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1 Einleitung  

1.1 Organische Phosphorverbindungen : über Insektizide 

und Nervenkampfstoffe  

Die Entwicklung von Phosphorsäure- und Thiophosphorsäureestern als Insektizide 

geht auf den deutschen Chemiker Gerhard Schrader zurück [1]. Unter den zahlreichen 

von ihm erstmals synthetisierten Verbindungen befanden sich auch Tabun und Sarin, 

die aber wegen ihrer enormen Toxizität nicht im Geringsten als Pflanzenschutzmittel 

in Betracht kamen [2]. Dafür erregten diese Verbindungen das Interesse der deutschen 

Wehrmacht, die schließlich während des Zweiten Weltkriegs Organophos-

phorverbindungen in Deutschland als chemische Waffen im Tonnenmaßstab 

herstellen ließ [3]. Inzwischen ist eine große Vielfalt an weiteren Nervenkampfstoffen 

bekannt, die sich von diesen Organophosphorverbindungen ableiten und im Laufe des 

vergangenen Jahrhunderts in zahlreichen Ländern entwickelt wurden. Tabun und 

Sarin werden dabei heute als G-Kampfstoffe klassifiziert, mit dem Buchstaben ĂGñ f¿r 

Germany, da sie in Deutschland hergestellt wurden. Weitere bekannte Vertreter aus 

dieser Gruppe sind die Nervenkampfstoffe Cyclosarin und Soman. Die Entwicklung 

dieser Verbindungen fand in Deutschland in etwa in der Zeit von Anfang bis Mitte des 

20. Jahrhunderts statt. An dieser Stelle sei noch erwähnt, dass Gerhard Schrader im 

Rahmen seiner Forschung zur Entwicklung von Insektiziden ein beachtlicher Erfolg 

beschieden war. Der von ihm bereits 1944 hergestellte Thiophosphorsäureester 

Parathion wurde wegen seiner insektiziden und akariziden Wirkung zu einem über 

viele Jahre weltweit verwendeten Pflanzenschutzmittel. 

Nervenkampfstoffe aus dem Vereinigten Königreich Großbritannien werden unter dem 

Begriff V-Reihe zusammengefasst, von denen als der wohl berühmteste Vertreter VX 

zu nennen ist, während Kampfstoffe der Nowitschok-Reihe (russisch 

ĂNowitschokñ Ḭ Neuling) ihren Ursprung in der Sowjetunion haben [4, 5]. Ob Insektizid 

oder Nervenkampstoff ï in der Regel lassen sich diese Verbindungen mit der 

ĂSchrader-Formelñ beschreiben (siehe Abbildung 1) [6]. Obwohl es sich bei der 

Vielzahl der inzwischen entwickelten Verbindungen, die mit dieser Formel beschrieben 

werden können, nicht ausschließlich um Phosphorsäureester handelt, wird zu ihrer 

Beschreibung hªufig der Begriff ĂOrganophosphateñ verwendet. Streng genommen ist 

dieser Begriff chemisch ebenso wenig korrekt, wie ĂOrganophosphorverbindungenñ, 
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welcher in diesem Kontext auch häufig als Oberbegriff für diese Art von Insektiziden 

und Nervenkampstoffen genutzt wird. Im streng chemischen Sinne umfasst der erste 

Begriff, Organophosphate, keine Phosphonsäurederivate wie etwa Sarin, während 

sich der zweite, Organophosphorverbindungen, im Prinzip nur auf diese, d.h. 

Verbindungen mit einer Phosphor-Kohlenstoff-Bindung bezieht (und somit z.B. 

Parathion oder GV nicht miteinbezieht). Der Einfachheit halber und auch weil in der 

Literatur so geläufig, sollen die Begriffe Organophosphorverbindung(en) und 

Organophosphat(e), bzw. die Abk¿rzung ĂOP(s)ñ aber auch in dieser Arbeit verwendet 

werden, um Insektizide und Nervenkampfstoffe zu beschreiben, die dem durch die 

ĂSchrader-Formelñ gegebenen Schema folgen. 

 

 

Abbildung 1:  ĂSchrader-Formelñ (nach Quitschau et al. [6]) und prominente Vertreter 
von OPs (vereinfachte Darstellung ohne Angabe der Stereochemie). 

Obwohl die eingangs beschriebenen Nervenkampfstoffe im 20. Jahrhundert in sehr 

großen Mengen hergestellt worden waren, kamen sie zum Glück nur in vergleichs-

weise beschränktem Maße zum Einsatz [3, 7]. Einsätze von Nervenkampfstoffen im 
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20. aber auch im 21. Jahrhundert gibt es leider dennoch zu verzeichnen. Einmal im 

ersten Golfkrieg sowie im syrischen Bürgerkrieg in Form größerer Giftgasanschläge, 

aber auch bei Attentaten auf Einzelpersonen wie bei dem Anschlag auf den russischen 

Ex-Spion Sergei Skripal oder den russischen Politiker Alexei Nawalny und wie bei der 

Ermordung von Kim Jong-nam, dem Halbbruder des nordkoreanischen Staatschefs 

Kim Jong-un [7-17]. Mit über 190 Unterzeichnerstaaten hat die Chemiewaf-

fenkonvention, die seit 1997 in Kraft ist und den Gebrauch, die Lagerung und 

Herstellung chemischer Waffen untersagt, bis heute zu einer Vernichtung großer 

Bestände chemischer Waffen geführt, den Einsatz von Nervenkampfstoffen konnte sie 

aber wie beschrieben, trotz der Ächtung dieser Verbindungen, nicht gänzlich 

verhindern [7, 18]. 

So wie der Einsatz von Nervenkampfstoffen zu militärischen oder terroristischen 

Zwecken unverändert eine realistische Bedrohung darstellt, geht auch weiterhin von 

den in Insektiziden enthaltenen Organophosphatverbindungen eine Gefahr aus. Auch 

wenn immer mehr organophosphathaltige Pflanzenschutzmittel wegen ihrer Toxizität 

in den Industrieländern verboten sind (das oben aufgeführte Parathion hat in der 

Europäischen Union z.B. seit 2001 keine Zulassung mehr), stellen sie besonders in 

weniger entwickelten Ländern unverändert eine große Gefahr dar, wo durch Unfälle 

oder unsachgemäßen Gebrauch verursachte Organophosphatvergiftungen, oft mit 

Todesfolge, keine Seltenheit sind [19-22].  

Im folgenden Kapitel sollen nun die Mechanismen und die Folgen einer Vergiftung mit 

Organophosphorverbindungen sowie der derzeitige Stand bei der medizinischen 

Behandlung beschrieben werden. 
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1.2 Störung de r cholinergen Neurotransmission durch 

Organophosphate  

Angriffspunkt der im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Organophos-

phorverbindungen ist das cholinerge System. Für ein besseres Verständnis werden 

nachfolgend die Grundlagen der cholinergen Neurotransmission erklärt, bevor OP-

Vergiftungen und ihre Therapie näher behandelt werden. 

1.2.1 Überblick: d as cholinerge System  

Der Neurotransmitter des cholinergen Systems, Acetylcholin, spielt sowohl im 

zentralen als auch im peripheren Nervensystem eine bedeutende Rolle [23-26].  

Im zentralen Nervensystem ist Acetylcholin unter anderem an Vorgängen beteiligt, die 

für kognitive Prozesse wie die Aufrechterhaltung von Aufmerksamkeit, das Lernen und 

die Erinnerung von Bedeutung sind. Die cholinerge Neurotransmission im zentralen 

Nervensystem ist deshalb auch zentraler Gegenstand der Alzheimerforschung [27-30]. 

