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1.1 Vorbemerkung

Untersuchungen zum Versténdnis der Arzneistoffwirkungen stehen seit langem im
wissenschaftlichen Interesse der pharmazeutischen und medizinischen For-
schung. Neben der Suche nach dem molekularen Wirkungsmechanismus einer
Substanz stellt die rationale Optimierung d.h. die Verringerung von unerwiinschten
Wirkungen oder eine bessere Wirksamkeit ein wichtiges Ziel der Forschung dar.
Die Aufklarung der Zielstrukturen eines Wirkstoffes bietet daflr eine wichtige Vor-
aussetzung. Gerade in der letzten Dekade sind durch den exponentiellen Anstieg
der aufgeklarten Proteinstrukturen viele neue Erkenntnisse hinzugekommen, die
eine zunehmend solidere Basis fur die Entwicklung von Modellen bieten. Das
Verstandnis der molekularen Vorgange auf Rezeptorebene kann mit Hilfe von
Molecular Modelling Techniken kann zu immer besseren Vorstellungen tber die
Wirkung von Arzneistoffen und die Regelmechanismen im menschlichen und
tierischen Organismus beitragen. Stets muss jedoch berticksichtigt werden, dass
Modelle immer nur ein mdgliches — mehr oder minder genaues - Abbild der Wirk-
lichkeit geben. Jedes Modell muss durch experimentelle Befunde abgesichert und
Uberpruft werden. Bertcksichtigt man jedoch diese Einschrankung der Bedeutung
eines Proteinmodells, kénnen Uber die Visualisierung des Proteins und der
Arzneistoff-Wechselwirkungen mit dem Protein Erklarungen und neue Einsichten

abgeleitet werden.

1.2 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) sind der Angriffspunkt von hunderten
von Arzneistoffen z.B. Antihistaminika, Neuroleptika, Antidepressiva und Anti-
hypertensiva [1].

GroBe Bedeutung besitzen diese membranstandigen Proteine auch fir die
Kommunikation mit der Umwelt. GPCRs sind an allen Prozessen der Sinneswahr-
nehmung beteiligt. Die GPCR-Superfamilie, mit tber eintausend Proteinen, ist
nicht nur pharmakologisch bedeutend, sondern stellt auch die gréBte bisher
bekannte Proteinfamilie dar [2,3]. Bislang wurden im humanen Genom schon etwa
450 fur GPCRs kodierende Gensequenzen identifiziert.

Allgemeine Aufgabe der GPCRs ist es, Signale, die die Zelle von auBen erreichen,

in das Innere weiterzuleiten.
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Der Typ dieser Stimuli reicht von einem Lichtquant, tber lonen, biogene Amine,
Nukleotide, Lipide, Peptide und Glykoproteine bis zu Proteasen [4].

Auch wenn die genaue Funktion der einzelnen Proteine haufig noch unbekannt ist,
gemeinsam ist allen GPCRs die Méglichkeit der Bindung und Aktivierung eines

intrazellular vorhandenen, heterotrimeren G-Proteins [5].

1.2.1 Aufbau und Klassifizierung G-Protein gekoppelter
Rezeptoren

Trotz geringer Sequenzhomologie untereinander, besitzen G-Protein gekoppelte
Rezeptoren eine sehr dhnliche Makrostruktur. Sie bestehen aus sieben transmem-
branaren Bereichen (TM), die hauptsachlich eine a-helikale Struktur besitzen und
gebiindelt die Membran durchdringen.

7~

Extrazellularraum ./(:3\
<«

e
Al e
<\
0, 058%

Intrazellul&arraum

Abbildung 1-1: Schematischer Aufbau eines G-Protein gekoppelten Rezeptors

Die transmembrandren Helices, dargestellt als rote Zylinder, werden entgegen dem
Uhrzeigersinn nummeriert. Sie durchdringen die Membran vom extrazelluldren N-Terminus
aus siebenmal und enden im intrazelluldren C-Terminus. Verbindende Loopbereiche sowie N-
Terminus und C-Terminus sind als griine Schleifen dargestellt. Zuséatzlich wird der Rezeptor
Uber eine intramolekulare Disulfidbriicke (violett) zwischen dem zweiten extrazellularen Loop
und Helix 3 stabilisiert. Die Kopplung mit dem G-Protein findet im Intrazellularraum im Bereich
zwischen drittem intrazelluldren Loop und C-Terminus statt. Dadurch kénnen Effektorsysteme
wie die Adenylatcyclase oder die Phospholipase C moduliert werden.
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Als Verankerung des Rezeptors in der Membran fungieren positiv geladene,
basische Aminosauren, die mit den negativen Kopfgruppen der Phospholipide der
Membran Uber Salzbriicken wechselwirken. Die helikalen Bereiche werden jeweils
durch drei intrazellulare und drei extrazellulare Loops miteinander verbunden.

Der N-Terminus befindet sich im Extrazellularraum, der C-Terminus im Cytosol.
Eine Stabilisierung der Anordnung wird sowohl durch interhelikale Kontakte als
auch durch eine Disulfidbriicke zwischen der dritten Helix und dem zweiten extra-
zellularen Loop erreicht. Die Bindung des G-Proteins erfolgt am dritten intrazellula-
ren Loop und am C-Terminus.

Die Aufklarung der Réntgenkristallstruktur des bovinen Rhodopsins, die erstmals
im Jahr 2000 gelang, brachte Einsicht in die Mikrostruktur eines GPCRs [6,7].

Es wurde deutlich, dass die transmembrandren Bereiche keineswegs ideale
Helices sind, sondern dass die vorhandenen Abweichungen sogar eine Bedeutung
fir die Funktion des Proteins besitzen (Abbildung 1-2). Eine Stdérung der
o-helikalen Strukturen ist auch in anderen GPCRs, die nur eine geringe
Homologie zum Rhodopsin aufweisen, aus funktionellen Grinden sehr
wahrscheinlich. Diese Vermutung wird mittlerweile durch Mutationsstudien an
unterschiedlichsten GPCRs zunehmend bestatigt [8- 10].

Ein weiteres auffalliges Strukturelement in
der Kristallstruktur des Rhodopsins ist
das Beta-Faltblattbiindel, das durch den
N-Terminus und den zweiten extrazellu-
laren Loop gebildet wird. Diese Anord-
nung hat eine recht hohe Stabilitat dieser
Bereiche zur Folge.

Aufgrund ihrer strukturellen Unterschiede
werden GPCRs in die Familien A — E ein-
geteilt [11].

Abbildung 1-2: Kristallstruktur des
Rinderrhodopsins (PDB 1HZX)

Dargestellt ist die Sekundérstruktur
eines Monomeres. Die transmem-
brandren Helices sind als rote
Zylinder, Beta-Faltblatter als gelbe
Pfeile, Beta-Turns als blaue Pfeile
und der Coiled-Coil-Bereich als
grunes Band dargestellt.
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1.2.1.1 Familie A

Die Familie A stellt die gréBte und am besten untersuchte Familie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren dar. Aufgrund phylogenetischer Untersuchungen kann
die Familie in sechs Unterfamilien eingeteilt werden (Tabelle 1-1).

Tabelle 1-1: Unterfamilien der Familie A

1 Rezeptoren fiir biogene Amine (Adrenalin, Histamin, Acetylcholin, Dopamin)
Rezeptoren fir Neuropeptid-Hormone und Wirbeltier-Opsine
Rezeptoren fir Bradykinin und Nicht-Wirbeltier-Opsine

Rezeptoren fir Adenosin, Cannabinoide, Melanocortine, Geruchsrezeptoren

Rezeptoren flr Chemokine, Opioide, Eicosanoside, Peptid-Hormone, Glykoprotein-
Hormone

Nicht klassifizierte Rezeptoren: Melatonin-Rezeptor und andere

o 0 A~ W N

Die genauesten Kenntnisse innerhalb dieser Familie besitzt man tber Rhodopsin
aus der Unterfamilie 2 und den B.-Rezeptor aus Unterfamilie 1. Als beschreiben-
der Name dieser Familie hat sich daher die Bezeichnung rhodopsinartige GPCRs

eingebdrgert.

Extrazellularraum

Intrazellularraum

Abbildung 1-3: Schematische Darstellung eines GPCRs der Familie A

Die hochkonservierten Aminosauren sind nach ihrer Lage in den Helices
hervorgehoben.
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Die Sequenzhomologie dieser Familie ist relativ gering und beschrankt sich, bis
auf ein Cystein im zweiten extrazellularen Loop, auf einige dem Cytosol nahe
Aminoséauren. Die hohe Konservierung dieser wenigen Aminosauren lasst aber
auf eine groBe funktionelle oder strukturelle Bedeutung schlieBen. Auffalligste
Konservierung innerhalb der Familie A ist ein Arginin am cytosolischen Ende von
TM 1l innerhalb des so genannten DRY-Motifs, das entweder aus Asp-Arg-Tyr
oder Glu-Arg-Tyr besteht [12-16].

1.2.1.2 Familie B

Familie B enthédlt finfzehn Unterfamilien mit anndhernd zwanzig bekannten
Rezeptoren fur eine Reihe von Peptiden und Neuropeptiden. Dazu gehdren unter
anderem Calcitonin, der Corticoliberin, das Somatoliberin und Sekretin. Daher wird
diese Familie auch als Familie der Sekretin-dhnlichen GPCRs bezeichnet.

Extrazellularraum

Intrazellularraum
Abbildung 1-4: Schematische Darstellung eines GPCRs der Familie B

Diese Familie besitzt einen langen Cystein-reichen N-Terminus, der Uber
Disulfidbriicken stabilisiert wird. Konservierte Aminosauren sind in ihrer Lage
im Rezeptor gekennzeichnet.

Die Konservierungen der Helices, wie sie in Familie A vorhanden sind, fehlen in
Familie B. Aufféllig dagegen ist der sehr lange N-Terminus, der mehrere Cysteine
enthalt, die in der Lage sind, ein Netz von Disulfidbriicken auszubilden.
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1.2.1.3 Familie C

Zur Familie C gehéren die metabotropen Glutamat-Rezeptoren und die Phero-
monrezeptoren, die der Familie auch den Namen geben. Daneben werden auch
GABAg-Rezeptoren, Calciumrezeptoren und Geschmacksrezeptoren zur Familie
C gezahlt.

Extrazellularraum

Intrazellularraum

Abbildung 1-5: Schematische Darstellung eines GPCRs der Familie C

Diese Familie besitzt einen langen N-Terminus, der wahrscheinlich die Ligandbindungs-
domane enthalt. Die hochkonservierten Aminoséuren sind in ihrer Lage im Rezeptor
gekennzeichnet.

Als gemeinsames strukturelles Merkmal besitzen alle Rezeptoren dieser Familie
einen auBergewdhnlich langen N-Terminus. Im Falle der metabotropen Glutamat-
rezeptoren ahnelt die vermutliche Sekundérstruktur des N-Terminus der Glutamat-
bindungsstelle von bakteriellen periplasmatischen Proteinen, so dass die
Bindungsstelle wahrscheinlich in diesem Bereich liegt. Zusatzlich wurde kurzlich
am metabotropen Glutamat 1 Rezeptor eine interhelikale allosterische Bindungs-
stelle entdeckt, die Uber ein rhodopsin-basiertes 7-Helix-Modell visualisierbar ist
[17].
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1.2.1.4 Familien D, Eund F

Neben den oben beschriebenen groBen Familien der GPCRs existieren noch
weitere kleinere. Rezeptoren der Familie D existieren in Pilzen und Hefen und
binden Pheromone. Familie E wird aus vier Rezeptoren der Amébe Dictyostelium

discoideum gebildet. Die Opsine der Archebakterien bilden die Familie F.
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1.2.2 Signaltransduktion

Die Reizlbertragung erfolgt bei GPCRs in mehreren Schritten. Zunachst stabili-
siert ein Agonist die aktive Rezeptor-Konformation so, dass ein G-Protein (Guanin-
Nucleotid-bindendes Protein) andocken kann. Dieses heterotrimere Protein
besteht aus der Ga-, GB- und der Gy-Untereinheit. Aus der Ga-Untereinheit wird
nun GDP freigesetzt. Der terndre Komplex aus Agonist, GPCR und G-Protein ist
hochaffin fir GTP, das die Guanin-Nukleotid-Bindungsstelle in der Ga-Unterein-
heit besetzt. Diese Aktivierung von Ga flhrt zur Abspaltung der GRy-Untereinheit-
en, die assoziiert bleiben. Beide G-Protein-Untereinheiten (Go und Gpy) kénnen
verschiedene Effektorsysteme regulieren. Nach Bindung am Zielenzym werden so
lange second messenger' gebildet, bis die Go-Untereinheit spontan GTPase-
Aktivitat erlangt, so dass das gebundene GTP zu GDP dephosphoryliert wird und
die a-Untereinheit zum inaktiven Zustand zuriickkehrt. Sie dissoziiert vom Enzym
ab und assoziiert wieder mit den B- und y-Untereinheiten zum Heterotrimer
(Abbildung 1-6).

Fir die Dissoziation der Goa-Untereinheit spielt die Phosphorylierung bestimmter
Serine und Threonine im intrazellularen Bereich des Rezeptors eine groBe Rolle.
Sie wird durch verschiedene second messenger' abhangige Kinasen katalysiert
und hat einen sofortigen Abbruch der Signallbertragung zur Folge.

In Abhangigkeit vom G-Protein werden unterschiedliche Effektorsysteme, wie die
Adenylatcyclase, Phospholipasen, Phosphodiesterasen oder auch lonenkanale
aktiviert. Eine Ubersicht Uber die Go-Protein-Klassen und ihre Signaltrans-

duktionswege gibt Tabelle 2.

Tabelle 1-2: Klassen der Go-Untereinheiten

Gs | Stimuliert die Adenylatcyclase, moduliert Ca®*- und Na*-Kanéle

Hemmt die Adenylatcyclase, aktiviert cGMP-Phosphodiesterase,

Gi offnet K*-Kanale, schlieBt Ca?*-Kanale

Gq | Aktiviert die Phospholipase C

Gqo | Stimuliert das Zellwachstum
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Uber indirekte Wege der Signalweiterleitung ist es méglich, ein duBeres Signal
nicht nur nach innen weiterzuleiten, sondern es auch zu verstarken, da ein
aktivierter Rezeptor mehrere G-Proteine binden und aktivieren kann. Auch die
aktivierten Effektorsysteme kdnnen zu einer Effektverstarkung beitragen, da sie
hunderte bis tausende second messenger' Molekiile freisetzen kénnen [18]. Eine
weitere Maoglichkeit zur Regelung der Signalstarke bietet die Veranderung der
Rezeptordichte z.B. durch Internalisierung oder verstarkte Expression (Up / Down

PR

e

Regulator der G-Protein
Signallbertragung (RGS) :>\

f‘v’\

Regulation).

|&* Adenylatcyclasen (+ Adenylatcyclase Il ( CIRK (+)

o;:cGMP- Phosphoesterase (+ ) L-Typ Ca”"-Kanéle ( ) Phospholipase C (+)
Adenylatcyclase (I,V,VI) (+) N/P-Typ Ca**-Kanéle (-)
Calcium-Kanale (-) Adenylatcyclase | (-)

a,;Phospholipase C (+) [I:XE{SEhO“paST A)‘z (+)

-Kinasen (+

o.,: Phospholipase A, (+) s

12 Na*/H* Pumpe (+2) MAP-Kinasen (+)

Abbildung 1-6: Schematische Darstellung der Signaltransduktion:

Die verschiedenen G-Protein-Untereinheiten I6sen unterschiedliche Effekte aus.
Ein (+) bedeutet eine Aktivitdtszunahme des jeweiligen Zielproteins, ein (-) eine
Aktivitatsabnahme.

' second messenger sind Botenstoffe, die Signale eines Rezeptors oder Kanals weiterleiten.
Beispiele fir solche Substanzen sind Inositoltriphopshat (IP3), Stickstoffmonoxid (NO) und
cyclisches Adenosinmonophosphat (CAMP).
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In Abbildung 1-6 ist der allgemeine, vereinfachte Weg der Signaltransduktion
dargestellt [19,20]. Es gibt aber zahlreiche Besonderheiten in den unterschied-
lichen Familien der GPCRs, so z.B. die Aktivierung des Rhodopsins durch ein
Lichtquant.

Die molekularen Grundlagen der Signallbertragung sind noch weitgehend unge-
klart. Eine Bedeutung fiir die Signaltransduktion der Familie A scheint den Amino-
sauren des DRY-Motivs am cytoplasmatischen Ende von Helix 3 zuzukommen
[21]. Das konservierte Amiosauremotiv N/DPXXXY in Helix 7 ist ebenfalls wichtig
fir die Funktion eines rhodopsinartigen GPCRs, besitzt aber wohl eher Bedeutung
fir die Struktur, da es fur einen direkten Einfluss zu weit vom Interzellularraum
entfernt ist. Mutationsstudien im dritten intrazelluldaren Loop deuten darauf hin,
dass in diesem Bereich Uber die Art des bindenden G-Proteins entschieden wird
[22-26].

1.2.3 Basalaktivitat und konstitutiv aktive GPCRs

Die im vorherigen Abschnitt beschriebene Signaltransduktion behandelt den
G-Protein gekoppelte Rezeptor als in einer inaktiven Form vorliegend. Eine Zell-
antwort lasst sich jedoch auch ohne Stimulation durch einen Agonisten messen.
Daraus lasst sich ableiten, dass sich der inaktive (R) und der aktive (R*) Zustand
der GPCRs in einem Gleichgewicht befinden, mit einer leichten Verschiebung zur
aktiven Seite hin. Bei den beiden Zustdnden handelt es sich also nicht um
statische vorhandene Konformationen, sondern um ein dynamisches Verhélinis
d.h. der einzelne Rezeptor wechselt laufend seinen Zustand von R zu R* und
umgekehrt. Wird durch Mutation der Wechsel von der inaktiven in die aktive Form
erleichtert oder der Wechsel von R* nach R erschwert, so erhdlt man die ebenfalls
bekannten konstitutiv aktiven Rezeptoren. Diese besitzen eine deutlich erhdhte
Basalaktivitat, die durch Agonisten aber noch steigerbar ist [28-30]. In diesem Fall
ist das urspriingliche Gleichgewicht zwischen R und R* zur aktiven Seite hin ver-
schoben. Ebenso sind Mutationen bekannt, die die konstitutive Aktivitat verringern
[31-38]. Einen weiteren Hinweis auf ein solches Gleichgewicht geben inverse
Agonisten, die die Basalaktivitat bis auf Null absenken, und damit das Gleichge-
wicht in Richtung R verschieben. Ein Antagonist bewirkt in diesem erweiterten
ternaren Modell eine Stabilisierung des Gleichgewichtes auf dem Niveau der

Basalaktivitat.
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Analog zu der oben beschriebenen Gleichgewichtsverschiebung verhalten sich
auch die partiellen Agonisten bzw. partielle inverse Agonisten.

1.2.4 Interaktionen zwischen Rezeptoren

In den letzten Jahren wurden immer wieder Hinweise auf Wechselwirkungen
zwischen GPCRs gefunden [39-41]. So konnten fir die Familien A-C in den
Jahren 1998-2000 Uber Immunoprecipitation bzw. Kristallographie Homodimere
nachgewiesen werden. Die Stabilitat dieser Dimere kann durch Agonisten ent-
weder stabilisiert werden, z.B. bei B2>-Rezeptoren, oder auch destabilisiert werden
wie im Falle des §-Opioid-Rezeptors. Neben den Homodimeren wurden durch
Immunoprecipitation auch Heterodimere identifiziert. Sie bestehen aus mehr oder
weniger nah verwandten Rezeptortypen. So bildet der 3-Opioid-Rezeptor sowohl
mit dem nah verwandten p-Opioid-Rezeptor als auch mit B>-Rezeptoren Hetero-
dimere. Hinweise auf eine Dimerisierung existieren auch fir die muskarinergen
Rezeptoren [42]. Der genaue Mechanismus einer Dimerbildung sowie die
Dimerisationsstellen sind noch ungeklart. Ebenso unklar ist die Funktion der
Rezeptordimere: Spielen sie eine Rolle fur die Internalisierung und/ oder beeinflus-
sen sie die Rezeptorfunktion? Die Klarung dieser Fragen wird in den nachsten
Jahren mit Sicherheit weitere Einsicht in die physiologischen Aktivierungsmech-
anismen G-Protein gekoppelter Rezeptoren geben.
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1.3 Muskarinerge Rezeptoren

Acetylcholin-Rezeptoren wurden im Jahre 1914 erstmals vom Nobelpreistrager Sir
Henry Dale in zwei Klassen unterteilt. Der Effekt des Acetylcholins konnte bei der
einen Klasse durch Nikotin, bei der anderen Klasse durch Muskarin imitiert
werden. In den folgenden Jahrzehnten wurden die nikotinergen und muska-
rinergen Rezeptoren als Mitglieder von zwei Superfamilien (lonenkanale und
GPCRs) identifiziert. Die Reizweiterleitung Gber die Synapsen erfolgt nach unter-
schiedlichen Mechanismen. Die nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren stellen
lonenkanéle fiir Ca**-, K*- oder Na*-lonen dar und beeinflussen so direkt das
Membranpotential. Muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren koppeln zunachst an
ein G-Protein und leiten den Reiz dann Uber einen second messenger weiter.
Kirzlich wurde die Struktur eines nikotinergen Acetylcholin-Rezeptors mit einer
Auflésung von 4A von Miyazawa, Fujiyoshi und Unwin aufgeklart [43, PDB 10ED].
Flr die muskarinergen Rezeptoren existiert keine solche Kristallstruktur, so dass

hier Modelle fir die Erklarung molekularer Vorgange benutzt werden.

1.3.1 Einordnung der muskarinergen Rezeptoren

Muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren (mAChR) gehéren zur Unterfamilie der
rhodopsinartigen G-Protein gekoppelten Rezeptoren und bilden mit anderen
Rezeptoren, die biogene Amine binden, die Unterfamilie 1. Sie besitzen je nach
Subtyp ein Molekulargewicht zwischen 50—-67 kDa. Zunachst konnte man zwei
unterschiedliche Typen komplementarer DNA (cDNA) aus Herz und Gehirn
klonen. Heute unterscheidet man flinf Subtypen, die ubiquitdr in fast allen
Geweben und Muskeln im menschlichen und tierischen Organismus vorhanden
sind [44-46]. Durch Expression der einzelnen Subtypen konnten die identifizierten
Gensequenzen den pharmakologischen Typen zugeordnet werden, so dass
Sequenz my dem Mi-Rezeptor entspricht. Die Nomenklatur erfolgt nun einheitlich
als M¢-Ms. Die Gensequenzierung bietet auch die Mdglichkeit, die Verwandtschaft

der muskarinergen Rezeptoren untereinander zu untersuchen [47,48].
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Abbildung 1-7: Phylogenetischer Baum der humanen muskarinergen Acetylcholin-
Rezeptoren

Im Verlauf dieser molekularbiologischen Untersuchungen konnten auch neue

Erkenntnisse Uber die Funktion der einzelnen muskarinergen Rezeptoren erlangt

werden.

1.3.2 Eigenschaften und Expression der Subtypen

Muskarin-Rezeptoren kdnnen in Abh&ngigkeit von dem gebundenen G-Protein bei
unterschiedlichen Zelltypen eine Vielzahl von Funktionen modulieren. Auf zellu-
larer Ebene beeinflussen sie unter anderem die Aktivitdt verschiedener lonen-
kanale (M+-Ms) [49], aktivieren die Phospholipase A, und Phospholipase D und
stimulieren die NO-Synthetase (M+, M3, Ms) [50]. AuBerdem kénnen M;- bzw. M-
Rezeptoren das Wachstum und die Differenzierung der Zellen durch Modulation
der Raf-Kinase (My, M) steuern [51]. Die physiologische Bedeutung dieser
zumeist mit rekombinanten Rezeptoren gewonnenen Ergebnisse ist bisher noch
nicht vollstandig geklart. Muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren findet man sowohl
im zentralen als auch im peripheren Nervensystem sowie in vielen Organen des
vegetativen Nervensystems. Als Beispiele seien hier nur Herz, Atemwege,
Gastrointestinal-Trakt, Blase, Niere und das Auge genannt. Trotz der weiten
Verbreitung der muskarinergen Rezeptoren lassen sich durch pharmakologische
und molekularbiologische Untersuchungen Subtyp-Praferenzen fir einzelne
Organe bzw. beobachtete Effekte bestimmen. Die Charakterisierung der einzelnen
Subtypen in Geweben und Organen ist jedoch recht komplex, da Uberwiegend
mehrere Subtypen nebeneinander exprimiert werden und diese sich auch im
beobachteten Effekt gegenseitig beeinflussen [52-56]. Eine Ubersicht tiber Lokali-
sation und Effekte gibt Tabelle 1-3.
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Tabelle 1-3: Vorkommen und Effekt der muskarinergen Rezeptoren

Subtypen
M, M, M; M, M;
Lokalisation |ZNS (Kortex, | ZNS (Hirn- | ZNS, Driisen, |ZNS (Vorder- | ZNS
Hippocampus), |stamm), Herz, | Glatte Muskula- |hirn,  Striatum), | (Substantia
Drisen, glatte Muskulatur |tur (Darm, Uterus, Lunge nigra)
Ganglien Bronchien)
Effekt Inhibierung von | Aktivierung  von |Kontraktion der|Inhibierung von
lonenkanélen  |K*-Kanalen glatten  Musku-|Ca®*-Kanalen
(KM-Typ) (By-Untereinheit), |latur, ~Tonuser-

Inhibierung  von|hdhung, Drisen-
Ca**-Kanalen, sekretion,

negativ  inotrop, | NO-Freisetzung
negativ  chrono-

trop

Die Subtypen lassen sich durch ihr Kopplungsverhalten an G-Protein-Typen in
zwei Klassen einteilen: Wahrend die Gruppe aus My, M3 und Ms Rezeptor G-Pro-
teine der Gruppe Gq und Gy bindet, bildet die Gruppe aus M, und M4 Rezeptor
ternare Komplexe mit den inhibitorischen G-Proteinen der Klassen G; und Go.

1.3.2.1 My, M3 und Ms Rezeptor

Die Subtypen My, M3 und Ms induzieren die Aktivierung der Phospholipase C und
damit die Bildung von Inositol-Triphosphat (IP3). Diese Aktivierung wirkt im Allge-
meinen stimulierend und ist mit einer Neurotransmitter-Ausschittung verbunden.
Dementsprechend ist diese Subtyp-Gruppe vor allem postsynaptisch lokalisiert,
wo sie eine Rolle flr die Modulation der synaptischen Signallibertragung und
metabotroper Funktionen spielt [57].

1.3.2.1.1 M; mAChRs

Die Untergruppe der M; Rezeptoren wird in Geweben nur in geringem Umfang
gefunden. Eine deutliche Expression findet in den Speicheldriisen und den sympa-
thisch innervierten Ganglien statt. Im Vorderhirn, d.h. im cerebralen Kortex, im
Hippocampus und im Striatum, betragt der Anteil an muskarinergen Mi-Rezep-
toren zwischen 40 und 50 % der gesamten muskarinergen Rezeptoren.
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Der Rezeptordichte im jeweiligen Zielorgan entsprechend bewirken Agonisten in
der Peripherie eine Erhéhung von Blutdruck und Herzschlag, sowie eine Vermin-
derung der Speichelsekretion. Im zentralen Nervensystem wird vor allem die
Lernfahigkeit durch eine verringerte Rezeptordichte unginstig beeinflusst [58,59].
Bei vollstdndig fehlender Mi-Expression lassen sich im Tierexperiment keine
agonist-induzierten Krampfe mehr hervorrufen. Auf molekularer Ebene fiihrte ein
Test an Knockouf Mausen zu einem vollstindigen Fehlen der IPs-Hydrolyse
sowie auch der Stimulation der MAP-Kinase.

1.3.2.1.2 M3 mAChRs

Ms-Rezeptoren sind, im Gegensatz zu den M¢-Rezeptoren, nur in méBiger Anzahl
im zentralen Nervensystem zu finden. Eine hohe Rezeptoranzahl findet sich
dagegen in den glatten Muskelzellen des Gastrointestinal- und Urogenital-Traktes,
der exokrinen Drlsen und auch im Auge.

Die Kontraktion der glatten Muskulatur wird Uberwiegend durch den Ms-Subtyp
vermittelt [60]. Vermutlich wird dieser Effekt durch eine Erhéhung der Freisetzung
von Stickstoffmonoxid ausgeldst [50]. Eine weitere diskutierte Funktion dieses
Subtyps ist die Modulation des Speichelflusses, wobei hier aber auch die anderen
muskarinergen Rezeptortypen eine, wenn auch weniger bedeutsame, Rolle spie-
len. Die durch Antagonisten Uber den Ms-Rezeptor vermittelte Pupillenerweiterung
ordnet eine, seit langem bekannte, lokale, parasympathische Wirkung des
Atropins einem Rezeptortyp zu. Agonisten regeln die Pupillengr6Be Uber den
Sphinctertonus.

Ms-Knockout Mause zeigen auBBerdem eine deutlich geringere Nahrungsaufnah-
me, sowie ein um 25% reduziertes Gewicht mit weniger Fettreserven, bei normaler
GroBe.

2 Bei den Knockout Mausen handelt es sich um genetisch veranderte, gesunde Tiere, die nur einen
speziellen Subtyp der muskarinergen Rezeptoren nicht exprimieren kdnnen. Alle Tiere
unterscheiden sich genetisch nur geringfiigig, so dass die beobachteten Effekte auf das fehlende

Gen bzw. Protein zurtickgefihrt werden kénnen.
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1.3.2.1.3 Ms mAChR

Die Lokalisation der Ms-Rezeptoren im menschlichen und tierischen Organismus
gestaltet sich besonders schwierig, da ihr Gesamtanteil an den muskarinergen
Rezeptoren nur 2% betragt. Erst kirzlich gelang es Tucek et al. die mRNA und
dartiber die Expression des Ms-Subtyps sowohl im Herzen als auch im Gehirn zu
quantifizieren. [53]

Die haufige Beobachtung der Co-Expression des Ms-Rezeptors mit dem Dopamin
D.-Rezeptor, fuhrte zur Vermutung, dass der muskarinerge Rezeptor zur Dop-
aminfreisetzung aus den Nervenendigungen beitragt. Ein Effekt auf die Ausschit-
tung von Dopamin wurde zwar im Tierexperiment Uber Hirnstrommessungen be-

obachtet, eine Auswirkung auf die Motorik der Tiere war aber nicht erkennbar [61].

1.3.2.2 M2 und M, Rezeptor

Die vor allem inhibitorisch wirkenden Subtypen M, und M4 koppeln mit G-Poteinen
der Klassen G; und Gy. Diese Proteine bewirken eine Verminderung der Adenylat-
cyclase-Aktivitdt und damit eine Reduktion der cAMP-Spiegel. Zusammen mit der
prasynaptischen Lokalisation dieser muskarinergen Rezeptoren deutet diese
Eigenschaft auf eine regulatorische Funktion fir die Neurotransmitter-Ausschut-
tung hin, wobei sowohl funktionelle Eigenschaften eines Autorezeptors® als auch
eines Heterorezeptors* festgestellt wurden.

1.3.2.2.1 M2 mAChR

In den glatten Muskelzellen und im Herz stellen M.-Rezeptoren einen groBen
Anteil der muskarinergen Rezeptoren. Der Anteil im Hirn ist deutlich geringer,
betragt im Kortex aber immerhin etwa 21% der mRNA [53]. Im Herz findet eine
Expression vor allem im Vorhofmyokard und in den Schrittmacherzellen statt, so
dass nach Aktivierung ein negativ chronotroper bzw. negativ inotroper Effekt aus-
gelbst wird.

% Autorezeptoren reagieren auf den entsprechenden in der Synapse freigesetzten Botenstoff im
Sinne einer negativen Riickkopplung.
* Heterorezeptoren reagieren mit den Neurotransmittern anderer ebenfalls an der Synapse

lokalisierten Rezeptoren.
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Der negativ chronotrope Effekt wird mdglicherweise durch die By-Untereinheit des
G-Proteins vermittelt und bewirkt eine Leitfahigkeitserhéhung an K*-Kanalen, wo-
durch die diastolische Depolarisation verlangsamt wird. Die negativ inotrope
Wirkung kann auf die Inhibierung spannungsabhangiger Ca**-Kanéle, infolge der
erniedrigten cAMP-Konzentration, zurlckgefihrt werden. Im Hirn erfolgt nach
Aktivierung des muskarinergen Systems eine Acetylcholin-Freisetzung aus den
Nervenendigungen. Im Tierversuch zeigte sich, dass die Freisetzung Uber
K*-Kanale erfolgt, wobei der Mx>-Rezeptor im Kortex und Hippocampus dominiert,
wahrend im Striatum der M4-Rezeptor vorherrscht. Der Mx-Rezeptor ist sowohl fur
die Regelung der Kérperwarme als auch fir die Analgesie mitverantwortlich.
Agonist-induziertes Ganzkérperzittern wurde in My-Knockout Mausen komplett
verhindert. Auch die Erhéhung des Serum Corticosteronspiegels durch bestimmte
muskarinerge Agonisten wurde im M,""-Genotyp nicht beobachtet [62-65].

1.3.2.2.2 My mMAChR

Muskarinerge Ms-Rezeptoren befinden sich vor allem in der Lunge, in den
Speicheldriisen und im lleum. Im Hirn findet sich dieser Subtyp im Hippocampus,
im Kortex und vor allem im Striatum. Eine sehr kleine Rezeptoranzahl konnte aber
auch im Kleinhirn und im Hirnstamm festgestellt werden. Die peripheren Effekte
des M4-Rezeptors sind gering und noch nicht genau identifiziert. Fir die zentralen
Effekte wurde eine Kopplung mit den dopaminergen Ds- und D»-Rezeptoren fest-

gestellt, die zu einer antagonist-induzierten Férderung der Beweglichkeit flihrt [66].

1.3.3 Liganden der muskarinergen Rezeptoren

Die Wirkung von Acetylcholin auf muskarinerge Rezeptoren war 1921 verant-
wortlich fir die Entdeckung des ersten Neurotransmitters durch Otto Loewi. Er
stellte fest, dass eine Substanz aus dem Nervus Vagus auf ein isoliertes Herz eine
Verlangsamung der Herzfrequenz bewirkt. Die Entdeckung einer weiteren,
allosterischen Bindungsstelle dauerte noch bis ins Jahr 1976. Hier gelang der
funktionelle Nachweis der allosterischen Modulation durch Gallamin an arteriellen
muskarinergen Rezeptoren [67]. Alle muskarinergen Rezeptoren besitzen diese
beiden Bindungsstellen, unterscheiden sich aber deutlich in der Affinitat der jewei-
ligen Agonisten und Antagonisten sowie auch im jeweiligen Effekt [68].
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1.3.3.1 Klassische Liganden

Die klassischen Muscarin-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten werden, geman
ihres primaren Angriffsortes am Parasympathikus, auch als direkte Parasympatho-
mimetika bzw. direkte Parasympatholytika bezeichnet. Der Wirkungsmechanismus
dieser Liganden entspricht dem schon zuvor dargestellten erweiterten ternaren
Modell der GPCR-Aktivierung. Neben dem endogenen Agonisten Acetylcholin
(ACh), wirken auch verschiedene pflanzliche Alkaloide auf den Parasympathikus
erregend.

Beispiele fir solche Substanzen sind: Arecolin, das Hauptalkaloid der Betelnuss
(Areca catechu), Muscarin aus Amanita muscaria, sowie auch Pilocarpin aus
Pilocarpium jaborandi. Aus der lokalen Anwendung dieser Substanzen als Miotika
oder der systemischen Anwendung bei Blasenatonie ergab sich die Notwendigkeit
synthetischer bzw. partialsynthetischer Derivate mit verbesserter Wirkung bzw.
weniger unerwinschten Wirkungen. Carbachol und Bethanechol sind strukturell
nah verwandt mit dem Acetylcholin. FUr experimentelle Untersuchungen wird als
Ligand auch Oxotremorin bzw. Oxotremorin M (Oxo M) verwendet (Tabelle 1-4).

Tabelle 1-4: Klassische Agonisten der muskarinergen Rezeptoren

)k/\/ J&/ /U\></®N/

Acetylcholin Arecolin Bethanechol
0 %
PN @'L ~ 0 < | a
O/\/ N N N
OH J ©
Carbachol Muskarin Pilocarpin

Oxotremorin Oxotremorin M
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Die direkten Parasympatholytika lassen sich nochmals in zwei Klassen unterteilen:
die Belladonna-Alkaloidartigen und eine heterogene Gruppe synthetischer Sub-
stanzen (Tabelle 1-5). Atropin, Alkaloid aus Atropa belladonna, Datura stramonium
oder Hyoscyamus niger, entsteht erst durch Racemisierung des S-Hyoscyamins
bei der lIsolierung aus der Droge. Es wird aufgrund seiner starken zentralen
Wirkungen und der geringen therapeutischen Breite nur noch als Mydriatikum
eingesetzt, wobei es auch hier zunehmend durch weniger lang anhaltend
wirksame Substanzen wie z.B. Homatropin oder Tropicamid ersetzt wird. Es ist
jedoch ein unverzichtbares Antidot bei der Therapie der Organophosphat-Vergif-
tung. Ein weiteres antagonistisch wirkendes Alkaloid aus Atropa belladonna ist
das Scopolamin, das seine Anwendung sowohl lokal am Auge als auch als
Pflaster gegen Reiseiibelkeit findet. Uberwiegend lokal wirksame Antagonisten
werden durch eine Quaternarisierung des Tropan-Stickstoffs durch Einflihrung
verschiedener Substituenten erhalten. Ein solches Derivat des Scopolamins ist
das N-Methylscopolamin (NMS). In der experimentellen Pharmakologie wird
Tritium-markiertes  N-Methylscopolamin ([*HJNMS) als Radioligand eingesetzt.
Pirenzepin ist ein Vertreter der synthetischen Antagonisten der muskarinergen
Rezeptoren. Sein Anwendungsgebiet ist die Ulkus-Therapie. Hierbei ist auffallig,
dass Pirenzepin eine Praferenz flir Ms-Rezeptoren gegenlber den M,/ M3-Rezep-

toren zeigt.

Tabelle 1-5: Klassische Antagonisten der muskarinergen Rezeptoren
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R= CHaj: (S)-N-Methylscopolamin
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Gemeinsames Merkmal aller Substanzen ist jeweils mindestens ein protonierbarer
bzw. quartarer Stickstoff sowie eine Wasserstoffbriicken-akzeptierende Funktion.
Deutliche Unterschiede zwischen den Agonisten und den Antagonisten findet man
dagegen im Volumen der jeweiligen Molekdle.

Die als klassische oder auch orthosterische Liganden bezeichneten Substanzen
binden an der, zwischen den muskarinergen Subtypen hochkonservierten Bin-
dungsstelle des Acetylcholins. Diese Bindungsstelle befindet sich im oberen Drittel
zwischen den transmembrandren Helices. Als wichtige Epitope fir die Agonist-
bzw. Antagonistbindung wurden Aspartat 3.32°, die Tyrosine 3.33, 6.51, die
Threonine 5.39 und 5.42, Serin 3.36, Alanin 5.46 sowie die Asparagin 6.52
identifiziert [69-74].

1.3.3.2 Allosterische Modulatoren

Die allosterischen Modulatoren besitzen eine eigene Bindungsstelle, die raumlich
benachbart, aber klar abgegrenzt zur orthosterischen liegt. Eine genaue ldentifi-
zierung der wichtigen Aminosauren fir die jeweiligen Modulatoren ist schwierig, da
sich die Bindungsstelle in den flexiblen Loop-Regionen bzw. am Beginn der trans-
membrandren Helices befindet. Zusatzlich unterscheiden sich die wichtigen
Aminoséauren auch je nach Modulator bzw. es wird auch eine zweite allosterische
Bindungsstelle diskutiert [76-80].

Der élteste bekannte allosterische Modulator ist das Gallamin. Seine allosterische
Potenz an muskarinergen Rezeptoren wurde an Meerschweinchenherzen gezeigt.
Angewendet wird es als stabilisierendes Muskelrelaxans, wobei diese Wirkung auf
die ebenfalls vorhandene antagonistische Wirkung auf nicotinerge Acetylcholin-
Rezeptoren zurlckzufihren ist [82-85].

Weitere Substanzen sind Inhaltsstoffe der Pfeilgifte siidamerikanischer Indianer
z.B. Tubocurarin aus Chondodendrum tomentosum und C-Toxiferin | aus Strych-
nos toxifera. Alcuronium, einer der potentesten allosterischen Modulatoren, gehort

wie C Toxiferin | zu den quartaren Bisindolalkaloiden [86].

® Da die beschriebenen Aminos&uren in allen Subtypen des M-Rezeptors, vorliegen wurde die
allgemeingultige Nomenklatur nach van Rhee und Jacobson verwendet [75]. Die Zahl vor dem
Punkt kennzeichnet die transmembranére Helix, die Zahl dahinter die Position der Aminoséaure. Die
Position 50 kennzeichnet dabei jeweils die in allen GPCRs in diesem Abschnitt am starksten

konservierte Aminoséaure.
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Diese beiden Substanzen unterscheiden sich nur in der Substitution der beiden
quartaren Stickstoffe. Die Entwicklung weiterer allosterischer Modulatoren geht
von dem verwandten Indolalkaloid Caracurin V aus. Das N,N-Diallyl-substituierte
Derivat Diallylcaracurin V zeigt eine &hnliche Affinitat zum M,-Rezeptor wie Alcu-
ronium, aber eine schwachere muskelrelaxierende Wirkung. Die Affinitat der
Caracurin V-Derivate ist stark abhangig von ihrer Substitution [87]. Auch andere
strukturell verwandte Alkaloide zeigen allosterische Effekte an muskarinergen
Rezeptoren. Strychnin, Brucin und Vincamin sind ebenfalls Indolalkaloide, die dem
Strychnan-Typ bzw. dem Eburnan-Typ zugeordnet sind. Die Affinitat dieser
Substanzen ist allerdings deutlich geringer als bei den ,Dimeren® Alcuronium und
Diallylcaracurin V [88]. Erzeugt man partialsynthetisch Strychnin- und Brucin-
Dimere, so erreicht man, je nach Substitution, eine ahnliche Affinitat zum M-
Rezeptor wie Alcuronium [89]. Eine Ubersicht der strukturellen Eigenschaften

dieser Substanzen gibt Tabelle 1-6.

Tabelle 1-6: Allosterische Modulatoren des Indol-Typs
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Eine strukturell vollkommen andere Gruppe allosterischer Modulatoren wurde in
den Arbeitskreisen Lillmann und Holzgrabe synthetisiert. Die Ausgangsstruktur
bildet jeweils der Ganglienblocker Hexamethonium [90,91]. Es zeigte sich, dass
durch die Ersetzung einer Methylgruppe am quartéren Stickstoff durch einen
lipophilen Rest die Affinitat zu den Nicotin-Rezeptoren gesenkt und umgekehrt die
Affinitat zur allosterischen Bindungsstelle der Muskarin-Rezeptoren erhéht wird.
W84 zeigt eine &hnliche Affinitat zur allosterischen Bindungsstelle wie Alcuronium
und Diallylcaracurin V.

Der Einsatz dieser Substanz als Radioalloster ist glinstiger als bei den vorge-
nannten, da die Synthese vollsynthetisch erfolgt und daher der Austausch von
Wasserstoff gegen Tritium leichter mdglich ist. Eine genauere Diskussion der
Struktur-Wirkungs-Beziehungen erfolgt spater. Beispiele fir diese Substanzklasse

zeigt Tabelle 1-7.

Tabelle 1-7:Volilsynthetische allosterische Modulatoren
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Neben diesen beiden Gruppen von allosterischen Modulatoren gibt es noch
weitere. Die erste Gruppe bilden Substanzen, die eine andere therapeutische Be-
deutung haben, aber auch als Allostere wirken. So zeigen der Calcium-Kanalblo-
cker Verapamil, der Acetylcholinesterase-Reaktivator Obidoxim und das Klasse 1A
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Antiarrhythmikum Chinidin eine schwache allosterische Wirkung am muska-

rinergen M>-Rezeptor (Tabelle 1-8).

Tabelle 1-8: Allosterische Modulatoren mit anderer therapeutischer Bedeutung

Verapamil

HO
\N/ ‘ X @/\N/
AN OB

Obidoxim Chinidin

Die Gruppe der Pirenzepin-ahnlichen Substanzen zeigt nicht nur Bindungsver-
mobgen an der allosterischen Bindungsstelle sondern zeigt auch eine Verdrangung
orthosterischer Liganden aus der Bindungsstasche. Zu diesen Substanzen zahlen,
neben Pirenzepin, UH-AH 37, AF-DX 116 und AF-DX 384 (Tabelle 1-9). Sie zei-
gen eine unterschiedliche Affinitat zum freien bzw. besetzen Rezeptor, wobei die

Affinitat zum freien Rezeptor Gberwiegt [92,93].

Tabelle 1-9: Pirenzepin-ahnliche allosterische Modulatoren

0 7 \’?
XX
J 2& ©®

UH-AH 37 AF DX 116 AF-DX 384
Substanzen, die an einer mdglichen zweiten allosterischen Bindungstasche ihre
Wirkung zeigen, sind Staurosporin, Tacrin, DUO3 [79]. Méglicherweise unterschei-
den sich die ,gemeinsame” und die ,zweite” allosterische Bindungsstelle aber nur

in den fUr die jeweilige Ligandbindung wichtigen Aminos&uren.
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1.3.3.3 Vorstellungen zur allosterischen Modulation

Clark und Mitchelson postulierten 1976 einen allosterischen Mechanismus der
antagonistischen Wirkung fir Gallamin [67]. Sie stltzten ihr Postulat auf den
experimentellen Befund, dass Gallamin die agonistische Wirkung von Acetylcholin
weniger vermindert als fir einen kompetitiven Antagonisten erwartet. AuBBerdem
stellten sie fest, dass Gallamin die antagonistische Wirkung von Atropin vermin-
dert. Ein Befund, der ebenfalls gegen eine kompetitive Hemmung spricht. Weitere
Untersuchungen bestatigten diese Hypothese [94-96]

Von einem allosteren System spricht man, wenn sich zwei an rdumlich getrennten
Bindungsstellen andockende Liganden gegenseitig in ihrem Effekt beeinflussen.
Im Falle einer raumlich benachbarten Position der beiden Bindungstaschen ist
auch eine gegenseitige direkte Beeinflussung der Liganden vorstellbar. Eine gute
Modellvorstellung fur die Vorgénge bei der allosterischen Modulation stellt das er-
weiterte terndre Komplexmodell dar. Das Modell beinhaltet vier Rezeptorzustande:
den freien Rezeptor, den Rezeptor mit gebundenem Orthoster, den Rezeptor mit
gebundenem Alloster und den Rezeptor mit gebundenen Orthoster und Alloster.
Abbildung 1-8 stellt die Verbindung dieser Formen miteinander durch die Gleich-
gewichtskonstanten Kj-K4 dar, wobei die Konstanten unabh&ngig von der

Richtung des Prozesses sind [97,98].

R ° g
K

e

S
b

Il

lla

P

Abbildung 1-8 Erweitertes ternares Komplexmodell

Die Geschwindigkeitskonstanten K; — K, bestimmen den
beobachteten allosterischen Effekt.



1 EINLEITUNG 33

Durch die gegenseitige Beeinflussung der Bindungsstellen unterscheiden sich die
Bindungskonstanten K; und K3 bzw. K, und K4. Der Kooperationsgrad o, berech-
net als Verhaltnis Ks/Ky und K4/Ky, ist wegen der wechselseitigen Beeinflussung
gleich. Wenn die Affinitdt des alloster-

Positiv
ischen Liganden zum besetzten Rezep-  ** 7

tor héher ist als zum freien Rezeptor, so
150 —
ist &« < 1 und man spricht von positiver

Neutral

Kooperativitat. Im umgekehrten Fall d.h. 00

o > 1, ist die Affinitdt zum freien Rezep-

tor geringer als zum Orthoster besetzten 50

Spezifische Bindung Orthoster / %

(Abbildung 1-9). Im Falle einer positiven
Kooperativitat wird der orthosterisch ver- 0+

. . . . Negativ
mittelte Effekt verstarkt, bei negativer
Abbildung 1-9: Einfluss der Kooperativitat

Kooperativitdt dagegen abgeschwécht. , , _ _

auf die Gleichgewichtsbindung
Einen Sonderfall stellt die neutrale
Kooperativitat dar, bei der der orthosterisch ausgeléste Effekt unbeeinflusst bleibt.
Far die Bindungskonstanten bedeutet dies Ki=K3 und Ko=K4.
Diese Darstellung der allosterischen Modulation zeichnet ein fir die Erklarung der
Bindungsstudien unterschiedlicher Liganden brauchbares Bild. Die Beeinflussung
der Rezeptorgeometrie und die Eigenschaften in Bezug auf die G-Protein-Bindung

bleiben dabei jedoch unbericksichtigt.
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Der muskarinerge M2-Rezeptor ist flr physiologische Funktionen am Herzen, in
der glatten Muskulatur und im Gehirn verantwortlich. Eine subtypselektive
Aktivierung oder Hemmung der muskarinergen Acetylcholin-Rezeptoren ist Uber
die orthosterische Bindungsstelle aufgrund der hohen Konservierung in diesem
Rezeptorbereich jedoch nur bedingt moglich. Der Einsatz allosterischer
Modulatoren bietet einen Ansatzpunkt fir die Entwicklung subtypselektiver
Liganden. Ebenfalls denkbar ist der additive Einsatz solcher Modulatoren mit

unselektiven Liganden, um so die unerwinschten Wirkungen zu vermindern.

