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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Organische Phosphorverbindungen : Uber Insektizide

und Nervenkampfstoffe

Die Entwicklung von Phosphorsaure- und Thiophosphorsaureestern als Insektizide
geht auf den deutschen Chemiker Gerhard Schrader zurtick [1]. Unter den zahlreichen
von ihm erstmals synthetisierten Verbindungen befanden sich auch Tabun und Sarin,
die aber wegen ihrer enormen Toxizitat nicht im Geringsten als Pflanzenschutzmittel
in Betracht kamen [2]. Daflr erregten diese Verbindungen das Interesse der deutschen
Wehrmacht, die schlieBlich wahrend des Zweiten Weltkriegs Organophos-
phorverbindungen in Deutschland als chemische Waffen im Tonnenmal3stab
herstellen lie3 [3]. Inzwischen ist eine grol3e Vielfalt an weiteren Nervenkampfstoffen
bekannt, die sich von diesen Organophosphorverbindungen ableiten und im Laufe des

vergangenen Jahrhunderts in zahlreichen Landern entwickelt wurden. Tabun und

Sarin werden dabei heute als G-Kampfstoffe klassifiziert, mit dem Buchstabe

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 erwahnt, dass Gerhard Schrader im
Rahmen seiner Forschung zur Entwicklung von Insektiziden ein beachtlicher Erfolg
beschieden war. Der von ihm bereits 1944 hergestellte Thiophosphorsaureester
Parathion wurde wegen seiner insektiziden und akariziden Wirkung zu einem Uber

viele Jahre weltweit verwendeten Pflanzenschutzmittel.

Nervenkampfstoffe aus dem Vereinigten Konigreich GroR3britannien werden unter dem
Begriff V-Reihe zusammengefasst, von denen als der wohl beriihmteste Vertreter VX
zu nennen ist, wahrend Kampfstoffe der Nowitschok-Reihe (russisch
ANo wi t $ &Néuling) ihren Ursprung in der Sowjetunion haben [4, 5]. Ob Insektizid
oder Nervenkampstoff i in der Regel lassen sich diese Verbindungen mit der
ASchrader-Formelfi beschreiben (siehe Abbildung 1) [6]. Obwohl es sich bei der
Vielzahl der inzwischen entwickelten Verbindungen, die mit dieser Formel beschrieben

werden kénnen, nicht ausschlie3lich um Phosphorséaureester handelt, wird zu ihrer

Beschreibungh2 uf i g der Begriff AOrganophosphateh

V

dieser Begriff chemisch ebenso wenigk or r e k t wi e AOrganophosph

1



Einleitung

welcher in diesem Kontext auch haufig als Oberbegriff fir diese Art von Insektiziden
und Nervenkampstoffen genutzt wird. Im streng chemischen Sinne umfasst der erste
Begriff, Organophosphate, keine Phosphonsaurederivate wie etwa Sarin, wéahrend
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 gelaufig, sollen die Begriffe Organophosphorverbindung(en) und
Organophosphat(e), bz w. di e Asikberauachin djesehOFeit verwendet
werden, um Insektizide und Nervenkampfstoffe zu beschreiben, die dem durch die

ASchrader-Formelfigegebenen Schema folgen.

O(S)
,Schrader-Formel“ ||3| R, R? = Alkoxy-, Alkyl-, oder (Dialkyl)aminogruppen
R |\X X = Halogenid oder Pseudohalogenid
R2
[ h [
P P N P
07 | "Gy, HMsC o | OF
N N N
PN PN
H3C CH3 H5;C CH;
Sarin Cyclosarin Tabun GV
ﬁ Y
CH3
Parathion Soman VX

Abbildung 1: ASchrader-Formelfi(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
grof3en Mengen hergestellt worden waren, kamen sie zum Glick nur in vergleichs-

weise beschranktem Mal3e zum Einsatz [3, 7]. Einsétze von Nervenkampfstoffen im

2



Einleitung

20. aber auch im 21. Jahrhundert gibt es leider dennoch zu verzeichnen. Einmal im
ersten Golfkrieg sowie im syrischen Burgerkrieg in Form groRerer Giftgasanschlage,
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 Uber 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 grof3er
Bestande chemischer Waffen gefiihrt, den Einsatz von Nervenkampfstoffen konnte sie
aber wie beschrieben, trotz der Achtung dieser Verbindungen, nicht ganzlich
verhindern [7, 18].