Aber auch bei diversen weiteren neurologischen Erkrankungen, wie zum Beispiel der 

Schizophrenie, Epilepsie und Parkinson, aber auch bei Autismus und 

Suchterkrankungen scheint die Acetylcholin-vermittelte Reizweiterleitung im zentralen 

Nervensystem eine bedeutende Rolle zu spielen, weshalb sie auch hier Gegenstand 

der Forschung ist [31-37].  

Im peripheren Nervensystem vermittelt Acetylcholin die Signale an der 

neuromuskulären Endplatte der Nerven- auf die Muskelzellen und ist damit essenziell 

für die Auslösung von Muskelkontraktionen. Acetylcholin ist als Botenstoff außerdem 

maßgeblich an der Regulierung des vegetativen Nervensystems beteiligt und hat damit 

erheblichen Einfluss auf Blutdruck, Herzfrequenz, Verdauung und Atmung.  

Die wichtigsten Bestandteile der cholinergen Synapse ï ob im zentralen oder im 

peripheren Nervensystem ï sind in Abbildung 2 schematisch dargestellt. 
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Abbildung 2:  Schematische Darstellung der wichtigsten Bestandteile einer 
cholinergen Synapse nach Oleksak et al. [38]. 

Wie in der Abbildung veranschaulicht, werden die durch Acetylcholin vermittelten 

Effekte von zwei verschiedenen Transmembranrezeptoren übertragen: dem muskari-

nischen Acetylcholinrezeptor (mAChR), einem G-Protein gekoppeltem Rezeptor, und 

dem nikotinischen Acetylcholinrezeptor (nAChR), einem Liganden-gesteuerten 

Ionenkanal. Die jeweiligen Rezeptoren existieren dabei in Form diverser Subtypen. 

Abhängig vom Gewebetyp, in welchem der mAChR exprimiert wird, liegt er in den 

Isoformen M1-M5
 vor, wobei auf die genauen Unterschiede dieser Subtypen an dieser 

Stelle nicht weiter eingegangen werden soll. Auch der nAChR weist, je nachdem aus 

welchen Untereinheiten er besteht, verschiedene Subtypen auf. Da der nAChR für die 

Fragestellung dieser Arbeit eine besondere Rolle einnimmt (die Gründe hierfür sollen 

im Verlauf dieses Kapitels weiter ausgeführt werden), ist dem Aufbau des nAChRs ein 

eigener Abschnitt gewidmet (siehe Kapitel 1.3.1).  

Neben den beiden verschiedenartigen Rezeptoren ist das Enzym Acetylcholinesterase 

(AChE) das dritte wesentliche Protein, welches bei der cholinergen Neurotransmission 

eine essenzielle Rolle spielt, da es die Signalübertragung von Acetylcholin beendet. 
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Im Gegensatz zu vielen anderen Neurotransmittern erfolgt für Acetylcholin kein aktiver 

Abtransport des Neurotransmitters, um dessen Konzentration im synaptischen Spalt 

nach der Ausschüttung wieder zu verringern. Im Fall der cholinergen Reizweiterleitung 

wird dies stattdessen durch die AChE erreicht, welche Acetylcholin hydrolytisch in 

Cholin und Acetat spaltet [23-26].  

An dieser Stelle kommen nun auch wieder die in der Einleitung behandelten OPs ins 

Spiel, da diese die AChE in ihrer Funktionsweise einschränken und damit das 

cholinerge System aus dem Gleichgewicht bringen. Zu welchen Konsequenzen dies 

führen kann, und welche Optionen zur Wiederherstellung der Funktionsfähigkeit des 

cholinergen Systems bestehen, soll im Weiteren beschrieben werden. 

1.2.2 Organophosphat vergiftung  

Vergiftungen mit OPs liegt unabhängig von der jeweiligen Substanz immer der gleiche 

Mechanismus zugrunde: die Hemmung der Acetylcholinesterase [39]. Wie bereits 

beschrieben ist die AChE für den Abbau von Acetylcholin und damit für die Beendigung 

des durch den Neurotransmitter vermittelten Signals zuständig. Die AChE hydrolysiert 

Acetylcholin mit sehr hoher Effizienz (bis zu 600000 Moleküle pro Minute [31]) zu 

Cholin und Acetat. Dieser Prozess wird im Wesentlichen durch drei Aminosäuren, 

Serin, Histidin und Glutamat, vermittelt, die im Zentrum des Enzyms vorliegen und als 

katalytische Triade bezeichnet werden. Bei der Spaltung des Acetylcholins wird unter 

katalytischer Beteiligung der beiden anderen Aminosäuren zunächst der Acetylrest 

des Substrats auf Serin übertragen (Abbildung 3a, 1 und 2) und sodann aus der 

Esterfunktion freigesetzt (Abbildung 3a, 2 und 3). Wenn jedoch anstelle eines 

Acetylcholinmoleküls ein OP-Molekül in das katalytische Zentrum der AChE gelangt, 

wird dieses anstelle des Acetylrestes des Acetylcholins unter Abspaltung einer 

Abgangsgruppe auf die OH-Funktion des Serins übertragen (Abbildung 3b, 4 und 5). 

Wegen seiner hohen Stabilität kann dieses aus dem in der katalytischen Triade 

vorhandenen Serin und dem OP gebildete Produkt nicht weiter abgebaut werden. Die 

AChE ist somit blockiert [40-42]. Abhängig von der jeweiligen Organophos-

phatverbindung ist zwar nicht ganz ausgeschlossen, dass auch die Bindung zwischen 

der OH-Funktion des Serinrests der katalytischen Triade und dem OP, ähnlich wie bei 

dem AChE-Acetyl-Addukt, wieder gespalten wird, die Wahrscheinlichkeit hierfür ist 

aber gering (Abbildung 3b, 5 und 6). Dies gilt insbesondere für OPs, die als 

Nervenkampfstoffe zum Einsatz kommen, da diese in der Regel, indem sie zu 

besonders stabilen Addukten führen, besonders toxisch sind [43, 44]. Abbildung 3 



Einleitung 

7 
 

zeigt die durch die AChE katalysierte Hydrolyse von Acetylcholin bzw. die Inhibierung 

der AChE durch OPs am Beispiel von Tabun. 

 

 

Abbildung 3 : a) Abbau von Acetylcholin durch Acetylcholinesterase. b) Inhibierung 
der Acetylcholinesterase durch Tabun (vereinfachte Darstellung ohne Angaben zur 
Stereochemie). 

Die eigentliche Vergiftungssymptomatik nach Exposition gegenüber OPs entsteht, 

wenn nicht mehr ausreichend funktionsfähige AChE vorhanden ist und der 

Neurotransmitter deshalb im synaptischen Spalt akkumuliert. Eine Überstimulation von 

muskarinischen wie auch nikotinischen AChRs sind die Folgen, wobei letztere nach 

andauernder Überstimulation schließlich in einen dauerhaft inaktiven (Ădesensitisier-

tenñ) Zustand übergehen. Die anhaltende Störung der cholinergen Neurotransmission 

mündet letztendlich in einer sogenannten cholinergen Krise. Einer erhöhten Sekretion 

der Speicheldrüsen und der in den Atemwegen befindlichen Drüsen folgen häufig 
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Bronchospasmen, Schwindel, Erbrechen, Krampfanfälle, Bewusstseinsverlust und 

Muskelschwäche bzw. -lähmung. Der Tod durch eine OP-Vergiftung tritt in der Regel 

durch Atemstillstand ein [45-47].  

Obwohl allen OP-Vergiftungen der gleiche Mechanismus zugrunde liegt, sind die 

Therapieansätze, die im folgenden Kapitel skizziert werden, doch oft sehr 

unterschiedlich. 

