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Lebende Organismen kénnen sich nur entwickeln und erhalten, solange eine wirksame
Kommunikation zwischen ihren Einzelkomponenten — den Zellen - besteht. Diese interzel-
luldre Kommunikation ist hauptsichlich chemischer Natur: Sie benutzt als Botenstoffe
Neurotransmitter und Hormone und als Signalempfianger Rezeptoren. Die Konzentratio-
nen aller beteiligten Komponenten sind gewdhnlich gering. Ausnahmen gibt es bei einigen
synaptischen Kommunikationssystemen wie der Nerven-Muskel-Synapse oder ihrer spe-
ziellen Form, der Nerven-Elektrozyt-Synapse in den elektrischen Organen von Zitteraal
(Electrophorus) und Zitterrochen (Torpedo). Diese Systeme sind der biochemischen Analyse
gut zugénglich, so daB sie sich zur Aufklirung der molekularen Grundlagen derartiger bio-
logischer Kommunikationsprozesse eignen. Auf diese Weise ist gefunden worden, daB der
nicotinische Acetylcholinrezeptor der Muskelzelle nicht nur das von der zugehdrigen Ner-
venzelle ausgesendete Signal empfingt, sondern dieses auch selbst in eine elektrische Akti-
vit4t der Muskelzelle umsetzt. Fluoreszenzkinetische Untersuchungen der Wechselwirkung
des Acetylcholinrezeptors mit seinen Liganden haben zu einem neuen Modell des moleku-
laren Mechanismus der cholinergen Reizung gefiihrt, das auch von physiologischen und

immunologischen Befunden gestiitzt wird.

1. Einleitung!'"

Das zentrale Ereignis im Verlauf der chemischen Rei-
zung erregbarer Zellen ist die Umsetzung des chemischen
Signals in die primire Reizantwort der Zelle. Im Falle der
cholinergen Reizung peripherer Muskelzellen ist hierfiir
ein einziges Makromolekiil, der nicotinische Acetylcholin-
rezeptor der Muskelendplatte, verantwortlich (Abb. 1):
Durch das Binden des von der zugeordneten Nervenendi-
gung abgegebenen Neurotransmitters Acetylcholin emp-
fangt der Rezeptor den Reiz. Die erste Reaktion darauf -
die primire Reizantwort - ist das kurzzeitige Offnen und
SchlieBen des Ionenkanals im Rezeptor. Diese Verkniip-

*] Prof. Dr. A. Maelicke
Max-Planck-Institut fir Emahrungsphysiologie
Rheinlanddamm 201, D-4600 Dortmund 1
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fung der fiir Reizempfang und Reizverarbeitung zustindi-
gen Strukturen innerhalb eines Proteins scheint typisch fiir
viele ligandenaktivierte lonenkanalproteine erregbarer
Zellen zu sein. Somit ist der Acetylcholinrezeptor - der
biochemisch am besten charakterisierte Neurorezeptor -
auch ein Modellsystem fiir andere an der schnellen Reiz-
iibertragung im Nervensystem beteiligte, ligandenakti-
vierte Ionenkanile.

Obwohl die in der Nerv-Muskel-Synapse ablaufenden
Reaktionen und die daran beteiligten Komponenten gut
bekannt sind (Abb. 1), ist der molekulare Mechanismus
der cholinergen Reizung noch nicht geklirt. Insbesondere
wird noch nicht verstanden, durch welche Struktureigen-
schaften des Rezeptors es zur Unterscheidung zwischen
Agonisten (kanal-aktivierende Liganden wie Acetylcholin)
und Antagonisten (Liganden ohne kanalaktivierende Wir-
kung) kommt und wie das Binden des Transmitters (und
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b)
Acetylcholin
priasynaptisch Verpackung in Vesikeln enzymatische Acetylierung
Ausschiittung des Transmitters Wiederaufnahme von Cholin
Il 4
synaptischer Spalt Diffusion zur postsynaptischen Seite Cholin + Acetat
(teilweise enzymatische Hydrolyse)
l enzymatische Hydrolyse
Bindung an Rezeptor =————  Abspaltung vom Rezeptor
postsynaptisch
Offnung des lonenkanals ————=  Schlieflung des lonenkanals
Abb. 1. a) Schematische Darstellung einer cholinergen Synapse. Typische Strukturen der présynaptischen Ner digungen I sind neben

den Mitochondrien (7) die transmitter-enthaltenden Vesikeln (2. Die postsynaptischen Bereiche III der Muskelzellen von Siugetieren zeich-
nen sich durch tiefe Einbuchtungen aus: Die Acetylcholinrezeptoren () sind im wesentlichen in den knopfartigen, den Nervenendigungen ge-
geniberliegenden Auswiichsen der Muskelzellplasmamembran (@) lokalisiert. Die Acetylcholinesterase 3 findet sich sowohl im synaptischen
Spait II wie auch in den Einbuchtungen der postsynaptischen Membran; ihr Coliagen-artiger Schwanz verleiht ihr eine besondere Affinitat
zur Basallamina (@), so daB sie, an diese angeheftet, in erh6hter Konzentration zwischen Nervenendigung und Muskelendplatte vorliegt. Es
wird vermutet, daB der Inhalt einer priisynaptischen Vesikel (etwa 4000-10000 Transmittermolekile) die kleinste beobachtbare Reizantwort
(,,Miniaturendplattenpotential*) hervorruft. Die synaptischen Konzentrationen an Acetylcholinrezeptor und -esterase sind von gleicher Gro-
Benordnung. - b) Reaktionsfolge bei der cholinergen Reizung. Ein axonaler Impuls initiiert die prasynaptische Ausschiittung des in Vesikeln
verpackten Transmitters. Nach Diffusion durch den engen synaptischen Spalt bindet Acetylcholin an seinen spezifischen Rezeptor und be-
wirkt dadurch das kurzzeitige Offnen und SchlieBen des rezeptor-integralen Ionenkanals. Nichtgebundenes und wieder abgespaltenes Acetyl-
cholin wird von der Acetylcholi ase im synaptischen Spalt zu Cholin und Acetat hydrolysiert. Cholin gelangt iber das prasynaptische
Cholinaufnahmesystem in die Nerv digung zuriick, wo es durch die Cholinacetyl-Transferase mit Acetyl-CoA und ATP wieder zu Acetyl-
cholin umgesetzt wird, um erneut in synaptische Vesikeln verpackt zu werden. - ¢) Drei-Zustinde-Modell des rezeptor-integralen Ionenka-
nals. Ist kein Transmitter @ (oder ein anderer Agonist) am Rezeptor gebunden, so ist der Kationenkanal geschlossen (ruhend) (Zustand [1)).
Durch Binden zweier Transmittermolekitle wird der Ionenkanal kurzzeitig ged{fnet (aktiviert); der FluB bestimmter Kationen ist bei bestehen-
den Ionengradienten méglich (Zustand [2]). Unter physiologischen Bedingungen dominiert ein starker Na®-Einstrom in die Zelle; hierdurch
wird eine Depolarisierung der Plasmamembran bewirkt. Bleibt der Transmitter linger am Rezeptor gebunden - z. B. wegen hoher Transmit-
terkonzentration als Folge erhdhter Ausschiittung oder inaktivierter Esterase -, so geht der Ionenkanal in einen persistent geschlossenen Zu-
stand (d. jtiviert) iiber (Z d (3.
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anderer Agonisten) das Offnen und SchlieBen des rezep-
tor-integralen Ionenkanals verursacht.

In diesem Fortschrittsbericht sollen derartige Fragen an-
hand biochemischer Befunde zur Wechselwirkung des Re-
zeptors mit Liganden diskutiert werden. Da der Acetylcho-
linrezeptor zentraler Baustein biologischer Systeme ist,
muB auch seine physiologische Rolle erértert werden. Das
schlieBlich vorgestellte Modell des Mechanismus dieser
chemischen Reizung ist in guter Ubereinstimmung mit be-
kannten Ergebnissen. Dieser Fortschrittsbericht kann und
will das Gebiet nicht erschépfend behandeln, zumal eine
Reihe von Ubersichten zu speziellen Aspekten dieses The-
mas vorliegen!'-'%,

2. Elektrophysiologische Grundlagen

Die primire physiologische Antwort der postsynapti-
schen Zelle auf die Reizung durch Acetylcholin ist eine
kurzzeitige Anderung ihres Membranpotentials im Bereich
der Synapse. Diese Anderung wird durch das Offnen eines
spezifischen lonenkanals, der integraler Teil des Rezeptors
ist, verursacht!">"" Der Kanal hat etwa 7 A Durchmes-
ser’’> 1 ynd 14Bt somit alle Kationen, die im hydratisierten
Zustand diesen oder einen kleineren Ionenradius aufwei-
sen, durch. Unter physiologischen Bedingungen kommt es
daher im Verlauf der cholinergen Reizung zu einem Netto-
einstrom von Ionen, im wesentlichen Na® und K® sowie
wenig Ca®®, in die Zelle.

Makroskopisch lassen sich zwei Stromtypen, die durch
die prisynaptische Ausschiittung von Acetylcholin bewirkt
werden, unterscheiden!'’-'!: Die spontanen Miniaturend-
plattenstréme (mepc) sind klein, haben eine konstante Am-
plitude und sollen durch Ausschiittung eines Acetylcholin-
»Quantums* (d. h. des Inhaltes einer prisynaptischen Vesi-
kel, etwa 4000-10000 Molekiile) zustande kommen. Die
normalen Endplattenstréme (epc), die nach elektrischer
Reizung der prisynaptischen Nervenendigung und der da-
durch bewirkten Ausschiittung von Acetylcholin flieBen,
sind wesentlich gréfer; sie entsprechen der Ausschiittung
mehrerer hundert ,,Quanten‘ an Transmitter. Die Halb-
wertszeiten der durch cholinerge Reizung hervorgerufenen
Endplattenstréme liegen bei einigen Millisekunden und
sind sowohl von der Temperatur wie vom bestehenden
Membranpotential abhingigi?®-2. Die Anderungen der

a) b)
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Transmitterkonzentration im synaptischen Spalt im Ver-
lauf der cholinergen Reizung sind nie direkt gemessen
worden. Anhand elektrophysiologischer und biochemi-
scher Daten kann man jedoch davon ausgehen, daB die
Stréme unmittelbar mit der Transmitterkonzentration im
synaptischen Spalt verkniipft sind. Nach Schitzungen
steigt die Transmitterkonzentration nach prisynaptischer
Ausschiittung schnell von etwa 10~% M (Basalkonzentra-
tion) auf etwa 10~° M an; durch enzymatische Hydrolyse
und Diffusion fillt sie innerhalb einiger ms wieder auf den
urspriinglichen Basalwert zuriick!'®27-31],

Durch Verkleinerung des zur Strommessung verwende-
ten Membranbereiches und Verbesserung der MeBemp-
findlichkeit ist es gelungen, die mit dem Offnen und
SchlieBen einzelner lonenkanile einhergehenden Leitfi-
higkeitsinderungen direkt zu messen!®*>*% (Abb. 2). Durch
Einzelkanal- und Rauschmessungen®*-> sind unter ande-
rem folgende physiologische Eigenschaften des rezeptor-
integralen Ionenkanals gefunden worden: Der elektrische
Leitwert des gedffneten Kanals betrigt etwa 25 pSP"; je-
der Kanal triigt mit etwa 0.3 pV zur Depolarisierung der
postsynaptischen Membran bei. Die Kanaldffnungszeiten
nehmen mit wachsender Transmitterkonzentration ab und
liegen im Sittigungsbereich bei wenigen Mikrosekun-
den®*, Die SchlieBgeschwindigkeit der Kanile ist unab-
hingig von der Transmitterkonzentration; die mittleren
Offnungszeiten der Einzelkanile sind daher konstant und
liegen je nach Temperatur und Ligand (Agonist) bei 0.1-
5 ms[lZ, 13,24,32, 38.40—43].

Die Spriinge der Membranleitfahigkeit (Abb. 2b) muf3-
ten von Einzelkanalereignissen herriithren®?, weil die mei-
sten gleiche Amplituden aufwiesen, ihre Dauer (Offnungs-
zeiten) aber von Ereignis zu Ereignis variierte (GauB-Ver-
teilung). Neuere Ergebnisse!**! zeigen nun, dafl der re-
zeptor-integrale Ionenkanal nicht nur in zwei Zustdnden
(geschlossen und offen) auftreten kann, sondern dafl es
mehrere Zustiéinde des offenen und des geschlossenen Ka-
nals gibt. Diese unterscheiden sich in Leitf4higkeit und
mittlerer Offnungszeit — sofern es sich um Zustéinde des
geoffneten Kanals handelt - und in der Dauer ihrer Inakti-
vitdtsperioden - sofern es sich um Zustiinde des geschlos-
senen Kanals handelt. Auf molekularer Ebene sind die
physiologisch definierten, diskreten Zustinde des Rezep-
torkanals noch unverstanden.

Abb. 2. Acetylcholin-induzierte Anderungen der ¢lektrischen Leitfahigkeit einzelner loncnkandle des Acetylcholinrezeptors. a) Nach Hamill et al. [33]
wurde ¢in Membranstiickchen eines embryonalen Rattenmuskels so an der MeBpipette festgesaugt, daB ein Ubergangswiderstand von einigen GQ erreicht
wurde. Unter Bedingungen der Spannungsklemme (die Spannung ilber der Membran wird wihrend der g M ng k gehalten) werden
dann die Anderungen des Stromflusses aufgezeichnet. Diese sind den Anderungen der Membranleitfahigkeit dirckt proportional. Eine derartige Anord-
nung wird als patch-clamp bezeichnet. Pipettenldsungen: innen 150 mmM KCl, 1 mm EGTA, 4 mm HEPES, pH 7.2; auBen 150 mm NaCl, 2 mm CaCl;,
2 mm MgCl,, 4 mm KCl, 4m HEPES, pH 7.2. Das Membranpotential wurde auf —70 mV festgelegt, was ciner leichten Hyperpolarisation der Muskel-
membran entspricht. MeBtemperatur ca. 25°C. - b) Die Strom-Zeit-Kurve wurde nach Zugabe von Acetylcholin (2 pM) zur AuBenidsung aufgenommen.
Wie aus den Amplituden zu erkennen ist, traten neben Einzelkanalereignissen auch Doppel- und Dreifachkanalereignisse auf (gleichzeitige Aktivierung
von zwei bzw. drei Rezeptorkanilen). Die Messung wurde von Dr. C. Methfessel, Universitit Bochum, durchgefithrt.
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Eine weitere grundlegende Eigenschaft postsynaptischer
Membranen ist ihre Fahigkeit zu desensitivieren. Hierun-
ter versteht man die Abnahme der Reizantwort - z. B. das
Sinken der Stromamplitude - bei konstanter Reizung®*-%,
Man kann die Desensitivierung als eine Schutzmafinahme
der Zelle gegen iiberlange Depolarisierung betrachten. Die
Desensitivierung - man unterscheidet eine schnelle (in Se-
kunden) und eine langsame (in Sekunden bis Minuten) -
ist eine Zustandseigenschaft des mit Transmitter oder Ago-
nist besetzten Rezeptors; sie kann durch Abspaltung des
Liganden vom Rezeptor wieder riickgédngig gemacht wer-
den. Die Desensitivierungsgeschwindigkeit steigt propor-
tional mit der Agonistkonzentration, sie wird erhéht durch
Temperaturerhdhung®”, Erniedrigung der Konzentration
von Na® und Ca?®"®, Gegenwart nichtkompetitiver Li-
ganden®®”-*>%% und Hyperpolarisation der Membran®®”. Da
auch die Resensitivierung entweder rasch oder auch relativ
langsam erfolgen kann®®®®", scheint es fiir De- wie Resen-
sitivierung jeweils wenigstens zwei Reaktionswege zu ge-
ben!*®!. Einzelkanalmessungen ergaben, daB die Desensiti-
vierung nicht ausschlieBlich mit der Abnahme der Zahl der
bei gleicher Agonistkonzentration aktivierten Kanile
gleichzusetzen ist, sondern daB sich unter diesen Bedin-
gungen auch die Eigenschaften der noch 6ffnenden Ka-
nile dndern. Typisch fir den desensitivierten Zustand sind
eine lingere mittlere Offnungszeit des Ionenkanals, Grup-
pen von Offnungs- und SchlieBereignissen und lange Peri-
oden der Inaktivitat!>1,

Dieses sehr differenzierte Bild der elektrophysiologi-
schen Eigenschaften postsynaptischer Muskelmembranen
zeigt, dall der involvierte Rezeptor-Ionenkanal als ein in
seinen Aktionsmoglichkeiten sehr variables und hoch ent-
wickeltes biologisches Informationsiibertragungselement
angesehen werden muB.

3. Pharmakologische Grundlagen

Die von Langley, Dale und anderen!®>-*4 entwickelte Re-
zeptorhypothese besagt, dafl Verbindungen, die selbst
nicht in die Zelle eindringen, deren Funktion beeinflussen
konnen, indem sie an spezifische molekulare Strukturen an
deren Oberfldche - die Rezeptoren - binden. Dieses Bin-
den bewirkt im Rezeptor physikalische Verinderungen
(z.B. Anderungen der Konformation oder des Ladungsmu-
sters), die wiederum Eigenschaften der Zellmembran oder
intrazellulire Reaktionen beeinflussen kdnnen.

Wihrend der Rezeptor klassisch-pharmakologisch rein
funktionell definiert ist, verbinden Biochemiker mit ihm
den Begriff des Molekiils oder des Molekiilkomplexes.
Auch in der Pharmakologie haben sich die mit dem Begriff
verkniipften Inhalte verindert, da fiir mehrere Rezeptoren
eine enge strukturelle und funktionelle Verwandtschaft ge-
funden worden ist. Unter dem Acetylcholinrezeptor
versteht man heute nicht nur den Bereich oder die Unter-
einheit mit der Ligandenbindungsstelle (o-Untereinheit),
sondern das Gesamtmolekiil. Dieses setzt sich aus fiinf
Untereinheiten (a,fy3) zusammen und enthilt auch den
durch die Ligandenbindungsstellen regulierten Kationen-
kanal"®'?-', Wie sich im folgenden zeigen wird, ist diese
molekulare Begriffsbildung auch deshalb niitzlich, weil es
mehrere Ligandentypen fiir den Acetylcholinrezeptor und
mehrere strukturell verschiedene Bindungsstellen am Re-
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zeptor gibt. Verwendete man die klassische Definition des
Rezeptors (Bindungsstelle fiir einen spezifischen Ligan-
den), so stiftete dies bei der Vielzahl und der Verschieden-
heit der Liganden und ihrer Bindungsstellen rasch Verwir-
rung.

Nach dem klassischen Besetzungsmodell der Pharmako-
logie!® gibt es nur zwei Typen von Liganden fiir einen Re-
zeptor (Bindungsstelle): Agonisten, deren Binden die Reiz-
antwort induziert, und Antagonisten, deren Binden das von
Agonisten verhindert, aber keine eigene Reizantwort aus-
16st. Fiir die Liganden des Acetylcholinrezeptors erwies
sich diese Einteilung jedoch als zu grob; man unterschei-
det deshalb!®3%36.66-681,

1) Agonisten erhohen wie Acetylcholin kurzzeitig die
elektrische Leitfihigkeit der Endplatten fiir bestimmte
Kationen und reduzieren dadurch das Membranpo-
tential (sie wirken depolarisierend).

2) Antagonisten (kompetitive Blocker) kdnnen die Leifa-
higkeit der Endplatten nicht direkt beeinflussen, kom-
petieren aber mit den Agonisten um die Bindungsstel-
len am Rezeptor. Sie kdnnen die durch Agonisten in-
duzierte Depolarisierung der Muskelendplatte verhin-
dern.