So wie der Einsatz von Nervenkampfstoffen zu militdrischen oder terroristischen
Zwecken unverandert eine realistische Bedrohung darstellt, geht auch weiterhin von
den in Insektiziden enthaltenen Organophosphatverbindungen eine Gefahr aus. Auch
wenn immer mehr organophosphathaltige Pflanzenschutzmittel wegen ihrer Toxizitat
in den Industrielandern verboten sind (das oben aufgeflhrte Parathion hat in der
Europaischen Union z.B. seit 2001 keine Zulassung mehr), stellen sie besonders in
weniger entwickelten Landern unverandert eine groRe Gefahr dar, wo durch Unfélle
oder unsachgemallen 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 Stérung de r cholinergen Neurotransmission  durch

Organophosphate

Angriffspunkt der im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Organophos-
phorverbindungen ist das cholinerge System. Fr ein besseres Verstandnis werden
nachfolgend die Grundlagen der cholinergen Neurotransmission erkléart, bevor OP-

Vergiftungen und ihre Therapie naher behandelt werden.

1.2.1 Uberblick: 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 Vorgangen beteiligt, die
fur 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
neuromuskuléaren Endplatte der Nerven- auf die Muskelzellen und ist damit essenziell
fur die Auslésung von Muskelkontraktionen. Acetylcholin ist als Botenstoff aul3erdem
maf3geblich an der Regulierung des vegetativen Nervensystems beteiligt und hat damit
erheblichen Einfluss auf Blutdruck, Herzfrequenz, Verdauung und Atmung.

Die wichtigsten Bestandteile der cholinergen Synapse i ob im zentralen oder im
peripheren Nervensystem i 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 tbertragen: dem muskari-
nischen Acetylcholinrezeptor (MAChR), einem G-Protein gekoppeltem Rezeptor, und
dem nikotinischen Acetylcholinrezeptor (nAChR), einem Liganden-gesteuerten
lonenkanal. Die jeweiligen Rezeptoren existieren dabei in Form diverser Subtypen.
Abhéangig vom Gewebetyp, in welchem der mAChR exprimiert wird, liegt er in den
Isoformen M1-Ms 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 fur die
Fragestellung dieser Arbeit eine besondere Rolle einnimmt (die Griinde hierfir sollen
im Verlauf dieses Kapitels weiter ausgefiihrt 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 Signaliibertragung von Acetylcholin beendet.
5
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Im Gegensatz zu vielen anderen Neurotransmittern erfolgt fir Acetylcholin kein aktiver
Abtransport des Neurotransmitters, um dessen Konzentration im synaptischen Spalt
nach der Ausschittung 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 einschranken und damit das
cholinerge System aus dem Gleichgewicht bringen. Zu welchen Konsequenzen dies
fuhren kann, und welche Optionen zur Wiederherstellung der Funktionsfahigkeit des

cholinergen Systems bestehen, soll im Weiteren beschrieben werden.

