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10 1 Einleitung

1.1 Muscarin-Rezeptoren

1.1.1 Einleitung

Der Begriff des Muscarin-Rezeptors geht auf die Definition von Sir Henry Dale
zurlck, nach der bereits 1914 zwei Arten von Acetylcholin-bindenden Rezepto-
ren unterschieden wurden. Muscarin-Rezeptoren werden demnach selektiv
durch Muscarin aktiviert und durch Atropin gehemmt. Nikotin-Rezeptoren
hingegen werden durch Nikotin aktiviert und durch Curare gehemmt. Aus heu-
tiger Sicht erscheint die Aktivierung beider Rezeptoren durch denselben Neuro-
transmitter Acetylcholin eine der wenigen Gemeinsamkeiten zwischen Mus-
carin- und Nikotin-Rezeptoren zu sein. Die Weiterleitung des durch Acetylcholin
Ubertragenen Reizes an den Synapsen erfolgt bei den beiden Rezeptortypen
nach unterschiedlichen Mechanismen: Nikotin-Rezeptoren verdndern als
transmembrandre lonenkandle ihre Durchlassigkeit fir Ca®*-, K*- oder Na*-
lonen. Muscarin-Rezeptoren gehéren dagegen zur groBen Familie der G-
Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Die Bindung eines GPCR an die o-
Untereinheit eines Guanin-Nucleotid-bindenden-Proteins (G-Protein), fuhrt zur
Abspaltung von Guanindiphosphat (GDP). AnschlieBend kann Guanin-
triphosphat (GTP) angelagert werden, und es erfolgt die Abspaltung der By-
Untereinheit. In diesem aktivierten Zustand kann das G-Protein nun weitere
Effekte vermitteln, bis die a-Untereinheit GTP zu GDP und Phosphat
hydrolysiert. Bei der Rickkehr zum inaktivierten Zustand bildet sich erneut das
Trimer aus den drei Untereinheiten (siehe Abbildung 1.1).

Man unterscheidet heute finf Subtypen des Muscarin-Rezeptors (M{—Ms), die
durch molekularbiologische Untersuchungen eindeutig identifiziert werden
konnten [1]-[4]. Durch das Exprimieren der Gene eines spezifischen Rezeptor-
Subtyps in Zellkulturen, wurden neue Erkenntnisse Uber die Funktionen der

einzelnen Muscarin-Rezeptoren gewonnen.



1.1 Muscarin-Rezeptoren 11

1Y -

<+— GPCR

GDP

GTPase
Aktivitat der

+
—>
o~Untereinheit
o > o +
@ @
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Dariber hinaus konnten mit Hilfe dieser Zellkulturen Verfahren zur Lokalisation
und pharmakologischen Unterscheidung einzelner Subtypen erprobt und
verbessert werden. Entsprechend wurde die friher gebrauchliche Nomenklatur
zur Unterscheidung von pharmakologisch definierten Subtypen als Mj-, Mz-,
Ms-, Ms- und Ms-Rezeptoren und Subtypen mit eindeutig genetischer Herkunft
als m1-;, m2-, m3-, m4- und m5-Rezeptoren vereinheitlicht. Da aufgrund des
heutigen Kenntnisstands eine eindeutige Zuordnung zwischen den beiden
Klassen méglich ist (m1 entspricht dabei My, m2 entspricht M> usw.) werden
nun in beiden Fallen die Subtypen als Mi, Mz, M3, Ms und Ms-Rezeptor
bezeichnet [5]. Tabelle 1.1 faBt einige Eigenschaften der einzelnen Subtypen

zusammen. Sie sollen in den folgenden Kapiteln néher erlautert werden.
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Tabelle 1.1: Eigenschaften von Muscarin-Rezeptoren. Abklrzungen siehe Text

Rezeptor — Subtypen

M1 M2 M3 IV|4 M5
Bevorzugtes | G¢/Gi1 Gi/G, Go/Gi Gi/G, Go/Gi1
G-Protein
Second PLC, IPs/DAG, |AC (-) PLC, IPs/DAG, |AC (-) PLC,IPs/DAG,
messenger | ca?*/PKc Ca®*/PKC Ca®*/PKC
Lokalisation |ZNS (Cortex, ZNS (Hirn- glatte Musku- ZNS (Vorderhirn, | ZNS (Sub-
Hippocampus), | stamm), Herz, latur, Drisen, Striatum) stantia nigra)
Drisen, Glatte Musku- | ZNS
Ganglien latur

Vermittelter
Effekt

Inhibierung von
lonenkanalen

(Ku-Typ)

Aktivierung von
K*-Kanalen (By-
Untereinheit),
Inhibierung von
Ca®*-Kandlen,
negativ inotrop ,
negativ chrono-
trop

Kontraktion der
glatten Musku-
latur, Driisen-
sekretion

Inhibierung von
Ca®*-Kanalen

1.1.2 Kopplung mit unterschiedlichen G-Proteinen

Aufgrund der bevorzugten Kopplung mit unterschiedlichen G-Proteinen lassen
sich die Muscarin-Rezeptor-Subtypen in zwei Gruppen einteilen. Die Subtypen
M, und M4 koppeln mit den a-Untereinheiten von G-Proteinen der Gi- und G-
Familie. Durch die Aktivierung des Rezeptors wird Adenylatcyclase (AC) inhi-
biert, und somit die Bildung des second messenger cyclo-Adenosinmonophos-
phat (CAMP) verringert. Die Hemmung der AC kann in Abhangigkeit von ihrer
vorliegenden Isoform Uber die o- oder By-Untereinheit des G-Proteins vermittelt
werden.

M;-, Ms- und Ms-Subtypen koppeln vor allem mit G-Proteinen der Gg/G11-

Familie. Hierbei fOhrt die Abspaltung der o-Untereinheit nach der Bindung
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eines Agonisten an den Rezeptor zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC),
die Phosphatidylinositol in die second messenger Inositoltriphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG) spaltet. IP3 induziert die Freisetzung von Calciumionen
aus dem endoplasmatischen Retikulum und DAG aktiviert die Proteinkinase C
(PKC). Neben der a-Einheit kann auch die abgespaltene By-Untereinheit des G-
Proteins die Phospholipase C stimulieren. Diesen Weg kénnen auch die M-
und My-Subtypen zur Spaltung von Phosphatidylinositol nutzen. Neben diesen
Hauptwegen der Reizweiterleitung wurden weitere Mdglichkeiten beschrieben.
Far den M4-Rezeptor konnte zum Beispiel gezeigt werden, daB3 die Kopplung
mit G-Proteinen der Gs-Klasse moglich ist, durch die die Bildung von cAMP
stimuliert wird [6].

Muscarin-Rezeptoren kdnnen so in Abhangigkeit von dem gebundenen G-
Protein bei unterschiedlichen Zelltypen eine Vielzahl weiterer Funktionen
modulieren. Auf zellularer Ebene beeinflussen sie unter anderem die Aktivitat
verschiedener lonenkanale (M+-Ms) [7], aktivieren die Phospholipase A2 und
Phospholipase D und stimulieren die NO-Synthetase (Mi, Ms, Ms) [8].
AuBerdem kénnen Mi- bzw. My-Rezeptoren das Wachstum und die Dif-
ferenzierung der Zellen durch Modulation der Raf-Kinase (M1, M) steuern [9].
Die physiologische Bedeutung dieser zumeist mit rekombinanten Rezeptoren
gewonnenen Ergebnisse ist bisher noch nicht vollstandig geklart.

1.1.3 Pharmakologische Untersuchungen

Pharmakologische Untersuchungen zeigen, daB Muscarin-Rezeptoren eine
Vielzahl von Funktionen im menschlichen und tierischen Organismus
ubernehmen. So sind sie an der Weiterleitung von Aktionspotentialen in
Neuronen beteiligt und beeinflussen Prozesse, die durch das zentrale
Nervensystem (ZNS) gesteuert werden. Am Ende einer solchen Reiz-
Reaktionskette findet man Muscarin-Rezeptoren an den parasympathisch inner-
vierten Erfolgsorganen.

Die eindeutige pharmakologische Zuordnung einer Funktion zu einem
spezifischen Rezeptor-Subtyp ist aufgrund der geringen Selektivitat der bisher

verflgbaren Antagonisten nur moglich, wenn mehrere Verbindungen in der
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Untersuchung berlcksichtigt werden. Es stehen inzwischen eine Reihe von
Affinitatskonstanten unterschiedlicher Antagonisten an ausreichend charakteri-
sierten Subtypen zur Verfligung. Die Ableitung von Affinitdten aus Bindungs-
studien oder Konzentrations-Wirkungsbeziehungen mehrerer Antagonisten fihrt
somit zu einem spezifischen Datenprofil, das sich mit den bekannten Affinitaten
der Antagonisten an den einzelnen Rezeptor-Subtypen vergleichen 1&aBt. Auch
mit dieser Methode konnte fir einige muscarinerge Effekte kein Subtyp
spezifiziert werden. Dies muB nicht unbedingt auf einen neuen Rezeptor-Subtyp
hinweisen, denn es ist mdglich, daB bei den Messungen im untersuchten
Gewebe mehrere Subtypen gleichzeitig erfaBt wurden. Eine solche
Subtypenmischung kann zu einem nicht erklarbaren Affinitatsprofil fihren [5].
Die Lokalisation einzelner Subtypen durch selektive Antikdrper oder durch die
Bestimmung von spezifischer Rezeptor Boten-Ribonukleinsdure (mRNA) zeigen
tatsachlich die Coexprimierung verschiedener muscarinerger Subtypen. So l1aBt

sich die mRNA von allen flinf Subtypen im Hippocampus nachweisen [10].

1.1.4 Physiologische Funktionen

Bisher konnten fur einige Rezeptor-Subtypen Vorkommen und Funktion geklart
werden. Mx-Rezeptoren findet man am Herzen im Vorhofmyokard und in den
Schrittmacherzellen, durch die nach Aktivierung ein negativ inotroper bzw.
negativ chronotroper Effekt ausgel6ost wird. Der negativ chronotrope Effekt wird
wahrscheinlich durch die By-Untereinheit des G-Proteins vermittelt, die die
Leitfahigkeit von K*-Kanalen erhdht und so die diastolische Depolarisation
verlangsamt. Der negativ inotrope Effekt ist auf die Inhibierung
spannungsabhangiger Ca?*-Kanale infolge der niedrigen cAMP-Konzentration
zurickzufuhren. Moglicherweise besitzt auch der Mi-Rezeptor eine Funktion
am Herzen, denn Untersuchungen mit spezifischen Antikbrpern und Mes-
sungen der mRNA lassen auf seine Anwesenheit schlieBen [11].

Die Ms-Rezeptor-induzierte Erhdhung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration der
glatten Muskulatur fuhrt zur Kontraktion. Auch der My-Rezeptor konnte in
Geweben der glatten Muskulatur nachgewiesen werden. Er wird hier im

Vergleich zum Ms-Rezeptor in bis zu viermal gréBerer Zahl exprimiert. Durch



1.1 Muscarin-Rezeptoren 15

die Hemmung der Adenylatcyclase kann der Mz-Rezeptor hier Effekte des sym-
pathischen Systems antagonisieren [12]. Auf die glatte Muskulatur der
GefaBwande wirkt die Aktivierung des Ms-Rezeptors relaxierend. Dabei ist
wahrscheinlich die Freisetzung von Stickstoffmonoxid von Bedeutung [13].
Drisengewebe kann durch eine Ms-Rezeptor-induzierte Erhdhung der
intrazellularen Ca?*-Konzentration angeregt werden. An den Belegzellen der
Magenschleimhaut, die fir die Sauresekretion verantwortlich sind, findet man
neben Ms- auch M-Rezeptoren. Da bekannt ist, daB die S&uresekretion Gber
den M;-selektiven Antagonisten Pirenzepin gesenkt werden kann, kdnnte hier
die Angriffsstelle von Pirenzepin liegen. Es wird aber auch ein indirekter Weg
diskutiert, der die Hemmung der Sauresekretion durch eine verminderte
Histaminfreisetzung aus den enterochromaffinartigen Zellen des Magens
erklart. Die Blockierung des Mj-Rezeptors an diesen Zellen, kdnnte die
Ubertragung der vom Nervus vagus ausgehenden Reize behindern und somit
die Histaminfeisetzung unterdrliicken [14].

Neben ihrer Bedeutung fiir die ganglionare Ubertragung sind M;-Rezeptoren
auch im Zentralnervensystem (ZNS) wichtig. Sie spielen hier wahrscheinlich bei
Gedéachtnis- und Lernprozessen eine Rolle. M4-Rezeptoren wurden im Bereich
des ZNS u. a. im Vorderhirn, Hippocampus und Striatum gefunden. Allerdings
ist ihre physiologische Funktion noch nicht eindeutig geklart. Sie sind
wahrscheinlich an willkirmotorischen Funktionen beteiligt. Ebenfalls unklar ist
die Bedeutung des M,- und des Ms-Rezeptors im ZNS.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung eines Muscarin-Rezeptors. Zylinder kennzeichnen die
transmembranaren Helices. Die mdgliche Bindungstelle von Acetylcholin (Ach) ist abgebildet.
Mit C gekennzeichnete Kreise verweisen auf die Lage der im Text behandelten Cysteine.

1.1.5 Struktur der Muscarin-Rezeptoren

Genauere Kenntnisse Uber die Tertiarstruktur der Muscarin-Rezeptoren sind im
wesentlichen auf ihren transmembranaren Bereich begrenzt. In allen GPCRs
lassen sich diese Regionen als lipophile Sequenzabschnitte wiederfinden, die
auch bei phylogenetisch entfernter verwandten Rezeptoren noch eine
Sequenzidentitdt von 20-25% aufweisen. Auch in Hinblick auf den
gemeinsamen Mechanismus der Reizvermittlung erscheint so die Annahme
eines einheitlichen Aufbaus dieses Bereichs bei den GPCRs wahrscheinlich.
Dies bestatigen auch eine Reihe von Mutationsstudien, bei denen die Mutation
stark konservierter Aminosauren in unterschiedlichen Rezeptortypen einen

ahnlichen Effekt zeigte [15]. Vorstellungen Uber die Anordnung der sieben
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Helices basieren im wesentlich auf den kryoelektronenmikroskopischen Auf-
nahmen des Rhodopsins und auf Sequenzvergleichen umfangreicher
Multialignments (vgl. Kapitel 3.3.1.2). Im September letzten Jahres wurde
auBerdem eine Roéntgenkristallstruktur des Rhodopsins ver6ffentlicht, die in
wesentlichen Teilen die bis dahin vertretenen Modellvorstellungen bestétigte
[16].

In Abbildung 1.2 ist schematisch die Struktur eines Muscarin-Rezeptors darge-
stellt. Der transmembrandre Bereich dieses GPCR besteht aus sieben, fast
ausschlieBlich a-helikalen Bereichen, die ringférmig in einem Blndel angeord-
net sind. Verbunden werden sie durch jeweils drei extra- und intrazellulare
Loopbereiche. Bei allen Muscarin-Rezeptor-Subtypen findet man eine Disulfid-
briicke zwischen zwei konservierten Cysteinen im zweiten extrazellularen Loop
und in der dritten Helix [17][18]. Das N-terminale Ende des Rezeptors liegt im
extrazellularen Bereich und besitzt eine oder mehrere Glykosylierungsstellen.
FlOr den Mx-Rezeptor konnte gezeigt werden, daB die Glykosylierung weder fir
die Exprimierung noch fur die Funktion eine besondere Bedeutung besitzen
[19]. Das C-terminale Ende ist intrazellular lokalisiert. In diesem Bereich wurde
ein palmitoyliertes Cystein gefunden, dessen Palmitoylrest in der Membran ver-
ankert ist. Untersuchungen am Mz-Rezeptor zeigen keine absolute Notwendig-
keit flr dieses Strukturmerkmal bei der Wechselwirkung mit dem G-Protein.
Allerdings konnte eine verstarkte Rezeptorfunktion beobachtet werden [20].
Aminosauren im zweiten intrazellularen Loop und an den intrazelluldren Enden
der fUnften und der sechsten transmembranaren Helix sind fir die selektive
Erkennung von G-Proteinen einer bestimmten Familie wichtig. Die Aminosauren
der sechsten Helix zeigen allerdings beim inaktivierten Rezeptor ins Innere des
Helixolndels. Es wird daher vermutet, daB3 sie erst nach der Aktivierung des
Rezeptors aufgrund der hierbei durchlaufene Konformationsanderungen in
Kontakt mit dem G-Protein treten kénnen [21]. Gestltzt wird diese Vermutung
durch Ergebnisse von Spin-Label-Untersuchungen am Rhodopsin, die sich im
Sinne einer Drehbewegung zumindest eines Teils der Helices 3 und 6
interpretieren lassen [22]. Auch die Auswirkungen bestimmter Punktmutationen
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an Helix 3 muscarinerger Rezeptoren auf ihre Funktion legen diese Ansicht
nahe [23].

Die Bindungsstelle des Acetylcholins liegt im Inneren des Helixblndels, etwa
10 A von der extrazelluldren Begrenzung der Membran entfernt. Mittels Muta-
tionsstudien konnten in den Helices 3, 5, 6 und 7 Aminosauren identifiziert wer-
den, die an der Bindung des Neurotransmitters Acetylcholin beteiligt sind. Wie
in allen aminergen GPCRs findet sich ein Aspartat in der extrazellularen Hélfte
der dritten Helix. Wechselwirkungen zwischen dem quartaren Kopf des
Acetylcholins und der Carboxylgruppe des Aspartats 3.32" sind bei der Bindung
des Liganden wahrscheinlich. Prinzipiell zeigen Muscarinmodelle auch die
Méglichkeit die quartdre Ammoniumgruppe Uber Wechselwirkungen mit den
aromatischen Ringsystemen der Tyrosine 3.33, 6.51, 7.39 zu binden. Auch
polare Kontakte der OH-Gruppen dieser Tyrosine sind an der Bildung des
Rezeptor-Ligand-Komplexes beteiligt. Weitere Aminosauren deren Mutation die
Bindung von Acetylcholin beeinflussen sind: Ser 3.36, Asn 3.37, Thr 5.39, Thr
5.42, Ala 5.46 und Asn 6.52 [23].

Zusatzlich zur Bindungsstelle des Acetylcholins und seiner Agonisten und Ant-
agonisten existiert im extrazellularen Bereich eine allosterische Bindungsstelle,
die im Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht wurde. Auf die Mdglichkeit der
allosterischen Modulation der Rezeptorfunktion soll daher in zweiten Teil dieser

Einleitung néher eingegangen werden

' Da die beschriebenen Aminosauren in allen Subtypen des M-Rezeptors, vorliegen wurde die
allgemeingultige Nomenklatur nach van Rhee und Jacobson verwendet [15]. Die Zahl vor
dem Punkt kennzeichnet die transmembrandre Helix, die Zahl dahinter die Position der
Aminosaure. Die Position 50 kennzeichnet dabei jeweils die in allen GPCRs in diesem
Abschnitt am starksten konservierte Aminosaure.



1.2 Allosterische Modulation an Muscarin-Rezeptoren 19

1.2 Allosterische Modulation an Muscarin-Rezeptoren

1.2.1 Allosterische Modulation

Man spricht von einem allosteren System, wenn die Besetzung raumlich ge-
trennter Bindungsstellen durch Liganden zu einer wechselseitigen Beeinflus-
sung der Bindungszentren fuhrt. Diese Definition soll anhand der Abbildung 1.3
fir den Fall der Muscarin-Rezeptoren genauer beschrieben werden. Hilfreich ist
hierbei die Unterscheidung zwischen orthosterischen und allosterischen Li-
ganden. Zu den orthosterischen Liganden gehéren alle Verbindungen, deren
Bindung zur Aktivierung des Rezeptors fihrt (z.B. Acetylcholin, Carbachol) bzw.
diesen Effekt durch kompetitive Bindung aufheben kénnen (z.B. Atropin, N-
Methylscopolamin (NMS)). Der ideale allosterische Ligand besitzt dagegen
keine dieser Eigenschaften, sondern moduliert den Effekt gemaB der oben
gegebenen Definition.

Abbildung 1.3 a) beschreibt den Prozef3 der allosterischen Modulation, in einer
allgemeingdltigen Form. Der terndre Komplex aus Rezeptor und den beiden
Liganden kann hierbei auf zwei unterschiedlichen Wegen gebildet werden. Die
Wechselwirkung zwischen dem orthosterischen und dem allosterischen
Liganden ist im Schema nicht dargestellt. Unter der Annahme die beiden Bin-
dungsstellen lagen nahe beieinander, ist eine direkte Wechselwirkung zwischen
den beiden Liganden vorstellbar. Ebenfalls denkbar wéare eine durch die Ligan-
den hervorgerufene Konformationsanderung des Rezeptors. In beiden Fallen
werden sich durch die gegenseitige Beeinflussung der Bindungsstelle die Bin-
dungskonstanten Ky und Ks bzw. K> und K4 voneinander unterscheiden. Da es
sich um eine wechselseitige Beeinflussung handelt, besitzen die Koeffizienten
Ks/K1 bzw. Ko/K4 den gleichen Wert. Dieser Koeffizient wird als Kooperations-
grad o bezeichnet. Bei a < 1 spricht man von positiver Kooperation. In diesem
Fall ist die Affinitat des allosterischen Liganden zum besetzten Rezeptor héher
als zum freien Rezeptor und der vom orthosterischen Liganden vermittelte
Effekt wird verstarkt. Bei negativer Kooperation (o > 1) wird dieser Effekt
entsprechend abgeschwacht. Ist a=1 gilt K3 = K; und K4 = K,. Obwohl

allosterischer und orthosterischer Ligand an den Rezeptor binden, kommt es zu
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keiner Veranderung des vom orthosterischen Liganden vermittelten Effekts.
Man spricht in diesem Fall von neutraler Kooperation.

Ein Spezialfall wird fir die allosterische Modulation der Muscarin-Rezeptoren
diskutiert. Wie in Abbildung 1.3 b) gezeigt, wird hierbei durch die Bindung des
allosterischen Modulators die Assoziation und Dissoziation des orthosterischen
Liganden vollstandig verhindert. Neben der in der Abbildung dargestellten
direkten sterischen Blockade wéare auch eine durch den allosterischen
Modulator induzierte Anderung der Rezeptorkonformation méglich [25]. Aber
auch in diesem Spezialfall beruht die allosterische Modulation auf der unter-
schiedlichen Affinitat des allosterischen Liganden zum freien und besetzten

Rezeptor.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der allosterischen Modulation der Muscarin-Rezepto-
ren nach Tu€ek und Proska [24].
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Ergebnisse von Bindungstudien mit dem allosterischem Modulator Alcuronium
lassen sich im Sinne einer Blockade der orthosterischen Bindungsstelle
interpretieren [24]. Weiterhin konnte gezeigt werden, daB Alcuronium die
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Inaktivierung des Mj-Rezeptors verhindert, wenn der Rezeptor Substanzen
ausgesetzt wird, die kovalent an wichtige Aminosauren der orthosterischen
Bindungsstelle binden [25].

1.2.2 Messung der allosterischen Potenz

Durch kompetitive Bindungsstudien mit dem allosterischen Radioliganden
[®H]-Dimethyl-W84 kénnen Affinitdtskonstanten allosterischer Modulatoren er-
mittelt werden [26]. Man erhélt die Affinitat des allosterischen Modulators zum
freien Rezeptor (K; in Abbildung 1.3 a). Allerdings ist keine direkte Aussage
Uber den Kooperationsgrad o mdglich, denn dieser kann nur im Zusammen-
hang mit einem bestimmten orthosterischen Liganden ermittelt werden. Liegt
der orthosterische Ligand in entsprechend hoher Konzentration wéahrend der
Bindungsstudie vor, ist es prinzipiell mdglich die Affinitdt des allosterischen
Liganden zum besetzten Rezeptor (K3 in Abbildung 1.3 a) zu messen [26]. Aus
den beiden Bindungskonstanten (Kj,Ks) laBt sich anschlieBend der Ko-
operationsgrad berechnen.

Die Bindungsaffinitdt des allosterischen Modulators zum freien Rezeptor und
der Kooperationsgrad o kdnnen auch aus der Betrachtung des Wechselspiels
zwischen ortho- und allosterischem Ligand abgeleitet werden. Gemessen wird
hierbei der Anteil an gebundenem orthosterischen (Radio)liganden bei
steigender Konzentration des allosterischen Modulators. Allerdings kann hierbei
nicht zwischen allosterischen und kompetitiven Effekten der untersuchten
Verbindung unterschieden werden. AuBerdem kann im Falle der neutralen
Kooperativitat, die Bindung des allosterischen Modulators an den Rezeptor
nicht nachgewiesen werden [27].

Bei allen allosterischen Liganden der Muscarin-Rezeptoren konnte gezeigt
werden, daB sie die Dissoziation von orthosterischen Liganden verzégern
kénnen. Als MaB fir die Dissoziationsverzégerung wird der ECsg giss-Wert
bestimmt. Er gibt die Konzentration des allosterischen Modulators an, bei der
die Dissoziationsgeschwindigkeit des orthosterischen Radioliganden halbiert
wird. Ein Vorteil dieser Methode gegenlber dem vorangegangenen Verfahren
besteht darin, daB hier ein rein allosterischer Effekt bertcksichtigt wird. Wenn
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die Ergebnisse Bindungsstudien bestimmten Bedingungen entsprechen, kann
der ECspgiss-Wert mit der Bindungsaffinitat des allosterischen Modulators zum
besetzten Rezeptor gleichgesetzt werden [28]. Tatsachlich korrelieren in den
untersuchten Fallen die Affintdtskonstanten aus den beiden vorangegangenen
Verfahren sehr gut mit den ECsg giss-Werten [26]. Entsprechend der ECsg giss-
Konzentration kann die ECspass-Konzentration aus der Verzdégerung der
Assoziationsgeschwindigkeit eines Radioliganden abgeleitet werden. Sie ent-
spricht der Affinitdt des allosterischen Modulators zum freien Rezeptor. Der

Koeffizient ECsg giss/ ECs0,ass €ntspricht dann dem Kooperationsgrad o [29].

1.2.3 Allosterische Modulatoren

Die kardioselektive Wirkung der Substanz Gallamin (siehe Abbildung 1.4)
lieferte einen der ersten Hinweise auf das Vorkommen verschiedener Subtypen
beim Muscarin-Rezeptor. Der beobachtete antagonistische Effekt der Substanz
beruht nicht auf einer kompetitiven Verdrangung von Acetylcholin, sondern auf
der allosterischen Modulation im Sinne einer negativen Kooperation [30].
Daneben besitzt Gallamin als Ganglienblocker zusatzlich Affinitdt zu Nikotin-
Rezeptoren, eine Eigenschaft die auch bei einigen anderen muscarinergen
allosterischen Modulatoren auftritt.

So handelt es sich bei einem der bisher potentesten allosterischen Modulatoren
um das Muskelrelaxans Alcuronium (siehe Abbildung 1.4) [31]. Im Vergleich
zum natdrlich vorkommenden Indolalkaloid C-Toxiferin I unterscheidet sich
Alcuronium lediglich in der Substitution der beiden quartaren Stickstoffe. Ein
neuer Entwicklungsansatz fur allosterische Modulatoren geht von dem
biogenetisch verwandten Indolalkaloid Caracurin V. aus. Untersuchungen
seines Derivats N,N-Diallylcaracurin V (Diallylcaracurin V) zeigten im Vergleich
zu C-Toxiferin T und Alcuronium eine schwacher muskelrelaxierende Wirkung
trotz vergleichbarer Affinitdt zum M-Rezeptor (siehe Abbildung 1.4) [32]. Auch
lassen sich bei weiteren biogenetisch verwandten Alkaloiden allosterische
Effekte an Muscarin-Rezeptoren nachweisen. Bei Strychnin, Brucin und
Vincamin handelt es sich ebenfalls um Indolalkaloide, die wie C-Toxiferin I und

Caracurin V. dem Strychnan-Typ bzw. dem nahe verwandten Eburnan-Typ
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zuzuordnen sind (siehe Abbildung 1.4). Die Affinitat dieser Substanzen zum M.-
Rezeptor ist allerdings geringer ausgepragt als bei den ,dimeren” Verbindungen

Alcuronium und Diallylcaracurin V [33][34].

+
O/\/N(CzHS)s

+
0”7 S—N(C,H,), Gallamin

O\/\l"\i(csz)S

R =CHg3; Toxiferin C R =H; Caracurin V
R= CHD—(|_3|:CH2; Alcuronium R =(|_3|_(|_3|:CH2; N,N Diallylcaracurin V
2 2

Strychnin: R1 =R2=H Vincamin

Brucin: R1 =R2 = OCH;,

Abbildung 1.4: Allosterische Modulatoren 1
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Ausgehend vom Ganglienblocker Hexamethonium, wurden im Arbeitskreis
Ldllmann und im Arbeitskreis Holzgrabe eine Reihe von Derivaten synthetisiert,
deren Eigenschaft als allostere Modulatoren untersucht wurden [35][36]. Durch
die Substitution einer Methylgruppe am quartaren Stickstoff mit gréBeren
lipophilen Resten konnte zum einen die Affinitat der Verbindungen zu Nikotin-
Rezeptoren gesenkt, zum anderen die Affinitat zur allosterischen Bindungsstelle
der Muscarin-Rezeptoren gesteigert werden. Die Struktur-Wirkungsbezieh-
ungen innerhalb dieser Gruppe werden in Kapitel 1.2.4 gesondert behandelt.
Eine weitere Gruppe bilden Substanzen, die als kompetitive Antagonisten an
der orthosterischen Bindungsstelle angreifen und gleichzeitig Uber einen allo-
sterischen Mechanismus wirken kdnnen. Es handelt sich hierbei um die struk-
turell verwandten Verbindungen Pirenzepin, AF-DX 116, AF-DX 384 und UH-
AH 37 (siehe Abbildung 1.5). Grundsatzlich zeigen diese Substanzen eine ho-
here Affinitat zur orthosterische Bindungsstelle im Vergleich zur allosterischen
Bindungsstelle [37]-[39]

N N N
N
Z? Z? i
R
HSC H30
. . AF-DX 116: n=1; R=C,Hs
Pirenzepin UH-AH 37 AF-DX 384: n=2; R=C3H,

Abbildung 1.5: Verbindungen, die sowohl an der orthosterischen als auch an der allosterischen
Bindungsstelle angreifen kénnen
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Neben Alcuronium konnten auch flr einige andere Verbindungen, die bereits in
anderen therapeutischen Gebieten eingesetzt werden, eine allosterische
Modulation muscarinerger Effekte nachgewiesen werden (siehe Abbildung 1.6).
Der Calcium-Kanalblocker Verapamil, das Antiarrhythmikum Chinidin und der
Acetylcholinesterase-Reaktivator Obidoxim zeigen alle eine, wenn auch
schwach ausgepragte Affinitat zur allosterischen Bindungsstelle der Muscarin-

Rezeptoren [40] .

OMe
CH,
I
MeO N
OMe X
. H,C CN
MeO Verapamil CH,
CH

e @A\N/OH
N O Ny N
+ +

Obidoxim

Chinidin

Abbildung 1.6: Allosterische Modulatoren mit anderem therapeutischen Einsatz

1.2.4 Struktur-Wirkungsbeziehungen

Im Arbeitskreis Holzgrabe wurden ausgehend von der Struktur des W84 und
den Bispyridiniumverbindungen WDUO und IWDUO eine groBe Zahl von
Derivaten synthetisiert und ihr allosterisches Potential untersucht [41].
Abbildung 1.7 gibt einen Uberblick (iber die in diesem Kapitel behandelten
Verbindungen mit ihren ECsg g4iss-Werten. Die getesteten Verbindungen zeigen
alle einen ahnlichen Aufbau. Sie besitzen einen Mittelteil, der durch zwei
quartdre Ammoniumgruppen bzw. durch zwei Pyridinium-Ringe begrenzt wird.
An diese schlieBen sich zwei laterale Bereiche an. Die lateralen Bereiche
bestehen aus einem starren, lipophilen und meist aromatischen Rest der tber
eine kurze Bruckenregion mit dem Mittelteil verbunden ist. Den Mittelteil bei
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W84 bildet eine Hexylkette mit den zwei daran angrenzenden, quartaren

Stickstoffgruppen.
o} o}
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Lateraler Briicken- Mittel-

Substituent segment teil W84-3/3  n=3; ECsogss: 3,80 umol

wsa4 :n=6; ECspgiss: 1,44 pmol
C7/3-phth :n=7; ECsg giss: 0,37 pmol
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WDUO 1/3: n=3; m=1; ECsp giss: 0,51 pmol
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0O O
O o

Y A Y —
Lateraler Briicken- Mittelteil

Substituent segment
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Abbildung 1.7: Allosterische Modulatoren der W84-,WDUO- und IWDUO-Verbindungen.
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Veranderungen in der Kettenlange beeinflussen das allosterische Potential der
Verbindungen. So sinkt die ECsg giss- Konzentration vom Propyl- zum Heptylrest
der Verbindung C7/3’-phth um fast eine Zehnerpotenz von 3,8 auf 0,37 umol.
Eine weitere Verldangerung zum Decanyl-Derivat zeigt dagegen keinen
nennenswerten EinfluB auf den ECsg giss-Wert (ECso giss = 0,53 pmol). Ein ahn-
liches Verhalten findet man bei der Variation der Alkylkettenlange im Mittelteil
der Bispyridiniumderivate. Bei einer Kettenlange von drei Methylgruppen zeigen
auch WDUO- und IWDUO-Derivate keine nennenswerte Anderung der ECsp giss-
Werte mehr.

Geht man von einer gestreckten Konformation der Alkylkette aus, so entspricht
die Lange der Mittelstiicke bei W84-, WDUO- und IWDUOQO-Derivaten mit dem
Erreichen der optimalen Kettenlange etwa 10 A. Dieser Wert ist vergleichbar mit
dem Abstand der beiden quartaren Stickstoffatome im Alcuronium (Abstand N,
N’ = 9,2 A). Es wurde deshalb vermutet, daB der Mittelteil als Abstandshalter
fungiert, der die lateralen Substituenten und/oder die positiven Ladungen in
eine fir die Bindung am Rezeptor glnstige Position dirigiert [42].

Variationen in den Alkylketten der IWDUO-Derivate, die den Mittelteil auf beiden
Seiten mit den Phthalimidringen verbinden, kénnen ebenfalls die Affinitat des
Liganden beeinflussen (IWDUO 1/3 — IWDUO 4/3). Bei einer Kettenlange von
eins betragt die ECsgiss-Konzentration hier 50,8 pumol, wéhrend bei einer
Kettenlange von vier der ECsg giss-Wert 0,63 pumol betragt. (Alkylkettenlange des
Mittelstlicks = 3 in beiden Féllen). Bei den WDUO-Derivaten, in denen neben
dem Alkylrest noch eine Oximgruppe vorliegt, waren hingegen keine Anderung
nach Verlangerung der Alkylkette meBbar.

Den gréBten EinfluB auf die Affinitdt der Verbindungen besitzen die lateralen
Substituenten. Der Abbau des Benzolrings der Phthalimidgruppen der Verbin-
dung C 7/3-phth flhrt zur Abnahme der Affinitat. Die ECsggiss €rhéht sich auf
das 190fache, wenn die Substanz nur noch zwei Succimidringe als laterale
Substituenten besitzt (siehe Abbildung 1.8 Verbindung (1)). Umgekehrt nimmt
die Affinitdt zu, wenn der Phthalimidring weiter substituiert wird. So besitzt
Verbindung (2) in Abbildung 1.8 eine etwa 10fach hdhere Affinitat als W84.
Interessanterweise hat die Stereochemie der an die Phthalimidgruppen
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gebundenen Benzylidenreste keinen EinfluB auf die Affinitat, d.h. E/E-, Z/Z- und
E/Z-Isomere zeigen &hnliche ECspgiss-Werte. Der Austausch der Phthalimid-
gruppen gegen Naphthalimidreste (siehe Abbildung 1.8 Verbindung (3)) erhéhte
die Affinitdt um das 100fache [36]. Diese Ergebnisse zusammengenommen
zeigen, daB das Volumen der Bindungsstelle im Bereich der lateralen
Substituenten relativ groB sein muB. Weiterhin missen in diesem Bereich

lipophile Aminosauren als Wechselwirkungspartner zur Verfligung stehen.

Abbildung 1.8: Derivate der Verbindungen W84 und C7/3-phth mit unterschiedlichen lateralen
Substituenten.

Die bisher besprochenen Substanzen besitzen alle einen symmetrischen

Aufbau. Es erscheint jedoch unwahrscheinlich, daB auch die Rezeptorbin-
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dungsstelle einen symmetrischen Aufbau besitzt. Der einseitige Austausch des
Phthalimids gegen ein Succimid fiihrt beim W84 zu einer Senkung der ECsg giss-
Konzentration um das 8fache. Vergleicht man dies mit dem Austausch beider
Phthalimidreste in der ahnlichen Verbindung C7/3-phth, erkennt man, dafB
beide Seiten mit dem Rezeptor interagieren, wenn auch nicht unbedingt im
gleichen MaBe. Ahnliche Ergebnisse finden sich beim Vergleich symmetrischer

und unsymmetrischer Substitution mit Benzylidenresten und Naphthalimid-

gruppen.

1.2.5 Pharmakophormodell

B 1 4 A
{',’-?7’

10 A

Abbildung 1.9:Eine mdgliche bioaktive Konformation des W84. Das Bild links zeigt die
Uberlagerung von W84 (schwarz) in der S-férmigen Konformation mit Alcuronium (grau). Die
Pfeile in der Farbe der dazugehdrigen Verbindung kennzeichnen die benutzten
Uberlagerungspunkte. Das Bild rechts gibt die S-férmige Konformation des W84 schematisch
wieder.