Im ersten Teil der Arbeit sollte ein vollstandiges Homologie-Modell des
muskarinergen M,-Rezeptors erstellt werden. Als Grundlage daflr diente die erste
Réntgen-Kristallstruktur eines G-Protein gekoppelten Rezeptors aus einem
Saugetier: das bovine Rhodopsin. Die Rezeptorgeometrie sollte danach unter
unterschiedlichen Simulationsbedingungen Uberprift werden. Dabei sollte unter-
sucht werden, ob sich die Ergebnisse einer Moleklldynamiksimulation unter
geeigneten Vakuumbedingungen mit den etwas natirlicheren Bedingungen eines
Wasser-Tetrachlorkohlenstoff-Systems bzw. einer Phospholipidmembran verglei-

chen lassen.

Der zweite Teil der Arbeit sollte zunachst die Position der orthosterischen
Liganden in der Bindungsstelle untersuchen. Hierzu lagen bei Beginn der Arbeit
einige Mutationsdaten vor, die die Bindungstasche gut identifizieren. Als nachster
Schritt sollte der Bindungsmodus von strukturell diversen allosterischen
Modulatoren untersucht werden. Hierbei sollten die unterschiedlichen Bindungs-
affinitdten am N-Methylscopolamin-besetzten Rezeptor Uber ein Rezeptor-
basiertes Pharmakophormodell erklart werden kénnen.

Im dritten Teil der Arbeit sollten, in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Professor K. Mohr, wichtige Aminosauren fir die M.-Subtypselektivitat der
allosterischen Modulatoren identifiziert werden. Hierzu wurden virtuelle Punkt-
mutationen herangezogen, die parallel zu den realen Mutationen untersucht

werden sollten.
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3.1 Quantenchemie

Die Quantenchemie, ein Teilgebiet der theoretischen Chemie, beschaftigt sich mit
der Anwendung der Quantenmechanik auf chemische Probleme. So ist es még-
lich, sowohl Molekillgeometrien und —eigenschaften als auch chemische Reaktion-
en zu beschreiben.

Die Grundlage der Quantenchemie ist die Schrédinger-Gleichung:

HY = EY
H : Hamilton Operator Gleichung 3-1
y: Wellenfunktion

E: Energie des Zustandes

Bei den so genannten ab initio Methoden werden auBler den Fundamental-
konstanten nur die Kernladungen der beteiligten Atome berlcksichtigt. Ein Molekl
ist demnach Uber seine Atomkerne und Elektronen, die Kernkonfiguration und die
Multiplizitat definiert. Bei den semiempirischen Verfahren werden dagegen viele
der zu berechnenden Integrale aus empirischen Parametern abgeleitet (s. Kapitel
3.2).
Als Lésung der Schrédinger-Gleichung erhalt man die Wellenfunktion eines
Systems, aus der die Eigenschaften eines Molekiils abgeleitet werden kénnen.
Eine genaue Lésung ist aber nur fir das Wasserstoffatom maéglich. Um auch fir
gréBere Molekille ab initio Berechnungen durchfihren zu kénnen, wurden ver-
schiedene Naherungen z.B. die Self Consistent Field (SCF)-Methode eingefiihrt.
Bei der von Hartree und Fock entwickelten Methode sind drei Naherungen
bericksichtigt [99,100]:
1. Born-Oppenheimer-Naherung:

Die Kernbewegung ist im Verhéltnis zur Bewegung der Elektronen gering,

weil Protonen und Neutronen wesentlich héhere Masse besitzen. Eine

Vernachlassigung der kinetischen Energie der Kernpartikel bedeutet daher

nur einen geringen Fehler in der Lésung der Schrédinger-Gleichung. Durch

dieses Verfahren erhalt man die so genannte elektronische Schrddinger-

Gleichung, wobei der Kern noch mit einem konstanten Term fir die potenti-

elle Energie berlcksichtigt wird.
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2. Hartree-Fock-Naherung:
Die Wellenfunktion aller Elektronen wird als Summe der Produkte der ein-
zelnen Wellenfunktionen betrachtet. Hierbei werden die Elektron-Elektron-
Wechselwirkungen durch ein Feld ersetzt, das sich im Zuge der
Berechnung verfeinert. Fir jedes Elektron wird die Wechselwirkung mit der
Summe aller anderen Elektronenorbitale berechnet und daraus ein neues
Orbital fur das jeweils betrachtete Elekiron generiert. Verandert sich das
Potential der Elektronen nur noch in einem vorher definierten Bereich, so
sind sie selbstkonsistent und die Berechnung endet [101]. Nachteil dieser
Methode ist, dass die Elektronenkorrelation vernachlassigt wird. Eine
Berlicksichtigung, wie z.B. bei der Mgller-Plesset-Stérungstheorie (MP2),
geht jedoch mit einem deutlichen Anstieg der Rechenzeit einher.
3. Linearkombination von Atomorbitalen (LCAO):
Die Molekulorbitale werden bei Verwendung des SCF-Verfahrens als
Linearkombination der entsprechenden Atomorbitale betrachtet. Dies hat
den Vorteil, dass nur noch die Koeffizienten der Atomorbitale variiert
werden massen, um zur Selbstkonsistenz zu gelangen. Andererseits hat es
aber auch den Nachteil, dass die Genauigkeit der Methode stark vom
Basissatz, d.h. von der Anzahl der berlcksichtigten Atomorbitale abhangt.
Der Basissatz gibt die Anzahl der GauBfunktionen an, die fir die Berechnung
genutzt werden. Ein 3-21G-Basissatz stellt die inneren Schalen als kontrahierte
GauBfunktion dar, die durch die Linearkombination von drei primitiven GauB-
funktionen gebildet wird. Die Valenzschalen werden dem entsprechend durch eine
kontrahierte GauBfunktion, erhalten durch Linearkombination von zwei primitiven
GauBfunktionen, und eine primitive GauBfunktion dargestellt. Um eine genauere
Berechnung zu erhalten ist es sinnvoll, die energetisch niedrig liegenden,
unbesetzten d-Orbitale mitzuberechnen. Hieraus lassen sich dann Deformationen
der p-Orbitale ableiten. Die Einbeziehung einer solchen Deformations-Funktion
wird durch einen Stern symbolisiert z.B. 6-31G*. Im Laufe einer quantenchem-
ischen Geometrieoptimierung wird die Kernkonfiguration leicht verandert, um ein
Energieminimum in der Wellenfunktion zu erreichen. Die Optimierung ist
abgeschlossen, sobald die Energie konstant bleibt. Zur Bestimmung von Hybridi-
sierungszustidnden wurde in der vorliegenden Arbeit ein 6-31G**-Basissatz
benutzt.
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3.2 Semi-empirische Prozeduren

Die Semi-empirischen Verfahren nutzen grundséatzlich die gleichen Methoden wie
ab initio Strategien. Zur Vereinfachung der Berechnungen werden hier jedoch nur
die Orbitale der Valenzelektronen exakt berechnet, weil sie fur viele chemische
Eigenschaften des Molekuls verantwortlich sind. Viele andere Werte, die sonst die
Lésung von sehr zeitaufwandigen Integralen erfordern, werden aus empirischen
Daten abgeschéatzt. Eine solche Naherung erlaubt die Berechnung wesentlich
gréBerer Molekille in deutlich geringerer Zeit als dies mit ab initio Methoden
maoglich ist.

Die Methoden unterscheiden sich in der Art der Naherungen und der verwendeten
empirischen Datensatze, aus denen die entsprechenden Parameter abgeleitet
werden. Verbreitete Methoden sind PM3, Parametric Method Number 3, und AM1,
Austin Model 1. Zur genaueren Beschreibung der Verfahren s. [102]

Die Ladungsberechnung fir die Liganden wurde mit Hilfe der AM1-Methode
durchgeflihrt. Diese erwies sich als am besten geeignet, da die Ladungen den
quantenchemischen Berechnungen fir die entsprechenden Fragmente am

ahnlichsten sind.

3.3 Kraftfeld-Verfahren

Die exponentielle Zunahme der Rechenleistung in den letzten Jahren ermdglicht
es immer mehr Molekile mit ab initio oder semi-empirischen Methoden zu berech-
nen. Dennoch liegen die Grenzen, betreffend der Atomanzahl bzw. auch der
Genauigkeit der Berechnung, immer noch weit unterhalb der GréBe von Biopoly-
meren. Methode der Wahl zur Simulation von Proteinen sind hier die verschieden-
en Kraftfeld-basierenden Verfahren.

Alle Kraftfelder berechnen den Energieinhalt eines Moleklls nach den Gesetzen
der klassischen Mechanik. Die Atome werden als Massepunkte betrachtet, die
Bindungen besitzen, im einfachsten Fall, die Eigenschaften von Federn. Die
Festigkeit der Bindungen wird durch verschiedene Kraftkonstanten wiederge-
geben. Man erhélt daher ein System, das nach dem Hook'schen Gesetz, aus
harmonischen Schwingungen besteht®.

® Im Fall, dass alle Taylor-Reihen nach dem 1. Glied abgebrochen werden.
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Eine solche Betrachtung der Energie eines Molekils als Funktion seiner
Atomkoordinaten wird auch als Molekilmechanik bezeichnet.

Jedes Kraftfeld beinhaltet Gleichgewichtswerte, die zur Berechnung der idealen
Geometrie der Ruhelage verwendet werden. Wahrend einer Minimierungsproze-
dur werden die Bindungslangen, -winkel, Torsionswinkel etc. Gber mechanische
Krafte an den entsprechenden Gleichgewichtswert angenahert. Ist es nicht
maoglich, den idealen Wert zu erreichen, so wird der Geometrie eine Strafenergie
auferlegt.

Dies fuhrt zwar zu einem energetisch unglnstigeren Zustand, die berechneten
Energiewerte haben aber keinen direkten Bezug zum realen Energieinhalt eines
MolekUls oder zu seinen physikalischen oder chemischen Eigenschaften. Der Ver-
gleich der Energieinhalte ist daher auch nur innerhalb des gleichen Kraftfeldes
zulassig und moglich.

Die Energie eines Molekils setzt sich aus sechs Standardenergietermen zusam-
men: der Bindungslangenenergie Eg, der Bindungswinkelenergie Ea, der Torsions-
winkelenergie Etor, der Out-of-plane-Energie Eoop, der Coulomb-Energie Ecouiomb
und der Lennard-Jones-Energie E.; (Gleichung 3-2). Die beiden letztgenannten
Energien beinhalten die rdumlichen Wechselwirkungen zwischen nicht kovalent

verbundenen Atomen.

E = ZEB +ZEA + ZETor + ZEOOP +ZECoulomb +ZELJ GleiChung 3-2

In dieser Arbeit wurde das TRIPOS-, das CVFF- (consistent valence forcefield)
und das GROMACS-Kraftfeld [103-109] zur Berechnung der Proteingeometrie
bzw. der Rezeptor-Ligand-Komplexe verwendet. Das TRIPOS-Kraftfeld, imple-
mentiert in SYBYL, wurde als generalisiertes Kraftfeld entwickelt, so dass fir
Molekile aller Substanzklassen Parameter vorhanden sind. Die beiden anderen
Kraftfelder wurden urspringlich fir die Berechnung von Peptiden bzw. Proteinen
konzipiert. Fir das CVFF-Kraftfeld wurden Erweiterungen eingeflihrt, die die
Berechnung weiterer Verbindungen ermdglichen. Das GROMACS-Kraftfeld wurde
insoweit erganzt, dass sowohl Nicht-Peptide als auch die Bestandteile einer
Biomembran simuliert werden kdnnen. Die Berechnung der einzelnen Energie-

terme wird im Folgenden n&her erlautert.
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Bindungslédngenenergie:

Die Bindungslangenenergie resultiert aus den Streckschwingungen zwischen zwei
kovalent gebundenen Atomen. Sie kann in allen oben genannten Kraftfeldern

durch ein harmonisches Potential beschrieben werden.

Eg(dy)= kdIJ (dy - dou)2 Gleichung 3-3

k,,, - Kraftkonstante fiir die Bindung zwischen den Atomen | und J
d,, : aktueller Abstand der Atome | und J

d,,,: optimaler Abstand der Atome | und J

oy -

Eine Abweichung von der idealen Bindungslange fihrt in der quadratischen
Funktion immer zu einer Zunahme der Energie. Die Kraftfelder unterscheiden sich
aber in den jeweiligen Werten ihrer Kraftkonstanten.

Das CVFF- und das GROMACS-Kraftfeld erlauben neben der Berechnung der
Bindungslangenenergie durch ein harmonisches Potential, auch die Berechnung
dieses Energieterms iiber ein Morsepotential’. Die Verwendung dieser Mdglichkeit
lasst zwar eine erhéhte Genauigkeit der Berechnung zu, flhrt aber auch zu einem

deutlich erhéhten Rechenaufwand. Da diese Genauigkeit fur die vorliegende

Fragestellung nicht nétig war, wurden die harmonischen Potentiale verwendet.

Bindungswinkelenergie:

Dieser Energieterm l&asst sich ebenfalls durch ein harmonisches Potential dar-

stellen.

E,=k,(0-6, )2 Gleichung 3-4
k,: Kraftkonstante fir den Bindungswinkel

6 : Aktueller Bindungswinkel

6, : Optimaler Bindungswinkel

Auf molekularer Ebene lasst sich diese Energie als Winkelschwingung darstellen.

7
EMOf se

— kIJ [1 _ e—‘l(du—dou)]
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Torsionswinkelenergie:

Die Drehung um eine Einfachbindung wird durch eine L

Cosinusfunktion beschrieben, wodurch jeweils zwei ener- O/Cl)z%/Ko
J

getisch bevorzugte Winkel bertcksichtigt werden kénnen.

Ero =k, [1+cos(ng—g¢,)]

k, : halbe Torsionsbarriere (kcal / mol)
Gleichung 3-5
n: Periodizitat

¢ : aktueller Torsionswinkel

¢, - Referenztorsionswinkel / Phasenverschiebung (0° oder 180°)

Out-of-Plane-Energie:

Das Tripos-Kraftfeld berechnet die Out-of-Plane-Energie Uber eine quadratische
Funktion.

Eoop = koop - d°
Koop : Out-of-Plane-Kraftkonstante (kcal / mol) Gleichung 3-6

d?: Abstand zwischen dem Zentralatom und der Ebene

o

seiner drei Substituenten (A)

Im CVFF-Kraftfeld wird dieser Energieterm Uber improper torsions berechnet, d.h.

es wird wie ein Torsionswinkel als trigopnometrische Funktion behandelt.

Eoop = Koop[1+c0s(ny — 2, )]

Kooe :0uUt - Of - plane - Kraftkonstante
n : Periodizitat

7 :aktueller fiktiver Torsionswinkel
X, :fiktiver Referenztorsionswinkel

Gleichung 3-7
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Das GROMACS-Kraftfeld berechnet die Out-of-Plane-Energie wie das TRIPOS-
Kraftfeld Gber eine quadratische Funktion. Der Out-of-plane-Winkel wird tber den
Winkel von zwei Ebenen zueinander bestimmt, wobei die zugehdrigen Winkel als
Improper Dihedrals bezeichnet werden.

Eoop = kf(gg/JKL _50)2

ke : Kraftkonstante far den Out-of-Plane-Winkel Gleichung 3-8
CukL: aktueller Improper Dihedralwinkel

Co: optimaler Improper Dihedralwinkel

Die Ebenen werden jeweils durch vier miteinander verbundene Atome erhalten.
Fir ein aromatisches Ringsystem sind die vier OO
bendtigten Positionen |, J, K und L aufeinander folgende

Atome innerhalb des Rings. Die beiden Flachen erhalt [& DL

man durch erganzen einer fiktiven Bindung zwischen

Out-of-Plane-Winkel eines

den Atomen | und K sowie J und L, so dass der Winkel aromatischen Systems

zwischen den Ebenen IJK und JKL als Out-of-Plane-
Winkel bestimmt wird. Der Out-of-Plane-Winkel einer
planaren Gruppe, wie z. B. der Amidgruppe , lasst sich
ausgehend vom Zentralatom | durch die Ebenen IJK,IJL

und IKL, die Pyramidenflachen, und die Grundflache der

Out-of-Plane-Winkel einer

Pyramide, JKL analog zum Out-of-plane-Winkel eines
planaren Gruppe

aromatischen Systems bestimmen. Einen Sonderfall der

Improper Dihedrals stellen Chiralitdtszentren dar. Sie L
werden im GROMACS-Kraftfeld wie planare Gruppen
behandelt, wobei der Substituent mit der niedrigsten
Prioritdt nach Cahn-Ingold-Prelog nicht berlicksichtigt
wird. Zur Stabilisierung einer bestimmten Konfiguration Out-of-Plane-Winkel eines
ist es dann mdoglich ein Improper Dihedral zu definieren,  Chiralitatszentrums

ohne eine Festlegung von Abstinden oder Winkeln tiber Distance Restraints® zu

benutzen.

8 Distance Restraints erhalten mit Hilfe einer Strafenergie einen vorgegebenen Abstand oder

Winkel innerhalb eines Molekdls.
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Coulomb-Energie:

Durch die Coulomb-Energie werden die elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen nicht kovalent gebundenen Atomen beschrieben. Der Abstand betragt

daher mindestens zwei Bindungen.

q,-q,
ECoulomb -

ry-€

qi, qu: Ladung der Atome | und J Gleichuna 3-9

ry: Abstand zwischen | und J (A bzw. nm)

e: Dielektrizitatskonstante des umgebenden Mediums

Dispersionsenergie:

Bei der Annaherung zweier Atome treten sowohl Repulsions- als auch
Dispersionskrafte auf, die durch das Lennard-Jones-Potential beschrieben werden

kénnen.

E = kIJ(12) _ kIJ(G)

LJ

oo
kiuz2): Kraftkonstante repulsiver Term Gleichung 3-10
kiye): Kraftkonstante attraktiver Term

ry: Abstand zwischen den Atomen | und J

3.4 Konformationsanalyse

Molekile sind sowohl bei Raumtemperatur als auch bei Kérpertemperatur keine
starren Korper. lhre Beweglichkeit ist vielmehr Voraussetzung zur Einnahme einer
energetisch glnstigen Konformation. Die unterschiedlichen rdumlichen Anord-
nungen beruhen hauptsachlich auf der Drehung um Einzelbindungen, d.h. es
handelt sich um Rotamere. Diese besitzen je nach Energieinhalt eine unter-
schiedliche Wahrscheinlichkeit und damit H&ufigkeit ihres Auftretens. Prinzipiell
sind aber alle Konformationen mdéglich. Durch diese Verteilung wird eine Energie-

hyperflache mit unterschiedlichen Wahrscheinlichkeiten aufgespannt [110].
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Die bioaktive Konformation einer Substanz stellt ein lokales Minimum auf der
Energiehyperflache dar, sie muss jedoch nicht unbedingt das globale Energiemini-
mum fur das jeweilige Molekul sein.

Zur ldentifizierung einer solchen bioaktiven bzw. energetisch glnstigen Konfor-
mation stehen prinzipiell drei Methoden zur Verfiigung:

Die systematische Konformationsanalyse

Bei dieser Methode werden systematisch alle frei drehbaren Torsionswinkel um
ein bestimmtes Inkrement verandert. Die jeweiligen Konformationen werden auf
unglnstige Kontakte untersucht (bump check) und somit hochenergetische
Varianten sofort ausgeschlossen. Je nach Inkrement und Anzahl der drehbaren
Bindungen erhalt man schnell eine sehr groBe Datenbank mit unterschiedlichen
Konformeren, z.B. bei 5 drehbaren Bindungen und einem Inkrement von 30° 5'2
Konformere, d.h. 244 Millionen Strukturen. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit auf eine systematische Konformationsanalyse verzichtet.

Die Monte-Carlo-Methode

Diese Methode, die auch als Random Search bezeichnet wird, verwendet zufallig
variierte Torsionswinkel, kombiniert mit einer nachfolgenden molekllmechanisch-
en Minimierung zur Abdeckung des Konformationsraumes. Als Endkriterium dient
hierbei die wiederholte Auffindung einer Konformation. Der Vorteil dieser Methode
besteht darin, dass deutlich weniger unglinstige Konformationen resultieren als bei
der systematischen Konformationsanalyse. Es ist daher mdglich, auch flexiblere
Molekille zu handhaben. Nachteilig ist jedoch, dass zur vollstandigen Abdeckung
des Konformationsraumes mehrere Startgeometrien benutzt werden sollten bzw.

das Endkriterium der Konformationswiederfindung deutlich erhéht werden muss.

Dynamische Konformationsanalyse

Die dynamische Form der Konformationsbestimmung Iasst sich in zwei prinzipielle
Ansétze unterteilen: die Molekildynamik- und die simulated annealing Methode.

Bei den moleklldynamischen Methoden wird eine Startgeometrie auf eine erhéhte
Temperatur aufgeheizt, so dass Energiebarrieren Gberwunden werden kbénnen.
Die wahrend der Simulation erhaltenen Strukturen werden in bestimmten

Zeitabstanden extrahiert und minimiert.



50 3.5 GEOMETRIEOPTIMIERUNG

AbschlieBend ist eine Einteilung in Familien &hnlicher Struktur sinnvoll, so dass
eine handhabbare Anzahl von energetisch glnstigen Konformationen vorliegt.
Diese Methode besitzt den Vorteil, dass auch eine natlrliche Umgebung z.B. die
extrazellulare FlUssigkeit mit in die Optimierung eingehen kann. Die Geometrie-
optimierungen in dieser Arbeit wurden im Programm GROMACS in einer wéss-
rigen Umgebung durchgefihrt, um eventuelle Artefakte einer Optimierung im
Vakuum zu vermeiden.

Ein simulated annealing Protokoll heizt die Ausgangsgeometrie in wiederholten
Zyklen auf hohe Temperaturen auf, worauf eine schnelle Abkuhlung auf 0 K
erfolgt, so dass das Molekil in einer Konformation nahe eines lokalen Minimums
gehalten wird. Bei dieser Methode ist es nicht notwendig nachtraglich die erhalten-
en Strukturen zu minimieren, weil sie schon nahe eines Minimums liegen. Ein
solches Protokoll wurde im Programm GROMACS zur Bestimmung der Ringkon-
formationen in Alcuronium und den Caracurin V-Derivaten in wassrigem Medium

verwendet.

3.5 Geometrieoptimierung

Die erhaltenen Strukturen, sowohl der Proteine als auch der Liganden, weisen
haufig unglnstige intramolekulare Wechselwirkungen auf, die Uber eine Mini-
mierungsroutine beseitigt werden kénnen. Als robusteste Methode bietet sich flr
eine grobe Minimierung die steepest descent Methode an. In der Néhe eines
Energieminimums ist dieses Verfahren dagegen wenig effektiv, da hier die
Steigung der Energiehyperflache, auf der die Minimierung basiert, nur noch
minimal ist. Gut geeignet fiir diesen Bereich ist dagegen die conjugate gradient
Methode. Sie bietet den Vorteil, dass zur Berechnung des neuen Richtungsvektors
die Steigung am aktuellen Punkt zur bisherigen Suchrichtung addiert wird. Es
kann dadurch vermieden werden, dass Fortschritte vorheriger Minimierungs-
schritte wieder rickgangig gemacht werden. Als Konvergenzkriterium wird bei
beiden Verfahren ein Gradient benutzt, wobei auch die Festlegung einer Anzahl
von lterationen mdglich ist. In dieser Arbeit wurde das Ubliche Minimierungs-
verfahren genutzt, das zunachst eine grobe steepest descent Minimierung und

nachfolgend eine ausfihrlichere conjugate gradient Minimierung beinhaltet [111].
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3.6 Molekuldynamiksimulation

In natdrlicher Umgebung, d.h. bei Temperaturen um 300 K, spielt die Beweglich-
keit chemischer Molekulle eine groBe Rolle. Ohne diese Bewegungen ware ein
Ligand weder in der Lage ,seinen“ Rezeptor zu finden noch an diesem einen
Effekt, d.h. wiederum eine Bewegung auszulésen. Daher wird in molekildyna-
mischen Methoden (MD) im Gegensatz zu den schon besprochenen molekiil-
mechanischen Methoden (MM) auch die Beweglichkeit der Molekule bertcksich-
tigt.

Zur energetischen Beschreibung dient hierbei die Newtonsche Bewegungs-
gleichung:

Fi(t): m,; 'ai(t)
Fi: Kraft auf das Atom i zur Zeit t Gleichung 3-11
m;: Masse des Atoms i

a;: Beschleunigung des Atoms i zur Zeit t

Die Kraft auf das Atom i ist die Ableitung der potentiellen Energie des Atoms i
nach der Zeit. Durch Kenntnis der Ausgangskoordinaten des Moleklls und der
Anfangsbeschleunigung lassen sich die Koordinaten und die Beschleunigung zu
einem spateren Zeitpunkt berechnen. Ein wesentliches Kriterium ist hierbei die
Wahl des richtigen Zeitschrittes At. Die Wahl des Zeitschrittes ist dabei auch vom
verwendeten Algorithmus abhangig. Sowohl FDISCOVER als auch GROMACS
benutzen einen Leap-Frog-Algorithmus. Die hochfrequenteste Vibrationsbe-
wegung, mit einer Periode von 10™'*s, die z.B. einer C-H-Bindung entspricht, muss
daftr 8-10 mal pro Periode abgetastet (gesampelt) werden. Daraus ergibt sich
dann ein Zeitschritt At von 107"° s (1 fs). Dieser Standardzeitschritt wurde in dieser
Arbeit zur Simulation der Rezeptor-Ligand-Komplexe im Vakuum angewandt.
Benutzt man zusétzliche Rlckhaltekrafte z.B. Uber den LINCS-Algorithmus, so
kann dieser Zeitschritt erh6ht werden. Eine solche VergroBerung des Zeitschrittes
auf 2 fs erlaubte im Programm GROMACS eine langere Simulationsdauer der

komplexen membranahnlichen Systeme.



52 3.7 HOMOLOGIE MODELLING

Neben dem Zeitschritt spielt bei Moleklldynamik-Simulationen (MDS) im Vakuum
auch die Dielektrizitatskonstante eine wichtige Rolle. Fir wasserige Losungen
betragt sie um 80, im Inneren von Proteinen wird sie auf 2 bis 4 geschatzt [112].
Zusatzlich kann durch eine Abstandsabhangigkeit dieses Kraftfeldterms die Arte-
faktbildung durch eine Unterbewertung der elektrostatischen Wechselwirkungen
durch den Cut-Off verhindert werden.

Jede MDS besteht aus zwei Phasen: einer Equilibrierungsphase und einer Daten-
sammelphase. Die Equilibrierung ist als beendet anzusehen, wenn die physika-
lischen Parameter Energie, Temperatur und / oder Druck nahezu einen konstan-
ten Durchschnittswert zeigen. In der folgenden Datensammelphase befindet sich
das System in einem wahrscheinlichen Zustand, wobei auch hier verschiedene
glinstige Konformationen in Clustern® gefunden werden kénnen.

Eine andere Mdglichkeit die wahrscheinlichste Konformation zu erreichen ist,
ahnlich der Konformationsanalyse, die Verwendung unterschiedlicher Startstruk-
turen, die alle nach der Equilibirierung zu einer ahnlichen Struktur konvergieren
sollten.

3.7 Homologie Modelling

Die Methoden des Homologie Modelling erlauben es, die Sekundar- und Tertiar-
Struktur eines Proteins, dessen Primarsequenz bekannt ist, dreidimensional dar-
zustellen. Dazu wird ein verwandtes Protein bekannter Struktur als Vorlage
benutzt und die Koordinaten fir ahnliche, aber unbekannte Strukturen Gbernom-
men. Die Grundlage dazu bildet das Alignment, bei dem die Aminosauresequenz
der Vorlage und des Zielproteins anhand identischer oder ahnlicher Aminosauren
ausgerichtet werden. Voraussetzung daflr sind geeignete Programme zur
Sekundarstruktur-Vorhersage sowie zur Bestimmung einer geeigneten Seiten-

ketten-Konformation im Proteinmodell.

o Strukturen, die aufgrund eines Ahnlichkeitskriteriums z.B. eines Winkels zwischen zwei Atomen,

als gleich betrachtet werden kénnen.
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3.7.1 Sekundarstruktur-Vorhersageprogramme

Die Verfahren zur Sekundarstruktur-Vorhersage basieren auf der Analyse eines
Datensatzes hochaufgeldster Réntgenkristallstrukturen. Hierbei werden Amino-
sduremotive gesucht, die Hinweise auf eine bestimmte Sekundarstruktur geben.
Daneben werden von einigen Programmen auch die physiko-chemischen Eigen-

schaften der benachbarten Aminosauren bertcksichtigt.

3.7.1.1 Hydropathie-Untersuchungen nach Kyte und Doolittle

Diese von Kyte und Doolittle aufgestellte Skala weist jeder Aminosaure einen be-
stimmten Wert zu, der ihre Hydrophilie oder Hydrophobie (Hydropathie) angibt
[113]. Die einzelnen Werte werden in einem bestimmten Fenster addiert und
jeweils der mittleren Aminosdure des Fensters zugeordnet, so dass man ein
Hydropathie-Profil erhalt. Je nach FenstergréBe verandert sich dieses Profil. Wahlt
man ein kleines Fenster (ca. sieben Aminosauren), so ist das Profil zwar genauer,
es besteht aber die Gefahr der falschen Vorhersage z.B. transmembranérer
Bereiche. Durch VergréBerung des Fensters wird dieses Problem zwar geldst,
aber es ist eventuell nicht mehr méglich zwischen zwei benachbarten transmem-

branaren Bereichen zu unterscheiden [114].

3.7.1.2 PredictProtein

Der PredictProtein Server ist ein Meta-Server zur Sekundarstruktur-Vorhersage
der Uber das WorldWideWeb zugéanglich ist [115]. Er bietet die Mdglichkeit unter-
schiedliche Programme parallel zu nutzen. Im Folgenden werden nur die Program-
me vorgestellt, die anhand von Testsequenzen bekannter Strukturen fir diese
Problemstellung als gut geeignet identifiziert wurden.
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PHD

Das Programm PHD ist Uber die Module PHDsec, PHDhtm und PHDacc in der
Lage, auf der Basis eines multiple sequence Alignments'® die Sekundarstruktur,
die transmembranaren Bereiche, sowie die Lésungsmittel-Zuganglichkeit vorher-
zusagen. Dies erfolgt auf Basis eines neuronalen Netzes, das Uber bekannte
Strukturen trainiert wurde und zu sehr genauen Ergebnissen fiihrt [116].

TMHMM

Dieses Programm basiert auf einem Hidden Markov Model und ermdglicht es,
transmembranare Bereiche mit hoher Genauigkeit zu identifizieren [117]. In der
vorliegenden Arbeit wurde es daher zusatizlich zur Vorhersage aus PHD bertck-

sichtigt, um die Lage des Proteins in der Membran zu spezifizieren.

PsiPred

PSIPRED arbeitet wie auch PHD auf Basis eines neuronalen Netzes, wobei
hierbei die Ergebnisse mehrerer unabhangiger Netze miteinander verglichen und
die Ergebnisse als kombinierte neue Eingabematrix benutzt werden. Das Ergebnis
enthélt sowohl ein multiple sequence Alignment als auch Aussagen zur Sekundar-

struktur und den transmembrandren Bereichen [118].

LOOPP

Das Programm Learning, Oberserving and Outputting Protein Patterns fihrt
sowohl Sequenz-Sequenz-, Sequenz-Struktur- als auch Struktur-Struktur-
Alignments durch [119]. Dadurch ist es mdéglich, flr eine vorgegebene Sequenz
Strukturen in der Protein Data Bank [120] zu finden, die ein bestimmtes
Strukturelement enthalten z.B. einen B-Turn. Dies wurde flr die Identifizierung von

Strukturelementen in den flexiblen Loop-Regionen genutzt.

1% Mehrere Aminosauresequenzen werden in einem multiple sequence Alignment miteinander

verglichen und anhand von Ahnlichkeiten ausgerichtet.
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3.7.2 Loop-Search-Routinen

Die Loop-Search-Routinen werden zur ldentifikation geeigneter Koordinaten fir
variable Regionen einer Peptidkette genutzt. Dazu eignen sich prinzipiell zwei An-
satze: Entweder die Suche nach einem Peptidsegment, dessen raumliche
Eigenschaften gut zur noch vorhandenen Llcke passen, oder die de novo-
Erzeugung eines Segmentes. Der Suche nach ahnlichen Proteinstrukturen sollte
dabei der Vorzug gewahrt werden, weil sie auf vorhandenen Strukturen der
Protein Data Bank beruht. Die Generierung vollkommen neuer Proteinstrukturen
bietet zwar die Mdglichkeit einer genaueren Anpassung, darin liegt aber auch die
Gefahr dieser Methode, so dass ,unnatiirliche* Verbindungen geschaffen werden.
Im HOMOLOGY-Modul des Programmpaketes INSIGHT Il sind diese Varianten in
den Kommandos Search Loops und Generate Loops zu finden.

Search Loops

Das Search Loops Kommando durchsucht die Protein Data Bank nach
Proteinregionen, die den Eigenschaften des gesuchten Loops nahe kommen. Das
Ergebnis Dberlcksichtigt die Anzahl der Aminosauren im Dbetrachteten
Proteinabschnitt. Daneben werden Udber eine distanzabhangige Matrix die
Anschlussregionen ebenfalls einkalkuliert. Die Anschlussbereiche (Preflex /
Postflex) werden dabei nicht vollkommen starr gehalten, sondern auch ihnen wird
eine gewisse Abweichung ermdglicht. Gleichung 3-12 gibt die Distanzmatrix flr
den Preflex-Bereich (pe) und den Postflex-Bereich (po) wieder.

dij = \/(Xi - Xj)2 + (.yl - .yj)2 + (Zi - Zj)2 I!J € pe, po Gleichung 3-12

FOr die Loopkandidaten werden ebenfalls solche Matrizen aufgestellt. Das
Ranking erfolgt dann durch Vergleich der Loopmatrizen mit der vorgegebenen
Matrix nach Gleichung 3-13.

2 )
b = NN +1), > 20~ dy ) f Lie pe,po Gleichung 3-13
ie pe,po je pe,po
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3.7.3 Seitenketten-Rotamerbibliotheken

Die Seitenketten-Konformation der Aminoséauren ist wichtig flr die Tertiarstruktur
eines Proteins. Obwohl es sich bei den Seitenketten theoretisch um frei drehbare
Molekulteile handelt, findet man in Kristallstrukturen flir die unterschiedlichen

Aminosauren eine deutliche Bevorzugung einzelner Rotamere.

3.7.3.1 Die Bibliothek nach Ponder und Richards

Eine Untersuchung von 19 Proteinen hoher Aufldsung (< 2,0 A), die insgesamt
2273 Aminosauren enthalten, zeigte nach statistischer Auswertung der x-Winkel,
dass nur eine geringe Anzahl der theoretisch mdglichen Rotamere tatsachlich
eingenommen wurde [121]. Die Ergebnisse bilden die Bibliothek nach Ponder und
Richards, die die Grundlage fiir die Rotamerbibliothek des Programms INSIGHT I
[104] bildet. Einige x-Winkel bilden keine eindeutigen Cluster, so dass z.B. die

Winkel x3 und x4 in Lysin und Arginin manuell in Cluster unterteilt wurden.

3.7.3.2 SCWRL
Das Programm SCWRL [122] basiert auf der Analyse von 180 Protein-Ketten der

Protein Data Base [120] Die x1 und x> Winkel werden dabei im Testsatz mit Gber
90%iger Genauigkeit wieder gefunden, xs und x4 Winkel kdnnen dagegen nicht
analysiert werden und werden als gestreckte Konformation vorliegend angenom-
men. SCWRL baut, an ein vorgegebenes Rickgrat, alle wahrscheinlichen Seiten-
ketten-Konformationen an und untersucht das Protein dann auf Kollisionen
zwischen Seitekette und Rulckgrat bzw. der Seitenketten untereinander. Die
endgultige Konformation berlcksichtigt neben den unglnstigen Kontakten auch

die Haufigkeit eines Rotamers.

3.7.3.3 PROCHECK
Das Programmpaket PROCHECK [123,124] bietet die Mdglichkeit, Proteine auf

ihre Qualitat zu untersuchen. Die Verteilung der ¢-, y- und y1-Winkel, im Vergleich
zu Kristallstrukturen gleicher Auflésung, wird als guter Indikator fir die stereoche-
mische Qualitat eines Proteinmodells angesehen. Die Parameter flir Bindungs-
langen und —winkel sind aus der Cambridge Structural Database [125,126]
abgeleitet. Eine Ubersicht (iber die Standardparameter gibt Tabelle 3-1.
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Tabelle 3-1: Uberpriifte stereochemische Parameter des Programms PROCHECK

Stereochemische Parameter Mittelwert :é?/\g;ﬁ’ng
o-/ y-Winkel im am meisten bevorzugten Bereich
des Ramachandran Plots >90%
x1-Winkel
gauche minus 64,1° 15,7°
trans 183,6° 16,8°
gauche plus -66,7° 15,0°
x2-Winkel 177,4° 18,5°
Prolin:
¢-Winkel -65,4° 11,2°
Helix:
¢o-Winkel -65,3° 11,9°
y-Winkel -39,4° 11,3°
Disulfidbricke:
X3:
rechtshandig 96,8° 14,8°
linkshandig 85,8° 10,7°
Abstand 2,0A 1,0 A
Protein-Riickgrat:
o-Winkel 180,0° 5,8°
Wasserstoffbriickenenergie -2,08 kcal/mol 0,75 kcal/mol
Ca-Chiralitat:
Virtueller Torsionswinkel (Co-N-C-CB) 339 ° 3,5°

Zur besseren Ubersicht werden viele Beziehungen zwischen den Parametern
graphisch dargestellt, so stellt zum Beispiel der Ramachandran-Plot die Bezieh-
ungen zwischen ¢-/y-Winkeln dar. Zusatzlich werden fir jede Aminosaure G-Fak-
toren berechnet, die angeben ob die gemessenen Eigenschaften Ublich sind. Ist
dies der Fall nimmt, der G-Faktor einen Wert = -0,5 an.
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3.8 Analyse-Programme

3.8.1 NMRCLUST

Das Programm NMRCLUST [127] teilt die Konformationen eines Ensembles in
konformatorisch &hnliche Gruppen (Cluster) ein und wahlt eine reprasentative
Struktur aus dieser Gruppe aus.

Zunéachst werden die enthaltenen Konformationen Uberlagert und die root mean
square deviation (rmsd-Wert, RMS-Wert) berechnet. Zur Bestimmung des rmsd-
Wertes kénnen verschiedene Kriterien angegeben werden. Es kann sich nur auf
das Proteinrlickgrat oder Teile desselben beziehen, kann aber auch alle schweren
Atome bericksichtigen. Standard ist letzteres, so dass die Cluster auch Unter-
schiede in der Seitenkettenkonformation widerspiegeln. Jede Struktur wird danach
zunachst in einen eigenen Cluster eingeteilt. Die Zusammenlegung der Cluster

erfolgt dann nach Gesichtspunkten der Streuung und der RMS-Werte.

3.8.2 SURFNET

Das Programm SURFNET [128] dient zur Visualisierung der Hohlrdume innerhalb
eines Proteins. Hierzu werden kugelférmige Volumina einer bestimmten GréBe
innerhalb des Proteins eingelagert und miteinander verbunden bis zu einem
maximalen Volumen. Als sinnvoller Minimal-Wert ist hier das Volumen eines
Wasserstoffatoms anzusehen, weil dies das kleinste von Liganden ausfillbare
Volumen darstellt. Die Obergrenze kann deutlich flexibler gehandhabt werden,
weil der Wert so gewéhlt werden sollte, dass das Volumen nicht nur hauptséachlich
auBerhalb des Proteins detektiert wird. Als Grenzwerte fir die Berechnungen in
der vorliegenden Arbeit erwiesen sich 1,2 A und 4 A als gut geeignet, um aus-

sagekraftige Volumina zu erhalten.
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3.8.3 Sekundarstruktur Analyse

3.8.3.1 Kabsch-Sander

Die Methode der Bestimmung der Sekundarstruktur nach Kabsch und Sander ist
die am weitesten verbreitete [129,130]. Sie ist im Viewer-Modul von INSIGHT I, in
der Sekundarstrukturbestimmung von PROCHECK und als DSSP-Routine in
GROMACS implementiert. Ausgehend von den dreidimensionalen Koordinaten
eines Proteins werden zunachst GOber ein Abstandskriterium die Wasserstoff-
brickenbindungen definiert. Die Sekundarstrukturelemente werden dann analog
dem Wasserstoffbrickenmuster zugeordnet, z.B. eine a-Helix bildet zwischen den

Backboneatomen k und k+4 Wasserstoffbriickenbindungen aus.

3.8.3.2 STRIDE

Das Programm STRIDE beruht auf einem automatischen Algorithmus zur Se-
kundérstrukturvorhersage einer dreidimensionalen Struktur [131]. Hierbei werden
sowohl die Wasserstoffbricken-Bindungsenergie als auch Informationen Uber die
Backbone-Torsionswinkel berlcksichtigt. Die Parameter wurden hierzu Uber eine
statistische Auswertung verschiedener bekannter Proteine optimiert. Die Vorher-
sagen zeigen eine gute Ubereinstimmung mit den in Kristallstrukturen identi-
fizierten Sekundarstrukturelementen. Einen Vorteil gegenlber der in INSIGHT I
implementierten Kabsch-Sander-Methode bietet die zusatzliche Zuordnung der
Turntypen sowie die Bericksichtigung der Torsionswinkel.

3.8.4 Wechselwirkungspotential

Fir die Untersuchung von Rezeptor-Ligand-Komplexen sind die Wechsel-
wirkungen zwischen den Molekllen von groBem Interesse. Hierbei spielen die
Krafte zwischen nicht kovalent gebundenen Atomen die gréBte Rolle. Weiterhin ist
es von Interesse fir eine Optimierung der Liganden, die Eigenschaften der
Bindungsstelle mit Sonden bestimmter Eigenschaften zu untersuchen.
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3.8.4.1 DeCipher

Im CVFF-Kraftfeld werden die Wechselwirkungen zwischen nicht kovalent ge-
bundenen Atomen Uber das Coulomb-Potential und die Lennard-Jones-Wechsel-
wirkungen beschrieben. Der Energieterm flr Wasserstoffbriickenbindungen ergibt
sich als Funktion aus Abstand und Elektrostatik. Das INSIGHT I[I-Modul DeCipher
[104] ist in der Lage, die einzelnen Energieterme fir Molekile, Aminosauren und /
oder Atome im Verlauf einer Molekuldynamik-Simulation zu verfolgen. Somit ist es
moglich, die Bedeutung einzelner Bestandteile eines Rezeptor-Ligand-Komplexes

energetisch zu beschreiben.

3.8.4.2 GRID

Das Programm GRID [132-134] beschreibt die ginstigen und unglnstigen
Wechselwirkungen zwischen einem Protein oder Liganden und einer Sonde mit
Eigenschaften einer bestimmten funktionellen Gruppe. Die Sonde wird charakteri-
siert durch ihren van-der-Waals Radius, die Elektronenanzahl, die Partialladung,
die Polarisierbarkeit und die Wasserstoffbriickenbindungs-Eigenschaften. Die zu
untersuchende Struktur wird in einen dreidimensionalen Gitterkéafig gelegt und an
jedem Gitterpunkt die Wechselwirkungsenergie berechnet. Aus benachbarten
Punkten &hnlicher Wechselwirkungsenergie lassen sich mdgliche Wechsel-
wirkungsfelder im Raum darstellen. Durch die Auswahl einer oder mehrerer
geeigneter Sonden, ist es daher mdoglich, ein Protein nach einer ginstigen
Bindungstasche fir einen Liganden abzutasten oder umgekehrt die Eigenschaften
bestimmter Aminosauren auf die funktionellen Gruppen eines Liganden zu
projizieren. Die Eigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten Sonden sind in
Tabelle 3-2 dargestellt.
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Tabelle 3-2: Eigenschaften der verwendeten molekularen Sonden des Programms GRID

Spezifische DRY Sp°® Amin mit Ester Ether
Eigenschaften der Ladung OES 0C2
molekularen Sonde N1+

Van-der-Waals-Radius /A | 1,70 1,65 1,60 1,60
Effektive ~ Anzahl  der v v 6 6

Elektronen

Polarisierbarkeit / A3 1,20 1,40 0,64 0,64
Partialladung 0 0,66 -0,20 -0,20
Optimale H-Briicken- 45 3.0 0,5 2.0
bindungsenergie

Optimaler Radius der

H-Briicke / A 1,40 1,60 1,55 1,50
Anzahl der donierten

H-Brlcken 2 1 0 0

Anzahl der akzeptierten

H-Bricken 2 0 2 2

Spezifische Vinyl / Trimethyl- Carbonyl Methyl
Eigenschaften der | Aromat | ammonium CO C3

molekularen Sonde Ci= NM3

Van-der-Waals-Radius /A | 1,90 2,55 1,6 1,95
Effektive ~ Anzahl  der 6 33 6 8

Elektronen

Polarisierbarkeit / A® 2,07 7,60 0,84 2,17
Partialladung 0 0,84 -0,25 0

Optimale H-Bricken- 0 0 5.0 0

bindungsenergie

Optimaler Radius der

H-Briicke / A 0 0 140 0

Anzahl der donierten

H-Brlcken 0 0 0 0

Anzahl der akzeptierten 0 0 > 0

H-Briicken
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4.1 Aufbau eines M,-Rezeptormodells

Der muskarinerge M,-Rezeptor gehért zur Familie der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren. Die Funktionsfahigkeit dieser Klasse membranstandiger Rezeptoren
ist nur durch die Stabilisierung in der Membran gewéhrleistet. Wegen Schwierig-
keiten mit einer ausreichenden Expression fur die Kristallgewinnung [135] ist eine
Kristallisation sehr schwierig. Im Jahr 2000 ist es erstmals gelungen die Struktur
eines funktionsfahigen Saugetier-GPCRs réntgenkristallographisch aufzuklaren
[6]. Rhodopsin wurde dazu aus Rinderretina in groBer Menge extrahiert und dann
unter Zusatz von Detergentien und Schwermetallen in funktionsfahigen Protein-
kristallen stabilisiert [7]. Fir den Ms-Rezeptor ist bis jetzt keine Kristallisation
gelungen, so dass die genaue dreidimensionale Struktur des muskarinergen M-
Rezeptors unbekannt ist. Aufgrund von groBen Ahnlichkeiten der Makrostruktur
der rhodopsinahnlichen GPCRs kann das Rhodopsin als Vorlage fir ein Modell
des My-Rezeptors dienen. Die dreidimensionalen Koordinaten des Rinderrhod-
opsins sind in verschiedenen Aufldsungen in der Protein Data Bank [120]

hinterlegt.

4.1.1 Sequenzalignment

FOr den Aufbau eines Homologie Modells werden, um gesicherte Aussagen
machen zu kdénnen, ca. 40 % homologe Aminosauren bendtigt. Im Falle des
humanen muskarinergen My-Rezeptors liegt die Homologie zum bovinen
Rhodopsin aber nur bei knapp 23 %. Eine sinnvolle Modellierung ist aber, trotz der
geringen Gesamthomologie, zum einen wegen der dhnlichen Makrostruktur aller
GPCRs und zum anderen wegen der Konservierung bestimmter Aminosauren
innerhalb sieben transmembrandren Helices der Familie A, moglich. Diese
transmembranaren Helices stellen ein essentielles, konserviertes Strukturelement
der GPCRs dar. Die Homologie innerhalb dieser Bereiche ist mit 80 % auch deut-
lich héher.

Die Nummerierung der verschiedenen transmembranaren Bereiche erfolgt in
diesem Abschnitt der Arbeit nach einem allgemeinen Schema fir GPCRs, das den
Vergleich von Sequenzen untereinander vereinfacht [75]. Die am starksten
konservierte Aminosaure innerhalb einer Helix erhalt dabei die Nummer 50.
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In Richtung N-Terminus werden die Nummern kleiner, in Richtung des C-Terminus
groBer. Vorangestellt wird dieser Zahl jeweils die Nummer der Helix, so dass eine
Nummerierung folgenden Schemas entsteht: 3.50. Bezogen auf Rhodopsin,
bedeutet dies Arginin 135, im Mx-Rezeptor, Arginin 121.

4.1.1.1 Modellieren der transmembranaren Bereiche

Bevor die Rdntgenkristallstruktur des Rhodopsins als Vorlage fir die transmem-
branaren Bereiche des My-Rezeptors benutzt werden kann, missen zunachst die
jeweiligen Bereiche im Templat und im Zielprotein identifiziert werden. Eine Unter-
suchung der Sequenz von 493 GPCRs der Familie A zeigte, dass in den trans-
membranaren Helices eine deutliche Konservierung vorliegt [136]. Die Ergebnisse
dieser Untersuchung durch J. M. Baldwin sind in Tabelle 4-1 dargestellt.

Zu den untersuchten Proteinen gehdren auch das Rhodopsin und die Mx-Rezep-

torsequenzen verschiedener Spezies.

Tabelle 4-1: Konservierung innerhalb der TMs der Familie A

| I ]| v Vv VI Vil
Pos AS % |[Pos AS % |[Pos AS % |[Pos AS % |Pos AS % |Pos AS % |[Pos AS %
i i 354 IV 94 i i i 7.61 RIK 79
- - - - - - 7.60 F/IY 77
- - - - - 6.32 K/R 75 -
- - 351 Y 79 - - - -
- - 350 R 99 - 561 I/V 72 - -
- - 3.49 D/ 94 - - - -
- - 3.47 S/A 87 - 558 Y 91 - -
153 V 76 - 346 | 60 - - - 753 Y 95
150 N 99({24 N/S 88 (3.43 L 74 - 554 I/IM 79 - 750 P 98
149 G 69|24 L 96 - - - - 7.49 N/D 99
- 24 A 86 - 450 W 96 - - -
- - - - - 6.44 F 82 -
- 24 AS 85339 S 77 - 550 P 85 - 7.46 SIC 76
- 25 D 94 4.53 S/IA 79 - - 7.45 N/S 80
- - - - 6.47 C 71 -
- - - 547 F 70(6.48 W 85 -
- 6.50 P 100 -
- - 459 P 68 - - -
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Konservierte Aminosauren

Durch die statistische Auflistung der Konservierungen innerhalb der Familie A ist

es mdglich, in jeder Sequenz der Familie A die transmembranédren Bereiche grob

einzugrenzen. Die hochkonservierten Aminosduren legen die Topologie des

Rezeptors reiBbrettartig fest, daher werden sie auch haufig als Pin Points

bezeichnet.