1.2.2 Organophosphat vergiftung

Vergiftungen mit OPs liegt unabh&ngig von der jeweiligen Substanz immer der gleiche
Mechanismus zugrunde: die Hemmung der Acetylcholinesterase [39]. Wie bereits
beschrieben ist die AChE fur den Abbau von Acetylcholin und damit fir die Beendigung
des durch den Neurotransmitter vermittelten Signals zustandig. Die AChE hydrolysiert
Acetylcholin mit sehr hoher Effizienz (bis zu 600000 Molekile pro Minute [31]) zu
Cholin und Acetat. Dieser Prozess wird im Wesentlichen durch drei Aminoséauren,
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 Aminosauren zunachst der Acetylrest
des Substrats auf Serin tUbertragen (Abbildung 3a, 1 und 2) und sodann aus der
Esterfunktion freigesetzt (Abbildung 3a, 2 und 3). Wenn jedoch anstelle eines
Acetylcholinmolekiils ein OP-Molekil in das katalytische Zentrum der AChE gelangt,
wird dieses anstelle des Acetylrestes des Acetylcholins unter Abspaltung einer
Abgangsgruppe auf die OH-Funktion des Serins Utbertragen (Abbildung 3b, 4 und 5).
Wegen seiner hohen Stabilitdét 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]. Abhangig 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, &hnlich wie bei
dem AChE-Acetyl-Addukt, wieder gespalten wird, die Wahrscheinlichkeit hierfur ist
aber gering (Abbildung 3b, 5 und 6). Dies gilt insbesondere fir OPs, die als
Nervenkampfstoffe zum Einsatz kommen, da diese in der Regel, indem sie zu

besonders stabilen Addukten fuihren, besonders toxisch sind [43, 44]. Abbildung 3
6
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zeigt die durch die AChE katalysierte Hydrolyse von Acetylcholin bzw. die Inhibierung
der AChE durch OPs am Beispiel von Tabun.

a

CH, 0 CH, 0
" ey PR
He” PN N0 SeH,  HeT P oH HO™  CHj

1 2 3
b
] ]
07| ca o | SoH
Ne SN CH, N
HsC” “CHs ﬁ l HsC~ “CHj
N
P CH,
(|)H won o7 \| H,0 (|)H
iSer iSer iSer
4 5 6

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 gegenuber OPs entsteht,
wenn nicht mehr ausreichend funktionsfahige AChE vorhanden ist und der
Neurotransmitter deshalb im synaptischen Spalt akkumuliert. Eine Uberstimulation von
muskarinischen wie auch nikotinischen AChRs sind die Folgen, wobei letztere nach
andauernder Uberstimulation schlieBlichineinendauer haft i nakt
t e rZas)and tbergehen. Die anhaltende Stdérung der cholinergen Neurotransmission
mundet letztendlich in einer sogenannten cholinergen Krise. Einer erh6hten Sekretion

der Speicheldrisen und der in den Atemwegen befindlichen Drisen folgen h&ufig
7
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Bronchospasmen, Schwindel, Erbrechen, Krampfanfalle, Bewusstseinsverlust und
Muskelschwache bzw. -lahmung. 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
Therapieansatze, die im folgenden Kapitel skizziert werden, doch oft sehr

unterschiedlich.

1.2.3 Ansatzm o6glichkeiten 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 regelmaliig verfolgter therapeutischer Ansatz. Hierfur
kommen sogenannte Oxime zum Einsatz, von denen insbesondere die Wirkstoffe

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

- X _OH
A N N

'? T \/ S

CHj

Pralidoximchlorid Obidoximchlorid

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
fur 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 sodanni erleichtert durch den aus
Bindung an das anionische Zentrum resultierenden Templateffekt i der OP-Rest
abgel6st und die AChE reaktiviert werden [40-42, 51]. Dieser Vorgang ist fur ein durch
Sarin blockiertes AChE-Molekul mit Pralidoxim als Reaktivator schematisch in
Abbildung 5 dargestellt.
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reaktivierte AChE + Sarin-Pralidoxim-Komplex

OH o
CH
Pralidoxim Ser /k /|u< 3
<
N
=
HaC\N/
I o
CH
)\ /P< i X
(0] O
| Reaktivierung
SO -

OH- Ser
- j-Propanol @

gealterter Sarin-AChE-Komplex

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 A a g i dewjsth: Alterung)
bezeichneten Prozess kdnnen AChE-OP-Komplexe in eine stabilere Form tbergehen.
Meist geschieht dies durch Abspaltung eines Alkylrests aus einer jener Esterfunktionen
des OP-Rests, die bereits im urspriinglichen OP-Derivat enthalten waren (siehe
Abbildung 5) [52]. Je nachdem, auf welches konkrete OP die Intoxikation zuriickgeht,
variiert die Geschwindigkeit des Alterungsprozesses und damit die Effizienz der Oxim-
Therapie [43, 53]. Fur 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.