1.2.3 Ansatzm öglichkeiten bei  der Therapie von 

Organophosphat vergiftungen  

OP-Vergiftungen beruhen, wie im vorigen Kapitel beschrieben, auf einer Hemmung 

der AChE durch einen im katalytischen Zentrum kovalent gebundenen OP-Rest. Eine 

Reaktivierung des Enzyms durch Entfernung des blockierenden OP-Rests ist ein 

naheliegender und auch regelmäßig verfolgter therapeutischer Ansatz. Hierfür 

kommen sogenannte Oxime zum Einsatz, von denen insbesondere die Wirkstoffe 

Pralidoxim und Obidoxim therapeutisch relevant sind (siehe Abbildung 4) [48-50]. 

 

 

Abbildung 4 : Zur Therapie von OP-Vergiftungen eingesetzte Oxime: 
Pralidoximchlorid und Obidoximchlorid. 

Wegen ihrer positiven Ladung binden diese Oxime in einer zur katalytischen Triade 

benachbarten anionischen Stelle der AChE (im AChE-OP-Komplex), wodurch sie eine 

für eine Reaktion mit der Esterbindung des AChE-OP-Komplexes geeignete 

Vororientierung einnehmen. Durch Angriff der OH-Funktion der Oxim-Einheit am 

Phosphoratom des AChE-OP-Addukts kann sodann ï erleichtert durch den aus 

Bindung an das anionische Zentrum resultierenden Templateffekt ï der OP-Rest 

abgelöst und die AChE reaktiviert werden [40-42, 51]. Dieser Vorgang ist für ein durch 

Sarin blockiertes AChE-Molekül mit Pralidoxim als Reaktivator schematisch in 

Abbildung 5 dargestellt.  
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Abbildung 5 : Oben: Reaktivierung einer Sarin-gehemmten AChE mit Pralidoxim. 
Unten: Entstehung eines nicht reaktivierbaren Sarin-AChE-Komplexes durch dessen 
Alterung (vereinfachte Darstellung ohne Stereochemie). 

Dieser Ansatz ist aber nur bedingt erfolgreich. In einem als Ăagingñ (deutsch: Alterung) 

bezeichneten Prozess können AChE-OP-Komplexe in eine stabilere Form übergehen. 

Meist geschieht dies durch Abspaltung eines Alkylrests aus einer jener Esterfunktionen 

des OP-Rests, die bereits im ursprünglichen OP-Derivat enthalten waren (siehe 

Abbildung 5) [52]. Je nachdem, auf welches konkrete OP die Intoxikation zurückgeht, 

variiert die Geschwindigkeit des Alterungsprozesses und damit die Effizienz der Oxim-

Therapie [43, 53]. Für einige der als Nervengas eingesetzten OPs ist der 

Alterungsprozess aber besonders schnell (z.B. Soman in wenigen Minuten [54]) mit 

der Folge, dass Therapieversuche mit Oximen wenig aussichtsreich sind.  

Außerdem ist die Therapie mit Oximen, unabhängig vom Alterungsprozess, nicht bei 

jedem OP effektiv (z.B. bei einer Tabunvergiftung) ï die Suche nach einer Art 

Breitband-Oxim, welches gegen die verschiedenen OP-Vergiftungen gleichermaßen 
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wirkt, ist bisher erfolglos geblieben [49, 55].  

Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass die Reaktivierung der mit einem 

OP-Rest blockierten AChE mit Oximen einen wichtigen Ansatz zur Therapie von OP-

Vergiftungen darstellt, in der Praxis allerdings an Grenzen stößt. 

Neben der Strategie, den bei einer OP-Vergiftung vorliegenden Überschuss an 

Acetylcholin im synaptischen Spalt durch Reaktivierung der AChE wieder zu 

reduzieren, besteht der zweite klassische therapeutische Ansatz darin, die Wirkung 

des Neurotransmitters an seinen Rezeptoren zu antagonisieren und so einer 

Überstimulation entgegenzuwirken. Um die durch muskarinische AChRs vermittelten 

Vergiftungssymptome zu lindern, hat sich Atropin bewährt [56, 57]. Jedoch bedarf es 

zudem des Einsatzes von Stoffen, welche die Wirkung des Acetylcholins an den 

nikotinischen AChRs entsprechend verringern. Derzeit sind aber keine Substanzen 

verfügbar, die hierfür geeignet wären [58]. nAChR-Antagonisten (wie z.B. Tubocurarin) 

sind zwar bekannt, ihre therapeutische Breite für einen Einsatz bei OP-Vergiftungen 

ist aber zu gering.  

Einen alternativen, vielversprechenden Ansatz bei der Therapie von OP-Vergiftungen 

stellt die Behandlung mit allosterischen Modulatoren dar, die direkt an den nAChRs 

angreifen und diese nach einer Desensitisierung wieder in einen funktionalen Zustand 

überführen. Dieser Ansatz unter Verwendung sogenannter ĂResensitizerñ soll im 

folgenden Kapitel genauer beschrieben werden. 
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1.3 Der nikotinische Acetylcholinrezeptor  als Target bei 

Organophosphat vergiftung en 

Wie im vorangegangenen Kapitel erläutert, beruht die derzeitige Therapie von OP-

Vergiftungen hauptsächlich auf der Reaktivierung der von OPs inhibierten AChE durch 

Oxime und auf der Antagonisierung der durch die mAChR vermittelten 

Vergiftungssymptome durch Atropin. Eine therapeutische Lücke besteht bei der 

direkten Behandlung des nAChRs. Dieser befindet sich bei einer OP-Vergiftung 

vorrangig in einem nicht aktivierbaren, geschlossenen (Ădesensitisiertenñ) Zustand, 

was unter anderem zu fatalen Vergiftungssymptomen führt. Sogenannte ĂResen-

sitizerñ, also allosterische Modulatoren, die den nAChR von ebenjenem Zustand 

zurück in einen funktionalen Zustand überführen können, werden deshalb derzeit 

intensiv erforscht, um diese therapeutische Lücke zu schließen. Zum besseren 

Verständnis soll im Folgenden zunächst das Wichtigste zum Aufbau des nAChRs 

beschrieben werden, bevor im Weiteren ein kurzer Überblick zum derzeitigen Stand 

der Forschung zum Thema nAChR-ĂResensitizerñ folgt. 

1.3.1 Aufbau  des nikotinischen Acetylcholinrezep tors  

Der nAChR ist sicherlich einer der am besten untersuchten Vertreter aus der Gruppe 

der Cys-Loop-Rezeptoren. Diese Rezeptoren, zu denen unter anderem auch der 

5-HT3-, der GABAA- und der Glycin-Rezeptor zählen, stellen aus fünf Untereinheiten 

bestehende Liganden-gesteuerte Ionenkanäle dar [59-61].  

Beim nAChR handelt es sich um einen kationenselektiven, membranständigen 

Ionenkanal, der nach Aktivierung permeabel für Natrium- und Kalium-Ionen wird. 

