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Einleitung

1. Einleitung

1.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Die Weiterleitung intra- oder extrazellularer Stimuli erfolgt Uber Rezeptoren, die sowohl im
Zytosol, als auch an der Zellmembran lokalisiert sind. In eukaryotischen Organismen werden
membranstandige Rezeptoren in ligandengesteuerte lonenkandle (ionotrope Rezeptoren)
und G-Protein gekoppelte Rezeptoren (G Protein-coupled receptors, GPCR, metabotrope
Rezeptoren) untergliedert. Ca. 1200 Gene des humanen Genoms codieren fur GPCR. Somit
stellen diese die weitaus grofte Rezeptorfamilie dar [1]. Sie reagieren auf sensorische
Stimuli, wie beispielsweise Licht, Geruch und Geschmack, aber auch chemische Reize durch
Pheromone, Hormone (z.B Adrenalin, Glucagon), Proteine, Peptide, oder Neurotransmitter
(z.B. Acetylcholin, Serotonin). Diese extrazellularen Reize werden von GPCR Uber
GTP-bindende Proteine (G-Proteine) und andere Effektorproteine in das Zellinnere weiterge-
leitet und nachgeschaltete (downstream) Signalwege werden reguliert. Auf diese Weise
greifen GPCR in eine Vielzahl physiologischer Prozesse ein, was sie zu wichtigen Zielstruk-
turen (drug target) der pharmakologischen Therapie macht. Die Wirkung von ca. 40% aller
therapeutisch eingesetzten Pharmaka beruht auf einer Wechselwirkung mit GPCR [2].

1.1.1 Kristallstruktur

Die Kristallstruktur von GPCR konnte erstmals fir Rhodopsin (Abb. 1, Seite 3) geldst werden
[3] (PDB entry: 1F88).

GPCR werden durch einen extrazellularen Aminoterminus (N-Terminus) und sieben
a-helikale Transmembrandoménen (TM) aufgebaut. Im Zytosol liegt ein Carboxyterminus
(C-Terminus) vor [4]. Die TM durchspannen gegen den Uhrzeigersinn angeordnet die
Membran und sind abwechselnd durch drei intrazellulare (intracellular loop, IL) und drei
extrazellulare (extracellular loop, EL) Rezeptorschleifen miteinander verbunden. Einige
GPCR verfligen zudem Uber eine achte Helix, die sich im Zytosol an TM 7 anschlief3t und
parallel zur Zellmembran orientiert ist [5]. Eine Disulfidbricke zwischen konservierten
Cysteinen in IL 2 und im extrazellularen Bereich von TM 3 stabilisiert die ringférmige Struktur
der GPCR. Durch die ringférmige Anordnung der TM bildet sich eine Vertiefung im Inneren
des Rezeptors, die bei manchen GPCP die Ligandenbindetasche beherbergt [6].

Andere GPCR, wie beispielsweise metabotrope Glutamatrezeptoren binden extrazelluléare
Liganden Uber den N-Terminus. Diese Rezeptoren sind durch eine, verglichen mit anderen
GPCR, deutlich verlangerte N-terminale Aminosaurekette charakterisiert, deren raumliche
Anordnung an die Form einer Venus-Fliegenfalle erinnert [7]. Im intrazellularen Bereich
verfigen GPCR Uber Bindestellen fiir G-Proteine und andere Signalmolekiile, die extra-
zellulare Signale in das Zellinnere weiterleiten.

1.1.2 Phylogenetische Unterteilung

Es wurden verschiedene Ansatze entwickelt, um GPCR in unterschiedliche Klassen
einzuteilen. So wurden sie beispielsweise anhand physiologischer oder struktureller
Eigenschaften untergliedert. Die Art, extrazellular Liganden zu binden, stellte ein weiteres
Unterscheidungskriterium dar [8]. Eine Klassifizierung der GPCR anhand funktioneller
Merkmale und Sequenzhomologie fuhrte zu deren Einteilung in sechs Gruppen (A-F). In
diesen Gruppen sind GPCR zusammengefasst, die sowohl in Wirbeltieren, als auch in
wirbellosen Tieren exprimiert werden.
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Klasse A: Rhodopsin-ahnliche GPCR
Klasse B: Sekretinrezeptor-ahnliche GPCR
Klasse C: metabotrope Glutamatrezeptoren
Klasse D: fungale Pheromonrezeptoren
Klasse E: cAMP Rezeptoren

Klasse F: Frizzled/Smoothened Rezeptoren

Die GPCR der Klassen D und E existieren im humanen Organismus nicht, sondern werden
in Hefen und Nematoden exprimiert.

Mit Hilfe phylogenetischer Untersuchungen der GPCR-Proteinsequenzen gelang im soge-
nannten GRAFS-System eine Unterscheidung der GPCR in funf Hauptfamilien [8, 9]:

Glutamat-Familie (15 GPCR)
Rhodopsin-Familie (701 GPCR)
Adhasions-Rezeptoren (24 GPCR)
Frizzled/Taste2 Rezeptoren (24 GPCR)
Sekretin-Familie (15 GPCR)

Mit bisher 701 bekannten GPCR stellt die Rhodopsin-Familie die grof3te der Hauptfamilien
dar. Bis auf wenige Ausnahmen sind die in der Rhodopsin-Familie zusammengefassten
GPCR durch ein NSxxNPxxY-Motiv in TM 7 und ein E/DRY-Motiv im intrazelluléaren Bereich
von TM 3 gekennzeichnet [8].

1.1.3 Rezeptoraktivierung

Eine aktivierungsabhangige Anderung der Rezeptorkonformation wurde an zahlreichen
GPCR detektiert. Wie an Rhodopsin bzw. dem (3, Adrenorezeptor (AR) gezeigt wurde, liegen
GPCR in einem Gleichgewicht zwischen inaktiven und aktiven Konformationen vor [10, 11].
Die Bindung eines Liganden an GPCR fiuhrt zu einer ligandenspezifischen Konformations-
anderung des Rezeptors, was den Austausch von Guanosin-5‘-diphosphat (GDP) gegen
Guanosin-5'-triphosphat (GTP) im GTP-bindenden Protein (G-Protein) katalysiert.

Agonisten verschieben das Gleichgewicht zwischen inaktiver und aktiver Rezeptorkon-
formation in Richtung der aktiven Rezeptorkonformation, wahrend inverse Agonisten die
inaktive Konformation beginstigen. Antagonisten dagegen beeinflussen das Gleichgewicht
zwischen den unterschiedlichen Konformationen des Rezeptors nicht.

Am Beispiel des Rhodopsin wurde gezeigt, dass die aktivierungsabhangige Konformations-
anderung von GPCR resultiert aus dem Aufbrechen des ionic lock und einem anschlie-
Benden rotamer toggle switch [9, 12-14]. lonic lock bezeichnet eine Salzbriicke zwischen
den Aminosauren Glutamat und Arginin des E/DRY-Motivs in TM 3 und den Aminoséauren
Glutamat und Threonin im zytoplasmatischen Bereich von TM 6. Diese Salzbriicke
stabilisiert den Rezeptor in seiner inaktiven Konformation. Wird der ionic lock durch das
Binden von Agonisten an GPCR aufgebrochen, kommt es zu einer im Uhrzeigersinn
erfolgenden Auswartsbewegung von TM 6 relativ zu TM 3 (rotamer toggle switch) [15, 16].
TM 6 neigt sich im extrazellularen Bereich TM 5 zu und wird in dieser Position durch Wech-
selwirkungen mit TM 5 und TM 7 stabilisiert [17]. Die Ligandenbindetasche im extrazellularen
Bereich der TM-Region wird dadurch verengt [9]. Im zytoplasmatischen Bereich nimmt die
Entfernung zwischen TM5 und TM 6 zu, was in der Offnung einer Bindetasche fiir das
G-Protein resultiert [18]. Auch in Bereichen von TM 1 und TM 7, sowie im C-Terminus treten
Konformationsénderungen auf [19].
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Abb. 1: Anderung der Rezeptorkonformation nach
Aktivierung des bovinen Rhodopsin.

Uberlagerung der inaktiven Rhodopsin-Struktur (grau) mit
der aktiven Opsin-Struktur (griin) in seitlicher Ansicht (A)
und von zytoplasmatischer Seite aus dargestellt (B).
Gelbe Pfeile deuten die Bewegungen der Transmembran-
domanen bei Rezeptoraktivierung an. Der intrazellulare
Bereich von TM 6 bewegt sich nach auRen und entfernt
sich somit von TM3. TM5 bewegt sich einwarts und
néhert sich TM 6 an, wodurch die aktive Konformation des
Rezeptors stabilisiert wird. TM 7 zeigt eine Einwarts-
bewegung (entnommen aus Nygaard et al., 2009 [18]).

1.1.4 Signalweiterleitung

1.1.4.1 Signalweiterleitung tber heterotrimere G-Proteine

Nach GPCR-Aktivierung erfolgt die Signalweiterleitung in den intrazellularen Bereich haupt-
séachlich Uber die Aktivierung von G-Proteinen.

Heterotrimere G-Proteine setzen sich aus je einer a-, B- und y-Untereinheit zusammen [20].
Die B- und y-Untereinheiten sind tber N-terminale coiled coil Wechselwirkungen miteinander
verknupft und bilden eine funktionelle Einheit, die auch wahrend der Signalweiterleitung nicht
aufgeldst wird. Die Untereinheiten sind mittels Myristoylierung am N-Terminus der
a-Untereinheit und Isoprenylierung der y-Untereinheit in der Zellmembran verankert [21-23].
Die Ga-Untereinheit setzt sich aus zwei unterschiedlichen Domanen zusammen. Wahrend
eine Domane das GTP bindet (G domain) und hydrolysiert, fungiert die zweite Doméane als
eine Art ,Deckel®, durch den das GTP im Inneren der Ga-Untereinheit fixiert wird [24]. Durch
die Aktivierung eines GPCR wird das an die Ga-Untereinheit gebundene GDP freigesetzt
und GTP wird stattdessen gebunden. Dabei kommt es zu einer Konformationsanderung der
a-Untereinheit [25]. Der aktivierte Rezeptor nimmt hier die Rolle eines GTP-Austauschfaktors
(GTP Exchange factor, GEF) fur das G-Protein ein. Der Austausch von GDP gegen GTP
stimuliert die Dissoziation der a- und der By-Untereinheiten des G-Proteins. Alternativ wird
auch eine aktivierungsabhéngige Umorientierung der G-Protein Untereinheiten zueinander
ohne nachfolgende Dissoziation voneinander diskutiert [26].

Sowohl a-, als auch die By-Untereinheit kdnnen im Intrazellularraum unabhéngig vonein-
ander unterschiedliche Signalkaskaden regulieren [27, 28]. Durch die intrinsische GTPase
Aktivitat der a-Untereinheit wird das gebundene GTP unter Freiwerden eines Phosphatrestes
zu GDP und H,O hydrolysiert, die Untereinheiten reassoziieren wieder miteinander und die
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Regulation nachgeschalteter Signalkaskaden wird terminiert. Das G-Protein geht wieder in
seinen inaktiven Zustand tber [29, 30].

Es existieren zwei unterschiedliche Modelle, um die Wechselwirkung zwischen GPCR und
G-Protein zu beschreiben:

Beim collision coupling Modell erfolgt die Bindung eines G-Proteins an einen Rezeptor
nach Agonist-Aktivierung [31]. Dagegen postuliert das precoupling Modell, dass Rezeptor
und G-Protein auch in Abwesenheit eines Agonisten einen stabilen Komplex bilden [31, 32].
Entsprechend dieses Modells wird die Konformation des Rezeptor—G-Protein Komplexes
durch Agonistbindung verandert. Dies induziert eine Aktivierung nachgeschalteter Signalkas-
kaden.

Sowohl das collision coupling, als auch das precoupling Modell kbnnen mit Hilfe des ternaren
Komplexmodells (ternary complex model, TCM) beschrieben werden [11].

K Abb. 2: Ternares Komplexmodell zur Beschreibung der Wech-
1 selwirkungen zwischen Rezeptor, Agonist und G-Protei n.

R < > AR Mit unterschiedlichen Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten (Ki,

L, M, K2) gehen Agonist (A), Rezeptor (R) und G-Protein (G) stabile
Komplexe (AR, RG und ARG = ternarer Komplex) ein. Das ternare
Komplexmodell geht dabei davon aus, dass der Rezeptor nur in

L M einem inaktiven oder voll aktiven Zustand vorliegt, Zwischenstadien
werden hier nicht beriicksichtigt (entnommen aus Vauquelin und
Liefde, 2005 [11]).

RG T ARG

1.1.4.1.1 Unterscheidung von G-Proteinen anhand funktioneller Merkmale

Bislang wurden mit Hilfe von Klonierungs- und Sequenzierungstechniken 23 a-, 6 3- und
12 y-Untereinheiten identifiziert [33, 34], die eine Vielzahl unterschiedlicher G-Proteine bilden
und unterschiedliche, nachgeschaltete Signalwege aktivieren konnen. Mittels Analyse der
Homologie von Aminosauresequenzen identifizierter Ga-Untereinheiten wird eine Einteilung
der G-Proteine in vier verschiedene Familien vorgenommen [35]. Jede dieser Familien ist in
der Lage, unterschiedliche Signalwege zu modulieren. Die G-Proteine werden entsprechend
der durch die Ga-Untereinheit vermittelten Effekte wie folgt in die jeweiligen Familien
unterteilt [36-39]:

Gs-Familie:  Aktivierung der Adenylylzyklase ~ — gesteigerte Bildung von cAMP
Gip-Familie:  Hemmung der Adenylylzyklase — gehemmt Bildung von cAMP
Stimulation von PDE6 — Abbau von cGMP
Gqy-Familie:  Stimulation der Phospholipase CB — Bildung von IP; und DAG
— Freisetzung von Ca**

Gons-Familie: Stimulation von RhoA-Proteinen  — Stimulation von
Rho-Kinasen
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1.1.4.2 Arrestine als Effektorproteine

1.1.4.2.1 Definition

Bislang konnten in Wirbeltieren vier verschiedene Formen von Arrestinen identifiziert
werden. Zwei visuelle Arrestine (Arrestinl und Arrestin4), deren Expression hauptsachlich
auf die Retina (Stabchen- und Zapfenzellen) begrenzt ist, und die B-Arrestine, B-Arrestinl
und 2, die ubiquitar im Organismus exprimiert werden [40]. Funktionell ergibt sich somit eine
Einteilung der Arrestine in sensorische (Arrestinl und Arrestin4) und nicht-visuelle Arrestine
(B-Arrestinl und 2). Im unstimulierten Zustand liegen visuelle Arrestine und B-Arrestinl im
Zellkern und im Zytoplasma vor, wahrend B-Arrestin2 nur im Zytoplasma lokalisiert ist [41-
43].

In Anwesenheit eines Agonisten und nach Rezeptorphosphorylierung durch G-Protein
gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK) werden Arrestine zum agonistgebundenen, aktivierten
Rezeptor an die Zellmembran rekrutiert [44], wo sie den phosphorylierten Rezeptor binden.
Die Interaktion zwischen GPCR und Arrestin erfolgt in zwei aufeinander folgenden Schritten:
In einem ersten Schritt ,erkennt* Arrestin die aktivierte Konformation des Rezeptors
(activation sensor), anschlieBend bilden sich Wechselwirkungen zwischen den Phosphat-
resten des phosphorylierten Rezeptors und dem phosphorylation sensor des Arrestin [45].
Dadurch &andert sich die Konformation des Arrestin und zusatzliche Wechselwirkungen
zwischen Rezeptor und Arrestin werden ermdglicht [46, 47]. Durch die Bindung der Arrestine
an den aktivierten Rezeptor wird dieser von dem jeweils gebundenen G-Protein entkoppelt,
wodurch die Regulation G-Protein-vermittelter Signalwege terminiert wird [48]. Ob ein
Rezeptor anschlielRend desensibilisiert oder internalisiert wird, oder ob B-Arrestin-vermittelt
nachgeschaltete Signalwege reguliert werden, ist von der Konformations&nderung des
Rezeptors und des Arrestin, sowie von dem Phosphorylierungsmuster des GPCR abhéngig
[49-52].

1.1.4.2.2 B-Arrestine als Signaltransduktoren

B-Arrestinen, die unter anderem bei der Desensibilisierung von GPCR eine Rolle spielen,
kommt eine immer gré3ere Bedeutung als Signaltransduktoren und Adapterproteine bei der
Modulation G-Protein unabhéngiger Signalkaskaden zu [53]. Durch Bindung von B-Arrestin
an phosphorylierte Rezeptoren kdnnen diese weitere Signalwege, beispielsweise durch die
Aktivierung der Tyrosinkinase Src (sarcoma tyrosin kinase), oder der MAPKinase (mitogen-
activated protein kinase) [54, 55] regulieren. B-Arrestine fungieren hierbei als Adapterpro-
teine, durch die Rezeptorsubstrate zu aktivierten GPCR rekrutiert werden, was eine Wech-
selwirkung zwischen Rezeptor und Substrat ermdglicht [40].

So konnte gezeigt werden, dass B-Arrestin2 bei der GPCR-vermittelten Regulation des
MAPKinase Signalwegs eine Rolle als Gerustprotein, das Bildung von Proteinkomplexen
vermittelt (Scaffold-Protein), einnimmt [56]. Dartber hinaus konnte die Beteiligung von
B-Arrestinl an der Aktivierung von extracellular signal regulated kinases (ERK1 und ERK2)
nachgewiesen werden [57, 58]. Einen detaillierten Uberblick tiber die B-Arrestin-vermittelte,
G-Protein unabhéangige Regulation von Signalkaskaden bietet ein Review von Lefkowitz und
Shenoy [51].
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Abb. 3: G-Protein- und B-Arrestin-vermittelte Signalwege.

In der klassischen Vorstellung folgt nach Aktivierung von GPCR die Regulation nachgeschalteter Signalkaskaden
mittels G-Proteinen, wahrend B-Arrestine die Desensibilisierung und Internalisierung des GPCR steuern (A). Nach
neueren Modellen kann eine GPCR-Aktivierung in der Aktivierung von sowohl G-Protein-, als auch B-Arrestin-
vermittelten Signalwege resultieren. Dariiber hinaus werden durch B-Arrestine auch Internalisierung und Desensi-
bilisierung des GPCR gesteuert (B) (abgeéndert nach Rajagopal, Rajagopal und Lefkowitz, 2010 [59]).

1.1.5 Rezeptordesensibilisierung

Durch Rezeptordesensibilisierung kann die GPCR-vermittelte Aktivierung von Signalwegen
abgeschwacht, oder vollkommen terminiert werden [60]. Die Aktivierbarkeit eines Rezeptors,
der wiederholt oder dauerhaft stimuliert wurde, wird somit herunter reguliert. Es wird zwi-
schen einer homologen und einer heterologen Desensibilisierung unterschieden.

Von einer homologen Rezeptordesensibilisierung spricht man, wenn die Phosphorylierung
des Rezeptors durch GRKs vermittelt wird. Dazu ist die Anwesenheit eines Agonisten nétig,
da nur aktivierte Rezeptoren von GRKs als Substrat erkannt werden [61]. Eine heterologe
Desensibilisierung liegt vor, wenn der Rezeptor aktivierungsunabhangig durch die Proteinki-
nasen C oder A (PKC, PKA) phosphoryliert wird. Diese Kinasen kénnen auch durch Stimuli
anderer Rezeptoren aktiviert werden, die Anwesenheit eines Agonisten des zu phosphory-
lierenden GPCR ist nicht notwendig [54, 62]. Durch die Bindung von Arrestin an den
phosphorylierten Rezeptor wird die Interaktion zwischen Rezeptor und G-Protein sterisch
gehindert. Die Regulation G-Protein abhangiger Signalwege ist somit nicht mehr mdglich
[63].

1.1.6 Rezeptorinternalisierung

Durch Rezeptorinternalisierung (Endozytose) werden phosphorylierte GPCR nach Desensi-
bilisierung mittels Stachelsaumblaschen (clathrin-coated vesicles, CCVs) von der Zell-
membran in intrazellulare Kompartimente transportiert. Es konnte gezeigt werden, dass
B-Arrestine bei diesem Prozess Clathrin direkt, hochaffin und stéchiometrisch komplexieren
[64]. Das konstitutiv phosphorylierte B-Arrestin wird nach Rezeptoraktivierung zum
phosphorylierten Rezeptor rekrutiert und dort anschlieend dephosphoryliert [65]. Der
Dephosphorylierungsschritt stellt eine ndtige Voraussetzung zur Internalisierung des GPCR-
B-Arrestin Komplexes in CCVs dar. Abgesehen von Clathrin kénnen an der Rezeptor-
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internalisierung auch die Adapterproteine AP-2 (Adapterprotein 2) und NSF (N-Ethylmale-
imide sensitive fusion protein) als Mediatoren beteiligt sein [65-67].

Die Affinitat, mit der B-Arrestine an aktivierte, phosphorylierte Rezeptoren binden héangt von
dem Phosphorylierungsmuster der GPCR ab [41]. Basierend darauf kdnnen GPCR in zwei
unterschiedliche Klassen (A und B) eingeteilt werden.

Entsprechend dieser Einteilung zeigen Klasse A GPCR (z.B. B2 AR, p-Opioidrezeptor) eine
hohere Affinitat fur B-Arrestin2, als fur B-Arrestinl [41]. Sie werden nur schwach von
B-Arrestinen gebunden. Diese translozieren den Rezeptor zu CCVs nahe der Zelloberflache.
Der Komplex aus GPCR und B-Arrestin dissoziiert allerdings wieder, bevor der Rezeptor
internalisiert wird. Im Zytosol wird der Rezeptor anschlielBend dephosphoryliert und zuriick
an die Zellmembran transportiert (resensitization, recycling) [51, 68].

Im Gegensatz dazu bilden die Klasse B GPCR (z.B. Vasopressinrezeptor V,R) einen
Komplex mit B-Arrestin, der auch wahrend der Rezeptorinternalisierung nicht geldst wird [45].
Sie werden anschlieBend entweder in groRen Endosomen im Zytosol zurtick gehalten, oder
dem lysosomalen Abbau (degradation) zugefihrt [41, 69]. Klasse B GPCR binden beide
B-Arrestin-lIsoformen mit vergleichbarer Affinitat.

1.2 Muskarinische Acetylcholinrezeptoren
1.2.1 Charakterisierung der muskarinischen Acetylcholinrezeptoren

1.2.1.1 Klassifikation und Unterteilung in Subtypen

Muskarininsche Acetylcholinrezeptoren (mMAChR) gehdren zur Familie der Rhodopsin-
ahnlichen GPCR [70, 71]. Sie teilen charakteristische GPCR-Merkmale wie beispielsweise
den heptahelikalen Aufbau mit je drei intra- und extrazellularen Rezeptorschleifen, einem
intrazellularen C-Terminus und einem extrazellularen N-Terminus. Zudem verfligen sie auch
Uber die konservierte Disulfidbricke zwischen Cysteinen in EL 1 und 2, sowie das
DRY-Motiv im Bereich von TM 3 und EL 2 [72, 73].

Mit Hilfe von Radioligandenbindungsstudien, Klonierungsexperimenten und Sequenzana-
lysen konnten funf Subtypen (M; — Ms) der mAChR identifiziert werden [74, 75]. Alle
Subtypen der mAChR weisen eine grof3e dritte intrazellulare Rezeptorschleife auf (157 - 240
Aminosauren lang), die sowohl bei der G-Protein Kopplung, als auch bei der B-Arrestin
Rekrutierung eine entscheidende Rolle spielt [76-78]. Zudem zeigen die Subtypen der
MAChR einen hohen Grad an Sequenzhomologie im Bereich der TMs [79, 80], hier vor allem
in TM 2, 3 und 7. Ein gréRerer Unterschied der Aminosauresequenz tritt hingegen im Bereich
des C- und N-Terminus auf. Bis auf die direkt an die TMs angrenzenden Bereiche liegt in
IL 3 keine Ubereinstimmung der Aminosauresequenzen der M; — Ms Subtypen vor. Dies
korreliert mit der Fahigkeit unterschiedlicher mAChR-Subtypen zur Aktivierung verschiedener
G-Proteine [76].

1.2.1.2 Kristallstruktur

Bislang wurden die Kristallstrukturen von zwei mAChR-Subtypen aufgeklart.

Die Struktur des humanen M, AChR gebunden an den Antagonisten 3-Quinuclidinylbenzilat
(QNB, Abb. 4, Seite 8) wurde von Haga et al. [6] geltst (PDB entry: 3UON). Zwischen der
Struktur des M, AChR und der bereits bekannten Rhodopsin-Struktur bestehen auffallende
Ahnlichkeiten. So zeigt sich im zytoplasmatischen Bereich des M, AChR keine Interaktion
zwischen dem Arginin des E/DRY-Motivs in TM 3 mit einem konservierten Glutamat in TM 6.

7
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Stattdessen bildet das E/DRY-Arginin eine Salzbriicke mit einem benachbarten Aspartat aus.
Eine derartige Wechselwirkung konnte auch in der inaktiven Konformation des Rhodopsins
beobachtet werden [81]. IL 2 des M, AChR zeigt ahnlich wie im 3, AR eine helikale Struktur
[82]. Der extrazellulare Bereich des M, AChR zeigt sich relativ einfach und offen strukturiert.
Durch Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen einem Cystein in der N-terminalen Region
von TM 3 und einem Cystein in EL 2 wird der relativ lange EL 2 in seiner Konformation
stabilisiert. Eine weitere Disulfidbriicke konnte zwischen Cysteinen im EL 3 detektiert
werden. Durch die ringférmige Anordnung der TMs wird ein Kanal im Inneren des Rezeptors
gebildet, in dem die orthosterische Ligandenbindestelle lokalisiert werden konnte. Die, in
allen funf Subtypen hochkonservierten, Aminosduren Leucin und Isoleucin in TM 2, TM 4
und TM 6 bilden unterhalb der orthosterischen Ligandenbindestelle eine Art ,Deckel”, durch
den der Kanal zum Extrazellularraum hin isoliert wird. Wie die 3D-Struktur des 3, AR zeigt
[83], tritt bei der Aktivierung von GPCR eine Kontraktion der orthosterischen Bindestelle
durch eine Einwartsbewegung von TM 5 auf. Der relativ grof3e Ligand QNB verhindert im M,
AChR diese Einwartsbewegung und fixiert den Rezeptor somit in seiner inaktiven
Konformation. Mittels Docking-Studien unter Verwendung des Kkleineren, endogenen
Liganden Acetylcholin (ACh) konnte jedoch gezeigt werden, dass auch im M, AChR ein
Ubergang von der inaktiven in die aktive Rezeptorkonformation durch eine
Einwartsbewegung der TM 5 mdglich ist.

B

T™M3

Extracellular surface

Abb. 4: Kristallstruktur des M 2 AChR gebunden an den Antagonisten QNB.

(A) M2 AChR (blau) gebunden an QNB (orange) im Profil. (B) Zytoplasmatische Oberflache des M, AChR gebun-
den an QNB, das konservierte DRY-Motiv in EL 3 ist gelb markiert. (C) Zwischen den Transmembrandoméanen
bildet sich ein Kanal mit hydrophiler Oberflache (griin), der sich von der extrazellularen Oberflache bis tief
unterhalb der orthosterischen Bindestelle in den Rezeptor ausdehnt. Unterbrochen wird der Kanal durch drei
hydrophobe Aminosauren (blau), die in das Innere des Kanals ragen (entnommen aus Haga et al., 2012 [6]).

Auch die Kristallstruktur des M3;AChR der Ratte (PDB entry: 4DAJ) konnte aufgeklart
werden. Kruse et al. [84] kristallisierten den Mz AChR gebunden an den inversen Agonisten
Tiotropium. Dabei wurde ein hoher Grad an Ubereinstimmung mit der Kristallstruktur des
M, AChR detektiert. Obwohl sowohl IL 1 und 2, als auch EL 1-3 von M, und M3 nur eine
geringe Homologie der Aminosauresequenzen aufweisen, zeigten diese Bereiche dennoch
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eine hohe Ahnlichkeit in der Tertiarstruktur. Auch der bereits fir den M, AChR beschriebene
hydrophile Kanal zwischen den TMs [6], der auch die orthosterische Bindestelle enthalt,
konnte am M3 AChR gezeigt werden. Tiotropium bindet tief in diesem Kanal und wird durch
einen ,Deckel* aus drei Tyrosinen vom Extrazellularraum abgetrennt. Diese Tyrosine sind in
allen funf Subtypen konserviert. Im Gegensatz zum M, AChR zeigt die 3D-Struktur des M;
AChR eine zusétzliche Tasche in EL 2.

1.2.1.3 Endogener Ligand und orthosterische Bindestelle

Der endogene Ligand ACh vermittelt sowohl auf Ebene des zentralen Nervensystems (ZNS),
als auch in der Peripherie eines Organismus cholinerge Effekte durch Bindung an mAChR,
oder Nikotinrezeptoren (nAChR, ligandengesteuerter lonenkanal). So wird beispielsweise der
Parasympathikus-Tonus cholinerg reguliert.

Die Synthese des Neurotransmitters ACh erfolgt enzymatisch aus den Vorstufen Cholin und
Acetyl-Coenzym A mittels der Cholinacetyltransferase. Als Reaktion auf einen Stimulus wird
ACh in einem zirkadianen Rhythmus freigesetzt [85] und bindet an eine Bindestelle im
transmembranadren Bereich der mAChR (= orthosterische Bindestelle). Diese Bindestelle
liegt in einem, von den TMs gebildeten Kanal im Inneren des Rezeptors und ist in allen
mAChR-Subtypen hoch konserviert [6]. Dabei geht die Aminosdure Aspl03*** eine
Wechselwirkung mit der Cholin-Gruppe des ACh ein, wahrend die Carbonylgruppe des ACh
von Asn404°%2 gebunden wird. In Mutagenesestudien konnten noch zusétzliche
Aminosauren identifiziert werden, die in allen mAChR-Subtypen konserviert vorliegen, und
die bei der Bindung orthosterischer Liganden an mAChR eine Schliisselposition einnehmen
[73, 76, 86-89]. Die orthosterische Bindestelle dient auch den bisher bekannten und teilweise
in der pharmakologischen Therapie verwendeten Liganden der mAChR als Andockstelle,
Uber die sie den Rezeptor modulieren. Durch den hohen Konservierungsgrad eben dieser
Bindestelle erklart sich die mangelnde Selektivitat, mit der orthosterische mAChR-Liganden
nicht nur den gewiinschten Rezeptorsubtyp, sondern alle Subtypen der mAChR binden.

1.2.1.4 G-Protein Aktivierung und Modulation nachgeschalteter Signalwege

Basierend auf den jeweiligen G-Protein Kopplungseigenschaften konnen die flnf
MAChR-Subtypen in zwei verschiedene Kategorien eingeteilt werden [90, 91].

M;, Mz und Ms koppeln nach Rezeptoraktivierung bevorzugt an die Pertussistoxin-
insensitiven Gq—Proteine und aktivieren nachfolgend die Phospholipasen C und D. Dies
induziert eine vermehrte Bildung von Inositol-1,4,5-triphosphat (IP;) und Diacylglycerol
(DAG). Dagegen aktivieren M, und M, AChR nach Stimulation praferentiell die Pertussis-
toxin-sensitiven G;- und G,-Proteine. Diese inhibieren Uber die Hemmung der
Adenylylzyklase die Bildung von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) [92-96].
Darlber hinaus konnte eine M,-abhéngige Stimulation des Gy und des G, Proteins
nachgewiesen werden. Wéahrend zwischen M, AChR und G; ein precoupling postuliert wird,
wird fir eine Wechselwirkung zwischen M, AChR und Gs bzw. G4 das collision coupling
angenommen [31, 97].

Mittels Mutagenesestudien konnte gezeigt werden, dass sowohl IL 2, als auch die N- und
C-terminalen Bereiche von IL 3 und der proximale Teil des C-Terminus an der Bindung des
jeweiligen G-Proteins beteiligt sind [79, 98-101]. Weitere Studien an mutierten M, AChR be-
legten, dass die Trunkierung des zentralen Teils von IL 3 und die damit verbundene Entfer-
nung von Phosphorylierungsstellen die Interaktion zwischen Rezeptor und G-Protein nicht
negativ beeinflusst [102-104]. Eine Beteiligung der GBy-Untereinheit an der Regulierung
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G-Protein gekoppelter Signalwege konnte fir M, und M;AChR nachgewiesen werden. Hier
resultiert die Rezeptorstimulation in einer GRy-vermittelten Offnung von G-Protein
gekoppelten, einwéarts gleichgerichteten Kaliumkanélen (G-Protein coupled inward rectifying
potassium channels, GIRK) [77, 105, 106]. Auch konnte eine GRy-vermittelte Aktivierung der
Phospholipase CB durch den M, AChR detektiert werden [107].

Acetylcholine Abb. 5: Klassifizierung der mAChR-
/ \ Subtypen basierend auf ihren G-Protein
Kopplungseigenschaften.
M, M, M, M, M, opplungselg
il Die Rezeptorsubtypen Mi, Ms, und Ms
Extracellular . koppeln vorwiegend das Gg;11 Protein und
PP eeeeeset & D . )

' regulieren nachgeschaltet die Phospho-
169668686888 lipase CB, die Ca*-Konzentration, MAPKi-
Intracellular nasen und den M-Kanal. Dagegen akti-

Gi Protein, was in einer Hemmung der

. Gi/O vieren Mz und M4 AChR (berwiegend das
l Adenylylzyklase und der spannungsge-

Key effectors TPLC LAdenylyl cyclase | Steverten Ca’*-Kanale resultiert. Es
(examples): T[Ca2*]i IAAP kinases kommt zudem zu einer Aktivierung von
TMAP kinases TGIRK channels MAPKinasen und GIRK-Kanalen
IM current J/Voltage—operated (abgedndert nach Wess, Eglen und

1.2.1.5 Rezeptorinternalisierung

Eine dauerhafte Stimulation der mAChR resultiert in deren Internalisierung in das Zytosol
[73, 109, 110]. Dass dabei der Rezeptor auch ligandenunabhangig einer Internalisierung
unterworfen wird, konnten Vogler et al. [110] demonstrieren. Auch scheint das Vorliegen
eines aktivierten G-Proteins keine zwingende Voraussetzung fur die mAChR-Internalisierung
zu sein [111]. Dagegen ist die Rezeptorphosphorylierung an verschiedenen Serin- und
Threoninresten in IL 3 ndtig [112-114]. Fir die Internalisierung der mMAChR Subtypen Mi, M3
und M, konnte ein B-Arrestin-abhangiger Signalweg nachgewiesen werden [110, 115].
Darliber hinaus wird der M; AChR auch via eines durch die GBy—Untereinheit vermittelten
Signhalwegs in den Intrazellularraum sequestriert [116].

Studien zeigten, dass der M, AChR dagegen unabhéngig von [-Arrestin und Clathrin
internalisiert wird [117, 118]. Allerdings konnte in B-Arrestin Knock-out (KO) Mausen keine
Internalisierung des M, detektiert werden [119], was auf eine Involvierung von B-Arrestin bei
der M, AChR Sequestrierung hindeutet. Auch Mosser et al. zeigten die essentielle
Bedeutung einer Wechselwirkung mit B-Arrestin fur die Internalisierung des M, AChR [120].
Entsprechend Untersuchungen von Vogler et al. und Roseberry und Hosey wurde eine
Beteiligung von Dynamin und Caveolin an der Internalisierung des M, AChR als unwabhr-
scheinlich angenommen [110, 117]. Dies steht allerdings in Kontrast mit Versuchen von
Dessy et al. [121], die in Kardiomyozyten eine Caveolin- und Dynamin-vermittelte Seques-
trierung beobachteten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bislang nicht zweifelsfrei belegt werden konnte,
welche Proteine an der Internalisierung des M, AChR beteiligt sind.
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1.2.2 Physiologische Charakterisierung

1.2.2.1 Expressionsmuster im humanen Organismus

Die mAChR-Subtypen, M;, M, und Ms zeigen ein Uberwiegend ZNS-Expressionsmuster,
wahrend M, und M; AChR sowohl im ZNS, als auch in der Peripherie exprimiert werden [90].
Der M; AChR ist ubiquitdr in Regionen des Vorderhirns, wie Cortex, Hippocampus und
Striatum lokalisiert, findet sich aber auch peripher in der glatten Muskulatur. M; AChR
werden fast ausschlieZlich im ZNS und dort vorwiegend im Vorderhirn gebildet [122]. In der
Peripherie wird der M, sowohl im Herz und in glattem Muskelgewebe, als auch in der Haut
gebildet [104, 123, 124]. Dartber hinaus ist er der dominierende MAChR-Subtyp im
Ruckenmark. Sowohl peripher, als auch im ZNS konnten M, AChR gefunden werden, durch
deren Stimulation die Freisetzung des endogenen Liganden ACh Uber einen negativen Rick-
kopplungsmechanismus gehemmt wird [107]. Der M3 AChR wird zentral und auch peripher
exprimiert, das Ausmalfd der zentralen Expression ist dabei allerdings geringer als das der
Ubrigen mMAChR-Subtypen [125]. Der M3 AChR zeigt eine relativ hohe Expressionsdichte im
Hypothalamus [126]. In der Peripherie wird er in glatten Muskelzellen, sowie in Driisenge-
webe gebildet [123, 127], beispielsweise konnte seine Expression in den B-Zellen des
Pankreas nachgewiesen werden [128, 129]. Der Ms AChR wird in relativ geringem Ausmalf
in neuronalen und nichtneuronalen Zellen gebildet [130, 131]. Er konnte als einziger aller
MAChR-Subtypen in den dopaminergen Neuronen des Mittelhirns detektiert werden [132],
wo seine Aktivierung in einer erhéhten Dopamin-Freisetzung resultiert. Zudem zeigte sich
eine Ms AChR-Expression in peripheren, sowie zentralen Blutgefaen [133].

1.2.2.2 mAChR-vermittelte Effekte im zentralen Nervensystem

Der Mangel an Subtyp-selektiven Liganden fir mAChR [93], sowie der Umstand, dass die
MAChR-Subtypen nicht gewebsspezifisch exprimiert werden [134], erschwerte die Zuord-
nung physiologischer Funktionen zu spezifischen mMAChR-Subtypen. Erst die Generierung
von KO-Mausmodellen, in denen selektiv die Bildung eines der funf Rezeptorsubtypen
unterdriickt wurde, lieferte einen Einblick in die physiologischen Funktionen von M;—Ms [108]:

Zentral gebildete mAChR sind an der Regulierung kognitiver, sensorischer, motorischer,
verhaltensbezogener und autonomer Funktionen des Nervensystems beteiligt.

M; AChR KO-Mause zeigten eine vermehrte motorische Aktivitat, die mit einem signifikanten
Anstieg der Dopamin-Konzentration im Striatum in Zusammenhang gebracht wurde [135].
Pharmakologische Beobachtungen legen auch eine Beteiligung des M; AChR an Lern- und
Erinnerungsprozessen nahe [122]. Auch an M, AChR KO-Mausen konnten kognitive Defizite
gezeigt werden [136]. Darlber hinaus wurde sowohl auf zentraler, als auch auf peripherer
Ebene eine M, AChR -vermittelte Analgesie nach Rezeptorstimulation nachgewiesen. Dieser
Effekt trat in geringerem Ausmaf} auch nach Stimulation des M, AChR auf [137, 138]. In
M, AChR KO-Méausen war die motorische Aktivitat gering, aber statistisch signifikant erhéht
[137]. Ms KO-Mause zeigten eine verminderte Vasodilatation zerebraler BlutgefaRe nach
Rezeptorstimulation [139]. Zudem war der MsAChR-vermittelte Anstieg der Dopamin-
Freisetzung unterdriickt. Dadurch war der Belohnungseffekt nach Opioid-Applikation
geringer, und Entzugssymptome nach Naloxon-Behandlung traten in geringerem Ausmal3
auf [140].
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1.2.2.3 Effekte mAChR-vermittelter SignalUbertragung in peripheren Organen
und Geweben

Vermittelt durch eine M, AChR-Aktivierung treten am Herzen negativ chronotrope und
inotrope Effekte auf [108, 141], wogegen fir den M; AChR positiv chronotrope Effekte am
menschlichen Herz nachgewiesen wurden [142]. In koronaren Blutgefdf3en konnte M, AChR-
und M3; AChR-vermittelt eine Vasodilatation detektiert werden [143, 144]. Eine Stimulation
dieser beiden Rezeptorsubtypen fihrt zu einer Kontraktion glatter Muskelzellen in lleus, Bla-
se, Lunge und Magen [145, 146], wobei die Rolle des M, AChR in diesem Prozess dominiert
[123]. In zahlreichen Studien konnte eine Beteiligung von in B-Zellen lokalisierten M3z AChR
an der Insulinfreisetzung und Glukose-Homoostase belegt werden [122, 147, 148]. Daruber
hinaus wurde gezeigt, dass durch eine Stimulation von M3 AChR die Drisensekretion ange-
regt werden kann [136].

1.2.3 Pharmakologische Bedeutung

1.2.3.1 Muskarinische Acetylcholinrezeptoren als Zielstruktur in der
Arzneimitteltherapie

Als Regulatoren zahlreicher, physiologischer und pathologischer Vorgange spielen mAChR
eine wichtige Rolle in der pharmakologischen Therapie unterschiedlicher Krankheiten, stellen
aber auch bei der Erforschung zukinftiger Therapieoptionen potentielle Angriffspunkte dar.

So werden sowohl der Agonist Carbachol als auch der Partialagonist Pilocarpin, und die
Antagonisten Tropicamid und Atropin bereits seit Jahren erfolgreich in der Augenheilkunde
zur Therapie des Glaukoms bzw. zur Pupillenerweiterung verwendet [149]. Pilocarpin spielt
dariiber hinaus auch bei der Mukoviszidose-Diagnose ein Rolle [150]. Die Therapie der
Inkontinenz und des Reizblasensyndroms erfolgt mittels der Antagonisten Fesoterodin,
Tolterodin, oder Oxybutinin [151-153]. Daruiber hinaus werden die mAChR-Antagonisten
Darifenacin und Solifenacin bei der Behandlung der Dranginkontinenz eingesetzt.
Pirenzepin, ein mAChR-Antagonist mit relativer Selektivitat fur den M; AChR wurde als Ant-
azidum verwendet, wird aber mittlerweile durch andere, starker wirksame Substanzen
(H> Rezeptor-Antagonisten und Protonenpumpenhemmer) abgeldst [154]. Des Weiteren
kommen Antagonisten bzw. inverse Agonisten der mAChR auch bei der Behandlung der
chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) zur Anwendung. Eingesetzt werden hier
vor allem lIpratropium und Tiotropium in Form von Inhalationstherapeutika [155, 156]. Auf
zentraler Ebene erfolgen Prévention und Therapie von Kinetosen mit dem Antagonisten
Scopolamin Uber einen transdermalen Applikationsweg [157]. In der Therapie von Morbus
Parkinson werden die beiden mAChR-Antagonisten Biperiden und Trihexiphenidyl
angewendet, durch die die gestorte Balance zwischen dopaminerger und cholinerger
Innervation einreguliert wird [158-160]. Eine weitere Gruppe von Arzneistoffen, die zwar nicht
direkt an mAChR angreifen, aber dennoch in der cholinergen Therapie angewendete
werden, stellen die Acetylcholinesterasehemmer dar. Sie steigern die ACh-vermittelte
Signaltransduktion, indem sie den Abbau von ACh hemmen. So werden beispielsweise die
Acetylcholinesterasehemmer Donepezil, Rivastigmin und Galantamin zur Behandlung
leichter bis moderater Formen der Demenz im Zusammenhang mit Morbus Alzheimer
verwendet [161-164]. Hier beruht das Therapieprinzip darauf, dass durch ein Uberangebot
des Neurotransmitters ACh der Verlust an cholinergen Neuronen ausgeglichen wird, da die
noch nicht degenerierten, cholinerg innervierten Neurone verstarkt aktiviert werden [165].
Dartber hinaus findet Rivastigmin zusatzlich Anwendung bei der Therapie der Morbus
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Parkinson-assoziierten Psychose [166]. Auch in der Therapie von Schizophrenie-
assoziierten Symptomen er6ffnen Acetylcholinesterasehemmer neue Therapieoptionen [167-
169].

1.2.3.2 Ausblick auf zukiinftige Entwicklungen in der cholinergen Therapie

Ein Nachteil der cholinergen Therapie besteht im Auftreten von teilweise starken Neben-
wirkungen, wie beispielsweise Bradykardie, Erbrechen, vermehrtem Speichelfluss, oder ver-
starktem Schwitzen [108, 136, 170]. Diese unerwiinschten Arzneimittelwirkungen resultieren
aus der relativ groRen Unselektivitat, mit der die eingesetzten Substanzen nicht nur den
gewlnschten mAChR-Subtyp, sondern auch alle anderen mAChR regulieren und fiihren
bisweilen zu einer Dosisreduktion, oder gar zum Therapieabbruch.

Sollte es mdglich sein, mit groRer Selektivitdt nur den zur Therapie erforderlichen mAChR-
Subtyp anzusprechen, wiirde die cholinerge Therapie neue Alternativen zu bislang einge-
setzten Therapieformen eroffnen.

Eine selektive Aktivierung spinal und peripher exprimierter M, AChR wirde eine neue
Mdoglichkeit zur Schmerzbehandlung darstellen. In Tierversuchen konnte der analgetische
Effekt einer systemischen Gabe von Oxotremorin gezeigt werden [138, 171, 172], eine
weitere Tierstudie konnte anschlieend auch die Beteiligung vom M4 AChR am schmerz-
lindernden Effekt belegen [173]. Eine spezifische Regulierung von M, M, und M4 AChR auf
supraspinaler Ebene wirde auf3erdem die Schmerzwahrnehmung modulieren [174].

In Untersuchungen an Tumorgewebe konnte eine Expression von Mz AChR beobachtet
werden, deren Stimulation eine unkontrollierte Zellproliferation zur Folge hat. Eine selektive
Hemmung von M; AChR wirde das Tumorwachstum hemmen und so eine Alternative zur
bisherigen Tumorbehandlung darstellen [175].

Dagegen wirden Typ-2 Diabetiker von einer spezifischen Aktivierung des Mz AChR, wodurch
in den B-Zellen des Pankreas eine vermehrte Insulinfreisetzung stimuliert wird, profitieren
[128, 147, 176, 177].

Eine Hemmung von zentralen Ms AChR kdnnte eine neue Option zur Therapie der Drogen-
abhangigkeit darstellen [178, 179].

Die Therapie von Morbus Alzheimer erfolgte bislang lediglich symptomorientiert. Mit einer
selektiven Stimulation des M; AChR konnte neben der Verbesserung kognitiver Fahigkeiten
auch der Bildung von B-Amyloid Plagues vorgebeugt werden [165, 180-182].

1.3 Allosterie

1.3.1 Begriffsbestimmung

Allosterie beschreibt den Effekt, der auf ein Protein durch dessen gleichzeitige Interaktion mit
zwei Molekilen ausgeubt wird [183]. Urspringlich wurde das Konzept der Allosterie fir
Enzyme [184] und die an Hamoglobin beobachtete Kooperativitdt der Sauerstoffbindung
(Bohr-Effekt) [185, 186] entwickelt. Monod entdeckte, dass die biologische Aktivitat von
Enzymen durch die Bindung von Liganden an eine Bindestelle (= allosterische Bindestelle),
die sich von der orthosterischen (= Substrat-Bindestelle) unterscheidet, beeinflusst wird. Die
erste Definition von Allosterie beschrieb also die Tatsache, dass viele Proteine tber mehrere
Ligandenbindestellen verfiigen, durch die sie wechselseitig beeinflusst werden kénnen.

Anfangs entwickelt, um die Eigenschaften und Voraussetzungen allosterischer Modulation
an Enzymen zu beschreiben [187], kann das von Monod postulierte Monod-Wyman-
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Changeux Modell (MWC-Modell) auch auf die allosterische Regulation von GPCR
angewendet werden [184, 187, 188]. Entsprechend dieses Modells erflillen GPCR einige,
aber nicht alle Voraussetzungen, die fir eine allosterische Modulation gefordert werden. So
besitzen sie zwar keine Symmetrieachse, neuere Erkenntnisse deuten aber darauf hin, dass
sich einige Mitglieder der GPCR-Familie zu Dimeren, oder Oligomeren htherer Ordnung
zusammen finden kénnen [9, 189, 190]. Zudem verfigen GPCR iber mindestens zwei
Bindestellen fur unterschiedliche Bindungspartner [191, 192]. Ein typisches Beispiel
allosterischer Interaktion in verschiedenen Bereichen von GPCR stellt dabei die
Wechselwirkung zwischen GPCR und einem G-Protein dar [188]. Auch die Voraussetzung,
dass das zu regulierende Protein in Abwesenheit eines Liganden in unterschiedlichen
Konformationen vorliegen sollte, wird durch GPCR erflillt [193, 194].

Zusatzlich zum MWC-Modell kann allosterische Interaktion auch nach anderen
Gesichtspunkten beschrieben werden. Diese sind in dem sogenannten allosterischen
ternaren Komplexmodell (allosteric ternary complex model, ATCM) zusammengefasst [195].