AulRerdem ist die Therapie mit Oximen, unabhéangig vom Alterungsprozess, nicht bei
jedem OP effektiv (z.B. bei einer Tabunvergiftung) i die Suche nach einer Art

Breitband-Oxim, welches gegen die verschiedenen OP-Vergiftungen gleichermal3en
9
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wirkt, ist bisher erfolglos geblieben [49, 55].
Zusammenfassend lasst 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 sto[3t.

Neben der Strategie, den bei einer OP-Vergiftung vorliegenden Uberschuss 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
Uberstimulation entgegenzuwirken. Um die durch muskarinische AChRs vermittelten
Vergiftungssymptome zu lindern, hat sich Atropin bewahrt [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
verfligbar, die hierfur geeignet wéren [58]. nAChR-Antagonisten (wie z.B. Tubocurarin)
sind zwar bekannt, ihre therapeutische Breite fur 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
uberfilhren. Dieser Ansatz unter Verwendung sogenannter ARe s e n ssolt imz e r fi

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

Organophosphat vergiftung en

Wie im vorangegangenen Kapitel erlautert, beruht die derzeitige Therapie von OP-
Vergiftungen hauptséchlich auf der Reaktivierung der von OPs inhibierten AChE durch
Oxime wund auf der Antagonisierung der durch die mAChR vermittelten
Vergiftungssymptome durch Atropin. Eine therapeutische Licke besteht bei der
direkten Behandlung des nAChRs. Dieser befindet sich bei einer OP-Vergiftung

vorrangig in einem nicht aktivierbaren, ges
was unter anderem zu fatalen Vergiftungssymptomen fihrt. Sogenannte ARe
sitizeri, al so all osteri sche ebbhgedem|Zastandr e n , d

zurlick in einen funktionalen Zustand Uberfuhren kénnen, werden deshalb derzeit
intensiv erforscht, um diese therapeutische Licke zu schlieBen. Zum besseren
Verstandnis soll im Folgenden zunachst das Wichtigste zum Aufbau des nAChRs
beschrieben werden, bevor im Weiteren ein kurzer Uberblick zum derzeitigen Stand
der Forschung zum ThemanAChR-AResensi ti zer i fol gt .

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-HTs-, der GABAAa- und der Glycin-Rezeptor zahlen, stellen aus funf Untereinheiten
bestehende Liganden-gesteuerte lonenkanéle dar [59-61].

Beim nAChR handelt es sich um einen kationenselektiven, membranstandigen
lonenkanal, der nach Aktivierung permeabel fir Natrium- und Kalium-lonen wird.
Abhangig von den im lonenkanal vorhandenen Untereinheiten, kann dieser auch fir
Calcium-lonen durchléssig sein [62, 63]. Der Ubergang des Rezeptors von seinem
Ruhezustand (geschlossener lonenkanal) in seinen aktiven, lonen-leitenden Zustand
(offener lonenkanal) wird durch die Bindung von Liganden an die orthosteren
Bindungsstellen des Rezeptors ausgeldst. Neben diesen beiden Zustanden ist flr den
NAChR auf3erdem bekannt, dass er in einen desensitisierten Zustand tbergehen kann,
wenn er anhaltend durch Agonisten stimuliert wird. Die Desensitisierung héangt dabei
z.B. von der Agonistkonzentration, von der Dauer der Exposition des Rezeptors
gegenuber Agonisten, vom Rezeptorsubtyp, sowie vom jeweiligen, konkreten
Agonisten ab. Im desensitisierten Zustand ist der lonenkanal geschlossen, im
Gegensatz zum Ruhezustand aber vortubergehend nicht aktivierbar [64-70]. Die

