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1. EINLEITUNG

Acetylcholin bindende Proteine besitzen eine herausragende Stellung, wenn es
um das Verstdndnis der komplexen Vorginge im Gehirn geht. Je genauer das
Wissen iiber diese und andere am Denk- und Erinnerungsvorgang beteiligten
Elemente ist, desto eher ist es moglich Medikamente und Therapien gegen

damit verbundenen Erkrankungen zu entwickeln.

1.1 Autbau der cholinergen Synapse

Es gibt eine Vielzahl von verschiedenen Kontaktstellen zwischen Nervenzel-
len, die Synapsen. An ihnen wird der Informationsimpuls von einer Zelle auf
die andere iibertragen. Man unterscheidet erregende und hemmende Syn-
apsen, bei denen der Impuls mit Hilfe eines chemischen Botenstoffes, dem
Neurotransmitter iibertragen wird. Des Weiteren gibt es noch elektrische
Synapsen, wo das Signal direkt iibertragen werden kann. Die meisten Ner-
venzellen sind mit verschiedenen Synapsen versehen, deren Potentiale und
Strome sich summieren und gegenseitig beeinflussen koénnen.

Die cholinerge Synapse triagt ihren Namen nach dem Neurotransmitter
Acetylcholin (ACh) der hier fiir die Signaliibermittlung zwischen pri- und
postsynaptischer Seite sorgt. Kommt auf der prasynaptischen Seite ein Ner-
venimpuls, ein sogenanntes Aktionspotential an, so wird die Zellmembran
depolarisiert, indem Calciumionen in die Zelle einstromen. Hierdurch kommt

es zur Verschmelzung von ACh gefiillten Vesikeln mit der Membran [1].
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Der ausgeschiittete Neurotransmitter diffundiert durch den synaptischen
Spalt und bindet an den nikotinischen Acetylcholinrezeptor (nAChR) |2, 3.
Es ist die Bindung von zwei Neurotransmittermolekiilen an zwei a-Unter-
einheiten des Rezeptors notwendig, damit es zur Offnung des Ionenkanals
kommt [4]. Die in die Zelle einflieRenden Ionen sorgen fiir eine Depolarisie-
rung, aus der ein neues Aktionspotential entsteht.

Damit sich die Synapse regenerieren kann, muss das chemische Signal
terminiert werden. Die Acetylcholinesterase (AChE) bindet im synaptischen
Spalt befindliches Acetylcholin und spaltet es in Acetat und Cholin. Diese
Bestandteile werden von der prisynaptischen Seite wieder aufgenommen und

fiir eine erneute Synthese von ACh verwendet.

1.2 Alzheimer’sche Demenz

Die Alzheimer’sche Demenz wurde nach dem deutschen Neurologen Alois
Alzheimer (1864 - 1915) benannt, von dem die Erkrankung erstmals 1906
wissenschaftlich beschrieben wurde [5]. Die Alzheimer’sche Demenz ist eine
neurologische Erkrankung, die durch den langsam fortschreitenden Verfall
von Nervenzellen und den Verlust an Nervenzellkontakten gekennzeichnet ist.
Folge hiervon ist die Schrumpfung des Gehirns um bis zu 20%, einhergehend
mit einer Vertiefung der Windungsfurchen an der Hirnoberfliche und einer
Erweiterung der Hirnkammern. Bei einer fortgeschrittenen Erkrankung kann
diese makroskopische Verdnderung mit Computertomographie oder Magnet-
resonanztomographie sichtbar gemacht werden. Die ist oft die einzige Metho-
de um Alzheimer von verwandten Erkrankungen wie der Lewy-K&rperchen-
Krankheit oder Parkinson abzugrenzen. Eine endgiiltige Diagnose ist nur
nach dem Tod durch eine Untersuchung des Gehirns méglich [6].

Eine tief liegende Hirnstruktur, die schon sehr friih Schadigungen auf-
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weist, ist der Meynert-Basalkern, deren Zellen den Neurotransmitter Acetyl-
cholin erzeugen. Durch das Absterben kommt es zu einer deutlichen Vermin-
derung der Acetylcholinkonzentration in der Hirnrinde. Dies fiihrt zu Sto-
rungen der Informationsverarbeitung und ist urséchlich fiir den Gedéachtnis-

verlust.

Daneben kommt es zur Bildung von abnorm verdnderten Eiweiften, die
sich als Fasern im Gehirn ablagern. Die schon von Alois Alzheimer beschrie-
benen Neurofibrillenbiindel, bestehen aus Tau-Protein einem normalen Be-
standteil des Zellskeletts von Nervenzellen. Bei der Erkrankung kommt es
zur liberméfigen Beladung dieses Proteins mit Phosphatgruppen, was zur
Storung von Stabiliserungs- und Transportprozessen der Zelle, und damit zu

ihrem Absterben fiihrt.

Zusatzlich gibt es noch eine zweite Sorte von Proteinablagerungen, die
eher zwischen den Nervenzellen zu findenden Amyloid-Plaques. Dadurch dass
ihre Aggregate von Stiitzzellen umgeben werden und sie sich sogar in die
Wand von Blutgefissen einlagern konnen, kommt es zu einer schlechteren
Sauerstoff- und Energieversorgung des Gehirns, was das Zellsterben begiins-
tigt.

Alzheimer kann schon vor dem 50. Lebensjahr auftreten, die Haufigkeit
steigt aber deutlich mit dem Lebensalter. Neben einigen genetischen Faktoren
bleibt das Alter der gréfite Risikofaktor um an der Alzheimer’schen Demenz
zu erkranken. So betriagt das Risiko fiir 65 - 74 jiahrige Personen etwa 1.7%,
fiir 75 - 84 jdhrige Personen etwa 11% und fiir Personen iiber 84 Jahre etwa
30% [6].

Die Krankheit ist durch Storung des Orientierungsvermogens, der Gedécht-
nisleistung, sowie des Denk- und Urteilsvermdgens gekennzeichnet. Diese St6-

rungen gestalten die Bewiltigung des Alltags fiir die Betroffenen und deren
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Angehorige als sehr schwierig. Mit dem Fortschreiten der Krankheit sind die
Betroffenen zunehmend auf Hilfe und Unterstiitzung angewiesen. Da es sich
bei den Erkrankten um keine einheitliche Gruppe, sondern um individuel-
le Personlichkeiten aus allen sozialen Gruppen und Schichten handelt, ist
der Betreuungs- und Therapiebedarf ebenso vielschichtig. Mit der steigen-
den Lebenserwartung in allen Industrielandern, wird gerade die Betreuung

und Pflege von Alzheimerkranken eine immer gréfere Bedeutung bekommen

[7].

1.3 Therapieansétze

Die Verminderung der kognitiven Féhigkeiten bei der Alzheimer’schen De-
menz ist eine Folge des fortschreitenden Untergangs von Nervenzellen. Alle
derzeit zugelassenen Medikamente setzen an Folge- und Begleiterscheinungen
dieses Abbaus an. Von daher ist ihre Wirkung begrenzt und sie konnen das

Fortschreiten der Symptome nur vorriibergehend verzogern.

|
o

Fig. 1.1: (-)-Galanthamin (1)

Die direkteste Strategie um der Verminderung an Rezeptoren und Neu-

rotransmitter zu begegnen ist die Terminierung durch die AChE zu unter-
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binden. Geeignete Substrate blockieren die Bindungsstelle fiir ACh und ver-
zogern somit seine Hydrolyse. Leider wirken derartige Substanzen nicht nur
spezifisch bei der AChE, sondern greifen auch in andere neurochemische Sys-

teme ein.

Ein Vertreter der Esterasehemmer, (-)-Galanthamin (1), verfiigt zusétz-
lich iiber die Fahigkeit das Antwortsignal des Rezeptors auf ACh positiv zu
modulieren (siehe Fig. 1.1). Hiermit kénnen trotz vermindertem Neurotrans-
mitterniveau genug Ionen in die Zelle stromen und ein neues Aktionspotential
auslosen. Man spricht hier von allosterisch potenzierenden Liganden (siehe
Fig. 1.6) [8]. (-)-Galanthamin (1) ist ein natiirlich vorkommendes Alkaloid
und wurde erstmals 1947 aus den Zwiebeln des kaukasischen Schneeglock-
chens Galanthus woronowii isoliert [9]. Durch seinen dualen Wirkmechanis-
mus ist es eines der interessantesten und vielversprechendsten Substrate zur

Behandlung von Alzheimer [10, 11].

Fig. 1.2: Schneegléckchen, urspriingliche Quelle fiir das allosterisch potenzierende

(-)-Galanthamin (1).
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Folgende Préaparate sind derzeit auf dem Markt und werden regelméfig

zur symptomatischen Behandlung der Alzheimer’schen Demenz eingesetzt:

Wirkstoff Handelsname Wirkmechanismus

Donepezil Aricept Esterasehemmer

Rivastigmin Exelon Esterasehemmer

Galanthamin Reminyl Esterasehemmer, verbesserte ACh
Signaliibertragung

Memantine Axura, Ebixa verbesserte Glutamat Signaliiber-
tragung

Tab. 1.1: Medikamente zur Behandlung von Alzheimer

Leider ist allen diesen Medikamenten ein mehr oder weniger weites Spektrum
von Nebenwirkungen, wie Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall, Unruhe, Schlaf-
storungen und Kopfschmerz gemein [12, 13]. Weiterhin werden andere Sym-
ptome die im Verlauf der Krankheit auftreten konnen, wie Unruhe, depressive
Verstimmung oder Erregung und Aggressivitat mit Hilfe von Psychopharma-
ka behandelt, die ebenfalls Nebenwirkungen erzeugen.

Die moderne Arzneimittelentwicklung verfolgt von daher zwei Ziele. Zu-
nichst gilt es, bekannte Medikamente zu modifizieren, um sie in ihrer Wir-
kung zu verstirken. Dies fiihrt dazu, dass schon geringere Konzentrationen
ausreichen um den therapeutischen Effekt zu erzielen und gleichzeitig, das
Auftreten von Nebenwirkungen deutlich zu verringern. Der zweite Ansatz be-
schiftigt sich mit der Verhinderung der Aggregation von Amyloid-Plaques,
die fiir die groften neurologischen Schiden verantwortlich gemacht werden.
Ein Medikament, das die Bildung von Plaques spezifisch unterdriickt oder
gar ihre Auflosung fordert, wiirde die erste kausale Therapie gegen die Alz-

heimer’sche Demenz darstellen.
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1.4 AChE

AChE ist eine Serinhydrolase und spaltet Acetylcholin zu Acetat und Cholin.
Das Enzym ist sehr effizient (keu/rxar = 1.5 x 102 M~ s7!) und hat eine
hohe Wechselzahl (25 000 s™!), von daher erfolgt die Umsetzung von Acetyl-
cholin auferordentlich schnell und ist weitgehend diffusionskontrolliert. Die
katalytischen Fahigkeiten der AChE fiihren zu einer schnellen Terminierung

des neurochemischen Signals und ermdoglichen so eine effiziente Weiterleitung

der Aktionspotentiale der Nervenzelle [1].

Fig. 1.3: Vereinfachtes Schema der Acetylcholinspaltung durch AChE.

Alle Isoformen der AChE zeigen ein grofe Homologie zueinander, was be-
sonders auf den konservierten Bereich des aktiven Zentrums um die katalyti-
sche Triade (Ser200, His440 und Glu327) zutrifft (siehe Fig. 1.3) [14, 15, 16].
Bei der Spezies Torpedo marmorata verfiigt das Protein iiber 543 Aminoséu-

ren und hat eine Masse von 61.5 kDa.

1.5 AChBP

Das Acetylcholin bindende Protein (AChBP) ist ein Schliisselelement fiir das

Versténdnis der Funktionsweise des nAChR. Aufgrund seiner hohen Homolo-
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gie und sehr dhnlicher Tertidrstruktur ist es die ideale Vorlage zum Studium
der Beweglichkeit von Acetylcholinrezeptoren [17, 18]. Die verdffentlichten
Kristallstrukturen weisen eine Auflésung von 2.2 - 2.7 A auf [19]. Die bisher
genauesten Strukturinformationen iiber den nAChR basieren auf Elektro-
nenmikroskopie und haben eine Auflosung von lediglich 4.0 A |20|. Diese
héhere Genauigkeit beim AChBP erlaubt die zuverlissige Bestimmung von
Seitenkettenpositionen, deren Wechselwirkungen auschlaggebend fiir Art und
Umfang der Beweglichkeit eines Proteins sind.

Das AChBP ist ein Protein, das der Regulierung der synaptischen Funk-
tion dient und {iberschiissiges Acetylcholin abfingt. Es kommt in der Siift-
wasserteichschnecke Lymnaea stagnalis vor |21]. Das Protein besteht aus fiinf
identischen Untereinheiten und zeigt eine pseudo Fiinffachsymmetrie entlang
der zentralen Porenaxe. Da es eine hohe Ahnlichkeit zum extrazelluliren Teil
aller neuronalen und muskuldren Acetylcholinrezeptoren aufweist, wurden
auf seiner Basis eine Reihe von Homologiemodellen erstellt |22, 23, 24, 25, 26|.
Diese Rezeptorfamilie ist ein integraler Bestandteil bei Lern- und Erinne-
rungsvorgingen und deshalb ein Ziel der Medikamentenentwicklung gegen
die Alzheimer’sche Demenz [27|. Das Hauptinteresse liegt hierbei auf dem
Mechanismus der Signalweiterleitung, bei dem die Bindung von Agonisten im
extrazelluliren Teil, zu einer Kanaloffnungsbewegung im iiber 20 A entfern-
ten transmembranen Teil fithrt. Es wird angenommen, dass diese essentielle
Bewegung sowohl im AChBP, wie auch in den darauf basierenden Homolo-

giemodellen zu beobachten sein muss.

1.6 nAChR

Der nikotinische Acetylcholinrezeptor verdankt seinen Namen frithen Unter-

suchungen von John Newport Langley um 1906, der ihn mit Nikotin stimu-
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lierte [2]. Man unterscheidet ihn von den muscarinischen Rezeptoren, die fiir
das Gift des Fliegenpilzes empfianglich sind. Beide gehdren zur Gruppe der

cholinergen Rezeptoren.

sodium ion
acetylcholine

acetylcholine
receptor

cell membrane *

Fig. 1.4: Nikotinischer Acetylcholinrezeptor. Die Bindung des Neurotransmitters

Acetylcholin ermdglicht den Fluss von Tonen durch die zentrale Pore.

Aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen geht hervor, dass der Re-
zeptor eine Gesamtlidnge von 14 nm und einen Durchmesser von 8 nm besitzt
(siche Fig. 1.4). Er ragt etwa 5.5 nm in den synaptischen Spalt und 1.5 nm
in das Cytoplasma [20, 28, 29, 30, 31, 32, 33]. Die fiinf Untereinheiten sind
in einer pseudo fiinfzéhligen Symmetrie um die zentrale Pore angeordnet, die
als Tonenkanal fungiert [34]. Man unterscheidet eine Reihe von neuronalen
vom muskuldren Typ, die aber alle in Aufbau und Funktion sehr dhnlich

sind [35, 36, 37].
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Die Bindung von zwei Agonisten im extrazelluliren Teil sorgt fiir eine
konformelle Anderung des Rezeptors, die dazu fiihrt, dass die Engstelle der
Pore in transmembranen Teil geweitet wird und ITonen hindurchstrémen kon-
nen [38, 39, 40].

Die Agonistenbindungsstelle, deren Aufbau sich vor allen Dingen aus den
Kristallstrukturen des AChBP ableiten lidsst [19], befindet sich im extra-
zelluldren Teil an der Schnittstelle zwischen einer a-Untereinheit und einer
benachbarten anderen Untereinheit. Sie wird vom sogenannten CYS-Loop
abgedeckt, einer beweglichen Schleife an deren Spitze sich zwei Cysteine be-
finden. Die Riickseite bildet ein Tryptophan iiber dessen Carbonylgruppe der
positiv geladene Stickstoff von Agonisten wie Carbamylcholin oder Nikotin
koordiniert wird. Die aromatische Seitenkette scheint dies iiber ein Kation-

m-Stacking zu stabilisieren (siehe Fig. 6.7).

Jede der fiinf Untereinheiten durchzieht viermal die Membran, wobei das
M2 Segment die Innenseite der Pore bildet und das M4 Segment nach au-
flen in die Membran eingebettet ist. Aus einer Reihe von Mutations- und
Markierungsexperimenten lésst sich entnehmen, dass ein iiber alle Subtypen
konservierter Ring aus Leucinen die Engstelle der Pore (a-nAChR LEU248)
das Gate bildet |41, 42].

Uber den Aufbau des intrazelluliren Teils ist wenig bekannt. Lediglich
die Bindung von Rapysn, einem 43 kDa Protein, in diesem Bereich gilt als
sicher |3|. Es ist fiir das Clustern von Rezeptoren an der Stelle des Nerv-
Muskelkontaks relevant. Die Kumulation an diesen Stelle ist essentiell fiir

eine schnelle Signaliibertragung.

Paarweise Mutationsstudien zeigen die grofse Bedeutung eines Arginin-
Glutamin Ionenpaares fiir die Kopplung von ACh-Bindungsstelle und Gate
(siehe Fig. 1.5) [43, 44]. Das Paar stellt einen Kontakt zwischen einem Loop
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Fig. 1.5: Seitenansicht auf eine a-Untereinheit des nAChR. Kopplung der Agonis-
tenbindungsstelle (CYS192, CYS193 - gelb), iiber ein lonenpaar (ARG209
- blau, GLU45 - rot) und eine hydrophobe Wechselwirkung (VALA46,
PRO272 - weif), mit dem helikalen Transmembranbereich.

des extrazelluldren Teils zum M1 Segment beziehungsweise iiber ein benach-
bartes Prolin zum M2 Segment her. Der relativ starre $-Sheet Korper des
extrazelluldren Teils ist somit an zwei Stellen mit der transmembranen Pore
verkniipft. Dieser Aspekt hat entscheidende Bedeutung fiir das Bewegungs-
muster des Rezeptors. Wiren extrazelluldrer und transmembraner Teil nur
an einer Stelle verbunden, konnte vermutlich nur eine sehr grofse Zugbhewe-
gung senkrecht zur Membranfliche fiir ein Offnen und Schlieken des Gates
sorgen. Da die Verbindung aber iiber zwei Punkte geht, kdnnte eine wesent-
lich kleinere Kippbewegung ausreichen, um die Membranhelices so stark zu

deformieren, dass es zu einer Offnung kommt.
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1.7 allosterisch potenzierender Effekt

Wie schon geschildert, zeigt der nAChR in Gegenwart von Agonisten wie Ace-
tylcholin oder Nikotin eine Offnung seines zentralen Ionenkanals und damit
einhergehend einen Ionenfluss. Dies fiihrt zur Depolarisierung der postsyn-
aptischen Membran und dem Aufbau eines neuen Aktionspotentials.

Dieser elektrochemische Prozess kann iiber so genannte patch-clamp Mes-
sungen verfolgt werden [45]. Hierbei wird eine intakte Nervenzelle mit einer
Sonde punktiert, die es ermoglicht die Potentialdifferenz zwischen Zellinneren
und -dufleren zu messen. Wird nun die Nervenzelle von Agonisten umspiilt,
binden diese an die aus der Zellmembran ragenden nAChR und 6ffnen ihren
Ionenkanal. Der auftretende Strom lésst sich als charakteristisches Antwort-

signal aufzeichnen (siehe Fig. 1.6).

ACh[uM] 30 30 30 1000 30
gal [uM] 05 05 05
FK1 [uM] 03
250pA
L2:5

Fig. 1.6: Spur 1: Antwortsignal auf ACh. Spur 2: potenziertes ACh-Signal in Ge-
genwart von (-)-Galanthamin (1). Spur 3: der Antikérper FK1 blockiert
selektiv die Potenzierung. Spur 4: nur 1 zeigt keinerlei Signal. Spur 5:
Kontrolle mit hoher ACh-Konzentration. Spur 6: Kontrolle mit normaler

ACh-Konzentration.

Neben den beiden Bindungsstellen fiir Agonisten an jedem nAChR, gibt
es noch weitere Bindungsstellen fiir sogenannte allosterisch potenzierende

Liganden (APL), die selektiv vom monoklonalen Antikérper FK1 blockiert
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werden konnen [46]. Diese Substrate binden nicht kompetitiv zu den Ago-
nisten und sorgen fiir eine Verstirkung des reguldren Antwortsignals, um bis
zu 65% [45]. Aus therapeutischer Sicht stellt dies eine Moglichkeit dar, trotz
verminderter Anzahl an Rezeptoren und geringen Neurotransmitterkonzen-
trationen eine ausreichende Depolarisierung des Axons zu erreichen.

Uber die Bindungsstelle von allosterisch potenzierenden Liganden am
nAChR ist bisher wenig gesichertes bekannt [22, 47]. Es kann aufgrund von
Photoaffinitatslabelling-Untersuchungen davon ausgegangen werden, das sich
die Bindungsstelle an der a-Untereinheit des Rezeptors befindet [48, 49, 50].
Es konnte mit radioaktivem Physostigmin LYS125 markiert werden [50], wel-
ches sich im unteren Drittel des extrazelluldren Teils an der Innenseite befin-
det. Durch Kompetitionsexperimente mit radioaktivem Galanthamin konnte
gezeigt werden, dass Galanthamin, Physostigmin und Codein an der gleichen
Stelle binden [49].

Mutationen des Rezeptors, bei denen das Lysin gegen Glycin ausgetauscht
wurde, zeigen aber kaum eine Verdnderung des APL-Effekts. Dies lidsst nur
den Schluss zu, dass LYS125 nicht unmittelbar in die strukturellen Ver-
dnderungen involviert ist, die zu einer Verstirkung des Signals fiithren. In der
gleichen Studie konnte das THR202 als fiir die Potenzierung relevant identi-
fiziert werden. Wenn es gegen Alanin ausgetauscht wird, bleibt das normale
Antwortsignal des Agonisten erhalten, der APL-Effekt wird aber komplett
unterdriickt [22].

1.8 pB-Amyloid

Von allem am Verlauf der Alzheimer’schen Demenz beteiligten Faktoren, ist
die Bildung von neurotoxischen 3-Amyloidfibrillen die zerstorerischste. Es ist

weiterhin unklar, ob diese Fibrillen Folge oder Ausloser der Erkrankung sind.
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Fiir eine erfolgreiche Therapie ist jedoch ihre Auflésung, oder zumindest eine

Hemmung der Aggregation ein wiinschenswertes Ziel [51].

Fig. 1.7: "Riek” B-Amyloidmonomer aus Sicht der Fibrillenachse (Backbone-grau,
Saure-rot, Base-blau, polar-cyan, unpolar-weifs; unten: 51 ~ 18 - 26, oben:

32 ~ 31 - 42).

Bislang ist nur wenig iiber die Topologie und das Aggregationsverhalten
von (-Amyloiden bekannt. Die genausten Daten stammen aus Festkorper-
NMR Untersuchungen an amorphen Fibrillen [52]. Mit den aus den Kopp-
lungsmustern abgeleiteten Entfernungsbeschriankungen gelang es, erste struk-
turelle Modelle zu erstellen [53]. Aus ihnen geht ein schichtweiser Aufbau der
an einen Angelhaken erinnernden Monomere hervor. Die Schichten sind in der
Art von 3-Sheets iiber Backbone-Wasserstoftbriicken verkniipft [54]. Die zen-
trale Rolle bei der Stabilisierung der Fibrillen wird einem Ionenpaar zwischen
ASP23 und LYS28 zugeschrieben [55]. Das, auf diesen Informationen basie-
rende, sogenannte "Tycko”™Modell reflektiert schon sehr gut die tatsdchliche

Topologie der Amyloide. Bei seiner Erstellung lagen aber keine Informationen
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zur Seitenkettenwechselwirkungen im Kern der Fibrille vor.

Durch geschickte Kombination von paarweisen Mutationsexperimenten,
Isotopenaustausch und Festkérper-NMR, gelang es Riek und Mitarbeitern
[56], die Paare PHE19/GLY38 und ALA21/VAL36 zu identifizieren, die den
hydrophoben Kern bilden. Des weiteren wurde klar gezeigt, dass MET35 nach
aufen stehen muss. Aufserdem konnte ein Versatz zwischen den verschiedenen
[-Stréangen nachgewiesen werden. Hiermit ist die konformelle Freiheit soweit
eingeschrinkt, dass ein zuverlissiges Modell des S-Amyloids erstellt werden

konnte (2BEG, siehe Fig. 1.7) |56].



2. AUFGABENSTELLUNG

Die hier vorgelegte Arbeit zielt auf eine Verbesserung des Verstdndnisses
der Vorginge an der cholinergen Synapse vor dem Hintergrund der Alzhei-
mer’schen Demenz. Mit einer Kombination von chemischen und Molecular-
Modelling Ansétzen sollten fiir die Signaliibertragung zwischen Nervenzellen

relevante Aspekte untersucht werden.

Im Zentrum der Untersuchungen steht das Phianomen des allosterisch po-
tenzierenden Effekts, bei dem bestimmte Liganden eine Signalverstarkung am
nikotinischen Acetylcholinrezeptor hervorrufen. Da bisher weder der Wirkort
eindeutig bestimmt, noch der Wirkmechanismus aufgeklart wurde, sollte eine
Strategie entwickelt werden, um mit Hilfe von Photoaffinititslabelling diese
Bindungsstelle zu charakterisieren. Dafiir sollte ein geeigneter photosensitiver
Ligand auf Basis von Galanthamin synthetisiert werden, der am Rezeptor,
aber auch an der Acetylcholinesterase eine gute biochemische Aktivitit zeigt.
Fiir die spatere Lokalisierung des Labels sollten zum einen Isotopenmarkie-
rung und zum anderen Massenspektroskopie als Nachweismethoden evaluiert

werden.