3) Partielle Agonisten vereinen agonistische und blockie-
rende Eigenschaften. Sie kénnen die durch reine Ago-
nisten induzierte maximale Leitfahigkeitserh6hung
der Muskelendplatte nicht bewirken.

4a) Nichtkompetitive Blocker beeinflussen die Eigen-
schaften des rezeptor-gesteuerten Ionenkanals, ohne
an die Bindungsstellen fiir Agonisten und Antagoni-
sten zu binden. Typisch fiir diese Klasse von Ligan-
den sind bestimmte Lokalanisthetica.

4b) Direkte Kanalblocker blockieren den rezeptor-gesteu-
erten Ionenkanal, indem sie ihre Wirkung ,.direkt*,
d.h. direkt am Kanal und nicht iiber die Bindungsstel-
len fiir Agonisten und Antagonisten ausiiben. Die Ab-
grenzung zu den zuvor genannten nichtkompetitiven
Blockern ist nicht eindeutig und wird im wesentlichen
anhand elektrophysiologischer Befunde vorgenom-
men.

Zur Beschreibung von Konzentrations- und Zeitabhin-
gigkeit der Wirkung der unterschiedlichen Ligandentypen
auf den Ionenkanal werden oft die folgenden, anhand
elektrophysiologischer Befunde entwickelten Modellvor-
stellungen herangezogen:

a) Aus der Konzentrationsabhiingigkeit der Kanalakti-
vierung ergibt sich, dafl mindestens zwei Molekiile des
Transmitters (oder Agonisten) A am Rezeptor R gebunden
sein miissen, bevor sich der integrale Ionenkanal &ffnet. In
Gleichung (a) sind R, AR und ARA geschlossene (inakti-

+A +A
[
R == AR == ARA =——= (ARA)* (a)

~—
a

ve) Zustinde, (ARA)* ist ein offener (aktiver) Zustand des
Ionenkanals, kg und k, sind die Geschwindigkeitskonstan-
ten des Offnens bzw. SchlieBens des Kanals (die mittlere
Offnungszeit wird durch k, bestimmt). Lediglich der letzte
Reaktionsschritt ist der physiologischen Messung zugéing-
lich; Einsicht in die vorgelagerten Schritte 148t sich nur in-
direkt gewinnen.
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b) Kompetitive Blocker (Antagonisten) B binden an die
gleichen Stellen des Rezeptors wie Agonisten, kénnen den
Tonenkanal jedoch nicht aktivieren (k3 =0) und verhindern
daher die Kanalaktivierung durch Agonisten [GI. (b)].

+B
==

+B
R‘A_.—‘BR

BRB (b)

¢) Nichtkompetitive Blocker wie Lokalanisthetica L
binden an spezifische Stellen am bereits durch Agonisten
aktivierten (offenen) Ionenkanal [Gl. (c)]. Nach Adams®

(ARA)* + L. === ((ARA)*L| (c)

liegen diese Bindungsstellen im Kanal, so daBl deren Beset-
zung zwei Folgen hat: Erstens wird die Kanalleitfahigkeit
reduziert (teilweise Repolarisation), und zweitens wird der
Zustand der Kanaloéffnung ,.eingefroren** (langere Kanal-
6ffnungszeit, k, sinkt).

d) Andere nichtkompetitive Blocker blockieren sowohl
offene als auch geschlossene oder nur geschlossene Kané-
1P,

Man muB also annehmen, daB mehrere Zustinde des
Agonist-gesittigten Ionenkanals existieren: nicht-aktivier-
ter ARA, aktivierter (ARA)* und modifizierter Zustand
(ARA)*L. Bedenkt man jedoch, daB bereits in Abwesen-
heit nichtkompetitiver Liganden elektrophysiologisch
mehrere gedffnete und geschlossene Zustinde des Rezep-
torkanals unterschieden werden konnen®**%, so wird klar,
daB obige Modelle nur grobe Vereinfachungen der wirkli-
chen Situation sind. Dies 148t sich auch aus einer Betrach-
tung der Strukturformeln von Liganden (Abb. 3) folgern:
1) Die strukturellen Gemeinsamkeiten sind selbst inner-
halb einer Ligandenklasse nur gering. 2) Die unterschiedli-
chen Wirkungsstirken der Liganden weisen darauf hin,
daB selbst kompetierende Liganden nicht genau an die
gleichen Bindungsstellen binden konnen. Die gréBeren,
stirker hydrophoben und héher geladenen Liganden ha-
ben zusitzliche Bindungskontakte mit dem Rezeptor
(,,subsites*), oder sie binden an andere Bindungsstellen
des Rezeptors und iiben ihre Wirkung iiber allosterische
Effekte aus. 3) Die Tatsache, daB sowohl die Klassifizie-
rung (siche oben) der einzelnen nicotinischen Liganden als
auch ihre relativen Wirkungsstirken sich fir die verschie-
denen nicotinisch-cholinergen Systeme unterscheiden,
weist ebenfalls auf sich {iberhaupt nicht oder nur teilweise
iiberlappende Kontaktstellen fiir die verschiedenen Ligan-
den am Rezeptor hin.

Fiir den Mechanismus der Wechselwirkung von Neuro-
rezeptoren mit ihren Liganden sind mehrere Modelle vor-

Abb. 3. Strukturformeln typischer Liganden des nicotinischen Acetylcholin-
rezeptors. Bei Salzen sind nur die Kationen angegeben. - a) Struktur und be-
vorzugte Konformation des natiirlichen Transmitters Acetylcholin (ACh). -
b) Strukturen nicotinischer Agonisten des Acetylcholins: 1: Carbamoylcho-
lin, 2: Acetylthiocholin, 3: Thiocholin, 4: substituierte Acetyicholine wie
Bromacetylcholin (4a), Acylcholine (4b) und ,,NBD-n-acylcholine* (Trime-
thyl-2-{w-(7-nitro-4-benzofurazanylamino)-n-alkylcarbonyloxylethylammoni-
um-Jon, 4¢), 5: Sulfoniumanalogon des Acetylcholins, 6: protoniertes Nico-
tin, 7: protoniertes Cytisin [69), 8: ,,Bismethonium-Verbindungen (Hexa-
methyl-N,N'-polymethylendiammonium-Ionen) mit n> 6, 9: Suberoyldicho-
lin. - ¢) Strukturen nicotinischer Antagonisten des Acetylcholins; 10: Tri-
ethylanalogon des Acetylcholins, 11: Acetylcholamin, 12: ,,Bismethonium-
Verbindungen" (Hexamethyl-N, N'-oligomethylendiammonium-Tonen) mit
n<6, 13: Tubocurarin, 14: Trimethaphan, 15: B-Erythroidin, 16: Galla-
min.
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geschlagen worden. Als Alternative zum klassischen Beset-
zungsmodell der Pharmakologie, bei dem alle Liganden an
die gleiche Bindungsstelle binden, sind schon friih alloste-
rische Modelle eingefiihrt worden’®-7%. Im Extremfall
kénnen danach zwei Liganden selbst dann vollstindig
kompetieren (entweder bindet nur der eine oder nur der
andere an den Rezeptor), wenn sie verschiedene Bindungs-
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stellen nutzen; das Binden des einen Liganden an seine
Bindungsstelle verdndert die Struktur der Bindungsstelle
fir den anderen Liganden so, daBl sie von diesem nicht
mehr erkannt werden kann"®, Das auf Monod et al.’ zu-
riickgehende spezielle allosterische Modell”>™ postuliert,
daB verschiedene Zustinde (Formen) des Ionenkanals be-
reits in Abwesenheit der Liganden existieren, und daB die
Liganden durch ihre spezifischen Affinititen fiir die ver-
schiedenen Formen lediglich das bestehende Gleichge-
wicht zugunsten einzelner Formen verschieben. Dieses
Modell und andere allosterische Modelle zeichnen sich
unter anderem dadurch aus, daB sie in einfacher Weise die
Wirkung partieller Agonisten erkldren kdnnen®. Der Be-
weis filr die Giiltigkeit eines der diskutierten Modelle, die
andernorts im Detail beschrieben sind!*37-81-821 ist bisher
noch nicht erbracht worden.

4. Quantitative pharmakologische und
physiologische Aspekte

4.1. Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Dosis-Wirkungs-Beziehungen beschreiben die Abhiin-
gigkeit der Wirkung einer Substanz von ihrer Konzentra-
tion. Sie sind molekular umso besser zu interpretieren, je
enger die untersuchte Wirkung mit der Bindungsreaktion
verkniipft ist. Im Falle cholinerger Systeme bedeutet dies,
daB z. B. Messungen der Anderung der Membranleitfahig-
keit (primire Antwort) solchen der Muskelkontraktion (se-
kundire Antwort) vorzuziehen sind. Grundsitzlich ver-
bleibt jedoch, daBl Dosis-Wirkungs-Kurven erst nach
Kenntnis des zugrundeliegenden Wirkungsmechanismus -
und damit der Proportionalititsbeziehung zwischen Re-
zeptorbesetzung und Reizantwort - quantitativ auswertbar
sind. Hinzu kommen die bei einem so komplexen funktio-
nellen Zusammenhang zu erwartenden MeBprobleme. Im
cholinergen System macht sich z.B. die Desensitivierung
mit héheren Agonistenkonzentrationen zunehmend be-
merkbar und kann daher leicht diesen Bereich der Mes-
sung verfilschen. Deshalb werden hiufig keine vollstindi-
gen Dosis-Wirkungs-Kurven aufgenommen, sondern die
relativen Wirkungen mehrerer Substanzen werden bei
niedrigen Konzentrationen (bei denen die Desensitivie-
rung noch keine Rolle spielt) verglichen.

Unabhingig davon, ob die Dosis-Wirkungs-Kurven den
aktiven Zustand des Rezeptors einwandfrei beschreiben
oder nicht, sind fiir alle cholinergen Agonisten stets nur
sigmoide Kurven gefunden worden®®77- und diese lie-
ferten Hill-Koeffizienten!" zwischen 1.5 und 2°"777% oder
2.779, Setzt man simultanes Binden der Agonistmolekiile
an den Rezeptor voraus, so wiirde dies das Vorhandensein
von zwei oder mehr positiv-kooperativ wechselwirkenden
Agonistbindungsstellen am Rezeptor implizieren. Die
nicht-ganzzahligen Hill-Koeffizienten <2 wiirden auch
durch sukzessives Binden zweier Agonistmolekiile an den
Rezeptor zu erkldren sein, da die Auftragung nach Hill un-
ter diesen Bedingungen mit der Steigung 2 beginne und
diese schlieBlich auf 1 absinke®®.

{*] Der Rill-Koeffizient ist die Steigung des mittleren, linearen Teils der Auf-
tragung von lg gegen lg 4, wobei z, 2o und A4 die von der Agonist-

Zg0—2
konzentration 4 bewirkte Reizantwort z bzw. die maximale Reizanwort
299 bedeuten,
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SchlieBt man vom Hill-Koeffizienten auf die Zahl der
Bindungsstellen am Rezeptor, so nimmt man an, da8 die
induzierte Wirkung direkt proportional zur Rezeptorbeset-
zung ist. Dies muB keineswegs so sein, da die meisten phy-
siologischen Daten darauf hindeuten, dafl der Rezeptor-
Ionenkanal nur nach Besetzung mit zwei Molekiilen Ago-
nist in den aktiven Zustand tibergehen kann. Ist die Wir-
kung deshalb nur der Konzentration an zweifach besetz-
tem Rezeptor - und nicht der Gesamtzahl der besetzten
Bindungsstellen - proportional, so ergeben sich auch dann
sigmoide Dosis-Antwort-Kurven, wenn keine Kooperativi-
tit zwischen den beiden Bindungsstellen am Rezeptor be-
steht®"-21:82] Dje Form von Dosis-Antwort-Kurven und der
Betrag des Hill-Koeffizienten sind daher nur von geringer
Aussagekraft fiir den Mechanismus der Wechselwirkung
zwischen Ligand und Rezeptor.

Dagegen ist die aus Dosis-Antwort-Kurven zu erhal-
tende Konzentration, bei der die Hilfte der maximalen
Wirkung erreicht wird (,halbmaximale Wirkkonzentra-
tion*), eine wichtige MeBgréBe. Direkte Proportionalitit
mit der Belegung beider oder der zweiten Bindungsstelle
vorausgesetzt, hat sie den gleichen Betrag wie die Gleich-
gewichtsdissoziationskonstante fiir die Besetzung der zwei-
ten Bindungsstelle. Tabelle 1 enthilt die halbmaximalen
Wirkkonzentrationen und die Hill-Koeffizienten fiir einige
wichtige Agonisten.

Tabelle 1. Halbmaximale Wirkkonzentrationen und Hill-Koeffizienten eini-
ger cholinerger Agonisten [a).

Ligand K,pp [1M] n nyg
Acetylcholin 27.8 2.7 2

Carbamoylcholin 336 22 1.8
Suberoyldicholin 18 — —
Nicotin — 17 1.5

{a] Nach Peper et al. [79). Die Daten wurden bei Raumtemperatur an Skelett-
muskelfasern des Frosches erhalten. K,,: halbmaximale Wirkkonzentration;
n, ny: Hill-Koeffizienten, gemessen an normalen und denervierten Muskel-
zellen. Weitere K,qp-Werte siche Tabelle 3.

4.2. Die maximale Reizantwort '

Geht man vom klassischen Besetzungsmodell (Abschnitt
3)®*! aus, so hdngt das AusmaB der Wirkung stets nur von
der Konzentration der mit Agonist besetzten Rezeptoren
ab, und alle Agonisten miiten daher die gleiche maximale
Reizantwort erzeugen kénnen. Dies trifft wie bei anderen
Systemen auch im cholinergen System nicht zu. So betriigt
z.B. die maximale Reizantwort auf Carbamoylcholin an
Froschmuskelfasern nur etwa 80% derjenigen auf Acetyl-
cholin™)., Agonisten mit einer maximalen Reizantwort, die
kleiner ist als die von Acetylcholin, werden als ,,partielle
Agonisten** (siehe auch Abschnitt 3) bezeichnet; sie sollen
eine geringere ,,innere Aktivitit“(®* oder ,,Effizienz*® als
Agonisten aufweisen. Ariens® beliBt dabei die lineare Be-
ziechung zwischen Rezeptorbesetzung und Wirkung, aber
ordnet verschiedenen Liganden verschiedene Proportiona-
lititsfaktoren zu; nach Stephenson® wird die fiir jeden Li-
ganden spezifische maximale Reizantwort bei unterschied-
licher Besetzung des Rezeptors erreicht. Andere Erklirun-
gen fiir die Unterschiede in der maximalen Wirkung von
Agonisten und die Existenz von partiellen Agonisten er-
scheinen gleichermaBen plausibel'®. Hier werden nur di-

Angew. Chem. 96 (1984) 193-219



rekte Untersuchungen der Wechselwirkung des Rezeptors
mit seinen Liganden die Kldrung bringen kdnnen.

4.3. Chemische Modulation der Ligandenwirkung

Als Karlin und Bartels"® 1966 zeigten, daB die Reizant-
wort auf Acetylcholin und einige Agonisten nach Behand-
lung der verwendeten Priparationen mit Dithiothreitol
(DTT) oder p-Chlormercuriobenzoat (PCMP) stark redu-
ziert ist, war dies zunichst ein wichtiger Hinweis auf die
Proteinnatur des Acetylcholinrezeptors. In der Folgezeit
fand man!®®®"), daB durch DTT eine Disulfidbriicke in un-
mittelbarer Nachbarschaft der Bindungsstelle fiir Acetyl-
cholin ge6ffnet wird. Die freigesetzten SH-Gruppen eig-
nen sich zur irreversiblen Affinititsmarkierung des Rezep-
tors, z. B. mit Bromacetylcholin oder [4-(N-Maleimido)ben-
zylltrimethylammoniumiodid (MBTA); die Modifizierung
durch DTT veréindert auBerdem die Wirkungsstirke und/
oder die pharmakologische Klassifizierung einiger choli-
nerger Liganden®>%6-Y, So erhéht sich an den Elektro-
plaxzellen des Zitteraales (Electrophorus electricus) die
halbmaximale Wirkkonzentration von Acetylcholin um
etwa eine GréBenordnung, und der cholinerge Antagonist
8, n=6 (Abb. 3), wird zum Agonisten. Insbesondere aber
werden nach DTT-Behandlung viele partielle Agonisten zu
Agonisten des Acetylcholins. Der Redoxzustand der Disul-
fidbriicken des Rezeptors scheint auBerdem mit der De-
sensitivierung in Verbindung zu stehen®”. Chemische Re-
aktionen an der Disulfidbriicke des Rezeptors sind daher
zu wichtigen Hilfsmitteln bei der biochemischen Analyse
der Rezeptorfunktion geworden!®>90-%%,

5. Biochemische Priiparationen und
die Struktur des Acetylcholinrezeptors

Die biochemische Charakterisierung nicotinischer Ace-
tylcholinrezeptoren begann mit Lees Entdeckung der anta-
gonistischen Wirkung der a-Toxine von Giften der Schlan-
genfamilie Elapidae®. Diese Toxine (z.B. a-Bungaroto-
xin, a-Cobratoxin) zeichnen sich neben ihrer hohen Affini-
tit fur den Rezeptor dadurch aus, daB ihre Komplexe mit
dem Rezeptor extrem langsam dissoziieren; sie sind also
besonders gute Affinititsliganden. Von noch groGerer Be-
deutung war zunichst die Spezifitit ihrer Wirkung: Im Ge-
gensatz zu den bekannten niedermolekularen Antagoni-
sten (und Agonisten) binden sie nicht an die Acetylcholin-
esterase. Damit ermoglichten sie erstmals die eindeuti-
ge Unterscheidung zwischen dem Rezeptor und diesem
synaptischen Enzym. Bindungsstellen fiir die o-Neuro-
toxine sind inzwischen in vielen Geweben, z.B. im Ge-
hirn®>97-192 i der Retina!'®*-'%] im Sperma!’®! und in
sympathetischen Ganglionen!'®”! von S#ugetieren und an-
deren Tierklassen!'*®-''2, nachgewiesen worden. In einigen
Systemen #hneln die Toxinbindungsproteine den nicotini-
schen Rezeptoren!'”® 2.4 in anderen ist diese Beziehung
noch nicht geklart!!'>-'""L. Von den Geweben, aus denen
Acetylcholinrezeptoren in reiner Form gewonnen worden
sind - den elektrischen Organen von Torpedo und Electro-
phorus sowie mehreren Arten von Muskelgeweben und
Muskelzellkulturen!*'8-131 _ beschrinken wir uns hier auf
die elektrischen Gewebe. Zwar sind vom medizinisch-bio-
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logischen Standpunkt die Acetylcholinrezeptoren des Ge-
hirns und der SHugetiermuskel erheblich interessanter,
doch lassen sich aus den elektrischen Geweben so viel gro-
Bere Mengen an Rezeptor isolieren, daB diese bisher aus-
schlieBlich fiir tiefergehende biochemische Studien heran-
gezogen worden sind.

Wie bei jeder subzelluliren Fraktionierung mufl auch
bei der Reinigung des Acetylcholinrezeptors die zelluldre
Proteaseaktivitit kontrolliert werden. Von besonderer Be-
deutung sind hierbei SH- und Ca-aktivierte Protea-
senl12%127.132.133). 5ind diese inhibiert, so lassen sich stabile
und in ihrer Struktur gut definierte Rezeptorpréiparationen
erhalten.