11
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Desensitisierung an sich, sowie der Wechsel zwischen den beschriebenen Zustanden
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 Zustandsmoglichkeiten
von Bedeutung ist, um die Rolle des nAChRs bei einer OP-Vergiftung bzw. bei deren
Therapie besser einordnen zu kénnen.

Wie bereits beschrieben setzt sich der nAChR aus funf Untereinheiten zusammen. Bei
diesen wird grundsétzlich zwischen den Subtypen U, b, 9, i und Uunterschieden, wobei
f ¢r denw--Bubfyp wiederum zehn bzw. vier weitere Varianten existieren [73].
Unterschiedliche Kombinationen der verschiedenen Untereinheiten erméglichen eine
Vielzahl von Isoformen des nAChRs, welche sich in ihren pharmakologischen
Eigenschaften und ihrer Gewebeverteilung unterscheiden koénnen [74]. Vereinfacht
lasst sich dabei zwischen den muskuldren und neuronalen nAChRs unterscheiden
[75]. Im Weiteren soll der Fokus auf den nAChR vom Muskeltyp gelegt werden. Dieser
ist verantwortlich fir die Reizibertragung von Nerven- auf Muskelzellen an der
motorischen Endplatte. Weil gerade die Stérung der neuromuskularen Transmission
zu fatalen Konsequenzeni wie z.B. einer Lahmung der Atemmuskulatur i fihren
kann, fallt ihm im Kontext dieser Arbeit eine zentrale Rolle zu [47, 76].

Der Muskeltyp-nAChR wird seit langem erforscht, haufig anhand des nAChRs von
Zitterrochen (z.B. Tetronarce californica, vor allem bekannt als Torpedo californica)
[77]. Dies liegt zum einen darin begriindet, dass die Rezeptoren in einer sehr hohen
Dichte in den Elektroorganen dieser Tiere vorliegen und damit, gerade im Vergleich zu
humanen Muskeltyp-nAChRs, leicht zuganglich 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 U-, einer
b-, einer U- und einer 9-Untereinheit zusammen. Beim humanen, adulten Muskeltyp-
nAChR ist die 2- jedoch durch eine GUntereinheit ersetzt [80, 81]. Nichtsdestotrotz gilt
d e Torp@do-n AChRA seit jeher als besonders geeighn
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

Schwéche 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.

extrazellulare

HERENEERE
Domaéane

intrazellulare
Domaéane

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

Der Muskeltyp-nAChR besitzt zwei Bindungsstellen fir den Neurotransmitter
Acetylcholin, welche als orthosterische Bindungsstellen bezeichnet werden.
Entsprechend des natirlichen Liganden, des Acetylcholins, ist auch haufig von
AAc et y-Biodbngdstellenii d i e [6R 88¢89]. Neben den Bindungsstellen fiir
den Neurotransmitter besitzen nAChRs zahlreiche weitere, allosterische
Bindungsstellen, welche die Funktion des Rezeptors beeinflussen kénnen, weshalb
der nAChR in der Literatur auch alsA a | | onsathe n & i b e svard [B0-98] bAGen
bereits erwéhnt, stellen ebenjene Bindungsstellen eine Uberaus vielversprechende
Madoglichkeit zur Therapie von OP-Vergiftungen dar. Der aktuelle Stand der Forschung
beziglich des Einsatzes allosterer Modulatoren des nAChRs zur Therapie von OP-
Vergiftungen, dh. sogenannt er A sk snefolgendeéni Kagitel Skizziert

werden.
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1.3.2 Bispyridinium verbindungen ohne Oxim -Funktion als
potenzielle A R e s dkotimischen zAeetylgholind e s n
rezeptors

Die Entwicklung von Wirkstoffen, welche den nAChR bei OP-Vergiftung tber einen
allosterischen Mechanismus vom desensitisierten zuriick in einen funktionalen
Zustand bringen ( sogenannt e A Rng@irslee wlis i Therapiee vdin) OP-
Vergiftungen malf3geblich 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.