Zur ldentifizierung dieser Punkte wurden die Sequenzen des Rinderrhodopsins

und der Mx-Rezeptoren aus Ratte, Maus, Schwein und Mensch aus der SwissProt

[137] entnommen.
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Abbildung 4-1 Sequenzvergleich muskarinerger M,-Rezeptoren

Die Aminosauresequenzen der Mx-Rezeptoren von Mensch, Schwein,
Ratte und Maus unterscheiden sich nur in 19 Positionen, wobei sich drei
davon im N-Terminus befinden, die Ubrigen im dritten intrazellularen
Loop. Die Differenzen in der Primarsequenz sind rot markiert, die Pin

Points blau.

Die Priméar-Struktur der Mx>-Rezeptoren unterscheidet sich nur in wenigen Amino-

sauren des N-Terminus und in einigen Aminosauren des dritten intrazellularen

Loops (Abbildung 4-1). Dieser Vergleich ist notwendig, um experimentelle Daten

spater zwischen den Spezies eventuell Gbertragen zu kénnen.
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4. 1.1 SEQUENZALIGNMENT

Aufgrund der groBen ldentitdt der M»-Rezeptorsequenzen untereinander ist die

Ubertragung experimenteller Daten méglich, wobei ein eventuell anderer Effekt in

der Signaltransduktion, die Uber den dritten intrazelluldren Loop vermittelt wird,

bertcksichtigt werden sollte.

Vergleicht man die Sequenz des bovinen Rhodopsins mit der des menschlichen

M,-Rezeptors und der anderen menschlichen muskarinergen Rezeptoren, so sieht

man deutliche Unterschiede. Ein Alignment der Sequenzen ist in Abbildung 4-2

dargestellt. Identische hochkonservierte Aminosauren und alternative hochkonser-

vierte Aminosauren sind schwarz eingefarbt.
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Abbildung 4-2: Sequenzalignment der humanen muskarinergen Rezeptoren mit bovinem

Rhodopsin

Helikale Strukturen im Rhodopsin sind rot markiert, Beta-Faltblatter gelb, Coiled-Coil
grun. Die Pin Points sind in allen Sequenzen schwarz eingeféarbt.



4 DURCHFUHRUNG UND ERGEBNISSE 69

Als Ankerpunkt flr Helix | ist im Rhodopsin nur das Asparagin in Position 1.50
vorhanden. Die beiden weiteren stark konservierten Aminosauren in diesem trans-
membranaren Abschnitt (Glycin 1.49, Valin 1.53) lassen sich nur in den
muskarinergen Rezeptoren finden. Innerhalb des zweiten helikalen Bereichs
finden sich vier der funf konservierten Aminosauren in allen Sequenzen wieder.
Dies sind Leucin 2.46, die Alanine 2.47 und 2.49 sowie Aspartat 2.50.

Far Helix Ill Iasst sich als Ankerpunkt zunachst das DRY/ ERY-Motiv identifizieren.
Es wird gebildet aus Aspartat beziehungsweise Glutamat 3.49, Arginin 3.50 und
Tyrosin 3.51. Weitere Pin Points dieses Bereiches sind Serin / Alanin 3.47 und
Leucin 3.43. In der kirzesten Helix, Nummer IV, finden sich Tryptophan 4.50 und
Alanin 4.53 sowohl in Sequenz des Rhodopsins als auch im menschlichen M-
Rezeptor und My4-Rezeptor. Die Position der funften Helix wird markiert durch
Phenylalanin 5.47, Prolin 5.50 und Tyrosin 5.58. Zur Bestimmung der Position der
sechsten Helix dient als wichtigster Ankerpunkt das zu 100% vorhandene Prolin
6.50. Als weitere Pin Points sind in diesem Bereich Lysin 6.32, Phenylalanin 6.44
und Tryptophan 6.48 zu finden. Innerhalb Helix VIl sind funf der sieben
identifizierten Konservierungen vorhanden. Es handelt sich dabei um Asparagin
7.49, Prolin 7.50, Tyrosin 7.53, Phenylalanin 7.60 und Arginin / Lysin 7.61.

Bestimmung der transmembrané&ren Bereiche

Neben der Lokalisation der transmembranaren Bereiche innerhalb der Proteinse-
quenz ist auch die Ausdehnung der helikalen Strukturen von Interesse. Das
Programm TMHMM wurde zuné&chst auf seine Vorhersagequalitat fir das bovine
Rhodopsin Uberprift. Die Vorhersage der transmembranaren Bereiche wurde
dazu mit den aus der Rdntgenkristallstruktur bekannten helikalen Bereichen
verglichen. Die G-Protein gekoppelten Rezeptoren durchspannen siebenmal die
Membran. Hierbei kann die Dicke der Membran mit 28-35 A als etwa konstant
angenommen werden. Flr die transmembrandren Bereiche sollte also eine Lange
von = 30 A gefunden werden. Im Falle eines idealen helikalen Aufbaus entspricht
das 20 Aminosduren. Diese Lange ist auch abhangig vom Neigungswinkel der
jeweiligen Helix innerhalb der Membran, so dass aus den Vorhersagen auch eine
Ableitung der Position der Helices beziehungsweise auch des Rezeptorproteins
innerhalb der Membran mdoglich ist.
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Erwartungsgemaf enthielten die sieben Helices der Kristallstruktur die vorher-
gesagten transmembranédren Bereiche (Abbildung 4-4).
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Abbildung 4-4: Vorhersage der transmembranéaren Bereiche fiir Rinderrhodopsin

TMHMM stellt die Wahrscheinlichkeit transmembranarer Helices Uber die
gesamte Primérstruktur dar. Die transmembranédren Bereiche sind als rote
Flachen dargestellt, intrazellulare Bereiche als cyanfarbige Linie, extrazellulare
Bereiche als gelbe Linie. Oberhalb der Vorhersage sind die transmembranaren
Helices der Kristallstruktur des Rhodopsins als rote Rechtecke dargestellt.

Das gleiche Verfahren wurde auch fir die transmembrandren Bereiche des mus-
karinergen M>-Rezeptors angewandt (Abbildung 4-3). Hierbei wurde fir die sieben
Helices jeweils ein transmembranarer Bereich von 22 Aminosauren vorgesagt.
Einzige Ausnahme bildet Helix Ill, fir die nur 19 Aminosauren als transmembranar
vorhergesagt werden. Dies unterscheidet sich von den Vorhersagen fir
Rhodopsin, so dass vermutlich der M.-Rezeptor eine leicht veréanderte Lage in der

Membran einnimmt.
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Abbildung 4-3: Vorhersage der transmembrandren Bereiche fiir den menschlichen
M.-Rezeptor
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Sekundaérstrukturvorhersagen

Die transmembranaren Bereiche sind Bestandteil der sieben Helices, die GPCRs
der Familie A enthalten. Als Vorhersageprogramm erwies sich hierbei das Pro-
gramm PHD mit seinen Funktionen zur Vorhersage der Helices als gut geeignet.
Als Teststruktur wurde dabei wieder das Rinderrhodopsin benutzt, um den Ver-
gleich zwischen Vorhersage und Realitat im spateren Templat zu erhalten. Die
Prognose der helikalen Bereiche unterscheidet sich hierbei nur um ein bis vier
Aminosauren gegenuber der Kristallstruktur (Abbildung 4-5). Dieses Ergebnis ist
insofern zufriedenstellend, als sich die helikalen Strukturen, die in der Protein Data
Bank hinterlegt sind und die Angaben in der zugehdrigen Verdéffentlichung auch in
dieser GroBenordnung unterscheiden. Die Abweichungen in der Vorhersage lie-
gen folglich im Bereich der Ungenauigkeit der Strukturauflésung. Betrachtet man
die Position der unterschiedlichen Helixvorhersagen, so ist es aufféllig, das vor
allem im kristallographisch schwieriger aufzulésenden intrazellularen Bereich Un-
terschiede festzustellen sind. Aufgrund der hohen Flexibilitat dieser Teilstruktur, ist
es nicht méglich gewesen, den dritten intrazellularen Loop inklusive Seitenketten
aufzulésen.

FOr den M.-Rezeptor wurden die Helixlangen ebenfalls durch PHDhtm bestimmt
(Abbildung 4-6). Im Vergleich zum Rhodopsin finden sich &hnliche Vorhersagen
der Helixlangen. Einzige Ausnahme bildet der dritte transmembranare Bereich, der
deutlich langer prognostiziert wird. In diesem Abschnitt findet sich in der Kristall-
struktur des Rinderrhodopsins ebenfalls eine deutlich langere Helix als vor herge-

sagt.
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FhdTopolegy REFTHEMENT AND TOPFOLOGY PFREDICTION for bovineg rhodopain
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Abbildung 4-5: Vorhersage der Helixlangen durch PHDhtm fiir das bovine Rhodopsin

Die vorhergesagten Helixlangen sind gelb hervorgehoben, die tatsachlich in
der Kristallstruktur identifizierten helikalen Bereiche rot.
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FHD htm | HHHHHEHHEHHEHHHEHHEHHEHHEHHEHHEHHEHHEHHEHHEHHEHH B HHHHEHHHEHHAHHH |
Rel hitm |GETI7TI 9T 9 I T 7T T 9 7eas2 332211 244 5657 TTITTPTTITTIITTITT 764 |
detail:
FrE hom | BREEEE PR R RE R AR REERTEGEEEESGTT TRERHE R AR RAD R RERRT |
gl Bem |11 l]]llJl]]L]]l]]l]]l]1L]<}33:3+43¢c2]L1]ll]ll]ll]Ll]ll]1[1¢|
supmet: SUB hem o | HHEHHERESAHEEAREHERHEARSR . - . . - . . 6. L
FHORbew |  HHHHHHEEHEEHHEHHEHHEHE HHthHH -IHH -IhH EHAEH -IHH -IHH |
FHDTREm |14TTTTTTTITIITITITITITT cadeaa o0 eaa oTTTTTTTITTITTTITTTTTTITTAL |

R R LR G T L s | P R & TR ) I PR P g o e |
A | IV TRFLTY E'.-'rcsm_mrw-:'-'n.'r.-'aclsp:n-:'-'l
PHD hem | HHH HHEIEHEEHHE HEEHE AR
Rel hem |220146TRUSAEGAGEAREL2SEVTAREATTIRERT 7552036“&?9“99“?9“99“??“
datall:
peH ktm | GES4E110000000000014E728R 950598 ASSISEASTE421 1000000000000
PrLl htm | 3345TEAIS995999995053211100001110001112356089909999099399309 |
subset: S0B htm |...,LLLLLLLLLLLLLLL. . AHHERNHEAHEAHEAEAEN . . . L1LLLLLLLLLLLLLLLL|
FHORhEm | HHEEHHEHHEHHEHEEHE |
PADTHEm [1iiifiidiifiiidiiiiiTIITTITTTTITITITITIToransansansansaneansan |
PG 1 APDPRPRS- | RPN PRT- & AP~ AR~ S I
R | FarAn R = 7. ». = ¥ 5F.T FH CEHE PV RHODEVE PELWQORT |
FHD htm | HEHHEHHEHHEHHEHHEHEEHHEHHE 1
Rel hem |B&TI0IGETAEARTIVTIPTIITAITIALA2 1457059 0590500 3905%09909909309 |
detail:

prh htm | DOLISEASARISISARGE ARG RASARTEIZZNOR00CODCOOCNICOOROOR0I0 00|
prik hem IQ?Eﬁl‘]4lDQCD]l]]l]]l]]ﬂl]Ll?Jﬁ?j99?99?“9?99?9999999999“?9“9I
subaaC: SOBE hem |LLL. . . {EHH] . .LLLLLLLLLLLLLLLLLLLEL LELLLLLLL |
FHORhEm HI-.HHI-.HHI-.HHI-.HHI-.HHI-.HHE |
FHDThEm |0oocaocaTTITTTTTTITTITITITTIA00131434431431413314343431434131431)

vevarerea@Siian e @8 aipan i @Tani e n@Be e e 290000l 30
L] | VEENHHNNFS SODGLEANK IORGERPRDPYTERCY OGEERESSHD ST SVS AVASKMEDDE |
BHD htm | I
Ral him | 999993995099599599599599589999599599580999999395959999959393589|
deCall:
prH him | 0000000000000000000000000-000-000000000-000-000000000-000-000-0000:0]
prl btm |939599%93%99599599599%999599993599%99999999395999909989809530895083|
subset: SUB htm | LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL |

EHORhEm |

BRHDThEm lididfdifidsiiiddaidididiiiidiiisdiidiidiididdiidididiidiiiiin
vevarssas3isenien Iianpann a3 r e ias e 3 i s a0 o 36

LT | ITQDENTVETS LeHEKDENSKOT CIRIGTETFESDSC TETHTTWE VW ES SE0RGEERONT |

FHD hEm |

|
Rel htm | 9929020050050000 000050000030 000000030000 000 DRG0 02000000005
detall:
pEH hom | D0C00COOC00C00OC00C00C00000C000 000000000000 000-000000-000000000 |
Prl htm | 9959959950995 9950959390350 950 999999099999999099908959095095095089
subset: SU0B him |LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLELLLL|
FHORREm |
EHDThEm |diidaddddddddsddaddaddaddaddiddaddaddiddiididddddiddiadidiiidd

R R R R IR T ERREE | IR SNRTL | AR TRRENE | SEE RN
31 | VARE IVEMTROPARER PR P SREREY TRT I s .- 1on |
FHD BEm | HHHHHHHHHHHHAH HEH HHHHARHE HH|

Rel him |9359959359959990 959959990 TE034ATTRERATIITIITTITT76531022210%|
detail:
prH bem | 0OC0QC00G00G0aC0QC00GI0G011d6TAERAUSMARRREIRRARRARTES, 333456
prl htm | 9099050050059 0590990500900 3E11100001 111011011111 2345604654351
sulpmets SUB hem | LLALLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL, . RHEHAERHERHERHERHERRER . . . . . -. . - |
FHORRER HEHHEHHEHHEHHEHARH |
FEDThEM |15144503304414504508511304511 3L TTTTITTITTITTIT T I Teancancansea |

BN A A s A e e e T
LE |_n:rmsrmml:mm.-.rr-:rrrrrtm.uruﬂrusr.ﬁ|
FHD htm | EHHEHHEHHEHEEHHEHE EHEEH |
Rel htm |4567T13TITI66E6EA5420Z56TARBARIARIINIIRIIDAN |
details
prH htm | TTERSEESEASEASEESEATTAS32110000000000000000000 |
pEL hom |.211'11111:11:11:112:34svaauaauaauaasaauaasaa|
subzegt: S0E htm H H. . .LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL|
FHORhtm | HHEHHEHHEHEEHHEHHEH |
FHOThEm | TTTITTTITTTITITTTITIITA 434434440 434434d3d444444441

Abbildung 4-6: Vorhersagen der helikalen Bereiche des M,-Rezeptors

Die Vorhersage der helikalen Bereiche durch PHDhtm ist gelb markiert. Zum
Vergleich sind die helikalen Bereiche der Kristallstruktur des Rinderrhodopsins an
der Sequenz in blau markiert.
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Ausgehend von diesen Ergebnissen erscheint es sinnvoll zunachst die Koor-
dinaten fur die transmembranaren Helices aus dem bovinen Rhodopsin in das
M,-Rezeptormodell zu Gbernehmen. Das resultierende Sieben-Helix-Modell wurde
im HOMOLOGY-Modul des Softwarepaketes INSIGHT Il erstellt.

Zur genaueren Untersuchung der Sekundarstruktur wurde das Programm PsiPred
[118] benutzt. Es erwies sich im Test am bovinen Rhodopsin als geeignete Metho-
de zur Vorhersage der transmembrandren Helices sowie der B-Faltblattstrukturen.
Die PsiPred-Vorhersagen unterscheiden sich von den fur die Rdontgenkristallstruk-
tur festgelegten Sekundarstrukturen nur im Bereich von ein bis zwei Aminosauren
in der Lange der Strukturelemente. In Abbildung 4-7 ist die vorhergesagte
Sekundarstruktur schematisch dargestellt. Die Vorhersage von PsiPred bestatigt
nochmals die Lange der mit PHDhtm bestimmten Helices.

cont: JIIIININEz0an0000annnaa D00 0000 3= %230 1 1 e e O s o o o

Feed: g amm Y IS S
—
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Y83 e oEtOF 8 T e i B s B W B W S R R
L I — e
Fred: HHHHHHAHHHEHAHHHRHAHRHAAACCCCC CCHARAAHAHHA Fred: CCCCCCCCCCCCEEHRHARHARHARRARAARARRRARCCC
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50 &0 10 =0 250 260 270 280

PO 1 s 111 1 QO <t e o o s e s e R

e I T
Pred: HHHHHHHHHHHHEHHHHHEHHCCCCCCHHHHEHEHHAEHBA Fred: CCHHHARHHHHRARHAHBARHARBAHRARAACCHARAAARARRA
AR: VADLFMVF GGFTTTLYTS LHGYF VFGETECITLE GFFATLE Afk: SDFGPIFMTIPAFFAKTS AVYITE VIYIMFITEGE RITCHY TT
a0 100 110 120 90 300 310 3z0

PO 1 1 P 1 O =L 1 s S S R E R R R M

rred: D T
Pred: HHHHHHHHHHHHEHHHHHEHHHCCCCCCC CCHHEHAABHBA Fred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCT
ARd: CEIALWELVVLAIERYVVWVCEEMSNFEF GEITHA IMEVAFT Ak: LCCGKIELGDDEASTTVSKTETE(VARA
130 140 150 160 330 340
Lagand !
0 1 0 O e 1 O . o
@ Helix cant:  Joaa Il Konfidenzintervall
Feeds D)
Pred: HHAHHEBHHBHBHHHEHCCCCCCCEECCCCCCC CCHARHA =—> Sheet
Ad: WVMALACAAFFLYCGHERY IFECMOQCSCCEIDYY TEHEETINT Coil
170 120 110 200

Abbildung 4-7: Vorhersage der Sekundarstrukturelemente mit PsiPred fiir Rinderrhodopsin
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Die Sekundarstrukturvorhersage fir den muskarinergen M»>-Rezeptor enthalt im
Vergleich zum Rhodospin, &hnliche Helixlangen. AuBBerdem Iasst sich auch eine
achte intrazellulare Helix wieder finden. Die im Rinderrhodopsin vorhandenen
B-Faltblattstrukturen werden in der Vorhersage flr den muskarinergen M>-Rezep-
tor allerdings, bis auf ein Faltblatt in N-Terminus, nicht wieder gefunden
(Abbildung 4-8).

cont: JIlTannana=zaalNNN-x00 NN E00000NNT0N! LYo 8 = 5t o
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50 60 10 &0 EET 340 350 360
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a0 100 110 170 aTo 380 330 400
Cont: Inlnan_sBlNNlE==000NNNNINNIRNNNNNNNN! cont : 12a00001000932=3200 0000000030005 000003t
Pred: P NN Fred: S U
Fred: HHHHHCCCCCCCCEECHHHAHHHHEHAEHHHAHHHABHAR Fredi FCHEHABRARAEBRECC CHERHANHARN T REAHARHALARHT
Ak RYECYTEE LTYEVER TTH MAGHH I ARAWVLAF T LRAPA IL AR: APYINMVLINTFCAPCIPNTVRT IGYWLCYINS TINPACY
138 140 154 160 410 420 430 440
TP 1 1 e S B a1 1 B cont : JinalNNNNENNRT=ERR0nNRRRnH
Fred: g o

Fred: HACCHHAHHAHAHHACCCCCCCCCCC

Fred: HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHEHHHEHHHAHEHAA A% : ALCHATFEETEEELLMCHYFEIIGATE
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250 260 270 280

Abbildung 4-8: Vorhersage der Sekundarstrukturelemente mit PsiPred fiir den M,-Rezeptor

Innerhalb des sehr langen N-Terminus des dritten intrazellularen Loops wird nur
ein B-Faltblatt vorhergesagt. Dies ist auf das fehlende Training des zugrunde
liegenden neuronalen Netzes mangels Vorlagen fir einen solchen Bereich
begrindet.
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4.1.2 Modellieren der extrazellularen Bereiche

Die drei extrazellularen Loops und der N-Terminus bilden die extrazellularen Be-
reiche. Diese spielen, neben den sieben Helices, flr die vorliegende Fragestellung
eine besondere Rolle, da die zu untersuchende allosterische Bindungsstelle inner-
halb dieses Bereiches lokalisiert ist.

Loop E1

Der erste extrazellulare Loop (E1) ist mit einer Lange von nur drei Aminosauren
sehr kurz. Vermutlich dient er daher auch nur zur Verbindung der zweiten
transmembranaren Helix zur dritten. Das bovine Rhodopsin besitzt an dieser
Position einen Loop gleicher Lange, Sekundarstruktur und Funktion. Es ist daher
sinnvoll, diese Struktur in das M.-Rezeptormodell zu Ubertragen [138].

Loop E2

Der zweite extrazellulare Loop stellt einen wichtigen Bereich fir die Untersuchung
der allosterischen Modulation dar. Innerhalb dieses Strukturelementes liegt eine,
zunachst nicht durch Punktmutationen identifizierte Bindungsstelle fir allo-
sterische Modulatoren. Als weiteres wichtiges Strukturelement enthalt diese
Schleife Cystein 176, das zusammen mit Cystein 96, die innerhalb der Familie A
konservierte Disulfid-Briicke ausbildet und im Bereich der allosterischen Bindungs-
stelle liegt [139]. Dieses Cystein teilt den Loop im M.-Rezeptor in zwei Abschnitte
von 14 und sechs Aminosauren. Eine vollstandige Ubertragung der Koordinaten
des Loops der Vorlage ist in diesem Fall aus mehreren Grinden nicht sinnvoll.
Zunachst unterscheidet sich die Aminosaureanzahl zwischen dem Loop in
Rhodopsin und im muskarinergen M2-Rezeptor um vier Aminosauren. Des
Weiteren unterscheiden sich auch die Sekundarstrukturvorhersagen und damit
auch die vermutliche Sekundarstruktur im Msy-Rezeptor. Der Einbau einer
Loopstruktur, wie sie im Rinderrhodopsin gefunden wurde, fihrte im M.-Rezeptor
zu einem vollstdndigen Verschluss der orthosterischen Bindungsstelle, die
zwischen den transmembranaren Bereichen zu finden ist. Diese Anordnung wirde
es schwierig machen die Kooperativitat zwischen den allosterischen Modulatoren
und den Orthosteren zu erklaren. Daher erscheint diese Loopgeometrie als eher

unwahrscheinlich.
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Aus dem bovinen Rhodopsin wurden daher nur die Koordinaten des konservierten
Cysteins der Disulfid-Briicke und der unmittelbar anschlieBenden Aminosauren
Ubertragen.

Zur Identifizierung von Turnstrukturen wurden die Aminosduren nach dem
Schema der Thornton Frequencies fir B-Turns abgesucht [140,141]. Demnach
bildet der Sequenzabschnitt EDGE, unmittelbar vor der Disulfid-Briicke, wahr-
scheinlich einen B-I'-Turn. Zur Uberpriifung dieses Postulates wurde der komplette
zweite extrazellulare Loop sowie die angrenzenden sechs Aminosduren der
helikalen Bereiche durch das Programm LOOPP untersucht. Hierbei wurden
sowohl die Helixenden als auch der vorhergesagte B-I’-Turn in Protein Data Bank-
Strukturen wieder gefunden. Die gefundenen Strukturmerkmale wurden dann beim
nachfolgenden Loopsearchim HOMOLOGY bericksichtigt [104].

Loop E3

Der dritte extrazellulare Loop wurde analog dem Vorgehen fir den zweiten extra-
zellularen Loop untersucht. In diesem Fall ist keine Ubertragung von Koordinaten
aus dem bovinen Rhodopsin méglich. Innerhalb des nur finf Aminosauren umfas-
senden Bereiches liegt wahrscheinlich ein -Turn des Typs IV vor, d.h. ein B-Turn,
der in keine der sonstigen Kategorien passt. Eine solche Struktur wurde auch
mehrfach innerhalb der besten Vorschlage des Loopsearches gefunden und fir
das Mzx-Rezeptormodell Gbernommen.

N-Terminus

Der hochflexible N-Terminus wurde ebenfalls auf Sekundérstrukturen untersucht.
Die Konsensus-Vorhersage aus PsiPred, LOOPP und SPLIT35 [142,143] beinhal-
tete ein kurzes B-Faltblatt sowie einen B-Turn Typ IV. Die Koordinaten wurden
daher zunachst Uber ein End-Repair zugeordnet und dann die Sekundarstruktur
der entsprechenden Aminosauren angepasst.
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4.1.3 Modellieren der intrazellularen Bereiche

Zur Vervollstandigung des Proteinmodells wurden als letztes die intrazellularen
Bereiche hinzugeflgt.

Loop I1

Der erste intrazellulare Loop 11 verbindet die Helices | und Il. Dieser Abschnitt
besitzt im Rhodopsin und im M.-Rezeptor keine genauer klassifizierte Sekundar-
struktur. Dies ist aufgrund seiner Lange, nur vier Aminosduren, auch kaum
moglich. Gegen ein Sekundarstrukturelement spricht auch seine Funktion, namlich
die einfache Verbindung der beiden Helices. Aufgrund dieser Ahnlichkeiten er-

scheint es sinnvoll die Struktur des Loops aus dem Rhodopsin zu Gbernehmen.

Loop 12

Die Lange des zweiten intrazellularen Loops (I2) unterscheidet sich von der des
bovinen Rhodopsins um eine Aminosaure. Eine Sekundarstruktur findet sich in
diesem Bereich von neun Aminosduren laut Vorhersage vermutlich auch nicht.
Der Abschnitt kann also sehr gut durch einen Loopsearch erganzt werden, wobei

die Enden jeweils tber die Helices Il und IV definiert werden.

Loop I3

Die intrazellularen Bereiche der G-Protein gekoppelten Rezeptoren umfassen
auch den Bereich der Signallbertragung. Im Falle der muskarinergen Rezeptoren
betragt die Lange dieses Abschnittes circa 150 Aminosauren. Wegen fehlender
Kenntnisse Uber eine sehr wahrscheinlich vorhandene strukturelle Gliederung und
einer zu groBen Lange wurde auf die Modellierung dieses Abschnittes verzichtet.
Um die Verbindung zwischen den Helices V und VI dennoch herzustellen, wurde
I3 durch einen Loop, der von 20 Alaninen gebildet wird, ersetzt. Eine solche Lange
erschien sinnvoll, um eine mdglichst natlrliche Bewegungsfreiheit der Helices
zueinander zu erlauben. Weitere begrenzende GrdBe ist die Loopsearch-Routine,

die nur fir 20 Aminosauren ausgelegt ist.
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C-Terminus

Im C-terminalen Ende des Rinderrhodopsins wurde eine weitere Helix, im Folgen-
den als Helix VIl bezeichnet, entdeckt. Fir den muskarinergen M»>-Rezeptor lasst
sich aufgrund von Sekundarstrukturvorhersagen eine &hnlich positionierte Struktur
erwarten. Es lassen sich in diesem Bereich auch einige homologe Aminosauren
im Sequenzvergleich identifizieren, so dass auch die achte Helix aus dem Rhod-
opsin in das Mx>-Modell lbernommen wurde. Der letzte Abschnitt des C-terminalen
Endes wurde abschlieBend Uber die Endrepair-Prozedur im HOMOLOGY-Modul
angefigt.

4.1.4 Bestimmung einer giinstigen
Seitenkettenkonformation

Das bisher beschriebene M,-Rezeptor-Modell beinhaltet bis jetzt nur das Protein-
rickgrat ohne Seitenketten. Diese wurden zunachst im HOMOLOGY-Modul des
Programmpakets INSIGHT Il hinzugeflgt, wobei eine virtuelle Mutation der Amino-
sduren stattfand. Dies bedeutet, dass fir identische Aminoséduren zunachst die
Seitenkettenkonformation der Vorlage Ubernommen wird. Unterscheidet sich die
Seitenkette der Vorlage von der des Zielproteins, so wird eine geeignete Konfor-
mation aus einer Bibliothek analog der nach Ponder und Richards ausgewahlt.
Zusatzlich wurde eine weitere Uberpriifung der Seitenkettenkonformation im Pro-
gramm SCWRL durchgefihrt. Hierbei wurden sehr &hnliche Konformationen

gefunden, die keine Verbesserung des Modells beinhalteten.
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4.2 Validierung des Rezeptormodells

Homologiemodelle missen nach ihrer Erstellung zundchst auf ihre Stabilitat hin
Uberprift werden. Die Stabilitat ist dabei auch von den jeweiligen Simulationsbe-
dingungen abhangig, die die Grundlage fir die spateren Untersuchungen bilden.
AnschlieBend erfolgt ein Vergleich mit experimentellen Daten, die sich auf die
allgemeine Protein-Geometrie beziehen.

In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene Ansétze zur Uberpriifung be-
ziehungsweise zur Erzeugung einer guten Proteingeometrie angewandt und mit-
einander verglichen, um die Eignung fir die Problemstellung und die Vergleich-
barkeit von Ergebnissen unter verschiedenen Bedingungen zu untersuchen.

4.2.1 Molekuldynamiksimulationen im Vakuum

Die Simulationen unter Vakuumbedingungen stellen die unnatirlichste Umgebung
fir einen membranstandigen Rezeptor dar, dessen transmembranare Helices sich
sonst ein einem System aus Phospholipiden mit weiteren eingelagerten Proteinen
befindet und dessen Loops sich in einer wassrigen Umgebung mit verschiedenen
lonen sowie auch Botenstoffen befinden. Andererseits sind Simulationen in einem
Vakuumsystem fiir verschiedene GPCRs als geeignet beschrieben worden und
auch diejenigen mit dem geringsten rechentechnischen Aufwand [144,145].

4.2.1.1 Energieminimierung

Das Rohmodell des muskarinergen M»>-Rezeptors sollte in dieser ersten Mini-
mierung von groben Stérungen wie zum Beispiel einer zu dichten Anordnung der
Seitenketten befreit werden. Hierzu wurde eine relativ grobe Minimierung vorge-
nommen, die nach 100 Zyklen steepest descent und folgenden 500 Zyklen
conjugate gradient ein Konvergenzkriterium von 0,5 kcal/A erreichte''. Dies ist
insofern ausreichend, als der Ramachandran-Plot (Abbildung 4-9), der fir die
Gute des Modells zunachst betrachtet wurde, schon tber 92% der Aminosauren in
den most favoured regions anzeigte. AuBerdem erschien eine sehr ausfihrliche

energetische Minimierungsprozedur nicht als sinnvoll, weil in der anschlieBenden

"' Die genauen Simulationsprotokolle aller Energieminimierungen und Molekiildynamiksimulationen

befinden sich im Anhang.
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Dynamiksimulation dem System wieder kinetische Energie zugefihrt wird, mit dem
Ziel, eventuelle unglnstige oder untypische Strukturen zu verandern.

Erreicht man auf der Energiehyperflache aber durch eine Minimierung ein tief ge-
legenes lokales oder sogar das absolute Energieminimum, so werden deutlich
héhere Energien beziehungsweise langere Simulationszeiten bendtigt.

Zur weiteren Uberpriifung der Proteinstruktur nach der Energieminimierung
wurden auch die wichtigen Sekundarstrukturen herangezogen. Der Vergleich mit
dem Rohmodell zeigte erwartungsgeman keine Abweichungen. Das Monomer A
der Kristallstruktur des bovinen Rhodopsins wurde in analoger Weise berechnet,
um eine Unterscheidung zwischen methodenbedingten und rezeptorbedingten

Veranderungen zu ermdglichen.
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Abbildung 4-9: Ramachandran-Plot des energieminimierten M,-Rezeptormodells

Es befindet sich nur eine einzige Aminosaure in den zusétzlich erlaubten
Bereichen und Uber 92 % innerhalb der am meisten favorisierten Bereiche,
so dass es sich um ein sehr gutes Modell handelt.
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4.2.1.2 Molekiildynamiksimulation

Im Laufe einer Moleklldynamiksimulation verandert sich die Proteinstruktur hin zu
einem energetisch glnstigeren Zustand. Um geeignete Simulationsbedingungen
zu finden, wurden zunachst Simulationen des Rinderrhodopsins durchgefihrt.
Hierbei stellte sich heraus, dass eine Riickhaltekraft von 200 kcal/A auf das Pro-
teinrlickgrat ausreicht, um die transmembranaren Bereiche zu stabilisieren. Ein
solches tethering des Backbones ist fir einen membranstandigen Rezeptor als
sinnvoll anzusehen, da diese Funktion in der natlrlichen Umgebung von der
Membran Gdbernommen wird. Als Temperatur wurden 310 K, d.h. Kérpertempera-
tur, gewahlt. AuBerdem wurde ein physiologischer pH-Wert von 7,4 eingestellt.
Dies bedeutet, dass Asparaginsaure und Glutaminsdure deprotoniert und Arginin
und Lysin in protoniertem Zustand vorliegen. Die oben beschriebenen Parameter
wurden dann auf das M.-Rezeptor-Modell Ubertragen und zeigten sich auch hier
als geeignet. Als Beurteilungskriterien wurden der Verlauf der potentiellen Energie
wahrend der Simulation, die root mean square deviation, der Ramachandran-Plot,
inklusive der Verteilung der ¥-, ®-, x-, und o-Winkel, und die Sekundarstruktur-
Veranderung beziehungsweise deren Erhaltung herangezogen. Die Beschrankung
auf die potentielle Energie des Proteins bietet den Vorteil, dass die Schwankungen
der kinetischen Energie, die durch kleinere Temperaturschwankungen wahrend
der Simulation entstehen nicht mitbetrachtet werden. Abbildung 4-10 zeigt den
typischen Verlauf einer 500 ps dauernden Molekildynamik-Simulation. Nach einer
Initialisierungsphase von 1 ps erreicht die potentielle Energie ein Maximum. Wah-
rend der anschlieBenden Equilibrierungsphase fallt die potentielle Energie bestan-
dig ab, bis sie schlieBlich ein Plateau erreicht, das eine energetisch stabile Posi-
tion aufweist.

Zur Ubersichtlicheren Darstellung der Daten wurden die einzelnen Energiepunkte
tber die Ermittlung eines gleitenden Mittelwertes vom Rauschen der Simulations-
bedingungen befreit. AnschlieBend wurde zur Bestimmung der mittleren poten-
tiellen Energie der Mittelwert der Messpunkte nach der Equilibrierung bestimmit.
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Zur Objektivierung der Equilibrierung wurde jeweils auch die Geradengleichung
innerhalb des Bereichs berechnet und die Equilibrierung erst akzeptiert, wenn die
Steigung weniger als 0,001% betragt und die Abweichung des Ordinatenabschnit-
tes vom gleitenden Mittelwert 0,1%'2.
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Abbildung 4-10: Verlauf der potentiellen Energie

Die einzelnen Werte der potentiellen Energie sind als rote Punkte dargestellt. Der
gleitende Durchschnitt, wird fir jeden auf der Abszisse aufgetragenen Wert als
Mittelwert von 40 Punkten auf der Ordinate um den jeweiligen abszissenwert
gebildet. Dieses Vorgehen entfernt das ,Rauschen® aus der potentiellen Energie, so
dass die ldentifizierung der Equilibrierung, die sich hier nach 200 ps einstellt,
erleichtert wird.

Betrachtet man die Abweichungen im Bereich des Proteinrlickgrates, so zeigen
diese einen analogen Verlauf. Nach einem zun&chst steilen Anstieg flacht die
Kurve zunehmend ab, bis sie ebenfalls ein Plateau erreicht, auf dem sich das
Backbone nur noch geringfligig in seiner Position zwischen aufeinander folgenden
frames unterscheidet (Abbildung 4-11).

'2 Dieses Vorgehen wird auch auf die energetischen Betrachtungen des M,-Rezeptormodells und
der Rezeptor-Ligand-Komplexe lbertragen.
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Abbildung 4-11: root mean square deviation des Proteinriickgrates

Die einzelnen Abweichungen des Proteinrlickgrates sind als blaue Punkte dar-
gestellt. Der gleitende Durchschnitt wird jeweils als Mittelwert von 28 Punkten um
den jeweiligen Punkt gebildet. Dieses Vorgehen entfernt das ,Rauschen” der rmsd-
Werte durch Schwingung, so dass die Identifizierung der Equilibrierung erleichtert
wird.

Zur weiteren Auswertung der Simulation wurde die Datensammelphase, also der
Bereich nach der energetischen und strukturellen Equilibrierung herangezogen. In
dieser MDS wurden die Strukturen nach 250 ps alle 500 fs entnommen. Die
erhaltenen 500 Konformationen wurden dann mittels des Programms NMRCLUST
[127] in Gruppen eingeteilt werden. Dies bietet den Vorteil einer deutlichen Daten-
reduktion, da ahnliche Strukturen aussortiert werden. AnschlieBend erfolgte eine
ausfuhrliche energetische Minimierung der reprasentativen Strukturen jedes
Clusters. Die energieminimierten Strukturen wurden dann strukturell Gberprift,
sowohl auf Qualitat, im Programm PROCHECK [123] als auch auf ihre Sekundar-
struktur im Programm STRIDE [131]. Das Ergebnis der Untersuchung mittels
PROCHECK zeigt Tabelle 4-2.
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Tabelle 4-2: Statistik des Ramachandran-Plots einer reprasentativen Struktur

Ramachandran-Plot Idealwert Modell

( /¥-Winkel-Verteilung)

Aminosauren in am meisten bevorzugten Regionen > 90 % 92,1 %

Aminosauren in der erlaubten Regionen 71 %

Aminosauren in zusétzlich erlaubten Regionen 0,8 %

Aminosauren in verbotenen Regionen 0 %
G-Faktoren

Torsionswinkel Bindungslangen und —winkel des

Proteinriickgrates

d-Winkelverteilung -0,24 Bindungslangen 0,2

x1-/x2-Winkelverteilung -0,27 Bindungswinkel -0,43

x1-Winkel -0,2

X3/ xa-Winkel 0,52

o-Winkel 0,48

Torsionswinkel gesamt -0,11 Bindungsparameter gesamt -0,16

G-Faktor gesamt -0,08

Ein struktureller Vergleich der Proteingeometrien zeigte, dass die helikalen Be-
reiche sich untereinander kaum unterscheiden. Im Vergleich zur Ausgangsstruktur
sind Veranderungen vor allem im Bereich von Helix IV, V und VI zu beobachten
(Abbildung 4-12).

Die vierte transmembranare Helix wurde in der Sekundarstrukturvorhersage Gber-
wiegend als etwas kurzer als im Rhodopsin beschrieben. Daher ist die Verklrzung
dieser Helix nach der Molekuldynamiksimulation als durchaus sinnvoll anzusehen.
Eine Veranderung der Helices V und VI findet am Ubergang zum dritten intrazellu-
laren Loop statt. An dieser Stelle befinden sich diejenigen Aminosauren, die far
den Ubergang in den aktiven Zustand verantwortlich zu sein scheinen [30]. In
diesem Bereich liegt auch das hochkonservierte DRY-Motiv, das sich im M;-
Rezeptor an den Positionen 120-122 befindet. Zwischen Aspartat 120, Arginin 121
und Glutamat 382 in Helix VI besteht die Mdglichkeit der Ausbildung von Salz-
briicken, deren fehlende Ausbildung zu einer konstitutiven Aktivitat fihrt. Wahrend
der MDS des leeren Rezeptormodells unter Vakuumbedingungen wurde diese
doppelte Salzbriicke, je nach Ausgangskonformation der Seitenketten in unter-
schiedlicher Haufigkeit beobachtet.
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Fehlte diese Salzbriicke zeigte das Rezeptorprotein allerdings in den Simulationen
auch keine deutlichen Veranderungen der Konformation in Richtung einer aktiven
Form.

Die interhelikalen Wasserstoffbriickenbindungen, die in der Kristallstruktur des
Rinderrhodopsins mdéglich sind, werden auch im Modell des M,-Rezeptors erhal-
ten. Sie verbinden Helix | mit den Helices Il und VII sowie mit dem C-Terminus.
Helix Il tritt in Verbindung mit Helix IIl, IV und VII. Die dritte transmembranére Helix
ist mit den Helices VI und VIl verbunden, im Unterschied zum Rhodopsin, bei dem
Helix 1ll mit den Helices IV, V und VII verbunden ist. Wasserstoffbriicken-
bindungen verbinden auch die Helices VI und VII sowie die siebte Helix und den
C-Terminus.

Abbildung 4-12: Uberlagerung der Startstruktur mit der minimierten Endstruktur

Die transmembranaren Helices sind als Réhren dargestellt, wobei die
Ausgangsstruktur orange geféarbt ist, die Endstruktur rot. Turnstrukturen
sind als blaue Pfeile markiert, B-Faltblattstrukturen nicht vorhanden. Die
Bander zeigen den Verlauf des Proteinriickgrates. Urspriinglich helikale
Bereiche sind rot, die intrazellularen Loops sowie der N-Terminus und der
erste extrazelluldre Loop grau, der zweite extrazelluldre Loop griin / cyan
und der dritte extrazelluldre Loop gelb eingeférbt.
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4.2.2 Molekuldynamiksimulationen in einer
membranahnlichen Umgebung

Die Simulation eines membranstéandigen Rezeptors in einer membran&hnlichen
Umgebung bietet den Vorteil einer genaueren Wiedergabe der natirlichen Umge-
bung. So entfallen die im Vakuum notwendigen Rlckhaltekrafte auf das Protein-
rickgrat. Als einfaches Membranmodell dient eine Umgebung aus 3-Phasen, einer
zentralen Tetrachlorkohlenstoffschicht und zwei wéassrigen Schichten. Die extra-
zellulare und intrazellulare Wasserschicht wird durch die Zugabe von Natrium- und
Chlorid-lonen auf physiologische Bedingungen eingestellt. Die Simulation eines
definierten pH-Wertes ist jedoch zu aufwéandig, so dass hier wie bei den Vakuum-
rechnungen die sauren Aminosauren als deprotoniert und die basischen
Aminosauren als protoniert betrachtet werden. Zum Aufbau der lipophilen Schicht
ist Tetrachlorkohlenstoff geeignet, da er neben Lennard-Jones-Wechselwirkungen
keine weiteren Kontakte mit dem Protein ausbildet und sich somit ahnlich verhalt
wie die Phospholipidketten einer Biomembran. Zur Berechnung der Schichtdicke
der Tetrachlorkohlenstoff-Phase mussen die fehlenden hydrophilen Kopfgruppen-
bereiche der Phospholipide berlcksichtigt werden. Die Tetrachlorkohlenstoff-
schicht besitzt daher eine Dicke zwischen 22—29 A. Im GROMACS-Kraftfeld sind
fir Tetrachlorkohlenstoff keine Parameter definiert. Das Kraftfeld wurde daher
durch Atomtypen fir den Kohlenstoff (CCL) und das Chlor (CLC) ergéanzt. Die
Parameter hierfir wurden teils aus dem TRIPOS-Kraftfeld teils aus dem
GROMOS96-Kraftfeld Ubertragen. Zuséatzlich wurden die Partialladungen sowie
auch die Bindungslangen quantenchemisch berechnet. Nach dieser Ergéanzung
wurde zunachst eine reine Tetrachlorkohlenstoff-Box auf ihre physikalischen
Eigenschaften hin untersucht, danach dann eine Box mit einem Wasser/Tetra-
chlorkohlenstoff-Gemisch. Diese Vorarbeiten zeigten, dass die physikalischen
Parameter gut wiedergegeben werden kdnnen und keine Mischung sondern eine
Phasenbildung stattfindet. Die Eigenschaften der erganzten Parameter ent-
sprechen den physikalischen und chemischen Gegebenheiten. Im Folgenden wird
diese Simulationsumgebung als 3-Phasen-Box bezeichnet. Abbildung 4-13 zeigt
das Mx-Rezeptormodell in der Simulationsumgebung.
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Abbildung 4-13: M,-Rezeptormodell in einer 3-Phasenbox aus Wasser und

Tetrachlorkohlenstoff

Das Proteinrickgrat des Mo-Rezeptormodells ist als Band dargestellt. Zuséatzlich
sind die helikalen Strukturen als rote Rdhren dargestellt. Der Tetrachlorkohlen-
stoff ist als gelbe CPK-Struktur eingezeichnet, Wasser in blau. Die enthaltenen
Natrium- und Chlorid-lonen sind magenta bzw. griin eingeférbt.
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Zur Verminderung des Rechenaufwandes und zur Vermeidung von Wandeffekten
wurden die im Folgenden beschriebenen Simulationen unter periodischen Rand-
bedingungen durchgefihrt. Diese bieten den Vorteil, dass eine deutlich groBere
Lésungsmittelumgebung durch Spiegelung der real simulierten Box vorhanden ist.
Es muss allerdings bei der Boxgr&Be bertcksichtigt werden, dass sich in diesen
Boxen ebenfalls ein Protein befindet, mit dem keine Wechselwirkungen einge-
gangen werden sollen. Um weitreichende Lennard-Jones-Wechselwirkungen zu
verhindern muss daher die Box mindestens einen Abstand von 5 A zur Protein-
oberflache aufweisen. Die Langen der X-Achse und die Y-Achse wurden daher auf
64 A, die Lange der Z-Achse auf 99 A festgelegt. Die Simulationsparameter der 3-
Phasen-Box sind in Tabelle 4-3 aufgelistet.

Tabelle 4-3: Simulationsbedingungen der 3-Phasenbox

Zeitschritt / ps 0,002
Anzahl Schritte 2.500.000
Cut-off / nm 0,9

Methode zur Berechnung der | PME
Coulombwechselwirkungen
Coulomb Cut-off / nm 0,9

Methode zur Berechnung der | Cut-off
Lennard-Jones-

Wechselwirkungen

LJ-Cut-off / nm 0,9

Temperatur / K 310

Druck / bar 1,0

Constraints Bindungen zwischen

Wasserstoffen und
schweren Atomen

4.2.2.1 Energieminimierung und Strukturoptimierung

Als Ausgangsstruktur diente das Rohmodell des muskarinergen M,-Rezeptors. Es
wurde anhand der in Kapitel 4.1.1 beschriebenen Vorhersagen der transmembra-
naren Bereiche innerhalb der 3-Phasen-Box positioniert. AnschlieBend wurde eine
steepest descent Minimierung von 1000 Schritten durchgefiihrt, so dass sehr un-
gunstige Kontakte aufgehoben wurden. Trotzdem enthielt die Proteinstruktur deut-
lich mehr untypische Positionen als die im Vakuum minimierte Struktur.
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Eine weitere Minimierung mit der conjugate gradient Methode flihrte zu keiner
strukturellen Verbesserung. Daher wurde ein Protokoll aus mehreren kurzen Mole-
kildynamiksimulationen zur Strukturoptimierung benutzt. Bei dieser Vorgehens-
weise wurde auf die Backbone-Atome der sieben Helices langsam abnehmende
Ruckhaltekrafte gelegt. Die Ergebnisse der Analyse durch das Programm
PROCHECK waren trotzdem im Vergleich zu der im Vakuum erhaltenen Struktur
deutlich schlechter. Eine weitere Verbesserung der Struktur war unter Verwen-
dung von Rickhaltekraften nicht mdéglich. Innerhalb der freien MDS ist es
allerdings mdglich, dass sich unglnstige Kontakte bzw. untypische Winkel
innerhalb des Proteinriickgrates zu typischen verandern. Eine solche Optimierung
wurde im Rahmen anschlieBenden der molekildynamischen Untersuchungen
auch beobachtet, ist aber im abgebildeten Ramachandran-Plot noch nicht berlick-
sichtigt, sondern wird erst innerhalb der Equilibrierungsphase der MDS durchge-

fuhrt und dort beschrieben.
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Abbildung 4-14: Ramachandran-Plot des M,-Rezeptormodells in der 3-Phasenbox

Die Proteinstruktur wurde zunachst in der 3-Phasenbox minimiert und anschlie-
Bend in der Simulationsumgebung vorequilibiert.
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4.2.2.2 Molekiildynamiksimulation

Die Molekildynamiksimulation erfolgte, analog zu derjenigen im Vakuum, bei
310 K, wobei aufgrund der GréBe des Systems mit 5 ns eine deutlich langere
Simulationsdauer nétig ist. Eine Rickhaltekraft auf das Proteinrlickgrat ist unter
diesen Bedingungen nicht notwendig.

Die Analyse erfolgte zunachst wieder Uber eine energetische Auswertung, bei der
die potentielle Energie des Systems und die potentielle Energie des Proteins
betrachtet wurden. Nach einer Simulationsdauer von 1 ns stellte sich die energe-
tische Equilibrierung ein. Die Beurteilung der Equilibrierung erfolgte ebenfalls nach
der root mean square deviation des Proteinrlickgrates, die ebenfalls nach 1 ns ein
erstes Plateau erreicht, dieses nach einer weiteren Nanosekunde aber wieder
verlasst, um ein weiteres Plateau nach 3 ns Simulationsdauer zu erreichen.
Danach blieb der rmsd-Wert bis zum Ende der Simulation bei 5 ns stabil. Die
Fluktuation der Schichtdicke des Tetrachlorkohlenstoffs wurde ebenfalls beobacht-
et, um eine zu groBe Ausdehnung oder eine zu starke Kontraktion der lipophilen
Schicht zu vermeiden. In Bezug auf diese Schicht wurde der Wert der Endstruktur
mit 26,6 A bestimmt, der im Sollbereich zwischen 25 und 28 A liegt. Die Ausdeh-
nung der Tetrachlorkohlenstoffschicht entspricht damit der Schichtdicke der Sei-
tenketten einer Phospholipidmembran ohne die geladenen Kopfgruppen.