Parallel sollten Modelle des nikotinischen Rezeptors auf Basis von Elek-
tronenmikroskopie und Rontgenstrukturen homologer Proteine verbessert
werden. Hiermit sollte das Bindungsverhalten der verschiedenen Ligandenty-
pen bestimmt und mit experimentellen Befunden verglichen werden. Ergén-

zend sollte das dynamische Verhalten des Rezeptors, wie auch des homologen



17

Acetylcholin bindenden Proteins, mit Molekulardynamik und darauf aufbau-
ender Essential-Dynamics-Analyse untersucht werden. Hauptaugenmerk liegt
hierbei auf der Kopplung der Ligandenbindung im extrazelluldren Teil mit
der 20 A entfernten transmembranen Pore.

Bisher bekannte allosterisch potenzierende Liganden sollten nach ihrer
Aktivitdt und Konzentrationsabhingigkeit beurteilt werden und auf ihrer
Basis ein allgemein giiltiger Pharmacophor erstellt werden. Hiermit sollten
Datenbanken erhiltlicher Substrate verdichtet werden, um ein Set von po-

tentiell neuen Leitstrukturen zu identifizieren.



3. SYNTHESE UND ISOTOPENMARKIERUNG
PHOTOLABILER LIGANDEN

3.1 Photoaffinitatslabeling

Uber eine lichtinduzierte Reaktion soll ein geeigneter Ligand so angeregt wer-
den, dass er kovalent in seiner Bindungstasche fixiert wird. Nach Entwicklung
und Synthese des Liganden, soll so die Bindungsstelle fiir APL am nAChR

lokalisiert werden.

3.1.1 Synthese von Photogalanthamin

Ausgehend von friitheren Arbeiten bestand der Wunsch die Markierungseffizi-
enz beim Photoaffinitétslabeling des nAChR mit (-)-Galanthamin (1) erheb-
lich zu steigern und die Methode auch auf die AChE zu erweitern [49, 50, 57].
Bei dieser Technik zur Identifizierung von Bindungsstellen benétigt der Li-
gand auf der einen Seite eine hinreichend hohe Bindungsaffinitit und auf der
anderen Seite eine gute Photosensivitéit [58, 59, 60]. Hierzu wurde als photola-
bile Gruppe 5-Diazo-cyclopenta-1,3-diencarbonséure (4) ausgewihlt, welche
sich durch eine Reihe von giinstigen Eigenschaften auszeichnet [61, 62, 63, 64].

Die photolabile Gruppe ist iiber eine dreistufige Synthese in akzeptablen
Ausbeuten und in hoher Reinheit erhiltlich. Sie zeigt eine starke Absorpti-
onsbande bei 310 nm, was sich sehr giinstig auf Bestrahlung mit UV-Licht
auswirkt. Bei geeigneter Lichteinwirkung bildet sich nach Abspaltung von N,
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O
2. Na, CO,

Toluolsulfonyl- N2 O
TMS-Cl azd
OSI(CH3)3 OH

Fig. 3.1: Synthese von 5-Diazo-cyclopenta-1,3-diencarbonséure (4).

ein Carben (siehe Fig. 3.3), welches dann eine kovalente Bindung zu jeder

benachbarten Gruppe einer Bindungstasche ausbilden kann [65, 61].

0 0 0

O NH N, O O N

DCC, CH,Cl,
O + —_» 0O
OH
u@ u@
; 5
OH

4 : 6

OH

Fig. 3.2: Synthese von Photogalanthamin (6) durch Kupplung von (-)-11-De-

methylgalanthamin (5) mit 5-Diazo-cyclopenta-1,3-diencarbonsdure (4).

Man kann unter Verwendung von entsprechenden Filtern mit einem ldnger-
welligen und schmaleren Lichtspektrum bestrahlen und so spezifisch die pho-
tolabile Gruppe anregen. Bei den Arbeiten mit unmodifiziertem (-)-Galanth-
amin (1) mussten lingere Bestrahlungszeiten und ein kurzwelligeres Spek-
trum in Kauf genommen werden, da das Absorptionsmaximum bei 288 nm
liegt [48]. Mit einer photolabilen Gruppe kann man ein Label anbringen, oh-

ne das es zu deutlichen Schidigungen des Proteins kommt. Dariiber hinaus
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verfiigt die photolabile Gruppe iiber eine ausgezeichnete Stabilitit gegeniiber
Oxidation und Wirme.

Als Substitutionspunkt wurde der Stickstoff des (-)-Galanthamins (1) ge-
wahlt, da ausgehend von bisher bekannten APL-Liganden hier die grofte
Toleranz gegeniiber Substituenten zu erwarten war [66]. Nach der litera-
turbekannten Demethylierung des Stickstoffs erfolgte [49, 67, 68|, mit Hilfe
des in der Peptidsynthese bewihrten DCC, die Kupplung zum Amid. Nach
saulenchromatographischer Aufreinigung liasst sich eine Ausbeute von 45%
Photogalanthamin (6) erzielen. Das Produkt zeigt, wie schon die photolabile
Gruppe, eine ausgezeichnete Stabilitit gegeniiber Oxidation und Warme. Bei
lichtgeschiitzter Lagerung kann selbst nach zwei Jahren kein Abbau nachge-

wiesen werden.

&% @k@
H@ g

Fig. 3.3: Reaktion von Photogalanthamin(6) mit Benzol iiber eine photoinduzierte

Carbenzwischenstufe.
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3.1.2 chemische Eigenschaften

Photogalanthamin (6) 16st sich hervorragend in allen polaren und den meis-
ten unpolaren organischen Losungsmitteln. In Wasser scheint keine Abhéngig-
keit der Loslichkeit vom pH-Wert vorzuliegen, womit es vermutlich in neutra-
ler Form vorliegt. Es lassen sich wéssrige Losungen mit einer Konzentration
von bis zu 2 mM erstellen.

Zur Uberpriifung der Photosensitivitit wurde Photogalanthamin (6) in
Benzol gelost und unterschiedlich lange mit UV-Licht von 265-360 nm be-
strahlt (siehe Fig. 3.3) [69].

1500
1250

1000

—0 min UV
—1 min UV
——4 min UV

£ 780
2

500

250

Fig. 3.4: Uberlagerte Chromatogramme der Photoreaktion von Photogalantha-
min (6) mit Benzol. Der Peak bei 4.5 min Retentionszeit entspricht
6, der bei 3.8 min dem Reaktionsprodukt, 5-Phenyl-cyclopenta-1,3-

diencarbonsiure-11-demethylgalanthamin-amid (7).

Chromatogramme der entsprechenden Reaktionslosungen zeigen die ge-
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wiinschte Umsetzung (siehe Fig. 3.4), wo sich schon nach 1 min rund die
Halfte des photolabilen Substrats umgesetzt hat. Fiihrt man ein analoges
Experiment mit (-)-Galanthamin (1) durch, so kann nach 4 min eine Ab-
nahme um rund 20% beobachtet werden, wobei sich aber kein spezifisches
Produkt beobachten oder isolieren lasst. Bestrahlungszeiten, die iiber 3 min
hinaus gehen fiithren jedoch schon zu massiven Schidigungen des Rezeptor-
proteins was weiterfiihrende Analysen erschwert.
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Fig. 3.5: Massenspektrum der Reaktion von Photogalanthamin (6) mit Ben-
zol. Der Molpeak 441 M/z identifiziert eindeutig 5-Phenyl-cyclopenta-
1,3-diencarbonsiure-11-demethylgalanthamin-amid (7), das Produkt der
Photoreaktion. Der Peak bei 363 M/z entspricht dem Carben, der reakti-

ven Zwischenstufe.

Die massenspektroskopische Untersuchung der jeweiligen Reaktionslos-
ungen fiihrte beim (-)-Galanthamin (1) zu keinem identifizierbaren Fragment,
welches Riickschliisse auf ein definiertes Reaktionsprodukt zulassen wiirde.

Bei der Reaktion mit Photogalanthamin (6) hingegen konnte ein Fragment
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mit 363 M/z dem Carben zugeordnet werden und der Molpeak bei 441 M/z
identifiziert klar das erwartete Produkt, 5-Phenyl-cyclopenta-1,3-diencarbon-

sdure-11-demethylgalanthamin-amid (7).

3.2 Isotopenaustauschmethoden

Selbst bei einer hohen Markierungseffizienz, wie bei Photogalanthamin (6),
bleibt die Frage, wie man dieses Label im gebundenen Zustand nachweist.
Ziel ist es, moglichst den spezifischen Bindungsort an eine einzige, oder zu-
mindest wenige, Aminosiure nachzuweisen. Man benotigt somit eine spezielle
Nachweistechnik fiir den Liganden. Hier bietet sich die Markierung mit ra-
dioaktiven Isotopen wie Tritium an, die einen Nachweis in subfemtomolaren

Konzentrationen ermdglicht |70, 49].

3.2.1 Iridium katalysierter H/D Austausch

Die Moglichkeiten und Grenzen einer iridiumkatalysierten H/D Austauschre-
aktion wurden untersucht, um eine mogliche Isotopenmarkierung von Photo-
galanthamin (6) mit Tritium zu priifen [71, 72|. Theoretisch ist ein Austausch

am Aromaten, wie auch an der Cyclopentadienylgruppe von 6 denkbar.

Fig. 3.6: Cyclooctadieniridium(I)acetylacetonat (8)

Die Moglichkeit mit Hilfe von Cyclooctadieniridium(T)acetylacetonat (8)
Wasserstoffe an aromatischen und nicht aromatischen Doppelbindungen ge-

gen Deuterium auszutauschen, wurde schon zuvor publiziert (siche Fig. 3.6)
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[73]. Der isotopische Wasserstoff wird in 1,4-Position zu einem dirigierenden
Atom in das Molekiil eingebracht, wo er normalerweise nicht mehr metabo-
lisiert oder durch unkatalytischen Austausch verloren gehen kann.

R (@) R O
Ir Katalysator

x_H D
R Solvenz, D0 g AN
R R

Fig. 3.7: Generelles Austauschmuster bei einem typischen Substrat

Neben verschiedenen Carbonylverbindungen ist es auch moglich, Sduren,
Oxime und Amine, mit ausgesprochen guten Austauschraten, zu markieren.
Auch wenn hohere Deuterierungsraten fiir spezifische Systeme mit anderen
Katalysatoren publiziert wurden, stellt 8 einen guten universellen Katalysa-

tor dar [74, 75, 76, 77, 78, 79, 80).

Sduren. In aromatischen Systemen besitzen Carbonsduregruppen die
Méglichkeit den H/D-Austausch in ortho-Position zu dirigieren. 2-Methoxy-
benzoesiure (9) wurde als Hauptmodellsubstanz ausgewéhlt (siehe Tabelle
3.1), da an ihr ein hoher Deuterierungsgrad von 97.5% erzielt werden kann
und sie sehr gut zu handhaben ist. Der Austausch findet in der nicht blockier-
ten ortho-Position statt. Zum Vergleich, 4-Nitrobenzoesdure (10) unterlduft
an beiden ortho-Positionen einen H/D-Austausch (2x99%), wohingegen bei
3-(Dimethylamino)benzoesdure (11) nur ein Austausch an der ungehinderten

C-6 Position zu beobachten ist.

Carbonyle. Benzophenon (12) zeigt wie erwartet einen Austausch in allen
vier ortho-Positionen. 2-Hydroxy-4-methoxyacetophenon (13) kann tauto-
merisieren und besitzt somit eine Keto- und eine Enolform. Deshalb findet

ausschlieklich ein Austausch in der Methylgruppe statt und nicht wie sonst
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tiblich in ortho zur Carbonylgruppe. Acetophenonoxim (14) kann nicht tau-
tomerisieren und wird folglich ausschlieflich in den beiden ortho-Positionen
deuteriert. Es war nicht moglich 2-Methoxybenzaldehyd (15) zu labeln, da
sich ein schwarzer Niederschlag bildete, der vermutlich auf eine Reduktion

des Katalysators zu Ir® zuriickzufiihren ist.

Amine und Alkohole. Benzylamine konnen durch Katalyse von 8 deuteriert
werden, wohin gegen es bei Benzylalkoholen nicht gelingt. Ausgehend von
2-Methoxybenzylamin (16) als Testverbindung wurde ein Deuterierungsgrad
von iiber 50% erzielt. Auf der anderen Seite war keine Deuterierung von
2-Methoxybenzylalkohol (17) moglich. Nach dem HSAB-Konzept ist zu ver-
muten, dass Amine wesentlich besser beim ersten Koordinationsschritt mit
dem Iridium wechselwirken konnen als Alkohole, da sie deutlich weichere

Basen sind (siehe Fig. 3.8).

nicht-aromatische Systeme. Unter der Annahme das eine Doppelbindung
eines konjugierten Carbonylsystems in der gleichen Weise deuteriert werden
kann wie der aromatische Ring in 9 [81|, wurden eine Reihe von geeigne-
ten Verbindungen untersucht. Zwei von ihnen waren trans-Crotonséure (18)
und Sorbinsdure (19). Bei Verbindung 18 kann ein Deuterierungsgrad von
mehr als 60% erzielt werden, wohin gegen bei 19 iiberhaupt kein Austausch
stattfindet. Es scheint als ob 19 Iridium in einer anderen Weise koordiniert
und somit den normaler katalytischen Zyklus unterbindet. Weiter Untersu-
chungen wurden an Systemen ausgefiihrt, in denen die Doppelbindung zu-
sitzlich in Konjugation zu einem aromatischen System steht, wie etwa bei
trans-Zimtsdure 20 und trans-2,3-Dimethoxyzimtsiure 21. In diesen Féllen
werden die Doppelbindungen der Substrate ausschlieflich in g-Position zur

dirigierenden Gruppe deuteriert. Der Deuterierungsgrad betrug 17% bezie-
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Fig. 3.8: Vereinfachter Mechanismus mit D2O als Isotopenquelle

hungsweise 87%, was den elektronischen Einfluss der Methoxysubstituenten

wiederspiegelt.

Da sich a,3-ungesittigte Carbonylverbindungen als giinstige Gruppen fiir
den H/D-Austausch herausstellten wurden weitere Verbindungen dieser Sub-
stanzklasse untersucht. Beispiele dieser Substrate beinhalten trans-1,2-Di-
benzoylethylen (22) welches an multiplen Stellen deuteriert werden kann,
wihrend im Gegensatz 3-Benzoylacrylsiure (23) mehr als 75% Deuterierung
zeigt, aber ausschlieflich in (-Position zur Sduregruppe. Das Ergebnis im
letzten Fall, deutet auf eine Dominanz von Saure- {iber Carbonylgruppen in

Bezug auf die dirigierende Wirkung bei der Deuterierung hin.
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Chelatringgrofe. Unter der Annahme das 9 bei der Reaktion mit 8 einen
fiinfgliedrigen zyklischen Ubergangszustand einnimmt [82, 83|, wurden weite-
re Untersuchungen vorgenommen, um zu sehen ob bei sechs- und siebenglied-
rigen Intermediaten auch eine Deuterierung méglich ist. 2-Methoxyphenyl-
essigsdure (24) und 3,4-Dimethoxyphenylessigsdure (25) wurden verwendet
um das sechsgliedrige Intermediat zu untersuchen, wihrend 3-(2-Methoxy-
phenyl)-propionsiiure (26) Verwendung fand, um den siebengliedrigen Uber-
gangszustand ndher zu betrachten. Die Ergebnisse zeigen keinerlei nachweis-

bare Deuterierung, weder beim sechs- noch siebengliedrigen System.

100
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Fig. 3.9: Einfluss von Temperatur und Losungsmittel auf den Deuterierungsgrad

von 2-Methoxybenzoesiure (9)

Temperatur und Lisungsmittel. Fig. 3.9 zeigt den Deuterierungsgrad von
9 bei verschiedenen Temperaturen in DMA und CHCIs. Unter ansonsten

gleichen Bedingungen ist die Deuterierungsrate direkt proportional zur Tem-
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peratur. Dieser Effekt ist besonders deutlich wenn DMA als Losungsmittel
verwendet wird. Der Deuterierungsgrad in CHCIl3 bleibt bei sonst gleichen
Bedingungen bei etwa 5%, auch wenn hier ebenfalls eine leichte Temperatu-
rabhingigkeit festzustellen ist. Diese Werte zeigen, dass das Losungsmittel
eine wichtige Rolle im Mechanismus des Austauschs spielt und daher be-
stimmte, einem Liganden dhnliche Eigenschaften besitzen sollte, neben der

Tatsache das es polar und nicht protisch sein muss.

Ein Austausch eines Losungsmittelwasserstoffs durch DoO kann im Fall
von DMA ausgeschlossen werden, da sich in den entsprechenden Experimen-
ten hohe Deuterierungsraten zeigen. Beim CHCl3 kann dies jedoch die Ursa-
che fiir die niedrige Rate von weniger als 5% sein, auch wenn anzunehmen

ist, das eher die geringe Koordinationsfahigkeit des CHCls der Grund ist.

DMA ist das Losungsmittel der Wahl, da seine giinstige Struktur ermdog-
licht, als Ligand zu fungieren und mit dem Iridiumatom zu wechselwirken.
Dieses erzeugt die richtige elektronische Umgebung, was eine Austauschre-

aktion erst méglich macht.

DMF ist aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zum DMA ein weiteres
geeignetes Losungsmittel und kann sich auf die gleiche Art und Weise an
der Reaktion beteiligen. Vom praktischen Standpunkt her ist aber DMA zu
bevorzugen, da die aromatische Region in seinem NMR, Spektrum frei von

Resonanzen ist, die mit dem Produktspektrum iiberlagern kénnten |74].

Reaktionszeit. Der Deuterierungsgrad steigt kontinuierlich mit wachsender
Reaktionsdauer an. Fiir 9 ist das Gleichgewicht nach rund zwei Stunden er-
reicht bei einem Deuterierungsgrad von 97+1% (siehe Fig. 3.10). Es zeigt
sich, dass der Deuterierungsgrad lediglich eine Funktion der Zeit und des

angebotenen isotopischen Verhiltnisses ist. In einigen exemplarischen Versu-
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Fig. 3.10: Einfluss der Reaktionsdauer auf die Deuterierung von 2-Methoxy-

benzoesiure (9)

chen, auch mit weniger aktiven Verbindungen, konnte durch Erhéhung der
Reaktionsdauer ein praktisch quantitativer H/D-Austausch erreicht werden.
Zum Beispiel zeigt 14 nach drei Stunden lediglich 2x12.5% Austausch in

ortho-Position zum Oxim, wiahrend nach 48 h 2x82+5% erreicht werden.

Mechanismus. Der Losungsmitteleinfluss auf die gesamte Austauschreakti-
on gibt einen starken Hinweis, dass das Cyclopentadien durch ein Solvenz-
molekiil, wie DMA, ersetzt wird, um die tatsdchlich katalytisch aktive Ver-
bindung zu bilden. Auch sind aktive Ir’-DMA-Komplexe aus der Literatur
bekannt und werden in situ als katalytische Intermediate erzeugt [84]. Dies
ist in guter Ubereinstimmung mit Berichten iiber partiell deuteriertes Cy-

clooctadien, wenn Deuteriumgas als Isotopenquelle eingesetzt wird [75].

Wie in Fig. 3.8 dargestellt wird, schiebt sich, nach der ersten Koordinie-
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rung des Substrats, Iridium in die C-H Bindung ein. Dies kann formell als
oxidative Addition beschrieben werden. Nachfolgend, mit der Koordination
des D50 findet der eigentliche Austausch statt. Mit der reduktiven Eliminie-
rung werden die Substrate freigesetzt. Dieser hier vorgeschlagene Mechanis-
mus beriicksichtigt die bevorzugt quadratisch-planare Koordinationssphare
von Ir! und die bevorzugt oktaedrische Koordination von Irf/Z,

Analytik. Der Ausdruck Deuterierungsgrad wird benutzt um die Menge des
eingebrachten Deuteriums pro moglicher Position anzugeben. Wenn ein Wert,
von 0% angegeben wird, hat gar kein Austausch stattgefunden, und bei 100%
ist sdmtlicher Wasserstoff in dieser Position durch Deuterium ersetzt worden.
Wenn mehrere Austauschpositionen moglich sind werden separate Werte fiir

jede Position angegeben.

Eintrag Produkt Deuterierung  Daten

o 5(CDCl3) = 4.06 (s, 3 H), 7.10 (m,
97.5% 2 H), 7.56 (t, 1 H); m/z (EI) = 153
M+

Og_OH
Os_OH
P 51 (CDCl3) = 8.35 (s, 2 H); m/z (EI)
H 3) = 8.35 (s, ;m/z
10 2x99% — 169 (M*)
N02
oé ;OH
|
0

9 -
D

§i(CDCl3) = 3.05 (s, 6 H), 7.02
(d, 1 H), 7.36 (m, 1 H), 7.52 (m,
1.55 H); 8;4a(CD3COCD3) = 117.25
(t, 0.47), 117.86 (s, 1.00), 129.24 (s,
0.65),129.36 (s, 0.82), 131.51 (s, 0.62),
131.58 (s, 0.80)

45% nur in Position
6, Position 2 ist
durch die Dime-
thylaminogruppe
gehindert

11 b

-~

D D

5 (CDCl3) = 7.52 (m, 6 H), 7.81 (m,
DD
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Eintrag Produkt Deuterierung

Daten

13

D

D
3x99% an  der
H Methylgruppe, kein
Austausch am Ring

51 (CDCl3) = 3.86 (s, 3 H), 6.34 (m,
2 H), 7.57 (d, 1 H), 12.69 (s, 1 H)

14

(e}
|
2x12.5% am Ring
nach 3 h, die Me-
b b thylgruppe  bleibt
unmarkiert

5 (CDCl3) = 2.25 (s, 3 H), 7.37 (m,
3 H), 7.68 (m, 1.75 H)

16

2

0) D 61%

-

51 (CDCl3) = 2.68 (br, 2 H), 3.87 (s,
3 ), 4.41 (d, 2 H), 6.96 (m, 2 H), 7.22
(t, 1 H), 7.39 (m, 0.39 H)

17

H
/O

51 (CDCl3) = 3.84 (s, 3 H), 4.70 (s, 2
H), 6.95 (m, 2 H), 7.25 (t, 1 H), 7.46
(d, 1 H)

18

69% nach 4 h

op(CDCl3) = 210 (br, 3 H)
5.86 (br, 1 H), 6.96 (m, 0.31 H)
3;ga(CD3COCD3) = 16.9 (s, 1.27)
17.1 (s, 0.98), 122.8 (s, 1.22), 122.9 (s
0.98), 144.0 (¢, 1.14), 144.3 (s, 1.00)

)
)
)
)

19

0% nach 4 h

>

’

5 (CDCI3) = 1.92 (s, 3 H), 5.82 (d, 1
H), 6.27 (m, 2 H), 7.53 (m, 1 H)

20

O
N
O
O
O

17%

3

51 (CDCl3) = 6.58 (d, 1 H), 7.45 (m,
3 H), 7.69 (m, 2.83 H)

21

D
O
O
H
NS
\é/NH
(0]
{ 0%
OH
D~
OH
=
OH
D~
O, OH
D~
5%
O
\O

Sz (CDCl3) = 3.91 (s, 6 H), 6.53
(m, 1 H), 7.14 (m, 3 H), 8.09 (d,
0.25 H); 6;4a(CD3COCD3) = 118.88
(s, 3.48), 118.99 (s, 1.00), 128.31 (s,
3.16), 128.39 (s, 1.00), 140.85 (t, 3.17),
141.15 (s, 1.00)
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Eintrag Produkt

Deuterierung

Daten

2x7.5% an der
Doppelbindung
und weitere 15%

§7(CDCl3) = 7.71 (m, 6 H), 8.02
(s, 1.85 H), 8.15 (m, 4 H); m/z

22 an Ringkohlenstof- (EI) = 236 (C16H1202 70%), 238
fen ohne klares (C16H10D2 15%)
Muster
23 7;:’1(7‘;1 ?“]S)S‘:hheféliih §:(CDCl3) = 6.93 (m, 1 H), 7.62
an der LOppeibin- 3 H), 8.04 (m, 2.25 H)
dung
24 0% 51 (CDCl3) = 3.63 (s, 2 H), 3.84 (s,
0 3 H), 6.96 (m, 2 H), 7.27 (m, 2 H)
5:(CDCl3) = 3.33 (s, 2 H), 3.64
25 0% (m, 6 H), 6.64 (m, 3 H)
61(CDCl3) = 2.59 (t, 2 H), 2.93 (%,
26 0% 2 H), 3.87 (s, 3 H), 6.94 (m, 2 H),

7.23 (m, 2 H)

Tab. 3.1: Deuterierte Verbindungen und zugehorige Messdaten. Die Reaktionen
wurden bei 90 °C fiir 2 h in DMA und D20 ausgefiihrt, mit einem
Katalysator-Substrat Verhiltnis von 1:25. Abweichungen von diesem
Standard sind in der Tabelle vermerkt

Fiir einfache Systeme reichten normale 'H-NMR Techniken aus, um die
Austauschpositionen und Deuterierungsgrade aus den entsprechenden Inte-
gralen zu bestimmen. Es erwies sich als auferordentlich vorteilhaft, Verbin-

dungen zu verwenden, die zum Beispiel iiber eine Methyl- oder Methoxy-
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Fig. 3.11: Représentatives C-D (links) und C-H (rechts) Kupplungsmuster im igd-
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Spektrum der partiell deuterierten trans-2,3-Dimethoxyzimtsdure (21)

mit entsprechenden Integralen.

gruppe verfiigen, die man als interne Standards verwenden kann [76]. Die
Ergebnisse wurden zum grofstem Teil massenspektroskopisch verifiziert, was

immer eine sehr gute Ubereinstimmung zeigte.