5.1. Der membrangebundene Rezeptor

Mit hochaufldsender Autoradiographie fand man nach

~ Markierung mit radioaktivem a-Toxin, daBl die Packungs-

dichte der Acetylcholinrezeptoren in den synaptischen Be-
reichen sehr viel hdher ist als in den extrasynaptischen!**.,
In den subsynaptischen Bereichen werden Rezeptordich-
ten bis zu 30000 pro um? erreicht!****%; in den extrasyn-
aptischen Bereichen betragt die Rezeptordichte nur etwa
500 pro pm2. Durch das hohe Verhiltnis von Protein zu Li-
pid (> 1.5)!% in den rezeptorreichen Gebieten sind diese
nach Gewebehomogenisierung leicht durch Dichtegra-
dienten-Zentrifugation von anderen Membranfragmenten
zu separieren. In den so erhaltenen Membranen von elek-
trischen Organen aus Torpedo ist der Rezeptor bereits die
Hauptproteinkomponente (bis zu 30%). Mit alkalischen
Puffern!’”! lassen sich noch einige Fremdproteine entfer-
nen, so daB der Rezeptor in den Membranen schlieBlich
einen Anteil von 40-50% hat. Die Alkalibehandlung 136t
die Fettsdure- und Phospholipidzusammensetzung der
Membranen im wesentlichen unverdndert!'*®): Das Chole-
sterin-Phospholipid-Verhiltnis betrigt 0.4, das Verhilt-
nis von Phosphatidylcholin zu Phosphatidylethanolamin
etwa 11138-1%9 Das auffilligste Ergebnis der Alkalibehand-
lung ist die Herauslésung eines peripheren Membranpro-
teins (a’, M, =~43000), das eng mit dem Rezeptor assoziiert
ist und strukturstabilisierende Wirkung hat!*>7:141-143],
Nach seiner Entfernung ist der Rezeptor in der Membran
beweglicher!®*163-165,

Elektronenmikroskopische Aufnahmen solcher Mem-
branen von Torpedo zeigen nach negativer Kontrastierung
eine hohe Dichte rosettenartiger Gebilde (Abb. 4a), die
sich gelegentlich zu pseudohexagonalen Reihen anordnen
(in Abb. 4 nicht zu sehen). Die unsymmetrisch ringf6rmi-
gen Gebilde von ca. 7-9 nm Durchmesser weisen einen
kontrastreichen zentralen Fleck von ca. 2 nm Durchmesser
auf (Abb. 4b). Seitenansichten negativ kontrastierter Mem-
branen und Gefrieritzexperimente ergaben ferner, dafl der
Rezeptor etwa 50 A auf der extrazelluldren Seite und etwa
15 A auf der cytoplasmatischen Seite aus der Lipidschicht
herausragt. Aus einer derartigen Untersuchung vieler Par-
tikeln ist ein Strukturmodell des Rezeptors (Abb. 4c) ent-
wickelt worden™*-!%3] das auch durch Ergebnisse von
Rontgenkleinwinkel- und Neutronenstreuexperimenten
gestiitzt wird'#>-'*¥, Eine Vielzahl direkter und indirekter
Versuche beweist, daB es sich bei den Ringstrukturen um
Acetylcholinrezeptoren handelt; es ist auch gesichert, daB3
dabei weder Strukturen noch Funktionen des Rezeptors
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Abb. 4. a) Elektronenmikroskopische Aufnahme rezeptorreicher Membranvesikel von Torpedo marmorata. Membranvesikel, in 20 mm Phosphatpuf-
fer, pH 7.4, wurden mit 1proz. Phosphorwolframsiure (pH 7.4) negativ kontrastiert. VergrdBerung ca. 85000fach. - b) VergroBerung cines Ausschnit-
tes; die runden Strukturen haben einen Durchmesser von 7-9 nm, ihr innerer Fleck hat einen Durchmesser von 2 nm. - ¢) Modell des Acetylcholinre-
zeptors, entwickelt anhand der elektronenmikroskopischen Befunde. Die elektronenmikroskopische Aufnahme stammt von S. Reinhardt, Institut fir
Biochemie der Freien Universitit Berlin [155]; das Modell wurde in Anlehnung an Kistler et al. gezeichnet [150}.

durch die Kontrastierungsmittel verandert werden*\. Ra-
man-spektroskopische Studien!'*®! weisen auf einen hohen
Gehalt an a-Helix in diesen Membranen hin.

Die Membranfragmente von Torpedo ergeben bei der
SDS-Gelelektrophorese vor Alkalibehandlung zwei (Mole-
kulargewicht 40000, 43 000), nach Alkalibehandlung eine
Hauptbande (40000) und mehrere Nebenbanden (50000,
60000, 68000 und 90000)!132140.157-1611 Dya5 Polypeptid mit
dem Molekulargewicht 43 000 ist ein peripheres Membran-
protein und das mit 90000 ist eine Untereinheit der ATP-
ase, beides also keine Komponenten des Rezeptors. Die
iibrigen Polypeptide werden auch in den Gelen des gerei-
nigten Rezeptors beobachtet. Durch selektive Proteoly-
se'%2 ynd mit Antikorpern!'¢16.167 jst gezeigt worden,
daB alle vier Rezeptor-Polypeptiduntereinheiten die Lipid-
membran durchdringen. Das nicht zum Rezeptor gehorige
43 000-Polypeptid kann nur von der cytosolischen Seite der
Membran erreicht werden'*%,

Rezeptor-reiche Membranfragmente eignen sich unter
anderem fiir Messungen der Wechselwirkung von Ligan-
den mit dem Rezeptor (Abschnitt 6) sowie der Agonist-in-
duzierten Leitfihigkeitsinderungen® und lonenfliisse™¢l.
Somit sind sie das einfachste noch ,,natiirliche* System, an
dem die cholinerge Reizung studiert werden kann.

5.2. Der gereinigte Rezeptor

Als integrales Membranprotein ist der Acetylcholinre-
zeptor nicht wasserléslich. In wiBriger Phase kann er da-
her nur in mikroheterogener Form (in Micellen mit Deter-
gens vergesellschaftet) dispergiert werden. Um die Bin-
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dungsfunktion nicht zu beeintrichtigen, werden nichtioni-
sche Detergentien zur Herauslosung des Rezeptors aus der
umgebenden Membran benutzt. Dabei werden Detergen-
tien mit kleiner kritischer Micellenkonzentration verwen-
det, die dann gegen mildere Detergentien ausgetauscht
werdenl]]S-]ZO,]ZS]‘

Typische Rezeptorreinigungen!'?*! beginnen mit der Ho-
mogenisierung des elektrischen Organs in Gegenwart von
Proteaseinhibitoren. Die Membranfragmente werden dann
zentrifugiert und mehrfach in Puffern verschiedener Io-
nenstirke ,,gewaschen'. Durch Filtration werden noch
verbliebene Bindegewebsreste abgetrennt; die Membran-
suspension wird mit Triton X-100 bis zur Konzentration
von 1% verdiinnt und 1 h geriihrt; Ultrazentrifugation (ca.
50000 g, mehrere h) der Suspension liefert im Uberstand
den Rezeptor, der dann durch Affinititschromatographie
weiter gereinigt werden kann. Dafiir bieten sich die folgen-
den Verfahren an: 1. Die klassische Methode benutzt o-
Neurotoxine als Affinititsliganden!' 312, Aufgrund ihrer
hohen Affinitdt und kleinen Riickreaktionsgeschwindig-
keit garantieren diese die optimale Abtrennung des Rezep-
tors von Fremdproteinen einschlieSlich der Acetylcholin-
esterase. Das Problem, daB der Rezeptor wegen der
kleinen Dissoziationskonstanten nur sehr schwer vom im-
mobilisierten Liganden verdringt werden kann, ist nicht
prohibitiv, weil die Dissoziation von Rezeptor-Toxin-
Komplexen durch hohe Konzentrationen niedermolekula-
rer Liganden um mehrere Gréfienordnungen beschleunigt
werden kann!"*1%%1%% 2 Da jhre Komplexe mit dem Re-
zepior bereits innerhalb von Sekunden vollstindig dissozi-
ieren, eignen sich niedermolekulare Liganden des Rezep-
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tors nur begrenzt als Affinititsliganden. Zwar wird durch
die Ligandenimmobilisierung eine deutlich hohere Ver-
weilzeit des Rezeptors am Ligand erreicht, doch kénnen
die Saulen nicht so rigoros und haufig wie die Toxins4ulen
ohne Ausbeuteeinbufien gewaschen werden. Niedermole-
kulare Affinitdtsliganden haben sich deshalb nur bei sal-
chen Priparationen bewihrt, bei denen eine geringe Anrei-
cherung des Rezeptors ausreicht!'’”, 3. Monoklonale Anti-
korper gegen verschiedene Bereiche des Rezeptors!!>%-171-1761
sind als Liganden prinzipiell ebenfalls fiir die Rezeptor-
reinigung geeignet. Wegen der Erfolge, die mit den bei-
den ersten Methoden erzielt worden sind, haben sie hierfiir
jedoch noch keine breite Anwendung gefunden!'”’. 4. Der
Rezeptor bindet als Glycoprotein bestimmte Pflanzenlekti-
nel12012L.178-1810 ihr Wert als Affinitdtsliganden ist aller-
dings umstritten''2,

Die klassische Reinigung des Rezeptors an Toxin-Affi-
nititssdulen!'19-125-168) henutzt a-Cobratoxin, immobilisiert
an Sepharose, die mit CNBr aktiviert wurde. Um die Dis-
soziation des Rezeptor-Toxin-Komplexes am Affinititsgel
optimal zu gestalten, werden Gele geringer Toxinbin-
dungskapazitit verwendet!'>>'%8, Auf diese Weise wird
vermieden, daf} Rezeptoren iiber mehr als ein Toxinmole-
kiil an das Gel gebunden werden!®Z, Affinititsgel und
Membranextrakt werden mehrere Stunden langsam ge-
rithrt, dann wird die Siule gepackt und mit Puffern gewa-
schen. Wenn in der Waschl6sung kein Protein mehr nach-
weisbar ist, wird der Rezeptor mit einem Antagonist-halti-
gen Puffer (0.005-0.1M an 8, n=6!">>1%) eluiert. Das
Eluat wird iiber eine S#ule (Hydroxyapatit!''*) geleitet, de-
ren Gelmaterial den Rezeptor, nicht aber den freien Ligan-
den adsorbiert. Die rezeptorfreie Ligandenlésung wird
dann zur weiteren kompetitiven Ablésung des Rezeptors

Absorption —

vom Toxingel wieder in die Affinititssiule geleitet (Recy-
cling)!''. Wenn nach einigen Stunden der Rezeptor voll-
stindig von der Toxinsdule eluiert und an die Hydroxy-
apatitsdule gebunden ist, wird diese von der Affinitits-
sdule getrennt und gewaschen. Anschliefend wird der Re-
zeptor mit Phosphatpuffer von der Hydroxyapatitsiule
eluiert. Mit dieser Methode kdnnen aus 1 kg elektrischem
Organ von Torpedo etwa 30-100 mg des reinen Rezeptors
gewonnen werden!'?), der eine Esterase-Restaktivitit von
ca. 0.1% aufweist!’>],

Wie durch Elektrophorese, isoelektrische Fokussierung,
Sedimentation in Dichtegradienten, Gleichgewichtssedi-
mentationsstudien und Laserlichtstreuung gezeigt werden
konnte!*?5-83-1851 tritt der so gereinigte Rezeptor als Ge-
misch aus Monomer und Dimer auf (Abb. 5). Disulfid-re-
duzierende Reagentien oder hohen Konzentrationen nicht-
ionischer Detergentien spalten das Dimer vollstindig zum
Rezeptormonomer!'2%-137.160.186-189] Ay 5 Prijparationen von
Torpedo ist unter gleichen Bedingungen erheblich mehr
Dimer zu gewinnen als aus denen von Electrophorus''*’\.

Die Existenz von je zwei Formen des Rezeptormono-
mers und des Rezeptordimers bei Torpedo (Abb. 5!'%1)
weist bereits auf eine nichtglobulire Struktur des Rezep-
tors in Losung hin. Dabei stehen die Formen des Rezep-
tors miteinander in einem Gleichgewicht, das von Art und
Konzentration des gebundenen Detergens sowie des Re-
doxzustandes bestimmter Cysteinreste abhingt (Abb. 5).
Deshalb haben die hydrodynamischen Eigenschaften des
Rezeptors sowie von diesen abgeleitete GroBen wie das
Molekulargewicht fiir lange Zeit zu Kontroversen Anlafl
gegeben'>%. Folgendes gilt heute als gesichert: Der in
nichtionischen Detergentien geléste Rezeptor von Electro-
phorus, der vorwiegend als Monomer vorliegt, hat einen

LJL/
=L

isoelektrische
__ Fokussierung

Gradienten-Elektrophorese

+

<— Wanderungsrichtung

Abb. 5. Gelelektrophorese des gereinigten Acetylcholinrezeptors von Torpedo unter mehreren Bedingungen. - Links: Anodische
Elektrophorese des von der Hydroxyapatitsiule desorbierten und durch Gelfiltration entsalzten Rezeptors in cylindrischen Gradien-
ten-Mikrogelen in Gegenwart von a) 0.1% Octylglucosid, b) 20 mm Dithiothreitol und c) 20 mm Dithiothreitol und 1% Triton X-100.
Unter nicht-denaturierenden Bedingungen (niedrige Konzentrationen eines milden Detergens) (a) tritt der Rezeptor in je zwei For-
men des Monomers (1, 1) und des Dimers (2, 2°) auf. Disulfid-reduzierende Reagentien (b) spalten die beiden Dimere vollstindig in
zwei Monomere. Diese sind ineinander umwandelbar (durch Verinderung der Konzentration oder der Art des Detergens); unter den
Bedingungen c) liegt nur ein Monomer vor. - Mitte: Anodische Elektrophorese in cylindrischen Gradienten-Mikrogelen des gerei-
nigten Torpedo-Rezeptors in Gegenwart von d) 0.05% Tween 80, €) 0.4% Triton X-100 und f) 2% Triton X-100. Im Vergleich zu den
links gezeigten Ergebnissen a)-c) wird demonstriert, daB die Umwandlung der Dimere in die Monomere, und der beiden Monomere
in die verbleibende monomere Form auch durch nichtionische Detergentien erreicht werden kann. - Rechts: Zweidimensionale Mi-
kroelektrophorese des Acetylcholinrezeptors von Electrophorus und Markierung der Banden mit '2*I-a-Bungarotoxin. Zwei Rezep-
tor-Toxin-Komplexe, die sich in ihrer GroBe, nicht aber im isoelektrischen Punkt unterscheiden, sind nachzuweisen [125).
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Stoke-Radius von 7 nm!{'!%'20.%9 Monomer und Dimer
des Torpedo-Rezeptors haben Stoke-Radien von 7 nm
bzw. 8.5 nm!""%%; durch Sucrosegradienten-Zentrifuga-
tion!"*® und durch Messung der Sedimentationsgeschwin-
digkeit im Schwerefeld!'?*) werden entsprechend Sedimen-
tationskoeffizienten von ca. 9, 9.3 S bzw. 14.4 S gefun-
den. Da sich Monomer und Dimer nicht spontan ineinan-
der umwandeln, kénnen sie getrennt untersucht werden.
Fiir das Rezeptormonomer von Torpedo wurde nach der
Dichteanpassungsmethode von Tanford et al.l'**'%%! (Ultra-
zentrifuge) ein Molekulargewicht von 250000700019
bestimmt ; wir fanden einen Wert von
275000+ 1500012518 Fiir das Rezeptormonomer von
Electrophorus sind Werte von 262 000 + 12000 (Ultrazentri-
fuge)!?! und 287000+ 8000 (Laserlichtstreuung)!'?* 1391 er-
mittelt worden. Aus den bekannten Sequenzen aller Unter-
einheiten des Torpedo-Rezeptors!’®7-211 148t sich bei der
Untereinheitenzusammensetzung a,fy5?°? ein Molekular-
gewicht filr das Monomer von 268 000 errechnen. Aus dem
Diffusionskoeffizienten Dy, =2.95x10"7 cm? s~' und
dem Sedimentationskoeffizienten 544, = 9.29'"%% ergibt sich
ein Verhiltnis der Reibungsfaktoren f/f, von 1.511"], was
auf eine unsymmetrische Struktur des in wenig Detergens
(0.05% Tween 80) geldsten Rezeptormonomers von Tor-
pedo hinweist. Die relativ niedrigen Werte von Dy, und
Ss0w fur ein Molekiil dieser GréBe deuten auBerdem auf
eine lose (z. B. teilweise entfaltete Struktur) des Rezeptors
in Losung hin.

Vergleicht man die scheinbaren Molekulargewichte der
Rezeptoruntereinheiten, die durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese erhalten wurden, mit den aus den Pro-
teinsequenzen ermittelten!’®’-2%1, so erweist sich die Gel-
elektrophorese als relativ unzuverlissig fiir dieses integrale
Membranprotein. Elektrophoretisch sind die folgenden
scheinbaren Molekulargewichte fiir die Untereinheiten
(exakte Werte aus den Gensequenzen in Klammern) be-
stimmt worden: 40000 (50200), 50000 (53681), 60000
(56279) und 67000 (57 565). Danach wire auch das typi-
sche Bandenmuster des Rezeptors, das bei der Gelelek-
trOphOrese entstehtlﬁs, 87, 120, 121, 123, 136, 140, 179, 183, 186, 203, 204]’
ein Artefakt, das durch unterschiedliche Affinit4ten der
Untereinheiten fiir die verwendeten Detergentien sowie
durch unterschiedliche Formen und/oder Packungsdich-
ten zustande kommt. Diese Probleme lassen sich auch
nicht durch teilweise Vernetzung der Untereinheiten iiber
difunktionelle Reagentien vermeiden®*2*, Somit kénnen
die falschen, durch SDS-Gelelektrophorese erhaltenen
Molekulargewichte auch nicht ausschlieBlich durch die
Verwendung wasserloslicher Proteine als Standards zu-
stande gekommen sein®)., Die unregelmiBigen Abwei-
chungen von den exakten Werten miissen ihren Grund in
den unterschiedlichen Strukturen der Untereinheiten in
SDS-Micellen haben.

Der starke EinfluB des Detergens auf die Struktur des
gelosten Rezeptors zeigt sich auch daran, daB sich die Di-
mere des Torpedo-Rezeptors allein durch die Anwesenheit
nichtionischer Detergentien in hoher Konzentration in
Monomere spalten (Abb. 525157205207 Dyjes bedeutet,
dag die Disulfidbriicke zwischen den 8-Untereinheiten des

[*1 /o ist der Reibungskoeffizient eines kugelférmigen Gegenstandes; f/f ist
daher ein MaB fiir die Abweichung von der kugelférmigen Gestalt.
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Dimers!'®-'88 auch ohne Disulfid-reduzierende Reagen-
tien gespalten werden kann. Die detergens-induzierte Off-
nung dieser Disulfidbriicke gelingt allerdings nur dann,
wenn die freien SH-Gruppen des Rezeptors nicht blockiert
sind"?), Dies deutet auf eine Umorientierung der Disulfid-
briicken (aus der intermolekularen Briicke entstehen durch
Wechselwirkung mit freien SH-Gruppen zwei intramole-
kulare Disulfidbriicken) in Gegenwart von Detergens, ein
weiteres Ergebnis, das die grofle Strukturflexibilitdt des
Rezeptors demonstriert.