Abhängig von den im Ionenkanal vorhandenen Untereinheiten, kann dieser auch für 

Calcium-Ionen durchlässig sein [62, 63]. Der Übergang des Rezeptors von seinem 

Ruhezustand (geschlossener Ionenkanal) in seinen aktiven, Ionen-leitenden Zustand 

(offener Ionenkanal) wird durch die Bindung von Liganden an die orthosteren 

Bindungsstellen des Rezeptors ausgelöst. Neben diesen beiden Zuständen ist für den 

nAChR außerdem bekannt, dass er in einen desensitisierten Zustand übergehen kann, 

wenn er anhaltend durch Agonisten stimuliert wird. Die Desensitisierung hängt dabei 

z.B. von der Agonistkonzentration, von der Dauer der Exposition des Rezeptors 

gegenüber Agonisten, vom Rezeptorsubtyp, sowie vom jeweiligen, konkreten 

Agonisten ab. Im desensitisierten Zustand ist der Ionenkanal geschlossen, im 

Gegensatz zum Ruhezustand aber vorübergehend nicht aktivierbar [64-70]. Die 
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Desensitisierung an sich, sowie der Wechsel zwischen den beschriebenen Zuständen 

des Rezeptors sind komplexe Prozesse und seit Langem Gegenstand der Forschung 

[71, 72]. An dieser Stelle soll darauf nicht weiter eingegangen werden, da im Kontext 

dieser Arbeit lediglich die Unterscheidung der drei genannten Zustandsmöglichkeiten 

von Bedeutung ist, um die Rolle des nAChRs bei einer OP-Vergiftung bzw. bei deren 

Therapie besser einordnen zu können.  

Wie bereits beschrieben setzt sich der nAChR aus fünf Untereinheiten zusammen. Bei 

diesen wird grundsätzlich zwischen den Subtypen Ŭ, ɓ, ɔ, ŭ und Ů unterschieden, wobei 

f¿r den Ŭ- bzw. ɓ-Subtyp wiederum zehn bzw. vier weitere Varianten existieren [73]. 

Unterschiedliche Kombinationen der verschiedenen Untereinheiten ermöglichen eine 

Vielzahl von Isoformen des nAChRs, welche sich in ihren pharmakologischen 

Eigenschaften und ihrer Gewebeverteilung unterscheiden können [74]. Vereinfacht 

lässt sich dabei zwischen den muskulären und neuronalen nAChRs unterscheiden 

[75]. Im Weiteren soll der Fokus auf den nAChR vom Muskeltyp gelegt werden. Dieser 

ist verantwortlich für die Reizübertragung von Nerven- auf Muskelzellen an der 

motorischen Endplatte. Weil gerade die Störung der neuromuskulären Transmission 

zu fatalen Konsequenzen ï wie z.B. einer Lähmung der Atemmuskulatur ï führen 

kann, fällt ihm im Kontext dieser Arbeit eine zentrale Rolle zu [47, 76].  

Der Muskeltyp-nAChR wird seit langem erforscht, häufig anhand des nAChRs von 

Zitterrochen (z.B. Tetronarce californica, vor allem bekannt als Torpedo californica) 

[77]. Dies liegt zum einen darin begründet, dass die Rezeptoren in einer sehr hohen 

Dichte in den Elektroorganen dieser Tiere vorliegen und damit, gerade im Vergleich zu 

humanen Muskeltyp-nAChRs, leicht zugänglich sind. Zum anderen weisen die 

nAChRs aus den Elektroorganen der Zitterrochen eine hohe Homologie zu humanen 

Muskeltyp-nAChRs auf [78, 79]. So setzen sich der embryonale Muskeltyp-nAChR des 

Menschen und der nAChR des Elektroorgans der Zitterrochen beide aus zwei Ŭ-, einer 

ɓ-, einer ŭ- und einer ɔ-Untereinheit zusammen. Beim humanen, adulten Muskeltyp-

nAChR ist die ɔ- jedoch durch eine Ů-Untereinheit ersetzt [80, 81]. Nichtsdestotrotz gilt 

der ĂTorpedo-nAChRñ seit jeher als besonders geeignetes Modell zur Erforschung des 

humanen Muskeltyp-nAChRs.  

Als Meilenstein bei der Erforschung des Torpedo-nAChRs kann die Arbeit von Unwin 

et al. [82] gelten, auch wenn sie laut neuer Untersuchungen die eine oder andere 

Schwäche bzgl. einzelner Strukturdetails aufweist [83-85]. Abbildung 6 zeigt die 
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dreidimensionale Struktur des Torpedo-nAChRs, wie sie von Unwin et al. beschrieben 

wird. 

 

 

Abbildung 6 : Struktur des Torpedo-nAChRs nach Unwin et al. (PDB: 2BG9, [82]), 
links: Seitenansicht des Rezeptors, rechts: Perspektive von extrazellulär nach 
intrazellulär. Die Abbildung wurde via RSCB.org [86] mit dem Mol* Viewer [87] erstellt. 

Der Muskeltyp-nAChR besitzt zwei Bindungsstellen für den Neurotransmitter 

Acetylcholin, welche als orthosterische Bindungsstellen bezeichnet werden. 

Entsprechend des natürlichen Liganden, des Acetylcholins, ist auch häufig von 

ĂAcetylcholin-Bindungsstellenñ die Rede [67, 88, 89]. Neben den Bindungsstellen für 

den Neurotransmitter besitzen nAChRs zahlreiche weitere, allosterische 

Bindungsstellen, welche die Funktion des Rezeptors beeinflussen können, weshalb 

der nAChR in der Literatur auch als Ăallosteric machineñ beschrieben wird [90-92]. Wie 

bereits erwähnt, stellen ebenjene Bindungsstellen eine überaus vielversprechende 

Möglichkeit zur Therapie von OP-Vergiftungen dar. Der aktuelle Stand der Forschung 

bezüglich des Einsatzes allosterer Modulatoren des nAChRs zur Therapie von OP-

Vergiftungen, d.h. sogenannter ĂResensitizerñ, soll im folgenden Kapitel skizziert 

werden. 
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1.3.2 Bispyridinium verbindungen  ohne Oxim -Funktion  als 

potenzielle ĂResensitizerñ des nikotinischen Acetylcholin -

rezeptors  

Die Entwicklung von Wirkstoffen, welche den nAChR bei OP-Vergiftung über einen 

allosterischen Mechanismus vom desensitisierten zurück in einen funktionalen 

Zustand bringen (sogenannte ĂResensitizerñ), würde die Therapie von OP-

Vergiftungen maßgeblich verbessern. Eine Substanzklasse, die sich in diesem 

Rahmen als besonders vielversprechend erwiesen hat und intensiv untersucht wurde, 

sind die Bispyridiniumverbindungen mit MB327 (siehe Abbildung 7) als dem wohl 

bekanntesten und am besten untersuchten Vertreter. 

 

 

Abbildung 7 : Modellsubstanz potenzieller ĂResensitizerñ des nAChRs: MB327. 

MB327 galt dabei nicht von Vornherein als ĂResensitizerñ. Noch bevor der 

Mechanismus, über den MB327 bei der Therapie von OP-Vergiftungen wirkt, 

aufgeklärt war, wurden ex vivo und in vivo Experimente mit MB327 durchgeführt, die 

das pharmakologische Potenzial dieser und verwandter Bispyridiniumverbindungen 

deutlich machten. So erhöhte MB327 als Teil einer Kombinationstherapie 

beispielsweise die Überlebenschance von mit OPs vergifteten Meerschweinchen in in 

vivo Versuchen [93, 94]. Auch in ex vivo Experimenten ließen sich vorteilhafte Effekte 

von MB327 beobachten: Muskelpräparationen diverser Spezies (Mensch, Ratte, 

Meerschweinchen), welche mit Soman vergiftet und somit gelähmt worden waren, 

erlangten bei einer Behandlung mit MB327 zumindest einen Teil ihrer Muskelkraft 

zurück [94, 95]. Die Tatsache, dass die in diesen Versuchen durch Soman gehemmte 

AChE wegen des hier sehr schnell ablaufenden ĂAgingñ-Prozesses nicht zugänglich 

für Reaktivierung ist, war bereits ein Indiz dafür, dass die Wirkung von MB327 nicht 

über eine Reaktivierung der AChE zustande kommt. Genauere Details zum 

tatsächlichen Wirkmechanismus von MB327 lieferten aber erst funktionale Studien am 
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nAChR, welche zeigten, dass MB327 in der Lage ist den Rezeptor von seinem 

desensitisierten zurück in einen funktionalen Zustand zu überführen ï also zu 

resensitisieren. Der Begriff ĂResensitizerñ in diesem Zusammenhang ist seitdem 

geläufig [96-99].  

