15 + 0,20
Iperoxo AUC k.A. k.A. k.A.
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. K.A. K.A. K.A.
2400 Sek. K.A. K.A. K.A.

Tabelle 28: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 46.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei bis vier Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maly fir die
Kurvensteilheit. E . maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch
100 pM Acetylcholin, 1 mM Carbachol bzw. 10 uM Iperoxo ausgelést wurde. pECs:
Negativer dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche
eine halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. /: Die Datenwerte lieRen sich nur mit
einem normalen Steilheitsmall auswerten. ™*: Nicht signifikanter Unterschied zu einem Hill-
Koeffizienten ny=1 (F-Test, p>0,05). ": Signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten
ny=1 (F-Test, p<0,05). NS. Nicht signifikanter Unterschied zwischen den maximalen Effekten,
die sich durch eine Auswertung der AUC nach 3600 Sekunden, und zu den Zeitpunkten t=
1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden ergeben haben (One-way ANOVA mit
anschlieRendem Bonferroni’s Post-Test). "V Nicht signifikanter Unterschied zwischen den
pECso-Werten, die sich durch eine Auswertung der AUC nach 3600 Sekunden, und zu den
Zeitpunkten t= 1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden ergeben haben (One-way ANOVA mit
anschliefendem Bonferroni’s Post-Test).

Durch eine Blockade der Gy Proteine mittels FR zeigte sich ein Mess-Signal mit einem
negativ-ausgerichteten Kurvenverlauf, welches Schroder und Kollegen (2010) in CHO-3,
Zellen, die primar an Gs Proteine koppeln, ebenfalls detektieren konnten. Somit ist dieses
negativ ausgerichtete Mess-Signal als Charakteristikum fir eine Aktivierung von G Proteinen
anzusehen. Ein weiterer Hinweis auf eine Gg-abhangige intrazellulare Massenumverteilung

ergab sich durch den Einsatz von Forskolin. Als direkter, Rezeptor-unabhangiger Aktivator
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der Adenylylzyklasen imitiert Forskolin eine Gs-abhangige Signalwegs-Aktivierung. Die
Messwerte fir Forskolin und 100 uM Acetylcholin ergaben nahezu identische
Kurvenverlaufe, was ein weiteres Indiz fir eine Aktivierung von G Proteinen war. Im Fall von
Carbachol und Iperoxo haben hohe Konzentrationen der Testsubstanzen zu einer geringeren
Wellenlangenverschiebung gefihrt als mittlere Konzentrationen. 100 nM Carbachol bzw.
Iperoxo entsprachen der Wellenlangenverschiebung, die durch Forskolin vermittelt wurde.
Hoéhere Konzentrationen verursachten eine geringere Wellenlangenverschiebung, da in
supramaximalen Konzentrationen vermutlich neben G Proteinen, auch noch G, Proteine als
funktioneller Gegenspieler aktiviert worden waren. Eine Aktivierung von G, Proteinen flhrt
zu einer Wellenlangenverschiebung in den positiven Bereich (Schroder et al., 2010 und
2011) wund koénnte, im zuvor beschriebenen Fall, die Gg-vermittelte negative

Wellenlangenverschiebung mindern.

Die Generierung von Dosis-Wirkungskurven anhand der Messwerte der AUC nach 3600
Sekunden, und der Messwerte zu den Zeitpunkten t=1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden,

ergaben, wie auch unter Kontrollbedingungen, nahezu deckungsgleiche Kurvenverlaufe.

Acetylcholin: Die resultierenden Dosis-Wirkungskurven von Acetylcholin zeigten Hill-
Koeffizienten, welche signifikant groRer waren als ein normales Steilheitsmall von ny=1. Drei
der neun generierten Kurven lief3en sich ausschlief3lich mit einem Hill-Koeffizienten von ny=1
auswerten, da sie Ubersteil waren und ein flexibles Steilheitsmall zu keinen sinnvollen
Datenauswertungen gefuhrt hat. Ein mdglicher Grund hierfir ware, dass sich durch die
Ausschaltung von Gg1 Proteinen Rezeptor-Ligand-G Protein-Interaktionen ergeben haben,
welche weitaus komplizierter sind, als dass sie durch eine deskriptive Kurvenauswertung

erfasst werden konnten.

Carbachol: Im Vergleich zu den Daten, die bei der Untersuchung von Acetylcholin erhoben
worden sind, zeigte sich im Fall von Carbachol keine Korrelation zwischen Konzentration und
Effekt. Hohe Konzentrationen (10 mM und 1 mM) wiesen keine maximale G Protein-
Aktivierung auf, sondern lagen im Bereich des Effektes, der durch 10 uM der Testsubstanz
erzielt werden konnte. 100 yM Carbachol zeigte eine grofere Zellantwort, als die beiden
eingesetzten Konzentrationen im millimolaren Bereich. Dieses Phanomen lieferte neben den
Daten, die in cAMP-Assays erhoben worden sind, einen weiteren Hinweis darauf, dass M1-
Rezeptoren neben G; Proteinen nach einer Ausschaltung von Ggq4 Proteinen auch Gy,
Proteine rekrutieren, die den stimulierenden Effekt der Gg Proteine auf Adenylylzyklasen

mindern konnen.

Die Kurven der Einzelversuche lieRen sich ausnahmslos mit einem normalen Steilheitsmal}

140



4 Ergebnisse

anpassen. Es zeigte sich jedoch, dass hohe Konzentrationen der Testsubstanz eine
geringere Zellantwort hervorriefen als eine Konzentration von 100 pM, weswegen die

Datenpunkte nicht optimal durch eine sigmoide Kurve beschrieben werden konnten.

Iperoxo: Nach der Ausschaltung von Ggq1 Proteinen rekrutierte der M1-Rezeptor
Uberwiegend, aber nicht exklusiv G5 Proteine. Eine geringere Wellenlangenverschiebung in
den negativen Bereich in einem Konzentrationsbereich von 1-10 uM, im Vergleich zu der
Wellenlangenverschiebung, die durch 100 nM Iperoxo ausgelést wurde, lieferte erste
Hinweise darauf, dass neben Carbachol auch Iperoxo vor allem in hohen Konzentrationen
neben einer G; Protein-Aktivierung auch andere Effekte in der Zelle auslost. Da Gs und Gy,
Proteine funktionelle Gegenspieler mit gegenlaufigen Effekten auf die cAMP-Generierung
sind, deutete eine geringere Wellenlangenverschiebung in den negativen Bereich auf eine

parallel ablaufende Aktivierung von G, Proteinen hin.

Die Dosis-Wirkungskurven lieen sich im Fall von Iperoxo unter Ausschaltung von Gg1
Proteinen nicht durch die ,Vier-Parameter-logistische Gleichung“ nach Barlow und Blake

(1989) auswerten.

FR
100
04-
3
-100-
£sa — Acetylcholin 100 M
% € -200- — Carbachol 1 mM
= — Iperoxo 10 uM
-300- peroxo 1 K
-400-

I ] L) )
0 1000 2000 3000
Zeit (Sekunden)

Abbildung 47: Vergleich der drei orthosterischen Agonisten unter Ausschaltung von
Gg11 Proteinen.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden.

Carbachol zeigte im Gegensatz zu dem endogenen Liganden Acetylcholin eine deutlich
hohere Wellenlangenverschiebung in den negativen Bereich. Acetylcholin aktivierte in

Konzentrationen von 100 uM vermutlich neben G4 Proteinen noch andere Effektor-Proteine,
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welche die Wellenlangenverschiebung im Vergleich zu Carbachol deutlich minderten.
Iperoxo zeigte unter Verwendung von FR noch geringere Wellenlangenverschiebungen als
Acetylcholin. Iperoxo zeigte bereits in [*>°S]JGTPyS-Versuchen superagonistisches Verhalten
fur die Aktivierung von Gy, Proteinen. Dieses Phanomen spiegelte sich vermutlich auch hier
wider, weswegen die Wellenlangenverschiebungen in den negativen Bereich deutlich
geringer waren als bei Acetylcholin, da die Aktivierung von G;, Proteinen zu
Wellenlangenverschiebungen in den positiven Bereich flihren. Dadurch wurde der Gs-

vermittelte Effekt gemindert.

4.7.3 Messung der intrazellularen Massenumverteilung unter Ausschaltung von

G; Proteinen

Durch eine Maskierung der Gs Proteine mittels CTX sollte getestet werden, ob sich
Kurvenverlaufe ergeben, die den Daten unter Kontrollbedingungen entsprechen. Das ware
ein Indiz dafur, dass unter physiologischen Bedingungen ausschlief3lich G411 Proteine an der
Zellantwort beteiligt sind. Ergeben sich Datensatze, die sich von denen unter
Kontrollbedingungen signifikant unterscheiden, ware das ein Hinweis darauf, dass auch
unter physiologischen Bedingungen neben Gy 11 auch G Proteine an der Zellantwort beteiligt

sind.
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4.7.3.1 Nach der Maskierung von Gs Proteinen ergab sich eine Gy41-abhéngige

Zellantwort

Toxin: CTX
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Abbildung 48: Unter
Kurvenverlaufe als unter Kontrollbedingungen.
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Ausschaltung von G Proteinen zeigten sich andere

(A, B,, C)) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden. (Ay, By, Cy) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung mit dem G, Protein-Aktivator CTX. Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100
% entspricht dem Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin (A;), 1 mM Carbachol (B;) bzw. 10
MM Iperoxo (C;) ausgeldst wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse: Dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz.
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Ligand Zeitpunkt der Ny Enax PECs
Messung
ACh AUC 0,70 + 0,12"* 98,0 + 3,0 7,23 + 0,10
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,63 + 0,13" 94,0 + 3,3 7,20 + 0,125
2400 Sek. 0,67 +0,12° 100,8 + 3,7\° 7,24 + 0,11NS
Carbachol AUC 0,57 +0,10° 101,2 + 3,6° 6,06 + 0,145
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,56+ 0,10 101,9 + 3,9"° 6,08 + 0,16"-
2400 Sek. 0,59 + 0,10 100,8 + 3,5 6,09 + 0,14\
Iperoxo AUC 0,69 + 0,12"* 99,15 + 3,0M 8,78 + 0,115
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,67 +0,12 102,3 + 3,3"° 8,69 + 0,125
2400 Sek. 0,71 + 0,09 102,6 + 2,4\ 8,82 + 0,08\

Tabelle 29: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 48.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus jeweils drei Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maly fir die
Kurvensteilheit. E . maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch
100 pM Acetylcholin, 1 mM Carbachol bzw. 10 uM Iperoxo ausgelést wurde. pECs:
Negativer dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche
eine halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. ™*: Nicht signifikanter Unterschied zu
einem Hill-Koeffizienten n =1 (F-Test, p>0,05). : Signifikanter Unterschied zu einem Hill-
Koeffizienten ny=1 (F-Test, p<0,05). M: Nicht signifikanter Unterschied zwischen den
maximalen Effekten, die sich durch eine Auswertung der AUC nach 3600 Sekunden, und zu
den Zeitpunkten t= 1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden ergeben haben (One-way
ANOVA mit anschlieRendem Bonferroni’s Post-Test). " Nicht signifikanter Unterschied
zwischen den pECso-Werten, die sich durch eine Auswertung der AUC nach 3600 Sekunden,
und zu den Zeitpunkten t= 1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden ergeben haben (One-way
ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni’s Post-Test).

Durch den Einsatz des permanenten G; Protein-Aktivators CTX ergaben sich fir alle drei
getesteten Agonisten Datensatze, die charakteristisch fur eine Aktivierung von Ggq
Proteinen sind. Hierbei handelte es sich um ein positiv ausgerichtetes Mess-Signal in Form
einer steil ansteigenden Kurve, die auch nach 3600 Sekunden nicht abgeflacht war. Einen
ahnlichen Kurvenverlauf konnten Schréder und Kollegen (2010) fir den M3-Rezeptor zeigen,
welcher ebenfalls primar an Gy1 Proteine koppelt. Im Vergleich zu den Datensatzen unter

Kontrollbedingungen zeigten sich signifikante Unterschiede, einerseits in der Intensitat des
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Mess-Signals, welche unter Kontrollbedingungen deutlich geringer war und andererseits in
einem primaren transienten ,Peak“ unmittelbar nach der Substanz-Zugabe. Dieser primare
.Peak” und die geringere Intensitat unter Kontrollbedingungen waren demzufolge vermutlich
durch eine intrazellulare Massenumverteilung, die auf einer Aktivierung von Gg Proteinen
beruht, bedingt.

Die Generierung von Dosis-Wirkungskurven anhand der Messwerte der AUC nach 3600
Sekunden, und der Messwerte zu den Zeitpunkten t=1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden,

ergaben, wie auch unter Kontrollbedingungen, nahezu deckungsgleiche Kurvenverlaufe.

Acetylcholin: Die Einzelkurven lieRen sich in vier von neun Fallen besser durch ein
freilaufendes Steilheitsmald beschreiben. Mittelt man die Einzelkurven der Datensatze zu
jeweils einer Gesamtkurve unterschied sich das Steilheitsmal’ allerdings nur im Fall der
Daten zum Zeitpunkt t=2400 Sekunden signifikant von einem Hill-Koeffizienten ny=1. Folglich

scheint die Rezeptor-Ligand Interaktion einer bimolekularen Reaktion zu folgen.

Carbachol: In Einklang mit den Daten fir Acetylcholin liefien sich auch hier die Einzelkurven
Uberwiegend besser mit einem von ny=1 abweichenden Hill-Koeffizienten auswerten, was

sich auch in den sehr flach verlaufenden Mittelwertskurven widerspiegelte.

Iperoxo: Alle Einzelkurven konnten adaquat mit einem normalen Steilheitsmald angepasst
werden. Durch eine Zusammenfassung der Daten zu einer Mittelwertskurve ergaben sich
jedoch fur die Daten zum Zeitpunkt t=1500 Sekunden und t=2400 Sekunden signifikante
Unterschiede zu einem normalen Steilheitsmal}, was vermutlich auf einer geringflgigen
Parallelverschiebung der Einzelkurven beruht und nicht auf der Art der Rezeptor-Ligand-

Interaktion.
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Abbildung 49: Vergleich der drei orthosterischen Agonisten unter Maskierung von Gg
Proteinen.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in

Sekunden.

In Einklang mit den Daten unter Kontrollbedingungen zeigte Carbachol auch unter
Maskierung von Gs Proteinen deutlich geringere Wellenlangenverschiebungen und damit

einen geringeren Effekt auf die Aktivierung von Gg11 Proteinen als Acetylcholin und Iperoxo.

4.7.4 Messung der Dynamischen Massenumverteilung unter Ausschaltung von

G, Proteinen

Mithilfe des G;, Protein-Inhibitors PTX sollte getestet werden, ob G;, Proteine in die
Signalkaskade des M1-Rezeptors involviert sind. In vorangegangenen cAMP-Assays (Kapitel
4.5.5) konnte bereits gezeigt werden, dass G;, Proteine erst dann von, in CHO-Zellen
exprimierten, M1-Rezeptoren rekrutiert wurden, wenn G411 Proteine ausgeschaltet worden

waren. In DMR-Assays sollte dieses Phanomen nun verifiziert werden.
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4.7.41 G;, Proteine waren nicht in die Dynamische Massenumverteilung in
CHO-M1 Zellen involviert

Toxin: PTX
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Abbildung 50: Unter Ausschaltung von G;, Proteinen zeigten sich Kurvenverlaufe, die
den Kurven unter Kontrollbedingungen entsprachen.
(A, B,, C)) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden. (Ay, By, Cy) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung mit dem G, Protein-Inhibitor PTX. Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100
% entspricht dem Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin (A;), 1 mM Carbachol (B;) bzw. 10
MM Iperoxo (C,) ausgelost wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse: Dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz.
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Ligand Zeitpunkt der Ny Enax PECs
Messung
ACh AUC 0,75 + 0,24™ 99,6 + 4,6N° 7,75+ 0,17V
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,71 £ 0,23" 95,8 + 4,8N° 7,64 + 0,19V
2400 Sek. 0,73 £ 0,21" 96,7 + 4,3 7,69+ 0,175
Carbachol AUC 0,51+0,10° 101,3 + 4,1 6,08 + 0,175
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,51+0,11 102,1 + 4,5"° 6,10 + 0,195
2400 Sek. 0,55+ 0,10 101,1 + 3,8 5,98 + 0,15V
Iperoxo AUC 0,67 + 0,08 103,5 + 2,5"° 8,85 + 0,095
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,60 + 0,06 102,4 + 2,4N° 8,64 + 0,085
2400 Sek. 0,63 + 0,09 104,1 + 3,0N® 8,83 + 0,105

Tabelle 30: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 50.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus jeweils drei Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maly fir die
Kurvensteilheit. E . maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch
100 pM Acetylcholin, 1 mM Carbachol bzw. 10 uM Iperoxo ausgelést wurde. pECs:
Negativer dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche
eine halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. ™*: Nicht signifikanter Unterschied zu
einem Hill-Koeffizienten n =1 (F-Test, p>0,05). : Signifikanter Unterschied zu einem Hill-
Koeffizienten ny=1 (F-Test, p<0,05). M: Nicht signifikanter Unterschied zwischen den
maximalen Effekten, die sich durch eine Auswertung der AUC nach 3600 Sekunden, und zu
den Zeitpunkten t= 1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden ergeben haben (One-way
ANOVA mit anschlieRendem Bonferroni’s Post-Test). " Nicht signifikanter Unterschied
zwischen den pECso-Werten, die sich durch eine Auswertung der AUC nach 3600 Sekunden,
und zu den Zeitpunkten t= 1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden ergeben haben (One-way
ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni’s Post-Test).

Durch die Ausschaltung von Gj, Proteinen mithilfe von PTX sollte getestet werden, ob Gy,
Proteine unter physiologischen Bedingungen, also wenn alle anderen G Proteine aktiv sind,
eine Rolle in der Signalkaskade des M1-Rezeptors spielen. cAMP-Assays lieferten erste
Hinweise darauf, dass G;, Proteine nur dann von M1-Rezeptoren zur Signaltransduktion
genutzt werden, wenn G411 Proteine ausgeschaltet worden waren. Vergleicht man die hier

erhobenen Daten mit den Daten, die unter Kontrollbedingungen detektiert wurden,
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unterschieden diese Kurven sich weder in der Intensitdt des Mess-Signals noch in dem
Verlauf der Kurve, was einen weiteren Hinweis darauf lieferte, dass G, Proteine unter
physiologischen Bedingungen nicht von M1-Rezeptoren rekrutiert und zur Signaltransduktion

genutzt werden.

Acetylcholin: Die Auswertung der Dosis-Wirkungskurven mithilfe der Nichtlinearen
Regressionsanalyse und der ,Vier-Parameter-logistischen Gleichung® nach Barlow und
Blake (1989) ergab nur flr Acetylcholin eine Mittelwertskurve, die mit einem normalen

Steilheitsmal angepasst werden konnte.

Carbachol: Durch eine Mittelung der einzelnen Versuchstage ergab sich eine
Mittelwertskurve, deren Steilheit signifikant von einem normalen Steilheitsmall abwich.
Sieben der neun Einzelkurven konnten jedoch mit einem Hill-Koeffizienten ny=1 ausgewertet
werden, weshalb die Rezeptor-Ligand-Interaktion vermutlich trotz der flach verlaufenden

Mittelwertskurve auf einer bimolekularen Interaktion beruhte.

Iperoxo: Vier von neun Einzelkurven, wie auch die Mittelwertskurven konnten nur mit einem
freilaufenden Steilheitsmal® angepasst werden und waren flacher, als eine Rezeptor-Ligand-

Interaktion von 1:1 erwarten lassen wirde.

PTX
800
t §6°°’ — Acetylcholin 100 uM
2 9_400 — Carbachol 1 mM
= i
ﬁ ; — Iperoxo 10 pM

2004

I ) ) L)
0 1000 2000 3000
Zeit (Sekunden)

Abbildung 51: Vergleich der drei orthosterischen Agonisten unter Ausschaltung von
Gj, Proteinen.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden.
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Unter Ausschaltung von G, Proteinen kam es zu geringen Unterschieden in Intensitat und
Kurvenverlauf zwischen den drei getesteten Orthosteren. Iperoxo zeigte die groten Effekte,
Carbachol die geringsten. Dadurch, dass hier nur Originalsignaturen eines Einzelversuches
gezeigt werden und keine gemittelten Daten, lasst sich keine Aussage Uber die Signifikanz
treffen.
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4.7.5 Die simultane Ausschaltung von Gs und G;, Proteinen offenbarte im

Vergleich zu einer reinen G5 Ausschaltung keine signifikanten Unterschiede

Toxine: CTX und PTX
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Abbildung 52: Unter Ausschaltung von G;, und G; Proteinen zeigten sich
Kurvenverlaufe, die fiir eine Aktivierung von G411 Proteinen charakteristisch sind.