Bisher wurden nur iiber 8-Untereinheiten verkniipfte Di-
mere in Torpedo-Priparationen gefunden!%¢-'#8 Qb die
Bildung der entsprechenden Disulfidbriicke durch die An-
ordnung der Rezeptormolekiile im subsynaptischen Be-
reich zustande kommt!'3-*2 oder von begleitenden Mem-
brankomponenten abhéngt!!*), ist noch nicht geklart. Die
Spaltung der Disulfidbriicke scheint nicht die postulier-
te!'®¢-187 pesondere Membrankomponente - ein Protein
mit SH-Gruppen ungewdhnlich niedrigen Redoxpotentials
und groBer N#he zum Rezeptor'™® _ zu bendtigen!'>”.
Spaltung und Kniipfung der Disulfidbriicke kdnnen daher
unter verschiedenen Bedingungen zu unterschiedlichen Er-
gebnissen!'®”'*) fiihren.

Es ist postuliert worden, das Dimer sei die biologisch
aktive Form des Rezeptors!"®”. Der hohe Anteil an Mono-
mer in den gereinigten Rezeptorpriparationen!'*®*-31 ent-
stiinde durch Nebenreaktionen bei der Solubilisierung des
Rezeptors, z.B. durch die Exponierung zus#tzlicher SH-
Gruppen™® (etwa 25% der Cysteinylreste des Rezeptors
liegen normalerweise frei vor!'#-188)) Physiologische und
biochemische Versuche sowie Rekonstitutionsexperimen-
tel12-14.82.85.90.91) gnrechen gegen diese Annahme, obwohl
eine begrenzte Modulation der Rezeptoreigenschaften
durch Dimerisierung nicht ausgeschlossen werden kann.
Ein quantitativer Vergleich der Eigenschaften von Mono-
mer und Dimer ist bisher nur fiir die Wechselwirkung mit
a-Cobratoxin angestellt worden!'?*!; dabei stieB man auf
keine wesentlichen Unterschiede.

Der gereinigte Rezeptor hat einen relativ niedrigen iso-
elektrischen Punkt (pH;=5)!'"%298.20% wobei geringe Un-
terschiede zwischen synaptischen und extrasynaptischen
Rezeptoren bestehen!?!™, Alle Untereinheiten des Rezep-
tors sind Glycoproteine und binden daher Concanavalin A
und andere Pflanzenlectine!'?%162179.210-212]

Die Bestimmung der Aminosiuresequenzen der Rezep-
toruntereinheiten hat sich als schwierig erwiesen!?0-213-2141.
Klonierung und Sequenzierung der Gene des Rezeptors er-
maoglichten in den letzten Jahren die rasche Ermittlung der
Sequenzen aller Untereinheiten des Torpedo-Rezep-
tors!'97-2% sowie der a-Untereinheiten der Muskelrezepto-
ren von Rind und Mensch®?'*. Damit kénnen viele wich-
tige Probleme zur Struktur und Funktion des Rezeptors
auf molekularer Ebene quantitativ untersucht werden: Die
genauen Positionen der Ligandenbindungsstellen, des Io-
nenkanals und der Disulfidbriicke in der Nihe der Bin-
dungsstellen filr Agonisten auf der a-Untereinheit sowie
der Positionen fiir Phosphorylierung®'®-2%] N-Glycosylie-
rung®* und Methylierung'?**), kénnen nun festgelegt wer-
den.

Anhand der Aminosiuresequenzen des Torpedo-Rezep-
tors sind Hydrophilieprofile’**® aufgestellt und Sekundir-
strukturen®*” vorausgesagt worden. Nach diesen scheint

Angew. Chem. 96 (1984) 193-219



es in allen Untereinheiten des Torpedo-Rezeptors jeweils
vier Sequenzsegmente zu geben, die die Membran durch-
dringen und deshalb an der Bildung des rezeptor-inte-
gralen Ionenkanals beteiligt sein kdnnten!'®7-2°%20.215 Dje
Sequenzhomologien bei den a-Untereinheiten der Rezep-
toren von Torpedo, Rind und Mensch machen es wahr-
scheinlich, daB diese Rezeptoren nach den gleichen Struk-
turprinzipien in die Membran eingebaut sind®'".

Da eine Kompartimentgrenze fehlt, kénnen mit dem ge-
losten Rezeptor prinzipiell keine Ionenflisse und somit
auch keine Reizantworten gemessen werden. Die Pripara-
tionen eignen sich daher besonders fiir das Studium der
Eigenschaften des Rezeptors, die allein von der Protein-
struktur abhéingen und potentialunabh#ngig sind; dabei ist
dann eine Genauigkeit zu erreichen, die mit derjenigen der
biochemischen Charakterisierung ldslicher Proteine ver-
gleichbar ist.

5.3. Der rekonstituierte Rezeptor

Der Acetylcholinrezeptor ist zunichst nur als Protein
mit Bindungsstellen fiir cholinerge Liganden gereinigt
worden!''®-32, Dies entsprach dem klassischen pharmako-
logischen Konzept des Rezeptors als spezifischer Bin-
dungsstelle!®>-%¥, Erst durch Rekonstitutionsexperimente
wurde bewiesen, daB der Rezeptor nicht nur die Liganden-
bindungsstellen, sondern auch den von diesen gesteuerten
lTonenkanal enthilt!'?, Priparationen des rekonstituierten
Rezeptors sind von groBer Bedeutung fir die Begriffsbil-
dung gewesen; dariiber hinaus dienten sie der Untersu-
chung der Beziehung zwischen Rezeptor- und Membran-
struktur sowie der funktionellen Eigenschaften des Ionen-
kanals.

Unter Rekonstitution des Acetylcholinrezeptors versteht
man den Einbau des gereinigten Rezeptors in eine Lipid-
membran mit anschlieBendem Nachweis Agonist-induzier-
barer Anderungen der Membranleitfahigkeit. In Bezug auf
die elektrophysiologischen Eigenschaften cholinerger
postsynaptischer Membranen (Abschnitt 2) bedeutet Re-
konstitution im strengen Sinne den Aufbau eines noch zur
cholinergen Reizung fihigen Systems aus der kleinsten
Zahl von Einzelkomponenten. Ein solches Minimalsystem
sollte Einzelkanaleigenschaften aufweisen, die denen in-
takter Muskelendplatten dhneln und pharmakologische
Spezifitit zeigen. Dieses Ziel ist in den letzten Jahren
schrittweise erreicht worden.

Mit den ersten Rekonstitutionsexperimenten!'33.228-2401
wollte man natiirlichen Membranvesikeln #hnliche, zur
Messung von Ionenfliissen geeignete Strukturen!?28:241.2421
erzeugen. Dazu wurde der solubilisierte und gereinigte Re-
zeptor mit kiinstlichen Lipidvesikeln vermischt und das
Detergens durch Dialyse oder Filtration weitgehend ent-
fernt. Die so erhaltenen Membranvesikeln wurden dann
mit radioaktiven einwertigen Kationen beladen, und die
Entladungsgeschwindigkeit in Abwesenheit und Anwesen-
heit cholinerger Liganden bestimmt. Auch wenn man erst
in den letzten Jahren eine dem physiologischen System
vergleichbare Zeitaufldsung erreichte!?**24¥, so konnte
doch schon frither gezeigt werden?28-24%, daf der Einbau
des gereinigten Rezeptors in eine kiinstliche Membran zu
einem cholinergisch funktionierenden Ionentransloka-
tionssystem fiihrt. Wie #hnlich dieses den natiirlichen Sy-
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stemen ist oder wie weit es von diesen abweicht, war nicht
zu erkennen. Immerhin wurde klar, daB das periphere o'
Peptid mit dem Molekulargewicht 43000 (vgl. Abschnitt
5.1) der Torpedo-Membran, von dem man zun#chst ange-
nommen hatte, es enthalte den Ionenkanal™*", nicht an
den Ionenleitfahigkeitseigenschaften der Membran betei-
ligt ist, und daB sich das Kanalprotein auch nicht vom Re-
zeptorprotein nach Solubilisierung in nichtionischen De-
tergentien chromatographisch abtrennen 148t. Die aus Re-
konstitutionsexperimenten zunichst abgeleitete Rolle des
Rezeptordimers als biologisch aktive Komponente®*¥ lieB
sich nicht bestitigen™®,

Bei einer zweiten Methode zur Rekonstitution, die auf
Mueller et al.>*s! sowie Montal und Mueller®® zuriickgeht,
werden planare Lipiddoppelschichten verwendet. Mit die-
ser Technik sind die ersten Einzelkanalmessungen an re-
konstituiertem Rezeptor vorgenommen worden!, Weil
damals noch keine Einzelkanalmessungen an Elektroplax-
zellen durchgefiihrt worden waren, wurden zunichst re-
zeptorreiche Membranfragmente von Torpedo in die kiinst-
lichen Lipiddoppelschichten eingebaut und deren
elektrische Eigenschaften mit denen von Muskelendplat-
ten der Ratte und des Frosches verglichen (Abb. 6). Die
charakteristischen, Agonist-induzierten Einzelkanalereig-
nisse an den eingepflanzten natiirlichen Membranstiick-
chen wurden dann mit denen rekonstituierter Rezeptoren
verglichen. Es zeigte sich, daB das durch Affinititschroma-
tographie gereinigte Rezeptorprotein bereits als Monomer
der kiinstlichen Membran die elektrischen Eigenschaften
vermittelt, die auch natiirliche Endplatten haben. Somit
muBte der Agonist-kontrollierte lonenkanal integraler Teil
des Rezeptorproteins sein. Dies ist in Einklang mit den Er-
gebnissen anderer Arbeitsgruppen!'® 142472481,

Eine Besonderheit der Rekonstitutionsexperimente von
Boheim et al.">?®! jst die Verwendung eines Phospholi-
pids - 1-Stearoyl-3-myristoylglycero-2-phosphocholin
(SMPC)**% _ ungewdhnlich hoher Phasenumwandlungs-
temperatur®®!l, Dies ermdglichte es, die Rekonstitution des
Rezeptors unter Bedingungen der ,eingefrorenen” Mem-
branmatrix zu studieren: Das rekonstituierte System funk-
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Abb. 6. Acetylcholin-induzierte Einzelkanalereignisse in natdrlichen und re-
konstituierten Acetylcholinrezeptor-haltigen Membranen (12]. Der MaBstab
35 pS/0.1 s gilt fur a) und b), der MaBstab 100 pS/0.2 s gilt fir d)-f) und der
MaBstab 200 pS/0.2 s filr g)-i). - a—c) Acetylcholin-induzierte Membran-
Leitwertinderungen, die mit der patch-clamp-Methode [33] an extrasynapti-
schen Membranbereichen chronisch denervierter Rattenmuskeln (a, b) oder
Froschmuskelfasern (c) aufgezeichnet wurden: a) Einzelkanalereignisse un-
mittelbar nach Zugabe von Acetylcholin; b) mehrfache Kanal6ffnungen, die
am gleichen Membranstiickchen nach lingerer Inkubationszeit beobachtet
wurden; c) selten auftretende Vielfachereignisse, bei denen es sich eventuell
um Resensitivierungsvorgiinge handelt. d-f) Stromverlauf an einer SMPC-
Doppelschicht, in die Alkali-behandelte rezeptorreiche Membranfragmente
von Torpedo inkorporiert wurden. g-i) Stromverlauf an einer SMPC-Doppel-
schicht, in die gereinigtes Rezeptorprotein eingebaut wurde. Es wurden sehr
dhnliche Erregungsmuster fir die natfirliche Membran (a-c), die teilgerei-
nigte Torpedo-Membran (d-f) und das rekonstituierte System (g-i) beabach-
tet.
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tionierte normal (Abb. 6"%), d.h. die Lipidmembran
scheint lediglich als Kompartimentgrenze zu fungieren;
eine groBere Fluidit4t ist nicht nétig. Die elektrischen Ei-
genschaften des rekonstituierten Systems - und damit der
Muskelendplatten - sind also ausschlieBlich Eigenschaften
ihrer Proteinkomponenten. (Ganz sicher ist diese Aussage
jedoch noch nicht, weil nicht ausgeschlossen werden kann,
daB am gereinigten Rezeptor noch einige Molekiile natiir-
licher Phospholipide gebunden sind®*?.) Unabhingig von
dieser verbleibenden Unsicherheit funktionieren Lipid-
doppelschichten mit eingebautem Rezeptorprotein - sei es
Monomer oder Dimer - sehr dhnlich wie natiirliche End-
platten. Dies stellt auch sicher, daB bei Solubilisierung und
Isolierung des Rezeptors die Funktionsfihigkeit erhalten
bleibt!*’], Entgegen friiheren Annahmen liegt also der affi-
nit4tschromatographisch gereinigte Rezeptor nicht im de-
sensitivierten Zustand vor.

Kirzlich!" sind Einzelkanalleitwerte (40 + 5 pS) auch an
rekonstituierten Systemen gemessen worden, bei denen die
Lipidmembran in Anlehnung an die Methode von Neher
und Sakmann®?3*?*% die Spitze einer Pipette verschloB
(vgl. Abb. 2a). Dabei wurden zwei Arten von Einzelkanal-
ereignissen und die typische Ereignisfolge der Desensiti-
vierung beobachtet!%,

Die in jiingster Zeit erhaltenen rekonstituierten Rezep-
torsysteme('>"'“2%% zeichnen sich durch hohe Stabilitit und
Reproduzierbarkeit aus. Da sie biochemisch iiber weite
Bereiche manipulierbar sind (die Lipid- und Proteinzu-
sammensetzung, die relativen Anteile von Monomer und
Dimer und die chemische Zusammensetzung des Rezep-
tors kdnnen variiert werden), eignen sie sich in Verbindung
mit dem gereinigten Rezeptor besonders zur Analyse choli-
nerger Mechanismen. Da nunmehr auch natiirliche Mem-
branvesikeln von Torpedo der patch-clamp-Methode zu-
ginglich sind?*>2%l, bieten die verfiigbaren Praparationen
des Acetylcholinrezeptors - ein kontinuierlicher Ubergang
vom hochgereinigten Protein iiber die rekonstituierten Sy-
steme und partiell gereinigten Membranvesikeln bis zu den
véllig intakten subsynaptischen Membranen - einzigartige
Moglichkeiten zum Studium der molekularen Prinzipien
biologischer Signalprozesse.

6. Die Wechselwirkung des Acetylcholinrezeptors
mit seinen Liganden

6.1. Bindungsgleichgewichtsstudien

In diesem Abschnitt wird nur die Bindungsreaktion er-
ortert, die Auswirkung der Ligandenbindung auf den Io-
nenkanal bleibt zunichst auBer Betracht. Ebenso wie man
jedoch aus Messungen der Reizantwort Schliisse auf die
vorgelagerte Bindungsreaktion ziehen kann (vgl. Ab-
schnitte 2 und 4), vermitteln die hier beschriebenen Expe-
rimente Einsichten in die zum Binden parallel und nachge-
lagert verlaufende Aktivierung des rezeptor-integralen Io-
nenkanals. Ziel aller mechanistischen Untersuchungen der
cholinergen Reizung ist es, die Bindungsreaktion, die Ka-
nalaktivierung und die Kopplung zwischen beiden auf mo-
lekularer Ebene zu verstehen.

Fiir die folgenden Diskussionen ist es sinnvoll, die Li-
ganden des Rezeptors nicht nach pharmakologischen, son-
dern nach biochemischen Gesichtspunkten einzuteilen:
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1. Niedermolekulare Liganden, die reversibel gebunden
werden (,,reversible** Liganden): Mehrere hundert der-
artiger Liganden (Abb. 3) sind fiir den Acetylcholinre-
zeptor bekannt. Sie zeichnen sich durch relativ schnelle
Hin- und Riickreaktionen aus und eignen sich daher be-
sonders fiir Funktionsstudien.

2. Niedermolekulare Liganden, die irreversibel gebunden
werden (,irreversible' Liganden): Diese eignen sich
zum Fixieren einer Struktur oder eines Zustandes des
Rezeptors.

3. Neurotoxine: Einkettige Polypeptide, die in den Giften
der Schlangenfamilie Elapidae vorkommen; sie haben
sehr hohe Affinititen fiir den Rezeptor und langsame
Hin- und Riickreaktionen. Sie sind spezifisch fiir den
Rezeptor und eignen sich daher fiir dessen Markierung,
Konzentrationsbestimmung und affinitidtschromato-
graphische Reinigung.

4. Antikérper: Diese Liganden dienen insbesondere Un-
tersuchungen der Rezeptorstruktur und Membrantopo-
graphie. Monoklonale Antikorper erméglichen es prin-
zipiell, fiir jeden Bereich der Oberfliche des Rezeptors
spezifische Markermolekiile herzustellen.

6.1.1. Neurotoxine

Neurotoxine!®s-25"-258 sind kleine basische Proteine mit
Kettenldngen zwischen 60 und 75 Aminosduren. Die ,,kur-
zen* Neurotoxine enthalten vier, die ,langen* fiinf Disul-
fidbriicken. Die Aminosiuresequenzen vieler Neurotoxine
sind bekannt, und von zwei langen Toxinen!***2¢% (Abb. 7)
und einem kurzen Toxin*-?*Z liegen Réntgen-Struktur-
analysen vor. Neurotoxine binden iiber mehrere Kontakt-
stellen an den Rezeptor, d.h. sie haben keine auf wenige
Aminosiuren begrenzte Aktivititsregion'?*>2%. Die Disso-
ziation des Toxin-Rezeptor-Komplexes ist ungewdhnlich
langsam[]68’265'267].

Neurotoxine sind leicht zu reinigen!®® 168-257-258.263.273)
mit radioaktiven Isotopen!’®®?73-27¢1 ynd fluoreszieren-
den Resten"*'9%277-2791 zy; markieren oder mit anderen
Proteinen irreversibel zu verkniipfen®®. Da die Toxine
basische Proteine sind, der Acetylcholinrezeptor aber
ein saures Protein ist, lassen sich einfache Bestimmungs-
verfahren mit anionenaustauscherbelegten Filtern entwik-
keln!68.266.267.2761  gglche Filter halten den Rezeptor und
das an ihn gebundene Toxin zuriick, so daB die Konzen-
tration der vorhandenen Rezeptor-Toxin-Komplexe be-
stimmt werden kann. Wegen der extrem langsamen Disso-
ziation dieser Komplexe kann freies Toxin mit hoher Ge-
nauigkeit und Reproduzierbarkeit abgetrennt wer-
den[168.276,281]‘

Wie am gereinigten Acetylcholinrezeptor von Electro-
phorus mit *H-markiertem a-Cobratoxin gezeigt worden
ist!168.169.2761 jst die Wechselwirkung zwischen Rezeptor
und Neurotoxin nicht durch eine einfache Hin- und Riick-
reaktion beschreibbar. Stattdessen entstehen zwei Kom-
plexe unterschiedlicher Affinitit (Kp;=4-10"1"Mm,
Kp;=2-10"""M) und Dissoziationsgeschwindigkeit
(k;=3-10"min~", k;=1.-10"*min""), die ineinander
umwandelbar sind"*®, Die Bildung des Rezeptor-Toxin-
Komplexes ist durch eine ungewdhnlich hohe positive Re-
aktionsentropie (AS,05=99 cal-mol ~' K~!) gekennzeich-
net; die Aktivierungsenthalpie der Reaktion (AH* =12
kcal/mol) ist dagegen normall'¢®,
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Abb. 7. Oben: Aminosauresequenz des a-Cobratoxins. - Unten links: Per-
spektivische Ansicht (,,von hinten*) der Polypeptidkette mit den Positionen
der aromatischen (@) und der eine positive Ladung tragenden (©) Amino-
sfuren. - Unten rechts: Perspektivische Ansicht (,,von vorn**) der Polypeptid-
kette mit den Positionen der von Martin et al. [263] modifizierten Aminosau-
ren Lysin (@), Arginin (W), Tyrosin (A) und Tryptophan (%). Weder die
Modifizierung aller Lysinreste, noch die aller Argininreste, noch die des ein-
zigen Tyrosins kann die Toxizitit von a-Cobratoxin volistindig zerstoren.
Auch nach der Spaltung aller finf Disulfidbriicken und Alkylierung der frei-
werdenden SH-Gruppen verbleibt noch eine Resttoxizitit. Auch Peptidfrag-
mente aus dem Bereich der fiinften Disulfidbriicke (gestrichelt im Bild rechts
unten) [270—272] sind noch toxisch. Experimentelle Details siche [263, 264];
eine ausfihrliche Diskussion der Rdntgen-Strukturanalyse des a-Cobrato-
xins findet sich in [259, 268, 269].