Anhand der Struktur-Wirkungsbeziehungen und der rigiden Verbindung
Alcuronium als Templat wurde fir die flexiblen Hexamethonium- und
Bispyridiniumderivate eine mdgliche bioaktive Konformation gefunden. Hierbei
dienten die beiden quartéren Stickstoffe und die Aromaten der Phthalimidringe
des W84 bzw. der Indolinringe bei Alcuronium als Uberlagerungspunkte (siehe
Abbildung 1.9). In gestreckter Konformation besitzen die quartaren Stickstoffe in
den flexiblen Hexamethonium- und Bispyridiniumderivaten in etwa den gleichen
Abstand zueinander wie im Alcuronium und lassen sich somit gut Gberlagern. In

dieser Position kénnen die fur die Bindung wichtigen lateralen aromatischen
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Substituenten mit den Aromaten des Indolinringe des Alcuroniums Uberlagert
werden. W84 nimmt hierbei eine S-férmige Konformation ein [42].

Mit dem Pharmakophormodell lassen sich einige der beobachteten Struktur-
Wirkungsbeziehungen semiquantitativ nachvollziehen. Um die S-férmige Kon-
formation einzunehmen, muB die Verbindung Uber ein ausreichend flexibles
Verbindungsstick zwischen dem Mittelteil und den lateralen Substituenten
verfigen. Bei dem IWDUO-Derivat IWDUO 1/3 mit einer kurzen Methylen-
Bricke lieB sich keine S-Konformation modellieren. Diese Beobachtung laBt
sich mit der deutlich abgeschwéchten Affinitdt dieser Substanz in Einklang
bringen (ECsp4iss = 50,3 umol; vgl. vorheriges Kapitel). Einige Substanzen mit
sehr kurzen Mittelstlicken, zeigten bei den Untersuchungen trotzdem eine
relativ hohe Affinitat (siehe Abbildung 1.10). Mit dem Modell 1aBt sich zeigen,
daB trotz der Unterschiede eine Uberlagerung mit Alcuronium méglich ist (Bei
der Verbindung W84-3/0 allerdings nur fir die zwei lateralen Substituenten und

einem quartaren Stickstoff) [41].
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Abbildung 1.10: IWDUO- und W84-Derivate mit kurzem Mittelstlick, die trotzdem einen relativ
geringen ECsg 4iss-Wert besitzen.



1.2 Allosterische Modulation an Muscarin-Rezeptoren 31

1.2.6 Einsatz allosterischer Modulatoren

Der therapeutische Einsatz nichtselektiver muscarinerger Agonisten und
Antagonisten ist problematisch, da sie das breite Spektrum der durch Muscarin-
Rezeptoren gesteuerten Effekte beeinflussen. Hierdurch treten neben der
erwinschten Wirkung weitere, zum Teil schwere Nebenwirkungen auf. Hierzu
gehdren unter anderem zerebrale Stérungen, Anderungen der Herzfrequenz
und Beeinflussung der Speichelsekretion.

Pirenzepin stellt im Moment die einzige relativ subtypselektive Verbindung dar,
die sich im therapeutischen Einsatz befindet. Sie wird zur Behandlung der
Ulkuskrankheit eingesetzt, da sie die Magensauresekretion vermindern kann.
Diese Wirkung resultiert aus einer Blockade des M;i-Rezeptors, zu dem
Pirenzepin eine etwa 50mal héhere Affinitat besitzt als zu anderen Subtypen
des Muscarin-Rezeptors. Dementsprechend sind auch die Nebenwirkungen im
Vergleich zu nichtselektiven Parasympatholytika schwacher ausgepragt.
Insgesamt ist die Vertraglichkeit jedoch schlechter als bei den fir die Therapie
bevorzugten Hy-Antagonisten. Mittel der Wahl sind muscarinerge,
nichtselektive Antagonisten wie Oxybutinin und Tolterodin dagegen bei der
Therapie der Drang-Inkontinenz. Aber auch hier ware der Einsatz einer Ms-
selektiven Verbindung wiinschenswert.

Keine der bekannten muscarinergen Agonisten zeigte bisher eine hohe
Selektivitat zu einem speziellen Muscarin-Rezeptor-Subtyp. Im Bereich des
ZNS kénnte ein solcher selektiver Muscarin-Agonist zur Schmerztherapie und
zur Behandlung der Alzheimer-Demenz erfolgreich eingesetzt werden. Derzeit
ist noch unklar, welcher Muscarin-Rezeptor-Subtyp fir die Weiterleitung der
Schmerzimpulse im Rickenmark eine entscheidende Rolle spielt (diskutiert
wird ein EinfluB von Mi-; Mo- und Ms-Rezeptoren) [43]. Bei der Alzheimer-
Demenz gibt es dagegen bereits genauere Vorstellungen, welcher Subtyp einen
Angriffspunkt bei der Therapie darstellen kdnnte. So zeigt sich in Folge der De-
generation des Nervengewebes im Verlauf der Krankheit keine Anderung und
zum Teil sogar eine up-Regulation der Zahl der My-Rezeptoren [44].
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Weiterhin beeinflussen Mi-Rezeptoren die Spaltung des Amyloid-Precursor-
Proteins (APP), welches eine Rolle bei der Bildung von Amyloidplaques bei der
Alzheimer Demenz spielt [45] .

Die fehlende Subtypselektivitdt der bekannten Agonisten und Antagonisten
erklart sich wahrscheinlich aus der groBen Ahnlichkeit, die die Muscarin-
Rezeptor-Subtypen im Bereich der orthosterischen Bindungsstelle aufweisen.
Allosterische Modulatoren, deren Bindungsstelle in der starker variierenden
Loopregionen vermutet wird, sollten entsprechend eine hdhere Selektivitat
besitzen. Tats&chlich wurde bei Bindungsstudien an verschiedenen Subtypen,
fir Gallamin, Alcuronium und C7/3-phth eine erhéhte Affinitdt zum Ma-Subtyp
gefunden [46][47][48].

Far allosterische Modulatoren existiert darliber hinaus aber noch eine weitere
Méglichkeit Subtypselektivitat zu zeigen. Eine Verbindung die an einem
bestimmten Subtyp im Sinne einer positiven Kooperation mit Acetylcholin
interagiert, kdnnte den durch Acetylcholin ausgel6sten Effekt verstarken.
Obwohl diese Substanz auch an die anderen Subtypen bindet, kann sie hier im
Idealfall in Bezug auf Acetylcholin eine neutrale Kooperation zeigen, d.h. der
Effekt wird nicht moduliert und zwar unabhangig von der Konzentration des
allosterischen Modulators. Eine solche Verbindung entsprache in ihren Eigen-
schaften einem subtypselektiven Agonisten. Entsprechend kann man sich einen
antagonistischen Effekt vorstellen, wenn der allosterische Modulator und
Acetylcholin eine negative Kooperation zeigen. Insofern kdnnten allosterische
Modulatoren als Alternative fir Agonisten und kompetitive Antagonisten bei den
oben genannten Therapieansédtze eingesetzt werden, wenn sie eine
entsprechende Subtypselektivitdt zeigen. Bei einigen Derivaten des allo-
sterischen Modulators Brucin, konnten bereits fir die einzelnen Verbindungen
unterschiedliche Arten der Kooperation mit Acetylcholin bei den verschiedenen
Subtypen nachgewiesen werden [49].

Auch die Behandlung von Vergiftungen durch Organophosphate stellt ein
maogliches Einsatzgebiet fir allosterische Modulatoren dar. So begann die
Entdeckung der allosterischen Modulation an Muscarin-Rezeptoren unter

anderem mit den Beobachtungen Lillmanns et al., daB durch die kombinierte
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Gabe des Antagonisten Atropin mit dem Hexamethoniumderivat W84 die letale
Dosis des Organophosphats Diisopropylfluorophosphat bei Mausen auf das
15fache erhéht werden kann. Es konnte gezeigt werden, daB dieser
Uberadditive Effekt nicht auf einer Ganglienblockade resultiert. Vielmehr
beobachtete man bei Rezeptorbindungsstudien, daB W84 die Dissoziation von
[®H]N-Methylscopolamin ([PHJNMS) verzdgert. Die Wirkung des Atropins wird
durch eine Verlangerung der Bindungsdauer am Rezeptor aufgrund einer positi-

ven Kooperation mit dem allosterischen Modulator verstarkt [35].
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Muscarin-Rezeptoren sind im menschlichen Organismus in zahlreiche physio-
logische und pathologische Prozesse involviert. Der therapeutische Einsatz von
Agonisten und kompetitiven Antagonisten der Muscarin-Rezeptoren wird aller-
dings durch die geringe Subtypselektivitat der bisher bekannten Verbindungen
eingeschrankt. Die allosterische Bindungsstelle der Muscarin-Rezeptoren bietet
hier einen alternativen Ansatzpunkt fir die Entwicklung subtypselektiver
Verbindungen, die unter physiologischen Bedingungen ebenfalls in der Lage
sind die Rezeptorfunktion zu beeinflussen.

Mutationsstudien zeigen unter anderem, daB die allosterische Bindungsstelle im
extrazellularen Bereich der Muscarin-Rezeptoren liegt. Insgesamt liefern die
Untersuchungen an der allosterischen Bindungsstelle somit Informationen Uber
einen Bereich der Muscarin-Rezeptoren, Uber den im Gegensatz zur
transmembranaren Region nur wenig bekannt ist. In Verbindung mit Molecular
Modelling Techniken koénnen die experimentellen Daten zur naheren
Charakterisierung der Struktur der extrazellularen Region genutzt werden. Auf
der anderen Seite flhrt dieser Ansatz zum Aufbau eines Ligand-Rezeptor-
Komplexes, der Informationen Uber das Bindungsverhalten der allosterischen
Modulatoren liefern kann.

Da die 3D-Struktur der Muscarin-Rezeptoren nicht bekannt ist, sollte die
Grundlage des Modells die Struktur der sieben transmebranaren Helices des
Rezeptors bilden. Fir die Modellierung der Loopregionen, die den
extrazelludren Bereich charakterisieren standen zwei gangige Verfahren zur
Verfugung: Die  Modellierung von  Loopfragmenten anhand von
Rdéntgenkristallstrukturen und die Generierung von Loops mit Hilfe von
Molekildynamiksimulationen. Im letzten Schritt sollten Liganden in das
Rezeptormodell eingepaBt werden. Durch die Analyse der Rezeptor-Ligand-
Komplexe sollten sich Aminosauren identifizieren lassen, die entscheidenden
Anteil an der Bindung der Liganden haben. AuBerdem sollte sich hieraus ein

Erklarungsansatz fur das Bindungsverhalten der einzelnen Liganden ergeben.
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3.1 Aufbau des Rezeptormodells

Die Struktur der transmembranaren Helices G-Protein gekoppelter Rezeptoren
ist durch eine Vielzahl experimenteller Untersuchungen recht gut bekannt. Man
geht davon aus, daB alle Rhodopsin-ahnlichen GPCRs in diesem Bereich einen
vergleichbaren Aufbau besitzen. Fur Aufbau und Neigung der transmembra-
naren Helices standen wahrend der Anfertigung dieser Arbeit eine Vielzahl von
Strukturschablonen zur Verflgung, die die experimentellen Ergebnisse
bertcksichtigen. Die Loopregionen von GPCRs dagegen unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Lange und der Sequenz. In diesen Bereichen kann daher nicht
von einer generellen Ubereinstimmung zwischen GPCRs ausgegangen werden.
Nur die Disulfidbriicke, die den zweiten extrazellularen Loop mit der dritten
transmembranaren Helix verknlpft, stellt ein gemeinsames Merkmal flr die
Rhodopsin-ahnlichen GPCRs dar.

Der hier interessierende extrazellulare Bereich umfafBt flexible Loopregionen
und die Enden der sich bis in diesen Bereich erstreckenden transmembranéren
Helices [50]. Zur ndheren Charakterisierung der extrazelluldren Region wurde
von der Moglichkeit Gebrauch gemacht, Informationen Uber ihre Struktur aus
der Analyse der Aminosduresequenz zu gewinnen. Die hierfir verwendeten

Methoden zur Sekundarstrukturvorhersage sollten Auskunft geben Uber:
« das Ende der transmembranaren helikalen Segmente

« mogliche strukturierte Bereiche in den extrazellularen Loopregionen

3.2 Sekundarstrukturvorhersage

Die Anwendung von Sekundarstrukturvorhersagen auf die Sequenz
membranarer Proteine ist nicht unproblematisch, da sich die Programme bei
ihrer Prognose auf die Analyse globulérer Proteine stiitzen. So zeigen Rost und
Sander, daB bei ihren Untersuchungen die Vorhersagen des Programms
PHDsec fur transmembranare Proteine unzuverlassiger waren als flr globulare
Proteine [51]. Da membranére Bereiche eines Proteins einen héheren Anteil

lipophiler Aminosauren aufweisen, kénnen hier Abweichungen zu globuléren
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Proteinen auftreten, die von den Verfahren fehlerhaft interpretiert werden. Im
Falle der GPCRs zeigen Untersuchungen von van Rhee et al., daB anstelle der
transmembranaren Helices haufig B-Faltblattstrukturen vorhergesagt werden,
denn Faltblattstrukturen enthalten in globularen Proteinen ebenfalls einen
erhdhten Anteil lipophiler Aminos&uren [15].

Die hohe Hydrophobizitdt membrandrer Bereiche kann andererseits genutzt
werden, um sie anhand der Sequenz eines Proteins zu lokalisieren. Die
Methoden sind zwar wenig geeignet um die gewlnschten Informationen Uber
den extrazellularen Bereich der GPCRs zu liefern, sie kbnnen aber als sinnvolle
Ergdnzung bei der Interpretation der Sekundarstrukturvorhersagen genutzt
werden, da man innerhalb der Membran von einer Uberwiegend o-helikalen

Konformation des M»>-Rezeptors ausgehen kann.

3.2.1 Programme zur Sekundarstrukturvorhersage

In diesem Kapitel soll nur eine kurze Zusammenfassung der Funktionsweise
der Methoden gegeben werden, soweit sie fir das Verstandnis der Durch-
fihrung und der Ergebnisse notwendig ist. Statt einer ausfihrlichen Beschrei-
bung einzelner Methoden sei auf die Referenzen in Tabelle 2.2 sowie die Arbei-
ten von Paulin [52] und Schappach [53] verwiesen. Die Verfahren verwenden
ein Regelwerk, mit dem Aminosauren eine Sekundarstruktur zugewiesen
werden kann. Die Regeln werden hauptsachlich aus der Analyse eines
nichtredundanten Datensatzes hochaufgeldster  Rdntgenkristallstrukturen
abgeleitet. Bei der Analyse des Datensatzes werden Aminosduremotive
gesucht, die ein mdglichst deutliches Signal fir eine bestimmte
Sekundéarstruktur der Aminosduren in diesem Abschnitt darstellen. Den
Aminosaurenmotiven in der Sequenz entsprechen spezifische Wechsel-
wirkungsmuster in der Struktur, die bestimmte Konformationen des
Proteinrlckgrats stabilisieren. Die einem Aminosauremotiv entsprechenden
Strukturmerkmale sind dabei allerdings nicht von den vorherzusagenden
Sekundéarstrukturklassen (z.B. Helix oder B-Faltblattstrang) allein abhangig.

Einige Verfahren berlcksichtigen daher bei der Vorhersage eine gréBere Zahl
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von Strukturklassen, bei denen Helices oder Faltblattstrange weiter unterteilt
oder zu gréBeren Strukturmotiven zusammengefaBt werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Verfahren lassen sich anhand ihrer
unterschiedlichen Vorgehensweise gliedern:

e Statistische Verfahren

Statistische Verfahren ermitteln anhand des Datensatzes bekannter Strukturen
die Haufigkeit, mit der ein bestimmtes Aminosduremotiv mit einem bestimmten
Strukturmerkmal verbunden ist. Hiermit [&Bt sich die Sekundarstruktur fur eine
Aminosaure der untersuchten Sequenz auswahlen, die aufgrund der benach-
barten Aminosduren am wahrscheinlichsten ist.

e Alignment-Verfahren (nearest neighbour search)

Uber ein Alignment werden flir Abschnitte der Testsequenz die ahnlichsten
Segmente entsprechender L&nge aus einem Datensatz bekannter
Proteinstrukturen ausgewahlt. Bei der Aufstellung des Alignments werden die
Aminosauren im Datensatz nicht durch ihren Typus, sondern durch ihre
Strukturklasse reprasentiert. Als MaB fiir die Ahnlichkeit an einer Position des
Alignments gilt die Haufigkeit, mit der der Aminosauretyp der Testsequenz in
der Strukturklasse auftritt, die ihm anhand der Analyse bekannter
Proteinstrukturen zugewiesen wird. Anhand der Sekundarstruktur der
ausgewahlten Abschnitte wird dann die Sekundarstruktur flir die Aminosauren
der Testsequenz im untersuchten Teilstlck festgelegt.

¢ Neuronale Netze

Neuronale Netze sind lernfahige Computerprogramme, die in vereinfachter
Form die Funktionsweise des Gehirns simulieren. Sie bendtigen kein externes
Regelwissen, sondern optimieren ein System selbststandig. Miteinander ver-
netzte Speichervariablen, die in einzelne Schichten gegliedert werden,
entsprechen dabei den einzelnen Neuronen. Die ,Neuronen’ der Eingabeschicht
bewerten die eingehenden Informationen, diejenigen der Verarbeitungsschicht
blndeln sie und leiten sie an die Ausgabeschicht weiter. Die erfolgreichen
Ausgaben werden an die Eingabeschicht zurickgemeldet und die urspring-
lichen Eingaben neu gewichtet. Der Wert einer Variablen einer Gbergeordneten
Schicht kann dabei den Wert jeder Variablen einer nachfolgenden Schicht
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beeinflussen. Bei der Strukturvorhersage wird in der Eingabeschicht die
Information aus der untersuchten Sequenz gespeichert. Die Ausgabe enthalt
am Ende die Informationen, die die Zuordnung zu den Sekundarstrukturklassen
ermdglicht. In der Trainingsphase wird die Vorhersagegenauigkeit fur einen
Datensatz bekannter Strukturen optimiert. Die erlernten Zusammenhange
kénnen dann flr die Vorhersage anderer Sequenzen genutzt werden.

¢ Multialignments

Einige Methoden zur Strukturvorhersage sind in der Lage Multialignments als
Eingabe zu verwenden. Hierbei erfolgt die Vorhersage der Testsequenz unter
Berucksichtigung strukturell verwandter Sequenzen. Anders als beim Align-
mentverfahren, ist die Struktur dieser Sequenzen unbekannt. Die zusatzliche In-
formation besteht vielmehr in den Unterschieden und Gemeinsamkeiten
zwischen den einzelnen Sequenzen, die sozusagen den Rahmen flr die
Variabilitét in der Sequenz, bei vergleichbarer Struktur darstellt. Grundsatzlich
fuhrt die Verwendung eines Multialignments im Vergleich zur Einzelsequenz zu

einer verbesserten Vorhersagegenauigkeit.

3.2.2 Durchfiihrung der Strukturvorhersagen

Flr die Strukturvorhersagen wurden zehn Verfahren verwendet, die alle mittels
Datenferntibertragung Uber das World-Wide-Web zuganglich waren. Obwohl
die in Tabelle 3.1 aufgeflihrten Programme teilweise auf die gleiche allgemeine
Methodik zurlckgreifen, unterscheiden sich die Einzelergebnisse voneinander.
Dies liegt sowohl an der unterschiedlichen Wahl von Strukturklassen bei der
Analyse der RoOntgenstrukturen, als auch an verschiedenen zusatzlichen
Prozeduren, die zur Vorhersage verwendet werden. So basieren zum Beispiel
Ssp und das Verfahren von Garnier, Osguthorpe und Robson (GOR) auf der
statistischen Analyse von Proteinstrukturen. Ssp beriicksichtigt aber zusatzlich
auch die Abfolge von hydrophoben und hydrophilen Aminosauren fir die
Vorhersage von Helices und Faltblattstrukturen. Fast alle Methoden nutzen
auBerdem verschiedene Filterfunktionen, um eine sinnvolle L&nge der

vorhergesagten Helices und Faltblatter zu gewahrleisten.
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Die meisten der hier verwendeten Vorhersageprogramme ordnen einer
Aminosaure eine von drei Sekundarstrukturklassen zu: Helix, B-Faltblatt oder
Coil. Die Bezeichnung Coil kennzeichnet dabei keine definierte Sekundar-
struktur, sondern faBt alle weiteren Konformationen zusammen, die nicht als
Helix oder Faltblatt vorhergesagt werden. Zwei der verwendeten Verfahren
bilden hierbei eine Ausnahme. Das Programm GOR erlaubt die zusatzliche
Vorhersage von B-Turns. In GPCRs ist dieses Strukturelement allerdings nur fir

die Charakterisierung der Loopbereiche von Bedeutung. (siehe Kapitel 3.2.4).

Tabelle 3.1: Verwendete Verfahren zur Sekundarstruktur-

vorhersage
Verfahren aligemeine Methode | Multi-Alignment
GOR [54] Statistik Nein
PHDsec [51] Neuronales Netz Ja
Psipred [55] Neuronales Netz Ja
Predator [56] St.atistik und Ja
Alignment-Verfahren
PSA [57] Statistik Nein
Nnpredict [58] Neuronales Netz Nein
Ssp [59] Statistik Nein
Nnssp [60] Alignment-Verfahren |Ja
Sspal [61] Alignment-Verfahren |Ja
Sopma [62] Alignment-Verfahren |Ja

Fir die Vorhersage der Helixenden wurden B-Turn-Vorhersagen als Coil-
Vorhersage interpretiert. Das Programm Nnpredict unterscheidet dagegen nur
zwischen helikalen und nicht helikalen Bereichen. Dies schrankt zwar die
Aussagefahigkeit der Methode allgemein ein, verbesserte aber ihre Vorher-
sagegenauigkeit fir helikale Bereiche, was fir die Vorhersage der Helixenden
besonders gunstig erschien [58].

Bei der Verwendung des PHDsec-Verfahrens wird vor der eigentlichen
Vorhersage ein Multialignment mit Hilfe des Programms MAXHOM erstellt
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[63][64]. Dieses Multialignment diente auch als Eingabe flur die anderen
Methoden, die Multialignments flr die Vorhersage verwenden.

Um zu Uberprifen ob die verwendeten Strukturvorhersageverfahren es
ermdglichen, die Enden transmembranérer Helices fur die Struktur des M,-Re-
zeptors mit einer ausreichenden Genauigkeit festzulegen, wurden die Verfahren
zuerst an zwei Proteinen mit bekannter Sekundarstruktur getestet, deren
membranare Regionen ausschlieBlich aus Helices bestehen. Mdgliche Protein-
strukturen konnten hierbei der Protein Data Bank (PDB) [65] enthommen wer-
den. Ausgewahlt wurden das den GPCRs strukturell verwandte Bacterio-
rhodopsin, dessen Struktur zum Zeitpunkt der Untersuchung anhand kryoelek-
tronenmikroskopischer Aufnahmen aufgeklart worden war (PDB-Eintrag: 2BRD)
[66]. Weiterhin wurde die R&ntgenkristallstruktur der bovinen Cytochrom-C-
Oxidase ausgewahlt (PDB-Eintrag: 10CC) [67]. Die Untersuchung der
Cytochrom-C-Oxidase beschréankte sich dabei auf die Kette A, die mit zwdlf
transmembranaren Helices die gréBte zusammenhangende membranare Struk-
tur in der PDB darstellt.

Flr die beiden Testsequenzen wurden auBerdem die membranaren Bereiche
der Helices mit Hilfe des Programms PHDtop ermittelt [68]. Die Vorhersage
erfolgt hier ahnlich wie beim PHDsec-Verfahren Uber ein neuronales Netz, das
anhand von Sequenzen transmembranédrer Proteine trainiert wurde. Die Se-
quenzen und die Lage der membranaren Bereiche wurden der SWISS-PROT
Sequenzdatenbank [69] entnommen. Als Eingabe diente auch hier das bereits
erwahnte MAXHOM-Multialignment.

Lage und AusmaB der membrandren Helixbereiche in der Sequenz des M;-
Rezeptors entsprechen den Ergebnissen, die aus einer Analyse von etwa 500
GPCR-Sequenzen gewonnen wurden [70]. Fur die GPCRs erlaubt diese Unter-
suchung die genaueste Vorhersage der membranaren Helixbereiche.

3.2.3 Vorhersage der Helixenden

3.2.3.1 Interpretation der Ergebnisse
Interpretierte man die Sekundarstrukturvorhersagen fir das Bacteriorhodopsin
und die Cytochrom-C-Oxidase wie bei einem globuldren Protein, so erlaubten



44 3 Methoden, Durchflihrung, Ergebnisse

die Ergebnisse nur in wenigen Fallen die korrekte Vorhersage der transmem-
brandren Helices. Deshalb war eine Anderung des Interpretationsansatzes né-
tig. Um diese Anderung deutlich zu machen, soll kurz die Auswertung der Er-
gebnisse flur ein globulares Protein beschrieben werden: Hier sollten Helices in
der Vorhersage als zusammenhangende helikale Bereiche erkennbar sein, die
an ihren Enden durch Coil-Segmente begrenzt werden. Um die Fehler einzelner
Programme zu minimieren, ist es vorteilhaft, sogenannte Consensus-
Vorhersagen einzusetzen, in denen die Ergebnisse mehrerer Vorhersagever-
fahren zusammengefaBt werden [71]. Hierbei wird meist eine Mehrheits-
entscheidung herangezogen, d.h. einer Aminosaure wird diejenige Sekundar-
struktur zugeordnet, die am haufigsten vorrausgesagt wurde. In den Fallen, wo
keine Sekundarstruktur mehrheitlich vorausgesagt wird, kann die Consensus-
Vorhersage keine eindeutige Aussage machen.

Entsprechend den Ergebnissen van Rhees fanden sich auch bei den hier
verwendeten Methoden haufig falsch vorhergesagte B-Faltblattstrukturen inner-
halb der transmembrandren Helices der Teststrukturen (vgl. Kapitel 3.2). Hier-
aus ergab sich eine wichtige Anderung im Interpretationsansatz, mit dem die
Vorhersagegenauigkeit verbessert werden konnte: Eine transmembranére Helix
wurde als zusammenhangender Bereich von Helix- und p-Faltblattstruktur-
vorhersagen definiert. Diese Anderung muB sich auch auf die Bildung der
Consensus-Vorhersage auswirken. Als transmembrandre helikale Bereiche
kamen nun alle Aminoséuren der Sequenz in Betracht, flr die mindestens die
Halfte der Verfahren eine Helix oder ein B-Faltblatt vorhersagt. Aminosauren mit
uneindeutiger Consensus-Vorhersage, d. h. bei denen genau die Halfte der
Verfahren eine Helix- oder Faltblattvorhersage machte, wurden ebenfalls als
potentielle transmembranare Helix interpretiert. Diese Entscheidung wurde
getroffen, weil durch sie ebenfalls die Vorhersagegenauigkeit verbessert
werden konnte. Zur Unterscheidung einer transmembranaren Helix von einer
Helix bzw. einem p-Faltblatt der Loopregion wurde zudem die PHDtop-
Vorhersage genutzt, d.h. im Bereich einer transmembranédren Helix muBte auch
die PHDtop-Methode eine transmembranare Region vorhersagen.
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3.2.3.2 Bacteriorhodopsin

Die hier vorgestellten Ergebnisse umfassen nur die Consensus-Vorhersagen fir
die Sequenzen von Bacteriorhodopsin und der Cytochrom-C-Oxidase, da durch
sie die Helixenden der Strukturen am genauesten wiedergegeben werden
konnten. Die Ergebnisse der Einzelvorhersagen finden sich in Anhang A. Die
Ergebnisse von Bacteriorhodopsin werden in Abbildung 3.1 vorgestellt.

Helix 1, 2, 3 und 7 wurden fast durchgéangig als helikale Bereiche vorhergesagt.
In den anderen drei Helices fanden sich dagegen auch Vorhersagen flr eine j3-
Faltblattstruktur, so daB nur durch ihre Einbeziehung alle sieben Helices in der
Sequenz identifiziert und die Helixenden vorhergesagt werden konnten. Nur in
Helix 3 (N-terminales Ende) und Helix 4 (C-terminales Ende) kam es zu gering-
flgigen Verschlechterungen. Abweichungen der vorhergesagten Helixenden
von der PDB-Struktur betrugen nicht mehr als drei Aminoséuren.

In Helix 6 teilte eine Coil-Vorhersage die Helix in zwei Teile. Tatsachlich lieB
sich bereits aus der Sequenz aufgrund des vorhandenen Prolins Pro199 auf
eine Abweichung von der helikalen Struktur schlieBen. Proline lassen sich nicht
in die ideale Struktur einer o-Helix einpassen, da das Wasserstoffbriicken-
muster der Helix gestort wird und durch den wenig flexiblen Ring ein Knick in
der Helix induziert wird [72]. Im membranaren Bereich ist das Aufbrechen von
o-helikalen Wasserstoffbriicken unginstig, da der Energieverlust nicht durch
Wechselwirkungen mit (den polaren) Wassermolekulen ausgeglichen werden
kann. Die Stérung, die durch das Prolin in der PDB-Struktur des Bacteriorho-
dopsins induziert wird, bleibt daher lokal begrenzt, die Integritat der
transmembranédren Helix geht nicht verloren. Fir die Festlegung der Enden der
transmembrandren Helices spielte die Stérung daher keine Rolle. Beim spa-
teren Aufbau der Struktur muB der Knick (Kink) allerdings beriicksichtigt werden
(vgl. Kapitel 3.3.3). Die Lage des membrandren Bereichs der Helix wird in
diesem Fall von der PHDtop-Vorhersage besser beschrieben, da diese speziell

fur diesen Bereich ausgelegt ist.
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10 20 | H1 30 40 50
......... S O U (S
Sequenz MLELLPTAVEGVSQAQITGRPEWIWLALGTALMGLGTLYFLVKGMGVSDP
Consensus +HHHHHHHHH +++ HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH+
60 70 80 90 100
H2 e e e L H3
Sequenz DAKKFYAITTLVPATIAFTMYLSMLLGYGLTMVPFGGEQNPIYWARYADWL
Consensus HH+HHH+HHHHHHHHHHHHHHHHH EEEEE +EHHHHHHHH
110 120 H4 130 140 H5 150
......... locooc oo ccoooooooocoooaacoloooosoan |
Sequenz FTTPLLLLDLALLVDADQGTILALVGADGIMIGTGLVGALTKVYSYREFVW
Consensus HH+HHHHHHHHHH++ HEEEEHHH+HEE++HHHHHHHHHH+ +EEEE
160 170 180 H6 190 200
......... S P U (O
Sequenz WAISTAAMLYILYVLFFGFTSKAESMRPEVASTFKVLRNVTVVLWSAYPV
Consensus HHHHHHHHHHHHHHHHH +HHHHHHHHHHHEEEEEE + E
210 Hy 220 230 240 250
......... I - cccoolcooooccoolloccoooooo | oo o NN
Sequenz VWLIGSEGAGIVPLNIETLLFMVLDVSAKVGFGLILLRSRAIFGEAEAPE
Consensus EEEE +++HHHHHHHHHHHHHHHHH+HHHHHHHHHH
260 270
......... [ oo e e o]
Sequenz PSAGDGAAATSD
Consensus

Abbildung 3.1: Consensus-Vorhersagen fiir die Sequenz des Bacteriorhodopsins (Swiss-Prot-
Eintrag: bac_halha). Die grau unterlegten Bereiche markieren die Lage der transmembranaren
Helices entsprechend dem PDB-Eintrag 2BRD. Sie sind entsprechend ihrer Reihenfolge

numeriert (H1,

H2, usw.). Unterstrichene Sequenzabschnitte markieren die Lage des

transmembrandren Anteils der Helices laut PHDtop-Vorhersage. H: helikale Vorhersagen
Uberwiegen in der Consensusvorhersage; E: B-Faltblattvorhersagen Uberwiegen; +: weder H-
noch E-Vorhersage, aber Helix + B-Faltblattvorhersagen haufiger als Coil —Vorhersagen; keine
Kennzeichnung: Coil-Vorhersage Uberwiegt
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3.2.3.3 Cytochrom-C-Oxidase

Abbildung 3.2 zeigt die Consensus-Vorhersage fiir die Cytochrom-C-Oxidase.
Die meisten der 24 Helixenden kénnen mit Abweichungen von maximal drei
Aminosauren vorausgesagt werden. In vier Fallen erwies sich die Vorhersage
allerdings als problematisch. Nach dem oben entwickelten Interpretationsansatz
wirde das Ende der Helix 2 deutlich von dem Helixende in der PDB-Struktur
abweichen, da hier eine Coil-Region auBerhalb des von PHDtop ermittelten
transmembranédren Bereichs vorhergesagt wurde. In diesem Fall wiirden daher
die beiden Segmente als zwei unterschiedliche Sekundarstrukturelemente
interpretiert und damit die transmembranare Helix viel zu kurz vorhergesagt
werden. In solchen Fallen kann die Vorhersage keine eindeutige Aussage
machen, sondern stellt zwei mdgliche Helixenden zur Auswahl.

Fir die Helix 11 kann nur das N-terminale Ende mit guter Genauigkeit vorher-
gesagt werden, wahrend die Vorhersage des C-Terminus nicht méglich ist. Das
Problem ist allerdings bereits anhand der Ergebnisse erkennbar, da die
Segmente der Consensus- und der PHDtop-Vorhersage hinsichtlich der Lage
der Helix nur eine geringe Ubereinstimmung zeigen. Am besten |4Bt sich die
gesamte Helix beschreiben, wenn man beide Vorhersagen kombiniert.

In den beiden beschriebenen Fallen war die Problematik der Voraussage ohne
Kenntnis der PDB-Struktur erkennbar. In zwei weiteren Féllen war dies nicht
maoglich. Das N-terminale Ende der Helix 3 und das C-terminale Ende von Helix
7 weichen um funf bzw. sechs Aminosauren von den realen Helixenden ab.
Diese beiden groBen Abweichungen treten aber in Hinblick auf die insgesamt
38 untersuchten Helixenden allerdings sehr selten auf.
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10 | H 20 30 40 50
......... S L [
Sequenz MEFINRWLESTNHKDIGTLYLLFGAWAGMVGTALSLLIRAELGQPGTLLGD
Consensus ++EEEEE+ +++HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
H2 60 70 80 90 H3100
......... S L P
Sequenz DOIYNVVVTAHAFVMIFFMVMP IMIGGFGNWLVPLMIGAPDMAFPRMNNM
Consensus +EEEEEHHHHHHHHHHHHHHEE + +EE+++
H3 110 120 130 140 H4 150
......... S L [
Sequenz SFWLLPPSFLLLLASSMVEAGAGTGWIVYPPLAGNLAHAGASVDLTIFSL
Consensus +EEE ++HHHHHHHHHHH EEE+ HHHHEEHHH
H4 160 170 180 H5 190 200
......... S O P
Sequenz HLAGVSSILGAINFITTIINMKPPAMSQYQTPLFVWSVMITAVLLLLSLP
Consensus HHHHHHHHHHHHHHHEEEE+ EEFEEHHHHHHHHHHH+
H5 210 220 230 He 240 250
......... S L P
Sequenz VLAAGITMLLTDRNLNTTFFDPAGGGDPILYQHLFWFFGHPEVYILILPG
Consensus HHHHHHEEEE+ +E+ ++++HHEEE EEEEEE
H6 260 270 H7 280 290 300
......... o o S| 5 o cocoocoo||ooooooooo| o TR
Sequenz FGMISHIVTYYSGKKEPFGYMGMVWAMMSIGFEF LGF IVWAHHME TVGMDVD
Consensus +EEEEEEEE +HHHHHHHHHHH+HHH+++HHHEEEEEE
H8 310 320 330 H9 340 350
......... Foccocoooalcoccooc NS - oo lcooaaccoo|
Sequenz TRAYFTSATMIIATIPTGVKVFSWLATLHGGNIKWSPAMMWALGEFIFLETV
Consensus +HHHHHEEEEEEE HHHHHHHHHH HHHHHHH HHEE+E+
H9 360 370 H10 380 390 400
......... S I
Sequenz GGLTGIVLANSSLDIVLHDTYYVVAHFHYVLSMGAVFAIMGGEVHWEPLFE
Consensus +EEEE+ EEE +EEEEEHHHHHHH+HHHHHHHHHH++EE +
410  H11 420 430 440 H12 450
......... lococoococooolcoooooocao || oo o |
Sequenz SGYTLNDTWAKIHFAIMFVGVNMTFFPQHFLGLSGMPRRYSDYPDAYTMW
Consensus HHHHHHHHEEEEEE aFaF HHHH
H12 460 470 480 490 500
......... oo cocoooalcooaoo oo IR R
Sequenz NTISSMGSFISLTAVMLMVEFIIWEAFASKREVLTVDLTTTNLEWLNGGPP
Consensus HH+ HHHHHHHHHHHHHHHHHHH EEEEE +++

Abbildung 3.2: Consensus-vorhersage fiir die Sequenz der Cytochrom-C-Oxidase (A-Kette;
Swiss-Prot-Eintrag: cocc_bov). Fiir weitere Erklarungen siehe Abbildung 3.1
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3.2.3.4 Mx-Rezeptor

Abbildung 3.3 zeigt das Ergebnis der Consensus-Vorhersage fir den M-
Rezeptor. Mit Hilfe des entwickelten Interpretationsansatzes wurden hieraus die
Enden der transmembrandren Helices abgeleitet. Die Lage des zweiten und
dritten extrazellularen Loops konnte dabei eindeutig vorhergesagt werden. Dies
gilt auch fir das N-terminale Ende der Helix 5, wo die Consensus-Vorhersage
selbst uneindeutig ist. Das N-terminale Ende der Helix 5 kdnnte sowohl bei
Cys176, als auch bei Ala184 liegen. Grundlegende Vorstellungen Uber die
Struktur eines GPCR der Rhodopsinfamilie schlieBen jedoch eine Beteiligung
von Cys176 an einer transmembranaren Helix aus (vgl. Kapitel 1.1.5). Vielmehr
mufB diese Aminosaure in einer flexiblen Loopregion liegen, da anders die
Bildung der Disulfidbriicke mit Cys124 aufgrund der Lage von Helix 3 und 5
nicht vorstelloar ware.