Fiir komplexere Systeme wurden inverse gated decoupled '*C-NMR. Spek-
tren aufgenommen. Diese integrierbaren Carbonspektren erlauben durch das
charakteristische Kupplungsmuster eine klare Zuordnung der Deuterierungs-
position. Eine normale C-D Kopplung zeigt sich als Triplet, C-H Kopplung
hingegen bleibt ein Singulet (siehe Fig. 3.11). Thre Integrale reflektieren den
Deuterierungsgrad sehr genau. Die Resultate konnen sogar noch verbessert
werden, da die Signale benachbarte Kohlenstoffe ebenfalls aufsplitten, und

somit fiir die Auswertung herangezogen werden kénnen.
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Isotopenquelle.  Auf Grund der aufwendigeren praktischen Handhabung von
Dy-Gas wurden fast alle Experimente mit D,O als Isotopenquelle ausgefiihrt.
Um diese Technik jedoch fiir das Tritiumlabelling von APL zu adaptieren
muss eine geeignete Radioaktivitdtsquelle verwendet werden. Das extrem
hohe Risiko beim Umgang mit tritiertem Wasser macht seine Anwendung
in Standardverfahren fast unméglich [82, 85]. Folglich war es notwendig das
Katalysatorsystem mit Deuteriumgas und Verbindung 9 zu testen. Es konn-
te ein Deuterierungsgrad von 45% erzielt werden, aber iiberraschenderweise
in Position C-4, para zur Sdure- und meta zur Methoxygruppe (siehe Fig.

3.12).

Fig. 3.12: Mit Do-Gas, anstatt von D20 als Isotopenquelle, zeigt 2-Methoxy-
benzoesdure (9) einen Austausch in para zur Séure- und meta zur Me-

thoxygruppe und keinerlei Austausch in ortho zur Carbonséuregruppe.

Im Gegensatz zur Austauschreaktion mit D,O, konnte ein Niederschlag
von metallischem Iridium beobachtet werden. Dies stimmt mit Beobachtun-
gen von Hickey et. al. iiberein [86], der ebenfalls von einem Niederschlag
berichtet, als er 4-Aminobenzoesdure mit Dy markierte, in meta, anstatt wie
erwartet in ortho. Andere kiirzlich erschienene Publikationen beschreiben
ein vergleichbares Austauschmuster bei Naphthyl- und Phenlyverbindungen
in der Gegenwart von Ir'//-Katalysatoren und Deuteriumgas [87, 88]. Es ist
anzunehmen, dass Deuteriumgas Acetylaceton reduzieren kann und so ei-

ne aktive Ir'//-Spezies gebildet wird, welche Austauschreaktionen in anderen
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Positionen, als denen mit DO, ermoglicht. Es scheint als ob nur elektronische
Effekte im aromatischen Ring relevant fiir diesen Typ der Austauschreaktion
sind. So gibt es auch keine Hinweise darauf, das dirigierende Gruppen in den

Substraten irgendeinen Einfluss haben.

APL. Das Screening einer Reihe von Verbindungen hat eindeutig gezeigt,
das der verwendete Iridiumkatalysator die Fahigkeit besitzt den H/D-Aus-
tausch in diversen Substanzklassen zu katalysieren. Dies beinhaltet unge-
sittigte Carbonsduren, Ketone und Amine deren an benachbarten Doppel-
bindungen befindliche Wasserstoffe ausgetauscht werden kénnen. Komplex
8 katalysiert die Deuterierung in einer 1,4-Relation zu einer dirigierenden
Gruppe iiber einen fiinfgliedrigen Ubergangszustand, vorausgesetzt es gibt
keine sterische Behinderung durch andere Gruppen.

Leider ist diese Methode fiir einen spezifischen Austausch von Aroma-
tenwasserstoffen an (-)-Galanthamin (1), (-)-Codein (27) oder ihren Deriva-
ten nicht anwendbar, da keine dirigierende Gruppe in 1,4-Relation zu einer
Doppelbindung vorhanden ist. Eine Markierung von 5-Diazo-cyclopenta-1,3-
diencarbonséure (4) sollte moglich sein, auch wenn keine Erfahrungen mit

einem Cyclopentadiensystem vorliegen.

3.2.2 Isotopenmarkierung durch Carbamatreduktion

Die Verwendung von photolabilen Gruppen ist fiir die Identifizierung von
Bindungsstellen von grofem Vorteil, aber es kann, gerade in Bezug auf die
Nachweisempfindlichkeit, notwendig sein, eine Isotopenmarkierung an einem
Molekiil anzubringen [89]. Fiir die Evaluierung einer geeigneten Synthese-
strategie wurde (-)-Codein (27) als Basis ausgewéhlt [90]. Zum einen zeigt
es selbst gute APL-Aktivitéit (siehe Fig. 6.2), besitzt aber auch eine gewis-
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se strukturelle Ahnlichkeit zu (-)-Galanthamin (1), so dass die Resultate in

einem gewissen Rahmen iibertragbar sind.

@)

Ethylchloro-

formiat
—>

KOH, EtOH

Fig. 3.13: Synthese von (-)-11-[*H]-Codein (30)

Bei der Entwicklung jeder Radiosynthese gilt es zwei Ziele zu verfolgen:
1. Erzielung hoher spezifischer Aktivitdt. 2. Moglichst spite und einfache
Einbringung des Isotops. Es wurde die N-Methylgruppe als Markierungs-
punkt anvisiert, da sie iiber einfache Syntheseschritte ausgetauscht werden
kann, aber eine gute Stabilitdt gegen Metabolisierung und Hydrolyse erwar-
ten lasst [91]. Eine Reaktion des demethylierten Substrates mit isotopen-
markierten Methyliodid wiirde alle Anforderungen erfiillen und wire dariiber
hinaus kosteneffizient. Bei den Vorversuchen stellte sich heraus, dass die De-
methylierung iiber die Hydrolyse von Codeincarbamat (29) keine akzeptable
Losung darstellt, da nur niedrige Ausbeuten erzielt werden konnen [92]. Statt
dessen ist es moglich, das einfacher zugéngliche Carbamat, unter Verwendung

von LAH, vollstindig zu reduzieren (siehe Fig. 3.13). Da entsprechende Hy-
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dride auch als Deuterid und Tritid erhéltlich sind, die gut zu handhaben sind,

ergibt sich eine einfache und direkte Synthese (siehe Fig. 3.13).

100~ 02.2
E “

Intensity (%age)

303.2

3011

10 2091
’/ 3002 (
0 ) [4 | }

T T T T T T T T T T T T T T T
294 296 258 300 302 304 306 08 310
Low Resolution Wz

Fig. 3.14: Molpeakregion des Massenspektrums von (-)-11-[?H|-Codein (30)

Da an der N-Methylgruppe prinzipiell drei Wasserstoffe austauschbar
sind, musste massenspektroskopisch die relative Isotopenverteilung ermittelt
werden (siehe Fig. 3.14). Bei der Synthese von (-)-11-[*H]-Codein (30) lie

sich die in Tabelle 3.2 aufgefiihrte Isotopenverteilung erreichen.

relative Haufigkeit

undeuteriert 8.07%
monodeuteriert 0.61%
dideuteriert 10.38%
trideuteriert 80.93%

Tab. 3.2: Deuterierungsgrad von (-)-11-[?H]-Codein (30)

Bei mit Tritium markierten Radioliganden sind spezifische Aktivititen in
der Grokenordnung von 25 Ci/mmol wiinschenswert. Das erzielte Isotopen-
verhéltnis wiirde bei einer Markierung mit Tritium einer spezifischen Radio-

aktivitdt von 76.34 Ci/mmol entsprechen. Bei derartig hohen Aktivitéten
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miisste man jedoch eine Isotopenverdiinnung bei der Tritiierung anstreben,
damit das Syntheseprodukt nicht vorzeitig durch Radiolyse geschidigt wird.

Aufgrund der Risiken beim Umgang mit radioaktiven Material und der
damit verbundenen Kosten, wurde die Isotopenmarkierung von APL’s zu-
riickgestellt. Es besteht Grund zur Annahme, dass es moglich ist, iiber einen
ausschlieklich massenspektroskopischen Ansatz, die Bindungstelle der APL

am nAChR zu identifizieren.



4. ACETYLCHOLINESTERASE

4.1 Inhibierung AChE

Um sicherzustellen, das Photogalanthamin (6) nicht nur im Modellsystem die
gewiinschten Eigenschaften besitzt (siehe Fig. 3.3), sondern auch im tatséch-

lichen biochemischen Experiment, wurden eine Reihe von Inhibierungstests

an der AChE durchgefiihrt [1].

Zunéchst wurde tiberpriift, ob iiberhaupt eine Inhibierung der AChE ge-
geben ist. Hierzu wurde ein sogenannter Ellmanntest durchgefiihrt, bei dem
die Spaltung von Acetylthiocholin (ASCh) durch die AChE photometrisch
tiber eine Farbreaktion verfolgt werden kann [93]. In Gegenwart eines Inhi-

bitors wie 6 ist die Spaltungsgeschwindigkeit deutlich herabgesetzt.

Anschliefsend wurde qualitativ die Kompetition mit bekannten Esterase-
inhibitoren wie Galanthamin (1) und Physostigmine (31) tiberpriift. Dies
gelang schon bei weniger als equimolaren Verhiltnis von Kompetitior zu In-
hibitor. Somit kann davon ausgegangen werden, dass Photogalanthamin (6)
die gleiche Bindungsstelle besetzt wie bisher bekannte Inhibitoren und die Af-
finitdt zur AChE als dhnlich bis etwas schwicher als die von (-)-Galanthamin

(1) eingeschétzt werden kann.

Um die Affinitdt genauer zu bestimmen wurden Inhibierungen in einem
Konzentrationsbereich von drei Dekaden durchgefiihrt. Aus dem sigmoidalen

Kurvenverlauf ldsst sich der [Cso-Wert von 12.5£5.7 uM ermitteln. In ent-
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Fig. 4.1: Konzentrationsabhéngigkeit der Inhibierung von AChE mit Photogalant-
hamin (6). Es ergibt sich ein ICs von 12.5+5.7 uM (siehe *). Die gestri-

chelten Linien geben das 95%-Konfidenzintervall an.

sprechenden Hill-Plots konnte keinerlei Abweichung von der Linearitét fest-
gestellt werden, so dass erwartungsgeméaf von einer einzigen Bindungsstelle

ausgegangen werden kann.

Ein weiterer Ansatz wurde verfolgt, um die erzielbare Markierungseffizi-
enz zu bestimmen. Hierzu wurde eine Esteraseprobe mit Photogalanthamin
(6) inkubiert und 2 Minuten mit UV-Licht (265-360 nm) bestrahlt. Als Ver-
gleich diente eine Kontrollprobe, die bestrahlt wurde aber keinen Inhibitor
enthielt und eine weitere Probe, die 6 enthielt aber nicht bestrahlt wurde. Alle
Ansétze wurde vollig identisch behandelt und jeweils unter Verwendung eines
Mikrozentrifugenfilters fiinfmal mit Wasser gewaschen. Anschliefsend wurden
die Esteraseaktivitidten ermittelt und miteinander verglichen. Die beiden Ne-
gativproben zeigten fast identische Aktivititen, die sich nur unmerklich von

vollig unbehandelten Referenzproben gleicher Konzentration unterscheiden.
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Die markierte Probe hingegen zeigte eine um 72.7% verminderte Aktivitit.
Diese Abnahme ist direkt auf kovalent gebundenes Photogalanthamin (6)

zurickzufiithren.

4.2 Docking

Ziel einer Dockinguntersuchung ist es, einen korrekten Rezeptor-Liganden-
Komplex vorherzusagen. Dies bezieht sich zum einen auf die geometrisch
optimale Anordnung der beiden zueinander, wie auch der Berechnung einer
Bindungsenergie, die die tatsichliche Affinitat wiederspiegelt [94]. Hier soll

das Bindungsverhalten von Inhibitoren der AChE studiert werden.

4.2.1 Positionierung

Es gibt so zahlreiche Positionierungsalgorithmen wie Dockingprogramme, die
sich alle in Geschwindigkeit und Giite der Ergebnisse unterscheiden. Bei den
hier durchgefiihrten Untersuchungen wurde das MOE Docking Tool! mit der
Alpha PMI Methode verwendet. Sie gliedert sich in zwei Teile: Zunéchst
wird der zu dockende Ligand einer Konformationsanalyse unterzogen. Die
erzeugten Strukturen werden minimiert und die ungiinstigen verworfen. Als
zweiter Schritt schliefst sich die Positionierung der Konformere an. Bei der
Alpha PMI Methode werden Positionierungen erzeugt, indem das Haupttrig-
heitsmoment der Ligandenkonformation an zufillig in der Bindungstasche
erzeugten Alphasphéren ausgerichtet wird. Eine Alphasphére ist ein virtuel-
ler Bereich, in dem ein Teil eines Liganden zu liegen kommen kann, relativ
zu einer funktionellen Gruppe des Rezeptors, die einen Beitrag zur Bindung

leisten kann. Zum Beispiel kann eine Hydroxygruppe im Liganden mit einer

! MOE - Molecular Operating Environment http://www.chemcomp.com
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Carbonylgruppe im Rezeptor eine Wasserstoffbriicke ausbilden. Die Bereiche
in denen sich die Hydroxygruppe befinden muss, damit es zu einer Bindung
kommt, werden durch die Alphaspédhre beschrieben. Diese Methode ist be-
sonders fiir enge Bindungstaschen geeignet. Sie ist relativ schnell und der zu

durchsuchende Konformationsraum deutlich verkleinert [95].

4.2.2  Score

Die erzeugten Ligand-Rezeptor-Komplexe miissen anhand ihrer Wechselwir-
kungsenergie bewertet werden |96]. Hierbei wird der Enthalpieanteil an der

freien Bindungsenergie anhand einer linearen Funktion abgeschétzt.

G = Chpfrb + Cionfion + Chnfrn + Chpfrp + Caafaa (4.1)

Die f-Terme beriicksichtigen den Bruchteil der Atomkontakte des spezifi-
schen Typs und die C-Koeffizienten gewichten den Beitrag der einzelnen

Terme zur Abschétzung der Affinitét.

Term | Beschreibung

hb Wechselwirkung zwischen Wasserstoffbriicken-Donor-

Akzeptor-Paaren. Grundséatzlich giinstig.

ion Ionische Wechselwirkung. Ein Coulomb-dhnlicher Term wird
verwendet um die Wechselwirkung zwischen geladenen Grup-
pen zu evaluieren. Dieser Term kann die Bindungsaffinitéit be-

giinstigen oder vermindern.

hh Hydrophobe Wechselwirkungen. Grundsétzlich giinstig.

hp Wechselwirkungen zwischen hydrophoben und polaren Ato-

men. Grundsétzlich ungiinstig.

aa Eine Wechselwirkungen zwischen zwei beliebigen Atomen. Eher

schwach und grundsétzlich giinstig.

Die Bindungsaffinitit in den einzelnen Ligand-Rezeptor-Konformeren wird
berechnet und hiernach bewertet. Komplexe mit guter Energie werden bei-

behalten, diejenigen mit geringen Werten, verworfen [95].
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Da, wie im Prinzip bei allen Dockingmethoden, kein explizites Wasser be-
riicksichtigt wird, bleibt der Entropieanteil unberiicksichtigt (siche Gleichung
4.3).

4.2.3 RMSD

Damit die Ubereinstimmung einer durch Docking erzielten Positionierung
eines Liganden in seine Bindungstasche mit einer Referenz, wie einer Kris-
tallstruktur, vorgenommen werden kann, bedarf es eines nummerischen Ma-
Kes. Die Root Mean Square Deviation ist die Wurzel iiber die Summe der

mittleren quadratischen Abweichungen.

(4.2)

Die Differenz zwischen den Koordinaten r; der Atome beider zu vergleichen-
den Konformationen wird auf ihre Anzahl N bezogen. Gemeinhin gilt ein
Wert von kleiner 1.0 als gute Ubereinstimmung [14, 22, 96]. Dieser Wert
ist jedoch relativ zu sehen, da gerade beim Vergleich sehr grofse Systeme si-
gnifikante Unterschiede einzelner Gruppen in der Gesamtmasse untergehen
konnen. Eine weitere Schwierigkeit stellt der Vergleich chemischer Deriva-
te miteinander dar. So kann es zum Beispiel sinnvoll sein die Position einer
Aminogruppen in dem einen, mit einer Hydroxygruppe in einem anderen Mo-
lekiil zu vergleichen. Die Zuordnung zusammengehoriger Paare ist dann aber
nicht immer eindeutig. Von daher wurden lediglich die natiirlichen Liganden
in ihrer Position aus Dockingsimulationen, mit der entsprechenden Position

aus Kristallstrukturen verglichen.
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4.2.4 Bindungsenergie

Ob eine Dockingmethode eine zuverlédssige Aussage liefert, misst sich neben
der korrekten Positionierung an der vorhergesagten Bindungsenergie. Bei al-
len derzeitig verwendeten Methoden werden semiempirische Bewertungsfunk-

tionen verwendet, die an experimentellen Daten kalibriert werden miissen

47, 97).

AG=AH —-TAS
(4.3)
AG = —RT InK
Hierzu muss aus einer experimentell bestimmte Bindungs- oder Inhibierungs-
konstante nach Gleichung 4.3 und 4.4 eine Bindungsenergie berechnet wer-
den. Der mathematische Anteil hieran ist trivial, aber es stellt sich als quasi

unmdoglich heraus ein homogenes Set von experimentellen Affinitdtskonstan-

ten zusammen zu stellen.
K; =1C5/(14+ L/Kp) (4.4)

Es zeigte sich leider, dass entweder die zu vergleichenden Liganden struk-
turell sehr verschieden sind oder nicht klar charakterisierte Bindungsstellen
haben, beziehungsweise dass Genauigkeit und Art der Bestimmung der Affi-
nitdtskonstanten sehr uneinheitlich sind. So ist es durchaus moglich fiir den
selben Rezeptor-Ligand-Komplex Werte zu finden, die sich um den Faktor

100 unterscheiden.

4.2.5 Predictive Index

Beim Docking ist die Frage der absoluten Bindungsenergie, der Frage der
relativen Rangfolge nachgeordnet. Im Allgemeinen ist es von Interesse ob Li-

gand A eine hohere oder niedrigere Affinitét als Ligand B oder C hat. Die
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Genauigkeit der einzelnen Bindungsenergien spielt eine untergeordnete Rol-
le, da eine gewisse Streuung oder systematische Abweichung normalerweise
akzeptiert werden kann, solange die Kernaussage nicht verfilscht wird.

Um diesen Aspekt zu quantifizieren wird der Predictive Index (PI) ver-
wendet [98]. Fiir ein Set von experimentellen K; oder IC5y Werten, den daraus

resultierenden Bindungsenergien E; und den ermittelten Dockingergebnissen

Pi, gllt
PI=Y Yy oY Y, 9
Jj>i 4 >
mit
wij = |E; — Ej (4.6)
und

1 wenn [E;—E] |/ [P—P] < 0
Cij=4 -1 wenn [E;—E] |/ [P,—P] > 0 (4.7)

0 wenn [P;—P] = 0

E; und P; sind die experimentellen und simulierten Bindungsenergien des
Liganden i. Der Index bewegt sich zwischen -1 und +1, abhéangig davon wie
gut die Simulation die relative Rangfolge der experimentellen Daten wieder-
gibt. +1 bedeutet eine perfekte Vorhersage, -1 ergibt sich bei Prognosen die
immer falsch sind und 0 bei komplett zufilligen Ergebnissen. Es ist zu be-
achten, das die Funktion einen Gewichtungsfaktor w;; beinhaltet, der nur
von den Differenzen der experimentellen Werte abhéngt. Dies reflektiert die
Tatsache, das eine gute Methode auch bei grofen Unterschieden in der expe-

rimentellen Bindungsenergie eine zuverlissige Prognose machen sollte. Auf
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der anderen Seite ergeben Anderungen, die kaum Unterschiede in den expe-

rimentellen Werten zeigen, nur einen kleinen Einfluss.

Hier gilt ganz allgemein, dass eine gewisse Streubreite im Referenzset
sehr begriissenswert ist, extreme Ausreifter, die sich in Struktur und Affinitét

deutlich unterscheiden, jedoch wenig hilfreich sind.

4.2.6 Galanthamin in 1DX6 und 1QTI

Fiir die Dockinguntersuchungen wurde das entsprechende Tool aus dem MOE
Programmpaket verwendet. Zundchst musste seine Giite und Zuverlissigkeit
verifiziert werden. Hierzu wurde als Testset die Bindung von (-)-Galanthamin
(1) in ihre beiden nativen AChE Kristallstrukturen 1DX6 und 1QTI be-
trachtet. Da sich aus den Kristallstrukturen der Protonierungszustand am
Stickstoff nicht eindeutig ablesen ldsst, wurden die protonierte und unproto-
nierte Variante betrachtet. Da viele Programme Probleme damit haben eine
gegebene Konformation am Stickstoff zu invertieren, in diesem Fall ob die
N-Methylgruppe dquatorial oder axial steht, ist es notig insgesamt vier Kon-
formere zu docken [14, 47, 99].

Die Ergebnisse in Tabelle 4.1 zeigen, das die dquatoriale und axiale Konfor-
mation beibehalten werden, die der Kristallstruktur entsprechende dquato-
riale Konformation aber die besseren Energien und niedrigeren RMSD-Werte
erhalt. Es war nicht moglich ein Resultat im korrekten Bindungsmodus der
dquatorialen ungeladenen Variante fiir 1DX6 zu erzielen, was die stochasti-
schen Aspekte beim Docking wiederspiegelt. Bei einem K;-Wert von 0.23 pM
ergibt sich nach Gleichung 4.3 fiir Galanthamin eine Bindungsenergie von
-38.127 kJ/mol. Die Dockingresultate mit der unmodifizierten Scoringfunk-

tion liegen somit tendenziell in der richtigen Grossenordnung.
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Galanthamin in 1DX6

Konformer E[kJ/mol] RMSD [A] Platz
aq. - >4 -
ax. -26.31 0.9080 1

aq. (geladen) -30.22 0.5399 1

ax. (geladen) -27.12 0.8891 1

Galanthamin in 1QTI

Konformer E[kJ/mol] RMSD [A] Platz
aq. -27.57 0.5938 1
ax. -22.15 1.0691 1

aq. (geladen) -27.78 0.7903 1

ax. (geladen) -23.23 1.0406 1

Tab. 4.1: Dockingresultate von Galanthamin in die AChE

4.3 Docking AChE

Um ein breiteres Set fiir Vergleiche zu haben, wurden 5 weitere Kristallstruk-
turen der AChE mit entsprechenden Inhibitoren ausgewédhlt. Sie zeichnen
sich vor allen Dingen dadurch aus, dass fiir sie zuverléssige K; bekannt sind
[100, 15, 101|. Bei fast allen gelang es, teilweise mit {iberragender Genauig-
keit, die native Kristallstruktur zu reproduzieren. In der folgenden Tabelle
sind die Werte fiir den jeweils ersten Platz des jeweiligen Dockinglaufs an-
gegeben. Bei 1VOT war der Komplex, der dem natiirlichen entspricht auf
Rang 3 platziert worden. Leider zeigen die Bindungsenergien ein weniger
einheitliches Bild. Hier sind zum Teil deutliche Abweichungen von den expe-

rimentellen Werten festzustellen. Da die Scoring-Funktion des Docking-Tools
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System K; [um] Eeyp. [kJ/mol] Eey. [kJ/mol] RMSD [A]

1AX9 0.05 -41.933 -20.572 1.2740
1DX6 0.23 -38.127 -29.586 0.5577
1GPK 4.30 -30.822 -24.859 0.1615
1GPN 0.33 -37.226 -24.926 0.2819
1QTTI 0.23 -38.127 -28.163 0.3418
1vVOoT 0.18 -38.738 -26.846 4.5169
2ACK 0.05 -41.933 -36.448 0.9299

Tab. 4.2: Dockingresultate verschiedener Inhibitoren in ihre nativen AChE Kris-

tallstrukturen

von MOE nicht explizit auf das AChE-System kalibriert ist, wurden die Er-
gebnisse in einem Scatterplot aufgetragen (siehe Fig. 4.2), um eine etwaige
systematische Verschiebung zu identifizieren. Es lisst sich aber kein Muster

in dieser Auftragung der Bindungsenergien erkennen.

Bei der Berechnung des Predictive Index wird lediglich ein Wert von 0.36
erzielt. Da ein Wert von 0 einem véllig zufilligen Ergebnis und ein Wert von
1 einer absolut exakten Prognose entspricht, kann hier eine gewisse Tendenz
bestitigt werden. Diese reicht aber nicht aus, um die Rangfolge der Inhibi-
toren in Bezug auf ihre Affinitdt zur AChE zu reproduzieren. Beim Docking
eines unbekannten Inhibitors miissten bei der Energie ein Abweichung von
bis zu 20 kJ/mol in Betracht gezogen werden. Dieser Fehler entspricht bei
der Inhibierungskonstante dem Faktor 10000.