Zur Vermeidung von Spitzen beziglich des Boxinnendrucks wurde mit einer
Druckanpassung nach Berendsen gearbeitet. Die Anpassung flhrte im Laufe der
Dynamiksimulation nur zu einer geringen Abweichung von der AusgangsgréBe der
3-Phasen-Box. Eine Auswertung des Innendrucks zeigte einen konstanten Druck
von 1 bar allerdings mit simulationsbedingten Abweichungen vom Mittelwert. Das
simulierte 3-Phasen-System ist demnach stabil und geeignet, die Membranumge-
bung eines Proteins zu ersetzten. Zur strukturellen Auswertung der Proteinkonfor-
mation wurden nach der Equilibrierungsphase in Abstanden von 10 ps Strukturen
aus der Dynamiksimulation extrahiert und durch das Programm NMRCLUST
analysiert. Die reprasentativen Strukturen der einzelnen Cluster wurden energe-
tisch minimiert und noch einmal auf ihre Ahnlichkeit hin (iberpriift. Im Anschluss
wurden die erhaltenen zwei Strukturen sowohl auf ihre Qualitét als auch auf ihre
Sekundérstrukturmerkmale Uberprift.
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Die Ergebnisse des PROCHECKS waren besser als vor der Moleklldynamik-
simulation, so waren nur noch finf Aminosauren in nicht erlaubten beziehungs-
weise im Allgemeinen erlaubten Bereichen vorhanden (Tabelle 4-4). Insgesamt ist
die Qualitat des Modells als gut anzusehen, da tiber 90 % der Aminosauren sich in
den am meisten favorisierten und zusatzlich erlaubten Regionen befinden.

Tabelle 4-4: Statistik des Ramachandran-Plots der reprasentativen Strukturen aus der

Dynamiksimulation

Ramachandran-Plot Idealwert Modell

( /¥-Winkel-Verteilung)

Aminosauren in am meisten bevorzugten Regionen  >90 % 88,2 %

Aminosdauren in der erlaubten Regionen 10,1 %

Aminosauren in zuséatzlich erlaubten Regionen 0,3 %

Aminosauren in verbotenen Regionen 1,4 %

G-Faktoren

Torsionswinkel Bindungslédngen und —winkel
des Proteinriickgrates

d-Winkelverteilung -0,25 Bindungslangen 0,22

x1-/x2-Winkelverteilung  -0,51 Bindungswinkel -0,06

x1-Winkel -0,04

X3/ xa-Winkel 0,60

o-Winkel -0,8

Torsionswinkel gesamt  -0,45 Bindungsparameter -0,06
gesamt

G-Faktor gesamt -0,24

Der G-Faktor, der neben den Phi- und Psi-Winkeln auch die Omega- und Zeta-
Winkel, unglnstige Kontakte der Seitenketten und Wasserstoffbriickenbindungen
berlcksichtigt, wurde von -1,1 auf -0,24 deutlich verbessert und liegt jetzt oberhalb
des Standardwertes von -0,5. Eine genauere Untersuchung der Aminosauren in
den unerlaubten Regionen zeigte, dass es sich dabei mit Valin 94 (E1), Isoleucin
158 (TM IV / E2) , Aspartat 173 (E2) und Cystein 303 (C-Terminus) ausschlieBlich
um Aminosauren angrenzend an die Loop-Regionen, in den Loop-Regionen
beziehungsweise des C-Terminus handelt. Diese Abschnitte sind in Proteinen als
sehr flexibel anzusehen und lassen sich daher schlechter mit den, aus starren

Kristallstrukturen abgeleiteten, Parametern beschreiben.



4 DURCHFUHRUNG UND ERGEBNISSE 93

Die Koordinaten der Vorlage, der A-Kette des Rinderrhodopsins, weisen, an den in
unerlaubten Bereichen liegenden Aminosauren der Modellstruktur, schon &- und
Y-Winkel in den zusatzlich erlaubten Regionen auf. Eine Ausnahme bildet hierbei
Aspartat 173, dessen Ursprungskoordinaten nicht aus der Kristallstruktur des
bovinen Rhodopsins resultieren, sondern aus einem Loopsearch. Betrachtet man
zusatzlich die Position, in der Nahe der konservierten Disulfid-Bricke und die um-
gebende Sequenz mit Glutamat 172 und Glutamat 175 so finden sich in der
Protein Data Bank zwar ahnliche Strukturen, aber auch diese weisen keine ty-
pische ®- und ¥-Winkel-Verteilung auf, sondern erzeugen im PROCHECK uner-
laubte Bereiche.

Die sieben transmembranaren Helices sind in ihrer Lange erhalten geblieben,
wobei sich in einigen Bereichen andere Kinks'® ausgebildet haben (Abbildung
4-15).

Abbildung 4-15: Uberlagerung der Ausgangsstruktur und einer Clusterstruktur

Die Helices der Ausgangsstruktur (orange) zeigen eine &hnliche
Orientierung wie nach der MDS (rot), wobei sich die Kinks (blau)
voneinander unterscheiden.

¥ Kinks sind Knicke innerhalb einer helikalen Struktur, zum Beispiel verursacht durch

strukturbrechende Aminosauren wie Prolin oder Alanin.
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Diese Veranderungen sind zum Beispiel im Fall der siebten Helix auf die An-
haufung von aromatischen Aminosauren zurtickzuflhren, die deutlich mehr Raum
beanspruchen als die im Rhodopsin vorhandenen Aminosauren. Innerhalb des
verklrzten dritten intrazellularen Loops bildet sich teilweise eine zusatzliche Helix
aus. Hinweise auf eine solche Struktur gibt auch eine Sekundarstrukturvorhersage
fir diesen Loop-Bereich. Im Bereich der anderen intrazellularen Loops und des
C-Terminus finden sich nur minimale Abweichungen von der Sekundarstruktur des
Rohmodells. Das gleiche gilt fir den N-Terminus sowie den ersten und dritten
extrazellularen Loop. Die Sekundérstruktur des zweiten extrazellularen Loops
zeigt zwei unterschiedliche Erscheinungsbilder, die Gber den Simulationszeitraum
alternierend auftreten. So kann sowohl ausgehend von Thr 170 bis Tyr 177 ein
B-Hairpinturn mit zwei B-Faltblattstrukturen gefunden werden, als auch verschiede-
ne B-Turntypen ohne eine P-Faltblattstruktur. Die beiden mdglichen Strukturen
sind in Abbildung 4-16 dargestellt.

Abbildung 4-16: Typische Strukturen wahrend der MDS in der 3-Phasenbox

Das Proteinrickgrat ist als Band dargestellt. Die intrazellularen Loops, der erste
extrazellulare Loop und der N-Terminus sind grau gefarbt, die transmembra-
naren Bereiche rot, der zweite extrazellulare Loop cyan / griin, der dritte
extrazellulare Loops gelb. Sekundarstrukturen sind nach der Methode von
Kabsch und Sander dargestellt. Rote Réhren symbolisieren Helices, blaue Pfeile

Turn-Strukturen und gelbe Pfeile B-Faltblatter.
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4.2.3 Molekuldynamiksimulationen in einer
Phospholipidmembran

Die Simulation des muskarinergen M,-Rezeptormodells in einer Phospholipid-
membran stellt den Ansatz dar, der den realen Bedingungen am ahnlichsten ist.
Das Modell und die Parameter der Membran wurden in unserer Arbeitsgruppe von
C. Anézo erstellt und validiert [146]. In diesem Modell sind 128 Molekile
Diphosphatidylcholin (DPPC) vorhanden, die senkrecht zur Membranebene auf
einer Flache von 64 x 64 A verteilt sind. Diese GroBe der Box erlaubte es das M,-
Rezeptormodell ohne eine wesentliche Veranderung der Phospholipidschicht in
der Box zu positionieren. Um Platz fir das Protein zu schaffen wurden 33 DPPC-
Molekille aus der Box entfernt und die wéssrigen Schichten oberhalb und
unterhalb der DPPC-Doppelschicht aufgrund der gréBeren Ausdehnung des
Proteins erganzt werden. Die Boxlange entlang der Lipidketten wurde wie bei der
3-Phasen-Box auf 99 A festgesetzt. Der physiologische pH-Wert wurde, wie bei
den vorherigen Simulationsbedingungen beschrieben, erzeugt. Es wurden
ebenfalls Natrium- und Chlorid-lonen sowohl zum Ladungsausgleich aus auch zur
Erzeugung physiologischer lonenkonzentrationen hinzugefiigt. Eine Ubersicht
Uber die Zusammensetzung der Simulationsbox gibt Tabelle 4-5.

Tabelle 4-5: DPPC-Membran mit dem M,-Rezeptormodell

Protein 312 Aminosauren
Diphosphatidylcholin (DPPC) | 95 Molekile

Wasser 8132 Molekule
Chlorid-lonen 31 CrI

Natrium-lonen 23 Na*

BoxgrdBe 62,9 x 62,9 x 102,9 A°

4.2.3.1 Energieminimierung und Strukturoptimierung

Die energetische Minimierung des Systems erfolgte wie oben schon beschrieben
zunachst nach einem steepest descent Algorithmus. Auch in diesem Fall flhrte
eine anschlieBende conjugate gradient Minimierung zu keiner Verbesserung der
Proteinstruktur, sondern im Gegenteil zu einer Auflésung der helikalen Struktur

innerhalb der transmembranaren Bereiche.
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Daher wurde die Optimierung der Startstruktur mit Hilfe mehrer kurzer Molekdl-
dynamiksimulationen bei abnehmenden Ruickhaltekraften auf das Protein und
anschlieBend auf das Proteinriickgrat der Helices durchgefiihrt. Dieses Vorgehen
bietet den umgebenden L&sungsmittelmolekilen beziehungsweise den Phospho-
lipidketten die Mdglichkeit sich besser an das Protein im Inneren der Box anzupas-
sen, ohne die vorhandenen Sekundarstrukturen zu zerstéren. Es war allerdings
nicht moéglich, die Aminosauren in unerlaubten Bereichen vollstandig zu entfernen.
Die GrdBe der Box passte sich ebenfalls an, denn durch die Entfernung der
DPPC-Molekile entstand zunéachst ein kleiner Leerraum zwischen Membran und
Protein, der wahrend der Equilibrierungsphase geschlossen wurde (Abbildung
4-17).

Abbildung 4-17: M,-Rezeptormodell in einer Phospholipidmembran

Das Proteinmodell ist mit seinen Sekundarstrukturelementen dargestellt:
Helices: rote Rohren, Turn-Strukturen: blaue Pfeile, Coiled-Coil: grine
Bander. Die Seitenketten des Diphosphatidylcholins sind gelb gefarbt, die
Stickstoffe der Cholinkopfgruppe blau, die Sauerstoffe rot. Der wéssrige
Extrazellularraum (oben) und Intrazellularraum (unten) sind blau geféarbt, die
zum Ladungsausgleich bzw. zur Einstellung einer physiologischen Lésung

benbtigten Chlorid-lonen griin, die Natrium-lonen magenta.
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4.2.3.2 Molekiildynamiksimulation
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Zur Prifung der Stabilitit der Rezeptorgeometrie wurde eine Molekildynamik-

simulation bei 310 K durchgefihrt. Analog zur Simulation in der 3-Phasen-Box

sind auch in diesem System keinerlei Rickhaltekrafte auf die helikalen Bereiche

des Proteins notwendig. Bis zur energetischen Equilibrierung bendtigte das

System eine Simulationsdauer von ungeféahr 2 ns (Abbildung 4-18). Die potentielle

Energie der Membranumgebung betragt nach der Equilibrierung durchschnittlich

-419.770,52 kJ/mol'.
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Abbildung 4-18: Verlauf der potentiellen Energie des Membransystems

5000

Das Membransystem ist nach 2 ns energetisch equilibriert, entsprechend

den in Abschnitt 4.2.1.2 beschriebenen Definitionen.

'* Im Programmpaket GROMACS werden die Energiewerte in kJ/ mol angegeben, im Unterschied

zu FDISCOVER, das diese Werte in kcal/mol angibt. Da die Energiewerte aus unterschiedlichen

Kraftfeldern nicht miteinander verglichen werden kdnnen, wurde auf eine Umwandlung verzichtet.
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Zu diesem Zeitpunkt erreicht die root mean square deviation ebenfalls einen
Plateauwert, der eine Equilibrierung des Systems anzeigt. Die Abweichung des
Backbones wird im Programm GROMACS in nm angegeben, da die Werte aber
leicht zu vergleichen sind wurden sie nicht in A, der Einheit die FDISCOVER ver-
wendet, umgewandelt um auch die Unterschiede zwischen den verwendeten

Software-Paketen leichter kenntlich zu machen.
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Abbildung 4-19: rmsd-Wert im Verlauf der MDS in der Membran

Die Membranumgebung zeigte sich auch im weiteren Simulationsverlauf stabil und
entsprechend den untersuchten physikalischen Parametern.

Zur Untersuchung der Proteinkonformation nach der Equilibrierung wurden 200
Strukturen aus den letzten 2 ns der Simulation in regelmaBigen Abstadnden extra-
hiert und Uber das Programm NMRCLUST in Familien eingeteilt. Die Struktur-
analyse der schweren Atome zeigte insgesamt 29 Familien unterschiedlicher
GroBe, wobei eine Reduktion der Daten auf insgesamt 15 Familien flr die weitere
Analyse moglich war, da eine statistisch ausgewogene Verteilung Uber den ge-

samten Zeitraum vorliegt.
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Nach einer ausfihrlichen Minimierung wurden die Proteinstrukturen nochmals mit-
einander verglichen, wobei nur noch 3 unterschiedliche Konformationen erhalten
wurden, die sich innerhalb der helikalen Bereiche zwischen 0,67 und 0,88 A
unterscheiden. Diese Abweichung innerhalb der transmembrandren Helices ist
vernachlassigbar klein sowohl gegenuber den Abweichungen von der Ausgangs-
struktur mit 3,6 A als auch gegenulber der Auflésung der Rhodopsinkristallstruktur
mit 2,8 A.

Die stereochemischen Parameter sind gegentber der Ausgangstruktur verbessert.
Es befinden sich zwar immer noch 4 Aminosauren in den verbotenen Bereichen,
aber auch 81,2 % in der am meisten bevorzugten Regionen und weitere 15,6 % in
den zusatzlich erlaubten Regionen. Der G-Faktor weist mit -0,26 ebenfalls auf eine

gute Proteinstruktur hin.

Tabelle 4-6: Statistik des Ramachandran-Plots der reprasentativen Struktur aus der MDS

Ramachandran-Plot Idealwert Modell

( @/¥-Winkel-Verteilung)

Aminosauren in am meisten bevorzugten Regionen > 90 % 81,2 %

Aminosdauren in der erlaubten Regionen 15,6 %

Aminosauren in zuséatzlich erlaubten Regionen 1,7 %

Aminosauren in verbotenen Regionen 1,4 %

G-Faktoren

Torsionswinkel Bindungslangen und —winkel des
Proteinriickgrates

d-Winkelverteilung -0,46 Bindungslangen 0,23

x1-/x2-Winkelverteilung -0,44 Bindungswinkel -0,15

x1-Winkel -0,05

X3/ xa-Winkel 0,56

o-Winkel -0,76

Torsionswinkel gesamt -0,46 Bindungsparameter gesamt 0,00

G-Faktor gesamt -0,26

Bei den Aminos&auren in den nicht erlaubten Bereichen handelt es sich um Leucin
12 (N-Terminus), Leucin 91 (E1), Phenylalanin 161 (E2) und Phenylalanin 195
(TM V). Die unerlaubten Aminosauren innerhalb der Loopstrukturen und des
N-Terminus sind als wenig problematisch anzusehen. Phenylalanin 195 befindet
sich allerdings in der Nahe eines Teils der orthosterischen Bindungsstelle und

bedurfte daher einer ndheren Betrachtung.



100 4.2.3 MOLEKULDYNAMIKSIMULATIONEN IN EINER PHOSPHOLIPIDMEMBRAN

Hierflr wurde zusatzlich eine reprasentative Struktur des M>-Rezeptormodells mit
Scopolamin innerhalb der orthosterischen Bindungsstelle herangezogen.

Diese Struktur bietet den Vorteil, dass die Bindungstasche von einem groBen
Liganden besetzt ist und es daher den umgebenden Aminosduren nicht mehr
moglich ist, sich in den entsprechenden Hohlraum einzulagern und damit einen
Teil der finften transmembranaren Helix aufzulésen und sich in einen unglnstigen
Konformationsraum zu begeben. Nach dem Einflgen des M»-Rezeptormodells
befindet sich, im Gegensatz zum ligandbesetzten Rezeptor, im Inneren des
Proteins zunachst eine artifizielle Licke, die erst wahrend der MDS von Wasser-
molekilen ausgeflllt wird. Die Scopolamin-besetzte Struktur zeigte keine
Aminosauren der TMs in unerlaubten Regionen, so dass die untypische Position
von Phenylalanin 195 als Artefakt aus der Einflgung des Proteins in die Membran
angesehen werden kann.

Nach Analyse der Sekundarstrukturmerkmale bestatigte sich die Aussage, dass
die drei verbliebenen Familien in eine einzige zusammengefasst werden kénnen.
Die Langen der Helices unterscheiden sich maximal um ein oder zwei Amino-
sauren und auch die Auspragung von B-Turns und y-Turns sowie die Turntypen
unterscheiden sich kaum. Abbildung 4-20 zeigt die Uberlagerung der Start- und
Endstruktur.

Bezlglich der Helices sind nur geringe Unterschiede zu erkennen, allerdings ist
deutlich die Auflésung der flnften Helix im Bereich von Phenylalanin 195 zu

sehen.
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Abbildung 4-20: Uberlagerung der Startstruktur mit der minimierten Endstruktur

Die transmembranaren Helices sind als Rohren dargestellt, wobei die Ausgangs-
struktur orange gefarbt ist, die Endstruktur rot. Turnstrukturen sind als blaue Pfeile
markiert, B-Faltblattstrukturen nicht vorhanden. Die Bénder zeigen den Verlauf des
Proteinrlckgrates. Urspringlich helikalen Bereiche sind rot, die intrazellularen Loops
sowie der N-Terminus und der erste extrazelluldre Loop grau, der zweite extra-
zellulare Loop griin / cyan und dritte extrazellulare Loop gelb eingefarbt.
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4.2.4 Konformationsvergleich

Die Konformationen des M.-Rezeptormodells, die unter den drei sehr unterschied-
lichen Simulationsbedingungen erhalten wurden, wurden nun auf Unterschiede
und Gemeinsamkeiten hin untersucht. Hierfir wurden jeweils die energiemini-
mierten reprasentativen Strukturen der Clusteranalyse miteinander verglichen. Ein
solches Vorgehen besitzt den Vorteil, dass nur wenige typische Konformationen

miteinander verglichen werden und der Datensatz somit sehr Ubersichtlich bleibt.

Das erste Kriterium, das flr den Vergleich herangezogen wurde, war die
Abweichung der dreidimensionalen Struktur Uber die root mean square deviation.
Dabei wurde zunachst die Abweichung des Proteinrtickgrates innerhalb der trans-
membranaren Helices betrachtet. Zur Beurteilung der Unterschiede wurde
auBerdem auch die Aufldsung der Kristallstruktur des Rhodopsins von 2,8 A
herangezogen. Die Auflésung der Kristallstruktur gibt die Unschéarfe beziehungs-
weise die Ungenauigkeit der Vorlage wieder, die das darauf basierende Modell
nattirlich ebenfalls beinhaltet. Tabelle 4-7 listet die rmsd-Werte aller energetisch
minimierten repréasentativen Strukturen der unter den oben beschriebenen

Bedingungen erhaltenen Modelle auf.

Tabelle 4-7: Vergleich der Abweichungen in den TM-Bereichen in A

3-Pha- 3-Pha- Membran Membran Membran Rhodopsin
sen-Box sen-Box 1 2 3
1 2
Vakuum 3,35 3,23 3,25 3,38 3,36 2,79
3-Phasen- 1,13 4,27 4,48 4,34 3,71
Box 1
3-Phasen- 4,11 4,29 417 3,59
Box 2
Membran 1 0,88 0,68 3,59
Membran 2 0,80 3,62
Membran 3 3,68

Die gréBten Abweichungen innerhalb der helikalen Bereiche finden sich mit 4,11
bis 4,48 A zwischen den Modellen aus der Phospholipid-Memban und denjenigen
aus der 3-Phasen-Box. Das reprasentative Modell bei Vakuumbedingungen stellt
mit einer Abweichung von 3,23 bis 3,38 Aim Vergleich zu den Gbrigen M»>-Rezep-

torstrukturen eine Kompromissstruktur dar.
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Die Kiristallstruktur des bovinen Rhodopsins zeigt den geringsten Unterschied zu
der unter Vakuum-Bedingungen erhaltenen Struktur. Somit sind die tbertragenen
Koordinaten der Vorlage, in Bezug auf das Proteinriickgrat am besten erhalten
geblieben. Unter Berlcksichtigung der Unscharfe der Kristallstruktur weisen die in
der 3-Phasen-Box und der Phospholipidmembran erhaltenen Strukturen allerdings
ebenfalls nur eine geringe Veranderung des Proteinrlickgrates von unter 1 A auf.

Neben der Ausrichtung der Helices zueinander, die sich in der Erhaltung des
Proteinbackbones spiegelt, leisten auch die interhelikalen Kontakte der Seiten-
ketten sowie auch des Backbones einen Beitrag zur Stabilisierung der Rezeptor-
konformation. Als HilfsgréBe fir diese Wechselwirkungen bietet sich zum einen
die Gesamtanzahl der innerhalb des Proteins ausgebildeten Wasserstoffbriicken-
bindungen an, zusatzlich wurden auch die einzelnen Kontakte zwischen den
Helices der M>-Rezeptormodelle mit denen der Kristallstruktur des Rinderrhod-
opsins verglichen. Die durchschnittliche Gesamtanzahl der Wasserstoffbriicken-
bindungen innerhalb des Mx-Rezeptormodells unterscheidet sich zwischen den
einzelnen Simulationsumgebungen kaum. Unter Vakuumbedingungen betragt sie
256, ebenso wie bei der Simulation in der 3-Phasen-Box. In der Membran-
umgebung finden sich mit 252 Wasserstoffbrickenbindungen innerhalb des
Proteins durchschnittlich vier Kontakte weniger. Dieser Unterschied von 1,5 % ist
allerdings dann zu vernachlassigen, wenn alle fir die Struktur wichtigen Kontakte
zwischen und innerhalb der Helices erhalten bleiben. Um diese Uberpriifung
durchzufihren wurden zunéachst die interhelikalen Wasserstoffbriickenbindungen

im bovinen Rhodopsin bestimmt. Im Rinderrhodopsin .

ist die erste transmembranare Helix mit den Helices ,.’

I, VIl und VIl verbunden. Der dritte transmem- ‘ ........... ®
brandre Bereich bildet die zentrale Helix und geht ‘
Interaktionen mit den Helices II, IV, V und VII ein. . ::: : ‘
Der flexibelste Bereich in Bezug auf die Anordnung ‘ """"

der Helices ist im Rhodopsin zwischen den Helices Abbildung 4-21: Interhelikale
IIl, V und VI, in dem sich auch die Retinal-Bindestelle ontakte im Rinderrhodopsin
befindet. Die innerhalb der Kristallstruktur identifizierten Wasserstoffbriicken-

bindungen sind in Abbildung 4-21 schematisch dargestellt.
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Die drei M>-Rezeptormodelle wurden ebenfalls auf die Interaktionen der Helices,
die einen wichtigen Stabilitadtsfaktor fur die Tertidrstruktur des Proteins darstellen

untersucht. In Abbildung 4-22 sind die Ergebnisse schematisch dargestellt.

Abbildung 4-22: Interhelikale Kontakte reprasentativer Strukturen der M,-Rezeptormodelle

Die Wechselwirkungen Uber Wasserstoffbriickenbindungen bzw. Salzbriicken
sind als gepunktete Linie dargestellt. Links (rot) sind die Helices aus der MDS in
Vakuum, in der Mitte (orange) aus der MDS in der 3-Phasen-Box, rechts (gelb)
die Helices aus der MDS in der Phospholipidmembran dargestellt.

Die Struktur aus der Moleklldynamiksimulation unter Vakuumbedingungen zeigt
sehr &hnliche interhelikale Kontakte wie das Rhodopsin. Auffalligste Verander-
ungen sind das Fehlen der Kontakte zwischen TM llI- TM IV, TM IV-TM V sowie
TM VI- Helix VIII. Durch die Ausbildung eines lonic Lock'® zwischen TM Il und
TM VI findet sich ein neuer Kontakt zwischen den Helices Il und VI, der im
Rhodopsin so nicht méglich war. Nach der Simulation in der 3-Phasen-Box findet
sich ebenfalls ein Kontakt Uber Aspartat 120 und Arginin 121 zu Arginin 382. Der
Kontakt zwischen TM |V und V fehlt aber ebenfalls. Die Veranderungen gegen-
Uber Rhodopsin fallen allerdings sonst andersartig aus. In diesem Modell fehlt die
Wechselwirkung zwischen TM II- TM IV, TM Illl- TM VII, TM |- Helix VIII. Die
geringsten Veranderungen der interhelikalen Wechselwirkungen zeigt das Modell
aus der Simulation in der DPPC-Membran. Die einzigen Veréanderungen bestehen
im Fehlen der Kontakte zwischen TM II- TM IV und der Ausbildung des lonic Lock
zwischen TM Ill- TM VI.

> Das lonic Lock wird durch Salzbriicken zwischen Aspartat 120, Arginin 121 und Arginin 382

ausgebildet und stabilisiert den inaktiven Zustand in verschiedenen GPCRs.
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Innerhalb dieses Vergleiches zeigt die Proteinstruktur aus der Membran erwar-
tungsgeman die geringsten Abweichungen von den Gegebenheiten der Kristall-
strukturvorlage. Die Simulation des Proteins in einer 3-Phasen-Box scheint aller-

dings gegentber derjenigen unter Vakuumbedingungen keinen Vorteil zu bieten.

Als weiteres wichtiges Kriterium wurden die Sekundarstrukturelemente in ihrer
Ausdehnung und Auspragung verglichen. Diese Analyse wurde Uber das
Programm STRIDE durchgefihrt, das neben helikalen Bereichen und den
B-Faltblattern auch eine Analyse der Turn-Typen durchflhrt. Die Unterschiede in

den Helixlangen sind in Tabelle 4-8 dargestellt.

Tabelle 4-8: Vergleich der Helixlangen nach der Bestimmung mit STRIDE

Ausgangs- Vakuum- 3-Phasen- DPPC-
struktur Bedingungen Box Membran

Helix | 21 -50 20 - 50 23 -50 20 — 51

Helix I 57 — 86 58 — 85 57 -84 58 — 86
Helix Il 91 -125 94 -126 96-125 | 95-125
Helix 1V 138 — 160 142 — 155 136 - 153 | 136 — 152
Helix V 184 — 208 186 — 208 183 -208 | 186 — 208
Helix VI 382 -412 383 — 411 382-412 | 382-412
Helix VII 421 — 440 419 — 443 419 — 443 | 419 -440
Helix VIII | 446 — 455 449 — 454 445 — 456 | 448 — 455

Die detektierten Unterschiede bewegen sich bei allen Modellen im Bereich von ein
bis zwei Aminosauren, so dass die Sekundarstrukturen grundsétzlich erhalten ge-
blieben sind. Eine Ausnahme bildet Helix IV, die sich um flnf bis sieben Amino-
sauren, d.h. ein bis zwei Windungen verkurzt. Dieses Ergebnis stimmt gut mit den
Sekundéarstruktur-Vorhersagen Uberein, die diese Helix durchweg etwas kiirzer als
im Rhodopsin vorhergesagt haben. Im Bereich der Loops lassen sich keine ein-
heitlichen Strukturmerkmale zwischen den Modellen feststellen. Es werden zwar
verschiedene B-Turns gefunden, aufgrund der hohen Flexibilitdt der Schlei-
fenregion sind sie allerdings weder innerhalb einer Simulationsumgebung noch
zwischen den Modellen konstant sondern standigen Veranderungen unterworfen.
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Eine représentative Struktur aus der MDS in der 3-Phasen-Box zeigt ein anti-
paralleles B-Faltblatt im zweiten extrazellularen Loop, ahnlich dem des Rhod-
opsins an der analogen Position. Dieses f-Strand lieB sich allerdings weder unter
Vakuumbedingungen erhalten, noch wurde es in Simulationen mit der Phospho-
lipidmembran gefunden, eine Struktur ohne B-Faltblatt existiert allerdings auch in
der Simulation in der 3-Phasen-Box. Da es in den Sekundarstruktur-Vorhersagen
auch nur wenige Hinweise auf eine solche Struktur gibt, wurde es in den weiteren
Untersuchungen nicht berlicksichtigt, sondern von einer anderen Loop-Geo-
meterie ausgegangen.

Als Letztes wurden die drei Modelle mit der Kristallstruktur des bovinen Rhod-
opsins in Bezug auf die Ausrichtung der Helixbiindel visuell verglichen (Abbildung
4-23).

Abbildung 4-23: Uberlagerung der Helixbiindel des Rhodopsins und der M,-Rezeptormodelle

Die Abbildung zeigt eine Ansicht aus dem Extrazellularraum auf das Sieben-
Helix-Biindel. Helices sind als Rdhren, B-Faltblatter als Pfeile dargestellt. Die
Kristallstruktur des bovinen Rhodopsin ist blau gefarbt und weist neben den
sieben Helices einen B-Strand im N-Terminus und einen weiteren in E2 auf. Die
ahnlichste Anordnung zeigt die Vakuum-Simulation (rot), wobei auch hier deutlich
Unterschiede erkennbar sind. Die Konformationen aus der DPPC-Membran
(gelb) und der 3-Phasen-Box (orange) weisen gréBere Unterschiede auf.



4 DURCHFUHRUNG UND ERGEBNISSE 107

Als dem Templat am &hnlichsten zeigte sich die Struktur aus der Vakuum-
simulation. Allerdings war dies zu erwarten, da auf dem Proteinriickgrat bei dieser
Simulation eine Riickhaltekraft liegt, die die Ausgangskonformation stabilisiert. Ein
Vergleich der beiden ,realistischeren Simulationsbedingungen féllt zu ungunsten
der 3-Phasenbox aus. Die Blindelung der Helices bleibt in der Membranumgebung
besser erhalten als in der 3-Phasenbox. Alle drei Simulationsumgebungen zeigen
aber Abweichungen vom Templat, wobei hier drei mdgliche Ursachen vorliegen:
Zum einen stellt eine Kristallstruktur keine ,nattrliche” Struktur dar, sondern es
wird ein Proteinzustand fixiert. Dieser immobile Zustand wird durch eine Packung
mit Detergentien, lonen sowie weiteren Proteinen noch zusatzlich stabilisiert.
AuBerdem muss zur Kristallgewinnung eine ausreichende Anzahl an Proteinen pro
Kristallisationseinheit vorliegen, so dass die Rezeptordichte deutlich héher ist als
bei natlrlicher Expression des Proteins. Hierdurch kénnen sich Proteinkonforma-
tionen ausbilden bzw. stabilisieren, die bei niedrigerer Rezeptordichte nicht Gblich
sind und sich in einem Modell mit nur einem GPCR wieder auflésen. Die Expressi-
on des Rhodopsins im Augenhintergrund ist sehr hoch, die Rezeptordichte der
muskarinergen Rezeptoren in den Synapsen dagegen wesentlich geringer, so
dass hier eine so dichte ,Packung“ wie im Auge nicht vorhanden sein kann. Der
wichtigste Grund flir die Beobachtung struktureller Unterschiede zwischen der
Roéntgenkristallstruktur des bovinen Rhodopsins und dem Homologiemodell des
humanen My-Rezeptors liegt aber in der Aminosauresequenz und der Funktion
des Rezeptors begriindet. Die Sequenzidentitat zwischen Rhodopsin und dem M.-
Rezeptor betragt nur etwa 23%. Dementsprechend ist es auch wahrscheinlich,
dass sich die Mikrostruktur der muskarinergen Rezeptoren von demjenigen des
Rhodopsins in einigen Bereichen unterscheidet. Dies kann sich auch wie in den
verschiedenen Simulationen beobachtet auf die Anordnung der Helixblindel zuein-
ander auswirken. Umgekehrt ist eine allzu groBe Abweichung von der Rhodopsin-
struktur unwahrscheinlich, weil die Familie A, der beide Proteine angehdren, auch
einige gemeinsame, hochkonservierte Aminosauren besitzt, die flr die Aktivierung
wichtig zu sein scheinen. Rhodopsin wird durch ein Lichtquant d.h. durch Energie-
zufuhr aktiviert und verursacht dadurch die Umwandlung des als Schiff'sche Base
gebundenen 9-cis-Retinal in all-trans-Retinal, dann erst erfolgen die Bindung eines
G-Proteins und die Signalweiterleitung.
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Die muskarinergen Rezeptoren besitzen keinen kovalent gebundenen Liganden,
sondern werden durch die Ausschittung von Acetylcholin aktiviert. Diese unter-
schiedlichen Aktivierungsmechanismen bilden sich vermutlich auch in der Mikro-
struktur des GPCRs ab, die jeweils an die Erfordernisse angepasst wird.

Trotzdem entsprechen die Ergebnisse der Simulationen in der 3-Phasenbox nicht
den Erwartungen an eine so zeit- und rechenintensive Methode, so dass Simulati-
onen, die eine Berlcksichtigung des umgebenden Medium erfordern in einer
DPPC-Membran durchgefiihrt werden. Die Vakuumsimulationen stellen anhand
des Vergleichs eine zeitsparende Alternative zu aufwandigen MDS in einer Mem-
bran dar, immer unter Berlcksichtigung der Einschrankung, dass die Proteinum-
gebung nicht berlcksichtigt wird. Fir die Simulation von Liganden besitzt
auBerdem das fur Vakuumsimulationen benutzte CVFF-Kraftfeld integrierte
Parameter, die im GROMACS-Kraftffeld nicht vorhanden sind. Daher ist eine
Simulation im Vakuum insofern zunachst vorzuziehen, da die zeitintensive
Parametrisierung der Liganden fir das GROMACS-Kraftffeld entféllt, so dass sie
einen Ansatz darstellt, der schneller zu Ergebnissen flihrt. Simulationen unter
Vakuumbedingungen sind im GROMACS-Kraftfeld zwar ebenfalls méglich, sind
aber von der bengtigten Simulationszeit her nicht schneller als vergleichbare
FDISCOVER-Rechnungen, so dass zwei verschiedene Kraftffelder benutzt

werden.
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4.3 Rezeptor-Ligand-Komplexe

Rezeptor-Ligand-Komplexe sind ein wichtiges Hilfsmittel zur Erklarung von
Ligand-Effekten auf molekularer Ebene. So lasst sich mit ihrer Hilfe ein rezeptor-
basiertes Modell der Struktur-Wirkungsbeziehungen aufstellen. Es ist ebenfalls
mdglich Aussagen Uber den Bindungsmodus in einem Rezeptor zu machen. Die
muskarinergen Rezeptoren besitzen, wie in Kapitel 1.3.3 erlautert, zwei Bindungs-
stellen flr strukturell sehr unterschiedliche Liganden, die sich aufgrund raumlicher
Nahe in ihrem Effekt gegenseitig beeinflussen. Die direkten Parasympathomime-
tika und Parasymatholytika wurden hierbei zunachst untersucht, da Bindungs-
studien mit allosterischen Modulatoren hauptséachlich am Agonist- oder
Antagonist-besetzten Rezeptor durchgefihrt werden und diese Untersuchungen
daher Grundlage flr die spatere Analyse der Bindungsmodi der Allostere bilden.
Die Molekildynamiksimulationen der Rezeptor-Ligand-Komplexe finden UGberwie-
gend unter Vakuumbedingungen statt. Diese haben sich, wie in Kapitel 4.2.4
diskutiert als geeignet fur die Simulation eines GPCRs erwiesen

4.3.1 Bindungstasche orthosterischer Liganden

Die Bindungstasche der orthosterischen Liganden befindet sich zwischen den
Helices Ill, IV, V und VI. Im Modell des muskarinergen Mx-Rezeptors befindet sich
die Bindungstasche, analog zu derjenigen des Retinals im bovinen Rhodopsin, im
oberen Drittel des Rezeptors. _
Innerhalo des Rezeptormodells |&sst .\
£

sich diese, vom Extrazellularraum aus

»

zugangliche, Hohle gut identifizieren.
1
Abbildung 4-24 zeigt den Zugang far

die Liganden.

Abbildung 4-24: Zugang fiir die
orthosterischen Liganden

Farbcode: Helices rot,

E2 cyan/grun, E3 gelb,
N-Terminus und E1 grau,
Aminosauren der Bindungs-
tasche ,atomtype-coded®
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Acetylcholin ist der endogene Agonist an allen muskarinergen Rezeptoren. Es ist
aber auch Ligand oder Substrat an weiteren Rezeptoren und Enzymen. So
existieren flr die Acetylcholin-Esterase (AchE) diverse Réntgenkristallstrukturen
sowohl mit Agonisten als auch mit gebunden Antagonisten. Der Bindungsmodus
beziehungsweise die Umgebung der Bindungstasche ist in der Acetylcholin-
Esterase ahnlich der in den muskarinergen Rezeptoren. In der Esterase wird die
positive Ladung der Liganden Uber ein aromatisches System fixiert. Dieser Kafig
ist an einem Ende durch ein Glutamat noch zusatzlich mit einem negativen
Potential beladen. Diese Partialladung ist aber nicht im Sinne einer Salzbriicke an
der Ligandbindung beteiligt. Eine ahnliche Annahme gilt auch flr die muskariner-
gen Rezeptoren. In dieser Rezeptorfamilie wird die negative Ladung von Aspartat
3.50 geliefert. In der Umgebung befinden sich Tryptophane, Phenylalanine und
Tyrosine. Die geladene Kopfgruppe der orthosterischen Liganden sollte also in
diesem Bereich liegen.

Es werden drei Gruppen von Liganden der orthosterischen Bindungsstelle unter-
sucht: unselektive direkte Parasympathomimetika, unselektive direkte Parasympa-
tholytika und ein Mx-pravalentes direkies Parasympatholytikum.

Als Beispiel flr agonistische Verbindungen wurde zum einen Acetylcholin als
endogener Ligand ausgewahlt, zum anderen das Oxotremorin M. An seiner Stelle
waren flr die Simulationen an der orthosterischen Bindungsstelle auch andere
Verbindungen mdglich. Far Oxotremorin M existieren allerdings auch Affinitaten
und Kooperativitaten im Komplex mit allosterischen Modulatoren, so dass diese
Auswahl fir die eventuelle weitere Untersuchungen an der allosterischen Bin-
dungsstelle gunstig erschien. Als antagonistisch wirksame Verbindungen wurden
mit Atropin bzw. Hyoscyamin, Scopolamin und N-Methylscopolamin drei Tropa-
saure-Derivate ausgewahlt (s. Tabelle 1-5, S. 27). Diese zeigen kaum Selektivitat
zwischen den muskarinergen Rezeptoren, zeigen aber trotz groBer struktureller
Ahnlichkeit unterschiedliche Affinitdten, die ein gutes Modell wiedergeben kénnen
sollte. AuBerdem eignen sich diese drei Substanzen zur Differenzierung zwischen
dem Bindungsmodus tertiarer protonierter Verbindungen und einer quartaren
Verbindung. Ein weiterer Grund fiir die Auswahl von N-Methylscopolamin ist, dass
Bindungsstudien allosterischer Modulatoren Uberwiegend am [3H]-N-Methylsco-
polamin besetzten Rezeptor durchgefiihrt werden und so eine Nachahmung der
experimentellen Bedingungen maoglich ist.
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4.3.1.1 Oxotremorin M

Oxotremorin M (OXO M) besitzt nur eine maBige konformatorische Flexibilitat, da
die zentrale Dreifachbindung ein sehr starres Strukturelement darstellt. Die Tri-
methylammoniumguppe und der Pyrrolidin-2-on-Ring kdnnen sich daher nur in
einer Z-Konformation oder einer E-Konformation anordnen. Eine systematische

Konformationsanalyse zeigte, dass die E-Konformation energetisch bevorzugt ist.

Bindungsstudien an Punktmutanten des muskarinergen My-Rezeptors geben
Hinweise darauf, dass einige Aminosduren essentiell fir die Bindung der
Agonisten und Antagonisten sind. Die Relevanz der Aminosauren unterscheidet
sich jedoch von Ligand zu Ligand. AuBerdem muss das jeweilige Testsystem
bertcksichtigt werden. Fir Oxotremorin M ist 1999 ein Datensatz mit Punkt-
mutationen am humanen M;-Rezeptor von Heitz et al. verdffentlicht worden [73].
Darin wurden Aspartat 103, die Tryptophane 155 und 400, Tyrosin 403, Asparagin
404 sowie die Threonine 187 und 190 als wichtig far die Bindung von Oxotremorin
M beschrieben. Diese Aminosauren dienten nun als Orientierungspunkte flr das
manuelle Eindocken von OXO M. Die positiv geladene Kopfgruppe wurde im
aromatischen Kéfig, gebildet aus den Tryptophanen und dem Tyrosin positioniert.
Aspartat 103 bildet einen negativ geladenen Pol in der aromatischen Hbhle. Der
Pyrrolidin-2-on-Ring zeigte eine Orientierung in Richtung der Threonine 187 und
190.

Diese Startgeometrie wurde zunadchst energetisch minimiert und dann molekil-
dynamisch untersucht. Hierbei wurde zunachst die energetische Equilibrierung
des Rezeptor-Ligand-Komplexes beobachtet (Abbildung 4-25). Sie stellte sich, wie
auch beim freien Rezeptor, nach circa 220 ps Simulationsdauer ein. Nach
weiteren 50 ps wurde auch eine Stabilisierung der Rezeptorkonformation anhand
der root mean square deviation beobachtet.
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Abbildung 4-25: Verlauf der potentiellen Energie / der root mean square deviation

Der gemittelte Energieverlauf ist als rote Linie dargestellt, nach der
Equilibrierung liegt der Mittelwert bei 8095 kcal/mol. Das gleiche
Verfahren wurde auch auf die rmsd-Werte angewendet, deren
mittlere Gesamtabweichung von der Ausgangsstruktur 0,93 A betragt.
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Betrachtet man die Wechselwirkungsenergie zwischen Oxotremorin M und dem
Rezeptorprotein, so finden sich fast doppelt so groBe prozentuale Abweichungen
vom Mittelwert der equilibrierten Einheit wie zum Beispiel bei der Auswertung der
potentiellen Energie. Eine mdgliche Ursache ist die groBere Bewegungsfreiheit,
die der Ligand innerhalb der Bindungstasche besitzt gegenlber der relativen Star-
re des Proteins selber. Im F-Test (5%) zeigt sich die Wechselwirkungsenergie
aber ebenfalls als equilibrierte GréBe. Als weiteres Auswertungskriterium der
Protein-Ligand-Wechselwirkungen wurden die im Verlauf der Simulation ausge-
bildeten Wasserstoffbriickenbindungen herangezogen. Flur Oxotremorin M wurden
diese Wechselwirkungen zwischen der phenolischen Funktion von Tyrosin 104,
den Hydroxylgruppen von Threonin 187 und Threonin 190 und der amidischen
Funktion von Asparagin 404 gefunden. Fir agonistische Verbindungen scheint die
Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Carbonylfunktion des Oxotremorins M
und der phenolischen Funktion von Tyrosin 104 besonders wichtig zu sein. Zur
Uberpriifung der Position der positiv geladenen Kopfgruppe wurden die Abstande
zwischen dem Stickstoff, den beiden Methylgruppen und der Carboxylatgruppe
von Aspartat 103 untersucht. Dieser Abstand liegt nach der Equilibrierung fir den
Stickstoff bei 4,9 A. Die beiden Methylgruppen befinden sich mit ihrem zentralen
Kohlenstoff 4,4 A beziehungsweise 5,7A von der Carboxylatgruppe entfernt.

Daher sind elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der positiven Ladung
und der Carboxylatgruppe zu erwarten. Um die Ladung ordnen sich ebenfalls
Tryptophan 155, Tryptophan 400, Tyrosin 403 und Tyrosin 104 an. Sie bilden far
das Oxotremorin M den aromatischen Kafig, der ebenfalls an der Bindung der
Liganden beteiligt ist. Die Komplexe wurden nach der Equilibrierung in regel-
maBigen Abstanden von 500 fs extrahiert und mit dem Programm NMRCLUST in
Familien eingeteilt. Hierbei diente die Veranderung aller schweren Atome, das
heiBt aller Atome auBer den Wasserstoffen als Ahnlichkeitskriterium, unabhéngig
von der Position des Liganden. Die ersten zehn reprasentativen Strukturen der
Cluster wurden anschlieBend inklusive der Liganden ausfiihrlich energieminimert
und nochmals einer Clusteranalyse unterworfen. Hierbei lieBen sich die Strukturen

in zwei reprasentative Cluster einteilen (Abbildung 4-26).
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In Bezug auf das Proteinrtickgrat unterscheiden sich die Strukturen nur maBig, so
betragt die root mean square deviation im gesamten Backbone 0,77 A, bezogen
auf die Helices 0,39 A. Ein deutlicher Unterschied besteht jedoch in der Aus-
richtung des Pyrrolidin-2-on-Ringes: Die Carbonylfunktion orientiert sich entweder
zur Hydroxylfunktion von Threonin 187, Threonin 190 oder zur amidischen Funk-
tion von Asparagin 404.

Diese Orientierung im Mx-Rezeptormodell bietet einen guten Ansatzpunkt fir die
Erklarung der Bedeutung der genannten hydrophilen Aminosauren, die in Muta-
tionsstudien alle einen ahnlichen Affinitatsverlust hervorrufen. lhre Wechsel-
wirkungen mit Oxotremorin M lassen sich durch die jeweils verbleibenden Amino-
sauren in gewissem MaBe ersetzen, da unter den experimentellen Bedingungen
ebenfalls eine wechselnde Auspragung der Wasserstofforickenbindungen zwi-
schen der Carbonylfunktion des Oxotremorin M und den Threoninen beziehungs-

weise dem Asparagin moglich ist.
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4.3.1.2 Acetylcholin
Far Acetylcholin existieren in der Cambridge Crystallographic Database [147] flnf

Kristallstrukturen im Komplex mit unterschiedlichen Gegenionen und aromatischen
Systemen. Die verschiedenen Strukturen wurden zun&chst Uberlagert und
anschlieBend auf ihre geometrischen Eigenschaften hin verglichen.

Zur Superpositionierung wurden der quartare Stickstoff und die beiden Ester-
Sauerstoffe mit der Multifit-Routine Uberlagert. Die Strukturen bildeten nach
diesem Vorgehen zwei Cluster mit nur geringen Differenzen. Der Unterschied
besteht hauptsachlich in der Formation der Trimethylamino-Kopfgruppe des
Acetylcholins im Verhalinis zu der Estergruppe. In den Kristallstrukturen mit
aromatischen Co-Kristallisaten wird Uberwiegend die gauche-Form gefunden,
wahrend die trans-Form bei kleineren mitkristallisierten Gegenionen gefunden
wird.

Die Bindungsstelle im muskarinergen M2-Rezeptor entspricht physikalisch-
chemisch den Bedingungen eines aromatischen Co-Kristallisates, so dass die
gauche-Form die wahrscheinlichere in der Bindungstasche ist. Trotzdem wurden
beide Rotamere manuell in das Homologiemodell des muskarinergen M.-Rezep-
tors eingedockt. Als Orientierungspunkte dienten hierfir die an der Bindung
beteiligten Aminosauren. Punktmutationen an den Positionen 103, 104, 155, 187,
190, 400 und 403, jeweils bezogen auf die Nummerierung des M.-Rezeptors,
fihrten jeweils zu einem deutlichen Affinitatsverlust bei Agonisten der muska-
rinergen Rezeptoren.

Die Acetylcholin-M>-Rezeptor-Komplexe wurden danach in einer ausfihrlichen
Molekuldynamiksimulation untersucht. Zunachst wurden die energetische Equi-
librierung des Rezeptor-Ligand-Komplexes sowie auch die root mean square
deviation des Proteins Uberprift. Nach der Ublichen Equilibrierungsphase von
ungeféahr 200 ps, stellte sich flir beide Konformere eine stabile fast identische
Komplex-Geometrie ein. Im Gegensatz zu Oxotremorin M wurden keine Wasser-
stoffbriickenbindungen zu Threonin 187, Threonin 190 oder Asparagin 404
gefunden.

Es bildete sich aber eine stabile Wasserstoffbriickenbindung zwischen den
phenolischen Funktionen von Tyrosin 104 beziehungsweise Tyrosin 403 und dem
Estercarbonylsauerstoff des Acetylcholins aus.
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Abbildung 4-27: Position des Acetylcholins in der orthosterischen Bindungsstelle des
M,-Rezeptors

Der aromatische Kéfig wird von Tyr 104, Trp 155, Trp 400 und Tyr 403
gebildet mit einer negativen Polarisierung durch Asp 103. Die Wasserstoff-
brickenbindung zwischen Tyrosin 104 und der Esterfunktion des Acetyl-
cholins ist als blaue unterbrochene Linie dargestellt.

Diese beiden Aminosauren sind, neben Tryptophan 155 und Tryptophan 400,
zusatzlich auch an dem aromatischen Kafig beteiligt, der die positiv geladene
Trimethylammonium-Kopfgruppe umschlie Bt (Abbildung 4-27).