Etwa zur gleichen Zeit zeigten erste in silico Untersuchungen, dass MB327 

Bindungsstellen am nAChR besitzt, die nicht den orthosterischen Bindungsstellen 

entsprechen und somit für die Vermittlung allosterischer Effekte verantwortlich sein 

könnten [99]. Wenngleich Details bezüglich der zunächst identifizierten 

Bindungsstellen durch neue Erkenntnisse überholt sind, zeigen auch neue in silico 

Studien, dass MB327 exklusive Bindungsstellen am nAChR besetzt, über die es wohl 

allosterische Effekte auf den nAChR ausübt (ĂMB327-PAM-1-Bindungsstelleñ) [100]. 

Hinweise auf eine spezifische Bindung von MB327 an den nAChR lieferten zu den in 

silico Studien auch MS-Bindungsassays (siehe auch folgendes Kapitel) mit einem 

deuterierten Analogon von MB327, [2H6]MB327, als Reporterligand, mit denen sich die 

spezifische Bindung dieser Verbindung an den nAChR ï in Bindungsexperimenten mit 

Torpedo-nAChR ï nachweisen ließ [98].  

Trotz der beschriebenen vorteilhaften Effekte, die MB327 über allosterische 

Bindungsstellen des nAChRs zu vermitteln scheint, ist die Substanz nicht für die 

Therapie von OP-Vergiftungen geeignet [101]. Die für die Resensitisierung des 

nAChRs erforderliche hohe Konzentrationen an MB327 schließt eine selektive 

Wirkung von MB327 aus. Es ist beispielweise bekannt, dass MB327 in hohen 

Konzentrationen auch als Ionenkanalblocker wirkt, die AChE inhibiert und auch an den 

mAChR bindet [94, 102, 103]. Es besteht also ein dringender Bedarf an ĂResensitizernñ 

des nAChRs mit deutlich höherer Affinität zur MB327-Bindungsstelle des nAChRs und 

mit ausgeprägter intrinsischer Aktivität. Ebensolche Substanzen zu identifizieren, 

welche dann idealerweise als Teil einer Therapie eingesetzt werden könnten, ist 

deshalb ein aktuell intensiv bearbeitetes Forschungsfeld. Ein System, welches hierbei 

unter anderem genutzt wird, um die Affinität solcher Substanzen zur ihrer 

Bindungsstelle am nAChR zu charakterisieren, stellen die bereits erwähnten MS-

Bindungsassays dar, auf die im folgenden Kapitel genauer eingegangen werden soll. 
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1.3.3 MS-Bindungsassays  und ihre Anwendung  bei der Suche nach 

und der Weiterentwicklung von ĂResensitizernñ 

Damit ein Wirkstoff an einem Rezeptor einen Effekt entfalten kann, muss er an diesen 

binden. Die Untersuchung der Bindung von Wirkstoffkandidaten an das entsprechende 

Zielprotein ist deshalb seit jeher ein wichtiger Bestandteil bei der Identifizierung und 

Entwicklung neuer Wirkstoffe. Die hierzu typischerweise eingesetzten 

Bindungsassays beruhen auf verschiedenen Methoden. Bei der wohl klassischsten 

Variante werden radioaktiv markierte Liganden, die an die zu untersuchende 

Bindungsstelle binden, eingesetzt [104, 105]. Über die Messung der Ăgebundenen 

Radioaktivitätñ kann die Bindung des Radioliganden selbst charakterisiert werden. 

Indem der Radioligand als Reporterligand eingesetzt wird, kann zudem auch auf 

indirekte Weise die Bindung von nicht radioaktiv markierten Verbindungen an die 

entsprechende Bindungsstelle bestimmt werden. Eine attraktive Alternative zu 

Radioligand-Bindungsstudien stellen Massenspektrometrie-basierte Bindungsstudien 

(ĂMS-Bindungsstudienñ) dar. Diese bieten gegenüber Radioligand-Bindungsassays 

den Vorteil, dass sie eben ohne radioaktiv markierte Substanzen auskommen, welche 

in der Regel zu einem erheblichen Aufwand hinsichtlich Bürokratie, Sicherheitsvor-

schriften, Entsorgung, etc. führen. Außerdem sind MS-Bindungsassays deutlich 

flexibler, was die Wahl des Reporterliganden betrifft, da mit nativen Substanzen 

gearbeitet werden kann und keine radioaktiv markierten Liganden erforderlich sind. 

Unabhängig davon, auf welche Weise die Bindung des Liganden letztendlich 

gemessen wird ï massenspektrometrisch (typischerweise mittels LC-MS) oder durch 

Messung der Radioaktivität ï folgen beide Systeme demselben Prinzip und beruhen 

auf den gleichen theoretischen Grundlagen [106-108]. Im Folgenden soll zuerst kurz 

das Prinzip eines MS-Bindungsassays beschrieben werden, bevor im Anschluss die 

wichtigsten theoretischen Grundlagen bezüglich Rezeptor-Ligand-Bindungsassays 

und der für diese Arbeit relevanten Arten von Bindungsexperimenten erläutert werden. 

Bei der Bindung eines Liganden an seinen Rezeptor handelt es sich um einen im 

Prinzip einfachen chemischen Prozess, bei dem aus den Edukten, den Ligand- und 

Rezeptormolekülen, Rezeptor-Ligand-Komplexe entstehen (siehe Gleichung 1). 

Dieser Vorgang besteht aus zwei Teilschritten, der Bildung und dem Zerfall der 

Rezeptor-Ligand-Komplexe, die sich die Waage halten, sobald das thermodynamische 

Gleichgewicht erreicht ist. Dieser Zustand kann durch Gleichung 2 beschrieben 
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werden. Aus dieser folgt durch Umformung Gleichung 3, in welcher zusätzlich der 

Quotient aus der Dissoziations- und Assoziationsgeschwindigkeitskonstante, k-1 und 

k+1, durch Kd (Dissoziationsgleichgewichtskonstante) ersetzt ist. Wie man aus dieser 

Form des Massenwirkungsgesetzes leicht ersieht, ist der Quotient der Reaktanden-

konzentrationen im Gleichgewichtszustand konstant. Diese Gleichgewichtskonstante 

Kd gibt die Lage des Reaktionsgleichgewichts wieder und ist damit die für die Affinität 

eines Liganden (L) zum Rezeptor (R) übliche Kenngröße [107, 109]. 

 

 

Gleichungen 1 bis 3 : (1) Gleichgewichtsreaktion zu Bildung und Zerfall der Rezeptor-
Ligand-Komplexe, (2) folgt aus (1) im Gleichgewichtszustand, (3) Zusammenhang 
zwischen Dissoziationsgleichgewichtskonstante und Gleichgewichtskonzentrationen. 
[L] = Ligandkonzentration, [R] = Rezeptorkonzentration, [RL] = Rezeptor-Ligand-
Komplex-Konzentration, k+1 = Assoziationsgeschwindigkeitskonstante, k-1 = Dissozia-
tionsgeschwindigkeitskonstante, Kd = Dissoziationsgleichgewichtskonstante. 