1.3.1.1 Allosterisches ternares Komplexmodell

Basierend auf dem ternaren Komplexmodell (TCM, Abb. 2, Seite 4) wurde das allosterische
terndre Komplexmodell (allosteric ternary complex model, ATCM) entwickelt. Hierzu wurde
das G-Protein im TCM durch das Alloster im ATCM ersetzt.

Da allosterische Modulatoren an eine eigene Bindestelle binden, tritt eine Sattigung des von
ihnen hervorgerufenen Effekts ein, sobald alle allosterischen Bindestellen besetzt sind
(Ceiling-Effekt, Sattigungseffekt). Dies steht im Gegensatz zu orthosterischen Wechsel-
wirkungen, bei denen theoretisch so lange eine Kompetition um die orthosterische
Bindestelle beobachtet werden kann, wie dem orthosterischen System unterschiedliche
Konzentrationen von zwei orthosterischen Liganden zugefiihrt werden, die miteinander um
dieselbe Bindestelle konkurrieren [183, 188, 196, 197].

KB /OC Abb. 6: Schematische Darstellung des allosterischen
AR \ARB terndren Komplexmodells (ATCM).
- Orthoster (A) und Alloster (B) kénnen unabhangig vonein-
‘ ﬂ ander, oder gemeinsam an den Rezeptor (R) binden. Ka und

Kg reprasentieren die Dissoziationskonstanten im Gleichge-
wicht, a steht fir den Kooperativitatsfaktor der Wechsel-
KA KA /OC wirkung zwischen orthosterischem und allosterischem
Liganden. Im ATCM wird positive Kooperativitdat durch Werte
a>1 und negative Kooperativitat durch Werte a<1
V V beschrieben. Neutrale Kooperativitat liegt vor, wenn a=1
~ (entnommen aus Avlani et al., 2004 [198]).
R < RB

Ks

Da allosterische Modulation einen Ceiling-Effekt zeigt, kann somit das Resultat orthoste-
rischer Regulation lediglich in seinem Ausmalf’ verdndert, aber nicht vollkommen inhibiert
werden. Das Ausmal’ des durch allosterische Liganden induzierten Effekts hangt dabei von
der Kooperativitdt ab, mit der allosterischer und orthosterischer Ligand sich gegenseitig
beeinflussen. Durch die Kooperativitat (im ATCM als Kooperativitatsfaktor, cooperativity
factor, a bezeichnet) werden die Starke und die Richtung angegeben, mit der sich die beiden
Liganden gegenseitig beeinflussen. Liegt eine positive Kooperativitat vor (a > 1), so werden
die Eigenschaften eines orthosterischen Liganden durch ein Alloster verstarkt, man spricht
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von einem positiven, allosterischen Modulator (positive allosteric modulator, PAM). Negative
allosterische Modulatoren (negative allosteric modulator, NAM) dagegen schwachen die
Eigenschaften des orthosterischen Liganden ab, der Kooperativitatsfaktor a nimmt Werte < 1
an. Da beide Ligandenbindestellen miteinander Uber die Konformation der GPCR verbunden
sind, beeinflussen sich orthosterischer und allosterischer Ligand gegenseitig [197, 199].

Ein Kooperativitatsfaktor a=1 weist auf neutrale Kooperativitat hin. Obwohl sowohl
orthosterischer, als auch allosterischer Ligand an den Rezeptor binden, bleibt im Falle neu-
traler Kooperativitat eine gegenseitige Beeinflussung aus [196, 200].

A 1.0 — i : . Abb. 7. Einfluss orthosterischer und

allosterischer Liganden auf Konzentra-
tions-Wirkungskurven.

(A) Konkurrieren zwei orthosterische Ligan-
den miteinander um dieselbe Bindestelle
eines GPCR, so ist theoretisch eine unbe-
grenzte  Rechtsverschiebung der Kon-
zentrations-Rezeptorbesetzungskurve des
orthosterischen Liganden (A) moglich.

(B) In Gegenwart eines Allosters wird die
Konzentrations-Wirkungskurve des Ortho-
sters sattigend verschoben. Abhangig von der
Kooperativitat erfolgt entweder eine Links-
(a>1), oder eine Rechtsverschiebung
(a<1).

(C) Bindungskurve in Gegenwart einer
stabilen Konzentration an orthosterischem
Liganden. Mit zunehmender Konzentration
des allosterischem Liganden (B) wird der
Besetzungsgrad des Rezeptors bis zu einem
bestimmten Limit erhéht (positive Koopera-
tivitdt, a>1), oder vermindert (negative
Kooperativitat, a < 1) (enthommen aus May et
al., 2007 [186]).
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Ein weiteres Merkmal allosterischer Interaktion wird durch die Ligandenabhangigkeit (probe
dependency) beschrieben. Unter probe dependency versteht man die Beobachtung, dass
der Effekt eines allosterischen Modulators vom jeweiligen orthosterischen Liganden abhangt
[188, 196, 201, 202]. So konnte zum Beispiel in Untersuchungen am M;AChR belegt
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werden, dass sich die Substanz LY2033298 abhéngig vom orthosterischen Liganden als
positiver, oder neutraler allosterischer Modulator verhalt [203, 204].

Dartber hinaus konnen allosterisch modulierende Substanzen sowohl die Affinitat eines
Liganden zum regulierten Rezeptor, als auch dessen maximale Wirkstarke unabhangig
voneinander, oder zusammen beeinflussen [186, 205, 206].

1.3.1.2 Allosterisches Zwei-Zustands Modell

Da neben PAM, NAM und neutralen allosterischen Modulatoren auch Allostere existieren,
die nach Bindung an die allosterische Bindestelle einen Rezeptor auch in Abwesenheit eines
orthosterischen Agonisten aktivieren kdnnen (allosterische Agonisten) [207-209], wurde das
ATCM zum allosterischen Zwei-Stadien Modell (allosteric two-state model, ATSM, oder cubic
ternary complex model, CTC) erweitert. Hier wird die Mdglichkeit berticksichtigt, dass auch
orthosterisch inaktive Rezeptoren ein G-Protein aktivieren kénnen.

Abb. 8: Allosterisches Zwei-
L/opd Zustands Modell (ATSM).

ARB — = AR+B Das ATSM beschreibt die Effekte
,{"}'/ allosterischer Liganden (B)
/ 4 hinsichtlich ~ Affinitat (rot) und
g Maximaleffekt (grin) an einem
Kal Y P4 Ku/ooyd inaktiven (R), oder aktiven
/ s A Rezeptor (R*) auf den ortho-
AR - — AR+ R sterischen Liganden (A). Die

/ Stimulus L . .
*B/ Maoglichkeit, dass ein Alloster
7, auch in Abwesenheit eines ortho-
sterischen  Agonisten  einen
Rezeptor aktivieren kann (Allo-
steric agonism, blau), wird
beriicksichtigt. Der linke Teil
(orange) des ATSM repréasentiert
das ATCM. (enthommen aus May

3. Allosteric agonism et al., 2007 [186]).

Ko/ /, Ko/BYS //

1. Affinity modulation
2. Efficacy modulation

1.3.2 Funktionelle Selektivitat

Funktionelle Selektivitat bezeichnet die Beobachtung, dass unterschiedliche Liganden durch
Bindung an einen Rezeptor bestimmte Signalwege bevorzugt regulieren, wéahrend sie auf
andere Signalwege keinen, oder nur einen geringen Einfluss ausuben [59, 186, 187, 210-
217]. Dies grundet vermutlich darauf, dass unterschiedliche Liganden eine selektive Ander-
ung der Rezeptorkonformation induzieren [217-221]. Auf Grund unterschiedlicher Konforma-
tionen kann der Rezeptor anschlieBend mit verschiedenen Effektoren mit unterschiedlich
hoher Affinitat und in unterschiedlichem AusmalR wechselwirken [10, 212, 222].

So konnte am Beispiel des B, AR gezeigt werden, dass bei einigen Liganden zwar der
Gs-vermittelte Signalweg inhibiert, die B-Arrestin abhangige Signaltransduktion aber partiell
aktiviert wurde [216]. Ein &hnlicher Befund ergab sich auch bei der Untersuchung
verschiedener Liganden des B, AR hinsichtlich ihrer Fahigkeit, Gs-vermittelt die Bildung von
cAMP zu stimulieren, beziehungsweise eine B-Arrestin abhdngige Rezeptorinternalisierung
zu induzieren [223].

Dass funktionelle Selektivitat nicht nur in vitro sondern auch in vivo auftritt, konnten sowohl
Studien am chemokinen CCR7 Rezeptor, als auch am D, Dopaminrezeptor zeigen [222,
224, 225].
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Auch von allosterischen Liganden wird angenommen, dass sie unterschiedliche
Rezeptorkonformationen induzieren. Dies legt die Vermutung nahe, dass das Phanomen der
funktionellen Selektivitat auch auf allosterische Modulation anwendbar ist [226, 227].

- Abb. 9: Funktionelle Selektivitat allosterischer und
Or‘l(hoslsrlc
igan

orthosterischer Liganden.
[ Al!ostecriic
- 1 igan

Binden unterschiedliche Agonisten und allosterische
Modulatoren an einen Rezeptor, werden abhangig von der
Konformationsanderung des GPCR unterschiedliche
Signalwege reguliert (abgeandert nach Valant et al., 2012
[228]).

Allosteric
ligand

1.3.3 Methoden zur Detektion allosterischer Modulation

Da der Effekt, den allosterische Modulatoren auf einen Rezeptor bzw. den orthosterischen
Liganden ausuben, vom eingesetzten Orthoster abhéngt (-> probe dependency), sollte in
Screening-Versuchen im Idealfall der endogene Ligand als Referenzsubstanz eingesetzt
werden.

1.3.3.1 Radioligandenbindungsstudien

Die am haufigsten angewandte Methode zur Identifizierung allosterischer Modulatoren und
zur Untersuchung ihrer Eigenschaften hinsichtlich negativer, oder positiver Kooperativitat
stellen Radioligandenbindungsstudien dar [229]. Hier wird die spezifische Bindung eines
radioaktiv markierten Orthosters in Anwesenheit eines allosterischen Modulators bestimmit.
Wird die spezifische Bindung des orthosterischen Radioliganden nur bis zu einem gewissen
Grad beeinflusst, d.h. tritt ein séattigender Effekt auf, handelt es sich bei der Testsubtanz um
einen Alloster. Durch PAM wird die spezifische Bindung erhoht, wahrend NAM die
spezifische Bindung des Radioliganden reduzieren. Zeigen NAM eine stark negative
Kooperativitat (a nahert sich 0 an), ist eine sichere Unterscheidung zwischen einer
allosterisch vermittelten Reduktion der Orthoster-Affinitdét und einer rein orthosterischen
Kompetition nicht mehr mdglich [197]. Eine weitere Moglichkeit, allosterische
Wechselwirkungen mit Hilfe von Radioligandenbindungsstudien zu identifizieren und zu
quantifizieren, besteht in der Analyse der Dissoziationskinetik des Radioliganden in
Anwesenheit und Abwesenheit des Allosters, dabei kann sowohl eine Beschleunigung, als
auch eine Verlangsamung der Dissoziation des Orthosters von dem Rezeptor beobachtet
werden [186, 230]. Auch durch die Auswertung von Gleichgewichtsbindungsstudien mit
Radioliganden kdnnen die Kooperativitat zwischen Alloster und Orthoster, sowie die Affinitét
des Allosters zum Rezeptor ermittelt werden [230].
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Abb. 10: Radioligandenbindungsstudien zur

2 200 Identifikation allosterischer Modulatoren.
T Alcuronium  \yechselwirkung der allosterischen Modulatoren
@ 1507 pPKg =5.3 Gallamin und Alcuronium mit dem ortho-
2 o=8.1 sterischen Antagonisten [3H] NMS am M,
% 100+ AChR. Durch den PAM Alcuronium wird die
. spezifische Bindung des Radioliganden erhéht,
§ 50- Gallamine  wahrend der NAM Gallamin die spezifische
) 15% Spec. binding pKg = 6.1 Bindung von [3H] NMS reduziert. Vor allem am
B Pl i g — iy o= 0.06 Beispiel von Gallamin wird die allosterische
10 9 8 7 6 5 -4 3 Modulation deutlich, da die spezifische Bindung
Log [Modulator] (M) des Radioliganden nicht vollstandig inhibiert

wird (entnommen aus Gregory, Sexton und
Christopoulos, 2007 [197]).

Anfangs waren Radioligandenbindungsstudien nur mit radioaktiv markierten, orthosterischen
Liganden méglich. Durch die Entwicklung eines radioaktiv markierten Allosters ([*H] Dime-
thyl-W84) [231] ist die Identifizierung allosterischer Modulatoren und die Quantifizierung ihrer
Effekte am M, AChR auch Uber direkte Kompetition mit einem allosterischen Radioliganden
an der typischen allosterischen Bindestelle mdglich.

1.3.3.2 Funktionelle Experimente

Eine Alternative zur Aufklarung allosterischer Wechselwirkungen besteht in der
Durchfilhrung funktioneller Assays. Hier wird die Anderung eines Effekts (z.B. Rezeptor-
aktivierung) in Abhangigkeit von der Konzentration des eingesetzten Allosters betrachtet.
Dabei tritt abhangig von der Kooperativitdt zwischen allosterischem und orthosterischem
Liganden eine Rechtsverschiebung (a < 1, NAM), oder eine Linksverschiebung (a > 1, PAM)
der Konzentrations-Wirkungskurven auf. Ist die Kooperativitat zwischen beiden Liganden
begrenzt, erreicht die Verschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve ein Limit, ab dem
eine weitere Verschiebung nicht mehr mdglich ist (Abb. 7 B, Seite 15) [186, 197, 232, 233].

100+ . Abb. 11: Funktionelle Untersuchung des
[Gallamine] (uM):  Eftes von Gallamin auf den ACh-Effekt
= o mO am M2 AChR des linken Vorhofs.

2 60- A 10 Mit steigender Konzentration des NAM
2 v 30 Gallamin tritt eine Rechtsverschiebung der
i b ¢ 100 Konzentrations-Wirkungskurve von ACh auf.
“ 204 @ 300 Bei hohen Konzentrationen von Gallamin ist
0 500 eine Sattigung der Rechtsverschiebung zu

o ! beobachten (enthommen aus Gregory, Sexton

4 8 7 £ 5 -4 _
. und Christopoulos, 2007 [197]).
Log [Acetylcholine] (M)

Wahrend in Radioligandenbindungsstudien nur die Interaktion des Radioliganden mit einem
Rezeptor detektiert wird, kann mit funktionellen Assays der Effekt untersucht werden, den
Liganden auf einen Rezeptor bzw. nachgeschaltete Signalwege ausiben.
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A Binding B Function
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Abb. 12: Vergleich verschiedener Assay-Formate hinsi chtlich ihrer Aussagekraft.

Gezeigt wird die Bindung eines Liganden A an einen allosterisch gebundenen Rezeptor (RB). Basierend auf dem
allosterischen Zwei-Zustands Modell werden in Radioligandenbindungsstudien (A) nur Rezeptoren erfasst, die
einen Radioliganden gebunden haben. In funktionellen Experimenten werden dagegen all jene Rezeptoren
detektiert, die einen pharmakologischen Effekt erzeugen (B) (entnommen aus Kenakin, 2009 [234]).

Funktionelle Methoden sind bei der Charakterisierung allosterischer Liganden den Radio-
ligandenbindungsstudien insofern Uberlegen, als dass sie einen Ruckschluss auf Affinitat
und Effekt der Allostere auf nachgeschaltete Signalwege erlauben, wéhrend aus Radioligan-
denbindungsstudien nur die Affinitat der allosterischen Liganden abgelesen werden kann
[234].

1.3.4 Vergleich allosterischer und orthosterischer Liganden hinsichtlich
ihrer Bedeutung flr die pharmakologische Therapie

Bisher werden fast ausnahmslos orthosterische Rezeptorliganden in der Arzneimitteltherapie
eingesetzt. Bei genauer Betrachtung bieten allosterische Modulatoren allerdings zum Teill
bedeutende Vorteile gegentiber einer orthosterischen Therapieform.

Ein Vorteil allosterischer Modulatoren liegt in der héheren Selektivitat mit der sie an die
allosterische Bindestelle spezifischer Subtypen einer GPCR Familie binden kénnen. Es wird
angenommen, dass die allosterische Bindestelle im Gegensatz zur orthosterischen
Bindestelle nicht Gegenstand der evolutionaren Selektion war und somit weit geringere
Sequenzhomologie unter den verschiedenen Subtypen aufweist [186, 201, 235-238]. Die
erhohte Selektivitdt, mit der allosterische Modulatoren einen Rezeptorsubtyp regulieren,
vermindert somit das Auftreten von Nebenwirkungen in der pharmakologischen Therapie.
Die zirkadiane Rhythmik, sowie der Wirkort einer physiologischen Rezeptorfunktion bleiben
unter Verwendung positiver, oder negativer allosterischer Modulatoren erhalten, da diese nur
in Anwesenheit des endogenen, orthosterischen Liganden einen Effekt ausiiben kdnnen
[197, 235]. Eine dauerhafte Systemaktivierung, oder -hemmung bleibt somit aus, lediglich
Starke bzw. Ausmal} eines physiologischen Effekts werden reguliert. Dartiber hinaus zeigen
allosterische Modulatoren einen, durch die limitierende Kooperativitat zwischen alloste-
rischem und orthosterischem Liganden begrundeten, Sattigungseffekt [188, 199]. Die Gefahr
einer Uberdosierung wird somit minimiert.
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Abb. 13: Vorteil einer Therapie mit
allosterischem Modulator im Vergleich
zu einer Therapie mit orthosterischem
l I I I physiological Liganden.
Der physiologische Effekt (griin) ist in
einem erkrankten Organismus veréandert
pathological (hellgriin). Bei einer orthosteren Therapie
(rot) tritt eine dauerhafte Systemver-
therapy with anderung auf. Dagegen bleibt mit einer
_ orthosteric ligand  allosterischen Therapie (orange) die zirka-
diane Rhythmik erhalten, lediglich das

therapy with Ausmall des pathologisch veranderten
allosteric ligand Effekts wird beeinflusst.

effect

time

1.3.4.1 Anwendungsbeispiele allosterischer Liganden in der pharmakolo-
gischen Therapie

Als als allosterische Modulatoren von lonenkanélen werden unter anderem Barbiturate oder
Benzodiazepine zur Behandlung von Schlafstérungen beziehungsweise in der Epilepsie-
behandlung eingesetzt. Wahrend Barbiturate durch Bindung an eine allosterische Bindestelle
des GABAs-Rezeptors die Wirkung des endogenen Liganden y-Aminobuttersaure
verstarken, fiihren sie in hohen Dosen auch zu einer direkten Offnung des Kanals. Dagegen
modulieren Benzodiazepine den GABA-Rezeptor nur in Anwesenheit des endogenen
Liganden und zeigen hierbei einen Sattigungseffekt [239]. Memantin (Axura, Ebixa), ein
Modulator des NMDA-Rezeptors wird zur Behandlung moderater bis schwerer Formen von
Morbus Alzheimer verwendet [240].

Erst kiirzlich kam mit Cinacalcet (Mimpara®, Amgen) ein neuer Arzneistoff zur Behandlung
des Hyperparathyroidismus auf den Markt. Die Wirkung von Cinacalcet beruht auf einer
allosterischen Modulation des Ca?-Rezeptors der Nebenschilddriisen, wodurch dessen
Empfindlichkeit fir extrazellulares Ca®* erhoht und die endokrine Sekretion von Parathormon
gehemmt wird. Mit Cinacalcet hat der erste, pharmakologisch eingesetzte, allosterische
Modulator von GPCR die Marktreife erreicht [241-243]. Als weiterer allosterischer Modulator
von GPCR wird der Entry-Inhibitor Maraviroc (Celsentri®, Pfizer) zur Behandlung einer HIV-
Infektion eingesetzt. Als negativer Modulator des chemokinen CCR5 Rezeptors verhindert er
das Eindringen von HI-Viren in CD4 positive T-Zellen [244, 245)].

1.3.5 Allosterische Modulation des muskarinischen M, Acetylcholinrezep-
tors

1.3.5.1 Allosterische Bindestelle

Auf dem Forschungsgebiet der allosterischen Modulation stellen mMAChR die mit Abstand am
intensivsten studierten GPCR dar. Die Existenz einer allosterischen Bindestelle und somit
die Mdoglichkeit allosterischer Modulation von GPCR wurde erstmals bei der Untersuchung
des Effekts von Alkan-Bisammonium Substanzen bzw. Gallamin auf die negativ ionotrope
Wirkung von ACh in funktionellen Experimenten an Herzvorhofen erkannt [246, 247].

Neben der orthosterischen existieren in allen mMAChR zuséatzlich mindestens eine, moglicher-
weise auch zwei allosterische Bindestellen [248, 249]. In Mutagenesestudien konnte gezeigt
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werden, dass die Aminoséauren, die an der Bildung der allosterischen Bindestelle der mMAChR
beteiligt sind, vorwiegend im Bereich der extrazellularen Rezeptorschleifen und den extra-
zellularen Regionen der TMs liegen [6, 197]. Im M, AChR konnten durch Versuche mit
Punktmutanten die Aminosduren Glutamat!’’~Glutamat'”® (sog. EDGE-Motiv) in EL 2,
Tyrosin*”’, Tryptophan*?? und Threonin** als an der Bildung einer allosterischen Bindestelle
beteiligte Aminoséauren identifiziert werden [250-254]. Da diese Bindestelle nicht von dem
endogenen Liganden ACh gebunden wird [255] und somit wahrscheinlich keinem evolutio-
naren Selektionsdruck unterlag, ist die allosterische Bindestelle der mAChR-Subtypen wahr-
scheinlich nicht konserviert [236, 256].

A B

r\ Extracellular
Allosteric 7 7

Y 4 5P <mmm Orthosteric
> ;

' f

&

Abb. 14: Schematische Darstellung der hypothetischen allosterischen Bindestelle des M, AChR.

(A) Wahrend sich die orthosterische Bindestelle (blau) im Inneren des von den TMs gebildeten Kanals befindet,
ist die allosterische Bindestelle (rosa) im extrazellularen Bereich der TMs und in den extrazelluldaren
Rezeptorschleifen lokalisiert (entnommen aus Gregory, Sexton und Christopoulos, 2007 [197]).

(B) Darstellung der inneren Oberflache des durch die TMs gebildeten Kanals im M, AChR gebunden an QNB
(orange). Unterschiede zur Aminoséauresequenz des M4 AChR sind in griin dargestellt, konservierte Aminosauren
in blau. Die Homologie der orthosterischen Bindestelle wird deutlich, dagegen zeigen die extrazellularen Bereiche
der TMs eine hohe Variabilitat (entnommen aus Haga et al., 2012 [6]).

Intracellular

1.3.5.2 Allosterische Modulatoren

Allosterische Modulatoren der mAChR unterscheiden sich stark hinsichtlich ihrer chemischen
Struktur und in ihren physiologischen Eigenschaften. Zu ihnen zahlen Dbeispielsweise
steroidale und nicht-steroidale neuromuskulare Blocker (z.B. Pancuronium), aber auch
Peptide (Dynorphin), Antibiotika, oder endogene Metabolite (Thiochrom) [146]. Die
allosterischen Liganden, die bisher fiur mAChR bekannt sind, kdnnen anhand ihrer Struktur
und ihres Bindeverhaltens in zwei Untergruppen klassifiziert werden.

1.3.5.2.1 Typische allosterische Liganden

Als typische allosterische Liganden  gelten all jene, die wie die urspriinglich entdeckten
Substanzen Gallamin und die Alkan-Bisammonium Verbindungen ihren allosterischen Effekt
nach Bindung an das EDGE-Motiv entsprechend des ATCM-Modells entfalten. Dies konnte
unter anderem fir Gallamin, Alcuronium und W84 anhand von Radioligandenbindungs-
studien in Gegenwart von [*H] Dimethyl-W84 gezeigt werden [257]. Die hochste Affinitat
zeigen typische allosterische Modulatoren meist zum M, AChR, wéahrend sie mit der
niedrigsten Affinitat den Ms AChR binden [254, 258-260]. Typische allosterische Modulatoren
verhalten sich meist negativ kooperativ. Ausnahmen stellen zum Beispiel die Substanzen

21



Einleitung

Alcuronium (PAM mit [*H] NMS und [°*H] Atropin, NAM mit [*H] QNB und Pilocarpin), Brucin
(PAM mit ACh), oder Thiochrom (PAM mit ACh am M,) dar [202, 261-263].

Die Einteilung der typischen Allostere kann anhand der chemischen Struktur und der
funktionellen Aktivitat in zwei Kategorien erfolgen:

- neuromuskulare Blocker und Bis-Onium Modulatoren (z.B. Alcuronium, Vecuroium,
Pancuronium, Gallamin) [264]

- monoquartare und tertiare Amine, die von Alkaloiden abgeleitet wurden
(z.B. C+/3'-phth W84) [257, 259]

1.3.5.2.2 Atypische allosterische Liganden

Zu den atypischen allosterischen Liganden zahlen beispielsweise Duo3, oder Tacrin. Sie
binden mutmallich an eine andere allosterische Bindestelle, als typische allosterische
Modulatoren [249, 265-268].

Die Bindestelle atypischer allosterischer Liganden konnte bisher allerdings noch nicht
zweifelsfrei lokalisiert werden [146]. Es existieren Studien, nach deren Ergebnis auch
atypische Liganden zwar an die typische Bindestelle des M, AChR binden, dort dann
allerdings ein anderes Bindeverhalten, als typische Allostere zeigen [267]. Atypische
Modulatoren weisen, anders als typische Allostere, keine positiv geladene Stickstofffunktion
auf. DarUber hinaus unterscheiden sie sich von typischen Allosteren, da sie die hdchste
Affinitat fur den M, statt M, AChR zeigen und die Dissoziationsrate von [*H] NMS in
Radioligandenbindungsstudien kaum, oder gar nicht beeinflussen [197]. Zu ihnen z&hlen
neben Tacrin, oder Duo3 beispielsweise auch WIN 51708, WIN 62577 und Stauroprostin
[265, 269]. Das Verhalten mancher dieser Substanzen weicht zudem von dem normalen
ATCM ab [197, 267].

1.3.6 Bitopische Liganden

Ein Ansatz, die allosterisch-vermittelte Subtypselektivitat mit der hohen Affinitat orthoste-
rischer Liganden zu Rezeptorbindestellen zu kombinieren, besteht in der Verknlipfung von
orthosterischen mit allosteren Liganden Uber eine Linkerkette. Diese sogenannten bitopi-
schen, oder dualsterischen Liganden sind in der Lage, die allosterische und die
orthosterische Bindestelle eines GPCR gleichzeitig zu besetzen [270].

Begrindet wurde die Idee der bitopischen Liganden auf dem von Schwyzer postulierten
Effekt-Adresse-Konzept (message-address-concept) [271]. Dieses besagt, dass jeder Ligand
zwei Komponenten enthalt:

Die Effekt-Komponente, die das Hauptinteraktionsmotiv des Liganden mit dem gewiinschten
Rezeptor enthalt und fur die Signalibertragung zustandig ist und die Adresse-Komponente,
die zusatzliche Interaktionen zwischen Ligand und Rezeptor und somit eine erweiterte
Selektivitdt ermgglicht. Homobivalente Liganden sind dabei dadurch charakterisiert, dass sie
zwei identische Pharmakophore enthalten. Im Falle von zwei unterschiedlichen, miteinander
verknupften Pharmakophoren wird von heterobivalenten Liganden gesprochen [228]. Dieses
Konzept wurde erstmals durch Porthogese et al. auf GPCR in Form bivalenter Liganden fir
den k-Opioidrezeptor angewendet [272].

Um auch Bereiche des Rezeptors, die von der orthosterischen Bindestelle weiter entfernt
liegen, durch bivalente Liganden miteinander zu verbinden, wurde in nachfolgenden
Versuchen eine Linkerkette zwischen beide Ligandenkomponenten eingefigt [273]. Auf
diese Weise wurden weitere bivalente Liganden fir die Opioidrezeptoren, Cannabinoid-
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Rezeptoren, oder mAChR generiert [274-276]. Dem Linker zwischen beiden Komponenten
kommt dabei eine gewisse Bedeutung zu. Ist er zu kurz, kénnen nicht beide Bindestellen
gleichzeitig von einem bivalenten Liganden besetzt werden. Auch die Flexibilitat der
Linkerkette ist entscheidend. Ein zu starrer Linker kdnnte beispielsweise zu einer Abnahme
der Affinitat und Aktivitdt des Liganden fuhren. Flexible Linker dagegen erlauben eine
groRere Beweglichkeit der Adresse-Komponente und konnen dadurch zu einer Steigerung
der Affinitat beitragen [228].

‘ Abb. 15: Schematische Darstellung des Effekt-
o y Adresse-Konzepts nach Schwyzer.
m m Beide Liganden enthalten die gleiche Effekt-
i m Komponente (blau) und kénnten deswegen
theoretisch mit beiden Zielstrukturen (Target A, oder
m S B) in Wechselwirkung treten. Erst durch die Adresse-
Komponente (rot) wird durch zusatzliche Wechsel-
rosce wirkungen eine selektive Bindung an das jeweilige
Zielprotein erreicht (entnommen aus Valant et al.,
2012 [228)).

Das vermehrte Interesse an allosterischer Modulation von GPCR resultierte in einer
Weiterentwicklung der bivalenten zu bitopischen Liganden, die spezifisch einen
orthosterischen und einen allosterischen Baustein, verbunden Uber eine Linkerkette,
enthalten. Antony et al. [270] synthetisierten als erste Hybridsubstanzen fur den M, AChR.
Diese Substanzen, Hybrid 1 und Hybrid 2 (H 1 und H 2) wiesen zwar keine hdhere Affinitat
als ihre einzelnen Bausteine auf, zeigten jedoch eine verbesserte Subtypselektivitat. Einen
Zugewinn an Affinitat brachte die Synthese des bitopischen Liganden THRX-160209 fur den
M, AChR [277]. Mittlerweile existieren bitopische Liganden auch flr andere Rezeptoren, als
die mAChR [278].

n—>0 Abb. 16: Chemische Struktur der

A /
2 A} dualsterischen Liganden des
. JNTY \ //\ o M2 AChR — Hybrid 1 und 2.
| P, /N\/ > Bei H 1 (A) und H 2 (B) handelt es
7 N sich um bitopische Liganden, deren
0 orthosterischer Baustein, Iperoxo
(grin), dem Oxotremorin nach-
empfunden wurde. Bei den allo-
sterischen Bausteinen (blau)
handelt es sich um Hexame-
thonium-Derivate. Beide Bausteine
wurden uber eine sechs Kohlen-
stoffatome lange Linkerkette (grau
markiert) miteinander verbunden.

1.3.6.1 Mogliche Bindungsstadien bitopischer Liganden an GPCR

Bitopische Liganden kénnen auf unterschiedliche Weise an GPCR binden. Ist beispielsweise
die Linkerkette nicht ausreichend lang, ist es moglich, dass je ein bitopischer Ligand an die
orthosterische und an die allosterische Bindestelle bindet (,Cooperativity”), oder nur ein
Ligand gebunden wird, der dann zwischen beiden Bindestellen hin und her springt
(,Flip-Flop“). Bei ausreichender Lange der Linkerkette kann der Rezeptor trotz allem in
einem Gleichgewicht zwischen funf mdglichen Bindungszustéanden vorliegen [228, 270]
(Abb. 17, Seite 24):
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1. ein bitopischer Ligand bindet gleichzeitig die allosterische und orthosterische Binde-
stelle

der Rezeptor liegt ungebunden vor
nur die allosterische Bindestelle ist von einem bitopischen Liganden besetzt

der bitopische Ligand ist nur an die allosterische Bindestelle gebunden, wéhrend
zuséatzlich ein orthosterischer Ligand an der orthosterischen Bindestelle gebunden
wird

5. der Rezeptor liegt nur orthosterisch gebunden vor

Die Wechselwirkungen zwischen bitopischem Ligand und GPCR werden dabei durch ortho-
sterische Kompetition und allosterische Modulation der Kooperativitat gepragt und mit Hilfe
unterschiedlicher Affinitatskonstanten beschrieben. Die selektive Aktivierung nachgeschal-
teter Signalwege hangt von dem Bindungszustand ab, in dem der Rezeptor vorliegt
(— funktionelle Selektivitat).

............................................ 3
. Orthosteric ligand
. Orthosteric pharmacophore - S2
. Allosteric pharmacophore \
Kgatto Kgaito /@
51

¥ il

Abb. 17: Postulierte Bindungsmechanismen orthosteris cher, allosterischer und dualsterischer Liganden

an GPCR.

Allosterische und orthosterische Liganden kénnen unterschiedlich an GPCR binden. Die verschiedenen
Bindungszustédnde stehen Uber das ATCM miteinander im Zusammenhang. Die unterschiedlich gebundenen
GPCR sind zudem in der Lage, selektiv nachgeschaltete Signalwege zu regulieren. Kann ein dualsterischer
Ligand nicht beide Bindestellen gleichzeitig erreichen, ergeben sich zwei mdgliche Bindungszustande. Im
JFlip-Flop“-Zustand wird ein GPCR nur von einem dualsterischen Liganden gebunden, der zwischen beiden
Bindestellen hin und her springt. Dagegen binden im Cooperativity-Modell zwei dualsterische Liganden an einen
GPCR, wobei einer der beiden Liganden nur die orthosterische, der andere nur die allosterische Bindestelle
besetzt (enthommen aus Valant et al., 2012 [228]).

1.3.6.2 Bitopische Liganden der muskarinischen Acetylcholinrezeptoren

Die Hybridsubstanzen Hybrid 1 und 2 (H1 und H2) wurden aus dem von Oxotremorin
abgeleiteten orthosterischen Baustein Iperoxo und aus an Hexamethonium angelehnten
allosterischen Modulatoren synthetisiert. Beide Bausteine wurden durch eine sechs Kohlen-
stoffatome lange Linkerkette miteinander verbunden. Mit Hilfe von Mutationsexperimenten
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und Radioligandenbindungsstudien konnte belegt werden, dass H 1 und H 2 eine ausge-
pragte Subtypselektivitat fur den M, AChR zeigen, an den sie in einem kombinierten alloster-
ischen und orthosterischen (= dualsterischen) Modus binden. Beide Hybride weisen funktio-
nelle Selektivitdt auf. Sie aktivieren im Gegensatz zu ACh und Iperoxo nur Gj-vermittelte
Signalwege, die Aktivierung von Gs-abhangigen Signalwegen bleibt dagegen aus [270].

A
Allosteric Subtype-
area ) selectivity
Orthosteric Receptor
area activation
B :
B . Allosteric
CHy s
N ¢ 9O SR W nverse
- B S CHs H agomst,
Orthosteric ~ §*
agonist o, N P
iperoxo v Receptor
activatlm
Hybrid P s
H
compound N PPN - _ ,
- - CH3 CHy ; Ar
actlvatnom
Abb. 18: Schematische Darstellung der hypothetischen allosterischen und orthosterischen Bindestelle

des M, AChR (A), sowie der Bausteine von H 1 (B).

Die allosterische Bindestelle (rosa) befindet sich in der Region der extrazellularen Rezeptorschleifen. Durch sie
wird die Subtypselektivitat vermittelt. Die orthosterische Bindestelle (griin) liegt raumlich betrachtet unterhalb der
allosterischen und vermittelt die Aktivierung des M2 AChR (A). Kombiniert man den allosterischen Liganden W84
(rosa), der eine Selektivitat fur den M, AChR-Subtyp aufweist, mit dem hoch affinen orthosterischen Agonisten
Iperoxo (gruin), erhélt man den dualsterischen Liganden H 1. Dieser weist sowohl Subtypselektivitat, als auch eine
hohe Affinitat auf (enthommen aus Mohr et al., 2010 [279]).

McN-A 343 und 77-LH-28-1 konnten als bitopische Liganden am M, AChR identifiziert
werden [256, 279, 280]. Darlber hinaus konnte fir AC-42 ein bitopisches Verhalten am
M; AChR nachgewiesen werden [281].
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1.4 Fluoreszenzmessungen

1.4.1 Allgemeine Grundlagen zur Fluoreszenz

1.4.1.1 Fluoreszenzmarker
1.4.1.1.1 Fluoreszenzproteine

Das grin fluoreszierende Protein (green fluorescent protein, GFP) und seine andersfarbigen
Varianten zahlen zu den am haufigsten bei Fluoreszenzmessungen verwendeten
Fluorophoren [282]. 1962 durch Shimomura et al. [283] als intrinsisch fluoreszierendes
Protein aus der Qualle Aequorea victoria isoliert, entwickelte GFP einen unschatzbaren Wert
fur die Zell- und Molekularbiologie. Durch die Fusion der GFP-cDNA mit der DNA des zu
untersuchenden Proteins konnte eine Fluoreszenzmarkierung von praktisch allen Proteinen
erreicht werden [284], haufig ohne dass nach anschlieBender Expression in Zellen eine
Beeintrachtigung von Zellwachstum und —funktion zu beobachten war [285]. Es war
Forschern somit nun mdglich, Vorgadnge in Zellen und Organismen mit nicht-invasiven
Methoden zu untersuchen [282].

A

Abb. 19: Kristallstruktur des

grun fluoreszierenden Proteins
(GFP) und autokatalytische
Bildung des Chromophors.

(A) EIf B-Faltblatter bilden eine
Fass-ahnliche Struktur, in deren
Zentrum der Chromophor als
Bestandteil einer a-Helix vorliegt
(entnommen aus Piston und
Kremers, 2007 [286]).(B) Der
Chromophor bildet sich autokata-
lytisch aus den Aminosauren
Serin®, Tyrosin®® und Glycin®
durch Zyklisierung, Dehydrati-
sierung und Oxidation (entnom-
men aus Pakhomov und Marty-
nov, 2008 [287]).
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Die Struktur des 238 Aminosduren groRen und 27 kDa schweren Fluoreszenzproteins
konnte 1996 durch Ormoé et al. und Yang et al. unabhangig voneinander aufgeklart werden
[288, 289]. EIf B-Faltblatter bilden eine Fass-ahnliche Struktur (B8-barrel, B-can), in deren
Zentrum der Fluorophor als Bestandteil einer a-Helix vorliegt. Der Chromophor, ein
p-Hydroxybenzylidenimidazolinon, das durch die Aminosauren Serin®, Tyrosin®® und Glycin®’
gebildet wird, entsteht autokatalytisch durch Zyklisierung, Dehydratisierung und Oxidation
[285]. Durch die Lage des Chromophors im Inneren des B-barrel wird er von schadlichen
Umwelteinflissen weitestgehend abgeschirmt [282].

Bestandige Forschungsarbeit fuhrte zu der Entwicklung weiterer Derivate des GFP. Diese
zeigten beispielsweise veré&nderte Emissions- und Absorptionsspektren, oder wiesen eine
verbesserte pH-Stabilitdt, oder Fluoreszenzintensitat auf. Die andersfarbigen GFP-Varianten
wurden entsprechend der von ihnen emittierten Fluoreszenzfarbe als z.B. cyan- (CFP), gelb-
(YFP), oder blau- (BFP) fluoreszierende Proteine bezeichnet [290-293)].

Die Mutation von Alanin®® zu Lysin resultierte in Fluoreszenzproteinen, die keine
Dimerisierung aufwiesen, so konnte in anschlieBenden Fluoreszenzmessungen das Auftre-
ten von Artefakten wegen Aggregation der Zielproteine verhindert werden [286, 290, 294].
Die Punktmutationen Phe64Leu und Ser65Thr im enhanced GFP (eGFP) fiihrten zu einer
Verbesserung der Proteinfaltung bei 37°C und einer 35-fach hoheren Fluoreszenzintensitét
[291]. Durch die Entdeckung von rot fluoreszierenden Proteinen (red fluorescent protein,
RFP) aus der Korallengattung Discosoma und deren Weiterentwicklung hinsichtlich
Oligomerisierung und Fluoreszenzmaturierung bei 37°C konnte das Spektrum der Fluores-
zenzproteine in den rot und dunkelrot (far-red) fluoreszierenden Bereich erweitert werden
[294-296]. Mittlerweile umfasst das Emissionsspektrum, das durch die GFP- und RFP-
Varianten abgedeckt werden kann einen Wellenlangenbereich von 440 bis >650 nm [287].
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Abb. 20: Absorptions- und Emissionsspektren verschiedender F luoreszenzproteine.

Sowohl die Absorptions- (A), als auch die Emissionsspektren (B) der aus Aequorea victoria und Discosoma
Spezies abgeleiteten fluoreszenten Proteine Uberlappen miteinander. Die Emissions- sind im Vergleich zu den
Anregungswellenldngen zu niedriger Energie hin verschoben. Die Emissionswellenlangen der GFP- und
RFP-Derivate decken einen Wellenlangenbereich zwischen 440 bis >650 nm ab (entnommen aus Miyawaki,
Sawano und Kogure, 2003 [297]).

1.4.1.1.2 Fluorescein arsenical hairpin binder (FIAsH)

Neben den Fluoreszenzproteinen existiert noch eine Vielzahl synthetischer Fluorophore, die
zur Fluoreszenzmarkierung von Proteinen eingesetzt werden kénnen. Zu diesen zahlen
unter anderem auch die Xanthenfarbstoffe Fluorescein und Rhodamin. Anders als bei GFP
und dessen Varianten erfolgt hier die Fluoreszenzmarkierung nicht auf DNA-Ebene, sondern
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kann nach der Proteinexpression durch spezielle Markierungsmethoden durchgefiihrt
werden [298]. Im Falle von Fluorescein und Rhodamin erfolgt dies durch Kopplung der
Farbstoffe an Cysteinreste im Zielprotein. Die Anwendung dieser Methode war allerdings auf
in vitro-Experimente beschrankt. In vivo war eine solche Fluoreszenzmarkierung nur schwer
durchfuhrbar, da fast alle Proteine Cysteinreste aufweisen und so eine spezifische
Markierung des Zielproteins unmdaglich war [299].

Durch die Verwendung eines biarsenischen Derivats eines Fluorescein-Farbstoffes
(4*,5'-bis-(1,3,2-dithioarsolan-2-yl)-Fluorescein (fluorescein arsenical hairpinbinder, FIAsH),
das nur an spezielle Tetracysteinmotive kovalent bindet, wurde die Fluoreszenzmarkierung
eines spezifischen Zielproteins auch in vivo ermoglicht. Dazu wurde die hohe Affinitat von
Arsenverbindungen zu Dithiolen in Proteinen und Peptiden ausgenutzt [299, 300].

Der Vorteil von FIAsH besteht in der hohen Permeabilitdt, mit der es gebunden an
Ethandithiol (EDT) die Zellmembran passieren kann. Die Bindung an EDT verringert zudem
den toxischen Einfluss, der andernfalls durch die Biarsenverbindung beim Passieren der
Zellmembran auf den Organismus ausgetibt werden kdnnte [300]. Erst durch Ausbildung
einer hoch affinen, kovalenten Bindung zwischen den Arsenmolekilen des Farbstoffs und
den Thiolverbindungen der Cysteinreste bildet sich das zur Fluoreszenz nétige, erweiterte
Ringsystem aus. Fiur FIAsH ergibt sich ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von
508 nm und ein Emissionsmaximum bei 528 nm im Bereich gelber Fluoreszenz [294, 301].
Das Uberaus seltene, natirliche Vorkommen des Tetracysteinmotivs in Kombination mit der
Rigiditat der Biarsenderivate, die nur Wechselwirkungen zwischen Arsenen und Cysteinen in
einer bestimmten Konformation erlaubt [300-302], ermdglichen eine hoch spezifische
Bindung zwischen Fluorophor und Zielstruktur.

Trotz der erhthten Selektivitdt der Wechselwirkung mit dem Tetracysteinmotiv konnte
gezeigt werden, dass auch endogene Cystein enthaltende Proteine durch die Biarsene
markiert werden [303]. Die so erzeugte Hintergrundfluoreszenz kann allerdings durch einen
der Markierung des Zielproteins nachgeschalteten Waschschritt mit EDT in mikromolaren
Konzentrationen reduziert werden. Hierbei werden lediglich die unspezifisch gebundenen
Fluorescein-Farbstoffe entfernt, die hoher affine Bindung zwischen Biarsenen und den
Cysteinen des Tetracysteinmotivs wird dadurch nicht beeinflusst [298].

Weitere Forschungsarbeiten fiihrten zu der Entwicklung von Biarsenderivaten, die das
Fluoreszenzspektrum komplett abdecken, wie beispielsweise rot und blau fluoreszierende Bi-
arsenverbindungen (ReAsH, HoXAsH, CHoXAsH). War anfangs nur eine FIAsH-Markierung
von Proteinen im intrazellularen Bereich mdglich, konnte zudem auch eine Methode zur
Fluoreszenzmarkierung von Strukturen im Extrazellularbereich entwickelt werden [301].

Die Spezifitat der Markierungsmethode konnte durch die Entwicklung von Tetracystein-
sequenzen mit einer hoéheren Affinitdt zu den Fluorescein-Varianten erhéht werden. Durch
die Weiterentwicklung der urspringlichen Tetracysteinsequenz (CCRECC) zur CCPGCC-
Sequenz konnte eine 5-10-fach hohere Stabilitdt des Komplexes zwischen FIAsSH und dem
Zielprotein beobachtet werden [301]. Die durch die CCPGCC-Sequenz induzierte Haarnadel-
struktur, bei der die Cysteine einen Abstand von 6 A zueinander einnehmen [301, 304]
scheint der a-helikalen Konformation, die durch die CCRECC-Sequenz hervorgerufen wird,
im Hinblick auf die Bindung von FIAsH Uberlegen zu sein.

Durch die Erweiterung von CCPGCC zu FLNccpgccMEP bzw. HRKccpgccKTF konnten die
Quantenausbeute, Fluoreszenzintensitat und Affinitat der Biarsenverbindungen noch weiter
gesteigert werden. So wurde eine 2-farbige Markierung mit Biarsenderivaten ermdglicht
[305-307].
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...-Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys-. .. Abb.  21: Strukturformel  des
(genetically encoded FlAsH Fluorescein arsenical hairpin binders
recognition saquence) (FIASH).

+ S,C-‘ﬂ?'Pm'G]y'CJ'S-C Gebunden an Ethandithiol (EDT)
P _.U‘\S 5 g S,J’G\___ passiert FIAsH als nicht fluoreszierende
SAS,S S‘AS/S \ﬁ} ﬁ{/ Verbindung qle Zellmembran. Eine

HO s i Fluoreszenz tritt erst auf, wenn FIAsH
O 0 D HO o O liber Wechselwirkungen mit den
e - Q / Thiolgruppen der Cysteine an die
COOH Coor FIAsH-Bindesequenz CCPGCC bindet
@ O (entnommen aus www.invitrogen.com).
FlAsH-EDT,
(nonfluorescent) Fluorescent complex

Die Ahnlichkeit der spektralen Eigenschaften von YFP und FIAsH ermdglichen einen
Austausch von YFP gegen FIAsH als Akzeptorfluorophor in FRET-Messungen mit CFP.

Das Einbringen der Tetracysteinsequenz in die Aminosauresequenz des Zielproteins stellt
einen weit weniger invasiven Eingriff dar, als die Fusion der cDNA eines Fluoreszenzproteins
mit der des Zielproteins [299]. Verglichen mit YFP, das mit einer Gro3e von 27 kDa oft
groBer, als das Zielprotein ist, werden durch die Einfihrung des CCPGCC-Motivs und die
anschlieRende Markierung mit Biarsenverbindungen (GréRe = 700 Da) die Tertiarstruktur,
sowie die Funktionalitét des Zielproteins nicht wesentlich beeintrachtigt [284, 302].

Dies macht ein Vergleich der beiden A,s-Sensoren A,x-CFP-YFP und A,a-CFP-FIAsH
deutlich. Wahrend unter Verwendung des A;,-CFP-YFP Sensors nur eine geringe
Aktivierung der Adenylylzyklase detektiert werden konnte, induzierte der A,,-CFP-FIAsH
Sensor eine dem wt A;x Rezeptor vergleichbare Adenylylzyklase-Aktivierung [308]. Zudem
kénnen YFP-Derivate fur gewohnlich nur an den C-, oder N-Terminus eines Zielproteins
fusioniert werden, die CCPGCC-Sequenz kann dagegen in jeden beliebigen Bereich des
Zielproteins eingebracht werden [302, 305]. Daruber hinaus resultiert der Austausch von
YFP gegen FIAsH als Akzeptor in einer hoheren FRET-Effizienz und auch die Distanzen
zwischen Donor und Akzeptor kénnen bei einer Verwendung von FIAsH statt YFP akkurater
ermittelt werden [308, 309].

1.4.1.2 Jablonski-Termschema

Das Jablonski-Termschema, auch als Jablonski-Diagramm bezeichnet, beschreibt die
mdglichen Energieniveaus, die ein Molekil nach Energieabsorption, oder —emission
annehmen kann [310].
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Abb. 22: Jablonski-Termschema (Jablonski-Diagramm).