(A, B,, C)) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden. (Ay, By, Cy) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung mit dem G Protein-Aktivator CTX und dem G, Protein-Inhibitor PTX.
Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin
(Ay), 1 mM Carbachol (B;) bzw. 10 uM Iperoxo (C;) ausgelost wurde. 0 % entspricht dem
Basalwert. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz.
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Ligand Zeitpunkt der Ny Enax PECs
Messung
ACh AUC 0,69 + 0,15™ 99,3 + 3,6N° 7,08 £ 0,125
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,65+ 0,15" 95,7 + 3,9"° 7,04 + 0,135
2400 Sek. 0,68 + 0,15" 98,0 + 3,6"° 7,06 + 0,12N-S
Carbachol AUC 0,63 + 0,09 101,0 + 2,9N® 5,98 + 0,105
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,58 + 0,10 101,9 + 3,5"° 6,03 + 0,135
2400 Sek. 0,61+ 0,09 100,9 + 3,18 6,04 + 0,125
Iperoxo AUC 0,75+ 0,16™* 100,1 + 3,3"° 8,71+ 0,125
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,69+0,12 101,7 + 3,8"° 8,58 + 0,135
2400 Sek. 0,74 + 0,16" 100,0 + 3,5 8,77 + 0,125

Tabelle 31: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 52.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus jeweils drei Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maly fir die
Kurvensteilheit. E . maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch
100 pM Acetylcholin, 1 mM Carbachol bzw. 10 uM Iperoxo ausgeldst wurde. pECs:
Negativer dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche
eine halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. ™*: Nicht signifikanter Unterschied zu
einem Hill-Koeffizienten n =1 (F-Test, p>0,05). : Signifikanter Unterschied zu einem Hill-
Koeffizienten ny=1 (F-Test, p<0,05). M: Nicht signifikanter Unterschied zwischen den
maximalen Effekten, die sich durch eine Auswertung der AUC nach 3600 Sekunden, und zu
den Zeitpunkten t= 1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden ergeben haben (One-way
ANOVA mit anschlieRendem Bonferroni’s Post-Test). " Nicht signifikanter Unterschied
zwischen den pECso-Werten, die sich durch eine Auswertung der AUC nach 3600 Sekunden,
und zu den Zeitpunkten t= 1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden ergeben haben (One-way
ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni’s Post-Test).

Im Folgenden wurde die Hypothese, dass G, Proteine nur dann in die Signalkaskade des
M1-Rezeptors involviert sind, wenn Gg41 Proteine ausgeschaltet worden sind, weiter
untersucht. Daflir wurden G; und G;, Proteine simultan blockiert. Es resultierten
Massenverschiebungen, die sich sowohl in ihrer Intensitat als auch in ihrem zeitlichen
Verlauf nicht signifikant von denen unter reiner G5 Protein-Blockade unterschieden haben.
Die Wirksamkeiten der drei Substanzen, die anhand von Dosis-Wirkungskurven ermittelt

worden sind, unterschieden sich ebenfalls nicht zwischen den CTX-behandelten und den
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CTX- und PTX- behandelten Zellen. Diese Resultate lieferten einen weiteren Hinweis
darauf, dass G;, Proteine unter physiologischen Bedingungen nicht an der
Signaltransduktion des M1-Rezeptors beteiligt sind, sondern erst dann vom Rezeptor

rekrutiert werden, wenn Gq41 Proteine ausgeschaltet worden sind.

Acetylcholin: Die Auswertung der Dosis-Wirkungskurven mithilfe der Nichtlinearen
Regressionsanalyse und der ,Vier-Parameter-logistischen Gleichung® nach Barlow und
Blake (1989) ergab fur Acetylcholin zu allen drei untersuchten Zeitpunkten eine

Mittelwertskurve, die mit einem normalen Steilheitsmal angepasst werden konnte.

Carbachol: Durch eine Mittelung der einzelnen Versuchstage ergab sich eine
Mittelwertskurve, deren Steilheit signifikant von einem normalen Steilheitsmall abwich.
Sechs der neun Einzelkurven konnten jedoch mit einem Hill-Koeffizienten ny=1 ausgewertet
werden, weshalb die Rezeptor-Ligand-Interaktion vermutlich trotz der flach verlaufenden

Mittelwertskurve auf einer bimolekularen Interaktion beruhte.

Iperoxo: Zwei der drei Mittelwertskurven konnten mit einem normalen Steilheitsmal}
angepasst werden. Die Mittelwertskurve, die aus den Daten zum Zeitpunkt t=1500 Sekunden
generiert wurde, zeigte signifikante Unterschiede zu einem normalen Steilheitsmald von
ny=1. Vermutlich handelt es sich hierbei um ein Artefakt, dem keine biologische Bedeutung

beigemessen wurde.
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4.7.5.1 Vergleich der KenngroBen, die in IP1-Assays und DMR-Assays fiir die

Aktivierung von Gg11 Proteinen durch Acetylcholin generiert worden sind

15090 o [P1
e DMR

Effekt [% 100 uM
Acetyicholin]

04 —

— T T T T T 1
-00 10 9 -8 -7 6 -5 -4

Acetylcholin (log M)

Abbildung 53: Vergleich der KenngroBen der G441 Protein-Aktivierung in
verschiedenen Assays.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in Dreifach- (IP1-Assay) bzw.
Vierfachbestimmung (DMR). Die Zellen wurden im Fall des DMR-Assays mit CTX und PTX
vorbehandelt, um eine rein G s-vermittelte Zellantwort zu erhalten. Ordinate: Zellantwort in
Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 yM Acetylcholin im jeweiligen Assay
ausgelost wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der
molaren Konzentration der Testsubstanz.

Assay n Ny Enax PECs
IP1 3 1,45 + 0,20 98,7+ 24 7,21+ 0,05
DMR (2400 Sek) 3 0,68 +0,15"* 98,0 + 3,6"° 7,06 + 0,12V

Tabelle 32: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 53.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in Dreifach- (IP1-Assay) bzw.
Vierfachbestimmung (DMR). n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maf} fur die
Kurvensteilheit. E . maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch
100 pM Acetylcholin im jeweiligen Assay ausgeldst wurde. pECsy: Negativer dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine halbmaximale
Zellantwort hervorgerufen hat. "*: Nicht signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten
ny=1 (F-Test, p>0,05). E Signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten ny=1 (F-Test,
p>0,05). NS. Nicht signifikanter Unterschied zu dem E.-Wert, welcher in IP1-Assays flr
Acetylcholin detektiert wurde. ™5 Nicht signifikanter Unterschied zu dem pECs,-Wert von
Acetylcholin in IP1-Assays.

Die Auswertung der in IP1-Assays und DMR-Versuchen erhobenen Datensatze fir
Acetylcholin unterschieden sich in ihrer Wirksamkeit nicht signifikant voneinander. Das

Steilheitsmald war im Fall der IP1-Assays signifikant gréRer als ny=1. Die Datensatze, die in
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DMR-Assays erhoben wurden, konnten hingegen mit einem normalen Steilheitsmal?
angepasst werden.

CTX,PTX

— Acetylcholin 100 uM
— Carbachol 1 mM

— Iperoxo 10 uM

Zellantwort
(in A pm)

L) L) L]
0 1000 2000 3000
Zeit (Sekunden)

Abbildung 54: Vergleich der drei orthosterischen Agonisten unter Maskierung von Gg
und Ausschaltung von G;, Proteinen.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden.

Wurden G5 und G, Proteine maskiert beziehungsweise blockiert, kam es zu sehr geringen
Unterschieden zwischen den drei getesteten Orthosteren. In Einklang mit den Daten aus
IP1-Versuchen, scheinen Acetylcholin, Iperoxo und Carbachol auch in DMR-Assays

vollagonistische Liganden fur Gy44 Protein-vermittelte Signalwege zu sein.
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4.7.6 Durch eine Maskierung/Ausschaltung von Gs und Gg/11 Proteinen zeigten

sich Gj,-vermittelte Kurvenverlaufe mit geringer Intensitat

Toxine: CTX und FR
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Abbildung 55: Unter Ausschaltung von Gg:; und G; Proteinen kam es zu einer
Aktivierung von G;, Proteinen, jedoch mit geringer Intensitat.

(A, B,, C)) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden. (Ay, By, Cy) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung mit dem G; Protein-Aktivator CTX und dem G4 Protein-Inhibitor FR.
Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin
(Ay), 1 mM Carbachol (B;) bzw. 10 uM Iperoxo (C;) ausgeldst wurde. 0 % entspricht dem
Basalwert. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz.
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Ligand Zeitpunkt der Ny Enax PECs,
Messung
ACh AUC K.A. 115,3 + 5,6* K.A.
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,79 + 0,14™ 95,5+ 28" 6,80 + 0,10
2400 Sek. K.A. 113,1+ 52" K.A.
Carbachol AUC 1,06 + 0,28™ 113,8 + 54N 3,79 + 0,10NS
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,95 + 0,24 115,4 + 5,6"° 3,84 + 0,105
2400 Sek. 0,98 + 0,30™* 108,4 + 6,0N° 3,96 + 0,12\
Iperoxo AUC k.A. 116,8 + 6,0"° k.A.
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 0,73 + 0,15 99,5 + 4,2V 7,37 £ 0,11
2400 Sek. k.A. 113,9 + 5,8"° k.A.

Tabelle 33: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 55.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus jeweils drei Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maf fir die
Kurvensteilheit. E . maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch
100 pM Acetylcholin, 1 mM Carbachol bzw. 10 uM Iperoxo ausgelést wurde. pECs:
Negativer dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche
eine halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. ™*: Nicht signifikanter Unterschied zu
einem Hill-Koeffizienten n =1 (F-Test, p>0,05). : Signifikanter Unterschied zu einem Hill-
Koeffizienten ny=1 (F-Test, p<0,05). k.A.: Die Dosis-Wirkungskurve konnte nicht in Form
einer sigmoiden Kurve dargestellt werden. ™: Nicht signifikanter Unterschied zwischen den
maximalen Effekten, die sich durch eine Auswertung der AUC nach 3600 Sekunden, und zu
den Zeitpunkten t= 1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden ergeben haben (One-way
ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni’s Post-Test). *: Signifikanter Unterschied zwischen
den maximalen Effekten, die sich durch eine Auswertung der AUC nach 3600 Sekunden,
und zu den Zeitpunkten t= 1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden ergeben haben (One-way
ANOVA mit anschlieRendem Bonferroni’s Post-Test). ™S Nicht signifikanter Unterschied
zwischen den pECso-Werten, die sich durch eine Auswertung der AUC nach 3600 Sekunden,
und zu den Zeitpunkten t= 1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden ergeben haben (One-way
ANOVA mit anschlieRendem Bonferroni’s Post-Test).

Schréder und Kollegen (2010) konnten an CHO-M2 Zellen zeigen, dass die Dynamische
Massenumverteilung in CHO-Zellen, welche auf einer Aktivierung von G, Proteinen beruht,
einen positiv-gerichteten ,Peak” unmittelbar nach Substanz-Zugabe zeigt, welcher daraufhin

schnell wieder abflacht und dann ein Plateau bildet, welches auch nach 3600 Sekunden

157



4 Ergebnisse

noch nicht wieder komplett abgeflacht ist. Ahnliche Kurvenverldufe wurden auch im Rahmen
dieser Arbeit an M1-Rezeptoren detektiert, nachdem G, Proteine maskiert und Gg11 Proteine
blockiert worden sind. Die Wellenlangenverschiebung in den positiven Bereich war bei der
Untersuchung einer G, Protein-Aktivierung von CHO-M1 Zellen sehr schwach ausgepragt,
was auf eine geringe Rekrutierung von G;, Proteinen durch diesen Rezeptor-Subtyp

hinweist.

Eine Generierung von Dosis-Wirkungskurven war im Fall von Acetylcholin und Iperoxo nur
fur die Daten méglich, die zum Zeitpunkt t=1500 Sekunden erhoben worden sind. Betrachtet
man die Datenpunkte nach 2400 Sekunden bzw. als AUC nach 3600 Sekunden, zeigte sich
keine Korrelation zwischen Konzentration und Effekt. Supramaximale Konzentrationen
wiesen im Fall von Acetylcholin (100 pM) und Iperoxo (10 yM) andere Kurvenverlaufe auf,
als geringere Konzentrationen. Dieses Phanomen deutete darauf hin, dass in hohen
Konzentrationen des Agonisten neben G;, Proteinen auch noch andere Effektor-Proteine

beeinflusst werden, welche ebenfalls zu einer intrazellularen Massenumverteilung fuhrten.

Carbachol: Die Datensatze, die fir Carbachol ermittelt werden konnten, zeigten nicht das
Phanomen, das oben flr Acetylcholin und Iperoxo beschrieben worden ist. Die Dosis-
Wirkungskurven von Carbachol lieien sich in allen drei Fallen durch eine Nichtlineare
Regressionsanalyse und der ,Vier-Parameter-logistischen Gleichung“ in Form einer
sigmoiden Kurve darstellen. Die Kurvensteilheit konnte ausreichend mit einem konstanten

Hill-Koeffizienten von ny=1 beschrieben werden.

CTX,FR
250+ 1
2004
S E 1504
‘.E 5. 150 — Iperoxo 10 uM
= _;1100- — Acetylcholin 100 uM
N = — Carbachol 1 mM
50+
0-
I ) L) L)
0 1000 2000 3000

Zeit (Sekunden)

Abbildung 56: Vergleich der drei orthosterischen Agonisten unter Maskierung von Gg
und Ausschaltung von G4 Proteinen.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden.
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Durch die Maskierung/Ausschaltung von Gsund G411 Proteinen wurde hier der Gi,-vermittelte
Signalweg detektiert. In Einklang mit den Daten aus [*°S]GTPyS-Assays zeigte Iperoxo auch
hier superagonistisches Verhalten und Carbachol partialagonistisches Verhalten fir die

Aktivierung von G, Proteinen.

4.7.6.1 Vergleich der KenngroRen, die in [**S]GTPyS- und DMR-Assays (1500
Sek.) fiir die Aktivierung von Gj, Proteinen durch Acetylcholin generiert

wurden
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Abbildung 57: Vergleich der KenngroRBen der G;, Protein-Aktivierung in verschiedenen
Assays.

Dargestellt sind Mittelwerte * S.E.M. aus drei bzw. vier Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. Die Zellen wurden im Fall des DMR-Assays mit CTX und FR
vorbehandelt, um eine rein G;,-vermittelte Zellantwort zu erhalten. Ordinate: Zellantwort in
Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 yM Acetylcholin im jeweiligen Assay
ausgelost wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der
molaren Konzentration der Testsubstanz.
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Assay n Ny Enax PECs,
[**S]IGTPyS 4 0,75 + 0,22™ 89,3 + 6,2 6,88 + 0,15
DMR 3 0,79 + 0,14 95,5+ 2,8"° 6,80 + 0,105
(1500 Sek.)

Tabelle 34: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 57.
Dargestellt sind Mittelwerte +* S.E.M. aus drei bis vier Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maf fir die
Kurvensteilheit. E . maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch
100 pM Acetylcholin im jeweiligen Assay ausgeldst wurde. pECsy: Negativer dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine halbmaximale
Zellantwort hervorgerufen hat. "*: Nicht signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten
ny=1 (F-Test, p>0,05). NS. Nicht signifikanter Unterschied zu dem E.Wert, welcher in
[*S]GTPyS-Assays fiir Acetylcholin detektiert wurde. ™S Nicht signifikanter Unterschied zu
dem pECso-Wert von Acetylcholin in [*°S]GTPyS -Assays.

Die Auswertung der in [**S]GTPyS -Assays und DMR-Versuchen erhobenen Datensatze fiir
Acetylcholin unterschieden sich in ihrer intrinsischen Aktivitat und ihrer Wirksamkeit nicht
signifikant voneinander. Die Dosis-Wirkungskurven konnten in beiden Assays ausreichend

mit einem normalen Steilheitsmal} von ny=1 angepasst werden.

4.7.6.2 Vergleich der KenngroRen, die in [**S]JGTPyS- und DMR-Assays (2400
Sek.) fur die Aktivierung von G; Proteinen durch Acetylcholin generiert wurden

1307 o [*s)GTRYS
° DMR (2400 Sek.) .
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Abbildung 58: Vergleich der KenngroRBen der G;, Protein-Aktivierung in verschiedenen
Assays.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei bzw. vier Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. Die Zellen wurden im Fall des DMR-Assays mit CTX und FR
vorbehandelt, um eine rein Gj,-vermittelte Zellantwort zu erhalten. Ordinate: Zellantwort in
Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin im jeweiligen Assay
ausgelost wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der
molaren Konzentration der Testsubstanz.
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Assay n Ny Enax PECs,
[**S]GTPyYS 4 0,75+ 0,22"* 89,3+6,2 6,88 + 0,15
DMR 3 k.A. 113,1+5,2" k.A.
(2400 Sek.)

Tabelle 35: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 58.
Dargestellt sind Mittelwerte +* S.E.M. aus drei bis vier Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maf fir die
Kurvensteilheit. E . maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch
100 pM Acetylcholin im jeweiligen Assay ausgeldst wurde. pECsy: Negativer dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine halbmaximale
Zellantwort hervorgerufen hat. ™*: Nicht signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten
ny=1 (F-Test, p>0,05). k.A.: Die Dosis-Wirkungskurve konnte nicht in Form einer sigmoiden
Kurve dargestellt werden. *: Signifikanter Unterschied zu dem E.-Wert, welcher in
[**S]GTPyS-Assays fiir Acetylcholin detektiert wurde (t-Test, p<0,05).

Vergleicht man die Datensatze zum Zeitpunkt t=2400 Sekunden und nicht wie oben
dargestellt zu einem Zeitpunkt t=1500 Sekunden ergaben sich jedoch signifikante
Unterschiede in den KenngroRen der Gj, Protein-Aktivierung zwischen den beiden
unterschiedlichen Assays. Die Datensatze, die in DMR-Assays zu einem Zeitpunkt t=2400
Sekunden erhoben worden sind, konnten nicht in Form einer sigmoiden Kurve dargestellt
werden. Dementsprechend konnte auch die Wirksamkeit von Acetylcholin fir dieses Assay
nicht bestimmt werden. Ein Vergleich der Kenngréf3en der Gy, Protein-Aktivierung in CHO-
M1 Zellen in unterschiedlichen Assays lasst sich demzufolge nicht endglltig anstellen,
sondern ist von den Versuchsbedingungen und im Fall der Dynamischen

Massenumverteilung von der Inkubationszeit des Agonisten abhangig.
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4.7.7 Durch eine Ausschaltung von Gg41 und Gj, Proteinen zeigten sich

Kurvenverlaufe, die fir eine Aktivierung von G5 Proteinen charakteristisch sind

Toxine: PTX und FR
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Abbildung 59: Unter Ausschaltung von G;, und G4, Proteinen zeigten sich negative
Wellenlangenverschiebungen.

(A, B,, C)) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden. (Ay, By, Cy) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung mit den Gj, und Ggu4 Protein-Inhibitoren PTX und FR. Ordinate:
Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin (A;), 1
mM

Carbachol (By) bzw. 10 uM Iperoxo (C;) ausgeldst wurde. 0 % entspricht dem Basalwert.
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz.
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Ligand Zeitpunkt der Ny Enax PECs,
Messung
ACh AUC 2,46 + 0,43 96,0 + 2,6N° 6,69 + 0,05
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 2,77 +0,71 08,7 + 3,4\ 6,83 + 0,06"
2400 Sek. 2,51+0,48 96,3 + 3,0M 6,77 + 0,055
Carbachol AUC 1,67 £ 0,31 102,7 + 3,1 5,50 + 0,06"-S
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 1,73 £ 0,39 104,6 + 3,8"° 5,52 + 0,075
2400 Sek. 1,73+ 0,35 103,0 + 3,2\ 5,58 + 0,06"
Iperoxo AUC 1,88 + 0,37 102,2 + 2,8"° 8,59 + 0,06NS
(n=3) (3600 Sek.)
1500 Sek. 1,90 + 0,50 106,0 + 4,1N° 8,68 + 0,08"-5
2400 Sek. 1,89 + 0,43 102,9 + 3,1 8,66 + 0,06"-S

Tabelle 36: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 59.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus jeweils drei Einzelversuchen in
Vierfachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Maly fir die
Kurvensteilheit. E . maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch
100 pM Acetylcholin, 1 mM Carbachol bzw. 10 uM Iperoxo ausgeldst wurde. pECs:
Negativer dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche
eine halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. : Signifikanter Unterschied zu einem Hill-
Koeffizienten ny=1 (F-Test, p<0,05). ™: Nicht signifikanter Unterschied zwischen den
maximalen Effekten, die sich durch eine Auswertung der AUC nach 3600 Sekunden, und zu
den Zeitpunkten t= 1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden ergeben haben (One-way
ANOVA mit anschlieRendem Bonferroni’s Post-Test). " Nicht signifikanter Unterschied
zwischen den pECso-Werten, die sich durch eine Auswertung der AUC nach 3600 Sekunden,
und zu den Zeitpunkten t= 1500 Sekunden und t= 2400 Sekunden ergeben haben (One-way
ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni’s Post-Test).

Durch die simultane Ausschaltung von Gg1 und Gj, Proteinen ergaben sich
Wellenlangenverschiebungen in den negativen Bereich, welche flr eine Aktivierung von Gg
Proteinen charakteristisch sind (Schroder et al., 2010). Zunachst kam es unmittelbar nach
der Substanz-Zugabe zu einem steilen Anstieg in den negativen Bereich, woraufhin sich ein
Plateau ausbildete, welches Uber den gesamten Zeitraum der Messung (3600 Sekunden)
stabil blieb.
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Durch die halblogarithmische Auftragung des Effektes zu einem bestimmten Zeitpunkt bzw.
der AUC gegen die molare Konzentration der Testsubstanzen und einer Auswertung mittels
Nichtlinearer Regressionsanalyse und der ,Vier-Parameter-logistischen Gleichung“ ergaben
sich sehr steil verlaufende sigmoide Dosis-Wirkungskurven. Somit scheint im Fall der reinen
G, Protein-Aktivierung die Bindung eines Liganden an den Rezeptor, die weitere Ligand-

Bindung zu begiinstigen.

Vergleicht man die drei Agonisten Acetylcholin, Carbachol und Iperoxo untereinander,
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Art des Kurvenverlaufs. Analog zu den
IP1- und cAMP-Assays war Iperoxo auch hier circa zwei Dekaden starker wirksam als

Acetylcholin, wohingegen Carbachol in etwa zehnfach schwacher wirksam war.