Dockingverfahren sind hervorragend geeignet um die korrekte Geometrie
eines Rezeptor-Ligand-Komplexes vorherzusagen. Die Verfahren zur Berech-
nung der Bindungsaffinitét sind aber aufgrund einer Reihe von Faktoren recht

ungenau. Zu den wichtigsten zéhlt die unzureichende Beriicksichtigung von
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Fig. 4.2: Scatterplot der Dockingergebnisse von Inhibitoren in die AChE. Die be-
rechneten Werte sind gegen die experimentellen Werte aufgetragen. Je

dichter ein Wert an der Diagonalen ist, desto besser ist die Vorhersage.

Wasser bei der Stabilisierung des Komplexes, beziehungsweise seine Verdran-
gung aus der Bindungstasche durch den Liganden. Es wird somit eine ganze
Reihe von Wechselwirkungen vernachlassigt und die Entropie des Bindevor-
gangs vollkommen aufer acht gelassen. Des Weiteren wird bei der Positio-
nierung des Liganden der Rezeptor starr gehalten, was massive Probleme

aufwirft, wenn ein unbekannter Ligand in eine Kristallstruktur gedockt wird.

44 LIE AChE

Die Probleme bei der Bestimmung der freien Bindungsenergie fiir eine Serie
von verschiedenen Liganden mit Dockingverfahren, ergab die Frage nach einer

geeigneteren Methode [97, 102]. Bei der Ermittlung von Affinitéten nach der
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Linear Interaction Energy (LIE) wird versucht sinnvolle Informationen iiber
die Bindungsenergie aus Simulationen der physikalisch relevanten Zusténde
(frei und gebunden) des Liganden abzuleiten [103]. Die Idee hierbei ist, dass
die absolute freie Bindungsenergie des Liganden als Anderung in seiner freien
Energie betrachtet wird, wenn er aus der wéssrigen Losung (freier Zustand)
in seine solvatisierte Bindungstasche (gebundener Zustand) tiberfiihrt wird
[104, 105].

AGhpina(l) = AG®

sol

(1) — AGY, (1) (4.8)

sol

Die Indizes 'p’ und 'w’ beziehen sich auf Protein (Rezeptor) beziehungsweise
Wasser.

Die Solvatisierungsenergie des Liganden in einer gegebenen Umgebung
kann als Transfer von der Gasphase in eben diese Umgebung angesehen wer-
den. Solch ein Prozess gliedert sich formal in zwei Schritte: 1. Erzeugung
einer Kavitit 2. Beriicksichtigung der elektrostatischen Wechselwirkung zwi-
schen Ligand und Umgebung. Die lineare Anndherung fiir die elektrostatische
Komponente der Solvatisierungsenergie AG?; (i = p oder w) kann somit wie

folgt beschrieben werden.

, 1
AGH = AV Jon + (Vi Do) (19)

Fiir die Berechnung der Mittelwerte werden die elektrostatischen Wechselwir-
kungen zwischen Ligand und Umgebung (I-s) virtuell an- oder ausgeschaltet
(on oder off). Ein Vereinfachung der LIE-Methode ist die Vernachlissigung
von (Vi )oss, was sich bei wissrigen Systemen als sehr gute Anniherung
herausstellt.

Es konnte in MD-Simulationen gezeigt werden, dass die mittlere van der

Waals (Lennard-Jones) Wechselwirkung niherungsweise linear von der Grofe
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des Liganden, beziehungsweise seiner fiir Losungsmittel zugénglichen Ober-
fliche abhéngt [103].
Werden beide Anséitze kombiniert, ldsst sich folgende allgemeine Nihe-

rung fiir die Bestimmung der freien Bindungsenergie aufstellen.
AGhing = a AV + BA(VE,) (4.10)

Hier reprisentieren () die Mittelwerte fiir die van der Waals (vdw) und elek-
trostatischen (el) Wechselwirkungen zwischen Ligand und Umgebung (l-s)
aus MD-Simulationen, im entweder gebundenem oder freien Zustand. Mit
den A wird die Differenz zwischen den Mittelwerten der beiden Zusténde
erfasst. Von daher werden zwei MD-Simulationen bendétigt. Zum einen der
Ligand in Lésung und zum anderen der Ligand gebunden an den voll solva-
tisierten Rezeptor.

Fiir die Qualitiit der Ergebnisse bei der Simulation mit GROMACS? spielt
das Setup und die Giite der Kraftfeldparameter fiir Ligand, Solvent und Re-
zeptor eine entscheidende Rolle [106, 107]. Als Basis-Kraftfeld wurde das
ffG43al verwendet und fiir das Wasser ein entsprechendes flexibles SPC-
Modell [108, 109]. Die Liganden-Topologien wurden mit Hilfe des Dundee-
PRODRG2-Servers® erstellt und stimmen mit dem ffG43al iiberein. Die Pro-
tonierungszustinde der Liganden entsprechen denen in freiem Wasser bei
pH 7. Fiir alle Simulationen wurde derselbe Rezeptor verwendet, der im We-
sentlichen auf der minimal modifizierten Kristallstruktur 1QTI basiert. In
der Bindungstasche wurde das sogenannte swinging gate (PHE327) etwas
beiseite geschoben, damit auch sperrigere Liganden Platz finden.

Die Gewichtungsfaktoren a und 3 werden anhand experimenteller Wer-

te angepasst [110, 16, 111, 112, 15, 113, 114]. Es zeigt sich, ausgehend von

2 http:/ /www.gromacs.org
3 http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk /programs /prodrg
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Fig. 4.3: Scatterplot der Simulationsergebnisse von Inhibitoren in der AChE mit
der LIE-Methode. Fast alle Ergebnisse liegen in dem £6 kJ Toleranzin-
tervall, was etwas einer Dekade bei den Affinitdtskonstanten entspricht
(gestrichelte Linien). Zur besseren Orientierung wurde die Bezeichnung

der urspriinglichen Kristallstruktur verwendet.

Gleichung 4.9, dass = 0.5 eine gute erste Anndherung darstellt. Mit einer
multiplen linearen Regression werden die Parameter angepasst, bis eine op-
timale Ubereinstimmung erzielt wird. Fiir die AChE ergeben sich a — 0.32
und = 0.41 (siehe Fig. 4.3). Die leichte Abweichung der Elektrostatik von
der vereinfachten Theorie ldsst sich vor allen Dingen auf die Topologie der
Bindungstasche zuriickfithren (siehe Gleichung 4.9), da es sich um eine recht
tiefe schmale Tasche handelt, die von hydrophoben Seitenketten flankiert ist
[104].

Ein sehr wichtiger Aspekt, der sich gut am zeitlichen Verlauf der Bin-
dungsenergie von Galanthamin zur AChE ablesen ldsst (sieche Fig. 4.4), ist,
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Fig. 4.4: Fluktuation der Bindungsenergie um ihren Mittelwert von 41 kJ/mol am
Beispiel von Galanthamin in der AChE. Der Ligand kann sich in der Bin-

dungstasche bewegen und verschiedene Bindungsmodi einnehmen.

dass es nicht nur einen Bindungsmodus gibt. Ein natiirlicher Ligand fluktuiert
in seiner Bindungstasche und nimmt hoch- und niedrigaffine Posen ein. Hier-
bei verhélt sich die Bindungstasche nicht starr, sondern schmiegt sich an den
Liganden an. Dies stellt gegeniiber dem Docking einen immensen Vorteil dar,
wenn Liganden, wie hier, nicht in ihrer nativen Kristallstruktur betrachtet
werden. Nach einer kurzen Equilibrierungsphase kommt es zum so genannten

induced fit, Ligand und Rezeptor haben sich aneinander angepasst.

Ermittelt man den PI fiir dieses Set von AChE Inhibitoren, auf die glei-
che Weise wie beim Dockingexperiment, ergibt sich ein Wert von 0.92. Dies

entspricht einer fast perfekten Voraussage der Bindungsaffinitét.
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Eine LIE-Simulation wurde auch mit Photogalanthamin (6) durchgefiihrt.
Hierbei zeigte sich leider ein grundsitzliches Problem von auf Kraftfeldpa-
rametern basierten MD-Simulationen. Hochkonjugierte Systeme, die in ver-
schiedenen Mesomerieformen dargestellt werden konnen, sind schwer mit sta-
tischen Parametern zu erfassen. In diesem Fall handelt es sich um die Diazo-
cyclopentadiengruppe. Mit dem ffG43al Kraftfeld war es nicht moglich ein
stabiles System aufzusetzen. Nur mit dem &lteren ffgmx gelang es, eine leider
nicht exakt vergleichbare, Simulation auszufiihren. Es ergibt sich eine Bin-
dungsenergie von -27.8 kJ /mol, die nur minimal von dem, aus dem IC5,-Wert

von 12.5£5.7 uM, resultierenden Erwartungswert von -28.16 uM abweicht.

4.5 LIE Trypsin

Um sicherzustellen, dass mit der LIE-Methode auch bei anderen Systemen
die Bindungsaffinitit korrekt prognostiziert werden kann, wurde ein weiteres
Testset ausgewdhlt [103]. Bei Trypsin handelt es sich um eine Protease, also
ein Enzym, das andere Proteine spezifisch zwischen bestimmten Aminoséuren
zerschneidet. Die Inhibitoren, die diesen Vorgang blockieren, sind relativ klein
und vom Benzylamintyp [115]. Das Setup wurde analog zu dem der AChE
gewahlt und als Basisrezeptor die Kristallstruktur 1TNG mit einer Auflésung
von 1.8 A verwendet.

Nach der Regression ergeben sich fiir & = 0.037 und 3 = 0.263. Hieraus
ist zu folgern, dass bei diesem System die van der Waals Wechselwirkungen
nur eine sehr untergeordnete Rolle spielen. Die Vorhersagequalitit der Bin-
dungsaffinititen ist dhnlich der bei der AChE. Mit einem PI von 0.93 hat
man ebenfalls eine fast perfekte Ubereinstimmung.

Die LIE-Methode ist die Methode der Wahl wenn es um eine akkurate

Prognose von Bindungsaffinitdten geht. Es muss aber hervorgehoben werden,
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Fig. 4.5: Die Validierung der LIE-Methode auf Basis von GROMACS mit Trypsin

als weiterem Testset zeigt ebenfalls eine hervorragende Ubereinstimmung.

dass der Aufwand, im Vergleich zu einem klassischen Dockingexperiment, um

ein vielfaches hoher ist. Die Systemvorbereitung ist um einiges aufwendiger

und die reine Simulationsdauer um mindestens den Faktor 1000 grofer. Dar-

iiber hinaus miissen die einzelnen Simulationen mehrfach wiederholt werden,

da es aufgrund der Komplexitit der Systeme immer wieder zu Ausreifsern

kommen kann. Zuletzt benotigt man noch ein zuverldssiges Kalibrationsset

an experimentellen Daten damit die systemabhéngigen Koeffizienten in Glei-

chung 4.10 angepasst werden konnen.
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Anhand des AChBP soll die dynamische Bewegung der Untereinheiten gegen-

einander in Analogie zum extrazelluldren Teil des nAChR studiert werden.

5.1 essentielle Dynamik AChBP

5.1.1 PCA

Das Ziel einer Principal Component Analysis (PCA) ist es die Dimensiona-
litat eines komplexen Problems durch Transformation der Daten zu reduzie-
ren |116]. Ein solches hochdimensionales Problem stellt die Bewegungen der
Atome eines Proteins dar. Einige dieser atomaren Fluktuationen sind vollig
zufillig und unabhéingig voneinander, andere stehen in direkter Beziehung
zueinander, da sie Teil einer globalen Bewegung sind. Jedes der N Atome
eines Proteins wird fiir gewohnlich in den klassischen drei Dimensionen zyz
beschrieben. So ergeben sich 3N Koordinaten, die eine einzelne Konforma-
tion charakterisieren. Diese Konformation kann aber auch in einer einzigen
Koordinate beschrieben werden, wenn man sich in einem 3 N-dimensionalen
Raum bewegt. Diese Transformation erlaubt es, eine Kovarianzmatrix fiir die
atomaren Fluktuationen zu erstellen. Wird diese diagonalisiert, lassen sich Ei-
genvektoren mit entsprechenden Eigenwerten ermitteln. Die Eigenvektoren,
die orthogonal zueinander stehen, spannen den hochdimensionalen Konfor-

mationsraum auf, in dem sich ein Protein bewegt [117]. Hierbei werden die
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dominanten globalen Bewegungen durch wenige Eigenvektoren beschrieben.

Ihre Eigenwerte sind Mafk fiir die Amplitude der Bewegung.

5.1.2 Konformationsgeneration

Fiir jede der neun verschiedenen Kristallstrukturen des AChBP [19, 118|,
wobei teilweise mehr als ein Protein in der Einheitszelle abgebildet ist (119B
mit HEPES (1x), 1UV6 mit Carbamylcholin (2x), 1TUW6 mit Nicotin (4x)
und 1UX2 mit HEPES (2x)), wurden mit Hilfe von CONCOORD! jeweils
1000 Konformere generiert, wobei auf die Beriicksichtigung von Liganden und
Kristallwasser verzichtet wurde [119]. Fiir jedes Ensemble wurde die Kovari-
anzmatrix der atomaren Fluktuationen separat erstellt. [hre Diagonalisierung

fiihrt zu einem Set von Eigenvektoren, welche die essentiellen Bewegungen

des AChBP beschreiben [120].

5.1.3 FEigenwerte und -vektoren

Aus dem Eigenwertplot ldsst sich ableiten (siehe Fig. 5.1), das lediglich die
ersten beiden Eigenvektoren eine signifikante Bewegung reprisentieren, die
grof genug sein kann um den Kanal zu 6ffnen. Uberraschenderweise zeigen
beide ein fast identisches Bewegungsmuster, bei dem sich mit einer asym-
metrischen Twistbewegung zwei der Untereinheiten gegen die anderen drei
bewegen. Dies ist in sehr guter Ubereinstimmung mit elektronenmikroskopi-
schen Untersuchungen, bei denen ebenfalls eine derartige Verdrillung erfasst
wurde [28].

Bildet man das innere Produkt von Eigenvektoren verschiedener Ensem-
ble, so bewegt es sich zwischen 0 und 1. Dies bedeutet, das die betreffenden

Vektoren orthogonal beziehungsweise parallel sind; oder anders ausgedriickt,

! http:/ /www.mpibpc.gwdg.de/groups/de_ groot,/concoord
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Fig. 5.1: Eigenwerte zu den neun verschiedenen Ensembles. Die Amplitude der Be-

wegung entlang der Eigenvektoren ist fiir alle Systeme sehr dhnlich.

die Vektoren sind vollig unabhéngig voneinander oder beschreiben exakt die
gleiche Bewegung. Werden so die inneren Produkte aller neun Ensembles
verglichen, zeigt sich (siehe Fig. 5.2), dass der erste und zweite Eigenvektor
austauschbar ist. Wie zum Beispiel besonders deutlich am Feld 1TUW6d gegen
1UX2b erkennbar ist.

5.1.4 Bewegungsmuster

Um sicherzustellen dass der Grofteil des essentiellen Subraums des AChBP
abgedeckt ist, wurden sechs 10 ns MD-Simulationen mit GROMACS ausge-
fithrt [106, 107|. Es wurde das ffgmx Kraftfeld verwendet und das Protein

war voll in SPC-Wasser mit physiologischer Salzkonzentration solvatisiert.
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Fig. 5.2: Vergleich der inneren Produkte aller Ensemble. Es sind jeweils die ers-
ten fiinf Eigenvektoren gegeneinander dargestellt. Ein schwarzes Kast-
chen zeigt identische, ein weifses orthogonale Vektoren an. Links unten

entspricht immer dem Index 1/1.

Die Simulationen starten jeweils mit den extremen Konformationen der ers-
ten drei Eigenvektoren. Wie in der Projektion auf die von den ersten beiden
Eigenvektoren aufgespannte Ebene zu sehen ist (siehe Fig. 5.3), konvergieren
alle Simulationen in Richtung der Durchschnittskonformation. Aufgrund der
schnellen Konvergenz lésst sich schlussfolgern, dass CONCOORD ein gewis-
ses Oversampling zeigt, der Konformationsraum aber griindlich abgedeckt

ist.

Die Bewegung der C-Termini jeder Untereinheit entlang der austausch-
baren ersten beiden Eigenvektoren ist in Fig. 5.4 dargestellt. Im nAChR sind
dies die Verbindungen zum transmembranen Teil, in dem sich die engste Stel-

le des Ionenkanals, das Gate, befindet. Es ist anzunehmen, dass die durch die
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Fig. 5.3: Projektion der Trajektorien von MD-Simulationen, die von den Extrema
der ersten drei Eigenvektoren ausgehen. Es wird auf die Ebene der ers-
ten beiden Eigenvektoren abgebildet (die dritte Dimension ist aufgrund
der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt). Es zeigt sich eine gewisse Kon-
vergenz in Richtung der Durchschnittskonformation. Der Konformations-

raum scheint gut abgedeckt zu sein.

Ligandenbindung induzierte asymmetrische Bewegung zu einer Deformation
der a-Helices im Kanalteil fiihrt. Es ist hervorzuheben, dass es sich um Be-
wegungen handelt, die nur leicht gegen die Membranebene geneigt sind und

es sich nicht um Zug- oder Schubbewegung entlang der Helix handelt.

Der sogenannte CYS-Loop schiebt sich im Rahmen der globalen Konfor-
mationsdnderung in einer Auf- und Abbewegung iiber die jeweils angrenzen-

de Untereinheit. Hierbei wird die darunterliegende Agonistenbindungsstelle
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Fig. 5.4: Der Farbverlauf an den C-Termini der fiinf Untereinheiten, deutet Be-
wegungsrichtung und Amplitude der essentiellen Bewegung entlang der

ersten beiden Eigenvektoren an.

partiell geoffnet und geschlossen, was gut mit einem Bindungsvorgang in

Einklang zu bringen ist.



6. NIKOTINISCHER ACETYLCHOLINREZEPTOR

Die Bindungsstelle fiir APL am nAChR soll iiber Photoaffinitdtsmarkierun-

gen und dynamische Simulationstechniken charakterisiert werden.

6.1 allosterisch potenziernde Wirkung
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Fig. 6.1: Konzentrationsverlauf der durch Photogalanthamin (6) hervorgerufenen

Potenzierung des Antwortsignals einer Nervenzelle auf Nikotin.

Zur Uberpriifung der allosterisch potenzierenden Wirkung von Photoga-

lanthamin (6) wurde bei verschiedenen Konzentrationen die Verstérkung des
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Antwortsignals auf Nikotin ermittelt. Die Messungen wurden von Dr. Marek
Samochocki bei der Galantos Pharma AG in Mainz durchgefiihrt (siehe Fig.
6.1). Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus unabhéngigen Messreihen an
drei bis fiinf verschiedenen Nervenzellen dar. Diese Verfahrensweise ist not-
wendig, um eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten.
Aufgrund der zahlreichen Faktoren, die hier Einfluss nehmen kénnen, kann

jeder Messpunkt mit einem Fehler von bis zu 10% behaftet sein.
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Fig. 6.2: Vergleich von Photogalanthamin (6) mit bekannten APL-Liganden.

Der typische Kurvenverlauf zeigt bei allen APL-Liganden einen dhnlichen
Verlauf [121, 122]. Bei sehr niedrigen Konzentrationen ist kein Effekt zu be-
obachten. Ab etwa 0.005 uM ist ein leichter Einfluss zu erkennen. Dieser
nimmt dann mit steigenden Konzentrationen an APL-Ligand weiter zu, bis
eine Peakkonzentration von iiblicherweise 0.01 bis 0.5 uM erreicht ist. Be-

sonders potente APL-Liganden zeigen bei einer Konzentration von 0.01 M
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eine Potenzierung von 50%, schwache Liganden nur einen einstelligen Effekt,
trotz hundertfach hoherer Konzentrationen. Viele der bisher getesteten Ver-
bindungen zeigen ab Konzentrationen von 1 uM einen Abfall der verstéirken-
den Wirkung [123|. Es ist zu vermuten, dass bei hoheren Konzentrationen
APL die Innenseite des Ionenkanals belegen und ihn so partiell blockieren
[124]. In diesem Zusammenhang ist der Kurvenverlauf von (-)-Codein (27)
zu beachten, der kaum eine Abnahme bei hoheren Konzentrationen zeigt.
Beim Photogalanthamin (6) ist zwar eine leichte Abnahme zu erkennen, die
aber wesentlich weniger stark ausgeprégt ist als die von (-)-Galanthamin (1).
Somit scheint die Grofe eines Liganden keinen direkten Einfluss auf die Blo-
ckierung des Kanals zu haben, da 1 und 27 etwa gleich grof sind, 6 aber ein
fast doppelt so grofes Volumen einnimmt.

Besonders erfreulich ist jedoch die Tatsache, dass die Modifikation mit ei-
ner photolabilen Gruppe nur zu einer leichten Verminderung des APL-Effekts
gefithrt hat. Photogalanthamin (6) ist nicht nur eine hervorragende Sonde
zur ldentifizierung von Bindungsstellen, es ist auch das erste bekannte Galan-
thaminderivat, welches einen derart voluminosen Substituenten am Stickstoff
tragt und seine allosterisch potenzierende Wirkung behélt. Die ausgewahlte
Syntheseroute konnte sich bei der Entwicklung von besseren APL-Liganden

als niitzlich erweisen.

6.2 Markierung nAChR

Die eigentliche Markierung des nAChR mit Photogalanthamin (6), wie auch
zum Vergleich die der AChE, erfolgt nach einem einfachen und direkten Prin-
zip. Das zu markierende Protein wird in einem geeigneten Puffer, wobei sich
bereits bidestilliertes Wasser als gilinstigste Variante erwiesen hat, suspen-

diert. Hierzu wird eine Losung von Photogalanthamin (6) gegeben und dann
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fiir eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Das Gemisch wird dann fiir bis zu vier
Minuten mit UV-Licht (265-360 nm) bestrahlt, wobei es immer wieder sorg-
faltig durchmischt wird. Hierbei fluoresziert die anfangs gelbliche Suspension

hellblau und entférbt sich mit der Bestrahlung.

1 2 3 4
AChE*
—— 1 o =
B AChE
_~a-nAChR®

.
N—  4-nAChHR

Fig. 6.3: Native und mit Photogalanthamin (6) behandelte und bestrahlte AChE
(Spur 1 und 2) und nAChR (Spur 3 und 4). Die markierten Peptide sind
jeweils mit einem Stern gekennzeichnet. Der durch die Massenzunahme des

Photolabels bedingte Unterschied in der Laufweite ist deutlich erkennbar.

Unabhédngig davon, welche Methode verwendet wird, bedarf es der Auf-
reinigung, beziehungsweise Auftrennung der Suspension, um das Label am
Protein nachzuweisen. Hierfiir wurden, wie in Fig. 6.3 zu sehen ist, klassische
Gelelektrophoresen durchgefiihrt. Dabei trennen sich alle Peptide nach ihrer
spezifischen Masse, so dass schwerere weniger weit laufen als leichtere. Die

durch Photogalanthamin (6) eingebrachte Massendifferenz, lasst sich bei der
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AChE schon mit blofem Auge erkennen. Beim nAChR sind aufgrund der
Préaparation die Banden etwas diffuser, aber die Bande der a-Untereinheit
zeigt ebenfalls eine kleine Massenzunahme. Da mit einem Uberschuss an (6)
gearbeitet wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass mehr als ein Ligand

an das jeweilige Protein gebunden hat.

6.3 Lokalisierung von Markierungen

Aus der Literatur sind einige Fallbeispiele bekannt, bei denen es gelang mit
einer geschickten Kombination von Photoaffinitdtsmarkierung, Massenspek-
troskopie und Verwendung von radioaktiv markierten Liganden, spezifische
Bindungsstellen zu lokalisieren [125, 126|. Hier wurde mit einem massen-
spektroskopischen Ansatz versucht, iiber den in Fig. 6.3 erkennbaren Mas-
senzuwachs, die an der Bindung von APL-Liganden beteiligten Aminosiuren
zu identifizieren. Hierfiir wurden die Proteine mit Trypsin beziehungsweise
GluC verdaut. Die Proteasen schneiden die Aminosiduresequenz an spezi-
fischen Stellen, so dass man definierte Peptidfragmente von etwa 5 bis 30

Einheiten Lange erhilt.

Problematisch hierbei ist, dass die Proteasen nicht immer an optima-
len Stellen schneiden und keine vollstdndige Sequenzabdeckung erzielbar ist.
Zum Beispiel schneidet Trypsin nach LYS125, welches in fritheren Untersu-
chungen durch radioaktives Physostigmin markiert wurde |50|. Die Proben
enthielten, obwohl die Banden scharf ausgeschnitten wurden, nicht nur die -
Untereinheit des nAChR, sondern auch noch Rapsyn, die entprechende Pro-
tease und kleine Mengen anderer Proteine. Somit zeigen die Massenspektren
nicht nur knapp 20 Signale sondern bis zu 200, die teilweise iiberlagern. Um

einen positiven Nachweis zu erzielen muss ein Peptidsignal identifiziert wer-
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Fig. 6.4: Sequenzabdeckung der a-Untereinheit des nAChR. An den hervorgeho-

benen Peptiden ist eine Bindung von Photogalanthamin (6) aufgrund der

massenspektroskopischen Untersuchungen unwahrscheinlich. Eine Markie-

rung des transmembranen oder intrazelluldren Teils (kursiv) ab PRO211

ist mangels Zuginglichkeit auszuschliefen.

den, welches sich von der unbehandelten zur markierten Probe um 363.3 Da

verschoben hat.

Der Nachweis gelang leider nicht eindeutig, da in Frage kommende Petid-
signale Unterschiede in der massenspektroskopischen Fragmentation aufwie-
sen. Ein modifiziertes Peptid sollte mit Markierung immer noch eine dhnliche

Fragmentierung wie in nativer Form zeigen.