Darstellung der energetischen Ubergange eines Molekiils, die bei der Aufnahme, oder Abgabe elektroma-
gnetischer Strahlung moglich sind. Farbig dargestellt sind Ubergénge, bei denen Energie in Form von Photonen
aufgenommen, oder abgegeben wird. Strahlungslose Ubergéange sind grau oder schwarz markiert. Singulett- (So,
S1) und Triplett-Zustédnde (T1) kdnnen weiter in verschiedene Schwingungs- (w, v1) und Rotationsniveaus (hier

nicht dargestellt) unterteilt werden.

Absorbiert ein Molekil elektromagnetische Strahlung, so wird es aus dem Singulett-
Grundzustand (S,) in einen angeregten Singulett-Zustand (S,,) angehoben, wobei Elektronen
in hdhere Schwingungs- (v, ), oder Rotationszustdnde versetzt werden kénnen. Durch
Energieabgabe (Emission) kann das angeregte Molekiul wieder in seinen Grundzustand
zurtickkehren. Die Abgabe von Energie kann auf unterschiedliche Arten erfolgen:

Interkombination (intersystem crossing) : Das angeregte Elektron geht aus dem
angeregten Singulett-Zustand unter Spin-Umkehr in einen angeregten Triplett-
Zustand uber. Diese Form der Emission erfolgt strahlungslos.

Sny Un— Ty, U

Interne  Umwandlung (internal  conversion): Strahlungslose Form der
Energieabgabe, bei der das angeregte Elektron aus einer hdheren Schwingungs-
ebene des angeregten Singulett-, oder Triplett-Zustandes in den ersten, angeregten
Singulett-, oder Triplett-Zustand zurlickkehrt. Hierbei tritt keine Spin-Umkehr auf.

Sn» Un— Sy, Vg, oder T, v,— Ty, Vg

Bei der strahlungslosen Deaktivierung wird die emittierte Energie in Form von Warme, als
Rotations-, Schwingungs-, oder Translationsenergie an die Umgebung abgegeben.

Fluoreszenz: Durch die spontane Emission von Photonen gehen Elektronen aus
dem angeregten Singulett-Zustand (S, ) in den Grundzustand (S,) uber. Die
freiwerdende Energie ist dabei geringer als die zur Anregung aufgewendete Energie.
Im Falle der Fluoreszenz bedeutet dies, dass die emittierte Strahlung eine gréfl3ere
Wellenlange aufweist als die absorbierte. Dieses Phdnomen wird auch als Stokes-
Verschiebung (Rotverschiebung, Stokes Shift) bezeichnet.

STL’ 170_) So, Un
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Stokes shift Abb. 23: Stokes-Verschiebung ( Stokes
— . shift).
Absorptions- und  Emissionsspektrum
= eines Fluoreszenzproteins. Das Emis-
sionsspektrum ist im Vergleich zum
Exzitationsspektrum zu hoheren Wellen-
langen und somit zu einem Bereich
geringerer Energie verschoben (ent-
nommen aus Coling und Kachar, 2001
[311)).

)

2o §

Absorbance ( -
|
I
Fluorescence emission |

| | = I T !
300 350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

Phosphoreszenz: Die Deaktivierung eines Elektrons aus dem Triplett-Zustand in den
Singulett-Grundzustand unter Abgabe von Lichtenergie. Ein solcher Ubergang ist aus
quantenphysikalischer Sicht ,verboten“, deswegen kodnnen angeregte Triplett-
Zustande sehr langlebig sein. Wahrend die Fluoreszenz innerhalb von Nanose-
kunden erlischt, kann bei der Phosphoreszenz ein Nachleuchten auftreten, das Se-
kunden bis Stunden anhalten kann [310].

TTL' Vo— So, Vo

1.4.2 Forster-Resonanz-Energietransfer

Der Forster-Resonanz-Energietransfer, auch als Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
(fluorescence resonance energy transfer, FRET) bezeichnet, beschreibt die strahlungsfreie
Energielbertragung von einem Donorfluorophor auf einen Akzeptorfluorophor. Hierbei wird
der Akzeptor durch die strahlungslos transferierte Energie zur Fluoreszenz angeregt. In
FRET-mikroskopischen Messungen wird die Fluoreszenzintensitat von Donor und Akzeptor
ermittelt, wobei allerdings nur der Donor durch Licht einer bestimmten Wellenlange angeregt
wird. Erfolgt der strahlungslose Energietransfer von einem biolumineszenten Donor auf einen
Akzeptor, spricht man von Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer (BRET) [312].

Die strahlungslose Energietibertragung erfolgt bei FRET durch Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkungen zwischen Akzeptor- und Donorfluorophor. Dies ist nur unter bestimmten Voraus-
setzungen mdglich [313, 314]:

- Absorptionsspektrum des Akzeptors und Emissionsspektrum des Donors missen
ausreichend miteinander tberlappen (>30%)

- die Dipole beider Fluorophore missen parallel zueinander orientiert sein

- beide Fluorophore mussen sich in raumlicher Nahe zueinander befinden. Abhangig
von Donor- und Akzeptor-Paar ist dabei ein Abstand zwischen beiden von 10 — 100 A
erforderlich [286].
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A Abb. 24: Voraussetzungen, die das Auf-
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Die Distanz (r) der beiden Fluorophore zueinander und der Forster-Radius (R,) sind fur das
Ausmald der Energielibertragung (FRET-Effizienz, Erzgr), entscheidend. Die FRET-Effizienz
beschreibt die Wahrscheinlichkeit, mit der ein strahlungsloser Energietransfer nach Donor-
Exzitation auftritt. Sie kann mit Hilfe der Forster-Gleichung (Gl. 1) berechnet werden [314,
316].

Ergper = ﬁr)e (Gl. 1)

Ro
Aus GIl. 1 wird ersichtlich, dass die FRET-Effizienz in der sechsten Potenz von der Distanz
zwischen beiden Fluorophoren abhangt. Der Forster-Radius definiert den Abstand zwischen
Donor und Akzeptor, bei dem die Energietbertragung 50% entspricht. Beispielsweise betragt
der Forster-Radius des CFP-YFP-Paares 4,92 + 0,1 nm [317]. Eine Verdopplung des

Forster-Radius resultiert entsprechend der Foérster-Gleichung in einer Abnahme der FRET-
Effizienz um den Faktor 30.

100 Abb. 25: Abhangigkeit der FRET-Effizienz von der

90 \ Distanz zwischen Donor und Akzeptor.

80 \ Die FRET-Effizienz héngt in der sechsten Potenz

70 \ von dem Abstand des Donor- und Akzeptor-
& \ fluorophors voneinander ab. Daraus resultierend
w zeigt sich eine starke Abnahme von Egger mit
ur 50 zunehmender Distanz zwischen beiden Fluoro-

4 \ phoren. Der Forster-Radius gibt den Abstand der

30 beiden Fluorophore voneinander an, bei dem die

20 FRET-Effizienz 50% betragt (enthommen aus Piston

12 ‘\____ und Kremers, 2007 [286]).
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R, wird, wie in Gl. 2 angegeben, berechnet:

6 _ _
RO[nm]z\/8,8*10 BBx nrxQpxk’x] (Gl. 2)
n = Refraktionsindex des umgebenden Mediums
Qb = Quantenausbeute des Donors
K2 = Orientierungsparameter der Dipolmomente der Fluorophore
J = spektraler Uberlapp zwischen Donoremission und Akzeptorabsorption

Die Quantenausbeute des Donors (Quantum vyield, Qp) wird nach folgender Formel ermittelt

(GL. 3):

Anzahl der emittierten Photonen

Qp = (Gl. 3)

- Anzahl der absorbierten Photonen

Die Messung von Egrer kann auf drei verschiedene Arten erfolgen [286, 313, 314, 318-321]:

intensitatsbasierte FRET-Messung
Messung der Fluoreszenz-Lebenszeit (Fluorescence-Lifetime-lmaging, FLIM)

Messung der Fluoreszenz-Anisotropie (homo-FRET)

Wahrend in intensitatsbasierten und FLIM-Messungen ein Paar aus unterschiedlichen
Fluorophoren, die einen spektralen Uberlapp zeigen, eingesetzt wird, erfolgt die Messung
der Fluoreszenz-Anisotropie mit einem Paar aus zwei identischen Fluorophoren.

Intensitatsbasierte FRET-Messungen: Sie ermdglichen eine Untersuchung der
Konformationsénderung von Proteinen hinsichtlich Ausmalf3, Ligandenabhéngigkeit
und Kinetik [297].

Zur Bestimmung der FRET-Effizienz werden Emissionsstarken von Donor- und
Akzeptorfluorophor erfasst und ratiometrisch (FRET-Ratio) dargestellt. Angeregt wird
dabei lediglich die Donorfluoreszenz. Bei den meisten FRET-Paaren Uberlappen sich
die Emissionsspektren von Donor und Akzeptor in einem gewissen Ausmalf3, d.h. im
Akzeptorkanal wird nicht nur die Akzeptorfluoreszenz, sondern auch ein Anteil an
Donoremission detektiert (Durchbluten, bleed-through). Zudem wird der Akzeptor-
fluorophor zum Teil auch durch die Exzitationswellenlange das Donors angeregt
(Falschanregung, cross-talk) [322]. Bei der quantitativen Analyse von Egrer muss
deswegen das FRET-Ratio um diese Werte korrigiert werden [286, 323].

33



Einleitung

A

Relative excitation

Normalized emission

2.0

tn
1

=}
1

o
tn
|

0.0

Abb. 26: Spektraler Uberlapp der
Exzitations- (A) und Emissionsspektren
(B) von CFP (turkis) und YFP (gelb).
Sowohl die Anregungs-, als auch die
Emissionsspektren der beiden Fluores-
zenzproteine CFP und YFP (berlappen
miteinander. Wird CFP bei einer Wellen-
lange von 436 nm zur Fluoreszenz ange-
regt, wird gleichzeitig auch die YFP-
Fluoreszenz in gewissem Ausmal ange-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T regt (Falschanregung). Bei der Detektion

350 400 450 G e der YFP-Fluoreszenz wird auch CFP zu

1.0

0.8 -

0.6

0.4

0.24

0.0~

Wavelength . . . . .
o ) einem bestimmten Anteil mit detektiert

(Durchbluten) (entnommen aus Piston und
Kremers, 2007 [286]).

450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

Eine weitere Moglichkeit zur Ermittlung der FRET-Effizienz besteht in dem Akzeptor-
Photobleichen, auch Donor-Dequenching genannt. Dazu wird die Donorfluoreszenz in
Anwesenheit eines Akzeptors (Fap) und nach Photobleichen des Akzeptorfluorophors (Fp)
bestimmt. Die FRET-Effizienz wird anschliel3end wie folgt berechnet (Gl. 4):

F
EFRET == 1 - FLDD (Gl 4)

Bei der Auswahl des Akzeptors zur ratiometrischen Bestimmung von Egger sollte auf eine
hohe Quantenausbeute geachtet werden.

FLIM: Mittels FLIM kann die FRET-Effizienz durch Messung der Zeitdauer zwischen
Donoranregung und —emission ermittelt werden. Durch FRET, d.h. durch den
strahlungslosen Energietransfer von Donor auf Akzeptor verkirzt sich die Lebens-
dauer des Donorfluorophors. Da in einem optimierten Messsystem das Durchbluten
des Donors in den Akzeptorkanal vernachlassigt werden kann, sind FLIM-Messungen
weitestgehend unabhangig von der Konzentration der Fluorophore und der
Lichtstreuung [320, 324]. Nachdem bei der FLIM-Methode nur die Fluoreszenz des
Donors bestimmt wird, kann eine hohe Quantenausbeute bei der Wahl des Akzeptors
als Auswabhlkriterium vernachlassigt werden, es sollte aber darauf geachtet werden,
dass der Akzeptorfluorophor einen hohen Absorptionskoeffizient aufweist.

Fluoreszenz-Anisotropie-Messung: Bei der Auswahl des zur Messung verwen-
deten Fluorophors sollte darauf geachtet werden, dass dieser nur einen geringen
Stokes shift aufweist. Die Bestimmung der FRET-Effizienz erfolgt hier durch den
Vergleich der Dipolmomente der Fluorophore nach Anregung mit polarisiertem Licht.
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Tritt FRET auf, so andert sich abhangig vom Ausmal des Energietransfers die Polari-
sierung von Anregungs- und Emissionsdipolmoment, die Anisotropie wird verringert.

1.4.2.1 Methoden der FRET-Messung in lebenden Zellen

Mit Hilfe von FRET-Messungen kdénnen sowohl inter- (Protein-Protein-Wechselwirkungen)
[325-328] als auch intramolekulare (z.B. Konformationsanderung eines Proteins) [328, 329]
Ereignisse untersucht werden. Dazu werden Fluorophore, die sich als FRET-Paar eignen
(z.B. CFP und FlAsH, oder CFP und YFP) in das gleiche Protein an unterschiedlichen
Positionen eingebracht (intramolekulares FRET). Fir intermolekulare FRET-Studien werden
unterschiedliche Proteine, oder Proteinuntereinheiten einzeln mit den Fluorophoren markiert
[294]. Mit Hilfe geeigneter Biosensoren kann auch die Aktivierung, oder Inhibition nachge-
schalteter Signalwege (z.B. cAMP-Messung), sowie die Freisetzung von Botenstoffen wie
beispielsweise Ca®* untersucht werden [286, 330-332)].

Abb. 27: Exemplarische Darstellung verschie-

dener FRET-Sensoren.

(A) Zur Messung von intramolekularem FRET
werden Donor (blau) und Akzeptor (gelb) in
unterschiedliche Bereiche desselben Proteins
eingebracht. (B) Die Detektion von Rezeptordi-
merisierung erfolgt mit Sensoren, an die ein Donor-,
bzw. ein Akzeptorfluorophor fusioniert wurden. (C)
Intermolekulares FRET wird mit einem Donor-
markierten Rezeptor, und einem Akzeptor-markierten
Effektormolekiil (effector) gemessen.

'\p '\ W \p‘
otk

Z effector
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Dynamische FRET-Messungen erfassen die zeit-, oder stimulusabhingige Anderung der
Fluoreszenzintensitat von Donor und Akzeptor. Bei der herkdmmlich verwendeten
Weitwinkel-Fluoreszenzmikroskopie stellt hierbei die Hintergrundfluoreszenz, hervorgerufen
durch Autofluoreszenz anderer Zellorganelle, oder Proteine ein groRes Problem dar.

Mittels zeitauflosendem FRET (time resolved FRET, TR-FRET), total internal refraction
fluorescence (TIRF) Mikroskopie, oder Konfokalmikroskopie kann dies umgangen werden.
Die Verwendung von Fluorophoren mit einer langen Lebensdauer und die zur Fluores-
zenzanregung zeitversetzte Emissions-Detektion reduzieren in der TR-FRET-Mikroskopie
das Auftreten spontaner Fluoreszenzwechselwirkungen mit endogen fluoreszenten Zellbe-
standteilen. Bei der TIRF-Messung wird die Hintergrundfluoreszenz dadurch reduziert, dass
die Fluoreszenz nur in einem oberflachlichen Bereich der Zelle angeregt wird [333]. Durch
die Punktillumination kleiner Regionen des zu untersuchenden Materials werden in der
Konfokalmikroskopie sowohl Kontrast als auch optische Auflésung verbessert. Zudem
erlaubt die Konfokalmikroskopie eine dreidimensionale Aufnahme der FRET-Signale [334].
Aus der Abstandsabhéngigkeit des FRET-Ereignisses resultiert die Anwendbarkeit der
FRET-Technik zur Bestimmung der Distanz zwischen fluoreszenzmarkierten Proteinen, oder
Proteinuntereinheiten.

Fur jede Methode der FRET-Mikroskopie muss die Auswahl an Donor und Akzeptor optimiert
werden, um das bestmdgliche FRET-Ergebnis zu erzielen.

Abb. 28: Beispiel einer dynamischen
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1.4.2.2 Detektion ligandenselektiver Anderungen der Rezeptorkonformation
mittels FRET

Mit Hilfe von FRET-Messungen konnten Zirn et al. [335] am a,, Adrenorezeptor bereits
zeigen, dass die Bindung unterschiedlicher Liganden eine selektive Beeinflussung der
Rezeptorkonformation zur Folge hat. Dies konnte auch am B, AR nachgewiesen werden
[217].

Um die ligandenselektive Anderung der Rezeptorkonformation durch FRET-Studien
nachzuweisen, sind mindestens zwei Sensoren desselben Rezeptors notwendig, in denen
sich die Positionen von Donor bzw. Akzeptor unterscheiden. Beispielsweise kbnnte Sensor A
den Donor am C-Terminus und den Akzeptor im N-terminalen Bereich von IL 3 tragen,
wahrend sich bei Sensor B der Donorfluorophor auch am C-Terminus, der Akzeptor-
fluorophor aber in der C-terminalen Region von IL 3 befinden kénnte. Bei anschlie3enden
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FRET-Experimenten werden die Sensoren mit unterschiedlichen Liganden superfundiert.
Dabei sollte darauf geachtet werden, dass die Liganden in sattigenden Konzentrationen
eingesetzt werden. So wird sicher gestellt, dass die verschiedenen Signal-Antworten aus der
unterschiedlichen Fahigkeit der Liganden resultieren, den Rezeptor zu aktivieren.
Abweichungen in der Rezeptorbesetzung konnen somit als Begriindung fur unterschiedlich
hohe Amplituden der FRET-Signale ausgeschlossen werden. Als Referenz sollte in
derartigen Messungen nach Mdoglichkeit der endogene Ligand des zu untersuchenden
GPCR eingesetzt werden.

Werden nun die unterschiedlichen Héhen der FRET-Signale ligandenselektiv analysiert und
Sensor-abhanging in einem Diagramm gegeneinander aufgetragen, kdnnen unterschiedliche
Befunde auftreten:

- Die Testliganden beeinflussen, wie die Referenzsubstanz, beide Sensoren im jeweils
gleichen Ausmali. In einer grafischen Darstellung kommen alle Liganden auf unter-
schiedlichen Héhen der Winkelhalbierenden zwischen beiden Achsen zu liegen

- Die Testliganden zeigen, verglichen mit dem Referenzliganden eine unterschiedliche
Beeinflussung der beiden Sensoren. In einer grafischen Darstellung ist kein 1:1-Zu-
sammenhang zwischen den Substanzen erkennbar.
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Abb. 29: Vergleich ligandenselektiver Beeinflussung der Rezeptorkonformation ermittelt mittels FRET-

Experimenten.

(A) Die Testliganden beeinflussen die Sensoren A und B im jeweils gleichen Ausmafd verglichen mit der
Referenzsubstanz (blau). Die Amplituden der FRET-Signale wurden analysiert, als Perzentile der Referenz-
signale berechnet und Sensor-spezifisch grafisch dargestellt. Alle Messpunkte befinden sich auf der
Winkelhalbierenden zwischen den beiden Achsen.

(B) Die Testsubstanzen beeinflussen, anders als die Referenzsubstanz, die beiden Sensoren in jeweils
unterschiedlichem Ausmaf. Nach Ausmessung der Signalhdhen und statistischer Analyse zeigt sich im
Diagramm kein 1:1-Zusammenhang zwischen beiden Sensoren.

Die Beobachtung, dass verschiedene Sensoren desselben Rezeptors durch Liganden
unterschiedlich stark beeinflusst werden, konnte darauf hinweisen, dass unterschiedliche
Liganden eine jeweils andere Konformation des GPCR induzieren.
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2. Zielsetzung

Die Beteiligung der muskarinischen Acetylcholinrezeptoren (MAChR) an einer Vielzahl
physiologischer und pathologischer Vorgange im Organismus macht sie zu einer attraktiven
Zielstruktur fur die pharmakologische Therapie. Durch die hohe Sequenzhomologie der
orthosterischen Ligandenbindestelle in allen mAChR-Subtypen (M; — Ms) und der damit
verbundenen eingeschrankten Rezeptorselektivitdt, mit der Pharmaka an mAChR binden,
sind die pharmakologischen Einsatzmdglichkeiten der muskarinergen Therapie derzeit
allerdings begrenzt.

Bei der Erforschung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) konnten in den letzten
Jahren groRe Fortschritte erzielt werden. Dies war unter anderem auch durch die
Verwendung verschiedener Mikroskopietechniken in Kombination mit Fluoreszenzmarkern
maoglich. Anders als in vitro Methoden erlaubt die FRET-Mikroskopie eine Untersuchung
intra- und intermolekularer Wechselwirkungen in lebenden Zellen mit einer hohen zeitlichen
Aufldsung.

Mit Hilfe der FRET-Technik sollte in dieser Arbeit die Konforamtionséanderung des M, AChR
in Abhangigkeit von verschiedenen Liganden untersucht werden. Zunachst sollten zwei
M, AChR-Sensoren entwickelt und charakterisiert werden. Mit deren Hilfe sollte nachfolgend
untersucht werden, ob verschiedene orthosterische Liganden die Rezeptorkonformation
unterschiedlich beeinflussen kdénnen.

Neben der orthosterischen Bindestelle verfigen mAChR Uber mindestens eine zusatzliche
allosterische Bindestelle. Diese weist einen geringen Konservierungsgrad zwischen allen
MAChR-Subtypen auf. So kann mit Hilfe allosterischer Modulatoren, im Gegensatz zu ortho-
sterischen Liganden, eine selektivere Regulierung einzelner mAChR-Subtypen erreicht
werden. Zunéchst sollten ausgewahlte Allostere beziglich ihrer Affinitat und Wirkstérke in
FRET-Messungen charakterisiert werden, dartber hinaus sollte ein mdglicher Einfluss
allosterischer Liganden auf die Rezeptorkonformation untersucht werden.

Durch die bereits publizierten dualsterischen Liganden (Hybrid 1 und 2) des M, AChR [270]
wird eine gleichzeitige Interaktion mit der orthosterischen und der allosterischen Bindestelle
des Rezeptors ermoglicht. Auf diese Weise wird allosterisch-vermittelte Subtypselektivitat mit
orthosterisch induzierter Wirkstarke und Affinitdt kombiniert. Zudem konnte fir die Hybride
funktionelle Selektivitat hinsichtlich der G-Protein Aktivierung detektiert werden. Diese
Eigenschaften machen die dualsterischen Liganden zu einem interessanten Forschungs-
gegenstand in der Arzneimittelentwicklung. Deshalb sollte die Beeinflussung der Rezeptor-
konformation des M, AChR durch die Hybride 1 und 2 mittels FRET-Messungen untersucht
werden.

Durch die Untersuchung von Signalwegen, die einer Rezeptoraktivierung nachgeschaltet
reguliert werden, sollte eine Korrelation zwischen der ligandenselektiven Konformationsan-
derung des M, AChR und dem Ausmalf3 der Regulation von downstream Signhalwegen herge-
stellt werden. Als wichtige Signalwege wurden dazu die Translokation von B-Arrestin2 nach
Rezeptoraktivierung, sowie die Aktivierung des G; Proteins mit Hilfe konfokal- und FRET-
mikroskopischer Methoden untersucht.
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3. Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Biologisches Material

3.1.1.1 Bakterienstamme
Stratagene, Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland: E. coli DH5a

3.1.1.2 Eukaryotische Zelllinien

HEK?293 Zellen
HEK293T Zellen (HEK TSA-Zellen)
CHO-K1-wt Zellen

3.1.1.3 Enzyme
Eppendorf, Hamburg, Deutschland: Taqg DNA-Polymerase

New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland: Restriktionsenzyme und Puffer
100bp und 1kb DNA-Leiter
DNA-Polymerasen und Puffer

3.1.1.4 Plasmide und Primer

Alle Primer wurden von Eurofins MWG GmbH (Ebersberg, Deutschland) bezogen.
3.1.1.4.1 Plasmide

Die Expression aller DNA-Inserts erfolgte in dem Vektorsystem pcDNA3.
3.1.1.4.2 Plasmid-DNA

cDNA resource center, University of Missouri Rolla, Rolla, MO: huM, AChR

Zabel, U., Institut fir Pharmakologie und Toxikologie, Universitat Wirzburg:

hu HAFlagM,CFP (M,CFP)
hu HAFlagM,YFP (M,YFP)

hu HAFlagM,FIAsH-TM5CFP (M,i3-N) Einschubstelle: Asp**?CCPGCCPro**
hu HAFlagM,FIAsH-TM5CFP Y104A (M.i3-N Y104A)

hu HAFlagM,FIASH-TM5CFP Y177A (M,i3-N Y177A)

hu HAFlagM,FIASH-TM5CFP W422A (M,i3-N W422A)

hu HAFlagM,FIASH-TM5CFP Y177A/W422A (M,i3-C Y177A/W422A)

hu HAFlagM,FIASHTM6CFP -5 (M,i3-C) Einschubstelle: Asp**CCPGCCGIu**®
hu HAFlagM,FIASHTM6CFP -1 (M,i3-C-1) Einschubstelle: Thr¥***CCPGCCLys*"°
hu HAFlagM,FIASHTM6CFP -2 (M,i3-C-2) Einschubstelle: Ala®*”*CCPGCCLys®*"*
hu HAFlagM,FIASHTMGBCFP -3 (M,i3-C-3) Einschubstelle: 1so***CCPGCCVal**!

hu HAFlagM,FIASHTMBCFP -4 (M,i3-C-4) Einschubstelle: 1s0***CCPGCCVal®**®

39



Material und Methoden

hu HAFlagM,FIASH-TM6CFP-5 Y104A (M.i3-C Y104A)

hu HAFlagM,FIASH-TM6CFP-5 Y177A (M.i3-C Y177A)

hu HAFlagM,FIASH-TM6CFP-5 W422A (M,i3-C W422A)

hu HAFlagM,FIASH-TM6CFP-5 Y177A/W422A (M,i3-C Y177A/WA422A)

im Haus bereits vorhanden:

Flag-M»-sI3-FIAsH-GSGEG-CFP
bovines B-ArrestinlYFP

bovines B-Arrestin2CFP

bovines B-Arrestin2YFP

bovine GRK 2

Binemann, M., Institut fir Pharmakologie und Toxikologie, Universitat Wirzburg/ Institut far
Pharmakologie, Universitat Marburg:

Hu GB:-Untereinheit
r GaiYFP-Untereinheit
hu Gy,CFP-Untereinheit

Kostenis, E., Institut fir Pharmazeutische Biologie, Universitat Bonn:
Gqq G66DI5
3.1.2 Verbrauchsmaterial, Reagenzien und Chemikalien

3.1.2.1 Plastikwaren und Verbrauchsmaterial

Hartenstein, Wirzburg, Deutschland: Deckglaschen, 24mm (coverslips)
Gummiwischer

Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland: MultiScreen FC, Filterplatten

Nunc, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland: Zellkulturschalen
LSix-well“ Platten
,A48-well* Platten
Kryoréhrchen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland: Reaktionsgefalie
(Eppendorf-Tube)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland: BD Falconrdhrchen,
Polystyrol-Réhrchen

Corning GmbH, Wiesbaden, Deutschland: ,96-well“ Platte, costar 3599
.96-well” Platte, costar 3367

3.1.2.2 Reagenzien und Gebrauchsmaterial fur die Mikroskopie

Applichem, Darmstadt, Deutschland: Immersionsél fir die Mikroskopie
(fluoreszenzfrei)
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Molecular Probes, Eugene, Oregon

3.1.2.3 Kits
Invitrogen, Molecular Probes, Karlsruhe, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

3.1.2.4 Reagenzien fur die Zellkultur
Biochrom AG, Berlin, Deutschland:

Gibco Life Technologies, Eggenstein, Deutschland:

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland:
MP Biomedicals, Heidelberg, Deutschland:

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland:

3.1.2.5 Transfektionsreagenzien

Invitrogen, Molecular Probes, Karlsruhe Deutschland:
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland:

Qiagen, Hilden, Deutschland:

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland:
3.1.2.6 Chemikalien

Applichem, Darmstadt, Deutschland:

Attofluor® cell chamber
(Attofluor Kammer)

Fluo-4 NW Calcium Assay Kit

Qiagen Plasmid Midi Kit
Qiagen Plasmid Plus Midi Kit
Qiaquick Gel Extraction Kit

Fotales Kalberserum (FKS)

Geneticin (G418)

Opti-MEM®
Poly-D-Lysin

Dulbecco’s Modified Eagle Medi-
um mit 4,5¢g/l Glucose
(DMEM)

DMEM mit Néhrfaktor F12
(DMEM F12)
DPBS-Puffer

L-Glutamin

Minocyclin
Penicillin-Streptomycin
Tiamulin

Trypsin-EDTA

Lipofectamine LTX™ Plus Reagent
GeneJuice®
Effectene® Transfection Reagent

FUGENE® HD

Agar

Kalziumchlorid (CacCly)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumhydrogenphosphat
(NazHPO4)

EDTA

Eisessig

Ethidiumbromid
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Bio-Rad, Mluinchen, Deutschland:

Eppendorf, Hamburg, Deutschland:

Invitrogen, Molecular Probes, Karlsruhe Deutschland:

J.T. Backer, Deventer, Niederlande:

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland:

New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland:

peQLab, Erlangen, Deutschland:

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland:
3.1.3 Rezeptorliganden
Amersham, GE Healthcare, Miinchen, Deutschland:

Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland:

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland:

Glucose, wasserfrei
Guanosin-5'-triphosphat (GTP)
Hefeextrakt

HEPES

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumacetat
Kalium-Dihydrogenphosphat
(KH2POy)

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Tris, Tris-HCI

Trypton

Bio-Rad Protein Assay Reagenz
Desoxyribonukleotide (ANTPS)

CellMask™ DeepRed

fluorescein arsenical hairpin binder
(FIAsH)

(Synthese durch Heller, E., Lehrstuhl
fur Pharmazeutische Chemie,
Universitat Wrzburg)

RNaseA
T4 DNA-Ligase

Ethanol (EtOH)
Isopropanol

Bromphenolblau
Glycerin

Bovines Serum Albumin (BSA)

Agarose

1,2-Ethandithiol (EDT)
Polyethylenglycol 3000 (PEG 3000)

[®H] N-Methylscopolamin
(°Hl NMS)

Carbachol

Acetylcholin (ACh)
Acetyl-B-methylcholin
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Tocris, Bristol, UK:

Klockner, J., Lehrstuhl fur Pharmazeutische Chemie,
Universitat Wirzburg:

Acetylthiocholin

Arecolin

Atropin
Carbamyl-B-methylcholin
Muskarin

5-Methylfurmethiodid

Arecaidin-2-ynylester Tosylat

Ipratropium
McN-A 343

(4-(N-(3-chlorophenyl)carbamoyloxy)-
2-butynyltrimethylammoniumchlorid)

Oxotremorin
OxotremorinM
Pilocarpin
Pirenzepin
Scopolamin
Telenzepin
Xanomelin

EHW 477
Hybrid 1 (H 1)
Hybrid 2 (H 2)
Iperoxo-Hexamethonium
Iperoxo
Iper-8-Phth

JK 289

JK 337

JK 338

JK 519
Naph-7-lper
Naph-8-Iper
Naphmethonium
N-Butyliperoxo
Seminaph

Y2 W84

w4
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Kultivierung prokaryotischer Zellen

E. coli DH5a wurden auf LB-Agarplatten, oder in LB-Medium bei 37°C Uber Nacht im
Brutschrank, oder im Schdttler inkubiert. Um gegebenenfalls eine Selektion der Bakterien
hinsichtlich eines transformierten Plasmides zu erreichen, wurden LB-Medium und LB-Agar-
platten mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum versetzt.

LB (Lysogeny Broth)-Medium:

10 g/l Trypton
5q/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

LB-Agarplatten: 10 g Agar pro Liter Medium wurden unter Erhitzen gel6st, auf Petrischalen
ausgegossen und ausgehatrtet.

3.2.1.2 Generierung kompetenter Bakterien

Bereits kompetente Bakterienzellen wurden zur Vereinzelung auf LB-Agarplatten ohne
Selektionsantibiotikum ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Fir
eine Vorkultur wurde eine Einzelkolonie von der Agarplatte in 50 ml LB-Medium utberfuhrt
und wiederum Uber Nacht bei 37°C im Schiittler kultiviert. 250 ml LB-Medium wurden mit
4.5 ml dieser Vorkultur angeimpft und bei 37°C im Rotationsschiuittler bis zum Erreichen einer
optischen Dichte von OD = 0,4-0,6 (gemessen bei 595 nm) inkubiert. Anschlielend wurden
die Bakterien abzentrifugiert (10 min, 3400 x g, Hettich, Rotanta 96 R). Das erhaltene Pellet
wurde in 25 ml frisch angesetztem TSB resuspendiert und aliquotiert. Nach einer 90-mini-
tigen Inkubation der Aliquots auf Eis wurden diese in flissigem Stickstoff eingefroren. Die
kompetenten E. coli wurden bei -80°C im Gefrierschrank gelagert.

TSB (,transformation and storage buffer”):

10% (M/V)  PEG 3000
5% (VIV) DMSO
20 mM MgCl,
in LB-Medium, pH 6,1, steril filtriert

3.2.1.3 Transformation kompetenter E.coli mittels KCM-Methode

Ein Ansatz aus 100 pl kompetenten Bakterien, 100 pl 1 x KCM und der zu transformierenden
DNA (5-10 pg DNA aus Ligationsansatz, oder 0,1-0,5 pg Plasmid-DNA) wurde 20 Minuten
auf Eis und anschlieRend 10 Minuten bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium
wurde der Transformationsansatz fur 50 Minuten bei 37°C im Heizblock geschittelt. Die
Bakteriensuspension wurde bei 2300 x g in einer handelstblichen Tischzentrifuge 5 Minuten
zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 100 pl LB-Medium resuspendiert, auf eine
LB-Agarplatte mit Selektionsantibiotikum ausplattiert und tber Nacht im Inkubator bei 37°C
kultiviert.
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5 x KCM-Puffer: 150 mM CacCl,
250 mM MgCl,
500 mM KCI

3.2.1.4 Testung der kompetenten Zellen auf Transformationseffizienz

Kompetente E. coli wurden nach der KCM-Methode mit Plasmid-DNA in unterschiedlichen
Konzentrationen transformiert. Die Uber Nacht gewachsenen Kolonien wurden ausgezahlt
und die Transformationseffizienz wurde nach folgender Formel errechnet:

Anzahl der Bakterienkolonien

T . . _
ransformationseffizienz Menge der transformierten DNA [ug]

Bakterien wurden als ausreichend kompetent zu Klonierungszwecken angesehen, wenn pro
1 pg eingesetzter DNA = 10’ Kolonien gebildet wurden. Zur Plasmidamplifikation waren auch
geringere Kolonie-Ausbeuten geeignet.

3.2.1.5 DNA-Praparation
3.2.1.5.1 Minipréparation

Die Aufreinigung geringer DNA-Mengen erfolgte mittels Minipraparation. 5 ml LB-Medium mit
Selektionsantibiotikum wurden mit einer Kolonie transformierter E. coli versetzt und Uber
Nacht im Rotationsschiuittler inkubiert. 1,5 ml dieser Vorkultur wurden bei 2300 x g uUber
5 Minuten abzentrifugiert. Nach Abtrennen des Uberstandes wurde das Pellet in 300 pl
Puffer 1 aufgenommen und resuspendiert. Ein Aufschluss der Bakterien und die
DNA-Denaturierung wurden durch Zugabe von 300 pl Puffer 2 und 5-mintige Inkubation bei
RT erreicht. Mit Zugabe von 300 ul Puffer 3 wurde der Ansatz neutralisiert und nach
ausreichendem Mischen 15 Minuten bei 20800 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
frisches Reaktionsgefal? Uberfihrt. Anschlielend wurde aus diesem die Plasmid-DNA unter
Zufugen von 500 upl Isopropanol (70% V/V) und starkem Vermischen gefallt und
abzentrifugiert (15 min, 20800 x g, 4°C). Der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet wurde
mit 600 ul 70%-igem (V/V) Ethanol gewaschen und fur 5 Minuten bei 16100 x g zentrifugiert.
Nach Entfernen des Uberstandes wurde die pelletierte Plasmid-DNA fiir einige Minuten
getrocknet und anschlieBend in 30 ul bidestilliertem H,O geldst.

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten in einer handelsublichen Tischzentrifuge.

Puffer 1: 100 pg/ml RNaseA

50 mM Tris-HCI

10 mM EDTA, pH 8,0
Puffer 2: 200 mM NaOH

1% (M/V)  SDS

Puffer 3: 3M Kaliumacetat, pH 5
3.2.1.5.2 Midipraparation mit Hilfe von Qiagen-Saulen

Um groRRere Mengen an Plasmid-DNA zu isolieren und aufzureinigen, wurde das Qiagen
Plasmid Midi Kit (Qiagen GmbH) verwendet.
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100 ml einer Bakterien-Vorkultur wurden durch 15-mindtige Zentrifugation (6000 x g, 4°C,
Beckman Avanti J-25) pelletiert. Das resultierende Pellet wurde in 4 ml Puffer 1 resus-
pendiert, die Bakterien durch Zusatz von 4 ml Puffer 2 und Schitteln bis zum Auftreten einer
Blaufarbung aufgeschlossen und die DNA denaturiert. Nach 5-minltigem Lysieren bei RT
wurde der Ansatz durch Zugabe von 5 ml Puffer 3 neutralisiert. Nach ausreichender
Vermischung — sichtbar durch eine Farb&nderung von blau zu weild - wurde der Ansatz
15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation der Suspension (30 min, 20000 x g, 4°C,
Beckman Avanti J-25) wurde der Uberstand auf Anionenaustauscher-Saulen aufgebracht.
Nach Durchlaufen des Uberstandes wurden die Saulen 2-mal mit 10 ml Waschpuffer QC
gewaschen, die gereinigte DNA wurde mit 5 ml Elutionspuffer eluiert. Aus dem Eluat wurde
die DNA durch Zusatz von 3,5ml Isopropanol 70% (V/V) geféallt und durch einen
anschlielenden Zentrifugationsschritt (30 min, 15000 x g, 4°C, Hettich Rotanta 96 R)
préazipitiert. Das DNA-Pellet wurde mit 2 ml 70%-igem (V/V) EtOH gewaschen, erneut fur
10 Minuten bei 15000 x g abzentrifugiert und abschlie3end in 100 pl bidestilliertem H,O
gelost.

3.2.1.5.3 DNA-Préaparation mittels Qiagen Plasmid Plus Midi Kit

Eine zeitlich verkirzte Isolation groRerer DNA-Mengen wurde mit Hilfe des Qiagen Plasmid
Plus Midi Kit (Qiagen GmbH) maglich.

50 ml einer Bakterien-Vorkultur wurden durch Zentrifugation (15 min, 6000 x g, 4°C, Hettich
Rotanta 96 R) pelletiert. Die Resuspendierung erfolgte in 2 ml Resuspendierungspuffer P1.
Durch Zugabe von 2 ml Lyse-Puffer P2, Vermischen und anschlielende Inkubation (4 min,
RT) wurden die Bakterien aufgeschlossen und die DNA freigesetzt. Ein Farbumschlag hin zu
blau zeigte hierbei eine vollstandige Durchmischung an. Die alkalische Lyse wurde durch
Vermischen der Suspension mit 2 ml Neutralisationspuffer S3 erreicht, als Indikator fur eine
gute Vermischung diente hierbei eine Farbanderung von blau nach wei. Nach Uberfiihren
auf eine Qiafilter Saule wurde die Suspension fur 10 Minuten inkubiert. Wahrend des
Inkubationsschrittes wurden die Absaugvorrichtung und die Zentrifugationsséaulchen vorbe-
reitet. Zur Abtrennung der Bakterienreste und Isolierung der DNA wurde das Lysat durch
eine Qiafilter Saule in ein 15 ml Falcon filtriert und anschlieend mit 2 ml Bindepuffer BB
vermischt. Das Eluat wurde auf das Zentrifugationsséulchen gegeben und durch Anlegen
von Vakuum filtriert, hierbei verblieb die Plasmid-DNA auf dem Zentrifugationssaulchen. Um
die DNA von Endotoxinen zu befreien, erfolgte ein Waschschritt mit 700 pl Endotoxin-
Waschpuffer ETR. Um die DNA zusatzlich zu reinigen, wurden 700 ul PE Waschpuffer auf
das Saulchen gegeben und abgesaugt. Eine vollstandige Entfernung des Waschpuffers
wurde durch Zentrifugation fir 1 Minute bei 10000 x g (Centrifuge 5415 R, Eppendorf)
erreicht. Das Saulchen wurde anschlieRend in ein frisches Reaktionsgefald Gberfihrt und
nach Zugabe von 200 pl bidestillierten H,O fiir 1 Minute bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
Die auf dem Séaulchen gebundene DNA wurde durch Zentrifugieren bei 10000 x g (1 min)
eluiert. Alle zur DNA-Praparation mittels Qiagen Plasmid Plus Midi Kit eingesetzten Puffer
waren in dem Kit enthalten.

3.2.1.6 Bestimmung von DNA-Konzentration und —Reinheit

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe einer spektrophotometrischen
Messung (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific). Hierzu wurde die optische Dichte bei
einer Wellenlange von 260 nm ermittelt. Eine Konzentration von 50 ng/pl entspricht dabei
einer optischen Dichte von 1,0 gemessen bei 260 nm. Zur Bestimmung des Reinheitsgrades
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der isolierten DNA wurde die Absorption der DNA bei 260 nm zu der Absorption von
Proteinen (gemessen bei 280 nm) ins Verhaltnis gesetzt. Die DNA wurde als ausreichend
rein betrachtet, wenn der so ermittelte Quotient Werte = 1,8 ergab.

3.2.1.7 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese erfolgte eine Trennung und Identifizierung von
DNA-Gemischen entsprechend der unterschiedlichen Fragmentgrof3en. Hierzu wurden
1%-ige (M/V) Gele von Agarose in 1 x TAE-Puffer versetzt mit 0,05 g Ethidiumbromid
verwendet. Das DNA-Gemisch wurde mit 10 x DNA-Ladepuffer versetzen, auf das 1%-ige
Agarose-Gel geladen uber 1-1,5 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Die Starke des
Stromflusses orientierte sich daran, wie mit dem aufgetrennten DNA-Gemisch weiter verfah-
ren wurde.

Wurde die Gelelektrophorese zur ldentitatsiberprifung eines Plasmides verwendet, konnte
ein hoherer Stromfluss angelegt werden, als wenn die DNA-Banden ausgeschnitten und zur
Klonierung weiterverwendet werden sollten. Eine Identifizierung der gewiinschten
DNA-Banden wurde durch Sichtbarmachung des in die DNA eingelagerten Ethidiumbromids
unter UV-Licht mdglich. Zur Bestimmung der Fragment-GroRen wurde ein DNA-Grof3en-
standard (100bp oder 1kb Leiter, New England Biolabs) zum Vergleich herangezogen.

50 x TAE-Puffer: 0,1M EDTA
1M Eisessig
2M Tris-Base, pH 8,0

10 x DNA-Ladepuffer:

0,25% (M/V) Bromphenolblau
50% (V/V) Glycerin
100mM  EDTA

3.2.1.8 Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gelen

Im Anschluss an die Identifizierung der gewtinschten DNA-Banden wurden diese aus den
Agarose-Gelen ausgeschnitten und unter Verwendung des Qiaquick Gel Extraction Kit
(Qiagen GmbH) extrahiert.

Die ausgeschnittenen Gel-Stiicke wurden in einem Eppendorf-Tube in 900 ul Solubili-
sierungspuffer QG durch 10-minitiges Schiitteln bei 50°C im Heizblock aufgelost. Zur
Fallung der DNA wurde die Losung mit 150 pl Isopropanol (70% V/V) versetzt. Um die DNA
von den Ubrigen Gel-Bestandteilen zu isolieren, wurde das Gemisch auf eine Qiaquick Saule
gegeben und bei 17900 x g (1 min, Centrifuge 5415 R, Eppendorf) zentrifugiert. Hierbei
wurde die DNA durch die Ausbildung von —OH-Briicken an die Silicamembran in der Qia-
quick Saule gebunden, unerwiinschte Verunreinigungen, wie z.B. Primer, Enzyme, Agarose,
oder Ethidiumbromid passierten diese Membran und wurden als Eluat verworfen. Zum
Reinigen der auf dem Saulchen gebundenen DNA wurde diese mit 750 pl Waschpuffer PE
versetzt und erneut bei gleichen Einstellungen zentrifugiert. Reste des Waschpuffers wurden
anschlieend durch Trockenzentrifugation entfernt. Um die DNA zu eluieren, wurde die
Qiaquick Saule in ein frisches Eppendorf-Tube Uberfuhrt und nach 1-mindtiger Inkubation mit
50 pl Elutionspuffer EB bei 17900 x g 1 Minute zentrifugiert.
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3.2.1.9 Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Unter Verwendung strangspezifischer Oligonukleotide (Primer) wurden gewiinschte DNA-
Bereiche (Template) mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion amplifiziert. Die Primer wurden
so entworfen, dass sie zum Ende des jeweiligen DNA-Einzelstranges komplementar waren
und eine Lange von 40 Basen nicht Uberschritten. Zudem wurde darauf geachtet, dass sich
die Schmelztemperaturen der verwendeten Primer ahneln, um deren gleichmaliges
Anlagern (Annealing) an die DNA-Einzelstrange zu erreichen. Ansatz und Bedingungen der
Polymerasekettenreaktion wurden wie folgt gewahlt:

PCR-Ansatz: 100-200 ng Template
2,5 ul Lvorwartsprimer® (20 uM)
2,5ul  Ruckwartsprimer” (20 pM)
10 pl Polymerase-Puffer (10 x)
2ul dNTPs (10 mM)
1l DNA-Polymerase

Die bendétigte Zeit zur Primer-Anlagerung und zur DNA-Elongation wurde abhéngig von den
Eigenschaften von Primer und Template fir jede Reaktion individuell bestimmt. Die
verschiedenen Einstellungen bewegten sich dabei im Rahmen der unten angegebenen
PCR-Bedingungen.

PCR-Bedingungen: Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 30s
Annealing 50 - 60°C 1 min 30-32 Zyklen
Elongation 72 -75°C 2-3min
Elongation 72°C 5 min
Kihlen 4°C by

Die Amplifikation erfolgte in einem programmierbaren Thermocycler (2720 Thermal Cycler,
Applied Biosystems)

3.2.1.10 Restriktionsverdau

Zum Verdau wurde DNA mit ausgewdhlten Restriktionsenzymen 2 Stunden lang bei 37°C
inkubiert. Pro 1 ug DNA wurden 1,5 — 2 Einheiten der jeweiligen Enzyme eingesetzt. Die Ver-
wendung der Reaktionspuffer, sowie der Zusatz von BSA erfolgten gemaf den Angaben des
Herstellers (New England Biolabs). Nach abgeschlossenem Restriktionsverdau wurden die
DNA-Schnittstiicke gelelektrophoretisch aufgetrennt und anhand ihrer Grof3e identifiziert.

3.2.1.11 Ligation

Um ein gewlnschtes DNA-Fragment (Insert) in ein Plasmid (Vektor) einzubringen, missen
Insert und Vektor vorher mit denselben Restriktionsenzymen geschnitten worden sein, um so
zueinander passende 3‘-Hydroxyl- und 5'-Phosphatenden zu erhalten. Die Ligation erfolgte
in einem Endvolumen von 20 ul bei 16°C tber Nacht. Dazu wurden circa 3-5 ng Insert und
6-30 ng Vektor mit 2 ul 10 x Ligase-Puffer und T4 DNA-Ligase eingesetzt.

Zur Uberprufung des Ligationsergebnisses wurde der Ligationsansatz mittels der KCM-
Methode in kompetente E. coli transformiert und die resultierenden Kolonien zum Ansetzen
einer Bakterien-Vorkultur in 5 ml LB-Medium Uberfuhrt. Nach Isolation der Plasmid-DNA
mittels Minipraparation wurde der Einbau des Inserts in den Vektor Gber Restriktionsverdau
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und Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert. Um die Richtigkeit und Fehlerfreiheit des Inserts
zweifelsfrei festzustellen, wurde eine Analyse der DNA-Sequenz durchgefuhrt (Eurofins
MWG GmbH).

3.2.2 Zellbiologische Methoden, Zellkultur.

3.2.2.1 Kultivierung von Zellen

Alle Arbeitsschritte erfolgten unter einer Sterilbank. Eukaryotische Zellen wurden auf
Petrischalen in Komplettmedium, das abh&ngig vom Zelltyp zusétzlich angereichert wurde,
bei 37°C und 5-7% CO, in Brutschranken kultiviert. Zur Aufrechterhaltung der Rezeptor-
expression stabiler Zelllinien wurde das Medium auf3erdem mit 0,2 pg/ml G418 versetzt. Das
Passagieren der Zellen erfolgte abhangig von deren Konfluenz 2-3-mal wdchentlich. Hierzu
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit DPBS-Puffer gewaschen. Zum Abldsen
von der Petrischale wurden die Zellen kurz mit einer Trypsin-EDTA-L6sung Uberspult. Die
abgelosten Zellen wurden in Medium homogenisiert und anschlieRend im Verhéltnis 1:5-10
gesplittet.