PTX,FR
100
0_ .....
15 _
£ -
E Q_-100
5 <
3 £ 200 — Acetylcholin 100 uM
N -300- T — Carbachol 1 mM
— Iperoxo 10 uM
-400-
I L) L) )
0 1000 2000 3000
Zeit (Sekunden)

Abbildung 60: Vergleich der drei orthosterischen Agonisten unter Ausschaltung von
G, und Ggq1 Proteinen.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden.

In Einklang mit den Daten aus Abbildung 46, in denen ausschliellich Gy41 Proteine
ausgeschaltet wurden, zeigten sich fir Iperoxo und Acetylcholin auch unter Ausschaltung
von Gy, und Gg11 Proteinen geringere Wellenldngenverschiebungen in den negativen Bereich
als fur Carbachol, jedoch ist der Unterschied hier deutlich geringer. Das ist vermutlich
dadurch bedingt, dass unter reiner Ggq Protein-Ausschaltung neben Gs Proteinen
hauptsachlich Gy, Proteine als Gegenspieler aktiviert werden und es deshalb zu deutlich
geringeren Verschiebungen in den negativen Bereich gekommen ist als hier. Wurden zudem
auch noch Gy, Proteine inhibiert, wie in Abbildung 60 dargestellt, ist der Effekt auf die
Wellenlangenverschiebung durch andere Effektor-Proteine deutlich geringer und es wurden

hauptsachlich Gs-vermittelte Signalwege aktiviert. Der Unterschied in der Intensitat zwischen
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den drei Liganden zeigte aber, dass vor allem Iperoxo noch andere Effekte auf die
Signaltransduktion hat, als eine reine Aktivierung von G; Proteinen, da die
Wellenlangenverschiebung im Fall von Iperoxo deutlich geringer war, als im Fall von

Acetylcholin und Carbachol.

4.7.7.1 Vergleich der KenngroBen, die in cAMP- und DMR-Assays fur die
Aktivierung von G Proteinen durch Acetylcholin generiert wurden

Toxine: PTX und FR
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Abbildung 61: Vergleich der KenngroBen der G Protein-Aktivierung in verschiedenen
Assays.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in Dreifach- (CAMP-Assay)
bzw. Vierfachbestimmung (DMR-Assay). Die Zellen wurden in beiden Assays mit PTX und
FR vorbehandelt, um eine rein G.-vermittelte Zellantwort zu erhalten. Ordinate: Zellantwort in
Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 uM Acetylcholin im jeweiligen Assay
ausgelost wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse: Dekadischer Logarithmus der
molaren Konzentration der Testsubstanz.

165



4 Ergebnisse

Assay n Ny Enax PECs,
cAMP 3 0,94 + 0,08" 100,6 + 1,9 5,91 + 0,04
DMR 3 2,51+0,48 96,3 + 3,0N° 6,77 + 0,05
(2400 Sek.)

Tabelle 37: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 61.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in Dreifach- (CAMP-Assay)
bzw. Vierfachbestimmung (DMR-Assay). n: Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als
Mal} fur die Kurvensteilheit. E.x: maximale Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt,
der durch 100 uM Acetylcholin im jeweiligen Assay ausgelost wurde. pECs,: Negativer
dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine
halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat. ™*: Nicht signifikanter Unterschied zu einem
Hill-Koeffizienten ny=1 (F-Test, p>0,05). NS: Nicht signifikanter Unterschied zu dem E,-Wert,
welcher in cAMP-Assays fiir Acetylcholin detektiert wurde (t-Test, p>0,05). **: Signifikanter
Unterschied zu dem pECs-Wert, welcher fir Acetylcholin in cAMP-Assays detektiert wurde
(t-Test, p<0,001).

Abbildung 61 zeigt die Aktivierung von Gs-abhangigen Signalwegen in cAMP- und DMR-
Assays. In beiden Fallen wurden die Zellen mit den G Protein-Inhibitoren PTX und FR
behandelt, um G, und Gy11 Proteine simultan zu blockieren, um dann eine rein Gs-vermittelte
Zellantwort zu erhalten. Aufféllig ist, dass Acetylcholin in DMR-Assays in etwa 10-fach
wirksamer war, als in cAMP-Assays. Ein mdglicher Grund hierfir ware, dass neben Gg
Proteinen auch noch andere Effektor-Proteine an der Zellantwort in DMR-Versuchen beteiligt
waren, die sich jedoch nicht auf die intrazellulare Synthese von cAMP auswirken und damit

in cAMP-Assays nicht erfasst worden sind.

Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass die Dosis-Wirkungskurven, die in cAMP-Assays
generiert wurden, mit einem normalen Steilheitsmall angepasst werden konnten. Die Dosis-
Wirkungskurve der DMR-Versuche zum Zeitpunkt t=2400 Sekunden hingegen war Ubersteil
und konnte nicht mit einem Hill-Koeffizienten ny=1 dargestellt werden. Ubersteile Kurven
ergeben sich dadurch, dass die Bindung eines Ligand-Molekils den Rezeptor affiner fur die
Bindung weiterer Liganden macht. Allerdings miuisste sich dieses Phanomen dann auch in
den Daten der cAMP-Generierung zeigen, da beide Versuche die Aktivierung von Gg

Proteinen detektieren.
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4.7.8 Neben Gg/11, Gs und Gj,, Proteinen sind noch weitere Effektor-Proteine an

der Zellantwort beteiligt

Durch eine simultane Blockade von Gg41, Gs und G, Proteinen sollte getestet werden, ob
neben diesen drei G Proteinen noch weitere Effektor-Proteine, die ebenfalls zu einer
intrazellularen Massenumverteilung und damit zu einer detektierbaren Wellenlangen-

Verschiebung flhren, an der Signalkaskade des M1-Rezeptors beteiligt sind.

Toxine: CTX, FR, PTX
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Abbildung 62: Nach einer simultanen Ausschaltung der drei G Proteine wurde ein
Restsignal detektiert.

(A, B, C) Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in

Sekunden.

Abbildung 62 zeigt, dass neben Gg11, Gs und Gy, Proteinen noch weitere Effektor-Proteine an
der Signalwegskaskade des, in CHO-Zellen exprimierten, M1-Rezeptors beteiligt waren. Ob

es sich hierbei um Gy43 Proteine handelte oder gegebenenfalls auch um B-Arrestine wurde
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in nachfolgenden Versuchen mit dem Pan-G Protein Aktivator Aluminiumfluorid getestet
(Kapitel 4.7.9, Abbildung 64).

Die Originalsignaturen von Acetylcholin und Iperoxo lieferten weitere Hinweise darauf, dass
supramaximale Konzentrationen der Testsubstanzen andere Effekte in der Zelle ausltsen,
als geringere Konzentrationen. Die Kurvenverlaufe der supramaximalen Konzentrationen
stiegen zunachst steil an, fielen aber unmittelbar darauf wieder steil ab. Es ware mdglich,
dass sehr hohe Konzentrationen der Agonisten weitere Effektor-Proteine beeinflussen, die
einen Effekt auf die Wellenlangenverschiebung haben. Jedoch kdnnte es sich hierbei auch
um unspezifische Effekte der Testsubstanzen an den Zellen handeln, die nicht auf eine
Signalwegsaktivierung zurtickzuflihren sind. Dieses Phanomen war im Fall von Carbachol

nicht zu beobachten.
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— Acetylcholin 100 uM
— Carbachol 1 mM

— Iperoxo 10 uM

Zellantwort
(in A pm)
(4]
<

L) L) )
0 1000 2000 3000
Zeit (Sekunden)

Abbildung 63: Vergleich der drei orthosterischen Agonisten unter Maskierung von Gg
und Ausschaltung von Gy, und G4 Proteinen.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden.

Wurden alle drei hier getesteten G Proteine ausgeschaltet, zeigte sich trotzdem ein
Restsignal flr alle drei Orthostere. Iperoxo zeigte das grofRte Signal, Carbachol das
geringste. Im Fall von Carbachol flachte dieses Signal nach einem initialen ,Peak” schnell
wieder ab und erreichte innerhalb der Messung von 3600 Sekunden wieder das basale
Level. Im Gegensatz dazu bildete das detektierte Signal im Fall von Acetylcholin und Iperoxo
ein Plateau und kehrte innerhalb von 3600 Sekunden nicht zum Basalwert zurtick. Dieser
Unterschied zwischen den drei Agonisten deutet wieder auf ein unterschiedliches

Aktivierungsmuster der einzelnen Substanzen hin.
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4.7.9 Der M1-Rezeptor aktivierte auch G;43 Proteine

Die Versuche, die in Abbildung 62 (Kapitel 4.7.8) dargestellt sind, wurden unter Verwendung
der drei Toxine CTX, PTX und FR durchgeflhrt. Durch diese Toxin-Kombination sollte
getestet werden, ob neben G, Gj, und Gg1 Proteinen noch weitere Effektor-Proteine an der
Signalkaskade des M1-Rezeptors beteiligt waren. Abbildung 62 zeigt, dass nach der
Ausschaltung beziehungsweise Maskierung von Gg11, Gjo und G Proteinen ein Restsignal
detektiert werden konnte. Durch den Einsatz des Pan-G Protein-Aktivators Aluminiumfluorid
(AIF4) sollte getestet werden auf welche Effektor-Proteine das Restsignal aus Abbildung 62

zurlckzufuhren ist.
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Abbildung 64: Vergleich der drei orthosterischen Agonisten unter Verwendung von
AIF4, CTX, PTX und FR.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten

Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Der Pfeil gibt an, wann die Substanz-Zugabe
stattgefunden hat. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern. Abszisse: Zeit in
Sekunden.

Die Daten flir Acetylcholin, Iperoxo und Carbachol zeigten zu den Zeitpunkten t=1500
Sekunden, t=2400 Sekunden und t=3600 Sekunden keine signifikanten Unterschiede zum
Basalwert. Das in Abbildung 62 (Kapitel 4.7.8) detektierte Restsignal zeigte sich sensitiv
gegentber AIF4 und konnte demzufolge auf die Rekrutierung von Giyq3 Proteinen
zurtickgefiihrt werden. Es konnte keine G Protein-unabhangige Signaltransduktion detektiert
werden. Eine mdgliche Aktivierung anderer Effektor-Proteine, wie zum Beispiel der f3-
Arrestine konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden. Jedoch ist durch die
erhobenen Daten ersichtlich, dass eine mdgliche Interaktion des M1-Rezeptors allenfalls auf
einer G Protein-abhangigen Rekrutierung von B-Arrestinen beruht und nicht unabhangig von

einer G Protein-Aktivierung ablaufen kann.
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4.7.10 Effekte der Toxine auf die Signalwegsaktivierung der drei Orthostere

Im Anschluss an die Darstellung der einzelnen Effekte der Toxine auf die
Signalwegsaktivierung von Acetylcholin, Carbachol und Iperoxo, werden diese hier noch

einmal gesammelt dargestellt.
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Abbildung 65: Effekte der Toxine auf die Aktivierung des M1-Rezeptors durch die drei
Orthostere.

Dargestellt sind Mittelwerte * S.E.M. einer reprasentativen, basislinien-korrigierten
Originalsignatur in Vierfachbestimmung. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern.
Abszisse: Zeit in Sekunden.

(A, B, C)) Effekte aller Toxine auf die Signalwegsaktivierung durch 100 uM Acetylcholin (A)),
1 mM Carbachol (Bj) bzw. 10 yM Iperoxo (Cy). (Ay, By, Cy) Vergroflerte Darstellung der Daten

aus (A, B, C)).
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In Abbildung 65 sind die Effekte aller Toxine und Toxin-Kombinationen im Vergleich fir jede
der drei Testsubstanzen dargestellt. Acetylcholin, Iperoxo und Carbachol unterscheiden sich
kaum voneinander und die Tendenzen der Toxin-Effekte sind fur alle drei Testsubstanzen
gleich, weswegen hier nur eine allgemeine Zusammenfassung fir Acetylcholin, Iperoxo und
Carbachol zusammen dargestellt wird. Die Toxin-Effekte werden im Folgenden nach

absteigender Intensitat geordnet, dargestellt.

CTX, PTX bzw. CTX: Durch eine Maskierung G.-vermittelter Effekte wurden die gleichen
Kurvenverlaufe detektiert wie unter einer simultanen Maskierung von G Proteinen und einer
Inhibition von G, Proteinen. Die gemessenen Signale zeigten Wellenlangenverschiebungen
in den positiven Bereich von sehr hoher Intensitat. In diesem Signal spiegelte sich vermutlich
ausschliellich die Aktivierung von Gg4 Proteinen wider. Gy, Proteine scheinen, in Einklang
mit den vorher generierten Daten, im Fall von aktiven G4 Proteinen keine Rolle in der
Signaltransduktion des M1-Rezeptors zu spielen, weswegen sich die CTX und PTX-Kurve

nicht von der alleinigen CTX-Behandlung unterscheidet.

Kontrolle bzw. PTX: Die Intensitat des Mess-Signals nahm unter Kontrollbedingungen im
Vergleich zu den Daten unter CTX und PTX- beziehungsweise CTX-Vorbehandlung
signifikant ab. Hier wurde das Mess-Signal vermutlich durch Effekte der G; Protein-
Aktivierung gemindert. Die Daten der PTX-vorbehandelten Zellen lagen marginal unterhalb
der Kontrollkurve. Ein Grund fir den etwas geringeren Effekt unter G;, Protein-Ausschaltung
koénnte sein, dass vermehrt G Proteine aktiviert wurden nachdem G, Proteine ausgeschaltet
worden sind. Der Gs-vermittelte Effekt in den negativen Wellenlangenbereich minderte

dadurch die positive Wellenlangenverschiebung unter Kontrollbedingungen.

CTX,FR: Wurden G und G411 Proteine simultan maskiert beziehungsweise inhibiert, zeigte
sich ein sehr geringes Mess-Signal, welches aufgrund des Kurvenverlaufes auf eine
Aktivierung von Gy, Proteinen hindeutete. Diese wurden nur zu einem sehr geringen Ausmalf

von M1-Rezeptoren rekrutiert und zur Signaltransduktion genutzt.

CTX,PTX,FR: Wurden zudem auch noch G, Proteine inhibiert, zeigte sich ein noch
geringeres Signal, welches jedoch signifikant verschieden von dem Basalwert war. Ob es
sich bei diesem Rest-Signal, um ein G Protein-vermitteltes Signal oder um ein Signal,
welches durch andere Effektor-Proteine vermittelt wurde, handelte, sollte mit Hilfe des Pan-G

Protein-Aktivators Aluminiumfluorid (AlF4) getestet werden.

AlIF4,CTX,PTX,FR: Die Kombination aus allen drei Toxinen, welche die drei G Proteine G;,
Gi, und G411 ausschalten sollten, zusammen mit AlF4 sollte zeigen, ob G413 Proteine an der

Zellantwort der CHO-M1 Zellen beteiligt waren. Es konnte kein signifikanter Unterschied
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zwischen Basalwert und Messwert detektiert werden, folglich beruhte das Signal, welches
unter Verwendung von CTX, PTX und FR detektiert wurde, auf einem G Protein-vermittelten
Effekt. Da G, Gy, und Gg1 Proteine zuvor maskiert beziehungsweise inhibiert wurden, ist
das zuvor gemessene Restsignal unter Verwendung von CTX, PTX und FR durch eine

Aktivierung von Gy,13 Proteinen vermittelt.

FR: Wurden ausschlielllich G141 Proteine inhibiert, kam es zu Wellenlangenverschiebungen
in den negativen Bereich. Die detektierten Kurvenverlaufe deuteten darauf hin, dass hier

hauptsachlich G; Proteine aktiviert wurden. Die Intensitat der Mess-Signale war sehr gering.

PTX,FR: Wurden neben Gg41 Proteinen auch noch Gy, Proteine inhibiert, zeigten sich
ebenfalls Wellenlangenverschiebungen in den negativen Bereich. Die Intensitat des Mess-
Signals war deutlich héher als unter alleiniger FR-Behandlung. Demzufolge konnte unter
alleiniger FR-Behandlung neben dem Gg-vermittelten Effekt auch noch ein Effekt durch
Aktivierung von G, Proteinen detektiert werden. Eine Aktivierung von G; Proteinen flhrt im
Gegensatz zu einer Aktivierung von G Proteinen zu Wellenlangenverschiebungen in den
positiven Bereich. Das Mess-Signal unter PTX- und FR-Behandlung fihrte demnach zu
starkeren Wellenlangen-Verschiebungen in den negativen Bereich als unter reiner FR-

Behandlung, weil hier der mindernde Effekt der G, Proteine weggefallen war.

4.8 Messung der ERK 1/2 Phosphorylierung

ERK-Assays stellen eine ideale Methode dar, um eine Aktivierung von G Proteinen auf
tiefergreifender Ebene darzustellen. Ein Vorteil liegt darin, dass der Endpunkt unabhangig

von der aktivierten Ga-Untereinheit ist.

4.8.1 Ermittlung der Zellzahl

Zur Vorbereitung auf kinetische Experimente und die Erstellung von Dosis-Wirkungskurven
wurde zunachst die Zellzahl adjustiert. Diese sollte so gewahlt werden, dass sich 24 Stunden
nach der Aussaat ein dichter Zellrasen in den einzelnen Kavitaten der Versuchsplatte

gebildet hatte und in den Versuchen ein ausreichend gro3es Messfenster resultierte.
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Abbildung 66: Optimierung der Zellzahl fiir phospho-ERK-Assays.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. eines Einzelversuches in Dreifachbestimmung.
Ordinate: Verhaltnis zwischen Messwert und Basalwert. Abszisse: Inkubationszeit des
Agonisten Acetylcholin in Minuten. Die vier Graphen zeigen die Messdaten fir vier
unterschiedliche Zellzahlen pro Well: 10.000, 25.000, 40.000 und 60.000.

Die weiteren Versuche erfolgten mit einer Zellzahl von 25.000 Zellen/Well, weil sich bei
dieser Zellzahl innerhalb von 24 Stunden ein dichter Zellrasen in den Kavitaten der
Versuchsplatte ausgebildet hatte und zudem ein ausreichend groRes Messfenster zwischen

Messwert und Basalwert detektiert werden konnte.
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4.8.2 Kinetische Experimente

Zunachst wurde ein kinetisches Profil der ERK 1/2 Phosphorylierung anhand des endogenen
Liganden Acetylcholin unter Kontrollbedingungen erstellt, um flir spatere Versuche ein

Inkubationsfenster festlegen zu kénnen.

8_
%‘ - ® Acetylcholin 100 uM
ot T
s T T -
-
« T
S 4 X T
o < T
= o -
a2l &
= | 4
0-
I ) ) ) ) ) 1
0 20 40 60 80 100 120

Zeit (min)

Abbildung 67: Das kinetische Profil der ERK-Phosphorylierung zeigte im Fall des
endogenen Liganden Acetylcholin ,,Peaks* zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in Dreifachbestimmung.
Ordinate: Verhaltnis zwischen Messwert und Basalwert. Abszisse: Inkubationszeit des
Agonisten Acetylcholin in Minuten.

Das kinetische Profil der ERK-Phosphorylierung zeigte im Fall von Acetylcholin zwei ,Peaks®.
Der erste Peak trat bereits nach acht Minuten auf und war transient und recht schwach
ausgepragt. Ein zweiter, dominanterer ,Peak® trat nach 30 Minuten auf und war langer
andauernd. Nach 120 Minuten war das Phosphorylierungs-Level immer noch nicht auf den

Basalwert zurtickgefallen.

4.8.21 An der ERK-Phosphorylierung waren unterschiedliche G Proteine
beteiligt

Im Folgenden sollte genauer beleuchtet werden, welche G Proteine an der ERK-
Phosphorylierung durch Acetylcholin beteiligt waren. Daflir wurden analog zu den anderen
funktionellen Assays die G Protein-Inhibitoren PTX und FR beziehungsweise CTX als

permanenter G Protein-Aktivator eingesetzt.
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Abbildung 68: G Proteine unterschiedlicher Familien waren an der ERK-
Phosphorylierung des M1-Rezeptors beteiligt.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei bis finf Einzelversuchen in
Dreifachbestimmung. Ordinate: Verhaltnis zwischen Messwert und Basalwert. Abszisse:
Inkubationszeit des Agonisten Acetylcholin in Minuten.

Durch die Blockierung einzelner G Proteine in ERK-Assays zeigte sich, welche G Proteine
an welchem Mess-Signal in der Kinetik beteiligt waren. Der Ggq4-Inhibitor FR (schwarze
Linie) deckte auf, dass Gy Proteine vor allem in den zweiten, dominanteren ,Peak"
involviert waren. Wurden Gg11 Proteine blockiert, reduzierte sich der Phosphorylierungsgrad
nach 30 Minuten nahezu auf das Level des Basalwertes (schwarze Linie). Im Gegensatz
dazu verstarkte sich der erste ,Peak” um etwa ein Drittel und trat zwei Minuten verzdgert auf.
G0 und G Proteine scheinen vor allem flr den ersten Phosphorylierungs-,Peak” eine grofe
Rolle zu spielen, da der Einsatz von PTX oder CTX zu einer signifikanten Reduzierung des
ersten ,Peaks” fihrte, wohingegen der zweite ,Peak® nur schwach reduziert wurde (blaue
und griine Linie). Bereits im Kapitel lber [*>S]JGTPyS-Versuche (Kapitel 4.6.1) wurde
erlautert, dass die Signaltransduktion vom Rezeptor auf G;, Proteine deutlich schneller
ablauft, als bei Gq1 Proteinen (Milligan, 2003). Diese Tatsache spiegelte sich vermutlich
auch in phospho-ERK-Assays wider, bei denen G, Protein-vermittelt ein ,Peak® nach acht
Minuten zu detektieren war und Gq41-vermittelt erst zu spateren Zeitpunkten. Wurden die drei
Toxine CTX, PTX und FR kombiniert angewendet, ergaben sich Messwerte, die sich nicht
signifikant vom Basalwert unterschieden haben (violette Linie). Demzufolge scheint die ERK-
Phosphorylierung ausschlieRlich durch diese drei G Proteine bedingt zu sein. Ob auch 3-
Arrestine oder Gy,13 Proteine an der ERK-Phosphorylierung durch M1-Rezeptor-Aktivierung
beteiligt sind, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden. Allerdings zeigten
die Ergebnisse, dass es zumindest nicht zu einer G Protein-unabhangigen ERK-
Phosphorylierung durch M1-Rezeptor-Aktivierung kam und G;,13 Proteine allenfalls simultan

mit anderen G Proteinen eine Phosphorylierung auslésen kénnen.
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4.8.2.2 Iperoxo zeigte eine ERK-Phosphorylierungskinetik, die sich nicht von
Acetylcholin unterschieden hat.