Aufgrund der hohen Genauigkeit des Toxin-Bindungs-
tests eignet sich dieser auch fiir die Untersuchung der
Gleichgewichte der Bindung niedermolekularer Liganden
an den Rezeptor. Derartige Kompetitionsbindungsstudien
haben gezeigt!'*®, daB der gereinigte Rezeptor zwischen
den verschiedenen pharmakologisch definierten Klassen
von Liganden in der Bindungsreaktion unterscheidet: Anta-
gonisten binden an zwei Bindungsstellen gleicher Affinitat
pro Rezeptormonomer, Agonisten binden an zwei Bin-
dungsstellen mit unterschiedlicher Affinitit. Da zwischen
Agonisten und Antagonisten vollstindige Kompetition be-
steht, lassen sich diese Befunde unter der Annahme identi-
scher Bindungsstellen fiir Agonisten und Antagonisten,
aber zusitzlicher Wechselwirkungen der Bindungsstellen
nach Belegung mit Agonist interpretieren (Abb. 8). Die
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Abb. 8. Bindungsgleichgewichte zwischen *H-a-Cobratoxin und dem gerei-
nigten Rezeptorprotein in Gegenwart von Acetylcholin [168). a) Doppelt-re-
ziproke Auftragung der Konzentrationen an gebundenem und freiem Toxin.
Acetylcholinkonzentrationen: ® 0, O 4.1-10~°M, & 20:107*M, O
7.5-107* M. - b) Logarithmische Auftragung nach Maelicke et al. [168). Kon-
zentration an Rezeptor (Rez) und Toxin (Tox): [Rez}=19-10""M,
[Tox)o=2.7-10~% M, Reaktionsvolumen 1.04 mL. Alle Reaktionen wurden in
Gegenwart von Diisopropylfluorophosphat (1.1-10~* M) (Inhibitor der Ace-
tylcholinesterase) durchgefihrt. Aus der Anfangssteigung (m=0.95) ergibt
sich die gleiche Zahl von Bindungsstellen filr Toxin und Acetylcholin (Lig);
Kompetitionskonstante der ersten Bindungsstelle Kyi;=7.9-10""M. Der
volistindige Zusammenhang lautet:

) ([Rez-Lig] (1 [Tox]
{Rez-Tox] Kp

)) = n-log[Lig]—n-log K,

waobei [Rez], [Tox] und {Lig) die Konzentrationen an Toxinbindungsstellen
(Rezeptor), Toxin und kompetitivem Ligand in mol/L sind. n gibt das Ves-
h#ltnis der Bindungsstellen des kompetitiven Liganden und des Toxins an.
Kp ist die Gleichgewichtsdissoziationskonstante des Toxin-Rezeptor-Kom-
plexes, Ky die scheinbare Inhibitionskonstante des kompetitiven Liganden.
Unter den verwendeten experimentellen Bedingungen ist die Konzentration
an freiem Rezeptor zu vernachlassigen, so daB die Gesamtkonzentration an
Bindungsstellen [Rez] der Summe der komplexierten Bindungsstellen
([Rezol =[Rez- Lig] +[Rez- Tox] entspricht. Somit sind alle GraBen experi-
mentell zuganglich.

Kompetitionskonstanten (Tabellen 2 und 3) sind fiir Anta-
gonisten in guter Ubereinstimmung mit ihren Wirkkonzen-
trationen in vivo, wihrend fir Agonisten Abweichungen
von den halbmaximalen Wirkkonzentrationen von mehre-
ren GréBenordnungen gefunden werden. Dies ist insofern
nicht iiberraschend, als bei den in diesen Experimenten
notwendigen Inkubationszeiten von der vollstindigen
Uberfithrung des Rezeptors in den desensitivierten Zu-
stand ausgegangen werden muB}, wenn sich der geldste Re-

zeptor dhnlich wie der membrangebundene ver-
halt[IZ, 18,44, 50-56]'
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Tabelle 2. Gleichgewichtsdissoziationskonstanten nicotinischer Liganden mit dem gereinigten Acetylcholinrezeptor (siche auch Abb. 8).

Ligand Rezeptor von Electrophorus Rezeptor von Torpedo

Kug Ml (] KigMI[b]  Kuy[M] [b] Ko, Kug [M] [] Kuig M1 [d]
Acetylcholin 8-10-7 1-10-7 2-10-¢ 6-10~¢ 2.5-10-¢
Carbamoylcholin 7-10°7 4.10-¢ 6.-10-3 1.10-¢ 4.5.10°¢
Nicotin 1-1077 — — 1-10-¢ 8.10~°
8,n=10 6-10-° 1.108 6-1077 2.10°¢ 2-10-¢
Tubocurarin 1-1077 3-10°7 2-10°7 2-1077 1-1077
Gallamin — 5.10-8 1-107 1.1077 2-1077
Benzochinonium-lon 6-10~* — — - -
Alloferin 9.10-1° - - - -
8,n=6 4.10-¢ 2-10-° 2-10-° 7.1073 2-10-¢

[a) Durch Kompetitionsbindungsstudien mit *H-a-Cobratoxin erhalten (Filtertest, [168]). [b} Kompetitionsbindungsstudien mit NBD-5-acylcholin (Fluoreszenzbin-
dungsstudien [82]). [c] Durch Gleichgewichtsdialyse erhalten; direkte Messung fiir Acetylcholin und 8, n=10, sonst Kompetitionsbindungsstudien [120]. [d]
Gleichgewichtsdialyse [411). - Bei [a] und [b] sind mehr als eine Klasse von Bindungsstellen beobachtet worden, zwei Kp-Werte sind nur bei [82] berechnet wor-

den.

Tabelle 3. Gleichgewichtsdissoziationskonstanten nicotinischer Liganden mit dem membrangebundenen Acetylcholinrezeptor.

Ligand Rezeptor von Electrophorus Rezeptor von Torpedo
Kupp [M] [2) Kopp M1 b] K, M1 [¢] Kupo M1 [d] K, M) fe] K, IM10]

Acetylcholin 1-10-¢ — 2.10-¢ 1-10~7 6-10~° 8-10~°
Carbamoylcholin 3-10-¢ 4.10-% 4.107° 3.1073 4.10°8 5.1077
8, n=10 1-10-° 1-10-¢ 8.107 2.5-107¢ 9.10~° 8-1077
Trimethyl(phenyl)ammonium-lon 1.10-* - — — - —

Tubocurarin 2-10-7 2-10-7 2-10°7 2-1077 3.10°¢ 2-1077
Gallamin 3-1077 4.10"7 3-1077 5-10-¢ 8.10-% 1103
8, n=6 3.10-% 6-107° 6-10-3 2-10—¢ 5.1077 4-10-°

{a] Elektrophysiologische Dosis-Antwort-Kurven [406]. [b] *Na-Flu3 aus Membranvesikein [241). [c] 50% Abnahme der Anfangsgeschwindigkeit der Assoziation

von *H-Cobratoxin mit dem Rezeptor [287]. [d] Aus Dosis-Antwort-Kurven [406]. (] 50% Abnah

der Anf:

gsgeschwindigkeit der Assoziation von '**I-a-Bunga-

rotoxin mit dem Rezeptor [411}. [f] Durch Ultrazentrifugation oder Abnahme der Anfangsgeschwindigkeit der Assoziation von *H-Cobratoxin mit dem Rezeptor

[2871.

Zwei Ergebnisse dieser Studie!'®® verdienen besondere
Erwiihnung: Fiir die Reihe der Bismethonium-Verbindun-
gen 8, n=4 bis n=10 (vgl. Abb. 3) wurde bis n=6 eine
einzige Klasse von Bindungsstellen, von n=7 ab heteroge-
nes Binden (Antikooperativitit) gefunden. Dies entspricht
der pharmakologischen Klassifizierung dieser Verbindun-
gen und zeigt, wie empfindlich auch das geldste Rezeptor-
protein auf kleine Strukturunterschiede von Liganden rea-
gieren kann. Das zweite ungewshnliche Ergebnis betrifft
den Effekt niedermolekularer Liganden auf die Geschwin-
digkeit der Dissoziation von Toxin-Rezeptor-Komplexen.
Bei direkter Kompetition sollten die kleinen Liganden nur
die Gleichgewichtskonzentrationen an Rezeptor-Toxin-
Komplexen, nicht aber die Geschwindigkeit der Dissozia-
tion dieser Komplexe beeinflussen. Im Gegensatz dazu
(Abb. 91416816}y k5nnen kleine Liganden diese Dissozia-
tion jedoch um den Faktor 10? bis 10* beschleunigen.
Hierzu sind allerdings Ligandenkonzentrationen notwen-
dig, die mehrere GroBenordnungen oberhaib der durch di-
rekte Bindungsstudien oder Kompetitionsmessungen be-
stimmten K,-Werte liegen. Dennoch ist der Effekt sittig-
bar (es gibt eine maximale Dissoziationsgeschwindigkeits-
konstante, vgl. Abb. 9a); das weist auf Bindungsstellen
niedriger Affinitat fiir kleine Liganden in Gegenwart sitti-
gender Konzentrationen von Toxin hin. Eine genaue Ana-
lyse!'*® macht es dabei wahrscheinlich, daB es sich um die
gleichen Bindungsstellen handelt, die im niedrigen Kon-
zentrationsbereich im Kompetition mit Toxin besetzt wer-
den. Das wiirde bedeuten, daf die Bindungsstellen fiir To-
xin und kleine Liganden strukturell verschieden sind!'’"
und daf} die Kompetition zwischen diesen beiden Ligan-
dentypen durch allosterische Effekte zustande kommt
(Abb. 9b, vgl. auch Abschnitt 3). Unabhiingig von ihrer
strukturellen Basis haben diese Bindungsstellen die typi-
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Abb. 9. Beschleunigte Dissoziation von Toxin-Rezeptor-Komplexen. Oben:
Anfangsgeschwindigkeitskonstanten der Dissoziation von *H-Toxin-Rezep-
tor-Komplexen in Gegenwart des cholinergen Antagonisten Benzoquino-
nium (Bqu). - kuax=0.065 min =7, c(1/2k.nax) = 2.4- 10~ M [168]. Unter ver-
gleichbaren Bedingungen wurden fiir Tubocurarin und Carbamoylcholin
¢(1/2keax)-Werte von 1.1-10 7 M bzw. 5-10~2 M gefunden [74}. - Unten: Al-
losterisches Modell der beschleunigten Dissoziation. Es wird angenommen,
daB die Bindungsstellen fir Toxin und fitr kleine Liganden strukturell nicht
gleich sind ; dennoch soll zwischen beiden dber einen weiten Konzentrations-
bereich vollstindige Kompetition bestehen. Dies ist mdglich, wenn die Bele-
gung der Toxin-Bindungsstelle die Affinitit der Bindungsstelle fir den
kleinen Liganden wesentlich erniedrigt. Bei hoher Konzentration kleiner Li-
ganden kdnnen diese niedrigaffinen Bindungsstellen dennoch besetzt wer-
den; dies verursacht eine Konformationsdnderung des Rezeptors, was die
beschleunigte Dissoziation des Toxin-Rezeptor-Komplexes zur Folge hat [74,
168, 169]. a: Toxin, ®: Ligand. Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten
fiir normale und beschleunigte Dissoziation: k, bzw. k.
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schen Eigenschaften zusitzlicher regulatorischer Stel-
len[74, 168, 282—285].

Kompetitionsbindungsstudien mit radioaktiv markierten
Toxinen und cholinergen Liganden sind auch mit anderen
Priparationen des gereinigten Rezeptors® 286, mit Mem-
branvesikeln!!’®17%-287-211 ynd mit ganzen Zellen®?-**
durchgefithrt worden. Letztere eignen sich insbesondere
fiir Untersuchungen des Metabolismus des Acetylcholinre-
zeptors unter normalen®®2%"! und pathologischen'?*®! Be-
dingungen.

6.1.2. Radioaktiv markierte kleine Liganden

Mit diesen Liganden sind hauptsichlich Bindungs-
gleichgewichtsstudien durchgefiihrt worden!'*’-186.230.259-
309 Da sie eine geringere Affinit4t fiir den Rezeptor auf-
weisen als Neurotoxine, werden fiir diese Versuche erheb-
lich groBere Mengen Rezeptor benétigt. Deshalb sind fiir
die meisten Studien mit diesen Liganden rezeptorreiche
Membranfragmente von Torpedo verwendet worden. Von
den benutzten Methoden - Gleichgewichtsdialyse, Filtra-
tion, Zentrifugation - hat sich letztere als am zuverliissig-
sten erwiesen. Die Ultrazentrifugation in der preBluft-ge-
triebenen Minizentrifuge!?**3°! zur Abtrennung der Mem-
branteilchen von der homogen-wiBrigen Phase ist eine
schnelle Methode (Zeitauflésung ca. 10 min). Allerdings
ist diese Zeitaufldsung noch immer so klein, daB bei Bin-
dungsstudien mit Agonisten nur der desensitivierte Zu-
stand des Rezeptors der Messung zugénglich ist. Dieser ist
charakterisiert durch eine relativ hohe Bindungsaffinit4t

[ACh] gy [1070M] —>
£

02 06 10 1L 18
[ACh] ¢rg [107TM] —>

[AChlgen, /[AChlpry —

0 02 0.4 06 0.8
[ACH] gep, [107M) —>

Abb, 10. Bindungsgleichgewichte zwischen *H-Acetylcholin und Membran-
fragmenten von Torpedo [303]. Medium: 100 mM NaCl, 2 mm CaCly, 2 mM
MgCl;, 0.1 mg/mL Rinderserumalbumin, 0.25 mM Tetram, 20 mMm Tris/HC],
pH 7.2. Konzentration an Acetylcholinbindungsstellen [Rezo] =37 nM. Oben:
Auftragung der Konzentration an gebundenem Acetylcholin gegen die Kon-
zentration an freiem Acetylcholin. Unten: Scatchard-Auftragung der Bin-
dungsdaten. Zwischen die beiden gepunkteten Linien fallen 90% aller experi-
mentellen Punkte aus 56 unabhéingigen Bindungsexperimenten. Kp, =30 nM,
Kp2=6 nMm.
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fiir Agonisten und durch eine geringe Kooperativitit zwi-
schen den beiden Agonistbindungsstellen pro Rezeptor-
molekiil (Abb. 102%%). Es ist daher schwierig, die positive
Kooperativitit der Agonistbindungsstellen reproduzierbar
nachzuweisen®, so daB verstindlich wird, warum diese
von manchen Gruppen beobachtet wurde!?®-3%0:3% yon
anderen jedoch nicht!?**3°1-3%3 Hinzu kommt, daB erst
kiirzlich die mathematischen Grundlagen fiir die vollstin-
dige Auswertung von Bindungsgleichgewichten an zwei
verschiedene, sukzessiv zu besetzende Bindungsstellen ge-
schaffen worden sind!®"82303,

ZusammengefaBt erweisen sich die Bindungsstudien mit
radioaktiven cholinergen Liganden mit niedrigem Moleku-
largewicht als kaum aussagekriftiger, aber sehr viel
schwieriger in der Durchfiihrung als Bindungsstudien mit
Neurotoxinen, Allerdings kann in direkten Bindungsstu-
dien mit Acetylcholin und membrangebundenem Rezeptor
auf diese Weise gezeigt werden, daB der Transmitter im
Gleichgewicht an zwei schwach miteinander in positiv-ko-
operativer Wechselwirkung stehende Bindungsstellen bin-
det?®!, Dieses Ergebnis konnte andeuten, daB im nicht-de-
sensitivierten Zustand des Rezeptors tatsichlich die postu-
lierte®%! starke Kooperativitit zwischen den Agonistbin-
dungsstellen besteht.

6.1.3. Irreversible Liganden

Die am griindlichsten untersuchte chemische Modifi-
zierung des Acetylcholinrezeptors ist die Reduktion einer
Disulfidbriicke in der N4he der Bindungsstelle fiir Acetyl-
cholin(82-85-95:29%.307-3111 Dyjese Reduktion verkiirzt die mitt-
lere Offnungszeit und setzt die Leitfihigkeit des Rezeptor-
ionenkanals herab!®®30?-311 schwicht die Reizantwort auf
einfach positiv geladene Agonisten, erhdht aber diejenige
auf zweifach positiv geladene Agonisten'®>#%3%") ernjedrigt
die Hill-Koeffizienten der Agonisten auf 17>%% yund
macht Bismethonium-Verbindung 8, n=6, zum choliner-
gen Agonisten®. Im Zusammenhang mit den Modellen
der cholinergen Reizung (Abschnitt 3 und 7) ist bemer-
kenswert, daB die Verkniipfung eines einzigen Molekiils ei-
nes irreversiblen Agonisten pro Rezeptormonomer bereits
fir die Kanalaktivierung ausreicht®2%313] Werden die
freigesetzten SH-Gruppen mit einem Affinititsliganden al-
kyliert - z. B. *H-Bromacetylcholin (BAC) oder *H-MBTA
(sieche Abschnitt 4.3) -, so findet sich diese Markierung
ausschlieBlich an den a-Untereinheiten des Rezeptors. Je
nach Reaktionsbedingungen und Rezeptorpriparation 146t
sich nur eine!*3'3 oder lassen sich beide'®! der freigesetz-
ten SH-Gruppen markieren,

Wihrend die Markierung der a-Untereinheiten des Re-
zeptors Klarheit beziiglich der Position der Bindungsstel-
len fiir Agonisten bringt, sind die molekularen Grundlagen
der anderen physiologischen Effekte der Disulfidreduk-
tion und der Alkylierung der SH-Gruppen noch immer un-
klar. Dies gilt auch fiir die Entdeckungen, daB die irrever-
sible Reaktion von BAC mit Einzelzellpriparationen von
Electrophorus zur lingeren Depolarisierung der Membran
fiihrt (kaum Desensitivierung, obwohl die lokale Konzen-
tration an BAC sehr hoch ist) und das Amidanalogon von
BAC, Bromacetylcholamin, zwar an den reduzierten Elec-
trophorus-Rezeptor bindet, diese Reaktion aber nicht zur
Depolarisierung fithrt®>31%, Diese Liganden bieten weiter-
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hin gute Mdglichkeiten, die molekularen Grundlagen der
Kanalaktivierung und Desensitivierung verstehen zu ler-
nen.

Das Alkylierungsagens 3-Brommethyl-3'-trimethylam-
moniomethylazobenzol ist unter den irreversiblen Ligan-
den insofern eine Besonderheit, als es photoisomerisiert
werden kann®'®! und sich deshalb fiir Konzentrations-
sprunguntersuchungen eignet®'**'7), Dabei fand man, daB
bereits ein einziges irreversibel mit dem Rezeptor ver-
kniipftes Agonistmolekiil zur Kanalaktivierung ausreicht
(vgl. 182309313 ynd daB das Binden des Agonisten an den
Rezeptor nicht der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
der Kanalaktivierung ist.