Komplettmedium: 10% (V/IV) FKS

100 U/ml Penicillin

100 U/ml Streptomycin

2 mmol/l L-Glutamin
DMEM (4,5 g/l Glucose)

3.2.2.2 Auftauen von Zellen

Die zur Lagerung in flissigem Stickstoff, oder bei -80°C eingefrorenen Zellen wurden
maoglichst rasch bei 37°C aufgetaut und anschlieRend auf eine Kulturschale mit DMEM
Uberfuhrt. Nach ca. 2 Stunden wurden die Zellen auf Anheftung an den Kulturschalenboden
hin Gberprift. Waren die Zellen ausreichend angewachsen, wurde das Medium abgesaugt
und durch frisches ersetzt. Stabile Zelllinien wurden nach dem Auftauen bis zu einer
Konfluenz von ca. 30% in normalem DMEM kultiviert, das erst ab Erreichen einer Konfluenz
>30 % durch Selektionsmedium ersetzt wurde.

3.2.2.3 Einfrieren von Zellen

Um Zellen einzufrieren, wurden diese in einer mdglichst frlhen Passage auf
Zellkulturschalen (Durchmesser 15cm) ausgesat und bei einer Konfluenz von 70-80% durch
Trypsinieren abgeldst, anschlie3end in Medium aufgenommen und abzentrifugiert (130 x g,
3 min, 25°C, Hettich, Rotanta 96 R). Der Uberstand wurde verworfen und das resultierende
Pellet in gekihltem Einfriermedium resuspendiert. Nachfolgend wurde die Zellsuspension in
gekihlte Kryordhrchen aliquotiert und fur 2 Stunden bei -20°C eingefroren. Fir eine kurzfris-
tige Aufbewahrung wurden die Aliquots in -80°C uberfiihrt, eine Langzeitlagerung erfolgte in
flissigem Stickstoff.

Einfriermedium: 80% (V/IV) Komplettmedium
10% (V/IV) FKS
10% (VIV) DMSO
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3.2.2.4 Testung von Zellen auf Mycoplasmenbefall

Infektion von Zellen mit Mycoplasmen kann eine Verfalschung der Messergebnisse zur Folge
haben. Um dem entgegen zu wirken, wurden frisch in die Zellkultur aufgenommene Zellen
routinemalig auf einen Befall mit diesen Bakterien hin untersucht. Der Nachweis einer
Infektion wurde nach Amplifikation der Mycoplasmen-DNA mittels PCR Uber Agarose-
Gelelektrophorese erbracht.

Dazu wurden, nachdem die Zellen eine Konfluenz von ca. 70-80% erreicht hatten, 100 pl
Medium aus der Gewebekulturschale entnommen und 5 Minuten lang bei 95°C im Heizblock
erhitzt. Durch Zentrifugation bei 15700 x g (Centrifuge 5415 R, Eppendorf) wurden im
Medium enthaltene Zellbestandteile abgetrennt. Als PCR-Template dienten 2 pl des Uber-
standes. Die Mycoplasmen-PCR wurde wie hachfolgend beschrieben durchgefuhrt:

PCR-Ansatz: 2 ul Template (Uberstand)
0,25 ul Primer GPO (50 pM)
0,25 ul Primer MGSO (50 pM)
2,5 ul Polymerase-Puffer (10 x)
2,5 ul dNTPs (2 mM)
0,2 ul Tag-Polymerase
1l MgCl, (2 mM)
ad 25 pl H.O
PCR-Bedingungen: Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 20s
Annealing 60°C 60 s } 30 Zyklen
Elongation 72 °C 1 min
Elongation 72°C 5 min
Kihlen 4°C by
Primer-Sequenzen: GPO: 5" actcctacgggaggcagcagt 3°
MGSO: 5 tgcaccatctgtcactctgttaacctc 3

Das so erhaltene DNA-Gemisch wurde anschlieRend mit DNA-Ladepuffer gemischt und in
ein 1%-iges Agarose-Gel geladen. Nach Abschluss der elektrophoretischen Auftrennung
wurde das Bandenmuster unter UV-Licht detektiert. Waren die Zellen mit Mycoplasmen
befallen, zeigte sich dies an einer DNA-Bande bei ca. 720 bp. Die GréRenabschatzung der
DNA-Banden erfolgte mit Hilfe eines 100 bp GrolRenstandards. Infizierte Zellen wurden
wechselweise mit Tiamulin und Minocyclin nach Herstellervorgaben behandelt. Ein Behand-
lungserfolg wurde durch regelmaRige Durchfiihrung der Mycoplasmen-PCR tberprift.

3.2.2.5 Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer

10 pl einer Zellsuspension wurden seitlich auf die mit einem Deckglaschen bedeckte
Zahlkammer pipettiert. Die Zellzahl in vier Grof3quadraten wurde unter dem Lichtmikroskop
fur jedes GroRRquadrat einzeln ausgezahlt. Der resultierende Mittelwert wurde mit dem fir die
Neubauer-Kammer spezifischen Faktor 1000 multipliziert, um die Anzahl der Zellen, die in
1 ml einer Zellsuspension enthalten waren, zu bestimmen.
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3.2.2.6 Beschichten von Deckglaschen mit Poly-D-Lysin

Bei Poly-D-Lysin handelt es sich um eine Kette aus synthetischen Aminosduren. Als
Polykation erhtht es die elektrostatische Wechselwirkung zwischen negativ geladenen lonen
der Zellmembran und der Oberflache beschichteter Deckglaschen bzw. ,96-well* Platten.
Durch die Beschichtung der Deckglaschen bzw. ,96-well* Platten (Multiwellplatten) wurde
dem Ablésen der Zellen von den Oberflachen der Deckglaschen, oder ,96-well* Platten
wahrend verschiedener Messungen bzw. bei Ligandenzugabe entgegengewirkt. Zur Be-
schichtung mit Poly-D-Lysin wurden die Deckglaschen einzeln in je eine Vertiefung einer
.Six-well* Platte gelegt und mit wenigen Tropfen einer Loésung von Poly-D-Lysin in
DPBS-Puffer (0,1 mg/ml) uberschichtet. Mit Multiwellplatten wurde auf die gleiche Weise
verfahren. Nach einer mindestens 20-mindtigen Inkubation im Brutschrank bei 37°C wurde
die Poly-D-Lysin Losung abgesaugt und die Deckglaschen, bzw. ,96-well* Platten wurden mit
DPBS-Puffer gewaschen. Eine anschlieRende Lagerung der so beschichteten Deckglaschen
und Multiwellplatten war Uber mehrere Tage im Brutschrank méglich.

3.2.2.7 Generierung stabiler Zelllinien

Zur Erzeugung stabiler Zelllinien wurden HEK293 Zellen 3 Stunden vor Transfektion in einer
Zelldichte von ca. 30% auf Zellkulturschalen ausgesat. Die Transfektion wurde mit Hilfe des
Effectene® Transfection Reagent Kits unter Verwendung folgender DNA- und Reagenz-
mengen durchgefihrt:

cDNA (1 pg/ul) 3ul
Effectene 42 ul
Enhancer 16 pl
Puffer 300 ul

Die Vorgaben des Herstellers hinsichtlich der Inkubationszeiten wurden nicht verandert.
24 Stunden nach Transfektion wurde das Komplettmedium durch Selektionsmedium
(Komplettmedium mit 0,4 pg/ml G418) ersetzt. Bis zum vollstandigen Absterben aller
untransfizierten Zellen wurde taglich ein Mediumwechsel mit Selektionsmedium vollzogen.
Zur Generierung einzelner, stabiler Zellklone wurden die stabil exprimierenden Zellen durch
Abtrypsinieren von der Zellkulturschale abgel6st, die Zellzahl wurde bestimmt und die
Zellsuspension wurde verdiinnt, um beim spéteren Ausséen in ,48-well* Platten statistisch
genau eine Zelle pro ,well“ zu erhalten. Die homogenen Zellklone wurden mittels geeigneter
Methoden z.B. Fluoreszenzmikroskopie oder Radioligandenbindung auf die stabile Ex-
pression der gewinschten cDNA hin untersucht.

3.2.2.8 Markierung (,Labeln®) von Zellen mit FIAsH

Die angegebenen Reagenzmengen und —Konzentrationen beziehen sich auf ein ,well* einer
~Six-well* Platte. Jegliche Markierungsschritte wurden unter dem Abzug ausgefihrt, um eine
Geruchsbeléastigung zu minimieren. Zum Zeitpunkt der FIAsH-Markierung wiesen die auf, mit
Poly-D-Lysin beschichteten, Deckglaschen ausgesaten Zellen eine Konfluenz von ca. 80%
auf. Alle Waschschritte wurden auRRerst vorsichtig durchgefiihrt, um ein vorzeitiges Abldsen
der Zellen von den beschichteten Deckglaschen zu vermeiden.

Die FIAsH-Labeling-Losung wurde durch Vermischen von 0,5 pl einer Lésung von FIAsH in
DMSO (1 mM) mit 0,5 ul EDT (25 mM; 2,1 ul EDT in 1 ml DMSO) hergestellt. Nach
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5-minltiger Inkubation bei RT wurde die Lésung in 1 ml Labeling-Puffer verdinnt und auf
das ,well* pipettiert.

Das Zellkulturmedium wurde von den Zellen abgesaugt und die Zellen wurden einmal mit
2 ml Labeling-Puffer pro ,well* gewaschen. Nach Uberschichtung der Zellen mit FIAsH-
Labeling-Losung wurden diese 50 Minuten lang bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank
inkubiert.

Die 50-minltige Inkubationszeit wurde dabei speziell fir die Rezeptorsensoren des M, AChR
optimiert, eine langere Inkubationszeit fihrte in den anschlielenden Messungen zu einer
schlechteren Ansprechrate und einem erleichterten Ablésen der Zellen. Wurden die Zellen
fur einen kirzeren Zeitraum inkubiert, war deren gezeigte FIAsH-Fluoreszenz nicht
ausreichend stark, um auswertbare Messergebnisse zu liefern.

Nach Inkubation wurde die Labeling-Losung entfernt und die Zellen wurden mit 2 ml
Labeling-Puffer pro ,well* gewaschen. Zur Entfernung von unspezifisch gebundenem FIAsH
wurden die Zellen mit 2 ml einer EDT-Waschlésung (13 pul 500 mM EDT in 25 ml Labeling-
Puffer) bedeckt und anschlieen 10 Minuten lang bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank
inkubiert.

Nach Entfernen der EDT-Waschlosung wurden die Zellen einmal mit Labeling-Puffer gewa-
schen, anschlieBend mit Zellkulturmedium dberschichtet und bis zum Mikroskopieren im
Brutschrank bei 37°C und 7% CO, gelagert.

Labeling-Puffer: 150 mM NacCl
10 mM HEPES
10 mM Glucose, wasserfrei
2,5mM KCI
4 mM CacCl,
2 mM MgCl,

3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1 Membranpraparation

Stabile, oder untransfizierte HEK293 Zellen wurden auf Zellkulturschalen (Durchmesser
15 cm) bis zum Erreichen einer 80%-igen Konfluenz gezogen. Das Kulturmedium wurde
abgesaugt und die Zellen 2-mal mit PBS-Puffer gewaschen. Nachfolgend wurden die Zellen
mit 5 ml kaltem 5/2 Puffer versetzt, durch Abschaben mit einem Gummiwischer von der
Zellkulturschale geldést und in ein 50 ml Falconréhrchen Uberfuhrt. Zur vollstandigen Ent-
fernung aller Zellen wurden die Gewebekulturschalen erneut mit 1 ml 5/2 Puffer nachge-
waschen, die Zellsuspension wurde in dasselbe Rohrchen Uberfihrt. Um die Zellen zu
homogenisieren und die Zellmembranen aufzubrechen, wurden die Zellen auf Eis mit einem
Ultraturrax T-25 (IKA-Werke) 2-mal 15 Sekunden lang auf hochster Stufe gemixt. Nach einer
10-mindtigen Zentrifugation (170 x g, 4°C, Hettich, Rotanta 96 R) wurde das Pellet
verworfen, der Uberstand wurde in ein Zentrifugenréhrchen aufgenommen und fiir
40 Minuten bei 4°C und 120000 x g in einer Ultrazentrifuge abzentrifugiert (Beckman LE 70
Ultracentrifuge). Das resultierende Pellet wurde in 800 pl kaltem 50 mM Tris-Puffer resus-
pendiert und unter Verwendung eines Glaspotters vollstdandig homogenisiert. Die Membran-
suspension wurde aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur Langzeitaufbe-
wahrung wurden die gefrorenen Aliquots bei -80°C gelagert.
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PBS-Puffer: 137 mM NaCl
2,7mM KCI
12 mM Na,HPO./KH,PO,, pH 7,4
5/2-Puffer: 5mM Tris-HCI
2 mM EDTA,pH 7,4

3.2.3.2 Bestimmung der Proteinmenge nach Bradford

Die Proteinkonzentration wurde spektrophotometrisch mittels des Protein Assay-Reagenz
von Biorad nach der Bradford-Methode ermittelt. Dazu wurde ausgehend von einer mit BSA-
Standardlbsungen erstellten Eichgerade die Proteinkonzentration tber die Absorption der
Testlosung bei 595 nm bestimmt (UV-1601 Spektrophotometer, Shimadzu).

3.2.3.3 Radioligandenbindung

Die Zellmembranen wurden, wie in Kapitel 3.2.3.1 dargestellt, prapariert. Die Bestimmung
der Radioligandenbindung erfolgte in ,96-well* Filterplatten (MultiScreen FC, Millipore) in
einem Endvolumen von 200 pl. Zur Ermittlung der Sattigungsbindung, bzw. der Verdran-
gungsbindung wurden die Reagenzien nach folgendem Schema pipettiert:

Sattigungsbindung:

50 ul  Assay-Puffer (spezifische Bindung)

50 pul  Membransuspension (2 pg/1 pl Protein)
50 ul  GTP 400uM in Assay-Puffer

50 ul  [*H] N-Methylscopolamin (3 pM - 12 nM)

Verdrangungsbindung:

50 ul Assay-Puffer (spezifische Bindung)

50 Il Membransuspension (2 pg/1 pl Protein) versetzt mit GTP 400 uM
50 pl  Carbachol (3 uM — 4 mM)/ Puffer

50 pl  [*H] N-Methylscopolamin (4nM)

Die unspezifische Bindung des Radioliganden an den Filter, die Wéande der Filterplatten,
oder an andere Bestandteile der Zellmembran wurde sowohl fir die Sattigungsbindung, als
auch fir die Verdrangungsbindung in Gegenwart von 400 pM Atropin bestimmt.

Der Reaktionsansatz wurde zur vollstandigen Durchmischung mit einem Mini-Shaker
geschuttelt und anschlieend 3 Stunden bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Absaugen der Lésung durch die Filter der ,96-well“ Platte gestoppt. Um unspezifische
Bindung des Radioliganden an die Filterplatte und den Filter zu reduzieren, wurde jedes
wel 3-mal mit 200 pl kaltem Assay-Puffer gewaschen. Die Filterplatten wurden
anschlieend 30 Minuten bei 40°C getrocknet. Nach Zugabe von 20 ul Scintillations-
flissigkeit (Irga-Safe Plus, PerkinElmer, Rodgau, Deutschland) und Inkubation bei RT fir
3 Stunden wurden die Proben mittels eines Flussig-Scintillationszahlers (1450 Micro Beta
Trilux Liquid Scintillation Counter, PerkinElmer) gezahlt. Zur Analyse der Sattigungs- und
Verdrangungsbindung, sowie zur Berechnung der K- und Kp-Werte wurde das Programm
Origin 6.1 (OriginLab) verwendet.
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Assay-Puffer: 10 mM HEPES
10 mM MgCl,
100 mM NaCl, pH 7,4

3.2.4 Fluoreszenz-basierte Messmethoden

3.2.4.1 FRET-Mikroskopie

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten FRET-Messungen erfolgten alle am Axiovert 200
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland), das mit einem 63 x OI-Objektiv
ausgestattet war. Zur Anregung der Fluoreszenz wurde ein Polychrom IV (TILL Photonics,
Gréafelfing, Deutschland) verwendet, die Emissions-Aufnahme erfolgte mittels eines dualen
Emissionssytems (TILL Photonics). Auf mit Poly-D-Lysin beschichteten Glasplattchen
ausgesate, transfizierte, oder stabile HEK Zellen wurden in eine Attofluor-Kammer
(Molecular Probes) eingespannt und auf dem Mikroskop platziert. Bei einer Messfrequenz
von 10 Hz wurde die Belichtungszeit abhangig von der Fluoreszenzintensitat der Messprobe
individuell eingestellt (£ 60 ms). Es wurde ein moglichst kurzer Belichtungszeitraum
angestrebt, um ein Photobleichen zu minimieren. Als Donor diente in allen Experimenten
CFP, als Akzeptorfluorophor wurden FIAsH bzw. YFP eingesetzt. Die Donoranregung
erfolgte mit Licht der Wellenlange 436 nm (Strahlenteiler DCLP 460 nm, Chroma
Technology). Die Fluoreszenzemission von CFP wurde bei 480 nm (F.s, Strahlenteiler
DCLP 505 nm), die des Akzeptormolekiles bei einer Wellenlange von 535 nm (Fsgs,
Strahlenteiler DCLP 505 nm) erfasst.

Zur Detektion ligandinduzierter FRET-Anderungen wurden Einzelzellen gleicher Fluores-
zenzintensitat und —Verteilung mit Messpuffer mit, oder ohne Ligand mit Hilfe eines Super-
fusions-Systems (ALA Scientific Instruments, Farmingdale, NY) Uberspdilt.

Um die FRET-Anderungen, die konzentrationsabhéngig durch Superfusion der Zellen mit
allosterischen Liganden ausgelost wurden, zu erfassen, wurden Einzelzellen zuerst mit
orthosterischem Ligand vorstimuliert und dann mit einer Kombination aus ortho- und
allosterischem Liganden superfundiert. Wahrend die Konzentration des orthosterischen
Liganden dabei konstant gehalten wurde, wurde die des allosterischen Liganden schrittweise
erhoht.

Die Signaldetektion erfolgte mittels Photodioden. Nach Digitalisierung der analogen Signale
Uber einen A/D-Wandler (Digidata 1322A, Axon Instruments, Union City, CA) wurden die
gemessenen Fluoreszenzintensitaten der Einzelkanédle (Fsg bzw. Fs3s), ebenso wie das
Ratio der Einzelkanale (FRET-Signal; Fsss/Fag0) als Funktion der Zeit visualisiert (Clampex
8.1 Software, Axon Instruments, Foster City, CA). Zur Korrektur der gemessenen Emission
um das Durchbluten des Donors in den Akzeptorkanal, sowie um die direkte Akzeptor-
anregung wurde die Origin 6.1 Software (OriginLab) verwendet.

Messpuffer: 140 mM NacCl
5mM KCI
2 mM CacCl,
1mM MgCl,
10 mM HEPES, pH 7,3
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3.2.4.2 Konfokalmikroskopie

3.2.4.2.1 Translokation von B-Arrestin2

Die Translokation von B-Arrestin2 zum jeweiligen Rezeptor wurde mit dem Leica TCS SP2
Konfokalmikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland) mit Ol-Immersionsobjektiv (HCXPL APO
63 x 1,32) aufgenommen. Transient transfizierte HEK TSA-Zellen wurden auf, mit Poly-D-
Lysin beschichtete Deckglaschen ausgesat und nach Einspannen in eine Attofluor-Kammer
(Molecular Probes) und Uberschichten mit Messpuffer auf das Mikroskop gelegt. Durch
direktes Zupipettieren des jeweiligen Liganden wurde die B-Arrestin2 Translokation stimuliert.
Die Exzitation des YFP-Fluorophors erfolgte mit einem Argon-Laser bei einer Wellenlange
von 514 nm (Strahlenteiler DD 458/514). Bei 430 nm (Strahlenteiler RSP 455) wurde die
Fluoreszenz des CFP mittels eines Doppeldiodenlasers angeregt. Der detektierte
Emissionsbereich umfasste fir YFP 525-600 nm, die CFP-Fluoreszenz wurde in einem
Emissionsbereich zwischen 465 und 500 nm gemessen. Die Aufnahmeeinstellungen wurden
mit 400 Hz und einem Format von 512 x 512 Pixel fir alle Versuche konstant gehalten. Zur
Aufnahme von Zeitserien wurde das Leica Software Package (Version 2.61) verwendet, um
alle 30 s uber eine Dauer von 15 Minuten ein Bild zu erfassen.

Die Translokation von B-Arrestin2 wurde mit dem Leica Software Package (Version 2.61)
quantifiziert. Dazu wurden im Zytosol definierte Bereiche (region of interest, ROI) festgelegt
und die Abnahme der YFP-Fluoreszenz quantitativ bestimmt. Die ROIs wurden so gewahlt,
dass trotz eventueller Zellbewegung weder der Zellkern, noch die Membran bei der
Auswertung erfasst wurden.

Die resultierende Fluoreszenzintensitat wurde um das Photobleichen des Fluorophors
korrigiert. Dazu wurden ROIls so festgelegt, dass sie nicht nur einen definierten Bereich im
Zellzytosol, sondern ganze Zellen enthielten. Die Abnahme der YFP-Fluoreszenz der ganzen
Zellen wurde als Bleicheffekt von der Fluoreszenzabnahme im Zellzytosol abgezogen.
AnschlieRend wurde die Fluoreszenzabnahme als Perzentile der Ausgangsfluoreszenz zum
Zeitpunkt t = 0 berechnet und als Funktion der Zeit dargestellt.

Abb. 30: Auswertung der Translokation von B-Arrestin2YFP nach Stimulation des M > AChR.

Transient mit MoCFP, B-Arrestin2YFP und GRK2 transfizierte HEK TSA-Zellen wurden mit 100 uM ACh stimuliert.
Zur Quantifizierung der ligandvermittelten B-Arrestin2 Translokation wurde die Intensitatsabnahme der Gesamt-
zellfluoreszenz (= Bleichen), oder der Fluoreszenz im Zellzytosol in definierten Bereichen (ROI 1 = Zellzytosol,
ROI 2 = ganze Zelle) detektiert. (A) Vor Rezeptorstimulation ist B-Arrestin2 ubiquitar im Zytosol lokalisiert. (B) 15
Minuten nach Stimulation der Zellen mit ACh. B-Arrestin2 wurde an die Zellmembran rekrutiert.
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3.2.4.2.2 Untersuchung der Rezeptorsensoren auf Membranstandigkeit

Die Membranexpression der verschiedenen Rezeptorsensoren wurde mit dem Leica TCS
SP5 System (Leica, Wetzlar, Deutschland), ausgestattet mit einem 63 x Olimmersions-
objektiv, untersucht. Stabile, oder transient transfizierte HEK Zellen wurden auf mit Poly-D-
Lysin beschichtete Deckglaschen ausgesat. Am Messtag wurden die mit Zellen
bewachsenen Deckglaschen mit dem Membranmarker CellMask™ DeepRed (Invitrogen,
2 ul/2 ml Messpuffer) im Brutschrank inkubiert (5 min, 37°C, 7% CO,) und anschlieRend
2-mal mit DPBS-Puffer gewaschen. Nach Einspannen in eine Attofluor-Kammer (Molecular
Probes) und Uberschichten mit Messpuffer wurden die Zellen auf dem Mikroskop platziert.
Die Anregung der CFP-Fluoreszenz erfolgte bei einer Wellenlange von 405 nm mit der
UV-Diode, die CFP-Emission wurde in einem Bereich von 450-510 nm detektiert. CellMask™
DeepRed wurde mit der 594 nm Line eines Argon-Lasers zur Fluoreszenz angeregt, der
Emissionsbereich wurde von 650-680 nm festgesetzt. Abhéngig von der Grolle des
ausgewahlten Zellbereiches wurden die Bilder mit einer Auflésung von 1024 x 1024, oder
2048 x 2048 Pixel aufgenommen. Zur Auswertung der Zellbilder wurde die Leica LAS AF
Software verwendet.

3.2.4.3 Ca**-Messungen

Die Messung der Ca*Freisetzung nach Rezeptorstimulation erfolgte im NOVOstar
Plattenlesegerat (BMG LABTECH, Jena, Deutschland) unter Verwendung des Fluo-4 NW
Calcium Assay Kits (Invitrogen).

Leere HEK TSA-Zellen (Kontrolle), oder mit dem jeweiligen Rezeptorsensor und dem
chimaren G-Protein Gy, G66Di5 transfizierte HEK TSA-Zellen wurden von den
Gewebekulturschalen abtrypsiniert, in der Neubauer-Kammer ausgezahlt und anschlielend
in einer Zelldichte von 50000 Zellen/100 pul Medium/,well“ auf eine mit Poly-D-Lysin be-
schichtete ,96-well“ Platte (costar3599, Corning GmbH) wie nachfolgend gezeigt ausgesat.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

HEK HEK HEK HEK HEK HEK HEK HEK HEK HEK HEK HEK
TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA

HEK HEK HEK HEK HEK HEK HEK HEK HEK HEK HEK HEK
TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA

C wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M,

D wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M, wt M,

E Mai3-N | Mai3-N | Mai3-N | M2i3-N | M2i3-N | M2i3-N | Mi3-N | Myi3-N | Mai3-N | Mai3-N | Mai3-N | M.i3-N

F M2i3-N | M2i3-N | Mai3-N | M2i3-N | M2i3-N | M3i3-N | Mai3-N | M2i3-N | M2i3-N | M2i3-N | Mai3-N | M.i3-N

G | M2i3-C | Mai3-C | M2i3-C | M32i3-C | M3i3-C | Mai3-C | M2i3-C | M32i3-C | Mai3-C | Mai3-C | M.i3-C | Mzi3-C

H Msi3-C | Mai3-C | Mai3-C | M2i3-C | M2i3-C | Myi3-C | Myi3-C | Myi3-C | Mai3-C | Mai3-C | Mai3-C | M.i3-C

Am Folgetag wurde durch Vermischen von 10 ml Calcium-Assay-Puffer mit 100 ul wassriger
Probenecid-Losung und dem Fluo-4 Calciumindikator die Indikatorldsung hergestellt. Nach
Entfernen des Kulturmediums wurden die Zellen mit 100 pl Indikatorlésung pro ,well* Uber-
schichtet und danach 45 Minuten bei 37°C und 7% CO, im Brutschrank inkubiert. Die
anschlieende Messung wurde bei einer konstanten Temperatur von 37°C durchgefihrt. Die
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Zellen wurden mit Carbachol (geldst in Calcium-Assay-Puffer) in steigender Konzentration
stimuliert. Die jeweiligen Ligandenkonzentrationen wurden wie in nachfolgendem Schema
gezeigt auf eine weitere ,,96-well* Platte (costar 3367, Corning GmbH) vorgelegt:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A P 0,1uM 1uM iM 10puM 10uM | 100pM | 100pM | 1mM imM 10mM | 10mM
B P 0,1uM | 1pM 1uM 10uM | 10uM | 100uM | 100pM | 1mMm imM | 10mM | 10mMm
c P 0,1uM | 1uM 1uMm 10uM | 10uMm | 100uM | 100pM | 1mMm imM | 10mM | 10mMm
D P 0,1pM 1uM 1uM 10uM 10puM | 100puM | 100pM | 1mM 1mM 10mM | 10mM
E P 0,1uM | 1pm 1pM 0uM | 1opM | 100um | 100pM | ImM imM | 10mM | 10mM
F P 0,1uM | 1pm 1pM 0uM | 1opM | 100um | 100pM | 1ImM imM | 10mM | 10mM
G P 0,1uM 1uM 1uM 10uM 10puM | 100puM | 100pM | 1mM 1mM 10mM | 10mM
H P 01uM | 1pm iuM | 10uM | 10uM | 100pM | 100pM | 1mM | 1mM | 10mM | 10mM

N — -

Carbachol

P = Calcium-Assay-Puffer

Die Anregung der Fluoreszenz von Fluo-4 erfolgte bei 480/10 nm, die Emission wurde Uber
50 Intervalle a 0,4 s pro ,well“ bei einer Wellenlange von 520 nm (Filter-Bandweite 20)
detektiert. Die Auswertung erfolgte mittels der Microsoft Office Excel 2007 Software. Die
Zunahme der Fluo-4-Fluoreszenz wurde konzentrationsabhéngig gemittelt, um die nicht
rezeptorvermittelte Ca?*-Freisetzung korrigiert und zeitabhangig grafisch aufgetragen.
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4. Ergebnisse

4.1 Transfektionsoptimierung

4.1.1 Transfektionsoptimierung in CHO-K1 Zellen

Um unspezifische Ergebnisse zu vermeiden, sollte die Charakterisierung funktioneller
Eigenschaften und ligandenselektiver Konformationsanderungen des M, AChR in einem Zell-
system erfolgen, das endogen keine mAChR exprimiert. Da von HEK293 und TSA-Zellen
bekannt ist, dass sie endogen den M; AChR bilden [336], wurde die Transfektionsopti-
mierung an CHO-K1-Zellen durchgeftihrt.

Zu Beginn der Arbeit erfolgte die Transfektionsoptimierung mit dem bereits vorhandenen
Flag-M,-sI3-FIASH-GSGEG-CFP Konstrukt [337].

Zur Optimierung des Transfektionsergebnisses wurden unterschiedliche Transfektionsrea-
genzien eingesetzt, alle Transfektionen erfolgten 48 Stunden vor der geplanten Messung.
Die nachfolgend angegebenen Transfektionsbedingungen zeigten hierbei die besten Ergeb-
nisse. Alle Angaben sind auf ein ,well“ einer ,six-well* Platte zu beziehen:

Transfektion mit Lipofectamine™ LTX

DNA (1 pg/pl) 2,5 ug
Lipofectamine 4 ul
Plus-Reagenz 1ul
Opti-MEM® 500 pl
Transfektionsgefald Eppendorf-Tube

Transfektion mit FUGENE® HD

DNA (1 pg/pl) 2 ug
FUGENE HD 5l
Opti-MEM® 100 pl
Transfektionsgefald Polystyrol-R6hrchen

Transfektion mit GeneJuice®

DNA (1 pg/ul) 1pg
GeneJuice-Reagenz 3ul
Opti-MEM® 100 pl
Transfektionsgefald Eppendorf-Tube
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A B C

Lipofectamine™ LTX FUGENE ®HD GenelJuice ®

Abb. 31: CHO-K1-Zellen transfiziert mit dem Flag-M  »-sI3-FIASH-GSGEG-CFP Rezeptorsensor.

Die Membranexpression wurde konfokalmikroskopisch untersucht. Dazu wurde die CFP-Fluoreszenz mit einem
Doppeldiodenlaser bei 430 nm angeregt und in einem Bereich von 465 — 600 nm detektiert. Die GréRenbalken
entsprechen einer Lange von 10 uM. (A) CHO-K1 transient mittels Lipofectamine™ LTX transfiziert zeigten eine
schwache CFP-Fluoreszenz sowohl an der Zellmembran, als auch im Zytosol. (B) Mit FUGENE® HD transfizierte
CHO-K1-Zellen zeigten CFP-Fluoreszenz in geringem Ausmafl an der Zellmembran. Im Zytosol waren
fluoreszierende Rezeptor-Cluster zu erkennen. (C) Mit GenelJuice® transfizierte CHO-K1 Zellen zeigten eine
starke CFP-Fluoreszenz an der Zellmembran, auch intrazellular war eine Rezeptorexpression erkennbar.

Mit keiner der getesteten Transfektionsbedingungen konnte in CHO-K1-Zellen eine
Transfektionseffizienz > 20% erreicht werden. Die schwache Fluoreszenz und der Mangel an
ausreichend membransténdig exprimiertem Rezeptorsensor erschwerten im Falle der Trans-
fektion mit Lipofectamine LTX und FUGENE HD anschlieRende FRET-Experimente. Ledig-
lich die mit GeneJuice® transfizierten Zellen zeigten eine ausreichende CFP-Fluoreszenz, die
in FRET-Experimenten eine Unterscheidung zwischen Hintergrundfluoreszenz und spezi-
fischer Rezeptorfluoreszenz ermdglichte. Allerdings fihrte hier die Superfusion mit Liganden-
l[6sung zu einem reversiblen Anschwellen der Zellen. Diese Zellbewegung verursachte das
Auftreten von Artefakten wahrend der FRET-Messungen, die eine Auswertung der FRET-
Signale erschwerten. Untransfizierte Zellen zeigten diesen Effekt nicht und auch in konfokal-
mikroskopischen Untersuchungen konnte kein Anschwellen der Zellen beobachtet werden.

4.1.2 Transfektionsoptimierung in HEK TSA-Zellen

Die in den FRET-Messungen beobachtete Bewegung von CHO-K1 Zellen begriindete einen
Wechsel des Zellsystems zu HEK TSA-Zellen. Bei der Verwendung von TSA-Zellen und
HEK293 Zellen in FRET-Experimenten konnten bisher keine Verdnderungen des
Zellvolumens beobachtet werden.

Es wurden verschiedene Transfektionsmethoden hinsichtlich Transfektionseffizienz, Mem-
branstandigkeit und Fluoreszenzintensitdt des Rezeptorsensors getestet und optimiert. Die
Transfektion erfolgte 48 Stunden vor den geplanten Experimenten. Die nachfolgend angege-
benen Transfektionsbedingungen erzielten hierbei die besten Resultate (Angaben bezogen
auf ein ,well* einer ,six-well* Platte):
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Transfektion mit GeneJuice®

DNA (1 pg/pl) 0,5 ug
GeneJuice-Reagenz 6 ul
Opti-MEM® 100 pl
Transfektionsgefald Eppendorf-Tube

Transfektion mit Effectene®

DNA (1 pg/pl) 0,6 pg
Effectene 7 u
Enhancer 2,7 ul
Puffer 50 ul
Transfektionsgefald Eppendorf-Tube

B

GeneJuice ® Effectene ®

Abb. 32: Transfektion von HEK TSA-Zellen mit dem Flag  -M2-sI3-FIAsH-GSGEG-CFP Rezeptorsensor.

Die Uberpriifung der Membranexpression wurde konfokalmikroskopisch (Leica TCS SP2) durchgefiihrt. CFP
wurde bei 430 nm angeregt und die Emission zwischen 465 — 600 nm erfasst. Die GréRenbalken entsprechen
10 um. (A) Mit GenelJuice® transfizierte Zellen zeigten eine CFP-Fluoreszenz an der Zellmembran und im
Zellzytosol. (B) Die Transfektion erfolgte mittels Effectene® Reagenz. Zum Teil konnte eine Fluoreszenz des
Rezeptorsensors an der Zellmembran detektiert werden. In geringerem AusmalR wurde auch zytosolisch
Rezeptor exprimiert.

Mit beiden Transfektionsmethoden ergab sich ein &hnliches Expressionsmuster des
Rezeptorsensors. In beiden Fallen war die Fluoreszenzintensitat fur nachfolgende
FRET-Messungen ausreichend. Wahrend die Transfektionseffizienz der GeneJuice-Methode
allerdings nur bei ca. 30% lag, betrug die der Effectene-Methode etwa 70%.

4.2 Generierung der Rezeptorsensoren

Wie in Kapitel 1.4.2.2 dargestellt, kann die ligandenselektive Anderung der Rezeptor-
konformation mit Hilfe zweier verschiedener Sensoren desselben Rezeptors mittels
FRET-Mikroskopie detektiert werden.
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Zur Untersuchung ligandenselektiver Konformationséanderungen des M, AChR sollten unter-
schiedliche Rezeptorsensoren fur die FRET-Messungen Kkloniert werden. CFP sollte in
beiden Sensoren am C-Terminus lokalisiert sein. Die FIAsH-Bindesequenz sollte in beiden
Sensoren in unterschiedlichen Regionen von IL 3 eingefligt werden.

4.2.1 Sensoren des muskarinischen M, Acetylcholinrezeptors mit FIAsH
unterhalb von TM 5

Durch Mutation wurde das FIAsH-Bindemotiv CCPGCC unterhalb von TM 5 zwischen den
Aminosauren Asparagin®® und Prolin®° in IL 3 des M, AChR eingefiigt. Unter Elimination des
Stop-Codons wurde eCFP direkt an den intrazellularen C-Terminus hinter Arginin®®®
angefugt. Die Rezeptorregion zum Einbringen des CCPGCC Bindemotivs wurde so gewabhilt,
dass die zur Rezeptorphosphorylierung wichtigen Bereiche Serin®® - Serin®® (= N-Cluster)
und Threonin®’ - Serin®! (= C-Cluster) erhalten blieben [338, 339]. Die schematische
Rezeptordarstellung in Abbildung 33 veranschaulicht die genaue Position des FIAsH-
Bindemotives in IL 3 des M, AChR. Zur Verbesserung der Membranexpression wurden am
N-Terminus eine Hamagglutinin (HA)-Signalsequenz (KTIIALSYIFCLVFA), sowie ein
Flag-Tag (DYKDDDDK) angeflgt. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird das so erhaltene
Rezeptorkonstrukt als M,i3-N bezeichnet.
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; it ,
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{ b e AL ALl | 1se Ndeed LLLUALLD
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5 .89 B :
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Vgh i A f}éf\}i,i- \’\ F‘A)
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RO T e O o ( Abb. 33: Schematische Darstellung
(ON T ™ ¢ .
Copad des M2i3-N Rezeptorsensors.
it o g (A) Das FIAsH-Bindemotiv wurde zwi-
schen Asparagin®® und Prolin®° (griin)
g in IL 3 unterhalb von TM 5 eingefuigt. Die
B O EEEEOERIED,, an OHEDE Phosphorylierungsstellen (blau) wurden
N I © ® durch die Insertion nicht beeinflusst. (B)
HIEEEEEEEERUORECDEEREEE® @ & : _ sst.
' o R)-coo N-terminal wurde der M,i3-N mit einer
N - ON . .

0 Lfi‘fﬁ'@@)’.ﬂ’y‘@KE‘@EX?@; Bﬂe}@&;@@% HA-Signalsequenz (HA) und einem
GPO080OEY = o) Flag-Tag (Flag) versehen. Die Markier-
L6 e06E00600000000R0ER000PUEH0N ung mit CFP erfolgte am C-Terminus.

Die FIAsH-Bindesequenz (F, gelb unter-
legt) wurde in IL 3 unterhalb von TM 5
eingefigt.

HEK293 Zellen wurden mit Effectene® mit dem Rezeptorsensor transfiziert. Es wurden
stabile Zelllinien generiert, die mittels Konfokalmikroskopie auf Membranlokalisation des
Rezeptors hin untersucht wurden.
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Abb. 34: Membranexpression des M ;i3-N Rezeptorsensors untersucht mittels Konfokalmik roskopie.
HEK293 Zellen, die stabil den M,i3-N Rezeptorsensor exprimierten, wurden mit dem Konfokalmikroskop Leica
TCS SP5 auf die Membranexpression des Rezeptors untersucht. Die Uberlappung der Rezeptorfluoreszenz
(Falschfarbendarstellung, griin) mit der des Membranmarkers CellMask™ DeepRed (Falschfarbendarstellung, rot)
ist deutlich erkennbar (gelb im Uberlagerungsbild). CFP wurde mit einer UV-Diode bei 405 nm, CellMask™
DeepRed mit der 594 nm Linie eines Argon-Lasers angeregt. Die Detektion erfolgte fir CFP in einem
Wellenlangenbereich von 450-510 nm, fiir CellMask™ DeepRed zwischen 650-680 nm.

In anschlieRend gemessenen FRET-Experimenten zeigte der M,i3-N Rezeptorsensor eine
konzentrationsabhangige Anderung des FRET-Signals. Stimulation mit dem endogenen
Liganden ACh fihrte zu einer maximalen FRET-Antwort von ca. 9% ausgehend von der
Basislinie. Die Qualitat des Signal-Rausch-Verhéaltnisses erlaubte auch eine Auswertung
selbst kleinster FRET-Unterschiede.

Abb. 35: Bespiel eines FRET-Experiments

e durchgefihrt mit Acetylcholin (ACh) am
3 . " .. Mui3-N Rezeptorsensor.
== HEK293 Zellen, die Mi3-N stabil exprimier-

ten, wurden in FRET-Messungen mit ACh in
steigenden Konzentrationen perfundiert. Kon-
zentrationsabhangig nahm die Donorfluores-
s pATRNAAAL zenz (CFP) zu und reziprok die Akzeptor-
] ) Palad el . fluoreszenz (FIAsH) ab, was in einer Ab-
sl AT J nahme des FRET-Ratio resultierte. Die
FRET-Signale wurden um das Bleichen des
ACh“;M ‘ ' Akzeptorfluorophors, sowie das Durchbluten
ACh 10uM der Donorfluoreszenz in den Akzeptorkanal
ACh 100uM korrigiert. Das so errechnete FRET-Ratio
wurde normalisiert, geglattet und in Abhangig-
keit der Messzeit dargestellt.

FRET-ratio

T T T ,
1] 10 20 30 40
TIME [s]

4.2.2 Sensoren des muskarinischen M, Acetylcholinrezeptors mit FIAsH
unterhalb von TM 6

Bei der Klonierung der HAFlagM,FIASHTM6-CFP Rezeptorkonstrukte wurden ebenfalls ein
Flag-Tag, sowie die HA-Signhalsequenz am N-Terminus und C-terminal das CFP eingefigt.
Die FIAsH-Bindestelle wurde in einem ersten Versuch unterhalb von TM 6 in IL 3 zwischen
den Aminoséuren Threonin®*® und Lysin®” ergénzt (Abb. 40, Seite 65). Das resultierende
HAFlagM,FIASHTM6-CFP-1 Rezeptorkonstrukt wird im Folgenden als M,i3-C-1 bezeichnet.
FRET-Messungen an Zellen, die mit diesem Konstrukt mittels Effectene® transfiziert wurden,
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zeigten nur einen minimalen Ausschlag bei Zugabe von 100 uM ACh. Auch war das Signal-
Rausch-Verhaltnis nicht ausreichend grof3, um konzentrations- oder ligandenabhangige
Unterschiede im FRET-Signal zuverlassig auswerten zu kdnnen.

Abb. 36: FRET-Spur nach Stimulation

des M»i3-C-1 Sensors mit Acetylcholin
Ach 100uM (ACh) in sattigender Konzentration.

Die Superfusion von HEK TSA-Zellen,

die transient mit dem M.i3-C-1 Rezeptor-
1,00 4 konstrukt transfiziert wurden, mit 100 uM
ACh filhrte zu einer geringen Anderung
des FRET-Signals. Diese und das
schlechte Signal-Rausch-Verhéltnis er-
laubten keine Quantifizierung konzentra-
tionsabhangiger Anderungen der FRET-
Antworten. Dargestellt ist das um das
0,98 + Durchbluten des Donor- und das Blei-
chen des Akzeptorfluorophors korrigierte
FRET-Ratio.

FRET-ratio

TIME [s]

Zur Optimierung des Rezeptorsensors fur FRET-Experimente wurde in weiteren Klonierung-
en die Position des CCPGCC-Bindemotives verandert.

In dem HAFlagM ;FIASHTM6-CFP-2 Rezeptorsensor (bezeichnet als M,i3-C-2) wurde das
FIAsH-Bindemotiv um vier Aminosauren in Richtung von TM 6 verschoben und somit
zwischen Alanin®”® und Lysin®*"* eingefiigt. Auch dieses Rezeptorkonstrukt zeigte nur sehr
geringe Anderungen des FRET-Ratio nach Agoniststimulation in séattigenden Konzentratio-
nen. Eine Auswertung der Signalanderung abhangig von verschiedenen Liganden oder
Ligandenkonzentrationen war somit nicht moglich. Allerdings fiuhrte eine Superfusion des
Rezeptorsensors mit Agonisten nun zu einer Zunahme des FRET-Ratio.

Nachdem eine Verschiebung des Bindemotives in Richtung der TM 6 keine Verbesserung
hinsichtlich der messbaren FRET-Anderungen erbracht hatte, wurde nun eine Verschiebung
des CCPGCC-Motivs weiter zur Mitte des IL 3 vorgenommen. Somit wurde im Folgekon-
strukt die FIAsH-Bindesequenz ausgehend vom M,i3-C-1 Rezeptorsensor um neun Amino-
sauren weiter zum N-terminalen Ende von IL 3 geschoben. Im sich so ergebenden
HAFlagM ,FIASHTM6-CFP-3, auch als M,i3C-3 bezeichnet, befand sich die CCPGCC-Se-
quenz nun zwischen den Aminosauren Isoleucin®° und Valin®®*.

In anschlieRenden FRET-Versuchen konnte erneut nur eine kleine FRET-Antwort auf die
Stimulation des Sensors mit Ligand in sattigender Konzentration beobachtet werden. Auch
hier war wegen des schlechten Signal-Rausch-Verhaltnisses eine Quantifizierung der unter-
schiedlichen FRET-Signale nicht mdglich. Wie schon im M,i3-C-2 resultierte eine Stimulation

des Rezeptors in einer Zunahme des FRET-Ratio.

Im HAFlagM ,FIASHTM6-CFP-4 Rezeptorkonstrukt (nachfolgend bezeichnet als M,i3-C-4)
wurde das CCPGCC-Motiv wieder mehr an TM 6 angendhert und zwischen den Amino-
sauren Isoleucin®*®*® und Valin®*® eingeschoben. Wie auch in den vorherigen Rezeptorsen-
soren bleiben das CFP am C-Terminus, sowie Flag-Tag und HA-Signalsequenz am
N-Terminus erhalten.
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Ahnlich wie bei den vorherigen Rezeptorsensoren des M,i3-C-Typs erlaubte auch hier die
nur geringe FRET-Antwort keine quantitative Auswertung konzentrations-, oder ligandenspe-
zifischer FRET-Signale. Das Signal-Rausch-Verhaltnis war — verglichen mit dem der vorheri-
gen Rezeptorkonstrukte - zwar bedeutend groRer, reichte flr eine Auswertung geringer
FRET-Signale aber nicht aus. Das Ausmal} der Signalanderung war mit dem des M,i3-C-1
vergleichbar.
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Abb. 37: Ligandinduzierte Anderung des FRET-Ratio na  ch Stimulation der M ,i3-C-2, M2i3-C-3 und M ,i3-C-4
Rezeptorsensoren mit 100 uM Acetylcholin (ACh).

Die FRET-Messungen erfolgten an HEK TSA-Zellen, die transient die jeweiligen Rezeptorsensoren exprimierten.
Die FRET-Signale wurden um Akzeptorbleichen, Falschanregung und Durchbluten korrigiert, geglattet und als
Funktion der Zeit dargestellt. (A) Eine Aktivierung des M.i3-C-2 Rezeptorsensors resultierte in der Zunahme des
FRET-Ratio. H6he der Signaldanderung, wie auch das Signal-Rausch-Verhdltnis, zeigten eine deutliche Verbes-
serung gegenuber dem M.i3-C-1 Rezeptor Konstrukt. (B) Die Stimulation des M,i3-C-3 Sensors fiihrte zu einer
Zunahme des FRET-Signals. Das Ausmall der Signalanderung war allerdings geringer, als das am M,i3-C-2
beobachtete. (C) Das M,i3-C-4 Konstrukt zeigte eine rasche Abnahme des FRET-Signals nach Ligandensuper-
fusion.

In einem weiteren Versuch zur Verbesserung der FRET-Messbarkeit der Rezeptorsensoren
wurde die FIAsH-Bindesequenz nochmals etwas weiter unterhalb von TM 6 verschoben. Zur
Generierung des HAFlagM,FIASHTM6-CFP-5 Rezeptorkonstrukts wurde das FIAsH-Binde-
motiv zwischen den Aminosauren Aspartat®™ und Glutamat®® eingefiigt. Das so erhaltene
Konstrukt wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit als M,i3-C Rezeptorsensor bezeichnet.

In nachfolgenden FRET-Messungen zeigte der M,i3-C Rezeptorsensor eine maximale
Antwort von anndhernd 8% gemessen von der Basislinie nach Stimulation mit ACh (100 puM).
Dabei resultierte die Uberspiilung der Zellen in einer Abnahme des FRET-Ratio. Im
Vergleich zum FRET-Signal war nur ein sehr geringes Rauschen zu beobachten.

Abb. 38: Anderung des FRET-Ratio nach
Aktivierung des M ,i3-C Rezeptorsensors.
HEK293 Zellen, die transient den M.i3-C
Sensor exprimierten, wurden in FRET-
Messungen mit 100 uM Acetylcholin (ACh)
stimuliert. Das FRET-Ratio wurde um das
50 Wa nas Tavs Akzeptorbleichen und das Durchbluten des
/ : ' Donors korrigiert. Eine Stimulation mit 100 M
48T Ry ™Y ACh rief eine Zunahme der Donorfluoreszenz
T T (CFP) und eine Abnahme der Akzeptor-
ACh 100pM fluoreszenz (FIAsH) hervor. Das FRET-Signal

1,00 . . . .
anderte sich um ca. 8%. Bei gleichzeitig
0,95 4 hoher Signalamplitude war das Rauschen
005 ' ] ' . _gering.
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Es wurden Zelllinien generiert, die das M,i3-C Konstrukt stabil exprimierten. Diese Zellen
wurden mittels Konfokalmikroskopie auf die Membranstandigkeit des Rezeptors Uberprift.

Abb. 39: Konfokalmikroskopische Untersuchung der Me mbranexpression des M ,i3-C Rezeptors.