Des Weiteren sollte getestet werden, ob auch andere Liganden des M1-Rezeptors

vergleichbare Ergebnisse liefern wie Acetylcholin.
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Abbildung 69: Iperoxo unterschied sich in seinem kinetischen Profil der ERK-
Phosphorylierung nicht signifikant von Acetylcholin.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus finf bis sechs Einzelversuchen in
Dreifachbestimmung unter Kontrollbedingungen (obere Abbildung) und unter Einsatz des
Gqn1 Protein-Inhibitors FR (untere Abbildung). Ordinate: Verhaltnis zwischen Messwert und
Basalwert. Abszisse: Inkubationszeit der Testsubstanzen in Minuten.

Die Ergebnisse der kinetischen Untersuchungen des ERK-Phosphorylierungsprofils ergaben,
dass sich Iperoxo als exogener Ligand an muskarinischen M1-Rezeptoren nicht signifikant
von Acetylcholin unterschieden hat. Sowohl unter Kontrollbedingungen, als auch unter
Einsatz des G4 Protein-Inhibitors FR ergaben sich zu keiner Zeit signifikante Unterschiede

zwischen Iperoxo und Acetylcholin.
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4.8.3 Dosis-Wirkungskurven ermdglichten einen genaueren Einblick in die

Rolle der unterschiedlichen G Proteine

Um die Unterschiede in den Phosphorylierungsgraden genauer zu beleuchten, wurden
Dosis-Wirkungskurven zu einem Zeitpunkt von 30 Minuten erstellt. Das bedeutet, dass der
Agonist insgesamt 30 Minuten mit den Zellen inkubiert worden ist, bevor die Zellen lysiert

wurden.
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Abbildung 70: Primar waren G4, Proteine an der ERK-Phosphorylierung nach 30
Minuten beteiligt, aber auch G;, und G Proteine waren in die Zellantwort involviert.
Dargestellt sind Mittelwerte £+ S.E.M. aus drei Einzelversuchen in Dreifachbestimmung.
Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 yM des
Referenzagonisten Acetylcholin ausgeldst wurde. 0 % entspricht dem Basalwert. Abszisse:
Dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanzen. Legende: G
Protein-Inhibitoren, die zur Generierung der jeweiligen Kurven eingesetzt worden sind.
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Bedingungen Ny Eax PECs,
Kontrolle 0,91 + 0,08 99,8 + 4,9 6,34 £ 0,11
FR - 15,7 + 4,8""" -

PTX 1,48 + 0,37™* 79,0 £ 3,9" 6,69 + 0,125
CTX, PTX 1,14 £ 0,17" 53,6 + 2,9""* 6,03 + 0,07
CTX 0,82 +0,12"* 53,7 +2,1™* 5,81+ 0,07*

Tabelle 38: KenngroBen * S.E.M. der Konzentrations-Effekt Kurven aus Abbildung 70.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei Einzelversuchen in Dreifachbestimmung. n:
Anzahl der Experimente. ny: Hill-Koeffizient als Mal} fir die Kurvensteilheit. E.x: maximale
Zellantwort in Prozent, bezogen auf den Effekt, der durch 100 uM des Referenzagonisten
Acetylcholin unter Kontrollbedingungen ausgelést wurde. pECsy: Negativer dekadischer
Logarithmus der molaren Konzentration der Testsubstanz, welche eine halbmaximale
Zellantwort hervorruft. ™*: Nicht signifikanter Unterschied zu einem Hill-Koeffizienten ny=1 (F-
Test, p>0,05). M: Nicht signifikanter Unterschied zu dem Effekt, der durch 100 uM des
Referenzagonisten Acetylcholin ausgelést wurde (t-Test, p>0,05). "™"*: Signifikanter
Unterschied zu dem Effekt, der durch 100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgeldst
wurde (t-Test, p<0,01, 0,001). NS Nicht signifikanter Unterschied zu dem pECs,-Wert von
Acetylcholin. *: Signifikanter Unterschied zu dem pECs-Wert von Acetylcholin (t-Test,
p<0,05).

Die Dosis-Wirkungskurven zeigen, dass vor allem G4 Proteine an dem Signal der ERK-
Phosphorylierung nach 30 Minuten beteiligt waren, da der Gg+-Inhibitor FR die Zellantwort
bis zu einer Konzentration von 10 pM Acetylcholin komplett hemmen konnte. Erst ab
Konzentrationen von 100 uM vermochte FR das Signal nur noch unzureichend zu hemmen
und es ergaben sich Effekte, die sich signifikant vom Basalwert unterschieden haben. Gy,
und G Proteine waren ebenfalls in das Signal nach 30 Minuten involviert, da sich durch den
Gio-Inhibitor PTX und den Gs Protein-Aktivator CTX ein maximaler Effekt eingestellt hat, der
sich signifikant von den Effekten unter Kontrollbedingungen unterschieden hat. Im Fall von
CTX war der Unterschied sogar noch gravierender. Unter Verwendung von PTX oder der
Kombination von PTX und CTX ergaben sich Wirksamkeiten, die sich nicht signifikant von
der Wirksamkeit unter Kontrollbedingungen unterschieden haben. Eine reine Gs Protein-
Maskierung flhrte zu minimalen, jedoch signifikanten Unterschieden in der Wirksamkeit von
Acetylcholin  fur ERK-Phosphorylierungen im Vergleich zu den Daten unter
Kontrollbedingungen. Diesem geringen Unterschied wird jedoch keine biologische

Bedeutung beigemessen.
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4.8.4 Dualsterische Liganden fuhrten ebenfalls zu einer ERK-Phosphorylierung

Bei der Untersuchung des Einflusses der dualsterischen Hybridsubstanzen auf die ERK-
Phosphorylierung zeigte sich, dass auch diese in der Lage sind eine ERK-Phosphorylierung
zu induzieren. Im Folgenden wurde der Effekt der Hybridliganden unter Kontrollbedingungen

und unter Ausschaltung der G414 Proteine auf den Phosphorylierungsgrad nach 30 Minuten

untersucht.
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Abbildung 71: Dualsterische Hybridliganden zeigten unterschiedliche Effekte auf den
Phosphorylierungsgrad.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei bis finf Einzelversuchen in
Dreifachbestimmung unter Kontrollbedingungen und unter Ausschaltung von G4 Proteinen.
Ordinate: Zellantwort in Prozent. 100 % entspricht dem Effekt, der durch 100 yM des
Referenzagonisten Acetylcholin unter Kontrollbedingungen ausgeldst wurde. 0 % entspricht
dem Basalwert unter Kontrollbedingungen.
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Testsubstanz n Effekt Effekt
(Kontrolle) (FR)

Acetylcholin 5 100,0 £ 0,0 13,0 + 3,4™
Iperoxo 3 102,0 + 2,1 18,6 + 4,6"
Carbachol 3 91,56+2,2" 5,1+ 0,4
Iper-6-phth 5 8,56+3,0™ -10,6 + 4,7
Iper-6-naph 3 -57+6,9"" -12,0 + 7,9
Iper-7-phth 4 79,5+ 22" -10,2 + 4,0
Iper-7-naph 4 47,0+ 57" 2,8+ 1,6M%
Iper-8-phth 4 95,1 + 3,8"° 4,3+ 52"
Iper-8-naph 3 53,7 £ 1,1°* -3,3£0,5"
Iper-10-phth 3 67,4+15"" 10,1 + 6,215
Iper-10-naph 3 76,3 +4,07 -12,1+7,3"%
Iper-fri-phth 5 102,0 + 2,0M° 13,6 + 4,5
Iper-fri-naph 4 38,5+0,8"" -7,5+5,6M°

Tabelle 39: Effekte der ERK-Phosphorylierung unter Kontrollbedingungen und unter
Ausschaltung von G, Proteinen.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus drei bis finf Einzelversuchen in
Dreifachbestimmung. n: Anzahl der Experimente. Effekt: Ausgeloster Effekt in Prozent,
bezogen auf den Effekt, der durch 100 pyM des Referenzagonisten Acetylcholin unter
Kontrollbedingungen ausgelést wurde. N°: Nicht signifikanter Unterschied zu dem Effekt, der
durch 100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgelést wurde. *™***: Signifikanter
Unterschied zu dem Effekt, der durch 100 uM des Referenzagonisten Acetylcholin ausgelost
wurde (t-Test, p<0,01, 0,001). NS Nicht signifikanter Unterschied zu dem Effekt der durch
100 pM des Referenzagonisten Acetylcholin unter Ausschaltung von Gy Proteinen
ausgelost wurde. #*###. gjgnifikanter Unterschied zu dem Effekt, der durch 100 pyM des
Referenzagonisten Acetylcholin unter Ausschaltung von G4 Proteinen ausgeldst wurde (t-
Test, p<0,05, 0,01, 0,001).

Die beiden orthosterischen Agonisten Acetylcholin und Iperoxo zeigten vollagonistisches
Verhalten fir ERK-Phosphorylierungsreaktionen. Carbachol hat in den ,second messenger
assays®, in denen der intrazellulare Anstieg an IP1 und cAMP quantifiziert worden ist,
ebenfalls vollagonistisches Verhalten gezeigt. Fir ERK-Phosphorylierungen ist Carbachol

allerdings nur ein starker Partialagonist mit einer intrinsischen Aktivitat von 91,5 + 2,2 %. Die
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gemessenen Effekte flr die Hybridliganden variierten in ihrem maximalen Effekt stark
untereinander. Iper-8-phth und Iper-fri-phth fungierten als Vollagonisten in diesem Assay,
alle anderen dualsterischen Hybride, die im Rahmen dieser Arbeit getestet worden sind,
waren Partialagonisten fir ERK-Phosphorylierungen. Iper-6-phth konnte in den
vorangegangenen Assays als Ggq-selektiver Partialagonist klassifiziert werden, im ERK-
Assay zeigte Iper-6-phth schwach partialagonistisches Verhalten. Die Befunde fir Iper-6-
naph stehen in Einklang mit den Ergebnissen aus ,second messenger‘-, [*°*S]GTPyS- und
DMR-Assays. Iper-6-naph konnte zwar an den M1-Rezeptor binden, wie in [PHINMS-
Bindungsstudien gezeigt werden konnte, l6ste jedoch in keinem der im Rahmen dieser Arbeit
durchgeflihrten funktionellen Experimente eine intrinsische Aktivitdt am M1-Rezeptor aus
und konnte somit als Antagonist an M1-Rezeptoren klassifiziert werden. In vorangegangenen
Dissertationen an muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass
Iper-6-naph Gj, und G Proteine an M2- (Bock et al., 2012) und M4-Rezeptoren (Dissertation
JanRen, 2011) und Ggq1 und Gs Proteine an M3-Rezeptoren aktivieren kann (Dissertation
Vogel, 2015). Da fur Iper-6-naph keine Daten an M5-Rezeptoren vorliegen, lasst sich keine
endglltige Aussage treffen, jedoch deuten die bisher erhobenen Befunde an den anderen
muskarinischen Subtypen daraufhin, dass Iper-6-naph ein selektiver Antagonist an M1-
Rezeptoren ist. In Einklang mit den Daten aus zuvor beschriebenen funktionellen Versuchen,
wiesen die Hybride mit dem kleineren allosterischen Substituenten Phthalimid auch in
phospho-ERK-Assays hohere intrinsische Aktivitdten auf, als ihre korrespondierenden
Hybridliganden mit einem gréReren allosterischen Substituenten. Die ,phth-Hybride* zeigten
einen hoéheren Grad an Phosphorylierungsreaktionen, als die dualsterischen Liganden mit
dem volumindseren allosterischen Rest Naphthalimid. Die einzigen Ausnahmen bildeten hier
die Hybride mit einer Alkyl-Kette von zehn Kohlenstoffatomen. Iper-10-naph zeigte einen

signifikant hoheren Effekt, als der korrespondierende Ligand Iper-10-phth.

Vergleicht man die Ergebnisse fir die Effekte der ERK-Phosphorylierung unter Ausschaltung
von Gy Proteinen wird ersichtlich, dass vor allem die Vollagonisten dieses Assays
Acetylcholin, Iperoxo und Iper-fri-phth trotz einer vollstdndigen G4 Protein-Ausschaltung
maximale Effekte der ERK-Phosphorylierung zeigten, die signifikant héher waren als der
Basalwert. Dieser Befund steht in Einklang mit den in Kapitel 4.8.3 beschriebenen Daten flr
Acetylcholin. In  hohen Konzentrationen eines potenten Agonisten konnten ERK-
Phosphorylierungsreaktionen zu einem Zeitpunkt von 30 Minuten nicht vollstdndig durch den
Ggn1-Inhibitor FR verhindert werden. In hohen Konzentrationen wurden demzufolge neben
Gqn1 Proteinen weitere G Proteine rekrutiert und die jeweiligen Signalkaskaden ausgelost.
Die verbleibende Zellantwort nach G411 Protein-Ausschaltung war dementsprechend durch G

Proteine anderer Familien bedingt. Die detektierte Zellantwort unter FR-Zugabe nach
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erfolgter Rezeptor-Aktivierung durch Iper-7-phth und Iper-8-naph lag signifikant unterhalb
des Basalwertes. Eine mogliche Erklarung dafir ware eine Spontanaktivitat der Rezeptoren,
jedoch miusste diese sich auch bei anderen Hybriden widerspiegeln, da die Testsubstanzen
simultan untersucht worden sind. Aufgrund der recht geringen Abweichung vom Basalwert
liegt hier vermutlich nur ein Artefakt vor, welches nicht genauer erklart werden kann, dem

jedoch keine biologische Bedeutung beigemessen wird.
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5 Diskussion

5 Diskussion
5.1 Promiskuitive G Protein-Aktivierung und ,,Cross-talk*

5.1.1 Agonisten fihrten zu einer promiskuitiven G Protein-Aktivierung am M1-

Rezeptor

Rezeptoren, die in rekombinanten Zell-Linien Uberexprimiert werden, zeigen haufig das
Phanomen einer promiskuitiven G Protein-Aktivierung (Haga et al., 1989; Kenakin 19953;
Burford et al., 1995; Akam et al., 2001; Thomas et al., 2008). Ob auch endogen exprimierte
M1-Rezeptoren promiskuitiv G Proteine verschiedener G Protein-Familien aktivieren kdnnen,
und dieses Phanomen damit eine physiologische Relevanz aufweist, konnte bisher noch
nicht gezeigt werden. Die Daten beschranken sich derzeit auf die Promiskuitat, der in
rekombinanten Zellsystemen exogen exprimierten M1-Rezeptoren (Akam et al.,, 2001;
Thomas et al., 2008). Der muskarinische M1-Rezeptor, welcher im Rahmen dieser Arbeit
untersucht wurde, koppelt bevorzugt an G Proteine des Gy14-Typs (Caulfield and Birdsall,
1998). Allerdings konnte in vorherigen Studien (z.B. Akam et al., 2001; Thomas et al., 2008)
gezeigt werden, dass infolge einer Aktivierung des M1-Rezeptors auch G Proteine der G-
und G- Familie rekrutiert werden kénnen und eine entsprechende Signalkaskade daraufhin

eingeleitet werden kann.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Aktivierung von Gy11, Gs und Gy, Proteinen infolge
einer Rezeptor-Aktivierung quantitativ bestimmt. Durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren
fur das jeweilige G Protein wurde die Beteiligung des entsprechenden Signalwegs an der

Zellantwort verifiziert.

Agonist

Abbildung 72: Schaubild iber das Signaltransduktions-Repertoire des M1-Rezeptors
und die Wirkungen der eingesetzten Toxine.
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IP1-Assays dienen der Bestimmung des Ggqs-vermittelten Signalweges. IP1 ist ein
Abbauprodukt des Inositoltriphosphates (IP3), welches durch die Phospholipase CB aus
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat entsteht. Durch die Zugabe von Li*-lonen zum
Inkubationspuffer bleibt die Konzentration an IP1 stabil und kann quantitativ vermessen
werden. In der Folge lassen sich schliefllich Rickschlisse auf die G441 Protein-Aktivierung
ziehen. FR ist ein spezifischer Inhibitor von Gy Proteinen. Abbildung 15 (Kapitel 4.4.1.3)
zeigt, dass der endogene Ligand Acetylcholin eine Zellantwort in Gg4q-abhéngigen
Signalwegen hervorgerufen hat, welche durch den spezifischen Gy441-Inhibitor FR vollstandig
blockiert werden konnte. Diese Beobachtung zeigt, dass die Generierung des IP1‘s auf einer
Rekrutierung von Ggq4 Proteinen basiert und in der Folge eine Ggqs-abhéangige

Signalkaskade eingeleitet wurde.

In cAMP-Assays wurde eine Aktivierung von Gs Proteinen gemessen. Infolge einer Gs
Protein-Aktivierung kommt es zu einer Stimulation von Adenylylzyklasen, welche daraufhin
die Synthese von intrazellularem cAMP bewirken. Acetylcholin konnte in CHO-M1 Zellen
eine Akkumulation von cAMP vermitteln, welche durch den G, Protein-Aktivator Cholera
Toxin (CTX) vollstdndig maskiert werden konnte (Kapitel 4.5.1, Abbildung 23). Fur Gs
Proteine stehen derzeit noch keine spezifischen Inhibitoren zur Verfigung, weswegen hier
der permanente Aktivator CTX eingesetzt wurde, um G Proteine maximal zu stimulieren, um
dadurch eine darlberhinausgehende Agonist-vermittelte Aktivierung dieser G Proteine zu
verhindern. Cholera Toxin gilt als starker und permanenter Aktivator von G4 Proteinen. Es
katalysiert eine ADP-Ribosylierung an der a-Untereinheit von G Proteinen, wodurch die
GTPase Aktivitat der G¢ Proteine aufgehoben wird und das G Protein durch die irreversible
Kopplung an GTP in der aktivierten Form verbleibt. Demzufolge kommt es bei CTX-
behandelten Zellen zu keiner weiteren Agonist-vermittelten Aktivierung der Adenylylzyklasen

und damit zu einer Maskierung des Rezeptor-vermittelten Effektes auf G Proteine.

Der Gj-vermittelte Signalweg wurde mithilfe von [*S]GTPyS-Bindungsversuchen
untersucht. Mithilfe des spezifischen Gj,-Inhibitors Pertussis Toxin (PTX) konnte sowohl die
basale, als auch die Agonist-vermittelte Bindung an [*°S]GTPyS signifikant reduziert werden,
was ein starkes Indiz fir eine Beteiligung der G, Proteine an dieser Zellantwort darstellt.
Jedoch konnte trotz des G;, Protein-Inhibitors ein konzentrations-abhangiger Effekt von
Acetylcholin auf die [**S]GTPyS-Bindung in Form einer Dosis-Wirkungskurve detektiert
werden (Kapitel 4.6.2, Abbildung 40). Folglich scheinen neben G;, Proteinen noch weitere G
Proteine an dem gemessenen Signal beteiligt zu sein. Vermutlich handelt es sich hierbei um
G Proteine der Familie Gy, da diese vorwiegend infolge einer M1-Rezeptor-Aktivierung

rekrutiert werden.
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Des Weiteren sollte eine mogliche Beteiligung von G,43 Proteinen an der Signalkaskade des
M1-Rezeptors untersucht werden. Fir diese Familie der G Proteine ist derzeit noch kein
sekundarer Botenstoff bekannt, deswegen konnte die Messung der G113 Protein-Aktivierung
nur Uber ein Ausschlussverfahren in Versuchen, die die Dynamische Massenumverteilung
(DMR) infolge einer Rezeptor-Aktivierung messen, geschehen. Zunachst wurde eine
Kombination der drei Toxine FR, CTX und PTX angewendet, um zu untersuchen, ob sich
nach der Ausschaltung der drei G Protein-Familien Gy11, Gs und Gy, noch ein Restsignal in
DMR-Versuchen zeigt. Dieses konnte verifiziert werden (Kapitel 4.7.8, Abbildung 62 und 63).
Dieses Restsignal kann unter anderem durch die Aktivierung von G,/13 Proteinen oder auch
durch eine Rekrutierung von B-Arrestinen vermittelt sein. Um dieses Restsignal genauer zu
beleuchten, wurde Aluminiumfluorid (AlF4) als Pan-G Protein-Aktivator in Kombination mit
den drei, oben erwahnten, Toxinen eingesetzt. Da Gy11, Gs und Gy, Proteine simultan zu der
Aktivierung durch AIF4 blockiert wurden, wiirde eine Sensitivitat gegenliber diesem Pan-G

Protein-Aktivator ausschlief3lich auf G Proteine der G4,/13 Familie zurliickzufiihren sein.

Das Restsignal, welches zuvor detektiert werden konnte, zeigte sich AlF4 gegenuber sensitiv
und somit konnte eine Beteiligung von Gyy43 Proteinen in der Signalkaskade der CHO-M1
Zellen belegt werden (Kapitel 4.7.9, Abbildung 64). Das Signal, welches infolge einer
Behandlung der Zellen mit FR, CTX, PTX und AlF4 gemessen wurde, unterschied sich nicht
signifikant von dem Basalwert. Folglich kam es zu keiner G Protein-unabhangigen
Aktivierung von Effektor-Proteinen. Es besteht trotzdem die Moglichkeit, dass 3-Arrestine an
der Zellantwort der CHO-M1 Zellen beteiligt waren, jedoch allenfalls in Abhangigkeit von G

Proteinen.