AbschlieBend muB hier noch einmal erwidhnt werden,
daB im Zeitrahmen der iiblichen physiologischen, zellbio-
logischen und biochemischen Messungen auch viele Neu-
rotoxine und Antikdrper ,,irreversible* Liganden sind. Im
Gegensatz zu den hier beschriebenen Liganden von niedri-
gem Molekulargewicht kénnen Toxine und Antikorper je-
doch nicht die Ereignisse produzieren, die typisch fiir die
Agonist-induzierten elektrischen Aktivititen der Muskel-
endplatten sind.

6.1.4. Fluoreszierende kleine Liganden

Der wesentliche Vorteil derartiger Liganden liegt in ih-
ren spektroskopischen Eigenschaften, die im Gegensatz zu
anderen Markierungen eine sehr viel hthere Zeitauflosung
der Messung ermdglichen. Dies wird insbesondere in kine-
tischen Untersuchungen der Ligandenwechselwirkung aus-
genutzt (Abschnitt 6.2), In diesem Abschnitt wird nur die
Anwendung dieser Liganden fiir Gleichgewichtsuntersu-
chungen erdrtert.

Die chemische Struktur und die spektroskopischen und
physiologischen Eigenschaften der fluoreszierenden Li-
ganden des Acetylcholinrezeptors sind andernorts im De-
tail diskutiert worden®.. Fiir biochemische Untersuchun-
gen eignen sich am besten Derivate des Acetylcholins, die
den fluoreszierenden Rest iiber eine (CH,),-Kette gebun-
den enthalten (Abb. 11). Von diesen sind die unmodifizier-
ten NBD-n-acylcholine reine Agonisten des Acetylcho-
lins®82:318-3221 wihrend die Dansyl-n-acylcholine zusitz-
liche nicht-kompetitive Eigenschaften besitzen®?*-32%, De-
taillierte Bindungsstudien sind nur mit den NBD-n-acyl-
cholinen durchgefiihrt worden. Beim gereinigten Rezeptor

fluoreszierender

<— Briicke —>|<— cholinerge Region

Rest

A CH

O,N NH (CHg)n C_ ol 2
s O—CHz—CHrl:I—CHg

N,

0" 17 CHg

A CH

Q SO,NH (CHy)e 4 o5 Hs
O—CH,;—CH,~N—CH,

/N O (J.’ Hs

H3C 18

Abb. 11. Strukturformeln fluoreszenzmarkierter Acylcholine. 17: ,NBD-n-
acylcholine* (systematischer Name: Alkyl(dimethyl)-2-[@-~(7-nitro-4-benzo-
furazanylamino)-n-alkylcarbonyloxylethylammonium-Ioa). 18: ,,Dansyl-n-
acylcholine* (systematischer Name: 2-[6-(5-Dimethylamino-1-naphthalinsul-
fonamido)hexylcarbonyloxylethyl(trimethyl)Jammonium-lon oder O-2-{6-(5-
Dimethylamino-1-naphthalinsulfonamido)hexyl-carbonylicholin). Das n in
den Trivialnamen steht fir die Zahl der CH,-Gruppen.
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von Electrophorus ist das Binden des fluoreszierenden
Agonisten mit dem vollstindigen Loschen der Fluoreszenz
verbunden!*>#2322, Ursache ist die Bildung einer Wasser-
stoffbriicke zwischen der o-Aminogruppe des Liganden
(Donor) und einer unbekannten Acceptorgruppe in einer
hydrophoben Tasche des Rezeptorproteins®?2. Obwohl
der cholinerge Teil von NBD-n-acylcholinen die Spezifitat
ihres Bindens an den Rezeptor vermittelt**3?2 ist durch
die Fluoreszenzldschung gesichert, daB auch andere Berei-
che des Molekiils an der Wechselwirkung mit dem Rezep-
tor teilnehmen. Es ist daher nicht iiberraschend, daB die
Affinitit der NBD-n-acylcholine von der Zahl der Methy-
lengruppen im Molekiil abhingt; Affinitit und Fluores-
zenzeffekte konnen durch chemische Modifizierung an der
©-Aminogruppe verindert werden?3,

Die Fluoreszenzeigenschaften der NBD-n-acylcholine
ermoglichen es, ihre Bindungsgleichgewichte mit Rezep-
torpriparationen direkt und mit vorher nicht erreichter
Genauigkeit zu messen®?. Kompetitionsstudien mit repri-
sentativen cholinergen Liganden ergaben, daB Agonisten
und Antagonisten des Acetylcholins an die gleiche Zahl
von Bindungsstellen am gereinigten Rezeptor binden und
vollstindig kompetitiv sind. Die Bindungsstellen fiir Anta-
gonisten zeigen alle die gleiche Affinitit; diejenigen fiir
Agonisten scheinen in zwei Klassen (paarweise) aufzutre-
ten, wobei bei jedem Paar negativ-kooperative Wechsel-
wirkungen bestehen. In Ubereinstimmung mit den elektro-
physiologischen Beobachtungen unter gleichen experimen-
tellen Bedingungen®-#%°% indern sich nach Inkubation
mit Dithiothreitol die Affinitiiten fiir einige Agonisten; fiir
einen normalerweise partiellen Agonisten und einen Anta-
gonisten des Acetylcholins werden dann die fiir Agonisten
typischen Bindungsmuster beobachtet®?. Diese Untersu-
chung stiitzt frithere Befunde, daB es zwei unterschiedliche
Bindungsstellen fiir Agonisten am Rezeptor gibt. Die
Gleichgewichtsdissoziationskonstanten (Tabellen 2 und 3)
liefern fiir Antagonisten Werte, die mit den physiologi-
schen Daten iibereinstimmen, wihrend die Werte fiir Ago-
nisten auf zumindest teilweise Desensitivierung der Pripa-
ration zum Zeitpunkt der Messung hinweisen. Insgesamt
zeigen die Ergebnisse, daBl mit der Solubilisierung des Re-
zeptors kein wesentlicher Funktionsverlust einhergeht.

Untersuchungen mit anderen fluoreszierenden Ligan-
denP?-32% ynd Markermolekiilen®**33! waren weniger
aussagekriftig in Bezug auf den Mechanismus der Wech-
selwirkung zwischen Ligand und Rezeptor. Mit diesen Li-
ganden ist bisher nur eine Klasse von Agonistbindungs-
stellen nachgewiesen worden. Allerdings haben Heidmann
und Changeux*¥ sowie Schimerlik et al.*** mehrere Affi-
nititszustinde des Rezeptors fiir Agonisten und auch Ago-
nist-induzierte Konformationsiinderungen nachgewiesen.

6.1.5. Nichtkompetitive Blocker

Unter dem Begriff ,,nichtkompetitive Blocker* werden
alle diejenigen Verbindungen zusammengefaBt, die die
Reizantwort auf cholinerge Agonisten nicht durch direkte
Kompetition, sondern indirekt beeinflussen (sieche auch
Abschnitt 3). Sie bewirken eine Abnahme der maximalen
Reizantwort und erhéhen die scheinbare Bindungsaffinitit
(halbmaximale Wirkkonzentration) fir den jeweiligen
Agonisten. Typische Liganden dieser Klasse sind Amino-
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gruppen-haltige Lokalanésthetica wie Procain und Dibu-
cain(?87:300.338-3401 ' gya]lyzinogene wie Phencyclidin®434!,
Sedativa wie Chlorpromazin'***, verschiedene Detergen-
tien, Neurotoxine wie Histrionicotoxin und Anatoxin
AB2-3%51 - Amantadin®*®, das lipophile Methyltriphenyl-
phosphonium-Ion®¥” und eine Reihe weiterer struktu-
rell sehr unterschiedlicher natiirlicher und synthetischer
Verbindungen®353, Die Befunde elektrophysiologi-
scher Untersuchungen iiber die Wirkung dieser Verbindun-
genB>332-34 Jaesen sich dahingehend interpretieren,
daBl die nichtkompetitiven Blocker an eine Komponente
des Ionenkanals binden. Andere Wirkungsweisen - z.B.
iiber allosterische Bindungsstellen oder iber die Lipid-
phasefl®-333-337 _ gind jedoch gleichermaBen vorstellbar. Da
am gereinigten Rezeptorprotein keine Bindungsstellen fir
nichtkompetitive Blocker gefunden wurden®>!%%, kénnen
die Wirkungen dieser Verbindungen in vitro nur mit Pri-
parationen des membrangebundenen Rezeptors untersucht
werden. Dabei sind drei Arten von Bindungsstellen fiir
nichtkompetitive Blocker identifiziert worden: Eine Bin-
dungsstelle pro Rezeptormolekiil mit hoher Affinitit (Kp
im mikromolaren Bereich), eine gréBere Zahl weiterer Bin-
dungsstellen mindestens 10fach niedrigerer Affinitit, die
sich vermutlich an der Rezeptor-Lipid-Grenze befinden,
sowie die Bindungsstellen fiir Agonisten, an die einige
diese Verbindungen mit noch geringerer Affinitit (20-
500 uM) binden°23%1 Wegen dieser je nach Strukturei-
genschaften des Blockers stirkeren oder schwicheren
kompetitiven WirkungP®2353-3% jgt der Name ,,nichtkom-
petitive Blocker* irrefithrend; er wird allein aus histori-
schen Griinden beibehalten.

Allen diesen nichtkompetitiven Blockern ist gemeinsam,
daf} sie durch ihr Binden an den membrangebundenen Re-
zeptor dessen Affinitdt fiir cholinerge Agonisten erhéhen
(Abb. 1203%3%4) Diese Affinititserhdhung kommt durch
eine Konformationsinderung des Rezeptors zustande; sie
hat den gleichen Zeitverlauf wie die Desensitivierung der
Endplatten!!37-324.338,340,352.354] " Rekonstitutionsexperimen-
tel*>*! lassen den SchluB zu, daB sich zumindest ein Teil der
Bindungsstellen fiir nichtkompetitive Blocker am Rezep-
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Abb. 12. EinfluB nichtkompetitiver Blocker auf die Wechselwirkung zwi-
schen dem Agonisten NBD-5-acylcholin (Abb. 11) und dem membrangebun-
denen Acetylcholinrezeptor von Torpedo [354]. Die Konzentrationen an
Membranfragmenten [0.08 um] und fluoreszierendem Agonisten [0.045 uMm]
entsprechen etwa 40% Sittigung der Bindungsstellen. Unter di Bedin-
gungen bewirkt die Zugabe von Procain (500 pm) oder Dibucain (10 pM) zur
Zeit 1 =0 eine Abnahme der Fluoreszenz, d.h. es wird mehr fluoreszierender
Agonist gebunden. Die Belegung des Rezeptors mit Dibucain geht aus-
schlieBlich mit einer Affinitdtszunahme fiir den Agonisten einher (nur Fluo-
reszenzabnahme); bei Procain kann aus der anfinglichen Zunahme der Fluo-
reszenz und aus deren Gleichgewichtsniveau geschlossen werden, daB neben
der Affinititserhdhung filr den Agonisten auch Kompetition um dessen Bin-
dungsstellen auftritt. Die Geschwindigkeitskonstanten der Fluoreszenzab-
nahme (k=0.0110.005s~") entsprechen der elektrophysiologisch beobach-
teten langsamen Desensitivierung.
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torprotein befindet. Bindungsstellen am peripheren Pro-
tein mit dem Molekulargewicht 43 000"*"!*7 sind indessen
ausgeschlossen worden!"*”), Werden irreversible, radioaktiv
markierte nichtkompetitive Blocker verwendet, so binden
diese meist an die 5-Untereinheit?*], gelegentlich auch an
die anderen Untereinheiten des Rezeptors®*".

Die Effekte der nichtkompetitiven Blocker werden héu-
fig als Beleg fiir die Richtigkeit des speziellen allosteri-
schen Modells des Acetylcholinrezeptors diskutiert®33,
Zur Erklirung ihrer Effekte reicht jedoch bereits ein Mo-
dell aus, das von zwei sich beeinflussenden, aber fiir den
jeweiligen Ligandentyp (cholinerger Agonist oder nicht-
kompetitiver Blocker) spezifischen Bindungsregionen am
Rezeptor ausgeht. Hierzu sind nicht einmal allosterische
Modelle notwendig, obwohl die ,,modulierende* Wirkung
der nichtkompetitiven Blocker zu einer derartigen Inter-
pretation verlockt.

6.1.6. Antikorper

Antikdrper gegen den Acetylcholinrezeptor haben sich
in dreierlei- Hinsicht als niitzlich erwiesen: 1. Antikorper
eignen sich zu Strukturuntersuchungen des Rezeptors. 2.
Der membrangebundenene Rezeptor ist eine geniigend
einfache Priparation, um die Bindungsreaktion des Anti-
korpers und ihren EinfluB auf die Funktion des Rezeptors
quantitativ zu untersuchen. 3. Die molekularen Grundla-
gen der Muskelkrankheit Myasthenia gravis lassen sich mit
solchen Antik6rpern studieren. Hier wollen wir uns vor al-
lem mit dem ersten Aspekt befassen und die anderen bei-
den nur streifen.

Die moderne Forschung auf dem Gebiet der Myasthenia
gravis'*>8-378 baut im wesentlichen auf zwei Entdeckungen
auf: Bei Myasthenie-Kranken ist die Zahl funktionsfihiger
Acetyicholinrezeptoren in den Muskeln erniedrigt®®?; die
Entstehung Myasthenie-dhnlicher Symptome bei Kanin-
chen nach deren Immunisierung mit kdrperfremdem Re-
zeptorprotein®®! weist auf eine Autoimmunkomponente
hin. Trotz der Fortschritte der letzten Jahre werden zur
Zeit mehrere Mechanismen der Entstehung dieser Immun-
krankheit diskutiert. Entsprechend sind zwar eine Reihe
von Behandlungsmethoden vorhanden, doch gibt es noch
keine Kausaltherapie!!5376-380],

Nach elektrophysiologischen Messungen an myastheni-
schen Ratten®®’” ist die Schwichung der Neurotransmis-
sion die Folge einer verringerten Konzentration an funk-
tionierenden Rezeptorkanilen. Zusitzlich sind eine Erho-
hung der halbmaximalen Wirkkonzentration von Acetyl-
cholin (geringere Affinitit) und Verinderungen in der Ki-
netik der Muskelreizung zu beobachten. Die Einzelkanal-
eigenschaften scheinen hingegen unverdndert®’*?¢. Die
unmittelbare Blockade der Rezeptoren 1iBt sich nur
schwer nachweisen™*!-2%2,

Zu Untersuchungen der Struktur des Acetylcholinrezep-
tors eignen sich besonders monoklonale Antikérper (mo-
noclonal antibody, mAb)**, da diese gegen jeweils nur
eine Antigendeterminante der Rezeptoroberfliche gerich-
tet sind. Solche Determinanten bestehen aus nur wenigen
Aminosduren, so daB mit monoklonalen Antikorpern die
Organisation des Rezeptors mit hoher Auflgsung studiert
Werden kannuzs, 132, 159, 171-176, 182, 238-240, 369, 373, 380, 384, 385].

Mit monoklonalen Antikérpern gegen die Rezeptoren der
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Elektrozyten!'7384.385 |agsen sich mindestens 30 Oberfli-
chendeterminanten des Rezeptors unterscheiden. Mono-
klonale Antikdrper sind bisher besonders zur Bestimmung
der Untereinheitenzusammensetzung von Rezeptorpripa-
rationen[lJO.153.336.387] und Zum Stmkturvergleich[ﬂs.374.388-
3% herangezogen worden. Wie wertvoll sie auch fiir tiefer-
gehende Struktur- und Funktionsuntersuchungen am Re-
zeptor sein kdnnen, zeigt die Anwendung monoklonaler
Antikdrper zur Strukturanalyse der Ligandenbindungsre-
gionen des Rezeptors!”%.

Durch die Verwendung eines ELISA-Tests (ELISA =
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) zur Selektion der
Antikdrper-produzierenden Zellklone!"™ wurde es mog-
lich, monoklonale Antikérper gegen die Bindungsregionen
fiir cholinerge Liganden (Agonisten und Antagonisten) zu
erhalten!'”", Diese unterschieden sich dadurch von ande-
ren Antikdrpern gegen das Rezeptorprotein, daB} ihr Bin-
den an den Rezeptor durch a-Cobratoxin vollstindig ver-
hindert werden konnte. Gegeniiber niedermolekularen Li-
ganden zeigten sie dariiber hinaus jedoch ein sehr unter-
schiedliches Verhalten!"®: Drei Antikdrper (mAb 2-4)
kompetieren mit allen angebotenen kleinen Liganden um
das Binden an den Rezeptor, zwei weitere mit allen, ausge-
nommen den ,,Bismethonium*-Verbindungen (mAb 1, 5);
ein Antikdrper kompetiert mit allen Liganden ausgenom-
men den ,,Bismethonium‘‘-Verbindungen und Tubocura-
rin. Im Rahmen des klassischen pharmakologischen Beset-
zungsmodells (siche Abschnitt 3%, siche auch Lehrbii-
cher®®1-3%2)) wire aus diesen Ergebnissen zu folgern, daB es
wenigstens drei Sorten von Bindungsstellen fiir cholinerge
Agonisten und Antagonisten am Rezeptor geben mubB.
Man kann aber auch annehmen, da} das Unvermogen ei-
niger Antikdrper, in Gegenwart bestimmter Liganden an
den Rezeptor zu binden, dadurch zustande kommt, daB
diese Liganden Konformationsinderungen des Rezeptors
verursachen, die zum Verschwinden der entsprechenden
Antigendeterminante fithren!!”’l, Dies hiee, jeder Ligand
bewirkt eine andere Konformation des Rezeptors; der Re-
zeptor unterschiede also nicht nur zwischen den pharma-
kologisch definierten Klassen von Liganden (Agonisten,
Antagonisten, nichtkompetitive Blocker), sondern jeder
Bindungsvorgang hitte einen individuellen Charakter.

Da alle sechs Antikorper mit Polypeptidneurotoxinen
um das Binden an den Rezeptor kompetieren"”], lag der
SchluB nahe, die Bindungsstellen fiir kleine Liganden 1i-
gen innerhalb begrenzter Bereiche (Regionen). Kompeti-
tionsbindungsstudien mit den sechs Antikérpern ergaben,
daB zwei solcher Bindungsregionen am Rezeptor existie-
ren. Besonders aufschluflreich war, daB der Antikdrper
mAb 6 zwar das Binden der anderen fiinf Antikérper an
den Rezeptor vollstindig verhindern konnte, umgekehrt
konnten diese sein Binden jedoch nur teilweise einschrin-
ken. Ein anhand dieser Befunde entwickeltes Modell des
Acetylcholinrezeptors zeigt Abbildung 13. Die Ergebnisse
sind durch Kompetitionsstudien mit radioaktiv markier-
tem Acetylcholin bestitigt worden®. Zusitzlich wurde
gefunden, daB mAb 6 nur die Hilfte aller Bindungsstellen
fiir Acetylcholin blockieren kann.

Werden mehrere Rezeptorfunktionen (das Binden von
cholinergen Liganden, nichtkompetitiven Blockern und
Neurotoxinen, IonenfluBl- oder Leitfihigkeitsinderungen)
in derartige Untersuchungen einbezogen, so kann man die
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Abb. 13. Modell zur Beschreibung der Kompetition zwischen monoklonalen
Antikérpern und cholinergen Liganden um das Binden an den Acetylcholin-
rezeptor [175]. Es werden zwei Bindungsregionen - A und B - mit jeweils
mindestens drei Bindungsstellen (subsites) postuliert. Erstere sind durch die
Antikérper 2-4 (Region A) bzw. 5 (Region B), letztere durch die Liganden
Acetylcholin (ACh), Tubocurarin (Tubo) und die ,,Bismethonium'‘-Verbin-
dung 8, n=6, 10 (BMYV) definiert. Antikdrper mAb 6 erkennt Antigendeter-
minanten, die in beiden Regionen auftreten.

fiir die jeweilige Funktion verantwortlichen Bereiche der
Oberfliche des Rezeptors lokalisieren. Dies kdnnte zur
Charakterisierung der Struktur des Ionenkanals und derje-
nigen Bereiche fiihren, die die Kopplung zwischen Reiz-
empfang und Reizantwort bewirken.