Der Abstand zwischen dem quartaren Stickstoff und der Carboxylatgruppe von
Aspartat 103 betragt 4,7 A, wobei der zentrale Kohlenstoff der Methylgruppen sich
in einem Abstand von 4,1 A beziehungsweise 5,6 A befindet. Im Falle des
Acetylcholins sind also ebenfalls elektrostatische Wechselwirkungen mit der Carb-
oxylatfunktion vorhanden, deren Fehlen in Mutageneseuntersuchungen zu einer
verminderten Affinitdt fuhrt. Die verschiedenen Komplexe beider Ausgangs-
konformere wurden in regelmaBigen Abstanden aus der Trajektorie extrahiert und
tber das Programm NMRCLUST in Familien ahnlicher Proteinstruktur eingeteilt,
die aber alle eine Struktur analog Abbildung 4-27 zeigen.
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4.3.1.3 Atropin

Atropin ist das Racemat aus (R/S)-Hyoscyamin und wirkt als unselektiver
Antagonist an den muskarinergen Rezeptoren. Die besser bindende Wirkform am
M,-Rezeptor ist das S-Enantiomer, daher wurde nur diese Form n&her untersucht.
In Bindungsstudien wird sowohl das, bei der Aufarbeitung entstehende Racemat,
als auch das reine (S)-(-)-Hyoscyamin verwendet. Eine Ubertragung der Ergeb-
nisse aus Mutageneseuntersuchungen ist zwischen Hyoscyamin und Atropin ohne
weiteres maoglich, so dass diese beiden Substanzen als gleichwertig betrachtet
werden. In der Cambridge Crystallographic Database ist eine Kristallstruktur mit
Bromid als Gegenion hinterlegt [147].

Eine wichtige Rolle spielt der Protonierungszustand des tertidren Stickstoffs. Der
pKs-Wert wird mit 9,65-9,85 beschrieben [148], so dass bei physiologischem pH-
Wert Uber 99 Prozent protoniert vorliegen. Einen weiteren Hinweis auf eine
mdgliche Protonierung liefert die Tatsache, dass quartare Verbindungen eine hohe
Affinitdt zu den muskarinergen Rezeptoren aufweisen. Im Folgenden wird daher
die protonierte Form verwendet.

Das (S)-Hyoscyamin wurde manuell in die oben beschriebene orthosterische Bin-
dungstasche eingedockt. Hierbei wurde zuséatzlich noch Asparagin 404
bericksichtigt. Der so erhaltene Komplex wurde anschlieBend bis zu einem Ener-
giekriterium von 0,5 kcal/A minimiert. AnschlieBend wurde eine Molekuldynamik-
simulation von 500 ps unter den oben beschriebenen Vakuumbedingungen durch-
gefuhrt. Die Equilibrierungsphase war nach circa 200 ps abgeschlossen. Anhand
der zwischen dem Protein und dem Atropin ausgebildeten Wasserstoffbriicken-
bindungen wurde die Stabilitdt der Bindung Uberprift. Es zeigte sich, dass eine
konstante Wasserstoffbrickenbindung zwischen Asparagin 404 und dem
Carbonylsauerstoff des Esters existiert. Die alkoholische Funktion bildet Wasser-
stoffbriickenbindungen entweder mit Threonin 190 und/ oder Threonin 187 aus
(Abbildung 4-28).
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Abbildung 4-28: Wasserstoffbriickenbindungen zwischen (S)-Hyoscyamin und dem

M,-Rezeptormodell

Tyrosin 104, Threonin 187, Threonin 190 und Asparagin 404 bilden stabile
Wasserstoffbriickenbindungen mit Atropin aus. Tyrosin 403 geht eine solche
Bindung nicht ein, wahrend bei Threonin 187 zusatzlich noch Wechsel-
wirkungen mit dem Backbone beobachtet werden.

Zusatzlich wurde auch der Abstand zwischen dem protonierten Stickstoff und der
Carboxylatgruppe des Aspartats 103 betrachtet. Die Ausbildung einer Wasser-
stoffbriickenbindung zwischen dem Stickstoff und dem Carboxylat war aufgrund
der Position der Methylgruppe nicht mdglich. Der Abstand pendelte sich aber auf
ein konstantes Niveau zwischen 4 und 5 A ein. Dieser Abstand liegt im Bereich
einer Coulomb-Wechselwirkung.

Im Vergleich zum schwéacher affinen Oxotremorin M war die Wechselwirkungs-
energie zwischen Atropin und dem Protein deutlich hdher, so dass diese GréBe
als Kriterium zum Vergleich der Bindungsaffinitat geeignet scheint.

Zur weiteren konformatorischen Auswertung wurden die letzten 150 ps der Simu-
lation mit Hilfe von NMRCLUST né&her untersucht. Hierbei wurden die, alle 500 fs
entnommenen Frames, anhand ihrer schweren Atome, d.h. alle Atome auBer den
Wasserstoffen, tberlagert und in Familien eingeteilt. Hieraus ergaben sich 35
Cluster unterschiedlicher GréBe. Die Streuung der reprasentativen Strukturen der

Cluster lasst eine Datenreduktion auf die 10 ersten und gréBten Cluster zu.
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Diese 10 Strukturen wurden nun ausfihrlich energieminimiert und anschlieBend
wiederum einer Cluster-Analyse unterzogen. Hierbei zeigte es sich, dass nach der
Minimierung nur noch zwei verschiedene Strukturen erhalten wurden.

Diese Strukturen zeigen einen Unterschied von 0,72 A, bezogen auf das gesamte
Proteinriickgrat, und in Bezug auf das Backbone der Helices, einen Unterschied
von 0,4 A. Die Untersuchung der Sekundarstruktur mit STRIDE zeigte nur mini-
male Unterschiede zwischen den beiden Strukturen. Die Position des Atropins in
der orthosterischen Bindungsstelle ist in Abbildung 4-29 dargestellt.
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Abbildung 4-29: Position des Hyoscyamins in der orthosterischen Bindungsstelle des
M,-Rezeptors

Der aromatische Kafig wird von Tyr 104, Trp 155, Trp 400 und Tyr 403
gebildet mit einer negativen Polarisierung durch Asp 103. Die Wasserstoff-
briickenbindung zwischen Tyrosin 104 und der Esterfunktion des Acetyl-
cholins ist als blaue unterbrochene Linie dargestellt.
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4.3.1.4 Scopolamin

Scopolamin unterscheidet sich strukturell kaum vom (S)-(-)-Hyoscyamin. Der ein-
zige bedeutsame Unterschied besteht darin, dass der Oxiranring den Methyl-
substituenten des Stickstoffs aus sterischen Grinden von der &quatorialen in die
axiale Position zwingt. Scopolamin ist ebenfalls als Kristallstruktur in der Cam-
bridge Crystallographic Database enthalten. Flr diesen Liganden finden sich auch
Strukturen, die im Komplex mit Wasser kristallisiert wurden. Dieses befindet sich,
tber eine Wasserstoffbriickenbindung gebunden, entweder im Bereich der
Hydroxylgruppe oder gebunden tber den protonierten Stickstoff.

Der pKs-Wert des Scopolamins wird zwischen 7,55 und 8,15 angegeben und ist
damit um ein bis zwei Zehnerpotenzen gegenuber Atropin verandert [148]. Fur
den Protonierungszustand bedeutet dies, dass Scopolamin zu einem weit
geringeren Anteil als Atropin in protoniertem Zustand vorliegt. Trotzdem bindet
wahrscheinlich in Analogie zu den quartaren orthosterischen Liganden die
protonierte Form. Eine pH-Wert abhangige Untersuchung von Ehlert und Delen
zeigte, dass Scopolamin in protoniertem Zustand eine ahnliche Dissoziationskon-
stante aufweist wie das quartare N-Methylscopolamin, wohingegen unprotoniertes
Scopolamin eine etwa um den Faktor 70 verringerte Dissoziationskonstante zeigt
[149].

Der Ligand wurde anschlieBend in die orthosterische Bindungstasche eingedockt,
wobei ein zusatzliches Wassermolekil zwischen den protonierten Stickstoff und
Aspartat 103 platziert wurde. Uber dieses Wassermolekiil ist das Scopolamin in
der Lage eine indirekte Wasserstoffbriickenbindung zu diesem Aspartat auszu-
bilden. Dieser Rezeptor-Ligand-Komplex wurde unter den fir das (S)-Hyoscyamin
beschriebenen Bedingungen molekuldynamisch untersucht. Nach der Equilibrie-
rungsphase wurden neben der indirekten Wasserstoffbriicke zu Aspartat 103 auch
die Wasserstoffbrlickenbindung zwischen dem Estersauerstoff und Asparagin 404
sowie zwischen der Hydroxylgruppe und den Threoninen 187 und 190 wieder
gefunden.

Der Verlauf der potentiellen Energie sowie auch der root mean square deviation

war analog denen des Atropins, so dass sie hier nicht naher ausgeftihrt werden.
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Abbildung 4-31: Wasserstoffbriickenbindungen wahrend der Molekiildynamik-
simulation unter Vakuumbedingungen mit einem Wassermolekiil
Zwischen Scopolamin und den Aminosauren der orthosterischen

Bindungstasche kénnen Uber den gesamten Simulationszeitraum
verschiedene Wasserstoffbriickenbindungen gefunden werden.

Abbildung 4-30 zeigt eine typische Struktur des Komplexes mit Scopolamin unter
Vakuumbedingungen.

Abbildung 4-30: Scopolamin in der orthosterischen Bindungsstelle

Die Kohlenstoffatome der Aminos&uren der orthosterischen Bindungsstelle
sind weiB dargestellt, wichtige Wasserstoffe cyan. Sauerstoffatome sind rot
gefarbt, Stickstoffatome dunkelblau. Das Kohlenstoffgeriist des Scopolamin
ist grin markiert, die Wasserstoffe sind weiB.
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Zur Uberpriifung der Position des postulierten Wassermolekiils wurde hier
zusatzlich eine Simulation in der Phospholipidmembran durchgefihrt. Die Simu-
lationsbedingungen wurden analog denen fir das ligandfreie Rezeptormodell in
Kapitel 4.2.3 gewahlt. Im GROMACS-Kraftfeld wurden die Parameter fiir den
Oxiranring analog den Gegebenheiten in den Kristallstrukturen erganzt. Aufgrund
der SystemgrdBe war hier eine deutlich langere Equilibrierungsphase von circa
1 ns zu beobachten. AnschlieBend war der Rezeptor-Ligand-Komplex sowohl in
Bezug auf die potentielle Energie als auch auf die Backbone-Abweichung des
Proteins genauso stabil wie unter Vakuumbedingungen. Die orthosterische Bin-
dungstasche zeigte bei visueller Inspektion keine auffalligen Unterschiede zu den
im Vakuum erhaltenen Strukturen. Zur genaueren Untersuchung des Bindungs-
modus des Scopolamins wurden auch fiir diese Simulation die ausgebildeten
Wasserstoffbriickenbindungen ausgewertet (Abbildung 4-32).

Asn 404

Thr 190

mThr187 —— EE E BN BN EE M o

Tyr 104

.ASp 103 11 11 1 |

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Zeit / ps

Abbildung 4-32: Wasserstoffbriickenbindungen wéahrend der Molekiildynamiksimulation
zwischen Scopolamin und den Aminoséauren der orthosterischen
Bindungstasche in der DPPC-Membran

Flr die Haufigkeit der Kontakte zu Aspartat 103 Uber ein eingefligtes Wasser und
Asparagin 404 waren die Unterschiede nur minimal. Bei den anderen im Vakuum
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gefundenen Wasserstoffbriickenbindungen zu Threonin 187 und Threonin 190
unterscheidet sich die Haufigkeit zwischen Vakuum und Membranumgebung.

Zu Beginn der Simulation finden sich auch in der Membranumgebung beide
direkten Kontakte. AnschlieBend dreht sich die Hydroxylgruppe des Scopolamins
allerdings ein wenig, so dass eine Verbindung zu Threonin 187 nur noch tber ein
Netz von Wassermolekilen erhalten bleibt Abbildung 4-33.

A

P

Thr 187

Trp 155

Abbildung 4-33: Bindungsmodus von Scopolamin in der orthosterischen
Bindungstasche in einer Membranumgebung

Neben den Aminosauren der orthosterischen Bindungstasche sind auch die
in einem Abstand von 5 A gefundenen Wassermolekiile abgebildet.
Scopolamin (gelb) bildet sowohl direkte als auch wasservermittelte
Wasserstoffbriickenbindungen.
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Unter Einbeziehung der wasservermittelten Wasserstoffbriickenbindungen liegen
keine Unterschiede in Bezug auf diesen Parameter mehr vor. Die Geometrie der
Vakuumsimulation unterscheidet sich also zwar in Bezug auf die Art der Wasser-
stoffbrlickenbindungen (direkt/ indirekt), eine grundsatzliche Aussage lasst sich
aber nach einer Auswertung beider Simulationsbedingungen erkennen.

Diese weitreichende Verbindung ist in Abbildung 4-32 aber nicht mitbertcksichtigt
worden. Ahnliches gilt fiir den Kontakt zu Tyrosin 104. Er wird fast ausschlieBlich
unter Vakuumbedingungen gefunden. In der Membranumgebung ist die Hydroxyl-
gruppe an der Stabilisierung des Wasserclusters zwischen Aspartat 103 und dem
protonierten Stickstoff des Scopolamins beteiligt.

Zum Vergleich wurden die Proteinstrukturen aus der Simulation in der Diphospha-
tidylcholin-Membran ebenfalls durch das Programm NMRCLUST in Familien ein-
geteilt und die erhaltenen reprasentativen Komplexe ausfihrlich minimiert. Nach
erneutem Clustering der energieminimierten Strukturen bleibt nur noch eine
Konformation brig.

Im Bereich des Tropanol-Grundkdrpers zeigen die Konformationen der, unter
unterschiedlichen Simulationsbedingungen gewonnenen, Komplexe nur geringe
Unterschiede. Die Orientierung der Tropasaure ist dagegen verschieden. Hydrox-
ylgruppe und die Esterfunktion zeigen jeweils Interaktionen mit Threonin 187,
Threonin 190 und Asparagin 404 (Abbildung 4-34). Der Benzylrest zeigt unter
Vakuumbedingungen in den Zugangskanal, der unter physiologischen Bedingung-
en mit Wasser gefillt ist. In der Membranumgebung vermeidet der Aromat ver-
stéandlicher Weise diese Position und lagert sich in eine Position zwischen Helix VI
und VII ein, die in diesem Bereich neben einem Phenylalanin auch mit einigen
Alaninen, Leucinen und Isoeucinen eine lipophilere Umgebung flr den Aromaten
bildet. Diese Umgebung ist im Fall eines mit Wasser geflllten Zugangskanals
natlrlich deutlich bevorzugt gegentber einer Position im wassrigen Medium. Unter
Vakuumbedingungen kann dieser Effekt nicht beobachtet werden, da die

wassrige, hydrophile Umgebung nicht simuliert wird.
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Abbildung 4-34: Uberlagerung der orthosterischen Bindungsstelle mit Scopolamin

Die Konformationen aus den MDS unterscheiden sich nach der Uberlagerung
des Backbones um 3, 27 A®. Diese Abweichung entspricht damit etwa den
Backbone-Differenzen zwischen den unbesetzten Modellen.

4.3.1.5 N-Methylscopolamin

N-Methylscopolamin gehért, wie Atropin und Scopolamin, zu den unselektiven
Antagonisten am muskarinergen My-Rezeptor. Der Bindungsmodus dieser drei
Antagonisten unterscheidet sich nur geringfigig, wobei das N-Methylscopolamin
(NMS) aufgrund seiner hdéheren Affinitdt empfindlicher auf Mutationen reagiert.
N-Methylscopolamin wurde als Antagonist ausgewahlt, weil die Untersuchungen
der allosterischen Bindungsstelle tberwiegend am [°H]N-Methylscopolamin-be-
setzten Rezeptor stattfinden. Bei den Affinitatsunterschieden muss auch bertck-
sichtigt werden, dass es sich bei Atropin um das Racemat von (R/S)-Hyoscyamin
handelt, wohingegen das N-Methylscopolamin als reines (S)-Enantiomer einge-
setzt wird. Fir N-Methylscopolamin sind in der Cambridge Crystallographic
Database vier Kristallstrukturen hinterlegt. Der Stickstoff und die beiden Ester-
Sauerstoffe der Strukturen wurden mit der Multifit-Routine Uberlagert. Die Unter-
schiede waren jedoch so gering, dass eine Einteilung in verschiedene Familien
nicht sinnvoll war. Der konformatorische Vergleich des (S)-N-Methylscopolamin
mit (S)-(-)Hyoscyamin und (S)-Scopolamin zeigte nur unbedeutende Unter-
schiede, verursacht durch den Oxiranring beziehungsweise den quartaren Stick-
stoff.



126 4.3.1 BINDUNGSTASCHE ORTHOSTERISCHER LIGANDEN

Das N-Methylscopolamin wurde anschlieBend ebenfalls manuell in die ortho-
sterische Bindungstasche gedockt und molekuldynamisch untersucht. Die Equili-
brierungsphase war auch in diesem Fall ahnlich wie oben beschrieben, so dass
die Datensammelphase nach 300 ps Simulationsdauer begonnen werden konnte.
Die Betrachtung der ausgebildeten Wasserstoffbriickenbindungen zwischen NMS
und dem Protein ergab ein &hnliches Bild wie flr die strukturell sehr &hnlichen
Liganden (S)-Hyoscyamin und Scopolamin. So bildeten sich sowohl zwischen den
Hydroxylgruppen von Threonin 187 und 190 und der Hydroxylgruppe des N-
Methylscopolamins als auch zwischen der amidischen Funktion von Asparagin
404 und der Esterfunktion des N-Methylscopolamins Wasserstoffbriicken aus. Das
quartare Amin der Kopfgruppe wurde wiederum auf seinen Abstand zur Carboxy-
latfunktion von Aspartat 103 untersucht. Dieser liegt flr den Stickstoff-Carboxylat-
Abstand bei 6,4 A beziehungsweise 7,0 A, fiir den Methylgruppen-Kohlenstoff
Carboxylat-Abstand zwischen 5,5 A und 8,1A.

Bei den quartaren Verbindungen ist der Abstand im Vergleich zu den tertiaren
Aminen in Atropin und Scopolamin deutlich gréBer. Das vorhandene Volumen
scheint fur die Bindung notwendig zu sein, denn die Mutation des Aspartats 103
zu einem Glutamat, das nur eine um eine Methylgruppe langere Seitenkette
besitzt, flhrt bei den quartéaren Liganden zu einem deutlichen Affinitatsverlust.
Gleichzeitig ist aber auch die negative Ladung des Aspartats wichtig, die Mutation
zu Asparagin fihrt ebenfalls zu einem Affinitatsverlust. Der aromatische Kafig, der
um den quartaren Stickstoff gebildet wird, besteht ebenfalls wie bei Atropin aus
Tryptophan 155, Tryptophan 400 und Tyrosin 403 (Abbildung 4-35).

Ein konformatorischer Vergleich wurde ebenfalls, wie oben beschrieben, mit dem
Programm NMRCLUST durchgefiihrt. Nach der Datenreduktion blieben nur noch 2
unterschiedliche Strukturen Ubrig. Sie unterscheiden sich in der root mean square
deviation des gesamten Proteinriickgrates um 0,54 A, in Bezug auf die helikalen
Bereiche um 0,43 A. Die Position des NMS und die Kontakte innerhalb der Bin-

dungstasche sind in beiden Strukturen identisch
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Abbildung 4-35: N-Methylscopolamin in der orthosterischen Bindungstasche

N-Methylscopolamin (griines Kohlenstoffgerist) bildet zu Asn 404 und Thr 187 /
Thr 190 Wasserstoffbriickenbindungen aus (blaue Linien). Die quartdre Kopf-
gruppe wird von Tyr 104, Trp 155, Trp 400 und Tyr 403 eingeschlossen, wobei
zusatzlich Wechselwirkungen zwischen der positiven Ladung des Liganden und

Asp 103 beobachtet werden.
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4.3.1.6 AF-DX 384

AF-DX 384 stellt im Gegensatz zu den vorher besprochenen Liganden einen
Sonderfall dar. Anders als andere orthosterische Liganden besitzt es eine
Mo-Pravalenz. Einen weiteren Unterschied stellt die Tatsache dar, dass ein AF-DX
384 besetzter Mo-Rezeptor durch das Alkanbisammonium-Derivat W84 nur noch
in einem weit geringeren MafB allosterisch modulierbar ist [150]. Experimentelle
Daten deuten darauf hin, dass nur noch Raum fir ein ,halbes® W84 in der
allosterischen Bindungstasche vorhanden ist. Aus diesen beiden Tatsachen lasst
sich ableiten, dass AF-DX 384 nicht nur die orthosterische Bindungsstelle besetzt
sondern auch, zumindest einen Teil, der allosterischen Bindungsstelle.

AF-DX 384 besitzt zwei mogliche Bindungsmodi im muskarinergen Mx-Rezeptor.
Es ist mdglich, dass ein protonierter Stickstoff der Seitenkette, in Analogie zu den
klassischen orthosterische Liganden, Wechselwirkungen mit Aspartat 103 und
dem aromatischen Kafig aus Tryptophan 155, Tryptophan 400 und Tyrosin 403
eingeht. Ein solcher Bindungsmodus wird im muskarinergen Mi-Rezeptor fir das
strukturell verwandte Pirenzepin vorgeschlagen [151]. Gegen einen solchen Bin-
dungsmodus spricht allerdings die relative M-Pravalenz des Pirenzepins, die am
besten Uber einen unterschiedlichen Bindungsmodus innerhalb der muskarinergen
Rezeptoren erklart werden kann. Alternativ ist es aber auch moglich, dass der
aromatische Trizyklus Wechselwirkungen mit dem aromatischen Kéafig eingeht und
die protonierten Stickstoffe der Seitenkette Wechselwirkungen innerhalb der
allosterischen Bindungstasche eingehen.

Ausgehend von beiden Hypothesen wurden ausfihrliche Moleklldynamiksimu-
lationen durchgefiihrt, um einen bevorzugten Bindungsmodus identifizieren zu
kbnnen.

In beiden Fallen wurden energetisch und strukturell stabile Komplexe erhalten, so
dass zur weiteren Analyse zunachst die potentielle Energie herangezogen wurde.
Die beiden Rezeptor-Ligand-Komplexe unterschieden sich hierbei nach der Equili-
brierungsphase um 31,09 kcal/mol (Abbildung 4-36).
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Abbildung 4-36: Vergleich der potentiellen Energien der AF-DX384-M,-Rezeptor-Komplexe
wéhrend der MDS

Der Verlauf der Energiekurven bewegt sich auf einem &hnlichen Niveau mit
einem Unterschied von circa 30 kcal. Hierbei ist der Komplex mit dem Pyrido-
benzodiazepin-System innerhalb der orthosterischen Bindungsstelle (rot) leicht
bevorzugt gegeniber dem Komplex mit diesem Ringsystem im Loopbereich des
M.-Rezeptors (blau).

Als weiteres Entscheidungskriterium flr eine der beiden Geometrien diente die
Wechselwirkungsenergie zwischen dem Maz-Rezeptormodell und AF-DX 384.
Dieses Kriterium hat sich bei den anderen orthosterischen Liganden zur Bestim-
mung der Affinitdt bewahrt. In diesem Fall unterscheidet sich die Wechsel-
wirkungsenergie zwischen den Komplexen um 16 kcal/mol (Abbildung 4-37). Dies
bedeutet bei einer Gesamt Wechselwirkungsenergie von -139,5 kcal/mol fiir den
gunstigeren Komplex eine prozentuale Differenz von mehr als 10% der Gesamt-
wechselwirkungsenergie und stellt damit einen signifikanten Unterschied dar.
Trotzdem muss bei solchen Aussagen immer berilicksichtigt werden, dass vermut-
lich die allosterische Bindungsstelle an der Bindung beteiligt ist und sich dadurch
etwas andere Bedingungen ergeben kbnnen.
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Abbildung 4-37: Vergleich der Wechselwirkungsenergien der AF-DX384-M,-Rezeptor-

Komplexe

Der Komplex mit dem Trizyklus in der orthosterischen Bindungstasche (rot) ist
im Durchschnitt um 20 kcal/mol gunstiger als der Komplex mit dem Benzo-
pyrido-diazepin im Loopbereich (blau).

Beide Kriterien deuten auf den gleichen Bindungsmodus hin: Eine Position, bei der
der aromatische Trizyklus innerhalb der orthosterischen Bindungsstelle liegt und
die Seitenkette auBerhalb. Beide Bindungsmodi sind in den Abbildung 4-38
dargestellt. Neben den Aminosauren der orthosterischen Bindungsstelle ist es flr
den Trizyklus auch moglich mit Tyrosin 177 aus dem zweiten extrazellularen Loop
aromatische Wechselwirkungen einzugehen. Die protonierten Stickstoffe kénnen
mit Glutamat 22 ionische Wechselwirkungen ausbilden. Fir die Beteiligung dieser
Aminosauren an der Bindung von AF-DX 384 gibt es allerdings noch keine
experimentellen Beweise. Untersuchungen anhand von chimaren Rezeptoren und
Punktmutation sind im Arbeitskreis Mohr aber schon in Planung.

Die nun durchgefliihrte rezeptorbasierte Analyse des Bindungsmodus von AF-DX
384 im My-Rezeptor bestatigt damit das Postulat von Kerckhoff und Hoéltje auf
Basis eine ligandbasierten Vergleichs verschiedener muskarinerger Liganden.

16 kcal / mol
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Abbildung 4-38: Mégliche Orientierungen von AF-DX 384 im M.-Rezeptor

Links: energetisch glnstigere Position mit dem Rechts: energetisch unglnstigere Position mit
Benzo-pyrido-diazepin in der orthoster- dem Benzo-pyrido-diazepin in der
ischen Bindungstasche. Loopregion.

Das Backbone der helikalen Bereiche ist als rotes Band mit blauen Markierungen fir die Position
der Aminosduren der orthosterischen Bindungsstelle dargestellt. Die Kohlenstoffe der, fir die
Bindung von AF-DX 384 wichtigen Aminosauren sind weil3 geférbt, Sauerstoffe rot, Stickstoffe
blau, die Wasserstoffe sind nicht dargestellt. Heteroatome in AF-DX 384 sind analog gefarbt, das
Kohlenstoffgertst grin, Wasserstoffe weif3. Das Backbone des zweiten extrazelluldren Loop ist
cyan / grin (EDGE) / violett (Disulfid-Briicke) dargestellt, der dritte extrazellulare Loop gelb.

Die Affinitat von AF-DX 384 zum freien Rezeptor wird mit einem pK,-Wert von
8,16 beschrieben. Vergleicht man diesen Wert mit den bekannten Affinitaten der
klassischen Orthostere und deren Wechselwirkungsenergien, dann ergibt sich
eine Diskrepanz hinsichtlich der im Modell bestimmten Bindungsenergie fiir AF-DX
384. Mogliche Ursache hierfir ist die zusatzliche Beteiligung der allosterischen
Bindungsstelle an der Ligandbindung. Insofern spiegeln sich im Modell auch die
im Vorfeld schon bekannten experimentellen Daten wieder und es erscheint geeig-
net auch den Bindungsmodus ,untypischer® orthosterischer Liganden richtig

wiederzugeben.
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4.3.1.7 Korrelation der Bindungsaffinitat der orthosterischen Liganden

Zum Vergleich der Affinitdtsunterschiede wurde zunachst die Wechselwirkungs-
energie zwischen den Orthosteren und dem Protein ausgewertet. Hierbei lassen
sich die Energien zwar nicht im Sinne einer 3D-QSAR-Analyse mit den Affinitaten
korrelieren, es lassen sich aber die Unterschiede zwischen den Affinitadten deutlich
an den Veranderungen der Wechselwirkungsenergie erkennen (Abbildung 4-39).
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Abbildung 4-39: Korrelation der Wechselwirkungsenergien der flinf

»typischen“ orthosterischen Liganden

Die Affinitatskonstanten sind logarithmisch gegen die mittleren
Wechselwirkungsenergien aus den MDS aufgetragen. Die
gestrichelte Linie stellt die resultierende Korrelationsgerade dar.

Die proteinbasierte Uberlagerung der Liganden zeigt, dass sich die protonierten
beziehungsweise quartéren Stickstoffe zwar alle innerhalb eines aromatischen
Kafigs aus Tyrosin 104, Tryptophan 155, Tryptophan 400 und Tyrosin 403
befinden, die genaue Position variiert allerdings sowohl innerhalb der Agonisten
und Antagonisten als auch zwischen protonierten tertidren und quartaren
Stickstoffen. Abbildung 4-40 zeigt die proteinbasierte Uberlagerung der klassisch-
en muskarinergen Liganden in einer Stereoansicht, allerdings aus Grinden der

Ubersichtlichkeit ohne die Seitenketten der orthosterischen Bindungsstelle.
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Abbildung 4-40: Stereoabbildung der proteinbasierten Uberlagerung der orthosterischen
Liganden

N-Methylscopolamin (wei3) und Scopolamin (griin) weisen eine sehr ahnliche
Position auf, wahrend sich Hyoscyamin (blau) etwas tiefer in der Bindungs-
tasche befindet. Acetylcholin (orange) und OXO M (gelb/ goldgelb) nehmen
eine leicht versetzte Position zu den Antagonisten ein.

Der Unterschied zwischen Agonist und Antagonistbindung scheint mit einer Wech-
selwirkung zu Asparagin 404 einherzugehen. Die Agonisten Oxotremorin M und
Acetylcholin bilden Uber die Esterfunktion bevorzugt eine Wasserstoffbriicken-
bindung zu Tyrosin 104 aus, wahrend die Scopolamin und N-Methylscopolamin
bevorzugt Wasserstoffbriickenbindungen mit Asparagin 404 aufweisen. Atropin
bzw. Hyoscyamin bilden Uber den protonierten Stickstoff eine Wasserstoffbriicken-
bindung zu Asparagin 404 aus. Die Positionen der Hydroxylgruppen, die Wasser-
stoffbriickenbindungen zu Threonin 190 bzw. Threonin 187 eingehen kénnen,
liegen aber trotzdem in einem &hnlichen Bereich. Hyoscyamin nimmt im Mz-Re-
zeptormodell, trotz des fast identischen Grundgeristes der Tropa-Alkaloide eine
andere Position ein, Unterschiede im Bindungsmodus hervorrufen.

Diese Aussagen werden prinzipiell durch Mutationen am M,- und anderen Subty-
pen der muskarinergen Rezeptoren bestatigt, die flir Asparagin 404 eine gréBere
Bedeutung bei antagonistisch wirksamen Verbindungen finden, wahrend Tyrosin
104 fUr die Agonisten eine groBere Rolle spielt. Threonin 187 und Threonin 190
bilden mit den atropinartigen Antagonisten eine direkte oder indirekte Wasserstoff-
briickenbindung zur Hydroxylgruppe dieser Antagonisten aus. Auch dieser Befund
entspricht experimentellen Daten, die bei Mutationen eine Abnahme der Bindungs-
starke um den Faktor 30 feststellten [152,153].
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Genauere Aussagen beziglich des Bindungsmodus sind allerdings nur mit einem
deutlich gréBeren Datensatz zu bewerkstelligen, der unter gleichen experimentell-
en Bedingungen und im gleichen Zellsystem gewonnen sein muss.

Die Uberlagerung der Liganden in der gefundenen bioaktiven Konformation
entspricht in etwa den géangigen Vorstellungen, dass ein geladener Stickstoff
Wechselwirkungen mit einer negativen Ladung beziehungsweise einer elektronen-
reichen Struktur eingeht. AuBerdem scheint der unterschiedlichen GréBe und
unterschiedliche Lipophilie zwischen Agonisten und Antagonisten, fur die
Wirkungen entscheidend zu sein (Abbildung 4-41). Antagonisten sind durchweg
deutlich voluminéser als die Agonisten. Ebenso zeigen sie eine héhere Lipophilie

in dem der positiven Ladung entgegengesetzten Bereich.

Acetylcholin Oxotremorin M

0.07

0.08

N-Methylscopolamin AF-DX 384

Abbildung 4-41: Lipophile Potentiale (LP) der orthosterischen Liganden
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4.3.2 Ternare Komplexe

Die ternaren Komplexe werden aus dem Protein, einem Orthoster und einem
Alloster gebildet. Als orthosterischer Ligand wird in den meisten experimentellen
Untersuchungen tritiummarkiertes N-Methylscopolamin ([°HJNMS) eingesetzt. Es
erschien daher sinnvoll es auch flr die theoretischen Untersuchungen an der
allosterischen Bindungsstelle zu benutzen. Die einzelnen Aminosauren, die die
allosterische Bindungstasche bilden sind nicht genau bekannt. Aus Mutations-
studien mit chimaren Rezeptoren ist bekannt, dass sie sich im extrazellularen
Bereich beziehungsweise am Beginn der transmembranaren Helices befindet.
Mehrfach-Mutationen weisen darauf hin, dass die saure EDGE-Sequenz ('"?Asp-
8Glu-""*Gly-"""Asp) im zweiten extrazelluldren Loop sowie Asparagin 419 im
dritten extrazellularen Loop an der common allosteric binding-site beteiligt sind.
Als erster Hinweis auf die Bindungsstelle diente daher eine Untersuchung des M.-
Rezeptormodells mittels des Programms SURFNET. Hierbei zeigte sich, dass
zwischen dem zweiten und dem dritten extra-
zellularen Loop und dem N-Terminus ein
genldgend groBes Volumen flr die sperrigen
allosterischen Modulatoren vorhanden st
(Abbildung 4-42). Die Untersuchungen der
Bindungsmodi der einzelnen Liganden wurden
ausgehend von diesem als Bindungsstelle

identifizierten Raum durchgefiihrt.'®

Abbildung 4-42: Volumen der allosterischen
Bindungsstelle

N-Methylscopolamin ist in der ortho-
sterischen Bindungsstelle mit, fir
die Bindung wichtigen, Aminosauren
dargestellt. Zwischen E2 (cyan) im
Bereich der EDGE-Sequenz (grin)
und E3 (gelb) befindet sich eine
ausreichend groBe Kavitat fir die
allosterischen Modulatoren.

' Die Farbgebung der Bander, die das Proteinriickgrat darstellen ist, sofern nicht anders
beschrieben, wie folgt: Die transmembranaren Helices sind rot markiert. Der N-Terminus, I1, E1,
12, I3 und der C-Terminus sind grau gefarbt. E2 ist in cyan dargestellt, wobei die EDGE-Sequenz

grin und die zentrale Disulfidbriicke violett hervorgehoben sind. Loop E3 ist gelb eingeféarbt.
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Die Auswahl der allosterischen Modulatoren wurde so vorgenommen, dass mdg-
lichst viele Gruppen und somit unterschiedliche Strukturen berlcksichtigt werden.
Alcuronium auch die Caracurin V-Derivate gehdren zur Gruppe der Indolalkaloid-
artigen Substanzen. Ein Vorteil dieser Substanzklasse ist ihre relative Rigiditat, so
dass bei einer hohen Affinitat zum NMS-besetzten Rezeptor davon ausgegangen
werden kann, dass die allosterische Bindungsstelle gut ausgefiillt wird. Es sind
aus Bindungsstudien an chimaren Rezeptoren aber auch Unterschiede im Bin-
dungsverhalten zwischen Diallylcaracurin V und Alcuronium bekannt, die in Kapitel
4.4 detailliert beschrieben werden.

Das Hexamethonium-Derivat W84 wurde als Beispiel fur die Gruppe der Bisam-
monium-Derivate ausgewahlt, weil es als Tritium-markierter Radioligand mit relativ
hoher Affinitéat, in Verdrangungsexperimenten am muskarinergen Mj-Rezeptor
eingesetzt wird. Eine Schwierigkeit stellt allerdings die groBe konformatorische
Flexibilitdt dar, die die Identifizierung der bioaktiven Konformation problematisch
gestaltet. W84 ist gleichzeitig auch Subjekt verschiedener Bindungsstudien an
chiméaren Rezeptoren. Die flr die Subtypselektivitat verantwortlichen Aminosauren
wurden in den Arbeitskreisen Mohr und Ellis identifiziert. Im dritten Teil der Arbeit
wurden die Punktmutationen virtuell ebenfalls durchgefiihrt.

Gallamin wurde in den theoretischen Untersuchungen trotz seiner nur mittelma-
Bigen Affinitdt berlcksichtigt, weil es der am langsten bekannte allosterische
Modulator am My-Rezeptor ist. Es stellt daher eine unter verschiedenen Bedin-
gungen recht gut untersuchte Substanz dar.

AF-DX 384 kann, wie in Kapitel 4.3.1 beschrieben, sowohl die orthosterische als
auch die allosterische Bindungstasche besetzen. In diesem Teil der Arbeit werden
neben der Untersuchung des allosterischen Bindungsmodus dieser Substanz
auch Hybride aus AF-DX 384 und W84 untersucht, die eventuell in der Lage sind
beide Bindungsstellen gleichzeitig zu besetzen.
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4.3.2.1 Caracurin V-Derivate

Caracurin V und seine Derivate sind gut als Modellsubstanzen fir die Unter-
suchung der allosterischen Bindungsstelle geeignet, da sie sich im Grundgerist
nur geringflgig unterscheiden, aufgrund ihrer unterschiedlichen Substitution in der
Seitenkette allerdings sehr deutliche Affinitatsunterschiede aufweisen.

Der vorliegende Datensatz stammt von Zlotos et al. [87] und besteht aus 11
Caracurin V Derivaten und Caracurin V selbst. Ebenfalls einer Publikation von
Zlotos entnommen wurde eine aus NMR-Daten abgeleitete Konfiguration des
Caracurin V [155]. Diese wurde auf alle untersuchten Derivate ebenfalls ber-
tragen. Die Anordnung der aromatischen Ringe lasst sich aus diesen Daten
allerdings nicht genau bestimmen, so dass hier eine dynamische Konformations-
analyse zur Bestimmung der glnstigeren Konformation notwendig war. Prinzipiell
mdglich ist sowohl die gewinkelte als auch die planare Konformation (s. Abbildung
4-43).
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Abbildung 4-43: Stereoabbildung der Konformationen des Diallylcaracurin V

Der zentrale Diazacyclooctanring des Diallylcaracurin V kann eine ,geknickte®
oder eine ,gestreckte® Konformation einnehmen. In Abhé&ngigkeit davon
befinden sich die Indolin-Substituenten auf gegenulberliegenden Seiten oder
benachbart zueinander.

Entscheidend fiir die Anordnung ist hierbei auch der Hybridisierungszustand des
Stickstoffs in Indol-Partialstruktur. Quantenchemische Rechnungen im Programm
SPARTAN [100] lieBen eine Entscheidung zwischen einem sp2- und einem sp3-
hybridisierten Zustand nicht eindeutig zu, sondern lieBen einen Zwischenzustand
vermuten. Sowohl im CVFF-Kraftfeld als auch im GROMACS-Kraftfeld wurde
diese Eigenschaft am besten durch einen sp2-hybridisierten Stickstoff innerhalb

des Indolin-Rings wiedergegeben.
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Die Ringkonformation des gesattigten Achtringssystems wurde von beiden még-
lichen Konformationen ausgehend in Molekildynamiksimulationen mit einem
simulated annealing Protokoll untersucht. Da es sich bei der moglichen bioaktiven
Konformation um eine solche in wassrigem Milieu handelt, wurde zur Konfor-
mationsanalyse das Programm GROMACS benutzt. Die zur Simulation notwen-
digen Parameter, zum Beispiel ein protonierter tertiarer Stickstoff, wurden daflr
zunachst im GROMACS-Kraftfeld erganzt. Caracurin V wurde dann ausgehend
von beiden Konformationen (Aromaten in einer Ebene und Aromaten gewinkelt
zueinander) in einer Wasserbox in physiologischem Milieu untersucht. Zur Aus-
wertung dienten nach der Equilibrierung sowohl die potentielle Energie des
Caracurin V als auch die Haufigkeit der gefundenen Winkel innerhalb des Diaza-
cyclooctan-Grundgertistes. Eine Einteilung in Familien erfolgte zunachst nach der
Ahnlichkeit in diesem Grundkérper, dann nach dem Energiekriterium. Die
Konformation, bei der die Aromaten gewinkelt zueinander stehen, erwies sich
dabei als die stabilere und energetisch giinstigere. Ahnliche Ergebnisse lieferte
auch eine Analyse von A. Kuhn unter Vakuum-Bedingungen [156].

Die so bestimmte Konformation des Grundgerlistes wurde nun flir das manuelle
Docking in die Bindungsstelle des M>-Rezeptormodells benutizt. Als erstes Derivat
wurde das Diallylcaracurin V (Substanz 4) eingedockt, da es die héchste Affinitat
besitzt und daher die Bindungstasche gut ausfillen sollte. Zur objektiven
Bestimmung einer gunstigen Position des Liganden im Protein wurden innerhalb
der allosterischen Bindungstasche GRID-Felder berechnet. Hierflir wurden eine
quartare Stickstoffsonde, sowie die hydrophobe DRY-Sonde benutzt. Anhand der
berechneten Felder wurde das Diallylcaracurin V positioniert. Die Startstruktur
wurde anschlieBend in einer Moleklldynamiksimulation unter Vakuumbeding-
ungen in FDISCOVER untersucht. Die Equilibrierungsphase war bei diesen Simu-
lationen mit circa 100 ps gegenuber denen der orthosterischen Liganden deutlich
verkirzt, da schon vorher ein energetisch und strukturell equilibriertes System
vorlag. Zur Auswertung der Datensammelphase wurden zunachst die strukturellen
Veranderungen im Proteinmodell durch den zusatzlichen Liganden herangezogen.
Die Beurteilung erfolgte, nachdem die wahrend der Dynamiksimulation in
Abstanden von 500 fs entnommenen Strukturen, mit NMRCLUST wie in Abschnitt
4.2.1.2 beschrieben, in Cluster eingeteilt worden sind.
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Der Vergleich der Sekundarstrukturen zeigte eine Veranderung innerhalb der
Loopstrukturen. Eine solche Veranderung ist aufgrund der Bindungstasche der
allosterischen Modulatoren in diesem Bereich als sinnvoll anzusehen. Neben dem
Einfluss auf den extrazellularen Loopbereich zeigte sich auch ein geringer Einfluss
auf die Position der transmembranédren Helices, wobei hier die inaktive Ausgangs-
konformation nur unterstitzt beziehungsweise stabilisiert wird (Abbildung 4-44).

Abbildung 4-44: Uberlagerung einer Struktur mit NMS und einer Struktur mit NMS und
Diallylcaracurin V

Die Konformationen des M,-Rezeptormodells sind jeweils minimierte reprasenta-
tive Strukturen innerhalb einer MDS. Zur besseren Unterscheidung ist bei der
Form ohne CAR 4 das Proteinriickgrat in orange markiert. Innerhalb der
transmembranédren Bereiche sind kaum Unterschiede festzustellen, im Bereich
von N-Terminus und den extrazellularen Loops hat dagegen eine Anpassung an
den Alloster stattgefunden.
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Die Bindung des Allosters erfolgt sowohl in rdumlicher Nahe zur EDGE-Sequenz
im zweiten extrazellularen Loop, als auch im Bereich des dritten extrazellularen
Loops beziehungsweise TM 7, der Asparagin 419 enthalt.

Die Position wurde mit Hilfe von GRID-Feldern nochmals tberprtift. Hierzu wurden
neben der positiv geladenen Stickstoffprobe (N1+) auch die Etherprobe (OC2)
sowie die Allylprobe (C=) benutzt. Die Projektion der erhaltenen Felder auf das
Diallylcaracurin V zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung der giinstigen Wechsel-
wirkungspositionen im Protein mit den im Liganden vorhandenen funktionellen
Gruppen (Abbildung 4-45).

Abbildung 4-45: Wechselwirkungs-Felder des M,-Rezeptormodells projiziert auf
Diallylcaracurin V

Farbgebung: Stickstoff-Probe bei -13,3 kcal: blau, Ether-Probe bei
-3,0 kcal: orange, Vinyl-Aromatische-Probe bei -2,5 kcal: weil3

Als weiteres Kriterium diente die Wechselwirkungsenergie zwischen dem Alloster
und dem Protein. Nach der Equilibrierung lag sie flr das hochaffine Diallylcara-
curin V bei -151,5 kcal/mol. Dieser Wert sollte im Folgenden zum Vergleich der
unterschiedlichen Affinitaten der Caracurin V Derivate herangezogen werden.

Caracurin V und weitere vier Derivate (s. Tabelle 4-9) wurden in analoger Weise

untersucht.
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Tabelle 4-9: Caracurin V-Derivate

Derivat | ECso/ | Substituent

nM
1 1187 |H
2 8 CHs
3 30 zz/\/
4 3 1%/\/
5 4

ﬁ?’ﬁ/\
6 376 y ki
KN; :
Die Position des Grundkérpers sowie der aromatischen Ringsysteme der Ligan-

den 2 bis 5 im Mx-Rezeptormodell unterscheidet sich nach der Molekuldynamik-

simulation kaum von der des Diallylcaracurin V. Unterschiede sind allerdings, wie

Abbildung 4-46: Proteinbasierte Uberlagerung der Caracurin V-Derivate

Farbgebung:

Caracurin V: gelb, Dimethylcaracurin V: weiB, Dipropylcaracurin V: orange,
Diallylcaracurin V: griin, Dipropinylcaracurin V: blau; Stickstoffe: dunkelblau,
Sauerstoffe: rot
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zu erwarten, in der Position der Seitenketten zu erkennen (Abbildung 4-46).

Die fur das Diallylcaracurin V beschriebenen GRID-Felder zeigten, mit Ausnahme
der Allyl-Felder, bei den anderen Caracurin V-Derivaten eine dhnlich gute Uber-
einstimmung. In Abbildung 4-46 ist auch die Position von Caracurin V dargestellt,
die sich nach der proteinbasierten Uberlagerung von der der anderen Modulatoren
unterscheidet. Eine solche veranderte Position im Rezeptor lasst sich auf die
veranderte Elektrostatik an den, bei den anderen Modulatoren quartaren Stick-
stoffen, zurtckflihren. Dieser Unterschied schlagt sich auch in den Wechsel-
wirkungsenergien fir die Modulatoren nieder (Tabelle 4-10).

Tabelle 4-10: Wechselwirkungsenergien und Affinitdten der Caracurin V-Derivate

Derivat | Name WeohSeMIGS" | £Gey /
1 Caracurin V -124,31 1187

2 Dimethylcaracurin V -144,32 8

3 Dipropylcaracurin V -144.54 30

4 Diallylcaracurin V -151,55 3

5 Dipropinylcaracurin V -148,70 4

6 Diphthalimidoethylcaracurin V -130,79 376

Ausgenommen aus den bisherigen Betrachtungen ist das Caracurin V Derivat 6.
Es besitzt nicht nur deutlich volumindsere Seitenketten als die anderen Derivate,
sondern mit den Phthalimidgruppen auch Substituenten anderer chemischer
Eigenschaften. Solche Seitenketten sind aus der Gruppe der Alkanbisammonium-
Derivate allerdings als guinstig bekannt. Im Falle der Caracurin V Derivate flhren
sie aber zu einem deutlichen Affinitatsverlust, der etwa der Affinitét einer Seiten-
kette entspricht. Derivat 6 lasst sich im Modell nicht analog der Position der
anderen Caracurin V-Derivate in die allosterische Bindungstasche docken,
sondern der Platz ist nur fir einen Substituenten und einen Teil des
GrundgerUstes ausreichend. Eine solche Position des Liganden erwies sich als
stabil und zeigte eine deutlich verringerte Wechselwirkungsenergie gegenuber den
anderen allosterischen Modulatoren. Die Uberlagerte Position der sechs naher
untersuchten allosterischen Modulatoren des Caracurin V Typs im Modell des
muskarinergen Mz-Rezeptors ist in Abbildung 4-47 dargestellt.
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Abbildung 4-47: Position der sechs Caracurin V-Derivate im M,-Rezeptor-Modell

Caracurin V: gelb, Dimethylcaracurin V: wei3, Dipropylcaracurin V: orange,
Diallylcaracurin V: grin, Dipropinylcaracurin V: blau, Diphthalimidoethyl-
caracurin V: rotbraun;

Stickstoffe: dunkelblau, Sauerstoffe: rot

4.3.2.2 Alcuronium

Alcuronium ist rein formell gesehen nur das nicht veretherte Ausgangsprodukt fir
Diallylcaracurin V. In Bezug auf die Konformation des zentralen Achtringes sind
jedoch deutliche Unterschiede zu erwarten, da es sich um ein Diazacyclooctadien
handelt. Die dynamische Konformationsanalyse dieser Verbindung im Programm
GROMACS analog der Vorgehensweise beim Caracurin V zeigte, dass die Aus-
richtung der aromatischen Systeme in einer Ebene hier die bevorzugte Konforma-
tion darstellt.

AnschlieBend wurde das Alcuronium in das freie Volumen der allosterischen
Bindungsstelle im M>-Rezeptormodell eingepasst und unter gleichen Bedingungen
wie die Caracurin V Derivate molekildynamisch untersucht.
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Die Verlaufe der Kurven der potentiellen Energie sowie der root mean square
deviation sind analog denen der Caracurin V Derivate, so dass sie hier nicht
ausfuhrlicher besprochen werden. Im Vergleich zur Position von Diallylcaracurin V
findet sich Alcuronium etwas weiter in Richtung des Extrazellularraumes zwischen
zweitem und drittem extrazellularen Loop, im Bereich der EDGE-Sequenz und
Asparagin 419.

Abbildung 4-48: Bindungsmodus von Alcuronium und Diallylcaracurin V

Alcuronium (orange) bindet bezogen auf die quartaren Stickstoffe um 15°
gedreht gegenlber Diallylcaracurin V (griin). Dadurch befindet sich Alcuronium
weiter in Richtung Extrazellularraum.

Die Untersuchung der glinstigen Wechselwirkungen durch GRID-Felder zeigt ein
ahnlich gut tbereinstimmendes Bild wie bei Diallylcaracurin V. So finden sich mit
der Hydroxyl-Probe (OH) bei einer Konturierung von -6,5 kcal glinstige Wechsel-
wirkungen an den Positionen der Hydroxylgruppen des Alcuroniums im Rezeptor-
Ligand-Komplex. Als Wechselwirkungspartner far die Hydroxylgruppen lassen sich
aufgrund der GRID-Felder die Asparagine 2, 3 und 419 identifizieren.
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Gunstige Wechselwirkungen mit Wasserstoffbrickenakzeptoren, durch die posi-
tive Stickstoff-Probe lokalisiert, verursachen Glutamat 22, Glutamat 175, aber
auch die schon erwahnten Asparagine 2, 3 und 419. Ebenso lassen sich auch die
Wechselwirkungsfelder der Vinyl-Aromatischen-Probe auf das Alcuronium projizie-
ren (Abbildung 4-49).