In ERK-Phosphorylierungs-Assays konnte hingegen keine Aktivierung von Gy,43 Proteinen
detektiert werden. Durch den Zusatz der drei G Protein-Toxine CTX, PTX und FR, um G;
Proteine zu maskieren und Gj, und G4 Proteine zu inhibieren, wurde getestet, ob neben
diesen drei G Protein-Klassen noch weitere Effektor-Proteine an der ERK-Phosphorylierung
beteiligt waren. Dieses konnte jedoch aufgrund der Messergebnisse ausgeschlossen
werden, da sich Messwerte ergaben, die sich nicht signifikant von den Basalwerten
unterschieden haben. Gj,13 Proteine waren folglich nicht an der Zellantwort der CHO-M1
Zellen in ERK-Assays beteiligt und es kam auch zu keiner G Protein-unabhangigen
Phosphorylierung von ERK 1/2 (Abbildung 73).
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Abbildung 73: Neben G;, Gi, und G, Proteinen waren keine weiteren Effektor-
Proteine an der ERK-Phosphorylierung beteiligt.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus vier Einzelversuchen in Dreifachbestimmung.
Ordinate: ERK-Phosphorylierung angegeben als Messwert/Basalwert. Abszisse:
Inkubationsdauer des Agonisten Acetylcholin in Minuten, bevor die Zellen lysiert wurden.
n.s.: Nicht signifikanter Unterschied zwischen Messwert und Basalwert (t-Test, p>0,05).

5.1.2 Die Signalkaskade des M1-Rezeptors zeigte einen ,,Cross-talk”“ zwischen

den einzelnen G Proteinen

Neben der unabhangig voneinander ablaufenden Aktivierung der verschiedenen G Proteine
besteht des Weiteren die Moglichkeit, dass sich die G Proteine unterschiedlicher Familien
gegenseitig beeinflussen kénnen oder auch durch Konvergenz-Punkte in der Signalkaskade
andere Signalwege verstarken oder hemmen kénnen. Dieses Phanomen wird als ,Cross-

talk“ bezeichnet.

Bezogen auf den Subtyp 1 der muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren besteht ein
maoglicher ,Cross-talk” zwischen der Gg41- und der Gs-Signalkaskade auf der Ebene der
Adenylylzyklasen (ACs). Insgesamt wurden bisher neun Membran-gebundene Isoformen der
Adenylylzyklasen identifiziert, welche sich in ihrer Gewebeverteilung und in der Art ihrer
Regulation stark unterscheiden (z.B. Hanoune et al., 1997; Simonds, 1999; Chern, 2000;
Patel et al., 2001). Demzufolge ist die Art der mdglichen Interaktion unterschiedlicher
Effektor-Proteine abhangig vom untersuchten Gewebe und den darin exprimierten Isoformen
der Adenylylzyklasen. In CHO-Zellen, welche im Rahmen dieser Arbeit als Expressions-

Modell des muskarinischen M1-Rezeptors dienten, werden Adenylylzyklasen des Subtyps VI
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und VII (ACVI und ACVII) exprimiert (Varga et al., 1998). ACVI wird durch Ca®*, welches zum
Beispiel infolge einer G411 Protein-Aktivierung aus intrazellularen Speichern freigesetzt wird,
inhibiert (z.B. Hanoune et al., 1997). ACVII ist nicht sensitiv gegeniiber eines Ca*-
Einstroms, kann jedoch synergistisch durch By-Untereinheiten und der a-Untereinheit des Gs
Proteins aktiviert werden (z.B. Feinstein et al., 1991; Hanoune et al.,, 1997). Die
Konzentration an By-Untereinheiten, die fir eine Aktivierung von Adenylylzyklasen des
Subtyps VII erforderlich ist, ist weitaus groRer, als die bendtigte Konzentration an Gas-
Untereinheiten (Tang und Gilman, 1992), demzufolge werden die Adenylylzyklasen nicht
durch die By-Untereinheit des G; Proteins aktiviert, sondern durch die Untereinheit eines G
Proteins, welches in einem viel hdheren Ausmalfd simultan aktiviert wird (Tang und Gilman,
1992). In nativem Gewebe, wie zum Beispiel Hirngewebe handelt es sich hierbei vermutlich
um By-Untereinheiten, die von G;, Proteinen abdissoziiert sind, da diese G Proteine
zumindest im Gehirn Uberwiegend vorkommen (Tang und Gilman, 1992; lyengar, 1993). In
den hier genutzten CHO-Zellen, die den M1-Rezeptor exprimieren, werden vorwiegend Ggy11
Proteine aktiviert, da der M1-Rezeptor diese G Protein-Familie praferiert. Folglich stellen die
Gqn1 Proteine vermutlich die Quelle fur die By-Untereinheiten in CHO-M1 Zellen dar, welche

synergistisch mit Gas-Untereinheiten die Adenylylzyklase vom Subtyp VIl aktivieren.

Die in CHO-Zellen exprimierten Adenylylzyklasen konnten durch G Proteine der Gs-Familie
aktiviert werden, jedoch konnte die cAMP Akkumulation infolge einer G411 Protein-Inhibition
signifikant reduziert werden (Abbildung 74). Demzufolge spielten Gg41 Proteine hier eine
Schlisselrolle bei der Stimulation von Adenylylzyklasen. Da kein spezifischer Inhibitor von G
Proteinen zur Verfigung steht, und der Effekt von G¢ Proteinen somit nur maskiert und nicht
blockiert werden kann, konnte nicht getestet werden, ob G411 Proteine auch einen alleinigen
Effekt auf Adenylylzyklasen austiben. Aus der Studienlage geht jedoch hervor, dass By-
Untereinheiten nur einen synergistischen Effekt mit Gas auf Adenylylzyklasen ausitiben und
diese nicht unabhangig von G; Proteinen stimulieren kénnen (z.B. Hanoune et al., 1997).
Unter Kontrollbedingungen wurde eine maximale Zellantwort erreicht, die sich nicht von den
Ergebnissen der CTX-behandelten Zellen unterschieden hat. Durch den Zusatz von Cholera
Toxin werden G Proteine Rezeptor- und Agonist-unabhangig maximal stimuliert. Da sich die
Acetylcholin-vermittelte G; Protein-Aktivierung unter Kontrollbedingungen nicht signifikant
von dem CTX-vermittelten Effekt unterscheidet, wird Acetylcholin im Rahmen dieser Arbeit
als Vollagonist fur Gs-abhangige Signalwege klassifiziert. Durch die simultane Inhibition von
Ggi1 und Gy, Proteinen (Abbildung 74, blauer Balken) konnte hier der ausschlieBlich G-
vermittelte Effekt auf Adenylylzyklasen beleuchtet werden. Dieser stimmte nicht mit den
Ergebnissen unter Kontrollbedingungen (Abbildung 74, roter Balken) tUberein. Demzufolge

mussen auch noch andere G Proteine in den Prozess der cAMP-Generierung in CHO-M1
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Zellen involviert sein. Acetylcholin war folglich zwar ein Vollagonist flir Gs-abhangige
Signalwege, jedoch konnte der maximale Effekt durch eine reine Gg Protein-Aktivierung nicht

erreicht werden.

e |
300 n.s.
= E31 Kontrolle
— T B3 PTX
£ 200 feee E= PTX/FR
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s ] P P
g 1004 Tlae, T —_
e e
o4 e e e

Acetylcholin 100 uM

Abbildung 74: Effekt der verschiedenen G Proteine auf die intrazellulare cAMP-
Synthese.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus vier Einzelversuchen in Dreifachbestimmung.
Ordinate: cAMP-Konzentration in nM. Legende: G Protein-Inhibitoren, die zur Generierung
der jeweiligen Daten eingesetzt wurden. n.s.: Nicht signifikant verschieden von dem Effekt,
der durch Acetylcholin 100 uM unter Kontrollbedingungen ausgeldst wurde (t-Test, p>0,05).

* k%,

J*. Signifikant verschieden von dem Effekt, der durch Acetylcholin 100 uM unter
Kontrollbedingungen ausgeldst wurde (t-Test p< 0,05, 0,01).

Gy, und G Proteine haben einen gegenlaufigen Effekt auf Adenylylzyklasen, G, hemmen
ACs, G, Proteine stimulieren diese. Wurden die CHO-Zellen ausschlieRlich mit dem G-
Inhibitor PTX vorbehandelt, zeigte sich keine Reduktion in der intrazellularen cAMP-
Synthese im Vergleich zu den Kontrolldaten. Demzufolge haben G;, Proteine, zumindest in
CHO-M1 Zellen keinen Einfluss auf die Adenylylzyklasen und hemmen den Effekt, der durch
G Proteine vermittelt wurde, nicht. Durch die Zugabe des Gg+-Inhibitors FR wurde die
intrazelluldare cAMP-Konzentration signifikant reduziert. G114 Proteine spielten folglich eine
Schlisselrolle bei der Stimulation der Adenylylzyklasen und damit der Generierung von
intrazellularem cAMP. Interessanterweise konnte der Effekt, welcher durch die Zugabe von
FR beobachtet werden konnte, durch eine Inkubation der Zellen mit PTX abgeschwacht
werden, obwohl PTX ohne die simultane Behandlung der Zellen mit FR keinen Effekt auf die
Modulation der Adenylylzyklasen hatte. Bei der simultanen Behandlung der Zellen mit FR
und PTX nahm die intrazellulare cAMP-Konzentration im Vergleich zur alleinigen FR-
Behandlung wieder zu, lag jedoch signifikant unterhalb der Kontrollkurve. Mdglicherweise
Uben G, Proteine in CHO-M1 Zellen erst dann einen Effekt auf die Signalkaskade des M1-

Rezeptors aus, wenn die préaferierten Ggq4 Proteine inhibiert wurden. Ein weiterer

188



5 Diskussion

Erklarungsansatz fur dieses Phanomen ware, dass unter Kontrollbedingungen bereits eine
maximale cAMP-Generierung stattgefunden hat und durch die Ausschaltung von G,
Proteinen aus diesem Grund keine dariber hinaus stattfindende cAMP-Synthese maoglich
war (vgl. Kapitel 4.5.5, Abbildung 29 und 30).

An der maximalen Zellantwort waren neben G auch Gg11 Proteine beteiligt, diese jedoch nur
in Abhangigkeit aktivierter G Proteine. Schlussfolgernd kann man sagen, dass Acetylcholin
ein Vollagonist fir Ggs-abhangige Signalwege in CHO-M1 Zellen war, da, die durch den
permanenten Gs Protein-Aktivator CTX ausgeloste maximale Zellantwort auch Rezeptor-
vermittelt durch Acetylcholin erreicht werden konnte. Fir die reine G Protein-Aktivierung war
Acetylcholin hingegen ein Partialagonist, da die maximale Zellantwort durch die alleinige Gs
Protein-Aktivierung nicht erreicht werden konnte, sondern auch noch andere Faktoren an der

cAMP-Synthese beteiligt waren.

5.1.3 Dualsterische Hybride

5.1.3.1 ,Naph-Hybride*“ konnten Adenylylzyklasen nur in Abhangigkeit aktiver

Gg11 Proteine aktivieren

Die ,naph-Hybride“ konnten die Adenylylzyklasen nur in Abhangigkeit von aktivierten Gg1
Proteinen stimulieren. Wurden die G141 Proteine mithilfe des spezifischen G14-Inhibitors FR
blockiert, ergaben sich Messwerte, die sich nicht signifikant vom Basalwert unterschieden
haben (Kapitel 4.5.5.3, Abbildung 31 und 4.5.5.5, Abbildung 33). Unter Kontrollbedingungen
und unter Zusatz von PTX konnten jedoch alle ,naph-Hybride“ mit Ausnahme von Iper-6-
naph eine Stimulation der Adenylylzyklasen bewirken. Iper-6-naph fungierte hier, wie auch in

IP1-Assays und [**S]GTPyS-Bindungsversuchen als Antagonist.

5.1.3.2 ,,Phth-Hybride“ aktivierten Adenylylzyklasen sowohl iliber Gs als auch
uber G411 Proteine

Die ,phth-Hybride“ konnten mit Ausnahme von Iper-6-phth und Iper-10-phth alle eine cAMP-
Synthese auch in Abwesenheit intakter G,41 Proteine induzieren, jedoch wurde auch hier die
intrazellulare cAMP-Konzentration durch den Zusatz von FR signifikant gesenkt. Agonisten
mit hoher intrinsischer Aktivitat kdnnen anscheinend multiple Signalkaskaden des jeweiligen
Rezeptors induzieren, wohingegen Agonisten mit geringer intrinsischer Aktivitat nur die

praferierten G Proteine aktivieren kénnen (Kenakin, 1995b). Auch Untersuchungen durch
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Gurwitz et al. (1994) ergaben, dass nicht alle Agonisten eine intrazellulare cAMP-
Akkumulation in CHO-rM1 Zellen induzieren konnten. Sie fanden einen engen
Zusammenhang zwischen der Flexibilitat des Liganden und dem Vermodgen des Rezeptors
G; Proteine zu aktivieren (Gurwitz et al., 1994). Die Liganden mit dem kleineren
allosterischen Substituenten Phthalimid schrankten die Flexibilitdt des Rezeptors zu einem
geringeren Ausmal ein, als die ,naph-Hybride“ und konnten somit Gs-abhangige Signalwege
induzieren. Vor allem das sehr rigide lper-fri-naph, aber auch die anderen ,naph-Hybride*
verhinderten die Ausbildung der zur G Protein-Aktivierung notwendigen Rezeptor-
Konformation und konnten nur in Abhangigkeit intakter G4 Proteine eine cAMP-

Akkumulation bewirken.

5.1.4 Die Stimulation der Adenylylzyklasen war unabhingig vom Ca?*-Einstrom

Um die Art des ,Cross-talks” tiefergreifend zu beleuchten, wurde in weiteren cAMP-Assays
der Ca*-Chelator BAPTA-AM eingesetzt. Anhand dieser Versuche sollte getestet werden,
an welchem Punkt der Gy4s-Signalkaskade der ,Cross-talk® zu Gs Proteinen besteht. Infolge
einer G141 Protein-Aktivierung wird Ca?* aus intrazelluldren Speichern freigesetzt. Vorherige
Studien haben gezeigt, dass Ca®’, abhangig von der jeweiligen Isoform der
Adenylylzyklasen, einen hemmenden, einen stimulierenden oder gar keinen Effekt auf die
Adenylylzyklasen ausiiben kann (z.B. Hanoune et al., 1997). Wie oben bereits erwahnt,
werden in CHO-Zellen die Ca®*-sensitive ACVI und die Ca®*-insensitive Isoform ACVII
exprimiert. BAPTA-AM zeigte keinen Effekt auf die cAMP-Akkumulation in CHO-M1 Zellen,
was darauf hindeutet, dass die Isoform ACVI keinen Einfluss auf die G;s-Signalkaskade in
CHO-M1 Zellen ausiibt (vgl. Kapitel 4.5.5.6, Abbildung 34). Da Ca*" eigentlich einen
hemmenden Effekt auf ACVI hat, sollte es aufgrund der Chelatisierung und damit
Inaktivierung des intrazelluldren Ca** zu einer gesteigerten Synthese an cAMP kommen, was
in einem grolReren Mess-Signal resultieren wirde. Die Daten von Gurwitz et al. (1994) an
Membranpraparationen von CHO-M1 Zellen legen nahe, dass die cAMP-Akkumulation
unabhangig von intrazellularen Mediatoren ist und stehen damit in Einklang mit den hier

erhobenen Ergebnissen, die eine Interaktion auf Hohe der G Proteine detektierten.

Folglich spielte vermutlich die Isoform VII der Adenylylzyklasen eine Schlisselrolle in der
Signalkaskade der hier untersuchten CHO-M1 Zellen. Wurden G4 Proteine inhibiert, kam
es zu einer hoch signifikanten Reduktion der intrazellularen cAMP-Konzentration. Ob dieser
Effekt durch die a- oder By-Untereinheit der G444 Proteine vermittelt wurde, kann aufgrund

der hier erhobenen Daten nicht beurteilt werden. Allerdings kann aufgrund der Studienlage
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und den Regulationsmechanismen der Isoform VII geschlussfolgert werden, dass die By-
Untereinheit der Gy41 Proteine synergistisch mit aktivierten Gas Proteinen diese Isoform der
Adenylylzyklasen stimuliert (Feinstein et al., 1991; Gao und Gilman, 1991; Tang und Gilman,
1991). Burford und Nahorski (1996) konnten ebenfalls zeigen, dass Gas Proteine die cAMP-
Generierung in CHO-M1 Zellen bewirken, allerdings schlussfolgerten sie aufgrund von
Versuchen mit anti-Gy11-Serum, dass Ggq1 Proteine nicht an der Adenylylzyklasen-
Aktivierung beteiligt waren. Jedoch gelang es im Rahmen dieser Arbeit durch den
spezifischen Gg4-Inhibitor FR zu zeigen, dass der hier beobachtete ,Cross-talk auf einer
direkten Interaktion zwischen G und Gg41 Proteinen mit Adenylylzyklasen basiert. Die
Aminosaure-Sequenz der Adenylylzyklasen besteht aus unterschiedlichen Epitopen, die eine
separate Bindung und Interaktion von as, ay, und By-Untereinheiten ermdéglicht (Taussig et
al.,, 1993 und 1994). Untersuchungen an anderen Zell-Linien detektierten andere Effektor-
Proteine als Modulator der Adenylylzyklasen. Versuche an M1-Rezeptoren, die in A9L-Zellen
exprimiert wurden, konnten zeigen, dass die ACs durch die Aktivitat der Phospholipase C
infolge einer Gy41 Protein-Aktivierung stimuliert werden (Felder et al., 1989). TMB-8, ein
Inhibitor der intrazelluldren Ca®-Freisetzung, fiihrte ebenfalls in dieser Zell-Linie zu einer
Reduktion der AC-Aktivitat (Felder et al., 1989). Diese Ergebnisse suggerieren eine AC-
Stimulation, die von einer Ca**/Calmodulin-Aktivierung abhangig ist (Felder et al., 1989). Der
jeweilige molekulare Mechanismus ist folglich abhangig vom Zelltyp und den darin
exprimierten Isoformen der Adenylylzyklasen und dient im nativen Gewebe vermutlich der
Feinanpassung intrazellularer Signalkaskaden, da sowohl unterschiedliche Rezeptoren als
auch unterschiedliche G Proteine Einfluss auf die, durch Adenylylzyklasen ausgel6ste,

Zellantwort haben kénnen.

5.1.5 HEK 293 Zellen zeigten keinen ,Cross-talk“ zwischen Gs und Ggs14

Proteinen

Da die Expression der verschiedenen Isoformen der Adenylylzyklasen Gewebe- und Zelltyp-
abhangig ist, wurden HEK 293 Zellen, welche den M3-Rezeptor-Subtyp endogen
exprimieren, als weiteres Expressions-Modell gewahlt, um die Gy1-vermittelten Effekte auf

die Adenylylzyklasen in einem anderen Zellhintergrund zu messen.

Der muskarinische M3-Rezeptor wird in HEK 293 Zellen endogen exprimiert und aktiviert in
Analogie zu dem M1-Rezeptor-Subtyp ebenfalls praferentiell G Proteine der Ggq4-Familie.
Der im Rahmen dieser Arbeit untersuchte M1-Rezeptor wurde in CHO-Zellen transfiziert und

artifiziell Uberexprimiert, um eine Rezeptor-vermittelte Zellantwort besser detektieren zu
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kénnen. Rekombinante Expressionssysteme, wie zum Beispiel die hier verwendeten CHO-
M1 Zellen, zeigen haufig das Phanomen der promiskuitiven G Protein-Aktivierung. Neben
den bevorzugten G Proteinen kdnnen also auch G Proteine anderer Familien durch diesen
Rezeptor aktiviert werden. Der in den HEK 293 Zellen untersuchte M3-Rezeptor wird von
diesen endogen exprimiert und wurde nicht artifiziell Gberexprimiert. Das kdnnte ein Grund
daflir sein, dass dieser Rezeptor verschiedene G Proteine nicht promiskuitiv aktivieren kann,
denn im Rahmen dieser Arbeit konnten keine Gs-vermittelten Effekte durch die Aktivierung
des M3-Rezeptors in HEK 293 Zellen detektiert werden (Kapitel 4.5.5.7, Abbildung 35 und
36) .

Um trotzdem den Mechanismus der Adenylylzyklasen-Modulation in HEK 293 Zellen zu
beleuchten, wurde daraufhin der in HEK 293 Zellen ebenfalls endogen exprimierte
Prostaglandin-Rezeptor untersucht. Dieser koppelt primar an G Proteine der Gs-Familie. Eine
weitere Schwierigkeit bestand darin, dass HEK-Zellen eine Vielzahl unterschiedlicher
Isoformen von Adenylylzyklasen exprimieren (Atwood et al, 2011), sodass die
resultierenden Ergebnisse schwer zu deuten sind, da sich die Effekte verschiedener
Isoformen Uberlagern kénnten. Es konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen G
Protein-Inhibitoren keinen Einfluss auf die cAMP-Akkumulation in HEK 293 Zellen auslbten
(Kapitel 4.5.5.7, Abbildung 35). Folglich scheinen in diesem Fall allein die G Proteine an der
Stimulation der Adenylylzyklasen, welche eine Generierung an intrazellularem cAMP

bewirken, beteiligt zu sein.

Um eine mogliche Uberlagerung der Effekte der verschiedenen Adenylylzyklasen-Isoformen
zu untersuchen, wurde des Weiteren ebenfalls BAPTA-AM als intrazellulérer Ca**-Chelator
zugesetzt. Jedoch konnte auch in den Versuchen an HEK 293 Zellen kein Einfluss von Ca**
auf die Adenylylzyklasen detektiert werden (Kapitel 4.5.5.8, Abbildung 38).