= | 1T ‘
N~
MB327

Abbildung7 : Model | substanz potenzi edMB827. AResensi

MB327 galt dabei nicht von Vornherein al s ARe s eNosh bevor eer i .
Mechanismus, Uber den MB327 bei der Therapie von OP-Vergiftungen wirkt,
aufgeklart war, wurden ex vivo und in vivo Experimente mit MB327 durchgefihrt, die
das pharmakologische Potenzial dieser und verwandter Bispyridiniumverbindungen
deutlich machten. So erhéhte MB327 als Teil einer Kombinationstherapie
beispielsweise die Uberlebenschance von mit OPs vergifteten Meerschweinchen in in
vivo Versuchen [93, 94]. Auch in ex vivo Experimenten lie3en sich vorteilhafte Effekte
von MB327 beobachten: Muskelpraparationen diverser Spezies (Mensch, Ratte,
Meerschweinchen), welche mit Soman vergiftet und somit gelahmt worden waren,
erlangten bei einer Behandlung mit MB327 zumindest einen Teil ihrer Muskelkraft
zurtick [94, 95]. Die Tatsache, dass die in diesen Versuchen durch Soman gehemmte
AChE wegen des hier sehr schnell ablaufenden A A g i-Rmoge$ses nicht zugéanglich
fur Reaktivierung ist, war bereits ein Indiz daflr, dass die Wirkung von MB327 nicht
Uber eine Reaktivierung der AChE zustande kommt. Genauere Details zum

tatsachlichen 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 zuriick in einen funktionalen Zustand zu udberfihreni also zu
resensitisieren. De r Begri ff AResensitizerd in
gelaufig [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 fur die Vermittlung allosterischer Effekte verantwortlich sein
kobnnten [99]. Wenngleich Details bezuglich der zunachst identifizierten
Bindungsstellen durch neue Erkenntnisse uberholt sind, zeigen auch neue in silico
Studien, dass MB327 exklusive Bindungsstellen am nAChR besetzt, Gber die es wohl
allosterische Effekte auf den nAChR ausiibt ( A M B -®AM-1-Bindungsstellefi J100].
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, [?’Hs]MB327, als Reporterligand, mit denen sich die
spezifische Bindung dieser Verbindung an den nAChR T in Bindungsexperimenten mit
Torpedo-nAChR i nachweisen liefl3 [98].

Trotz der beschriebenen vorteilhaften Effekte, die MB327 Uuber allosterische
Bindungsstellen des nAChRs zu vermitteln scheint, ist die Substanz nicht fur die
Therapie von OP-Vergiftungen geeignet [101]. Die fir die Resensitisierung des
NAChRs erforderliche hohe Konzentrationen an MB327 schliel3t eine selektive
Wirkung von MB327 aus. Es ist beispielweise bekannt, dass MB327 in hohen
Konzentrationen auch als lonenkanalblocker wirkt, die AChE inhibiert und auch an den
mAChHR bindet [94, 102, 103]. Es besteht also ein dringender Bedarf an /RResensitizernfi
des nAChRs mit deutlich hdherer Affinitat zur MB327-Bindungsstelle des nAChRs und
mit ausgepragter intrinsischer Aktivitdt. Ebensolche Substanzen zu identifizieren,
welche dann idealerweise als Teil einer Therapie eingesetzt werden kdnnten, ist
deshalb ein aktuell intensiv bearbeitetes Forschungsfeld. Ein System, welches hierbei
unter anderem genutzt wird, um die Affinitdt solcher Substanzen zur ihrer
Bindungsstelle am nAChR zu charakterisieren, stellen die bereits erwahnten 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 derWei t erentwicklung von AResensi:t
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]. Uber die Messung der Agebundenen
Radioaktivitatii 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
( A MBthdungss t u d)idarnDiese bieten gegenilber Radioligand-Bindungsassays
den Vorteil, dass sie eben ohne radioaktiv markierte Substanzen auskommen, welche
in der Regel zu einem erheblichen Aufwand hinsichtlich Burokratie, Sicherheitsvor-
schriften, Entsorgung, etc. fuhren. Aufl3erdem 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.
Unabhéangig davon, auf welche Weise die Bindung des Liganden letztendlich
gemessen wird i massenspektrometrisch (typischerweise mittels LC-MS) oder durch
Messung der Radioaktivitat i 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 bezlglich Rezeptor-Ligand-Bindungsassays