In fritheren Studien konnte die Suche durch die Verwendung eines radio-
aktiven Labels, was das relevante Fragment klar kennzeichnete, deutlich ein-
geschrinkt werden [42].

Es wurden jedoch einige Peptidfragmente klar identifiziert, an die mit
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Fig. 6.5: Blick auf die Kontaktflache der a- zur - beziehungsweise d-Untereinheit.
An roten Bereichen ist eine APL-Bindungsstelle unwahrscheinlich. Im
Zentrum ist gebundenes Acetylcholin dargestellt. (extrazellularer Teil -
GaussConnolly Surface, LYS125 - blau, THR202 - griin und CYS-Loop -

gelb, transmembraner Teil - Strich).

hoher Wahrscheinlichkeit kein Photolabel gebunden hat (siehe Fig. 6.4). Es
kann noch weiter eingeschrankt werden, in dem eine Bindung an den trans-
membranen oder intrazelluliren Teil ab PRO211 ausgeschlossen wird, da
dieser fiir APL nicht erreichbar ist. Wie in Fig. 6.5 anhand eines dreidimen-
sionalen Modells des nAChR verdeutlicht wird, verbleibt ein grofer Bereich
unterhalb von LYS125 und THR202, die beide mit dem APL-Effekt in Ver-

bindung gebracht werden [22|, an denen eine Bindung von Photogalanthamin
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(6) moglich ist.

Aus Vergleichsgriinden wurde die Markierung der AChE auf die gleiche
Art und Weise durchgefiihrt. Aufgrund der Vielzahl von Signalen ist ebenfalls
kein klares Resultat erzielt worden. Im Bereich der Gorge verbleiben nach
dem Ausschlussverfahren noch grofe Bereiche an denen Photogalanthamin

(6) gebunden haben konnte.

6.4 MD nAChR

Ausgehend von dem Modell des muskuldren nAChR 2BG9 [20], welches auf
Elektronenmikroskopie basiert und eine Auflésung von 4 A aufweist, wur-
de ein verfeinertes Modell erstellt, mit dem eine Reihe von Docking- und
MD-Simulationen durchgefiihrt wurde. Die gegebene Auflésung der Vorlage
reicht fiir gewohnlich aus, um die Sekundérstruktur klar zu charakterisieren,
eine zuverldssige Bestimmung von Seitenkettenpositionen muss dabei unge-
nau bleiben. Bei allen Untereinheiten ist im Ausgangsmodell ein Grofteil der
intrazelluldren Doméne nicht aufgelést und bei der §-, v- und J-Untereinheit
fehlt jeweils ein Teil im Bereich von Aminosaure 166 - 177. Die Bereiche wur-
den mit Hilfe der Homologiemodell-Funktion von MOE rekonstruiert [95].
Hierzu wurden die Rotamere der fehlenden Aminosduren ermittelt und je-
weils hundert Intermediate erzeugt. Das mit der besten Packungsdichte wur-
de optimiert und in das finale Modell iibernommen. Der betroffene Bereich
liegt jeweils an der Aufenseite des extrazelluldren Teils und ist nicht mit
einer essentiellen Funktion des Rezeptors verkniipft. Da der intrazellulére
Teil nach bisherigem Kenntnisstand keinen direkten Anteil an den dynami-
schen Prozessen hat, wurde auf eine Modellierung dieses Bereichs verzichtet.
Lediglich die "losen Enden” in Verlingerung des M3-Segments wurden mit

einem Constraint belegt, um ein Abwickeln oder atypische Bewegungen zu
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vermeiden.

Fig. 6.6: Vereinfachte Abbildung der Sekundérstruktur des nAChR auf den Quer-

schnitt seiner Elektronendichtekarte [30].

Das verfeinerte Modell des nAChR (siehe Fig. 6.6) wurde viermal fiir 25 ns
mit GROMACS simmuliert |[106, 107]. Bei drei dieser Simulationen waren
die beiden Bindungstaschen mit ACh belegt, fiir das mit Hilfe des Dundee-
PRODRG2-Servers eine Topologie erstellt wurde. Es wurde das ffG43al Kraft-
feld verwendet und das System war voll mit flexiblem SPC-Wasser solvati-
siert. Der Rezeptor wurde in eine DPPC-Membran eingelassen und schritt-

weise equilibriert [127, 128, 129|. Hierbei wurde der Rezeptor zunéchst starr
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gehalten, bis sich die Membran ausreichend an das Protein angeschmiegt hat-
te. Hiernach wurde die XY-Ebene beschrinkt, damit eine Kontraktion der
Membran sich nicht auf die eingebettete Pore auswirken kann. Unter phy-
siologischer Salzkonzentration wurde das System in mehreren Simulationen
iiber insgesamt 5 ns equilibriert.

Dieses Simulationssystem stellt das bisher genauste, mit mehr als 150000
Atomen aber auch das umfangreichste Modell des nAChR dar. Alle fiir die
Ligandenbindung und Ionenleitung essentiellen Elemente sind akkurat mo-
delliert und entsprechen in ihrem Aufbau dem derzeitigen Kenntnisstand.

Die einzelnen Funktionen des Rezeptors sind in den folgenden Kapiteln be-

handelt.

6.4.1 Agonist Bindung

Das Bindungsverhalten des Agonisten Acetylcholin wurde detailliert unter-
sucht. Zunéchst lisst sich eine grobe Orientierung des ACh aus der Kris-
tallstruktur des AChBP mit Carbamylcholin (1UV6) ableiten [118]. Es ist
anzunehmen, dass die Carbonylgruppe des TRP149 mit dem positiv gela-
denen Stickstoff wechselwirkt und die Acetatgruppe relativ gesehen linear
nach oben rechts steht [130, 131, 132, 133|. Fiir die entsprechenden MD-
Simulationen wurde der Ligand in entsprechender Art und Weise platziert.
Bei jeder der drei 25 ns Simulationen mit Agonisten verblieben jeweils beide
ACh in ihrer Bindungstasche. Obwohl es zu deutlichen Fluktuationen kam,
scheint der geschilderte Bindungsmodus der eindeutig Dominante zu sein.
Um das Agonistenbindungsverhalten zu bestéitigen, wurden eine Reihe
von Dockinglaufen durchgefiihrt. Als Grundlage dienten jeweils Momentauf-
nahmen aus den 4 MD-Trajektorien, nach 5, 10, 15, 20 und 25 ns. Durch die

Flexibilitat der Seitenketten wihrend der MD-Simulationen ist die Bindungs-
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Fig. 6.7: Acetylcholin wechselwirkt mit TRP149 in seiner Bindungstasche (verein-

fachte Darstellung). Aufnahme nach 5 ns MD-Simulation.

tasche jedesmal leicht verdndert. Beim Docking wurde dem ACh jeweils der
gesamte Rezeptor als Bindungsregion angeboten. Es zeigte sich, das bei allen
der 20 Laufe ACh an beiden Bindungsstellen mit guten Platzierungen wieder-
zufinden war. Resultate bei denen ACh an anderen Bereichen des Rezeptors
zu finden war, fanden sich nur auf hinteren Plidtzen mit schlechten Energien.
Aus den Mittelwerten der Dockingenergien ldsst sich ein leichter Unterschied
in der Affinitdt zu den beiden Bindungsstellen von 1.3 kJ/mol erkennen, so
dass die a/v Bindungsstelle eine etwas hohere Affinitédt zeigt als die a/6,
was in Einklang mit experimentellen Ergebnissen steht [38]. Hintergrund ist
die positive allosterische Kooperation zwischen den ACh-Bindungsstellen, die
sich auf die Reihenfolge der Besetzung, wie auch auf die Dissoziation auswirkt

[134].
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6.4.2 APL Bindung

In einer fritheren Dockingstudie an einem auf dem AChBP beruhenden Mo-
dell konnten Hinweise darauf gefunden werden, dass es moglicherweise eine
innere (LYS125) und eine dufere Bindungsstelle (THR202) gibt [22]. Da-
bei wurde eine energieunabhiangige Hiufungsbetrachtung durchgefiihrt, um
Aminosauren zu identifizieren, die an der APL-Bindung beteiligt sind.

Zum Vergleich hiermit wurde eine Reihe von Dockingldufen mit Phy-
sostigmin, Codein und Galanthamin am 2BG9 vorgenommen. Alle der jeweils
hundert Resultate die an sinnvollen Stellen liegen, wurden auf ihre relative
Entfernung zu LYS125 (potentielle Bindungsstelle innen), THR202 (poten-
tielle Bindungsstelle aussen) und LEU248 (Gate des Ionenkanals) tiberpriift
(< 10 A).

APL Aminosdure Zahl gebundener Liganden
Physostigmin LYS125 6
THR202 0
LEU248 0
Codein LYS125 8
THR202 0
LEU248 1
Galanthamin LYS125 13
THR202 0
LEU248 3

Tab. 6.1: Haufung von Dockingergebnissen in der Nihe (< 10 A) funktionell rele-

vanter Aminosiuren

Nicht sinnvolle Resultate, die zum Beispiel in der Membran liegen wiirden,
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oder die Agonistenbindungsstelle belegen, wurden verworfen. Bei allen Ligan-
den lagen die besten Bindungsenergien an einer Stelle zwischen M4-Segment
und Membran, zu der definitiv kein APL-Ligand Zugang hat. Aufgrund der
hohen Zahl an Positionierungen in derartigen Regionen ist ein solches un-
bound Docking mit Haufungsbetrachtung mit Vorsicht zu beurteilen. In der
Néahe der moglichen dufteren Bindungsstelle wurde keine Treffer gefunden
(siehe Tabelle 6.1). Im Bereich der mdoglichen inneren Bindungsstelle gab es

eine moderate Haufung. Eine Belegung des Kanals (LEU248) trat kaum auf.

Fig. 6.8: Mogliche Bindungsregion von APL-Liganden (grau) zwischen den Unter-
einheiten (a/vy beziehungsweise «/d, vereinfachte Darstellung). Im obe-
ren Bereich ist gebundenes ACh dargestellt. Die an den beiden potentiel-
len Bindungsstellen beteiligten Aminosduren LYS125 (gelb) und THR202

(griin) sind hervorgehoben.

Nach dem gleichen Verfahren, wie bei dem Agonisten, wurden die drei

APL an verschiedene Rezeptorkonformationen aus MD-Simulationen gedockt.
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Da hier nicht nur die Positionierung an einem Rezeptormodell, sondern an 20
sorgsam equilibrierte Konformeren beriicksichtigt wurde, kann den Haufungs-
punkten an sinnvollen Bereichen eine deutliche Signifikanz zugeschrieben wer-
den. Hier verschob sich das Bild deutlich in Richtung "Channel-Blocker” [135].
In unmittelbarer Ndhe der beiden potentiellen Bindungsstellen gab es nur
wenige Treffer.

Eine leichte Haufung der getesteten APL lag zwischen der a- und ~-
beziehungsweise a- und J-Untereinheit. Dieser Bereich unterhalb der Ago-
nistenbindungsstelle, ist der gleiche der nach den massenspektroskopischen
Untersuchungen (siehe Fig. 6.5) als mogliche Bindungsregion verblieben ist.
Es ist anzumerken, dass der Platz zwischen den Untereinheiten im 2BG9
wesentlich grofer ist als bei allen Strukturen des AChBP und den darauf
basierenden Modellen [23, 136]. Die fragliche Region liegt auf halbem Weg
zwischen LYS125 und THR202 und wiirde den Einfluss der beiden Amino-
sduren beim APL-Effekt plausibel machen.

6.4.3 Dichteprofile

Da bei den MD-Simulationen ACh in den Bindungstaschen des muskulidren
nAChR platziert worden war, sollte sich im Mittel der Kanal weiter 6ffnen,
als bei den Simulationen ohne Agonisten. Die Seitenketten der Pore zeigen
jedoch eine erhebliche Fluktuation, so dass ein exaktes Bestimmen des Po-
rendurchmessers iiber die Zeit nicht moglich ist.

Um die Méglichkeit einer Ionenleitfahigkeit zumindest teilweise zu quan-
tifizieren, wurden Dichteprofile der Simulation erstellt [137]. Mit Hilfe des
Programms GRIDCOUNT! wurde die Simulationsbox mit einem Raster ver-

sehen. Fiir jede der damit erstellten Zellen, wurde die An- oder Abwesenheit

L http://sbeb.bioch.ox.ac.uk /oliver /software
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Fig. 6.9: Dichteprofil {iber die MD-Simulation des nAChR. Orange Bereiche ent-
sprechen einer Dichte des Wassers von 1.0 g/mL, schwarze Bereiche zeigen

die Abwesenheit von Wasser.

von Wassermolekiilen bestimmt. Im zeitlichen Mittel sollten sich in jeder der
Zellen von 0.05 nm Kantenldnge theoretisch ein fiinftel Wassermolekiil auf-
halten. Befinden sich in einer Zelle, wie es im Bereich des Proteins der Fall
ist, andere Elemente, wie zum Beispiel hydrophobe Leucinseitenketten in der
Pore, verringert sich die Anzahl der Wassermolekiile.

Dies beruht zum Teil direkt auf dem Raumbedarf anderer Molekiile, es
ist aber auch das Wechselspiel von hydrophoben und hydrophilen Gruppen
mit dem Wasser von entscheidender Bedeutung.

Unterschreitet die Dichte des Wassers einen kritischen Wert, so verhilt es

sich nicht mehr wie eine Fliissigkeit, sondern wie Wasserdampf. Der lonen-
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Fig. 6.10: Porenausschnitt der Simulation ohne Agonisten (links) und mit Acetyl-
cholin (rechts). Im Bereich der Engstelle tiberschreitet die Dichte gerade
die Schwelle, ab der eine Tonenleitfihigkeit eintritt (Ubergang von blau
nach gelb).

transport durch so einen Bereich ist nicht mehr moglich und es bildet sich ein
"vapour-lock” |24, 137]. In den graphischen Darstellungen entspricht dieses
dem Ubergang von gelb zu blau (siehe Fig. 6.9).

Werden die Dichteplots aus den Simulationen mit und ohne Agonist ver-
glichen, so ist der Ubergang gerade zu erkennen (siche Fig. 6.10). Wie der
zwei Abstufungen hohere Gelbanteil auf Hohe der Engstelle verdeutlicht, gibt
es hier eine hohere Aufenthaltsdichte von Wassermolekiilen, was eine Ionen-

leitfahigkeit ermoglicht.

6.5 Permeation

Um zu verstehen, wie die Wirkung eines Agonisten oder eines APL auf mo-
lekularen Niveau aussieht, ist es unerlésslich das Herzstiick des nAChR, den

Ionenkanal, genauer zu betrachten. Bisher ist wenig iiber die Kopplung des
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extrazelluldren Teils und dem transmembranen Teils bekannt. Damit hier ein
Einblick gelingen kann, miissen die Proteinbewegungen beim Durchtritt eines
Ions durch den Kanal mit Hilfe geeigneter Simulationen visualisiert werden

[138, 139, 140, 141, 142).

6.5.1 Homologie Modell

Die bislang genauesten Informationen iiber die Topologie des Ionenkanals be-
ruhen auf Elektronenmikroskopieaufnahmen des nAChR (Torpedo marmor-
ata, 10ED) [29]. Um bei der Simulation die Asymmetrie dieses Rezeptor-
subtyps nicht beriicksichtigen zu miissen, wurde ein o7 Homologiemodell
erstellt [143]. Ein wichtiger Vorteil hierbei ist die Moglichkeit, die identi-
schen 5 Untereinheiten in ihrem Bewegungsmuster miteinander zu verglei-
chen [41, 144, 145]. Man hat somit im Gegensatz zum Heteropentamer, quasi
einen internen Standard. Bezogen auf das relevante Innere des Kanals, die
M1-M3 Bereiche der a-Untereinheiten, gibt es zwischen beiden Sequenzen
eine Identitit von 0.53 und eine Ahnlichkeit von 0.74 (Austauschmatrix:
BLOSUMG62). Es wurde selbstversténdlich auch der M4-Teil mitmodelliert.
Hier zeigt sich eine Identitit von 0.25 und eine Ahnlichkeit von 0.44. Die-
se Ubereinstimmung ist mehr als zufriedenstellend, besonders wenn bedacht
wird, wie wenig exakt die Orientierung von Seitenketten durch elektronen-
mikroskopische Aufnahmen bestimmt werden kann. Bei der Modellerstellung
wird der Backbone starr gehalten und bei identische Aminoséuren die Sei-
tenkettenstellung direkt iibernommen. Bei den anderen Aminosduren werden
diverse Seitenkettenpositionen simuliert und die jeweils giinstigste in ein vor-
ldufiges Modell iibernommen. Das mit der besten Packungsdichte wird sorg-
féltig in mehreren Schritten minimiert und stellt schlussendlich das finale

Modell dar. Die Kontaktstellen zum extra- und intrazellularen Teil wurden



6.5. Permeation 79

nicht beschrinkt und koénnen sich frei bewegen.

Fig. 6.11: Vereinfachter Querschnitt durch die transmembrane Pore des Rezeptors.

Um mit den Simulationsbedingungen so nah wie moglich an der Realitét
zu bleiben, wurde der Ionenkanal in eine DPPC Membrandoppelschicht ein-
gebettet. Auch hier waren eine Reihe von sukzessiven Minimierungs- und Op-
timierungsschritten notwendig. Nach der Equilibrierung der Membran wurde
die durch sie aufgespannte Ebene in ihrer Fliche beschriankt, damit eine et-
waige Kontraktion oder Entspannung nicht den in ihr befindlichen Kanal
auseinanderzieht oder zusammendriickt. Des Weiteren wurde orthogonal zur
Membranebene ein elektrisches Feld von 0.028 V-nm™! angelegt, was der Po-
tentialdifferenz zu Beginn einer Neurotransmission entspricht [1]. Die volle
Solvatisierung unter Beriicksichtigung physiologischer lonenkonzentrationen
vervollstindigt das Simulationssystem. Ein vereinfachter Querschnitt durch
den Kanal ist in Figure 6.11 zu sehen.

Nach der Equilibrierung des Systems iiber mehrere Nanosekunden, wur-
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de ein Natriumion, welches sich oberhalb des Kanals befand, mit einer vir-
tuellen Feder verbunden. Diese zieht das Kation mit einer Federkonstante

2 innerhalb einer Nanosekunde iiber die Strecke von

von 100 kJ'mol~''nm~
3.75 nm, die Start- und Zielpunkt trennen [138]. Nach Fick’s Gesetz ist die
Distanz, die das Ion zuriicklegt knapp zweimal so grof wie die, die es in frei-
em Wasser zuriicklegen wiirde (1.63 nm) [146]. Die erh6hte Geschwindigkeit

soll den grofen Ionengradienten iber die Membran (145 vs. 12 mM Na™) und

das daraus resultierende immense elektrische Feld (110 mV) wiederspiegeln.

6.5.2 gesteuerte Bewegung

Die totale Energie (E) der vollen gesteuerten Bewegung des Natriumions
durch den Kanal entspricht der irreversiblen Arbeit gegen die Reibungskrif-
te. Der mittlere Reibungskoeffizient () wurde fiir alle Simulationen als kon-
stant angenommen [147]. Die Reibungskraft ist proportional zur mittleren

Geschwindigkeit (A z,/A t,) der gesteuerten Bewegung.

B(z) = D _({Fa) — {520z (6.1
mit .
E(z) = E(z0) = 0 (6.2)

Da das lon zwischen zwei Positionen bewegt wurde, fiir die es im Gleich-
gewicht die selben Aufenthaltswahrscheinlichkeit gibt, wurde die Energie des
Tons fiir den Startpunkt (z,) und Zielpunkt (z,,) als gleich angenommen [138|.

6.5.3 Vergleichssysteme

Zum Vergleich wurden zwei weitere Systeme simuliert [148]. Zum einen die

gesteuerte Bewegung in freiem Wasser, bei sonst gleichen Parametern. Hier
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gibt es kein Hindernis fiir das Natriumion, so dass lediglich Arbeit gegen das
Wasser verrichtet wird. Das andere System enthélt eine sehr stark verein-
fachte Pore aus Dummy-Atomen [137|. Lediglich in der Engstelle der Pore
sind einige polare Partikel eingebettet. Diese Pore verhilt sich vollig starr
und wechselwirkt praktisch nicht mit dem Wasser oder Ionen. Ein derartiges
System wurde bei der Erstellung der Vapour-Lock-Theorie verwendet. Sie be-
sagt im wesentlichen, dass wenn der Porendurchmesser einen kritischen Wert
unterschreitet (=~ 0.55 nm), der Wasserfaden durch die Pore abreifit. An der
Engstelle der Pore verhalt sich das Wasser nicht mehr wie eine Fliissigkeit,
sondern eher wie Dampf. Somit ist die Wasserphase unterbrochen und Tonen

konnen nicht mehr durch die Pore diffundieren.

Fig. 6.12: Momentaufnahmen, die den Weg des Natriumions (blau) durch die sol-

vatisierte Pore (stark vereinfacht violett) zeigen.

6.5.4 Kraft- und Energieprofile

Bei der wiederholten Durchfiihrung der Simulation mit zuféllig gewéhlten
Startgeschwindigkeiten zeigt sich, dass das Ion auf vielfdltigen Wegen die

Pore durchqueren kann. Gerade im oberen Bereich oberhalb der Engstelle
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gibt es eine Vielzahl von Moglichkeiten. Aufgrund dessen wurde jede Simu-

lation je 12 mal durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt.

4 g [—Averagen=12
— Conf. Band 85%

Fig. 6.13: Kraft- und Energieprofil der gesteuerten Bewegung eines lons in freiem

Wasser. Die diinnen Linien geben das 95% Konfidenzintervall an.

Erwartungsgeméf ergibt sich bei der Simulation in freiem Wasser kei-
nerlei Energiebarriere, die der Bewegung des Ions entgegengestellt ist. Die
leichte Schwankung der Energiekurve um null (siehe Fig. 6.13) deutet auf
zufillige Hiufungen von spezifischen Ereignissen in allen Simulationen hin.
Makroskopisch gesehen miisste die Kurve exakt null sein, mikroskopisch ge-
sehen kann es zum Beispiel zu einer direkten Kollision des Natriumions mit
einem Wassermolekiil kommen. Tritt so ein Ereignis bei mehreren Simulatio-
nen etwa zur gleichen Zeit am gleichen Ort auf, so kommt es zur Haufung,
die sich im Kurvenverlauf abbildet.

Bei der Erstellung des Dummy-Channel-Modells zeigte sich, das fiir die
Entstehung eines Vapour-Locks nicht nur ein kritische Porendurchmesser un-
terschritten werden muss, sondern das es sehr stark auf die Beschaffenheit

der Pore ankommt. Besteht diese aus iiberwiegend polaren Gruppen bleibt
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auch bei sehr kleinen Durchmessern die Wassersidule intakt. Handelt es sich
aber um hydrophobe Gruppen, so bildet sich schon sehr friih ein Bereich
sehr geringer Dichte aus, der eine Tonenleitfahigkeit unmdoglich macht. So-
mit ist es sehr schwierig einen allgemein giiltigen Wert fiir den Durchmesser

anzugeben, da dieser bei jeder spezifischen Pore verschieden ist.

N
Y

/I
e

\

350 /
300 /
250 /

— Average n=12 o0 — Average n=12
-4 -2 0 2 4 6 8 10 12 1
— Conf. Band 85% Eco [K/mol] — Conf. Band 85%

Fig. 6.14: Die Pore aus inerten Dummypartikeln fithrt zu einer Energiebarriere von

etwa 10 kJ/mol.

Die Simulation des Dummysystems mit vier polaren Gruppen zeigt eine
Energiebarriere von etwa 10 kJ/mol die das Natriumion iiberwinden muss.
Dieser Wert ergibt sich allein aus dem Umstand, dass vom lon verdringte
Wassermolekiile nicht beliebig ausweichen konnen, sondern gegen die Wand
der Pore gedriickt werden. Hierbei ist eine grofere Kraft notwendig als dies
in freiem Wasser der Fall ist (siehe Fig. 6.14).

Bei den Simulationen am nAChR-System stellt sich heraus, dass das die
Engstelle der Pore, das sogenannte Gate, durch einen Ring aus iiberwiegend
hydrophoben Seitenketten rund um LEU248 gebildet wird [149]. Bei der Per-

meation wird das Ion zwischen den Ebenen, die die Seitenketten aufspannen,
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quasi festgehalten und an der Weiterbewegung gehindert [150]. Visuell ldsst
sich die Beteiligung von hauptséchlich folgenden Aminosiduren an insgesamt

drei Ringebenen identifizieren:

oben LEU250, THR251
mitte LEU248
unten [LE244, THR245

Tab. 6.2: Ringebenen um die Engstelle der Pore des nAChR

Beim Durchtritt wird die Solvathiille aus Wassermolekiilen nur partiell abge-
streift [151]. Es verbleiben immer wenigstens vier Wassermolekiile direkt am
Natrium. Die Beteiligung der Threonine wirkt sich scheinbar stabilisierend
aus, da deren Hydroxygruppen die Position abgestreifter Wassermolekiile ein-

nehmen.

45 45

— TN

00 200 400 60.0 80.0

— Average n=12

IR 0
F IpN] — Conf. Band 85% Epor [kJimol] — Conf. Band 85%

Fig. 6.15: Ein Leucin-Ring bildet die Engstelle der nAChR-Pore. Das Natriumion

muss eine Energiebarriere von rund 30 kJ/mol tiberwinden.

Das Natriumion muss eine Energiebarriere von rund 30 kJ/mol tiberwin-

den, um den Kanal zu passieren (siehe Fig. 6.15). Dieser Betrag liegt in der
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gleichen Grofenordnung wie die Bindungsenergie von Agonisten wie ACh

38].