Abbildung 4-49: GRID-Felder des M,-Rezeptormodells abgebildet auf Alcuronium

Farbgebung: Stickstoff-Probe bei -12,0 kcal: blau, Hydroxyl-Probe bei
-6,5 kcal: orange, Vinyl-Aromatische-Probe bei -3,0 kcal: weil3

Die Wechselwirkungsenergie zwischen dem Mj-Rezeptormodell und Alcuronium
betragt nach der Equilibrierung -149,9 kcal/mol. Dieser Wert unterscheidet sich
nur geringfligig von denen des Diallylcaracurin V (-151,5 kcal/mol, ECso 3 nM) und
des Dipropinylcaracurin V (-148,7 kcal/mol, ECso 4 nM) und entspricht damit den

Erwartungen bei einer Substanz mit einem ECso-Wert von 4 nM.



146 4.3.2 TERNARE KOMPLEXE

4.3.2.3 W84

W84 stellt als Vertreter der Gruppe der Hexamethonium-Derivate die flexibelste
Verbindung der hier besprochenen allosterischen Modulatoren dar. Gleichzeitig
gehdrt es, unter bestimmten experimentellen Bedingungen, zu den hochaffinen
Verbindungen. Von Holzgrabe et al. [157] wurde 1996 eine S-férmige Konfor-
mation postuliert, die eine Uberlagerung mit den Aromaten und den quartdren
Stickstoffen des Alcuroniums zuldsst. Dieser Konformationsvorschlag wurde
zunachst strukturell Gberpruft. Als Ausgangsstruktur wurden hierflir sowohl eine
lang gestreckte Konformation als auch der ,S-Shape“ benutzt. Schon unter Va-
kuumbedingungen war der ,S-Shape” wahrend der Energieminimierung allerdings
energetisch ungunstig und daher nicht stabil.

Um die Simulationsbedingungen an die experimentellen Bedingungen anzunahern
wurde die weitere dynamische Konformationsanalyse in einer physiologischen
Kochsalz-Lésung durchgefuhrt. Die notwendigen Moleklldynamiksimulation wur-
den im Programm GROMACS durchgefuhrt, das gegeniber dem FDISCOVER,
wassrige Systeme gleicher GréBe in deutlich geringerer Zeit simuliert. Hierzu
wurden im GROMACS-Kraftfeld zusatzliche Parameter fir die quartaren Stick-
stoffe eingeflihrt. In diesen Simulationen bestatigte sich ebenfalls die Instabilitat
der postulierten S-Konformation des W84. Als energetisch gunstig bildet sich im
Wassrigen eine gebogene, schalendhnliche Form des W84 aus (Abbildung 4-50).

Abbildung 4-50: Konformation von W84 in der Wasserbox

W84 nimmt in einer wassrigen Umgebung unter Natrium- und Chlorid-lonen-
Zusatz (magenta / griin) eine schalenférmige Konformation ein. W84 ist in
den entsprechenden Atomtyp-farben dargestellt.



4 DURCHFUHRUNG UND ERGEBNISSE 147

Far die Untersuchungen von W84 im Modell des muskarinergen M,-Rezeptors
wurde daher nur diese Form berlcksichtigt, die sich auch gut in die allosterische
Bindungstasche zwischen den extrazellularen Loops eindocken lieB. Die gefunde-
ne Position fir W84 wurde dann unter gleichen Bedingungen wie bei den
Caracurin V-Derivaten beschrieben molekildynamisch im Programm FDISCOVER
untersucht. Nach der energetischen und konformatorischen Equilibrierung des
Komplexes wurden die Konformationen wahrend der Datensammelphase alle 500
fs extrahiert und anschlieBend wieder mit dem Programm NMRCLUST in Familien
eingeteilt.

Der equilibrierte Protein-Ligand-Komplex zeigte danach eine &hnliche Position fur
das W84 wie vor der freien Moleklldynamiksimulation (Abbildung 4-51).

Abbildung 4-51: Uberlagerung der Ausgangs- und Endstruktur der MDS mit W84

Das Backbone, die transmembranédren Helices sowie die Kohlenstoffe von W84
sind in der Startkonformation orange eingeférbt. Die Helices in der Endstruktur
sind rot markiert, das Volumen der Bindungsstelle (graues Gitter) befindet sich in
guter Ubereinstimmung mit dem Volumen von W84. Die Bindung findet sowohl
im Bereich der extrazellularen Loops als auch im oberen Teil von TM | und TM
VI statt.
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Die Bindungsdomane fir W84 befindet sich sowohl im Loopbereich zwischen dem
zweiten und dem dritten Extrazellularen Loop, als auch am Beginn der ersten und
siebten transmembranaren Helix. Eine Begrenzung zum Extrazellularraum hin, die
allerdings recht flexibel ist, stellt der N-Terminus dar. Die Analyse der Wechsel-
wirkungsenergien zwischen W84 und dem M,-Rezeptorprotein bestatigt die ge-
fundene Konformation in ihren Wechselwirkungen, denn sie entspricht mit -141,08
kcal/mol gréBenordnungsmaBig derjenigen des Dipropylcaracurin V, das eine
ahnliche Affinitat zum mit N-Methylscopolamin besetzten M,-Rezeptor besitzt.

Zur genaueren Untersuchung der Wechselwirkungen wurden anschlieBend an
einer reprasentativen Struktur GRID-Felder mit der positiv geladenen Trimethyl-
ammoniumprobe (NM3), der Methylprobe (C3) und der Carbonylprobe (O=) heran-
gezogen. Die Felder wurden auf W84 in der Bindungstasche projiziert, um die
Ubereinstimmungen mit funktionellen Gruppen erkennen zu kénnen (Abbildung
4-52). Bei einer Konturierung von -2,0 kcal/A umschlieBt die Methyl-Probe die
hydrophoben Bereiche von W84 fast vollstandig. Ebenfalls in guter Ubereinstim-
mung finden sich ein Feld der Carbonylprobe bei -3,5 kcal / A mit einer der
Phthalimid-Carbonylgruppen. Die Wechselwirkungsfelder der Trimethylammoni-
umprobe, bei -6,7 kcal/A konturiert, zeigen gunstige Interaktionen sowohl im

Bereich der Phthalimidreste als auch im Bereich eines quartaren Stickstoffs.

Abbildung 4-52: GRID-Felder uibertragen auf die funktionellen Gruppen von W84

W84 ist nach Atomtypen gefarbt: Stickstoff blau, Sauerstoff rot, Kohlenstoff
weil3, Wasserstoff: cyan. Die hellblauen Felder der Trimethylammonium-
probe, konturiert bei —6,7 kcal / mol umschlieBen sowohl die Phthalimid-
gruppen als auch einen quartaren Stickstoff. Ein Feld der Carbonylprobe,
berechnet bei -3,5 kcal / mol zeigt Ubereinstimmung mit der entsprechenden
Funktion eines Phthalimidrestes. Die Methylprobe erzeugt bei einem Energie-
wert von -2,0 kcal / mol ein Feld, das nahezu das Volumen von W84
wiedergibt.
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4.3.2.4 Gallamin

Gallamin ist im Vergleich zu den Caracurin V Derivaten ein relativ kleiner Ligand
der allosterischen Bindungsstelle. Durch seine sehr flexiblen Seitenketten ist es
allerdings in der Lage einen sehr groBen Konformationsraum abzudecken. Fur
eine systematische Konformationsanalyse dieser Seitenketten ist die Anzahl der
drehbaren Einfachbindungen zu groB (s. Kapitel 3.4), so dass eine dynamische
Konformationsanalyse in wassrigem Milieu unter Natrium- und Chlorid-lonen-
Zusatz durchgefihrt wurde. Die gefundenen, energetisch glnstigen Konfor-
mationen decken nur einen kleinen Teil des Raumes ab und lassen sich nochmals
in Familien groBer Ahnlichkeit einteilen. Nach dieser Analyse blieb nur eine
Konformation dbrig, die in das Volumen der allosterischen Bindungsstelle
eingedockt werden konnte. Ausgehend von diesem Rezeptor-Ligand-Komplex
wurde eine Moleklldynamiksimulation im Vakuum unter identischen Bedingungen
wie fir die Caracurin V-Derivate, Alcuronium und W84 durchgefihrt. Die Equili-
brierung erforderte wie bei den anderen Simulationen circa 100 ps, danach stellte
sich ein energetischer und konformatorischer Gleichgewichtszustand ein. Der
Benzolgrundkérper des Gallamins liegt tief in der Bindungstasche und geht
dadurch Wechselwirkungen mit aromatischen Aminosauren ein. Die Seitenketten
mit den quartaren Stickstoffen bleiben dagegen an der Oberflache des M»>-Rezep-
tormodells. Hier befinden sich sowohl in den extrazellularen Loops als auch im
N-Terminus hydrophile beziehungsweise negativ geladene Aminosauren, die mit
den positiven Ladungen Wechselwirkungen eingehen kénnen (Abbildung 4-53).
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Abbildung 4-53: Lipophiles Potential der allosterischen Bindungstasche mit Gallamin

Die Bindungstasche ist Uberwiegend hydrophob und damit gut geeignet das
hydrophobe Grundgeriist des Gallamins aufzunehmen. Im Bereich der
geladenen Kopfgruppen sind hydrophilere Bereiche zu erkennen, die an dieser
Stelle ebenfalls glinstige Wechselwirkungen erlauben.

Die Projektion von GRID-Feldern des Proteins auf die funktionellen Gruppen des
Gallamins war in der gefunden Position ebenfalls méglich (Abbildung 4-55).
Hierbei zeigten sich vor allem im Bereich der Ethersauerstoffe, bei einer Konturier-
ung von -2,4 kcal / mol, gute Ubereinstimmungen. Fiir den Aromaten, die lipo-
philen Kettenanteile und die quartaren Stickstoffe wurden bei einer Konturierung
von -2.0 kcal / mol (C3) und -5,5 kcal / mol (NM3) ebenfalls glnstige Wechsel-
wirkungen identifiziert. Vor allem die Interaktionsmoglichkeiten mit der Trimethyl-
ammoniumprobe stimmen mit der berechneten Ladungsverteilung der jeweiligen

Seitenketten im Gallamin sehr gut Gberein.
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Abbildung 4-55: GRID-Felder abgebildet auf Gallamin

Projektion der Wechselwirkungsfelder der Methyl-, Ether- und Trimethyl
ammoniumprobe des M,-Modells auf Gallamin.

Methyl-Probe: schwarzes Gitternetz, Konturierung -2,0 kcal / mol
Ether-Probe: orange Flachen, Konturierung -2,4 kcal / mol
Trimethylammoniumprobe: blaue Flachen, Konturierung -5,5 kcal / mol
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4.3.2.5 AF-DX 384

AF-DX 384 besitzt, wie in Kapitel 4.3.1.6 dargestellt, sowohl Affinitat zur ortho-
sterischen als auch zur allosterischen Bindungsstelle des muskarinergen Mz-Re-
zeptors. Die Affinitat zur allosterischen Bindungsstelle ist vergleichbar mit der-
jenigen von Gallamin. Seine chemischen Eigenschaften entsprechen aber, vor
allem aufgrund seiner GroBe, eher W84. Die konformatorische Flexibilitat ist
allerdings wesentlich geringer. Eine energetisch glnstige Struktur lieB sich muhe-
los in die Kavitat der allosterischen Bindungstasche eindocken und wurde als
Ausgangspunkt fur die folgende Moleklldynamiksimulation benutzt. Wahrend der
Equilibrierungsphase von circa 100 ps, veranderte sich die Position von AF-DX
384 in der Bindungstasche nur wenig. Der aromatische Trizyklus befindet sich
dabei zentral im oberen Bereich des Rezeptors, am Eingang der orthosterischen
Bindungstasche. Nach der Bindung des Allosters ist der Zugang zur allosterischen
Bindungstasche somit blockiert (Abbildung 4-56).

Abbildung 4-56: M,-Rezeptormodell mit AF-DX 384 in der allosterischen und NMS in der
orthosterischen Bindungsstelle
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4.3.2.6 Korrelation der Bindungsaffinitaten der allosterischen Liganden

Die Affinitdt zum My-Rezeptormodell kann bei den orthosterischen Liganden mit
der jeweiligen Wechselwirkungsenergie zwischen Protein und Ligand korreliert
werden. Bei den allosterischen Modulatoren der common allosteric binding-site

scheint eine &hnliche Beziehung vorzuliegen.
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Abbildung 4-57: Korrelation der pEC5p-Werte mit der Wechselwirkungsenergie im M,-Modell

155

Die pECso-Werte geben die Affinitdt der allosterischen Modulatoren zum NMS-
besetzten M,-Rezeptor wider. Auf der Ordinate sind die durchschnittlichen Betrédge
der Interaktionsenergie nach der Equilibrierung des Rezeptor-Ligand-Komplexes
aufgetragen. Die gestrichelte Linie ist die Korrelationsgerade zwischen pECs,-

Werten und Wechselwirkungsenergie.

Aus den Interaktionsenergien der neun untersuchten Liganden Iasst sich zwar die
Tendenz erkennen, dass eine Beziehung zwischen der Wechselwirkungsenergie
im Modell und der Affinitat besteht, um eine definitive Aussage machen zu kénnen
ist es aber nétig deutlich mehr Liganden einzubeziehen. Deswegen wurde in
Abbildung 4-57 auch auf die Angabe von Korrelationskoeffizienten verzichtet. Der
proteinbasierte Ansatz zeigt zwar einen guten Anhaltspunkt zur Beurteilung der

Affinitat einer Struktur, allerdings wird bei der vorhandenen groBen Diversitat keine
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genaue Uberlagerung der Liganden wie bei einer 3D-QSAR-Studie erhalten.
Die Position in der allosterischen Bindungstasche ist dafir zu stark vom Molekdl-
grundgerlst abhangig. Zusatzlich kommt auch noch die Beweglichkeit der Loop-
Regionen und des N-Terminus hinzu, die sich an jeden Liganden durch einen

induced fitindividuell anpassen und so die Position des Allosters beeinflussen.

Abbildung 4-58: Proteinbasierte Uberlagerung aller 10 untersuchten allosterischen

Modulatoren

Die Verteilung der Wasserstoffbricken-fahigen Funktionen (Sauerstoffe und
Stickstoffe) unterliegt einer weiten Streuung. Gemeinsames Merkmal aller
Substanzen ist eher der mehr oder weniger ausgeprégte lipophile Bereich, der
an zentraler Position in der allosterischen Bindungstasche zu liegen kommt.
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4.3.3 AF-DX 384 — W84-Hybride

Hybride aus AF-DX 384 und einem ,halben“ W84 sollten bei einer entsprechenden
Verbindung der Komponenten in der Lage sein, sowohl die orthosterische als auch
die allosterische Bindungsstelle zu besetzen. Hierzu wurden zunachst zwei Sub-
stanzen im Arbeitskreis Holzgrabe synthetisiert, die Hybride 1 und 2. Die Hybride
3 und 4 stellen Vorschlage aufgrund der theoretischen Erkenntnisse Uber die
Hybride 1 und 2 dar. Die vorgeschlagenen Strukturen wurden zunéachst ebenfalls
theoretisch untersucht und sollten dann, wenn sich fiir eine Verbindung eine
Vorhersage fir die gleichzeitige Besetzung beider Bindungsstellen ergab,

anschlieBend synthetisiert werden.

4.3.3.1 Hybrid 1

Hybrid 1 setzt sich strukturell aus AF-DX 384 und einem W84 zusammen, das um
einen quartaren Stickstoff und die anhangende Phthalimid-Komponente gekiirzt ist

(Hybrid 1). Im Experiment zeigt dieses ?

Hybrid aber nicht die gewinschte Verdran- \NWN\&

gung des N-Methylscopolamins aus der o /\ N

orthosterischen Bindungstasche, sondern &i HNFJO
O

es verhalt sich wie W84. T/N

N (s
Im Modell verhélt sich Hybrid 1 ebenfalls m

analog zu W84 und nimmt auch eine ahn-

liche Position innerhalb der Loopregionen Hvbrid 1

ein. Zum Vergleich wurde Hybrid 1 auch innerhalb der orthosterischen Bindungs-
tasche positioniert. Diese Ausrichtung war aber energetisch deutlich ungunstiger,

so dass diese Position, analog zum Experiment, nicht eingenommen wird.
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4.3.3.2 Hybrid 2

Bei Hybrid 2 handelt es sich um ein AF-DX 384, dessen Seitenkette nur noch um
den Phthalimid-Ring aus W84 erweitert worden ist (Hybrid 2). Auch dieses Molekl

zeigt keine Verdrangung von N-Methylscopolamin aus

der orthosterischen Bindungsstelle sondern verhélt sich }N
ahnlich wie W84 und lasst sich auch durch dieses aus i N/ \gf
der allosterischen Bindungstasche verdrangen. In &AO H[JO
diesem Fall besitzt das Hybrid aber eine positive :,///N\
Kooperativitdt zu NMS, so dass dessen Bindungsaffinitat @(\NH

erhdht wird. Auch in diesem Fall ist die Position Hybrid 2
zwischen zweitem und drittem extrazellularen Loop im

Modell energetisch gunstiger als innerhalb der orthosterischen Bindungstasche.
Die divergierende Kooperativitat konnte im Modell aber nur undeutlich nachvoll-
zogen werden, wobei wahrscheinlich die etwas unterschiedliche Position in der

allosterischen Bindungstasche eine Rolle spielt.

Abbildung 4-59: Hybrid 1 und Hybrid 2 in der allosterischen Bindungstasche

Links: Hybrid 1 Rechts: Hybrid 2
Die Konformation und Orientierung Die Konformation von Hybrid 2 ist
entspricht derjenigen von W84. Der ahnlich zu der von W84, aufgrund
Zugang zur orthosterischen Bindungs- seiner kirzeren Seitenkette ist der
tasche ist vollstdndig verschlossen. Zugang zur orthosterischen Bindungs-

stelle nicht vollstandig verschlossen,
so dass eine Foérderung der Affinitat
von NMS zum Rezeptor mdglich
erscheint.
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4.3.3.3 Hybrid 3

Auf Basis von Hybrid 1 sollten weitere Hybride synthetisiert werden, die dann die
gewulnschte gleichzeitige Besetzung der orthosterischen und allosterischen Bin-

dungsstelle ermoglichen. Hierzu wurde als ?

erster Vorschlag Hybrid 3 untersucht, das \N\/\/ /\/Nw
die Mdoglichkeit dieses Ziel Uber die Ver- 0 / N
langerung des Abstandes zwischen Phtha- &Lo HN?O
limidgruppe und AF-DX 384 zu erreichen N N\‘
beinhaltet. Hierzu wurde zwischen dem, C o
unter physiologischen Bedingungen proto- Hybrid 3

niert vorliegenden Stickstoff von AF-DX 384

und dem quartaren Stickstoff des W84-Anteils, eine Methylgruppe hinzugeflgt (s.
Strukturformel).

Um eine Unterscheidung zu erméglichen wurde Hybrid 3 wie die beiden anderen
Hybride sowohl in der orthosterischen und allosterischen Bindungstasche als auch
im Komplex mit NMS in der orthosterischen Bindungstasche molekildynamisch
untersucht. Der Unterschied der Wechselwirkungsenergie zwischen den Position-
en betragt in diesem Fall Gber 10 kcal, allerdings zu ungunsten der Besetzung
beider Bindungsstellen (Abbildung 4-60).
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Abbildung 4-60: Wechselwirkungsenergie zwischen Hybrid 3 und dem M,-Rezeptormodell

Die Wechselwirkungsenergie zwischen Hybrid 3 und dem Protein betragt bei rein
allosterischer Bindung durchschnittlich -196,7 kcal (rot). Findet die Bindung in der
orthosterischen und allosterischen Bindungsstelle statt, so nimmt die Wechsel-
wirkungsenergie um fast 10 kcal auf -185,9 kcal ab (blau).
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4.3.3.4 Hybrid 4

Da die Verlangerung des Abstandes zwischen Phtalimid-Gruppe und AF-DX 384
in der theoretischen Untersuchung nicht erfolgreich erschien, wurde eine
Veranderung des Abstandes zwischen Trizyklus und Piperidin-Ring Uberpruft. Die
Veranderung erschien Erfolg versprechender, da der W84-Anteil in den vorher
berechneten Hybriden die allosterische

Bindungstasche nur unvollstandig er-

SO
<

reicht. Hybrid 4 stellt im engeren Sinne o /N\

daher kein AF-DX 384-Derivat dar, son- &g

dern gehdrt einer neuen Substanzgruppe ’ /

an. Die zweidimensionale Struktur von HN\NfS
Hybrid 4 mit der veranderten Mittelkette ©/\r\,
ist rechts dargestellt. Auch in diesem Fall 5
wurden sowohl ein rein allosterischer Bin- Hybrid 4

dungsmodus und ein allosterisch-orthosterisch gemischter Bindungsmodus in
einer MDS Uberprift. Das Ergebnis entspricht der Erwartung, dass in diesem Fall
die kombinierte Wechselwirkung mit beiden Bindungstaschen energetisch glnsti-
ger ist als die Bindung nur als allosterischer Modulator.
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Abbildung 4-61: Wechselwirkungsenergie zwischen Hybrid 4 und dem M,-Rezeptormodell

Die Wechselwirkungsenergie zwischen Hybrid 4 und dem Protein betragt bei rein
allosterischer Bindung -138,1 kcal (rot). Bei kombinierter allosterischer und

orthosterischer Bindung nimmt die Wechselwirkungsenergie um dber 18 kcal auf
-156,8 kcal zu (blau).
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Der Unterschied zwischen kombinierter und allosterischer Bindung ist mit 18,7
kcal zugunsten der kombinierten Bindung sehr deutlich. Hybrid 4 sollte also nach
den durchgeflhrten Berechnungen in der Lage sein sowohl die allosterische als
auch die orthosterische Bindungstasche zu besetzen. Die aus der MDS resul-

tierende Konformation ist in Abbildung 4-62 dargestellt.

Abbildung 4-62: Bevorzugter Bindungsmodus von Hybrid 4

Der Trizyklus des AF-DX 384-Analogons befindet sich, wie bei der Mutter-
substanz, in der orthosterischen Bindungstasche. Die Methylenketten und der
Piperidin-Ring stellen dann die Verbindung zur allosterischen Bindungsstelle
her, in der sich ein W84-analoges Teilstiick befindet.

In dieser Konformation wird der Zugang zur orthosterischen Bindungstasche als
zusatzliche ligandbindendene Doméane neben den beiden anderen benuizt. Es
scheint mit diesem Hybrid mdglich zu sein, sowohl die orthosterische Bin-
dungstasche durch den Trizyklus zu besetzen, analog des Bindungsmodus von
AF-DX 384, als auch die allosterische Bindungstasche in einer, dem W84-ahn-

lichen Konformation, zu fullen.
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4.4 Mutationsstudien an der allosterischen
Bindungsstelle

Eine Identifizierung wichtiger Aminosauren far die Ligandbindung ist durch Punkt-
mutationen maoglich. Die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen beziehen
sich nicht auf die absolute Affinitdt der jeweils untersuchten Liganden zum Ma-
Rezeptor, sondern auf die Subtypselektivitat beziehungsweise die Subtypprava-
lenz zwischen dem Ms-Rezeptor und dem Ms-Rezeptor. Diese beiden Subtypen
der muskarinergen Rezeptoren stellen die am besten (M>-Rezeptor) bzw. die am
schlechtesten (Ms-Rezeptor) Uber einen allosterischen Mechanismus regulier-
baren Formen dar. Aus diesem Grund sollten die Selektivitats-Unterschiede der
Punktmutationen hier am deutlichsten ausgepragt sein. Eine Untersuchung der
Bedeutung bestimmter Bereiche im muskarinergen My-Rezeptor wurde anhand
von Chimaren-Rezeptoren zwischen dem M,- und dem Ms-Subtyp von M. Seiden-
berg und J. Ellis durchgefthrt [159]. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden
im Arbeitskreis Mohr Punktmutationen durchgefihrt und die Veranderung der
Bindungskonstanten der allosterischen Modulatoren am N-Methylscopolamin be-
setzten Rezeptor unter jeweils identischen Bedingungen bestimmt. Parallel dazu
wurden die Mutationen mit Hilfe des erstellten M>-Rezeptormodells nachvollzogen
beziehungsweise vorhergesagt. Als Ausgangsstruktur diente jeweils der equili-
brierte Rezeptor-Ligand-Komplex, der sowohl N-Methylscopolamin als auch den
zu untersuchenden allosterischen Modulator enthielt. Die interessierende Amino-
saure wurde im Modell zu der korrespondierenden Aminosaure im Ms-Rezeptor
mutiert. AnschlieBend wurden sowohl das Wildtyp-Rezeptormodell (WT) als auch
die Mutante molekildynamisch untersucht.

Als Liganden wurden Alcuronium, Diallylcaracurin V, Gallamin und W84 zum einen
aufgrund der vorhandenen beziehungsweise geplanten Mutageneseuntersuch-
ungen im Arbeitskreis Mohr zum anderen ihrer aufgrund strukturellen Diversitat
und des Postulates ihrer Bindung in der common allosteric binding-site ausge-
wahlt. Die Affinitaten lassen sich mit den berechneten Wechselwirkungsenergien
in Einklang bringen, so dass das Mx-Modell den Bindungsmodus wahrscheinlich
gut wiedergibt. Im folgenden Abschnitt wurde nun untersucht, inwieweit es auch in
der Lage ist die Subtypselektivitat der ausgewéhlten allosterischen Modulatoren

zu erklaren.
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Die Simulationszeitraume kdénnen bei den Vergleichen der virtuellen Mutationen
mit dem Wildtyp Mo-Modell auf 300 ps verkirzt werden, da die in Kapitel 4.3.2
identifizierten ternaren Komplexe jeweils den Ausgangspunkt bildeten und sich
daher die Equilibrierungsphase stark verklrzt.

4.4.1 Punktmutation von Threonin 423" zu Histidin

Die Bedeutung dieser Mutante wurde experimentell im Jahr 2002 von Buller et al.
[161] in Bezug auf Diallylcaracurin V und das Alkanbisammonium-Derivat W84
beschrieben, nachdem ein chimarer Rezeptor, der hauptsachlich aus einem Ms-
Anteil besteht und nur den dritten extrazellularen Loop und die siebte transmem-
branare Helix aus dem M»>-Rezeptor enthalt.

Es handelt sich bei der Punktmutation um eine Position am Beginn der siebten
transmembranaren Helix. Das Proteinrlickgrat ist an dieser Stelle in ein recht
starres Sekundarstrukturelement eingebunden, so dass ein Einfluss auf die
allosterische Bindungstasche wohl nur durch die Veréanderung der Seitenkette ver-
ursacht wird und nicht zusatzlich noch Einflisse des Backbones bericksichtigt

werden mussen.

4.4.1.1 Diallylcaracurin V

Diallylcaracurin V zeigt im Verlauf der potentiellen Energie und der root mean
square deviation eine Equilibrierungsphase, die im Wildtyp und der Histidin-
Mutante analog verlauft und sich entsprechend den in Kapitel 4.3.2.1 beschrieben
allosterischen Modulatoren verhalt.

Zur Beurteilung des Effektes wurde die Wechselwirkungsenergie zwischen
Diallylcaracurin und Threonin 423 beziehungsweise dem entsprechenden Histidin
im DeCipher-Modul von INSIGHT Il berechnet. Im Wildtyp liegt die durchschnitt-
liche Wechselwirkungsenergie bei -0,67 kcal. Die Histidin-Mutante zeigt dagegen
eine positive Wechselwirkungsenergie von 1,2 kcal. Daraus lasst sich ableiten,
dass ein Histidin an Position 423 energetisch deutlich ungunstiger ist als ein

Threonin.

" Die Nummerierungen beziehen sich jeweils auf die Position der Aminosauren in der M,-

Rezeptor-Sequenz.
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Abbildung 4-63: Wechselwirkungsenergie zwischen Position 423 und Diallylcaracurin

Die mittlere Wechselwirkungsenergie zwischen Threonin 423 (WT)

und

Diallylcaracurin ist in rot dargestellt. Die Histidin-Mutante zeigt neben einer

ungunstigen Wechselwirkungsenergie auch deutlich groBere Ausschlage d.h.

Position der Seitenkette ist deutlich beweglicher.

Dieses Ergebnis befindet sich in Ubereinstimmung mit dem experimentellen
Befund, dass Diallylcaracurin V zu der M, ***His-Mutante eine deutlich verminderte
Affinitat aufweist.

4.4.1.2 W84

Die energetische und strukturelle Equilibrierung verlauft fir W84 ahnlich wie bei
Diallylcaracurin V und auch den im Weiteren beschriebenen allosterischen Modu-
latoren. Der Vergleich der Wechselwirkungsenergie Uber das DeCipher-Modul
zeigt fir die Histidin-Mutante keinen Verlust der Bindungsenergie wie erwartet,
sondern zeigt eher, dass sie gunstiger ist als das Threonin an der gleichen Posi-
tion. In unmittelbarer Nachbarschaft befinden sich allerdings auch zwei, innerhalb
der muskarinergen Rezeptoren konservierte, Tryptophane (422, 427). Ein Phthal-
imid-Ring von W84 befindet sich im Wildtyp-Komplex in einer gunstigen Position

fir n-n-Wechselwirkungen (Abbildung 4-64).

die
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Abbildung 4-64:
Position von W84 im M,-

Wildtyp-Rezeptor
‘ Zwischen einer Phthalimidgrup-
pe und Tryptophan 422 sowie
Tyrosin 177 sind aromatische
Wechselwirkungen méglich.

Bei Mutation des Threonins zu
Histidin, wird Tryptophan 422
aus seiner Position verdrangt.

Thr 423

In der Histidin-Mutante ist eine solche Wechselwirkung nicht mehr mdglich, da
Tryptophan 422 nun senkrecht zum Phthalimid-Ring steht.

Diese fehlende Interaktion zeigt sich auch in der Wechselwirkungsenergie
zwischen Tryptophan 422 und W84 (Abbildung 4-65).

0 50 100 150 200 250 300
Zeit / ps

Abbildung 4-65: Wechselwirkungsenergie zwischen Tryptophan 422 und W84

Die Mutation von Threonin 423 in ein Histidin wirkt sich auf Tryptophan mit einem
Energieunterschied von 4,5 kcal aus. Der Wildtyp ist rot dargestellt, der
Energieverlauf der Histidin-Mutante in blau.
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4.4.1.3 Alcuronium

Die Untersuchung der Bedeutung der Histidin-Mutante fur die Pravalenz von Alcu-
ronium zum My-Rezeptor stellt eine Vorhersage dar. Sie erfolgte aus dem Ver-
gleich der Wechselwirkungsenergien an Position 423 im Wildtyp-M»-Rezeptor-
modell und dem mutierten Proteinmodell. Hier ist der Unterschied zwischen dem
Wildtyp und der Mutante nur minimal (Abbildung 4-66).

8
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Abbildung 4-66: Wechselwirkungsenergie zwischen Alcuronium und Position 423

Die Wechselwirkungsenergie des Wildtyps (rot) unterscheidet sich nur um 0,7 kcal
von derjenigen der “**His-Mutante, so dass hier kein signifikanter Unterschied vor-
liegt.

Als Vergleich wurde auch das strukturell verwandte Diallylcaracurin V herange-
zogen, bei dem Threonin 423 eine recht groBe Bedeutung besitzt. Fir Alcuronium
ist die Bedeutung dieser Mutation als wesentlich geringer anzusehen, wobei ein
Affinitatsverlust dennoch mdglich ist, da sich die Position von Tryptophan 422,
ahnlich wie auch fir W84 beobachtet, zwischen Wildtyp und Mutante unterschei-
det. Werden die einzelnen Wechselwirkungen verglichen, so fallen diejenigen
zwischen Alcuronium und Tryptophan 422 deutlich geringer aus als die zwischen
W84 und dieser Aminosdure, so dass auch dieser Effekt nicht zu einem so
ausgepragten Affinitatsverlust fihren sollte wie er bei W84 beobachtet wurde.
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Das Ergebnis dieser Vorhersage stimmt mit den Ergebnissen der Bindungsstudien
aus dem Arbeitskreis Mohr iiberein'®.

4.4.1.4 Gallamin

Far Gallamin existieren Befunde von A.L. Gnagney, M. Seidenberg und J. Ellis
[82], die Asparagin 419 fir die Affinitdtsunterschiede zwischen M,- und Ms-Subtyp
als wichtiges Epitop identifizieren. Da Gallamin, wie alle in Abschnitt 4.3.2
beschriebenen Allostere, die common allosteric binding-site benutzt, wurde auch
hier die Bedeutung der Seitenketten-Veranderung von Threonin zu Histidin unter-
sucht. Der Betrag der Veranderung der Wechselwirkungsenergie zwischen Gall-
amin und Threonin / Histidin an Position 423 betragt circa 1,8 kcal. Das Threonin
scheint also eine Bedeutung flir die Affinitdt zu besitzen, auch in diesem Fall
verandert sich die Interaktionsenergie von einem Wert nahe 0 kcal hin zu einem

unginstigen Wert von fast 2 kcal.
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Abbildung 4-67: Wechselwirkungsenergie zwischen Position 423 und Gallamin

'8 Stefanie Prilla, personliche Mitteilung.
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Die Bedeutung dieser Mutation kann auch einfach darin begriindet liegen, dass
eine Seitenkette ohne oder mit nur geringem Einfluss auf die Selektivitat zu einer
Seitenkette mit unglnstigem Einfluss auf die M»-Pravalenz mutiert wird. Auf ein
solches Ergebnis deuten auch die experimentellen Daten aus dem Arbeitskreis
Ellis hin.

Es wurde hier zwar eine Affinitatsabnahme an der M>-Rezeptormutante gezeigt,
die Rickmutation d.h. der Austausch des Histidins im Ms-Rezeptor durch Threonin
zeigte aber nicht vollstandig den erwarteten Affinitatsgewinn. Die Komplexgeome-
trie spiegelt diese Aussage insofern wieder, als sich die Position des Gallamins in
der allosterischen Bindungsstelle durch die Mutation verandert. Hiervon sind die
Kontakte zu Asparagin 419 aber nicht betroffen, die elektrostatischen Wechsel-
wirkungen bleiben zwischen einer ,Seitenkette® und der Amidfunktion bleiben
erhalten (Abbildung 4-68).

Abbildung 4-68: Position von Gallamin im Wildtyp und in der ***Histidin-Mutante

Das Proteinriickgrat und die “*His-Mutante besitzen ein fast identisches
Proteinrickgrat. Um einen besseren Eindruck von den Unterschieden in der
Position des Gallamins zur erhalten wurde das Gallamin, das eine ahnliche
Konformation einnimmt, Gberlagert. Die Proteine zeigen in diesem Fall eine um
fast 30° veranderte Ausrichtung.
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4.4.2 Punktmutation von Tyrosin 177 zu Glutamin

Tyrosin 177 befindet sich fast mittig im zweiten extrazellularen Loop, unmittelbar
benachbart zur Disulfid-Briicke zwischen Cystein 176 (E2) und Cystein 96 (TM llI).
Diese Position lasst fur die Variation der Backbone-Koordinaten des Tyrosins
einen deutlich geringeren Spielraum als flir andere Positionen in den extrazellu-
laren Schleifen. Die Untersuchung des Effektes einer Mutation in diesem Bereich
sollte also auch vor allem von der Seitenkettenkonformation der jeweiligen Amino-
saure abhangen, so dass eine Vorgehensweise analog der bei der Histidin-

Mutation in der siebten transmembranaren Helix moglich ist.

4.4.2.1 Diallylcaracurin V

Durch die Mutation von Threonin 423 zu Histidin wurde die Affinitdt von Diallyl-
caracurin V zu der Mx-Rezeptormutante im Experiment auf ein Niveau zwischen
M. und Ms abgesenkt. Aus Studien mit My/Ms-Chimaren war bekannt, dass eine
oder mehrere Aminosduren im zweiten extrazelluldren Loop eine Rolle fur die
Affinitdt beziehungsweise Selektivitat spielen [159]. Die Bedeutung von Tyrosin
177 fOr die Bindung ist anhand der berechneten Wechselwirkungsenergien sehr
deutlich zu erkennen (Abbildung 4-69).
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Abbildung 4-69: Wechselwirkungsenergie zwischen Position 177 und Diallylcaracurin V

Die '"’GIn-Mutante (blau) weist mit -2 kcal eine wesentlich geringere Wechsel-
wirkungsenergie auf als der WT (rot) mit -10 kcal.
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Die drastische Verminderung der Wechselwirkungsenergie spiegelt sich auch in
der Komplex-Geometrie wieder. Im Fall eines Tyrosins in Position 177 richtet sich
dieses im Lauf der Moleklldynamiksimulation so aus, dass n-n-Wechselwirkungen
zwischen einem Aromaten des Diallylcaracurin V und Tyrosin 177 mdglich sind.
Zusatzlich werden auch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der phenol-
ischen Funktion des Tyrosins und einem Indolin-Stickstoff beobachtet (Abbildung
4-70).

Thr 423

‘I
Abbildung 4-70: Blick aus der orthosterischen in die allosterische Bindungstasche im
Wildtyp M,-Rezeptormodell

Tyrosin 177 bildet mit einer Indolstruktur des Dialylicaracurin V n-n-Wechsel-
wirkungen aus.

Bei Mutation des Tyrosins zu Glutamin kann die n-n-Wechselwirkung nicht mehr
stattfinden und die Seitenkette nimmt als Folge davon eine Ausrichtung in die
entgegengesetzte Position ein (Abbildung 4-71).
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Abbildung 4-71: Unterschiedliche Ausrichtung der Seitenketten von Tyrosin 177 und
Glutamin 177.

Der Phenylrest von Tyrosin 177 (griine C-Atome) geht m-n-Wechsel-
wirkungen mit Diallylcaracurin V ein, wozu Glutamin 177 (C-Atome
orange) nicht in der Lage ist. Die Proteinkonformation der Rezeptoren ist
in beiden Fallen vergleichbar, ebenso wie Position von NMS und
CARALL.

Das Proteinruckgrat unterscheidet sich im Bereich der Helices kaum. Die Struktur
der Loop-Regionen weist dagegen Unterschiede auf, die sich wahrend der Mole-
kiildynamiksimulation im Sinne eines induced fit'® ergeben.

'® Das Protein und Ligand passen sich im Lauf der MDS strukturell an, so dass eine bessere
Passform (fit) zwischen den Molekiilen, durch den Liganden induziert, erhalten wird.
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Zur weiteren Uberprifung der postulierten m-n-Wechselwirkungen wurde auch
eine Mutation des Tyrosins zu Phenylalanin durchgefiihrt. Dies entspricht von
seinen aromatischen Eigenschaften her anndhernd dem Tyrosin. Das Ergebnis
zeigt zwar eine Verminderung der Wechselwirkungsenergie um etwa 2 kcal ge-
gentber dem M-Wildtyp, sie liegt aber dennoch fast auf Ma-Niveau. Der My-Re-
zeptor stellt nach dem M2-Rezeptor den Subtyp dar, der am besten durch die oben
beschriebenen Allostere moduliert werden kann. Nur im Ms-Subtyp befindet sich
an der, dem Tyrosin 177 in M, analogen Position, ein Phenylalanin, so dass diese
Mutation vielleicht einen Erklarungsansatz bietet flr die glnstigeren Eigenschaften
bezlglich der allosterischen Modulation.

4.4.2.2 W84

Im Fall von W84 findet sich im Experiment ein analoges Verhalten der Affinitat zu
Wildtyp und Mutante wie bei Dialyllcaracurin V. In der Molekuldynamiksimulation
sind die Unterschiede zwar vorhanden aber aufgrund der geringeren Wechselwirk-

ungsenergie energetisch nicht so deutlich ausgepragt wie bei Diallylcaracurin V.

Ein mdglicher Grund fur das weniger deutliche Ergebnis ist neben der gréBeren
Flexibilitat von W84 auch die um eine Zehnerpotenz geringere Affinitat zum
M,-Rezeptor gegentber Diallylcaracurin V, bei gleicher Affinitdt zum Ms-Subtyp.
Die Unterschiede bei visueller Inspektion der Komplexe sind aber ahnlich ausge-
pragt wie fur Dialyllcaracurin V, so dass die energetischen Unterschiede auf den
Einfluss der Punktmutation zuriickzufiihren sind. In Abbildung 4-72 ist die Uber-
lagerung der Komplexe zwischen Wildtyp und Glutamin-Mutante dargestellt.
Hierbei ergeben sich im Bereich des Proteinrlickgrats der transmembranéren
Helices nur geringe Unterschiede, die Ausrichtung der Tyrosin- beziehungsweise
Glutaminseitenkette an Position 177 ist dagegen verschieden.
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Abbildung 4-72: Unterschiedliche Ausrichtung der Seitenketten von Tyrosin und Glutamin
an Position 177

Das Proteinrickgrat unterscheidet sich innerhalb der helikalen Bereiche nur
wenig, genauso die Position von NMS innerhalb der orthosterischen Bindungs-
stelle. Das Glutamin an Position 177 nimmt eine dhnliche Konformation ein wie
im Fall des Diallylcaracurin V (Abbildung 4-71), weil die aromatischen Wechsel-
wirkungen zu W84 fehlen.
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4.4.2.3 Alcuronium

Die Punktmutation im Bereich von Helix VIl zeigte im Modell kaum eine Auswir-
kung auf die Affinitdt von Alcuronium zu dieser My-Rezeptormutante. Im Unter-
schied dazu ist der Einfluss der '"’Glutamin sehr deutlich ausgepragt (Abbildung
4-73).
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Abbildung 4-73: Wechselwirkungsenergie zwischen Position 177 und Alcuronium

Wildtyp: rot, Glutamin-Mutante: griin

Zurlckzufuhren ist dieses Ergebnis auf aromatische Wechselwirkungen zwischen
einem Aromaten des Alcuroniums und Tyrosin 177. Alcuronium zeigt an chimaren
M./Ms-Rezeptoren ebenfalls nur eine Veranderung der Affinitdt im Bereich des
zweiten extrazellularen Loops, wahrend die Uberfiihrung der M,-Sequenz in die
analoge Ms-Sequenz in anderen Bereichen kaum eine Veranderung der Affinitat
bewirkt [159]. Die Wechselwirkung zwischen Alcuronium und Tyrosin 177 beruht,
laut Modell, wie bei Dialylicaracurin V auf einer n-nt-Wechselwirkung zwischen den
aromatischen Systemen (Abbildung 4-74).
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Abbildung 4-74:
n-n-Wechselwirkung
zwischen Tyrosin 177 und
Alcuronium

4.4.2.4 Gallamin

Far Gallamin wurde im Mx-Rezeptormodell eine Position identifiziert, bei der der
zentrale Phenylring tief in die allosterische Bindungstasche eintaucht. In diesem
Bereich befindet sich auch Tyrosin 177, so dass hier ginstige Wechselwirkungen
vorhanden sind. Die Mutation des Tyrosins zu Glutamin flhrt in diesem Fall zu
einem deutlich sichtbaren Affinitatsverlust (5,5 kcal) zu der '”’Gln-Mutante.
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Abbildung 4-75: Wechselwirkungsenergie zwischen Position 177 und Gallamin

Der Unterschied der Interaktionsenergie zwischen dem Wildtyp (rot) und der
Glutaminmutante (grin) betragt fir Gallamin 5,5 kcal.
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Auch im Falle des Gallamins handelt es sich bei den Wechselwirkungen zwischen
Tyrosin 177 um n-n-Wechselwirkungen. Die beiden aromatischen Systeme ordnen

sich fast vollstandig parallel in einem Abstand zwischen 4 und 5 A an.

Y -
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Abbildung 4-76: Wechselwirkung von Gallamin mit Tyrosin 177

Der zentrale Aromat des Gallamins befindet sich 4-5 A von dem Phenyl-Rest
des Tyrosins entfernt und kann daher n-n-Wechselwirkungen eingehen.

Durch die vergleichenden Molekildynamiksimulationen ist es mdglich nicht nur die
Experimente zu erklaren, sondern nach Identifizierung des jeweiligen Bindungs-
modus des Allosters auch die Ergebnisse der Mutationen qualitativ vorherzusa-
gen. Eine sichere quantitative Aussage Uber das AusmaB der Abnahme der
Bindungsaffinitat ist Uber eine Korrelation mit den Wechselwirkungsenergien aber

wegen der notwendigen Unvollstédndigkeit des Modells nicht méglich.
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5.1 Rezeptormodell

Die Roéntgenkristallstruktur des bovinen Rhodopsins ist bis heute die einzige
bekannte Struktur eines G-Protein gekoppelten Rezeptors. Rhodopsin und der
muskarinerge Mz>-Rezeptor gehéren zwar der gleichen Familie der GPCRs an,
trotzdem weisen sie nur eine Sequenzidentitat von knapp 24% innerhalb der trans-
membranaren Bereiche auf. Die Makrostruktur der Proteine ist innerhalb der
Familie gleich, in der Mikrostruktur sind allerdings aufgrund der Variation in der
Aminosauresequenz strukturelle Unterschiede zu erwarten. Diese lassen sich
jedoch nur schwer ohne experimentelle Befunde vorhersagen und damit in einem
Modell berticksichtigen. Ein Beispiel fir strukturelle Diversitat stellt der vermutlich
unterschiedliche inaktive Zustand des p-Opioid-Rezeptors gegentber dem inakti-
ven Zustand der aminergen GPCRs dar. Obwohl beide Rezeptoren der Familie A
angehdren, kann der u-Opioid-Rezeptor das ionic lock wegen der Ersetzung des
Aspartats innerhalb des hochkonservierten DRY-Motivs durch ein Leucin nicht
Uber eine Salzbriicke stabilisiert werden. An diesem Beispiel Iasst sich ablesen,
dass es wichtig ist moglichst viele experimentelle Befunde in einem Homologie-
modell zu verwenden, um ein so genaues Abbild wie moglich zu erstellen.
Trotzdem wird ein Modell die Wirklichkeit immer nur unvollstandig wiedergeben,
als Beispiel sei auch auf die strukturellen Unterschiede zwischen der Kristallstruk-
tur des bovinen Rhodopsins und einem von Pogozheva erstellten Modell dessel-
ben hingewiesen [162-164].

Das entwickelte M>-Modell enthalt die sieben transmembranaren Helices sowie die
vollstdndigen extrazellularen Loops, den N-Terminus und den C-Terminus. Die
intrazellularen Loops sind ebenfalls vorhanden, wobei der dritte intrazellulare Loop
durch eine Konstruktion aus 20 Alaninen ersetzt wurde. Diese vollstandige Erset-
zung war notwendig, da der dritte intrazelluldre Loop mit ungefédhr 150 Amino-
sauren ohne eine adaquate Vorlage, die bis jetzt nicht existiert, dem Homologie
Modelling nicht zugénglich ist. Besondere Sorgfalt wurde auf den Aufbau der
extrazellularen Loop-Regionen verwandt, weil sie die allosterische Bindungsstelle
enthalten. Die Aminosduresequenz dieser drei sehr flexiblen Bereiche unter-
scheidet sich teilweise von denjenigen des Rhodopsins, so dass hier Strukturele-
mente anderer Proteine, die nicht zur Familie der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren gehdren, als Vorlage dienen mussten.
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Hieraus ergibt sich das Problem der korrekten Verknlpfung dieser Elemente mit
den Helices d.h. der Einfluss der hinzugefiigten Loopstruktur auf die Struktur und
Anordnung der transmembrandren Helices muss genau beobachtet werden. Die
sechs Loops befinden sich zudem in einem Bereich des Proteins, dass je nach
Rezeptorzustand (aktiv / inaktiv) eine unterschiedliche Konformation einnehmen
kann. Im Falle der intrazellularen Loops ist dies wegen der Bindung des G-Prote-
ins sowieso anzunehmen. Die Loop-Regionen stellen daher immer Bereiche dar,
in denen potentiell ungiinstige Konformationen des Proteinrlickgrates gefunden
werden. Dieses Phanomen kann auch im Mx>-Modell in den verschiedenen unter-
suchten Simulationsumgebungen beobachtet werden. Aufgrund der hohen Flexi-
bilitdt der Loop-Regionen, speziell des zweiten extrazelluldaren Loops, ist es
schwierig ein Modell zu erstellen, das diese Strukturen stabil und in einer fir die
Bindung der allosterischen Modulatoren geeigneten Konformation wiedergibt. Die
Aussagekraft der Sekundarstruktur-Vorhersageprogramme stellt fir diesen
Bereich auch einen kritischen Punkt dar. Die Vorschléage leiten sich jeweils nur von
einem Sequenz- und Strukturvergleich mit anderen Proteinen, die aber keine
GPCRs sind, ab. Es besteht also durchaus die Mdéglichkeit, dass der modellierte
Sequenzabschnitt bei G-Protein gekoppelten Rezeptoren eine andere Sekundar-
struktur besitzt als die Programme anhand des Trainingsatzes errechnet haben
und in das erstellte M>-Rezeptormodell Gbertragen worden ist.

Ein frGher von Kuhn erstelltes Modell der extrazellularen Bereiche des M>-Rezep-
tors verwendet die Aminoséduresequenz des Schweins, weil diese sich im model-
lierten Bereich nicht von der des humanen Rezeptors unterscheidet (s. Kapitel
3.7).

Im Gegensatz zu dem Modell von Kuhn basiert das, im Rahmen dieser Arbeit er-
stellte, M>-Rezeptormodell auf der Kristallstruktur des Rinderrhodopsins und nicht
auf dem Rhodopsinmodell von Pogozheva et al [163]. Innerhalb der transmembra-
naren Bereiche finden sich daher einige Unterschiede, bedingt durch die
veranderte Vorlage.