und der fir diese Arbeit relevanten Arten von Bindungsexperimenten erlautert 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
Rezeptormolekilen, 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 zuséatzlich der
Quotient aus der Dissoziations- und Assoziationsgeschwindigkeitskonstante, k-1 und
k+1, durch Kq (Dissoziationsgleichgewichtskonstante) ersetzt ist. Wie man aus dieser
Form des Massenwirkungsgesetzes leicht ersieht, ist der Quotient der Reaktanden-
konzentrationen im Gleichgewichtszustand konstant. Diese Gleichgewichtskonstante
Ka gibt die Lage des Reaktionsgleichgewichts wieder und ist damit die fir die Affinitat

eines Liganden (L) zum Rezeptor (R) tbliche Kenngréf3e [107, 109].

(1) o
R L] = [RL
RI+[ ~—= R
) ket % [R] % [L] =k x [RL]
Rl [L]
(3) Ks =~

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, Ka = Dissoziationsgleichgewichtskonstante.

Bestimmt werden kann Kg durch Sattigungsexperimente, in welchen eine konstant
gewahlte Rezeptorkonzentration [Rwta] mit verschiedenen Konzentrationen des
Liganden (typischerweise im Bereich von 0,1xKg¢ bis 10%xKgq) inkubiert wird. Die
hierdurch entstehenden Sattigungskurveni eine Musterkurve ist in Abbildung 8
dargestellt T folgen der Hill-Langmuir-Gleichung (Gleichung 4) [110].

RL] _ [L]
(4) =
[Riota]l  [L] + Ky
Gleichung 4 Hill-Langmuir-Gleichung, [RL] = Rezeptor-Ligand-Komplex-

Konzentration, [Ruwtal] = Rezeptorgesamtkonzentration, [L] = Ligandkonzentration,
Kd = Dissoziationsgleichgewichtskonstante.
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Sofern keine anderen Binder vorhanden sind, gilt fiir die Rezeptorgesamtkonzentration
[Riwtal], 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%[Rwta]. 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 1 als typische Folge der
Bildung von Rezeptor-Ligand-Komplexen (RL) 7 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 [Riwtal] in Bindungsversuchen typischerweise
bei einem Wert deutlich unter dem Kd-Wert angesetzt. Neben Kqg lasst sich aus den
Sattigungskurven auf’erdem die Anzahl der Bindungsstellen im eingesetzten
Rezeptormaterial (also Riwtal bzw. auch Bmax genannt) ermitteln. Der Bmax-Wert ergibt
sich aus dem Plateau, welchem sich die Sattigungsisotherme bei hohen

Ligandkonzentrationen annahert.