6.5.5 Porendurchmesser

Die Kanal6ffnung und Permeation ist insgesamt ein sehr dynamischer Pro-
zess mit wechselnder Beteiligung der fiinf Untereinheiten. Der geschlossene
Zustand der Pore ist genau genommen ein Ensemble von asymetrischen Kon-
formationen, bei denen sich gegeniiberliegende hydrophobe Seitenketten zu-
einander bewegen und das gesamte Pentamer ein schmales Oval aufspannt.
Dieses ist zu eng, als das ein Ion hindurchtreten kénnte. Beim geoffneten Zu-
stand zeigt sich eine héhere Symmetrie, da sich die Seitenketten mehr oder
weniger kreisférmig um das ITon anordnen.

Verfolgt man den zeitlichen Verlauf der Porenéffnung mit dem Programm
HOLE 2, zeigt sich, dass jeder der drei Ringe nacheinander durch das Ion
aufgeweitet wird (siehe Fig. 6.16). Das Ensemble der geschlossenen Zustéinde
hat einen Durchmesser von 3.2 - 3.4 A. Gedffnet ergibt sich ein Wert von
rund 4.0 A.

Die Bindung von zwei Agonisten im extrazelluldren Teil begiinstigt schein-
bar die Haufigkeit von offenen Konformationen. Wie die Porendurchmesser
illustrieren, ist der Unterschied zwischen gedffneten und einem geschlossenen
Kanal nur minimal [152]. Wenn nun durch die Bindung des Agonisten eher
offene Konformationen begiinstigt werden, kann es zum Ionenfluss kommen.
Hervorzuheben ist, dass es keinen durchgéngig offenen Zustand gibt. Immer
zeigen Seitenketten in das Innere des Kanals und blockieren ihn teilweise.
Der Ionentransport durch die transmembrane Pore des nAChR, kann somit

wohl am ehesten als peristaltisch, denn als Fluss beschrieben werden.

2 http:/ /hole.biop.ox.ac.uk/hole
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Fig. 6.16: Zeitlicher Verlauf des Porendurchmessers auf Hohe der hydrophoben Rin-
ge. Die Verdnderung wurde auf drei verschiedenen Héhenniveaus verfolgt
(ILE244, THR245 - hellblau (24 A), LEU248 - blau (22 A), LEU250,
THR251 - dunkelblau (20 A)). Nach etwa 700 ps offnet sich die Pore
beim Durchtritt des Ions von 3.2 auf 4.0 A.

6.6 essentielle Dynamik nAChR

Die vier Trajektorien der MD-Simulationen des muskulédren nAChR wurden
auf charakteristische Bewegungsmuster hin untersucht und ebenfalls einer

PCA unterzogen [153].

Abgesehen vom nur unvollstindig modellierten intrazelluldren Teil, erge-
ben sich Bereiche hoher Beweglichkeit am CYS-Loop und an der Kupplungs-
stelle GLU45/ARG209 beziehungsweise VAL46/PRO272 zwischen extrazel-

luldren und transmembranen Teil (siche 6.17).
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Fig. 6.17: Aus den positionellen Fluktuationen wéhrend der MD-Simulation abge-
leitete Beweglichkeit des nAChR. Rote Bereiche sind relativ starr, griine
zeigen eine héhere Dynamik. Aufgrund der Ubersichtlichkeit sind nur die

a- und 6-Untereinheit dargestellt.

Auch wenn hier nicht davon ausgegangen werden kann, dass der Konfor-
mationsraum dhnlich griindlich durchmustert wurde wie beim AChBP, so ist
doch besonders der Vergleich der Simulationen ohne Agonist, mit denen in

Gegenwart von Acetylcholin interessant.

Bei beiden Typen ist die charakteristische Twistbewegung von zwei Unter-
einheiten gegen die anderen drei zu beobachten, die schon beim AChBP fest-
gestellt wurde und sich deutlich von einer vergleichbaren Studie unterscheidet

[154].

Bei der Simulation ohne Agonisten fillt die Amplitude der Bewegung

deutlich kleiner aus, als bei den anderen drei Simulationen mit ACh. Hier-
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mit wird die Uberlegung gestiitzt, dass es keinen offenen oder geschlosse-
nen Zustand gibt, sondern eher ein Ensemble von durchldssigen und un-
durchlassigen Konformationen. Dies steht in Einklang mit experimentellen
Beobachtungen, bei denen auch Kanal6ffnungen in Abwesenheit von Ago-
nisten beobachtet wurden [155, 156, 157|. Die Bindung von Acetylcholin
scheint nun Konformationen zu begiinstigen, bei denen die Untereinheiten
des extrazelluldren Teils gegeneinander gekippt sind und somit die trans-
membranen Helices verdrillt werden. Diese kleine Anderung des Porenquer-
schnitts reicht offensichtlich aus, um Ionen hindurchzulassen. Die Bindung
von APL an den extrazelluldren Teil der a-Untereinheiten scheint dieses of-

fene Konformationsensemble noch mehr zu begiinstigen, womit es zu einer

héheren Tonenleitfahigkeit kommt.

Fig. 6.18: Twistbewegung der Untereinheiten gegeneinander (oben) und Auschnitt-

vergroferung des CYS-Loops (unten) entlang des ersten Eigenvektors.

Die Visualisierung der vierdimensionalen Bewegungsmuster entlang der
Eigenvektoren ist ein komplexes Unterfangen. Die typische Twistbewegung
soll an entsprechenden Momentaufnahmen verdeutlicht werden (siehe Fig.

6.18).



7. PHARMACOPHOR

Ein Pharmacophor ist ein Set von strukturellen Eigenschaften in einem Li-
ganden, die direkt in Beziehung stehen zur Erkennung durch eine Bindungs-
stelle an einem Rezeptor und der damit verbundenen biologischen Aktivitat.
Hiermit ist es moglich auf Grund von bekannten aktiven Substanzen, Pro-
gnosen iiber die Eigenschaften von neuen Verbindungen zu stellen [158]. Es
ist dafiir nicht erforderlich, Kenntnis vom Aufbau der Bindungsstelle auf mo-
lekularem Niveau zu haben. Der Pharmacophor fiir APL’s des nAChR wurde

mit Hilfe der in MOE implementierten Funktionen erstellt.

7.1 Aktivitdtsbewertung

Wichtigster Punkt bei der Erstellung eines Pharmacophors ist die Auswahl
und Bewertung von aktiven und inaktiven Liganden. Ein Set von 38 APL-
Verbindungen war im Whole Cell Patch clamp Verfahren vermessen worden
[45]. Fiir jede Verbindung war dabei fiir verschiedene Konzentrationen der
APL-Effekt relativ zum Antwortsignal von Nicotin bestimmt worden. So-
mit steht das Wertepaar maximaler APL-Effekt und die entsprechende Kon-
zentration fiir die Beurteilung zur Verfiigung. Als gute, vielversprechende
Liganden werden im allgemeinen Verbindungen angesehen, die bei niedri-
gen Konzentrationen einen grofen Effekt zeigen. Dariiber hinaus ist es wiin-
schenswert, dass sich bei hohen Konzentrationen kein Channel Block Effekt

einstellt.
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Fig. 7.1: APL/c zeigt eine ungleichméfige Bewertung

Es wurden zwei Bewertungsmethoden evaluiert, mit dem Ziel ein ausge-
wogenes Verhiltnis der beiden Parameter zu finden. Zunéchst das einfache
Verhiltnis aus APL-Effekt [%] und Konzentration [zM], welches aber eine

deutliche Uberbewertung des Konzentrationsanteils zeigt (siehe Fig. 7.1).

Substrate die bei niedrigen Konzentrationen einen méafigen APL-Effekt
zeigten erhielten eine um Groéfenordnungen bessere Bewertung, als diejenigen

mit starkem APL-Effekt bei mittleren Konzentrationen.

Um eine bessere Beurteilung zu erzielen, wurde das Produkt aus dem
negativen dekadischen Logarithmus der Konzentration [M| mit dem APL-
Effekt [%] herangezogen (-log(c) APL).

Die Bewertung der Liste nach -log(c) APL liefert im Gegensatz zu APL/c
in der linearen Regression eine wesentlich bessere Korrelation zwischen Score
und APL (R=0.9883 vorher 0.4242) beziehungsweise ¢ (R=0.5700 vorher
0.4169)).

Die Einteilung in gute und schlechte Liganden ergibt sich nach folgendem
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Fig. 7.2: -log(c) APL zeigt eine gute Verteilung

einfachen Schema:

(c)APL > 400 sehr gut
400 > -log(c))APL > 250 gut
250 > -log(c)APL > 125  mittel
125 > -log(c)"APL schlecht

Fiir die Erstellung des Grundpharmacophors wurden die 8 besten Verbin-
dungen mit einer Score grofer 250 ausgewéhlt. Gegenionen wie HBr oder
Oxalat werden nicht beriicksichtigt, auch wenn bisher noch nicht abschlie-
fsend geklart werden konnte inwiefern sie einen Einfluss auf die Messung des
APL-Effektes haben. Mit Hilfe des Stochastic Conformation Search wurde fiir
jede Verbindung die energetisch giinstigste nicht protonierte Konformation
bestimmt und in einer Datenbank gespeichert. Dies entspricht im allgemeinen

der global giinstigsten Konformation.



92 7. Pharmacophor

7.2 Alignment

Die 8 Verbindungen wurden superposed, wobei bezogen auf (-)-Galanthamin
(1) der Spirokohlenstoff, der Aromatenkohlenstoff an der Methoxygruppe
und der Aromatenkohlenstoff zum Fiinfringsauerstoff, beziehungsweise de-
ren Entsprechungen als Uberlappungspunkte dienten (siche Fig. 1.1). An-
schlieftend wurde mit dem Set ein Flezible Alignment durchgefiihrt, um eine
optimale Uberlappung aller Funktionalititen zu errreichen. Hierbei werden
die Substrate kleinen konformellen Deformationen unterworfen, die sich zwar
ungiinstig auf die Energie der einzelnen Verbindungen auswirken, aber ein

wesentlich besseres Alignment liefern [95].

7.3 Pharmacophor

Durch den Pharmacophore Consensus wurden gemeinsame Merkmale, der
aktiven Verbindungen bestimmt.

Es zeigte sich eine Ubereinstimmung in sieben Punkten, was die Eintei-
lung in gute und schlechte Liganden untermauert. Ublicherweise wird bei
Pharmacophorsuchen lediglich mit vier oder fiinf Punkten gearbeitet, so das
dieses Modell eine sehr scharfe Vorhersage liefern sollte. Ein aromatischer
Sechsring ist bei allen bisher bekannten APL-Liganden vorhanden. Des Wei-
teren gibt es zwei dominante Donor und Akzeptor Bereiche, bezogen auf
(-)-Galanthamin (1) am Stickstoff und der Hydroxygruppe. Dazu kommen
noch der Sauerstoff des Furans und der Methoxygruppe die als méafig starke
Akzeptoren fungieren. Der Alkylsiebenring und die Doppelbindung liefern
einen Beitrag fiir hydrophobe Wechselwirkungen. An jedem dieser Punkte
wurde eine Sphére definiert, deren Position und Grofe so gewédhlt wurde,

das sie gerade die funktionellen Gruppen aller sieben Verbindungen umfasst.
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Fig. 7.3: Sieben Punkt Pharmacophor mit (-)-Galanthamin(1) (cyan Akzeptor;

pink Donator; griin Aromat; dunkelgriin hydrophob).

Drei der Merkmale wurden als essentiell markiert, der Aromat und die bei-
den Donor/Akzeptor Bereiche an der Hydroxy- beziehungsweise N-Methyl-
gruppe. Bei einer Datenbanksuche nach neuen Verbindungen, die in den
Pharmacophor passen, miissen diese drei Punkte in jedem Fall erfiillt sein,
wahrend bei den anderen Merkmalen gegebenenfalls eine partielle Erfiillung
toleriert werden kann.

Wendet man dieses Pharmacophorschema zunéchst auf die oben erwihn-
ten 38 Verbindungen an, so werden 28 von ihnen wiedergefunden (siehe Fig.
7.4). Wobei alle aus der Gruppe der sehrguten und guten wiedergefunden
werden. Bei der Gruppe mittel werden 11 von 15 Verbindungen identifiziert,
bei den schlechten nur noch 9 von 15. Dieser einfache Test zeigt, dass der
erstellte Pharmacophor in der Lage ist, innerhalb akzeptabler Grenzen, zwi-

schen aktiven und nicht aktiven Verbindungen zu unterscheiden. Man muss
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Fig. 7.4: Der Pharmacophor identifiziert iiberwiegend aktive Verbindungen. Die rot

markierten Verbindungen werden nicht gefunden.

jedoch anmerken, dass das Testset von 38 Verbindungen fast ausschliefslich
Verbindungen vom Galanthamintyp enthélt und eine etwas grofere struktu-

relle Divergenz wiinschenswert wére.

7.4 Datenbanksuche

Um neue Leitstrukturen fiir potentere APL-Liganden zu ermitteln, wurde
die ZINC-Datenbank! durchsucht [159]. Hierbei handelt es sich um eine freie
Datenbank, in der 3D-Strukturen kommerziell erhéltlicher Verbindungen hin-
terlegt sind. Gegenwirtig enthilt sie rund 3.3 Millionen Eintrdge. Zu jeder
Struktur finden sich weitere Angaben, wie die Zahl der Akzeptoren im Mo-
lekiil, logP-Werte oder Molekiilmassen. Fiir die Suche wurde ein Subset von

676544 Verbindungen generiert, die die folgenden Bedingungen erfiillen:

L http:/ /blaster.docking.org /zinc
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150 < Molekulargewicht < 350
-2 < logP <4
Donatoren <3
Akzeptoren <6
Mit diesen Kriterien verbleiben Verbindungen die potentiell als Medikament
eingesetzt werden konnen und man reduziert die Zahl der zu priifenden Ver-
bindungen erheblich. Um die Anzahl noch weiter zu verringern, wurde an-
hand des MACCS Structural Key jeder Verbindung ein so genannter Finger-
print zugewiesen [95].

Ein Fingerprint représentiert ein Set von Eigenschaften, die sich von der
Struktur eines Molekiils ableiten lassen. Die fundamentale Idee bei dieser Vor-
gehensweise ist, bestimmte Figenschaften direkt oder indirekt in den Finger-
print zu integrieren und ihn dann als Stellvertreter fiir die chemische Struktur
zu verwenden. Der Vergleich verschiedener Molekiile wird somit auf das Ver-
gleichen von Sets der Eigenschaften reduziert, deren Grad an Uberlappung
man bestimmen kann.

Als einfaches Beispiel sei angenommen, dass das Universum der struktu-

rellen Eigenschaften sich aus folgenden Elementen zusammen setzt:
U = [aromatisch, Ring, C, N, O, S, P, Halogen| (7.1)

Basierend auf dieser Definition der Eigenschaften, konnen alle Molekiile als
Teilmenge von U beschrieben werden. Es ist zu beachten, das bei diesem
eher kleinen Universum mit 8 Eigenschaften, es nur 2%, also 256 mdgliche
Fingerprints gibt. Bei dem verwendeten 166 MACCS Strukturelementen er-
geben sich somit 219, also 9.35:10%° unterscheidbare Fingerprints. Wenn nun
ein Fingerprint von einer chemischen Struktur abgeleitet wurde, ist ein Maf
notwendig, um Fingerprints und damit die Molekiile zu vergleichen. Ein gang-

iges Mals hierfiir ist der Tanimoto Koeffizient, eine Zahl zwischen 0 und 1,
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wobei 0 vollkommen verschieden bedeutet und 1 vollig identisch [95]. Er wird

definiert mit:
AB

A+ B—-AB
AB : Zahl der gemeinsamen Figenschaften

Tanimoto Koef fizient =

(7.2)
A : Zahl der Eigenschaften in Fingerprint A

B : Zahl der FEigenschaften in Fingerprint B
Es wurden Verbindungen aussortiert, die einen Tanimoto Koeffizient von we-
niger als 0.5 in Bezug auf (-)-Galanthamin(1) aufweisen. Dadurch verbleiben
noch 32146 Verbindungen, die zum einen die Grundvoraussetzung eines Me-
dikamentes erfiillen und das Potential fiir APL-Eigenschaften aufweisen.

Um zu gewihrleisten, das alle sinnvollen Konformere jeder Verbindung
gepriift werden, wurde das Set mit der Conformational Import Funktion in
eine MOE Datenbank iiberfiihrt. Hierbei wird jede Verbindung einer stochas-
tischen Konformationssuche unterzogen, bei der Bindungs- und Torsionswin-
kel variiert werden. Jedes der hierbei erzeugten Konformere wird energiemini-
miert, und diejenigen, die um nicht mehr als 5 kcal /mol von der energetisch
glinstigsten Konformation abweichen, werden iibernommen. Man erhilt so
eine Datenbank mit 447749 Eintrégen, beziehungsweise rund 14 Konformere
pro Verbindung. Dieser Vorgang ist der mit Abstand zeitaufwendigste bei
der gesamten Pharmacophorsuche. Es wurden knapp 900 CPU-Stunden be-
notigt, um alle Konformere zu generieren und zu minimieren.

Die generierten Konformere wurden abschlieend auf ihre Ubereinstimm-
ung mit dem Pharmacophor iiberpriift. Hierbei miissen die Funktionalitdten
einer Verbindung innerhalb der definierten Sphéren zu liegen kommen. Je
mehr Spahren gleichzeitig belegt werden konnen, desto grofer ist die Chan-
ce, dass die betreffende Verbindung APL-Eigenschaften besitzt. Alle Verbin-

dungen, die die drei essentiellen Merkmale, sowie insgesamt 6 der 7 Merk-
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male gleichzeitig erfiillen, wurden in die engere Auswahl {ibernommen. Die
resultierenden 92 Substrate wurden visuell inspiziert und manuell nach Sub-
stanzklassen sortiert. Es zeigte sich ein haufiges auftreten von Opiaten vom
Morphintyp, von denen sich auch die bekannte APL-Verbindung (-)-Codein
(27) ableitet. Insgesamt wurden die Verbindungen in 6 Gruppen aufgeteilt,
wobei einige Substrate aussortiert wurden, da es sich zum Teil um sehr flexi-
ble Verbindungen, mit schwer zu synthetisierenden Gruppen handelte. Aus
jeder dieser Gruppen sollte eine Verbindung auf ihre APL-Aktivitit bei der

Galantos Pharma AG vermessen werden.

7.5 APL-Aktivitat

Nach Priifung von Lieferbarkeit und Betdubungsmittelbeschriankungen ver-
blieben drei Substrate aus jeweils verschiedenen Gruppen, deren Messergeb-

nisse in Tabelle 7.1 angegeben sind.

Substrat APL-Aktivitdt Konzentration
Verbindung 1 49% 0.01 uM
Verbindung 2 19% 1.0 uM
Verbindung 3 0% - uM

Tab. 7.1: Auf Basis des Pharmacophors identifizierte und vermessene Verbindungen

Verbindung 1 ist je nach Bewertungsmethode die zweit- beziehungsweise
viertbeste bekannte APL-Verbindung. Da sie an zahlreichen Positionen deri-

vatisiert werden kann, ist die Aktivitdt unter Umstidnden noch steigerbar.

Aufgrund eines laufenden Patentverfahrens konnen leider keine weiteren An-

gaben zu den getesteten Verbindungen gemacht werden.
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Die verwendeten Auswahlkriterien sind sehr eng gesetzt und fiithren mit
Sicherheit dazu, dass eine ganze Reihe von Verbindungen aussortiert wer-
den, die hervorragende allosterisch potenzierende Liganden sind. Ziel war es
jedoch eine neue Leitstruktur zu finden, die sich hinreichend von den galan-

thaminartigen unterscheidet.



8. AMYLOID

Mit dem Ziel die Aggregation von S-Amyloiden zu verstehen und langfristig
bestehende Plaques wieder aufzulésen, wurden molekulardynamische Simu-

lationen an Amyloidmodellen durchgefiihrt.

8.1 MD Simulationen

Fig. 8.1: Momentaufnahmen aus der molekulardynamischen Simulation des "Riek”

(B-Amyloidpentamers in 25% TFE bei 368 K.

Es wurden einige Systeme auf Basis des "T'ycko’™-Modells erstellt und mit
publizierten Arbeiten verglichen, auch wenn bei ihnen, im Vergleich zum
"Riek”™Modell, der #2-Strang um 180° verdreht ist |56, 160, 161]. Von da-

her ist die Qualitdt der Simulationen zweifelhaft, liefert aber schon einige
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Einblicke in das dynamische Verhalten bei unterschiedlichen Temperaturen.

Als Basis fiir moglichst akkurate Simulationen des Verhaltens in Was-
ser und Ethanol, sowie des Auflgsungsprozesses in TFE oder HFIP [162],
wurde das "Riek”™Modell verwendet [56|. Zundchst mussten jedoch Topolo-
gien fiir die fluorierten Losungsmittel erstellt werden, da diese in iiblichen
Kraftfeldern nicht erfasst sind [163, 164]. Die Topologien wurden an physiko-
chemischen Daten verifiziert, indem das molare Volumen der reinen Stoffe,
wie auch in verschiedenen Mischungsverhéltnissen mit HyO, bei unterschied-

lichen Temperaturen simuliert wurde (siehe Anhang (Topologien)).

Fig. 8.2: Entwicklung der Sekundirstruktur des Amyloids mit der Zeit bei 368 K in
H50, 10% Ethanol und 25% TFE (3-Sheet Anteil - gelb, helikaler Anteil

- rot).

Es zeigte sich, dass das Amyloidpentamer eine ausgezeichnete Stabilitét in
H50 und 10% Ethanol aufweist. Es kommt zu diversen Fluktuationen, gerade
im Anfangs- und Endbereich des Proteins, die Gesamtstruktur bleibt aber
iiber die volle Simulationsdauer von 100 ns stabil. In TFE ist, begiinstigt
durch die Temperatur von 368 K, schon nach wenigen Nanosekunden ein
Zusammenbruch der Sekundérstruktur zu erkennen (siehe 8.1 und 8.2). Nach
rund 20 ns kommt es zum Bruch des ASP23/LYS28-Tonenpaares und bei etwa
40 ns 16st sich ein Monomer vollstindig ab. Am stabilsten erweist sich der

erste Teil des (32-Strangs ~ 31 - 36, dessen [-Struktur zumindest teilweise
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erhalten bleibt.

8.2 Solvenzoberflache
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Fig. 8.3: Verlauf der dem Solvenz zuginglichen Oberfliche iiber die Zeit. Bei der
TFE Simulation 16st sich die geordnete Pentamerstruktur partiell auf, was

mit einer Zunahme der Oberfliche verbunden ist.

Die Beurteilung des Auflésungsverhaltens nach der Sekundarstruktur birgt
einige Risiken, da normalerweise nur die Dihedralwinkel des Backbones be-
wertet werden und dies bei partiell ungeordneten Strukturen ungenaue Er-
gebnisse liefern kann. Ein genaueres Maf fiir den Auflésungsprozess bietet
die dem Solvenz zugéngliche Oberfliche (siehe 8.3). Bei geordneten intakten
Strukturen bleibt diese klein und vergrofert sich sukzessiv beim Auflosungs-
prozess.

Die beim Auflésen gebrochenen Wechselwirkungen sind genau diejeni-

gen, die ein sogenannter Plaquebuster moglichst spezifisch unterbrechen muss
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[165|. Bisherige Versuche Plaques virtuell durch geeignete Liganden aufzu-
16sen |166], waren, aufgrund der beschrinkten Zeitskala von einigen Nano-
sekunden, noch nicht erfolgreich. Eine mdogliche Alternative bieten Replica-
Exchange-Molecular-Dynamics (REMD) mit denen der Konformationsraum

wesentlich schneller durchsucht werden kann [167].



9. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In der vorliegenden Dissertation wurden durch Kombination von Synthese,
Biochemie, Docking, Molekulardynamik und Pharmacophorsuche Beitriage
zum Verstdndnis der Vorginge an der cholinergen Synapse geleistet. Die Ein-
blicke in Aufbau und Funktion von AChE, nAChR und Amyloid erméglichen

wichtige Schritte auf dem Weg zur Therapie der Alzheimer’schen Demenz.

Mit der Synthese von Photogalanthamin (6) gelang die Entwicklung einer
spezifischen Sonde zur Identifizierung der APL-Bindungsstelle. Die Verbin-
dung zeigt gute APL-Aktivitdt und ist dariiber hinaus noch ein Inhibitor
der AChE. Es konnten mit dem iridiumkatalysierten H/D-Austausch und
der spezifischen Carbamatreduktion verschiedene Techniken evaluiert wer-
den, die die Isotopenmarkierung von APL-Liganden ermdglichen. Die direkte
Lokalisierung der APL-Bindungsstelle mit massenspektroskopischen Metho-
den gelang leider nicht. Eine zukiinftige Verwendung von isotopenmarkierten
APL, in Kombination mit geeigneteren Proteasen, wiirde dieses Ziel mit ho-
her Wahrscheinlichkeit erreichbar machen. Es war jedoch trotzdem moglich,
weite Bereiche des extrazelluldren Teils als Bindungsregion auszuschliefen.
Es verbleibt ein relativ kleiner Bereich an der a-Untereinheit des nAChR un-
terhalb von LYS125 und THR202, an dem eine Bindung von APL-Liganden

wahrscheinlich ist.