Bestimmt werden kann Kd durch Sättigungsexperimente, in welchen eine konstant 

gewählte Rezeptorkonzentration [Rtotal] mit verschiedenen Konzentrationen des 

Liganden (typischerweise im Bereich von 0,1×Kd bis 10×Kd) inkubiert wird. Die 

hierdurch entstehenden Sättigungskurven ï eine Musterkurve ist in Abbildung 8 

dargestellt ï folgen der Hill-Langmuir-Gleichung (Gleichung 4) [110]. 

 

 

Gleichung 4 : Hill-Langmuir-Gleichung, [RL] = Rezeptor-Ligand-Komplex-
Konzentration, [Rtotal] = Rezeptorgesamtkonzentration, [L] = Ligandkonzentration, 
Kd = Dissoziationsgleichgewichtskonstante. 
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Sofern keine anderen Binder vorhanden sind, gilt für die Rezeptorgesamtkonzentration 

[Rtotal], dass sie gleich der Summe aus der Konzentration an freiem Rezeptor [R] und 

der Konzentration an Rezeptor-Ligand-Komplex [RL] ist. Unter Gleichgewichts-

bedingungen trifft bei einem Belegungsgrad der Rezeptoren von 50%, ferner 

Folgendes zu: [RL] = [R] = 0,5×[Rtotal]. Aus Gleichung 4 folgt damit, dass der mit dem 

50%-Belegungsgrad (y-Achse) korrespondierende Wert der Ligandkonzentration 

[L] (x-Achse) dem Kd-Wert entspricht. Damit hierbei, wie in Abbildung 8 dargestellt, 

anstelle der freien Ligandkonzentration [L] die nominelle Ligandkonzentration 

eingesetzt werden kann (wie auf der x-Achse in Abbildung 8), darf die Verringerung 

der freien im Vergleich zur nominellen Ligandkonzentration ï als typische Folge der 

Bildung von Rezeptor-Ligand-Komplexen (RL) ï nicht zu hoch sein. Als tolerabel 

werden hier 10% angesehen (Abweichung von der freien von der nominellen 

Ligandkonzentration). Um zu erreichen, dass dies der Fall ist, die als Ligand-Depletion 

bezeichnete Verringerung der freien Ligandkonzentartion innerhalb dieser Grenze 

liegt, wird die Rezeptortotalkonzentration [Rtotal] in Bindungsversuchen typischerweise 

bei einem Wert deutlich unter dem Kd-Wert angesetzt. Neben Kd lässt sich aus den 

Sättigungskurven außerdem die Anzahl der Bindungsstellen im eingesetzten 

Rezeptormaterial (also Rtotal bzw. auch Bmax genannt) ermitteln. Der Bmax-Wert ergibt 

sich aus dem Plateau, welchem sich die Sättigungsisotherme bei hohen 

Ligandkonzentrationen annähert. 

 

 

Abbildung 8 : Beispiel für eine Sättigungsisotherme inklusive Darstellung der 
Bestimmung von Kd (pink) und Bmax (grün). 
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Kompetitionsexperimente sind eine weitere Form von Bindungsexperimenten, welche 

für diese Arbeit besonders relevant sind. Dabei wird die Affinität kompetitiver 

Inhibitoren (I) indirekt mit Hilfe eines Reporterliganden bestimmt, nachdem dessen 

Bindungsverhalten zuvor in Sättigungsexperimenten charakterisiert wurde. Hierfür 

wird eine konstante Konzentration des Reporterliganden mit einer konstanten 

Konzentration des Rezeptors inkubiert (auch hier gilt es, Ligand-Depletion zu 

vermeiden). In einer Serie von Einzelexperimenten wird zusätzlich der zu 

untersuchende Inhibitor in verschiedenen, über mehrere Größenordnungen 

reichenden Konzentrationen zugegeben. Durch Darstellung der experimentell 

bestimmten spezifischen Bindungen des Reporterliganden (aus Gesamt- und 

nichtspezifischer Bindung [siehe unten]) als Funktion der logarithmischen 

Inhibitorkonzentration ergeben sich sogenannte Kompetitionskurven, welche durch die 

Gaddum-Gleichung (Gleichung 5) beschrieben werden können [111]. Aus ihnen geht 

der logIC50- bzw. der IC50-Wert hervor (siehe Abbildung 9). 

 

 

Gleichung  5: Gaddum-Gleichung, [RL] = Rezeptor-Ligand-Komplex-Konzentration, 
[Rtotal] = Rezeptorgesamtkonzentration, [L] = Ligandkonzentration, [I] = Inhibitor-
konzenztration, Kd bzw. Ki = Dissoziationsgleichgewichtskonstanten des Liganden 
bzw. des Inhibitors. 

 

Abbildung 9 : Beispiel für eine Kompetitionskurve inklusive Darstellung von B0 (blau) 
und der Bestimmung von logIC50 (orange). 
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Der IC50-Wert beschreibt, bei welcher Inhibitorkonzentration die spezifische Bindung 

des Reporterliganden um 50% reduziert wird. Es ist wichtig zu unterscheiden, dass der 

bei 100% spezifischer Bindung in den Kompetitionsexperimenten vorliegende B0-Wert 

nicht mit dem Bmax-Wert aus Sättigungsexperimenten identisch ist. B0 bezeichnet im 

Kompetitionsexperiment die Menge an Rezeptoren bzw. Bindungsstellen, die in 

Abwesenheit des Inhibitors mit Reporterliganden belegt sind und ist deutlich kleiner 

als Bmax, da in Kompetitionsexperimenten der Reporterligand typischerweise in einer 

Konzentration [L] im Bereich des Kd-Werts eingesetzt wird. Da die Größe des 

IC50-Werts nicht konstant ist, sondern vom B0-Wert abhängt, wird der IC50-Wert meist 

vorteilhafterweise in die konzentrationsunabhängige Dissoziationsgleichgewichts-

konstante Ki umgerechnet. Die Umrechnung kann dabei mittels der Cheng-Prusoff-

Gleichung (Gleichung 6) vorgenommen werden [112].  

Vor allem kompetitive Bindungsstudien sind ein wichtiges Werkzeug in der 

Wirkstoffentwicklung, da mit ihrer Hilfe Testverbindungen sehr effizient hinsichtlich 

ihrer Affinität zur untersuchten Bindungsstelle charakterisiert werden können. 

 

 

Gleichung  6: Cheng-Prusoff-Gleichung, [L] = Ligandkonzentration, Kd bzw. 
Ki = Dissoziationsgleichgewichtskonstanten des Liganden bzw. des Inhibitors, 
IC50 = Konzentration des Inhibitors, bei welcher B0 um 50% reduziert ist. 

Die beschriebenen Bindungsexperimente bestehen in der Praxis typischerweise aus 

den folgenden Schritten: Inkubation des Liganden mit dem Rezeptor (ggf. Zusatz von 

Inhibitor), Trennung des gebundenen Liganden von dessen ungebundenem Anteil, 

Quantifizierung des gebundenen Liganden. Für die Quantifizierung mittels LC-MS, wie 

es bei den MS-Bindungsstudien der Fall ist, muss der gebundene Anteil des Liganden 

vor dessen Quantifizierung zusätzlich noch freigesetzt werden. Die für die 

Wirkstoffentwicklung interessante spezifische Bindung lässt sich hierdurch 

experimentell kaum bestimmen, da ein Teil des Liganden auch nicht-spezifisch, z.B. 

an die den Rezeptor umgebende Membran, bindet. Erfasst wird also zunächst die 

Gesamtbindung, welche sich aus spezifischer und nicht-spezifischer Bindung 

zusammensetzt. Durch Blockieren der spezifischen Bindungsstellen (beispielsweise 

durch einen Inhibitor mit hoher Affinität im Überschuss in separaten Experimenten), 
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kann aber zusätzlich auch die nicht-spezifische Bindung für den Liganden 

experimentell ermittelt werden. Die spezifische Bindung lässt sich im Anschluss als 

Differenz zwischen Gesamtbindung und nicht-spezifischer Bindung berechnen. 