Stabil den M,i3-C Sensor exprimierende HEK293 Zellen wurden mit Hilfe des Konfokalmikroskops Leica TCS
SP5 auf Membranlokalisation des Rezeptorkonstrukts getestet. Das M,i3-C Konstrukt zeigte eine deutliche Mem-
branexpression sichtbar an der Uberlappung (Falschfarbendarstellung, gelb) der Fluoreszenz des
Membranmarkers CellMask™ DeepRed (Falschfarbendarstellung, rot) mit der Rezeptorfluoreszenz (Falsch-
farbendarstellung, griin). Der GréRenbalken gibt eine Lange von 10 um wieder. Die Fluoreszenzanregung von
CFP erfolgte bei 405 nm, die von CellMask™ DeepRed bei 594 nm. Die Emission der CFP-Fluoreszenz wurde
bei 450-510 nm erfasst. Der Membranmarker wurde in einem Wellenlangenbereich von 650-680 nm detektiert.

Abbildung 40 veranschaulicht die Positionen der FIAsH-Bindesequenz CCPGCC, die zur
Generierung der unterschiedlichen M,i3-C Rezeptorkonstrukte unterhalb vom TM 6 in IL 3
gewahlt wurden, sowie die Lage von CFP, der HA-Signhalsequenz und des Flag-Tags.
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Abb. 40: Schematische Darstellung
der M,i3-C Rezeptorsensoren.
Das FIAsH-Bindemotiv wurde unterhalb
von TM 6 in IL 3 eingefligt. Die Amino-
sauren, zwischen die die CCPGCC-
N %} Sequenz eingeschoben wurde, sind
@ g % “®-coo griin markiert (A). C-terminal wurde an
RO0 50 0S000RCEE0o0N °®s(,§ﬁ”§r die Rezeptorsensoren ein CFP fusio-
3 o) niert. Zur Verbesserung der Membran-
expression wurden am N-Terminus eine
HA-Signalsequenz (HA), sowie ein Flag-
Tag (Flag) angeflgt (B).
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4.3 Charakterisierung der Rezeptorsensoren

4.3.1 Bestimmung der Kp- und Ki-Werte mittels Radioligandenbindung

Um das Ligandenbindeverhalten der Rezeptorsensoren M,i3-N und M,i3-C zu untersuchen,
wurden Radioligandenbindungsversuche durchgefiihrt. Durch die Bestimmung der Kp- und
Ki-Werte konnten die Rezeptordichte, sowie die Affinitat der Liganden zu den getesteten
Sensoren ermittelt werden. Ein Vergleich mit Literaturwerten sollte dabei zeigen, ob die
Rezeptorsensoren durch das Einfigen der Fluorophore bzw. des Flag-Tags und der
HA-Signalsequenz an Funktionalitdt eingebif3t hatten. Auf die Bestimmung der Rezeptor-
expression mit dem membranpermeablen Radioliganden [*H] QNB wurde verzichtet, da die
Konfokalmikroskopie der mit den jeweiligen Sensoren transfizierten Zellen ein ausreichender
Beweis dafur war, dass intrazellular kaum Rezeptoren exprimiert wurden und der Grol3teil
der gebildeten Rezeptoren an der Plasmamembran lokalisiert war.

Die Rezeptordichte wurde mit Hilfe von Sattigungsexperimenten analysiert. Dazu wurde in
einem Vorversuch die optimale Konzentration an einzusetzendem Membranprotein be-
stimmt. Getestet wurden sowohl das M,i3-N, als auch das M,i3-C Rezeptorkonstrukt. Als
Vergleich diente hierbei der M,CFP Rezeptor. Die Membranproteine wurden durch Mem-
branpréparation aus HEK293 Zellen gewonnen, die das jeweils zu testende Rezeptor-
konstrukt stabil exprimierten. Zur Kontrolle wurden auch untransfizierte HEK293 Zellen
getestet.

Abb. 41: Beispiel eines Radioligan-
denexperiments zur Ermittlung der
Sattigungsbindung.

Die M, Rezeptorsensoren wurden mit
steigenden Konzentrationen von
[3BH] NMS inkubiert. Die unspezifische
Bindung wurde in Gegenwart von
Atropin (100 pM) bestimmt. Die totale
Bindung wurde um die unspezifische
korrigiert und abhéngig von der einge-
setzten Konzentration an Radioligand
fir jedes getestete Rezeptorkonstrukt
aufgetragen (Raute: M,CFP; Dreieck:
M2i3-N; Quadrat: M,i3-C)
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Die Auswertung der Sattigungsbindungsexperimente lieferte folgende Kp-Werte:

Tab. 1: Kp-Werte flr [ 3H] NMS ermittelt an den Rezeptorkonstukten M ,CFP-, M2i3-N- und M ,i3-C.
Angegeben wurden mittels Radioligandenbindungsexperimenten ermittelte Kp-Werte mit zugehdrigem Konfidenz-
intervall aus n = 3 unabh&ngig voneinander durchgefihrten Versuchen.

Rezeptorsensor Kp-Werte [nM]  Konfidenzintervall [nM]
M.CFP 1,4 0,13-15,6
M.i3-N 15 0,30-6,5
M.i3-C 1,2 0,14-9,4
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Zur Ermittlung der Ki-Werte wurden Membranen von HEK293 Zellen, die stabil entweder den
M,CFP-, M,i3-N-, oder M,i3-C Rezeptor exprimierten, prapariert. In den anschlieRenden Ver-
drangungsexperimenten wurden die Membransuspensionen in Anwesenheit einer fixen Kon-
zentration von [°*H] NMS mit Carbachol in steigenden Konzentrationen inkubiert.

Nachdem der M,CFP-Rezeptor bereits in den Sattigungsexperimenten keine Abweichung
von den beiden anderen Rezeptorsensoren bezlglich des Kp-Wertes aufwies und auch das
erste Verdrangungsexperiment keine unterschiedlichen Ki-Werte fir die drei Rezeptorkon-
strukte ergab, wurde auf eine Einbeziehung des M,CFP Konstrukts in weitere Verdrangungs-
experimente verzichtet.

12000 Abb. 42: Verdrangungsbindung, zur
Ermittlung der K -Werte des M 2i3-N-

10000 ® HEK?293 und des M ,i3-C Rezeptorsensors.

' MZCFP Die Rezeptorsensoren wurden in Ge-
= A Mi3-N genwart einer festen Konzentration von
o 8000 - MziB-C [BH] NMS mit Carbachol in steigender
o z Konzentration inkubiert. Die totale Bin-
% 6000 dung wurde um die unspezifische korri-
-_g giert und abhangig von der einge-
€ 4000 setzten Konzentration an Carbachol auf-
2 getragen. Als Kontrolle dienten untrans-
7y fizierte HEK293 Zellen. (Kreis: HEK293

2000 Zellen; Raute: M,CFP; Dreieck: M5i3-N-;
Quadrat: Mi3-C Sensor).
0 474 T T T
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Die Berechnung der Ki-Werte fiihrte zu folgenden Ergebnissen:
Tab. 2: Ki-Werte fur Carbachol ermittelt mit den Rezeptoren M ,CFP-, M2i3-N- und M ,i3-C.

Die aus Verdrangungsexperimenten berechneten Ki-Werte wurden zusammen mit dem entsprechenden Konfi-
denzintervall spezifisch fir den Rezeptorsensor aufgelistet (n = 4).

Rezeptorsensor Ki-Werte [UM] Konfidenzintervall [uM]
M.CFP 13,1 n.d.

M,i3-N 10,6 6,1-18,5
M,i3-C 11,3 6,7-18,8

Die aus den Verdrangungsexperimenten ermittelten Ki-Werte waren fir die unterschiedlichen
Rezeptorkonstrukte vergleichbar.

4.3.2 Funktionelle Charakterisierung mittels Messung der
Ca’*-Freisetzung

Der Beleg, dass das Einfigen der FIAsH-Bindesequenz die Funktionalitat der Rezeptorsen-
soren nicht beeinflusste, wurde mittels Messung der konzentrationsabhéngigen Ca**-Frei-
setzung erbracht. Die Versuche erfolgten in HEK TSA-Zellen, die transient mit dem
jeweiligen Rezeptorsensor transfiziert waren. Um eine Freisetzung von Ca?* zu erreichen,
musste hierbei mit dem chiméaren G-Protein G, G66Di5 gearbeitet werden. Dieses erkennt
einen aktivierten Gi-gekoppelten Rezeptor, stimuliert nachfolgend allerdings die Freisetzung
von Ca?*, die unter physiologischen Bedingungen Gg-vermittelt erfolgt [340].
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Transfektionsschema:

wt M/ M,i3-N/ M,i3-C 1,8 ug
Gag G66D-Protein 1,8 ug
Effectene 100 pl
Enhancer 32 ul
Puffer 600 pl

Die Transfektion wurde direkt auf Gewebekulturschalen (Durchmesser 6 cm) 48 Stunden vor
dem Beginn der Messung durchgefihrt.

Da HEK TSA-Zellen endogen M; AChR [336] exprimieren, wurde als Kontrolle in jedem
Experiment die Ca**-Freisetzung nach Agoniststimulation untransfizierter HEK TSA-Zellen
bestimmt. Die Zellen wurden mit Carbachol stimuliert und die Zunahme der Fluoreszenz des
Calcium-Indikators Fluo-4 wurde konzentrationsabhéngig fir jedes Rezeptorkonstrukt be-
rechnet.

increase in fluorescence [% over basal]

1E-5 1E-4 1E-3 0,01 0.1 1 10 100
concentration of carbachol [uM]

Abb. 43: Beispiel eines Versuchs zur Bestimmung der konzentrationsabhangigen Ca 2+-Freisetzung nach
Rezeptorstimulation.

HEK TSA-Zellen, die transient mit dem wt M, AChR, bzw. mit den Rezeptorsensoren M,i3-N und M;i3-C und dem
Gaqg G66D Protein transfiziert worden waren, wurden mit Carbachol in steigenden Konzentrationen versetzt. Die
Freisetzung von Ca”" wurde Uber einen Anstieg der Fluoreszenz des Ca”*-Indikators Fluo-4 NW bestimmt. Die
gemessenen Werte wurden um die ligandvermittelte Ca2+-Freisetzung nach Stimulation leerer HEK TSA-Zellen
korrigiert (Stern: wt My; Dreieck: M,i3-N; Quadrat: Mi3-C).

Aus drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten ergaben sich folgende
ECso-Werte:

Tab. 3: ECso-Werte fiir Carbachol ermittelt mit dem wt M2-, M2i3  -N- und M2i3-C Rezeptor.

Aus n = 3 Experimenten zur Ca2+-Freisetzung wurden die ECso-Werte ermittelt und mit dem entsprechenden
Standardfehler fir jeden Rezeptor aufgelistet.

Rezeptorsensor ECso-Werte [uM]  S.E.
wt M, 1,9 0,7
M,i3-N 1,9 0,8
M.i3-C 1,7 1,3
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Die ECso-Werte fur das M,i3-N- und das M,i3-C Rezeptorkonstrukt zeigten keine Abwei-
chungen von dem wt M, AChR.

4.3.3 Vergleich der B-Arrestin2 Translokation

Bisher ist ausschlieRlich die Beteiligung der Aminoséuren Threonin®” bis Serin®'! an der
Interaktion mit B-Arrestin2 beschrieben [341]. Obwohl die postulierten Phosphorylie-
rungsstellen des M, AChR durch den Einschub der CCPGCC-Bindesequenz nicht verandert
wurden, wurde die B-Arrestin2 Translokation zum aktivierten Rezeptor gemessen. So sollte
ausgeschlossen werden, dass andere, bisher nicht bekannte Aminosauresequenzen, die an
der Interaktion der Rezeptors mit B-Arrestin2 beteiligt sind, durch das Einfligen des FIAsH-
Bindemotivs zerstort wurden. In diesen Versuchen wurde neben den in dieser Arbeit neu
generierten M,i3-N- und M,i3-C Sensoren auch der bereits publizierte Flag-M,-sI3-FIAsH-
GSGEG-CFP Rezeptorsensor getestet. Da bei diesem Rezeptorkonstrukt IL 3 und somit die
postulierten Phosphorylierungsstellen vollstandig entfernt worden waren, wurde fur den Flag-
M,-sI3-FIAsH-GSGEG-CFP keine B-Arrestin2 Translokation erwartet.

Nachdem die M,-vermittelte Translokation von B-Arrestin2 in der Literatur kontrovers
diskutiert wird, wurden in Vorversuchen die zur Erzielung einer B-Arrestin2 Translokation
noétigen Bedingungen ermittelt. Dies erfolgte unter Verwendung des M,CFP Rezeptors.
Untersucht wurde die B-Arrestin2 Translokation in Abwesenheit von GRK bzw. in
Anwesenheit von GRKS5, oder GRK2. HEK TSA-Zellen wurden transient mit den bendétigten
cDNAs (M,CFP, GRK2/GRK5/- und B-Arrestin2YFP) transfiziert und 48 Stunden spéter
mittels Konfokalmikroskopie auf die B-Arrestin2YFP Translokation hin getestet. Dazu wurden
die Rezeptoren mit ACh (100 pM) stimuliert. Direkt im Anschluss wurde mit Hilfe des
Konfokalmikroskops eine Zeitserie Gber 15 Minuten erstellt, wozu alle 30 Sekunden ein Bild
aufgenommen wurde. Weder in Abwesenheit von GRK, noch in Gegenwart von GRK5 wurde
eine ACh-vermittelte Translokation von B-Arrestin2 zum M,CFP Rezeptor gezeigt. Nur in
Anwesenheit von GRK2 konnte eine BArrestin2 Translokation durch Stimulation des M,CFP
Konstrukts induziert werden.

Transfektionsschema (bezogen auf ein ,well“ einer ,six-well* Platte):

M,CFP (1pg/ul) 0,3 ug
B-Arrestin2YFP 0,3 ug
GRK2/ GRK5 0,2 ug
Effectene 7 u
Enhancer 2,7 ul
Puffer 50 pl
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A

Abb. 44: Translokation von B-Arrestin2YFP zur Zellmembran nach Stimulation des M ,CFP Rezeptors.

HEK TSA-Zellen wurden transient mit MoCFP und B-Arrestin2YFP transfiziert und in Abwesenheit von GRKs (A)
bzw. in Anwesenheit von GRKS5 (B), oder GRK2 (C) auf die rezeptorvermittelte B-Arrestin2 Translokation getestet.
Es wurden nur Zellen untersucht, die den Rezeptor membranstandig exprimierten (links), die Kontrolle erfolgte
hierbei Uber Anregung des mit CFP markierten Rezeptors bei einer Wellenlange von 430 nm. Nach Zugabe von
100 uM ACh wurden Zeitserien tber 15 Minuten aufgenommen. YFP wurde bei 514 nm angeregt, die Emission
wurde zwischen 525 — 600 nm detektiert. Erfasst wurde die Abnahme der zytosolischen YFP-Fluoreszenz. Nach
Ablauf der 15 Minuten war in Anwesenheit von GRK2 eine deutliche Translokation des YFP-markierten B-Arres-
tin2 von Zellzytosol (t = 0, Mitte) an die Membran der Zelle (rechts) zu erkennen. Die GréRenbalken entsprechen
10 pm.

Die Charakterisierung der verschiedenen Rezeptorsensoren hinsichtlich B-Arrestin2YFP
Rekrutierung erfolgte in HEK TSA-Zellen, die transient mit dem jeweiligen, CFP-markierten
Rezeptorkonstrukt, GRK2 und B-Arrestin2YFP transfiziert wurden. Nach Stimulation der
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Rezeptoren mit 100 puM ACh wurden wie in den Optimierungsversuchen 15-minltige
Zeitserien aufgenommen. Fir jedes Rezeptorkonstrukt wurden mindestens vier Zeitserien
erstellt. Insgesamt wurden n = 12 Zellen ausgewertet.

Die, durch Stimulation der M,CFP-, M,i3-N- und M,i3-C Rezeptoren vermittelte,
B-Arrestin2YFP Translokation erreichte bereits nach ca. 8 Minuten ein Plateau. Nach Ablauf
der vollen 15 Minuten zeigte sich fur den M,CFP Rezeptor im Zytosol eine Rest-YFP-
Fluoreszenz von 56,5 + 3.9% im Vergleich zum Zeitpunkt t = 0. Mit einer im Zytosol
verbleibenden YFP-Fluoreszenz von 63,9 + 2.8% fur das M,i3-N- und 61.6 + 2.5% fir das
M,i3-C Konstrukt zeigten beide Sensoren eine dem M,CFP-Rezeptor dhnliche Translokation
von B-Arrestin2. In Abbildung 45 ist die zeitabhangige Abnahme der YFP-Fluoreszenz nach
Stimulation der Rezeptorsensoren nochmals dargestellt. Aus dieser Abbildung wird auch
ersichtlich, dass einer Flag-M,-sI3-FIASH-GSGEG-CFP Aktivierung keine [-Arrestin2
Translokation folgte.
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Abb. 45: Quantifizierung der B-Arrestin2YFP Translokation nach Stimulation der jewe iligen Rezeptoren

mit 100 uM ACh.

Das AusmafRd der ACh-vermittelten Rekrutierung von B-Arrestin2YFP zur Zellmembran wurde als Abnahme der
zytosolischen YFP-Fluoreszenz bestimmt. Der statistisch ermittelte Mittelwert, sowie der Standardfehler wurden
fur das jeweilige Rezeptorkonstrukt zeitabhéngig aufgetragen. Sowohl der M,CFP (Raute), als auch der M;i3-N-
(Dreieck) und der M.i3-C Rezeptor (Quadrat) zeigten eine deutliche und vergleichbare Reduktion der YFP-
Fluoreszenz im Zellzytosol. Das Flag-M;-sI2-FIAsH-GSGEG-CFP Konstrukt (Diamant) dagegen war nicht in der
Lage eine agonistvermittelte Translokation von B-Arrestin2YFP an die Zellmembran hervorzurufen (n = 12
Einzelzellen).

4.4 Charakterisierung der verwendeten Liganden

4.4.1 Orthosterische Liganden

Ziel dieser Arbeit war es, die unterschiedliche Beeinflussung der Konformation des M, AChR
durch verschiedene orthosterische und allosterische Liganden zu untersuchen. Augenmerk
wurde dabei auch auf die Untersuchung der probe dependency, des Effekts allosterischer
Modultoren in Abh&ngigkeit vom anwesenden orthosterischen Liganden gelegt. Zur
Bestimmung einer mdglichen probe dependency wurden im Vorfeld zwei unterschiedliche
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Agonisten als orthosterische Liganden ausgewahlt, der endogene Ligand ACh und der
orthosterische Baustein von H 1 und H 2 [270], Iperoxo.

Wahrend die Eigenschaften von ACh an mAChR bereits weitestgehend untersucht wurden
[342, 343], ist Uber Iperoxo bislang nur wenig bekannt [344]. Zur ndheren Charakterisierung
von Iperoxo wurden deswegen Konzentrations-Wirkungsexperimente mittels FRET-Mikros-
kopie durchgefiihrt, um die Affinitat dieser Substanz zum M, AChR und deren maximalen,
stimulatorischen Effekt zu untersuchen.

Stabil transfizierte M,i3-N HEK Zellen wurden mit Hilfe eines Perfusionssystems mit dem
jeweiligen Agonisten in steigender Konzentration Uberspllt. Als Referenz wurde in jeder
Messung eine Stimulation der Rezeptoren mit 300 uM ACh durchgefuihrt. Die HOhen der
gemessenen FRET-Signale wurden anschlie3end als prozentualer Anteil der durch 300 pM
ACh hervorgerufenen FRET-Antwort berechnet und in Abhangigkeit von der eingesetzten
Ligandenkonzentration grafisch dargestellt.

A * C 140+
(0]
\/\N/ ]
/\ ? 1201 A Iperoxo -
€ B Acetylcholine
8 100
s ]
X 801
B © ]
0 g" 60 m
@ 7 O
VAN £
0 = 4 3
\N/ % |‘_|IJ 40 g B
e T 1 o °$
204 A 0
] =z / =
O_._//I/ L E A AL | LA | R L AL | T L
0,01 0,1 1 10 100

concentration of agonist [uM]

Abb. 46: Strukturformeln und Konzentrations-Wirkungs kurven von Acetylcholin (ACh) und Iperoxo
gemessen am M ;i3-N Rezeptorsensor.

Sowohl ACh (A), als auch Iperoxo (B) weisen eine positiv geladene Stickstoffgruppe auf, im Gegensatz zu ACh
verflgt Iperoxo zusatzlich Uber eine 4,5-Dihydroisoxazol-Ringstruktur. Die mittels FRET-Mikroskopie ermittelten
Konzentrations-Wirkungskurven der beiden Agonisten (C) zeigten eine deutliche Linksverschiebung der Iperoxo-
Kurve (Dreieck) gegentuiber der ACh-Kurve (Quadrat). Auch konnte Iperoxo eine hdhere Rezeptoraktivierung
hervorrufen. Gezeigt werden die statistisch ermittelten Mittelwerte und Standardfehler. Als 100% Referenzwert
diente die Signalhdhe des durch 300 uM ACh induzierten FRET-Signals (n = 15 Einzelzellen).

Iperoxo aktivierte den M,i3-N Rezeptorsensor mit 131,8 + 5,4% verglichen mit ACh (300 pM)
in einem wesentlich groReren Ausmaf3. Zudem lag die mittlere effektive Konzentration von
Iperoxo mit einem ECs-Wert von 0,8+0,1 pM niedriger, als die von ACh
(ECso(ACh) =6,3£0,7 uM).
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4.4.2 Allosterische Modulatoren

4.4.2.1 Erarbeitung eines Messschemas zur Erstellung von Konzentrations-
Wirkungskurven

Bei den allosterischen Testsubstanzen handelte es sich um Verbindungen, die dem
jeweiligen allosterischen Baustein von H 1 und H 2 nachempfunden waren. Da diese bisher
nicht mit Hilfe von FRET-Experimenten untersucht wurden, mussten in Vorversuchen die
Versuchsbedingungen zur Erzielung eines optimalen Ergebnisses bestimmt werden.

4.4.2.1.1 Uberlegungen zur Konzentration des eingesetzten Orthosters

Bereits publizierten Daten [270] konnte entnommen werden, dass sich einzelne Bausteine
von H1 und H 2 in Radioligandenbindungsstudien als negative allosterische Modulatoren
erwiesen hatten. Bis dato war allerdings noch nicht bekannt, ob sich die allosterischen
Modulatoren auch in den FRET-Messungen negativ verhalten wirden. AuRerdem wurden in
den bereits publizierten Experimenten sowohl die Hybridsubstanzen, als auch die alloste-
rischen Bausteine in Anwesenheit von [°*H] NMS untersucht. Legt man die Theorie der probe
dependency zugrunde, so wére es durchaus mdglich, dass die Allostere in Kombination mit
ACh, oder Iperoxo ein anderes Verhalten zeigen konnten. Deshalb wurden in ersten
Versuchen die Konzentrations-Wirkungskurven der unterschiedlichen Allostere in
Anwesenheit eines orthosterischen Liganden erstellt. Als orthosterische Liganden wurden
der endogene Agonist ACh und Iperoxo als orthosterischer Hybridbaustein gewéhlt. Im Falle
positiver allosterischer Modulatoren wiirden die durch den orthosterischen Agonisten hervor-
gerufenen Signale verstarkt werden. Negative allosterische Modulatoren hingegen wirden
das FRET-Signal der orthosterischen Liganden reduzieren. Die bereits erwahnten Daten
lieBen vermuten, dass es sich bei den allosterischen Bausteinen um negative Modulatoren
handelt. Deswegen wurde die Konzentration von ACh und Iperoxo so gewahlt, dass auch
kleine, allosterisch-vermittelte Effekte sichtbar wéaren. Bei nur 50%-iger Rezeptoraktivierung
ware das Messfenster zu klein, um geringe Effekte der allosterischen Modulatoren
aufzulésen. Die Konzentrationen von Iperoxo und ACh wurden deshalb so festgelegt, dass
die Rezeptorsensoren zu ca. 80% aktiviert werden sollten. In Abbildung 47 werden die
Beweggrunde fir die Konzentrationsauswahl noch einmal grafisch verdeutlicht.

Abb. 47: Uberlegungen zur Auswahl einer
geeigneten  Konzentration orthosterischer
Liganden zur Bestimmung konzentrationsab-
hangiger Wirkungskurven fir die alloste-
rischen Testsubstanzen.

Das Saulendiagramm zeigt die prozentuale
_ Rezeptoraktivierung ausgelést durch  unter-
60 schiedliche Konzentrationen an ACh. Positiv
1 allosterische Modulatoren (PAM), die das Signal
_ eines orthosterischen Agonisten verstarken,
40 besitzen das grof3te Detektionsfenster bei einer
) geringen Konzentration von ACh (3 uM = 15%

100 PAM PAM PAM

a0 _NAM

FRET-change [% of control]
7
>
=

. Rezeptoraktivierung). Negativ  allosterische

20 H NAM Modulatoren (NAM) hingegen zeigen das grofte
) ‘ Messfenster bei hohen Konzentrationen von

Acetylcholin (30 pM = 80% Aktivierung).

0
Acetylcholin 3uM 10uM 30uM
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Abbildung 48 veranschaulicht, welche Konzentration an orthosterischem Ligand theoretisch
notig ware, um eine Rezeptoraktivierung von ca. 80% zu erreichen. Auf Grund dieser theore-
tischen Uberlegungen wurde fiir Iperoxo eine Konzentration von 10 uM und fiir ACh eine
Konzentration von 30 uM zur Ermittlung der Konzentrations-Wirkungskurven mittels FRET
festgelegt.

140- Abb. 48: Konzentrations-Wirkungs-

i kurven fir Acetylcholin (ACh) und
g 120 Alperoc et em M
§ 100 = Acetylcholine Mittels FRET-Messungen  wurden
5 | m Konzentrations-Wirkungskurven far
= 80 i) ACh (Quadrat) und Iperoxo (Dreieck)
‘g‘ ] £l am M,i3-N Sensor gemessen. Gezeigt
e S werden die statistisch ermittelten
o 60- S m Mittelwerte und Standardfehler. Als
IL—R ) O 100%  Referenzwert diente die
Ly 40+ 2 Signalhhe des durch 300 pM ACh
L ] = induzierten FRET-Signals (n = 15
20+ A Einzelzellen).Es wurden die Konzen-
B - trationen wurden, die nétig waren, um
0 - fm—r—rrrrrrey eine etwa  80%-ige Rezeptor-

0,01 0,1 1 10 100 aktivierung zu induzieren.
concentration of agonist [uM]

4.4.2.1.2 Vergleich zweier Messschemata zur Erstellung von Konzentrations-
Wirkungskurven

Zwei verschiedene FRET-Messschemata wurden auf ihre Eignung zur Generierung von
Konzentrations-Wirkungskurven der allosterischen Modulatoren untersucht.

Zum einen wurde das sogenannte , Treppenschema“ getestet:

Der Rezeptor wurde mit dem orthosterischen Liganden allein vorstimuliert und anschlie3end
mit einer Losung aus dem orthosterischen Agonisten und dem allosterischen Modulator
superfundiert. Ohne einen zwischengeschalteten Waschschritt wurde der Rezeptor im
Anschluss erneut mit einer Kombinationslésung aus orthosterischem und allosterischem
Liganden versetzt. Die Konzentration des Orthosters wurde dabei Uber die gesamte
Messung stabil gehalten, wahrend die Konzentration des Allosters mit jeder Rezeptorstimu-
lation schrittweise erhéht wurde.

Zur Auswertung wurden die Basislinien vor und nach Stimulation miteinander verbunden und
die Hohe der unterschiedlichen Messsignale ausgemessen. Dazu wurde parallel zur y-Achse
eine Gerade von dem Plateau des FRET-Signals zur erweiterten Basislinie gezogen. Die
Lange der sich so ergebenden Geraden wurde ausgemessen und als prozentualer Anteil der
Signalhdhe bestimmt, die durch den orthosterischen Liganden allein induziert wurde
(Abb. 49, Seite 75).
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570 4
A 560 Abb.49: FRET-Messungen der Effekte

550 von EHW 477 in Anwesenheit von
540 - ACh (A) und Auswertung der FRET-
530 T T - . Signale (B) generiert nach dem
120+ Treppenschema am M ;i3-N Rezeptor-
l sensor .

(A) HEK293 Zellen, die das M.i3-N
Rezeptorkonstrukt stabil exprimierten,
wurden nach dem Treppenschema mit
ACh und dem allosterischen Liganden
EHW 477 superfundiert. (B) Bei der Aus-
wertung wurden die Hohen der FRET-
Signale (griin) ausgemessen und als
Perzentile der Signalhthe des Referenz-
FRET-Signals (blau) berechnet. Die Si-
gnalhdhen wurden als Abstand zwi-
schen der verldngerten Basislinie und
dem Plateau (rot) der jeweiligen FRET-
Antwort ermittelt.
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Als alternatives Messschema wurde das ,Zahnschema® untersucht:

Die Rezeptorsensoren wurden zuerst mit orthosterischem Liganden (Referenzlésung)
vorstimuliert und anschlieRend direkt mit einer Losung, in der Orthoster und Alloster
kombiniert vorlagen, uUberspilt. Danach wurden die Rezeptoren nochmals mit der
Referenzlosung stimuliert. Nach einem Waschschritt erfolgte die zweite Stimulationsfolge. In
dieser wurde die Konzentration des Orthosters konstant gehalten, wogegen die des Allosters
schrittweise erhoht wurde. Die Auswertung erfolgte wie im oben beschriebenen
Treppenschema.
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Abb. 50: FRET-Messungen der
Effekte von EHW 477 in Anwesen-
heit von ACh (A) und Auswertung
der FRET-Signale (B) generiert am
M,i3-N Sensor nach dem
Zahnschema.
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Stellt man beide Messschemata einander gegeniber, so wird deutlich, dass das Zahnsche-
ma im Vergleich zu dem Treppenschema mehrere Vorteile bietet.

So wird im Zahnschema das Anlegen einer erweiterten Basislinie dadurch vereinfacht, dass
die Basislinien des FRET-Signals in geringerer Distanz zueinander vorliegen, als im
Treppenschema. Der aus dem Photobleichen der Fluorophore resultierende, exponentielle
Verlauf der FRET-Spuren kann somit leichter ausgeglichen werden. Da im Zahnschema
einer Superfusion mit einer Kombination aus Alloster und Orthoster immer eine Stimulation
mit der Referenzldsung vorgeschaltet ist, kann ein potenzieller Verlust des FRET-Signals
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durch Rezeptordesensibilisierung einfacher kompensiert werden. Das Zahnschema erlaubt
auch die Auswertung der Deaktivierungskinetik (Off-Kinetik) des vorstimulierten Rezeptors
nach Zugabe einer Kombination aus Alloster und Orthoster oder Puffer. Zudem ist es
mdglich, die durch einen orthosterischen Agonisten ausgeldste Reaktivierungskinetik
(On-Kinetik) eines Rezeptors nach allosterisch-orthosterischer Hemmung auszuwerten.

4.4.2.2 FRET-Messungen zur Generierung konzentrationsabhangiger
Effektkurven

Bisher wurde ein Grof3teil der allosterischen Liganden in funktionellen Experimenten oder
Radioligandenbindungsstudien getestet [220, 345-348]. In FRET-Experimenten sollten sie
dariber hinaus beztglich ihrer Affinitéat und Potenz in lebenden Zellen untersucht werden.
Die Auswahl der allosterischen Modulatoren erfolgte in Anlehnung an H 1 und H 2 [270]. So
stellen JK 289, JK 337, JK 338, ¥2 W84 und W84 den allosterischen Baustein von H 1 in
seiner tatsachlichen (JK 289), leicht modifizierten, oder dimerisierten (W 84) Form dar. Im
JK 337 wurde beispielsweise die Linkerkette des JK 289 um eine 3-Amino-N,N-dimethyl-
hexylgruppe und im JK 338 um einen Propylrest verlangert. Das ¥ W84 weist zwei
zusatzliche Methylgruppen in Position 2 der Linkerkette auf.

Bei dem in H 2 mit Iperoxo verbundenen allosterischen Baustein handelt es sich um
Seminaph, EHW 477 stellt das um eine 3-Amino-N,N-dimethylhexyl-Kette verlangerte
Seminaph dar. Im JK 519 wurden die beiden Methylgruppen am allosterischen Baustein von
H 2 entfernt. Bei der Synthese des Naphmethonium wurden Seminaph und JK 289
aneinander fusioniert.

Die FRET-Messungen zur Generierung der Konzentrations-Effektkurven wurden nach dem
Zahnschema durchgefiihrt. Die stabilen M,i3-N- bzw. M,i3-C-Zellen wurden zuerst mit dem
orthosterischen Agonist (10 pM Iperoxo, oder 30 pM ACh) vorstimuliert und direkt im
Anschluss mit einer Kombination aus 10 puM Iperoxo bzw. 30 uM ACh und allosterischem
Liganden Uberspult. Die Konzentration des allosterischen Liganden wurde schrittweise
erhoht, wahrend die der orthosterischen Agonisten konstant gehalten wurde. Nach einer
anschlielenden Stimulation mit orthosterischem Liganden allein, wurde der Ligand durch
Superfundieren der Zellen mit Messpuffer ausgewaschen. Die Hohen der durch Stimulation
mit der orthosterischen-allosterischen Ligandenkombination hervorgerufenen FRET-Signale
wurden bestimmt und als prozentualer Anteil des Referenzsignals berechnet. Durch
grafische Darstellung der prozentualen Effekte der verschiedenen allosterischen Testsubs-
tanzen in Abhéangigkeit von der Konzentration des allosterischen Liganden wurden die
Konzentrations-Wirkungskurven ermittelt.
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Abb. 53: Konzentrations-Wir-

kungskurven zur Ermittlung

der Hemmwirkung der alloste-

ren Liganden auf einen mit

Iperoxo (A und B), oder ACh

(C) vorstimulierten Rezeptor,

ermittelt am M 1i3-N- (A und C)
bzw. M,i3-C Rezeptor (B).

Die mittels FRET-Messungen
ermittelten Konzentrations-Wirk-
ungskurven der allosterischen
Liganden zeigten unabhéngig
von Rezeptorsensor, bzw.
orthosterischem Liganden eine
konzentrationsabhéngige Hem-
mung des durch Agoniststimu-
lation hervorgerufenen FRET-
Signals. Gezeigt werden die
statistisch ermittelten Mittelwerte
und Standardfehler aus n =12
Einzelexperimenten.
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4.4.2.2.1 Vergleich der ECsp-Werte allosterischer Modulatoren in Abhangigkeit des
eingesetzten orthosterischen Liganden

Beim Vergleich der Konzentrations-Wirkungskurven, die am M,i3-N Sensor mit Iperoxo bzw.
ACh erstellt wurden (Abb. 53, A und C, Seite 79) fallt auf, dass JK 289 und JK 338 die ACh-
vermittelte Rezeptoraktivierung in geringeren Konzentrationen inhibierten, als die Iperoxo-
vermittelte. JK 337, ¥2 W84, W 84, Seminaph, EHW 477, JK 519 und Naphmethonium hin-
gegen wiesen unabhdngig vom getesteten orthosterischen Liganden vergleichbare
ECso-Werte auf (Tab. 4).

Tab. 4: ECso-Werte fir das Ausmal3, in dem die allosterischen Mo  dulatoren den mit ACh oder Iperoxo
stimulierten M 2i3-N Rezeptorsensor inhibierten.

Die aus den FRET-Messungen ermittelten ECso-Werte der allosterischen Modulatoren wurden abhangig vom
eingesetzten orthosterischen Ligand zusammengefasst (n = 12).

M,i3-N Rezeptorsensor
allosterischer Ligand Nummer | Acetylcholin Iperoxo
JK 289 20 130,2+109puM | 218 £11,1 uM
JK 337 21 7,1+0,9 uM 6,5+1,1uM
JK 338 22 37,8+22uM 85,6 £ 4,4 uM
5 W84 23 103,8 £ 20,2 uM | 141,2 + 36,9 uM
wa4 24 25,3+ 8,8 uM 23,5+ 3,5uM
Seminaph 25 29,3+ 8,3 uM 17,1 +£53 uM
EHW 477 26 11,6 2,8 uM 11,8 1,3 uM
JK 519 27 32,7+75uM | 33,2+3,1uM
Naphmethonium 28 2,8+£0,3uM 3,4+0,2 uM

Tragt man die am M,i3-N Rezeptorsensor gemessenen ECso-Werte der allosterischen Ligan-
den abhéngig von ACh und Iperoxo gegeneinander auf, ergibt sich folgende Abbildung:

¥ Abb. 54: Vergleich der EC sp-Werte fir die

= B oy - -
= - Hemmungwirkung  der  allosterischen
% 100 4 ’_h?, Modulatoren auf den mit Acetylcholin
= i LY //’ (ACh), oder Iperoxo vorstimulierten M ,i3-N
) // Rezeptor.
% P Mittelwert und Standardfehler der ECso-Werte
g 25'7._'27 der allosterischen Modulatoren wurden
Q gegeneinander aufgetragen. Die  Num-
2 |_’4/ H*ES merierung der Substanzen entspricht der in
& 104 =26 Tabelle 4. Die Kombinationen aus Iperoxo mit
e ] I JK 289 (20) und JK 338 (22) wichen bei
‘» P dieser Darstellung von der Winkelhal-
g - bierenden zwischen x- und y-Achse ab
g 748 (n=12).
o /
(W] 14 //
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4.4.2.2.2 Vergleich der ECsp-Werte allosterischer Modulatoren abh&ngig von den
verwendeten Rezeptorsensoren

Der Vergleich der ECso-Werte der verschiedenen allosterischen Modulatoren nach Rezeptor-
stimulation mit Iperoxo ergab, dass JK 289, JK 338, %2 W84 und EHW 477 die Iperoxo-
induzierte Aktivierung des M,i3-C Rezeptorsensors in geringeren Konzentrationen inhibier-
ten, als die des M,i3-N Sensors. JK 337, W 84, Seminaph, JK 519 und Naphmethonium
hemmten beide Rezeptorkonstrukte im jeweils gleichen Ausmall.

Tab. 5: ECso-Werte der allosterischen Modulatoren fir deren Hem  mwirkung auf den mit Iperoxo
vorstimulierten M ,i3-N bzw. M ;i3-C Rezeptorsensor.

Den mit Hilfe von FRET-Messungen ermittelten Konzentrations-Wirkungskurven der allosterischen Modulatoren
wurden die ECsp-Werte entnommen und selektiv fir den transfizierten Rezeptorsensor zusammengefasst
(n =15).

Iperoxo

allosterischer Ligand Nummer M,i3-N M,i3-C

JK 289 20 218+11,1 pM | 107,7 £4,5 pM
JK 337 21 6,5+1,1puM 6,3+15uM
JK 338 22 85,6 +4,4uM |[51,3+10,0uM
¥ W84 23 141,2 + 36,9 uM | 56,9 + 20,0 uM
wa4 24 23,5+3,5uM 17,2+6,1 uM
Seminaph 25 17,1 +5,3 uM 15,4+ 3,6 uM
EHW 477 26 11,8 +1,3 pyM 55+£12uM
JK 519 27 33,2+ 3,1 uM 38,5+9,1 uM
Naphmethonium 28 3,4+£0,2 uM 35£1,7uM

Die Unterschiede der ECso-Werte der allosterischen Substanzen kombiniert mit 10 uM
Iperoxo werden, in Abhéngigkeit von dem jeweiligen Rezeptorsensor, in Abbildung 55 noch-
mals verdeutlicht

1000 Abb. 55: Vergleich der halbmaximalen

3 Hemmwirkung der allosterischen Modula-
toren am mit Iperoxo stimulierten M ,i3-N-

und M ,i3-C Sensor.

=20 Die aus den Konzentrations-Wirkungskurven
100 5 der allosterischen Liganden erhaltenen
] + ECso-Werte fiir M»i3-N und M,i3-C wurden als
Zﬁ/ 22* 23 Mittelwert mit Standardfehler aus n=15
Experimenten gegeneinander aufgetragen.
%24 Nur die Kombinationen aus Iperoxo mit
10 JK 289 (20), Y2 W84 (23), JK 338 (22) und
] % 26 EHW 477 (26) wichen bei dieser Darstellung

von der Winkelhalbierenden zwischen x- und
p 28 y-Achse ab.
/

EC,, values of MziS-C [UM]

I 10 100 1000
EC,, values of M,i3-N [uM]
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4.4.3 Charakterisierung von Atropin

Um zu zeigen, dass eine totale Inhibition einer durch 30 uM ACh, beziehungsweise 10 pM
Iperoxo hervorgerufenen Rezeptoraktivierung maglich war, wurde mittels FRET-Messungen
eine Atropin-Hemmkurve erstellten. Stabil den M,i3-C Rezeptorsensor exprimierende
HEK293 Zellen wurden nach dem Zahnschema mit 10 uM Iperoxo und einer Kombination
aus Iperoxo und Atropin untersucht. Iperoxo wurde ACh vorgezogen, weil es eine starkere
Rezeptoraktivierung induzierte. Die Signalhtéhen der FRET-Antworten wurden bestimmt, als
Perzentile der Iperoxo-induzierten FRET-Antwort berechnet und abhéangig von der einge-
setzten Atropin-Konzentration als Konzentrations-Wirkungskurve dargestellt.

Abb. 56: Konzentrations-Wirkungs-
100 & kurve von Atropin in Gegenwart von

10 pM Iperoxo.

Atropin zeigte eine konzentrations-
abhangige Hemmung des durch 10 uM
Iperoxo hervorgerufenen FRET-
60 - Signals. Bei Atropin-Konzentrationen
von =100 puM war eine vollstandige
Inhibition der Rezeptoraktivierung zu

80 1

FRET-signal [% of control]

404 beobachten. Aufgetragen sind Mittel-
werte und Standardfehler aus n=9
20 i Messungen.
O“/n/ T L B R R REE] | L L RAL LI S B2 | .I
0,01 0,1 1 10 100

concentration of atropine [uM]

Es konnte gezeigt werden, dass Atropin ab einer Konzentration von = 100 pM eine durch
einen Vollagonisten induzierte Rezeptorantwort vollstandig blockieren konnte.

4.4.4 Bestimmung der Deaktivierungskinetik des muskarinischen M,
Acetylcholinrezeptors mit verschiedenen orthosterischen und
allosterischen Liganden

Eine Unterscheidungsmaglichkeit zwischen Allosteren und Orthosteren besteht in der Analy-
se der Geschwindigkeit der Deaktivierung eines aktivierten Rezeptors (Deaktivierungs-/ Off-
Kinetik), die durch Superfusion mit einem Antagonisten oder einem negativen allosterischen
Modulator ausgeldst wird. Wie bereits durch friihere Studien belegt wurde [337], erfolgt die
Deaktivierung eines aktivierten Rezeptors durch Kompetition eines orthosterischen Antagon-
isten mit einem Agonisten langsamer als durch einen allosterischen Modulator.

Die Messwerte zur Ermittlung der Deaktivierungskinetiken wurden den FRET-Experimenten
entnommen, die zur Erstellung der Konzentrations-Effektkurven der allosterischen Modula-
toren bzw. von Atropin durchgefuhrt wurden. Zur Auswertung wurden nur diejenigen Werte
verwendet, die mit sattigenden Konzentrationen an Atropin (100 uM) oder negativem
allosterischen Modulator (300 bzw. 1000 uM) in Anwesenheit von 10 pM Iperoxo gemessen
worden waren. In die Analyse wurden nur die am M,i3-C Rezeptor durchgefiihrten
Messungen einbezogen, da diese ein geringeres Rauschen zeigten. Durch die bessere
Qualitat der Messsignale wurde die Festlegung der Messpunkte erleichtert.
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Abb. 57: Beispiel einer Auswertung zur Ermittlung de r Deaktivierungskinetik des M ,i3-C Sensors.

Es wurden zwei Messpunkte (measuring point 1 und 2) im FRET-Ratio definiert. Messpunkt 1 wurde in das
aufsteigende FRET-Signal oberhalb des Rauschens gelegt. Messpunkt 2 wurde im Plateau der FRET-Antwort
definiert. Beide Messpunkte wurden durch einen exponentiellen Fit miteinander verbunden. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe der Clampfit-Software.

Abbildung 57 verdeutlicht das Vorgehen, das bei der Bestimmung der Deaktivierungs-
geschwindigkeit verschiedener Liganden angewandt wurde. Es wurden zwei Messpunkte in
der Spur des FRET-Ratio festgelegt. Messpunkt 1 wurde so gelegt, dass er auf dem auf-
steigenden Ast des FRET-Signals, moglichst direkt nach erfolgter Alloster-Zugabe zu liegen
kam. Dabei musste beachtet werden, dass der Messpunkt sich bereits leicht aus dem Rau-
schen abgehoben haben musste. Der zweite Messpunkt wurde in das Signal-Plateau gelegt,
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das sich durch die Superfusion des Rezeptors mit der Kombination aus Alloster bzw. Atropin
und Iperoxo neu eingestellt hatte. Beide Messpunkte wurden mit Hilfe der Clampfit-Software
durch eine exponentielle Standardfunktion gefittet. Die Deaktivierungsgeschwindigkeit der
verschiedenen Liganden konnte als t-Wert abgelesen werden.

Die t-Werte wurden ligandenabhéngig statistisch ausgewertet und grafisch dargestellt.

1200- Abb. 58: Liganden-spezifische  Off-
Kinetik des M »i3-C Sensors.

Die t-Werte aus n =9 Versuchen wur-
den statistisch analysiert und als
Mittelwert mit zugehdrigen Standard-
fehlern ligandenabhéngig in einer Sau-
lengrafik aufgetragen. Alle alloste-
rischen Liganden zeigten eine schnel-
lere Deaktivierungskinetik als Atropin.
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Alle allosterischen Liganden deaktivierten den M,i3-C Rezeptorsensor mit einer schnelleren
Kinetik, als Atropin (1110 + 130 ms). Die schnellste Deaktivierung war mit dem allosterischen
Modulator JK 289 (300 + 30 ms) zu beobachten.

4.5. Ligandenselektive Anderung der Rezeptorkonformation

4.5.1 Einfluss orthosterischer Liganden

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob orthosterische Liganden die
Konformation des M, AChR anders als der endogene Ligand ACh beeinflussen.

Die dazu notigen Experimente erfolgten mit Hilfe der FRET-Mikroskopie. Dazu wurden
HEK293 Zellen, die stabil das M,i3-N oder das M,i3-C Rezeptorkonstrukt exprimierten mit
verschiedenen orthosterischen Liganden in sattigender Konzentration (100 pM) stimuliert.
Um einen direkten Vergleich mit dem endogenen Liganden zu ermdglichen, wurde die zu
untersuchende Zelle zu Beginn jeder Messung mit 100 uM ACh superfundiert. Ein moglicher
Signalverlust durch Rezeptordesensibilisierung wurde dadurch ausgeglichen, dass vor jeder
Stimulation mit einem orthosterischen Testliganden eine Aktivierung des Rezeptorsensors
mit 100 uM ACh erfolgte. Daraus ergab sich folgendes Messschema:
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Abb. 59: Veranschaulichung des Messschemas zur Ermitt lung selektiver Anderung der Rezeptorkonfor-

mation durch orthosterische Liganden.

Stabile M;i3-N, oder M;i3-C-Zellen wurden in FRET-Messungen mit Testliganden (TL) in sattigenden Konzentra-
tionen (100 puM) Uberspult. Um eine Vergleichbarkeit der FRET-Signale untereinander zu gewéhrleisten und den
Einfluss von Rezeptordesensibilisierung auszuschlieBen, wurde vor jeder Zugabe von Testligand eine Stimulation

mit ACh (100 puM) durchgefihrt.

Die Zugabe von Agonist flihrte zu einer Abnahme der FIAsH-Fluoreszenz und Zunahme der
CFP-Fluoreszenz. Daraus resultierend nahm das FRET-Ratio ab.

Dies konnte gleichbedeutend mit einer Entfernung der beiden Fluorophore voneinander sein.
Da so weniger Energie vom Donor CFP strahlungslos auf den Akzeptor FIASH ubertragen
werden kann, nimmt auch die Fluoreszenz des Akzeptors ab, da dieser nicht mehr ausrei-
chend aktiviert wird. Dagegen wird die Energie, die vorher strahlungslos auf den Akzeptor
ubertragen wurde nun als Fluoreszenzenergie des Donors frei, die Donoremission nimmt

folglich zu.
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Abbildung 60 stellt beispielhaft ein FRET-Experiment durchgefiihrt am M,i3-N- bzw. M,i3-C
Rezeptorkonstrukt dar.
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Abb. 60: Beispiele von FRET-Experimenten zur Ermittlun g der Maximaleffekte der orthosterischen
Liganden durchgefiihrt am M ,i3-N- (A), oder M »,i3-C Rezeptorsensor (B).