5.1.6 G, Proteine waren an der intrazellularen IP1-Synthese beteiligt

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiinrten 1P1-Versuche zeigten eine Ggyq-vermittelte
Generierung von intrazelluldarem 1P1, die durch den spezifischen Gg1s-Inhibitor FR vollstandig
blockiert werden konnte (Abbildung 75). Durch den Zusatz des G;-Inhibitors PTX konnte die
Agonist-vermittelte IP1-Synthese jedoch signifikant reduziert werden (Abbildung 75). G
Proteine der G414 Familie zeigen keine Sensitivitat gegenuber PTX (Blank et al., 1991). Der
hier beobachtete Effekt ist also G;, Protein-spezifisch. Diese Ergebnisse werden durch die
Untersuchungen von Kasahara und Sugiyama (1994) untermauert, die in den Oozyten des

Afrikanischen Krallenfroschs eine Kopplung von M1-Rezeptoren an G; und G, Proteine
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detektieren konnten. Auch Padrell und Kollegen (1991) konnten in dem gleichen
Zellhintergrund eine PTX-sensitive Zellantwort in der Ggqs-Signalkaskade messen. Sie
schlussfolgerten, dass es sich hierbei um die Wirkung von G, und nicht von G; Proteinen auf
die Phospholipase C handelte. Exton (1996) vermutete aufgrund der geringen
Gewebeverteilung von G, Proteinen, jedoch eine Beteiligung von G; Proteinen an der
Phospholipase C-Aktivierung. Ob der Effekt G- oder G,-vermittelt ist, ist demzufolge

vermutlich abhangig von dem untersuchten Gewebe und den darin exprimierten G Proteinen.

2500
EZ Kontrolle

2000 = PTX
= 1500 E=E FR
L Il Basal
& 1000-
- n.s.

500 i {

0_ [ = - — — =] [ .. ]

Acetylcholin 100 uM

Abbildung 75: Neben G, waren auch G;, Proteine an der IP1-Synthese beteiligt.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. aus vier Einzelversuchen in Dreifachbestimmung.
Ordinate: IP1-Konzentration in nM. Legende: G Protein-Inhibitoren, die zur Generierung der
jeweiligen Daten eingesetzt wurden. ***: Signifikant verschieden von dem Effekt, der durch
Acetylcholin 100 yM unter Kontrollbedingungen ausgelést wurde (t-Test p< 0,001). n.s.:
Nicht signifikant verschieden vom Basalwert (t-Test, p>0,05).

Durch die Zugabe des spezifischen Ggq4-Inhibitors FR ergaben sich Messwerte, die sich
nicht signifikant vom Basalwert unterschieden haben, folglich haben G;, Proteine keinen
alleinigen Effekt auf die Phospholipase C, sondern aktivieren diese synergistisch mit Ga,.
Boyer et al. (1992) und Blank et al. (1992) konnten zeigen, dass der G;,-vermittelte Effekt auf
die Phospholipase C durch GDP-gebundene a;-Untereinheiten blockiert werden konnte, und
schlussfolgerten, dass dieser Effekt durch die By-Untereinheit von G; Proteinen bewirkt wird.
Die bendtigte Konzentration an By, um eine halbmaximale Zellantwort auszulésen, war in
etwa 100-fach hoher, als der ECsp-Wert von agqs-Untereinheiten fur die Aktivierung der
Phospholipase C. Abbildung 76 illustriert den vermuteten Mechanismus der Gy41- und G-
vermittelten Aktivierung der Phospholipase C und die firr ,second messenger assays® Uibliche

Signalamplifikation.
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Abbildung 76: Konvergenz-Punkte und Signalamplifikation innerhalb der
Signalkaskade des M1-Rezeptors. (Ndheres siehe Text)

In CHO-M3 Zellen, die ebenfalls praferentiell G441 Proteine rekrutieren, konnte keine
Aktivierung der PLC durch G Proteine der G;, Protein-Familie detektiert werden (Dell’Acqua
et al., 1993). Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit den von L. Vogel erhobenen Daten an
CHO-M3 Zellen. Auch hier konnte kein Effekt von PTX-sensitiven G Proteinen auf die Gg1-
Signalkaskade detektiert werden (Dissertation Vogel, 2015). Hier besteht mdglicherweise ein
Unterschied im Kopplungsverhalten der beiden ungeradzahligen muskarinischen Subtypen
M1 und M3, die beide primar G Proteine der G, Protein-Familie aktivieren. Fur den

ebenfalls Gy11-gekoppelten M5-Rezeptor liegen bisher keine Daten vor.

5.2 Rezeptor-Theorie der ,multiplen, aktiven Rezeptorzustande*

Neueren Untersuchungen zufolge kbnnen Rezeptor-Proteine mehr als einen aktiven Zustand
ausbilden (Krumins und Barber, 1997; Ghanouni et al., 2001), zu denen Agonisten
unterschiedliche Affinitdten aufweisen kénnen (Burgen 1966; Kenakin 1996) und damit die
Signaltransduktion und die Starke der Zellantwort beeinflussen kdnnen (Kenakin, 2002).
Wahrend ein endogener Ligand vermutlich alle Signalkaskaden induzieren kann, die der
entsprechende Rezeptor einleiten kann, wirde ein anderer Ligand eventuell nur bestimmte
Signalwege aktivieren, da er nicht alle Rezeptor-Konformationen stabilisieren kann (Smith et

al., 2011), wodurch es zu Unterschieden in der Starke der Zellantwort und zu einer
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selektiven Aktivierung einzelner Signalwege kommen kann.

5.2.1 Die intrinsische Aktivitat der orthosterischen Liganden Iperoxo und
Carbachol war abhangig vom Signalweg

Ausgehend von dem Modell des ,agonist-trafficking“ nach Kenakin (1995b und 1997, siehe
auch Einleitung) kdnnen unterschiedliche Agonisten verschiedene Rezeptor-Konformationen
induzieren und in der Folge zu unterschiedlichen pharmakologischen Effekten in der Zelle
fuhren (Kenakin, 1995b und 1997). Diese Theorie wird im Folgenden auf die Daten der hier

vorliegenden Arbeit angewendet.

Die funktionellen Daten, die in dieser Arbeit erhoben wurden, zeigten, dass die
orthosterischen Agonisten Iperoxo und Carbachol in den verschiedenen Signalkaskaden
unterschiedliche intrinsische Aktivititen aufwiesen. Iperoxo filhrte in [**S]GTPyS-
Bindungsversuchen, welche die Aktivierung von G;, Proteinen untersuchen, zu
supramaximalen Effekten, im Vergleich zu dem endogenen Liganden Acetylcholin (Kapitel
4.6.3, Abbildung 41). Carbachol fungierte hingegen in diesen Versuchen als Partialagonist
und konnte, bezogen auf Acetylcholin, nur ca. 70 % des Effektes induzieren (Kapitel 4.6.3,
Abbildung 41). In Gy41- und Gs-abhangigen Signalwegen zeigten Iperoxo und Carbachol in
Relation zu Acetylcholin jedoch keine signifikanten Unterschiede in ihren intrinsischen
Aktivitaten (Kapitel 4.4.1.4, Abbildung 16 und Kapitel 4.5.3, Abbildung 25).

5.2.1.1 Iperoxo fungierte am M1-Rezeptor als Superagonist fir Gj,-abhangige
Signalwege

Der Begriff ,Superagonismus® kommt vor allem im Bereich der Immunologie vor (z.B. Chen
et al., 2000; Beyersdorf et al., 2005), wird jedoch seit einigen Jahren auch in der Rezeptor-
Pharmakologie der G Protein-gekoppelten Rezeptoren angewendet (Tan et al.,, 2002;
Niemczyk et al., 2010; Schrage et al., 2013; Ubersichtsartikel: Smith et al., 2011; Langmead
und Christopoulos, 2013; Schrage et al., 2016). Im Feld der GPCRs bezeichnet der Begriff
~ouper-Agonist® eine synthethisch hergestellte Substanz, die eine hoéhere intrinsische

Aktivitat zu einem Rezeptor aufweist, als der endogene Ligand.

Schrage et al. (2013) konnten mithilfe des ,operational model“ nach Black und Leff (1983)
und durch eine Reduktion der Rezeptor-Reserve mittels einer Inaktivierungsmethode nach

Furchgott (1966) zeigen, dass Iperoxo an muskarinischen M2-Rezeptoren sowohl fir den
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Gio- als auch Gs-abhangigen Signalweg, gemessen in [*°S]GTPyS- und DMR-Versuchen,
eine héhere intrinsische Aktivitat aufweist als der endogene Ligand Acetylcholin und konnten
Iperoxo somit als Superagonist an muskarinischen MZ2-Rezeptoren charakterisieren
(Schrage et al., 2013, Ubersichtsartikel: Langmead und Christopoulos, 2013 und Schrage et
al., 2016).

In der hier vorliegenden Arbeit konnte fiir den G,,-Signalweg, welcher in [**S]GTPyS-
Bindungsversuchen gemessen wurde, gezeigt werden, dass Iperoxo im Vergleich zu dem
endogenen Liganden Acetylcholin als Superagonist am M1-Rezeptor, welcher stabil in CHO-
Zellen exprimiert wurde, fungierte (Kapitel 4.6.3, Abbildung 41). [*S]GTPyS-
Bindungsversuche messen den Nukleotidaustausch in Folge einer Rezeptor-Aktivierung und
untersuchen somit ein Ereignis, welches unmittelbar auf die Aktivierung des Rezeptors durch
den Agonisten folgt (vgl. Abbildung 77). Aus diesem Grund unterliegen diese Versuche
allenfalls einer sehr geringen Signalamplifikation (Milligan, 2003, Colabufo et al., 2007). Da
[**S]GTPyS-Bindungsversuche an Membranhomogenaten durchgefilhrt werden, hat eine
Rezeptor-Desensitisierung beziehungsweise -Internalisierung hier keinen Effekt auf den
beobachteten Superagonismus von Iperoxo (vgl. Engstrém et al., 2005). Die Daten aus den
,second messenger assays‘ IP1 und cAMP, welche die Aktivierung des Ggu1-
beziehungsweise des Gs-Signalwegs untersuchen, zeigten im Gegensatz zu den
[**S]GTPyS-Bindungsversuchen kein superagonistisches Verhalten von Iperoxo (vgl. Kapitel
4.4.1.4, Abbildung 16 und Kapitel 4.5.3, Abbildung 25). Ein méglicher Grund hierfiir konnte
sein, dass diese Versuche einer héheren Signalamplifikation unterliegen und damit kein
Unterschied in den intrinsischen Aktivitaten zwischen Iperoxo und Acetylcholin detektiert
werden konnte (vgl. Abbildung 77). Allerdings kann das Phanomen des Superagonismus’
auch nur in einzelnen Signalwegen, die durch den Rezeptor aktiviert werden kdnnen,
auftreten und muss sich nicht zwangslaufig in allen méglichen Signalkaskaden widerspiegeln
(Holst et al., 2005; Bennett et al., 2009).
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Abbildung 77: Starke Signalamplifikationen in ,,second messenger“ Assays (rechts)
fiihrten im Vergleich zu G Protein Assays (links) zu einer Maskierung von Super- und
Partialagonisten.

Ein weiteres Indiz dafir, dass Iperoxo nur auf dem G;-Signalweg als Superagonist fungiert,
wurde durch die Untersuchungen in DMR-Versuchen geliefert (Kapitel 4.7.6, Abbildung 56).
DMR-Versuche koénnen je nach Toxin-Vorbehandlung der Zellen einzelne Signalwege oder
Misch-Signale verschiedener Signalwege detektieren. In der hier vorliegenden Arbeit wurden
samtliche Toxine und Toxin-Kombinationen angewendet, um sowohl jeden einzelnen, als
auch Misch-Signale verschiedener Signalkaskaden zu messen. Wurden die CHO-M1 Zellen
simultan mit dem Gs Protein-Aktivator CTX und dem Gg41 Protein-Inhibitor FR behandelt, um
die Signalwege der G und Gy Proteine zu maskieren beziehungsweise zu inhibieren,
zeigte sich in den resultierenden Daten der rein G;,-vermittelte Effekt. Auch hier konnte der
superagonistische Effekt des Iperoxos in Relation zu Acetylcholin detektiert werden (Kapitel
4.7.6, Abbildung 56). Fir alle anderen untersuchten Signalwege im DMR-Assay fungierte
Iperoxo als Voll- und nicht als Superagonist (Kapitel 4.7.5.1, Abbildung 54 und Kapitel 4.7.7,
Abbildung 60). Da in diesem Assay der Umbau des Zytoskeletts und/oder die Umverteilung
von Effektor-Proteinen in Folge einer Rezeptor-Aktivierung gemessen werden, kénnen die
gemessenen Zellantworten aller Signalwege vermutlich einem hohen Grad an
Signalamplifikationen unterliegen. Da hier jedoch nur fir den Gj,-Signalweg ein

superagonistisches Verhalten von Iperoxo detektiert werden konnte, fungierte Iperoxo

197



5 Diskussion

vermutlich in  den anderen Signalwegen, unabhangig von einer mdglichen
Signalamplifikation, nur als Vollagonist. Holst et al. (2005) und Bennett et al. (2009) haben
bereits gezeigt, dass Superagonismus nicht zwangslaufig flr alle mdglichen Signalwege
auftreten muss, sondern auch auf die Aktivierung einzelner Signalkaskaden begrenzt sein
kann. Neben der supramaximalen intrinsischen Aktivitdit von Iperoxo in [*>S]GTPyS-
Bindungsversuchen, zeigte Iperoxo in allen drei, hier untersuchten Signalwegen, eine
Wirksamkeit, die 10-fach ([**S]GTPyS-Bindungsversuche) bis 100-fach (IP1- und cAMP-
Versuche) héher war, als die von Acetylcholin. Die Differenzen der Wirksamkeiten zwischen
Iperoxo und Acetylcholin in IP1- und [**S]GTPyS-Bindungsversuchen stimmen in etwa mit
denen des ebenfalls primar G4, Protein-gekoppelten M3-Rezeptors Uberein (Dissertation
Vogel, 2015).

Neben den funktionellen Daten wurde auch die Bindungsaffinitdt zum M1-Rezeptor flr
Iperoxo bestimmt (Kapitel 4.1.2, Abbildung 11). Sowohl flir Acetylcholin als auch flir Iperoxo
ergaben sich bei der Untersuchung der Bindungsaffinitdt an Membranhomogenaten
biphasische  Kurvenverlaufe mit einem hochaffinen und einem niedrigaffinen
Bindungszustand. Die Bindungsaffinitdt zum hochaffinen Rezeptorzustand lag fir Iperoxo um
etwa eine Dekade hoher, als die von Acetylcholin, die Affinitdt zum niedrigaffinen
Rezeptorzustand um etwa 1,5 Dekaden. Auch die Differenzen in den Bindungsaffinitaten
zwischen Iperoxo und Acetylcholin stimmten fir die beiden priméar G4 Protein-gekoppelten
M1- und M3-Rezeptoren Uberein (Dissertation Vogel, 2015). Vorherige Studien zeigten, dass
Iperoxo an allen flinf muskarinischen Subtypen eine héhere Bindungsaffinitat aufwies, als

Acetylcholin (Dissertation, Kaufel 2010; monophasische Kurvenauswertung).

Ein moglicher Grund flir den superagonistischen Charakter und die hohe Wirksamkeit und
Bindungsaffinitat des Iperoxos, was auch in den Untersuchungen am muskarinischen M2-
Rezeptor detektiert werden konnte (Schrage et al., 2013), liegt in der Interaktion des
Molekuls mit dem Rezeptor-Protein. FRET- (Forster Resonanzenergietransfer)
Untersuchungen am M2-Rezeptor offenbarten Unterschiede zwischen der Interaktion des
Iperoxos und der des Acetylcholins mit dem Rezeptor (Bock et al., 2012). Infolge der
Bindung von Iperoxo an das Rezeptorprotein kam es, vor allem im Bereich der intrazellularen
Schleifen, zu einer starkeren Konformationsanderung des Rezeptors im Vergleich zum
Acetylcholin-gebundenen Rezeptor (Bock et al., 2012). Mutagenese-Studien haben gezeigt,
dass vor allem die intrazellularen Schleifen 2 und 3 (ICL2 und ICL3) fir die Bindung des G
Proteins an den Rezeptor von groRer Bedeutung sind (Jastrzebska, 2013) und die G Protein-
Praferenz von Muskarin-Rezeptoren durch Aminosaduren der zweiten und dritten

intrazellularen Domane bestimmt wird (Blin et al., 1995; Wess, 1996). Mutations-Studien an
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muskarinischen M2-Rezeptoren flhrten zu tiefergreifendem Verstandnis Uber den
Bindungsmodus von Iperoxo. Schrage et al. (2013) konnten zeigen, dass Iperoxo neben der
klassischen Bindungsstelle (M2-Y104>3%) im Rezeptor noch mindestens eine weitere
Bindungsstelle im Rezeptor-Protein aufweist, die vermutlich durch den Isoxazolin-Ring des
Iperoxos okkupiert wird (Schrage et al.,, 2013). Aufgrund dieses vermuteten doppelten
Bindungsmodus' kann Iperoxo offenbar Rezeptorkonformationen stabilisieren, die G Proteine

mit hoher Effizienz aktivieren kdnnen (Schrage et al., 2013).

Ob ein ahnlicher Bindungsmechanismus, wie der fir den M2-Rezeptor oben beschriebene,
auch fir den M1-Rezeptor zutrifft, kann aufgrund der Datenlage zu diesem Zeitpunkt nicht
geklart werden. Aufgrund der hohen Sequenzhomologie zwischen den einzelnen Subtypen
der muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren ware ein solcher Mechanismus jedoch denkbar
und wirde den superagonistischen Charakter und die hohe Bindungsaffinitat und

Wirksamkeit des Iperoxos am M1-Rezeptor erklaren.

5.2.1.2 Carbachol fungierte als Partialagonist fiir G;,-abhangige Signalwege

Im Vergleich zu Acetylcholin zeigte Carbachol sowohl in [**S]GTPyS-Bindungsversuchen
(Kapitel 4.6.3, Abbildung 41) als auch in DMR-Assays (Kapitel 4.7.6, Abbildung 56)
partialagonistisches Verhalten fur den Gj,-abhangigen Signalweg. In IP1- und cAMP-Assays
(vgl. Kapitel 4.4.1.4, Abbildung 16 und Kapitel 4.5.3, Abbildung 25) hingegen fungierte
Carbachol als Vollagonist. Wie oben bereits erlautert wurde, kénnen Assays, welche die
Generierung von sekundaren Botenstoffen messen (IP1- und cAMP-Assays) durch eine
Signalamplifikation die Unterschiede in den intrinsischen Aktivitdten von Agonisten
maskieren und wie im Fall von Iperoxo gegebenenfalls einen Superagonismus maskieren.
Wie im Fall von Carbachol kdnnen auch Partialagonisten falschlicherweise als Vollagonisten
charakterisiert werden (vgl. Abbildung 77). G Protein-Assays, wie die [*>S]GTPyS-
Bindungsversuche, unterliegen nicht der Problematik der Signalamplifikation, da dieses
Messverfahren den Nukleotidaustausch detektiert und damit ein Ereignis, welches
unmittelbar auf die Rezeptor-Aktivierung folgt (Milligan 2003; Engstrém et al., 2005, vgl.
Abbildung 77). Ein weiterer Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse in [*°*S]GTPyS-
Bindungsversuchen und cAMP-Assays konnte darin liegen, dass vor allem in cAMP-Assays
die Rezeptor-Reserve eine grofle Rolle spielt, welche einen Partialagonisten als
Vollagonisten maskieren kann (Adham et al., 1993; Umland et al., 2001). In der Zelle stellen
Adenylylzyklasen, welche das Schllisselenzym in G;,- und Gg-abhangigen Signalwegen sind,

den limitierenden Faktor im Vergleich zu Rezeptoren und G Proteinen dar, weswegen cAMP-
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Assays haufig dem Phanomen der Rezeptor-Reserve unterliegen (Kim et al., 1994), und
Partialagonismus demzufolge verschleiert werden kann. In rekombinanten Zell-Linien, wie
die hier genutzten CHO-Zellen, werden die zu untersuchenden Rezeptoren haufig
Uberexprimiert, was das stdchiometrische Ungleichgewicht zwischen Rezeptoren und

Adenylylzyklasen noch verstarkt und damit auch das Phanomen der Rezeptor-Reserve.

Im Vergleich zu den Aktivierungsdaten flir den Gg-abhangigen Signalweg aus cAMP-
Versuchen (Kapitel 4.5.3, Abbildung 25), in denen Carbachol ein Vollagonist war, zeigten die
Daten fiur Gs-abhangige Signalwege aus DMR-Versuchen signifikant héhere Wellenlangen-
Verschiebungen in den negativen Bereich fir Carbachol als fiir Acetylcholin (Abbildung 78).
Da in DMR-Versuchen neben den G Proteinen auch noch andere Effektor-Proteine, wie zum
Beispiel B-Arrestine, an der Zellantwort beteiligt sein kénnen, kann hier keine endglltige
Aussage Uber einen moglichen supramaximalen Effekt durch Carbachol getroffen werden,
weil nicht alle Faktoren berlcksichtigt werden koénnen, die einen Einfluss auf die
Wellenlangenverschiebung haben konnten. In cAMP-Assays, welche ebenfalls den G-
abhangigen Signalweg untersuchen, konnte dieser supramaximale Effekt des Carbachols
nicht beobachtet werden. Ein mdglicher Grund hierfir kdénnte sein, dass aufgrund einer
hohen Rezeptor-Reserve oder einer hohen Signalamplifikation in diesem ,second-
messenger assay‘ der superagonistische Charakter des Carbachols fir Gs-vermittelte
Signalwege maskiert wurde. Alternativ ware es auch mdglich, dass aufgrund der Interaktion
des M1-Rezeptors mit anderen Effektor-Proteinen, die ebenfalls einen Einfluss auf die
intrazellulare Massenumverteilung haben, féalschlicherweise eine hdhere Wellenlangen-

Verschiebung auf einen superagonistischen Effekt zurtickgefuhrt wurde.
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DMR-Versuch: G;-Signalweg
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Abbildung 78: Vergleich der Wellenlangenverschiebungen zwischen Acetylcholin und
Carbachol fiir den Gs-abhangigen Signalweg zu drei verschiedenen Zeitpunkten.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. eines reprasentativen, basislinien-korrigierten
Einzelversuches in Vierfachbestimmung zu den Zeitpunkten t=1500 Sekunden, t=2400
Sekunden und t=3600 Sekunden. Ordinate: Wellenlangenverschiebung in Picometern.
Abszisse: Zeitpunkt der Messung in Sekunden. " Signifikanter Unterschied zwischen der
Zellantwort (in A pm) durch Carbachol und Acetylcholin (t-Test, p<0,05, 0,01).