Wie bereits im vorangegangenen Kapitel kurz thematisiert, war es zuletzt im 

Arbeitskreis gelungen, auch zur Untersuchung der Bindungsstelle für MB327 am 

nAChR einen MS-Bindungsassay zu entwickeln [98]. Dieser MS-Bindungsassay 

beruht dabei auf der Verwendung von [2H6]MB327 als Reporterliganden und einer 

Membranaufarbeitung des Elektroplax von Torpedo californica als Rezeptormaterial. 

Letztere wurde eingesetzt, da der humane nAChR für diese Zwecke nicht verfügbar 

war, der Torpedo-nAChR diesem aber sehr ähnlich und zugleich gut zugänglich ist 

(siehe auch Kapitel 1.3.1). Mit dem entwickelten MS-Bindungsassay war es möglich, 

zum ersten Mal die Bindung von MB327 bzw. [2H6]MB327 an den nAChR in 

Sättigungsexperimenten zu charakterisieren. Außerdem nimmt der entwickelte MS-

Bindungsassay seitdem eine zentrale Rolle bei der Suche nach und Optimierung von 

weiteren potenziellen Liganden für die MB327-PAM-1-Bindungsstelle ein. Wie im 

vorangegangenen Kapitel beschrieben, müssen diese zwingend über eine im 

Vergleich zu MB327 deutlich höhere Affinität und ausgeprägte intrinsische Aktivität 

verfügen. Der kompetitive [2H6]MB327-MS-Bindungsassay erwies sich dabei als 

effizientes Testsystem für die Bestimmung der Affinität von Testverbindungen zur 

MB327-Bindungsstelle. Von den zahlreichen damit untersuchten symmetrischen und 

unsymmetrischen Bispyridiniumverbindungen zeigten die meisten nur eine ähnliche 

oder gar geringere Affinität als das als strukturelles Vorbild verwendete MB327 

(pKi = 4.73 ± 0.03) [113, 114]. Der Durchbruch bei der Suche nach deutlich höher 

affinen Verbindungen gelang, als Substanzbibliotheken mit einer Vielzahl strukturell 

unterschiedlicher Verbindungen untersucht wurden [115]. Unter den insgesamt mehr 

als 1300 Testverbindungen, die hierbei eingesetzt wurden, konnten einige identifiziert 

werden, welche teilweise eine mehr als zehnmal höhere Affinität zur MB327-

Bindungsstelle des nAChRs als MB327 aufweisen. Dabei fiel eine Gruppe strukturell 

ähnlicher Verbindungen auf, die sich durch die bei diesen Untersuchungen höchsten 

gefundenen Affinitäten auszeichnen. Die Strukturen dieser Verbindungen, welche die 

Bezeichnungen UNC0638 (pKi = 6.01 ± 0.10), UNC0642 (pKi = 5.97 ± 0.05) und 

UNC0646 (pKi = 6.23 ± 0.02) tragen, sind in Abbildung 10 wiedergegeben. Abgesehen 

von ihrer Affinität zur MB327-Bindungsstelle des nAChRs sind für diese Verbindungen 

keine weiteren Daten hinsichtlich ihrer Eigenschaften gegenüber dem nAChR bekannt. 
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Wie aus den geschilderten Ergebnissen hervorgeht, erscheint eine genauere 

Untersuchung dieser Verbindungen in Bezug auf diese Eigenschaften aber eine 

lohnende Aufgabe, wobei sich MS-Bindungsassays als besonders hilfreiches 

Werkzeug erweisen dürften, wie auch bei der Suche nach weiteren ĂResensitizernñ 

des nAChRs und deren Weiterentwicklung. 

 

 

Abbildung 10: Strukturen der bei einem Bibliotheksscreening identifizierten Hits mit 
den derzeit höchsten bekannten Affinitäten zur MB327-Bindungsstelle des nAChRs: 
UNC0638, UNC0642 und UNC0646. 
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2 Zielsetzung  

Vor Beginn dieser Arbeit waren im Rahmen einer Zusammenarbeit des Arbeitskreises 

mit dem Institut für Pharmakologie und Toxikologie der Bundeswehr die Verbindungen 

UNC0638, UNC0642 und UNC0646 als potenzielle ĂResensitizerñ des nAChRs 

identifiziert worden. Diese drei strukturell ähnlichen, auf einem Chinazolin-Grundgerüst 

basierenden Verbindungen waren bis dahin nur als potente Inhibitoren der 

Methyltransferase bekannt. Bei der Suche nach neuen Liganden für die MB327-

Bindungsstelle des nAChRs hatte sich nun gezeigt, dass sie auch vergleichsweise 

hohe, teilweise submikromolare Affinitäten und damit die höchsten bekannten 

Affinitäten für diese Bindungsstelle aufweisen. 

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Anwendung eines MS-Bindungsassays, 

welcher auf einer der drei Verbindungen, UNC0638, UNC0642 oder UNC0646, als 

Reporterliganden basiert. Analog zum MS-Bindungsassay mit [2H6]MB327 sollte als 

Quelle für den nAChR eine Membranaufarbeitung des Elektroplax von Torpedo 

californica verwendet werden, da der humane nAChR für diese Zwecke nicht in 

ausreichenden Mengen vorliegt und der Torpedo-nAChR eine geeignete Alternative 

hierzu darstellt.  

Falls die neu identifizierten Verbindungen dieselbe Bindungsstelle des nAChRs 

adressieren wie MB327, würde ein MS-Bindungsassay mit UNC0638, UNC0642 oder 

UNC0646 als Reporterligand Vorteile gegenüber dem bekannten [2H6]MB327-MS-

Bindungsassay mit sich bringen. Dies liegt zum einen darin begründet, dass die 

Affinitäten von UNC0638 (pKi = 6.01 ± 0.10), UNC0642 (pKi = 5.97 ± 0.05) und 

UNC0646 (pKi = 6.23 ± 0.02) zur MB327-PAM-1-Bindungsstelle deutlich höher als die 

von MB327 (pKi = 4.73 ± 0.03) sind. Sowohl die Robustheit des MS-Bindungsassays 

als auch die Aussagekraft der damit erzielbaren Ergebnisse sollten sich durch einen 

höher affinen Reporterliganden verbessern. Zudem ist weder MB327 noch dessen 

deuteriertes Analogon, [2H6]MB327, kommerziell verfügbar ï UNC0638, UNC0642 

und UNC0646 sind es dagegen schon. Dies ist durchaus von Bedeutung, da dadurch 

nicht nur die erstmalige Entwicklung des gewünschten MS-Bindungsassays 

entscheidend erleichtert wird, sondern auch seine Etablierung auf der Basis 

einschlägiger Literaturangaben in anderen Arbeitskreisen.   

Als Grundlage für den neu zu entwickelnden MS-Bindungsassay sollte zunächst eine 

geeignete LC-ESI-MS/MS-Methode entwickelt werden, mit der sich zumindest eine der 
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drei Verbindungen UNC0638, UNC0642 und UNC0646 verlässlich quantifizieren lässt. 