Zur Untersuchung ligandenspezifischer Beeinflussung der Rezeptorkonformation wurden HEK293 Zellen, die
stabil das M,i3-N-, oder das M.i3-C Konstrukt exprimierten mit unterschiedlichen, orthosterischen Liganden
(Konzentration =100 puM) superfundiert. Als Referenz diente eine Stimulation mit 100 uM ACh. Sowohl der
M.i3-N-, als auch der M.i3-C Sensor zeigten abhéngig vom eingesetzten Liganden unterschiedlich groRRe
Anderungen des FRET-Ratio. Die FRET-Antworten waren fiir den jeweiligen Liganden in beiden Rezeptor-
sensoren miteinander vergleichbar. Die FRET-Spuren wurden um Falschanregung, Durchbluten und
Akzeptorbleichen korrigiert, normalisiert und als Funktion der Zeit dargestellt (Nummerierung entspricht Tabelle 6,
Seite 88).
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Bei den untersuchten Liganden handelte es sich um bekannte und gut charakterisierte
Agonisten, Partialagonisten, inverse Agonisten und Antagonisten der mAChR [343]. Iperoxo
wurde als orthosterischer Baustein von H 1 und H 2 in diese Versuche mit einbezogen. Die
Signalhéhen der durch Rezeptorstimulation induzierten FRET-Signale wurden liganden-
spezifisch ausgewertet und auf das ACh-Signal bezogen. Die prozentuale, gemittelte Rezep-
toraktivierung wurde abhangig vom jeweilig verwendeten Liganden als S&ulendiagramm
dargestellt.
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Abb. 61: Ligandenspezifische, prozentuale Rezeptora  ktivierung des M i3-N- (A), bzw. des M ,i3-C
Rezeptorsensors (B).

Die aus den FRET-Messungen errechneten Signalamplituden wurden ligandenselektiv als Prozent der
Rezeptoraktivierung nach Stimulation mit 100 uM ACh (schwarz markiert) berechnet. Die statistisch ermittelten
Mittelwerte aus n =2 15 Experimenten wurden mit den zugehdrigen Standardfehlern (S.E.) in einer Séulengrafik
ligandenbezogen aufgetragen. Die Nummerierung der verwendeten Substanzen entspricht hierbei derjenigen in
Tabelle 6 (Seite 88).
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Die berechneten Mittelwerte, sowie der Standardfehler werden in nachfolgender Tabelle
nochmals spezifisch fur das zur Messung verwendete Rezeptorkonstrukt aufgelistet.

Tab. 6: Maximale Rezeptoraktivierung des M ,i3-N- und des M ,i3-C Konstrukts.
Die FRET-mikroskopisch ermittelte, maximale Rezeptoraktivierung wurde als Mittelwert mit Standardfehler (S.E.)
abhangig von der getesteten Substanz fur das jeweilige Konstrukt angegeben (n = 15).

M,i3-N M,i3-C
Substanz Nummer Mittelwert [%] S.E. Mittelwert [%6] S.E.
Acetylcholin (ACh) 1 100 0 100
Carbachol 2 102,7 2,0 97,6 1,2
OxotremorinM 3 103,1 1,9 108,8 1,8
Oxotremorin 4 64,6 2,5 56,3 2,1
Iperoxo (Iper) 5 127,2 3,9 128,7 3,2
Muskarin 6 97,4 2,6 88,9 15
cr:slceag?e"r] 'I?osylat ! 50,6 5.7 34,8 2.5
Arecolin 8 42,8 52 34,2 4,3
Pilocarpin 9 19,1 2,0 11,9 0,9
5-Methyl-
furmeﬂ:’io i 10 61,5 2,6 51,4 1,7
Acetylthiocholin 11 8,0 1,5 8,2 1,1
ﬁ%‘imfﬁo”n 12 93,2 1,4 857 1,8
gzrtﬁ?[gr{l)ﬁn 13 334 1,0 29,9 3,1
McN-A 343 14 5,2 2,0 55 2,4
Ipratropium 15 4,3 1,7 0 0
Telenzepin 16 4,6 1,5 0 0
Pirenzepin 17 0 0 5,0 3,3
Atropin 18 1,6 1,6 0,9 0,2
Scopolamin 19 3,1 1,6 2,7 1,8

Mit Hilfe dieser Tabelle ist auch eine Unterscheidung der getesteten Liganden beziiglich ihrer
Effizienz mdglich. So aktivierten Carbachol, OxotremorinM, Muskarin und Acetyl-B-
methylcholin den M, AChR in einem &hnlichen Ausmald wie ACh. Dagegen wurde der
M, AChR durch Oxotremorin, Arecaidin und 5-Methylfurmethiodid nur noch zu ca. 50% im
Vergleich zu ACh aktiviert. Arecolin und Carbamyl-B-methylcholin waren in der Lage eine
noch 30-40%-ige Rezeptoraktivierung hervorzurufen. Pilocarpin, Acetylthiocholin,
McN-A 343, Ipratropium, Telenzepin, Pirenzepin, Atropin und Scopolamin induzierten eine
Rezeptoraktivierung von < 20%. Wie bereits in den Konzentrations-Wirkungskurven gezeigt,
(Abb. 46, Seite 72) aktivierte Iperoxo beide Sensoren um 2 125% im Vergleich zu ACh.

Die maximalen Rezeptoraktivierungen, die mit jedem getesteten, orthosterischen Liganden
erreicht wurden, wurden abhéngig von dem bei der Messung verwendeten Rezeptorsensor
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miteinander korreliert. So sollte verdeutlicht werden, ob zwischen den Substanzen hinsicht-
lich ihrer Fahigkeit zur Rezeptorstimulation bzw. zur Induktion verschiedener Rezeptorkon-
formationen ein Zusammenhang bestand.

140 Abb. 62: Vergleich der maximalen,
ligandenspezifischen Aktivierung des
M2i3-N- und des M ,i3-C Rezeptor-
120 sensors.
Die berechneten Mittelwerte und Stand-
(-? ardfehler, der ligandenselektiv hervorge-
FQN 100 rufenen Rezeptoraktivierung wurde fir
= das Mzi3-N- und das M;i3-C Rezeptor-
Tg 80 - konstrukt gegeneinander aufgetragen.
o Hierbei wurde angenommen, dass die
@ Stimulation mit ACh beide Sensoren zu
E 60 4 100% aktivierte (ACh: graues Quadrat).
E Alle getesteten Substanzen liegen auf
. der Winkelhalbierenden zwischen der x-
X 40~ und der y-Achse (n=15 Numme-
E rierung entspricht Tab. 6, Seite 88).
20 —
0 - 1, 14-19

I ! I 1 ! 1 ' I z I ! I t 1
0 20 40 60 80 100 120 140
max. FRET-signal M,i3-N

Wie in Abbildung 62 zu sehen, liegen alle getesteten, orthosterischen Liganden auf der
Winkelhalbierenden zwischen beiden Achsen. Dies deutet darauf hin, dass im Vergleich mit
ACh jedes getestete Orthoster beide Rezeptorsensoren in etwa im gleichen Ausmalf}
aktivierte.

4.5.2 Selektive Konformationsanderung durch allosterische Liganden

Um auf eine ligandenselektive Anderung der Rezeptorkonformation des M, AChR durch
Allostere schlieRen zu kénnen, wurde der Effekt einer sattigenden Konzentration alloste-
rischer Liganden in Kombination mit 10 uM Iperoxo auf den M,i3-N- und M,i3-C Sensor
untersucht. Wirde bei einer grafischen Gegenlberstellung der maximalen Hemmeffekte der
verschiedenen Allostere in Abh&angigkeit vom eingesetzten Rezeptorsensor eine Abweichung
der einzelnen Messwerte von der Winkelhalbierenden auftreten (Abb. 29, B, Seite 37),
konnte dies auf die Induktion ligandenselektiver Konformationsédnderungen des M, AChR
hinweisen.

Die Betrachtung der maximalen Inhibitionseffekte (= Plateau in den Konzentrations-
Wirkungskurven nach Superfusion mit allosterischem Modulator in maximaler Konzen-
tration), die die allosterischen Modulatoren rezeptorabhéngig ausibten, zeigte, dass auch in
sehr hohen Konzentrationen (= 300 uM) aufRer JK 337, ¥2 W84 und Naphmethonium kein
allosterischer Ligand die Iperoxo-vermittelte Rezeptorstimulation vollstdndig inhibieren
konnte. Stattdessen stellte sich abh&ngig vom allosterischen Liganden eine Sattigung
(Ceiling-Effekt) der Rezeptorinhibition ein. Als Referenzwert diente in diesen Messungen
eine Rezeptoraktivierung mit 10 uM Iperoxo.
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Tab. 7: Maximale Hemmeffekte der allosterischen Mod

Gegenwart von Iperoxo.

ulatoren getestet am M ,i3-N bzw. M3i3-C Sensor in

Den Konzentrations-Wirkungskurven der allosterischen Modulatoren wurden die maximalen Inhibitionseffekte
(Messwert bei einer Rezeptorstimulation mit 10 uM Iperoxo kombiniert mit Alloster in sattigender Konzentration)
entnommen und selektiv fiir den transfizierten Rezeptorsensor zusammengefasst (n = 15).

Iperoxo
allosterischer Ligand Nummer M,i3-N M,i3-C
JK 289 20 41 +05uM | 41,2+3,5uM
JK 337 21 21,1+32uM | 4,25+6,1 uM
JK 338 22 95+1,4uM | 11,9 4,9 pM
15 W84 23 19,1+84uM | 8,1+6,5uM
wa4 24 23,73, 7uM | 16,7 £8,7 pM
Seminaph 25 46,5+3,7 UM | 24,1+5,8 pM
EHW 477 26 15+1,8uM 26,442 uM
JK 519 27 21,5+27puM | 19,9 +6,6 uM
Naphmethonium 28 245+£13uM | 19,4+ 11,4 uM

Die grafische Gegeniberstellung der maximalen Hemmeffekte der unterschiedlichen allo-
sterischen Liganden, bezogen auf die verschiedenen Rezeptorsensoren, verdeutlicht den
Ceiling-Effekt nochmals. Zudem zeigte sich, dass die Kombinationen aus Iperoxo mit JK 337,
Seminaph und EHW 477 von der Winkelhalbierenden abwichen. Fur die dbrigen alloste-
rischen Testsubstanzen konnte dagegen keine Abweichung von der Winkelhalbierenden

detektiert werden.
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Abb. 63: Vergleich der maximalen
Hemmeffekte ermittelt fur die allo-
sterischen Modulatoren in Kombi-
nation mit Iperoxo am M »i3-N- und
M2i3-C Sensor.

Die maximalen Hemmeffekte mit
Standardfehler, ermittelt aus den Kon-
zentrations-Wirkungskurven der allo-
sterischen Modulatoren in Kombination
mit Iperoxo am Mi3-N- und M,i3-C
Rezeptorsensor, wurden substanzspe-
zifisch gegeneinander aufgetragen (fur
Nummerierung siehe Tab. 7). Alle
Angaben entsprechen dem Prozent-
satz an Rezeptor-Restaktivitat vergli-
chen mit einer Aktivierung der Rezep-
torsensoren mit 10 uM Iperoxo. Die
Kombinationen aus Iperoxo mit JK 337
(21), Seminaph (25), oder EHW 477
(26) zeigten eine Abweichung von der
Winkelhalbierenden (n = 15).
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4.5.3 Beeinflussung der Rezeptorkonformation durch Hybrid 1 und
Hybrid 2

Wie bereits in Kapitel 4.5.1 beschrieben, wurde die Konformation des M, AChR durch die
Aktivierung mit Orthosteren ligandenselektiv nicht unterschiedlich beeinflusst. Die alloste-
rischen Testsubstanzen zeigten allerdings ligandenabhiéngige Anderungen der Konformation
des M, AChR (Kapitel 4.5.2).

Es sollte nun mit Hilfe von FRET-Messungen untersucht werden, ob die dualsterischen
Liganden Hybrid 1 und 2 (H1 und H 2) einen unterschiedlichen Effekt auf die Rezeptor-
konformation austibten. Dazu wurden HEK293 Zellen, die stabil das M,i3-N- oder M,i3-C Re-
zeptorkonstrukt exprimierten mit H 1 bzw. H 2 in einer Konzentration von 100 pM stimuliert.
Als Referenz wurde eine Stimulation mit dem endogenen Liganden ACh (100 uM) gewahlt.
Die Amplitudenhdhe der FRET-Signale wurde gemessen und als prozentualer Anteil der
Rezeptoraktivierung durch 100 uM ACh berechnet.

Einen Uberblick uiber Mittelwerte und den jeweiligen, statistisch berechneten Standardfehler
der Hybrid-induzierten Rezeptoraktivierung gibt Tabelle 8.

Tab. 8: Maximale Rezeptoraktivierung nach Stimulatio
ACh, oder den Hybridsubstanzen H 1 und H 2.

Es wurden die Mittelwerte mit entsprechenden Standardfehlern zusammengefasst, die fiir die maximale
Rezeptoraktivierung durch Stimulation der M, Rezeptorsensoren mit ACh, oder den Hybriden 1 und 2 ermittelt
wurden. Die Konzentration der Ligandenlésungen betrug 100 uM (n = 18).

n der M»i3-N- und M i3-C Rezeptorsensoren mit

M,i3-N M,i3-C
Substanz Nummer | Mittelwert [%] S.E. Mittelwert [%] S.E.
Acetylcholin 1 100 0 100 0
Hybrid 1 29 3,2 14 6,9 2,7
Hybrid 2 30 0 0 0 0

Die maximale Rezeptoraktivierung durch die Hybridsubstanzen wurde als Prozentanteil des
Effekts von 100 uM ACh berechnet und in Abhangigkeit der eingesetzten Liganden in einer
Saulengrafik dargestellt (Abb. 64, A, Seite 92). Die Mittelwerte der Amplitudenhdhen der
FRET-Signale wurden in Abbildung 64, B abhangig von dem zur Messung verwendeten
Rezeptorkonstrukt gegeneinander aufgetragen.

H 1 erzeugte mit 3,2 + 1,4% bzw. 6,9 + 2,7% Rezeptoraktivierung, verglichen mit ACh, einen
sehr geringen Effekt in den FRET-Experimenten. Mit H 2 konnte weder am M,i3-N-, noch am
M,i3-C Rezeptorsensor eine Anderung des FRET-Ratio beobachtet werden.
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Abb. 64: Maximale Aktivierung der M ;i3-N- und M ;i3-C Rezeptorsensoren mit den Hybriden 1 und 2.

(A) Prozentuale Rezeptoraktivierung des M.i3-N-(hellgrau) bzw. M.i3-C Sensors (dunkelgrau) mit H1 (29) H 2
(30) und ACh (gruin fur M2i3-N bzw. dunkelgriin fir M,i3-C). Aufgetragen sind Mittelwerte mit Standardfehler aus
n = 18 Einzelmessungen. (B) Die Mittelwerte und Standardfehler der ligandenselektiv hervorgerufenen Rezeptor-
stimulation wurden abh&ngig vom verwendeten Rezeptorkonstrukt gegeneinander aufgetragen. Die ACh-Akti-
vierung (griin) wurde gleich 100% gesetzt.

4.6 Regulierung nachgeschalteter Signalwege

Nachfolgende Studien sollten zeigen, ob sich die Eigenschaften der orthosterischen und
allosterischen Testsubstanzen bezuglich ihrer Wirkstarke in FRET-Experimenten auch auf
nachgeschaltete (downstream) Signalwege Ubertragen liel3.

4.6.1 B-Arrestin2 Translokation nach Rezeptorstimulation mit orthoste-
rischen Liganden

Nach ligandinduzierter Rezeptoraktivierung wird der Rezeptor durch G-Protein-gekoppelte
Rezeptorkinasen (GRK) phosphoryliert. Durch die Phosphorylierung des Rezeptors wird
dessen Affinitat fur B-Arrestine, die eine um bis zu 40-fach erhthte Praferenz fir
phosphorylierte Rezeptoren aufweisen, erhdht [349]. Folglich werden die B-Arrestine
(B-Arrestinl und 2) aus dem Zytosol an die Zellmembran rekrutiert, an der der phosphory-
lierte Rezeptor lokalisiert ist. Die Kopplung der B-Arrestine an den Rezeptor kann zu dessen
Desensibilisierung fuhren. Alternativ kénnen durch die Wechselwirkung zwischen B-Arrestin
und Rezeptor auch B-Arrestin-vermittelte Signalwege reguliert werden [48].

Um zu untersuchen, ob die mit Hilfe der FRET-Experimente ermittelte Potenz der ortho-
sterischen Liganden, den M, AChR zu aktivieren, auch auf downstream Signalwege uber-
tragbar war, wurde die ligandinduzierte B-Arrestin2 Translokation zur Zellmembran mit Hilfe
der Konfokalmikroskopie analysiert.

HEK TSA wurden 48 Stunden vor der Messung transient mit dem M,CFP Rezeptor, GRK2
und B-Arrestin2YFP transfiziert. Dabei wurde bewusst der mit CFP markierte M, AChR statt
des wt M, gewahlt. Durch die Markierung des Rezeptors mit CFP bestand so die Moglichkeit,
die Membranexpression des Rezeptors zu Uberprifen. Zu Beginn der Messungen wurde der
M,CFP durch Zugabe der orthosterischen Liganden in séattigender Konzentration
(Endkonzentration = 100 pM) stimuliert. Die Translokation des YFP markierten B-Arrestin2
an die Zellmembran wurde in 15-minltigen Zeitserien erfasst. Das Ausmald der
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B-Arrestin2 Translokation wurde Uber die Berechnung der Fluoreszenzabnahme des
YFP-Fluorophors im Zytosol ermittelt. Die um das Photobleichen korrigierte Reduktion der
YFP-Fluoreszenz wurde abhéngig vom jeweiligen Liganden Uber den Zeitverlauf von 15
Minuten grafisch dargestellt. Zudem wurde auch das maximale Ausmal’ der B-Arrestin2
Translokation zum Zeitpunkt t = 15 Minten bestimmt.
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Abb. 65: Translokation von B-Arrestin2YFP nach Stimulation des M ,CFP Rezeptors (A) und Vergleich mit
der maximalen Rezeptoraktivierung der M ,i3-N- und Mi3-C Rezeptorsensoren nach Aktivierung mit
orthosterischen Liganden (B).

Die Translokation des B-Arrestin2YFP zur Zellmembran wurde zeitabhangig gemittelt und als Funktion der Zeit fir
den jeweiligen Liganden aufgetragen. Ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem Ausmal der (-Arrestin2
Translokation (A) und der Rezeptoraktivierung (B) wird fiir die meisten Liganden erkennbar. Die einzige Aus-
nahme stellte 5-Methylfurmethiodid (10) dar, welches eine ca. halbmaximale Rezeptorstimulation, aber nur eine
geringe Rekrutierung von B-Arrestin2 induziert. Die Nummerierung ist in Tab. 6, Seite 88 erklart).

Vergleicht man das Ausmaf der B-Arrestin2 Translokation in Abhangigkeit des verwendeten
Liganden mit der Effizienz der orthosterischen Liganden den M, AChR zu aktivieren, so fallt
auf, dass diejenigen Substanzen, die den Rezeptor stark aktivierten (= 80%) auch eine
starke Translokation des B-Arrestin2 (= 60%) hervorrufen. Dagegen induzieren Liganden, die
den M, AChR nur zu 20-60% aktivierten auch nur eine B-Arrestin2 Translokation von
30-60%. Orthosterische Rezeptorliganden, die weniger als 20% Rezeptoraktivierung
verursachten, rekrutieren B-Arrestin2 nur zu maximal 30%. Bei der Rezeptorstimulation mit
den klassischen, orthosterischen Antagonisten bzw. inversen Agonisten Ipratropium,
Telenzepin, Pirenzepin, Atropin und Scopolamin konnte keine Translokation des (B-Arrestin2
beobachtet werden. Lediglich fur 5-Methylfurmethiodid konnte kein Zusammenhang zwi-
schen Rezeptoraktivierung und B-Arrestin2 Translokation hergestellt werden.

4.6.2 Regulierung nachgeschalteter Signalwege durch allosterische
Liganden des muskarinischen M, Acetylcholinrezeptors

Wie fur die orthosterischen Liganden, sollte auch fur die Kombination aus allosterischen und
orthosterischen Liganden untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen dem Ausmalf
an Rezeptoraktivierung und der Modulation nachgeschalteter Signalwege bestand. Dies
erfolgte zum einen durch die Untersuchung der ligandenabhédngigen Aktivierung des
Gi-Proteins, zum anderen durch die Analyse der B-Arrestin2 Translokation nach Rezeptor-
stimulation.
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4.6.2.1 Aktivierung des G;-Proteins

Die Stimulation des M,AChR hat eine Aktivierung des nachgeschalteten G;-Protein
Sighalweges zur Folge. Zur Messung der ligandenabhangigen Gi-Protein Aktivierung wurden
HEK TSA-Zellen transient mit dem wt M, Rezeptor, der YFP markierten Gai-Untereinheit, der
unmarkierten GB- und der mit CFP fusionierten Gy-Untereinheit transfiziert. Die Transfektion
erfolgte 48 Stunden vor den geplanten Messungen.

Transfektionsschema (Angaben beziehen sich auf eine ,six-well* Platte):

wt M, 1,4 ug
GaiYFP 1,8 ug
GB lug
Gy.CFP 0,6 pg
Effectene 100 pl
Enhancer 32 ul
Puffer 600 ul

Die Untersuchung der G-Protein Aktivierung nach Rezeptorstimulation erfolgte mittels FRET-
Messungen. Die transient transfizierten Zellen wurden entweder mit orthosterischem Ligand,
oder mit einer Kombination von orthosterischem mit allosterischem Liganden stimuliert. Dies
fuhrte zu einer Zunahme der CFP-Fluoreszenz und wechselseitig zu einer Abnahme der
YFP-Fluoreszenz. Daraus resultierte eine Abnahme des FRET-Ratio. Es konnte gezeigt
werden, dass eine FRET-mikroskopische Detektion der M, AChR-vermittelten G; Aktivierung
mdglich war. Zudem ist erkennbar, dass die Zugabe allosterischer Liganden zu einem bereits
vorstimulierten Rezeptor die G;-Protein Aktivierung teilweise inhibierte. Es wird ersichtlich,
dass der Grad der Inhibition dabei von dem eingesetzten Alloster abhangig war. Zur
Quantifizierung der beobachteten Effekte missen allerdings die Messbedingungen optimiert
werden. So konnte in den FRET-Experimenten keine stabile Basislinie gemessen werden
und das oft verhéltnismafiig grolie Rauschen erschwerte eine quantitative Auswertung der
einzelnen Messsignale.

Abb. 66: FRET-Untersuchung der
Effekte allosterische Modulatoren auf
die Iperoxo-induzierte G i-Protein Akti-
vierungamwtM ».
. : - : T : I : Die ligandenabhéngige Gi-Protein Akti-
1 vierung wurde mittels FRET-Mikroskopie
400 4 " an transient transfizierten HEK TSA-
4 Zellen analysiert. Die Zugabe von
380 : Iperoxo (l-oxo, 100 puM) fiihrte zu einer
1 . : . . . Abnahme des FRET-Ratio. Die Stimu-
loxo lation mit einer Kombination aus Iperoxo
loxo und Alloster (Konzentration je 100 pM)
resultierte in einer partiellen Deakti-
vierung des Gi-Proteins. Ligandenab-
i : . . . : . : . hangig fiel dabei die Hemmung unter-
0 100 200 300 400 schiedlich stark aus. Das Ratio wurde
TIME [s] um Falschanregung und Durchbluten
korrigiert, normalisiert und geglattet.
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4.6.2.2 B-Arrestin2 Translokation

Die Rekrutierung des B-Arrestin2 zur Zellmembran wurde, nicht wie fiir die orthosterischen
Liganden konfokalmikroskopisch, sondern mit Hilfe der FRET-Mikroskopie untersucht. Da
FRET-Messungen im Vergleich zu konfokalmikroskopischen Untersuchungen deutlich
empfindlicher sind, kénnen hier auch geringe, ligandvermittelte Effekte detektiert werden.
48 Stunden vor der Messung wurden HEK TSA mit B-Arrestin2CFP, M,YFP und GRK2
transfiziert.

Transfektionsschema: (bezogen auf eine ,six-well“-Platte)

M.YFP 1,8 ug
B-Arrestin2CFP 1,8 ug
GRK2 1,2 ug
Effectene 42 ul
Enhancer 16,2 pl
Puffer 300 ul

Anders, als fir die konfokalmikroskopischen Messungen wurden hier die Fluorophore ver-
tauscht (B-Arrestin2 mit CFP markiert, statt mit YFP und M, AChR YFP-, statt CFP-markiert).
Auf diese Weise wurde eine hthere Amplitude der FRET-Signale erhalten. Die Stimulation
mit Ligand flhrte zu einer Abnahme der Donorfluoreszenz des CFP und wechselseitig zu
einer Zunahme der YFP-Fluoreszenz. Daraus resultierte eine Zunahme des FRET-Signals.
Es konnte gezeigt werden, dass die Zugabe einer Kombination aus allosterischem und ortho-
sterischem Liganden zum bereits vorstimulierten Rezeptor eine Reduktion des FRET-Signals
zur Folge hatte. Das Ausmald der Signalreduktion unterschied sich dabei abhangig vom
zugegebenen Alloster. Um quantitative Aussagen Uber die einzelnen Effekte machen zu
kénnen, mussen allerdings die Versuchsbedingungen weiter optimiert werden, da die
instabile Basislinie eine quantitative Auswertung erschwerte, auch war das Ausmal’ der
einzelnen Effekte nicht immer reproduzierbar.

Abb. 67: FRET-Messung der
Einflusse allosterischer Liganden
auf die Translokation von B-Arres-
100 tin2 zum vorstimulierten M2YFP
Rezeptor.

Transient transfizierte HEK TSA-Zellen
wurden FRET-mikroskopisch unter-
sucht. Stimulation mit ACh bzw. Iper-
oxo resultierte in einem Anstieg des
FRET-Ratio. Die Zugabe einer Kombi-
nation aus Iperoxo und Alloster (Konz.
JK 28 Jeweils = 100 pM) flhrte zu einer
partiellen Inhibition der B-Arres-
tin2 Translokation. Das Ausmal} der
Inhibition war von dem eingesetzten
— allosterischen Modulator abhangig.
0 200 400 600 800 Das FRET-Ratio wurde um Falschan-
TIME [s] regung und Durchbluten korrigiert,
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4.7 FRET-mikroskopische Charakterisierung von Derivaten der
Hybridsubstanzen

Wie bereits in Kapitel 4.5.3 gezeigt, konnte nach Stimulation der M, Rezeptorsensoren mit
den beiden bitopischen Liganden H 1 und H 2 keine nennenswerte Anderung des FRET-
Signals gemessen werden. Im Gegensatz dazu konnte in beiden Rezeptorsensoren durch
die miteinander kombinierten Einzelbausteine der Hybride (Hybrid 1 = Iperoxo + JK 289;
Hybrid 2 = Iperoxo + Seminaph) eine Rezeptoraktivierung beobachtet werden (Abb. 53,
Seite 79).

4.7.1 Verlangerung der Linkerkette

4.7.1.1 Iper-8-Phth

Eine Moglichkeit, die mangelnde Wirkstarke der Hybridsubstanzen in FRET-Experimenten zu
erklaren, bestand darin, dass die Kohlenstoffkette (Linkerkette), durch die beide Bausteine in
den Hybriden miteinander verbunden sind, zu kurz war. Somit war es nicht mdglich, dass
nach Bindung des Allosters das Orthoster an seine korrekte Bindestelle ,andocken® konnte.
Dies wird in Abbildung 68 verdeutlicht.

N-term

N-term B

allosteric part

transmembrane
region of the
receptor

transmembrane,
dualsteric ligand region of the
receptor

N dualsteric ligand
orthosteric

part

oﬁhosler’ng
pinding site

C-term: C-tert

Abb. 68: Schematische Darstellung einer korrekten un  d einer unkorrekten Bindung von dualsterischen
Liganden an den M > AChR.

(A) Ist die Linkerkette zwischen orthosterischem Baustein (gelb) und allosterischem Baustein (blau) ausreichend
lang, kdnnen beide Elemente des dualsterischen Liganden an ihre jeweiligen Bindestellen binden. (B) Ist die
Linkerkette dagegen zu kurz, wird der dualsterische Ligand durch Bindung des allosterischen Hybrid-Anteils an
der allosterischen Bindestelle festgehalten. Der orthosterische Baustein kann die orthosterische Bindestelle nicht
erreichen.

Um diese Annahme zu testen, wurde die Linkerkette von H 1 um zwei Kohlenstoffatome
verlangert. Die so synthetisierte Substanz wurde als Iper-8-Phth bezeichnet.

=" Abb. 69: Chemische Struktur von
)1\> Iper-8-Phth.

N \N/\/\D In Iper-8-Phth wurde die Linkerkette

von H1 um zwei Kohlenstoffatome
verlangert.

Zur Durchfuhrung der FRET-Experimente wurden Zellen, die den M,i3-N Rezeptorsensor
stabil exprimierten, mit Iper-8-Phth (100 pM) stimuliert, als Referenzsubstanz diente ACh
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(100 uM). Die ausgemessenen Signalhthen der FRET-Antworten wurden als prozentualer
Anteil der mit 100 uM ACh induzierten FRET-Signale berechnet und anschlieRend als Sau-
lengrafik dargestellt.

Abb. 70: Quantitative Darstellung der
Rezeptoraktivierung mit Acetylcholin (ACh),
Hybrid 1 und Iper-8-Phth (Konz. 100 pM)
gemessen am M 2i3-N Rezeptorsensor.

Die in FRET-Messungen ermittelten Amplituden
der FRET-Signale wurden ligandenspezifisch
quantifiziert, und statistisch analysiert. Das ACh-
Signal wurde als 100% Referenzwert definiert.
Die Mittelwerte der Rezeptoraktivierung wurden
zusammen mit dem Standardfehler abhéngig
vom verwendeten Liganden in einer Saulengrafik
zusammengefasst. Wahrend H 1 eine Rezeptor-
aktivierung von 3,2 +1,4% induzieren konnte,
aktivierte Iper-8-Phth den Mi3-N um ca. den
Faktor 8 stérker, als H 1 (n = 10).

FRET-signal [% of control]

ACh Hybrid 1 Iper-8-Phth

Die Verlangerung der Linkerkette von H 1 um zwei Kohlenstoffatome zum Iper-8-Phth flihrte
zu einem ca. 8-fachen Zugewinn an Potenz verglichen mit H 1. So wurde M,i3-N durch
Iper-8-Phth zu 24,8 £ 2,7% im Vergleich zu ACh aktiviert.

4.7.1.2 Naph-7-Iper und Naph-8-Iper

Auch im Falle von H 2 wurde untersucht, ob eine Elongation der Linkerkette einen positiven
Einfluss auf die Wirkstarke des dualsterischen Liganden hatte. Dazu wurde in H2 die
Linkerkette schrittweise um jeweils ein C-Atom verlangert. Im Naph-7-lper sind der
allosterische und der orthosterische Baustein durch eine sieben Kohlenstoffatome lange
Linkerkette miteinander verbunden, wahrend die Linkerkette des Naph-8-Iper eine Lange von
acht C-Atomen betragt. Durch die Kettenverlangerung wurde so der Abstand zwischen dem
orthosterischen und dem allosterischen Teil des Hybrides vergrdf3ert, eine gleichzeitige
Bindung der beiden Bausteine an ihre jeweilige, spezifische Bindestelle konnte somit
erleichtert worden sein.

o]
A O N Abb. 71: Strukturformeln
/\\/W\*'/\ _7-
N N N [ i von Naph-7-lper (A) und
O />O\ / \ S 0@ Naph-8-Iper (B).
o (A) Zur Generierung von

Naph-7-lper wurde die Linker-
kette von H 2 um ein Kohlen-

B v\, stoffatom verlangert.
P /“\> Naph-8-lper (B) ergab sich
Q . \N</\° durch Verlangerung der Lin-
O N/><>N<\/\/\/\/+ kerkette von H2 um zwei
Kohlenstoffatome.

o

97



Ergebnisse

Mit beiden Substanzen wurden FRET-Messungen durchgefuhrt. HEK293 Zellen, die stabil
das M,i3-N Konstrukt exprimierten, wurden mit Naph-7-lIper und Naph-8-Iper in sattigender
Konzentration (100 uM) stimuliert. Als Referenz diente eine Stimulation mit 100 uM ACh. Die
Hohen der FRET-Signale wurden ermittelt, als Prozentanteil der Aktivierung mit ACh
berechnet und anschlie3end in Abh&ngigkeit von dem gemessenen Liganden in einer Grafik
zusammengefasst.

Abb. 72: Quantifizierte Aktivierung

100 des M.i3-N mit Acetylcholin (ACh)
.= und Derivaten von H2 (Konz. =

2 s0d 100 uM).

5 Die Hohen der FRET-Signale wurden
= ligandenselektiv ausgemessen und sta-
g 60 tistisch analysiert (n = 9). Mittelwerte
= und Standardfehler wurden in einer Sau-
2 404 lengrafik zusammengefasst. ACh diente
% als 100% Referenzwert. Die Ver-
E' langerung der Linkerkette um ein
o 204 C-Atom (Naph-7-Iper) resultierte in
= einem Zugewinn an agonistischer Akti-
g vitdt von 21,7 + 2,3%. Naph-8-Iper

Ach Hybrid 2 Naph-7-lper Naph-8-Iper aktivierte den M3i3-N zu 41,3 + 13,5%.

Mit Hilfe der FRET-Messungen konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit der Derivate von
H 2 zur Rezeptoraktivierung mit zunehmender Verlangerung der Linkerkette anstieg.
Wahrend H 2 in den FRET-Experimenten keine Stimulation des M,i3-N Rezeptorsensors
bewirken konnte, wurde das Rezeptorkonstrukt durch Naph-7-lper zu 21,7 + 2,3 % im
Vergleich mit ACh stimuliert. Die Bindung des um zwei Kohlenstoffatome verlangerten
Naph-8-Iper resultierte in einer 41,3 + 13,5%-igen Aktivierung des M,i3-N-Rezeptors.

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen, dass die Verlangerung der Linkerkette in bei-
den Derivaten von H 2 in einer Zunahme der Wirkstarke der Liganden resultierte.

4.7.2 Entfernung des allosterischenen Bausteins — Iperoxo-Hexame-
thonium

Daten belegen, dass die orthosterische Bindestelle tief in einem von den Transmembrando-
méanen des M, AChR geformten Kanal liegt [6]. Dagegen sind an der allosterischen
Bindestelle vornehmlich Aminosauren beteiligt, die sich in den extrazellularen Bereichen der
Transmembrandomanen und in den extrazellularen Rezeptorschleifen befinden. Bisher
wurde angenommen, dass beide Bindestellten durch einen Kanal miteinander verbunden
sind [146, 279].

Nachdem die bitopischen Liganden H1 und H2 in den FRET-Messungen kaum eine
messbare Anderung der Rezeptorkonformation bewirken konnten, bestand die Vermutung,
dass dieser Kanal nach Bindung des orthosterischen Liganden durch die raumliche Umorien-
tierung von Aminosauren oberhalb der orthosterischen Bindestelle verlegt wurde und somit
entweder zu eng war, um die Linkerkette der dualsterischen Liganden aufzunehmen, oder
durch Aminoséuren komplett geschlossen wurde.

Auf diese Weise kdnnte ein bitopischer Ligand zwar kurz an die orthosterische Bindestelle
binden, wiirde danach aber wieder aus der Bindung ausgestof3en, da durch das Vor-
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handensein der Linkerkette, sowie des allosterischen Bausteins eine neue raumliche
Ausrichtung der Aminosauren im M, AChR nicht méglich ist.

A N-term B N-term

transmembrane
region of the
receptor

transmembrane,
binding cleft is open region of the
without a bound receptor
orthosteric ligand

orthosteric

ligand bound binding cleft is closed

upon ligand-binding

C-ter C-ter

Abb. 73: Schematische Darstellung der mutmaRlichen A nderung der M , Rezeptorkonformation nach
Bindung eines orthosterischen Liganden.

(A) Liegt der M, AChR ungebunden vor, so ist der Kanal, der die orthosterische und die allosterische Bindestelle
miteinander verbindet, geotffnet. (B) Nach Bindung eines orthosterischen Liganden wird der Kanal zwischen
allosterischer und orthosterischer Bindestelle durch eine rdumliche Neuanordnung der Aminosauren oberhalb der
orthosterischen Bindestelle verschlossen.

Um diese Vermutung zu bestatigen, wurden FRET-Messungen mit Iperoxo-Hexamethonium
durchgefuhrt.

Zur Gewinnung der Substanz wurde der allosterische Baustein von H 1 bzw. H 2 entfernt.
Die sechs Kohlenstoffatome lange Linkerkette, sowie die zweite positiv geladene Amino-
gruppe blieben am Iperoxo erhalten.

. N
i Y Wb, NP
G N &
N o 4 LY
o~
Abb. 74: Strukturformel von Iperoxo-Hexamethonium.

Iperoxo-Hexamethonium wurde durch Entfernen des allosterischen Bausteines von H 1 bzw. H 2 generiert. Die
sechs C-Atome lange Linkerkette, sowie die zweite positiv geladene Stickstoffgruppe blieben erhalten.

Mittels FRET-Messungen wurden Konzentrations-Wirkungskurven erstellt. HEK293 Zellen,
die stabil den M,i3-N, oder den M,i3-C Rezeptorsensor exprimierten, wurden mit Iperoxo-
Hexamethonium (Konzentration 1 pM — 3 mM) stimuliert. Als Referenz diente eine Rezeptor-
stimulation mit 100 pM ACh. Die so erhaltenen FRET-Signale wurden ausgemessen und als
Prozentanteil der durch ACh induzierten FRET-Antwort berechnet. Durch grafisches Auf-
tragen des jeweiligen FRET-Effekts in Abhéngigkeit der Konzentration von Iperoxo-Hexame-
thonium wurden die jeweiligen Konzentrations-Wirkungskurven generiert.
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Abb. 75: Konzentrations-Wirkungskurven von Iperoxo- Hexamethonium am M 2i3-N- (A) und M ,i3-C

Rezeptorsensor (B) ermittelt mit Hilfe von FRET-Mess  ungen.

Das Ausmald der Rezeptoraktivierung wurde ermittelt, statistisch analysiert und abhéangig von der eingesetzten
Ligandenkonzentration aufgetragen. Iperoxo-Hexamethonium zeigte eine konzentrationsabhangige Aktivierung
des M2i3-N (A) und M.i3-C (B) Sensors. Selbst in hohen Konzentrationen (= 1000 uM) konnte keine vollstandige
Aktivierung der Rezeptoren erzielt werden. Als Kontrolle diente eine Rezeptoraktivierung mit 100 uM ACh.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler aus n = 10 Messungen.

Es wird deutlich, dass Iperoxo-Hexamethonium auch in hohen Konzentrationen (= 1 mM)
keinen der beiden Rezeptorsensoren zu 100% aktivieren konnte. Es wurde eine Rezeptor-
stimulation von ca. 60% im Vergleich zu ACh erreicht (57,7 + 4,6% fir M,i3-N und
63,6 = 7,8% fur M,i3-C). Auch die fur Iperoxo-Hexamethonium ermittelten ECso-Werte liegen
mit 241,8 + 82,8 UM am M,i3-N Sensor und 194,9 + 83,2 uM am M,i3-C Sensor deutlich
hoher, als die ECs-Werte, die am M,i3-N Rezeptor fur ACh (ECso = 6,3 + 0,7 pM), oder
Iperoxo (ECso = 0,8 £ 0,1 uM) bestimmt wurden.

4.7.3 Verkirzung der Linkerkette - N-Butyliperoxo

Nachdem die Aktivierung des Rezeptors mit Iperoxo-Hexamethonium im Vergleich zu ACh
weitaus geringer ausfiel, lag die Vermutung nahe, dass das Entfernen des allosterischen
Teils der Hybride noch nicht ausreicht, um eine optimale Bindung des Liganden an die
orthosterische Bindestelle zu ermoglichen. Deshalb wurden in einem zweiten Syntheseschritt
die Linkerkette am Iperoxo-Hexamethonium um zwei weitere Kohlenstoffatome verkurzt,
sowie die zweite positiv geladene Stickstofffunktion entfernt.

Abb. 76: Struktur von N-Butyliperoxo.

”
N/\/\ Durch die Verlangerung des orthosterischen
% / \ Liganden Iperoxo um eine Butyl-Kette an

L o
O/ A der positiv geladenen Stickstofffunktion
wurde N-Butyliperoxo erhalten.

Das so entstandene N-Butyliperoxo wurde mittels FRET-Messungen auf seine Fahigkeit den
M, AChR zu aktivieren untersucht. M,i3-C- bzw. M,i3-N-Zellen wurden mit einer Lésung von
N-Butyliperoxo (Konzentration 100 pM) stimuliert. Kontrollmessungen wurden mit 10 pM
Iperoxo durchgefihrt. Die Verwendung hoherer Konzentrationen an N-Butyliperoxo war
durch die schlechte Loslichkeit der Substanz limitiert.

100



Ergebnisse

A 740 B 560 -
- 7207 -
g 700 ] i’ 540
[ o
680 4 N
T T T T T 520 T T T T T T 1
195 4
190 # .
. 90 ‘ ¢ o 135
w , w
Q 1854
180 T T T T T 130 T T T T T T 1
- Iperoxo 10 pM N-Butyliperoxo ° Iperoxo 10uM ——
= o] e = 1,004 : -Butyliperoxo
g Seminaph 300 pM 100 UM 0 Seminaph 300puM 100UM
I 0854 o u
w L w
o o 095
v 0,90 =
! T T T T T T T T T T T T T 1
380 400 420 440 460 480 500 520 220 230 240 250 260 270 280 290
TIME [s] TIME [s]

Abb. 77: FRET-Messungen am M 3i3-N- (A) bzw. M 1i3-C Rezeptorsensor (B) zur Ermittlung der Effekte vo n
N-Butyliperoxo auf die Rezeptoraktivierung.

HEK293 Zellen, die stabil das M»i3-N Konstrukt (A), oder den M,i3-C Sensor (B) exprimierten, wurden in FRET-
Messungen mit 100 uM N-Butyliperoxo superfundiert. Zum Vergleich wurde auch eine Stimulation mit Iperoxo
allein, oder in Kombination mit allosterischem Liganden durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass N-Butyliperoxo den
M2i3-N Sensor nur in auf3erst geringem Ausmaf3, den M,i3-C Sensor gar nicht aktivieren konnte. Die FRET-
Spuren wurden um Akzeptorbleichen, Falschanregung und Durchbluten korrigiert, normalisiert und geglattet.

Aus den abgebildeten FRET-Spuren ist erkennbar, dass die Superfusion der Zellen mit
N-Butyliperoxo kaum eine detektierbare Rezeptoraktivierung zur Folge hatte.

4.8 Charakterisierung von mutierten Sensoren des muskarini-
schen M, Acetylcholinrezeptors mittels FRET-Mikroskopie

4.8.1 Mutation der othosterischen Bindestelle

Wie bereits unter Kapitel 4.4.1 gezeigt, konnte mit Iperoxo im Vergleich zu ACh eine starkere
Rezeptoraktivierung hervorgerufen werden. Zudem zeigte Iperoxo eine verlangsamte Aus-
waschkinetik verglichen mit ACh. Dies lasst sich mit der, verglichen mit ACh, héheren
Affinitat von Iperoxo zum M, AChR erklaren.

Abb. 78: FRET-Messung der M ,i3-C

Iperoxo Rezeptoraktivierung mit Iperoxo bzw.
1.00 4 100puM ) A icholi
' i Acetylcholin cetylcholin.
100pM Der M.i3-C Rezeptorsensor wurde mit

Iperoxo und ACh (Konzentration jeweils
100 pM) stimuliert. Iperoxo konnte eine
groRere Anderung des FRET-Signals
hervorrufen, als ACh. Auch war die
Auswaschkinetik nach Entfernen von
Iperoxo deutlich langsamer, als die nach
Entfernen von ACh. Die FRET-Spur
wurde um Falschanregung und Bleichen
des Akzeptors, sowie Donor-Durchblu-
0,90 - ten korrigiert, normalisiert und geglattet.
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Es wurde gemutmaldt, dass Iperoxo aufl’er mit der, in TM 3 liegenden, Aminosaure
Tyrosin'®, die von allen orthosterischen Liganden gebunden wird [6, 350], noch mit anderen
Aminosauren zusatzliche, spezifische Wechselwirkungen eingeht. Um das zu untersuchen
wurde Tyrosin'® in beiden Rezeptorsensoren M,i3-N und M.i3-C mit Hilfe der PCR-Technik
zu Alanin mutiert. Dass die Tyr'®*Ala-Mutation im M, AChR einen Wirkverlust von ACh zur
Folge hatte, konnte bereits in vorangehenden Studien gezeigt werden [350].
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Abb. 79: Schematische Darstellung des M, Rezeptors (A) und konfokalmikroskopische Aufnahmen des
M.i3-N-(B) und M »i3-C (C) Rezeptorsensors punktmutiert an Tyr ~ ***Ala.

In den jeweiligen M, Y104A Rezeptorsensoren wurde die Aminosaure Tyrosin104 in TM 3 zu Alanin mutiert (A,
Tyrosin blau markiert). Sowohl der M»i3-N Y104A (B) als auch der M,i3-C Y104A Rezeptorsensor (C) zeigten
eine deutliche Uberlagerung (gelb) der CFP-Fluoreszenz (griin) und der Fluoreszenz des Membranmarkers (rot)
an der Zellmembran. Beide Sensoren wiesen zudem eine intrazelluldre Rezeptoranreicherung (griin) auf. CFP
wurde mit einer UV-Diode bei 405 nm, CellMask™ DeepRed mit der 594 nm Linie eines Argon-Lasers angeregt.
Die Detektion erfolgte fir CFP in einem Wellenlangenbereich von 450-510 nm, fir CellMask™ DeepRed zwi-
schen 650-680 nm.

FRET-Messungen sollten zeigen, ob Iperoxo an den Tyr'®*Ala mutierten Rezeptorsensoren
in der Lage war eine Aktivierung hervorzurufen.

Dazu wurden HEK TSA-Zellen transient mit dem jeweiligen mutierten Sensor transfiziert und
in nachfolgenden FRET-Experimenten mit Iperoxo (100 uM) stimuliert. Zur Kontrolle erfolgte
eine Stimulation mit 10 mM ACh. Die Perfusion mit Iperoxo hatte eine messbare Anderung
des FRET-Signals in allen Kanalen zur Folge. Dagegen konnte mit ACh lediglich eine
geringe Anderung des FRET-Ratio erreicht werden.
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Abb. 80: FRET-Experimente zur Bestimmung der Effekte v on Acetylcholin und Iperoxo am M ,i3-N Y104A
Rezeptorsensor.

Zellen, die transient mit dem M.i3-N Y104A Rezeptorsensor transfiziert worden waren, wurden mit 10 mM Ach (A)
oder 100 pM Iperoxo (B) stimuliert. Wahrend die Stimulation mit ACh nur eine AuRerst geringe Anderung des
FRET-Signals induzierte, flihrte die Aktivierung des M.i3-N Y104A Sensors mit Iperoxo zu einer deutlichen
Abnahme des FRET-Ratio. Die FRET-Spuren wurden um Falschanregung und Durchbluten Korrigiert,
normalisiert und geglattet.

Es konnte somit festgestellt werden, dass durch die Mutation der Aminosaure Tyrosin'®* zu
Alanin die Aktivitat von Iperoxo am M, AChR zwar reduziert, aber nicht —wie Falle von ACh—
fast vollstéandig inhibiert wurde.

4.8.2 Mutation der allosterischen Bindestelle

In Abschnitt 4.5.3 wurde gezeigt, dass H 1 und H 2 den M, AChR nicht in eine mittels FRET
detektierbare, aktive Konformation Uberfiihren konnten. Eine mégliche Erklarung bestand
darin, dass durch die Bindung des allosterischen Hybridbausteines die Linkerkette und der
orthosterische Teil in einer sterisch unglnstigen Position vorlagen, durch die eine Bindung
des Iperoxo-Teils an die orthosterische Bindestelle verhindert wurde. In vorhergehenden
Studien wurde bereits gezeigt, dass Tyr'’” und Trp*? fur die Bindung und die Orientierung
der Allostere eine entscheidende Rolle spielen [254, 350].

Um diese Vermutung zu untersuchen, wurden Rezeptormutanten der M,i3-N und M,i3-C
Rezeptorsensoren kloniert, in denen die Aminosauren Tyrosin*’’ und Tryptophan*?? einzeln,
oder zusammen zu Alanin mutiert wurden. Im Verlauf dieser Arbeit werden die so erzeugten
Mutanten als M,i3-N Y177A, M,i3-N W422A, oder M,i3-N Y177A/W422A, beziehungsweise
M,i3-C Y177A, M,i3-C W422A, oder M,i3-C Y177A/W422A bezeichnet.

Die Rezeptorsensoren wurden transient in HEK TSA-Zellen transfiziert und mittels Konfokal-
mikroskopie auf ihre Expression an der Zellmembran untersucht.
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Abb. 81: Schematische Darstellung des M, Rezeptors (A) und konfokalmikroskopische Aufnahmen des
M2i3-C Y177A (B) sowie M ;i3-C W422A Rezeptorsensors (C).