Bei den Anwendungen monoklonaler Antikdrper ist zu .
bedenken, daB die Methode zur Erzeugung dieser spezifi-
schen Liganden noch sehr jung ist®®*, So weil man unter
anderem noch zu wenig iiber ihre Affinititen und iiber die
Kinetik ihrer Wechselwirkung mit dem Rezeptor noch un-
klar. Auch ist ihr Vorteil, daf} sie, anders als Immunseren,
,reversible” Liganden sind, noch nicht voll genutzt wor-
den. Zusitzliche Moglichkeiten zur immunbiologischen
Analyse des Rezeptors ergeben sich auch aus den seit kur-
zem bekannten Aminosiuresequenzen'®’-2!, Nunmehr
konnten Antikorper gegen kurze Peptide aus der Sequenz
des Rezeptors produziert werden, um bestimmte Hypothe-
sen beziiglich seiner Struktur zu prilfen!'?7-201.394.3951

6.1.7. Bindungsgleichgewichtsstudien - Was bleibt?

Zusammenfassend ergibt sich das folgende Bild iber
Organisation und Eigenschaften der Ligandenbindungs-
stellen am Acetylcholinrezeptor: Das Rezeptormonomer
hat zwei Bindungsregionen fiir kompetitive cholinerge Li-
ganden (Agonisten und Antagonisten). Beide Bindungsre-
gionen unterscheiden sich in ihrer Struktur''’*!, Hierin mag
der Grund dafiir liegen, daB sie Agonisten®®), aber auch
einige o-Neurotoxine!'® und einen Antagonisten®’", mit
ungleichen Affinititen binden (zwei Klassen von Bin-
dungsstellen). Dariiber hinaus haben einige Gruppen cho-
linerger Liganden ihre eigene Bindungsstelle innerhalb je-
der der beiden Bindungsregionen!’*!">3%% DaB es den-
noch zur vollstindigen Kompetition zwischen diesen Li-
ganden kommen kann, liegt daran, daB jeder die Bin-
dungsregion so verindern kann, daB die Bindungsstellen
der anderen Liganden nur noch eine stark verringerte Affi-
nitdt aufweisen. Mit diesem Modell lassen sich z.B. die
Kompetitionsmuster monoklonaler Antikdrper'’ und die
beschleunigte Dissoziation von Rezeptor-Toxin-Komple-
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xen in Gegenwart cholinerger Liganden!’*16%1%.1821 gowjie
andere allosterische Effekte!?5*-2%%! erklaren.

Fir nichtkompetitive Blocker gibt es eine spezifische
Bindungsstelle pro Rezeptormonomer sowie weitere Bin-
dungsstellen an der Grenzfliche zwischen Rezeptor und
Lipidumgebung und in der Lipidphase. DaB ihre spezifi-
sche Bindungsstelle mit der Solubilisierung des Rezeptors
verloren geht, weist darauf hin, daB eine definierte Prote-
in-Lipid-Organisation nétig ist. Da zwischen den kompeti-
tiven (Agonisten und Antagonisten) und den nichtkompe-
titiven Liganden nur graduelle Unterschiede in der Struk-
tur bestehen, hat jeder Ligand der einen Gruppe auch eine
gewisse Affinitdt zu den Bindungsstellen fiir die Liganden
der anderen Gruppe. Dies Verhalten ist bei den nichtkom-
petitiven Blockern besser zu erkennen, weil sie eine gerin-
gere Affinitit haben und deshalb grundsitzlich in héheren
Konzentrationen eingesetzt werden.

Die Struktur des Rezeptors ist durch Liganden - ein-
schlieBlich Detergentien - leicht verinderbar!’?>1%%), Die-
se Strukturflexibilitdt verursacht die Komplexitit der elek-
trophysiologisch beobachteten Zustinde des Ionenka-
nals'™**), und es ist daher unwahrscheinlich, daB sich die
funktionellen Eigenschaften des Rezeptors mit einem
Zwei- oder Drei-Zustinde-Modell>%727% erkldren lassen.
Solche Modelle sollten nur als Arbeitshypothesen auf dem
Weg zu einem tieferen Verstindnis dieses Informations-
tibertragungselementes betrachtet werden.

Die Gleichgewichtsstudien ermdglichen keine zuverlis-
sige Aussage dariiber, wieviel Agonistmolekiile fir die Ak-
tivierung des Rezeptors gebunden werden miissen. Unter
irreversibler Verkniipfung an einer der in der Nihe der
Bindungsstelle fiir Acetylcholin freigesetzten SH-Gruppen
scheint allerdings die Aktivierung durch ein einziges Ago-
nistmolektil moglich zu seint%313.316.3171,

6.2. Kinetische Studien

Da der aktive (ionenleitende) Zustand des Rezeptors
sehr kurzlebig ist, konnen die molekularen Eigenschaften
dieses Zustandes nur mit Methoden studiert werden, deren
Zeitauflosung im Bereich seiner Lebensdauer liegt. Geeig-
net sind fluoreszenzkinetische Messungen der Bindungsre-
aktion(#3324.328-331.3%6] [gnenfluBmessungen hoher Zeitauf-
18sung!24>-244-% ynd die Kombination von beiden™. Ange-
sichts der Komplexitit des Rezeptorsystems ist es sinnvoll,
mit der Bearbeitung des einfachsten Systems - des gerei-
nigten Rezeptorproteins - zu beginnen und von dort zu Sy-
stemen hoherer Komplexitit fortzuschreiten. Dabei zeigt
sich®>*2%8 daf mit dem Ubergang vom reinen Rezeptot-
protein zu rezeptorreichen Membranfragmenten bereits
eine erhebliche Zunahme funktioneller Variabilitit des Re-
zeptors einhergeht. Dies betrifft insbesondere die Wechsel-
wirkung mit nichtkompetitiven Blockern und den Mecha-
nismus der Desensitivierung; zur Untersuchung dieser
Prozesse bietet sich der membrangebundene Rezeptor da-
her besonders an®?+328-331.334 D3 aus IonenfluBmessun-
gen - wie auch aus anderen elektrophysiologischen Mes-
sungen - iiber die Wechselwirkung von Rezeptor und Li-
gand keine unmittelbare Aussage erhalten werden kann,
sollen diese Untersuchungen®” hier nicht betrachtet
werden.
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Von den Methoden zur kinetischen Analyse der Eigen-
schaften des Rezeptors eignen sich diejenigen am besten,
bei denen Rezeptor und Ligand erst wihrend der Messung
zusammentreffen. Dies gilt vor allem, wenn der Ligand ein
Agonist oder nichtkompetitiver Blocker ist, in deren Ge-
genwart der Rezeptor bereits im Subsekundenbereich seine
Eigenschaften dndert?®>3%61-4%% §omit sind Methoden, bei
denen ein Bindungsgleichgewicht zwischen Rezeptor und
Ligand rasch verschoben wird, weniger geeignet™®",

Wichtig fiir die Aussagekraft einer Untersuchung sind
die MeBgroBe — sie muB eindeutig, groB und einfach aus-
zuwerten sein - sowie die pharmakologischen Eigen-
schaften der Reaktanten - ebenfalls eindeutig und mdg-
lichst einfach. Betrachtet man unter diesen Voraussetzun-
gen die vorhandenen Methoden (detaillierte Ubersicht vgl.
1, so kommt nur die Fluoreszenzdnderung von Liganden
- am besten von reinen Agonisten oder Antagonisten - in
Frage. Wegen der groBen Funktionsvariabilitit des Rezep-
tors kénnen alle anderen Liganden oder Markermolekii-
1e®26-331) Jeicht zu Zustandsverinderungen des Rezeptors
fithren, so daB unabhingige grundlegende Aussagen nicht
zu erhalten sind. Aus diesen Griinden sollen hier im we-
sentlichen die Untersuchungen mit dem Agonisten NBD-
5-acylcholin!®-43:318-322.354.3%] nd den partiellen Agoni-
sten N-n-Propyl-NBD-5-acylcholin®® sowie Dansyl-6-
acylcholin®23-32%:353.397] (siehe Abb. 11) beschrieben wer-
den.

Das Binden von NBD-5-acylcholin an den gereinigten
Rezeptor von Electrophorus fithrt zur vollstindigen Lo-
schung der Fluoreszenz des Liganden'***?. Dieser Effekt
wurde ausgenutzt, um die Kinetik dieser Wechselwirkung
zu studieren (Stopped-Flow-Fluorimeter)**®. Dabei ergab
die erste Analyse, daB die Assoziationskinetik (Abb. 14)
aus mehreren Komponenten zusammengesetzt und daher
ohne zusitzliche Annahmen nur begrenzt auswertbar ist.
Aus der Konzentrationsabhingigkeit der Anfangsge-
schwindigkeit der Assoziation wurde eine Geschwindig-
keitskonstante von 2-10® M~! s~! fiir physiologische Be-
dingungen und 20°C berechnet, die Assoziationsreaktion
ist also ungewdhnlich schnell**®?,
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Abb. 14. Kinetik der Assoziation von NBD-5-acylcholin an den gereinigten
Acetylcholinrezeptor von Electrophorus [396). Gleiche Volumina von Rezep-
tor (5.1 nm) und NBD-5-acylcholin (10.95 nM) im gleichen Puffer wurden im
Stopped-Flow-Fluorimeter rasch gemischt; die Abnahme der Fluoreszenz F
(als Konzentration des fluoreszierenden Agens angegeben) wurde in Abhan-
gigkeit von der Zeit ¢ registriert (Digitaloscilloscop). Jede Spur ist aus vier
Experimenten gemittelt worden: die drei Sitze von Experimenten unter-
scheiden sich in ihren Zeitbereichen. Zeitbereich 0.2-200 ms (*), 2-2000 ms
(O), 20-20000 ms (+). Vom Experiment mit dem kiirzesten Zeitbereich sind
alle 974 Punkte gezeigt, bei den beiden anderen wurden jeweils 10 MeB-
punkte zu einem gemittelt.
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Die Dissoziationskinetik wurde auf zwei Wegen be-
stimmt, wobei die Ergebnisse wichtige Aussagen fiber den
zugrundeliegenden Mechanismus lieferten: Wurde die Ki-
netik der Dissoziation nach rascher Verdinnung von
NBD-5-acylcholin-Rezeptor-Komplexen in Puffer gemes-
sen, so wurden stets wenigstens zwei Reaktionsschritte be-
obachtet. Da beide auch bei niedriger Rezeptorbelegung -
wenn nur eine der beiden Bindungsstellen am Rezeptor be-
setzt ist - auftraten, muBten zwei Sorten von Komplexen
des halbgesittigten Rezeptors gebildet worden sein, da nur
so zwei Schritte der Dissoziation méglich sind. Fiir diesen
letzten Teil ber Dissoziation kénnen zwei Mechanismen
formuliert werden [Gl. (d) und (e)] (die beiden Bindungs-
stellen werden parallel besetzt).

[AR == AR*|] = R+ A (d)
AR

>R + A (e)
RAZ

A = Agonist, R = Rezeptor

Wurde die Dissoziation der NBD-5-acylcholin-Rezep-
tor-Komplexe durch Zumischen eines groBen Uberschus-
ses eines nicht-fluoreszierenden, kompetitiven Liganden
eingeleitet, so werden ebenfalls wenigstens zwei Reakti-
onsschritte beobachtet. Wihrend die Anfangsgeschwindig-
keit der Dissoziation unabhingig von Art und Konzentra-
tion des kompetierenden Liganden und vergleichbar mit
der schnelleren Komponente der Verdiinnungskinetik war,
dissoziierte der NBD-5-acylcholin-Rezeptor-Komplex im
spiteren Verlauf umso langsamer, je héher die Konzentra-
tion des kompetierenden Liganden war (Abb. 15). Tatséch-
lich konnte die Dissoziation der Komplexe ,,beliebig* ver-
langsamt werden, wenn nur die Konzentration des kompe-
tierenden Liganden genitigend erhdht wurde (Abb. 15b).
Diese Situation ist durch keinen ungeordneten Mechanis-
mus der Assoziation und Dissoziation, auch nicht durch
die Annahme zusitzlicher Bindungsstellen!”* 65.283-2851
oder eines allosterischen Mechanismus>%7%7% zy erklidren.
In all diesen Fillen diirfte die Halbwertszeit der Dissozia-
tion niemals diejenige der am langsamsten dissoziierenden
Komponente (1, in Abb. 15b) iiberschreiten, wie dies im
beobachteten Fall geschieht.

Die Dissoziationskinetik 148t sich jedoch bereits durch
den einfachsten streng geordneten Mechanismus erkldren

[GL. (D).

ARA = AR+ A = R + 2A (f)
p

+1] -1

ARI

A = Agonist, R = Rezeptor, I = kompetierender Ligand

(Zur Vereinfachung der Erkldrung ist hier nur ein ein-
fach besetzter Agonist-Rezeptor-Komplex angenommen
worden, vgl. Gl. (d) und (e).) Bei diesem Mechanismus
wire die Dissoziation von ARA (ARA— AR) (erste Kom-
ponente) unabhingig von der Gegenwart des kompetieren-
den Liganden, wihrend die Dissoziation von AR (AR—R)
durch die Bildung von ARI verlangsamt wiirde. Je mehr
ARI entsteht, desto weniger AR stiinde fiir die Dissozia-
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Abb. 15. Dissoziation von NBD-5-acylcholin-Rezeptor-Komplexen in Ge-
genwart eines kompetierenden, nicht-fluoreszierenden Liganden. a) Gleiche
Volumina von NBD-5-acylcholin-Rezeptor-Komplexen und Acetylcholin in
Standardpuffer wurden rasch vermischt und die Zunahme der Fluoreszenz
als Funktion der Zeit mit einem Digitaloscilloscop aufgezeichnet. Jede Spur
ist aus jeweils vier Experi unter gleichen Bedingungen gemittelt wor-
den. Konzentrationen nach dem Mischvorgang: Rezeptor 5.05 nM; NBD-5-
acylcholin 20.65 nM; Acetylcholin 50 nM (3), 500 nM @ und 5000 nMm (). Zei-
ten, nach denen die Hilfte der NBD-5-acylcholin-Rezeptor-Komplexe disso-
ziiert war: 96 ms in Abwesenheit von Acetylcholin, 138 ms (3), 636 ms @ und
1.9 s (0. - b) Halbwertszeiten t der Dissoziation von NBD-5-acylcholin-Re-
zeptor-Komplexen in Abhiingigkeit von der Konzentration an Acetylcholin.
Zum Vergleich sind die aus Verdi gsexperimenten gewonnenen Halb-
wertszeiten der Dissoziation (7,,72) eingezeichnet. Wie sich zeigt, kann die
Halbwertszeit der Dissoziation der Komplexe in Gegenwart des kompetie-
renden Liganden auch diejenige der lang: Komponente der Verdiin-
nungskinetik Uberschreiten. Daher muB die Dissoziation der an den Rezep-
tor gebundenen Liganden streng geordnet ablaufen, d.h. der von zwei Ligan-
den zuerst gebundene Ligand wird zuletzt freigesetzt.

tion zur Verfligung. Somit wiirde die Dissoziation der im
Voraus erzeugten fluoreszierenden Ligand-Rezeptor-Kom-
plexe verlangsamt.

Werden die Ergebnisse der beiden Dissoziationsexperi-
mente kombiniert, so ergeben sich zwei Gruppen von Re-
aktionsschemata [Gl. (g)].

3
1 3 AR = AR-A
R — AR =— ARA

Jr

. ¥
AR*;::'_‘. AR%A

3
'
15
1

}

(g)

'
i
E

N

7N\

RA é A-RA
Gruppe 1 Gruppe 2

Die gestrichelten Pfeile deuten an, daB mehrere Varia-
tionen der Grundschemata méglich sind. Plausible Funk-
tionsmodelle zu diesen Reaktionsschemata sind in Abbil-
dung 16 gegeben.

Anhand dieser Schemata sind Simultananpassungen
kombinierter Sitze verschiedener Assoziations- und Disso-
ziationskinetiken und Gleichgewichtsbindungsexperimen-
ten durchgefiihrt wordenP®®. Sie lieferten die Geschwin-
digkeitskonstanten aller in den Reaktionsschemata beriick-
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Abb. 16. Zwei Modelle zur Erklirung der aus den fluoreszenzkinetischen Be-
funden (Abb. 14 und 15) mit NBD-5-acylcholin abgeleiteten Reaktionssche-
mata. a) Vom freien Rezeptor ausgehend werden zwei ihrer Struktur nach
unterschiedliche Formen des halbbesetzten Rezeptors gebildet (AR und RA).
Im vollbesetzten Rezeptor behindert der zuletzt gebundene Ligand die Ab-
spaltung des zuerst gebundenen (sterische Hinderung). Dadurch kommt es
zur streng geordneten Dissoziation der ARA-Komplexe; sie erfolgt in umge-
kehrter Reihenfolge wie die Assoziation. - b) Es wird zunichst nur eine
Form des halbbesetzien Rezeptors gebildet (AR); diese kann spontan zu ei-
ner zweiten Form (AR*) isomerisieren. Die Wirkung des zuletzt gebundenen
Liganden ist dann wie in a) beschrieben. Die Wirkung des zweiten Liganden
muB nicht auf sterischer Hinderung des Zuganges zur ersten Bindungsstelle
beruhen; die gleichen Effekte konnten auch durch allosterische Kopplungen
zwischen den beiden Bindungsstellen zustande kommen.

sichtigten Reaktionsschritte. Sind diese bekannt, so kann
man aus Anpassungen der Kompetitionskinetiken (Abb.
15) auch die Geschwindigkeitskonstanten fiir den kompe-
tierenden Liganden (z. B. Acetylcholin) ermitteln. Entspre-
chende Daten (fiir Abb. 16b, vgl. Abb. 15) sind in Tabelle 4
aufgefiihrt.

Tabelle 4. Reaktionsparameter for Reaktionsschema b) von Abbildung 16,
erhalten aus simultanen Anp gen von Gleichgewichts- und Kinetikstu-
dien mit NBD-5-acylcholin und dem gereinigten Acetylcholinrezeptor von
Electrophorus.