Um zu zeigen, dass die zu entwickelnde LC-ESI-MS/MS-Methode für ihren 

Einsatzzweck geeignet ist, sollte diese nach ausgewählten Kriterien (Selektivität, 

Sensitivität, Linearität, Richtigkeit, Präzision) validiert werden, und zwar unter 

Beachtung der von der FDA (ĂFood and Drug Administrationñ) für solche Fälle 

herausgegebenen Richtlinien.   

Die Bindung des neuen Reporterliganden an den nAChR sollte zuerst in 

Sättigungsexperimenten charakterisiert werden. Zusätzlich dazu sollten durch den 

Einsatz einiger wohl bekannter Liganden der MB327-PAM-1-Bindungsstelle in 

Kompetitionsexperimenten die neuen Ergebnisse anhand der alten mit dem 

[2H6]MB327-Bindungsassay erzielten Resultate überprüft werden. Im Anschluss daran 

sollte der zu entwickelnde MS-Bindungsassay schließlich als Alternative zum bisher 

bekannten [2H6]MB327-MS-Bindungsassay eingesetzt werden, um die Bindung von 

Testverbindungen an die MB327-Bindungsstelle des nAChRs zu analysieren. Bei der 

Auswahl der zu untersuchenden Testsubstanzen standen vor allem die folgenden 

Überlegungen im Vordergrund. Aufgrund von Ergebnissen aus in silico und ex vivo 

Experimenten, sollten neue Bispyridiniumsalze mit einem 4-Aminopyridinium-Motiv 

hinsichtlich ihrer Bindung am nAChR charakterisiert werden. Zudem sollten mit dem 

neuen MS-Bindungsassay für in in silico Screening-Experimenten identifizierte Hits die 

Affinitäten zur MB327-PAM-1-Bindungsstelle bestimmt werden. Ein Hauptaugenmerk 

dieser Arbeit sollte ferner auf der Untersuchung von Analoga zu den Verbindungen 

UNC0638, UNC0642 und UNC0646 liegen, deren Synthese im Arbeitskreis zur 

breiteren Abdeckung des chemischen Strukturraums geplant war. Die strukturellen 

Gemeinsamkeiten der drei genannten Verbindungen, UNC0638, UNC0642 und 

UNC0646, die alle eine vergleichsweise hohe Affinität aufweisen, legen nahe, dass 

Analoga mit noch höherer Affinität existieren könnten. Die Untersuchung einer Reihe 

von strukturanalogen Verbindungen sollte es außerdem erlauben, Struktur-Affinitäts-

Beziehungen für diese Chinazolin-basierte Stoffklasse abzuleiten. Die Ergebnisse 

sollten für eine weitere, zielgerichtete Optimierung der Affinität von Verbindungen aus 

dieser Stoffklasse von ĂResensitizernñ von großem Wert sein. 
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3 Ergebnisse und Diskussion  

3.1 Erste  Publikation   

ñScreening for new ligands of the MB327 -PAM-1 binding site of 

the nicotinic acetylcholine receptorò 

3.1.1 Zusammenfassung der Ergebnisse  

Bei der Therapie von Vergiftungen mit Organophosphaten mangelt es an Wirkstoffen, 

welche den nikotinischen Acetylcholinrezeptor (nAChR) aus einem desensitisierten, 

nicht-funktionalen Zustand, welcher in Folge der Vergiftung mit Organophosphaten 

auftritt, in einen funktionalen Zustand rücküberführen. Verbindungen, die hierzu in der 

Lage sind, werden als sogenannte ĂResensitizerñ bezeichnet. In diesem 

Zusammenhang waren bisher hauptsächlich Bispyridiniumverbindungen untersucht 

worden. Obwohl hierbei beachtliche Erfolge erzielt werden konnten, eignen sich die 

bisher untersuchten Verbindungen, mit MB327 als ihrem prominentesten Vertreter, 

nicht als Wirkstoffe. So zeigen MB327 und die bisher untersuchten Analoga einen für 

eine klinische Anwendung zu geringen therapeutischen Effekt. Dies dürfte zumindest 

zum Teil auf die vergleichsweise geringen Affinitäten dieser Verbindungen zur 

MB327-PAM-1-Bindungsstelle des nAChRs zurückgehen (MB327: pKi = 4.73 ± 0.03). 

Über diese Bindungsstelle sollen nach derzeitigem Kenntnisstand die 

Ăresensitisierendenñ Effekte dieser Verbindungen am nAChR vermittelt werden. Um 

Verbindungen abseits der Bispyridiniumverbindungen zu identifizieren, welche 

idealerweise eine deutlich höhere Affinität zur MB327-PAM-1-Bindungsstelle des 

nAChR als MB327 selbst aufweisen, wurden in dieser Arbeit zwei 

Substanzbibliotheken in Screening-Versuchen auf Testverbindungen mit Affinität zur 

MB327-PAM-1-Bindungsstelle untersucht. F¿r das Screening der ĂTocriscreen Plusñ- 

und der ĂChemDiv ion channel ligandñ-Bibliothek (1280 bzw. 60 Testverbindungen) 

wurde der [²H6]MB327-MS-Bindungsassay, der zum fraglichen Zeitpunkt als einziger 

für diesen Zweck zur Verfügung stand, angewendet. Hierbei konnten zehn 

Verbindungen identifiziert werden, die das gewählte Selektionskriterium eines 

IC50-Werts von Ò 10 µM erfüllten. Diese Screening-Hits wurden anschließend 

ausführlicher hinsichtlich ihrer Affinität zur MB327-Bindungsstelle des nAChR 

untersucht und offenbarten dabei teilweise niedrig- bis submikromolare 

Bindungsaffinitäten. Unter den zehn Verbindungen besonders auffällig ist eine Gruppe 
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von strukturell verwandten, Chinazolin-basierten Verbindungen, namentlich UNC0638, 

UNC0642 und UNC0646. Mit pKi-Werten von respektive 6.01 ± 0.10, 5.97 ± 0.05 und 

6.23 ± 0.02 weisen sie eine mehr als zehnfach höhere Affinität als MB327 auf und 

stellen die Verbindungen mit den bisher höchsten bekannten Affinitäten zur MB327-

Bindungsstelle des nAChRs dar. Entsprechend kann festgehalten werden, dass durch 

das hier gezeigte Bibliothek-Screening erfolgreich Substanzen mit deutlich höheren 

Affinitäten identifiziert werden konnten, die es im Kontext des nAChRs unbedingt 

weiter zu untersuchen gilt, da sie einen vielversprechenden Ausgangspunkt für die 

Entwicklung potenzieller "Resensitizerñ darstellen.  

3.1.2 Erklärung zum Eigena nteil  

Der größte Teil der beschriebenen MS-Bindungsexperimente wurde von Sonja Sichler 

durchgeführt. So wurden auch nahezu alle Daten von ihr ausgewertet, nahezu alle 

Grafiken von ihr erstellt. Des Weiteren hat sie die erste Version des Manuskripts 

angefertigt. Um das Projekt abzuschließen, sollten weitere Bindungsversuche mit der 

im Screening auffälligen Verbindung AZ10417808 durchgeführt werden, um deren 

Einfluss auf die Bindung von [2H6]MB327 an die MB327-PAM-1-Bindungsstelle näher 

zu untersuchen. Die entsprechenden MS-Bindungsexperimente wurden eigenständig 

von mir durchgeführt und ausgewertet. Das bereits vorliegende Manuskript von Sonja 

Sichler wurde im Anschluss von mir überarbeitet und um die neuen Ergebnisse 

ergänzt. An der Korrektur des Manuskripts waren maßgeblich Georg Höfner, Franz F. 

Paintner und Klaus T. Wanner beteiligt sowie ergänzend Thomas Seeger, Karin V. 

Niessen und Franz Worek. 
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