Auch far Helix 2 kamen zwei mdgliche C-terminale Enden in Frage. Aufgrund
der Coil-Vorhersage fur Aminosdure Asn78 laBt sich das eine mdgliche
Helixende bei Met77 festlegen, das alternative Helixende liegt bei 11e96. Eine
Entscheidung konnte zu diesem Zeitpunkt nicht getroffen werden, da Uber
diesen Bereich keine weiteren Informationen verfligbar waren. DaB letztendlich
das Ende der Helix im 7-Helix-Modell bei 1le96 festgelegt wurde, sollte nur
sicherstellen, daB fir den Aufbau der Loopbereiche Koordinaten fir beide
moglichen Helixenden verfugbar waren.

Eine genaue Kenntnis der Helixenden des intrazellularen Bereichs war im
Rahmen dieser Arbeit nicht erforderlich, insofern wurden die Ergebnisse der
Consensus-Vorhersage fast ohne Anderung fiir den Aufbau des 7-Helix-Modells
ubernommen. In zwei Fallen wurden zusétzliche experimentelle Ergebnisse
berlcksichtigt. So wurde das Ende der Helix 3 bei Val125 festgelegt, da spin-
label-Untersuchungen zeigen konnten, daB das hochkonservierte DRY-Motiv
(Asp120 - Tyr122) in helikaler Konformation vorliegt [73]. Weiterhin wurde das
C-terminale Ende der Helix 7 dem Ende des spater als Vorlage verwendeten
Rhodopsinmodells angepaBt (vgl. Kapitel 3.3.2), da die extreme Lange der
Sekundarstrukturvorherage nicht mit experimentellen Ergebnissen in Einklang
stand. In der Vorhersage in Abbildung 3.3 endet die Helix bei Cys457.
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Untersuchungen zeigen, daB dieses Cystein palmitoyliert vorliegt, wobei der

Palmitoylrest in der Membran verankert ist [20]. Daher mufB3 auch das Cystein in

Membrannahe lokalisiert sein. Berlcksichtigt man die Lage des transmem-

branaren Bereichs der Helix 7 und seinen Abstand zu Cys457, so kann sich die

Helix unméglich bis zu dieser Aminosaure erstrecken.

Sequenz
Consensus

Sequenz
Consensus

Sequenz
Consensus

Sequenz
Consensus

Sequenz
Consensus

Sequenz
Consensus

Sequenz
Consensus

Sequenz
Consensus

MNNSTNSSNSGLALTSPYKTFEVVEIVLVAGSLSLVTIIGNILVMVSIKV
++ EEEEEEEE+++++EEEEEEE EEEEEEEE+

NRHLOTVNNYFLESLACADLIIGVESMNLYTLYTVIGYWPLGPVVCDLWL
HH++HHHHHHHEEEEE++ +EEEEEEE HHHHH

ALDYVVSNASVMNLLIISFDRYFCVTKPLTYPVKRTTKMAGMMIAAAWVL
HHHH++++HHHHHHH+H+H EEEE HHHHHHHHHHHHHH

SEILWAPATLEFWQFIVGVRTVEDGECYIQFFSNAAVTEFGTAIAAFYLPVI
HHHHHHHHHHHHHE EEEEE HHHHHHHEHHHHHHHHE

IMTVLYWHISRASKSRIKKDKKEPVANQEPVSPSLVQGRIVKPNNNNMPG
EEEEH++HH+ H++ E

GONGDEKONIVARKIVKMTKQPAKKKPPPSREKKVTRTILATILLAFITITW
HHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHH

APYNVMVLINTFCAPCIPNTVWTIGYWLCYINSTINPACYALCNATFKKT
+EEEEE +EEEEEEEEEE+ +HHHHHHHHHHH

FKHLLMCHYKNIGATR
HHHHHHH

Abbildung 3.3: Consensus-Vorhersagen fir die Sequenz des My-Rezeptors. Die grau
unterlegten Bereiche markieren die Lage der transmembrandren Helices die aufgrund der
Vorhersage wahrscheinlich erschien. Zur weiteren Erklarung der Abbildung siehe Abbildung 3.1
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3.2.3.5 ‘Helical capping’-Motive

Unter dem Begriff ,Helical cap’ versteht man Strukturmotive im Bereich C- oder
N-terminaler Enden einer Helix. Typisch fur ein solches Motiv ist sein Muster
polarer und hydrophober Wechselwirkungen, das Uber bestimmte Aminosauren
ermOglicht wird. Hierbei liegt jeweils der eine Wechselwirkungspartner
innerhalb, der anderer auBerhalb der Helix. Es wurden eine Reihe
wiederkehrender Wechselwirkungsmuster gefunden, die in der Sequenz als
charakteristisches Aminosauremotiv erscheinen. Sieben solcher Muster
konnten bislang eindeutig identifiziert werden. Nach der Nomenklatur von
Aurora und Rose handelt es sich hierbei um die Motive: Box, Big Box, B-Box,
Schellmann, Non-Gly-Schellmann, o und das Prolin-Motiv [74].

Mit dem Auffinden solcher Bereiche in der Sequenz kénnten im Gegensatz zu
den oben beschriebenen Sekundarstrukturvorhersagen nicht nur die Enden der
Helices exakt festgelegt werden, sondern auch zusatzliche Informationen tber
den Verlauf des sich anschlieBenden Loopbereichs gewonnen werden. Die aus
den Sekundarstrukturvorhersagen ermittelten extrazellularen Helixenden und
ihre Umgebung wurden daher auf die Aminosauremotive untersucht, die die
sieben Arten der ,Helical caps’ charakterisieren. Es konnte aber keines der
Motive in der Sequenz wiedergefunden werden.

3.2.4 Charakterisierung der Loopregionen

3.2.4.1 B-Turns
Das Ergebnis der Sekundarstrukturvorhersagen bei der Charakterisierung der

extrazelluldren Loopbereiche beschrénkte sich auf die Identifizierung eines -
Faltblattbereichs im zweiten extrazelluldaren Loop. Um weitere Informationen
Uber die Loopstruktur zu erhalten, wurde zusétzlich nach B-Turns gesucht.
B-Turns bestehen aus vier hintereinanderfolgenden Aminosauren, deren
Proteinriickgrat eine Wendung von ungefahr 180 Grad vollzieht, woraus ein
relativ kleiner Abstand zwischen den C,-Atomen der ersten und vierten
Aminosaure resultiert. Entsprechend liegt nach Definition von Lewis et al. dann
ein B-Turn vor, wenn der Abstand zwischen diesen beiden C,-Atomen weniger

als 7A betragt, auBerdem darf das Fragment nicht Teil einer o-Helix sein. Die
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Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zwischen den Hauptkettenatomen C=0;
und N-Hi,s, die in den idealen Turnkonformationen auftritt, ist dagegen nicht
zwingend vorgeschrieben [75]. Anhand der ®- und W-Winkel der zweiten und
dritten Aminosaure eines [B-Turns unterscheidet man acht Typen
(LIL1I7, 117, VIa,VIb,VIII). B-Turns, die sich keiner dieser Klassen zuordnen lassen,
werden unter der Kategorie IV zusammengefaBt. Die Strukturen fir die
wichtigsten 4 Turntypen, sind in Abbildung 3.4 dargestellt.

Position @ ¥ Position D ¥
i+1 -60 -30 i+1 -60 120
i+2 -90 0 i+2 80 0

Position & v Position [ v
i+1 60 30 i+1 60 -120
i+2 90 0 i+2 -80 0
Abbildung 3.4: Ideale Struktur der B-Turn-Typen I, Il, I und Il

3.2.4.2 Vorhersage von B-Turns
Bereits bei der Strukturvorhersage mit der GOR-Methode fanden sich in allen

drei extrazellularen Loops fur einzelne Aminosauren Voraussagen flr einen -

Turn. Aussagen Uber den Turntyp oder die Position der betreffenden Amino-
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sauren im Turn sind mit GOR allerdings nicht méglich. Daher wurden die drei
extrazellularen Loopregionen auf Aminosauretypen untersucht, deren Auftreten
nach Untersuchungen von Hutchinson et al. an bestimmten Turnpositionen
signifikant héher ist, als aufgrund ihrer durchschnittlichen Verteilung in Pro-
teinen zu erwarten wére [76]. Wahrscheinlich sind solche Aminos&uren in der
Lage, die Turnstruktur an der entsprechenden Position zu stabilisieren. Im er-
sten und zweiten extrazellularen Loop konnten so Stellen identifiziert werden,
die potentielle Turnstrukturen fur B-Turns des Typs | und Il darstellen. Als drittes
Vorhersageverfahren wurde BTPRED [77] verwendet. Mit Hilfe eines neuro-
nalen Netzes werden hier Vorhersagen Uber die Lage und die Art des Turns
(Unterscheidung in Klasse | und Il) gemacht. Da sich die Vorhersage auf j3-
Turns beschrankt, muBte dem Programm die Lage helikaler Segmente und B-
Faltblattstrukturen im Mj-Rezeptor zusammen mit der Rezeptorsequenz
mitgeteilt werden. Hierbei wurde auf die Ergebnisse der vorangegangenen
Consensus-Vorhersage fur den Mx-Rezeptor zurtickgegriffen, mit Hilfe derer die
Langen der transmembranaren Helices festgelegt worden waren. AuBBerdem
wurde der fir den zweiten extrazellularen Loop vorhergesagte B-Faltblattstrang
berlcksichtigt. Die Ergebnisse der BTPRED-Vorhersage bestatigten die vorher
gefundene Lage der moglichen Turnstrukturen im ersten und zweiten
extrazellularen Loop. Abbildung 3.5 a und b fassen die Ergebnisse der drei
Vorhersagen zusammen.

Die Vorhersage eines B-Turns erlaubte einen neuen Interpretationsansatz fir
den zweiten extrazellularen Loop. Im Zusammenhang mit der B-Faltblattstruktur
besteht die Méglichkeit, daB hier ein B-Hairpin vorliegt. Bei dieser von Sibanda
et al. [78] beschriebenen Struktur werden zwei antiparallel angeordnete Falt-
blattstrange Uber einen B-Turn verbunden. Ein zweiter nicht vorhergesagter
Strang lage danach etwa im Bereich vor Val170. Tatsachlich wurden die
Aminosaure Phe163 in der Consensus-Vorhersage als B-Faltblattstrukturen
vorhergesagt und langere Faltblattstrukturen in diesem Bereich finden sich auch
in einigen Einzelvorhersagen. FUr den ersten extrazellularen Loop des
Bacteriorhodopsins findet sich eine &hnliche Vorhersage (siehe Abbildung
3.5c¢c), allerdings schlug der Versuch von Henderson et al. fehl, diesen
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B-Hairpin in ein Bacteriorhodpsinmodell einzubauen [66]. Die dabei erhaltene
Loopstruktur konnte nicht mit den kryoelektronenmikrosokopischen Aufnahmen
in Einklang gebracht werden. Auf eine Modellierung der B-Hairpinstruktur wurde

daher beim weiteren Aufbau des M,-Rezeptor-Modells verzichtet.

80 90 100
e e e e e e e |
a)Sequenz YTLYTVIGYWPLGPVVCDLWL
Consensus HHHHHHH T T HHHHH
Turn Typ I TZTZ
Turn Typ II ETIT
160 170 180 190
[ oo e e e e [ oo e e e e [ oo e e e e |
)Sequenz FWQFIVGVRTVEDGECYIQFFSNAAVTFGTA
Consensus HHHE TTT EEEEE HHHHHHH
Turn Typ I TTTT
Turn Typ II TTTT
70 80 90 100
[ oo e e e e [ oo e e e [ oo e e e |
Sequenz YLSMLLGYGLTMVPFGGEQNPIYWARYADWL
Consensus HHHHHH EEEEET EHHHHHHHH
Turn Typ I/11I TTTT

Abbildung 3.5: Ergebnisse der Sekundarstrukturvorhersage flir den ersten und zweiten
extrazellularen Loop des M,-Rezeptors (a+b) und flr den ersten extrazelluldren Loop des
Bacteriorhodopsins (c). Die Consensus-Vorhersage enthalt zusatzlich die p-Turnvorhersage der
GOR-Methode (T). Die Zeilen darunter geben die Ergebnisse der BTPred-Methode wieder.
Unterstrichene Positionen kennzeichnen die Lage von Aminosauren, deren Auftreten an der
entsprechenden Position im B-Turn gehauft auftreten.
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3.3 Aufbau des M.-Rezeptormodells

3.3.1 Auswahl der Modellvorlage

Zu Beginn dieser Arbeit standen die Koordinaten mehrerer GPCR-Modelle von
Vertretern der Rhodopsinfamilie zur Verflgung. Es erschien daher sinnvoll, bei
dem Aufbau des My-Rezeptors von einem dieser Modelle auszugehen. Die
Modelle umfaBten ausschlieBlich den Bereich der sieben transmembranédren
Helices. Die Unterschiede zwischen den einzelnen GPCR-Modellen sind dabei
hauptsachlich auf die Methoden und die experimentellen Ergebnisse zurlck-
zufahren, die beim Aufbau verwendet wurden, der phylogenetische Verwandt-
schaftsgrad ist flr die Auswahl der Vorlage dagegen bedeutungslos.

3.3.1.1 Strukturaufklarung bei GPCRs

Jede der sieben transmembranaren Helices kann als rigides Strukturelement
des Rezeptors aufgefaBt werden. Beschrankt man sich auf den trans-
membranaren Bereich des Rezeptors, so besteht das Hauptproblem bei der
Modellierung in der korrekten Ausrichtung der einzelnen Helices zueinander
und zur Lipidmembran. Sequenzvergleiche und die Untersuchung von
Rezeptormutanten geben hierbei Hinweise auf die Lage der Helices bzw.
einzelner Aminosauren.

So kennzeichnen konservierte hydrophobe Bereiche in GPCR-Alignments die
Regionen der Helices, die innerhalb der Membran liegen. Einzelne konservierte
Aminosauren deuten auf eine wichtige Funktion bei der Proteinfaltung oder der
Ligandbindung hin. Arginine und Lysine im Bereich der Helixenden kénnen mit
Phosphatidylgruppen der Membranlipide wechselwirken und so den Rezeptor in
der Membran stabilisieren [72]. In Rezeptormutanten lassen sich weiterhin
gezielt spinlabels oder Fluoreszenzmarker einbringen. Durch spektroskopische
Verfahren erh@lt man hierdurch Hinweise, ob die markierte Aminosaure
innerhalb oder auBerhalb der Membran liegt und ob sie in Kontakt zu den
Membranlipiden steht [79]. Eine Moglichkeit, die raumliche Lage von
Aminosauren zu untersuchen, besteht in der Konstruktion von Zink-bindenden

Doménen. Dabei werden Aminosauren zu Histidinen mutiert, die bei geeigneter
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Anordnung in der Lage sind, ein Zinkion zu komplexieren [80]. Weitere
Beispiele experimenteller Verfahren, die Aussagen Uber die Lage von
Aminoséauren in transmembranaren Helices erlauben, werden bei Herzyk et al.
beschrieben [81]. Anhand von Mutationsstudien kann nicht nur die Lage von
Aminosauren aufgeklart werden, sondern auch ihr EinfluB auf die
Ligandenbindung, Signalweiterleitung und Rezeptorexprimierung untersucht
werden. Eine Verminderung der Exprimierungsrate zum Beispiel weist auf eine
inkorrekte Proteinfaltung der Rezeptormutante hin, was sich durch den Verlust
interhelikaler Kontakte erklaren 1aBt.

3.3.1.2 Modellierung von GPCRs

Die Ergebnisse der oben vorgestellten Untersuchungen erlauben in den
meisten Fallen keine genaue Positionsangabe, sondern ordnen den
Aminosauren nur einen bestimmten Bereich zu (siehe Abbildung 3.6). Erst
durch die Berucksichtigung einer groBen Zahl solcher Hinweise wird der Verlauf
der Helices eindeutig definiert. Modelle, die allein aufgrund dieser Methode
gebaut wurden, bezeichnet man als Ab-initio-Modelle.

. Extra/Intrazellular Kontakt zum Liganden

. Membranér
(Bereich der
Alkylreste)

4. ] Membranar Kontakt zu Interhelikaler

(Bereich der Phos- Membranlipiden  Kontakt
phatidylgruppen)

Abbildung 3.6: Anhand von Sequenzvergleichen und experimentellen Ergebnissen lassen sich
den Aminosauren bestimmte Bereiche zuordnen. Links: Blick auf eine Helix entlang der
Membranebene; Rechts: Blick auf das Helixbiindel

Ein wichtiger Impuls ging von der ersten kryoelekironenmikroskopischen
Aufnahme eines GPCRs aus. In der 2-D-Elektronendichtekarte des bovinen
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Rhodopsins kennzeichnen sieben Peaks die helikalen transmembranédren
Bereiche. Dies bestatigte zwar die grundlegenden Vermutungen zum Aufbau
der GPCRs, =zeigte aber auch eine deutliche Abweichung zu den
vorangegangenen Strukturen. Neben den Ab-initio Modellen betraf dies auch
Modelle, die aus der Struktur des Bacteriorhodopsins entwickelt worden waren.
Bacteriorhodopsin &hnelt in seinem Aufbau den GPCRs, denn auch hier sind
sieben transmembranare Helices in einem Blndel angeordnet. Die
Strukturaufklarung war beim Bacteriorhodopsin bereits sehr viel weiter
fortgeschritten, als bei den GPCRs, so daB bereits auf der Basis hoch
aufgeldster kryoelektronenmikroskopischer Aufnahmen dreidimensionale Mo-
delle verfligbar waren [82]. Erschwert wurde die Verwendung dieser Strukturen
allerdings durch die Tatsache, daB keinerlei Sequenzhomologie zwischen
Bacteriorhodopsin und GPCRs gefunden werden konnte. Die kryoelektronen-
mikroskopischen Aufnahmen des Rhodopsins zeigten nun weiterhin deutliche
Unterschiede in der Anordnung und Neigung der Helices (siehe Abbildung 3.7).
Trotz ihrer geringen Aufldsung von 9 A wurde nun versucht die Anordnung der
sieben Helices aus der Dichtekarte des Rhodopsins abzuleiten.

Abbildung 3.7: Vergleich der kryoelektronenmikroskopischen Aufnahme von Bacteriorhodopsin
(links) und Rhodopsin (rechts).

Das von Joyce Baldwin erstmals 1993 vorgestellte Rhodopsinmodell basierte
neben dieser Elektronendichtekarte auf der Analyse eines Sequenzalignments
von 204 GPCRs [83]. Untersucht wurde vor allem die Verteilung hydrophober
und hydrophiler Bereiche in der Sequenz. Aufgrund des unterschiedlich stark
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ausgepragten amphiphilen Charakters der helikal angeordneten Sequenz-
abschnitte, konnten diese den Peaks der Elekironendichtekarte zugeordnet
werden (vgl. Abbildung 3.8). Hierdurch wurde auch die Orientierung der
einzelnen  Aminosduren in der Helix festgelegt. Die Ubereinstimmungen
zwischen den Sequenzen konnten die Vorstellung eines generellen ,Bauplans
fur die Familie der Rhodopsin-ahnlichen GPCRs bestétigen.

"® -
Pl
@m o9,

H3

Abbildung 3.8: Zuordnung der Sequenzabschnitte der transmembranaren Helices zu den Peaks
der Dichtekarte aufgrund ihres unterschiedlichen amphiphilen Charakters. Jeder Kreis
symbolisiert eine transmembranare Helix. Hydrophobe Oberflachen der Helices sind schwarz
gehalten (modifiziert nach Ballesteros/Weinstein in [72]).

3.3.1.3 Rhodopsinmodell von Pogozheva

Basierend auf einem Modell des Rhodopsins, das unter Verwendung des
Baldwin-Modells und einer verbesserten Dichtekarte des Froschrhodopsins
(Aufldsung 7 A) entstand, wurde von Pogozheva et al. ein chimarer Rezeptor
aufgebaut, der polare Aminosauren aus 410 GPCRs berlcksichtigt [84]. Schon
Baldwin hatte aufgrund ihrer Ergebnisse vermutet, daB3 die meist im Inneren des
Rezeptors gelegenen polaren Seitenketten interhelikale Kontakte ausbilden
kénnen bzw. an der Bindung des Liganden beteiligt sind. Entsprechend wurden
anhand des Sequenzalignments schrittweise Seitenketten im Modell verandert
und die Ausbildung méglicher Wasserstoffbriicken untersucht. Die Geometrie
der auf diese Weise neu gefundenen Wechselwirkungen wurde optimiert und
wahrend des weiteren Aufbaus fixiert. Hierbei anderte sich schrittweise auch die
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Anordnung der Helices zueinander. Auch die Ausbildung von Disulfidbricken
benachbarter Cysteine wurde in einer spateren Phase des Aufbaus be-
ricksichtigt. Im finalen Modell bilden Wasserstoff- und Disulfidbriicken ein Netz
aus interhelikalen Kontakten, die die Lage der einzelnen Helices zueinander de-
finieren.

Aus diesem Chiméaren-Modell wurde wiederum das verdéffentlichte Rhodopsin-

Modell entwickelt, dessen Struktur Gber die PDB (1BOK) zuganglich war und

das als Vorlage fur den Aufbau des M»-Rezeptors ausgewahlt wurde. Folgende

Entscheidungskriterien waren hierfir ausschlaggebend:

e Die als Vorlage benutzte Dichtekarte lieferte neue wichtige Informationen
uber die Rhodopsin-Struktur. Die Helices 1, 2, 3 und auch Helix 5 zeigten
eine starkere Neigung als aus den alteren Aufnahmen zu entnehmen war.
Hieraus lassen sich zu einem Teil die groBen Unterschiede zu alteren Mo-
dellen erklaren, die noch auf der alten Dichtekarte basierten. So liegt der
RMSD-Wert der Ca-Atome beim Vergleich mit Modellen von Oliveira et al.
[85], Donnelly et al. [86] und Lin et al. [87] bei etwa 6 A, beim Vergleich mit
dem Modell von Herzyk und Hubbard bei 3,9 A [88].

e Die oben skizzierte Vorgehensweise bei der Modellentwicklung benutzt
einen distanzgeometrischen Ansatz, der in Verbindung mit einem Multialign-
ment eine Weiterflhrung der Sequenzanalyse des Baldwinmodells ermég-
licht. Wichtig erscheint hierbei die groBe Zahl der verwendeten Sequenzen
und die Maximierung der Anzahl intramolekularer Wasserstoffbriicken. Ana-
lysen von Strukturen globuléarer Proteine zeigen, daB ein GroBteil der
polaren Seitenketten im Inneren eines Proteins Wasserstoffbriicken ausbil-
den. Dies wurde bei der Aufstellung des Modells berlcksichtigt.

e Eine Vielzahl experimenteller Ergebnisse, die beim Aufbau nicht berick-
sichtigt wurden, kdnnen mit dem Pogozheva-Modell in Einklang gebracht
werden. Wichtig erscheint hierbei vor allem die gute Ubereinstimmung mit
der spater veroffentlichen 3D-Dichtekarte des bovinen Rhodopsins. Auch die
hierauf beruhende Uberarbeitung des Baldwin-Modells ist dem Modell
ahnlich und bestatigt so die von Pogozheva gewéhlte Vorgehensweise [84].
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3.3.2 Sequenzalignment

Mithilfe von Multialignments G-Protein gekoppelter Rezeptoren konnten in jeder
der sieben transmembrandren Regionen konservierte Aminosauren identifiziert
werden [85]. Alignments flr transmembranére Bereiche beliebiger GPCR-
Sequenzen lassen sich nun einfach durch Uberlagerung dieser Aminosauren
erstellen. Abbildung 3.9 zeigt das Alignment, das nach dieser Methode flr Rho-
dopsin und den M;-Rezeptor aufgestellt wurde. Die Uberlagerung erfolgte
anhand von Aminoséauren, die sowohl in der Familie des Rhodopsins (Opsine)
als auch in Rezeptoren der biogenen Amine konserviert sind [84]. Fur jeden
transmembrandren Bereich gab es nur eine einzige Moglichkeit, die
konservierten Aminosauren zu Uberlagen. Die Sequenzidentitat der
gemeinsamen Bereiche betragt 23 %.

Helix 1
opsd_bovin 34 PWQFSMLAAYMFLLIMLGFPINFTLYVTVQHK 65
acm2_pig 20 TFEVVFIVLVAGSLSLVTIIG?ILVM¥SIKVN 50
Helix 2
opsd_bovin 71 PLNYILLNLAVADLFMVFGGETTTLYTSI.N 100
acm2_pig 57 VNNYFLFSLACADLIIGVFSMNLYTLYTVI 86
™” ™
Helix 3
opsd_bovin 111 CNLEGFFATLGGEIALWSLVVLAIERYVVVCK 142
acm2_pig 96 CDLWLALDYVVSNASVMNLLIISFQ?FFCVTK 127
Helix 4
opsd_bovin 151 ENHAIMGVAFTWVMALACAAPPLVGWSRY 179
acm2_pig 137 TKMAGMMIAAA?VLSFILWA?AILFWQF 165
Helix 5
opsd_bovin 200 NESFVIYMFVVHFIIPLIVIFFCYGOL 226
acm2_pig 183 NAAVTFGTAIAAFYL?VIIMTVL%WHI 210
Helix 6
opsd_bovin 247 EKEVTRMVIIMVIAFLICWLPYAGVAFYIFT 277
acm2_pig 390 EKKVTRTILAILLAFIITWAPYNVMVLINTE 420
T T
Helix 7
opsd_bovin 286 PIFMTIPAFFAKTSAVYNPVIYIMMN 311
acm2_pig 419 NTVWTIGYWLCYINSTI??AC¥ALCN 444

Abbildung 3.9: Sequenzalignment fiir die transmembranaren Helices des bovinen Rhodopsins
(opsd bovin) und des M,-Rezeptors vom Schwein (acm2 pig). Die Pfeile kennzeichnen
konservierte Aminosduren der Opsin- und der Amin-Familie. Fett gedruckte Bereiche
kennzeichnen die transmembranaren Helices des Rhodopsin- bzw. M,-Modells.
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3.3.3 7-Helix-Modell des M,-Rezeptors

Der Aufbau des Mx-Rezeptors erfolgte zundchst mit dem HOMOLOGY-Modul
des Programms INSIGHTII [89]. Entsprechend dem in Kapitel 3.3.2
beschriebenen Sequenzalignment konnten die Koordinaten der Aminosauren
fir die transmembranaren Helices 2, 3, 5 und 6 vom Rhodopsin-Modell (vgl.
Kapitel 3.3.1) Ubernommen werden. Dabei wurden die Koordinaten der
Seitenketten der Aminosauren soweit wie mdglich tbertragen. Bei den Helices
2 und 5 gab die Sekundarstrukturvorhersage langere Helices fir den M-
Rezeptor an, als sie das Rhodopsin-Modell aufweist (siehe Abbildung 3.9),
daher wurden die entsprechenden Aminosduren in helikaler Konformation
erganzt.

FUr die Helices 1, 4 und 7 war eine Modifizierung der Koordinaten der Rickgrat-
atome notig, da diese Helices weniger Proline enthalten als diejenigen des
Rhodopsins (siehe Abbildung 3.9). Ein Prolin an Position i einer Helix
verursacht eine Stérung der helikalen Konformation, da sonst energetisch
ungunstige van-der-Waals-Kontakie zwischen dem Pyrrolidinring des Prolins
und dem Carbonylsauerstoff der Aminosaure an Position i-4 auftreten wirden.
AuBerdem kann zwischen dem Carbonylsauerstoff und dem Stickstoff des
Pyrrolidinrings keine Wasserstoffbriicke gebildet werden. Bei den bisher
aufgeklarten Strukturen transmembranarer Proteine findet man als Ergebnis der
durch ein Prolin induzierten Stérung einen Knick in der transmembranaren
Helix. Dieser sogenannte Prolin-kink wurde auch beim Aufbau des
Rhodopsinmodells von Pogozheva et al. fir alle Proline berlcksichtigt. Da es in
den Helices 1, 4 und 7 des M.-Rezeptors keine Entsprechung fir Pro53,
Pro172 und Pro292 des Rhodopsins gibt, muBten die Koordinaten verandert
werden. Das alleinige ,Begradigen‘ der Prolin-kinks, d.h. die Wiederherstellung
der o-helikalen Konformation dieses Bereichs, reicht nicht aus, um diesem
Unterschied gerecht zu werden. Wie Abbildung 3.10 zeigt, mufB3 die Position der
gesamten Helix verdndert werden, um unrealistische Packungsverhéltnisse

zwischen den Helices zu verhindern. Die drei transmembraniren Helices
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wurden daher zuerst auBerhalb des Modells in idealer a-helikaler Konformation
aufgebaut, Seitenketten wurden in gestreckter Form erganzt. In den Bereichen
der Helices 3 und 7, wo im M»-Rezeptor die Proline Pro157 und Pro437 den
regularen Verlauf der Helix stéren, wurden Prolin-kinks eingefugt. Die Konfor-
mation der Prolin-kinks wurde dabei nicht vom Pogozheva-Modell
ubernommen, da diese speziell den Packungsverhaltnissen im Rhodopsin ent-
sprechen. Statt dessen wurde die fir Prolin-kinks von Sankararamakrishnan et
al. vorgeschlagene Konformation verwendet. Anhand von Untersuchungen von
Prolin-kinks in  Rdntgenkristallstrukturen und Kraftfeldberechnungen an
helikalen Modellpeptiden wurde von dieser Arbeitsgruppe eine energetisch
optimierte Konformation der Stérung entwickelt [90].

Der Einbau der drei Helices in das Rezeptormodell erfolgte anschlieBend durch
Superpositionierung der Ca-Atome auf die entsprechenden Koordinaten des
Rhodopsinmodells. Hierdurch bleiben die Lage und Orientierung der drei
Helices im Rezeptorbindel weitgehend erhalten. Die Methode wurde zuerst von
Nordvall und Hacksel beschrieben [91]. Zuletzt wurde beim C-terminalen Ende

der Helix 7 die Lange der Helix dem Rhodopsinmodell angepaBt. (vgl. Kapitel

3.2.3.4)
a) b)y | C) | | |

Abbildung 3.10: Schematische Darstellung des Aufbaus eines 3-Helix-Modells aus einer
Strukturvorlage. Die mittlere Helix enthalt einen Prolin-kink und soll durch eine regulare Helix
ersetzt werden. a) Anordnung der Helices in der Vorlage; b) ‘Begradigen’ der Helix innerhalb
des Modells fihrt zu sterischen Konflikten im Modell; c) Anordnung nach Superpositionierung
der mittleren Helix auf die Vorlage

Der Protonierungsgrad basischer und saurer Seitenketten entsprach dem
physiologischen pH-Wert von 7,4. Die Helices wurden an den N- und C-

terminalen Enden durch Acetyl- bzw. Methylaminogruppen erweitert, da zu
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diesem Zeitpunkt die Loopbereiche noch nicht modelliert waren. Wahrend der
Kraftfeldberechnungen wurde hierdurch die Bildung von Artefakten infolge
elektrostatischer Wechselwirkungen der Carboxylat- oder Ammoniumgruppen
verhindert.

AnschlieBend erfolgte die Optimierung der Seitenkettenkonformationen durch
das HOMOLOGY-Modul von INSIGHTII. Das Programm greift dabei auf eine
Seitenkettenbibliothek zurlick, die auf der Analyse von Rdntgenstrukturen
basiert und die haufigsten Seitenkettenkonformationen der einzelnen Amino-
sauren enthalt.

Im letzten Schritt wurde die Geometrie des 7-Helix-Modells mit dem Programm
DISCOVER [89] unter Verwendung des consistent-valence-Kraftfelds (CV-
Kraftfelds) optimiert und das Verhalten in einer Molekildynamik-Simulation
(MD-Simulation) untersucht. Da bei der Simulation der stabilisierende EinfluB
der Membran und der Loops fehlte, wurde das Proteinriickgrat mit einer Kraft
von 200 kcal/mol-A? auf den Ursprungskoordinaten gehalten (Tethering). Die
notwendige GréBe der Tethering-Konstanten wurde mit Hilfe der Struktur des
Bacteriorhodopsins (PDB-Eintrag 2BRD) in einer MD-Simulation ermittelt. Die
Methode wurde in unserem Arbeitskreis entwickelt, ihre genaue Beschreibung
findet sich in der Arbeit von Jendretzki, wobei dort die Tethering-Konstante
noch anhand einer alteren Bacteriorhodopsinstruktur von geringerer Aufldsung
(PDB-Eintrag 1BRD) [82] abgeleitet worden war [92]. Der damals ermittelte
Wert fir die Tethering-Konstante entsprach allerdings ebenfalls 200
kcal/mol-A2. Aus der Arbeit von Jendretzki wurde auch die Héhe der
Dielektrizitatskonstante e=4 ibernommen.

Die Dauer der MD-Simulation betrug 250 ps. Das Ergebnis der Rechnung
zeigt, daB das Modell nach einer Aquilibrierungsphase von 20 ps (ber den
restlichen Verlauf stabil bleibt, d. h. die gemessene Energie schwankt um einen
Mittelwert (siehe Abbildung 3.11). Fir die weiteren Modellierungsschritte wurde
eine Uber den Bereich der letzten 100 ps gemittelte Struktur verwendet. Da in
dieser Durchschnittsstruktur flexible Seitenketten einzelner Aminosauren stark
verzerrt wiedergegeben werden, wurde ihre Geometrie durch eine erneute

Energieminimierung optimiert.
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Abbildung 3.11 : Verlauf der Gesamtenergie lber die Dauer der MD-Simulation des 7-Helix-
Modells. Die senkrechte Linie zeigt das Ende der Aquilibrierungsphase an.

3.3.3.1 Modellabsicherung

Der Modellcharakter der Vorlage, die Modifikationen im Bereich des
Proteinriickgrats und die hierdurch verédnderte Lage einzelner Helices flhrten
zur Uberlegung, bereits in dieser Phase des Modellaufbaus eine Uberpriifung
der Rezeptorstruktur durchzufiihren. Hierzu wurde das Programm PROCHECK
verwendet, das stereochemische Parameter des Modells mit einem Satz idealer
Werte und ihrer Standardabweichung vergleicht [93]. Diese Idealwerte wurden
aus hochaufgeldsten Molekulstrukturen abgeleitet. Die Abweichungen werden
in Form eines G-Faktors bewertet. Im Idealfall sollte dieser einen Wert von —0,5
nicht unterschreiten. G-Faktoren bis —1,0 kennzeichnen noch akzeptable
Abweichungen, Werte darunter gelten als verbesserungsbedirftig. Die
Ergebnisse der PROCHECK-Uberpriifung sind in Tabelle 3.2 dargestellt.
Hinsichtlich der Bindungswinkel und -langen des Proteinrlickgrats, sowie der
Planaritat der o-Winkel ergaben sich fir das Modell G-Faktoren unter -1. Diese
drei GréBen werden direkt Uber Kraftfeldterme des CV-Kraftfelds berechnet. Die
Abweichungen der Bindungslangen und -winkel traten nur in dieser ersten
Untersuchung auf und sind daher nicht auf das Kraftfeld direkt zurlickzufiihren.
Wahrscheinlich lassen sie sich durch die entsprechenden Geometrien in der

Vorlage erklaren, die Uber das Tethering des Proteinriickgrats teilweise erhalten
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blieben. Der EinfluB der Abweichungen der Bindungswinkel und -langen auf die

Geometrie der Struktur ist allerdings als gering anzusehen, denn die absolute

Abweichung von den Idealwerten ist relativ klein. Bei den Bindungslangen

betragt die Abweichung ca. 0,05 A, bei den Bindungswinkeln ca. 5 Grad.

Die

hohen G-Faktoren erklaren sich durch die geringe Standardabweichung, die

diese ldealwerte aufweisen. Die hohen Abweichungen bei den ®-Winkeln

sind

nach Untersuchungen von Paulin eine generelle Erscheinung bei Rechnungen

mit dem CV-Kraftfeld [52] und kénnen daher im Rahmen der hier durchgefihr-

ten Untersuchungen nicht beeinfluBt werden.

Tabelle 3.2: Zusammenfassung der PROCHECK-Ergebnisse fiir das 7-Helix-Modell

Ramachandran-Plot ( ®/¥-Winkel-Verteilung) Idealwert Modell
Aminosauren in erlaubter Region (Kerngebiet) > 90% 96,5%
Aminosauren in erlaubter Region (Umgebung) 3,5%
Aminosauren in erweiterter erlaubter Region 0,0%
Aminosauren in verbotener Region 0,0%
G-Faktoren
Torsionswinkel Bindungslangen und —winkel (Proteinriickgrat)
®-/¥-Winkelverteilung 0,41 Bindungsléangen -1.16
X1-/¢2-Winkelverteilung -0,27 Bindungswinkel -1.09
x1-Winkel 0,27
Y3-/xa-Winkel 0,72

o-Winkel -1,74
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3.3.4 Datenbanksuche nach Loopfragmenten

Zur Modellierung der extrazelluldren Loops wurde eine Datenbanksuche in der
PDB nach Loopkonformationen durchgefihrt, die denen des M»-Rezeptors
entsprechen kénnten, d.h. es wurde nach Strukturfragmenten gesucht, die in
die verbliebenen Licken im extrazellularen Bereich des Rezeptormodells
eingepaBt werden konnten. Die hierzu verwendete Methode geht urspringlich
auf die Arbeit von Jones und Thirup zurtck [94], denen es hiermit gelang,
Bereiche eines Proteins aus Fragmenten nicht verwandter Strukturen zu rekon-
struieren. Viele der heute zur Modellierung von Loopbereichen eingesetzten
Programme orientieren sich an dieser Vorgehensweise. Im INSIGHTII-
Softwarepaket ist sie durch die search-loop-Routine vertreten, mit der in dieser
Arbeit die Auswahl von Fragmenten aus der PDB erfolgte. Neben der
PaBgenauigkeit eines Fragments wurden hierbei auch weitere Auswahlkriterien
berlcksichtigt (vgl. Kapitel 3.3.4.3). Letztendlich konnte die Methode jedoch nur

beim ersten extrazellularen Loop erfolgreich angewendet werden .