So ist zum Beispiel Helix IV in Richtung des Extrazellularraumes gegenlber dem
Modell von Kuhn verkirzt, so dass die Verbindung zwischen allosterischer und
orthosterischer Bindungstasche im aktuellen Modell vorhanden ist. In Bezug auf
die rmsd-Werte der Ca-Atome des Backbones zeigt das Rhodopsinmodell zur

Kristallstruktur eine Abweichung von 3,2 A, so dass es notwendig war ein
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vollstandig neues My-Modell zu erstellen, bevor die orthosterische und alloster-
ische Bindungsstelle untersucht werden konnte. Gleichzeitig erfolgte die Ergan-
zung der bei Kuhn fehlenden Helixenden sowie der intrazellularen Loops und des
C-Terminus. Ein vollstandiges Modell bietet den Vorteil, dass den transmem-
branaren Helices mehr ,Bewegungsfreiheit* gewahrt werden kann d.h. es kann mit
deutlich geringeren oder auch ganz ohne Ruickhaltekrafte moleklldynamisch
untersucht werden. Gleichzeitig birgt es aber aufgrund gréBerer Unsicherheiten
bezlglich der strukturellen Gegebenheiten die Gefahr artifizielle Zustdnde auszu-
bilden z.B. durch Kontakte zwischen Loop-Regionen und den transmembranaren
Bereichen. Ebenfalls muss verstarkt auf die Anordnung der Helices geachtet
werden, so dass sich durch den Einfluss der Loops das Blndel nicht vollstandig
anders anordnet, weil dies eine Veranderung der GPCR-Makrostruktur bedeuten
warde.

Das vollstdndige Modell wurde anschlieBend unter drei Simulationsbedingungen
untersucht: im Vakuum, in einer membranahnlichen Umgebung und in einer
Dipalmitoylphosphatidylcholin-Membran.

Bei Molekuldynamiksimulationen im Vakuum ist bei membranstandigen Rezep-
toren immer eine Ruickhaltekraft notwendig, die die Membran ersetzt, um die
Tertiarstruktur des Proteins zu erhalten. Unter den in dieser Arbeit beschriebenen
Bedingungen, werden mit diesem Simulationsansatz gute Ergebnisse erzielt. Die
helikalen Bereiche bleiben erhalten und es werden ausreichend groBe Volumina
innerhalb der orthosterischen und der allosterischen Bindungsstelle gefunden um
die Liganden aufzunehmen. Neben den Sekundarstrukturen bleiben auch die im
Rhodopsin beschriebenen interhelikalen Kontakte Uber Wasserstoffbriicken-
bindungen Uberwiegend erhalten. Zusétzlich wird bei allen Simulationen noch ein
Kontakt zwischen Helix 1l und Helix VI gefunden, der fir den inaktiven Zustand
der aminergen GPCRs wichtig ist. Innerhalb der Vakuum-Simulationen bleibt also
der inaktive Zustand des Templates Rhodopsin im Mx-Modell weiterhin erhalten.
Solvatations-Effekte oder der Einfluss einer wassrigen Umgebung kénnen inner-
halb dieser Simulation natlrlich nicht beschrieben werden. Ebenso wenig kénnen
detaillierte Erkenntnisse uber die Anordnung des Helixbindels gewonnen werden,
weil es durch das Tethering des Backbones in einer rhodopsin-ahnlichen Position
erhalten wird. Mit diesem Ansatz lassen sich aber die interhelikalen Kontakte

Uberprifen.
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Die Rulckhaltekrafte lassen sich auch so wahlen, dass eine Anpassung der
helikalen Bereiche an Liganden ermdglicht wird und so Rezeptor-Ligand-Kom-
plexe simuliert werden kdénnen. Eine andere Mdglichkeit der Erhaltung der
BlUndelung besteht darin interhelikale Kontakte Ober eine abstandsabhangige
~Strafenergie” so genannte distance restraints zu erhalten. Dieses Verfahren ist im
vorliegenden Fall aber nicht geeignet, weil zu wenige Kontakte zwischen den
Helices bestehen. Zusatzlich waren auch restraints innerhalb der Helices
notwendig, die dann nur noch eine wesentlich geringere Mdglichkeit hatten sich
anzupassen. Eine Veranderung der Helixlangen kann aber durchaus sinnvoll sein
z.B. im Fall von Helix IV.

Far MDS in einer Box mit einer zentralen Tetrachlorkohlenstoffschicht, die die
Lipidketten wiedergeben soll, werden keine Rlckhaltekrafte auf das Proteinriick-
grat bendtigt. Das Ergebnis des Verfahrens ist aber enttaduschend.

Die bendtigte Rechenzeit ist nicht wesentlich gegenlber denen der expliziten
Phospholipidmembran verkirzt, im Vergleich zur Rechnung unter Vakuumbeding-
ungen aber aufgrund der notwendigen langeren Simulationszeitrdume deutlich
erhdht®. Die Strukturerhaltung ist teilweise sogar schlechter als bei Simulationen
unter Vakuumbedingungen, vor allem in Bezug auf die root mean square deviation
und die Erhaltung der interhelikalen Wasserstoffbrickenbindungen erscheint die
3-Phasen-Box weniger geeignet. Ein Grund fir dieses Ergebnis kdnnte die
geringere Stabilitat der Tetrachlorkohlenstoffschicht gegeniber Scherkraften sein,
die das Protein aufgrund von abstoBenden Wechselwirkungen im Inneren auf
seine Umgebung ausibt. Vorteil dieser Methode gegenlber einer Simulation unter
Vakuumbedingungen ist aber die Berlcksichtigung einer expliziten extramem-
branaren wassrigen Umgebung, so dass Kontakte innerhalb der Loop-Regionen
oder auch der orthosterischen Bindungsstelle Uber ein oder mehrere Wasser-
molekile vermittelt werden kdnnend, ein Umstand der zu einer Stabilisierung
dieser Bereiche beitragt. Ein System aus einer lipophilen und zwei wassrigen
Schichten scheint grundsétzlich zwar die Strukturintegritat eines GPCRs erhalten
zu koénnen, gleichzeitig aber Veranderungen zu induzieren, die wahrscheinlich

nicht der Realitat entsprechen z.B. das B-Faltblatt in E2.

% Diese Angaben beziehen sich auf einen IRIS 02 R12000 Prozessor, 500 ps Vakuumsimulation
im Programm FDISCOVER und jeweils 5 ns MDS im Programm GROMACS. Die Simulation im

Vakuum dauert ungefahr eine Woche, die beiden anderen circa zwei Monate.



5 DISKUSSION 183

In der DPPC-Membran sind Molekildynamiksimulationen in einer realitdtsnahen
Umgebung mdoglich. Dementsprechend werden auch keine zusatzlichen RuUck-
haltekrafte auf das Protein bendtigt, diese werden von der umgebenden Membran
in ausreichendem MaBe ausgelbt. Die sieben transmembranaren und auch die
achte C-terminale Helix entsprechen in ihrer Ausdehnung den Sekundarstruktur-
vorhersagen. Die Loopstrukturen sowie die beiden Termini, erweisen sich in der
Membranumgebung als ebenso flexibel wie unter Vakuumbedingungen. Es findet
aber keine Veranderung der interhelikalen Kontakte wie in der 3-Phasen-Box statt,
sondern sie bleiben, mit Ausnahme des zusatzlichen Kontaktes zwischen Helix IlI
und VI, so erhalten, wie sie im Rhodopsin beobachtet worden sind.
Unbericksichtigt bleibt nach wie vor die Zusammensetzung einer natirlichen
Membran, die neben unterschiedlichen Phospholipiden auch Cholesterol sowie
Proteine enthélt. Auch eine eventuelle Glykosylierung im N-Terminus und eine
Phosphorylierung im C-Terminus werden nicht in das Modell einbezogen und
stellen einen Ansatzpunkt flr weitere Untersuchungen und Verbesserungen des
Modells dar.

Als Fazit der Untersuchungen ergibt sich, dass eine Simulation in einer 3-Phasen-
box kaum Vorteile gegeniber der Simulation in Vakuum ergibt, zumal wenn
eventuelle wichtige Wassermolekile im Vakuum explizit bertcksichtigt werden.
Vorteil der MDS in einer Membran ist, dass gegeniber dem Vakuum das
umgebende Medium bericksichtigt wird. Es kdnnen einerseits elektrostatische
und ionische Wechselwirkungen wie z.B. wasser-vermittelte Wasserstoffbriicken-
bindungen beobachtet werden, andererseits werden attraktive Wechselwirkungen
zwischen lipophilen Aminosauren und der Membran berlcksichtigt. Die weniger
zeitaufwandige Simulation unter Vakuumbedingungen, zeigt dem Membransystem
strukturell vergleichbare Ergebnisse, so dass die Vorgehensweise je nach Pro-

blemstellung abgewogen werden muss.
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5.2 Rezeptor-Ligand-Komplexe

Der erste Teil der Untersuchungen der Rezeptor-Ligand-Komplexe beschéftigt
sich mit klassischen Agonisten und Antagonisten der muskarinergen Rezeptoren,
die, wenn Uberhaupt, nur eine geringe Subtypspezifitdt aufweisen. Die Bindungs-
stelle dieser Substanzen befindet sich im oberen Drittel zwischen den transmem-
branaren Helices und die unterschiedliche Bedeutung einzelner Aminosauren fir
Agonisten und Antagonisten ist in Bindungsstudien mit punktmutierten muska-
rinergen Rezeptoren untersucht worden. Hierbei wurden Aspartat 103, Tyrosin
104, Tryptophan 155, Threonin 187, Threonin 190, Tryptophan 400, Tyrosin 403
und Asparagin 404 als wichtig flr die Ligandbindung identifiziert. Je nachdem,
welcher Agonist oder Antagonist sich in der orthosterischen Bindungsstelle
befindet, besitzen die verschiedenen Epitope aber auch einen unterschiedlichen
Einfluss auf die Affinitdt [152]. Auf Grundlage dieser Studien wurden als
agonistisch wirksame Beispielsubstanzen Acetylcholin, der endogene Agonist, und
Oxotremorin M, eine experimentell bedeutsame Verbindung, in das M.-Rezep-
tormodell eingedockt. Als Antagonisten wurden die Tropasaure-Derivate (S)-Hyos-
cyamin, Scopolamin und N-Methylscopolamin sowie AD-DX 384, eine
M,-pravalente Substanz verwendet.

Die Agonisten binden mit ihrer quartaren Kopfgruppe innerhalb eines aroma-
tischen Kéfigs zwischen Aspartat 103, Tyrosin 104, Tryptophan 155, Tryptophan
400 und Tyrosin 403. Das negative Potential der Carboxylatgruppe von Aspartat
103 Ubt bei diesem Bindungsmodus elekirostatische Wechselwirkungen mit der
verteilten positiven Ladung des kationischen Kopfes aus. Zusatzlich tragen auch
die aromatischen Seitenketten der Tryptophane und Tyrosine in Form einer
Kation-n-Wechselwirkung zur Bindung bei. Der Pyrrolidin-2-on-Ring des Oxo-
tremorin M nimmt eine Position zwischen Asparagin 404 und Threonin 187/
Threonin 190 ein, so dass er in der Lage ist mit diesen Aminosauren Wasserstoff-

brickenbindungen auszubilden.
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Acetylcholin geht mit diesen Aminosauren keine direkten Interaktionen ein,
sondern die Carbonylfunktion der Estergruppe bildet eine Wasserstoffbriicken-
bindung mit der phenolischen Hydroxylfunktion von Tyrosin 104 aus. Dieses
Verhalten ist im Einklang mit den Experimenten, die bei einer Mutation beider
Threonine und des Asparagins 404 eine geringere Bedeutung fir die Affinitat fest-
stellen als bei Aspartat 103 und den aromatischen Aminosauren. Diese Aussagen
Uber agonistische Verbindungen innerhalb des Modells sind allerdings nur als
Anhaltspunkt zu werten. Der aktive Rezeptorzustand unterscheidet sich
konformatorisch vom inaktiven z.B. eine wird andere Geometrie von Helix VI
diskutiert. Eine andere Ausrichtung der Position der Helices hat natirlich auch
Einfluss auf die Position der an der Bindung beteiligten Aminosauren, so dass
andere Kontakte zwischen den Agonisten und dem Rezeptor mdglich sind. Die
modellierten Komplexe stellen demnach einen moglichen Initialkomplex vor der
Aktivierung des Mj-Rezeptors durch einen Agonisten dar. Auf eine ,Aktivierung*
des Modells durch Veranderungen in den Helices wurde bewusst verzichtet, da
hierfir nicht ausreichend Anhaltspunkt Uber den aktiven Zustand vorliegen und ein
solches Vorgehen sehr viele Unsicherheiten in sich tragt. Bestrebungen das
Rhodopsin in einer aktiven Form zu kristallisieren, fihrten bis jetzt noch zu keinem
Erfolg, falls eine solche Struktur jedoch verdffentlicht werden sollte, ist es sinnvoll
die Agonisten in einem auf dieser Struktur basierenden Homologiemodell noch-
mals zu untersuchen, um eventuelle Unterschiede beobachten zu konnen.

Die Antagonisten vom Tropasauretyp weisen im Verhaltnis zu den Agonisten die
hdheren Affinitaten zum M, Rezeptor auf. In Analogie zu den Agonisten befindet
sich der protonierte tertidre oder der quartare Stickstoff innerhalb des aromatisch-
en Kafigs aus Tyrosin 107, Tyrosin 403, Tryptophan 155 und Tryptophan 400. Die
Bedeutung der Protonierung flr die Bindungsaffinitdt wurde fir Scopolamin in
einer pH-Wert abhangigen Bindungsstudie von Ehlert und Dehlen gezeigt, so dass
auch Atropin und Scopolamin unter physiologischen Bedingungen in geladener
Form in der Bindungstasche vorliegen und sich damit nicht vom quartaren
N-Methylscopolamin unterscheiden. Der Tropasaureanteil der Antagonisten weist
in den Raum zwischen Threonin 187, Threonin 190, Asparagin 404 und Tyrosin
104. In den Simulationen unter Vakuumbedingungen variiert die Ausrichtung des
Phenylrestes zwischen den Liganden etwas. Es werden aber die gleichen
Wasserstoffbriickenbindungen identifiziert namlich zwischen der Hydroxylfunktion
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und Threonin 187 beziehungsweise Threonin 190 und dem Estercarbonylsauer-
stoff und Asparagin 404. Trotz ihrer groBen Strukturdhnlichkeit zeigen sich im
Bindungsmodus aber auch einige Unterschiede. Atropin ist aufgrund der aqua-
torialen Ausrichtung seines Protons nicht in der Lage eine direkte oder indirekte
Wasserstoffbriickenbindung zu Aspartat 103 auszubilden. Fir Scopolamin besteht
dagegen diese Mdglichkeit. Sie konnte sowohl unter Vakuumbedingungen stabil
erhalten werden, als sich auch in der freien Simulation in der DPPC-Membran
ausbilden. Die Ausrichtung des Phenylrestes in der Membranumgebung ist dabei
noch etwas weiter von Threonin 187 und Threonin 190 abgewandt, die
Wasserstoffbriickenbindungen zum Protein werden aber ebenfalls gefunden.
(S)-Hyoscyamin, Scopolamin und N-Methylscopolamin zeigen in den Unter-
suchungen schon eine Variation in der Position innerhalb des Proteins, obwohl sie
chemisch recht ahnlich sind. Daneben existieren noch viele andere strukturell
deutlich diversere Liganden z.B. Chinuclidinbenzilat, die in der vorliegenden Arbeit
nicht berlcksichtigt werden. Die Untersuchung ihrer Bindungsmodi innerhalb der
orthosterischen Bindungsstelle kénnte noch weitere Erkenntnisse z.B. Uber die
Konformation der Seitenkette von Asparagin 404 und die Art der Wechselwirkung
mit den Antagonisten ergeben. Eine Schwierigkeit stellt allerdings der Aufbau
eines homogenen vergleichbare Datensatzes fir eine solche Analyse dar. Die
Affinitdten werden sowohl im Verdrangungsexperiment als auch zum freien
Rezeptor gemessen bzw. als Dissoziationskonstante angegeben. Schon diese
Werte kénnen nicht direkt miteinander verglichen werden. Zusatzlich beeinflussen
auch die experimentellen Bedingungen das Ergebnis, so dass es mit Hilfe einer
jeweils getesteten Verbindung zwar prinzipiell mdglich ist Ergebnisse aus
Bindungsstudien zu vergleichen, hierin aber eine groBe Fehlerquelle liegt. Die
Bindungsstudien lassen sich auch nur innerhalb eines Rezeptorsubtyps ver-
gleichen, denn trotz der starken Konservierung innerhalb der orthosterischen
Bindungstasche werden fiir jeden Subtyp unterschiedliche Bindungskonstanten
bestimmt [69].
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Auffalliges Unterscheidungsmerkmal der Agonisten gegenlber den Antagonisten
ist ihre deutlich geringere GrdBe, aber auch ihre weniger ausgepragte Lipophilie.
Die Affinitaten der klassischen orthosterischen Liganden lassen sich in Beziehung
setzen zu den im Modell berechneten Wechselwirkungsenergien zwischen Protein
und Ligand. Wegen der geringen Anzahl von nur finf untersuchten Liganden ist es
allerdings nicht mdglich eine statistisch sichere Aussage treffen zu kénnen, so
dass hier keine Korrelation im Sinne einer 3D-QSAR-Untersuchung erhalten wird.
Die Beziehungen zeigen lediglich einen Trend, der aus den Molekildynamik-
simulationen entnommen werden kann. Eine proteinbasierte 3D-QSAR-Studie
ware moglich, wenn weitere orthosterische Liganden betrachtet wirden, ware
jedoch immer mit den in den vorherigen Abschnitten beschriebenen Problemen
behaftet. Ein ligandbasierter Ansatz zur Strukturoptimierung ist im Jahr 2001 von
Gratteri beschrieben worden [154]. Winschenswert waren allerdings subtyp-
selektive Liganden, wobei dies nicht Uber die Untersuchung der bekannten
orthosterischen Bindungsstelle verwirklicht werden kann. Vielmehr ist hierzu ein
Vergleich der Unterschiede in der Aminosauresequenz zwischen den Subtypen
notwendig. Verschiedene Arbeitsgruppen in USA und Japan verfolgen das Ziel
subtypselektive Liganden zu synthetisieren.

AF-DX 384 stellt einen mdglichen Prototyp fur Ma-subtyp-selektive Liganden dar,
da es neben der orthosterischen Bindungstasche auch einen Teil der alloster-
ischen Bindungsstelle besetzt. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Bindungs-
modi fir AF-DX 384 beschrieben, wobei die Position mit dem Benzo-pyrido-
diazepin-Ring innerhalb der orthosterischen Bindungstasche als energetisch
gunstiger identifiziert wurde als der Bindungsmodus mit einem der protonierten
Stickstoffe innerhalb des aromatischen Kafigs. Diese Orientierung des Trizyklus
wurde auch von Kerckhoff und Héltje nach einer ligandbasierten Analyse von M
und Ms-pravalenten Liganden vorgeschlagen [151] und bestatigt sich in dem hier
vorgestellten Modell.

Das My-Rezeptormodell ist zwar in der Lage die Position der orthosterischen
Agonisten und Antagonisten in einem inaktiven Proteinzustand analog dem des
bovinen Rhodopsins wiederzugeben. Zum Aktivierungsmechanismus oder dem
aktiven Zustand, den Agonisten stabilisieren kénnen, sind aber keine Erkenntnisse
ableitbar.
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Bei den Bindungsstudien der allosterischen Modulatoren stellt die inaktive Form
der Rezeptorproteins einen Vorteil dar, denn die Untersuchungen finden Uber-
wiegend am N-Methylscopolamin-besetzten und damit inaktiven Rezeptor statt.
Fir die Beobachtungen am Modell wurde ebenfalls NMS in die orthosterische
Bindungstasche eingefligt und somit die experimentellen Bedingungen nachge-
ahmt. Die allosterischen Liganden bilden eine heterogene Gruppe aus mehr oder
weniger flexiblen Substanzen. Daher ist es nicht genau bekannt welche Amino-
sauren an der Bindung der verschiedenen Allostere beteiligt sind. Aus Unter-
suchungen mit chimaren muskarinergen Rezeptoren konnten nur der zweite
extrazellulare Loop im Bereich der EDGE-Sequenz sowie der Bereich des dritten
extrazellularen Loops und der angrenzende Bereich der siebten transmem-
branaren Helix als Bindungsort identifiziert werden.

Die innerhalb des Modells identifizierte Bindungstasche befindet sich im Bereich
zwischen E2 und E3 sowie TM | und TM VII, zum Extrazellularraum begrenzt
durch den N-Terminus. Eine Einschatzung der Bedeutung der einzelnen Amino-
sauren fUr die absolute Affinitat ist aber nicht méglich. Aussagen Uber Wechsel-
wirkungen der Aminosauren mit den Liganden lassen sich indirekt Uber die
Projektion von Wechselwirkungs-Feldern (GRID-Felder) auf den Liganden treffen,
indem die einzelne Aminosdure oder die Gruppe von Aminosauren, die das
jeweilige Feld ,verursacht identifiziert wird. Diese Aminosaure besitzen allerdings
nicht automatisch eine Bedeutung flr die absolute Affinitdt, sondern ihre
Eigenschaften kénnen mdoglicherweise auch durch benachbarte Aminosauren
simuliert werden. Es ist daher nicht méglich an der Wechselwirkungsenergie
zwischen einem Epitop und einem Alloster die Auswirkung einer Punktmutation
vorherzusagen. Die gesamte Wechselwirkungsenergie zwischen Alloster und
Protein stellt allerdings im Modell einen Parameter dar, der mit der Affinitat der
strukturell diversen allosterischen Modulatoren in Einklang steht. Die Auswahl der
Substanzen orientiert sich zum einen an der Diversitat, um ein méglichst genaues
Bild des Bindungsmodus in der allosterischen Bindungstasche zu erhalten, zum
anderen auch an der Datenlage fur die Liganden. Als zuséatzliches Auswahl-
kriterium spielten die geplanten Mutageneseuntersuchungen im Arbeitskreis Mohr

eine Rolle.
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Diallylcaracurin V stellt, mit einer Bindungskonstante von 3 nM, die Substanz mit
der héchsten Affinitdt und gleichzeitig der geringsten Flexibilitdt dar. Weitere
Caracurin V-Derivate decken ein Affinitats-Spektrum von drei Zehnerpotenzen ab,
so dass diese Gruppe zur Untersuchung von Affinitatsunterschieden aufgrund
unterschiedlicher Substitution gut geeignet ist. Diese experimentell gefundenen
Differenzen lassen sich anhand der durch Modellierung bestimmten Wechsel-
wirkungskomplexe der sechs betrachteten Caracurin V-Derivate und Uber den
Vergleich der Wechselwirkungsenergien zwischen dem Alloster und dem
Proteinmodell gut nachvollziehen.

Dimethylcaracurin V, Dipropylcaracurin V, Dipropinylcaracurin V und Diallylcara-
curin V nehmen innerhalb des M,-Rezeptormodells eine identische Position des
Grundkorpers ein. Allein die Position des zentralen Diazacycloctan-Ringes des
Caracurin V unterscheidet sich von den anderen vier Derivaten. Ursache hierfir ist
vermutlich die verdnderte Elekirostatik durch die tertidren Stickstoffe des
Caracurin V. Die Uberlagerung der Caracurin V-Derivate ist in Abbildung 4-46
dargestellt.

Alcuronium stellt rein formell die unveretherte Form des Diallylcaracurin V dar. In
dieser Arbeit konnte aber gezeigt werden, dass die Ringkonformation sich von
derjenigen des Diallylcaracurin V unterscheidet. Dies kann zum einen durch eine
dynamische Konformationsanalyse verdeutlicht werden, zum anderen l&asst sich
ausschlieBlich diese Konformation auch Uber die Wechselwirkungsenergie mit den
Affinitaten der Caracurin V-Derivate in Einklang bringen.

Das Hexamethonium-Derivat W84 ist die flexibelste Substanz der untersuchten
allosterischen Modulatoren. Seine bioaktive Konformation stellt damit auch die
gréBte Schwierigkeit dar. Holzgrabe formulierte 1996 eine pharmakophore
Uberlagerung von W84 auf Alcuronium [91], bei der W84 eine S-férmige
Konformation einnimmt. Diese Konformation von W84 war in der vorliegenden
Arbeit aber weder unter Vakuumbedingungen noch in einer physiologischen
Kochsalzlésung stabil. Stattdessen wurde eine andere, eher schalenférmige
Konformation gefunden, die sowohl im Vakuum als auch in der wassrigen
Umgebung als energetisch besonders giinstige und damit stabile Konformation
auftrat.

Diese Konformation lieB sich ohne Anderungen in die allosterische Bindungsstelle
des Mz-Rezeptormodells eindocken und bildete dort einen stabilen Komplex.
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Als weiterer Hinweis darauf, dass die vorgeschlagene Konformation und Position
innerhalb des Proteinmodells sinnvoll ist, kann die Interaktionsenergie zwischen
dem Mx-Modell und W84 angefihrt werden, die sich mit denjenigen der Caracurin
V-Derivate korrelieren lasst. In einem kirzlich erschienenen Artikel [165] werden
die Struktur-Wirkungsbeziehungen der Bisammonium- und Bispyridinum-Derivate
analog zu den in diesem Modell vorgestellten Aussagen getrennt von denen der
Alcuronium-ahnlichen allosterischen Modulatoren betrachtet, die einen anderen
Bindungsmodus in der common allosteric binding-site besitzen. Die beschriebenen
Variationsmdglichkeiten von W84 kdnnen ebenfalls mit dem Modell vereinbart
werden. So ist die deutliche VergréBerung eines Phthalimid-Substituenten ohne
Affinitatsverlust insofern mdglich, als sich einer dieser Reste in Richtung des
Extrazellularraums erstreckt. Auch die Ersetzung eines protonierten Stickstoffs
durch ein Silicium erscheint méglich, da die verteilte positive Ladung innerhalb des
fir W84 modellierten Komplexes keine unmittelbare ionische Wechselwirkung
eingeht. Um zu Uberprifen, ob die Experimente und das Modell auch in Bezug auf
Variationen innerhalb der Bispyridinium-Komponenten Ubereinstimmen waren
aber ausfihrliche Berechnungen jeder Komponente notwendig.

Gallamin ist der alteste bekannte allosterische Modulator am M.-Rezeptor. Das
recht kleine MolekUl besitzt zwar theoretisch eine relativ hohe Flexibilitat, es wird
aufgrund der symmetrischen Substitution und sterischer Hinderung aber im
Wesentlichen nur eine Konformation in der dynamischen Konformationsanalyse
gefunden. Diese kann ohne Konformationsanderungen des Liganden mit dem
Aromaten zwischen den transmembrandren Helices, innerhalb der allosterischen
Bindungstasche positioniert werden.

Der nach einer MDS resultierende Protein-Ligand-Komplex ist stabil und weist
ebenso wie die Caracurin V-Derivate, Alcuronium und W84 einen Zusammenhang
zwischen der berechneten Wechselwirkungsenergie und der Affinitdt des Ligan-
den zum NMS-besetzten Rezeptor auf. Obwohl Gallamin seit langem als allo-
sterischer Modulator bekannt ist, sind noch nicht alle wichtigen Epitope fir die
Subtyp-Selektivitat bzw. auch fir die Affinitat bekannt. Es gibt zwar Untersuch-
ungen, die eine Bedeutung von Asparagin 419 und der EDGE-Sequenz erkennen
lassen [159]. Ein Vergleich mit der Bindungsstelle weiterer allosterischer Modu-
latoren erschien sinnvoll, um daraus eventuell Rickschllisse auf wichtige Epitope

fir Caracurin V-ahnliche und Bisammonium-artige allosterische Modulatoren
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ziehen zu kénnen. Diese Erwartung konnte allerdings nicht erfillt werden, weil die
Bindungsaffinitat gerade im flexiblen Loopbereich ein sehr komplexes Zusammen-
wirken der Proteinumgebung zu erfordern scheint.

Das vorliegende My-Rezeptormodell ist somit zwar in der Lage sowohl die
Gegebenheiten der orthosterischen als auch der allosterischen Bindungsstelle ver-
schiedener Rezeptor-Ligand-Komplexe wiederzugeben und die Affinitaten der
jeweiligen Substanzen (ber die Berechnung von Interaktionsenergien zwischen
Protein und Ligand zu differenzieren, eine ldentifizierung der Aminosauren der
common allosteric binding-site ist auf Modellbasis allerdings nicht méglich. Ein
moglicher Ansatzpunkt ware der Vergleich der Loop-Regionen der anderen
muskarinergen Subtypen sowie eventuell auch verwandter Rezeptoren. Ein
ahnlicher Ansatz wurde experimentell von Franken verfolgt, der die Spezifitat
allosterischer Modulatoren am phylogenetisch engverwandten H;i-Histamin-
Rezeptor untersuchte [166]. In einer solchen Untersuchung ware es Uber ein
Ausschlussverfahren vielleicht mdglich wichtigere und unwichtigere Aminosaure-
gruppen oder gunstige und unginstige Proteinkonformationen zu identifizieren.
Der Zusammenhang zwischen Bindungsaffinitdt und Wechselwirkungsenergie
zwischen Proteinmodell und Ligand am NMS-besetzten Rezeptor I&sst sich auch
fur AF-DX 384 herstellen. Diese Verbindung unterscheidet sich von den Ubrigen
allosterischen Modulatoren insofern, als sie in der Lage ist, sowohl an der ortho-
sterischen Bindungsstelle, als auch an der allosterischen Bindungsstelle einen
Effekt auszulésen. Im Fall des allosterischen Bindungsmodus unterscheidet sich
das Verhalten von AF-DX 384 aber kaum von demjenigen des W84. So nimmt das
Molekdl im Modell auch eine ahnliche Konformation und Bindungsposition ein.

Auf Basis dieser Ergebnisse wurden zunachst zwei Hybride zwischen AF-DX 384
und W84, die die gleichzeitig orthosterische und allosterische Bindungsstelle
besetzen sollten untersucht. Die Experimente der Arbeitsgruppe Mohr hatten
gezeigt, dass dies jedoch nicht der Fall ist, sondern nur ein allosterischer Effekt
vorlag. Im Modell wurden die beiden Hypothesen Uberprift, wobei das Ergebnis
ebenfalls eine deutlich Bevorzugung der allosterischen Bindung dieser beiden
Substanzen vorhersagt. Daraufhin wurden zwei weitere Hybride virtuell unter-
sucht, um einen Vorschlag fir die Synthese einer weiteren Substanz unterbreiten
zu kénnen. Die Ergebnisse zeigten, das der erste Ansatz (Hybrid 3) sich laut
Vorhersage ebenso wie die Hybride 1 und 2 verhalten sollte, d.h. eine rein allo-
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sterische Modulation hervorrufen. Erfolgversprechender erweist sich Hybrid 4, far
das eine Benutzung beider Bindungsstellen prognostiziert wird. Leider lassen sich
die Vorhersagen bis jetzt aufgrund Schwierigkeiten mit der Synthese des Hybrids
4 nicht experimentell verifizieren, so dass eine abschlieBende Bewertung der

Vorhersage nicht moglich ist.
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5.3 Mutationsstudien

Die meisten allosterischen Modulatoren des M»-Rezeptors weisen eine gewisse
Subtypselektivitat auf. Der Unterschied ist zumeist am deutlichsten zwischen dem
M- und dem Ms-Subtyp ausgepragt, so dass eine Identifizierung der fiir diese Se-
lektivitdt verantwortlichen Aminosauren am ehesten zwischen diesen beiden
Typen moglich ist.

Untersuchungen mit Diallylcaracurin V und W84 zeigten, das die Selektivitat nur
von zwei Aminosduren abhangig zu sein scheint [168]. Die Bedeutung von
Threonin 423 in der siebten transmembranaren Helix und Tyrosin 177 im zweiten
extrazellularen Loop konnte anhand virtueller Mutationen in Kombination mit einer
anschlieBenden Molekuldynamiksimulation gut nachvollzogen werden. Zur Beur-
teilung der Unterschiede wurden die Wechselwirkungsenergien zwischen dem
Ligand und der jeweils betrachteten Aminosaure herangezogen. Dieses Verfahren
erscheint zwar ziemlich aufwandig, bietet aber den Vorteil, dass der Einfluss der
Aminosaure in der untersuchten Position genau beschrieben werden kann.
AuBerdem ist es mit diesem Verfahren mdglich die Auswirkung einer Punkt-
mutation auf die Aminosauren der Umgebung zu quantifizieren. Das Modell konnte
dabei auch zur visuellen Erklarung der Unterschiede im Bindungsverhalten,
besonders in Bezug auf Tyrosin 177, herangezogen werden (s. auch Abbildung
4-71). In den experimentellen Untersuchungen wurden jeweils zusatzlich die
Affinitdtszunahme zwischen dem Ms-Wildtyp und einem Ms-Rezeptor mit der
analogen My-Aminoséure untersucht. Eine solche zusatzliche Uberpriifung der
virtuellen Mutationen ist zwar nicht unbedingt notwendig. Es ware Uber einen
direkten Vergleich zwischen Mx-Wildtyp, M>-Ms-Mutation, Ms-Mx-Mutation und Ms-
Wildtyp aber eventuell méglich auch anndhernd quantitative Aussagen zum
beobachteten Effekt zu erlangen. Die direkte absolute Auswertung der Wechsel-
wirkungsenergien z.B. als Anteil an der Gesamtwechselwirkungsenergie ist nicht
geeignet die Selektivitdt bzw. die Bedeutung einer Aminosaure fur Allostere
wiederzugeben. Dies liegt in den Kraftfeldmethoden begrindet, die viele
experimentelle Effekte nicht beriicksichtigen. So wird die z.B. Solvatationsenergie
uberhaupt nicht berlcksichtigt ebenso wie der entropische Anteil der
Bindungsenergie. Auch n-n-Wechselwirkungen bzw. Kation-n-Wechselwirkungen

werden im Kraftfeld durch die Lennard-Jones-Potentiale nur unvollstandig
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wiedergegeben. Eine genauere Berechnung der Wechselwirkungsenergien ware
zwar uber eine Kombination aus quantenchemischen und molekilmechanischen
Berechnungen (QM/MM-Methoden) mdéglich, die Ergebnisse sind allerdings
insofern als fragwirdig anzusehen, als die Grundlage fiir den Protein-Ligand-
Komplex ein, mit vielen Unsicherheiten behaftetes, Homologiemodell bildet. Uber
den in Kapitel 4.4 beschriebenen vergleichenden Ansatz erhalt man zwar nicht so
genaue Aussagen Uber den absoluten Effekt, eliminiert allerdings den Fehler
innerhalb des Modells aus der Berechnung, da er immer in dhnlichem Ausmaf
vorhanden ist.

Auch fir Alcuronium und Gallamin wurden die entsprechenden virtuellen Punki-
mutationen durchgefihrt, um zu Uberprifen, ob diese Aminosauren maoglicher-
weise bei allen allosterischen Modulatoren die gleiche Rolle spielen.

Die Mutation von Threonin 423 in Helix VII in das analoge Ms Histidin zeigt im Fall
des Alcuroniums kaum eine Wirkung, in beiden Fallen werden gunstige Inter-
aktionsenergien beobachtet.

Far Gallamin wird zwar eine Bedeutung festgestellt, allerdings verandert sich die
Wechselwirkung von einem unbeteiligten Verhalten im M, Wildtyp zu einer St6-
rung der Bindung in der Histidin-Mutante. Beide Beobachtungen stimmen mit
Ergebnissen der Arbeitsgruppen Mohr und Ellis Gberein. Die Untersuchungen der
Mutation '""Tyrosin zu Glutamin zeigen sowohl auf Alcuronium als auch auf
Gallamin einen ausgepragten Verlust der Wechselwirkungsenergie an dieser
Position. Im Modell lassen sie sich mit dem Verlust der n-n-Wechselwirkungen
zwischen den Aromaten der Liganden und der Phenolseitenkette des Tyrosins
erklaren. Dieser Wechselwirkungstyp bietet auch einen Erklarungsansatz fur die
hdhere Affinitat der allosterischen Modulatoren zum My-Rezeptor, der an der
homologen Position zu M, 177 ein Phenylalanin besitzt und daher ebenfalls zu
aromatischen Wechselwirkungen in der Lage ware.

Untersuchungen mit chimaren Rezeptoren verschiedener muskarinerger Subtypen
zeigen, dass chimare Rezeptoren aus verschiedenen muskarinergen Subtypen
einen erste Eingrenzung der fiir die Bindung und Selektivitat wichtigen Aminosau-
ren ermoglichen [161]. In diesem Fall ware eine virtuelle Nachbildung oder auch
der Vorschlag fur ein neues Chimér aufgrund theoretischer Untersuchungen, ein
moglicher Ansatz zur weiteren Aufklarung der Grundlagen der allosterischen
Modulation an muskarinergen Acteylcholin-Rezeptoren.
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5.4 Ausblick

Bis jetzt ist das in dieser Arbeit erstellte M>-Rezeptormodell in der Lage, den
Bindungsmodus einiger Liganden der orthosterischen und allosterischen Bin-
dungstasche gut wiederzugeben. Es sind noch viele weitere Substanzen bekannt,
die ihren Wirkort innerhalb der orthosterischen Bindungsstelle haben, so dass hier
weiterflUhrende Simulationen von Interesse waren.

Einen weiteren interessanten Ansatzpunkt stellt die Entwicklung subtypselektiver
Liganden fir die klassische Bindungsdoméane dar. Die Aminosauren innerhalb der
orthosterischen Bindungsstelle unterscheiden sich zwischen den muskarinergen
Rezeptoren allerdings nicht, so dass hier eine Optimierung in Bezug auf die
Selektivitat nicht mdglich ist. Vielmehr bieten die Epitope in der Umgebung der
orthosterischen Bindungstasche hierfir einen Ansatzpunkt, weil sich hier die
Aminosauresequenz zwischen den muskarinergen Rezeptoren unterscheidet.
Wenn ein nur maBig affiner Ligand der muskarinergen Rezeptoren Uber die
Wechselwirkung mit einem oder mehreren Aminosauren auBerhalb der klassisch-
en Bindungsstelle einen Affinitatsgewinn erfahrt, so erhalt er eine Pravalenz fir
einen Subtyp, wobei grundsatzlich immer eine ,Grundaffinitat® zu den muskariner-
gen Rezeptoren und eventuell auch zu anderen aminergen Rezeptoren erhalten
bleibt.

Die common allosteric binding-site gibt die Bindungsmodi der untersuchten Sub-
stanzklassen gut wieder. Eine weitere Optimierung innerhalb dieses Bereichs des
Rezeptormodells ist durch Platzierung weiterer Liganden méglich. Innerhalb eines
gréBeren Datensatzes sind vermutlich auch deutlicher die Gemeinsamkeiten und
Unterschiede der Bindungsmodi der Substanzklassen der verschiedenen allo-
sterischen Modulatoren zu erkennen.

Theoretische Untersuchungen an der second allosteric binding-site sind bis jetzt
noch nicht durchgefiihrt worden. Auch hier kénnten mit Hilfe des My-Rezeptor-
modells Ideen entwickelt werden, inwieweit sich diese Bindungsstelle von der
common allosteric binding-site unterscheidet und daraus Vorschlage fur eine
experimentelle Uberpriifung resultieren.

Insgesamt stellt das aktuelle Modell eine gute Grundlage fiir weiterfihrende Unter-
suchungen sowohl zur orthosterischen als auch zur allosterischen Ligandbindung

dar.
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Ziel der Arbeit war es, ein vollstandiges Modell des muskarinergen M.-Rezeptors
zu generieren, das in der Lage ist sowohl die Gegebenheiten der orthosterischen
als auch der allosterischen Bindungstasche wiederzugeben.

Als Vorlage fur die transmembranaren Bereiche diente die einzige Kristallstruktur
eines G-Protein gekoppelten Rezeptors, das bovine Rhodopsin, die im Jahr 2000
von Palczweski et al. aufgeklart wurde. Die Strukturen der verbindenden Loopele-
mente konnten, unter Berlcksichtung der Sekundérstrukturvorhersagen fiir diese
Bereiche, Uber Fragmente aus der Protein Data Bank erganzt werden.

Das Proteinmodell zeigte sich unter Vakuumbedingungen, in einer membranahn-
lichen Umgebung aus Tetrachlorkohlenstoff/ Wasserschichten und auch in einer
Phospholipidmembran stabil. Die Ergebnisse wurden miteinander verglichen und
weisen darauf hin, dass Molekuldynamiksimulationen im Vakuum unter geeigne-
ten Bedingungen mit solchen in einer Phospholipidmembran zu vergleichen sind.
Die Vakuumbedingungen sind allerdings nicht in der Lage Wechselwirkungen mit
der Umgebung z.B. die Bedeutung von Wassermolekilen wiederzugeben. Sowohl
die Membranumgebung als auch die 3-Phasenbox kénnen diese Informationen im
Gegensatz zu den Vakuumbedingungen geben.

AnschlieBend wurden zunachst Agonisten und Antagonisten der orthosterischen
Bindungsstelle untersucht. Diese befindet sich zwischen den transmembranaren
Helices und ist zwischen den muskarinergen Rezeptoren hochkonserviert. Hierbei
zeigte sich das Modell als geeignet sowohl die bekannten Mutationsstudien als
auch die Affinitat der Liganden zum Rezeptor wiederzugeben.

Die allosterischen Modulatoren besitzen eine Bindungsstelle im Bereich der extra-
zellularen Loops, so dass bei dem Aufbau des Modells besonderes Augenmerk
auf diese Strukturen gelegt wurde. In der anschlieBenden Untersuchung mit struk-
turell verschiedenen allosterischen Modulatoren wurde ein Bindungsmodus identi-
fiziert, der die unterschiedlichen Affinitdten der Liganden wiedergibt. Es wurden
aber weder fir die orthosterischen noch fir die allosterischen Liganden 3D-QSAR-
Untersuchungen durchgefiihrt.

Aufgrund der identifizierten Bindungstasche im Wildtyp-M>-Rezeptormodell wur-
den virtuelle Punktmutanten untersucht, die Aussagen Uber die Subtypselektivitat
der Substanzen beinhalten. Das Proteinmodell zeigt sich auch in diesem Fall als
geeignet die experimentellen Ergebnisse zu erklaren und zu visualisieren, lasst

aber auch eine Vorhersage des Effektes der Mutation bei anderen Substanzen zu.






7 LITERATUR







7 LITERATUR 203

[1]

[2]

[3]

[4]

[ 3]

[ 6]

[7]

[8]
[9]

[10]

[ 1]

[12]

[13]

[ 14]

[ 15]

GPCRDB: Information system for G protein-coupled receptors (GPCRs). GPCR-
Datenbank unter World Wide Web:
URL: http://swift.embl-heidelberg.de/7tm/ (Zugriff im November 2003)

Fraser, C.M., Lee, N.H.; Pellegrino, S.M., Kerlavage A.R.: Molecular properties and
regulation of G-protein-coupled receptors. Prog Nucleic Acid Res Mol Biol 1994, 49, 113-
156

Kolakowski, L. F. GCRDb: a G-protein-coupled receptor database. Receptors Channels
1994, 2, 1-7

Gether, U.: Uncovering molecular mechanisms involved in activation of G protein-coupled
receptors. Endocr Rev 2000, 21, 90-113

Gunnarson, |.; Andersson, P.; Wikberg, J.; Lundstedt, T.: Multivariante analysis of
G-protein-coupled receptors. J. Chemometrics 2003, 17, 82-92

Palczewski, K.; Kumasaka, T.; Hori, T.; Behnke, C. A.; Motoshima, H.; Fox, B.A.; LeTrong,
I.; Teller, D.C.; Okada, T.; Stenkamp, R.E.; Yamamoto, M.; Miyano, M.: Crystal structure of
rhodopsin: a G-protein-coupled receptor. SCIENCE 2000, 289, 739-745

Teller, D.C.; Okada, T.; Behnke, C.A.; Palczewski, K.; Stenkamp, R.E.: Advances in
determination of a high-resolution three-dimensional structure of rhodopsin, a model of
G-protein-coupled receptors. Biochemistry 2001, 40 (26), 7761- 7772

Bourne, H.R.; Meng, E.C.: Rhodopsin sees the light. SCIENCE 2000, 289, 733-7734

Baldwin, J.M.: Structure and function of receptors coupled to G proteins. Curr Opin Cell
Biol 1994, 6, 180-190

Ballesteros, J.A.; Shi, L.; Javitch, J.A.: Structural Mimicry in G protein-couled receptors:
implications of the high-resolution structure of Rhodopsin for structure-function analysis of
Rhodopsin-like receptors. Mol. Pharmacol. 2001, 60 (1), 1-19

Qian, B.; Soyer, O.S.; Neubig, R.R.; Goldstein, R.A.: Depicting a protein's two faces:
GPCR classification by phylogenetic tree-based HMMs. FEBS Lett. 2003, 554(1-2), 95-99

Unger V.M., Schertler G.F.X., Baldwin J.M.: An alpha carbon template for the
transmembrane helices in the rhodopsin family of G-protein-coupled receptors. J. Mol Biol
1997, 272, 144-164

Huang, E.S.: Construction of a sequence motif characteristic of aminergic G protein-
coupled receptors. Protein Sci. 2003, 12(7),1360-1367

Boyd, N.D.; Kage, R.; Dumas, J.J.; Krause, J.E.; Leeman, S.E.: The peptide binding site of
the substance P (NK-1) receptor localized by a photoreactive analogue of substance P:
presence of a disulfide bond. Proc. Natl. Acad. Sci. Pharmacology 1996, 93, 433-437

Mirazedegan, T.; Benkd, G.; Filipek, S.; Palczewski, K.: Sequence analyses of G-protein-

coupled receptors. similarties to rhodopsin. Biochemistry 2003, 42 (10), 2759-2767



204

7 LITERATUR

[ 16]

[17]

[ 18]

[19]

[ 20]

[21]

[22]

[ 23]

[ 24]

[ 25]

[ 26]

Kim, J.E.; Pan, D.; Mathies, R.: Picosecond dynamics of G-protein coupled receptor
activation in Rhodopsin from time-resolved UV resonance raman spectroscopy.
Biochemistry 2003, 42(18), 5169-5175

Malherbe, P.; Kratochwil, N.; Knoflach, F.; Zenner, M.-T.; Kew, J.N.C.; Kratzeisen, C.;
Maerki, H.P.; Adam, G.; Mutel V.: Mutational Analysis and molecular modelling of the
allosteric binding site of a novel, selective, noncompetitive antagonist of the metabotropic
glutamate 1 receptor, J. Biolog. Chem. 2002, 278 (10), 8340-8347

Hakak, Y.; Shrestha, D.; Goegel, M.C.; Behan, D.P.; Chalmers, D.T.: Global analysis of G-
protein-coupled receptor signaling in human tissues. FEBS Lett. 2003, 550(1-3):11-17

Karnik, S.S.; Gogonea, C.; Patil, S.; Saad, Y.; Takezako, T.: Activation of G-protein-
coupled receptors: a common molecular mechanism. Trends Endocrinol Metab. 2003,
14(9), 431-437

Hertlitze, S., Garcia, D.E.; Mackie, K.; Hille, B.; Scheuer, T.; Catterall, W.A.: Modulation of
Ca® channels by G-protein B subunits. Nature 1996, 380, 258—262

Mullaney, 1.; Mitchell, F.M.; McCallum, J.F.; Buckley, N.J., Milligan, G.: The human
muscarinic M; acetylcholine receptor, when expressed in CHO cells, activates and
downregulates Gq and G11 equally and non-selectively. FEBS Lett 1993, 324, 241-245

van de Westerlo, E.; Yang, J.; Logsdon, C.; Williams, J.A.: Down-regulation of the
G-proteins Gq alpha and G11 alpha by transfected human M3 muscarinic acetylcholine
receptors in Chinese hamster ovary cells is independent of receptor down-regulation.
Biochem. J. 1995, 310, 559-563

Struckmann, N., Schwering, S.; Wiegand, S.; Gschnell, A.; Yamada, M.; Kummer, W;
Wess, J., von Haberberger, R.: Role of Muscarinic Receptor Subtypes in the Constriction
of Peripheral Airways: Studies on Receptor-Deficient Mice Mol Pharmacol 64:1444—1451,
2003

Huang, P.; Visiers, l.; Weinstein, H.; Liu-Chen, L.-Y.: The local environment at the
cytoplasmic end of TM6 of the p opioid receptor differs from those of rhodpsin and
monoamine receptors: introduction of an ionic lock between the cytoplasmatic ends of
helices 3 and 6 by a L.6.30(275)E mutation inactivates the p opioid receptor and reduces
the constitutive activity of ist T6.34(279)K mutant. Biochemistry 2002, 41, 11972-11980

Ballesteros, J.A.; Jensen, A.D.; Liapakis, G.; Rasmussen, S.G.; Shi, L.; Gether, U.; Javitch,
J.A.: Activation of the B, adrenergic receptor involves disruption of an ionic lock between
the cytoplasmatic ends of transmembrane segments 3 and 6. J. Biol. Chem. 2001, 276,
29171-29177

Kostenis, E.; Gomeza, J.; Lerche, C.; Wess J.: Genetic Analysis of Receptor-Go, Coupling
Selectivity. J. Biol. Chem. 1997, 272 (389), 23675-23681



7 LITERATUR 205

[27]

[ 28]

[ 29]

[ 30]

[31]

[32]

[ 33]

[ 34]

[ 35]

[ 36]

[37]

[ 38]

[ 39]

Kostenis, E.; Conklin B.R.; Wess, J.: Molecular basis of receptor/G protein coupling
selectivity studied by coexpression of wild type and mutant m2 muscarinic receptors with
mutant Gog subunits. Biochemistry 1997, 36(6), 1487-1495

Samama, P.; Cotecchia, S.; Costa, T.; Lefkowitz, R. J. A mutation-induced activated state
of the beta 2-adrenergic receptor. Extending the ternary complex model. J Biol Chem
1993, 268, 4625-4636

Lefkowitz, R.J.; Cotecchia, S.; Samama, P.; Costa,. T.: Constitutive activity of receptors
coupled to guanine nucleotide regulatory proteins. Trends Pharmacol Sci 1993, 14, 303-
307

Burstein, E.S.; Spalding, T.A.; Brann, M.R.: Costitutive activation of chimeric m2/m5
muscarinic receptors and delineation of G-protein coupling selectivity domains. Biochem.
Pharmacol. 1996, 51, 539-544

Schmidt, C.; Li, B.; Bloodworth, L.; Erlenbach, I.; Zeng, F.Y.; Wess, J.: Random
mutagenesis of the M3 muscarinic acetylcholine receptor expressed in yeast. Identification
of point mutations that “silence” aconstitutively active mutant M; receptor and greatly
impair receptor/G protein coupling. J Biol Chem. 2003, 278(32), 30248-30260

Spalding; T.A.; Burstein, E.S.; Wells, J.W.; Brann M.R.: Constitutive activation of the m5
muscarinic receptor by a series of mutations at the extracellular end of transmembrane 6.
Biochemistry 1997, 36(33), 10109-10116

Costa, T.; Herz, A.: Antagonists with negative intrinsic activity at delta opioid receptors
coupled to GTP-binding proteins. Proc Natl Acad Sci U S A 1989, 86, 7321-7325.