Bei der Untersuchung der Bindungs-Charakteristika von Carbachol am muskarinischen M1-
Rezeptor konnten, wie im Fall von Acetylcholin und Iperoxo, auch hier biphasische
Kurvenverlaufe mit einem hochaffinen und einem niedrigaffinen Bindungszustand detektiert
werden (Kapitel 4.1.2, Abbildung 11). Die Affinitdten von Carbachol zum hochaffinen und
zum niedrigaffinen Rezeptorzustand waren um etwa eine Dekade geringer, als die von

Acetylcholin.

5.3 Dualsterische Hybridliganden

5.3.1 In Abhangigkeit der Kettenlange und des allosterischen Substituenten
kam es zu unterschiedlichen Einflissen der Liganden auf die Signalwegs-

Aktivierung

Bereits 1969 konnten Lillmann et al. das Verhalten von Alkanbisammonium-Verbindungen
an M2-Rezeptoren in Meerschweinchen-Vorhéfen auf allosterische Interaktionen
zurtckfihren, ein Mechanismus der zu diesem Zeitpunkt nur in der Enzymchemie bekannt
war. Seit den achtziger Jahren hauften sich jedoch die Hinweise, dass G Protein-gekoppelte
Rezeptoren der Familie A neben der orthosterischen Bindungstasche, an die der endogene
Ligand bindet, (ber weitere ,allosterische Bindungstaschen verfligen (Ubersichtsartikel:
Christopoulos, 2002; Christopoulos und Kenakin, 2002; Birdsall und Lazareno, 2005).
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Abhangig von der Art des allosterischen Liganden kdnnen Rezeptor-Konformationen
induziert werden, die unterschiedliche Effekte auf die Rezeptor-Aktivierung und
Signaltransduktion austiben kdénnen. Durch das Konzept der dualsterischen Hybridliganden
nutzt man die simultane Bindung an eine weniger stark konservierte allosterische
Bindungstasche, um eine Subtyp- und Signalweg-Selektivitat der Liganden zu generieren,
und an die konservierte orthosterische Bindungsstelle, um den Rezeptor mit hoch-affinen

Substanzen zu aktivieren (Antony et al., 2009).

Die hier verwendeten dualsterischen Hybridliganden zeigten in den Untersuchungen am M1-
Rezeptor unterschiedliche Aktivierungsmuster in Bezug auf ihre intrinsische Aktivitat, ihre
Wirksamkeit und Affinitdt zum Rezeptor und auch in ihren Einflissen auf die G Protein-
Kopplung. Bock et al. (2012) gelang es mithilfe von dualsterischen Liganden zu zeigen, dass
das Kopplungsverhalten des M2-Rezeptors hoch sensitiv von der Flexibilitat der
allosterischen Bindungstasche abhangt und damit durch den gezielten Einsatz speziell daflr
entwickelter Hybridliganden die Signaltransduktion des M2-Rezeptors kontrolliert werden
kann. Dieses Konzept wurde im Rahmen dieser Arbeit fir den M1-Rezeptor umgesetzt.
Infolge einer Rezeptor-Aktivierung kommt es zu einer Konformationsdnderung des Rezeptor-
Proteins, welche das allosterische Vestibll miteinschlief3t; diese Umlagerung spielt eine
wichtige Rolle bei der nachfolgenden G Protein-Aktivierung (Wess et al., 2008; Mohr et al.,
2010). Wird das allosterische Bindungsareal durch einen Liganden besetzt, kann die
Konformationsanderung nicht, beziehungsweise nicht in vollem AusmalR stattfinden und die
nachgeschaltete G Protein-Aktivierung kann dadurch beeintrachtigt werden. Der M1-
Rezeptor kann in Abhangigkeit vom Agonisten unterschiedliche aktive Konformationen
einnehmen (Shapiro et al., 1992), die sich in ihrer Signaltransduktion unterscheiden kénnen
(Kenakin, 2002). Vor allem flexible Liganden kdnnen zahlreiche Konformationen im

Rezeptor-Protein induzieren (Schulman et al., 1991)

Der Aufbau der hier genutzten dualsterischen Liganden beruht auf dem gleichen Prinzip, wie
es fur den M2-Rezeptor angewendet wurde, und die Substanzen sind zum Teil identisch mit
denen, die von A. Bock genutzt wurden (Bock et al., 2012). Der orthosterische Baustein wird
durch den hoch-affinen muskarinischen Agonisten Iperoxo gebildet, welcher Gber eine Alkyl-
Kette unterschiedlicher Lange beziehungsweise Uber einen ,Diamid-Linker® mit dem
allosterischen Substituenten Phthalimid oder Naphthalimid verknulpft ist. Iperoxo ist ein
Agonist mit auRergewodhnlich hoher Affinitat fir die muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren
(Dallanoce et al., 1999; Antony et al., 2009; Schrage et al., 2013 und 2014). Phthalimid und
Naphthalimid sind inverse Agonisten, die an das allosterische Vestibll des Rezeptors

binden. Das Prinzip der dualsterischen Liganden beruht auf der Aktivierung des Rezeptors
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durch einen orthosterisch-bindenden Liganden mit hoher Affinitat zum Rezeptor und einer
Generierung einer Subtyp-selektiven Rezeptor-Bindung mithilfe des allosterischen
Bausteins, da die Aminosauren der allosterischen Bindungstasche in der Regel weniger
konserviert sind, als die der orthosterischen. Durch die Nutzung von inversen Agonisten als
allosterischem Substituenten wird der Rezeptor nur dann aktiviert, wenn die Liganden in
einem dualsterischen Bindungsmodus an den Rezeptor binden, also die Bindung simultan an
das orthosterische und das allosterische Vestibll stattfindet und nicht, wenn die Hybride rein

allosterisch binden.

»,Molecular Docking Simulationen“ haben gezeigt, dass das extrazellulare Vestibul des M1-
Rezeptors enger ist, als das des M2-Rezeptors (Dr. Bermudez, FU Berlin, vgl. Abbildung 79,
nicht publiziert). Demzufolge haben voluminése allosterische Substituenten einen starkeren
Einfluss auf die Rezeptor-Flexibilitat des M1-Rezeptors als dieses fir den M2-Rezeptor

gezeigt wurde (Bock et al., 2012).

Abbildung 79: Das extrazelluldre Vestibil im M1-Rezeptor ist enger als das des M2-
Rezeptors.

Ergebnisse einer ,Molecular Docking-Simulation“ durch Dr. Marcel Bermudez und Professor
Wolber, Freie Universitat, Berlin (nicht publiziert). Vergleich der Kristallstrukturen des
inaktiven Rezeptors (M1: 5CVX; M2: 3UON).

Funktionelle Daten aus IP1-Versuchen konnten die Hypothese bestatigen, dass der M1-
Rezeptor sensitiver gegenlber einer Einschrankung der Flexibilitdt in der allosterischen
Bindungstasche ist, als der M2-Rezeptor. Durch einen Vergleich der Signalwegsaktivierung
des jeweils praferieten G Proteins des M1- beziehungsweise M2-Rezeptors wurde
ersichtlich, dass der volumindse Naphthalimid-Rest eine starkere Einschrankung auf die
Signaltransduktion des M1-Rezeptors ausgetbt hat, als auf den M2-Rezeptor. Da der M2-

Rezeptor bevorzugt G Proteine der Gj,-Familie aktiviert, werden hier die Ergebnisse der
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[**S]GTPyS-Bindungsversuche mit den Ergebnissen aus IP1-Versuchen des M1-Rezeptors
verglichen, da der M1-Rezeptor préaferentiell Gy Proteine rekrutiert. Durch die kurze
.Linker“-Kette und den volumindsen Rest Naphthalimid fihrte Iper-6-naph zu einer sehr
starken Restriktion der Rezeptor-Flexibilitat und konnte den M1-Rezeptor in keinem, der hier
gemessenen, funktionellen Assays aktivieren. Im Gegensatz dazu konnte Iper-6-naph den
M2-Rezeptor mit einer intrinsischen Aktivitdt von ca. 50 % fir die Rekrutierung von G,
Proteinen aktivieren (Bock et al., 2012). Durch eine Substitution des allosterischen Restes
Naphthalimid gegen das weniger volumindse Phthalimid konnte sowohl fur den M2-Rezeptor
(Bock et al., 2012) als auch fur den M1-Rezeptor eine Zunahme in der intrinsischen Aktivitat

von Iper-6-phth im Vergleich zu Iper-6-naph beobachtet werden.

Abbildung 80: Vergleich des Volumens von Iper-6-phth (links) und Iper-6-naph
(rechts).

Ubernommen von Dr. Marcel Bermudez und Professor Wolber, Freie Universitat, Berlin
(nicht publiziert).

Unterschiede innerhalb der beiden Molekulstrukturen sind durch die Pfeile gekennzeichnet.

Abbildung 80 zeigt die Unterschiede in dem Volumen von Iper-6-phth und Iper-6-naph.
Neben dem grofieren allosterischen Rest (vgl. blaue Pfeile in Abbildung 80), weist Iper-6-
naph, im Vergleich zu Iper-6-phth, zwischen dem positiv geladenen Stickstoff und dem
Ringsystem an Position zwei des Trimethylen-,Linkers* zwei zusatzliche Methylreste auf (vgl.
rote Pfeile in Abbildung 80). Auch in diesem Bereich kommt es folglich zu einer
Volumenzunahme, welche die Flexibilitdt des Ligand-besetzten Rezeptors weiter

einschrankt.

Bock et al. (2012) konnten zeigen, dass der praferierte Signalweg des M2-Rezeptors, der
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Gj,-abhangige Signalweg, weniger durch die allosterische Bindung beeinflusst wird, als der
sekundare Signalweg, also die Aktivierung von G Proteinen. Auch in den Untersuchungen
am M1-Rezeptor konnte gezeigt werden, dass die vom M1-Rezeptor préaferierten G4
Proteine, gemessen in IP1-Assays, weniger durch die Einschrankung der Flexibilitat in der
allosterischen Bindungstasche beeinflusst werden, als die Aktivierung der weniger
praferierten Gs Proteine. Iper-6-phth fungierte als Ggq4-selektiver Agonist. Im  Ggpq-
abhangigen Signalweg wies diese Substanz eine intrinsische Aktivitat von 55,0 £ 1,5 % auf,
in Gs-und Gj,-abhangigen Signalwegen wirkte sie jedoch antagonistisch. Diese funktionelle
Selektivitat, die Iper-6-phth am M1-Rezeptor zeigte, ist in der Arzneimittelforschung von
groRem Interesse, da die Substanzen gezielter eingesetzt und kontrolliert werden kénnen
und die Therapie weniger durch unerwiinschte Arzneimittelwirkungen belastet wird. Der G-
abhangige Signalweg wurde zu einem noch gréferen Ausmalfd durch die Okkupierung der
allosterischen Bindungstasche behindert. Nur die beiden Hybride Iper-8-phth und Iper-fri-
phth konnten eine G, Protein-Aktivierung induzieren (Kapitel 4.6.5, Abbildung 43). Thomas
et al. (2008) konnten fir die beiden allosterischen Agonisten 77-LH-28-1 und AC-42 in
[**S]GTPyS-Bindungsversuchen am M1-Rezeptor ebenfalls keine Aktivierung von Gy,
Proteinen zeigen. Sie beobachteten, dass allosterische Agonisten, im Vergleich zu
orthosterischen Partialagonisten mit &hnlicher intrinsischer Aktivitat in anderen Signalwegen,
den GDP/GTP-Austausch an G;, Proteinen weniger effektiv induzieren kénnen (Thomas et
al., 2008). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die von Thomas et al. (2008)
suggerieren, dass der Gy,-Signalweg hoch sensitiv gegeniber einer Einschrankung der

Flexibilitat des allosterischen Vestibdils ist.
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iper-6-naph

iper-7-naph

Abbildung 81: Die zwei zusatzlichen Methylgruppen in den ,,naph-Hybriden“ fiihrten
bei Liganden mit kurzen ,Linker-Ketten“ (vgl. Iper-6-naph) zu einer sterischen
Kollision mit der Aminosaure W400.

Ergebnisse einer ,Molecular Docking Simulation® durch Dr. Marcel Bermudez und Professor
Wolber, Freie Universitat, Berlin (nicht publiziert). Der rote Pfeil kennzeichnet den
Unterschied in der sterischen Anordnung der beiden Methylreste in den Molekilen Iper-6-
naph (links) und Iper-7-naph (rechts).

Abbildung 81 verdeutlicht den Unterschied in der sterischen Anordnung der zwei
zusatzlichen Methylreste in den Naphthalimid-Hybriden in Abhangigkeit von der Kettenlange.
Die Aminosaure W400 spielt eine wichtige Rolle in der Bindung allosterischer Liganden an
das Rezeptor-Protein (Matsui et al., 1995). In der Substanz Iper-6-naph (Abbildung 81, links)
fuhrten die beiden Methylreste zu einer sterisch unginstigen Anordnung, sodass es zu einer
Kollision mit der Aminosaure W400 kam. Dadurch wurden bei der Bindung von Iper-6-naph
an den M1-Rezeptor bevorzugt inaktive Rezeptor-Konformationen induziert. Iper-6-naph
konnte zwar an den M1-Rezeptor binden (Kapitel 4.3, Abbildung 13), aber konnte keine G
Protein-abhangigen Signalkaskaden induzieren und zeigte somit antagonistisches Verhalten
am M1-Rezeptor. Untersuchungen an M2-; M3- und M4-Rezeptoren zeigten, dass Iper-6-
naph diese Rezeptoren zumindest fir die Aktivierung von zwei unterschiedlichen G Protein-
Familien aktivieren konnte (Dissertation JanRen, 2011; Bock et al., 2012; Dissertation Vogel,
2015). Iper-6-naph konnte aufgrund dieser Datenlage als M1-selektiver Antagonist
charakterisiert werden (fur den M5-Rezeptor liegen derzeit keine entsprechenden Daten vor).
Da die Molekulstruktur von Iper-6-phth diese zwei Methylreste nicht aufwies, fihrte die
Bindung dieser Substanz nicht zu einer sterischen Kollision mit W400 und Iper-6-phth konnte
aktive Rezeptor-Konformationen stabilisieren, welche in der Folge zu einer Aktivierung der

Ggni-abhangigen Signalkaskade fuhrten. Gs und Gj, Proteine konnten im Gegensatz dazu
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nicht durch die Bindung von Iper-6-phth an den M1-Rezeptor aktiviert werden. Iper-6-phth
fungierte also als Gy1-selektiver Agonist. Untersuchungen an M2-, M3- und M4-Rezeptoren
zeigten, dass Iper-6-phth mehr als eine G Protein-Familie in diesen Rezeptor-Subtypen
aktivieren konnte und damit keine Signalweg-Selektivitat in M2-, M3- und M4-Rezeptoren
zeigt (Dissertation JanfRen, 2011; Bock et al., 2012; Dissertation Vogel, 2015). Durch die
verlangerte Alkyl-Kette in der Testsubstanz Iper-7-naph (Abbildung 81, rechts) verschob sich
die Position der zwei Methylreste innerhalb des Rezeptor-Proteins, sodass diese nicht mehr
mit der Aminosaure W400 kollidierten. Folglich wurde die Rezeptor-Aktivierung durch
langere ,Linker* verbessert und der Rezeptor konnte verschiedene G Protein-Familien
promiskuitiv aktivieren. Durch eine Verlangerung der ,Linker“-Ketten gewinnt der Rezeptor
wieder an Flexibilitdt und die intrinsische Aktivitdt der Substanzen wurde verbessert, zu
Lasten der selektiven Signalwegsaktivierung. Zeigte Iper-6-phth noch Gg4-selektives
Aktivierungsverhalten und Iper-6-naph M1-selektiven Antagonismus, konnten die Hybride mit
langeren Alkyl-Ketten sowohl alle muskarinischen Rezeptor-Subtypen, als auch G Proteine
unterschiedlicher G Protein-Familien aktivieren (fir den M5-Rezeptor liegen keine Daten
vor). Die Iper-7-X und Iper-10-X Hybride konnten neben G, Proteinen auch Gs Proteine
aktivieren. lper-8-phth und Iper-fri-phth konnten darliber hinaus auch noch Gj,-abhangige
Signalwege aktivieren, ihre korrespondierenden Hybridliganden mit dem voluminéseren Rest

Naphthalimid induzierten im Gegensatz dazu nur eine Aktivierung von Gy und G Proteinen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden wesentliche Unterschiede zwischen der Aktivierung des
M1-Rezeptors und der, der anderen muskarinischen Subtypen heraus gearbeitet. Die
erhobenen Daten flr die beiden Substanzen Iper-6-phth und Iper-6-naph zeigten, dass der
M1-Rezeptor sensitiver gegenlber einer Restriktion des allosterischen Vestiblls ist, als die
Subtypen M2, M3 und M4 (fir den M5-Rezeptor liegen derzeit keine Daten vor). Iper-6-phth
konnte in der hier vorliegenden Arbeit als Gy¢-selektiver Agonist charakterisiert werden;
Iper-6-naph als M1-selektiver Antagonist. Diese Daten verdeutlichen die Bedeutung der
Flexibilitat der allosterischen Bindungstasche fir die Signalwegs-Aktivierung des M1-
Rezeptors. Weitere Modifikationen der allosterischen Substituenten und der ,Linker“-Ketten

kénnten in der Zukunft zu weiteren Subtyp-selektiven Substanzen fiihren.
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iper-7-phth

iper-6-naph
iper-6-phth

Abbildung 82: Vergleich der Lokalisation der Hybride mit Alkyl-,Linkern“ im M1-
Rezeptor.

Ergebnisse einer ,Molecular Docking-Simulation“ durch Dr. Marcel Bermudez und Professor
Wolber, Freie Universitat, Berlin (nicht publiziert).

Der orthosterische Baustein Iperoxo zeigte bei allen Hybriden, die im Rahmen dieser Arbeit
genutzt wurden, eine nahezu identische Position im Rezeptor-Protein. Die Lage des
allosterischen Restes war stark abhangig von der Art und der Lange des jeweiligen ,Linkers"
(Abbildung 82). ,Molecular Docking“ Simulationen zeigten, dass Iper-6-naph bevorzugt an
die inaktive Struktur des M1-Rezeptors bindet, da es aufgrund der beiden zusatzlichen
Methylreste in der Molekullstruktur des Iper-6-naphs zu einer sterischen Beeintrachtigung der
Rezeptor-Bindung kam, vor allem im Bereich der Aminosdure W400 (Abbildung 81, Dr.
Bermudez, nicht publiziert). Bock et al. (2012) konnten bereits fur den M2-Rezeptor zeigen,
dass die Lage des allosterischen Substituenten im extrazellularen Vestibll eine wichtige
Rolle fir die Signalwegsaktivierung spielt. Durch die Restriktion der Flexibilitdt des Rezeptor-
Proteins, in Folge der allosterischen Bindung, kam es auch in den intrazellularen Schleifen
zu einer Beeintrachtigung der Konformationsdnderung und damit zu einer gestérten
Signaltransduktion (Bock et al., 2012).

Durch eine Substitution der Alkyl-Kette gegen ,Diamid-Linker wurde ersichtlich, dass diese
Art von ,Linker“-Ketten bezogen auf den allosterischen Rest gegenlaufige Effekte auf die G
Protein-Aktivierung ausiben; Iper-fri-phth unterschied sich weder in der intrinsischen Aktivitat
noch in der Wirksamkeit signifikant von Acetylcholin und konnte somit als Vollagonist fur
Ggn1- und Gs-abhéngige Signalwege klassifiziert werden. Iper-fri-naph zeigte in IP1-Assays
mit einer intrinsischen Aktivitat von 75,7 + 0,6 % und einer Wirksamkeit von 6,59 + 0,08

signifikante Unterschiede zu dem endogenen Liganden Acetylcholin. In Gg-abhangigen
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Signalwegen war die intrinsische Aktivitat von Iper-fri-naph mit 37,2 + 3,4 % hoch signifikant
verschieden von dem Effekt, der durch Acetylcholin ausgelést wurde. Der starre ,Diamid-
Linker, der seine Position im Rezeptor-Protein durch die Ausbildung von
Wasserstoffbriicken stabilisiert, fixiert den allosterischen Substituenten im extrazellularen
Vestibll. Im Fall des ,Phth-Hybrids® flhrt diese starre Anordnung zu einer hoéheren
intrinsischen Aktivitat in Gg11-, Gs- und Gj,-abhéngigen Signalwegen im Vergleich zu dem
Hybrid Iper-8-phth, welches eine ahnliche Kettenlange aufweist (vgl. Abbildung 83). Iper-fri-
phth und Iper-8-phth unterscheiden sich folglich nur in der Art der ,Linker“-Kette. In ERK-
Phosphorylierungs- Reaktionen fungierten beide Hybride als Vollagonist.

iper-fri-phth

Abbildung 83: Vergleich der Lokalisation der beiden Hybride Iper-8-phth und Iper-fri-
phth im M1-Rezeptor.