Es wurde eine detailliertes, membrangebundenes und voll solvatisiertes

Modell des nAChR erstellt. Sein dynamisches Verhalten in MD-Simulationen
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bei An- und Abwesenheit von ACh ermdglicht Einblicke in die Funktionsweise
des Rezeptors. Die Verwendung verschiedener Rezeptorkonformere aus den
dynamischen Simulationen fiir das Docking von ACh und verschiedenen APL
steigert erheblich die Qualtitit der vorhergesagten Bindungsmodi. Es konnte
eine Haufung der Bindung von APL in dem selben Bereich, der schon iiber die
Massenspektroskopie identifiziert wurde, festgestellt werden. Erginzt werden
die Erkenntnisse iiber das Offnungsverhalten des nAChR durch Analyse von
Dichteprofilen des Wassers in der Pore und gesteuerte Molekulardynamik bei
der ein Natriumion durch den Kanal bewegt wird. Hierbei konnten wichtige
Aspekte der Funktionsweise des Gates (LEU248) und die fiir die Ionen beim
Kanaldurchtritt zu iiberwindende Energiebarriere aufgeklart werden.

Auf Basis von bekannten APL’s konnte ein Pharmacophor erstellt werden,
mit dessen Hilfe es gelang zwei neue Leitstrukturen zu identifizieren. Eine
der gefundenen Verbindungen zeigt eine derart gute Aktivitit, dass es das
Potential zu einem neuen Medikament hat.

Anhand der Inhibitoren der AChE wurde die dynamische "Linear Interac-
tion Energy” Methode zur prazisen Vorhersage von Bindungsaffinititen im-
plementiert und mit Dockingresultaten verglichen. Die Qualitdt der Progno-
sen besticht durch ihre Genauigkeit, wodurch eine effiziente Unterstiitzung
bei der Uberpriifung von neuen Leitstrukturen auf ihre Inhibitonsfihigkeit
der AChE gegeben ist.

Das Dissoziationsverhalten von 3-Amyloiden wurde unter verschiedenen
Bedingungen molekulardynamisch untersucht. Es konnten Bereiche ((32-Strang
~ 31 - 36) lokalisiert werden, die besonders starken Anteil an der Stabilitét
der Aggregate haben. Eine Belegung dieser Bereiche mit geeigneten Substra-
ten wiirde die Bildung von Amyloidfibrillen unterbinden und den Weg fiir

eine kausale Alzheimertherapie 6ffnen.



10. DURCHFUHRUNG UND EXPERIMENTE

Bei allen praktischen Arbeiten wurden Chemikalien, Zubereitungen und Los-
ungsmittel von bekannten iiblichen Lieferanten (Sigma-Aldrich, Invitrogen,
Lancaster, Acros, Fluka) bezogen. Sofern nétig wurden diese in herkémmlicher
Art vor Gebrauch umkristallisiert beziehungsweise getrocknet und destilliert
[168]. Sollte eine spezielle Zubereitung verwendet worden sein, so ist dies im

entsprechenden Kapitel explizit vermerkt.

NMR Spektren wurden mit einem Bruker ARX 200 und einem Bruker AV
500 aufgenommen. Massenspektren wurden mit einem Finnigan MAT 8230,
IR-Spektren mit einem FT-IR Spektrometer NICOLET 510 P und UV-VIS-
Spektren mit einem Shimadzu UV-2101PC gemessen.

Bestrahlungen mit UV-Licht wurden mit einer Xenon Kurzbogen-UV-
Lampe des Typs Osram XBO 150W/1, in einem Lampengehiuse (Typ LAX)
der Firma Miiller Elektronik Optik mit entsprechender Stromversorgung (Typ
SVX 1450) ausgefiihrt.

HPLC-Chromatogramme wurden mit einer Hewlett-Packard 1090 Series I1
auf einer Phenomex Siule (Synergi 4 p Fusion RP 80 250x4.60 mm 4 mi-
cron) gemessen. Galanthamin, Codein und ihre Derivate wurden bei einer
Wellenldnge von 285 nm detektiert und ein konstantes Eluentenverhaltnis

(25/75 H,O/MeOH) verwendet.
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10.1 Synthese von Photogalanthamin

(-)-11-Demethylgalanthamin (5)

|
0

L .
o

u@

OH

CisH19NO3
mw 273.33

Zu einer Losung von 190 mg (-)-Galanthamin (1, 0.66 mmol) in 3.5 ml
CH,Cly werden 230 mg m-CPBA (50%, 0.66 mmol) gegeben und fiir 40 min
geriihrt. Nach Zugabe von 92 mg FeSO4 7H>O (0.33 mmol) in 1 ml MeOH
wird fiir 20 min weitergeriihrt. Es werden 2.5 ml 5%iger HCIl zugetropft
und anschlieffend die organischen Losungsmittel abgezogen. Es wird drei-
mal mit je 1 ml Diethylether gewaschen und der organische Teil verworfen.
Nach der Zugabe von 1 ml 25%iger NH3-Losung wird dreimal mit CHCl,
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit NaCl-Losung gewaschen,
iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel abgezogen. Eine chrommato-
graphische Aufreinigung zur Abtrennung von nicht umgesetzten 1 ist fiir die
folgenden Syntheseschritte nicht notwendig. Es ergibt sich eine Ausbeute von
171 mg (0.63 mmol, 95%). Die Reinheit wurde mit Hilfe analytischer HPLC
tiberpriift [48, 67].
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Dicyclopentadiendicarbonsiure (2)

HO 0

OH

C12H1204
mw 220.23

Es werden 60 ml Dicyclopentadien (0.450 mol) bei 190 °C gecrackt und auf
eine Suspension von 10 g Natrium (0.435 mol) in 300 ml THF iiberdestilliert.
Die sich dunkelrot verfirbende Suspension wird fiir wenigstens 12 h geriihrt,
bis sich sdmtliches Natrium gelost hat. Man leitet fiir 30 min CO»-Gas ein,
wobei sich die Losung zu einem hellen Brei verdickt. Dieser wird vorsichtig
mit 200 ml Wasser gequencht. Die fliichtigen Bestandteile werden am Rota-
tionsverdampfer abgezogen. Im Eisbad wird zu der verbliebenen wéssrigen
Phase unter Riihren 6 N Schwefelsdure getropft, wodurch (2) ausfillt. Nach
Filtration und Trocknung erhilt man 27.2 g (124 mol) eines weiken Pulvers
mit einem Schmelzpunkt von 203.9 °C (Lit. 197 - 201 °C [62]), was einer

Ausbeute von 28% entspricht.
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Trimethylsilylcyclopentadiencarbonsiureester (3)

CgH14OQSi
mw 182.30

2.5 g frisch destilliertes Trimethylchlorsilan (23 mmol) werden unter Stickstoff
zu einer Suspension von 2.5 g Dicyclopentadiendicarbonsdure (2, 11 mmol)
in 50 mL getrocknetem Benzol getropft. Hierzu werden langsam 1.9 mL Py-
ridin getropft, wobei Pyridinhydrochlorid ausfillt. Es wird fiir 6 h geriihrt
und anschliefend abfiltriert. Nach dem Abziehen des Losungsmittels, wird
der als Dimer vorliegende Ester bei 170 °C gecrackt. Das Monomer siedet
bei 72-76 °C (1.2 mbar) und wird {iberdestilliert. Man erhélt 3.1 g (17 mmol,
77.3%) einer klaren sehr hydrolyseempfindlichen Fliissigkeit [63].

5-Diazo-cyclopenta-1,3-diencarbonsiure (4)

N> O
WOH

CsH4N0O,9
mw 136.11

1.4 g Trimethylsilylcyclopentadiencarbonséureester (3, 7.68 mmol) und 1.4 g
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(7.81 mmol) p-Toluolsulfonylazid werden in 13.2 mL trockenem Diethylether
suspendiert. Mit fliissigem Stickstoff wird die Reaktionslosung eingefroren.
Zum gerade auftauenden Gemisch werden tropfenweise 0.8 mL frisch destil-
liertes Piperidin gegeben. Man ldsst dieses langsam erwédrmen und riihrt fiir
18 h, wobei die Apparatur abgedeckt wird, um sie gegen Lichteinfall zu schiit-
zen. Es wird abdekantiert und dreimal mit 7.5 mL wissriger NaHCO3 (5%)
extrahiert. Die wéssrige Phase wird mit 2.5 mL 1 N HCI angesduert und
dreimal mit 10 mL Diethylether extrahiert. Der orange Riickstand wird iiber
60 g Kieselgel (Diethylether/Cyclohexan (25/75)) chromatographiert. Man
erhilt 0.426 g (3.38 mmol, 44.0%) hellgelber Nadeln [63].

'H-NMR (CDCly): 6 [ppm| = 6.14 (t, J = 3.3 Hz, 1 H), 6.97 (d, J = 2.0 Hz,
1 H), 7.11 (d, ] = 4.6 Hz, 1 H), 10.81 (s, 1 H).-

Photogalanthamin (6)

(5-Diazo-cyclopenta-1,3-diencarbonséure-11-demethylgalanthamin-amid)

|
O O N>

SRRV

0]
H

CaoHa1 N3Oy
mw 391.43
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0.965 g 5-Diazo-cyclopenta-1,3-diencarbonséure (4, 7.096 mmol), (-)-11-De-
methylgalanthamin (5, 1.86 g, 6.813 mmol ) und 0.103 g DMAP (0.844 mmol)
werden in 25 mL CH,Cl, geldst. Die Apparatur wird gegen Lichteinfall ge-
schiitzt und abgedeckt. 1.533 g DCC (7.442 mmol) werden in 5 mL CH,Cl,
aufgenommen und bei Raumtemperatur langsam zugetropft. Aus der dunklen
Losung fallt ein weiker Feststoff aus. Es wird iiber Nacht geriihrt und der
Reaktionsfortschritt mit Diinnschichtchromatogrammen (Laufmittel: Ethyla-
cetat) verfolgt. Die Reaktionslosung wird iiber Kieselgel filtriert und mit
Ethylacetat ausgewaschen. Es wird einmal mit 10 mL gesittigter NaHCOj3
und zweimal mit 10 mL 1 N HCI ausgeschiittelt. Nach Abziehen des Lésungs-
mittels im Vakuum verbleibt ein gelb-brauner Riickstand, der iiber 100 g
Kieselgel (Ethylacetat) chromatographiert wird. Es ergibt sich eine Auswaa-
ge von 0.938 g an lichtempfindlichen hellgelben Nadeln (2.512 mmol, 36.8%),
deren Reinheit mit analytischer HPLC {iberpriift wurde.

Ry: 0.45 (LM: Ethylacetat)

'H-NMR (CDCl3): § [ppm| = 6.97 (d, J = 4.6 Hz, 1 H), 6.79 (m, 2 H), 6.44
(b, 1 H), 6.03 (m, 3 H), 4.67 (b, 1 H), 4.18 (m, 2 H), 3.85 (s, 3 H), 3.52 (mm,
1 H), 2.78 (d, J = 15.6 Hz, 1 H), 2.1 - 1.2 (m, 5 H).-

BH.NMR (CDCly): & [ppm] — 152.3 (C), 147.2 (C), 144.9 (C), 133.0 (CH),
120.1 (C), 128.7 (CH), 127.1 (CH), 125.7 (C), 125.3 (C), 122.6 (CH), 122.1
(CH), 119.4 (C), 117.8 (CH), 111.2 (CH), 88.2 (CH), 61.7 (CH), 55.7 (CHj),
48.9 (C), 33.7 (CH,), 29.6 (CHs,), 25.4 (CH,), 24.7 (CHy).-

m/z (ESI): 301.1 (M*, CasHoiN3O4), 363.1 (100%, M+ - Ny).
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5-Phenyl-cyclopenta-1,3-diencarbonséure-11-demethylgalanthamin-amid (7)

CasHazNOy
mw 441.19

25 mg Photogalanthamin (6, 0.064 mmol) werden in 250 pL frisch destillier-
tem Benzol gelost. Die Losung wird in eine 1 mm starke Quarzglaskiivette
iiberfiihrt und mit UV-Licht bestrahlt. Dabei wird ein Cut-Off-Filter verwen-
det, der nur den Wellenldngenbereich auf 265-360 nm passieren lésst. Nach
0, 1 und 4 min werden Proben entnommen und mit der HPLC vermessen
(HoO/Methanol 25/75, konstant, 1.0 mL/min). Das Massenspektrum wird

direkt aus der Reaktionslosung gemessen.

m/z (ESI): 441.3 (M*, CasHprNOy), 363.1 (100%, MT - CgHe) -
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10.2  Iridium katalysierter H/D-Austausch

Cyclooctadieniridium(I)acetylacetonat (8)

Ci3HaIrO4
mw 401.11

Zur Herstellung von Cyclooctadieniridium(T)acetylacetonat (8) werden
[Ir(COD)Cl], (250 mg, 0.372 mmol) in 2 mL entgasten Diethylether fiir
20 min unter Argon bei Raumtemperatur geriihrt, bis es sich vollstindig
gelost hat. Acetylaceton (80 pL, 0.773 mmol) wird tropfenweise mit Hilfe ei-
ner Spritze zur Reaktionslosung getropft. Die Losung wird fiir weitere 10 min
gerithrt und dann mit 2.0 mL destilliertem Wasser versetzt. Dabei verfarbt
sich die Losung, bis sie eine dunkelbraune Farbe angenommen hat. Es bildet
sich der Niederschlag eines gelben Feststoffs. Fiir eine weitere Stunde wird
weiter geriihrt, bevor der Dietyhlether am Vakuum abgezogen wird. Der gel-
be Feststoff wird abfiltriert und dreimal mit kleinen Portionen destillierten
Wassers gewaschen (3 mL). Die Kristalle werden iiber Nacht getrocknet, um
eine Ausbeute von 215 mg (0.538 mmol, 73%) an feinen gelben Nadeln von 8
zu erhalten. '"H-NMR (CDCl3): § = 1.66 (d, J = 7.6 Hz, 4 H), 2.04 (s, 6 H),
2.28 (m, 4 H), 4.02 (s, 4 H), 5.55 (s, 1 H) ppm [73, 74].
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Reaktionsfiihrung. Die Reaktionen wurden im wesentlichen alle unter glei-
chen Bedingungen ausgefiihrt. Dies beinhaltet im Kern, eine Mischung aus
dem zu markierenden Substrat und 8 bei 90 °C fiir 2 h in DMA zu riihren. In
einigen Fillen war es jedoch nétig die Reaktionsfithrung leicht zu variieren.
Die Modifikationen waren unter anderem, die Anpassung des Losungsmittel-
volumens, Anderungen der Menge an eingesetztem D50, die alternative Ver-
wendung von D als Isotopenquelle, Variationen des Substanz zu Katalysator
Verhiéltnisses, der Verzicht auf Riickflusskiihlung, wenn die Reaktion in ei-
nem Minireaktor ausgefiihrt wurde und die Anpassung von Temperatur und
Reaktionsdauer. Klare Unterschiede gab es jedoch nur bei der Aufarbeitung,
die sich aus den Notwendigkeiten bei der Isolierung von sauren und basi-
schen Verbindungen ergeben. Die folgenden Abschnitte zeigen anhand von
reprisentativen Verbindungen jeder Substanzklasse, wie die Deuterierungs-

reaktionen durchgefiihrt wurden.

Séuren: 2-Methoxybenzoeséure (9)

CsH-DO3
mw 153.05

2-Methoxybenzoesiure (9; 102 mg, 0.67 mmol) und 8 (10.2 mg, 0.026 mmol)

werden in einem 1 mL Minireaktor unter Argon in DMA (0.65 mL) gelost.
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0.1 mL D>O werden mit Hilfe einer Spritze tropfenweise unter Riihren zu-
gegeben. Die Reaktionsmischung wird fiir 2 h bei 90 °C gehalten und dann
langsam abgekiihlt. Bevor man dreimal mit je 15 mL Ether extrahiert, wird
die Reaktionsldsung mit 20 mL Wasser versetzt und mit 5 mL 1 N HCI ange-
sduert. Die organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet und filtriert. Nach
dem Abziehen des Losungsmittels im Vakuum, erhilt man das deuterierte
Produkt. Zur Identifizierung werden ‘H-NMR, ¥*C-NMR und Massenspek-

tren aufgenommen [72].

Neutrale Verbindungen: Acetophenonoxim (14)

OH

N

CsH7D3NO
mw 137.08

Acetophenonoxim (14; 100 mg, 0.74 mmol) und 8 (11.6 mg, 0.029 mmol)
werden in einem 50 mL Dreihalskolben mit Riickflusskiihler in DMA (7.6 mL)
geriihrt, bis sich alles gelost hat. Unter Argon werden 2.4 mLL D>O tropfen-
weise zugegeben. Die Reaktionsmischung wird fiir 2 h bei 90 °C gehalten und
dann langsam abgekiihlt. Bevor man dreimal mit je 15 mL Ether extrahiert,
wird die Reaktionslésung mit 20 mL Wasser versetzt. Die organische Phase

wird iiber MgSQOy4 getrocknet und filtriert. Nach dem Abziehen des Lésungs-
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mittel im Vakuum, erhélt man das deuterierte Produkt. Zur Identifizierung

werden 'H-NMR und "*C-NMR Spektren aufgenommen |72].

Amine und Alkohole: 2-Methoxybenzylamin (16)

NH,

CsH1oDNO
mw 138.19

Komplex 8 (10.1 mg, 0.025 mmol) wird in einem 1 mL Minireaktor unter
Argon vorgelegt. 0.4 mLL DMA werden zugegeben und solange geriihrt bis
sich alles gelost hat. Hierzu wird zunéchst 2-Methoxybenzylamin (16; 80 uL,
0.65 mmol) mit Hilfe einer Spritze zugetropft, und anschliefend 0.1 mL D2O
auf die gleiche Weise zugegeben. Die Reaktionsmischung wird fiir 2 h bei
90 °C gehalten und dann langsam abgekiihlt. Die Losung wird mit 20 mL
12.5% NHj versetzt und der pH-Wert kontrolliert, bevor man dreimal mit je
20 mL Ether extrahiert. Die organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet
und filtriert. Nach dem Abziehen des Losungsmittels im Vakuum, wird das
deuterierte Produkt im Hochvakuum nachgetrocknet und von Losungsmittel-
resten befreit. Zur Identifizierung wird ein 'H-NMR Spektrum aufgenommen

72].
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Allylische Systeme: trans-Crotonsiure (18)

C4H5DO,
mw 87.04

trans-Crotonséure (18; 74.0 mg, 1.16 mmol) und 8 (13.5 mg, 0.034 mmol)
werden in einem 10 mL Dreihalskolben mit Riickflusskiihler unter Argon in
DMA (2.0 mL) geriihrt, bis sich alles gelost hatte. Dann wird 1.0 mL DO
tropfenweise zugegeben. Die Reaktionsmischung wird fiir 4 h bei 90 °C ge-
halten und dann langsam abgekiihlt. Die Mischung wird mit 10 mL 1 N HCl
versetzt, bevor man dreimal mit je 5 mL Butanol extrahiert. Die organische
Phase wird gefiltert, das Losungsmittel im Vakuum abgezogen und dann im
Hochvakuum fiir 2 h getrocknet. Vom deuterierten Produkt wird ein 'H-NMR

Spektrum aufgenommen |[72].
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Deuteriumgas: 2-Methoxybenzoesiure (9)

CsH-DO3
mw 153.05

2-Methoxybenzoesaure (9; 102 mg, 0.67 mmol) und 8 (10.2 mg, 0.026 mmol)
werden in einem 50 ml. Dreihalskolben mit Riickflusskiihler gegeben. Das
Reaktionsgefiss wird evakuiert und mit Argon gespiilt, um allen Sauerstoff
zu entfernen. Es werden 7.6 mL DMA zugegeben und solange geriihrt, bis
sich alles gelost hat. Dann wird ein Ballon mit etwas 50 mL Dy an die Ap-
paratur angeschlossen. Somit hat die Gasphase eine Zusammensetzung von
einem Teil Argon und zwei Teilen Deuterium. Die Reaktionsmischung wird
fiir 2 h bei 90 °C gehalten, wobei sich die zunéchst gelbe Lésung dunkelbraun
verfarbt und sich ein schwarzer Niederschlag bildet. Dann wird die Mischung
mit 20 mLL Wasser versetzt und mit 5 mL 1 N HCI angeséduert, bevor man
dreimal mit je 20 mL Diethylether extrahiert. Die organische Phase wird tiber
MgSO, getrocknet und filtriert. Nach dem Abziehen des Losungsmittels im
Vakuum, wird das deuterierte Produkt im Hochvakuum nachgetrocknet und
von Losungsmittelresten befreit. Zur Identifizierung werden 'H-NMR und

BC-NMR Spektren aufgenommen [72].
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10.3 Carbamatreduktion

Codeindicarbamat (28)

Et00CO"

Ca3H7NO7
mw 429.18

250 mg (-)-Codein (27, 0.8 mmol) werden zusammen mit 1 g KOH in 5 mL
CHCI3 zusammengegeben. Hierzu wird bei 0 °C langsam 1 mL Ethylchlo-
roformiat getropft. Die Losung wird mit 1.0 mL HyO versetzt und fiir 18 h
geriihrt. Anschliefend werden 10 mL H,O zur Reaktionslosung gegeben und
dreimal mit je 10 mL CHCl;5 ausgeschiittelt. Die organische Phase wird mit
10 mL 1 N HCI gewaschen. Dann wird die saure wassrige Phase noch drei-
mal mit je 10 mL CHCls ausgeschiittelt. Es wird iiber MgSO, getrocknet
und filtriert. Nach dem Abziehen des Lésungsmittels im Vakuum verbleiben

320 mg Produkt (0.75 mmol, 93%) [92].
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Codeincarbamat (29)

CaoH23NOs
mw 357.16

Ohne weitere Aufreinigung wird das rohe Codeindicarbamat (28, 320 mg,
0.75 mmol) in 8 mL Ethanol gelost und mit 2 mL 1 N KOH versetzt. Es
wird fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieffend das Losungsmit-
tel im Vakuum abgezogen. Der Riickstand wird in wenig Methanol aufgenom-
men und auf eine praparative Diinnschichtchromatographieplatte aufgetra-
gen. Nach der Auftrennung (90/9/1 CHCl;/MeOH/NHj3) wird das Produkt
mit CHCl3 vom Kieselgel gewaschen. Es wird iiber MgSO, getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum abgezogen. Es ergibt sich eine Ausbeute von

120 mg Codeincarbamat (29, 0.34 mmol, 45%) [92].
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(-)-11-[?H]-Codein (30)

C1sH1sD3NO3
mw 302.17

Es werden 20 mg LiAlD, in 5 mL trockenem THF vorgelegt. Hierzu wird,
vorher in ebenfalls 5 mL trockenem THF gelostes 29 (110 mg, 0.308 mmol),
zugetropft. Die Reaktionsmischung wird fiir 2.5 h unter Riickfluss gekocht.
Dann wird mit 5 mL H,O versetzt und die ausfallenden Lithium- und Alu-
miniumsalze abzentrifugiert. Anschliefend wird dreimal mit je 10 mL CHCl3
ausgeschiittelt, iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum

abgezogen. Es ergibt sich eine Auswaage von 83 mg (0.265 mmol, 86%).

m/z (ESI) 302.2 (M+', ClgH18D3N03, 8058%), 301.1 (018H19D2N03,
10.59%), 300.2 (C1sHz0D1NO3, 0.65%), 299.1 (C15H NOs, 8.18%).
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10.4 Proteinmarkierung

Das zu markierende Protein wird mit einer 2 mM Losung Photogalanthamin
(6) versetzt und griindlich durchmischt. Die Konzentrationen und das Ver-
h&ltnis von Protein zu Label sind von der entsprechenden Messreihe abhéngig
und unterscheiden sich bei nAChR und AChE. Es wird fiir 30 min bei 4 °C in-
kubiert und zwischendurch immer wieder durchmischt. Die Probe wird dann
fiir 2-4 min mit UV-Licht bestrahlt. Dieses ist durch einen Cut-Off-Filter
(265-360 nm) begrenzt, um Schidigungen des Protein zu vermeiden. Auch
hier wird die Probe immer wieder durchmischt. Die bei normalem Tageslicht
gelbe Losung fluoresziert bei der Bestrahlung blaulich. Die Probe wird an-
schliefend direkt weiterverarbeitet (Elektrophorese, Ellman-Test) oder bei
-18 °C gelagert.

10.5 Elektrophorese

Trenngelkonzentration [%)] 8 9 10 12

30% Acrylamid/0.8% Bisacrylamid 4.00 4.50 5.00 6.00

4x Laufpuffer 3.75 3.75 3.75 3.75

H,O 7.25 6.75 6.25 5.25

10% APS 0.05 0.05 0.05 0.05

TEMED 0.01 0.01 0.01 0.01
Reagenzien

Probenpuffer: NuPage LDS Sample Buffer (4x); Glycerol 40%, Tris Base
564 mM, Tris HCI 424 mM, LDS 8%, EDTA 2.04 mM, Serva Blue G250
0.88 mM, Phenol Red 0.70 mM, H,O, pH 8.5

Laufpuffer: NuPage Tris-Acetate SDS Running Buffer (20x); Tricine 1 M,
Tris Base 1 M, SDS 2%, H,0O, pH 8.25
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Férbelosung: 1 g R250 Coomassie, 10% Methanol, 5% Essigsiaure, HoO
Entfirbelosung: 10% Methanol, 5% Essigsaure, H,O

Molekularer Standard: SeeBlue Pre-Stained Marker (Invitrogen)

Trenngel

In einem 10 mL Kunststoffgefaf werden 30% Acrylamid/0.8% Bisacrylamid
und der auf 4x verdiinnte Laufpuffer mit H,O gemischt (sieche Tabelle). Die
Losung wird fiir 5 min im Vakuum entgast. Es werden 10% APS und TE-
MED zugegeben und vorsichtig umgeschwenkt. Die Lésung wird, bis 1 c¢m
unter den Rand, zwischen entsprechende Glasplatten gegossen und mit Etha-
nol iiberschichtet. Die Polymerisation ist nach 10 bis 20 min abgeschlossen.
Sammelgel

In einem 10 mL Kunststoffgefaf werden 0.65 mL 30% Acrylamid/0.8% Bisa-
crylamid und 1.25 mL des auf 4x verdiinnten Laufpuffers mit 3.05 mL H,O
gemischt. Der pH-Wert wird mit 1 N HCI auf 6.8 eingestellt. Die Losung wird
fiir 5 min im Vakuum entgast. Es werden 25 uL 10% APS und 5 uL. TEMED
zugegeben und vorsichtig umgeschwenkt. Das Ethanol wird abgegossen und
die Sammelgellosung eingefiillt. Nach einsetzen eines Kammes dauert es 10
bis 20 min, bis die Polymerisation abgeschlossen ist.
Probenvorbereitung/Elektrophorese

Die gewiinschte Menge Protein wird mit 5 pL. Probenpuffer und 1 pL 8-Mer-
captoethanol versetzt und mit H,O auf 20 pL aufgefiillt. Die Probe wird fiir
5 min bei 95 °C inkubiert und dabei mehrfach durchmischt.