Parameter NBD-5-acylcholin [a] Acetylcholin {b]
kiM~'sT) 4.8.10° 5108
k_i[s7] 34 740

Kpi (M) 7.0.10~° 1.5.10~¢
kyM~'s™Y] 3.4-10% 5-10°
k_y[s7) 19.4 400

Koy M] 5.7-10-% 8-10-3
ka[M~'s7) 7.9-10° : 1.5-10°
k_4[s™ 0.53 0.09

Kpy M) 6.7-1078 6-10-7
ks{s~ 1) 0.52 170
kos{s™"] 0.18 20

Kos [M] 0.35 0.12

Kop (1) M] [c] 1.8.10-° 1.6-10-7
Kp (2) M} [c] 6.5-10-8 6.7-1077

[a] Die Daten fiir NBD-5-acylcholin wurden aus dirckten Messungen erhal-
ten. [b] Die Daten fiir Acetylcholin stammen aus Verdrangungskinetiken (vgl.
Abb. 15) und wurden unter Konstanthaltung der fiir NBD-5-acylcholin er-
haltenen Parameter gewonnen. [c] Kp (1) und K, (2) sind die Gleichgewichts-
dissoziationskonstanten, die sich filr die jeweilige Bindungsstelle aus Bin-
dungsexperimenten ergeben wilrden. Sie stehen wie folgt mit den Dissoziati-
onskonstanten der einzelnen Reaktionsschritte in Beziehung [81]:

1 1 1
———
Ko(1) Kpw Kpi-Kps

1 1 1
= +
KD(])'KD(Z) Kpi-Kps Kby Kps Kps

Diese Daten zeigen, daB die beiden vollbesetzten Kom-
plexe des Rezeptors, AR-A und AR*-A, sehr unterschiedli-
che Eigenschaften haben. AR-A entsteht und zerfillt
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rasch, AR*-A wird dagegen langsam gebildet, ist jedoch
auch erheblich stabiler. Aufgrund seines niedrigen Kp-
Wertes (Acetylcholin) dominiert AR*-A im Gleichge-
wichtszustand. Da die Eigenschaften der beiden gesittig-

.ten Komplexe dem aktiven (ionenleitenden) und dem de-

sensitivierten (inaktiven) Zustand des Rezeptors dhneln, ist
postuliert worden**1%, dafl die beschriebenen Reaktions-
schemata ,,Minimalmodelle* fiir den Mechanismus der
cholinergen Reizung darstellten. Eine Simulation der cho-
linergen Reizung (Abb. 17) liefert tatsichlich befriedi-
gende Ubereinstimmung zwischen den aus kinetischen Da-
ten mit dem gereinigten Rezeptorprotein berechneten zeit-
lichen Konzentrationsénderungen von AR-A und den
elektrischen Ereignissen an der Muskelendplatte.

AR

[nM] —

204

01 10 100 1000
t [ms] —

Abb. 17. Simulation der Transmitterbindungsreaktion im Verlauf eines cholin-
ergen Reizvorganges [396). Die Daten wurden anhand des in Abb. 16b er-
liuterten Reaktionsschemas mit den im Verlauf eines Reizvorganges vorhan-
denen Mindestkonzentrationen am Acetylcholin (1-10~*M) und Rezeptor
(1-10~7 M) berechnet. Die Auftragung macht deutlich, daB der Kompiex
AR-A den Charakter eines Zwischenzustandes hat, der in AR* und weiter in
AR*A ilbergeht. Im Rahmen des von uns vorgeschlagenen Modells [10,396]
- AR-A =aktiver Zustand des Rezeptors, AR*A =inaktiver (desensitivierter)
Zustand - wiirde die Konzentration-Zeit-Funktion fiir AR-A der Leitf4hig-
keitsinderung einer Muskelzelle unter Spannungsklemme im Verlauf der
cholinergen Reizung und die Abnahme der Konzentration von AR-A der
schnellen Desensitivierung entsprechen.

Mit diesen kinetischen Untersuchungen ist erstmals
nachgewiesen worden®®®, daB die Assoziation von Agoni-
sten und Rezeptor sowie die Dissoziation des Agonist-Re-
zeptor-Komplexes streng geordnete Prozesse sind. Dies ist
wichtig sowohl fiir die Analyse von Rezeptorkinetiken wie
auch fir den Mechanismus der Ligandenerkennung und
Kanalaktivierung. Da es sich bei den Assoziationen und
Dissoziationen um stark geordnete Reaktionen handelt,
diirfen diese nicht wie bisher iblich!®- 3% 243. 289-291. 323-331.
397. 3994011 durch Exponentialanpassungen ausgewertet
werden®**** da sie dann sowohl falsche Geschwindig-
keitskonstanten liefern wie auch auf kompliziertere Me-
chanismen hindeuten. Aus diesen Griinden kann sich ein
Vergleich mit derart analysierten Daten auch nur auf we-
nige Eckwerte wie z.B. die Geschwindigkeitskonstanten
des ersten Reaktionsschrittes beziehen. Fiir diese finden
Heidmann und Changeux¥ bei der Bindung von Dansyl-
6-acylcholin (Abb. 11) an Membranvesikeln von Torpedo
dhnliche Werte (9.5-10’ M~! s~'). Die niedrigeren Ge-
schwindigkeitskonstanten um 1-107 M~ § (401405 hezje.
hen sich, so lassen die fiir die Auswertung verwendeten
MeBsignale vermuten, auf nachgeordnete Reaktions-
schritte (entsprechend k; fiir Acetylcholin in Tabelle 4).
Ein Reaktionsschritt mit dZhnlicher Geschwindigkeitskon-
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stante wird von Heidmann und Changeux nicht beschrie-
ben. Sie beobachteten jedoch einen anderen bimolekularen
langsamen Reaktionsschritt (k=3.5-10° M~" s~ "), fiir den
es bisher kein einfaches Pendant im Aktivierungscyclus
des Rezeptors gibt??*>25¢-40%1 Ein weiterer Reaktionsschritt
bei der Assoziation von Dansyl-6-acylcholin und Torpedo-
Membranvesikeln (k=0.1s~")P?¥ scheint typisch fiir den
membrangebundenen Rezeptor zu sein und wird auch mit
NBD-5-acylcholin (Abb. 12) als Ligand gefunden!®**3%I,
Auch anderei? %Y beschreiben derart langsame Reakti-
onsschritte bei der Wechselwirkung von Liganden mit dem
Rezeptor. Wahrscheinlich betreffen sie den Ubergang des
aktivierten in den desensitivierten Zustand des Rezeptors.

Zusammenfassend liefern die hier beschriebenen kineti-
schen Studien der Wechselwirkung von Liganden mit dem
Rezeptor bereits einen eigenstindigen Beitrag zum
Verstindnis der Funktion des Acetylcholinrezeptors. Der
Mechanismus der streng geordneten Assoziation und Dis-
soziation hitte durch bloBe Untersuchungen der Reizant-
won[7. 9, 24, 28, 35, 47, 49, 79b, 243, 244, 397) wohl kaum gefunden
werden konnen; er kénnte aber von grundlegender Bedeu-
tung fiir die Kanalaktivierung sein. Die gemessenen Ge-
schwindigkeitskonstanten setzen auflerdem einen Rahmen
fir alle aus physiologischen Messungen gezogenen
Schliisse auf die Beziehung zwischen Rezeptorbesetzung
und elektrischer Aktivitit der Endplatte. Aus dem Ver-
gleich der elektrophysiologischen und der biochemischen
Befunde wird dennoch deutlich, daB letztere noch immer
zu grob sind, um alle beschriebenen Funktionszustinde
des Rezeptors auf molekularer Ebene zu verstehen.

7. Der Acetylcholinrezeptor,
integraler Signalwandler der Muskelendplatte

Schnelle cholinerge Transmission ist eine entscheidende
Voraussetzung der biologischen Uberlebensfihigkeit. Des-
halb ist das hierfiir verantwortliche molekulare System, der
Acetylcholinrezeptor, mit seiner Membranumgebung, in
der Evolution schon frith auf hohe Geschwindigkeit opti-
miert worden. Fiir den Gesamtvorgang sind neben den Ei-
genschaften des Rezeptors auch die hohe und synchroni-
sierte Transmitterausschiittung?’->5% sowie die kurze Ver-
weilzeit des Transmitters im synaptischen Spalt von groBer
Bedeutung. Aufgrund der hohen Konzentration an Acetyl-
cholinesterase im synaptischen Spalt*®’-%%8! ynd ihrer ex-
trem hohen Wechselzahl fiir den Transmitter!*> 499 f3l1t

+ E==E-ACh — ...

Ausschiittung

des Transmitters nACh

die Konzentration an nichtgebundenem Acetylcholin in-
nerhalb weniger Millisekunden wieder auf ihren Basalwert
zuriick. Somit zeichnet sich die cholinerge Transmission
durch hohe ,Flankensteilheit (kurze Anlauf- und Ab-
klingzeit) aus, und diese Eigenschaft ist sowohl fiir den ge-
samten Reizvorgang wie auch fiir jedes Einzelereignis ty-
pisch.

Fir den Reaktionscyclus des Transmitters ist die Rei-
zung des Rezeptors somit nur eine intermedidre Nebenre-
aktion (Abb. 1 und 18). Die kinetischen Untersuchungen
mit NBD-5-acylcholin (Abb. 11) und dem gereinigten Re-
zeptor machen es wahrscheinlich, daB ein vom Mechanis-
mus dhnliches Prinzip - die fiir die Funktion wichtige Re-
aktion als intermediire Schleife - auch fiir den eigentli-
chen ErregungsprozeB gilt (Abb. 16-18). Der durch Sitti-
gungsbesetzung mit Agonist erreichte Zustand des ionen-
leitenden Rezeptorkanals wandelt sich innerhalb kurzer
Zeit wieder in einen inaktiven Zustand um. Bei funktions-
fihiger Esterase und begrenzter Acetylcholinkonzentration
ist dies der inaktive Zustand des teilbesetzten oder freien
Rezeptors, in Gegenwart hoher Transmitterkonzentratio-
nen ist es der desensitivierte Zustand des vollbesetzten Re-
zeptors,

Da die Besetzung des Rezeptors mit Agonist das ausls-
sende Signal fiir die Kanalaktivierung darstellt, ist es un-
wahrscheinlich, dal der Rezeptor sich auch in Abwesen-
heit von Agonisten im aktivierten Zustand befinden kann.
Dies genau wire jedoch die Konsequenz des speziellen al-
losterischen Modells (siche auch Abschnitt 3)>*68.72731
das postuliert, dal die Zustande des Rezeptors auch in Ab-
wesenheit von Liganden existieren und miteinander im
Gleichgewicht stehen, und daB lediglich dieses Gleichge-
wicht durch Liganden verschoben wird (nach dem Modell
hitten Agonisten eine h6here Affinitét fiir den aktivierten,
Antagonisten fiir den inaktiven Zustand des Rezeptors).
Einzelkanalereignisse - d.h. die Aktivierung einzelner Re-
zeptormolekiile -~ sind jedoch niemals in Abwesenheit ei-
nes Agonisten beobachtet worden. Dariiber hinaus ist ein-
deutig geklirt, daB auch keine Superstruktur der Synap-
se’? fiir die elektrische Erregung notwendig ist, sondern
daB auch vereinzelt in der Membran befindliche Rezepto-
ren - extrasynaptische Rezeptoren — voll funktionsfihig
sind. Aus diesen Griinden erscheint das spezielle allosteri-
sche Modell ungeeignet fiir das Verstindnis der molekula-
ren Vorginge im Verlauf neuronaler Reizprozesse, obwohl
vereinzelte Hinweise auf Gleichgewichte zwischen ver-

Abgang
von Cholin

t

Ch

2 oEA—>E +a—|rbgane
von Acetat

+ R == ACh*R —=—=|ACh-R-ACh

I

ACh-R* == ACh-R*-ACh
Abb. 18. Acetylcholinrezeptor R und Acetylcholinesterase E kompetieren um den ausgeschiitteten Transmitter (siehe auch Abbildung 1b)

[412]. Aus kinetischen M mit R

ptor, Esterase und dem fluoreszierenden Acetylcholinanalogon NBD-5-acylcholin [321] (Abb.

11) 148t sich schlieBen, dad bexde Makromolekitle etwa gleichschnell mit dem Transmitter reagieren. Deshalb sind Rezeptorreizung und
Transmitterverseifung Paralleireaktionen. Da die Rezeptorreizung ein reversibler ProzeB ist, die Transmitterverseifung aber gerichtet ver-

lauft, kann die Reizung als Verzdgerungsschleife innerhalb der Reaktic

z Zwi

h,

Esterase und Transmitter betrachtet wer-

den.
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schiedenen Zustinden des freien Rezeptors existie-
ren[2,6,8,230,233,324,328].

Im Gegensatz zur Annahme mehrerer Zustinde fiir den
nicht besetzten Rezeptor scheint es dagegen klar zu sein,
daf der mit Agonist besetzte Rezeptor in einer Vielzahl von
Zustinden und Unterzustinden auftreten kanni44%175:3%]
Dariiber hinaus gibt es eine Reihe von Hinweisen auf allo-
sterische Wechselwirkungen zwischen Bereichen des Re-
zeptors, die relativ weit entfernt voneinander
sind!74.168.169.175] Eg jst auch beachtenswert, daB3 nichtkom-
petitive Blocker ihre Wirkung bevorzugt am Agonist-be-
setzten Rezeptor ausiiben®’l. Aus diesen Griinden sollte
die Strukturvariabilitit des mit Liganden und Modulato-
ren besetzten Rezeptors betont werden. Dies ist auch im
Sinne eines héher entwickelten biologischen Signalwand-
lers, ndmlich auf verschiedene Liganden differenziert zu
reagieren. DaB dieser oft als primitiv angesehene Rezeptor
zu einem derart differenzierten ErkennungsprozeB im-
stande ist, deutet an, da3 er bereits die wesentlichen mole-
kularen Voraussetzungen fiir hohere neuronale Aufgaben
(z.B. Informationsmodulation, -selektion und Ged4chtnis)
aufweist.

In diesem Zusammenhang ist auch die Bedeutung der
streng geordneten Assoziation und Dissoziation zu se-
hen®®.. Hierdurch werden zwei fiir die Funktion als Si-
gnalwandler wichtige Effekte erreicht: 1. Der priméire Bin-
dungsprozeB3 kann schnell sein, da er selbst nicht flir die
Umwandlung des Rezeptors in den aktiven Zustand not-
wendig ist. Erst das Binden des zweiten Agonisten verur-
sacht die Aktivitit. 2. Die Verweilzeit des erstgebundenen
Liganden in seiner Bindungsstelle wird durch die Beset-
zung der zweiten Bindungsstelle beeinfluBt. Diese Effekte
kénnten einen Schliissel zum Verstdndnis des molekularen
Mechanismus der Kanalaktivierung bieten: Indem zwei
Agonisten flir die Kanalaktivierung notwendig sind, wird
die Spezifitit der Reizung erhdht; sie wird durch den ge-
ordneten Mechanismus weiter gesteigert. Dadurch wird
eine Wechselwirkung, die durch relativ niedrige Affinitat
und hohe Hin- und Riickreaktionsgeschwindigkeiten cha-
rakterisiert ist, noch hinreichend spezifisch. Noch wichti-
ger konnte die Verweilzeit des erstgebundenen Agonisten
in seiner Bindungsstelle sein. Um dies zu verstehen, ist es
giinstig, statt der bisher benutzten starren Modelle solche
mit ,,verschiebbaren‘* Bindungsstellen in die Uberlegungen
einzubeziehen. Bei einem geordneten Mechanismus ist
prinzipiell die ,,Verschiebung* des erstgebundenen Ligan-
den in eine andere Position am Molekiil mdglich, und ein
Mechanismus dieser Art ist auch fiir die in ihrem Aktivi-
tdtszentrum sehr dhnlich strukturierte Esterase vorgeschla-
gen wordenP-41% Legte man einen derartigen Mechanis-
mus zugrunde - das Binden des zweiten Agonisten
»schiebt'* den ersten an die zur Aktivierung fihige Position
und hélt ihn dort fest ~ so wiren auch die Befunde bei der
Kanalaktivierung durch irreversible Liganden verstdnd-
lich®-30%:3131: fiir diesen ProzeB ist gefunden worden, daB
bereits ein einziges Agonistmolekiil zur Aktivierung aus-
reicht. Dies lieBe sich dadurch erkliren, daB nach irrever-
sibler Bindung eines Agonisten an die ,,aktivierende‘ Posi-
tion kein weiterer Agonist mehr notwendig ist, um den er-
sten in seiner Position zu halten. Diese Vorstellung 1483t
sich leicht an einem Modell (Abb. 19) plausibel machen.
Mit diesem ,,Verschiebungsmodell* lassen sich auch die
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experimentellen Daten iiber die Desensitivierung verste-
hen, wenn man postuliert, daB die Besetzung der aktivie-
renden (ersten) Bindungsstelle keine unmittelbare Bezie-
hung zur Desensitivierung hat, sondern daB diese durch
die Besetzung der zweiten (peripheren) Bindungsstelle
kontrolliert wird. Wie experimentell an Einzelpriparatio-
nen von Elektrophorus gezeigt worden ist, reicht die irre-
versible Verkniipfung eines Agonistmolekiils pro Rezep-
tormonomer zwar fiir die Kanalaktivierung, nicht aber fiir
die rasche Desensitivierung aus.

B .Q-— +-Q =
1 2 3
AR

AR-A

fi K

T

AR*A

Abb. 19. ,Verschiebungsmodell'* fir die Agonist-induzierte Kanalaktivie-
rung des Acetylcholinrezeptors. Es wird angenommen, daB die innere Bin-
dungsstelle fir Agonisten durch ,,Verschieben'* des Liganden aus einer duBe-
ren Bindungsstelle besetzt wird. Dies kann schnell (k;, unter Offnung des Io-
nenkanals), aber auch langsam (nach vorheriger Isomerisierung des Rezep-
tors, ohne Beeinflussung des Kanalzustandes) erfolgen (vgl. auch Abb. 16-
18). Die Geschwindigkeitskonstanten sprechen dafilr, daB AR-A cin metasta-
biler Zustand ist, aus dem sich schlieBlich AR*A bildet.

Die hier beschriebenen Modelle sind noch neu. Sie sol-
len unter anderem die Entwicklung illustrieren, die unsere
Vorstellungen vom Mechanismus der cholinergen Reizung
genommen haben. Zuerst war die Esterase das herausra-
gende Forschungsobjekt'®). Spiter wurde der Rezeptor als
das zentrale Element des Reizvorganges vorgeschla-
gen">™! und nachgewiesen!™>% und schlieBlich als kom-
pletter Signalwandler identifiziert'>-'*. Die physiologische
und biochemische Forschung der letzten Jahre ergab nun,
daB der Rezeptor ein sehr komplexer, in seinen Eigen-
schaften vielfiltig modulierbarer Signalwandler ist. Dabei
werden die Zustinde des Rezeptors mit Ausnahme seines
Ruhezustandes durch die Bindung der Liganden bewirkt.

Die Struktur- und Funktionsvariabilitit des Rezeptors
darf nicht davon ablenken, daB die grundlegenden Reak-
tionen seiner Aktivierung und Inaktivierung nach eindeuti-
gen Mechanismen ablaufen. Ein moglicher Mechanismus
fiir diese Prozesse ist von uns®® aus rein biochemischen
Befunden abgeleitet worden. Sein zentrales Element ist die
streng geordnete Assoziation des Transmitters und seiner
Agonisten mit dem Rezeptor und die Dissoziation der ent-
sprechenden Komplexe. Dieser Mechanismus kann zum
besseren Verstindnis der bekannten elektrophysiologi-
schen Vorginge beitragen, er kann aber dariiber hinaus
auch bisher nicht verstandene experimentelle Fakten er-
kldren. Er sollte sich daher auch bei weiteren Untersu-
chungen dieses Rezeptors und anderer Rezeptorsysteme
als fruchtbar erweisen. Neben den Einblicken in die Biolo-
gie und Pathobiologie dieses Rezeptor-lonenkanal-Sy-
stems konnte hier auch ein Zugang zu den komplexeren
Kommunikationssystemen des Zentralnervensystems lie-
gen. Der hier beschriebene Stand der Forschung in einem
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Teilbereich der interzelluliren Kommunikation zeigt auch,
daB derart komplizierte biologische Systeme nicht allein
durch chemische Untersuchungen verstanden werden kon-
nen. Die Fortschritte der letzten Jahre auf diesem Gebiet
sind zu einem wesentlichen Teil mit molekularphysiologi-
schen, molekularbiologischen und immunologischen Me-
thoden erarbeitet worden.

Die Arbeiten unseres Laboratoriums wurden von der
Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fond der Che-
mischen Industrie gefordert.
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