Ergebnisse einer ,Molecular Docking-Simulation“ durch Dr. Marcel Bermudez und Professor
Wolber, Freie Universitat, Berlin (nicht publiziert).

Im Fall des ,Naph-Hybrids“ fihrte diese starre Anordnung des Moleklls Iper-fri-naph im
Rezeptor-Protein zu einer weiteren Einschrankung der Rezeptor-Flexibilitat, welche im
Vergleich zu dem, in der Kettenldnge korrespondierenden Hybrid, Iper-8-naph, in einer
reduzierten intrinsischen Aktivitdt in Ggqs-abhangigen Signalwegen resultierte. In G-
abhangigen Signalwegen unterschieden sich Iper-fri-naph und Iper-8-naph in ihrer
intrinsischen Aktivitdt nicht signifikant voneinander. Zudem konnten beide Hybride den
Rezeptor nicht fir die Rekrutierung von Gj, Proteinen aktivieren. Dieser Signalweg scheint
folglich hoch sensitiv auf eine Restriktion der Flexibilitat im allosterischen Bindungsareal zu

reagieren.

G Protein-gekoppelte Rezeptoren kénnen in Abhangigkeit des Liganden unterschiedliche,

aktive Rezeptor-Konformationen ausbilden, die sich in ihrer Signaltransduktion und der
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Rekrutierung von G Proteinen unterscheiden kénnen (z.B. Christopoulos et al., 1998;
Kenakin, 2003). In Anlehnung an dieses Konzept lassen sich die Unterschiede im
Aktivierungsverhalten der dualsterischen Hybride so erklaren, dass diese in Abhangigkeit
des ,Linkers® und des allosterischen Restes unterschiedliche Konformationen im Rezeptor-
Protein induzieren, die in ihren Effekten auf das Aktivierungsmuster des Rezeptors variieren
(vgl. Thomas et al., 2008). Sowohl der orthosterische, als auch der allosterische Baustein
des Liganden kénnen die Konformation des Rezeptors beeinflussen (z.B. Mohr et al., 2013).
Bei den hier genutzten Hybridliganden induzierte der orthosterische Baustein Iperoxo, als
agonistisch-wirkende Substanz eine aktive Rezeptor-Konformation. Der allosterische
Substituent, als inverser Agonist, stabilisierte eine inaktive Konformation des Rezeptors.
Dieser ,functional misfit (Mohr et al., 2010) der beiden Bausteine wirkt sich folglich
gegenlaufig auf die Rezeptor-Aktivierung aus, weswegen sich die intrinsische Aktivitat der
Hybridliganden zum Teil hoch signifikant von der, der Muttersubstanz Iperoxo unterscheidet.
Interessanterweise, zeigten die ,naph-Hybride® trotz ihrer geringeren intrinsischen Aktivitat
am M1-Rezeptor eine signifikant hohere Affinitdt und Wirksamkeit zu diesem als ihre
korrespondierenden Hybridliganden mit dem kleineren allosterischen Rest Phthalimid. Auch
dieses Phanomen beruht vermutlich auf der Induzierung unterschiedlicher Rezeptor-
Konformationen durch die ,naph-“ beziehungsweise ,phth-Hybride“. Neben einem
dualsterischen Bindungsmodus kénnen die Hybride auch rein allosterisch binden. Eine rein
allosterische Bindung durch Phthalimid oder Naphthalimid wiirde nicht zu einer Aktivierung

des Rezeptors fiihren, was sich in der Wirksamkeit des Hybrids widerspiegeln wirde.

,Molecular Docking Simulationen® am M1-Rezeptor ergaben, dass aufgrund des engeren
extrazellularen Vestiblls im Vergleich zum M2-Rezeptor volumindse allosterische Reste
bevorzugt in der dualsterischen Bindungspose und nicht rein allosterisch binden (Dr.
Bermudez, nicht publiziert). Eine genaue Aussage uber den Bindungsmodus der
dualsterischen Hybride am M1-Rezeptor ist zu diesem Zeitpunkt nicht méglich. Aufgrund der
Befunde von Dr. Bermudez ware es jedoch denkbar, dass eine gréRere Fraktion der ,naph-
Hybride® in der dualsterischen Bindungspose an den M1-Rezeptor bindet und diese damit
eine héhere Wirksamkeit und Affinitdt zum M1-Rezeptor zeigen, als die ,phth-Hybride®, die
eventuell bevorzugt rein allosterisch binden. Aufgrund der Uberexprimierten M1-Rezeptoren
in CHO-Zellen und der damit verbundenen Rezeptor-Reserve reichte die geringere Fraktion,
der dualsterisch-bindenden ,phth-Hybride” scheinbar aus, um zum Teil vollagonistische
Effekte in IP1-Assays zu vermitteln und damit héhere intrinsische Aktivitaten als die ,naph-
Hybride* aufzuweisen, die wie oben beschrieben bevorzugt inaktive Rezeptor-

Konformationen stabilisieren.
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6 Zusammenfassung

Muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren vom Subtyp 1 koppeln bevorzugt an G Proteine der
Ggni-Familie, kdnnen aber promiskuitiv auch G Proteine anderer Familien aktivieren.
Dualsterische Hybridliganden bieten aufgrund der Bindung an weniger konservierte
allosterische Bindungsareale im Gegensatz zu orthosterisch-bindenden Liganden das
Potential sowohl Subtyp- als auch Signalweg-selektiv zu sein. Eigenschaften, die in der
Arzneimittelforschung von groRem Interesse sind, um Wirkstoffe gezielter anwenden zu

kénnen und das Spektrum unerwilinschter Arzneimittel-Wirkungen gering zu halten.

Die dualsterischen Hybridliganden flihrten zu einer Einschrankung der Flexibilitat innerhalb
der allosterischen Bindungstasche und konnten in Abhangigkeit von der Art und Lange ihrer
,Linker‘-Ketten und ihrem allosterischen Substituenten die Signaltransduktion am
muskarinischen M1-Rezeptor einschranken. Durch die Substanz Iper-6-phth gelang es eine
Signalwegs-Selektivitdt am M1-Subtyp zu erreichen; sie konnte als G1s-selektive Substanz
an diesem Subtyp charakterisiert werden. Iper-6-naph zeigte in funktionellen Experimenten
keine intrinsische Aktivitat, konnte jedoch an den M1-Rezeptor binden und zeigte
dementsprechend antagonistischen Charakter. Vorherige Studien an den anderen
muskarinischen Subtypen klassifizierten Iper-6-naph als Partialagonist (Dissertation Janf3en,
2011; Bock et al., 2012; Dissertation Vogel, 2015). Iper-6-naph war folglich ein M1-selektiver
Antagonist. Durch einen Vergleich der funktionellen Untersuchungen mit Iper-6-phth und
Iper-6-naph an M1-, M2-, M3- und M4-Rezeptoren zeigte sich, dass der M1-Rezeptor am
sensitivsten gegentber einer Restriktion der allosterischen Flexibilitat ist (vgl. Dissertation
Janfen, 2011; Bock et al., 2012; Dissertation Vogel, 2015). Diese Ergebnisse zeigen, dass
es tatsachlich moglich ist, durch den Einsatz dualsterischer Liganden sowohl eine Subtyp-
als auch eine Signalwegs-Selektivitat zu erreichen. Durch langere ,Linker‘-Ketten
verbesserte sich die Flexibilitdt innerhalb des Rezeptor-Proteins wieder und die
dualsterischen Hybridliganden mit langeren Alkyl-,Linkern“ beziehungsweise einem Diamid-
.Linker® (-fri-, synthetisiert von dem Arbeitskreis um Herrn Professor De Amici, Mailand)
konnten promiskuitiv verschiedene Signalwege einleiten. Aufgrund des ,functional misfits"
(Mohr et al., 2010) zwischen dem orthosterischen Agonisten Iperoxo und dem inversen
Agonisten Phthalimid beziehungsweise Naphthalimid als allosterischem Substituenten,
zeigten alle Hybridliganden in den drei untersuchten Signalwegen eine geringere
Wirksamkeit, angegeben als ECs-Wert, als die Muttersubstanz Iperoxo. Auch die
intrinsische Aktivitat der Hybride war zum Teil signifikant geringer als die der Muttersubstanz.
Mit Ausnahme von Iper-8-phth und Iper-fri-phth konnte keine der hier untersuchten

dualsterischen Substanzen den M1-Rezeptor fir die Rekrutierung von G;, Proteinen
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aktivieren. Es ergab sich aufgrund der Daten aus funktionellen Experimenten folgende
Reihenfolge in Bezug auf die Sensitivitdt des Signalwegs gegenliber einer Einschrankung
der allosterischen Rezeptor-Flexibilitat Gg11<Gs<Gj,. Folglich scheint der Gj,-vermittelte
Signalweg am sensitivsten auf die Einschrankung der allosterischen Rezeptor-Flexibilitat zu
reagieren. Untersuchungen des Gg-abhangigen Signalwegs unter Zusatz des spezifischen
Ggn1 Protein-Inhibitors FR zeigten, dass die Hybridliganden mit dem volumindsen Rest
,naph“ Gs-abhangige Signalwege nur in Abhangigkeit aktiver G411 Proteine einleiten konnten.
Die ,phth“ Hybride, mit Ausnahme von Iper-6-phth, konnten die Adenylylzyklasen auch allein
uber Gs Proteine stimulieren, jedoch verstarkte sich der Effekt auf Adenylylzyklasen
signifikant in Anwesenheit aktiver G411 Proteine. Auch der Gs-abhangige Signalweg zeigte
sich demzufolge hoch sensitiv gegenuber einer Einschrankung der Flexibilitdt des

allosterischen Bindungsareals.

Durch die Untersuchung der drei orthosterischen Liganden Acetylcholin, Carbachol und
Iperoxo konnten auch Unterschiede in der Signalwegs-Aktivierung detektiert werden, die
nicht auf der allosterischen Bindungstasche basieren. Die intrinsische Aktivitdt von Iperoxo
fur Gj,-abhangige Signalwege war signifikant hoher, als die des endogenen Ligandens
Acetylcholin. Iperoxo konnte also als Superagonist fir Gj,-abhangige Signalwege identifiziert
werden. Carbachol fungierte hingegen nur als Partialagonist fur die Rekrutierung von Gy,
Proteinen. Iperoxo und Carbachol scheinen folglich andere Rezeptor-Konformationen zu
induzieren, als der endogene Ligand und unterscheiden sich dadurch sowohl in ihrer Affinitat

zum M1-Rezeptor als auch in ihrer intrinsischen Aktivitat.

Die Interaktionen der Liganden mit der orthosterischen, als auch mit der allosterischen

Bindungstasche spielen folglich eine Schlisselrolle in der Signaltransduktion.

Ein weiteres Hauptziel dieser Arbeit war die Untersuchung eines mdoglichen ,Cross-talks®

zwischen den untersuchten Signalwegen der Gy11, Gsund G;, Proteine.

Die Phospholipase CB kann sowohl durch G4 Proteine als auch durch die By-Untereinheit
von Gj, Proteinen aktiviert werden (vgl. Ubersichtsarbeit Exton, 1996). Mithilfe des Gjo-
Inhibitors PTX konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass G;, Proteine
malfgeblich an der Generierung von intrazellularem IP1 in CHO-M1 Zellen beteiligt waren.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde postuliert, dass Gy und G, Proteine einen synergistischen
Effekt auf die Synthese von intrazellularem IP1 in CHO-M1 Zellen haben. Durch den Zusatz
des Gy1 Protein-Inhibitors FR zeigte sich, dass Gy, Proteine keinen alleinigen Effekt auf die
intrazelluldre IP1-Synthese haben, sondern nur in Abhangigkeit aktiver Gy41 Proteine die

Phospholipase C aktivieren kénnen.
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Ein zweiter Mechanismus eines ,Cross-talks® in den Signalkaskaden des M1-Rezeptors
wurde auf der Héhe der Adenylylzyklasen identifiziert. In CHO-Zellen, welche im Rahmen
dieser Arbeit als Expressions-Modell des muskarinischen M1-Rezeptors dienten, werden
Adenylylzyklasen des Subtyps VI und VII (ACVI und ACVII) exprimiert (Varga et al., 1998).
ACVI wird durch Ca?*, welches zum Beispiel infolge einer Ggn1 Protein-Aktivierung aus
intrazellularen Speichern freigesetzt wird, inhibiert (z.B. Hanoune et al., 1997). ACVII ist nicht
sensitiv gegeniiber eines Ca®*-Einstroms, kann jedoch synergistisch durch By-Untereinheiten
und Gaos Proteine aktiviert werden (z.B. Hanoune et al., 1997). In den hier untersuchten
CHO-M1 Zellen Ubten neben Gs Proteinen auch Gy41 Proteine einen stimulierenden Effekt
auf Adenylylzyklasen aus. Der spezifische Ggs-Inhibitor FR konnte die Konzentration an
intrazellularem cAMP signifikant senken. Der Ca®*-Chelator BAPTA-AM hatte keinen Effekt
auf die Konzentration von cAMP. Deswegen wurde im Rahmen dieser Arbeit postuliert, dass
By-Untereinheiten der simultan aktivierten G411 Proteine einen synergistischen Effekt mit Gas
Proteinen auf die Aktivierung von Adenylylzyklasen ausuben. Der ,Cross talk® verlauft somit
Uber die Isoform VII der Adenylylzyklasen. Durch den simultanen Zusatz der G Protein-
Inhibitoren PTX und FR zeigte sich, dass Gj, Proteine nur dann einen Effekt auf die
Adenylylzyklasen in CHO-M1 Zellen austiben, wenn die praferierten Gy11 Proteine inhibiert

wurden.

Die ,take-home message® ist somit, dass das Signaltransduktions-Repertoire des M1-
Rezeptors hoch sensitiv. von der Konformation der orthosterischen als auch der
allosterischen Bindungstasche abhangt. Der M1-Rezeptor konnte promiskuitiv alle G Protein-
Klassen aktivieren, jedoch konnte das Signaltransduktions-Repertoire dieses Rezeptors
sowohl durch orthosterische als auch dualsterische Liganden moduliert und zum Teil
eingeschrankt werden. Durch den Einsatz verschiedener G Protein-Inhibitoren bzw.
Aktivatoren konnten des Weiteren verschiedene ,Cross-talk® Mechanismen innerhalb der

Signalkaskaden des muskarinischen M1-Rezeptors aufgedeckt werden.
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7TMR 7-Transmembranrezeptoren

AC Adenylylzyklase

ACh Acetylcholin

ANOVA Analyse der Varianzen

ATP Adenosintriphosphat

AUC Area under the curve

Brax Anzahl der maximalen Bindungsstellen

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

cDNA komplementare Desoxyribonukleinsaure (complementary DNA)

CHO Zellen Ovarialzellen des Chinesischen Hamsters (Chinese Hamster ovarial
cells)

COPD chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (chronic-obstructive
pulmonary disease)

cpm Zerfalle pro Minute (counts per minute)

CTX Cholera Toxin

DAG Diacylglycerol

DMR Dynamische Massenumverteilung

DMSO Dimethylsulfoxid

ECo sdiss Alloster-Konzentration bei welcher die Radioligand-Dissoziation vom
Rezeptor um die Halfte reduziert worden ist

E max Maximaler Effekt

ERK extracellular signal-related kinase

FDA Food and Drug Administration (US-Amerikanische

Lebensmitteliiberwachungs- und Arzneimittelzulassungsbehoérde)

FKS fetales Kalberserum
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FR
FRET
GABA
GDP
GPCR
GTP

HEK 293 Zellen

HI-Virus
[PHINMS
[’H]QNB
IBMX

ICso

ICL

IP1

IP3

Iper

K4

Kapp

Kb
mAChR
MAPK

mMRNA

FR 900359
Forster-Resonanzenergietransfer
y-Aminobuttersdure
Guanosin-5"-diphosphat

G Protein-gekoppelte Rezeptoren
Guanosin-5"-triphosphat

Zellen aus dem Nierengewebe menschlicher Embryos (human
embryonic kidney cells)

humanes Immundefizienz Virus
[’H]N-Methylscopolamin
[*H]Quinuclidinylbenzylat
3-Isobutyl-1-Methylxanthin

Negativer dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der
Testsubstanz, welche eine halbmaximale Inhibition hervorgerufen hat

intrazellulare Schleifen (intracellular loops)
Inositol-monophosphat

Inositoltriphosphat

Iperoxo

Dissoziations-Geschwindigkeitskonstante

apparente Affinititatskonstante
Gleichgewichts-Dissoziationskonstante der Radioligand-Bindung
muskarinischer Acetylcholin-Rezeptor

Mitogen-aktivierte Protein Kinasen

messenger Ribonukleinsaure

Anzahl an unabhangigen Experimenten
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8 Abkirzungsverzeichnis

NAM negativer allosterischer Modulator

Naph Naphthalimid

Ny Hill-Koeffizient als Mal} fir die Kurvensteilheit

NMS N-Methylscopolamin

PAM positiver allosterischer Modulator

pECso Negativer dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration der
Testsubstanz, welche eine halbmaximale Zellantwort hervorgerufen hat

PEI Polyethylenimin

PenStrep Penicillin und Streptomycin

PGE, Prostaglandin E;

Phth Phthalimid

PIP, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

pKp Negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten Kp

PLC Phospholipase C

PTX Pertussis Toxin

RGS-Proteine Regulators of G protein signaling

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

S.E.M. Standardfehler (standard error of the mean)

SAM stiller allosterischer Modulator

SD Standardabweichung

ZNS Zentrales Nervensystem
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9 Anhang

9 Anhang

9.1 Operational model of agonism (Black und Leff, 1983)

Mithilfe des ,operational model of agonism“ nach Black und Leff (1983) wird untersucht, ob
ein Agonist im Vergleich zu einem Referenzagonisten einen Signalweg gegenilber einem
anderen favorisiert. Dieses Phanomen wird als ,ligand bias“ beziehungsweise ,biased

signaling® bezeichnet.

Durch das ,operational model“ werden die beiden Parameter T und K, bestimmt. T beschreibt
das Mal} des Agonismus’ eines Liganden (transducer ratio nach Black und Leff, 1983) und
gibt das Verhaltnis der Gesamtkonzentration an Rezeptoren zu der Konzentration an

Agonist-gebundenen Rezeptoren an, die zu einer halbmaximalen Systemantwort fihren.

1= Zmex Gleichung 29

Kg

T: Kopplungseffizienz
Bmax: Gesamtkonzentration an Rezeptoren
Ke: Agonist-Rezeptor-Komplexe, die fir eine halbmaximale Systemantwort bendétigt werden

Ka ist ein Affinitatsparameter und beschreibt die funktionelle Affinitdt. Diese hangt von einer
Vielzahl von Faktoren ab und muss nicht zwangslaufig mit der Affinitat Ubereinstimmen, die

aus Radioligand-Bindungsversuchen erhalten wird.

Zur Ermittlung eines ,ligand bias“ werden die Transduktionskoeffizienten log (t/Ka) sowohl fiir
den zu untersuchenden Agonisten, als auch fiur den Referenzagonisten auf zwei
verschiedenen Signalwegen, die miteinander verglichen werden sollen, ermittelt. Dieser
Term vereint die Kopplungseffizienz t, welche als Maly fir die intrinsische Aktivitat

herangezogen werden kann, mit der funktionellen Affinitat (Ka).

Alog (t/Ka) beschreibt den Transduktionskoeffizienten des zu untersuchenden Agonisten in

Relation zu dem Referenzagonisten und gibt die relative intrinsische Aktivitat des Agonisten

fur einen speziellen Signalweg wider.

Um einen ligand bias® zu untersuchen, werden die beiden relativen
Transduktionskoeffizienten des Agonisten flr zwei verschiedene Signalwege voneinander
subtrahiert und als AAlog (w/Ka) angegeben. Per definitionem zeigt der Referenzagonist

keinen ligand bias“ und wird gleich Null gesetzt. Umschlie3en die 95 %- Konfidenzintervalle
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9 Anhang

des untersuchten Agonisten nicht den Nullwert, liegt ein ,ligand bias* vor (Bock et al., 2012).

9.1.2 Ergebnisse

Als Referenzagonisten wurden fir die Untersuchung eines ,ligand bias“ sowohl der
endogene Ligand Acetylcholin, als auch die Muttersubstanz der dualsterischen
Hybridliganden Iperoxo, gewahlt. Iper-6-phth und Iper-6-naph wurden nicht auf einen ,ligand
bias“ untersucht, da Iper-6-phth ausschlieRlich Gy11-abhangige Signalwege aktivieren konnte
und Iper-6-naph ein Antagonist am M1-Rezeptor war und damit keinen der hier untersuchten
Signalwege aktivieren konnte. Dementsprechend war eine Untersuchung, ob diese

Testsubstanzen einen Signalweg gegenliber einem anderen bevorzugen hinfallig.

normiert auf Acetylcholin
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Abbildung 84: Keine der untersuchten Substanzen zeigte einen ,,ligand bias“.
Dargestellt sind Mittelwerte und die 95 %-Konfidenzintervalle aus den Berechnungen eines
Jligand bias*“ nach Black und Leff, 1983. Die Normierung erfolgte in Relation zu Acetylcholin
(oben) bzw. in Relation zu Iperoxo (unten). Verglichen wurden hier Gy14-abhangige mit G-
abhangigen Signalwegen.
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Die 95 %-Konfidenzintervalle umschlossen bei allen untersuchten Substanzen den Nullwert,

somit konnte bei keiner der hier untersuchten Substanzen ein ,ligand bias“ festgestellt

werden.
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