3.3.4.1 ,search-loop’-Routine

Sequenzabschnitte, denen bisher im Modell noch keine Konformation
zugewiesen wurde, werden als flexible Bereiche bezeichnet. Der Anwender
definiert im Modell zwei Aminosaurebereiche variabler Lange, die direkt an
einen flexiblen Bereich angrenzen. Entsprechend ihrer Lage vor oder hinter
dem flexiblen Abschnitt unterscheidet man Aminosauren im Pra- bzw. Postflex-
bereich. Das Programm wahlt aus der Datenbank Fragmente aus, die in der
Sequenzlange dem flexiblen Bereich sowie dem Pra- und Postflexbereich
entsprechen. Alle Abstande zwischen den Ca-Atomen innerhalb und zwischen
den Pra- und Postflexbereichen im Modell werden nun mit den entsprechenden
Werten aus dem gewahlten Fragment verglichen. Ein Beispiel fir ein solches
Loopfragment zeigt Abbildung 3.12.
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Abbildung 3.12: Ca-Trace eines Loopfragments. Pra- und Postflexbereiche werden mit dem
Rezeptormodell verglichen. Die Position eines Co-Atoms wird hierbei Uber die Abstande zu den
anderen Ca-Atomen dieser Regionen definiert, wie es am Beispiel eines Ca-Atoms (l) gezeigt
wird.

Eine Bewertung erfolgt Uber die Berechnung der Wurzel der mittleren
quadratischen Abweichung (root mean square deviation RMSD) der Abstande
nach Gleichung (4.1). Die zehn Loopfragmente mit den kleinsten RMSD werden

als Ergebnis ausgegeben.

N 2 2 2 bz
RMSD: Z(X XO) +(y YO) +(Z ZO)
. N
i=1
N Anzahl der bestimmten Abstédnde zwischenzwei Ca-Atomen
X, Y, 2 Raumrichtungskoordinaten der Coa-Atome der Pra-/Postflexregionen
X0, Y0 520 Raumrichtungskoordinaten der Ca-Atome des Fragments

3.3.4.2 Durchfiuhrung

Die extrazellularen Enden der Helices im 7-Helix-Modell waren aufgrund der
Ergebnisse der Sekundarstrukturvorhersage festgelegt worden. Da hierbei
keine eindeutige Aussage Uber das extrazellulare Ende der sieben transmem-
branaren Helices mdglich war, sollten bei der Datenbanksuche auch Struktur-

fragmente bericksichtigt werden, deren Einbau in das Modell die Helixenden
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verandert (siehe Abbildung 3.13). Die Datenbanksuche selbst erfaB3t in diesem
Zusammenhang nur Strukturfragmente, bei denen das Ende der Helix innerhalb
der flexiblen Region liegt (siehe Abbildung 3.13 b - linke Helix). Um auch
Strukturfragmente zu erfassen, deren transmembranédre helikale Bereiche im
Vergleich zum Modell kirzer sind, wurde die Lage der Pra- oder
Postflexbereiche variiert und somit der flexible Bereich vergroBert (siehe
Abbildung 4.9 b - rechte Helix).

a) b) @ C) @
Abbildung 3.13: Beim Einbau eines Loopfragments kénnen sich die Helixenden andern. Kreise
stellen einzelne Aminosauren, die Saulen im Hintergrund helikale Regionen dar. a) Helixenden
des Rezeptormodells. b) Uberlagerung eines passenden Loopfragments (hellgrau) mit den

Helixenden anhand der Pra- und Postflexregion (dunkelgrau). ¢) Modell nach Einbau des
Loopfragments.

Abbildung 3.14 kennzeichnet die Variationsbreite der Pra- und Postflex-
bereiche, die fur die einzelnen Loops definiert wurden. Bei allen Helices wurden
der Pra- bzw. Postflexbereich um maximal drei Aminosauren verschoben, nur
bei Helix2 wurde ein groBerer Bereich gewahlt, da hier die

Sekundarstrukturvorhersage unklar war (vgl. Kapitel 3.2.3.4).
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Abbildung 3.14: Variation der Pra- und Postflexbereiche in den drei extrazellularen Loops. Helikale
Bereiche sind grau unterlegt. Jede der unterstrichenen Aminosauren kennzeichnet ein mégliches
Ende der Pra- bzw. einen méglichen Beginn der Postflexbereiche eines Suchlaufs.

Jede Kombination der mdglichen Pra- und Postflexpositionen der extra-
zellularen Loopbereiche bildete den Ausgangspunkt fir einen Suchlauf. Fir den
ersten extrazellularen Loop wurden danach 24 Suchlaufe, fir die anderen
beiden extrazellularen Loops jeweils neun Suchlaufe durchgefihrt. Zur
Verdeutlichung sind in Abbildung 3.15 die Pra- und Postflexbereiche der neun
Suchlaufe fur den dritten extrazelluldren Loop dargestellt.

1) PYNVMVLINTFCAPCIPNTVWTIGYW 6) PYNVMVLINTFCAPCIPNTVWTIGYW
2) PYNVMVLINTFCAPCIPNTVWTIGYW 7) PYNVMVLINTFCAPCIPNTVWTIGYW
3) PYNVMVLINTFCAPCIPNTVWTIGYW 8) PYNVMVLINTFCAPCIPNTVWTIGYW
4) PYNVMVLINTFCAPCIPNTVWTIGYW 9) PYNVMVLINTFCAPCIPNTVWTIGYW

5) PYNVMVLINTFCAPCIPNTVWTIGYW

Abbildung 3.15: Pra- und Postflexbereiche aller neun Suchlaufe fir den dritten extrazellularen
Loop

3.3.4.3 Kriterien fiir die Auswahl geeigneter Strukturfragmente

Die Auswahlkriterien flr Strukturfragmente ergeben sich mit Ausnahme des
Sequenz- und Sekundarstrukturvergleichs aus den einzelnen Schritten beim
Einbau eines Loopfragments mit dem HOMOLOGY-Modul in INSIGHTII, wie sie
in Abbildung 3.16 beschrieben werden.
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1 Superpositionierung der Ca-Atome der Pre- und Postflexbereiche des
Strukturfragments und des Modells

Entfernen der Uberzahligen Aminosduren der Pre- und
Postflexbereich aus dem Strukturfragment

Bildung der Peptidbindungen zwischen Strukturfragment und Modell
verknilpft beide miteinander

Austausch der Seitenketten des Strukturfragments gegen die Seiten-
ketten, die an den entsprechenden Positionen im M,-Rezeptor vorliegen.

AW

5 Geometrieoptimierung der Peptidbindung (splice repair), der Seiten-
ketten (Seitenkettenbibliothek) und des gesamten Loops

Abbildung 3.16: Einbau eines Loopfragments mit dem HOMOLOGY-Modul von INSIGHTII.

RMSD nach Superpositionierung des Fragments: Die Auswahl der Struktur-
fragmente wahrend der Datenbanksuche bietet die Méglichkeit, Ahnlichkeiten
unter Bertcksichtigung der GréBe des Datensatzes in einer vertretbaren Ge-
schwindigkeit zu erfassen. So entfallt durch den Vergleich der Ca-Abstéande
eine zeitaufwendige Superpositionierung der Atomkoordinaten. Nur die zehn
ausgewahlten Fragmente werden bei der Darstellung der Ergebnisse auf die
Pra- und Postflexregionen des Modells superpositioniert und der RMSD-Wert
der Uberlagerung berechnet. Da der flexible Bereich des Strukturfragments in
genau dieser Lage in das Modell integriert wird, gibt der RMSD-Wert nach der
Superpositionierung AufschluBB Uber die PaBgenauigkeit des Fragments. Je
gréBer der RMSD-Wert, desto starker wird die Geometrie der beiden
Peptidbindungen verzerrt, Uber die Fragment und 7-Helix-Modell verbunden
werden. Bei der Auswahl wurden daher Fragmente mit niedrigem RMSD-Wert
bevorzugt. Kleine Abweichungen von der idealen Peptidbindungsgeometrie
kénnen durch eine Geometrieoptimierung mit der splice-repair-Routine aufge-
hoben werden.

Van-der-Waals-Kontakte: Energetisch ungiinstige van-der-Waals-Kontakte mit
dem Proteinrlckgrat fihrten zum AusschluB eines Fragments. Mit dem Einbau
eines Fragments in das Modell erfolgte der Austausch der urspringlichen

Seitenketten gegen die Seitenketten des M.-Rezeptors. Fir die weitere
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Berulcksichtigung des Fragments missen dabei auftretende unglnstige van-
der-Waals-Kontakte durch eine Geometrieoptimierung beseitigt werden kdnnen.
Polare und dispersive Wechselwirkungen, die die Faltung des Loops
stabilisieren konnten, sollten jedoch in der endgultigen Struktur erhalten
bleiben.

Sequenzhomologie: Im Bereich der flexiblen Region wurden zudem die
Sequenzen des M.-Rezeptors und der Fragmente verglichen. Dabei wurde die
Sequenzhomologie unter Verwendung der Identitats- bzw. Mutationsmatrix
(Dayhoff-Matrix [95]) der compare-Routine in INSIGHTII bestimmt. Die ermit-
telten Homologien waren jedoch mit Werten von unter 20% sehr niedrig, so daB
sie als Auswahlkriterium nicht verwendet werden konnten.
Sekundarstrukturvorhersage: Die Ergebnisse der Sekundarstrukturvorher-
sagen (vgl. Kapitel 3.2.4) wurden mit den Sekundarstrukturen der Fragmente
verglichen. Dabei wurde die Analyse der Sekundarstruktur fir die Strukturfrag-
mente mit Hilfe des Programms Stride durchgefiihrt [96].

Disulfidbriicke: FlUr den zweiten extrazellularen Loop wurde weiterhin die
Disulfidbriicke zwischen der dritten Helix des Modells und dem zweiten
extrazellularen Loop bericksichtigt. Daflr wurde nach der Superpositionierung
von Fragment und 7-Helix-Modell der C,-Abstand zwischen Cys96 im Modell

und der dem Cys176 entsprechenden Aminosaure im Loopfragment gemessen.
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3.3.4.4 Ergebnisse der Datenbanksuche

Erster extrazellularer Loop

Insgesamt wurden 53 Fragmente mit RMSD-Werten zwischen 0,6 und 3,6 A?
tber die Datenbanksuche ausgewahlt. Ein Fragment der bovinen Cytochrom-C-
Oxidase® (10CC) konnte aufgrund der guten Ubereinstimmung in das Modell
eingebaut werden (siehe Abbildung 3.17). Bei dem Fragment handelte es sich
ebenfalls um eine Loopregion zwischen zwei transmembranaren Helices. Bei
der Superpositionierung ergab sich ein RMSD-Wert von 0,9 A2. Beim Einbau in
das Rezeptormodell ergaben sich leichte Verzerrungen in der Peptidbindungs-
geometrie, die mit der splice-repair-Routine behoben wurden. Nach dem
Austausch der Seitenketten konnten energetisch ungunstige van-der-Waals-
Kontakte bei der Geometrieoptimierung beseitigt werden. Die Struktur des
Loopfragments blieb dabei weitgehend erhalten. Besonders auffallend war die
gute Ubereinstimmung zwischen Phe227 des Fragments und dem Tyr88, das
im  Max-Rezeptor diesen Platz einnimmt. Der aromatische Ring des
Phenylalanins liegt in der Cytochrom-C-Oxidase eingebettet zwischen den
Aminosauren der beiden Helices. In dhnlicher Weise steht der Tyrosinring in
dieser Position in Kontakt mit lipophilen Anteilen der Aminosauren Leu82,
Tyr83, Pro93, Val95, Cys96. Im weiteren Verlauf des Loops folgt zwischen den
Aminosduren 89-92 ein B-Turn, dessen Lage mit einem der zwei flr diesen
Loop vorhergesagten B-Turns Ubereinstimmt. Das Pro90 liegt an Position i+1
des B-Turns in einer fur diesen Aminosauretyp bevorzugten Lage. In dieser
Hinsicht erschien auch die Lage von Pro93 direkt vor Beginn der dritten
transmembranaren Helix ginstig. Untersuchungen an Réntgenkristallstrukturen
von Richardson et al. zeigen ein gehauftes Auftreten von Prolinen an dieser
Position [97].

% Es handelt sich um das gleiche Protein, auf das bereits bei der Strukturvorhersage in Kapitel
3.2.3.3 zuriickgegriffen wurde. Allerdings stammt das Fragment aus der P-Kette, die bei der
Strukturvorhersage nicht berlicksichtigt wurde.
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M,—-Modell
NLYTLYTVIGYWPLGPVVCDLW
HHHHHHHHHH TTTT HHHH

HHHHHHHH TTTT HHHHHH
VCFFRQLKFHFTSNHHFGFEAG
Fragment 10CC P217

Abbildung 3.17: Aufbau der Konformation des ersten extrazellularen Loops aufgrund eines
Fragments der Cytochrom-C-Oxidase. a) Superpositionierung des Fragments auf die Helix, b)
Austausch der Seitenketten, c¢) Nach der Geometrieoptimierung, d) Sequenz- und
Sekundarstukturvergleich des 7-Helix-Modells mit dem Loopfragment (10CC: PDB-Eintrag;
P217: Beginn des Loopfragments bei Val217 in der P-Kette).

Zweiter extrazellularer Loop

Keines der 43 selektierten Fragmente erlaubte die Bildung der Disulfidbriicke.
So lag der kleinste gemessene Abstand zwischen den Ca-Atomen der beiden
Cysteine bei etwa 11 A und damit weit Gber dem Abstand von 5-6 A, der
normalerweise bei einer Disulfidbricke in Réntgenkristallstrukturen gefunden
wird [97].
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Dritter extrazellularer Loop

Auch fur diesen Bereich konnte mit Hilfe der Datenbanksuche kein passender
Loop gefunden werden. Nur ein Fragment (PDB-Eintrag: 2HMQ) [98] kam
wegen seines sehr geringen Abweichung im Pra- und Postflexbereich fir den
Einbau in Frage. Doch wurde es nach der Ubernahme der Seitenketten verwor-
fen. Wie Abbildung 3.18 zeigt, ersetzen Pro90 und Pro93 Aminosauren, deren
NH-Wasserstoffatome in der Peptidbindung an Wasserstoffbriicken beteiligt
sind. Diese gingen beim Austausch in der Konformation des M,-Rezeptors nicht
nur verloren, sondern die beiden Proline erzeugten auch energetisch
ungunstige van-der-Waals Kontakte mit dem Rest des Fragments, die bei der

anschlieBenden Energieminimierung zu einer starken Verzerrung der

urspriinglichen Loopgeometrie fihrten.

Abbildung 3.18: Der Einbau des 2HMQ-Fragments in den Rezeptor im Bereich des dritten extra-
zelluldren Loops fiihrte zum Verlust zweier Wasserstoffbriicken (a+b). ¢) zeigt die veranderte
Geometrie des Loops nach der Optimierung (Die Ausgangsstruktur ist als schwarzer Ca-Trace
dargestellt).
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3.4 Aufbau des zweiten und dritten extrazellularen Loops

3.4.1 Einfuhrung in das Simulated-Annealing-Verfahren

FOr die extrazellularen Loops 2 und 3 ergab die Datenbanksuche keine
sinnvollen Konformationen. Deshalb wurde zur Generierung von Loops MD-
Simulationen mit einen Simulated-annealing-Protokoll durchgefiihrt. Dieses
Verfahren wurde von Colson et al. und Moro et al. erfolgreich bei der
Modellierung von Loopkonformationen fir GPCRs eingesetzt [98][99].

Bei der Generierung einer Konformation mit dem Simulated-annealing-Protokoll
kénnen zwei Phasen unterschieden werden. In der ersten Phase erfolgt die
Simulation der Molekllbewegungen bei hohen Temperaturen gefolgt von einer
Abkuhlphase. Werden mit dieser Methode mehrere Konformationen generiert,
so hangt ihr Divergenzgrad von der Temperatur und der Simulationsdauer der
vorhergehenden Hochtemperaturphase ab. Die hohe kinetische Energie der
Atome in der ersten Phase erlaubt die Uberwindung hoher Energiebarrieren
und ermdglicht eine schnelle ,Bewegung’ des Molekils durch seinen
Konformationsraum. Je l&anger die Simulationsdauer, desto weiter kann sich die
Konformation von der Ausgangsstruktur entfernen. In der anschlieBenden
Abklhlphase nimmt die Beweglichkeit des Molekills ab. Gleichzeitig werden
nun stabile Konformationen gegenlber energetisch unginstigen Zustanden
haufiger auftreten. Je langsamer abgekihlt wird, desto wahrscheinlicher wird
sich das Molekll einer energiearmen Konformation n&hern. Durch eine
anschlieBende Geometrieoptimierung erhdlt man die Konformation des

nachstgelegenen Energieminimums.

3.4.2 Ausgangsstruktur flir die MD-Simulation

Zur Durchfihrung der MD-Simulation muBte der extrazellulare Bereich des
Rezeptors zuerst vervollstandigt werden, d.h. die beiden fehlenden Loops
muBten ergénzt werden. Die Konformation der Loops spielte hierbei keine
Rolle, da diese Rezeptorstruktur nur als Ausgangspunkt fir die Generierung der
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eigentlichen Loopkonformationen dienen sollte. Allerdings muBte beim Aufbau
des zweiten extrazellularen Loop die Disulfidbricke zur Helix 3 bertcksichtigt
werden. Fir diesen Loop war auch eine B-Turnstruktur vorhergesagt worden,
wobei zwei mogliche Positionen im Loop in Betracht kamen (vgl. Kapitel
3.2.4.2). Eine Datenbanksuche in der PDB sollte daher Klarung bringen, ob und

in welcher Position der Einbau eines B-Turns sinnvoll ware.

3.4.2.1 Untersuchung der Turnstruktur im Loop 2

Wie in Kapitel 3.2.4.2 gezeigt wurde, kommen zwei mdgliche B-Turns im
zweiten extrazelluldren Loop in Betracht, beginnend mit Val171 bzw. Glu172.
Die Sequenzabfolge Glutamat, Aspartat, Glycin ist beiden Turns gemeinsam.
Aus der PDB wurden daher alle Fragmente mit dieser Sequenz extrahiert und
untersucht, ob sie in einer B-Turnstruktur vorliegen. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3.3 zusammengefaBt. Von den 27 gefundenen Fragmenten ent-
sprechen 23 der Definition fir B-Turns (Kapitel 3.2.4). Bei weiteren zwei Struk-
turen fiihrte eine geringfligige Uberschreitung des geforderten maximalen Coy-
Cai,s-Abstands von 7 A zum AusschluB (2POR und 1I0W). Bei visueller
Uberpriifung waren allerdings beide Strukturen den anderen gefunden B-Turns
sehr ahnlich, so daB sie mit in die Auswertung einbezogen wurden. Danach
zeigten 21 Strukturen einen B-Turn mit den drei gesuchten Aminosauren in
Position (i+1) bis (i+3), wobei der Turntyp | mit 15 Strukturen am h&ufigsten
vertreten war. Die zweite Variante, in der das Aspartat an der ersten Position
liegt, fand sich nur in 7 Segmenten. Dreimal lagen beide B-Turns neben-
einander vor und zwar jedesmal als Kombination eines B-Turns Typ IV mit
einem B-Turn Typ I'. Die in den Datenbanksuche gefundene Praferenzen fir
den Sequenzabschnitt EDG, lassen fir den zweiten extrazelluldren Loop einen
Turn erwarten, der mit Val171 eingeleitet wird. Dies wurde entsprechend bei der
Loop-Generierung berlcksichtigt.
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Tabelle 3.3: Strukturen, die die Sequenz EDG enthalten und einen B-Turn bilden. Eintrag:
Kurzbezeichnung unter der das Protein in der PDB geflihrt wird. Start: Nummer der ersten
Aminosdure der angegebenen Sequenz im PDB-Eintrag. Die fir die Definition der Turnstruktur
und des Turntyps wichtigen Angaben sind in den weiteren Spalten enthalten. (vgl. Kapitel
3.2.4.1). Hb +: zwischen den Aminosauren i und i+4 ist eine Wasserstoffbriicke vorhanden.

. Position (i+1 Position (i+2) .
Eintrag [ Start Sequenz | Typ Bhi P(si ) Br Psi Cadist | Hb
1AYL 316 REDG I -52,5 -31,8 -83,9 16,1 5,5 +
1CHD 215 KEDG I -56,4 134,7 76,8 -9,7 5,9 +
1CLC 82 REDG I -62,7 -21,2 -79,4 -2,4 5,5 +
1CNV 14 REDG I -69,2 -8,6 -76,9 -18,0 6,1 +
1EMA 131 KEDG I -53,9 -25,7 | -115,5 -17,2 49 +
1EMA 171 IEDG I -52,4 -21,2 -89,8 5,1 5,6 +
4FGF 77 KEDG I -451 -31,6 -99.4 9,8 5,3 +
1FKJ 30 LEDG I -65,5 -19,7 -91,5 7,5 54 +
1GES 246 LEDG I -59,0 -46,2 -68,8 -5,3 5,3 +
1LTS 158 AEDG I -56,6 -35,0 -84,7 -16,3 5,1 +
1NCX 66 DEDG I -70,7 -23,4 -84,1 -0,5 5,4 +
2POR 56 GEDG I -74,3 -34,4 | -129,0 159,6 71
9RNT 27 HEDG I -63,8 -36,4 -79,3 -4,4 52 +
5RXN 15 PEDG I -67,0 -30,7 -94.7 -30,5 49
1XEL 224 TEDG I -52,4 -39,3 | -114,0 -1,2 4.8
1HRN 206 CEDG II -64,2 132,0 94,7 -9,3 5,3 +
110W 67 IEDG Vv -111,8 -95,9 97,7 -17 1 7.2
1VHH 130 DEDG v -92,6 -18,0 -112,3 34,4 6,5
8DFR 171 EEDG IV -157,9 137,1 51,3 40,4 6,3

172 EDGI I’ 51,3 40,4 74,2 1,3 5,4 +
1DYR 191 NEDG IV -151,2 125,0 53,1 34,3 6,1

192 EDGF I’ 53,1 34,4 83,3 -1,4 55 +
1KAZ 212 IEDG IV -156,2 129,6 58,8 37,7 6,4

213 EDGI I’ 58,8 37,7 72,0 3,1 5,4 +
1CHD 215 EDGE II -56,4 134,7 76,8 -9,7 5,9 +
1GLQ 56 EDGD IV -125,8 98,5 56,0 | -117,0 6,9
1UBI 51 EDGR I -45,2 -45,7 -75,4 -17,0 5,7 +
1WAP 16 EDGV IV -71,3 156,7 67,5 31,3 6,8

3.4.2.2 Vervollstandigung des Rezeptormodells

Die Startstrukturen fir den zweiten und dritten extrazellularen Loop wurden mit
der Methode zur Loop-Generierung im HOMOLOGY-Modul erzeugt. Ahnlich der
Datenbanksuche nach Loopfragmenten werden hierbei Pra- und Postflex-
bereiche definiert. Diese werden in diesem Fall vom Programm selbst festgelegt
und umfassen die Rickgratatome der zwei Aminosauren, die an den zu er-

ganzenden Bereich angrenzen. Die Abstande zwischen diesen Atomen dienen
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als Distanzbeschrankungen fur die Loopauswahl. Bei der Loop-Generierung
werden die ¢- und y-Winkel seiner Aminosduren variiert, um sich diesen
Distanzbeschréankungen anzupassen. Die Loopfragmente, die die Distanzbe-
schrankung am besten erflllten, wurden in das Modell integriert. Da van-der-
Waals-Kontakte bei der Loop-Generierung nur eingeschrankt bertcksichtigt
werden, sind die Loopfragmente meist stark verzerrt. Deshalb wurde die
Geometrie der Struktur anschlieBend mit dem Programm DISCOVER optimiert.
Fir die Energieberechnung wurden das CV-Kraftfeld verwendet. Gleichzeitig
wurden auch die Disulfidbriicke und der B-Turn in den zweiten extrazellularen
Loop eingefligt. Fir den Aufbau der Disulfidbriicke wurde ein zuséatzlicher
distanzabhangiger Energieterm bei der Berechnung eingefihrt, der zu einer
Anndherung der beiden Cysteine flhrte. Die Struktur wurde energieminimiert,
gefolgt von einer 100 ps dauernden MD-Simulation bei 310 K. Uber den Verlauf
der letzten 50 ps wurde der Abstand zwischen den Schwefelatomen der beiden
Seitenketten gemessen. Die Konformation mit dem kleinsten Abstand wurde
ausgewahlt, und die Bindung zwischen den Schwefelatomen hergestellt. Die
resultierende Bindungslange von 2,62 A wurde mittels einer zweiten
Energieminimierung auf den Idealwert von 2 A verringert.

Zum Aufbau des B-Turns wurde ebenfalls Uber einen distanzabhangigen
Kraftfeldterm der Abstand der C,-Atome der Aminosauren Val122 und Asp125
innerhalb eines Bereichs von 5 A gehalten (Kraftkonstante = 100 kcal/mol-A).
Dieser Wert entspricht dem Abstand, der bei einer idealen Geometrie des
B-Turns gefunden wird.

3.4.3 Simulation mit Losungsmittel

Die bisherigen Berechnungen wurden ohne Berucksichtigung von
Lésungsmittel-Molekilen durchgefiihrt. Fur die folgende MD-Simulation, mit der
Konformationen fir die extrazellularen Loops 2 und 3 modelliert wurden, sollte
jedoch im extrazelludren Bereich die waBrige Umgebung mitbertcksichtigt
werden. Ansonsten kdnnten fehlende polare und dispersive Wechselwirkungen
zwischen Protein und Umgebung die Bildung artifizieller Strukturen
begiinstigen. Dies konnte an MD-Simulationen mit Kristallstrukturen gezeigt
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werden. Auch bei Verwendung hoher Dielektrizitdtskonstanten (e=80) konnten
bei MD-Simulationen im Vakuum die Auflésung von Sekundarstrukturelementen
und die Verkleinerung der Bindungstasche beobachtet werden. Wurde in den
MD-Simulationen zusatzlich eine Hydrathille in Form von expliziten
Wassermolekilen simuliert, konnten diese beiden Effekte erheblich vermindert
werden [100].

3.4.3.1 Nutzung von GROMACS

Bisher wurden alle Rechnungen mit dem Programm DISCOVER unter
Verwendung des CV-Kraftfelds durchgefuhrt. Der hohe rechentechnische
Aufwand, den die Simulation der Hydrathdlle mittels expliziter Wassermolekile
erfordert, verlangsamte die Simulationen mit diesem Programm in solchem
MaBe, daB eine verninftige Simulationsdauer den Zeitrahmen flr diese Arbeit
gesprengt hatte. Daher wurden die Berechnungen mit der Hydrathulle mit dem
Programm GROMACS durchgeftihrt [102],[103]. Das Programm verwendet ein
eigenes Protein-Kraftfeld, das auf dem GROMOS-Kraftfeld basiert. Dieses
Kraftfeld erméglicht unter Verwendung sogenannter ,united atom®-Modelle
Vereinfachungen, die die Rechenzeit deutlich verkirzen:

e SPC-Wassermodell

Beim SPC-Wassermodell (SPC = simple point charge) werden flir Wasserstoff-
und Sauerstoffatome Coulomb-Wechselwirkungen getrennt berechnet. Fir die
Berechnung der Lennard-Jones-Wechselwirkung wird das Wassermolekil als
einzelnes, spharisches Teilchen mit dem Sauerstoff als Mittelpunkt betrachtet.
Bindungswinkel und Langen werden ebenfalls nicht berechnet, sondern tber
den SETTLE-Algorithmus [104] starr gehalten.

¢ ,united atom’-Proteinmodell

Ahnlich wie beim SPC-Wassermodell, werden geséttigte Kohlenstoffatome mit
ihren kovalentgebundenen Wasserstoffatomen als eine Einheit betrachtet,
womit die Berechnung der Bindungsgeometrien zwischen diesen Atomen
entfallt. Wechselwirkungsenergien werden ebenfalls fir die gesamte Gruppe in
bezug auf die Position des Kohlenstoffatoms berechnet.
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3.4.3.2 Verwendung periodischer Randbedingungen

Die Simulation der HydrathUlle erfolgte mittels einer Wasserbox, d.h. eines mit
dem Protein und Wassermolekilen geflllten Quaders, unter Verwendung
periodischer Randbedingungen. Bei diesem Verfahren werden die
gegenuberliegenden Seiten UOber einen Algorithmus virtuell miteinander
verbunden. Hierzu wird ein vergréBertes Molekllensemble aufgebaut, daB aus
27 identischen Wasserboxen besteht. Die zentrale Wasserbox ist dabei an
jeder Seite, Kante und Ecke von einer ihrer Kopien umgeben. In diesem System
erfolgen die Berechnung der Energien und der neuen Koordinaten der Atome.
Aus der zentralen Wasserbox wird anschlieBend wieder ein vergréBertes
System aufgebaut, mit dem der nachste Schritt der MD-Simulation berechnet
wird. Das hierdurch geschaffene geschlossene Modell erlaubt es, die freie
Bewegung der MolekUle kontinuierlich zu simulieren.

3.4.3.3 Verwendung eines Rezeptorfragments

Die Verwendung periodischer Randbedingungen ist nur mdglich, wenn hierbei
das Protein vollstéandig von der Wasserbox umschlossen wird. Die Verwendung
eines solchen Modells wirde fir den My-Rezeptor zu einer vollkommen
unphysiologischen Umgebung der transmembranaren Regionen flihren. Eine
hieraus resultierende Umstrukturierung dieser Region lieB sich jedoch
ausschlieBen, da die helikalen Bereiche schon aufgrund der hohen Simulations-
temperatur wahrend der Dynamik Uber eine starke Rickstellkraft stabilisiert
werden muBten. Trotzdem wirde ein GroBteil der berechneten Wechselwirkun-
gen kein sinnvolles Ergebnis darstellen, gleichzeitig aber die bendtigte Rechen-
zeit betrachtlich erhéhen. Die Simulation wurde deshalb nur mit einem Frag-
ment durchgeflhrt, welches die extrazellularen Loops und angrenzende trans-
membranare Bereiche umfaBt. Die Einbeziehung eines Teils des transmembra-
naren Bereichs erschien sinnvoll, da somit mégliche Wechselwirkungen mit der
Loopregion berticksichtigt werden konnten. Auch sollte hierdurch sichergestellt
werden, daB das Modell den Bereich der allosterischen Bindungsstelle
vollstandig beinhaltet. Unter der Annahme, daB dieser Bereich des Rezeptors
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extrazellular zur Bindungsstelle des orthosterischen Liganden liegt, diente die
Aminosaure Asp103, die einen Bindungspartner fir das Acetylcholin darstellt,
als Begrenzung. Das Fragment umfaBte also Aminosauren, die mit dem
Aspartat in einer Ebene in der Membran bzw. extrazellular zu dieser Ebene
liegen. Die Membranebene lieB sich dabei anhand der Projektionskarten des
Rhodopsins abschatzen. Das neue Modell umfaBte somit in vier
zusammenhangenden Bereichen die Aminosauren Phe21-Gly31, Phe75-
Asp103, Trp155-1le192, Trp400-Trp427.

Das Rezeptorfragment wurde in eine kubische Wasserbox mit einer Seiten-
lange von 53 A zentriert, so daB der minimale Abstand des Fragments zu den
Wanden 10 A betrug. Wasseratome, die mit dem Volumen des Fragments (iber-
lappten wurden entfernt (siehe Abbildung 3.19).

-
o T . !

£ -'“ﬂ.'-f_"’ - = ofs

[y ) e

) e AT/ oo Py - L
R~ R Y .~ gy s ;
s i JA Tl By e gl

il A, -
IR A )
2 I T 6 4
Ay
v

|
AL L

L o4
4
o
B T
Y

-
Links Pe g P
P

T

7
. Y O, | e
O o N
v T At ¢
B o

/ ':,‘ %
L

\"}‘,
s

T
-
=

1 i (.
O W e T i N 2
AP B T ey I LAST RO P SR L T
TR AL AN 3 ¢ >
d Oy T e

LY

>t

Abbildung 3.19: Rezeptorfragment in Wasserbox
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3.4.4 Simulated-Annealing-Protokoll

3.4.4.1 Stabilisierung strukturierter Bereiche

Da die MD-Simulation in GROMACS bei hohen Temperaturen durchgefiihrt
werden sollte, bestand die Gefahr, daB festgelegte Sekundarstrukturelemente
verandert werden. Diese Elemente wurden deshalb durch zusatzliche
Kraftfeldterme stabilisiert. Die Rickgratatome der Helices wurden durch eine
Kraftkonstante von 10000 kJ/mol-A in ihrer Ausgangsposition festgehalten. Der
neu eingeflgte B-Turn im zweiten extrazellularen Loop wurde ebenfalls durch
einen distanzabhangige Kraftfeldterm stabilisiert, der gemaB der B-Turn-
Definition einen maximalen Abstand von 7 A zwischen den Ca-Atomen von
Val171 und Gly174 erlaubte. GréBere Entfernungen wurden durch die hohe
Kraftkonstante von 5000 kJ/mol-A unterbunden, die bei Ubertretung des Limits
wirksam wurde.

Eine hohe Temperatur kann zudem auch die Umwandlung einer Peptidbindung
von der trans- in die cis-Form ermdglichen. Diese cis-Konfiguration ist zwar
prinzipiell moglich, im Vergleich zur trans-Form jedoch energetisch ungunstiger,
so daB sie in Kiristallstrukturen fast nie auftritt. Ausnahme sind
Peptidbindungen, an denen das Stickstoffatom eines Prolins beteiligt ist, da hier
der Unterschied zwischen den beiden isomeren Formen geringer ist als bei den
ubrigen Aminosauren. Bei der Molekuldynamik wurde deshalb die Bildung einer
cis-Bindung far alle Aminosduren auBer Prolin unterbunden. Hierzu war eine
Neudefinition der Kraftfeldterme nétig, die die entsprechende Energie des -
Torsionswinkel beschreiben. Diese werden normalerweise im GROMACS-
Kraftfeld durch eine Sinusfunktion wiedergegeben. Fir die Dynamik wurden
diese Terme durch eine quadratische Gleichung ersetzt, wobei mit einer
Kraftkonstante von 1000 kdJ/mol der trans-Winkel erhalten blieb.
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3.4.4.2 Initialisierung

AnschlieBend wurde das Modell minimiert und eine MD-Simulation bei 310 K
und einem Druck von 1 bar tber 100 ps durchgeflhrt um das System zu re-
laxieren. Der gewéhlte cutoff-Bereich fir die Berechnung der Wechselwirkungs-
energien betrug hier wie auch in den folgenden Simulationen 10 A fiir van-der-
Waals-Energien und 15 A fiir elektrostatische Wechselwirkungen. Die Box
verkleinerte sich bei der MD-Simulation nur leicht auf ca. 52 A Seitenlange.

3.4.4.3 Temperaturverlauf der MD-Simulation

Die Dynamik wurde uber 500 ps bei 1200 K und konstantem Volumen
durchgefihrt. Versuche héhere Temperaturen (1300 K) zu verwenden, fihrten
zum vorzeitigen Abbruch der MD-Simulation. Alle 25 ps wurde eine Struktur
gespeichert. Die hieraus resultierenden 20 Strukturen wurden Uber 200 ps
schrittweise auf 310 K abgekuhlt. Zuletzt erfolgte eine Energieminimierung mit
Steepest descent. Bei diesem Schritt wurde keine der in Kapitel 3.4.4.1

beschriebenen StabilisierungsmaBnahmen verwendet.

3.4.5 Kontrolle der Proteingeometrie mit PROCHECK

Nach der Erganzung der extrazellularen Loopbereiche wurde wiederum die
Proteingeometrie mit PROCHECK bewertet. Zum einen sollte hierbei untersucht
werden, ob die Probleme, die im 7-Helix-Modell aufgetreten waren, beseitigt
werden konnten, zum anderen sollten verzerrte Proteingeometrien lokalisiert
werden, die die Struktur der Bindungsstelle beeinflussen kdnnten. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 3.4 dargestellt
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Tabelle 3.4: G-Faktoren der PROCHECK-Untersuchung

Struktur | 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10

G-Faktor

CI)'_/\P' , -0,62 | -0,72 | -0,66 | -0,62 | -0,73 | -0,44 | -0,63 | -0,65 | -0,62 | -0,63
Winkelverteilung

X1T/X2' , -0,99 | -0,98 | -0,91 | -0,98 | -1,11 | -0,72 | -0,84 | -1,14 | -0,86 | -0,84
Winkelverteilung

x1-Winkel -0,08 | 0,00 | 0,04 | -0,04 | 0,05 | 0,14 | 0,18 | -0,06 | -0,13 | -0,12
Ya-1xa-Winkel 0,68 | 0,77 | 0,72 0,4 0,57 0,2 0,49 | 0,48 | 0,53 | 0,44
®-Winkel -0,26 | -04 | -0,36 | -0,28 | -0,47 | -0,41 | -0,43 | -0,39 | -0,45 | -0,53

Bindungslangen | 934 | 033 | 031 | 0,32 | 0,32 | 0,32 | 0,33 | 0,31 | 0,32 | 0,30
Proteinriickgrat

Bindungswinkel | g 1g | 0,11 | -0,11 | -0,23 | -0,20 | -0,10 | -0,20 | -0,11 | -0,13 | -0,1
Proteinriickgrat

Stuktur | b o | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

G-Faktor

CI)'_/\P' ) -0,57 | -0,56 | -0,61 | -0,61 | -058 | -0,6 | -0,46 | -0,63 | -0,64 | -0,6
Winkelverteilung

X1T/X2' ) -1,07 | -0,86 (-1,26 | -0,82 | -0,84 | -09 | -0,81 | -1,12 | -1,02 | -1,09
Winkelverteilung

1:-Winkel 0,12 | -0,25 | -0,28 | -0,06 | -0,03 | 0,06 | -0,33 | -0,11 | -0,06 | -0,17
Y3-/xa-Winkel 0,4 0,44 | 0,33 0,4 0,73 | 0,32 | 0,32 | 0,64 | 0,28 | 0,35
o-Winkel -0,36 | -0,42 | -0,32 | -0,27 | -0,47 | -0,37 | -0,42 | -0,56 | -0,43 | -0,49

Bindungslangen | o35 | 032 | 032 | 0,32 | 0,32 | 0,32 | 0,32 | 0,32 | 0,32 | 0,33
Proteinriickgrat

Bindungswinkel | g 11 | .0,16 | -0,13 | -0,14 | -0,09 | -0,2 | -0,05 | -0,09 |-0,11 | -0,12
Proteinriickgrat

3.4.5.1 ¢-¢0-Winkelverteilung

Der Ramachandran-Plot in Abbildung 3.20 zeigt die ¢-¢-Winkelverteilung aller
generierten Konformationen. 80,6% der Aminosauren liegen in den bevorzugten
Kernregionen (A, B, L) und insgesamt 96,8% im erlaubten Bereich (A, B, L und
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a,b,l,p). Nur 2,2% der Aminosauren liegen im Grenzbereich um die erlaubte
Region (~a, ~b, ~I, ~p). 1% der Aminosauren schlieBlich zeigt eine
ungewdhnliche Verteilung der ¢- und ¢-Winkel (weiBer Bereich). Auch Colson et
al. haben die Verteilung der Aminosduren ihrer generierten Strukturen in den
unterschiedlichen Regionen des Ramachandran-Plot untersucht. Der Anteil der
Aminosauren im erlaubten Bereich betrug nur 86% und damit knapp 10% unter
dem in unserem Modell erreichten Wert [98]. Eine Erklarung fur diese Verbes-
serung stellt méglicherweise die Verwendung der Wasserbox dar. Die ungunsti-
ge Energie ,unerlaubter’ @-¢-Winkelverteilungen wird meistens durch die Aus-
bildung von Wasserstoffbricken zwischen zwei benachbarten Aminosauren
kompensiert [101]. Berechnungen im Vakuum erhdhten eventuell den
artifiziellen  Anteil solcher Konformationen, da hier intramolekulare
Wechselwirkungen Gberbewertet werden.