In den Rezeptorsensoren wurden die Aminosauren Tyrosin®’” und Tryptophan*? zu Alanin mutiert (A, mutierte
Aminosduren blau markiert). Die Kontrolle der Membranexpression der Rezeptorkonstrukte erfolgte konfokal-
mikroskopisch in transient transfizierten HEK TSA-Zellen. (B) Das M.i3-C Y177A Konstrukt zeigte eine deutlich
erkennbare Uberlagerung (gelb) der CFP-Fluoreszenz (grin) und der Fluoreszenz des Membranmarkers (rot).
Der M,i3-C W422A Sensor (C) zeigte eine starke zytosolische Anreicherung der CFP-Fluoreszenz (griin). Eine
Uberlagerung (gelb) von Rezeptorfluoreszenz (griin) und der Fluoreszenz des Membranmarkers (rot) war
schwach erkennbar. Die Anregung von CFP erfolgte mit einer UV-Diode bei 405 nm. CellMask™ DeepRed wurde
mit der 594 nm Linie eines Argon-Lasers angeregt. CFP wurde in einem Wellenlangenbereich von 450-510nm,
CellMask™ DeepRed zwischen 650-680 nm detektiert.

Eine Membranexpression konnte lediglich fir das M,i3-C Y177A Konstrukt detektiert werden.
Der M,i3-C W422A Rezeptorsensor war dagegen fast ausschlief3lich im Zytosol der Zellen
lokalisiert. Eine konfokalmikroskopische Untersuchung der Membranstéandigkeit der Doppel-
mutante wurde nicht durchgeftihrt. In anschlieRenden FRET-Experimenten konnte allerdings
visuell festgestellt werden, dass M,i3-N Y177A/W422A bzw. M,i3-C Y177A/W422A haupt-
sachlich zytosolisch und nur schwach membranstandig exprimiert wurden.

4.8.2.1 FRET-Messungen mit allosterisch mutierten Sensoren des muskarini-
schen M, Acetylcholinrezeptors

Mittels FRET-Experimenten sollte untersucht werden, ob nach der Mutation der
allosterischen Bindestelle mit H 1 und H 2 eine Uberfiihrung der M, Rezeptorsensoren in
eine detektierbare, aktive Rezeptorkonformation ermdglicht wurde. HEK TSA-Zellen, die
transient mit dem entsprechenden Rezeptorsensor transfiziert waren, wurden in FRET-
Experimenten mit H1 und H2 (100 uM) stimuliert. Zum Vergleich wurden die Zellen
aul3erdem in jeder Messung mit 100 uM ACh und Iperoxo superfundiert. Zusatzlich wurden
auch die Substanzen Naph-7-lper und Naph-8-Iper getestet.
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Abb. 82: Exemplarische FRET-

Messungen erstelt am M i3-
C Y177A (A), M2i3-C W422A (B) und
M2i3-C Y177A/W422A (C) Rezeptor-
sensor.

HEK TSA-Zellen, die transient mit den
jeweiligen Rezeptorkonstrukten trans-
fiziert worden waren, wurden in FRET-
Messungen mit verschiedenen
Liganden uberspilt (Konzentration
100 uM). Wahrend das M.i3-C Y177A
Rezeptorkonstrukt deutliche FRET-
Signale nach Orthoster-Zugabe zeigte,
konnte fiir die dualsterischen Liganden
nur eine geringe, oder keine Signal-
anderung detektiert werden (A).
M,i3-C W422A zeigte nur eine geringe
FRET-Antwort nach Ligandenzugabe
(B).

M2i3-C Y177A/WA422A zeigte nur nach
orthosterischer Stimulation eine detek-
tierbare FRET-Anderung, H1 und H 2
blieben ohne messbaren Effekt (C).
Alle FRET-Spuren wurden um Falsch-
anregung und Durchbluten korrigiert,
normalisiert und geglattet

(I-oxo = Iperoxo, H1 = Hybrid 1, H 2 =
Hybrid 2).
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Die Auswertungen der FRET-Experimente ergaben folgende Befunde:

M,i3-N Y177A bzw. M ,i3-C Y177A:

Sowohl ACh, als auch Iperoxo riefen eine Rezeptoraktivierung hervor, die mit der Aktivierung
an den unmutierten Rezeptorkonstrukten vergleichbar war. H 2 zeigte keinen messbaren
Effekt. Dagegen induzierten Naph-7-lper, Naph-8-lper und H 1 FRET-Antworten, die mit
denen der nicht-mutierten Rezeptorkonstrukte vergleichbar waren.

M2i3-N W422A bzw. M ,i3-C W422A:
ACh nur ein aul3erst geringes FRET-Signal erzeugen.

M2i3-N Y177A/WA422A bzw. M ,i3-C Y177A/WA422A:

Die Stimulation der Sensoren mit ACh und Iperoxo resultierte in einer detektierbaren
Anderung des FRET-Ratio. H 2 konnte keine messbare Anderung des FRET-Ratio indu-
zieren. H 1 rief nur am M,i3-N Y177A/W422A, nicht dagegen am M,i3-C Y177AMW422A
Rezeptor eine Aktivierung hervor.
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5. Diskussion

5.1 Klonierung von Sensoren des muskarinischen
M, Acetylcholinrezeptors

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine ligandenselektive Beeinflussung der Rezeptorkon-
formation in verschiedenen Regionen des M, AChR in lebenden Zellen zu untersuchen.
Forschungsergebnisse der letzten Jahre deuten darauf hin, dass Agonisten, Partialagonisten
und auch inverse Agonisten die Konformation verschiedener GPCR selektiv beeinflussen
[335, 351-355].

Allgemein fuihrt eine Aktivierung von GPCR zu einer Anderung der Rezeptorkonformation im
Bereich der Transmembrandoménen (TM, Kapitel 1.1.3). Untersuchungen der Kristallstruktur
von Opsin zeigten, dass es dabei zu einer Entfernung von TM5 und TM 6 von der
Kernregion des Rezeptors kommt, wodurch im helikalen Biindel eine Offnung entsteht, in die
das G-Protein binden kann [356-359]. Disulfid-Crosslinking Studien am Mz AChR ergaben,
dass es nach Aktivierung des Rezeptors zu einer Anndherung der zytoplasmatischen
Regionen von TM 5 und TM 6 kommt [360, 361]. Jensen et al. [362] zeigten am Beispiel des
B> AR mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen, dass eine Rezeptoraktivierung eine Auswarts-
und Aufwartsbewegung der zytoplasmatischen Region von TM 6 in Richtung der
Zellmembran zur Folge hat. Es ist wahrscheinlich, dass sich die Bewegung dieser beiden
Transmembrandomanen auch in IL 3 fortsetzt. Hier wird eine Auswartsbewegung der
C-terminalen Region von IL 3 unterhalb von TM 6 postuliert [363-365]. Da mit unterschied-
lichen Methoden an verschiedenen GPCR der Klasse A jeweils eine Konformationsdnderung
im intrazellularen Bereich von TM 5 und TM 6 gezeigt werden konnte, wird vermutet, dass
die im Zuge einer Rezeptoraktivierung beobachtete Anderung der Konformation bei allen
Mitgliedern der Klasse A GPCR konserviert verlauft.

Um eine ligandenselektive Anderung der Konformation des M, AChR zu detektieren, wurden
FRET-Messungen in HEK293 Zellen, die verschiedene Sensoren des M, AChR exprimierten,
durchgefuhrt. Bei der Generierung der Rezeptorkonstrukte des M, AChR lag der Fokus auf
IL 3 des M, AChR. Hier sind wichtige Interaktionsstellen fir die Effektoren nachgeschalteter
Signalwege lokalisiert (Kapitel 1.2.1.4). Durch eine ligandenabhangige Konformationsan-
derung in IL 3 kénnten diese fur eine selektive Wechselwirkung mit verschiedenen Effektor-
proteinen exponiert werden.

Die in dieser Arbeit zur Untersuchung einer ligandenselektiven Konformationsanderung
verwendeten Sensoren wurden am C-Terminus mit CFP markiert. Die Tetracysteinsequenz
CCPGCC wurde in verschiedenen Regionen von IL 3 eingefiigt. Die relativ grof3e Lange von
IL 3 (> 180 Aminosauren) des M, AChR [341] und die geringe GroRe der CCPGCC-Sequenz
ermdglichen eine flexible Positionierung des FIAsH-Fluorophors in unterschiedlichen Berei-
chen von IL 3. Zudem ist eine Beeinflussung der Struktur von IL 3 durch die im Vergleich
dazu relativ kleine Tetracysteinsequenz unwahrscheinlich. Beim Einschub des FIAsH-
Bindemotivs wurde auf3erdem darauf geachtet, dass die potentiellen Phosphorylierungs-
stellen in IL 3 (Abb. 33, Seite 61) erhalten blieben. Durch die Einfihrung der Tetracysteinse-
quenz kann daruber hinaus eine akkurate Positionierung von FIAsH in IL 3 erreicht werden.
Dies konnte auch durch Untersuchungen am a,, Adrenorezeptor gezeigt werden [335].

Um die ligandenselektive Konformationsédnderung zu detektieren, wurde die CCPGCC-
Sequenz zum einen unterhalb von TM 5, zum anderen unterhalb von TM 6 in IL 3 eingeflgt.
In ersten FRET-Versuchen zeigten die Konstrukte M,i3-C-1 bis M,i3-C-4 lediglich eine
geringe FRET-Antwort. Nach Stimulation des M,i3-C-1- und M,i3-C-4 Sensors war eine
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Abnahme des FRET-Ratio zu beobachten, dagegen trat mit den M,i3-C-2- und M,i3-C-3
Sensoren eine leichte Zunhame des FRET-Signals auf (Abb. 36, Seite 63 und Abb. 37,
Seite 64).

Wegen der geringen Signalintensitat der Rezeptorsensoren M,i3-C-1 bis M,i3-C-4 wurde in
einem weiteren Schritt die Tetracysteinsequenz zwischen den Aminosauren Aspartat®° und
Glutamat®™® eingefiigt (M,i3-C Sensor). Der M,i3-N Sensor wurde durch Einschub der
CCPGCC-Sequenz zwischen den Aminoséuren Asparat®*® und Prolin?®*° erhalten (Abb. 33,
Seite 61 und Abb. 40, Seite 65). Die Untersuchung der Membranexpression der Rezeptor-
sensoren zeigte eine ausgepragte Membranlokalisation beider Konstrukte, sichtbar an der
deutlichen Uberlagerung der Fluoreszenz von Rezeptor und Membranmarker (Abb. 34,
Seite 62 und Abb. 39, Seite 65).

Der M,i3-N- und M,i3-C Rezeptorsensor zeigten in FRET-Messungen mit séttigenden Kon-
zentrationen von ACh eine Abnhame des FRET-Signals mit hohen Signalamplituden und
einem lediglich geringen Rauschen (Abb. 35, Seite 62 und Abb. 38, Seite 64). Da durch das
groBe Signal-Rausch Verhaltnis auch die Detektion kleiner ligandenselektiver FRET-
Anderungen madglich war, wurden diese Sensoren im weiteren Verlauf der Arbeit verwendet,
um eine ligandenselektive Konformationsanderung im Bereich von IL 3 aufzuklaren.

5.2 Charakterisierung der M, AChR-Sensoren hinsichtlich
Ligandenaffinitat und Funktionalitat

Die funktionelle Charakterisierung des M,i3-N- und M,i3-C Sensors erfolgte mittels Radioli-
gandenbindungsstudien, Messung der konzentrationsabhéngigen Ca**-Freisetzung und Be-
stimmung der ACh-induzierten Translokation von B-Arrestin2 zur Zellmembran.

5.2.1 Radioligandenbindungsstudien

Radioligandenbindungsstudien (Kapitel 4.3.1) wurden mit dem M,i3-N-, M,i3-C- und
M,CFP Rezeptor durchgefihrt. Da es sich bei diesen um fluoreszenzmarkierte Rezeptor-
konstrukte handelt, konnte vor der Membranpréparation die gleichmafige Expression und
Membranlokalisation der jeweiligen Sensoren tberprift werden.

Die in den Sattigungsexperimenten ermittelten Kp-Werte (Tab. 1, Seite 66) zeigten keine sta-
tistisch signifikante Abweichung der getesteten Rezeptoren voneinander und auch in den
Verdrangungsexperimenten konnte kein signifikanter Unterschied zwischen dem M,i3-N- und
dem M,i3-C Sensor detektiert werden (p < 0,01). Die ermittelten Ki-Werte (Tab. 2, Seite 67)
der beiden Rezeptorsensoren waren zudem mit bereits publizierten Werten vergleichbar
[202, 337]. Es war somit gelungen, im Rahmen dieser Arbeit FRET-Sensoren des M, AChR
zu klonieren, die hinsichtlich der Ligandenaffinitat keinen Unterschied zum wt M, AChR
zeigen.

5.2.2 Bestimmung der G-Protein Aktivierung

Da die Charakterisierung G; gekoppelter GPCR mittels Messung der cAMP-Inhibition fehler-
anfallig und nur schwer reproduzierbar ist, wurde als zweite Methode zur Charakterisierung
der M, Rezeptorsensoren die Bestimmung der konzentrationsabhéngigen Ca?*-Freisetzung
nach Stimulation mit Carbachol gewabhilt.

Unter physiologischen Bedingungen fihrt eine Stimulation des G; gekoppelten M, AChR
nicht zu einer Freisetzung von Kalziumionen. Dies kann jedoch durch die Co-Transfektion
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des chimaren G,q G66DIi5 Proteins ermoglicht werden. Nach Aktivierung eines G; gekoppel-
ten Rezeptors bindet das G4, G66DIi5 Protein an diesen, hemmt dann aber nachfolgend nicht
die Adenylylzyklase, sondern aktiviert den Gg-vermittelten Phospholipase C-Signalweg [340].
Somit kann in Anwesenheit des chimaren G-Proteins eine Aktivierung von M, AChR als
Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration detektiert werden.

Bei der Charakterisierung der Rezeptorsensoren mittels G-Protein Aktivierung konnte kein
signifikanter Unterschied zum Wildtyprezeptor detektiert werden (p < 0,05; Tab. 3, Seite 68).
Die Funktionalitat des M,i3-N- und des M,i3-C Sensors konnte somit im Rahmen dieser
Arbeit mit Hilfe der Bestimmung der G-Protein Aktivierung belegt werden.

5.2.3 Translokation von [-Arrestin2

Die Funktionalitat der Rezeptorkonstrukte wurde dartber hinaus mittels konfokalmikroskopi-
scher Messung der B-Arrestin2 Translokation nach Rezeptorstimulation mit 100 uM ACh
Uberprioft. In diesen Versuchen wurden die M,CFP-, Flag-M,-sI3-FIASH-GSGEG-CFP-,
M,i3-N- und M,i3-C Rezeptoren miteinander verglichen.

In Vorversuchen am M,CFP Rezeptor wurden die Versuchsbedingungen zur Induktion einer
B-Arrestin2 Translokation optimiert. Die B-Arrestin2 Rekrutierung wurde in Abwesenheit von
G-Protein gekoppelten Rezeptorkinasen (GRK) und Anwesenheit der ubiquitar exprimierten
GRK2 und GRKS5 untersucht [366]. Ohne GRK konnte keine Rekrutierung von B-Arrestin2 an
die Zellmembran beobachtet werden. Wahrend auch in Gegenwart von GRK5 keine
B-Arrestin2 Translokation auftrat, fihrte eine Co-Expression von M,CFP mit GRK2 zu einer
detektierbaren Translokation von (B-Arrestin2 an die Zellmembran (Abb. 44, Seite 70). Dies
korreliert mit Daten aus friiheren Studien wonach der M, AChR ein sehr gutes Substrat fur
GRK2 und GRK3 darstellt, wohingegen er nur in geringem Ausmalfd durch GRK5 und GRK6
phosphoryliert wird [367-370]. Wu et al. [341] postulierten, dass auch unabhéngig von einer
Rezeptorphosphorylierung eine Interaktion zwischen B-Arrestin2 und dem M, AChR beob-
achtet werden kann. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestéatigt werden. Aul3er
Flag-M»-sI3-FIAsH-GSGEG-CFP induzierten alle Sensoren des M, AChR nach Stimulation
eine vergleichbare Translokation von 3-Arrestin2 zur Zellmembran (Abb. 45, Seite 71). Somit
zeigten die Rezeptorsensoren M,i3-N und M,i3-C hinsichtlich der B-Arrestin2 Translokation
keine Unterschiede gegenuber dem wt M, Rezeptor. Durch das Einfigen der FIAsH-
Bindesequenz waren folglich keine der fir eine Interaktion mit B-Arrestin2 wichtigen Bereiche
in IL 3 des M, AChR beeintrachtigt worden.

Schlador und Nathanson [370] und Wu et al. [341] konnten bereits zeigen, dass IL 3 sowohl
bei der Interaktion des M, AChR mit B-Arrestinl als auch bei der Wechselwirkung mit
B Arrestin2 eine wichtige Rolle spielt. Die Ergebnisse, die in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe
des um IL 3 trunkierten Flag-M,-sI3-FIASH-GSGEG-CFP Sensors hinsichtlich einer Translo-
kation von B-Arrestin2 erhalten wurden, bekréftigen diese Aussage.

Die Charakterisierung der verschiedenen Sensoren des M, AChR mittels Ligandenbindung,
G-Protein Aktivierung und [-Arrestin2 Translokation ergab dass sich die Sensoren
hinsichtlich Ligandenaffinitdit und Funktionalitat vergleichbar zum wt M, AChR verhalten.
Damit wurde gezeigt, dass bezlglich der untersuchten Parameter die Funktionalitat der
M,i3-N- und M,i3-C Konstrukte durch den Einschub der Tetracysteinsequenz und des CFP
nicht beeinflusst wird.
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5.3 Charakterisierung der verwendeten Liganden

5.3.1 Superagonistisches Verhalten des orthosterischen Liganden
Iperoxo

Bislang wurden die Eigenschaften des orthosterischen Liganden Iperoxo unter anderem in
[*S] GTPyS-Assays und funktionellen Experimenten an BlutgefaRen und am Herzen
untersucht [371, 372]. Das Verhalten von Iperoxo in FRET-Messungen an lebenden Zellen
war nicht bekannt. Deshalb wurden in dieser Arbeit Konzentrations-Wirkungskurven dieses
von Oxotremorin abgeleiteten Liganden mittels FRET-Experimenten erstellt. Der Vergleich
zwischen Iperoxo und dem endogenen Liganden ACh zeigte eine deutliche Linksver-
schiebung der Konzentrations-Wirkungskurve von Iperoxo gegenlber ACh. ECsyiperoxo War
mit 0,8 £ 0,1 uM signifikant niedriger, als ECsgach (ECsoach = 6,3 £ 0,7 UM, p< 0,01). Zudem
erzielte Iperoxo in den FRET-Messungen einen hoheren Maximaleffekt, als die
Vergleichssubstanz (Abb. 46, Seite 72). Auf Grund dieser Datenlage konnte mit Hilfe der in
der vorliegenden Arbeit konstruierten Sensoren des M,AChR das superagonistische
Verhalten [373] von Iperoxo, wie es bereits von Kléckner et al. [371] beschrieben wurde nun
auch in FRET-Experimenten bestatigt werden.

5.3.2 Charakterisierung der allosterischen Testliganden als negative
allosterische Modulatoren

Um die allosterischen Testliganden (Abb. 51 und 52, Seite 78) in dieser Studie zielgerichtet
einsetzen zu konnen, wurden deren Affinitat zum M, AChR und die maximale Wirkstarke in
FRET-Experimenten bestimmt. Da allosterische Modulatoren allein in FRET-Experimenten
keine messbaren Effekte hervorrufen [337], war es noétig eine Kombination aus allosterischen
Modulatoren zusammen mit einem orthosterischen Agonisten einzusetzen. In VorUberlegun-
gen wurde die optimale Konzentration an orthosterischen Liganden zur Detektion selbst
kleiner Effekte der allosterischen Modulatoren ermittelt. Dazu wurde angenommen, dass es
sich bei den allosterischen Testliganden um negative allosterische Modulatoren (NAM)
handelte. Mit NAM konnte bereits in vorhergehenden FRET-Experimenten eine partielle Inhi-
bition der orthosterisch-vermittelten Rezeptoraktivierung gezeigt werden [337]. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurde mit der Erarbeitung des sogenannten Zahnschemas (Abb. 50,
Seite 76) ein Messschema entwickelt, dass sich optimal zur Charakterisierung allosterischer
Modulatoren in FRET-Experimenten eignet. Um die Effekte der Allostere am M, AChR sicht-
bar zu machen, war eine Vorstimulation des Rezeptors erforderlich. Um dartiber hinaus ein
ausreichend groRes Detektionsfenster zur Sichtbarmachung geringer Einflisse der
allosterischen Testsubstanzen zu schaffen, wurden die orthosterischen Agonisten ACh und
Iperoxo in Konzentrationen eingesetzt, die eine ca. 80%-ige Aktivierung des M, AChR indu-
zieren (Iperoxo 10 uM, ACh 30 puM).

In Anwesenheit von ACh wurden die Konzentrations-Wirkungskurven der allosterischen
Modulatoren am M,i3-N Sensor bestimmt. Am M,i3-N- und M,i3-C Konstrukt erfolgte dartber
hinaus die Erstellung der Konzentrations-Wirkungskurven der Allostere mit Iperoxo. Alle
allosterischen Testsubstanzen minderten die Aktivierung der Rezeptorsensoren konzentra-
tionsabhangig (Abb. 53, Seite 79). Somit konnte mit Hilfe der FRET-Methode die negative
Kooperativitat zwischen den allosterischen Liganden und ACh bzw. Iperoxo belegt werden.
Gleichzeitig konnte die Existenz einer probe dependency der allosterischen Liganden mit
ACh und Iperoxo, wie sie beispielsweise fur die Substanz LY2033298 am M, AChR gezeigt
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wurde [203], ausgeschlossen werden. Um dartber hinaus das Auftreten einer probe depen-
dency der allosterischen Substanzen mit anderen orthosterischen Liganden am M, AChR zu
untersuchen, waren ergdnzende Experimente mit Kombinationen aus allosterischen und
weiteren orthosterischen Liganden notwendig.

AulBer JK 337 zeigten alle allosterischen Testliganden in Kombination mit Iperoxo eine
Sattigung des Hemmeffekts auf die Rezeptorstimulation (Abb. 63, Seite 90). Mit JK 337
konnte eine vollstdndige Inhibition der Rezeptoraktivierung beobachtet werden. Dies legt
nahe, dass es sich bei dieser Substanz um einen stark negativen allosterischen Modulator
handelt. Entsprechend ist aus Radioligandenbindungsstudien und funktionellen Experimen-
ten bekannt, dass im Falle starker negativer Kooperativitat eine Unterscheidung zwischen
allosterischer Modulation und orthosterischer Kompetition nicht mehr zweifelsfrei moglich ist
[197].

Um die Messbedingungen zu Uberprifen, wurde in FRET-Messungen der konzentrations-
abhangige Hemmeffekt des orthosterischen Antagonisten Atropin auf den mit Iperoxo vorsti-
mulierten M, AChR untersucht. Hier trat eine vollstandige Deaktivierung des vorstimulierten
Rezeptors auf (Abb. 56, Seite 82). Eine Sattigung des Atropin-vermittelten Hemmeffekts war
demnach nicht zu beobachten.

Das Auftreten eines Ceiling-Effekts zéhlt zu einem wesentlichen Kriterium, nach dem
allosterische und orthosterische Liganden voneinander unterschieden werden kénnen [188].
Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten FRET-Messungen konnte die alloste-
rische Identitat und negative Kooperativitat der Testsubstanzen anhand des Auftretens eines
sattigbaren Hemmeffekts belegt werden.

Die Kombination aus EHW 477 und Iperoxo zeigte eine starkere Hemmung am M,i3-N-,
verglichen mit dem M,i3-C Sensor. Gegenteilige Effekte konnten mit den Kombinationen aus
Iperoxo und Seminaph bzw. JK 337 detektiert werden. Alle anderen allosterischen Liganden
wiesen kombiniert mit Iperoxo an beiden Rezeptorkonstrukten eine vergleichbare Hemm-
wirkung auf (Abb. 53 A und B, Seite 79 und Abb. 63, Seite 90).

JK 289 und Seminaph, die tatséchlichen allosterischen Bausteine von H 1 und H 2 (Abb. 51
und 52, Seite 78) erzielten jeweils die geringste Hemmung an den Sensoren des M, AChR.
Eine chemische Veradnderung von JK 289 und Seminaph, gleich welcher Art, resultierte
folglich in einer Affinitatszunahme der allosterischen Liganden zum M, AChR. Die starkste
Hemmung konnte mit JK 337, JK 338 und ¥2 W84 beobachtet werden. Dies ware am Beispiel
von JK 337 durch das Vorhandensein einer zweiten, positiv geladenen Stickstofffunktion, die
zusatzliche Wechselwirkungen mit dem Rezeptor ermdglicht, erklarbar. JK 338 und Y2 W84
stellen Derivate des JK 289 dar, die um zuséatzliche Kohlenstoffgruppen erganzt wurden.
Diese kénnten zur Ausbildung zusatzlicher hydrophober Kontakte zwischen Substanz und
M, AChR beitragen.

Die Inhibition, die durch das JK 289-,Dimer‘ W 84 am M, AChR hervorgerufen wurde, war
um ca. den Faktor 2 starker, als die durch JK 289 induzierte. Ein méglicher Erklarungsansatz
besteht in dem Vorhandensein einer zweiten, positiv geladenen Stickstofffunktion und eines
zusatzlichen Ringsystems. Diese kodnnten zusatzliche polare und hydrophobe Wechselwir-
kungen zwischen W 84 und dem M, AChR ermdglichen. Eine weitere Mdglichkeit besteht
darin, dass W 84 als Dimer des JK 289 die doppelte Anzahl an bindenden Gruppen zur
Verfligung stellt und somit in zwei verschiedenen Orientierungen binden kann. Verglichen mit
JK 337, JK 338 und ¥2 W84 betrug die Hemmwirkung von W84 allerdings nur ca. 50%. Dies
kénnte eventuell daraus resultieren, dass durch die Gro3e von W 84 eine effektive Kopplung
an den M, AChR sterisch gehindert wird.
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Wahrend fur die Derivate des JK 289 ein Zusammenhang zwischen chemischer Struktur und
maximal erreichbarer Rezeptorinhibition hergestellt werden kann, zeigten die Analoga des
Seminaph kaum Unterschiede in dem Ausmal3, in dem sie den vorstimulierten M, AChR
inhibieren.

Der Vergleich der ECsp-Werte der allosterischen Testsubstanzen (Tab. 4, Seite 80 und
Tab. 5, Seite 81) zeigte, dass das M,i3-N Konstrukt durch eine Kombination aus JK 289 bzw.
JK 338 mit ACh in geringeren Konzentrationen inhibiert wird, als in Kombination mit Iperoxo.
Alle anderen Allostere hemmten den M,i3-N Sensor unabhéngig von dem orthosterischen
Liganden mit jeweils vergleichbaren effektiven Konzentrationen. Beim Vergleich der
ECso-Werte der allosterischen Substanzen in Kombination mit Iperoxo an den jeweiligen
Rezeptorsensoren wurde beobachtet, dass JK 289, JK 338, %2 W84 und EHW 477 eine
hohere Affinitdt zum M,i3-C Sensor aufweisen, als zum M,i3-N. Alle Ubrigen Testliganden
zeigen &ahnliche mittlere effektive Konzentrationen an beiden Sensoren. Unabhangig von
dem eingesetzten Testliganden zeigte JK 289 sowohl am M,i3-C-, als auch am M,i3-N
Rezeptorkonstrukt die geringste Affinitat.

Die Affinitat der Allostere zu der Rezeptorsensoren M,i3-N und M,i3-C nahm unabhangig von
den orthosterischen Liganden in folgender Reihenfolge zu:

JK 289 < % W84 < JK 338 < JK 519 < W 84/Seminaph < EHW 477/JK 337 <
Naphmethonium

Die Betrachtung der Struktur-Wirkungsbeziehungen der allosterischen Substanzen ergab,
dass das Vorhandensein einer zweiten, positiv geladenen Amin-Funktion, sowie die Ver-
langerung der Kohlenstoffkette in einer Affinitdtszunahme zum Rezeptor resultieren. Das
Vorhandensein einer Dimethylgruppe hat dagegen nur wenig Einfluss auf die Ligandenaffi-
nitat.

Sowohl W 84, als auch Naphmethonium beinhalten einen JK 289-Baustein. Wéahrend es sich
bei W 84 um das Dimer des JK 289 handelt, wird Naphmethonium aus JK 289 und
Seminaph gebildet. Die mittlere effektive Konzentration von Naphmethonium war um den
Faktor 10 niedriger als die des W 84. Somit bindet Naphmethonium den M, AChR mit
hoherer Affinitdt als W 84. Diese Affinitatszunahme kann mutmaflich durch das ausge-
pragte Ringsystem verursacht werden, durch das mehr Wechselwirkungen zwischen Rezep-
tor und Ligand gebildet werden kdnnen.

Die in dieser Arbeit gemessenen Daten charakterisieren alle getesteten allosterischen
Liganden als negative allosterische Modulatoren des M,AChR. Unabhangig von dem
eingesetzten orthosterischen Liganden konnte eine negative Kooperativitdt beobachtet
werden, dies schlief3t die Existenz einer probe dependency der allosterischen Liganden in
Kombination mit Iperoxo und ACh aus. AulRer JK 337 erfiillten alle allosterischen Liganden
das Kriterium des Ceiling-Effekts. Ein direkter Zusammenhang zwischen chemischer Struktur
und Wirkstérke sowie Affinitat der allosterischen Testliganden konnte in FRET-Experimenten
nicht zweifelsfrei ermittelt werden. Docking-Experimente, oder Kristallstrukturen des
M, AChR gebunden an Allostere kénnen dabei helfen, das Auftreten zusatzlicher Wechsel-
wirkungen zwischen den allosterischen Liganden und dem M, AChR zu belegen. Die
Erarbeitung einer mdglichen Korrelation zwischen der Wirkstéarke allosterischer Liganden
und deren chemischer Struktur und somit die Erstellung von Struktur-Wirkungsbeziehungen
kénnte bei der Entwicklung neuer, selektiver Arzneistoffe fir den M, AChR hilfreich sein.
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5.3.3 Vergleich der Kinetik der Rezeptordeaktivierung mit allosterischen
Modulatoren und Atropin

Da allosterische Modulatoren an eine zweite Bindestelle im Rezeptor binden, tritt in
Gegenwart eines orthosterischen Liganden keine Kompetition um die orthosterische
Bindestelle auf. Dagegen binden orthosterische Agonisten und Antagonisten an dieselbe
Stelle des Rezeptors und treten somit in Konkurrenz zueinander. Im Falle eines Antago-
nisten muss erst der orthosterische Agonist aus der Bindestelle dissoziieren, bevor der Ant-
agonist selbst an den Rezeptor binden kann. Folglich kbnnen Allostere einen aktivierten
Rezeptor mit einer schnelleren Kinetik inhibieren als orthosterisch bindende Antagonisten.
Dies konnte bereits in fruheren Studien am M, AChR mit den allosterischen Liganden
Gallamin, Dimethyl-W 84 und dem orthosterischen Antagonisten Atropin gezeigt werden
(Tcallaminiach = 87,2 £ 6,6 MS, Tpimethy-wsaach = 212 £ 46 MS, Tagopiniach = 677 £ 68 ms) [337].

Wie diese Ergebnisse zeigen, stellt die beschleunigte Kinetik der allosterisch-vermittelten
Rezeptordeaktivierung eine weitere Unterscheidungsmaoglichkeit zwischen allosterischen und
orthosterischen Modulatoren dar.

Zur weiteren Charakterisierung der Eigenschaften der allosterischen Testsubstanzen wurde
deshalb in FRET-Messungen die Deaktivierungskinetik der unterschiedlichen Liganden am
M, AChR bestimmt.

Es wurde beobachtet, dass alle in dieser Arbeit verwendeten allosterischen Liganden den mit
10 uM Iperoxo vorstimulierten M,i3-C Sensor signifikant schneller deaktivierten als Atropin
(p <0,01; Abb. 58, Seite 84).

Tab 9: Deaktivierungskinetik allosterischer Modulat oren und orthosterischer Antagonisten.
Aus den FRET-Messungen zur Erstellung der Konzentrations-Wirkungskurven der allosterischen Modulatoren
und Atropin wurde die Off-Kinetik der einzelnen Liganden ermittelt und statistisch analysiert (n = 12).

Ligand Nummer | Deaktivierungskinetik [ms]
Atropin 18 1110+£130

JK 289 20 300 £ 26

JK 338 22 370 +£30

JK 337 21 440 + 40

W 84 24 445 + 41

EHW 477 26 450 + 30
Naphmethonium 28 540 + 60
Seminaph 25 580 £ 60

JK 519 27 600 + 35

Die Deaktivierungsgeschwindigkeit der Derivate von JK 289 nimmt tendenziell mit
zunehmender Kettenlange ab, eine statistisch signifikante Aussage ist allerdings nicht
moglich. Beim Vergleich zwischen den chemischen Strukturen und der Deaktivierungskinetik
der Seminaph-Derivate konnte ein solcher Zusammenhang dagegen nicht beobachtet
werden. Dariiber hinaus wurde der aktivierte M,i3-C Sensor durch den tatsachlichen H 1-
Baustein JK 289 schneller inhibiert als durch den H 2-Baustein Seminaph (p < 0,01). Eine
maogliche Erklarung fir dieses Ergebnis besteht darin, dass JK 289 durch die kleinere Ring-
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struktur einfacher und schneller an die allosterische Bindestelle bindet, wahrend das groRRere
Ringsystem von Seminaph die Wechselwirkungen zwischen Ligand und Rezeptor erschwert.
Vergleicht man die in dieser Arbeit ermittelten t-Werte mit den Literaturwerten [337], so fallt
auf, dass die publizierten Deaktivierungskinetiken schneller sind, als die in dieser Studie
gemessenen. Dies kénnte das Resultat unterschiedlicher Messbedingungen sein, so erfolgte
in der vorliegenden Arbeit die Bestimmung der Deaktivierungskinetik nicht in Gegenwart von
100 pM ACh, sondern mit 10 pM Iperoxo. Diese Konzentration induziert allerdings eine ca.
120%-ige Rezeptoraktivierung verglichen mit 100uM ACh (Abb. 46, Seite 72). Da sowohl
Tatropin/ Iperoxos @IS AUCH Twsa/ iperoxo CA. UM den Faktor 2 im Vergleich zu den t-Werten aus Maier-
Peuschel et al. [337] verlangsamt sind, ist eine interne Vergleichbarkeit der Messwerte
jedoch gegeben.

Weitere Maoglichkeiten die allosterischen Testliganden zu charakterisieren bestehen
beispielsweise in der Durchfilhrung von Radioligandenbindungsstudien mit dem Tritium-
markierten orthosterischen Antagonisten [*H] NMS, oder dem radioaktiven Alloster
[®*H] Dimethyl-W84. Der orthosterische Radioligand erméglicht die Detektion der allosterisch-
vermittelten Verzégerung oder Beschleunigung der [°*H] NMS-Dissoziationsrate [270]. Mit
[®*H] Dimethyl-W84 kénnen hingegen die Ki-Werte der verschiedenen allosterischen Liganden
in Verdrangungsexperimenten bestimmt werden [374]. Auch die Durchfiihrung funktioneller
Experimente ware denkbar. Hier kdnnte beispielsweise der Einfluss allosterischer Liganden
auf die Aktivierung des G;-Proteins, oder die Inhibition der cAMP-Bildung untersucht werden.

5.4 Ligandenselektive Beeinflussung der Konformation des
muskarinischen M, Acetylcholinrezeptors

Kenntnisse Uber die Induktion von ligandenselektiven Rezeptorkonformationen sind von
groBem Interesse fur die pharmazeutische Industrie. Sie kdnnen zu der Entwicklung starker
wirksamer und selektiver bindender Pharmaka beitragen, wodurch letztlich auch das Auftre-
ten von unerwinschten Arzneimittelwirkungen verhindert bzw. reduziert wird.

5.4.1 Einfluss orthosterischer Liganden

Zur Detektion von Anderungen der Rezeptorkonformation mittels FRET ist generell ein
Rezeptor-Sensor, in dem Donor- und Akzeptorfluorophor in unterschiedlichen Regionen des
Rezeptors eingebracht sind, ausreichend. Die Bindung eines Liganden beeinflusst die
Konformation des Rezeptors, wodurch sich die relative Position der beiden Fluorophore
zueinander verandert. Dies kann in FRET-Messungen als Anderung des Ratio erfasst
werden. Legt man die Abstandsabhangigkeit des FRET-Ereignisses zu Grunde, kann davon
ausgegangen werden, dass eine Abnahme des FRET-Ratio aus einer Entfernung der beiden
Fluorophore voneinander resultiert. Da bei einer Zunahme der Distanz zwischen Akzeptor
und Donor weniger Energie vom Donor- auf das Akzeptorfluorophor Gbertragen wird, nimmt
auch das FRET-Ratio ab.

Soll die ligandenselektive Anderung der Konformation eines Rezeptors untersucht werden,
sind mindestens zwei Sensoren desselben Rezeptors nétig [335, 375]. Der Vergleich der
FRET-Signale, die durch Testliganden an beiden Rezeptorsensoren hervorgerufen werden,
lasst Rickschlisse auf die selektive Beeinflussung der Rezeptorkonformation durch unter-
schiedliche Liganden zu. Werden beide Rezeptorsensoren durch alle Liganden im jeweils
gleichen Ausmaf beeinflusst, wird gemaf der theoretischen Uberlegungen (Kapitel 1.4.2.2)
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erwartet, dass bei der grafischen Gegenuberstellung der ligandenspezifischen FRET-Ant-
worten an den jeweiligen FRET-Sensoren alle Messpunkte auf der Winkelhalbierenden
zwischen x- und y-Achse liegen. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass in beiden
Sensoren die relative Distanzanderung der beiden Fluorophore zueinander ahnlich ist. Dies
gibt erste Hinweise darauf, dass in dem durch Akzeptor und Donor markierten Bereich des
Rezeptors keine ligandenselektive Anderung der Rezeptorkonformation auftritt.

Werden die Rezeptorsensoren durch verschiedene Liganden in unterschiedlichem Ausmalf3
beeinflusst, wird entsprechend der theoretischen Voriberlegungen beim grafischen Ver-
gleich der FRET-Signale, die von den jeweiligen Liganden an beiden Sensoren hervorge-
rufen werden, keine Orientierung der einzelnen Messwerte an der Winkelhalbierenden er-
wartet. Die Beobachtung ligandenselektiver Unterschiede der FRET-Signale an beiden
Rezeptorkonstrukten, deutet auf eine sensorspezifische Anderung der relativen Distanz zwi-
schen Donor- und Akzeptorfluorophor hin. Ist beispielsweise das Ausmald der FRET-Antwort
in Sensor A geringer als in Sensors B, so erlaubt dies die Annahmne, dass der Abstand
zwischen Donor und Akzeptor in Sensor B starker zunimmt, als in Sensor A. Diese Beob-
achtung liefert Hinweise auf eine ligandenselektive Beeinflussung der Rezeptorkonformation.

Bei der Generierung der Sensoren des M, AChR war zu beachten, dass Donor und/oder
Akzeptor in Rezeptorbereiche eingebracht werden missen, die wahrscheinlich einer ligand-
induzierten Bewegung unterliegen. Hinweise auf zur Fluoreszenzmarkierung geeignete
Regionen lieferte dabei die Untersuchung der Konformationsdnderung des Rhodopsin nach
Aktivierung zu Opsin [365].

Bereits in friheren Untersuchungen am M; AChR wurde gezeigt, dass mit Hilfe der FRET-
Technik ligandenselektive Anderungen der Rezeptorkonformation detektiert werden kénnen
[376]. Hier riefen die Partialagonisten Muskarin, Pilocarpin und 5-Methylfurmethiodid eine
Konformations&nderung hervor, die sich von der durch ACh induzierten unterscheidet. Ziel
dieser Arbeit war es nun, zu untersuchen, ob auch die Konformation des M, AChR durch ver-
schiedene orthosterische Liganden beeinflusst wird. Dazu wurden mit Hilfe der FRET-
Mikroskopie Agonisten, Partialagonisten und Antagonisten am M,i3-C- und M,i3-N Konstrukt
getestet. Die Konzentration der eingesetzten Liganden (100 uM) wurde dabei so gewabhlt,
dass eine sattigende Rezeptorbesetzung erreicht wurde (www.iuphar-db.org). Als
Referenzsubstanz diente der endogene Ligand ACh. Die durch eine Stimulation mit ACh
hervorgerufene Anderung des FRET-Ratio wurde an beiden Rezeptorsensoren als
100%-Wert festgelegt.

Die Stimulation der Rezeptorkonstrukte M,i3-C bzw. M,i3-N mit Agonisten und Partial-
agonisten fuhrte zu einer Abnahme der FIAsH-Fluoreszenz und reziprok zu einer Zunahme
der CFP-Fluoreszenz. Dies resultierte in einer Abnahme des FRET-Ratio (Abb. 59, Seite 85).
Nach Superfusion mit Antagonisten, bzw. inversen Agonisten konnte keine Anderung der
FRET-Signale detektiert werden.

Aus friheren Studien ist bekannt, dass Rezeptoren nach Antagonistenbindung nicht in eine
aktive Konformation uberfuhrt werden. Dies konnte am Beispiel des B; und B, AR gezeigt
werden, an denen Antagonisten durch ihre relativ groRe Struktur die zur Aktivierung des
Rezeptors notige Kontraktion der orthosterischen Bindetasche verhindern [83, 377]. Da viele
der Aminoséauren, die eine Agonistbindung mit nachfolgenden Anderungen der Rezeptorkon-
formation verlinken, in den GPCR der Klasse A hoch konserviert sind, geht man davon aus,
dass die Kontraktion der orthosterischen Bindetasche in allen Klasse A GPCR eine Vorraus-
setzung zur Annahme eine aktiven Rezeptorkonformation darstellt [378]. Entsprechend wird
eine derartige Konformationséanderung als Folge einer Agonistbindung auch fir den M, AChR
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postuliert. Untersuchungen der 3D-Struktur des M, AChR ergaben, dass der Antagonist QNB
bei einer Bindung an den M, AChR zwar Wechselwirkungen mit vielen Aminosauren eingeht,
die auch von Agonisten gebunden werden, eine Kontraktion der orthosterischen Bindetasche
des M, AChR wird aber wegen der GroRe des Liganden verhindert [6]. Der Ubergang des
Rezeptors von der inaktiven in die aktive, detektierbare Rezeptorkonformation ist demnach
nicht moglich.

Das fehlende Auftreten von FRET-Signalen nach Bindung von Antagonisten kann auch aus
dem Messaufbau resultieren. Eine Moglichkeit dies zu testen stellt beispielsweise die
Verwendung konstitutiv aktiver Mutanten des M, AChR dar. Auf diese Weise kdnnen inverse
Agonisten hinsichtlich ihrer Fahigkeit ligandenselektive Rezeptorkonformationen zu
induzieren untersucht werden [379]. Der Effekt von Antagonisten auf die Anderung der
Rezeptorkonformation konnte beispielsweise mit vorstimulierten Rezeptoren getestet
werden. Alternativ kdnnen auch Rezeptorsensoren des M, AChR, in die Akzeptor- und
Donorfluorophore an anderen Regionen eingebracht sind, zur Aufklarung beitragen. Disulfid-
Crosslinking Studien am M3 AChR geben dabei erste Anhaltspunkte, dass es nach Bindung
inverser Agonisten an den Rezeptor zu einer Anndherung zwischen Helix 8 im C-Terminus
und TM 1 kommt [355]. Die Fluoreszenzmarkierung der M, AChR Sensoren in IL 3 und am
C-Terminus erlaubt die Detektion einer solchen Bewegung mit den in dieser Arbeit
durchgefuhrten Experimenten wahrscheinlich nicht.

Der Vergleich der Amplitudenhthe der FRET-Signale (Abb. 61, Seite 87 und Abb. 62,
Seite 89), die durch die unterschiedlichen Testliganden hervorgerufen wurden, ermdglichte
eine Unterteilung der Liganden in drei Gruppen (Gruppe A-B):

Tab. 10: Unterteilung der orthosterischen Testligan den in drei Gruppen anhand der maximal
hervorgerufenen Rezeptoraktivierung.

Abhéngig von dem Ausmalf3, in dem die verschiedenen Liganden in FRET-Experimenten die M, AChR Sensoren
aktivierten, wurden sie in drei Gruppen (A-B) unterteilt. Die genauen Werte zur Rezeptoraktivierung kdnnen
Tabelle 6 (Seite 88) entnommen werden.

Gruppe A Gruppe B Gruppe C
Rezeptoraktivierung Rezeptoraktivierung Rezeptoraktivierung
= 80% < 80%, = 10% < 10%

ACh 5-Methylfurmethiodid Acetylthiocholin

Acetyl-B-methylcholin Arecaidin Atropin

Carbachol Arecolin Ipratropium

Iperoxo Carbamyl-B-methylcholin McN-A 343

Muscarin Oxotremorin Pirenzepin

OxotremorinM Pilocarpin Scopolamin
Telenzepin

Der Vergleich der maximalen Rezeptoraktivierung, die durch die verschiedenen Liganden an
den beiden Rezeptorsensoren erreicht wurde, zeigt, dass die einzelnen Messwerte nur
gering von der Winkelhalbierenden zwischen x- und y-Achse abweichen (Abb. 62, Seite 89).
Es kann somit geschlussfolgert werden, dass die relative Distanzanderung zwischen Donor
und Akzeptor abhangig vom eingesetzten Liganden in beiden Sensoren jeweils vergleichbar
ist.
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Partialagonisten (Gruppe B) induzierten am M, AChR eine geringere Anderung des
FRET-Signals, als der endogene Ligand ACh. Die FRET-Signale zeigten allerdings an
beiden Rezeptorsensoren ligandenabhangig die gleiche Intensitat. Dies erlaubt die
Hypothese, dass die Liganden der Gruppe B die Konformation des M, AChR in geringerem
Ausmald anderten, als ACh.

Basierend auf dem Zwei-Stadien Modell liegen GPCR nur in zwei unterschiedlichen Konfor-
mationen vor (aktiv und inaktiv). Demnach ist es mdglich, dass die Partialagonisten der
Gruppe B anders als ACh, nur einen Teil der Rezeptoren in eine aktive Konformation
Uberfuhren. Dies spiegelt sich in einer geringeren Intensitat der FRET-Signale wieder.
Entsprechend neueren Erkenntnissen geht man mittlerweile jedoch davon aus, dass GPCR
in mehreren verschiedenen Konformationen vorliegen kdénnen. Diese Vermutung wird von
Untersuchungen von Swaminath et al. [217] gestltzt. Diese zeigten, dass die Konformations-
anderung des B, AR von der Art des verwendeten Liganden abhéngig ist. Wéahrend
Agonisten den B, AR in eine vollaktive Konformation Uberfihren, kénnen Partialagonisten
lediglich Intermediarstadien einer vollaktiven Rezeptorkonformation induzieren. Auch am
B1 AR konnten Belege fiir die Existenz unterschiedlicher Rezeptorkonformationen gefunden
werden. So zeigte die Untersuchung der 3D-Strukturen des B; AR gebunden an Agonisten,
Antagonisten und Partialagonisten, dass Partialagonisten im Vergleich zu Agonisten weniger
Wechselwirkungen mit dem Rezeptor eingehen und deshalb nicht die vollaktive Rezeptor-
konformation, sondern lediglich Zwischenstadien hervorrufen [377]. Selbiges konnte auch
anhand der Kristallstruktur des A,,» Adenosinrezeptors nachgewiesen werden. Hier indu-
zieren die Liganden Adenosin und NECA ebenfalls nur ein Zwischenstadium zwischen einer
inaktiven und einer vollaktiven Rezeptorkonformation [380]. Ubertragen auf die in der
vorliegenden Studie gemessenen Daten bedeutet das, dass die Liganden der Gruppe B
keinen der Rezeptoren in eine vollaktive Konformation tberfihren, sondern lediglich eine
teilaktive Rezeptorkonformation induzieren, durch die in FRET-Messungen geringere Signale
hervorgerufen werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Versuche ermoglichen keine zweifelsfreie
Unterscheidung zwischen beiden Erklarungsansatzen (z.T. vollaktiviert, z.T inaktiv vs. Inter-
mediarstadien). Da allerdings zunehmend Belege flr die Existenz von Intermediarstadien in
verschiedenen GPCR erbracht werden, ist es wahrscheinlich, dass Partialagonisten auch im
M, AChR Zwischenstadien einer vollaktiven Rezeptorkonformation hervorrufen. Ergdnzende
Untersuchungen beispielsweise der Kristallstruktur des M, AChR gebunden an unterschied-
liche Liganden, oder mittels Disulfid-Crosslinking kénnten zu einer vollstandigen Aufklarung
dieser Fragestellung beitragen.