Gether, U.; Kobilka, B. K.: G protein-coupled receptors. Il. Mechanism of agonist
activation. J Biol Chem 1998, 273, 17979-17982

Seifert, R.; Wenzel Seifert, K.; Gether, U.; Kobilka, B.K.: Functional differences between
full and partial agonists: evidence for ligand-specific receptor conformations. J Pharmacol
Exp Ther 2001, 297, 1218-1226.

Schwartz, T.W.; Rosenkilde, M.M.: Is there a ‘lock’ for all agonist ‘keys’ in 7TM receptors?
Trends Pharmacol Sci 1997, 17, 213-216

Hulme, E.C.; Lu, Z.-L.; Bee, M.; Curtis, C.A.M.; Saldanha, J.: The conformational switch in
muscarinic acetylcholine receptors. Life Sci. 2001, 68, 2495-2500

Prioleau, C.; Visiers, |.; Ebersole, B.J.; Weinstein, H.; Sealfon, S.C.: Conserved helix 7
tyrosine acts as a multistate conformational switch in the 5HTyc receptor. J. Bio. Chem.
2002, 277(39), 36577-36584

Gomes, |.; Jordan, B.A.; Gupta, A.; Rios, C.; Trapaidze, N.; Devi L.A.: G Protein coupled
receptor dimerization: implications in modulating receptor function. J Mol Med 2001, 79,
226-242



206

7 LITERATUR

[ 40]

[41]

[42]

[ 43]

[ 44]

[ 45]

[ 46]

[47]

[ 48]

[ 49]

[ 50]

[51]

[52]

[ 53]

[ 54]

Chabre, M.; Cone, R.; Saibil, H.: Biophysics: is rhodopsin dimeric in native retinal rods?
Nature. 2003, 426(6962), 30-31; discussion 31

Fotiadis D, Liang Y, Filipek S, Saperstein DA, Engel A, Palczewski K.: Biophysics
(communication arising): Is rhodopsin dimeric in native retinal rods? Nature. 2003,
426(6962), 31

Park, P.S.; Wells, J.W.: Monomers and oligomers of the m(2) muscarinic cholinergic
receptor purified from sf9 cells. Biochemistry. 2003, 42(44),12960-71

Miyazawa, A.; Fujiyoshi, Y.; Unwin, N.: Structure and Gating Mechanism of the
Acetylcholine Receptor Pore. Nature 2003 423, 949-955 (PDB 10ED)

Kubo, T.; Fukuda, K.; Mikami, A.; Maeda, A.; Takahashi, H.; Mishina, M.; Haga, T.; Haga
K.; Ichiyama, A.; Kangawa, K.; Kojima, M.; Hisayuki, M.; Hirose, T.; Numa S: Cloning,
sequencing and expression of complementary DNA encoding the muscarinic acetylcholine
receptor. Nature 1986, 323, 411-416

Bonner, T.1.; Buckley, N.J.; Young A.C.; Brann M.R.: Identification of a family of muscarinic
Acetylcholine receptor genes. Science 1987, 237, 527-532

Peralta, E.G.; Ashkenazi, A.; Winslow, J.W.; Smith, D.H.; Ramachandran, J.; Capon D.J.:
Distinct primary structures, ligand-binding properties and tissue-specific expression of four
human muscarinic acetylcholine receptors. EMBO J. 1987, 6, 3923-3929

Wess, J.: Novel insights into muscarinic acetylcholine receptor function using gene
targeting technology. Trends Pharmacol Sci. 2003 , 24(8), 414-420

Bymaster, F.P.; McKinzie, D.L.; Felder, C.C.; Wess, J.: Use of M;-Ms knockout mice as
novel tools to delineate the physiological roles of the muscarinic cholinergic system.
Neurochem. Res. 2003, 28, 437-442

Jones, S.V.P.: Muscarinic receptor subtypes: Modulation of ion channels. Life Sci. 1993,
52, 457-467

Wotta, D.R.; El Fakahany, E. E.: Muscarinic receptor-mediated activation of nitric oxide
synthase. Drug. Dev. Res. 1997, 40, 205-214

Qian, N.-X.; Russell, M.; Johnson, G.L.: Acetylcholine muscarinic receptor regulation of the
RAS/RAF/MAP kinase pathway. Life Sci. 1995, 56 (11/12), 945-949

Eglen, R.M.; Whiting, R.L.: Heterogenity of vascular muscarinic receptors. J. Auton.
Pharmacol. 1990, 10, 233-255

Krejci, A.; TuCek, S.: Quantitation of mRNAs for M1 to M5 subtypes of muscarinic
receptors in rat heart and brain cortex. Mol. Pharmacol. 2002, 61 (6), 1267-1272

Willmy-Matthes, P.; Leineweber, K.; Wangemann, T.; Silber, R.E.; Brodde, O.E.: Existence
of functional M(3)-muscarinic receptors in the human heart. Naunyn Schmiedebergs Arch
Pharmacol. 2003 [Epub]



7 LITERATUR 207

[ 55]

[ 56]

[57]

[ 58]

[ 59]

[ 60]

[61]

[ 62]

[ 63]

[ 64]

[ 65]

Griffin, M.T.; Matsui, M.; Shehnaz, D.; Ansari, K.Z.; Taketo, M.M.; Manabe, T.; Ehlert, F.J.:
Muscarinic agonist-mediated heterologous desensitization in isolated ileum requires
activation of both muscarinic M, and M receptors. J Pharmacol Exp Ther. 2003 [Epub]

Murthy, K.S.; Zhou, H.; Grider, J.R.; Brautigan, D.L.; Eto, M.; Makhlouf, G.M.: Differential
signalling by muscarinic receptors in smooth muscle: m2-mediated inactivation of myosin
light chain kinase via Gi3, Cdc42/Rac1 and p21-activated kinase 1 pathway, and m3-
mediated MLC20 (20 kDa regulatory light chain of myosin Il) phosphorylation via Rho-
associated kinase/myosin phosphatase targeting subunit 1 and protein kinase C/CPI-17
pathway. Biochem J. 2003, 374(1), 145-55

Kim, J.; Isokawa, M.; Ledent, C.; Alger, B.E.: Activation of muscarinic acetylcholine
receptors enhances the release of endogenous cannabinoids in the hippocampus. J.
Neurosci. 2002, 22(23), 10182-10191

Cao. Y.; Zhang, M.; Wu, C.; Lee, S.; Wroblewski, M.E.; Whipple, T.; Nagy, PI.; Takacs-
Novak, K.; Balazs, A.; Toros, S.; Messer, W.S. Jr.: Synthesis and biological
characterization of 1-methyl-1,2,5,6-tetrahydropyridyl-1,2,5-thiadiazole derivatives as
muscarinic agonists for the treatment of neurological disorders. J Med Chem. 2003 46(20),
4273-4286

Sterin-Borda, L.; Ganzinelli, S.; Berra, A.; Borda, E.: Novel insight into the mechanisms
involved in the regulation of the m1 muscarinic receptor, INOS and nNOS mRNA levels.
Neuropharmacology. 2003, 45(2), 260-269

Unno, T.; Kwon, S.-C.; Okamoto, H.; Irie, Y.; Kato, Y.; Matsyama, H.; Komori, S.: Receptor
signaling mechanisms underlying muscarinic agonist-evoked contraction in guinea-pig ileal
longitudinal smooth muscle. Br. J. Pharmacol. 2003, 139, 337-350

Fink-Jensen, A.; Fedorova, |.; Wortwein, G.; Woldbye, D.P.; Rasmussen, T.; Thomsen, M.;
Bolwig, T.G.; Knitowski, K.M.; McKinzie, D.L.; Yamada, M.; Wess, J.; Basile, A.: Role for
Ms muscarinic acetylcholine receptors in cocaine addiction. J Neurosci Res. 2003, 74(1),
91-96

Gomeza, J.; Shannon, H.; Kostenis, E.; Felder, C.; Zhang, L.; Brodkin, J.; Grinberg, A.;
Sheng, H.; Wess, J.: Pronounced pharmacologic deficits in M, muscarinc acetylcholine
receptor knockout mice. Neurobiology 1999, 96, 1692-1697

Ben-Chaim, Y.; Tour, O.; Dascal, N.; Parnast, I.; Parnas, H.: The M, muscarinic G-protein-
coupled receptor is voltage-sensitive. J. Bio. Chem. 2003, 278(25), 22482-22491

Salin-Pascual, R.J.; Diaz-Mufioz, M.; Rivera-Valerdi, L.; Ortiz-Lépez, L.; Blanco-Centurion
C.: Decrease in muscarinic M, receptors from synaptosomes in the pons and hippocampus
after REM sleep deprivitaion in rats. Sleep Res. 1998, 1(1), 19-23

Coulson, F.R.; Jacoby, D.B.; Fryer, A.D.: Insulin regulates neuronal M, muscarinic receptor
function in the ileum of diabetic rats. J Pharmacol Exp Ther. 2003, 10 [Epub]



208

7 LITERATUR

[ 66]

[67]

[ 68]

[ 69]

[ 70]

[71]

[72]

[ 73]

[ 74]

[ 75]

[ 76]

[77]

[ 78]

Mulugeta, E.; El-Bakri, N.; Karlsson, E.; Elhassan, A.; Adem, A.: Loss of muscarinic M(4)
receptors in spinal cord of arthritic rats: implications for a role of M(4) receptors in pain
response. Brain Res. 2003, 982(2), 284-7

Clark, A.L.; Mitchelson, F.: The inhibitory effect of gallamine on muscarinic receptors. Br. J.
Pharmac. 1976, 58, 323-331

Hulme, E.C.; Saldanha, J.W.; Bee, M.S.: Structure and activation of muscarinic
acetylcholine receptors. Biochem. Soc. Trans. 2003, 31 (1), 29-34

Jones, P.G.; Page, K.M.; Curtis, C.A:M.; Hulme, E.C.: The functional role of the binding
site aspartate in muscarinic acetylcholine receptors, probed by site-directed mutagenesis.
Eur. J. Pharmacol. 1995, 289, 429-437

Jones, P.G.; Page, K.M.; Curtis, C.A:M.; Hulme, E.C.: The role of charge interactions in
muscarinic agonist binding, and receptor-response coupling. Life Sci. 1995 56 (11/12):
891-898

Schimerlik, M.l.; Sheehan, D.M.; Vogel, W.K.: Site-directed mutagenesis on the M,
muscarinic acetylcholine receptor: the significance of Tyr403 in the binding of agonists and
functional coupling. Mol. Pharmacol. 1997, 52, 1087-1094

Hulme, E. C.; Lu, Z.-L.; Ward, S. D. C.; Allmann, K.; Curtis, C. A. M.: The conformational
switch in 7-transmembrane receptors: the muscarinic receptor paradigm. Eur. J.
Pharmacol. 1999, 375, 247-260

Heitz F., Trumpp-Kallmeyer S., Hibert M.F.: Site-directed mutagenesis of the putative
human muscarinic M, receptor binding site. Eur. J. Pharmacol. 1999, 380, 183-195

Vogel, W.K.; Peterson, G.L.; Broderick, D.J.; Mosser, V.A.; Schimerlik, M.l.: Double mutant
cycle analysis of aspartate 69, 97, and 103 to asparagine mutants in the m2 muscarinic
acetylcholine receptor. Arch. Biochem. Biophys. 1999, 361(2), 283-294

van Rhee, A. M.; Jacobson, K. A.: Molecular Architecture of G Protein-Coupled Receptors.
Drug Development Res. 1996, 37, 1-38

Jakubik, J.; El-Fakahany, E.E; Tucek, S.: Evidence for a tandem two-site model of ligand
binding to muscarinic acetylcholine receptors. J. Biol. Chem. 2000, 275 (25), 18836-18844

Lanzafame, A.; Christopoulos, A.; Mitchelson, F.: Three allosteric modulators act at a
common site, distinct from that of competitive antagonist, at muscarinic acetylcholine M,
receptors. J. Pharmacol. Exp. Therap. 1997, 283, 278-285

Birdsall, N.J.M.; Lazareno, S., Popham, A.; Saladanha, J.: Multiple allosteric sites on
muscarinic receptors. Life Sci. 2001, 68, 2517-2524



7 LITERATUR 209

[ 79]

[ 80]

[81]

[ 82]

[ 83]

[ 84]

[ 85]

[ 86]

[87]

[ 88]

[ 89]

[ 90]

[91]

[92]

Lazareno, S.; Popham, A.; Birdsall, N.J.M.: Allosteric interactions of staurosporine and
other indocarbazoles with N-[methyl->H]scopolamine and acetylcholine at muscarinc
receptor subtypes: Identification of a second allosteric site. Mol. Pharmacol. 2000, 58, 194-
207

Lazareno, S.; Popham, A.; Birdsall, N.J.: Analogs of WIN 62,577 define a second allosteric
site on muscarinic receptors. Mol. Pharmacol. 2002, 62, 1492-1505

Trankle, C.; Weyand, O.; Schréter, A.; Mohr K.: Using a radioalloster to test predictions of
the coopearivity model for gallamine binding to the allosteric site of muscarinic
acetylcholine M, receptors. Mol. Pharmacol. 1999, 56, 962-965

Gnagney, A.; Ellis, J.: Allosteric regulation of the binding of [*HJacetylcholine to m2

muscarinic receptors. Biochem. Pharmacol. 1996, 52, 1767-1775

Trankle, C.; Mohr, K.: Divergent modes of action among cationic allosteric modulators of
muscarinic M, receptors. Mol. Pharmacol. 1997, 51, 674-682

Lee, N. H.; EI- Fakahany, E. E.: Allosteric antagonists of the muscarinic acetylcholine
receptor. Biochem. Pharmacol. 1991, 42(2), 199-205

Waelbroeck, M.: Allosteric drugs acting at muscarinc acetylcholine receptors. Neurochem.
Res. 2003, 28(3/4), 419-422

Rimpler, H.: Biogene Arzneistoffe. Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1990, S. 417 ff

Zlotos, D. P.; Buller, S.; Trankle, C.; Mohr, K.: Bisquaternary Caracurine V derivates as
Allosteric Modulators of Ligand Binding to M, Acetylcholine Receptors. Bioorg. Med.
Chem. 2000, 10, 2529-2532

Proska, J.; Tucéek, S.: Positive allosteric action of eburnamonine on cardiac muscarinic
acetylcholine receptors. Eur. J. Pharmacol. 1996, 305, 201-205

Zlotos D.P., Buller S., Holzgrabe U., Mohr K.: bisquaternary dimers of strychnine and
brucine. A new class of potent enhancers of antagonist binding to muscarinc M, receptors.
Bioorg. Med. Chem. 2003, 11, 2627-2634

Ldllmann, H.; Ohnesorge, F. K.; Schauwecker, G. C.; Wassermann, O.: Inhibition of the
actions of carbachol and DFP on guinea pig isolated atria by alkane-bis-ammonium
compounds. Eur. J. Pharmacol. 1969, 6, 241-247

Holzgrabe, U.; Bender, W.; Botero Cid, H. M.; Staudt, M.; Pick, R.; Pfletschinger, C.;
Balatkova, E., Trankle, C.; Mohr, K.. Ligands for the common allosteric site of acetylcholine

M.-receptors. Development and application. Pharm. Acta Helvetiae 2000, 74, 149-155

Trankle, C.; Andresen, |.; Lambrecht, G.; Mohr K.: M, receptor binding of the selective
antagonist AF-DX 384: possible involvement of the common allosteric site. Mol Pharmacol
1996, 53, 304-312



210

7 LITERATUR

[ 93]

[ 94]

[ 93]

[ 96]

[97]

[ 98]

[ 99]

[ 100]
[101]

[102]

[ 103]
[ 104]

[ 105]

[106]

[107]

[ 108]

[109]

Ellis, J.; Seidenberg M.: Competitive and allosteric interactions of 6-Chloro-5,10-dihydro-5-
[(1-methyl-4-piperidinyl)acetyl]-11H-dibenzo[b,e][1,4]diazepine-11-one hydrochloride (UH-
AH 37) at muscarinic receptors, via distict epitopes. Biochem Pharmacol 1999, 57, 181-
186

S. Tucek, J. Proska: Allosteric modulation of muscarinic acetylcholine receptors
(REVIEW). Trends Pharmacol Sci 1995, 16, 205-212

Schréter, A.; Trankle, C.; Mohr K.: modes of allosteric interactions with free and [*H]N-
methylscopolamine-occupied muscarinic M, receptors as deduced from buffer-dependent
potency shifts. Naunyn-Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 2000, 362, 512-519

Proska, J.; TuCek, S.: Mechanisms of steric and cooperative actions of alcuronium on

cardiac muscarinic acetylcholine receptors. Mol. Pharmacol. 1994, 45, 709
Tucek S.: Is R R* dichotomy real? Trends Pharmacol Sci. 1997, 18(11):414-416

Birdsall, N.J.M.; Cohen, F.; Lazareno, S.; Matsui, H.: Allosteric regulation of G-protein-
linked receptors. Biochem Soc Trans 1995, 23: 108-111

Hehre, W.J.; Huang, W.W.: Chemistry in computation, an introduction to Spartan.
Wavefunction Inc. 1995, S. 49

SPARTAN 5.1.1, Wavefunction Inc., Irvine, CA, USA
Atkins, P. W.: Quanten. VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim 1993, S. 297 f.

Stewart, J.J.: MOPAC: a semiempirical molecular orbital program. J Comput Aided Mol
Des 1990, 4, 1-105

SYBYL 6.8.1: Tripos Inc., St. Louis, MO, USA
INSIGHT II 2000, FDISCOVER, Accelrys, San Diego, CA, USA

Hagler, A.T.; Huler, E.; Lifson, S.: Energy functions for peptides and proteins. I. Derivation
of a consistent force field including the hydrogen from amide crystals. J. Am. Chem. 1974,
Soc. 96, 5319-5327

Berendsen, H.J.C., van der Spoel, D. and van Drunen, R., GROMACS: A message-
passing parallel molecular dynamics implementation, Comp. Phys. Comm. 1995, 91, 43-
56.

Essman, U.; Perela, L.; Berkowitz, M.L.; Darden, T.; Lee H.; Pedersen L.G.: A smooth
particle mesh Ewald method. J. Chem. Phys. 1995, 103, 8577-8592

Berendsen, H.J.C.; Postma, J.P.M.; DiNola, A.; Haak, J.R.: Molecular dynamics with
coupling to an external bath. J. Chem. Phys. 1984, 81, 3684-3690

Lindahl, E., Hess, B., van der Spoel, D.. GROMACS 3.0: A package for molecular
simulation and trajectory analysis. J. Mol. Mod. 2001, 7, 306-317



7 LITERATUR 211

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[ 120]

[121]

[ 122]

[ 123]

[ 124]

Holtje, H.-D.; Sippel, W.; Rognan, D.; Folkers, G.: Molecular Modeling. Basic principles
and applications. Wiley-VCH, Weinheim, 2003, 27ff

Holtje, H.-D.; Sippel, W.; Rognan, D.; Folkers, G.: Molecular Modeling. Basic principles
and applications. Wiley-VCH, Weinheim, 2003, 15 ff

Harvey, S.C.: Treatment of electrostatic effects in macromolecular modelling. Proteins:
Struct. Funct. Gen. 1989, 5, 78-92

Kyte, J.; Doolittle, R. F.: A simple method for displaying the hydropathic character of a
protein. J Mol Biol 1982, 157, 105-132

Ballesteros, J. A.; Weinstein, H.: Integrated methods for the construction of three-
dimensional models and computational probing of structure-function relations in G protein-
coupled receptors. Methods Neurosci 1995, 25, 366-428

PredictProtein Meta Server

URL: http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein

Rost, B.: PHD: predicting one-dimensional protein structure by profile based neural
networks. Meth. in Enzymolgy 1996, 266, 525-539

Krogh, A.; Larsson, B.; Heijne, G.; Sonngammer, E.L.L.: Predicting transmembrane
topology with a hidden markov model: application to complete genomes. J. Mol. Biol. 2001,
305, 567-580

McGuffin, L.J.; Bryson, K.; Jones, D.T.: The PSIPRED protein structure prediction server.
Bioinformatics. 2000, 16, 404-405
PsiPred URL: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

Meller, J.; Elber, R.; The design of an efficient and accurate threading algorithm: Choice of
energies and statistical verifications, submitted
LOOPP URL: http://cbsu.tc.cornell.edu/software/loopp/

Berman, H.M.; Westbrook, J.; Feng, Z.; Gillland, G.; Bhat, T.N.; Weissig, H.; Shindyalov,
I.N.; Bourne, P.E.: The Protein Data Bank. Nucleic Acids Research 2000, 28, 235-242.

Ponder, J.W.; Richards, F.M.: Tertiary templates for proteins. Use of packing criteria in the
enumeration of allowed sequences for different structural classes. J Mol Biol 1987, 193,
775-791

Canutescu, A.A.; Shelenkov, A.A.; Dunbrack R.L. Jr.: A graph-theory algorithm for rapid
protein side-chain prediction. Protein Science 2003, 12, 2001-2014.

Laskowski, R.A.; MacArthur, M\W.; Moss, D.S.; Thornton J.M.: PROCHECK: a program to
check the stereochemical quality of protein structures. J. Appl. Cryst. 1993, 26, 283-291
Morris, A. L.; MacArthur, M.W.; Hutchinson, E.G.; Thornton J.M.: Stereochemical quality of
protein structure coordinates. Proteins 1992, 12, 345-364



212

7 LITERATUR

[ 125]

[ 126]

[127]

[ 128]

[ 129]

[130]

[131]

[132]

[ 133]

[ 134]

[135]

[ 136]

[137]

[ 138]

[139]

[ 140]

Allen, F.H.: The Cambridge Structural Database: a quarter of a million crystal structures
and rising. Acta Cryst. 2002, B58, 380-388

Allen, F.H., Motherwell, W.D.S.: Applications of the Cambridge Structural Database in
organic chemistry and crystal chemistry. Acta Cryst. 2002, B58, 407-422

Kelley, L.A.; Gardner, S.P.; Suicliffe, M.J.: An automated approach for clustering an
ensemble of NMR-derived protein structures into conformationally-related subfamilies.
Protein Engineering 1996, 9, 1063-1065

Laskowski, R.A.: SURFNET: A program for visualizing molecular surfaces, cavities and
intermolecular interactions. J. Mol. Graph. 1995, 13, 323-330

Kabsch, W.; Sander, C.: Dictionary of protein secondary structure: pattern recognition of
hydrogen bonded and geometrical features. Biopolymers 1983, 22, 2577-2637

Kabsch, W.; Sander, C.: How good are predictions of protein secondary structure? FEBS
Letter 1983, 155(2), 179-182

Frishman, D.; Argos, P.: Knowledge-based protein secondary structure assignment.
PROTEINS 1995, 23, 566-579

GRID 21: Goodford, P. J.: A computational procedure for determining energetically
favourable binding sites on biologically important macromolecules. J. Med. Chem. 1985,
28, 849-857

Boobbyer, D.N.; Goodford, P.J.; McWhinnie, P.M.; Wade, R.C.: New hydrogen-bond
potentials for use in determining energetically favorable binding sites on molecules of
known structure. J. Med. Chem. 1989, 32, 1083-1094

Wade, R.C.; Clark, K.J.; Goodford, P.J.: Further development of hydrogen bond functions
for use in determining energetically favorable binding sites on molecules of known
structure. 1. Ligand probe groups with the ability to form two hydrogen bonds. J. Med.
Chem. 1993, 36, 140-147

Copprey, M.: Membrane protein crystallisation. J. Struct. Biol. 2003, 192, 108-132

Baldwin J.M., Unger V.M., Schertler G.F.X.: An alpha carbon template for the
transmembrane helices of the rhodopsin family of G-protein-coupled receptors. J. Mol Biol
1997, 272, 144-164

Bairoch, A.; Apweiler, R.: The SWISS-PROT protein sequence database and its
supplement TrEMBL in 2000. Nucleic Acids Res. 2000, 28, 45-48

Johren, K.; Héltije, H.-D.: A model of the human M, muscarinic acetylcholine receptor.
JCAMD 2002, 16, 795-801

Jakubik, J.; Tucek, S.: Positive allosteric interactions on cardiac muscarinic receptors:
effects of chemical modifications of disulfide and carboxyl groups. Eur. J. Pharmacol.
1995, 289, 311-319

Hutchinson, E. G.; Thornton, J.M.: A revised set of potentials for beta turn formation in
proteins. Protein Science 1994, 3, 2207-2216



7 LITERATUR 213

[ 141]

[142]

[ 143]

[ 144]

[ 145]

[ 146]

[147]

[ 148]

[ 149]

[ 150]

[151]

[ 152]

[ 153]

[ 154]

Milner-White, E.J.; Poet, R.: Loops, bulges, turns, and hairpins in proteins. Trends
Pharmacol Sci 1987, 12, 189-192

Juretic, D.; Jeroncic, A.; Zucic, D.: Sequence analysis of membrane proteins with the web
server SPLIT.” Croatica Chemica Acta 1999, 72 (49), 975-997

Juretic, D., Jeroncic, A.; Zucic, D.: Prediction of initiation sites for protein folding.
Periodicum Biologorum 1999, 101 (4), 339-347

Stoll, F.: Theoretische Untersuchungen zur Entwicklung eines Prostacyclin-Rezeptor-
modells. Dissertation, Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, 2001, S. 114 ff.

Ghosh, R.: Molecular Modelling Untersuchungen am Dopamin D3 Rezeptor und seinen
Liganden. Dissertation, Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, 2002, S. 107 ff.

Anezo, C.; de Vries, A.H.; Holtje, H.-D.; Tieleman, D.P.; Marrink S.-J.: Methodological
issues in lipid bilayer simulations, J. Phys. Chem. 2003, B 107, 9424-9433

Bruno, I.J.; Cole, J.C.; Edgington, P.R.; Kessler, M.; Macrae, C.F.; McCabe, P.; Pearson,
J.; Taylor, R.: New Software for searching the Cambridge Structural Database and
visualizing crystal structures Acta Cryst. 2002, B58, 389-397

Eger, K.; Troschitz, R.; Roth, H.J.: Arzneistoffanalyse: Reaktivitdt — Stabilitdt — Analytik.
Dt. Apotheker Verlag 1999, S. 138 f. (Atropin), S. 142 f. (Scopolamin)

Ehlert, F.J.; Dehlen, F.M.: Infuence of pH on the binding of scopolamine and N-
methylscopolamine to muscarinic receptors in the corpus striatum and heart of rats.
Mol.Pharmacol. 1990, 38, 143-147

Staudt, M.; Trankle, C.; Mohr, K.; Holzgrabe, U.: Contribution of lateral substituents in
heptane-bissammonium derivatives to the allosteric stabilization of antagonist binding to
muscarinic receptors. Life Sci. 1998, 62 (5), 423-429

Kerckhoff, H.; Holtje, H.-D.:Conformational analysis and receptor modelling of m1 and m2
selective antagonists. Pharmazie 1994, 49, 566-573

Wess, J.; Gdula, D.; Brann, M.R.: Site-directed mutagenesis of the m3 muscarinic
receptor: identification of a series of Threonine and tyrosine residues involved in agonist
but not antagonist binding EMBO J. 1991, 10, 3729-3734

Allman, K.; Page, K.M.; Curtis, C.A.M.; Hulme, E.C.: Scanning Mutagenesis Identifies
Amino Acid Side Chains in Transmembrane Domain 5 of the M; Muscarinic Receptor that
Participate in Binding the Acetyl Methyl Group of Acetylcholine Mol. Pharmacol., 2000;
58(1), 175-184

Gratteri, P., Cruciani, G.; Scapecchi, S., Romanelli, M.N.: Grid independent descriptors
(GRIND) in the rational design of muscarinic antagonists. Rational approches to drug
design, Proccedings of the 13" European symposium on quantitative structure-activity
relationships, Hrsg. Héltje, H.-D., Sippl, W., S. 241-243



214

7 LITERATUR

[ 155]

[ 156]

[157]

[ 158]

[159]

[ 160]

[161]

[162]

[ 163]

[ 164]

[ 165]

[ 166]

[167]

Zlotos, D.P.: Stereochemistry of Caracurine V. J. Nat. Prod. 2000, 63, 864-865

Kuhn, A.: Molecular Modelling Untersuchungen an der Bindungsstelle allosterischer
Modulatoren des Muscarin M, Rezeptors. Dissertation, Heinrich-Heine-Uiversitat
Disseldorf, 2002, S. 99 f.

Wagener, M.; Holzgrabe, U.; Gasteiger, J.: Comparison of structurally different allosteric
modulators of muscarinic receptors by self-organizing neural networks. J. Mol. Graph.
1996, 14, 185-193

Barbier, P.; Bolognesi, M.L.; Melchiore, C.; Maggio, R.: Antagonist binding profile of the
split chimeric muscarinic m2-trunc / m3-tail receptor. Eur J Pharm 1998, 355, 267-274

Seidenberg, M.; Ellis, J.: Interactions of alcuronium, TMB-8, and other allosteric ligands
with muscarinic acetylcholine receptors: studies with chimeric receptors. Mo.l Pharmacol.
2000, 58 (6), 1451-1460

Gnagey, A.; Seidenberg, M.; Ellis, J.: Site-directed mutagenesis reveals two epitopes
involved in the subtype selectivity of the allosteric interactions of gallamine at muscarinic
acetylcholine recptors. Mol. Pharmacol 1999, 56 (6), 1245-1253

Buller, S.; Zlotos, D.P.; Mohr, K.; Ellis; J.: Allosteric site on muscarinic receptors: a single
amino acid in transmembrane region 7 is critical to the subtype selectivity of caracurine V
derivatives and alkane-bisammonium ligands. Mol Pharmacol 2002, 61 (1): 160-168

Archer, E.; Maigret, B.; Escrieut, C.; Pradayrol, L.; Fourmy, D.: Rhodopsin crystal: new
template yielding realistic models of G-protein-coupled receptors? Trends Pharmacol Sci
2003, 24, 36-40

Pogozheva 1.D., Lomize A.L., Mosberg H.l.: The transmembrane 7-alpha-bundle of
rhodopsin: distance geometry calculations with hydrogen bonding contraints. Biophys. J.
1997 72: 1963-1985

Unger, V.M.; Schertler, G.F.X.: Low resolution structure of bovine Rhodopsin determined
by electron cryo-microscopy. Biophys. J. 1995, 68, 1776-17786

Mohr K., Trankle C., Holgrabe U.: Structure/Activity relationships of M, muscarinic
allosteric modulators. Receptors & Channels 2003, 9, 229-240

Franken, C.; Trankle, C.; Mohr, K.: Testing the specificity of allosteric modulators of
muscarinic receptors in phylogenetically closely related H1-receptors. Naunyn-
Schmiedeneberg Arch. Pharmacol. 2000, 361 (2), 107-112

Zahn, K.; Echstein, N.; Trankle, C.; Sadée, W.; Mohr, K.. Allosteric modulation of
muscarinic receptor signaling: alcuronium-induced conversion of pilocarpine from an
agonist into an antagonist. JPET 2002, 301,720-728



7 LITERATUR 215

[ 168]

Voigtlander, U., Jéhren, K.; Mohr, M.; Raasch, A.; Trankle, C.; Buller, S.; Ellis, J.; Holtje,
H.-D.; Mohr, K.: Allosteric site on muscarinic acetylcholine receptors: identification of two
amino acids in the muscarinic M, receptor that account entirely for the M,/Ms subtype
selectivities of some structurally diverse allosteric ligands in N-Methylscopolamine-

occupied receptors. Mol Pharmacol 2003, 64, 21—-31






7 LITERATUR 217




8 ANHANG




8 DANKSAGUNG

219

A Abkurzungsverzeichnis, Einheiten

Abkilirzungen
bzw. beziehungsweise
cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
CCD Cambridge Crystallographic Database
CVFF Consistent Valence Force Field
d.h. das heiBt
GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor
G-Protein Guaninnukleotid-bindendes Protein
H-Bricke Wasserstoffbricke
HF Hartree-Fock
IP3 Inositoltriphosphat
M-
Muskarinerger M>-Rezeptor
Rezeptor
NMS N-Methylscopolamin
PDB Protein Data Bank
PDB Protein Data Bank
Negativer dekadischer Logarithmus der
pH .
Konzentration
rmsd Root mean square deviation
S. Siehe
™ Transmebranare helikale Bereiche
vgl. Vergleiche
WT Wildtyp
z.B. zum Beispiel
Einheiten
A Angstrom, 10" m
K Kelvin (0 K =-273,15°C)
kcal Kilocalorie (1 kcal = 4,186 kJ)
kDa Kilo Dalton,

ps

Picosekunde (1 ps = 10-12 s)

Hydroxoniumionen-



B Hardware

Die Berechnungen dieser Arbeit wurden mit den folgenden Rechnersystemen

durchgeflhrt:

Silicon Graphics Workstations:

— IRIS INDIGO? R10000

— IRIS O2 R12000

- IRIS INDY R4000

- Origin 2000 mit 38 R10000 Prozessoren (am Rechenzentrum der Heinrich-
Heine-Universitat Disseldorf)

Personal Computer

— Intel Pentium 4, 2,53 GHz, 512 MB RAM
— Intel Pentium 4 HT, 2,8 GHz, 512 MB RAM
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C Software

DISCOVER
EXCEL
INSIGHT I
HOMOLOGY
MOLCAD
NMRCLUST
PROCHECK
SYBYL
GRID
CONQUEST
SPARTAN
SURFNET
STRIDE
GROMACS

SCWRL

DeCipher

Rechenmodul des Programmpakets INSIGHT Il der Firma Accelrys, mit dem
molekilmechanische und molekildynamische Berechnungen in verschiedenen
Kraftfeldern durchgefiihrt werden kdnnen

Tabellenkalkulationsprogramm der Firma Microsoft

Grafikmodul des Programmpakets INSIGHTIl der Firma Accelrys zum
Strukturaufbau und zur Visualisierung

INSIGHTII-Modul zur Generierung von Proteinmodellen

Programm zur Untersuchung hydrophober Eigenschaften

Programm zur Einteilung eines Proteinensembles in Gruppen entsprechend der
strukturellen Ahnlichkeiten

Programme zur Uberpriifung der stereochemischen Eigenschaften von
Proteinstrukturen

Molecular-Modelling-Paket der Firma TRIPOS mit Schnittstellen zu dem
Programm MOLCAD

Programm zur Berechnung von molekularen Interaktionsfeldern

Software zur Struktursuche in der Cambridge Structural Database
Software-Paket zur Durchfihrung von ab-initio- und semiempirischen
Berechnungen, das auch umfangreiche Visualisierungsmdglichkeiten bietet
Programm zur Visualisierung von HohlrAumen und Oberflachen in Proteinen
Zusétzliches Programm zur Bestimmung von Sekundéarstrukturelementen
Molecular Modelling-Software zur Berechnung von Molekildynamik-
Simulationen in einer Losungsmittelbox

Programm zur Optimierung der Position von Protein-Seitenketten
Computermodellen nach Mutation

INSIGHTII-Modul zur Berechnung von Energien



D Aminosauren: Ein- und Dreibuchstabencode

Dreibuch- Einbuch-
stabencode stabencode

Aminosaure

Alanin Ala A
Cystein Cys C
Asparaginsaure Asp D
Glutaminsaure Glu E
Phenylalanin Phe F
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I

Lysin Lys K
Leucin Leu L
Methionin Met M
Asparagin Asn N
Prolin Pro P
Glutamin Gin Q
Arginin Arg R
Serin Ser S
Threonin Thr T
Valin Val Vv
Tryptophan Trp w
Tyrosin Tyr Y

E pB-Turn-Typen

Type Phi(i+1) Psi(i+1) Phi(i+2) Psi(i+2)

I -60 -30 -90 0
Il -60 120 80 0
Vi -60 -30 -120 120
I 60 30 90 0
1k 60 -120 -80 0
Viai -60 120 -90 0 cis-proline(i+2)
Vla2 -120 120 -60 0 cis-proline(i+2)
Vib -135 135 -75 160 cis-proline(i+2)

v turns excluded from all the above categories
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F Thornton’s Frequencies

RESIDUE PREFERENCES IN BETA TURNS

OVERALL TURN POTENTIALS AND POSITIONAL POTENTIALS

The columns represent the positional potentials for each residue at each position

in beta turns.

residue

I+1

+2

1+3

overall

0,66

0,61

0,42

0,68

0,59

0,98

0,66

0,96

0,95

0,89

0,72

0,7

0,54

0,84

0,7

0,73

0,67

0,47

0,78

0,66

0,62

0,65

0,76

0,79

0,7

0,7

0,48

0,41

0,68

0,57

0,81

0,96

0,66

0,89

0,83

1,09

1,04

2,14

1,64

1,48

1,42

0,73

0,98

1,2

1,08

1,04

0,75

0,83

1,07

0,92

1,48

2,45

0,63

0,96

1,38

1,08

0,79

0,94

1,2

1

1,29

1,23

1,06

1,03

1,15

1,25

0,95

1,16

0,93

1,07

0,87

1,35

0,92

0,89

1,01

1,54

1,02

2,14

1,06

1,44

0,89

0,94

0,93

1,01

0,94

1,56

1,24

1,86

0,99

1,41

0,8

1,22

0,94

1,1

1,01

D X O QO ZMIn d 7 <06 2 M <™

0,69

0,93

0,75

0,93

0,82




G Eingabedateien
FDISCOVER

Beispielprotokoll einer MDS mit orthosterischem Ligand und vorgeschalteter
Energieminimierung in FDISCOVER. Simulationen ohne Ligand bzw. mit zusatz-

lichem allosterischen Ligand verwenden das gleiche Protokoll.

! INPUT FILE FOR DISCOVER GENERATED BY INSIGHT

overlap = 0.01
cutoff = 15
cutdis 14
swtdis 1.5

begin simulation

* add-automatic bond torsion valence out-of-plane
force omega to trans in molecule 1 except PRO *

* using 5.0 kcal/mole
force omega to cis/trans in residues PRO *

* using 5.0 kcal/mole

reduce

|
set dielectric = 2.000000*r

restrain main

molecule 1 residue ASP- 103
* with a maximum force of 150.0 kcal/A2
restrain main

molecule 1 residue TRP 155
* with a maximum force of 150.0 kcal/A2
restrain main

molecule 1 residue THR 187
* with a maximum force of 150.0 kcal/A2
restrain main

molecule 1 residue THR 190
* with a maximum force of 150.0 kcal/A2
restrain main

molecule 1 residue TRP 400
* with a maximum force of 150.0 kcal/A2
restrain main

molecule 1 residue TYR 403
* with a maximum force of 150.0 kcal/A2
restrain main

molecule 1 residue ASN 404

with a maximum force of 150.0 kcal/A2

tethered list
add main
molecule 1 residue PHE 21 to ILE 86
add main
molecule 1 residue PRO 93 to LEU 102
add main
molecule 1 residue TYR 104 to LEU 154
add main
molecule 1 residue ALA 156 to LEU 160

% X X % % % of
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100

add main
molecule 1
add main
molecule 1
add main
molecule 1
add main
molecule 1
add main
molecule 1
add main
molecule 1

5k ok X X X % ok o ok X X

template force

no morse

* % X X %

residue

residue

residue

residue

residue

residue

ASN

PHE

ALA

ALA

VAL

VAL

with a force

no cross terms

for 500 iterations
using conjugate gradient
until the maximum derivative is less than 0.50000000 kcal/A

print energy/molecule

print molecule-molecule interactions

print hbonds

initialize dynamics

at 310.00
steps of

no morse

X ok oF X X X %

write history

0 K
1.000

no cross terms

print energy/molecule

print hbonds

iloop =1

resume dynamics

* % o of

no morse

print energy/molecule

print molecule-molecule interactions

print hbonds

archive as file number iloop

iloop = iloop + 1
100 then 100

if iloop .le.

end

183

188

191

401

405

421

constant

"m_scopolamin.arc"

to

to

to

to

to

to

VAL

GLY

THR

PRO

PHE

ALA

of 200.0 kcal/A2

file every 500 steps

186

189

399

402

412

445

template force constant of 200.0 kcal/A2
for 1000 iterations

template force constant of 200.0 kcal/A2
for 5000 iterations
no cross terms



Protokoll der abschlieBenden Minimierung der mit NMRCLUST untersuchten
Strukturen.

! INPUT FILE FOR DISCOVER GENERATED BY INSIGHT
i

overlap = 0.01

cutoff = 15

cutdis 14

swtdis 1.5

begin simulation

* add-automatic bond torsion valence out-of-plane
force omega to trans in molecule 1 except PRO *

* using 5.0 kcal/mole
force omega to cis/trans in residues PRO *

* using 5.0 kcal/mole

reduce

|
set dielectric = 2.000000*r

restrain main

molecule 1 residue ASP- 103
* with a maximum force of 150.0 kcal/A2
restrain main

molecule 1 residue TRP 155
* with a maximum force of 150.0 kcal/A2
restrain main

molecule 1 residue THR 187
* with a maximum force of 150.0 kcal/A2
restrain main

molecule 1 residue THR 190
* with a maximum force of 150.0 kcal/A2
restrain main

molecule 1 residue TRP 400
* with a maximum force of 150.0 kcal/A2
restrain main

molecule 1 residue TYR 403
* with a maximum force of 150.0 kcal/A2
restrain main

molecule 1 residue ASN 404
* with a maximum force of 150.0 kcal/A2

tethered list

molecule 1 residue ALA 401 to PRO 402
add main
molecule 1 residue VAL 405 to PHE 412

* add main

* molecule 1 residue PHE 21 to ILE 86

* add main

* molecule 1 residue PRO 93 to LEU 102
* add main

* molecule 1 residue TYR 104 to LEU 154
* add main

* molecule 1 residue ALA 156 to LEU 160
* add main

* molecule 1 residue ASN 183 to VAL 186
* add main

* molecule 1 residue PHE 188 to GLY 189
* add main

* molecule 1 residue ALA 191 to THR 399
* add main

*

*

*
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add main
molecule 1 residue VAL 421 to ALA 445

template force with a force constant of 1000.0 kcal/A2

no cross terms

no morse

for 5000 iterations

using steepest descent

until the maximum derivative is less than 10.0000000 kcal/A
print energy/molecule
print hbonds

* % X X %

template force with a force constant of 500.0 kcal/A2

no cross terms

no morse

for 5000 iterations

using conjugate gradient

until the maximum derivative is less than 1.0000000 kcal/A
print energy/molecule
print hbonds

* % X X X

template force with a force constant of 500.0 kcal/A2

no cross terms

no morse

for 5000 iterations

using conjugate gradient

until the maximum derivative is less than 0.5000000 kcal/A
print energy/molecule
print hbonds

* ok X X X

template force with a force constant of 200.0 kcal/A2

no cross terms

no morse

for 5000 iterations

using conjugate gradient

until the maximum derivative is less than 0.0010000 kcal/A
print energy/molecule
print hbonds

* ok o X X

end



GROMACS

Protokoll einer freien MD in der Membranumgebung

title

CcppP
include
define
integrator
dt

nsteps
nstxout
nstvout
nstlog
nstenergy
nstxtcout
xtc_grps
energygrps
nstlist
ns_type
pbc

rlist
coulombtype
rcoulomb
vdwtype
rvdw
tcoupl
tc—grps
tau_t
ref_t
Pcoupl
tau_p
compressibility
ref_p
gen_vel
gen_temp
gen_seed
constraints

Yo
/1ib/cpp
-I/home/joehren/GROMACS/KRAFTFELD

md

0.002

2500000

1000

1000

5000

500

500

Protein

Protein DPPC SOL Na Cl
10

grid

XYZ

0.9

PME

0.9

Cut-off

0.9

Berendsen

Protein DPPC SOL Na Cl
0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
310 310 310 310 310
Berendsen

1.0 1.0
4.5e-5 4.5e-5
1.0 1.

no

310

1975

hbonds

5
0

Ein analoges Protkoll wurde auch in der 3-Phasenbox verwendet.



8 DANKSAGUNG

229

H Swissprot Eintrage

Swissprot-Code Muskarin-Rezeptor-Subtyp und Spezies
P11229 ACM1 human

Q9ERZ4 ACM2 human

P08172 ACM2 mouse

P06199 ACM2 pig

P10980 ACM2 rat

P20309 ACMS3 human

P08173 ACM4 human

P08912 ACMS5 human

I Protein Data Bank

Rontgenkristallstrukturen des bovinen Rhodopsins

PDB-Eintrag | Auflésung /A
1GZM 2,65

1HZX 2,8

1L9H 2,6

1F88 2,8




J Cambridge Structural Database

Strukturen mit 3D-Koordinaten in der CCD

Ligand CCD-Eintrag

Acetylcholin Mit Gegenion | Mit aromat. K&fig
ACCHOB11 | ACHRES
ACCHOB12 | ACHTPB
ACHOBU GEBMET
ACHOLC REDKIN
ACHOLCO1
ACHOLP
ACHTAR10
ACTART10
ACTART11
(S)-Hyoscyamin HYOHBR
N-Methylscopolamin | DUTNIP
DUTNIP10
KEYWEQ
XACNAQ
CALQOW
Scopolamin HYOSBR
JAYZEO
KEYSOV
KEYTOX
TIDPOL
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K Skripte

Arc2pdb.bcl
Dieses Skript wandelt das Archiv-File einer Trajectorie in ein multiple pdb fir die
Auswertung mit NMRCLUST um.

#Info

#Liest ein .arc-File ein und wandelt das Protein in ein .pdb um.
#Trajectory speichern mit "put trajectory range n n+x 1 off none off
name . pdb

Define_Macro arc2pdb \

Lstring Molekuelname \
Int Konform_anzahl
Lstring fn

Int index

Set_Param_Pick Molekuelname MOLECULE_ASSEMBLIES
Foreach $index from 1 to $Konform_anzahl

Get Molecule Archive Frame ($index) ($Molekuelname//".arc")
(SMolekuelname//$index) —-Reference_Object

Put Molecule PDB ($Molekuelname//$index//"_1") (datenframe//S$index) -
Transformed -Displayed —-Insight_Style -Write_ PSF

fn = frame // $index

Write $fn "%s" "MODEL "
Write $fn "%d" S$index "\t"
Write $fn "%s"

Close $fn

Delete Object (*)

End
Unix ("pdbconcat.sh "// $Konform_anzahl)

End_Macro

Add_To_Pulldown arc2pdb Molecule



Stride2Monomer.pl
Funktion dieses Perl-Makros ist, die Ausgabedatei des Programms STRIDE in

eine flr INSIGHT Il interpretierbare Monomertabelle umzuwandeln.

if (SARGV[O0]) {
$infile = $SARGV[0];
}else(
print "Bitte geben Sie den Namen des Stride-Files ein: ";
Seingabe = <STDIN>;
chomp S$eingabe;

$infile = S$eingabe;
}
($file) = split (/\./, $infile);
Soutfile = $file."monomer.txt";

Sinfile = S$file.".txt";
print ("S$Soutfile \n");

open (INFILE , "$infile") or die "$infile could not be read";
open (OUTFILE , ">Soutfile") or die "$outfile could not be opened";

Shnum = 1;
Stnum = 1;
Ssnum = 1;

while (<INFILE>) {

$Sinline = S$_;
@line = split /\t/,$inline;
if ($inline[l] == /H/) {

printf (OUTFILE "%s\t%s\n", $inline[0],$inline[1]);
}

}

print (" \n");

close (INFILE);
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Backbone.pl
Das Perl-Skript wird als Tool im Programmpakte GROMACS genutzt. Es dient
dazu ein .itp fir Backbone-Constraints aufzustellen.

#! /usr/bin/perl -w

# Dieses Skript erzeugt ein .itp-File zum tethern des Backbones.
#
#
if (SARGVIO0]) {
$infile = $SARGV[0];
telse(
print "Bitte geben Sie den Namen des gro-Files ein: ";
Seingabe = <STDIN>;
chomp S$eingabe;
$infile = S$eingabe;

}

($file) = split (/\./, $infile);
Soutfile = $file."posres.itp";
$infile = $file.".gro";

print ("S$Soutfile \n");

open (INFILE , "$infile") or die "$infile could not be read";
open (OUTFILE , ">Soutfile") or die "$outfile could not be opened";

Satomnum = 1;

print (OUTFILE"[ position_restraints ] \n");

print (OUTFILE"; atom type fx fy fz \n");
$inline = <INFILE>;
$inline = <INFILE>;

while (<KINFILE>) {

$inline = $_;
if ($inline =~ / N /) {
printf (OUTFILE "%s%4s%s\n", ' ', Satomnum, ' 1 1000.0
1000.0 1000.0");}
if (Sinline =~ / C /) {
printf (OUTFILE "%s%4s%s\n", ' ', S$atomnum,' 1 1000.0
1000.0 1000.0");1}
if ($inline =~ / CA /){
printf (OUTFILE "%s%4s%s\n", ' ', Satomnum, ' 1 1000.0
1000.0 1000.0");}
if ($inline =~ / 0O /) {
printf (OUTFILE "%s%4s%s\n", ' ', $atomnum,' 1 1000.0

1000.0 1000.0");}
Satomnum ++;
}
print (" \n");
close (INFILE);
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