Far die einzelnen Strukturen gibt Tabelle 3.4 die G-Faktoren der ¢-¢-Winkelver-
teilung wieder. Keine Struktur unterschreitet den Grenzwert von -1,0. Allerdings
besitzen sechs Strukturen eine, finf Strukturen zwei Aminosauren und die
Struktur 2 sogar vier Aminos&uren im unerlaubten Bereich. Die weitaus groBten
Verzerrungen in der Proteinstruktur gehen von Aminosauren aus, die in
unerlaubten Regionen des Ramachandran-Plots liegen. Artifizielle ¢- oder ¢-
Winkel einer Aminosaure beeinflussen die Lage ihrer Seitenkette. Weiterhin
kénnen Auswirkungen auf die Struktur der angrenzenden Aminosauren nicht
ausgeschlossen werden. Sie sollten daher nicht im Bereich einer potentiellen
Bindungsstelle liegen.

3.4.5.2 Bindungslangen und -winkel

Die Geometrie der Bindungslangen und -winkel konnte im Vergleich zum 7-
Helix-Modell deutlich verbessert werden. Dies ist wahrscheinlich darauf
zurUckzufihren, daB das Tethering diesmal nur Gber die Ca-Atome erfolgte. So
konnte sich die Geometrie im Proteinrlickgrat an die Kraftfeldparameter anpas-

sen.
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Abbildung 3.20: Ramachandran-Plot mit einer Ubersicht lber die @-¢-Winkelverteilung in allen
20 Strukturen. (Dreieckige Markierung symbolisieren Glycine)

3.4.5.3 o-Winkel

Auch der G-Faktor fir die w-Winkel konnte im Vergleich zum 7-Helix-Modell
verbessert werden. Wahrend in den Hochtemperatur-Dynamiken zusétzliche
starke Ruckstellkrafte die Peptidbindung planar hielten, wurde bei der folgenden
Geometrieoptimierung hierauf verzichtet. Dies flhrte zu der scheinbar
verkehrten Entwicklung, in der die G-Faktoren der -Winkel in den
nichtoptimierten Strukturen héher liegen, als nach der Energieminimierung. Es
zeigte sich allerdings, daB die Verschlechterung des G-Faktors in diesem Fall
nicht mit einer nennenswerten Anderung der Struktur einherging, wie die
RMSD-Abweichungen in Tabelle 3.5 zeigen. Ein EinfluB auf die Geometrie der
Bindungsstelle ist damit auszuschlieBen. Alle Proline behielten ihre trans-
Konfiguration.
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Tabelle 3.5: Zusammenhang zwischen der Anderung des G-Faktors fiir den w-Winkel und dem
RMSD des Proteinriickgrats der Strukturen vor und nach der Geometrieoptimierung. Es
wurden die drei Strukturen ausgewahlt, bei denen die Differenz der G-Faktoren vor und nach
der Optimierung am héchsten war.

Struktur G-Faktor vor G-Faktor nach | RMSD (A)
Optimierung Optimierung

Struktur 2 0,06 -0,40 0,17

Struktur 10 -0,15 -0,49 0,19

Struktur 20 0,09 -0,47 0,17

3.4.5.4 Seitenkettengeometrie

Bei allen Strukturen fiel der niedrige G-Faktor beziglich der y1-x2-
Winkelverteilung auf, der im gunstigsten Fall bei -0,72, im schlechtesten Fall bei
-1,12 lag. Mit PROCHECK war es mdglich, einzelne Aminosduren mit stark
verzerrter Seitenkettengeometrie im Protein zu lokalisieren. Flr die einzelnen
Strukturen konnten jeweils 4-6 Aminosduren gefunden werden, deren
Seitenkette starke Verzerrungen aufwiesen und somit entscheidenden Einflu3
auf den G-Faktor hatten. In Struktur 4, die spater zum Aufbau der Ligand-
Rezeptor-Komplexe herangezogen wurde (vgl. Kapitel 3.6.10), konnten zum
Beispiel 5 Aminosauren (Tyr23, lle25, Trp29, Trp46, Trp52) identifiziert werden.
Wurden diese Aminosauren gegen Alanine ersetzt, stieg der G-Faktor von -0,98
auf -0,68. Die G-Faktoren flur die Geometrie der einzelnen Torsionswinkel y1, X3

und x4 zeigten keine ungewdhnlichen Abweichungen.



88 3 Methoden, Durchflihrung, Ergebnisse

3.5 Liganden

3.5.1 Einleitung

Ziel dieses Abschnitts der Arbeit war die Auswahl geeigneter Ausgangs-
konformationen allosterischer Modulatoren flr den Aufbau der Rezeptor-
Ligand-Komplexe. Hierzu wurden fir jeden der ausgewdhlten Liganden
Konformationen mithilfe der Simulated-Annealing-Methode generiert. Die
generierten Konformationen wurden anschlieBend in Familien zusammengefaBt
und die energiearmste Konformation fir jede Familie ermittelt. Anhand dieses
Verfahrens erhalt man einen Uberblick (ber die energetisch giinstigen
Konformationen eines Liganden im Vakuum. Wechselwirkungsenergien
zwischen Ligand und Protein werden hierbei nicht berlcksichtigt. Die
energiedarmste Konformation der Vakuumberechnungen mufB somit nicht
unbedingt die Konformation des gebunden Liganden darstellen, auf jeden Fall
wird es sich bei der Konformation des gebunden Liganden aber um eine
energiearme Konformation in der Nahe des globalen Energieminimums
handeln. Dies gilt im gleichen MaBe fir die Konformation einer Verbindung im
Kristall oder in Lésung. Réntgenkristallographische Untersuchungen und die
Interpretation von Kernresonanzspektren kdnnen somit ebenfalls bei der Suche

nach der bioaktiven Konformation herangezogen werden.

3.5.2 Auswahl der Liganden

Die Auswahl der bioaktiven Konformation gestaltet sich bei rigiden
Verbindungen einfacher als bei flexiblen Strukturen, denn mit zunehmender
Flexibilitdt des Liganden steigt auch seine Mdglichkeit energetisch
gleichwertige, aber  strukturell stark abweichende Konformationen
einzunehmen. Eine mdglichst genaue Kenntnis der Lage pharmakophorer
Elemente eines Liganden ist wiederum hilfreich bei der Suche nach seiner
Bindungsstelle am Rezeptor. Daher wurden allosterische Modulatoren
ausgewahlt, die eine mdglichst rigide Struktur besitzen, namlich Diallylcara-
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curin V und Alcuronium. AuBerdem wurde Tubocurarin gewahlt, das ahnliche
pharmakophore Strukturen zeigt, allerdings nicht ganz so rigide ist. Unter
physiologischen Bedingungen ist der tertidre Stickstoff im Tubocurarin
protoniert, womit die Verbindung wie Diallylcaracurin V und Alcuronium Uber
zwei positiv geladene Zentren verflgt. Weiterhin finden sich in der Struktur vier
aromatische Ringsysteme.

Ein zweites Auswahlkriterium war die hohe Affinitat, die Diallylcaracurin V und
Alcuronium gegentber dem M,-Rezeptor besitzen. Die hohe Affinitat kénnte in
einer besseren PaBgenauigkeit in die Bindungsstelle begrindet liegen. Hoch-
affine Substanzen gestatten somit eine genauere Aussage hinsichtlich des
Aufbaus ihrer Bindungsstelle. Im Unterschied zu Alcuronium und Diallyl-
caracurin V besitzt Tubocurarin dagegen nur eine etwa 130fach schwachere
Affinitdt zum besetzten M»-Rezeptor. Auch dieser Unterschied kann
Informationen zum Aufbau der Rezeptor-Ligand-Komplexe liefern, denn er
kénnte sich in einem veranderten Bindungsverhalten wiederspiegeln.

Als vierte Substanz wurde mit W84 der Versuch unternommen einen Rezeptor-
Ligand-Komplex zu modellieren. Auf eine Konformationsanalyse der Ver-
bindung W84 wurde aufgrund ihrer Flexibilitat verzichtet. Bei der Untersuchung
wurde vielmehr die im Arbeitskreis Holzgrabe entwickelte pharmakophore
Konformation des W84 berticksichtigt, die sich an die Struktur des Alcuroniums
anlehnt (vgl. Kapitel 1.2.5). Abbildung 3.21 zeigt die Strukturformeln der
gewabhlten Liganden.



90 3 Methoden, Durchflihrung, Ergebnisse
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Abbildung 3.21: Strukturformeln der ausgewahlten Liganden
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3.5.3 Durchfiihrung der Konformationsanalyse

3.5.3.1 Ausgangsstrukturen

Die Strukturen von Alcuronium und Diallylcaracurin V wurden mit Hilfe der
Fragmentbibliothek des Programms SYBYL [105] aufgebaut. Die Konfiguration
flr Alcuronium wurde aus [33], die Konfiguration fir das Diallylcaracurin V aus
[32] entnommen.

Zur Durchfihrung der MD-Simulation muBten weiterhin den Strukturen
Kraftfeldparameter zugeordnet werden. Fir Alcuronium und Diallylcaracurin V
trat hierbei die Frage auf, durch welche Parameter die Geometrie des
Stickstoffs im Indolinringsystem am besten beschrieben werden kann. Das
TRIPOS-Kraftfeld enthalt Parameter fiir Stickstoffe mit tetraedrischer (N.3) oder
planarer Geometrie (N.pl3), wobei der Stickstoff im Indolinringsystem der Sybyl-
Fragmentbibliothek eine tetraedrische Geometrie besitzt. Die Hbhe des
Stickstoffs Gber der von seinen Bindungspartnern aufgespannten Flache betragt
0,42 A. Eine Suche in der Cambridge Structural Database (CSD) [106] nach
Indolinringsystemen, deren Stickstoff mit einem sp®-hybridisierten Kohlenstoff
substituiert ist, zeigt Geometrien, bei denen die H6he des Stickstoffs zwischen
0,48-0,16 A liegt. Die starke Abflachung in einigen Strukturen 148t sich tber den
mesomeren Effekt in der Struktur erklaren. In diesen Fallen wirde eine planare
Geometrie die Struktur besser wiedergeben. Speziell fir das Alcuronium kann
die Geometrie des Indolinstickstoffs auch durch den mesomeren Effekt der
Enaminstruktur beeinfluBt werden, deren Bestandteil der Indolinstickstoff ist. Mit
einer Datenbanksuche nach Indolin-Enamin-Fragmenten konnte allerdings
keine vergleichbare Struktur gefunden werden. In allen gefundenen Verbin-
dungen war die Enaminstrukiur Bestandteil eines Merocyanins (vinyloges
Amid). Da an dieser Stelle keine genaue Aussage zur Geometrie des
Indolinringsystems gemacht werden konnten, wurde die MD-Simulation far
Alcuronium einmal mit N.3-Parametern und einmal mit N.pI3-Parametern durch-
gefuihrt. Eine Optimierung der so generierten Konformationen erfolgte danach
durch die Verwendung semiempirischer Verfahren, mit denen die mesomeren

Effekte besser beschrieben werden konnten (vgl. Kapitel 3.5.3.4)
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In der Cambridge Structural Database (CSD) finden sich zwei unterschiedliche
Kristallstrukturen von Tubocurarin, die auf Roéntgenstrukturanalysen des
Dichlorid-Pentahydrat- [108] und des Dibromid-Salzes [109] basieren. Sie
wurden als Ausgangsstrukturen bei der Generierung neuer Konformationen
verwendet. Die Unterschiede zwischen den Konformationen beruhen auf Ab-
weichungen in den Torsionswinkeln der flexiblen Ether- und Methylenbricken,
die die vier Ringsysteme miteinander verknlUpfen, auBerdem unterscheidet sich
die Konfiguration des protonierten, tertiaren Stickstoffs in Ring E. Dieser ist
beim Dibromidsalz S-konfiguriert, beim Dichlorid-Pentahydrat dagegen
R-konfiguriert. Bei gleicher Konformation dieses Rings in den beiden
Konformationen nimmt die Methylgruppe am Stickstoff im Dichloridsalz eine
axiale, im Dibromidsalz eine &quatoriale Stellung ein. Da beide Konfigurationen
fir die bioaktive Konformation in Frage kommen, wurden auch hier zwei MD-
Laufe durchgefihrt, wobei jeweils eine der beiden Kristallstrukturen als

Ausgangskonformation verwendet wurde.

3.5.3.2 Simulated annealing
Zur Generierung unterschiedlicher Konformationen wurde das Simulated-

Annealing-Verfahren verwendet. Folgende Einstellungen wurden verwendet:

Simulationsdauer: 100 Zyklen (100 x 6000 fs)

Heizphase: 1000 fs auf 2000 K
AbkUhlphase: 5000 fs auf 200 K
Abkuhlfunktion: exponentielle Abnahme der Temperatur

Wahrend der MD-Simulation des Alcuroniums wurde die trans-Konfiguration der
beiden Hydroxymethylgruppen durch das Einfiihren eines zusatzlichen
Kraftfeldterms stabilisiert und so eine mdgliche Isomerisierung wéahrend der
Heizphase verhindert. Im AnschluB an die MD-Simulation erfolgte die
Geometrieoptimierung der 100 Konformationen. Hierbei wurde fir die ersten
100 lterationen die steepest descent Methode verwendet und danach die
Optimierung mit der conjugate gradient Methode bis zu einem Abbruchkriterium
von 0,01 kcal/mol Energiedifferenz weitergefihrt.
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Die MD-Simulation und die anschlieBende Geometrieoptimierung wurden mit
dem Programm SYBYL unter Verwendung des TRIPOS-Kraftfelds durch-
gefuhrt. Da die Kraftfeldrechnungen im Vakuum durchgefihrt wurden, muBte
mit der Bildung artifizieller Strukturen aufgrund der Uberbewertung elektro-
statischer Wechselwirkungen gerechnet werden (vgl. Kapitel 3.4.3). Dieses
Problem wurde umgangen, indem der elekirostatische Term bei den
Energieberechnungen unberilcksichtigt blieb. Strukturen, die mit dieser
Methode berechnet werden, weisen meist eine sehr gute Ubereinstimmung mit
Proteingebundenen Konformationen auf [110].

3.5.3.3 Xcluster

Wahrend der MD-Simulation sollten fur die Verbindungen die lokalen
Energieminima ihres gesamten Konformationsraums erreicht werden. Dies ge-
wahrleistete neben dem Temperaturverlauf die lange Laufzeit und die hieraus
resultierende groBe Anzahl von jeweils 100 generierten Konformationen. Fur
die sich nun anschlieBende Analyse war jedoch eine Reduktion der
Datenmenge wlinschenswert.

Zu diesem Zweck wurde das Programm Xcluster [111] verwendet, das die
Zusammenfassung ahnlicher Strukturen in Konformationsfamilien erméglicht.
Als Grundlage dienen dem Programm hierbei die RMSD-Werte, die fir jedes
mogliche Konformerenpaar nach Superpositionierung berechnet werden. Die
Gesamtheit der RMSD-Werte 148t sich in Form einer Matrix darstellen, in der
jedes Feld Ak den RMSD-Wert aus dem Vergleich der Konformation i mit der
Konformation k enhalt. Eine anschaulichere Entsprechung dieser Matrix ist der
Cluster-Graph, bei dem jedes Feld als farbiges Rechteck dargestellt wird. Die
Farbe richtet sich dabei nach dem RMSD-Wert des entsprechenden Feldes.
XCluster verwendet bei dieser Darstellung nicht die urspringliche zeitliche
Reihenfolge, in der die Strukturen in der MD-Simulation generiert wurden,
sondern ordnet die Strukturen in einer neuen Reihenfolge, so daB &hnliche
Strukturen beieinander liegen. Mdgliche Konformationsfamilien kénnen so im
Cluster-Graphen als zusammenhangende Blécke einheitlicher Farbung
unterschieden werden. Die Md&glichkeit zur Neuordnung der Reihenfolge der
generierten Strukturen ergibt sich aus der Methode, mit der das Programm
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stufenweise Konformationsfamilien entwickelt. Zu Beginn des Prozesses bildet
jede Struktur eine eigene Familie. Danach werden in jeder neuen Stufe die zwei
Familien vereinigt, die jeweils eine Konformation des Paares mit dem
geringsten RMSD-Wert enthalten. Am Ende dieses Prozesses bilden dann alle
Konformationen eine Familie. In jeder Stufe erfolgt eine Anderung der
Reihenfolge, wobei die Konformationen der zwei vereinigten Familien in der
Reihe nebeneinander angeordnet werden, ohne daB sich die Reihenfolge
innerhalb dieser Familien andert. Bei dem in einem MD-Lauf generierten 100
Strukturen stehen also 100 mdégliche Einteilungen zur Auswahl. Fir jede Stufe
werden von XCluster Kennzahlen berechnet, mit denen die Einteilungen
bewertet werden kbénnen. Besonders aussagekraftig ist hierbei das
Trennungsverhaltnis (separation ratio). Ein hoher Wert zeigt, da8 der RMSD-
Wert innerhalb der Familien einer Einteilung deutlich geringer ist als zwischen
den Familien. Nach Einschatzung der Autoren des Programms ist bei einer
Gesamtzahl von weniger als sechs Familien ein Trennungsverhaltnis im

Bereich von 2 ein Indiz fr eine sinnvolle Einteilung.

3.5.3.4 Geometrieoptimierung mit AM1

Nach Einteilung der Strukturen in Konformationsfamilien wurde fir jede Familie
die Struktur mit der geringsten Energie ausgewahlt. Mit diesen Strukturen
wurde mit dem semiempirischen Verfahren AM1 (Austin Method 1) [112] eine
zweite Geometrieoptimierung durchgefiihrt. Die Berechnungen erfolgten mit
dem Programm SPARTAN [113]. Durch die Verwendung von AM1 war eine
bessere Beschreibung der Strukturen méglich, bei der auch mesomere Effekte
berlcksichtigt wurden. FUr alle Liganden wurden mit AM1 in SPARTAN
Partialladungen mit der ESP-Methode (ESP = electrostatic potential) berechnet
[114].

3.5.4 Alcuronium

Die Berechnung der RMSD-Werte durch XCluster erfolgte aufgrund der
Superpositionierung der Atome des gesamten Ringsystems der Verbindung,
wobei Wasserstoffatome nicht bertcksichtigt wurden. Die Konformation der
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Allylreste und Hydroxymethylgruppen wurde ebenfalls nicht in die XCluster-
Analyse miteinbezogen.

Zuerst sollen die Ergebnisse fur die Konformationen vorgestellt werden, die mit
dem N.3-Parameter (sp>-hybridisierter Stickstoff) generiert wurden. In diesem
Fall lag das héchste Trennungsverhaltnis mit 6,86 bei Stufe 99. Dies entspricht
einer Unterteilung in 2 Familien. Das Charakteristikum beider Familien ist die
Konformation des zentralen Ringes F, die die lateralen Ringsysteme A-D bzw.
A’-D’ in eine unterschiedliche Lage dirigiert. So bilden in der Familie A die
Indolinringe in etwa eine Ebene, wéhrend sie in der Familie B im spitzen Winkel
zueinander liegen (siehe Abbildung 3.22). Die Einteilung in zwei Familien war
jedoch noch sehr grob, da sich die Konformationen innerhalb der Familie stark
voneinander unterscheiden. So betragt der maximale RMSD in Familie A 0,9 A
und in Familie B 0,92 A. Diese Unterschiede lieBen auch fiir die Ringsysteme
A-E bzw. A'-E’ unterschiedliche Konformationen erwarten. Deshalb wurden die
Konformationen der beiden Ringsysteme jeweils unabhangig vom restlichen
Molekil mit XCluster untersucht.

Abbildung 3.22: Ringkonformation der Familien A und B des Alcuroniums
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Sowohl im Ringsystem A-E als auch im Ringsystem A’-E’ wurden dieselben drei
Konformationsfamilien gefunden. Abbildung 3.23 zeigt den zugehdrigen
Cluster-Graphen. Die drei Konformationen sind in Tabelle 3.6 dargestellt.

Zwei Strukturen, die XCluster der Familie |l zuordnet, lassen sich nicht mit
diesem Schema beschreiben. Da diese Strukturen sehr selten gefunden
wurden und zudem bei der Analyse des Ringsystems A’-D’ Uberhaupt nicht

auftraten, wurden sie nicht weiter untersucht.

II

III

Abbildung 3.23: Clustergraph fir das Ringsystem A-D des Alcuronium. Den entlang der
Diagonalen sichtbaren blau-violettgefarbten Blécken entsprechen drei Familien. Innerhalb der
drei Blocke erkennt man jeweils zwei gréBere, dunkelviolett abgesetzte Zonen. Diese
entsprechen jeweils den beiden Konformationen A und B des zentralen Rings, der tber die drei
mit dem lateralen Ringsystem gemeinsamen Atome Eingang in diese Konformationsanalyse
findet

Kombiniert man die Ergebnisse, die sich aus der Analyse der Teilstrukturen
ableiten lieBen, sollte man unter Berlcksichtigung der Symmetrie des
Ringsystems bei Alcuronium zwdlf Konformationen unterscheiden kdnnen. Sie
lassen sich anhand der oben eingefiihrten Kurzbezeichnungen beschreiben.
Gehdren zum Beispiel die Ringsysteme A-D zur Familie Il und A*-D* zur Familie
| und liegt der zentrale Ring in der Konformation B vor, so wird die Konformation
des gesamten Ringsystems Uber das Kirzel BIll/I eindeutig beschrieben.
Aufgrund der Symmetrie des Alcuroniums ist diese Konformation mit der
Konformation Bl/Il identisch. Anhand der oben beschriebenen Unterschiede der
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Tabelle 3.6: Unterschiedliche Konformationen der Ringsysteme A-D

Familie Konformation Ring D Ring C
Wanne Ce auBerhalb
der Ringebene
Sessel N auBerhalb
der Ringebene
Wanne Cs auBerhalb
der Ringebene

Ringe C bzw. C’ und F konnten die 100 Konformationen in zehn Familien
eingeteilt werden. Die theoretisch mdglichen Konformationen Al/l und Bl/I
wurden nicht generiert und dies IaBt die Annahme zu, dafB3 sie keine stabilen
Konformationen des Ringsystems darstellen. Die Haufigkeit mit der die zehn
Familien in der MD-Simulation auftraten, IaBt sich aus Tabelle 3.7 erkennen.

Unter Berlcksichtigung dieser Ergebnisse wurde die XCluster-Analyse fir die
Konformationen der N.pl3-Struktur mit planarem Stickstoff des Indolinrings
durchgefihrt. Fir die Ringsysteme A-D bzw.- A’-D’ konnten hierbei die gleichen
drei Familien gefunden werden, wie sie in Tabelle 3.6 dargestellt sind. Fir den
zentralen Ring F wurde im Gegensatz zur ersten Analyse nur eine
Konformation gefunden. Diese &ahnelt der Ringkonformation der Familie A
(RMSD 0,48 A). Auch die Verteilung der Konformationen auf die sechs
moéglichen Konformationsfamilien &hnelt der in Familie A (vgl. Tabelle 3.7).
Auch hier konnte eine l/I-Konformation nicht gefunden werden. Insgesamt
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wurden somit in beiden MD-Laufen 15 unterschiedliche Konformationen
generiert.

Die Geometrie dieser 15 Konformationen wurde nun mit AM1 erneut optimiert.
Die Anzahl der Konformationen verminderte sich dabei auf flnf. Die
Unterschiede in Ring F der N.3-Strukturen der Familie A und der N.pl3-
Strukturen finden sich bei den AM1-Konformationen nicht mehr. Die H6he des
Stickstoffs Uber der Flache, die von den Bindungspartnern aufgespannt wird
betragt in der AM1-Struktur 0,16 A und nimmt somit eine Zwischenstellung
zwischen der N.3-Geometrie (Hohe: 0,4 A) und der N.pI3 Struktur (Hohe:0,03
A) ein. Auch die Geometrie der Konformationen in der Familie B dnderte sich
wahrend der Optimierung entsprechend (Héhe 0,17 A). Weiterhin wurden alle
Ringstrukturen der Familie | wahrend der Geometrieoptimierung in Konforma-
tionen der Familie Il umgewandelt. Auch die Konformation BIl/Il konnte mit
AM1 nicht erhalten werden. Aus ihr bildete sich bei der Optimierung die
Konformation All/ll. Die mit AM1 berechneten Energien sind ebenfalls in Tabelle
3.7 aufgefuihrt. Die Konformation AllI/All ist deutlich energiedrmer, als die
anderen generierten Strukturen. Sie wurde daher zum Aufbau des Rezeptor-

Ligand-Komplexes ausgewahlt.

Tabelle 3.7:  Ergebnisse der Konformationsanalyse fir Alcuronium.

Konformation | Anzahl in der MDS | AM1 Energie | Konformation | Anzahlin | AM1 Energie
N3 N.pl3 (kcal/mol) der MDS | (kcal/mol)

Al/l - - - BI/I

Al 10 11 - BI/1I 5

Al 4 5 - BI/IN 4

Ali/n 30 47 458,96 BII/II 5

Ali/ni 11 21 462,15 BII/II 13 465,20

Alli/NI 1 4 464,01 Bl/IN 15 463,80

Auf eine Konformationsanalyse der Hydroxymethyl- und Allylreste wurde
verzichtet. Der Vergleich ihrer Konformationen in den Ringsystemen der
Familie | zeigte eine hohe Flexibilitdét, so daB eine Reihe energetisch gleich-
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wertiger Strukturen zu erwarten ist. Eine endglltige Konformation flr diesen
Bereich |1aBt sich erst beim Aufbau der Rezeptor-Ligand-Komplexe festlegen.
Die gewahlte Konformation des Ringgerists steht in Einklang mit den
Ergebnissen experimenteller Daten. Wenkert et al. [115] fanden aufgrund des
Vergleichs von '*C-NMR-Spektren, daB die Methylierung von N(4) in
Nortoxiferin einen starkeren y-Effekt auf C(14) hervorruft, als die entsprechende
Methylierung von Strychnin. Dies zeigt sich im NMR-Spektrum des Toxiferins in
einer groBeren Hochfeldverschiebung. Dieser Unterschied [aBt sich laut
Wenkert et al. begriinden, wenn man fir Toxiferin eine von der Wannenform
abweichende Konformation des Rings D postuliert, die in Strychnin und
Strychninderivaten gefunden wurde. Eine entsprechende Hochfeldverschiebung
fir C(14) ist auch im *C-NMR-Spektrum des Alcuroniums zu finden [116].

3.5.5 Diallylcaracurin V

Diallylcaracurin V ist in seiner Konstitution dem Alcuronium &ahnlich. Durch die
Verknipfung der Hydroxymethylreste mit dem zentralen Ring nimmt die
Rigiditat des gesamten Ringgerlsts jedoch weiter zu. Da durch die Verwendung
der N.pl3-Parameters zur Beschreibung des Indolstickstoffs beim Alcuronium
letztendlich keine zusatzlichen Konformationen entdeckt werden konnten,
wurde die MD-Simulation nur unter Verwendung des N.3-Parameters
durchgefihrt. Fir die XCluster-Analyse wurden nur die schweren Atome des
Ringgerlsts bertcksichtigt. Das hochste Trennungsverhaltnis von 4,3
berechnete XCluster bei der Einteilung in nur drei Konformationsfamilien. In der
gréBten Familie mit 85 Strukturen liegen die Ringe F bzw. F’ in der gleichen
Konformation vor. In den beiden anderen Familien unterscheidet sich die
Konformation der beiden Ringe voneinander. Aufgrund des symmetrischen
Baus der Verbindung sind somit die Konformationen der beiden kleineren
Familien identisch. Diese = Symmetrie  wird bei der einfachen
Superpositionierung, die XCluster durchfahrt, nicht bertcksichtigt, da hierbei
immer nur Ring F mit Ring F und Ring F' mit Ring F’ Gberlagert wird. Das
restliche Ringsystem entspricht der Konformation der Familie BIll/Il beim

Alcuronium. Insgesamt handelt es sich also nur um zwei unterschiedliche
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Konformationen, die in Abbildung 3.24 dargestellt sind. Nach der Geometrie-
optimierung der beiden gefundenen Konformationen mit AM1 ergab sich eine
Energie von 467,95 kcal/mol fiir die Struktur aus Familie B und 474,522
kcal/mol fir die Struktur aus Familie A/C. Die Geometrie des Stickstoffs im
Indolinring entsprach der bei Alcuronium gefundenen Geometrie (Héhe N: 0,17
A). Aufgrund des deutlichen Energieunterschiedes wurde fiir den Ligand-
Rezeptor-Komplex die Konformation der Familie B gewahlt. Abbildung 3.24 gibt
einen Uberblick tiber die untersuchten Konformationen.

Abbildung 3.24: Konformationen des Diallylcaracurins V. Oben: Das vollstédndige Ringgerust in
der energetisch glnstigeren Konformation aus zwei unterschiedlichen Blickwinkeln; unten: Die
zwei unterschiedlichen Konformationen der Ringe A-F. Rechts ist die energetisch glnstigere
Konformation dargestellt.

3.5.6 Tubocurarin

Die beiden Kristallstrukturen wurden in das Programm SYBYL Uberfiihrt und
fehlende Wasserstoffatome ergéanzt. Entsprechend den vorangegangenen
Verbindungen wurden fur beide Strukturen mit dem oben beschriebenen
Simulated-Annealing-Verfahren neue Konformationen generiert. Sauerstoff- und
Kohlenstoffatome der Methyl-, Methoxyl- und Hydroxylgruppen wurden bei der
Superpositionierung nicht berlcksichtigt. Ebenfalls unberlcksichtigt blieben die
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vier unsubstituierten Kohlenstoffatome des Ringes F. Wahrend der MD-Simula-
tion tauschten die jeweils gegenlberliegenden Atome aufgrund einer Drehung
dieses Rings um 180 Grad mehrmals ihre Position. Die Konformation bleibt
hierbei jedoch erhalten. Bei der Superpositionierung und RMSD-Berechnung
wirde jedoch von XCluster die unterschiedliche Lage der einzelnen
Kohlenstoffatome in den Strukturen berlcksichtigt und diese dementsprechend
zwei unterschiedlichen Familien zugeordnet. Durch die nachfolgende visuelle
Uberpriifung der Konformationen in den einzelnen Familien wurde
sichergestellt, daB durch den AusschluB3 der vier Atome keine unterschiedlichen
Konformationen in einer Familie zusammengefaBt wurden.

Die Auswertung mit XCluster gestaltete sich bei Tubocurarin schwieriger als bei
den anderen beiden Liganden, da das maximale Trennungsverhaltnis in allen
Stufen sehr niedrig und der Unterschied zwischen den Stufen klein war. Daher
wurde die Einteilung auch auf Grund einer visuellen Uberpriifung der einzelnen
Konformationsfamilien getroffen. Fir die Strukturen mit der S-Konfiguration des
Tubocurarinbromids betrug das maximale Trennungsverhaltnis 1,3 bei einer
Einteilung in 17 Familien. Die maximale RMSD-Abweichung zweier Strukturen
innerhalb einer Familie war mit 0,43 relativ klein. Fir die Strukturen mit der R-
Konfiguration des Tubocurarinchlorids betrug das maximale Trennungs-
verhaltnis 1,2 bei einer Einteilung in 9 Familien. Der maximale RMSD-Wert
innerhalb der Familien betrug 0,7 A und die Abweichungen erschienen bei
visueller Uberpriifung relativ hoch. Deshalb wurde eine Einteilung mit 19
Familien gewahlt, die der Einteilung der S-konfigurierten Strukturen entspricht,
Der maximale RMSD innerhalb einer Familie betragt 0,43. Um die Zahl der
Familien weiter zu vermindern, blieben alle Strukturen bei der weiteren Analyse
unbertcksichtigt, deren Energie um mindestens 10 kcal/mol héher lag als die
niedrigste gefundene Energie. Erfahrungen in unserem Arbeitskreis zeigen, daf3
die Energie der bioaktive Konformation unterhalb dieser Grenze liegt [92].
Durch den AusschluB3 dieser Konformationen wurden kleine Familien mit
maximal 3 Mitgliedern entfernt. Von den 17 Familien der Tubocurarinchlorid-
Gruppe blieben sieben Familien, von den 19 Familien der Tubocurarinbromid-

Gruppe 11 Familien erhalten. Eine weitere Reduzierung in der Zahl der
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Konformationen wurde durch die anschlieBende Geometrieoptimierung mit AM1
erreicht, da sich einige der Kraftfeldstrukturen in eine andere Konformation
umlagerten. Die jeweils verbleibenden sechs Konformationen waren bis auf die
unterschiedliche Konfiguration in beiden Gruppen identisch. Unabh&ngig von
der Konfiguration sollen daher die AM1-Konfomationen entsprechend ihrer
Zugehorigkeit zu den Familien 1-6 als Konformationen 1-6 bezeichnet werden.

Die Bericksichtigung der Ladungsverhaltnisse bei der AM1-Berechnung bringt
das Problem mit sich, daB die Konformation der Strukturen ungtinstig beeinfluBt
werden kann. Dies zeigte sich beim Vergleich der einzelnen Konformationen mit
den beiden Rontgenkristallstrukturen. Konformation 1 entsprach der Kristall-
struktur des Tubocurarinbromids (RMSD-Wert 0,43 A). Die Konformation 2 kam
der Kristallstruktur des Tubocurarinchlorids am nachsten, wies aber dennoch
deutliche Abweichungen auf. So betrug der RMSD-Wert (schwere Atome) der
beiden Strukturen nach Superpositionierung 0,72 A. Generell sind solche
Unterschiede in der Konformation von Rdntgenkristallstrukturen und relaxierten
Strukturen nicht ungewdhnlich. Allerdings fiel bei diesem speziellen Fall auf,
daB die Ubereinstimmung zwischen der Kristallstruktur mit der nicht AM1-
optimierten Konformation aus der Kraftfeldberechnung, bei der elekirostatische
Wechselwirkungen unbertcksichtigt geblieben waren, deutlich besser war
(RMSD von 0,32 A). Weiterhin trat die Abweichung nach der AM1-
Geometrieoptimierung im Vergleich zur Réntgenkristallstruktur nicht auf, wenn
die Struktur des Tubocurarins an zwei Stellen geringflgig modifiziert wurde:
Zum einen wurde hierbei der tertidre Stickstoff deprotoniert, zum anderen die
Hydroxylgruppe an Ring C entfernt. Der RMSD-Wert dieser modifizierten
Struktur mit der Kristallstruktur betrug 0,26 A. Das Ergebnis ist in Hinblick auf
die Hydroxylgruppe leicht zu erklaren, da diese in der AM1-Struktur eine interne
Wasserstoffbriicke zum Sauerstoff der Methoxylgruppe des Rings D bilden
kann und sich hierbei die Lage der beiden Ringe C und D zueinander andert.
Aber auch die Protonierung des Stickstoffs in Ring E fuhrt unabhangig von der
Hydroxylgruppe zur Bildung der von der Kristallstruktur abweichenden Konfor-
mation. Offensichtlich wird diese Konformation auch durch die Verringerung der

AbstoBungskrafte der zwei positiven Zentren im Molekll energetisch



3.5 Liganden 103

beginstigt. Beide Effekte werden in der Vakuumberechnung Uberbewertet und
somit erschien die modifizierte Struktur besser geeignet, die Verhéltnisse in
einer Lésungsmittel- bzw. Proteinumgebung wiederzugeben. Daflr spricht auch
der Vergleich mit der Kristallstruktur. Hier bilden sowohl die Hydroxylgruppe des
Rings C als auch der protonierte Stickstoff keine interne Wasserstoffbricke,
sondern eine Wasserstoffbriicke zum benachbarten Chloridion. Im gebundenen
Zustand ist die Bildung solcher Wasserstoffbricken ebenfalls denkbar.
Tubocurarin kénnte an der Oberflache des M;-Rezeptors sowohl mit polaren
Aminosauren als auch mit Wassermolekllen entsprechende Wasserstoff-
bricken ausbilden.