Nachdem die Stimulation mit Liganden der Gruppe C in FRET-Messungen nur zu einer
auRerst geringen bzw. zu keiner Anderung des FRET-Ratio fiihrte, kann in der vorliegenden
Arbeit keine verlassliche Aussage Uber die Induktion einer ligandenselektiven Rezeptor-
konformation gemacht werden. Aus Studien am M, AChR, B; und B, AR lasst sich vermuten,
dass durch die Bindung von Antagonisten der Ubergang des Rezeptors von einer inaktiven
in eine aktive Konformation wegen der sperrigen Struktur der Liganden nicht mehr mdglich
ist. Es ist somit denkbar, dass tatsachlich keine messbare Anderung der Rezeptorkon-
formation beobachtet werden kann.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass mit den ange-
wandten Methoden kein Beleg fur die Induktion einer ligandenselektive Konformations-
anderung des M, AChR mit den getesteten orthosterischen Liganden gefunden wurde.
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5.4.2 Beeinflussung der Rezeptorkonformation durch allosterische
Liganden

Bei der Entwicklung allosterisch modulierender Pharmaka konnten bereits einige Erfolge
erzielt werden. Das Ziel einer pharmakologischen Therapie mit allosterischen Modulatoren
besteht darin, eine héhere Rezeptorsubtypen-Selektivitdt zu erreichen. Dariiber hinaus wird
durch die Anwendung von allosterischen Liganden die zirkadiane Rhythmik physiologischer
Systeme nicht beeinflusst. Nachdem allosterische Modulatoren nur in Anwesenheit des
endogenen Liganden ihre Wirkung entfalten, bleibt die Gefahr von Uberdosierungen und
damit verbundenen Nebenwirkungen aus.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob allosterische Liganden des M, AChR die Konformation
des Rezeptors unterschiedlich beeinflussen. Dazu wurden in FRET-Experimenten die
Rezeptorsensoren M,i3-C und M,i3-N mit einer Kombinationslésung aus 10 pM Iperoxo und
allosterischen Liganden in séttigender Konzentration stimuliert.

Der Vergleich der FRET-Signale, die durch die unterschiedlichen allosterischen Liganden an
den Konstrukten M,i3-C und M,i3-N hervorgerufen wurden (Abb. 63, Seite 90) zeigte, dass
die allosterischen Substanzen JK 337, Seminaph und EHW 477 in Kombination mit Iperoxo
beide Konstrukte in unterschiedlichem Ausmal3 beeinflussen. Eine Perfusion der Zellen mit
JK 337 und Seminaph rief an M,i3-N eine geringere Inhibition des durch Iperoxo induzierten
FRET-Signals hervor, als am M,i3-C Sensor. Dies ist gleichbedeutend mit einer starkeren
Bewegung von IL 3 unterhalb von TM 6, als TM5. EHW 477 erzeugte eine starkere
Signaldnderung am M,i3-N, als am M,i3-C Sensor. Folglich zeigte TM 5 eine intensivere
Bewegung, als TM 6. Die ubrigen allosterischen Testliganden induzierten an beiden
M, AChR Konstrukten vergleichbare Signalintensitaten.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten Daten zeigen, dass in lebenden Zellen
mit verschiedenen allosterischen Modulatoren ligandenselektive Konformationsdnderungen
des M, AChR existieren. Da bereits in Studien am 8, AR lediglich ein geringer Beitrag des
C-Terminus zu der Anderung der Rezeptorkonformation nach Stimulation [309] beobachtet
werden konnte und auch die Untersuchungen am o, AR nur geringe Bewegungen im
C-Terminus nach Ligandenbindung vermuten [335] lassen, ist es vorstellbar, dass auch im
M, AChR nur eine geringe Anderung der Konformation des C-Terminus auftritt und somit der
Hauptanteil der ligandenselektiven Konformationsdnderung aus Bewegungen von TM 5,
TM 6 und IL 3 resultiert. Dafur spricht auch, dass der C-Terminus des M, AChR mit 23
Aminosauren eine ahnliche GroéRe aufweist, wie der des a, AR (20 Aminosauren) [341].
Wahrend im Falle von EHW 477 hauptsachlich der N-terminale Bereich von IL 3 einer
Konformationsanderung unterliegt, rufen JK 337 und Seminaph primér in der C-terminalen
Region von IL 3 eine Anderung der Rezeptorkonformation hervor (Abb. 63, Seite 90).

5.4.3 Einfluss ausgewahlter dualsterischer Liganden

Neben der ligandenselektiven Konformationséanderung des M, AChR mit orthosterischen und
allosterischen Liganden wurde auch der Einfluss der dualsterischen Liganden Hybrid 1 und 2
(H 1, H 2) auf die M, AChR Konformation untersucht.

Fur H 2 konnte bereits gezeigt werden, dass die Kombination der allosterischen und ortho-
sterischen Bausteine (Seminaph + Iperoxo) eine ligandenselektive Konformationséanderung
induziert (Kapitel 5.4.2). Die fur die Bausteine von H1 (JK 289 + Iperoxo) gemessenen
Daten lielRen eine derartige Schlussfolgerung nicht zu. Eine Mdglichkeit besteht eventuell
darin, dass auch die Linkerkette, mit der JK 289 und Iperoxo in H 1 miteinander verknipft
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sind, die Konformation des M,AChR beeinflusst. Moglich ware auch, dass in den
vorangehenden Experimenten mit einer Kombinationslésung von Iperoxo und JK 289 nicht
alle M, AChR beide Liganden gleichzeitig gebunden hatten. Diese Hypothesen wurden in
FRET-Messungen mit den dualsterischen Liganden H 1 und H 2 untersucht. H 1 rief nur eine
auBerst geringe Anderung des FRET-Signals hervor (M.i3-N: 3,2 + 1,4%, M,i3-C:
6,9 + 2,7%). Nachdem H1 an beiden Sensoren des M,AChR vergleichbare FRET-Signale
induzierte kann auch hier die Existenz einer ligandenselektiven Konformationsanderung des
M, AChR ausgeschlossen werden. Die Linkerkette scheint somit keinen malf3geblichen
Einfluss auf die Anderung der Rezeptorkonformation zu haben. H 2 zeigte an keinem der
beiden Rezeptorsensoren ein messbhares FRET-Signal. Aus diesem Grund kann fir H 2 die
Fragestellung nach der Induktion einer ligandenselektiven Konformationsanderung nicht ab-
schlieend beantwortet werden.

Dualsterische Liganden kdnnen prinzipiell in verschiedenen Orientierungen binden. So kann
sowohl eine rein allosterische, als auch eine dualsterische Bindung auftreten (Kapitel 1.3.6).
Das fehlende Auftreten der FRET-Signale kdnnte folglich damit erklart werden, dass die
Hybridsubstanzen nur die allosterische Bindestelle besetzen und somit keine Rezeptor-
aktivierung induzieren. Allerdings wurde am Beispiel von H 2 bereits gezeigt, dass die
Hybridsubstanzen eine dualsterische Bindung des M, AChR bevorzugen [270].

5.5 Untersuchung der funktionellen Selektivitat und
nachgeschalteter Signalwege

Sowohl Studien am (AR, als auch am p-Opioidrezeptor zeigen einen direkten
Zusammenhang zwischen der Induktion einer ligandenselektiven Rezeptorkonformation und
der selektiven Aktivierung einzelner nachgeschalteter Signalwege [217, 381]. Dieses Phéano-
men wird als funktionelle Selektivitdt bezeichnet. Untersuchungen an verschiedenen
Subtypen der mAChR geben erste Hinweise auf die Existenz einer funktionellen Selektivitat
in dieser GPCR-Untergruppe. So wurde in Studien am M; AChR gezeigt, dass verschiedene
Antagonisten einen ligand-bias bezlglich der G-Protein Kopplung aufweisen [382]. Unter-
suchungen am M, AChR deuten auch hier auf die Existenz einer funktionellen Selektivitat
hin. Dies konnte in Mutationsexperimenten mit orthosterischen und bitopischen Liganden
gezeigt werden [280]. Auch die dualsterischen Liganden H 1 und H 2 weisen funktionelle
Selektivitat bezlglich der G-Protein Kopplung auf [270, 383]. Bisher konnte allerdings keine
Korrelation zwischen der bevorzugten Aktivierung verschiedener Signalwege und der
Existenz einer ligandenselektiven Konformationsanderung der mAChR hergestellt werden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die allosterischen Liganden, die eine
selektive Anderung der Rezeptorkonformation des M, AChR hervorrufen, verschiedene
Signalwege bevorzugt modulieren. Darliber hinaus sollte gezeigt werden, ob ein Zusammen-
hang zwischen der maximalen Wirkstarke der orthosterischen Liganden und deren Effekt auf
nachgeschaltete Signalwege hergestellt werden konnte.

5.5.1 Einfluss orthosterischer Liganden auf die B-Arrestin2 Translokation

Die orthosterischen Liganden wurden dahingehend untersucht, ob zwischen ihrer Effizienz,
den M, AChR zu aktivieren und dem Ausmal, in dem sie eine Translokation von B-Arrestin2
zur Zellmembran induzieren, eine Korrellation besteht.

Ein Vergleich zwischen der maximalen Rezeptoraktivierung (Abb. 62, Seite 89) und dem
Effekt der orthosterischen Liganden auf die Sequestrierung von [B-Arrestin2 (Abb. 65A,
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Seite 93) ergab einen direkten Zusammenhang zwischen Rezeptoraktivierung und
B-Arrestin2 Translokation (Abb. 65, Seite 93). Die Unterteilung die orthosterischen Liganden
anhand der maximal induzierten Rezeptorstimulation in drei Gruppen (Tab. 10, Seite 116)
kann nahezu unverandert auf die Translokation von (-Arrestin2 Ubertragen werden. Die
Liganden der Gruppe A translozierten p-Arrestin2 zu = 35% verglichen mit dem Anfangswert,
wahrend Liganden der Gruppe B eine Translokation von ca. 12-35% hervorriefen. Fir die
Liganden der Gruppe C war nur eine auf3erst geringe B-Arrestin2 Translokation detektierbar.
Lediglich fir 5-Methylfurmethiodid konnte keine Korrelation zwischen der maximalen
Rezeptoraktivierung und dem Ausmafl} an B-Arrestin2 Translokation hergestellt werden.
Obwohl 5-Methylfurmethiodid in FRET-Messungen eine 50-60%-ige Rezeptoraktivierung
induzierte, konnte lediglich eine sehr geringe Rekrutierung von [-Arrestin2 an die
Zellmembran beobachtet werden (Tab. 11).

100 msa ; ) Abb. 83: Translokation von B-Arrestin2
ELETT ifﬂé”iiﬁé“ﬂ”gﬁﬂ nach Stimulation des M >CFP mit 100 pM
1 - 5-Methylfurmethiodid.
80 Die Translokation des B-Arrestin2YFP zur
m  5-Methylfurmethiodid Zellmembran nach Aktivierung von M,CFP
mit  5-Methylfurmethiodid, gemessen als
Abnahme der YFP-Fluoreszenz im Zytosol,
wurde zeitabhangig gemittelt und als
40 4 Zeitverlauf aufgetragen (n = 11). 5-Methyl-
furmethiodid induzierte  eine geringe
B-Arrestin2 Translokation.

60

20 4

cytosolic fluorescence [% of control]

TIME [min]

Da 5-Methylfurmethiodid im Vergleich zu ACh zwar eine ca. halbmaximale Rezeptor-
aktivierung, aber nur <10% Translokation von B-Arrestin2 hervorrufen konnte, besteht die
Mdglichkeit, dass mit dieser Substanz andere Signalwege als die B-Arrestin2-vermittelten
bevorzugt aktiviert werden.

Anhand der Ergebnisse aus den Untersuchungen der Translokation von [3-Arrestin2 kann
eine erneute Einteilung der orthosterischen Testliganden in drei Gruppen (1-3) vorgenom-
men werden.
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Tab. 11: Einteilung der orthosterischen Liganden in

B-Arrestin2 Translokation.

Anhand der Absolutwerte der B-Arrestin2 Translokation wurden die orthosterischen Liganden in drei Gruppen

(1-3) eingeteilt.

drei Gruppen gemal des absoluten Ausmalies an

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Translokation: Translokation: Translokation:

= 35% 35-10% < 10%

ACh Arecaidin 5-Methylfurmethiodid

Acetyl-B-methylcholin Arecolin Acetylthiocholin

Carbachol Carbamyl-B-methylcholin [ Atropin

Iperoxo Oxotremorin Ipratropium

Muscarin McN-A 343

OxotremorinM Pilocarpin
Pirenzepin
Scopolamin
Telenzepin

Da alle orthosterischen Testliganden, verglichen mit dem endogenen Ligand ACh, die
gleiche Konformationsédnderung des M, AChR hervorriefen, konnte im Rahmen dieser Arbeit
kein Zusammenhang zwischen einer ligandenselektiven Anderung der Rezeptorkonformation
und einer bevorzugen Modulation bestimmter Signalwege hergestellt und somit keine
Aussage Uber eine eventuelle funktionelle Selektivitat gemacht werden. Es gilt jedoch
festzuhalten, dass -abgesehen von 5-Methylfurmethiodid- zwischen der maximalen
Rezeptoraktivierung, die von den jeweiligen orthosterischen Testliganden induziert wurde,
und dem Ausmalf an B-Arrestin2 Translokation eine direkte Korrelation besteht.

5.5.2 Einfluss allosterischer Liganden auf die G-Protein Aktivierung und
B-Arrestin2 Translokation

Die funktionelle Selektivitat der allosterischen Testliganden wurde mittels FRET-Messungen
untersucht. Es wurden dabei sowohl die Aktivierung des inhibitorischen G-Proteins, als auch
die Rekrutierung von pB-Arrestin2 zum M, AChR getestet.

Bei der Messung der G; Aktivierung wie auch der B-Arrestin2 Translokation konnte eine
Hemmung der durch einen orthosterischen Agonisten hervorgerufenen Effekte beobachtet
werden (Abb. 66, Seite 94 und Abb. 67, Seite 95). Dabei war das Ausmald der Inhibition
jeweils von dem eingesetzten Alloster abhangig. So konnte beispielsweise mit JK 289 eine
partielle Inhibition der Gj-Protein Aktivierung, aber kein Effekt auf die Translokation von
B-Arrestin2 detektiert werden. Dagegen hemmte JK 337 lediglich die B-Arrestin2 Rekru-
tierung, zeigte aber keinen Einfluss auf die Aktivierung des G;-Proteins.

Untersuchungen des Mz AChR ergaben, dass unterschiedliche Liganden in der Lage sind,
eine ligandenselektive Anderung der Rezeptorkonformation zu induzieren [376]. Weiterhin
zeigten Butcher et al. [384], dass die Stimulation des Mz AChR eine ligandenabhangige,
selektive Phosphorylierung des Rezeptors zur Folge hat. Sowohl die ligandenselektive
Konformationsé&nderung als auch die ligandenselektive Phosphorylierung eines Rezeptors
kénnen mit dem Auftreten einer funktionellen Selektivitat in Zusammenhang gebracht
werden [10, 385, 386]. Die Induktion einer selektiven Rezeptorkonformation des M, AChR
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durch JK 337, EHW 477 und Seminaph kénnte auch hier die Phosphorylierung des
Rezeptors in einem ligandenspezifischen Muster zur Folge haben und somit in einer
funktionellen Selektivitat resultieren. Eine ndhere Betrachtung der durch JK 337 hervorge-
rufenen Effekte auf die Rezeptoraktivierung und die Regulation nachgeschalteter Signalwege
zeigte, dass eine Stimulation mit einer Kombination von Iperoxo mit JK 337 eine starkere
Konformations&nderung im Bereich von TM 6 hervorruft als in der TM 5-Region. Zudem
konnte gezeigt werden, dass JK 337 lediglich die B-Arrestin2 Translokation beeinflusst,
wogegen es keine Auswirkung auf die Aktivierung des G;-Proteins hat. Diese Zusammen-
hange kdnnen auf mdgliche Korrelationen zwischen der Induktion einer ligandenselektiven
Rezeptorkonformation und der selektiven Beeinflussung nachgeschalteter Signalwege und
somit auf die Existenz einer funktionellen Selektivitdt am M, AChR mit ausgewahlten
Liganden hinweisen.

5.6 FRET-mikroskopische Untersuchung von mutierten
Sensoren des muskarinischen M, Acetylcholinrezeptors

5.6.1 Mutation der orthosterischen Bindestelle

Bereits bei der Erstellung der Konzentrations-Wirkungskurven von ACh und Iperoxo konnte
Iperoxo auf Grund seiner verglichen mit ACh niedrigeren ECsp-Werte und der starkeren
Rezeptoraktivierung als Superagonist identifiziert werden (Abb. 46, Seite 72). Eine Ursache
fur dieses Verhalten kdnnte darin liegen, dass Iperoxo starkere Wechselwirkungen mit dem
M, AChR eingeht als ACh oder Uber zusatzliche Bindestellen im Rezeptor verflgt. Dies
scheint wahrscheinlich, da Iperoxo Uber zwei positiv geladene Stickstofffunktionen verfiigt.
Es ware also moglich, dass durch die zweite positive Aminogruppe weitere polare
Interaktionen zwischen Ligand und Rezeptor ermdglicht werden.

Um die molekulare Grundlage der superagonistischen Eigenschaften von Iperoxo néher zu
untersuchen, wurde die fiir eine orthosterische Bindung essentielle Aminosaure Tyrosin'® im
M,i3-N- und M,i3-C Sensor zu Alanin mutiert. Diese Mutation resultiert in einer mehr als
zehnfachen Abschwachung der Wechselwirkung zwischen dem M, AChR und orthoste-
rischen Liganden [6]. Mit Hilfe konfokalmikroskopischer Untersuchungen konnte die Expres-
sion der mutierten Sensoren an der Zellmembran detektiert werden (Abb. 79, Seite 102). In
FRET-Experimenten konnte durch ACh in einer Konzentration von 10 mM nur ein auf3erst
geringes Signal hervorgerufen werden. Dagegen zeigte Iperoxo in einer Konzentration von
100 pM immer noch eine deutlich messbare Anderung des FRET-Ratio.

Da eine Mutation von Tyrosin*® zu Alanin die Bindung von ACh an den Rezeptor starker
beeinflusste als die des Iperoxo, ist es wahrscheinlich, dass Iperoxo, verglichen mit ACh,
Uber weitere Bindestellen im M, AChR verfligt oder, zwar an dieselben Aminosauren bindet
wie ACh, dort aber starkere Wechselwirkungen eingeht. Die Durchfiihrung weiterer FRET-
Experimente an M, Sensoren, in denen ber Tyrosin'® hinaus noch weitere Aminoséuren
der orthosterischen Bindestelle mutiert sind (z.B. Tryptophan'®®, Aspartat'®, Tyrosin*®,
Cystein*®, Tyrosin*®, Tyrosin’®, Tryptophan®, Threonin'®’, oder Threonin*°) [6, 87] kénnte
dazu beitragen, diese Vermutung zu unterstitzen.

5.6.2 Mutation der allosterischen Bindestelle

Um zu untersuchen, weshalb nach einer Aktivierung des M, AChR mit H1 und H 2 kaum
eine Anderung des FRET-Signals detektiert werden konnte, wurden unterschiedliche
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Anséatze verfolgt. Eine dualsterische Bindung von H 1 bzw. H 2 kénnte den Ubergang des
M, AChR von einer inaktiven Rezeptorkonformation in die aktive hemmen, da beide
Bausteine unterschiedliche Rezeptorkonformationen favorisieren. Um dies zu testen, wurden
Mutanten des M, AChR generiert, in denen die an der allosterischen Bindestelle beteiligten
Aminosauren Tyrosin'’" und Tryptophan®?® zu Alanin mutiert wurden. Durch die Mutation der
allosterischen Bindestelle wird die Bindung des allosterischen Hybridbausteins verhindert
und der Iperoxo-Anteil kann die aktive Rezeptorkonformation stabilisieren. Folglich wurde in
FRET-Experimenten mit den allosterisch mutierten Rezeptorsensoren eine messbare
Rezeptoraktivierung durch H 1 und H 2 erwartet.

In konfokalmikroskopischen Messungen zeigten M,i3-N Y177A und M,i3-C Y177A eine
deutliche Membranexpression, wahrend M,i3-C W422A hauptsachlich zytosolisch exprimiert
wurde (Abb. 81, Seite 104). Eine Stimulation der Y177A-mutierten Rezeptorsensoren mit
ACh bzw. Iperoxo rief FRET-Signale vergleichbarer Intensitat wie am M,i3-N- und
M,i3-C Sensor hervor. Auch Naph-7-lIper, Naph-8-Iper und H 1 zeigten am M,i3-N Y177A-
bzw. M,i3-C Y177A Konstrukt ahnliche Effekte, verglichen mit dem M,i3-N- und M,i3-C
Rezeptor. Eine Stimulation der mutierten Rezeptorkonstrukte mit H 2 fuhrte zu keiner
messbaren Anderung des FRET-Signals (Abb. 82, Seite 105). FRET-Experimente mit den
M, Sensoren, in denen Tryptophan®* zu Alanin mutiert wurde, zeigten lediglich ein sehr
geringes FRET-Signal nach Rezeptoraktivierung mit ACh oder Iperoxo. Auch durch die
Stimulation mit H1 und H 2 konnte in diesen Rezeptorkonstrukten kein messbares FRET-
Signal hervorgerufen werden. Dies kann allerdings mit der mangelnden Membranlokalisation
der verschiedenen Rezeptor-Sensoren erklart werden.

In den allosterisch mutierten Rezeptorsensoren des M, AChR ist eine dualsterische Bindung
beider Hybridanteile unwahrscheinlich. Nachdem in FRET-Messungen an den Sensoren
M,i3-N Y177A und M,i3-C Y177A die erwartete detektierbare Rezeptoraktivierung durch H 1
und H 2 dennoch ausblieb, kann eine dualsterische Bindung der Hybride als Ursache fir die
Stabilisierung der inaktiven Rezeptorkonformation ausgeschlossen werden.

5.7 FRET-mikroskopische Untersuchungen von Analoga der
Hybridsubstanzen

Wie bereits in Kapitel 1.3.6 dargestellt, kann die Rezeptorkonformation auch durch die
Linkerkette zwischen allosterischem und orthosterischem Baustein beeinflusst werden.

Um zu untersuchen, ob eine zu kurze Linkerkette die dualsterischen Liganden an der
allosterischen Bindestelle fixiert, wodurch eine orthosterische Rezeptoraktivierung und somit
die Induktion einer aktiven Rezeptorkonformation verhindert wird (Abb. 68, Seite 96), wurden
Derivate von H 1 und H 2 mit verlangerter Linkerkette getestet. In Iper-8-Phth wurde die
Kohlenstoffkette zwischen beiden Bausteinen von H1 um zwei C-Atome verlangert. In
Derivaten von H 2 wurde eine schrittweise Elongation der Linkerkette um ein (Naph-7-Iper)
bzw. zwei C-Atome (Naph-8-Iper) vorgenommen.

In anschlieRenden FRET-Experimenten mit diesen Hybrid-Analoga an M,i3-N zeigte sich,
dass die Verlangerung der Kohlenstoffkette in beiden Fallen zu einer Zunahme der
detektierbaren Rezeptoraktivitat fuhrte. Wahrend Iper-8-Phth den M, AChR zu 24,8 + 2,7%
im Vergleich mit ACh aktivierte, zeigte Naph-7-Iper eine agonistische Aktivitat von
21,7 + 2,3%. Naph-8-Iper rief eine 41,3 + 13,5%-ige Anderung des FRET-Signals verglichen
mit 100 uM ACh hervor.
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Am Beispiel von Naph-7-Iper und Naph-8-Iper wurde auch die Tendenz ersichtlich, dass die
schrittweise Verlangerung der Linkerkette in einem Zugewinn an Rezeptoraktivierbarkeit
resultiert.

Die FRET-Messungen mit Iper-8-Phth, Naph-7-lper und Naph-8-Iper lieferten somit einen
Anhaltspunkt dafiir, dass die Linkerkette in H 1 und H 2 nicht ausreichend lang war, um eine
gleichzeitige Bindung beider Bausteine an die jeweilige allosterische und orthosterische
Bindung zu ermdglichen und den M, AChR in eine aktive Konformation zu Uberfihren. Diese
Annahme kénnte durch ergdnzende Versuche wie beispielsweise die Kristallisation und
anschlielende Charakterisierung des M, AChR gebunden an dualsterische Liganden
unterstitzt werden.

Ein weiterer moglicher Erklarungsansatz fir die mangelnde Detektierbarkeit von H 1 und H 2
in FRET-Experimenten besteht darin, dass die orthosterische Bindestelle nach Rezeptor-
aktivierung durch eine raumliche Neuorientierung von Aminosauren im Bindekanal des
M, AChR zum extrazellularen Bereich hin abgetrennt wird (Abb. 73, Seite 99). Die Bindung
der Hybridsubstanzen beeintrachtigt diese rdumliche Umorientierung, da die Linkerketten
den durch die Transmembrandomé&nen gebildeten Kanal blockieren. Der Ubergang des
M, AChR in seine aktive Konformation wird somit gehemmt.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde Iperoxo-Hexamethonium (Abb. 74, Seite 99) durch
Entfernen des allosterischen Bausteins von H 1 bzw. H 2 synthetisiert. Die sechs C-Atome
lange Linkerkette, sowie die zweite, positiv geladene Stickstofffunktion blieben allerdings
erhalten. In FRET-mikroskopischen Konzentrations-Wirkungs-Experimenten an den
Sensoren M,i3-N und M,i3-C konnte mit sattigenden Konzentrationen der Testsubstanz eine
57,7 £ 4,6%-ige (M,i3-N) bzw. 63,6 + 7,8%-ige (M,i3-C) Aktivierung des M, AChR verglichen
mit 100 uM ACh erreicht werden (Abb. 75, Seite 100).

Dies erlaubt die Interpretation, dass sich der Bindekanal nach orthosterischer Aktivierung
tatsachlich schliel3t. Durch die Entfernung des allosterischen Bausteins existiert allerdings
die Option einer dualsterischen Bindung nicht mehr. Es ist deshalb mdglich, dass Iperoxo-
Hexamethonium eine partiell aktivierte Konformation des M, AChR induziert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fur die mangelnde Detektierbarkeit der Effekte von
H 1 und H 2 keine abschlieRende Erklarung gefunden werden konnte. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit lassen allerdings vermuten, dass die Ursache in einer zu kurzen
Linkerkette beziehungsweise in der Schliel3ung des Bindekanals besteht.
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6. Zusammenfassung/Summary

6.1 Zusammenfassung

Zahlreiche experimentelle Befunde lassen vermuten, dass G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(GPCR) nach ihrer Aktivierung einer ligandenselektiven Anderung der Rezeptorkonformation
unterliegen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es dieses Phanomen am Subtyp 2 der
muskarinischen Acetylcholinrezeptoren (M, AChR) zu untersuchen.

Muskarinische Acetylcholinrezeptoren (MAChR) konnen in funf Subtypen (M;-Ms)
unterschieden werden. Durch die Beteiligung der mAChR an zahlreichen physiologischen
Prozessen stellen sie wichtige Zielstrukturen pharmakologischer Therapien dar. Da die
orthosterische Ligandenbindestelle (= Bindestelle des endogenen Liganden) in allen flnf
Subtypen hoch konserviert ist, wird ihr pharmakologischer Nutzen derzeit allerdings durch
die unselektive Rezeptormodulation und dem damit verbundenen Auftreten unerwinschter
Arzneimittelwirkungen stark limitiert. Ein Ansatz zur Erzielung subtypselektiver Effekte
besteht in der Verwendung allosterischer Modulatoren. Da die allosterische Bindestelle der
MAChR eine geringere Sequenzhomologie aufweist, kdnnen so gezielt einzelne Subtypen
der mAChR reguliert werden. Der M, AChR stellt hinsichtlich allosterischer Modulation ein
gut charakterisiertes Modellsystem dar. Fir ihn wurde bereits eine Vielzahl allosterischer
Liganden entwickelt. Auch bitopische Liganden, die sowohl einen allosterischen als auch
einen orthosterischen Anteil enthalten, wurden fiir den M, AChR bereits beschrieben.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene FRET-Sensoren des M, AChR
generiert und charakterisiert. Als FRET-Paar wurden das cyan fluoreszierende Protein (CFP)
und der niedermolekulare fluorescein-basierte Fluorophor FIAsH (fluorescein arsenical
hairpin binder) gewahlt. CFP wurde in den Sensoren am Ende des C-Terminus angefligt. Die
zur Markierung mit FIAsH nétige Tetracysteinsequenz wurde in verschiedenen Bereichen der
dritten intrazellularen Rezeptorschleife (IL) eingebracht. Die auf diese Weise erstellten Re-
zeptorsensoren trugen das Tetracysteinmotiv in der N-terminalen (M,i3-N) bzw. in der
C-terminalen Region (M.i3-C) von IL 3. Die Charakterisierung der Rezeptorsensoren
bezlglich Ligandenbindung, G;-Protein Aktivierung und B-Arrestin2 Translokation ergab
keine signifikanten Unterschiede zwischen M,i3-N, M,i3-C und M,CFP oder Wildtyp
M, AChR. Zunachst wurden sowohl! unterschiedliche orthosterische, als auch allosterische
Liganden hinsichtlich ihrer mittleren effektiven Konzentration und ihrer maximalen Wirkstarke
an den Rezeptorsensoren untersucht. Mit Hilfe von FRET-Messungen konnte ein superago-
nistisches Verhalten des orthosterischen Testliganden Iperoxo gezeigt werden. Die
Eigenschaften der allosterischen Substanzen wurden durch Messung der Rezeptordeakti-
vierungskinetik und des maximalen Hemmeffekts auf einen vorstimulierten Rezeptor
charakterisiert. Alle allosterischen Liganden deaktivierten den vorstimulierten M, AChR mit
einer schnelleren Kinetik als Atropin. Die ECsy-Werte der unterschiedlichen Substanzen
waren unabhangig von der Markierungsposition im verwendeten Rezeptorsensor vergleich-
bar. Ausnahmen bildeten die allosterischen Liganden JK 289, JK 338, ¥2 W84 und EHW 477,
die liganden- und sensorabhangig unterschiedliche mittlere effektive Konzentrationen aufwie-
sen.

Bei der Untersuchung der Konformationsanderung des M, AChR konnte kein liganden-
selektiver Unterschied zwischen den FRET-Signalen fir 19 getestete orthosterische
Liganden beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass alle orthosterischen Testliganden
eine dem Acetylcholin (ACh) vergleichbare Anderung der M, AChR Konformation induzier-
ten. Um zu untersuchen, ob fur die orthosterischen Testliganden eine Korrelation zwischen

125



Zusammenfassung/Summary

ihrer maximalen Wirkstarke hinsichtlich Rezeptoraktivierung in FRET-Experimenten und der
Aktivierung nachgeschalteter Signalwege besteht, wurde die orthosterisch-vermittelte
Translokation von B-Arrestin2 mit Hilfe der Konfokalmikroskopie bestimmt. Bis auf 5-Methyl-
furmethiodid translozierten alle orthosterischen Liganden B-Arrestin2 in einem Ausmal}, das
mit der maximalen Rezeptoraktivierung vergleichbar war. Dagegen rief 5-Methylfurmethiodid
verglichen mit dem endogenen Liganden ACh zwar eine ca. halbmaximale Rezeptorakti-
vierung, aber nur eine aul3erst geringe B-Arrestin2 Translokation hervor.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss verschiedener Allostere auf eine
ligandenselektive Konformationsanderung des M, AChR untersucht. Die allosterischen
Liganden JK 337 und Seminaph beeinflussten den M,i3-C Sensor signifikant starker, als das
M,i3-N Konstrukt. Dagegen zeigte EHW 477 eine starkere Beeinflussung der Rezeptorkon-
formation des M,i3-N-, als des M,i3-C Sensors. Dies erlaubt die Vermutung, dass JK 337
und Seminaph eine starkere Bewegung unterhalb von Transmembrandoméane (TM) 6, als
unterhalb von TM 5 hervorriefen. Die Ergebnisse fur EHW 477 legen nahe, dass TM 5 eine
grolRere Bewegung eingeht, als TM 6. FRET-basierte Untersuchungen der Einflisse der
allosterischen Testliganden auf nachgeschaltete Signalwege ergaben, dass sowohl die Akti-
vierung des G; Proteins, als auch die B-Arrestin2 Translokation selektiv durch einzelne
allosterische Liganden beeinflusst werden. Auch ein Zusammenhang zwischen Rezeptor-
aktivierung und der Regulation nachgeschalteter Sighalwege war erkennbar. Allerdings
waren auf Grund der Versuchsbedingungen keine quantitativen Aussagen maglich.

Im Folgenden wurden die bitopischen Liganden Hybrid 1 und 2 (H 1, H 2) hinsichtlich ihres
Effekts auf die Konformationsédnderung des M, AChR untersucht. Wahrend eine Stimulation
mit H 1 vergleichbare FRET-Signale an beiden Sensoren ergab, konnte mit H 2 weder am
M,i3-N-, noch an M.,i3-C Sensor eine FRET-Anderung detektiert werden. Um den mangeln-
den Effekt der Hybridsubstanzen in FRET-mikroskopischen Untersuchungen aufzuklaren,
wurden verschiedene Ansatze gewabhilt:

Mit kettenverlangerten Derivaten der Hybridsubstanzen konnte in FRET-Messungen eine
Anderung des FRET-Signals detektiert werden. Die Entfernung des allosterischen Bausteins
fuhrte in FRET-Experimenten zu einer verglichen mit dem endogenen Liganden ACh etwa
halbmaximalen Aktivierung beider Sensoren. Dagegen resultierte die Mutation der alloste-
rischen Bindestelle in nachfolgenden FRET-Untersuchungen mit H1 und H 2 in keiner
Signaldnderung des FRET-Ratio. Diese Beobachtungen fuhrten zu der Annahme, dass die
Linkerkette, die orthosterischen und allosterischen Baustein der Hybride miteinander
verbindet, zu kurz war um eine gleichzeitige Bindung an die allosterische und orthosterische
Bindestelle zu erméglichen. Ein anderer Erklarungsansatz besteht darin, dass nach Bindung
des Orthosters der Kanal zwischen orthosterischer und allosterischer Bindestelle durch die
Konformationsénderung des Rezeptors verschlossen wird, weshalb keine dauerhafte,
dualsterische Bindung der Hybridsubstanzen an den M, AChR mdglich ist.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es gelungen mittels FRET-Experimenten die Existenz
einer ligandenselektiven Rezeptorkonformation des M, AChR mit allosterischen Liganden
nachzuweisen. Darlber hinaus konnte auch ein Bezug zum Auftreten einer funktionellen
Selektivitat mit allosterischen Liganden hergestellt werden. Die Untersuchung von 19
orthosterischen Liganden hinsichtlich ihres Einflusses auf die Rezeptorkonformation des
M, AChR ergab keinen Hinweis auf eine ligandenselektive Konformationsénderung. Die
Betrachtung der orthosterisch-vermittelten Translokation von B-Arrestin2 zeigte, dass
zwischen der Effizienz der orthosterischen Testliganden, den M, AChR zu aktivieren und
dem Ausmal3, in dem sie eine 3 Arrestin2 Translokation induzierten eine direkte Korrelation
besteht. Lediglich 5-Methylfurmethiodid rief eine ungleich geringere B-Arrestin2 Translokation
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hervor, verglichen mit dem Ausmal an Rezeptoraktivierung. Diese Beobachtung deutet auf
die Existenz eines signaling-bias fur diesen Liganden hin. Die Untersuchung der
dualsterischen Liganden H 1 und 2 bezlglich ihrer Fahigkeit zur Rezeptoraktivierung ergab,
dass erst durch eine Verlangerung der Linkerkette, durch die orthosterischer und alloste-
rischer Baustein miteinander verbunden sind eine Konformationsdnderung des M, AChR hin
zu einer aktiven Konformation erreicht werden kann. Es kann somit angenommen werden,
dass in den urspringlichen Hybridsubstanzen H 1 und H 2 eine zu kurze Linkerkette, durch
die keine dualsterische Bindung der Hybride an die allosterische und orthosterische
Bindestelle mdglich ist, urséchlich fur die mangelnde Rezeptoraktivierung des M, AChR war.

6.2 Summary

A large body of experimental evidence suggests that upon receptor activation G-protein
coupled receptors are subject to ligandspecific changes of receptor conformation. The aim of
this study was to investigate this phenomenon using the muscarinic M, acetylcholine receptor
(M2 AChR).

Muscarinic acetylcholine receptors (mMAChR) can be subdivided into five different subtypes
(M-Ms). Their involvement in various physiological processes makes them an important
target of pharma-cological therapies. With the orthosteric binding site (= binding site of the
endogenous ligand) being highly conserved across all five mAChR subtypes, the unselective
receptor modulation can lead to severe side effects. Thus the clinical use of drugs
modulating muscarinic receptors is currently limited. Allosteric modulation is one attempt to
achieve subtype-selective receptor regulation. Since the allosteric binding site of mMAChR is
less well conserved, it is possible to selectively target one mAChR subtype. As far as
allosteric modulation is concerned, the M, AChR represents a well characterized model with
a large number of allosteric modulators being available. For the M, AChR bitopic ligands
which contain an allosteric as well as an orthosteric binding block have been developed as
well.

In the first part of this study several FRET-sensors of the M, AChR were designed and
characterized. The cyan fluorescent protein (CFP) was fused to the C-terminus of both
sensors while the FIAsH (fluorescein arsenical hairpin binder) binding site was inserted into
the N-terminal (M,i3-N) or the C-terminal (M.i3-C) region of the third interacellular loop (IL).
The receptor sensors were characterized concerning ligand affinity, activation of the G;
protein and B-arrestin2 translocation and did not display any significant differences compared
to the wildtype M, or the M, CFP receptor. Various orthosteric as well as allosteric ligands
were investigated regarding their affinity and efficacy at both sensors. Using FRET-
measurements iperoxo was proven to behave as a superagonist. The characteristics of the
allosteric ligands were investigated by measuring the receptor deactivation kinetics and their
maximum inhibitory effect on a pre-stimulated receptor. All allosteric test substances
displayed faster deactivation kinetics compared to the antagonist atropine and similar ECsg
values at both receptor sensors.

When investigating the change of receptor conformation of the M, AChR upon ligand binding
there were no ligand selective differences in the FRET-signal detected for either of the 19
orthosteric ligands at both M, sensors. This data suggest that all orthosteric ligands induced
a change in receptor conformation comparable to acetylcholine (ACh). In order to correlate
the efficacy of various orthosteric ligands to activate the M, AChR in FRET-experiments with
their effect on downstream signaling pathways, the translocation of B-arrestin2 upon receptor
activation with orthosteric ligands was investigated using confocal microscopy. Except for
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5-methylfurmethiodide all orthosteric ligands induced [-arrestin2 translocation to an extent
which was comparable to the maximal receptor activation observed with each other ligand,
respectively. In contrast 5-methylfurmethiodide evoked a half maximal receptor activation
compared to the endogenous ligand ACh while only a minimal translocation of B-arrestin2
was observed.

The second aim of this study was to investigate the effects of allosteric ligands on the
change of receptor conformation of the M, AChR. The allosteric ligands JK 337 and
seminaph more strongly influenced the M,i3-C than the M,i3-N, whilst EHW 477 behaved just
the opposite way. This data suggest that the orthosteric ligands induce a conformation of the
M, AChR comparable to ACh. JK 337 and seminaph seem to evoke a greater movement
underneath TM 6 compared to TM 5 whereas EHW 477 probably induces a larger movement
beneath TM 5. The allosteric ligands were tested via FRET-measurements concerning their
ability to activate the G; protein and to translocate 3-arrestin2. The activation of the G; protein
as well as the B-arrestin2 translocation were selectively influenced by all allosteric ligands.
However, due to the experimental setup, a quantification of the effects was not possible.
Furthermore the bitopic ligands hybrid 1 and 2 (H 1, H 2) were tested regarding their effect
on the receptor conformation of the M,AChR. While stimulation with H 1 induced
FRET-signals that were comparable for both receptor sensors, it wasn't possible to detect
any change in the FRET ratio neither of the M,i3-N nor of the M,i3-C with H 2. The lack of
effect of H1 and H 2 in the FRET-experiments was explored using two different approaches:
Derivatives of H1 and H 2, in which the carbon linker between the allosteric and the
orthosteric building block had been elongated, were able to induce changes in the
FRET-ratio. Upon the removal of the allosteric building block a half-maximal activation of
both receptor sensors could be detected. However, the mutation of the allosteric binding site
did not result in any change of the FRET-signals upon stimulation of the receptor mutants
with H 1 or H 2. These data suggest that the carbon linker, which connects the allosteric and
the orthosteric building block, is not long enough to enable a simultaneous binding to the
allosteric and the orthosteric binding site. Another explanation would be that upon binding of
an orthoster the channel between the orthosteric and the allosteric binding site of the
M, AChR is closed because of the change in receptor conformation, hence a stable, dual-
steric binding of the hybrid substances to the M, AChR would not be possible.

In the course of this study it was possible to prove the existence of a ligand selective
receptor conformation of the M, AChR with allosteric ligands using FRET-experiments. In
addition a connection was found to the occurrence of a functional selctivity with allosteric
ligands. The investigation of 19 orthosteric ligands regarding their influence on the receptor
conformation of the M, AChR did not reveal any evidence of the existence of a ligand
selective change of the receptor conformation. Regarding the translocation of B-arrestin2
induced by orthosteric ligands there was a direct correlation between the efficency of the
orthosteric ligands to activate the receptor and the extend of [B-arrestin2 translocation
observed. With the only exception being 5-methylfurmethiodide which induced far less
B-arrestin2 translocation compared to the magnitude of the conformational change of the
receptor. This data suggest the existence of a signaling bias for this ligand. The analysis of
the dualsteric ligands H 1 and H 2 concerning their ability to activate the M, AChR revealed
that an activation of the M, AChR could just be observed upon elongation of the linker which
connects the orthosteric with the allosteric building block. This suggests that the short linker
chain of the original hybrid substances inhibited a dualsteric binding to the orthosteric and
the allosteric binding site and thus caused the difficency of H 1 and H 2 to activate the
M, AChR.
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AR

[*H] NMS

ACh
Ala
AP-2
Asp
ATCM
ATSM
BFP
bp
BRET
BSA
C
ca*
CaCl,
CAMP
CCVs
cDNA
CFP
cGMP
CHO
C-Terminus
Da

DAG

Geschwindigkeitskonstante
Adrenorezeptor

Tritium markiertes N-Methylscopolamin
Angstrom

Acetylcholin

Alanin

Adapterprotein 2

Aspartat

allosterisches terndres Komplexmodell (allosteric ternary complex model)

allosterisches Zwei-Zustands Modell (allosteric two state model)

blau fluoreszierendes Protein (blue fluorescent protein)

Basenpaare

Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer

Bovines Serum Albumin

Cystein

zweiwertiges Kalziumion

Kalziumchlorid

zyklisches Adenosinmonophosphat (cyclic adenosine monophosphate)
Stachelsaumblaschen (clathrin-coated vesicles)

komplementare DNA (complementary DNA)

cyan fluoreszierendes Protein (cyan fluorescent protein)

zyklisches Guanosinmonophosphat (cyclic guanosine monophosphate)
Ovarzellen des chinesischen Hamsters (chinese Hamster Ovary)
Carboxyterminus

Dalton

Diacylglycerol
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DMEM
DMSO
dNTPs
DPBS
E. coli
ECso
eCFP
EDT
EDTA
eGFP
EL
ERK
EtOH
FKS/FCS
FIAsH
FLIM
FRET
G
GDP
GEF
GFP
Gi

GIRK-Kanale

Glu, E
GPCR
G-Protein
GRK

Gs

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxynukleotidtriphosphate

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Escherichia coli

effektive Konzentration

enhanced CFP

1,2-Ethandithiol

Ethylendiamintetraacetat

enhanced GFP

extrazellulare Rezeptorschleife (extracellular loop)
extracellular signal regulated kinase

Ethanol

fotales Kélberserum (fetal calf serum)

biarsenischer Fluorophor (fluorescein arsenical hairpin binder)
Fluoreszenz-Lebenszeit Mikroskopie (fluorescence lifetime microscopy)
Fluoreszenz/Forster-Resonanz-Energietransfer

Glycin

Guanosin-5-diphosphat

GTP-Austauschfaktor (GTP exchange factor)

grun fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein)
inhibitorisches G-Protein

G-Protein gekoppelte einwdrts gleichgerichtete Kaliumkanale (g-protein
coupled inward rectifying potassium channels)

Glutamat

G-Protein gekoppelte(r) Rezeptor(en) (g-protein coupled receptor)
GTP-bindendes Protein

G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase

stimulatorisches G-Protein

130



Abkirzungsverzeichnis

GTP

H2

H,O
HA-tag
HEK
HEPES
hu

ICs0

IL

IP3

Iper/ 1-oxo
Iso

kb

KCI

kDa
KH,PO,
KO
LB-Medium
Leu, L
Lys, K

M

M/IV

M; AChR
M, AChR
Ms; AChR

M4 AChR

Guanosin-5'-triphosphat

Histidin

Hybrid 1

Hybrid 2

Wasser

Hamagglutinin-Signalsequenz

humane embryonale Nierenzellen (human Embryonic Kidney)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
human

inhibitorische Konzentration

intrazellulare Rezeptorschleife (intracellular loop)
Inositol-1,4,5-triphosphat

Iperoxo

Isoleucin

Kilo-Basenpaare

Kaliumchlorid

Kilodalton

Kalium-Dihydrogenphosphat

Knock-out

Lysogeny Broth-Medium

Leucin

Lysin

Methionin

Masse pro Volumen

muskarinischer Acetylcholinrezeptor, Subtyp M;
muskarinischer Acetylcholinrezeptor, Subtyp M,
muskarinischer Acetylcholinrezeptor, Subtyp M

muskarinischer Acetylcholinrezeptor, Subtyp M,

131



Abkirzungsverzeichnis

Ms AChR
MAChR
MAPK
MgCl,
MWC-Modell
N
Na,HPO,
NAChR
NacCl
NAM
NaOH

NSF

N-Terminus
oD

P

PAM

PCR
PDEG6
PEG 3000
Phe, F
PKA

PKC

PLC

PLD

PTX

Qo
QNB

muskarinischer Acetylcholinrezeptor, Subtyp Ms
muskarinischer Acetylcholinrezeptor
Mitogen-activated Protein Kinase
Magnesiumchlorid

Monod-Wyman-Changeux Modell

Asparagin

Di-Natriumhydrogenphosphat

nikotinischer Acetylcholinrezeptor
Natriumchlorid

negativer allosterischer Modulator (negative allosteric modulator)
Natriumhydroxid

N-Ethylmaleimid-sensitives Fusionsprotein (N-Ethylmaleimide sensitive
fusion protein)

Aminoterminus

optische Dichte

Prolin

positiver allosterischer Modulator (positive allosteric modulator)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phosphodiesterase 6

Polyethylenglycol 3000

Phenylalanin

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phospholipase C

Phospholipase D

Pertussistoxin

Quantenausbeute des Donors

3-Quinuclidinylbenzilat

Arginin
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Ro
ReAsH
RFP
ROI
RT
SDS
Ser

Src

Tyrosinkinase

T
TAE-Puffer
TCM

Thr, W

TIRF
microscopy

™
TR-FRET
TRIS

Tyr, Y
VIV

Val

wt

YFP

ZNS

Forster-Radius

roter biarsenischer Fluorophor (red fluorescein arsenical hairpin binder)
rot fluoreszierendes Protein (red fluorescent protein)

region of interest

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat

Serin

sarcoma tyrosin kinase

Threonin

Tris-Acetat-EDTA Puffer

terndares Komplexmodell (ternary complex model)
Threonin

total internal refraction fluorescence microscopy

Transmembrandoméane

zeitauflésendes FRET (time resolved FRET)
2-Amino-2-(hydroxymetyl)-propan-1,2-diol

Tyrosin

Volumen pro Volumen

Valin

Wildtyp

gelb fluoreszierendes Protein (yellow fluorescent protein)

zentrales Nervensystem
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8. Anhang

8.1 Strukturformeln orthosterischer Liganden
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Erratum

Hiermit bestatigen wir, dass die Dissertation von Frau Julia Batz entsprechend der
Regularien der Graduate School of Life Science, Universitat Wurzburg bewertet und
angenommen wurde. Einer Korrektur der Dissertation wurde seitens des Promotioskomitees
zugestimmt.

Folgende Anderungen wurden vorgenommen:
Tabelle 7, Seite 90

Anderung der Einheit von uM in %, die verbesserte Tabelle lautet nun folgendermafen:

Tab. 7: Maximale Hemmeffekte der allosteren Modulatoren getestet am M:i3-N bzw. M,i3-C Sensor in
Gegenwart von Iperoxo. f

Den Konzentrations-Wirkungskurven der allosteren Modulatoren wurden die maximalen Inhibitionseffekte
(Messwert bei einer Rezeptorstimulation mit 10 uM Iperoxo kombiniert mit Alloster in sattigender Konzentration)
entnommen und selektiv fir den transfizierten Rezeptorsensor zusammengefasst (n = 15).

Iperoxo
allosterer Ligand | Nummer | M;i3-N [%] | M,i3-C [%]
JK 289 20 41+0,6 412+35
JK 337 21 21,1+32 | 425+6,1
JK 338 22 95+14 | 11,9149
% W84 23 19,1+84 | 81165
weg4 24 237x37 | 16,787
Seminaph 25 46,51 3,7 | 241158
EHW 477 26 15+1,8 264+42
JK 519 o0 21,5+27 | 199+6,6
Naphmethonium 28 245113 |194+114
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