Das Gel wird in die Elektrophoresekammer eingesetzt und der Laufpuffer ein-
gefiillt. Nachdem alle Taschen befiillt sind, wird fiir 60 min eine Spannung
von 150 V angelegt. Die Laufdauer muss abhingig von der Gelkonzentration

jeweils um einige Minuten angepasst werden.
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Farbung
Das Gel wird fiir 30 min in der Farbelosung inkubiert und anschliefend mit
Wasser griindlich abgespiilt. Anschliefend verbleibt das Gel fiir wenigstens

12 h in der Entfarbelosung, bis ein ausreichender Kontrast erreicht ist.

10.6 Ellman-Test

Die Enzymaktivitit der AChE und ihre Inhibierung mit geeigneten Liganden,
kann mit Hilfe des Ellman-Tests bestimmt werden [93]. Die Messungen wer-
den bei 25 °C und mit einer totalen Proteinkonzentration von 0.012 mg/mL
durchgefiihrt. Die Esterase stammt aus einer fritheren Préaparation und wur-
de bei -18 °C gelagert [22]. Hierzu wird zu 830 uL. NagHPO,4-Puffer (100 mM,
pH 8.0) 10 L DTNB-Lésung (30 mM) und 10 L AChE-Losung (1.2 mg/mL)
gegeben. Wenn ein Inhibitor vermessen werden soll, werden noch weitere
10 pL der entsprechenden Losung geeigneter Konzentration zugegeben. Es
wird alles in einer Kiivette durchmischt und mit 100 L ASCh (5 mM) ver-
setzt. Da die Farbreaktion sofort einsetzt, wird die Probe direkt vermessen.
Es wird die Verdnderung der Absorption iiber die Zeit aufgenommen. Die
Steigung des linearen Verlaufs ist direkt proportional zur (inhibierten) Akti-

vitat der AChE.

10.7 Peptidanalyse

Die Messungen wurden zusammen mit Michael Kiipper im Institut fiir Mo-
lekulare Biotechnologie der RWTH Aachen beziehungsweise am Fraunhofer-

Institut fiir Molekularbiologie durchgefiihrt.
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Enzymatischer Verdau

Das Elektrophoresegel wird griindlich mit Wasser gewaschen und die ge-
wiinschte Bande moglichst scharf ausgeschnitten. Das Gelfragment wird grob
zerkleinert und in 1.5 mL Zentrifugenrdhrchen iberfiihrt. Die Gelpartikel
werden mit 100 - 150 uL. Wasser gewaschen. Anschliefsend wird abzentrifu-
giert und die Fliissigkeit entfernt. Es werden 200 pl. Acetonitril zugegeben
und etwa 15 min gewartet, bis das Gel geschrumpft ist. Es wird wieder ab-
zentrifugiert und die Fliissigkeit entfernt. Die Gelpartikel werden in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet und anschliefend mit einer 10 mM Dithiotrei-
tol / 0.1 M NH4HCOj3 Lésung iiberschichtet. Es wird fiir 30 min bei 56 °C
inkubiert. Es wird abzentrifugiert, die Fliissigkeit entfernt und wieder mit
Acetonitril das Gel zum schrumpfen gebracht. Das Acetonitril wird durch
eine 55 mM Jodoacetamid / 0.1 M NH,HCOj3 Losung ersetzt und fiir 20 min
im Dunkeln inkubiert. Die lIodoacetamidlosung wird entfernt und die Gel-
partikel fiir 15 min mit 150 - 200 pL 0.1 NH4HCO;3 gewaschen. Es wird
abzentrifugiert, die Fliissigkeit entfernt und wieder mit Acetonitril das Gel
geschrumpft. Nach Entfernung des Acetonitrils werden die Partikel in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet.

Die Gelpartikel werden im Verdauungspuffer (50 mM NH4HCO3, 5 mM
CaCly und 12.5 ng/uL Protease |Trypsin oder GluC]) fiir 30 - 45 min bei
4 °C inkubiert. Der Uberstand wird entfernt und 5 - 25 pL des selben Puf-
fers, aber ohne Protease, verwendet, um die Gelpartikel zu {iberschichten. Es
wird iiber Nacht bei 37 °C inkubiert, wobei die Fragmente feucht gehalten
werden sollen.

Es werden 10 - 15 pL 25 mM NH4HCOj3 zugegeben und fiir 15 min unter
schiitteln bei 37 °C inkubiert. Es wird abzentrifugiert und mit Acetonitril

versetzt, um anschliefend wieder fiir 15 min unter schiitteln bei 37 °C zu
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inkubieren. Nach dem Zentrifugieren wird die iiberstehende Fliissigkeit ge-
sammelt. Es werden 40 - 50 L 5%-iger Ameisensiure zugegeben und 15 min
bei 37 °C gevortext. Die Gelpartikel werden erneut mit Acetonitril versetzt,
um anschlieflend wieder fiir 15 min unter schiitteln bei 37 °C zu inkubieren.
Die beiden Extrakte werden vereinigt und mit einer Vakuumzentrifuge ge-
trocknet.

Entsalzung

Die getrocknete Probe wird mit 10 puL 5%-iger Ameisensidure versetzt. Die
ZipTip,—c1s wird fiinfmal mit einer Losung aus 1.25% Ameisenséure, 23.75%
Wasser und 75.00% Acetonitril gespiilt. Der Tip wird mit einer Losung aus
5% Ameisensdure und 95% Wasser equilibriert. Die Peptide werden an das
ZipTip,—c1s gebunden, indem zehnmal sorgféltig mit der Probenldsung ge-
spiilt wird. Anschliefend wird fiinfmal mit einer Losung aus 5% Ameisenséure
und 95% Wasser gewaschen. Die Peptide werden eluiert, indem zehnmal sorg-
faltig mit 4 pL einer Losung aus 1.25% Ameisensiure, 23.75% Wasser und
75.00% Acetonitril gespiilt wird.

Massenspektroskopie

Es werden etwa 2 L des Peptideluats in eine Nanospray-Glaskapillare iiber-
fiihrt. Die Probe wird bei einem geeigneten Gasstrom in das Micromass Elec-
trospray Q-Tof-2 eingespriiht und vermessen. Die Signale werden mit der
entsprechenden Gerdtesoftware umgewandelt und ausgewertet. Die Peptidi-

dentifikation wird durch Suche in der MASCOT-Datenbank unterstiitzt.

10.8 APL-Aktivitat

Die Messungen wurden von Dr. Marek Samochocki bei der Galantos Pharma
AG in Mainz nach folgendem Protokoll ausgefiihrt.
Whole-Cell Leitfahigkeitsmessungen werden mit einem LM-EPC-7 Patch-
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Clamp System (List, Darmstadt) an nAChR exprimierenden 3 Tage alten
HEK-293 Zellen durchgefiihrt. Die Badlésung besteht aus 145 mM NaCl,
5 mM KCI, T mM MgCl,, 2 mM CaCly 10 mM D-Glukose und 10 mM HE-
PES (pH 7.3; 300 mOsM) und die Pipettenlésung enthélt 140 mM CsCl
(equilibriert mit CsOH), 11 mM EGTA, 10 mM HEPES und 1 mM MgCl,
(pH 7.3; 300 mOsM). Die Patchmikroelektroden bestehen aus Borosilikat,
haben einen externen Durchmesser von 1.6 mm und zeigen einen Wieder-
stand von 5 bis 7 M{2, wenn sie mit der internen Losung befiillt sind. Nach
der Bildung eines hochwiderstandsfihigen Siegels mit der Zellmembran, wird
der Kapazitatstransient mit der, im System integrierten C-Fast Funktion
minimiert. Es werden keine weiteren Kapazitéits- oder Widerstandsanpassun-
gen vorgenommen. Alle Experimente werden bei Raumtemperatur mit einem
Haltepotential von -70 mV durchgefiihrt. Whole-Cell Leitfahigkeiten werden
durch die schnelle Applikation der Substanzen von Interesse induziert, in-
dem die Zellen mit ihnen iiber ein U-férmiges R6hrchen mit einer Flussrate
von 0.5 bis 1.0 mL/min angespiilt werden. Um eine Akkumulation des Test-
verbindungen im Bad zu vermeiden, werden die Zellen mit der Badlosung
bei gleicher Flussrate umspiilt. Bei den meisten Experimenten wird, um int-
rinsische muskarinische Antwortsignale zu unterdriicken, den entsprechenden
Losungen 1 puM Atropine zugesetzt. Die Signale werden bei 3.15 kHz (Bes-
sel) gefiltert, auf 10 kHz digitalisiert und mit dem pClamp Softwarepacket
(Version 6.03, Axon Instruments, Inc., Foster City, CA).
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Alle virtuellen Experimente und Simulationen wurden auf gingigen PC-
Systemen mit handelsiiblichen Intel oder AMD Chipséitzen vorbereitet, be-
ziehungsweise auch durchgefiihrt. Bei grofen und langwierigen Problemstel-
lungen wurde auf den Arminius-Cluster des PC? der Universitit Paderborn
gerechnet. Dieses System besteht aus 200 dual CPU (Xeon 3.2 GHz) Knoten
mit je 4 Gb Speicher. Verbunden sind sie mit einem extrem schnellen Scali-

Netzwerk mit Infiniband Netzwerkkarten.

Folgende Software wurde zur Losung der verschiedenen Problemstellungen

verwendet.
concoord Konformergenerierung
gridcount Dichteanalyse
GROMACS MD-Simulationen, PCA und Auswertung
HOLE Porendurchmesser

Microsoft Excel Kalkulationen und Graphen

MOE Systemvorbereitung, Simulationen und Visualisierung
rasmol Analyse

VMD Analyse und Visualisierung

xfarbe Dichteplots

xmgrace Graphen
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11.1 Docking

Fiir Dockinguntersuchungen wurde das Tool aus dem MOE-Paket verwen-
det [95]. Rezeptor und Ligand wurden jeweils auf korrekte Protonierung,
Atomtypen und Bindungszustinde iiberpriift und bei Bedarf angepasst. Der
Suchraum wurde teilweise durch die Verwendung von Alpha-Spheres, die mit
dem MOE-Site-Finder erstellt wurden, limitiert. Als Placementmethode wur-
de Alpha-PMI mit 1000 Samples per Conformation und 25000 Maximum Po-
ses benutzt. Die Resultate wurden nach der Standardscoringfunktion bewer-
tet. Zusétzlich wurden die, mit Hilfe des Scripts dock-rmsd.svl berechneten,

RMSD-Werte zur Beurteilung herangezogen.

11.2 Homologie Modelling

Zur Erstellung von Homologie Modellen wurden die in dem MOE-Paket in-
tegrierten Funktionen verwendet |95]. Zun#chst wurde der gewiinschte Se-
quenzabschnitt mit dem Templat alignt (Austauschmatrix: BLOSUMG62).
Anschlieflend wurde der zu modellierende Bereich und die unverinderliche
Umgebung, wie benachbarte Untereinheiten, Kristallwasser oder Liganden,
definiert. Sofern vorhanden wurden die Backbonekoordinaten iibernommen
und iiber eine Rotamersuche giinstige Seitenkettenpositionen ermittelt. Wenn
sich aus dieser Kombination eine energetisch giinstige Struktur ergibt, wurde
diese gespeichert. Aus hundert dieser Rohmodelle wurde das mit der besten

Packungsdichte ausgewahlt und minimiert.
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11.3 Molekular Dynamik

Fiir molekulardynamische Simulationen wurde das Programmpaket GRO-
MACS (3.2.1 und 3.3-beta) verwendet [109]. Alle Simulationen wurde unter
periodischen Randbedingungen, meist in einer partiell flexiblen tetragonalen
Box ausgefiihrt. Fiir die voll solvatisierten Systeme wurde ein flexibles SPC-
Wassermodell verwendet. Die Simulationssysteme wurden als NPT Ensem-
ble behandelt. Die Temperatur wurde mit einem Berendsenthermostat bei
300 K und der Druck mit einem Berendsenbarostat bei 1 bar gehalten. Die
elektrostatischen Wechselwirkungen wurden im allgemeinen mit der Particle-
Mesh-Ewald Methode berechnet. Fiir die LIE-Untersuchungen wurde hierfiir
mit einer Shiftmethode gerechnet, wobei das Potential bis 1.0 nm akkurat
bestimmt wird und dann bis 1.2 nm kontinuierlich bis auf null abfillt. Die

Integrationsschrittweite betrug 2 fs.

Es wurden das ffgmx- und das ffG43al-Kraftfeld verwendet. Topologie-
parameter fiir diverse Liganden wurden mit dem Dundee-PRODRG2-Server
erstellt und, wenn notig, angepasst und optimiert. Fiir DPPC wurden die von
Peter Tieleman erstellten Topologien wund Strukturen verwendet

(http://moose.bio.ucalgary.ca).

Die verschiedenen Systeme wurden alle schrittweise equilibriert, wobei
das Protein und andere relevanten Bestandteile zunédchst mit einem Cons-
train von 1000 kJ/mol fixiert wurden. Die Beschrinkungen wurden nachein-
ander abgebaut. Je nach Systemgréfe wurden hierfiir von einigen Piko- bis

zu mehreren Nanosekunden aufgewendet.
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11.4 CONCOORD - PCA

Auf Basis von Kristallstrukturen oder griindlich minimierten Modellen wur-
den mit CONCOORD 500 bis 10000 Konformere der betreffenden Struktur
generiert. Diese wurden dann mit dem im GROMACS-Paket enthaltenen
Funktionen in eine Covarianzmatrix iiberfiihrt, diagonalisiert und Eigenwer-
te und -vektoren bestimmt. Uberlappungsberechnungen und Projektionen

wurden mit xmgrace und VMD visualisiert.

11.5 HOLE

Fiir die Bestimmung des Durchmessers von Poren mit dem Programm HO-
LE (http://hole.biop.ox.ac.uk/hole) wurden aus der GROMACS-Trajektorie
zu bestimmten Zeiten entsprechende PDB-Files extrahiert. Auf jedes die-
ser Strukturfiles wurde das Programm HOLE mit seinen Standardeinstel-
lungen angewendet. Das Programm bewegt sich auf einer Ebene senkrecht
zur Porenachse und ermittelt eine maximale Sphere, die gerade so grofs ist,
dass sie nicht mit der van der Waals Oberfliche eines Porenatoms iiberlappt.
Nun wird die Ebene in Richtung der Porenachse verschoben und erneut ei-
ne Sphere bestimmt. Dieser Vorgang wird iiber die gesamte Linge der Pore
wiederholt, so dass man auf jeder Hohe den Durchmesser erhélt.

Der Radius auf einer bestimmten relativen Hoéhe (LEU248), deren Abso-

lutwert sich aus dem Strukturfile ergibt, wurde gegen die Zeit aufgetragen.

11.6 GRIDCOUNT

Mit dem Tool GRIDCOUNT (http://sbcb.bioch.ox.ac.uk/oliver /software)

wurde die Wasserverteilung in der transmembranen Pore bei molekulardy-
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namischen Simulationen untersucht. Der Abstand der Gridpunkte betrug
0.05 nm. Es wurde auf die zentrale Achse der Pore zentriert und mit variablem
Radius die An- oder Abwesenheit von Wassermolekiilen zeitabhéingig ausge-
wertet. Die seitliche Ansicht der Simulationsbox, was der XZ- beziehungs-
weise YZ-Ebene entspricht, wurde mit Hilfe von xfarbe (http://www.fhi-
berlin.mpg.de/gnz/pub/xfarbe) visualisiert. Der Farbverlauf wurde mit 16

gleichbleibenden Niveaus fiir eine Dichte von 0 bis 1 g/mL angepasst.

11.7 Pharmacophor

Fiir die Erstellung des Pharmacophors wurden Microsoft Excel und MOE
verwendet [95]. Die Liste der vermessenen APL wurde in Excel anhand der
Messwerte fiir den maximalen Effekt und der entsprechenden Konzentration
sortiert und bewertet. Das abschliefende Ranking wurde nach -log(c) APL
bewertet. Die besten 8 Verbindungen wurden mit Hilfe der MOE-Funktion
Superpose iibereinander gelegt, wobei der Spirokohlenstoff, der Aromaten-
kohlenstoff an der Methoxygruppe und der Aromatenkohlenstoff zum Fiinf-
ringsauerstoff, beziehungsweise deren Entsprechungen in anderen Molekii-
len als Uberlappungspunkte dienten. Mit der Funktion Flexible Alignment,
unter Verwendung der default Parameter, wurde die Uberlagerung der Mo-
lekiile optimiert. Mit dem Pharmacophore Consensus wurden gemeinsame
Funktionalitidten identifiziert und Pharmacophorsphéren an den entsprechen-
den Stellen definiert. Thre Gréfe wurde in mehreren Schritten angepasst,
so dass alle guten APL den Pharmacophor erfiillen. Drei Merkmale wur-
den als essentiell gekennzeichnet (Aromat, OH-Donor/Akzeptor, N-Methyl-
Donor/Akzeptor). Fiir die Suche in der ZINC Datenbank wurde das Set
drug — like verwendet. Um dieses weiter zu verdichten wurden die Verbin-

dungen mit einem Fingerprint (BIT-MACCS) versehen und nur iibernom-
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men, wenn der entsprechende Tanimoto Koeffizient grofer 0.5 war. Bei der
Generierung der Konformere fand die Funktion Con formation Import An-
wendung. Es wurde zusétzlich zu den Grundeinstellungen die Unterfunktion
Re fine Output Conformation verwendet. Bei der eigentlichen Pharmaco-
phorsuche wurde ein Partial Match mit 6 von 7 Merkmalen angewendet.

Die Ergebnisse wurden visuell mit dem Database Browser inspiziert.
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ABKURZUNGEN

ACh Acetylcholin

AChBP Acetylcholin Bindendes Protein

AChE Acetylcholin Esterase

APS Ammoniumpersulfat

ASCh Acetylthiocholin

APL Allosterisch Potenzierender Ligand

aq. dquatorial

ax. axial

COD Cyclooctadien

DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

DMA Dimethylessigsidureamid

DMAP Dimethylaminopyridin

DMF Dimethylformamid

DPPC 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin
DTNB Dithiobisnitrobenzoesdure

GluC Endoprotease

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethansulfonséure
HFIP Hexafluorpropanol

HSAB Hard and Soft Acids and Bases

igd inverse gated decoupled



LAH
m-CPBA
MeOH
MD
MOE

nAChR
NMR
PCA
PMI
REMD
RMSD
SPC
TEMED
TFE
THF

Lithiumaluminiumhydrid
meta-Chlorperbenzoesiure

Methanol

Molekular Dynamik

Molecular Operating Enviroment
Molekulargewicht

nikotinischer Acetylcholinrezeptor
nuclear magnetic resonance
Principal Component Analysis
Principal Moment of Inertia

Replica Exchange Molecular Dynamic
Root Mean Square Deviation
Simple-Point-Charge water model
N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin
Trifluorethanol

Tetrahydrofuran



LISTE DER VERBINDUNGEN

(-)-Galanthamin
Dicyclopentadiendicarbonséure
Trimethylsilylcyclopentadiencarbonsiureester
5-Diazo-cyclopenta-1,3-diencarbonsiure
(-)-11-Demethylgalanthamin
Photogalanthamin
5-Phenyl-cyclopenta-1,3-diencarbonsaure-11-demethylgalanthamin-amid
Cyclooctadieniridium(I)acetylacetonat
2-Methoxybenzoesaure

4-Nitrobenzoesdure
3-(Dimethylamino)benzoesiure

Benzophenon
2-Hydroxy-4-methoxyacetophenon
Acetophenonoxim

2-Methoxybenzaldehyd

2-Methoxybenzylamin
2-Methoxybenzylalkohol

trans-Crotonsiure

Sorbinsaure



20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

trans-Zimtsaure
trans-2,3-Dimethoxyzimtsaure
trans-1,2-Dibenzoylethylen
3-Benzoylacrylsidure
2-Methoxyphenylessigsaure
3,4-Dimethoxyphenylessigsaure
3-(2-Methoxyphenyl)propionsidure
(-)-Codein

Codeindicarbamat
Codeincarbamat
(-)-11-[*H]-Codein
Physostigmine



TOPOLOGIEN

Die folgenden Topologien entsprechen dem GROMACS-Format und sind an

physikochemischen Daten verifiziert worden (siehe Kapitel 8).

TFE
[ atomtypes |
; type mass charge ptype \% W
CcX 12.011 0.452 A 2.340624E-3 3.374569E-6
FX 18.9984 -0.170 A 1.177862E-3 1.000000E-6
CHX 14.027 0.273 A 12.496000E-3  71.747000E-6
0AX 15.9994 -0.625 A 2.261954E-3  1.505529E-6
HOX 1.008 0.410 A 0.000000E-3  0.000000E-6
[ moleculetype |
; name nrexcl
TFE 1
[ atoms |
;or type resnr residu atom cgnr charge
1 CcX 1 TFE C 1 0.452
2 FX 1 TFE F 1 -0.17
3 FX 1 TFE F 1 -0.17
4 FX 1 TFE F 1 -0.17
) CHX 1 TFE CH2 1 0.273
6 OAX 1 TFE OA 1 -0.625
7 HOX 1 TFE HO 1 0.410
[ bonds |
; al aj funct
6 7 1 1.000000e-01  3.138000e+05
1 2 1 1.360000e-01  4.184000e+05
1 3 1 1.360000e-01  4.184000e+05
1 4 1 1.360000e-01  4.184000e+-05
1 5 1 1.530000e-01  3.347000e+-05
5 6 1 1.430000e-01  3.347000e+-05



[ angles |

; al aj ak funct
5 6 7 1 1.095000e+02  3.975000e+-02
2 1 3 1 1.076000e+02  4.602000e-+02
2 1 4 1 1.076000e+02  4.602000e-+02
3 1 4 1 1.076000e+02  4.602000e-+02
2 1 5 1 1.114000e+02  4.602000e-+02
3 1 5 1 1.114000e+-02  4.602000e-+02
4 1 5 1 1.114000e+02  4.602000e-+02
1 5 6 1 1.103000e+02  4.602000e-+02
[ dihedrals |
; ai aj ak al funct
1 5 6 7 1 3 1.255200e+00 3
[ exclusions |
;i excluded from i
1 23456
2 1345
3 1245
4 1235
5 123467
6 157
7 56
HFIP
[ atomtypes |
; type mass charge ptype \Y%
CF3 12.011  0.759 A 2.340624E-3
FCT 18.9984 -0.248 A 1.177862E-3
CHM 13.019  0.060 A 12.496000E-3
OAC 15.9994 -0.565 A 2.261954E-3
HAO 1.008 0.475 A 0.000000E-3
[ moleculetype |
; Name nrexcl
HFP 3
[ atoms |
; nr type resnr resid atom cgnr charge
1 CF3 1 HFP CF3 1 0.759
2 FCT 1 HFP FCT 1 -0.248
3 FCT 1 HFP FCT 1 -0.248
4 FCT 1 HFP FCT 1 -0.248
5 CF3 1 HFP CF3 1 0.759
6 FCT 1 HFP FCT 1 -0.248
7 FCT 1 HFP FCT 1 -0.248
8 FCT 1 HFP FCT 1 -0.248
9 CHM 1 HFP CHM 1 0.060
10 OAC 1 HFP OAC 1 -0.565
11 HAO 1 HFP HAO 1 0.475

w
3.374569E-6
1.000000E-6

71.747000E-6
1.505529E-6
0.000000E-6

mass
12.0110
18.9984
18.9984
18.9984
12.0110
18.9984
18.9984
18.9984
13.0190
15.9994
1.0080



[ bonds |

&
e

0.1318
0.1318
0.1318
0.1525
0.1318
0.1318
0.1318
0.1525
0.1382
0.0950

338262.1
338262.1
338262.1
334720.0
338262.1
338262.1
338262.1
334720.0
334720.0
313800.0
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10
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10
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[ T T e S S O = W = S =Y

0.0016604016
0.0016604016
0.0016604016
0.0000000000
0.0016604016
0.0016322592
0.0016604016
0.0016322592
0.0016604016
0.0016322592
0.0000000000
0.0016322592
0.0016322592
0.0016322592

1.6022314e-6
1.6022314e-6
1.6022314e-6
(0.0000000e-6
1.6022314e-6
9.8122500e-7
1.6022314e-6
9.8122500e-7
1.6022314e-6
9.8122500e-7
0.0000000e-6
9.8122500e-7
9.8122500e-7
9.8122500e-7
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