Als Konsequenz aus diesen Uberlegungen wurden die elf bzw. sieben Konfor-
mationen der Kraftfeldberechnungen in entsprechender Weise modifiziert und
erneut einer AM1-Geometrieoptimierung unterzogen. Allerdings konnten im
Vergleich zur ersten AM1-Rechnung auBer bei der erwdhnten Konformation 2
nur geringe Anderungen zwischen den originiren und modifizierten Strukturen
gefunden werden, obwohl auBer Konformation 5 alle Familien die beschriebene
interne Wasserstoffbricke aufwiesen. Bei Konformation 2 ergibt sich beim
Vergleich der Energien ein wichtiger Unterschied (vgl. Tabelle 3.8). Wéahrend
bei der protonierten Form des Tubocurarins die Energie der Konformation 2
deutlich gréBer ist als die der Konformation 1, besitzen beide in ihrer
modifizierten Form einen &hnlichen Energiegehalt. Beide Strukturen kommen
daher als bioaktive Konformationen in Betracht. Die anderen Konformationen
liegen in ihrem Energiegehalt um mindestens 3,5 kcal/mol héher als die
Konformationen 1 und 2 und wurden daher nicht beim Aufbau des Ligand-
Rezeptor-Komplexes verwendet. Beide Konformationen sind in Abbildung 3.25
dargestellt. Die Unterschiede in den Energiegehalten der R- und S-
Konfiguration des protonierten Stickstoffs sind relativ gering. Eine Aussage, in
welcher Konfiguration die bioaktive Struktur vorliegt konnte aufgrund dieser
Ergebnisse nicht gemacht werden.
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Tabelle 3.8: AM1-Energien der Konformationen des Tubocurarins. In der Spalte HB wurden die
Konformationen gekennzeichnet, die eine interne Wasserstoffbriicke bilden. AM1,,4 beinhaltet
die Energien des protonierten Tubocurarins, AM1 .4 die Energien der modifizierten Strukturen.

Familie | Nprot HB | AM1,y | AM1nq | Familie | Npwot HB | AMiy,y | AM1 g
Konfig. Konfig.

R + 232,25 96,99 R + 238,47 | 103,52

1 S + 232,25 97,40 * S + | 238,62 | 103,54

R + 236,41 98,13 R - 238,30 | 103,14

° S + 236,95 98,27 ° S - 238,88 | 102,76

R + 235,75 | 102,70 R + 241,35 | 107,53

° S + 236,62 | 102,22 ° S + | 241,64 | 105,88

Abbildung 3.25 : Die ausgewahlten Strukturen 1 und 2 (vgl.Tabelle 3.8) fiir Tubocurarin in ihrer
modifizierten Form.
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3.5.7 Vergleich mit anderen Modellen

Fir alle der hier untersuchten Strukturen lagen bereits Modelle vor, die im
Arbeitskreis Holzgrabe erstellt wurden. Alcuronium und Tubocurarin wurden
dort mit dem Programm CORINA generiert, das in der Lage ist 2D-Strukturen in
3D-Strukturen umzuwandeln [117]. Die Geometrie der generierten Struktur
wurde anschlieBend mit AM1 optimiert [42]. Wahrend die Konformation des
Alcuroniums mit der hier entwickelten Konformation Ubereinstimmt, ist die
Tubocurarinkonformation mit keiner der hier gefundenen sechs Konformationen
identisch. Aufgrund der guten Ubereinstimmung der Ergebnisse im Vergleich zu
den Rontgenkristallstrukturen erscheint die hier getroffene Auswahl sinnvoller.
Diallylcaracurin V wurde anhand der Kristallstruktur des Strychnins von Zlotos
et al. modelliert [32]. Auch in diesem Fall stimmt die Konformation mit unserem
Ergebnis Uberein.

3.6 Rezeptor-Ligand-Komplexe

3.6.1 Einleitung

Insgesamt waren 20 Strukturen des extrazellularen Bereichs des M»>-Rezeptors
generiert worden (nachfolgend beschrieben als Struktur 1-20), die neben den
Ligandenkonformationen die Grundlage fir den Aufbau der Rezeptor-Ligand-
Komplexe bildeten. Der Aufbau der Rezeptor-Ligand-Komplexe 188t sich in zwei
Phasen unterteilen. Zuerst muBte eine passende Bindungsstelle fir die
Liganden gefunden werden. Hierzu wurden die physikochemischen
Eigenschaften der generierten Rezeptorstrukturen mit den in Kapitel 3.6.5 bis
3.6.7 beschriebenen Verfahren (Surfnet, MOLCAD, Grid) untersucht. Alle
Verfahren erlaubten es, die Ergebnisse direkt an der untersuchten
Rezeptorkonformation darzustellen und ermdéglichten so eine manuelle
Ausrichtung des Liganden im Rezeptor. Wichtige Anhaltspunkte waren hierbei
auch die experimentellen Daten, die fir die Bindung allosterischer Liganden am
M,-Rezeptor vorliegen. Mutationsstudien und vergleichbare Experimente sowie
Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Liganden und das hieraus entwickelte
Pharmakophormodell (vgl. Kapitel 1.2.5) bieten Informationen Gber die Lage der

Bindungsstelle und Uber die Ausrichtung der Liganden im gebundenen Zustand.
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Die hieraus entwickelten Initialkomplexe wurden im zweiten Teil mit Hilfe von

Kraftfeldoerechnungen optimiert.

3.6.2 Mutationsstudien

In verschiedenen Untersuchungen wurde die Bindungsaffinitat des allo-
sterischen Modulators Gallamin an Rezeptormutanten gemessen. Bisher
konnte allerdings noch keine Aminosaure gefunden werden, deren Mutation zu
einem fast vollstandigen Verlust der Bindungsaffinitdt fuhrte, wie dies bei
Mutationsstudien der orthosterischen Bindungsstelle beobachtet worden war.
Da gezeigt werden konnte, daB Alcuronium und Gallamin sich gegenseitig von
ihren Bindungsstellen verdringen, kann von einer zumindest teilweisen Uber-
schneidung dieser Bindungsstellen ausgegangen werden [26]. Insofern half die
Position der nachfolgend beschriebenen Mutationen im Rezeptormodell, die
Lage der Bindungsstelle einzugrenzen.

Am M;i-Rezeptor wurde eine Affinitatsabnahme fur die Mutationen Trp101Ala
und Trp400Ala beschrieben [118]. Diese Aminosauren finden sich am
extrazellularen Ende der Helix 3 bzw. Helix 7 aller muscarinerger Rezeptoren
und es erscheint daher wahrscheinlich, daB flir die entsprechenden
Aminosauren Trp99 und Trp422 des M,-Rezeptors ein ahnlicher Effekt zu er-
warten ist. Die Mutation von Trp101 beeinfluBten daneben auch die Bindung
orthosterischer Liganden an den Mi-Rezeptor.

Zwei weitere Arbeiten untersuchen die Affinitatsunterschiede von Subtypen
anhand von Rezeptorchimaren. Bindungsstudien an unterschiedlichen My/Ms-
bzw. M./Ms-Rezeptorchiméaren lassen vermuten, daB Aminosauren in der M-
Sequenz 391-421 fur die erhdhte Affinitdt des Mo-Rezeptors zum Gallamin
verantwortlich sind [119]. Dieser Abschnitt umfaBt den dritten extrazellularen
Loop und die angrenzenden helikalen Regionen. Interessanterweise grenzt
dieser Bereich direkt an das bereits erwahnte Trp422. In einer weiterfihrenden
Untersuchung konnte mit Asn419 eine einzelne Aminosaure in diesem Bereich
des Mx-Rezeptors identifiziert werden, deren Mutation die Affinitat von Gallamin
erniedrigt [120]. Die drei Aminosauren Trp99, Trp422 und Asn419 liegen im
helikalen Bereich des Rezeptors, wobei ihre Seitenketten ins Innere des

Rezeptors zeigen. Ein weiterer wichtiger Bereich wurde im zweiten
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extrazellularen Loop gefunden. Bei der Uberfiihrung des Sequenzabschnitts
EDGE (Glu172 bis Glu175) des Msy-Rezeptors in die im M;-Rezeptor
vorliegende LAGQ-Sequenz (Leu174 bis GIn177) konnte ebenfalls eine
Affinitatsabnahme flr Gallamin beobachtet werden [121].

3.6.3 Chemische Modifikation der Bindungsstelle

Hinweise auf eine Beteiligung saurer Aminosduren an der allosterischen
Bindungsstelle wurden auch fir den Ligand-Rezeptor-Komplex zwischen
Alcuronium und dem M,-Rezeptor gefunden. Bei der chemischen Modifikation
von Carboxylatgruppen mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid
(EDC) konnten in Bezug auf die allosterische Modulation zwei Effekte
beobachtet werden. Niedrigere  Konzentrationen beeinfluBten den
Kooperationsgrad o, héhere Konzentrationen beschleunigten die Dissoziations-
geschwindigkeit des orthosterischen Liganden [°H]-NMS [122]. Beide Effekte
stehen mit der Bindungsaffinitat des allosterischen Liganden in Verbindung. Die
Autoren dieser Studie folgern hieraus, daB zwei saure Aminosduren die Bin-
dung des Alcuroniums beeinflussen kdnnen. In Anlehnung an die Ergebnisse
der Mutationsstudien wurde eine der sauren Aminosauren der EDGE-Sequenz
des zweiten extrazellularen Loops und das tiefer im Rezeptor gelegene Asp97
als Angriffspunkte fir das EDC postuliert. Bei der Mutation von Asp97Asn hatte
sich zwar keine nennenswerte Abnahme der Bindungsaffinitat des Gallamins
gezeigt, jedoch konnte eine signifikante Erniedrigung des Kooperationsgrads o
beobachtet werden [121]. Die Aminosaure folgt dem an der Disulfidbriicke
beteiligten Cys96 auf der dritten Helix und nimmt einen Raum zwischen der
dritten und vierten Helix auf der AuBenseite des Rezeptors ein.

Die Autoren der hier vorgestellten Untersuchung vermuten einen Zusammen-
hang zwischen der Konzentration des EDC und der Lage der Aminosdure.
Zuerst soll der Angriff an einer der nahe bzw. an der Oberflache gelegenen
sauren Aminosauren im zweiten extrazellularen Loop erfolgen, erst bei héheren
EDC-Konzentrationen wirde auch das tiefer im Rezeptorinneren liegende
Asp97 erfalBt.
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Glu 175

Abbildung 3.26 : Modell des extrazelluldren Bereichs mit den Aminosauren, deren Veranderung
die Bindung von Gallamin beeinflut. Die Position der Aminoséduren im EDGE-Fragment des
zweiten extrazelluldren Loops ist allerdings stark von dessen Konformation abhangig und
variiert in den unterschiedlichen Strukturen stark (Hier ist Struktur 4 dargestellt).

3.6.4 Informationen aus dem Pharmakophormodell

3.6.4.1 Volumen der Bindungstaschen

Die Liganden Alcuronium, Caracurin und Tubocurarin zeichnen sich durch ein
umfangreiches Ringgerist aus. Generell kann hieraus jedoch nicht auf die
GrdBe der Bindungstasche geschlossen werden. So ist es durchaus vorstellbar
daB nur ein kleiner Teil des Liganden mit dem Rezeptor in Kontakt steht, wenn
der Ligand an der Oberflache bindet. Auch die Analyse von Réntgenkristall-
strukuren hat gezeigt, daB kein zwingender Zusammenhang zwischen der
GrdBe des Liganden und der Bindungstasche bestehen muB3 [123]. Trotzdem
erscheint ein solcher Zusammenhang fir die hier behandelten Liganden
vorstellbar, wenn man das Pharmakophormodell von Holzgrabe et al. (vgl
Kapitel 1.2.5) in die Uberlegung miteinbezieht. Wenn fiir beide aromatischen
Ringsysteme und die quartaren Ammoniumgruppen entsprechende Wechsel-

wirkungsdoménen in der Bindungsstelle existieren sollten, so muf3 aufgrund
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ihrer peripheren Lage auch der Mittelteil der Ligandstrukturen einen Platz in der
Bindungstasche finden.

3.6.4.2 Wechselwirkung der Liganden mit dem Rezeptor

FOr die quartaren Ammoniumgruppen werden zwei mogliche Arten von
Wechselwirkungen mit Proteinstrukturen diskutiert. Wechselwirkungskomplexe
zwischen geladenen Stickstoffgruppen und aromatischen Systemen wurden
erstmals von Héltje und Kier beschrieben [125]. Sie finden sich unter anderem
in Réntgenkristallstrukturen der Acetylcholinesterase und werden auch fir die
orthosterische Bindungsstelle der Muscarin-Rezeptoren diskutiert [23]. In den
Kristallstrukturen stehen meistens zwei bis drei aromatische Aminosauren in
Kontakt mit der quartdren Ammoniumgruppe. Der Verlust der Affinitat von
Gallamin bei der Mutation von Tryptophanen kann in dieser Weise gedeutet
werden. Als zweite Moglichkeit kdme die Interaktion mit negativ geladenen
Carboxylatgruppen von Aspartat oder Glutamat in Betracht. Auch hierfiir finden
sich experimentelle Ergebnisse sowohl fir Gallamin als auch fir Alcuronium
(vgl. Kapitel 3.6.2 und 3.6.3).

FOr die aromatischen Ringsysteme ist die Wechselwirkung mit lipophilen
Bereichen des Rezeptors zu erwarten. Unterschieden werden kann hierbei
weiterhin  die Wechselwirkung mit aliphatischen oder aromatischen
Seitenketten. Gerade die Interaktionen zwischen aromatischen Systemen
spielen haufig eine wichtige Rolle bei der spezifischen Wechselwirkung
zwischen Ligand und Protein [125].

3.6.5 Darstellung moglicher Bindungstaschen mit SURFNET

Um eine mogliche Angriffsstelle fur die allosterischen Liganden zu definieren,
wurde die Oberflachenstruktur der einzelnen Rezeptormodelle mit dem
Programm SURFNET [124] untersucht. Anhand der atomaren Abstdnde und
Atomradien werden durch eine entsprechende Prozedur zuerst Zwischenrdume
mit Kugeln unterschiedlicher GréBe ausgefiillt. Uberlappende Kugeln, deren
Radius in einem zuvor definierten Bereich liegt, werden in einem zweiten Schritt
zu einer einzelnen Struktur zusammengefaBt. Diese Strukturen stellen somit ein

,negatives’ Abbild der Oberflache dar, das sich mit den Volumina der Liganden
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direkt vergleichen 1&4Bt. Die bei der Durchfiihrung verwendeten Parameter sind
in Tabelle 3.9 aufgefuhrt.

Tabelle 3.9: SURFNET-Parameter

Minimaler Kugelradius 4 A
Maximaler Kugelradius 1A
Abstand zwischen Molekul und Gitterbegrenzung in xyz-Richtung 6A
Abstand der Gitterpunkte 0,8 A

Das Programm erlaubt weiterhin die getrennte Darstellung der einzelnen
Strukturen, die Berechnung ihres Rauminhalts und die Erfassung der
angrenzenden Aminosauren. Fir jede Struktur ermittelt SURFNET auBerdem
ein Zentrum. Dieses entspricht dem Massenschwerpunkt der Struktur unter der
Annahme, es handle sich hierbei um einen soliden Kérper.

3.6.6 Darstellung des elektrostatischen Potentials mit MOLCAD

Verwendet wurde die in SYBYL implementierte Version von MOLCAD [127].
Das Programm ermdglicht die Darstellung molekularer Oberflachen und die
Visualisierung physikochemischer Eigenschaften. In unserem Fall wurde das
Programm genutzt, um das elektrostatische Potential von Rezeptor und Ligand
zu vergleichen. Die Berechnung der Oberflachen erfolgte Uber das Connolly-
Verfahren. Es berechnet die Kontaktoberflache zwischen der van-der-Waals-
Oberflache der Struktur und einer Kugel, die sich Uber diese Oberflache
bewegt. Der Kugelradius wurde auf den Standardwert 1,4 A festgelegt, der dem
Radius eines idealisierten Wassermolekuls entspricht. Die Berechnung des
elektrostatischen Potentials erfolgte flr die Liganden anhand der mit
semiempirischen Verfahren berechneten ESP-Ladungen (vgl. Kapitel 3.5.3.4).
Fir die Rezeptorfragmente wurden die Ladungen flr die einzelnen
Aminosauren dem MMFF94-Kraftfeld entnommen. Die erneute Zuweisung der
Punktladungen war nétig, da bei der notwendigen Konvertierung in das von
SYBYL lesbare PDB-Format die urspriinglichen Ladungen des GROMACS-
Kraftfelds verloren gingen und in SYBYL nicht verfligbar waren. Fir die hier
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durchgefuhrte visuelle Analyse der Ladungsverteilung sind eventuell hieraus
resultierende Unterschiede allerdings nicht relevant.

3.6.7 Darstellung molekularer Wechselwirkungsfelder mit GRID

Das von Goodford entwickelte Programm GRID [127] berechnet Wechsel-
wirkungsenergien zwischen einer molekularen Sonde und einem Molekil. Die
Sonde wandert dabei entlang den Punkten eines Gitters und erfalBBt so
schrittweise die Umgebung des Molekils. Mit dem hieraus resultierenden
Wechselwirkungsfeld lassen sich die energetisch ginstigen Wechselwirkungs-
bereiche anhand isoenergetischer Oberflachen darstellen. Die physiko-
chemischen Eigenschaften der Sonden und Molekllatome werden durch einen
GRID-internen Parametersatz definiert. Das Programm berechnet hieraus
Energien fiir dispersive und elektrostatische Wechselwirkungen. Uber einen
dritten Energieterm werden Wasserstoffbriickenbindungen gesondert berlck-
sichtigt.

Das Verfahren wurde hier zur Festlegung von Rezeptorregionen eingesetzt, fur
die eine Wechselwirkung mit den aromatischen Ringsystemen der Liganden
energetisch gulnstig erscheint. Die Umgebung des Rezeptorfragments wurde
hierzu mit der Aryl/Olefin-Sonde vermessen. Der Abstand zwischen Molekul
und Gitterbegrenzung betrug in xyz-Richtung jeweils 2 A, der Abstand der
Gitterpunkte 0,5 A.

3.6.8 Charakterisierung der Bindungstaschen

Fur alle 20 Konformationen wurden die Strukturen der Offnungen und
Hohlrdume im Rezeptormodell mit SURFNET ermittelt und ihre Volumina
berechnet. Taschen mit einem Volumen kleiner als 500 A® wurden nicht
berlcksichtigt, da das Volumen aller Liganden Uber diesem Wert lag.
Zahlreiche kleine Offnungen und Hohlrdume konnten so zur besseren Ubersicht
bei der visuellen Auswertung entfernt werden. Zwei Beispiele fir die

Visualisierung der gefunden Volumina finden sich in Abbildung 3.27.
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Abbildung 3.27: Beispiele der ermittelten Surfnet-Ergebnisse. Abgebildet sind Struktur 5 (links)
und Struktur 16 (rechts).

Als hilfreich bei der Auswertung erwies sich weiterhin die in Abbildung 3.28
gezeigte Darstellung der Ergebnisse, bei der die Lage der verbleibenden
Offnungen jeweils durch ihr Zentrum angezeigt wird. Diese stark vereinfachte
Darstellung ermédglichte es, einen ersten Uberblick Giber die Position mdglicher
Bindungsstellen zu erhalten. Es lieBen sich hierbei sechs Regionen
unterscheiden. Durch Kreise markiert sind drei Regionen A, B und C, in denen
sich die Zentren ausgedehnter Hohlrdume befinden, die in fast allen Strukturen
auftraten. An diese kompakten Volumina schlossen sich weitere Bereiche mit
langgestreckter Form an, die entlang der Furchen in der Proteinoberflache ver-
liefen. Haufig traten solche Furchen zwischen benachbarten Helices und Loop-
bereichen auf (siehe Abbildung 3.27). Die Volumina in den Bereichen a und ¢
bestanden fast ausschlieBlich aus diesen Furchenregionen. Sie bildeten nur in
seltenen Fallen eigenstdndige Volumina. In den Bereichen A,B und C
entfernten sich die Furchenregionen weit vom Zentrum und flhrten so zu der in
Abbildung 3.28 erkennbaren Streuung der Markierungen innerhalb einer Re-
gion. Teilweise erfolgte Uber sie aber auch eine Verbindung zweier Volumen
unterschiedlicher Regionen, wobei hierbei in allen Fallen Volumina der
Regionen A oder B beteiligt waren. Da diese beiden Volumina deutlich gréBer
waren als die der anderen Regionen, lag das aus der Verbindung resultierende
Zentrum in den Bereichen A oder B. In 2 Fallen bildeten Offnungen der Region
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A und B ein gemeinsames Volumen. Die hierzu gehdrigen Zentren sind in der
Region b zusammengefafi.

Abbildung 3.28: Lage der Surfnet-Volumina aller Rezeptorstrukturen dargestellt in Struktur 1.
Kreuze kennzeichnen das jeweilige Zentrum eines Volumens. Kreise und Rechtecke
veranschaulichen die Einteilung in die Regionen A-C bzw. a-c (vgl. Text). Links: Blickrichtung
parallel zur Membranebene. Rechts: Blickrichtung aus dem extrazellularen Bereich senkrecht
zur Membranebene

Die Furchenregionen wurden bei der weiteren Untersuchung nicht weiter
berlcksichtigt. Sie bieten den Liganden als potentielle Bindungsstellen nur eine
geringe Kontaktflache und liegen auf der AuBenseite des Rezeptors, weit
entfernt von Aminosauren, deren Mutation die Bindung von Gallamin
beeinflussen.

Berucksichtigt man die Ergebnisse der Mutationsstudien allosterischer
Liganden, so erscheint Region A als Bindungsstelle am wahrscheinlichsten, da
sich an ihren Randern in allen Konformationen die in Kapitel 3.6.2 aufgefthrten
Aminosauren wiederfinden lassen. Lage die allosterische Bindungsstelle
dagegen im Bereich C so kdnnte hierdurch nicht der EinfluB der Aminosauren
Asn419 und Trp422 der Helix 7 erklart werden. Bei den Taschen in der Region
B handelt es sich um Bestandteile der Bindungsstelle der orthosterischen
Liganden. Die Taschen sind zum intrazelluldren Bereich an der Bruchstelle des
Fragments geéffnet, wirden also im vollstdndigen Modell einen Hohlraum
darstellen. An ihren Randern finden sich die vier Aminosauren Trp99, Asp103,
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Trp400 und Tyr526. Fir diese Uber alle Subtypen konservierten Aminosauren
konnte in Mutationsstudien ein EinfluB auf die Bindung sowohl von Agonisten
als auch Antagonisten bei Muscarin-Rezeptoren nachgewiesen werden [23].
Zwischen den beiden beschriebenen Taschen finden sich die beiden
Tryptophane Trp99 und Trp422. In 15 Konformationen findet sich zwischen
diesen beiden Aminosduren eine schlauchférmige Erweiterung des
Hauptvolumens der extrazellularen Bindungstasche, die in Richtung der
orthosterischen Bindungsstelle verlauft.

3.6.9 Volumen der Bindungstaschen

Die als allosterische Bindungsstelle postulierten Taschen in Region A finden
sich, wenn auch in unterschiedlicher Gestalt, in allen generierten Strukturen. Es
muBten daher weitere Auswahlkriterien herangezogen werden, um eine geeig-
nete Konformation fir den Aufbau der Rezeptor-Ligand-Komplexe zu finden.
Bei der Untersuchung fiel auf, daB GréBe und Form dieser Bindungstasche in
besonderem MaBe durch die unterschiedlichen Konformationen des zweiten
extrazellularen Loops beeinfluBt wurden. Betrachtet man die in Abbildung 3.29
dargestellten Strukturen so lassen sich gestreckte und gestauchte Konforma-
tionen erkennen. Die Streckung des Loops erfolgt in Richtung der Helices 1, 2
und 7 und fuhrt zu einer Verkleinerung des Taschenvolumens. Beispiele hierfr
sind die Strukturen 6, 10 und 18. Im Gegensatz hierzu gibt ein gestauchter
Loop das Volumen der Tasche frei. Die groBte Bindungstasche in diesem
Bereich fand sich damit in Struktur 4, bei der der 2. extrazelluldre Loop am
starksten gestaucht war.
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Struktur 10 3 @

Struktur 15

Struktur 18

Abbildung 3.29: Sechs Strukturen, die mit der Hochtemperatur-MD-Simulation generiert
wurden, veranschaulichen den EinfluB des zweiten extrazellularen Loops auf das
Volumen der potentiellen Bindungsstelle zwischen den Helices 1, 2, 3 und 7.
Stellvertretend fir alle dargestellten Strukturen kennzeichnen die Indices in Struktur 2 die
Nummern der einzelnen Helices. Jeweils auf der linken Seite: Blickrichtung parallel zur
Membranebene. Jeweils auf der rechten Seite: Blickrichtung aus dem extrazellularen
Bereich senkrecht zur Membranebene
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3.6.10 Initialmodelle der Ligand-Rezeptor-Komplexe

Abbildung 3.30 zeigt die MOLCAD-Darstellung der elektrostatischen Potentiale
fir Alcuronium und far Struktur 4. Als mdgliche Wechselwirkungspartner der
positiv geladenen Zentren im Bereich der quartaren Stickstoffe finden sich in
Struktur 4 die zwei Carboxylatgruppen der Aminosauren Glu22 und Glu175 in
der ersten transmembranadren Helix bzw. im dritten extrazellularen Loop. Dies
deckt sich mit den Beobachtungen der in Kapitel 3.6.3 erwahnten Unter-
suchung. Auch hier war aufgrund der Ergebnisse eine Beteiligung saurer
Aminoséauren an der Bindungsstelle des Alcuroniums vermutet worden. Glu175
ist weiterhin Teil des EDGE-Aminosaurefragments (Glu172-Glu175), dessen
Mutation die Bindungsaffinitat von Gallamin am Mx-Rezeptor verminderte (vgl.
Kapitel 3.6.2).

llI
(

&

Abbildung 3.30: Darstellung des elektrostatischen Potentials des M.-Rezeptors (links) und des Alcu-
roniums (rechts). Die Pfeile verweisen auf die mdglichen Wechselwirkungsbereiche zwischen
Rezeptor und Ligand. Die Indices H1,H2,H3 und H7 kennzeichnen die Lage der Helices. Blickrich-
tung aus dem extrazellularen Bereich senkrecht zur Membranebene

Um gunstige Wechselwirkungsbereiche fir die aromatischen Ringe der
Liganden im Rezeptor zu lokalisieren, wurden flr die Struktur 4 GRID-Wechsel-
wirkungsfelder mit der Arylprobe berechnet. Wie Abbildung 3.31 zeigt, konnten
zwei der gefundenen Felder mit den Aromaten der Indolinringe des Alcuroniums
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zur Deckung gebracht werden. Hierbei konnte auch die zuvor gefundene Orien-
tierung der quartaren Ammoniumgruppen zu Glu22 und Glu175 beibehalten
werden. Das Einfligen des Alcuroniums erfolgte in dieser Phase per Hand
durch Translation und Rotation des gesamten Liganden. Der Raumbedarf der
peripheren funktionellen Gruppen mit frei drehbaren Bindungen (Allyl- und
Hydroxymethylreste) wurde noch nicht bertcksichtigt. Der Ligand liegt im Be-
reich des fir die Struktur 4 berechneten Surfnet-Volumens. In diesem groben
Modell traten noch Kontakte mit Seitenketten des Rezeptors auf, Kontakte mit

dem Proteinriickgrat und CB-Atomen wurden dagegen nicht gefunden.

Abbildung 3.31: Initiales Rezeptor-Ligand-Modell fir Alcuronium. Die linke Seite zeigt die mit
Surfnet berechnete Bindungstasche, die rechte Seite die GRID-Felder fir die Arylprobe.
Darstellungen oben: Blickrichtung aus dem extrazellularen Bereich senkrecht zur Membran-
ebene. Darstellungen unten: Blickrichtung parallel zur Membranebene. Zusatzlich sind Glu22
(jeweils links in der Helix 1) und Glu175 (jeweils rechts im zweiten extrazellularen Loop)
dargestellt. Der Kreis markiert die Lage von Tyr83 (vgl. Text)
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In gleicher Weise wurden die Rezeptor-Ligand-Komplexe fir Diallylcaracurin V
und Tubocurarin aufgebaut (siehe Abbildung 3.32 und Abbildung 3.33). Fur das
Diallylcaracurin V. wurden hierbei ebenfalls die Indolinringe mit den ent-
sprechenden Wechselwirkungsfeldern der GRID-Rechnungen Gberlagert. Flr
Tubocurarin  konnte zudem eine Entscheidung fir eine der beiden
energiearmen Konformationen getroffen werden, die bei der Konformationsana-
lyse gefunden wurden. Nur die energiedrmere der beiden Konformationen
konnte in einer dem Alcuronium entsprechenden Lage in die Rezeptorstruktur
eingepaBt werden, ohne daB energetisch unglnstige Kontakte mit Rulckgrat-

oder den CB-Atomen der Proteinstruktur beobachtet wurden.

Abbildung 3.32: Initiales Rezeptor-Ligand-Modell fir Diallylcaracurin V. Zur Erklarung der
Darstellung siehe Abbildung 3.31
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In der Seitenansicht der Abbildungen erkennt man im Bereich der Helix 2 einen
mit einem Kreis markierten Bereich, in dem das Ringgerlist der Liganden
auBerhalb des Surfnet-Volumens liegt. Dieser Bereich wird in der Rezeptor-
struktur durch die Seitenkette der Aminosaure Tyr83 belegt. Diese Aminosaure
war bereits aufgrund ihrer unrealistischen y1-/x2>-Winkelverteilung bei der
PROCHECK-Analyse der Struktur 4 aufgefallen. Es war somit anzunehmen,
daB die Seitenkettenkonformation von Tyr83 im Rezeptorfragment inkorrekt
wiedergegeben wurde. Die Anderung der Konformation, die sowohl die Qualitat
der Rezeptorstruktur verbesserte, als auch die Bindungstasche vergréBerte,
erfolgte bei der Optimierung der Rezeptor-Ligand-Komplexe (vgl. Kapitel
3.6.12).

Abbildung 3.33: |Initiales Rezeptor-Ligand-Modell fiir Tubocurarin. Zur Erklarung der
Darstellung siehe Abbildung 3.31
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Versuche, die Liganden in einer Position einzupassen, die die Wechselwirkung
zwischen einer quartaren Stickstoffgruppe mit den Tryptophanen Trp99 und
Trp422 erlaubte, waren nicht erfolgreich. Es zeigte sich hierbei, daB die
Tryptophane in keiner der untersuchten Rezeptorkonformationen fir die
Liganden wirklich zuganglich waren. So gelang es nicht die Liganden in eine
Position zu bringen, die einer quartaren Ammoniumgruppe den Kontakt zu
beiden Tryptophanen ermdglichte, ohne daB der Ligand deutlich mit dem
Volumen des Rezeptors Uberlappte. In diesem tiefer gelegenen Bereichen
verengt sich die Bindungstasche zu einem schmalen Schlauch, so daB das
volumindse Ringgerlst der Liganden, in das die Stickstoffgruppe fest integriert
ist, keinen Platz findet.

Fir den Aufbau des Rezeptor-W84-Komplexes diente der Komplex mit
Alcuronium als Vorbild. W84 wurde entsprechend dem im Kapitel 1.2.5
vorgestellten Pharmakophormodell in der S-Form auf das Alcuronium
superpositioniert. AnschlieBend wurde Alcuronium aus der Struktur entfernt.

3.6.11 Disulfidbriicke im dritten extrazellularen Loop

Bei der Untersuchung der Struktur 4 auf potentielle Bindungsstellen fir die
allosterischen Modulatoren waren die zwei Cysteine Cys413 und Cys416 im
dritten extrazelluldaren Loop aufgefallen. lhre Lage zueinander erlaubte die
Ausbildung einer Disulfidbricke, ohne daB eine starke Verzerrung der
Loopstruktur zu erwarten gewesen ware. Um diese Mdglichkeit néher zu
untersuchen, wurde mit dem Rezeptorfragment eine MD-Simulation Uber 250
ps durchgefuhrt. Die Einstellungen entsprachen dabei denen in der
Hochtemperatur-MD-Simulation, nur die Simulationstemperatur wurde auf
310 K reduziert. Abbildung 3.34 zeigt die Abstande zwischen den Ca-Atomen
der beiden Cysteine wahrend der MD-Simulation. Die gemessenen Abstéande
waren vergleichbar mit Abstanden, wie sie auch bei der Analyse von Réntgen-
kristallstrukturen fir Disulfidbriicken gefunden wurden [97].
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Abbildung 3.34: Abstand der Ca-Atome von Cys413 und Cys416 wahrend der MD-Simulation. Die

beiden Linien markieren Co-Abstande idealer linkshandiger Konformationen (5,8 A) und
rechtshandiger Konformationen (5,4 A)

Die Abstande der Seitenkettenatome lieBen sich erwartungsgeman nicht repro-
duzieren, da hier AbstoBungskrafte die Annaherung der beiden SH-Gruppen
verhindern. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Disulfidbricke in das
Rezeptor-Ligand-Modell Gbernommen. Abbildung 3.35 zeigt die geometrieopti-
mierte Struktur des dritten extrazellularen Loops mit der Disulfidbriicke im
Vergleich zu Strukturen aus der MD-Simulation. Die generierte Disulfidbriicke
besaB eine rechtshandige Konformation.

Die beiden Cysteine des dritten extrazellularen Loops sind Uber alle Muscarin-
Rezeptorsubtypen konserviert. Mutationsstudien haben allerdings keinen
Hinweis auf die Existenz einer Disulfidbriicke ergeben [18]. Es ist hierbei
anzumerken, daB in der MD-Simulation die Struktur auch ohne Disulfidbriicke
stabil blieb (siehe Abbildung 3.35). Daher ist es vorstellbar, daB ein Verlust der
Disulfidbriicke in den Mutationsstudien keine Auswirkung zeigte. Die mdgliche
Funktion der Disulfidbrticke bleibt somit unklar.
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Abbildung 3.35: Strukturen des dritten extrazellularen Loops wahrend der MD-Simulation (C-
Atome: griin; Schwefelatome: gelb) und nach Einbau der Disulfidbriicke (Band und C-Atome:
rot; Schwefelatome: violett)

3.6.12 Optimierung der Initialkomplexe

Die Initialkomplexe geben die Lage des Liganden im Rezeptor nur naherungs-
weise wieder. Energetisch ungunstige Kontakte zwischen Ligand und Rezeptor
konnten beim manuellen Einpassen nicht genligend berlcksichtigt werden.
Daher wurden die Geometrien der Komplexe nun in einer MD-Simulation
optimiert. Die Simulation wurde mit dem CV-Kraftfeld im Programm INSIGHTII
durchgefihrt. Die Berechnungen wurden dabei ohne Verwendung expliziter
Wassermoleklle durchgefuhrt (vgl. Kapitel 3.4.3.1), statt dessen wurde eine
abstandsabhangige Dielekirizitatskonstante (e=2r) verwendet. Diese verein-
fachte Beschreibung der Proteinumgebung erschien in dieser Phase des Mo-
dells im Gegensatz zur Generierung von Loopkonformationen nicht problema-
tisch, da jetzt das Augenmerk auf der Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung lag.

3.6.12.1 Kontrolle der CV-Kraftfeldparameter

Das CV-Kraftfeld erschien im Vergleich zum GROMACS-Kraftfeld fir die
Simulation von Rezeptor-Ligand-Komplexen besser geeignet, da sein
Parametersatz auch fur die Parametrisierung kleinerer Moleklle ausgelegt ist.
Das GROMACS-Kraftfeld ist dagegen speziell zur Berechnung von Proteinen
und Membranen entwickelt worden. Parameter flr die Liganden maBten hier in
teilweise aufwendigen Verfahren abgeleitet werden [128]. Den Liganden
wurden in INSIGHT Il automatisch Atomtypen zugeordnet. Den Stickstoff-
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atomen der Indolinringsysteme bei Alcuronium und Diallylcaracurin V wurden
dabei der npl-Atomtyp zugewiesen, der sp2-hybridisierte Stickstoffatome in
Finf- bzw. Sechsringen beschreibt. Zur Uberpriifung dieses Parameters
wurden mit den beiden Liganden eine MD-Simulation Gber 100 ps im Vakuum
durchgefiihrt (e=2r). Als Partialladungen wurden die EPS-Ladungen verwendet,
die bei der Geometrieoptimierung mit AM1 berechnet wurden (vgl. Kapitel 3.5).
Jeweils eine Uber die gesamte Trajektorie gemittelte Struktur wurde minimiert
und mit der AM1-Struktur verglichen. Die Uberlagerung der Ringsysteme ergab
fir keinen Liganden einen RMSD-Wert von (ber 0,6 A. Die Parameter des CV-
Kraftfelds sind somit in der Lage, die Ligandenstrukturen ausreichend genau

wiederzugeben.

3.6.12.2 Protokoll der MD-Simulation

Wahrend der gesamten MD-Simulation wurden die Coa-Atome der helikalen
Fragmente mit einer hohen Ruckstellkraft von 100 kcal/mol-A? fixiert. Ca-Atome
des restlichen Rezeptors und das RinggerUst der Liganden wurden zu Beginn
der MD-Simulation Gber einen Zeitraum von 10 ps mit einer Kraftkonstante von
5 kcal/mol-A? auf ihrer urspriinglichen Position gehalten. Fiir die ndchsten 10 ps
wurde die Riickstellkraft auf 1 kcal/mol-A? reduziert und dann alle 10 ps um
jeweils weitere 0,2 kcal/mol-A? verringert. In dieser Phase konnten sich
Seitenketten des Proteins und die flexiblen Gruppen des Liganden
umorientieren, deren Konformation beim manuellen Einpassen unberucksichtigt
geblieben waren. Die flexiblen Gruppen umfassen die Hydroxymethylgruppe
des Alcuroniums, den Allylrest des Alcuroniums und des Diallylcaracurins V,
sowie die Hydroxyl- und Methoxylgruppen des Tubocurarins. Nach dieser 60 ps
dauernden Phase wurde die MD-Simulation noch 300 ps ohne Rickstellkrafte
auf Loopregionen und Liganden fortgesetzt. Am Ende wurde Uber die letzten
100 ps der MD-Simulation eine Durchschnittsstruktur berechnet und ihre

Energie minimiert.

3.6.12.3 Ergebnisse der Optimierung
Bei der Darstellung der Ergebnisse der ersten Optimierung soll hier nur auf die
Beobachtungen eingegangen werden, die fur die weitere Vorgehensweise
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ausschlaggebend waren. Eine vollstandige Beschreibung der Rezeptor-Ligand-
Komplexe folgt in Kapitel 3.6.14. Allen initialen Rezeptor-Ligand-Komplexen
gemeinsam war die Uberlappung des Liganden mit Tyr81. Wahrend der
Optimierung bildeten sich bei allen Liganden in diesem Bereich eine
Wechselwirkung zwischen einem aromatischen Ring des Liganden und
demjenigen des Tyrosins aus. Besonders ausgepragt waren diese Veran-
derungen beim Diallylcaracurin V. AbstoBungskrafte im Bereich des zweiten ex-
trazelluldren Loops fuhrten zu einer Bewegung dieses Liganden in Richtung der
ersten Helix. Hierbei kam es gleichzeitig zu einer Drehbewegung, bei der sich
ein Indolinringsystem in eine schmale Spalte einpafBte, die unter anderem von
Tyr81 gebildet wird. Im Endzustand hatte sich das zweite Indolinringsytem
dabei vollkommen aus dem Wechselwirkungsbereich, den er im Initialmodell

innehatte, entfernt. Wie in Abbildung 3.36 gezeigt lag er nun im Bereich der
Helix 1.

Abbildung 3.36: Lage des Diallylcaracurins V vor und nach der MD-Simulation. H1/2 = Helix 1/2;
EZL2/3 = zweiter/dritter extrazellularer Loop

Die S-Form des W84 blieb wahrend der Optimierung nicht erhalten. Es ist
durchaus moglich, daB dies durch energetisch unguinstige Wechselwirkungen
der Struktur zu Beginn des MD-Simulation hervorgerufen wurde. Andererseits
laBt sich bei dem Liganden wahrend der MD-Simulation eine &ahnliche
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Entwicklung wie beim Diallylcaracurin V beobachten. Hierbei paBte sich das
Phthalimidringsystem in die entsprechende Spalte der Rezeptorkonformation
ein. Auch der zweite Phthalimidrest verlieB seine urspringliche Lage und pafBte
sich an die Strukturen des Rezeptors an. Insgesamt ist also eine Erhéhung der
Wechselwirkungskontakte zwischen dem W84 und My-Rezeptor zu be-
obachten. Gleichzeitig werden dabei intramolekulare Wechselwirkungen der
Phthalimidgruppen mit dem aliphatischen Mittelteil des W84 geldst. Hierdurch
kommt es schlieBlich zur Auflésung der S-Form. Fir die Phthalimidgruppe, der
ein dem Indolinringsystem der Liganden Diallylcaracurin V und Alcuronium ent-
sprechendes Bindungverhalten mit dem Rezeptor zeigt, erscheint dieses Er-
gebnis sinnvoll, denn es erklart die experimentelle Beobachtung, daB Alcuro-
nium und W84 sich gegenseitig von ihrer Bindungsstelle verdrangen kénnen
[26]. Andererseits kann aufgrund dieser Beobachtung aber nicht davon ausge-
gangen werden, daB die in der Ausgangsstruktur verwendete S-Konformation
des Liganden, seiner bioaktiven Konformation entspricht. Aufgrund der extre-
men Flexibilitdt des Liganden erscheint es problematisch fur die Hexametho-
niumgruppe und der zweiten Phthalimidgruppe mittels der hier durchgefihrten
MD-Simulationen alternative Bindungsstellen aufzuzeigen. Hierflr erscheinen
zusatzliche Informationen nétig, wie sie z.B. aus Mutationsstudien abgeleitet
werden kénnen. Die Untersuchung des W84-Komplex wurde daher nicht weiter-

gefuhrt.

3.6.13 Einbau des N-terminalen Fragments

In der veranderten Lage, die das Diallylcaracurin V am Ende der MD-Simulation
einnahm, hatte der Aromat des einen Indolinringes, den Wechselwirkungsbe-
reich am extrazellularen Ende der Helix 7 verlassen. Es stellte sich die Frage,
ob Diallylcaracurin V eventuell mit Aminosauren des N-terminalen Endes inter-
agieren kann, um den Energieverlust im Vergleich zu den beiden anderen Li-
ganden auszugleichen. Auf die Modellierung des 20 Aminosauren umfassenden
N-Terminus des Mx-Rezeptors war bis jetzt verzichtet worden, da Mutationsstu-
dien bei Gallamin keinen EinfluB von Aminosauren in diesem Bereich nachwie-
sen konnten. Aufgrund der Lage der hier untersuchten Liganden im Rezeptor-
modell, erschien aber eine Wechselwirkung mit dem N-Terminus mdoglich.
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Die Modellierung des N-terminalen Endes beschrankie sich auf die sechs
Aminosauren, die direkt an die transmembranare Helix angrenzen (Thr15 —
Thr20). Das Fragment wurde in gestreckter Form in den jeweiligen Rezeptor-
Ligand-Komplex integriert, wobei die Aminogruppe des Thr15 acetyliert wurde.
Anhand dieser Ausgangsstruktur wurden jeweils 50 Konformationen des N-
terminalen Fragments mit einem Simulated-Annealing-Protokoll generiert.

Folgende Einstellungen wurden dabei verwendet:

Simulationsdauer: 50 Zyklen (50 x 10 ps)

Heizphase: 2 ps bei 800 K
Abkuhlphase: 4 ps auf 310 K und weitere 4 ps bei 310 K
Abkuhlfunktion: exponentielle Abnahme der Temperatur

Die MD-Simulation beschrankte sich auf das N-terminale Fragment, wahrend
die Struktur des restlichen Ligand-Rezeptor-Komplexes fixiert wurde. o-Winkel
wurden bis auf Pro17 in der trans-Stellung gehalten. Die Geometrie jeder
Struktur wurde anschlieBend Gber 100 lterationen mit dem steepest descent
Verfahren optimiert.

3.6.13.1 Diallylcaracurin V

Abbildung 3.37 faBt die Ergebnisse der MD-Simulation zusammen. Von den
generierten Strukturen zeigten die drei energiearmsten Strukturen die
Méglichkeit einer Wechselwirkung zwischen dem Tyr18 und dem Aromaten des
Indolinringsysteme. FUr die weiteren Berechnungen wurde hiervon die Struktur
mit der zweitniedrigsten Energie ausgewahlt (a), da bei der energiearmsten
Struktur (c) das N-terminale Ende in die Membran ragen wirde.
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Abbildung 3.37: Ergebnis der Generierung N-terminaler Fragmente fir das Diallylcaracurin V. Linke
Seite: Ubersicht der Energien der generierten Strukturen. Die drei energiedrmsten Strukturen (a-c)
wurden mit einem geflllten Kreis hervorgehoben. Rechte Seite: Ausschnitt aus dem Rezeptor-Ligand
Komplex zeigt die drei energiedrmsten Fragmente des N-Terminus.

3.6.13.2 Alcuronium

Auch beim Rezeptor-Alcuronium-Komplex konnten zwei Konformationen des N-
Terminus gefunden werden, bei denen Tyr18 mit einem der Indolinringsysteme
in Wechselwirkung treten kann. Die energiedrmste Struktur (b) wurde in das
Modell integriert.
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Abbildung 3.38: Ergebnis der Generierung N-terminaler Fragmente fir das Alcuronium. Zur Erklarung
der Darstellung siehe Abbildung 3.37
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3.6.13.3 Tubocurarin

Im Unterschied zu den beiden vorangegangen Liganden, war es mit der Metho-
de nicht mdglich einen vergleichbaren Wechselwirkungskomplex zwischen
Tyr18 und Tubocurarin zu generieren. Fir den Komplex mit dem am tertiaren
Stickstoff R konfigurierten Tubocurarin konnte die in Abbildung 3.39 dargestellte
Konformation des N-T erminus viermal in den generierten Strukturen gefunden
werden. Im Diagramm in Abbildung 3.39 fanden sich im Vergleich zu diesen
vier Strukturen nur zwei energiearmere Strukturen. Bei beiden ragte das N-
terminale Ende, wie bei Struktur a des Caracurins in den Membranbereich. In
den Rezeptor-Ligand-Komplex wurde somit die energiedrmste der vier
Strukturen eingebaut.
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Abbildung 3.39: Ergebnis der Generierung N-terminaler Fragmente flir Tubocurarin. Zur Erklarung der
Darstellung siehe Abbildung 3.37

FUr den zweiten Rezeptor-Tubocurarin-Komplex, bei dem das Tubocurarin am
tertiaren Stickstoff S konfiguriert ist, konnte eine &hnliche Struktur gefunden
werden. Wie Abbildung 3.40 zeigt, besteht der grundlegende Unterschied nur
in der Lage des Acetylrests an Thr15.
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Abbildung 3.40: Vergleich der beiden N-terminalen Enden, die fiir die Rezeptor-Tubocurarin-
Komplexe ausgewahlt wurden. Der Komplex mit dem am tertidren Stickstoff S-konfigurierten
Tubocurarin ist schwarz, die entsprechend R-konfigurierte Form grau dargestellt. Links: Blick-
richtung parallel zur Membranebene. Rechts: Blickrichtung aus dem extrazelluldren Bereich
senkrecht zur Membranebene. H = Helix; NT = N-Terminus

3.6.14 Zweite Optimierung

Wiederum wurde eine Optimierung der Geometrie des Rezeptor-Ligand-
Komplexes an die Modellierung angeschlossen. Die Durchfihrung entsprach
hierbei der in Kapitel 3.6.12 beschriebenen Vorgehensweise. Am Ende wurde
wiederum Uber die letzten 100 ps der MD-Simulation eine Durchschnittsstruktur
berechnet und ihre Energie minimiert. Zu diesem Zeitpunkt der MD-Simulation
hatten sich alle drei Rezeptor-Ligand-Komplexe stabilisiert. Im Folgenden sollen
die Ergebnisse flr die einzelnen Liganden beschrieben werden.

3.6.14.1 Alcuronium

Im initialen Rezeptor-Ligand-Komplex waren die Indolinringe des Alcuroniums
anhand der GRID-Felder ausgerichtet worden, in denen eine glinstige Wechsel-
wirkungsenergie fir diese Struktur erwartet werden konnte. Im Bereich der bei-
den Indolinringsysteme finden sich nun entsprechend lipophile Aminosauren,
die mit dem Ligand in Wechselwirkung treten kénnen (siehe Abbildung 3.41).
Ein Indolin liegt an der Offnung der Bindungstasche zum extrazellularen Raum.
Neben dem Tyr18 des N-terminalen Endes finden sich hier Aminosauren im

zweiten und dritten extrazellularen Loop. Der zweite Wechselwirkungsbereich
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liegt tiefer im Rezeptor, in Hohe der extrazelluldaren Enden der transmembra-
naren Helices. Entsprechend sind auch die Aminosauren, die hier in
Wechselwirkung mit dem Liganden stehen, Bestandteile der transmembranéren
Helices 1,2 und 7. Das Indolin steht in diesem Fall senkrecht auf dem
Phenylring des Tyr83. Untersuchungen an Rd&ntgenkristallstrukturen und
theoretische Untersuchungen haben gezeigt, daB eine solche T-shaped-
Konformation im Vergleich zu einer planaren Anordnung der Ringe ebenfalls
energetisch gunstig ist [129].

Wahrend der MD-Simulation dnderte sich die Orientierung der beiden quartaren
Stickstoffgruppen zu Glu175, das nun zwischen den beiden positivgeladenen
Zentren liegt. Es bleibt aber in direktem Kontakt mit dem Liganden. Beim
Thr420 trat eine Wechselwirkung des Methylrestes der Seitenkette mit dem

Indolinringsystem auf.

Abbildung 3.41: Wechselwirkung zwischen Mjy-Rezeptor und Alcuronium. Die Wechsel-
wirkungen mit lipophilen Aminosauren sind auf der linken Seite, die Wechselwirkungen mit
Glu22 und Glu175 auf der rechten Seite dargestellt. (EZL = extrazellularer Loop; H = Helix; NT
= N-Terminus)
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3.6.14.2 Diallylcaracurin V

Wie beim Alcuronium lassen sich beim Diallylcaracurin V. Wechselwirkungs-
bereiche fur beide Indolinringe finden. Wie Abbildung 3.42 zeigt, findet sich der
Bindungsbereich zwischen den Helices 1,2 und 7 auch beim Diallylcaracurin V
wieder. Bis auf lle26 stehen hier auch die gleichen lipophilen Aminosauren wie
beim Alcuronium in  Wechselwirkung mit dem Liganden. Der zweite
Bindungsbereich liegt dagegen abweichend vom Alcuronium im Bereich der
Helix 1 und des N-terminalen Endes. Nur Tyr18 findet sich hier ebenfalls als
Wechselwirkungspartner. Die Aminosdaure Val23 ist im Falle des
Dimethylcaracurin V Bestandteil beider Wechselwirkungsbereiche. Pro415 ist
zwar wie bei Alcuronium Wechselwirkungspartner des Liganden, interagiert
aber hier mit dem Ring F. Obwohl sich die Lage des Liganden im Vergleich zur
Ausgangstruktur stark verandert hat, blieb die Orientierung der beiden
quartaren Stickstoffgruppen in bezug auf Glu22 und Glu175 erhalten.

Abbildung 3.42: Wechselwirkung zwischen M,-Rezeptor und Diallylcaracurin V. (EZL = extrazellularer
Loop; H = Helix; NT = N-Terminus). Das extrazellulare Ende von Helix 2 nach Tyr 83 ist lbersichts-
keitshalber nicht dargestellt.
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3.6.14.3 Tubocurarin

Unabhangig von der Konfiguration am tertiaren Stickstoff zeigte Tubocurarin in
beiden Rezeptor-Ligand-Komplexen die gleichen Wechselwirkungspartner. Die
in Abbildung 3.43 gezeigten Ergebnisse fir das R-konfigurierte Tubocurarin gel-
ten in gleicher Weise auch fir das S-konfigurierte Tubocurarin. Im Vergleich zu
den anderen Liganden besitzt Tubocurarin keine endstandigen Aromaten, die
sich in die oben beschriebenen Taschen einpassen kénnten. Die lipophilen
Aminosauren, die den Liganden umgeben, verteilen sich vielmehr auf die vier
aromatischen Ringe des Liganden. Thr15 und Val23 interagieren mit Ring C,
Tyr83 mit Ring D, Pro418 mit Ring F und Thr402 mit Ring A. Auch in diesem
Fall liegen Glu22 und Glu175 im Bereich der positiv geladenen quartaren bzw.

tertiaZren Ammoniumgruppe.
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Abbildung 3.43: Wechselwirkung zwischen My-Rezeptor und Tubocurarin. (EZL = extrazellulérer
Loop; H = Helix; NT = N-Terminus)

3.6.15 PROCHECK-Analyse
Tabelle 3.10 zeigt die PROCHECK-Ergebnisse der drei Rezeptor-Ligand-

Komplexe, die im Rahmen dieser Arbeit erstellt wurden. Bis auf die o-Winkel

besitzen alle G-Faktoren Werte > -1. Auf die Problematik der w-Planaritat im
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Zusammenhang mit der Verwendung des CV-Kraftfelds wurde bereits in Kapitel
3.3.3.1 bei der PROCHECK-Analyse des Sieben-Helix-Modells verwiesen. Im
Vergleich zu den dort erhalten Werten ist eine leichte Verbesserung zu
erkennen. Eine positive Entwicklung zeigte sich bei der y1-/x2-Winkelverteilung,
im Vergleich zur PROCHECK-Analyse der Rezeptorfragmente (vgl. Kapitel
3.4.5.4). In allen drei Strukturen liegen die G-Faktoren fir die y1-/x2-Winkelver-
teilung nun unter -0,5. Bei der ®-/¥-Winkelverteilung liegt im Rezeptor-
Alcuronium-Komplex eine Aminosaure (lle164), bei den anderen beiden
Rezeptor-Ligand-Komplexen je zwei Aminosauren (Phe163 und lle164) im
unerlaubten Bereich. Die Position, an der diese verzerrte Rezeptorgeometrie
gefunden wurde, liegt am Ubergangsbereich von der transmembranéren Helix 4
(Phe163) zum zweiten extrazelluldren Loop (lle164) und damit rdumlich weit
entfernt von der Bindungsstelle der allosterischen Modulatoren. Auch in Hinblick
auf die beobachtete hohe Flexibilitat des bei lle164 beginnenden zweiten
extrazellularen Loops erscheint ein EinfluB auf die Geometrie der Bindungs-

stelle wenig wahrscheinlich.

Tabelle 3.10 : Ergebnisse der PROCHECK-Analyse flr die Proteinstruktur der drei Rezeptor-
Ligand-Komplexe

Ligand Alcuronium Diallylcaracurin V Tubocurarin

G-Faktor
®-/¥-Winkelverteilung -0,60 -0,46 -0,40
x1-/x2-Winkelverteilung -0,45 -0,41 -0,42
x1-Winkel 0,03 -0,04 0,07
Xa-/x4-Winkel 0,68 0,72 0,67
o®-Winkel -1,24 -1,18 -1,15
Bindqng:;.léngen 0.8 -0,81 0.8
Proteinrickgrat

Bindqngf‘,winkel 0,54 -0,6 -0,6
Proteinrickgrat
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3.6.16 Berechnung der Bindungsenergien
FlOr einen nichtkovalenten BindungsprozeB kann die freie Bindungsenthalpie

AG in eine elektrostatische und eine unpolare Komponente unterteilt werden.
AG =AG,, +AG,, (3.2)

Ein Teilaspekt von AG, ndmlich die Wechselwirkungsenergie zwischen Ligand
und Rezeptor, laBt sich wiederum getrennt in den elektrostatischen und den
unpolaren Anteil direkt aus dem Modell ableiten. Die Berechnung basiert auf
den empirischen Kraftfeldtermen und -parametern fir die Beschreibung nicht-
kovalenter Wechselwirkungen, wie sie auch beim Aufbau des Komplexes
bericksichtigt wurden. Der unpolare Anteil wird durch die Berechnung der van
der Waals-Wechselwirkungen (E.gqw) anhand des Lennard-Jones-Potentials
(Gleichung (3.3)), der elektrostatische Anteil (Ec) durch das Coulomb-Potential
(Gleichung (3.4)) beschrieben.

4 B

Eaw=) 7" (3.3)
¥ ¥
Ajj Koeffizient des repulsiven Terms flir das Atompaar ij
B;; Koeffizient des attraktiven Terms fiir das Atompaar ij
rij Abstand der Atome i und j
1 9.q.
E.= Z 14, (3.4)

qiq; Partialladung Atom i und Atom j
€ Dielektrizitdtskonstante
rij Abstand der Atome i und j

Die Wechselwirkungsenergien AE,qw.r bzw. AEc r zwischen Ligand und
Rezeptor ergeben sich in beiden Fallen aus der Differenz zwischen der Summe
nichtkovalenter Wechselwirkungsenergien von ungebundenem Liganden und
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freiem Rezeptor und den nichtkovalenten Wechselwirkungsenergien des

Rezeptor-Ligand-Komplexes:

AEvdW,LR = (EvdW,L + EvdW,R) - EvdW,K (35)

Evaw i, Evawr Evawx  van der Waals-Wechselwirkungen in Ligand (L), Rezeptor (R) und im
Ligand-Rezeptor-Komplex (LR)

AE \aw LR van der Waals/-Wechselwirkungsenergie zwischen Ligand und
Rezeptor

AEC,LR = (EC,L + EC,R) - EC,K (3-6)

Ecr,EcrEck van der Waals-Wechselwirkungen in Ligand (L), Rezeptor (R) und im
Ligand-Rezeptor-Komplex (LR)

AE c1r van der Waals/-Wechselwirkungsenergie zwischen Ligand und
Rezeptor

Unberticksichtigt bleibt bei dieser Darstellung jedoch der EinfluB der waBrigen
Umgebung, also die aus der Bindung resultierende Energiednderung, wenn
Ligand und Rezeptor einen Teil ihrer Solvathille einbiBen. Diese Effekte
konnten im Falle der von uns postulierten Bindungsstelle fir die allosterischen
Modulatoren nicht einfach vernachlassigt werden, da diese zum extrazellularen
Raum hin gedéffnet ist. Da das Modell selbst nicht Gber eine Solvathillle aus
expliziten Wassermolekllen verfligte, wurden Verfahren bzw. Vorstellungen
berlcksichtigt, die das Losungsmittel als kontinuierliches Medium beschreiben,
das Rezeptor und Ligand umgibt. Die Solvatationseffekte lassen sich ebenfalls

getrennt in einen elektrostatischen und einen nichtpolaren Anteil berechnen.

3.6.16.1 Elektrostatischer Anteil der Bindungsenergie
Abbildung 3.44 beschreibt die von Gilson und Honig entwickelte Methode zur

Berechnung des elektrostatischen Anteils der freien Bindungsenthalpie (AGeie),
die auch in unserer Arbeit verwendet wurde [129]. Hierbei wurde der
BindungsprozeBB in einzelne Schritte gegliedert, bei denen die Energiean-
derungen einem bestimmten Anteil von AGge entsprechen. AG¢ g wird durch
den elektrostatischen Anteil der nichtkovalenten Bindungsenergie AEc g

wiedergegeben (vgl. Gleichung (3.6)). Die AGs-Komponenten beschreiben die
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Energiednderung, die Ligand (AGs.), freier Rezeptor (AGsg) und der Ligand-

Rezeptor-Komplex (AGs gr) erfahren, wenn sich die Dielekrizitdtskonstante ihrer
Umgebung erhoht.

b I:I Ligand

]
@ Rezeptor
l -AGS,R i -AGS,L
[

Medium mit €g

Medium mit €k

Abbildung 3.44: Schematische Darstellung der Methode zur Berechnung von AGge

Hierbei beschreibt s die Dielektrizitatskonstante des Lésungsmittels und ex die
Dielektrizitatskonstante im Inneren des Rezeptors bzw. des Liganden. AGegie

ergibt sich entsprechend dem Schema aus Gleichung (3.7) :

AG,, =—(AGg, +AGg )+ AG. , + AGg (3.7)
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Flr die Berechnung des elektrostatischen Anteils der Bindungsenergie (AGee)
wurde das Programm DelPhi verwendet, das die Berechnung von AGs Uber die
Lésung der Poisson-Boltzmann-Gleichung mit Hilfe einer finiten-Differenz-
Methode (FDPB-Methode) erméglicht [129]. Bei diesem Verfahren wird die
Ladungsverteilung wie sie das Molekiulmodell anhand der Partialladungen auf
den Atomkoordinaten beschreibt, auf Punkte eines regelmaBigen Gitters
Ubertragen, das um das zu untersuchende Molekil gelegt wird. Fir den
Gitterbereich innerhalb der Molekile (Ligand, Rezeptor und Ligand-Rezeptor-
Komplex) wurde eine Dielektrizitatskonstante von 4, flr die Gitterpunkte in der
waBrigen Umgebung eine Dielektrizitatskonstante von 80 verwendet. Bei allen
Rechnungen wurde eine sogenannte Fokussierung vorgenommen. Die
AusmaBe fir das initial verwendete kubische Gitter betrugen hierbei auf jeder
Seite 56 Punkte mit einem Abstand von 1 A. Die endgiltige Berechnung wurde
mit einem Gitter von 93 Punkten und 0.25 A durchgefihrt. Fiir die Werte AGs,
AGs g und AGsk wurden sogenannte korrigierte Solvatationsenergien verwen-
det, die fir die Systeme a,b und f der Abbildung 3.44 ermittelt wurden. Es han-
delt sich hierbei um die Energie, die aufgewendet werden muf3, um das Molekl
aus einer Umgebung mit seiner ,inneren’ Dielektrizitatskonstante ex=4 in eine
Umgebung mit €s=80 zu Uberfuhren. Das hierbei von DelPhi verwendete
Verfahren liefert genauere Werte, als sie durch die Differenzbildung der totalen
Gitterenergien (siehe Abbildung 3.44: c-a, d-b und f-e) erhalten werden kdnnen
[130]. Allerdings konnte mit dieser Methode die lonenstarke des Losungsmittels
nicht berlicksichtigt werden. Dieser Parameter der Gleichung wirkt sich zwar auf
AGs und damit auch auf AGgje aus, zeigt aber keinen EinfluB auf die Werte von
AAGege, die zum Vergleich der Bindungsenergien der allosterischen Modulato-
ren berechnet wurden. So konnten Shen und Wendoloski flr verschiedene
Rezeptor-Ligand-Komplexe zeigen, daB bei einer Variation der lonenstarke
Uber einen Bereich von drei Zehnerpotenzen, die berechneten AAGg-Werte
konstant bleiben [131]. Fir die Berechnung der Wechselwirkungsenergie AGg
wurde wie bereits oben erwahnt, die Differenz der Coulombenergien zwischen
den einzelnen Komponenten und des Komplexes bei einer Dielektrizitats-

konstanten =4 gebildet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.12 zusammengefalt.
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3.6.16.2 Apolarer Anteil der Bindungsenergie

Prinzipiell sollten die Uberlegungen, die anhand Abbildung 3.44 fiir die Berech-
nung des elektrostatischen Anteils der Bindungsenergie dargestellt sind, auch
fir den unpolaren Anteil Gultigkeit besitzen. Eine adaquate Darstellung der
Umgebung von Ligand, Rezeptor und Rezeptor-Ligand-Komplex ware mit der
Einflhrung expliziter Wassermolekile gegeben, z.B. durch die Verwendung
einer Wasserbox, wie sie bei der Generierung der Loopregionen des Rezeptors
eingesetzt wurde. Entsprechend der AGs-Komponenten in Abbildung 3.44
lassen sich dann in gleicher Weise flr Ligand, Rezeptor und Rezeptor-Ligand-
Komplex die entsprechenden dispersiven Wechselwirkungsenergien mit der
Solvathille bestimmen.

Allerdings erscheint dieser Ansatz nicht unproblematisch, wie die Unter-
suchungen von Hansson, Mareliuz und Aqvist zeigen [133]. Hansson et al.
hatten flr die Voraussage von Bindungsaffinititen die Wechselwirkungs-
energien eines Liganden im freien und gebundenen Zustand herangezogen.
Hierzu wurden MD-Simulationen des freien Liganden und des Protein-Ligand-
Komplexes in einer Wasserbox durchgefuhrt. In beiden MD-Simulationen
wurden die van-der-Waals-Wechselwirkungsenergien des Liganden mit seiner
Umgebung berechnet und jeweils ein Durchschnittswert ermittelt. Die
Wechselwirkungsenergie AGygw wurde aus der Differenz dieser beiden
Durchschnittswerte berechnet und neben anderen Parametern zur Vorhersage
der Bindungsaffinitadten eingesetzt. Mit den AG,qw-Werten war allerdings eine
sinnvolle Korrelation mit den experimentell gemessenen Daten erst in Ver-
bindung mit einem Proportionalitadtsfaktor mdglich. Die Einfihrung eines
Proportionalitadtsfaktors wird verstandlich, wenn man berlcksichtigt, daB die
AGgw-Werte nicht nur die Packungsverhaltnisse zwischen Ligand und Rezeptor
beschreiben, sondern auch ein MaB fur ihre Kontaktoberflache sind. Die
Kontaktoberflache ist wiederum proportional zu apolaren Anteilen der
Solvatationsenergie: Die Verdrangung von Wassermolekilen von dieser
Oberflache fuhrt zum Verlust von dispersiver Wechselwirkungsenergie und zur
Erhdhung der Entropie (hydrophober Effekt) [132].
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Der Zusammenhang zwischen gemessenem AG,qw und der Kontaktflache ist
bei Hansson et al. durch die unterschiedliche Teilchendichte des Wassers und
des Proteins gegeben. Eine entsprechende Betrachtung sollte demnach
generell fir jedes Modell glltig sein, das einen solchen Dichteunterschied
aufweist und zwar auch bei vollstdndiger Vernachlassigung der Lésungs-
mitteldichte, wie es flr die hier durchgeflhrten Berechnungen im Vakuum
zutrifft. Insofern erscheint die Einfihrung eines Proportionalitatsfaktors flr die
hier untersuchten Rezeptor-Ligand-Komplexe zulassig. Nach den oben
dargestellten Uberlegungen erscheint sie sogar notwendig, wenn apolare
Solvatationseffekte berlcksichtigt werden sollen. Die freie Bindungsenthalpie
fir einen Liganden berechnete sich dann als

AG =AG,, +k-AG, 1 (3.8)

3.6.16.3 Vergleich mit experimentellen Daten

In diesem Abschnitt sollte untersucht werden, inwiefern die nach den oben
dargestellten Gleichungen berechneten Bindungsenergien mit experimentell
gefundenen Bindungsenergien Ubereinstimmen. Bindungsstudien von Trankle
et al. charakterisieren das allosterische Potential der Verbindungen Alcuronium,
Diallylcaracurin V und Tubocurarin anhand der durch sie hervorgerufenen
Verzégerung der Dissoziations- und Assoziationsgeschwindigkeit des
Radioliganden [°H]JNMS [40][134]. Aus diesen Bindungsstudien stehen ECsg giss-
Konzentrationen fir Alcuronium, Diallylcaracurin V und Tubocurarin, sowie
ECs0.ass-Konzentrationen fur Alcuronium und Diallylcaracurin V zur Berechnung
der freien Bindungsenthalpie zur Verfligung (vgl. Kapitel 1.2.2). Die ECspass-
Konzentration flr Tubocurarin konnte anhand seines Kooperationsfaktors o
abgeschatzt werden, der von Waelbroeck mit einem Wert von 3,45 ermittelt
wurde [135]. Die experimentellen Daten sind in Tabelle 3.11 zusammengefaft.
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Tabelle 3.11 : Allosterische Potenz der Verbindungen Alcuronium, Diallylcaracurin V und Tubo-
curarin. ECs giss-Konzentrationen geben die Affinitdt zum mit [3H]NMS besetzten Rezeptor,
ECso.ass-Konzentrationen die Affinitht zum freien Rezeptor wieder. AG,, ist die freie
Bindungsenthalpie der Liganden zum freien Rezeptor.

Alcuronium Diallylcaracurin V Tubocurarin
ECso giss 3,80 nmol 3,39 nmol 860 nmol
ECso,ass 6,46 nmol 8,32 nmol 249 nmol?
AGexy® | -11,09 keal/mol -10,94 kcal/mol -8,94 kcal/mol

# Berechnet nach ECsg giss / ECs0.ass = O (0t = 3,45)
® Berechnet nach AGe, = RT In ECsg s ; Mit R = 1,985 cal mol™" K™ (allgemeine Gaskonstante)
und T = 296,16 K

In den Bindungsstudien konnte bei keinem der ermittelten Werte fiir Alcuronium
und Diallylcarcurin V ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Verbindungen festgestellt werden. Entsprechend diesen Beobachtungen wurde
der Proportionalitatsfaktor k fir die Berechnung der Bindungsenergie (vgl.
Gleichung (3.8)) so gewahlt, daB sich fir Alcuronium und Diallylcaracurin V die
Werte der freien Bindungsenthalpie entsprechen. Mit dem so ermittelten
Proportionalitatsfaktor wurde die freie Energie flr die beiden Tubocurarin-
Rezeptor-Komplexe berechnet. Tabelle 3.12 gibt einen Uberblick (ber die

berechneten Energieunterschiede AAG.
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Tabelle 3.12: Unterschiede der freien Bindungsenthalpie (in kcal/mol) der modellierten Ligand-
Rezeptor-Komplexe. In jeder Spalte wurde der kleinste AG-Wert als Bezugspunkt zur
Berechnung der Energieunterschiede (AAG) ausgewahlt. Er ist in Klammern in der
entsprechenden Zelle der Tabelle vermerkt.

AAGs AMGck |MGee |AAEgwx  |AAGh” | AAGkak® | AAGex

Alcuronium 10,12 4,68 12,89 0,00 0,00 0,00 0,00

(-115,02) (-50,90) | (-28,10) |(-11,08)

Caracurin 0,00 1,63 0,00 29,15 12,89 0,00 0,15°
(70,18) (9,91)
Tubocurarin R ° 5,53 0,00 3,89 25,55 11,34 2,3 2,00
(-61,91)
Tubocurarin S © 0,48 4,4 13,14 29,57 13,11 3,41 2,00

# Berechnet nach AAE gwk -k mit k = 0,4422

® Berechnete Bindungsenergie nach Gleichung (3.8) mit k = 0,4422
° Experimentelle Bindungsenergien

¢ Unterschied zum Alcuronium nicht signifikant

° R-,S-Konfiguration des protonierten tertiaren Stickstoffs

Interessanterweise liefert der elektrostatische Anteil AGee keinen negativen
Beitrag zur freien Bindungsenthalpie. Die gemessenen Coulomb-Energien
zwischen Liganden und Rezeptor kénnen in keinem der drei Félle, den Anstieg
der elektrostatischen Energie kompensieren, der durch den teilweisen Verlust
der Solvathille verursacht wird. Dies muB3 nicht unbedingt bedeuten, daB die
Wechselwirkung zwischen den positiv geladenen Liganden und den negativ
geladenen Glutamaten der Bindungsstelle keinen EinfluB auf die Bindung
zwischen Ligand und Rezeptor besitzt. Die Anziehungskraft zwischen den
geladenen Molekllen wirkt Gber eine groBe Distanz und kann so die Bildung
des Rezeptor-Ligand-Komplexes beschleunigen.

Die treibenden Krafte bei der Bindung zwischen Ligand und Rezeptor werden
nach der hier vorgestellten Analyse durch den apolaren Anteil der freien
Bindungsenthalpie beschrieben. Dies steht in Einklang mit Ergebnissen von
Struktur-Wirkungsbeziehungen an Derivaten des W84, bei denen eine

Korrelation zwischen dem Volumen der lateralen Ringsysteme und der ECs giss-
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Konzentration festgestellt wurde [36]. Aus dem vergrdBerten Volumen resultiert
hierbei eine VergréBerung der zwischenmolekularen Kontaktflache und hieraus
eine erhohte Affinitdt. Da nach unserem Modell mindestens eine der lateralen
Phthalimidgruppen des W84 im Bereich der hier vorgestellten allosterischen
Bindungsstelle angreift, besitzen die hier gefundenen Zusammenhange und die
Ergebnisse der Struktur-Wirkungsbeziehungen wahrscheinlich den gleichen
Ursprung.

Um die Unterschiede im Bindungsverhalten der einzelnen Liganden zu erklaren,
sind elektrostatischer und apolarer Anteil der freien Bindungsenthalpie von
Bedeutung. Diallylcaracurin V und Alcuronium besitzen trotz &hnlicher
Konstitution deutlich unterschiedliche Strukturen und nehmen erwartungs-
gemaR auch eine unterschiedliche Lage in der Bindungstasche ein. Dieser Be-
obachtung widerspricht scheinbar die sehr ahnliche Affinitdt der beiden
Verbindungen zum M-Rezeptor. In unserem Modell erklart sich dies aus der
Méglichkeit, daB sich die Energieunterschiede zwischen Alcuronium und
Diallylcaracurin V bei ihren elektrostatischen und apolaren Anteilen gegenseitig
kompensieren kdnnen. Wird unter dieser Annahme der Proportionalitatsfaktor
zur Berechnung von AGy, gewéhlt, so findet man auch far Tubocurarin eine
gute Ubereinstimmung der theoretischen und gemessenen freien Bindungs-
enthalpie. In diesem Zusammenhang kann auch eine Auswahl zwischen den
beiden Konfigurationen des Tubocurarin getroffen werden: Der Komplex mit
dem am protonierten Stickstoff R-konfigurierten Tubocurarin wird aufgrund der

niedrigeren freien Bindungsenthalpie bevorzugt gebildet werden.
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4.1 Vergleich mit der Rhodopsin-Struktur

Nach der Fertigstellung der Rezeptor-Ligand-Komplexe wurde eine Rdntgen-
kristallstruktur des GPCRs Rhodopsin veréffentlicht (PDB-Eintrag: 1F88) [16].
Bis auf Bereiche im dritten intrazellularen Loop und im C-terminalen Ende
konnte die Struktur aller Aminosauren des Rezeptors aufgeklart werden. Die
Aufldsung der Kristallstruktur lag bei 2,8 A. Der Vergleich mit dem von uns
verwendeten 7-Helix-Model von Pogozheva et al. zeigte eine gute Uberein-
stimmung mit den entsprechenden Bereichen in der Réntgenkristallstruktur. So
betrug der RMSD-Wert nach Superpositionierung der beiden Strukturen flr die
Co-Atome 3,2 A [136]. Eine entsprechende Superpositionierung der Réntgen-
kristallstruktur mit unserem 7-Helix-Modell (vgl. Kapitel 3.3.3) ergab einen ver-
gleichbaren RMSD-Wert von 3,4 A (siehe Abbildung 4.1).

L)
EFAR 7

\.}?(‘ﬁl

H2

Abbildung 4.1: Uberlagerung der Co-Atome der Rhodopsin-Réntgenstruktur (blau) mit dem
7-Helix-Modell des M.-Rezeptors (rot). Der rote bzw. blaue Punkt kennzeichnet die Lage der
Cysteine, die an der Disulfidbriicke zum zweiten extrazellularen Loop beteiligt sind.
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Der gréBte Unterschied zeigte sich in der Lage der Helix 5. Obwohl diese Helix
ein Prolin enthalt, verlauft sie in der Roéntgenkristallstruktur relativ gerade,
wahrend im Pogozheva-Modell ein Prolin-kink eingeflgt wurde, der in unser
Modell tbernommen wurde. Der genaue Verlauf der Helix konnte beim Aufbau
des Pogozheva-Modells nicht aus der kryoelektronenmikroskopischen Auf-
nahme des Rhodopsins abgeleitet werden. Der Einbau des Prolin-kinks in das
Pogozheva-Modell erschien allerdings vernlnftig, da er ein allgemeines Struk-
turmerkmal transmembrandrer Helices darstellt. Die héher aufgelbste
Roéntgenstruktur gibt die Struktur der Helix 5 besser wieder und zeigt hier eine
Abweichung vom erwarteten Verlauf. Helices 4,6 und 7 enthalten sowohl in der
Roéntgenstruktur als auch in unserem Modell einen Prolin-kink.

Far die Struktur der in dieser Arbeit postulierten allosterischen Bindungsstelle
hat die veranderte Lage der Helix 5 wahrscheinlich wenig EinfluB. Die Lage von
Glu175 im zweiten extrazellularen Loop, das in Kontakt mit den hier
untersuchten allosterischen Modulatoren steht, wird hauptséchlich durch die
Disulfidbriicke des benachbarten Cys176 bestimmt, die den Loop mit Helix 3
verknlpft. Die Position des Bindungspartners Cys96 in unserem Modell stimmt
mit der Lage des entsprechenden Cysteins der Rhodopsin-Kristallstruktur gut
Uberein (siehe Abbildung 4.1).

Nicht alle Unterschiede zwischen dem Pogozheva-Modell und der Rdéntgen-
struktur missen prinzipiell auf der verbesserten Auflésung der Réntgenstruktur
basieren, wenn man berlcksichtigt, daB das Pogozheva-Modell auf einer
Vielzahl von Informationen aus unterschiedlichen GPCRs der Rhodopsinfamilie
basiert. Da innerhalb dieser Familie die Sequenzidentitéat bis auf 20% fallen
kann, sind Abweichungen zwischen den einzelnen GPCR-Strukturen zu
erwarten, die ebenfalls in das Pogozheva-Modell eingeflossen sind. So betragt
zum Beispiel die Sequenzidentitat im Bereich der transmembranéren Helices
des M»-Rezeptor-Modells im Vergleich zum Rhodopsin 23%. Als grobes MafB
fur die nattrliche Abweichung zwischen den beiden Strukturen kann ein RMSD-
Wert von 1,8 A angenommen werden, wie ihn Chothia et al. aus dem Vergleich
von Strukturen mit ahnlicher Sequenzhomologie abgeleitet haben [137].



148 4 Diskussion

Die Aminosauren, die die Bindungsstelle der untersuchten Liganden im helika-
len Bereich des M»-Rezeptormodells bilden, liegen alle im ersten und zweiten
extrazellularen Turn der Helices 1, 2 und 7. Ein Vergleich der Lage und
Orientierung dieser Aminosauren mit den entsprechenden Aminosauren der
Rhodopsin-Réntgenstruktur zeigt Abbildung 4.2. Wahrend in Helix 1 und 2 die
drei wichtigen Aminosauren Val23, 1le26 und Tyr83 eine ahnliche Lage und
Orientierung einnehmen, weicht die Lage Thr420 (M.-Rezeptor) und dem
entsprechenden 1le287 (Rhodopsin) voneinander ab. Obwohl [le287 eine
ahnliche Orientierung ins Innere des Rezeptors aufweist, liegt es etwa 2,4 A
héher als Thr420. Jacobson und van Rhee hatten tatsachlich eine solche
Verschiebung von Helix 7 in Betracht gezogen, da hierdurch widersprtchliche
experimentelle Ergebnisse fur verschiedene GPCRs erklart werden kdénnten
[15]. Die Ergebnisse waren jedoch nicht eindeutig genug, um sie fir das Mo-
Modell zu Gbernehmen. Verschiebt man das Helix 7-Fragment im M2-Rezeptor,
so daB Thr420 und 1le287 sich Uberlagern, so kann Thr420 in dieser Position
nicht mehr mit den Liganden interagieren. Allerdings liegt in dieser neuen
Anordnung jetzt lle424 an der urspringlichen Position des Threonins. Seine
volumindse Seitenkette kann ebenfalls in Kontakt mit dem aromatischen Ring
der allosterischen Liganden treten und so die bisherige Rolle von Thr420
ubernehmen. Es kann daher vermutet werden, daB selbst wenn die
Réntgenstruktur die Lage der Aminosauren der Helix 7 besser wiedergeben
sollte als das Pogozheva-Modell, dies wenig EinfluB auf die hier postulierte
Form der Bindungsstelle hatte.
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Abbildung 4.2: Vergleich der extrazellularen Enden der Helices 1, 2 und 7 zwischen dem M-
Rezeptor-Modell (rot) und der Réntgenstruktur des Rhodopsins (griin). Alcuronium (grau) ist als
Beispiel fur einen gebundenen allosterischen Liganden dargestellt. Links: Sicht parallel zur
Membranebene; Rechts: Sicht auf die Membranebene von der extrazellularen Seite

Aufgrund der fehlenden Sequenzhomologie ist ei ne Ubereinstimmung
zwischen den extrazellularen Loopbereichen des Rhodopsins und des M-
Rezeptors nicht zu erwarten. Interessanterweise findet man nun in der
Roéntgenstruktur des Rhodopsins einen B-Hairpin im zweiten extrazellularen
Loop. In diesem Bereich war auch aufgrund der Sekundarstrukturvorhersagen
fir den Mj-Rezeptor das Auftreten eines B-Hairpins in Betracht gezogen
worden (vgl. Kapitel 3.2.4). Da in der Bacteriorhodopsinstruktur (PDB-Eintrag:
2BRD) trotz einer sehr &hnlichen Sekundérstrukturvorhersage im ersten
extrazellularen Loop kein B-Hairpin gefunden werden konnte, wurde auf einen
direkten Einbau dieses Strukturmerkmals verzichtet und nur ein B-Turn
modelliert (vgl Kapitel 3.4.2). Auch in der endgultigen Struktur trat im zweiten
extrazellularen Loop kein B-Hairpin auf. Obwohl sich die Loops in beiden

GPCRs in ihrer Lange deutlich unterscheiden und auch keine Sequenz-
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homologie in diesem Bereich besteht, ware in Hinblick auf die gefundene
Ubereinstimmung zwischen der Sekundarstrukturvorhersage des M,-Rezeptors
und der Réntgenstruktur des Rhodopsins denkbar, daB beide GPCRs hier eine
ahnliche Hairpinstruktur aufweisen. Allerdings blockiert der Loop in der
Réntgenstruktur mit seiner ausladenden Struktur den Zugang zur Bindungs-
stelle des Liganden (Retinal) vollstandig. Bourne et al. haben daher die
Vermutung geéduBert, daB dieser Aufbau fir GPCRs eher die Ausnahme bildet,
da die Blockade nicht im Einklang mit der raschen Assoziation und Dissoziation
von Liganden steht, die reversibel an einen GPCR binden. Rhodopsin ist hier
insofern einzigartig, als sein Ligand sowohl im inaktivierten als auch im
aktivierten Zustand kovalent an den Rezeptor gebunden vorliegt. Auch beim
M,-Rezeptor stellt sich die Frage, wie Liganden bei einem dem Rhodopsin
ahnlichen Aufbau des zweiten extrazelluldren Loops zur orthosterischen
Bindungsstelle gelangen kdnnten [137]. Wie in Kapitel 4.3 gezeigt wird, kann
das hier vorgestellte My-Modell dafir eine plausible Erklarung liefern. Wir

vermuten daher, dafB3 im M,-Rezeptor keine B-Hairpinstruktur auftritt.

4.2 Bindungsstelle des W84

Far die Verbindung W84, die im Rahmen dieser Arbeit stellvertretend fir die
Hexamethonium- bzw. Bispyridiniumderivate bericksichtigt wurde, konnte kein
vollstandiger Rezeptor-Ligand-Komplex entwickelt werden. Es konnte gezeigt
werden, daB der aromatische Ring der endstandigen Phthalimidgruppe sich in
eine Bindungstasche einpassen kann, die von den Aminosauren Tyr83, Val23
und Thr402 gebildet wird. Die gleiche Beobachtung konnte fur jeweils eines der
Indolinringsysteme von Alcuronium und Diallylcaracurin V gemacht werden.
Ausgehend von der Annahme, daB3 die Lage des Phthalimidrings im Modell
richtig wiedergegeben wird, wurde versucht, eine moégliche Bindungsstelle fr
die restliche Struktur des W84 zu skizzieren. Die gestreckte Konformation der
Hexamethonium-Kette aus der S-formigen Konformation wurde beibehalten (vgl
Kapitel 1.2.5). Sie laBt sich in dieser Konformation in eine Furchenregion
zwischen dem zweiten und dritten extrazellularen Loop einfligen.

Abbildung 4.3 zeigt ein einfaches Modell, das ausgehend von diesen Vorstel-

lungen mit Hilfe von Kraftfeldberechnungen aus Struktur 4 erstellt wurde. Hier-
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bei wurde der Ligand durch den Einsatz zusatzlicher abstandsabhangiger
Kraftfeldterme so positioniert, daB3 die gestreckte Konformation erhalten blieb.
Das abgebildet Modell ist somit nicht vergleichbar mit den anderen Rezeptor-
Ligand-Komplexen, die Uber MD-Simulationen berechnet wurden, sondern kann
lediglich eine Vorstellung der rdumlichen Verhaltnisse in einem postulierten
Rezeptor-W84-Komplex vermitteln.

Der zweite Phthalimidring des W84 liegt bei gestreckter Konformation der ihm
folgenden Propylkette im Bereich der extrazelludren Enden der Helices 5 und 6.
Da der Vergleich mit der Rhodopsin-Réntgenstruktur vermuten 1aBt, daB dieser
Bereich im May-Modell nicht vollstandig korrekt wiedergegeben wird, kénnen
mogliche Wechselwirkungspartner hier nur naherungsweise bestimmt werden.
So finden sich in diesem Bereich drei aromatische Aminosauren, die als
mogliche Wechselwirkungspartner in Betracht kommen: Phe179 und Phe180
am C-terminalen Ende des zweite n extrazelludren Loops und Phe412 am N-
terminalen Ende des dritten extrazellularen Loops. Eine Uberpriifung des hier
postulierten Bindungsverhaltens von W84 wére somit durch Mutationsstudien in
diesem Bereich mdglich. Die flexiblen Propyl- bzw. Hexylketten zwischen den
beiden Phthalimiden fungieren in diesem Modell als Abstandshalter, die die
beiden aromatischen Ringsysteme in glnstige Wechselwirkungsbereiche
dirigieren. Insofern lassen sich hierdurch die steigenden ECsogiss-Werte
erklaren, die bei Kirzung dieser Alkylketten des W84 gefunden wurden (vgl.
Kapitel 1.2.4).
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Abbildung 4.3: Mégliche Bindungsstelle der Verbindung W84. Darstellung; links: Blickrichtung
aus der extrazelludren Region senkrecht zur Membranebene; rechts: Blinkrichtung parallel zur
Membranebene

4.3 Blockade der orthosterischen Bindungsstelle

Die Ergebnisse experimenteller Untersuchungen lassen vermuten, daB der
allosterische Modulator Alcuronium die Assoziation und Dissoziation von
orthosterischen Liganden vollstédndig blockieren kann [24][25]. Eine mogliche
Erklarung ware ein direkter EinfluB des allosterischen Modulators, indem dieser
den Ein- bzw. Ausgang der orthosterischen Bindungsstelle blockiert. Hinweise
fir eine Bestatigung dieser Hypothese, fanden sich bereits bei der Analyse der
SURFNET-Ergebnisse. In den meisten untersuchten Konformationen lagen die
Bindungstaschen des allosterischen und des orthosterischen Liganden nahe
beieinander. Da die allosterische Bindungstasche zum extrazellularen Raum
gedffnet war, kdnnte ein orthosterischer Ligand Uber diesen Bereich zu seiner
Bindungstasche vordringen. Allerdings konnte nur in einer Konformation eine
tatsachliche Verbindung zwischen den beiden Bindungstaschen im Inneren des
Rezeptors beobachtet werden. Abbildung 4.4 zeigt die Verhaltnisse bei der
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Struktur 4, die fur den Aufbau der Rezeptor-Ligand-Komplexe ausgewahit
worden war. Hier konnte eine schlauchartige Erweiterung der allosterischen
Bindungstasche in Richtung orthosterischer Bindungstasche gefunden werden.
Allerdings blockierte die Seitenkette von Trp162 den freien Zugang zur
orthosterischen Bindungsstelle (siehe Abbildung 4.4).

Abbildung 4.4: Struktur 4 mit orthosterischer (rot) und allosterischer (gelb) Bindungsstelle.
Trp162 ist blau gekennzeichnet

Eine einfache Ldsung fir dieses Problem zeigte sich beim Vergleich der
Rhodopsin-Rontgenstruktur mit dem My-Rezeptor-Modell. In der Rhodopsin-
Struktur endet Helix 4 auf ihrer extrazellularen Seite bei Val174, was bei
Ubernahme in den Mx-Rezeptor zu einer Verkiirzung der vierten Helix um vier
Aminosauren fihren wirde. Das bisherige Helixende lag bei Phe164, die
angepafBte Helix dagegen wirde schon bei Leu160 enden. Unter diesen
Umstanden ware Trp162 nicht mehr Bestandteil der Helix und seine Lage nicht
mehr an die helikale Konformation gebunden. In der Rhodopsin-Struktur ist mit
Trp176 zudem ein Analogon fur Trp 162 vorhanden, dessen Seitenkette
auBerhalb des Helixbindels liegt. Um die neuen raumlichen Bedingungen der
Bindungstaschen ohne die stérende Seitenkette von Trp162 nachzustellen,
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wurde sie fir eine neue SURFNET-Berechnung entfernt. Abbildung 4.5 zeigt
einen entsprechend modifizierten Ma-Alcuronium-Komplex. Das dargestellte
Surfnet-Volumen wurde ohne den allosterischen Liganden berechnet. Man
erkennt hier einen durchgehenden Kanal, der bei der allosterischen
Bindungsstelle beginnt und bei der orthosterischen Bindungsstelle endet. Auf
diesem Weg kdnnten orthosterische Liganden ihre Bindungsstelle erreichen.
Nur bei Bindung eines allosterischen Liganden wirde dieser Zugang blockiert
werden. Ein solches Modell stdnde somit in Einklang mit den experimentellen

Beobachtungen.

Abbildung 4.5: Das dargestellte Surfnet-Volumen wurde nach Entfernung der Seitenkette von
Trp162 berechnet. Ebenfalls dargestellt sind der Ligand, die Disulfidbriicke zwischen Cys96 und
Cys176 sowie Asp103, welches bei der Bindung orthostersicher Liganden eine Rolle spielt.
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In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von Molecular Modelling Methoden
ein Modell fur die extrazellular gelegene Bindungsstelle allosterischer Modula-
toren am muscarinergen M»-Rezeptor entwickelt.

Ausgehend vom Rhodopsinmodell von Pogozheva et al. [84] wurde ein Modell
der sieben transmembranaren Helices des M»>-Rezeptors erstellt. Dieses Modell
diente als Grundlage fur den Aufbau der extrazellularen Loopregion. Der erste
extrazellulare Loop konnte anhand eines Loopfragments aus der Protein Data
Bank modelliert werden. Fir den zweiten und dritten extrazellularen Loop
wurden unterschiedliche Strukturvorschlage mit Hilfe einer Molkekildynamik-
Simulation generiert. Hieraus resultierten unterschiedliche Modelle der
extrazellularen Region des Mjy-Rezeptors. Als Liganden der allosterischen
Bindungsstelle des Ma»-Rezeptors wurden die Verbindungen Alcuronium,
Diallylcaracurin V und Tubocurarin modelliert. Die Analyse der physiko-
chemischen Eigenschaften der extrazellularen Region erlaubte die Lokalisation
der allosterischen Bindungsstelle in einem der generierten Mx-Modelle. Die
Liganden konnten in die ausgewahlte Rezeptorstruktur eingepalit werden. Das
Rezeptor-Modell wurde um einen Teilbereich des N-terminalen Endes erganzt,
da die Lage der Liganden Wechselwirkungen mit dieser Region wahrscheinlich
erscheinen lieB. Mithilfe von Moleklldynamik-Simulationen konnten an-
schlieBend stabile Rezeptor-Ligand-Komplexe generiert werden.

Mit dem Modell war es méglich, die Unterschiede in den Bindungsaffintaten der
Liganden wiederzugeben. Das Modell steht in Einklang mit den Ergebnissen
von Struktur-Wirkungsbeziehungen, die hydrophoben Wechselwirkungen bei
der Bindung allosterischer Modulatoren eine wichtige Rolle zuweisen. Es
bestéatigt experimentelle Untersuchungen, nach denen allosterische Liganden
den Zugang des orthosterischen Liganden blockieren kénnen. Aus der Lage der

Liganden lassen sich Vorschlage fur zuklnftige Mutationsstudien ableiten.
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A  Sekundarstrukturvorhersagen

Die verwendeten Zeichen und Symbole richten sich nach

A1 Bacteriorhodopsin

Sequenz
GOR
PHDsec
Psipred
Predator
PSA
nnpredict
Ssp

nnssp
sspal
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR
PHDsec
Psipred
Predator
PSA
nnpredict
sSsp

nssp
sspal
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR
PHDsec
Psipred
Predator
PSA
nnpredict
ssp

nssp
sspal
SOPMA
Consensus

MLELLPTAVEGVSQAQITGRPEWIWLALGTALMGLGTLYFLVKGMGVSDP

HHHHHHHHHHHHHHHE HHHHHHHHHHHHHHHHHHEEEETT HHH
HHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
HHHH EEHHHHHHHHHHHHHHHHHH
EEEE EEEE EEE
HHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHH H HHHH
HHHHH HHHHHHHHHE EEEEEEEEE H
HHHHHHHHHH EEEHHHHHHHH HHHHHH
HHHHHHHHHH HHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
HHH HHHH EEEE HEEEHHH HHH EEEEEE
+HHHHHHHHH +++ HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH+
60 70 80 90 100

DARKEFYATITTLVPATAFTMYLSMLLGYGLTMVPEFGGEQNPIYWARYADWL

HHHHHHHEHEEEHHHHHHHHHHHHHTT EEEEET TEEEETTTT
HHHEEEEEEEEHHHHHHHHHHHHH EEEEEE EEHHHHHHHH
EEEEHHHHHHHHHHHHHHHH EEEEEE EEEEEEHHHHH
EEEEEHHHHHHHHHHHHHHH EEE EEE EE
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHEHHHHHH HHHHHHHHHH
HH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHH HHHHHHH
HHHHHHHH HHHHHHHHHHHH EEEEEEE HHHHHHHH
HHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHH EEEE HHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH EEEE HHHHHHHHHHHHH
EEEEEH HHHHEEHHHHE EEEE EEEHHHHHHE
HH+HHH+HHHHHHHHHHHHHHHHH EEEEE +EHHHHHHHH

FTTPLLLLDLALLVDADQGTILALVGADGIMIGTGLVGALTKVYSYREVW

TE HHHHHHHHHHHHHHHHHEEEEHHHHEEEEEE HHHEEEEEEEEEHH
HHHHHHHHHHHHHHH EEEEEEEEEEEHHHHHHHHH EEEEE
HHHHHHHHHHEHHH HHHHHHHHHHHHHHHHEHHHEHHHEHHHEH EEEE
EE HHHHHHHHHHH EEE EEEEEEEEEEEEE
HHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHH HHHHH
HHHHHHHHHEHHH HHHHHHHHHHHHH HHHH HH HHHHHHH HHHHH
H HHHHHHHHH EEEEEEE EEEEHHHHHHHHHHH EEE
H HHHHHHHHHHH EEEEE EEE HHHHHHHHH EEE
HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
EEHHHHHHHE HHHEEEEEE EEEE HHHHHHHHHHHHHEEE
HH+HHHHHHHHHH++ HEEEEHHH+HEE++HHHHHHHHHH+ +EEEE



7 Anhang

169

Sequenz
GOR
PHDsec
Psipred
Predator
PSA
nnpredict
sSsp

nssp
sspal
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR
PHDsec
Psipred
Predator
PSA
nnpredict
sSsp

nssp
sspal
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR
PHDsec
Psipred
Predator
PSA
nnpredict
Ssp

nssp
sspal
SOPMA
Consensus

WATISTAAMLYTILYVLFFGFTSKAESMRPEVASTEKVLRNVTVVLWSAYPV
HHHHHHHHHHEEEEEEHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHEEEEEEE EE

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHEEEEEEE E
HHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHEEEEEEEEE E

HHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHEEEEEEEEEE
HHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHHHH HH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHH HHHHHHHHHHHEEEEEEE E
HHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHEEEEE E
HHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
EHHHHHHHHHHEEEEEE H HHHHHHHHHHHHEEEEEE E
HHHHHHHHHHHHHHHHH +HHHHHHHHHHHEEEEEE+ E
210 220 230 240 250

VWLIGSEGAGIVPLNIETLLFMVLDVSAKVGEFGLILLRSRAIFGEAEAPE

EEEE T EEEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEEHHHHHHHHHHHHHHHH
EEEEE EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEHHHHHHHHHHHHEH

EEEE EEEHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHH

EEEE HHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHH

HHHHHHH H HH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
H HHH H HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHH

EEEE HHHHHHHHHHHHHHEEEEEEEE
EEEE HHHHHHHHHHHHHH EEEEHHHHHH
HHH EEE HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHH
EEEE HHHHHEEHHHHHH EEEE HHH
EEEE +++HHHHHHHHHHHHHHHHH+HHHHHHHHHHA
260 270

......... [ oo o]
PSAGDGAAATSD
HHHHHHHHHHHH

TT HHH
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A2

Sequenz
GOR

PHD
Psipred
Predator
PSA
Nnpred
Ssp
Nnssp
Sspal
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR

PHD
Psipred
Predato
PSA
Nnpred
Ssp
Nnssp
Sspal
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR

PHD
Psipred
Predato
PSA
Nnpred
Ssp
Nnssp
Sspal
SOPMA
Consensus

Cytochrom-C-Oxidase

MEINRWLESTNHKDIGTLYLLFGAWAGMVGTALSLLIRAELGQPGTLLGD

EEEHHHHH T TTEEEHHHHHHHHHHHEEHHHHHHEHEEE TEEEEE
EEEEEE HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
EEEEEEEE HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
EEEE HHHHHHHH HHHHHHHHHH
HHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
HH H H HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
EEEEEEEE HHHHHHHHHHHHHH EEEE
EEE EEE EEEEEE HHHHHHHHHH
EEE EE EEEEEE HHHHHHHHHHHHHH
EEEEEH EEEEEHHHHHHHHHHHHHEEHHH EE
++EEEEE+ +++HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHH
60 70 80 90 100

DOIYNVVVTAHAFVMIFEFMVMP IMIGGFGNWLVPLMIGAPDMAFPRMNNM
EEEEEEEEHHHHHHHHHHHHHHEEEET T EEEEEEE HHHHHHHHTTT
EHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHH H
EEEEEEE HHHHHHHHHHHHHHEE EEE
EEEEEEHHHHHHHHHEEEEE EEE
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH H HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH H HHHH HH
EEEEEEE EEEEEEEE EEEE EEEEEEEE E
EEEEEE EEEEEE EE

EEEEE EEHHHHHHHHH EE
HHEEEHHHHHEEEEEEEEEEEE EEEEEE E
+EEEEEHHHHHHHHHHHHHHEE + HEE+++

110 120 130 140 150

SFWLLPPSFLLLLASSMVEAGAGTGWIVYPPLAGNLAHAGASVDLTIFSL

EEEE THHHHHHHHHHHHHH TEEEEE HHHHHHHHHHHHHEEHHH
HHHH HHHHHEEEEEEEE EEEE HHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHHHHH EEEE HHHHHHHHH
EEE HHHHHHH EEE HHHHH EEEEE

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHH HHHHHHHHHHHHHHH
H HHHHHHHHHHHH H HHHHHHHHHHHHHH
EEEEEHHHHHHHHH EEEE EEEEEEEE
HHHHHHHHHHH EE EEEEEE

EEE HHHHHHHHHHHH EE EEEEE
EEEE EEEEEH EEH EEEE HHHHHEEEHH
+EEE ++HHHHHHHHHHH EEE+ HHHHEEHHH
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Sequenz
GOR

PHD
Psipred
Predato
PSA
Nnpred
Ssp
Nnssp
Sspal
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR

PHD
Psipred
Predator
PSA
Nnpred
Ssp
Nnssp
Sspal
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR

PHD
Psipred
Predato
PSA
Nnpred
Ssp
Nnssp
Sspal
SOPMA
Consensus

HLAGVSSILGAINFITTIINMKPPAMSQYQTPLEVWSVMITAVLLLLSLP

HHHHEEEEEEEEEEEEEEET

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
EEEEEEEEEEEEEEE
HHHHHHHHHHHHHHHHHHH

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

H HH

TEEEEEEEEEEEEHHHHHHHHHHEEH

HHHHHHHHHHHHHHHHHH

EEEEEE

EE

HHHHHHHHHHHHHHHH

HHHHHHHHHHHHHHHHHH

H HHH HHHHHHHHHHHHHHH

EE EEEEEEE EEEEEEEEEEE EEEEEEEE
EEEE EEEEHHHHHHHHHH
HHH EE EEEEEEHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHHHHEEEEE EEEEEEEHHHHEEEEEE
HHHHHHHHHHHHHHHEEEE+ EEEEEHHHHHHHHHHH+
210 220 230 240 250

VLAAGITMLLTDRNLNTTFFDPAGGGDPILYQHLFWFFGHPEVYILILPG

HHHHHHEEEEETTTT EEEEE TTT EEEEEEEEEET THEEEEEET
HHHHHHHHHHE HHHHHHHHHHH EEEEEE
EEEEEE EEEEHHHHH EEEEEE
HHHHHHHHHHH E HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHH HHHH HHHHHHH
EEEEEEE HHHHHHHHH EEEEEEE
EEEEE EEE EEE EEEEE
HHHHHHHHHH EEE EEEEE EEEEE
HHHH EEEEEE EEEE EEEEEEEEEH EEEEEEE
HHHHHHEEEE EEEE EEEEEEEEE EEEEEE
HHHHHHEEEE+ +E+ ++++HHEEE EEEEEE
260 270 280 290 300

FGMISHIVTYYSGKKEPFGYMGMVWAMMSIGELGE IVWAHHME TVGMDVD
T EEEEEEEETTTT EEEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHHH

HHHHHHHHHH E HHHHHHHHHHHHHHHHEHHHEHHHEHHHEE
EEEEEE HHHHHHHHHH EEEEEEEEEEE

H HE EEEEEE HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
H HH H HHHHHHHHHH HH HHHHHHH H
EEEEEEEE HHHHHHHHHEEEEEEEEE EEEEEEE

EEEEEE EEEE EE

EEEEEEE EEEEE EEEEE EEEEEE

HHHEEEEEEEE HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHEEEEEEE
EEEEEEEEE HEEHHHHHHHH HHEEEE HEEEEEE
+EEEEEEEE +HHHHHHHHHHH+HHH+++HHHEEEEEE



172

Sequenz
GOR

PHD
Psipred
Predato
PSA
Nnpred
Ssp
Nnssp
Sspal
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR

PHD
Psipred
Predato
PSA
Nnpred
Ssp
Nnssp
Sspal
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR

PHD
Psipred
Predator
PSA
Nnpred
Ssp
Nnssp
Sspal
SOPMA
Consensus

TRAYFTSATMITATIPTGVKVESWLATLHGGNIKWSPAMMWALGE IFLETV

EHHHHHHHEEEEEEEEEEEEEEEHHH TTT T EHHHHHHHHEEEEE

HHHHHHHEEEEEE HHHHHHHHHH EEE HHHHHHHHHHHHE
HHHHHHEEEEEEE HHHHHHHHHHH EEEE HHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHEHHHH

HHHHHHHHHHHH HH HHHHHHHHHH HHHHHHH H HH
EEEEEEEEEE EEEEEEEEEEE HHHHHEEEEEEEEEEEE

EEEEEE EEE HHHHHH EEEEEE

EEE EEEEE EEHHHHHH HHHHHH EEEEEE
EE EEEEEEE HHHHHHHHHH HHHHHHH HHEEHEH
HEE EEEEEEE HHHHHHH HHHHHHH EEEEEE
+HHHHHEEEEEEE HHHHHHHHHH HHHHHHH HHEE+E+
360 370 380 390 400

GGLTGIVLANSSLDIVLHDTYYVVAHFHYVLSMGAVFAIMGGFEVHWEFPLE
T EEEEEEHHHHEEEEEEHHEEEHEEHHHHHHHHHHHHHTTEEEEEEET

HHHHHHEE EEE EEEFHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHEEEE
EEEEE EEEEEE EEEEEEEEHHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHH EEE EEEEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHH
EEEEEEE EEEE EEEEEEEEEEE EEEEE EEEEEEE
EEEE EEE EEEE
EEEEE EEE EEEEEE HHHHH
EEEE EEEEE EHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHEEEE
EEEE HEEEEE EEEEEHHHHHHH HHHHHHHHEEEEEE
+EEEE+ EEE +EEEEEHHHHHHH+HHHHHHHHHH++EE+
410 420 430 440 450

SGYTLNDTWAKIHFAIMEVGVNMTEFEFPOQHFLGLSGMPRRYSDYPDAY TMW

TTT HHHHHHHHHHHHHHH EEEEHHT TT EEEEETT ETEEEEE
HHHHHHHHHHEEEEEE EEE HHHH
EE EEEEEEEEEEHHHH HHHHH
HHHHHHHHHEHHHHHHEHHEHHHEHH HHH
HHHHHHHHHHHHHH H H HH
EEEEHHHHHEEEEEEEE EEEE
EEEEEE
EEEEEE EE HHHH
HHHHHHHHEEEEEE HEE HHHEE EEH
HHHHHH EEEEEE EEE HHHEE EEEH
HHHHHHHHEEEEEE A HHHH
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Sequenz
GOR

PHD
Psipred
Predato
PSA
Nnpred
Ssp
Nnssp
Sspal
SOPMA
Consensus

NTISSMGSEFISLTAVMLMVE IIWEAFASKREVLTVDLTTTNLEWLNGGPP

EEE EEEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEEEEEEEEEETTTTT

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH EE

HHHHHH HHHHHHH EEEEEEEE EEEE
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH EEEE

HH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHH HHHHHH

A3 M2>-Rezeptor

Sequenz
GOR
PHDseq
Psipred
PREDATOR
PSA
nnpred
Ssp
nnssp
sspal
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR
PHDseq
Psipred
PREDATOR
PSA
nnpred
Ssp
nnssp
sspa
SOPMA
Consensus

EEEE EEEHHHHHHHHHHHHHHHH EEEEEEEHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHHHHHH EEEEE

HH HHHHHHHHHHHHHHH EEEEEE EE

HHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHH EEEEEE EEEE

H EEHHEEEEEEEEHHHHHH EEEEE HEEE

HH+ HHHHHHHHHHHHHHHHHHH EEEEE +++
10 20 30 40 50

MNNSTNSSNSGLALTSPYKTFEVVEFIVLVAGSLSLVTIIGNILVMVSIKV

E T EEEE THHHHHHHHHHHHHHHEEEEEEEHHEEEHHHHH
EEEEEEEEE EEEEEEEE EEEEEEEEE
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

EEEEEEEEEE EEEEEE EEEEE

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHEEEEEEEEEE

HH HHH H HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

EEEE EEEEEEEEEE EEEEEEE EEEEEEEEE

EEE EEEEEEEEE EEEEE EEEEEEEE

EEEEEEEEE EEEEE EEEEEEEE

ET T EE EEEEEEEEHE EEEE EEEEEH
++ EEEEEEEE+++++EEEEEEE EEEEEEEE+
60 70 80 90 100

NRHLOTVNNYFLESLACADLIIGVESMNLYTLYTVIGYWPLGPVVCDLWL
HHEE EEETTEHHHHHHHHHHEEEEEE TTEEEEEEET T EEEEHHHH

E EEEEHHHH EEEEEEEEEEEEEEEEEEE HHEEE
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHEHHHHH HHHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHHEEE EEEEEEEE HHHHH
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHEEEEEE HHH

HHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHH H HHHHHH HHHHH
EEEEEEEE EEEEEEE EEEEEEEE HHHHHHH

EEE EEEEE EEE HHHHH

EEEE EEEEEE EEEE H

HH E HHEEEHHHHTHEEEEEE EEEEEEE E EHHHH
HH++HHHHHHHEEEEE++ +EEEEEEE HHHHH
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Sequenz
GOR
PHDseqg
Psipred
PREDATOR
PSA
nnpred
Ssp
nnssp
sspa
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR
PHDseq
Psipred
PREDATOR
PSA
nnpred
Ssp
nnssp
sspa
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR
PHDseq
Psipred
PREDATOR
PSA
nnpred
Ssp
nnssp
sspal
SOPMA
Consensus

ALDYVVSNASVMNLLITISFDRYFCVTKPLTYPVKRTTKMAGMMIAAAWVL
HHHHHHHHHHHHHHEEEEHTTTTTTT TT EEHHHHHHHHHHHHHHHHHH

EEE E EEHHHH EEEEEE EEEEE HHHHHHHHHHHHHE
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH EEEE HHHEEHHHHHHHH
HHHHH HHHHHHHHHHH EEEE EEEEEHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHHHHHHHH EEEE HHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHH

HHEEEEE HHHHHHHHHEEEEEEEEEE EEEEEEHHHHHHHHHHHHHHHH

HHHHEE EEE EEEE HHHHHHHHHHHHHH
HHHEEEE EE EE EE HHHHHHHHHHHHHH
HHHEEEE HEHEE E EE HHHHHHHHHHHE
HHHH++++HHHHHHH+H+H EEEE HHHHHHHHHHHHHH

160 170 180 190 200

SETILWAPATLFWQFIVGVRTVEDGECYIQFFSNAAVTFGTAIAAFYLPVI

HHHHHHHHHHHHHE TTTHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHE
EEEEEE EEEE EEEEE EEEEEEEEEEEEE EE
HHHHHHHHHHHHEE EEE EEEHHHHHHHHHHHHH
HHHH HHHHHHHHHHHHH EEEEE HHHHHHHHHH HHHH

HHHHHHHHHHHH EEEEEEEE
HHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHH HHHHHHHHE

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHH
HHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHH
EEEEEEEHHHHHHHHHHHHHHHEEE

HHHH EEEEEE EE EEEEEE HHHHHHH EE
HHHHH HHHHHHH EEE EEEEE HHHHHHHHHHH E
EEEEE HEEHH EE EEEE HHEHH HHHEE E
HHHHHHHHHHHHHE EEEEE HHHHHHHHHHHHHHHE

210 220 230 240 250

IMTVLYWHISRASKSRIKKDKKEPVANQEPVSPSLVQGRIVKPNNNNMP G

EEEEHHHHHHHHHHHHHHHTHHHHHHHH TT EHHEEEEE TTT
EEHHHHHHHHHHHHHHHHHH

HHHHHHHHHHHHHH EE
HHHHHHHHH HHHHHHH

HHHHHEEEE E E
HHHHHHHHHHH HHHHHHHHHH H HHHH

EE EEEEEEE EEEE
EEEEEEE EE
EEEEEEEE HHH EEE
EEEEEEE EEEEEE
EEHHH++HH+ H++ E
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Sequenz
GOR
PHDseq
Psipred
PREDATOR
PSA
nnpred
Ssp
nnssp
sspa
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR
PHDseq
Psipred
PREDATOR
PSA
nnpred
Ssp
nnssp
sspal
SOPMA
Consensus

Sequenz
GOR
PHDseq
Psipred
PREDATOR
PSA
nnpred
sSsp
nnssp
sspal
SOPMA
Consensus

GONGDEKONIVARKIVKMTKOQPAKKKPPPSREKKVTIRTILATILLAFIITW

HHHHHHHHHHHHHHHHHTTT HHHHHHHHHHHHHHHHEEET
HHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHEEE
HHHHHH HHH HHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHH H
HHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHHHHH HH HHHHHHHHHHHHE
HHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHH
410 420 430 440 450

APYNVMVLINTEFCAPCIPNTVWTIGYWLCYINSTINPACYALCNATEKKT

T EEEEEETTTETT TTEEEEETTEETTTTTTT TTEHHHHHHHHHHH

EE EEEEEHHH HHHHHHEEEEEEE EEE HHHHHHH
HHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHH
EEEEEE EEEEEEEEEEEEE HHHHHHHHHHHH
HHHHHHHHH EEEEEEEEEEEEEEEE HHHHHHHHHHH
HHHHHHHHHHH HHHHHHHHHH HHHHHHH H HHHH
EEEEEEE EEEEEEEEEEE HHHHHHHHHH
EEEEE EEE EEEEE HHHH
EEEEE EE HHHH HHHH HHH
EEEE EEEEEEEEEE EHHH
+EEEEE +EEEEEEEEEE+ +HHHHHHHHHHH
460 470 480 490 500
......... e e
FKHLLMCHYKNIGATR
HHHHHHHHHTTTTHEE
HHHHH E
HHHHHH
HHHHHHHH
HHHHHHHHHH H H H
HHHHHHHHH
HHHH
HHHHHEE H
HHH EE
HHHHHH H
HHHHHHH
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B Hardware

Silicon Graphics Workstations

IRIS INDIGO® R10000

IRIS O2 R5000

IRIS 02 R12000
Silicon Graphics Origin 2000

mit 38 R10000 Prozessoren (am Rechenzentrum der Heinrich-Heine-Universitét
Duisseldorf)

C Software

DELPHI

DISCOVER

GRIN/GRID
GROMACS

INSIGHTII
MOLCAD

PROCHECK

SPARTAN

SURFNET
SYBYL
XCLUSTER

Programm zur Untersuchung elektrostatischer Eigenschaften von Molekilen
(INSIGHTII-Modul).

Programm zur Durchflihrung molekilmechanischer und molekildynamischer
Berechnungen mit dem CV-Kraftfeld (INSIGHTII-Modul).

Programm zur Berechnung molekularer Interaktionsfelder

Molecular Modelling-Software zur Durchfihrung molekilmechanischer und
moleklldynamischer Berechnungen mit dem GROMACS-Kraftfeld.

Molecular Modelling-Software-Paket der Firma MSI/BIOSYM

Programm zur Untersuchung und Visualisierung physikochemischer Eigen
schaften von Molekilen (SYBYL-Modul).

Programm zur Uberpriifung der stereochemischen Eigenschaften von
Proteinen

Software-Paket zur Durchfiihrung quantenchemischer und semiempirischer
Berechnungen

Programm zur Untersuchung und Visualisierung von Molekiloberflachen
Molecular Modelling-Software-Paket der Firma TRIPOS

Programm zur Einteilung von Molekilkonformationen in Gruppen
entsprechend Ihrer strukturellen Ahnlichkeiten
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D

Kcal

Ps

Aminosauren: Ein- und Dreibuchstabencode

Aminoséaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Cystein Cys C
Asparaginsaure Asp D
Glutaminséaure Glu E
Phenylalanin Phe F
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Iso I
Lysin Lys K
Leucin Leu L
Methionin Met M
Asparagin Asn O
Prolin Pro P
Glutamin Gin Q
Arginin Arg R
Serin Ser S
Threonin Thr T
Valin Val \'%
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Einheiten

Angstrom, 10" m
Kelvin (0 K = 273,15 °C)
Kilokalorie (1 kcal = 4,186 kJ)

Picosekunde (1 ps = 107? s)
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