1 00 A O B B N e N R ﬁmax

spezifische Ligandbindung [%]

0 Kd = 10XKd
Ligandkonzentration, [L]

Abbildung 8 : Beispiel fir eine Sattigungsisotherme inklusive Darstellung der
Bestimmung von Kd (pink) und Bmax (grun).
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Kompetitionsexperimente sind eine weitere Form von Bindungsexperimenten, welche
fur diese Arbeit besonders relevant sind. Dabei wird die Affinitat kompetitiver
Inhibitoren (1) indirekt mit Hilfe eines Reporterliganden bestimmt, nachdem dessen
Bindungsverhalten zuvor in Sattigungsexperimenten charakterisiert wurde. Hierfur
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 zusatzlich der zu
untersuchende Inhibitor in verschiedenen, Uber mehrere Grof3enordnungen
reichenden Konzentrationen zugegeben. Durch Darstellung der experimentell
bestimmten spezifischen Bindungen des Reporterliganden (aus Gesamt- und
nichtspezifischer Bindung [siehe wunten]) als Funktion der logarithmischen
Inhibitorkonzentration ergeben sich sogenannte Kompetitionskurven, welche durch die
Gaddum-Gleichung (Gleichung 5) beschrieben werden kénnen [111]. Aus ihnen geht
der loglCso- bzw. der ICso-Wert hervor (siehe Abbildung 9).

[RL] _ [L]
[Rtotal] Kd % (1 + E(_]) + [L]

(®)

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

spezifische
Reporterligandbindung [%]

Inhibitorkonzentration, logll]

Abbildung 9 : Beispiel flr eine Kompetitionskurve inklusive Darstellung von Bo (blau)
und der Bestimmung von loglCso (orange).
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Der 1Cso-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 Bo-Wert
nicht mit dem Bmax-Wert aus Sattigungsexperimenten identisch ist. Bo 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 GrofRe des
ICso-Werts nicht konstant ist, sondern vom Bo-Wert abhéngt, wird der ICso-Wert meist
vorteilhafterweise in die konzentrationsunabhangige 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 Affinitat zur untersuchten Bindungsstelle charakterisiert werden konnen.

ICs0
-

Gleichung 6: Cheng-Prusoff-Gleichung, [L] = Ligandkonzentration, Kd bzw.
Ki = Dissoziationsgleichgewichtskonstanten des Liganden bzw. des Inhibitors,
ICs0 = Konzentration des Inhibitors, bei welcher Bo um 50% reduziert ist.

(6) Ki=

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. Fir die Quantifizierung mittels LC-MS, wie
es bei den MS-Bindungsstudien der Fall ist, muss der gebundene Anteil des Liganden
vor dessen Quantifizierung zuséatzlich noch freigesetzt werden. Die fur die
Wirkstoffentwicklung interessante spezifische Bindung lasst 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 zunéchst die
Gesamtbindung, welche sich aus spezifischer und nicht-spezifischer Bindung
zusammensetzt. Durch Blockieren der spezifischen Bindungsstellen (beispielsweise

durch einen Inhibitor mit hoher Affinitat im Uberschuss in separaten Experimenten),
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kann aber zusatzlich auch die nicht-spezifische Bindung fir den Liganden
experimentell ermittelt werden. Die spezifische Bindung lasst 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 fir MB327 am
NAChR einen MS-Bindungsassay zu entwickeln [98]. Dieser MS-Bindungsassay
beruht dabei auf der Verwendung von [?Hs]MB327 als Reporterliganden und einer
Membranaufarbeitung des Elektroplax von Torpedo californica als Rezeptormaterial.
Letztere wurde eingesetzt, da der humane nAChR flr diese Zwecke nicht verfugbar
war, der Torpedo-nAChR diesem aber sehr @hnlich und zugleich gut zuganglich ist
(siehe auch Kapitel 1.3.1). Mit dem entwickelten MS-Bindungsassay war es mdglich,
zum ersten Mal die Bindung von MB327 bzw. [°He]MB327 an den nAChR in
Sattigungsexperimenten zu charakterisieren. AuBerdem nimmt der entwickelte MS-
Bindungsassay seitdem eine zentrale Rolle bei der Suche nach und Optimierung von
weiteren potenziellen Liganden fur die MB327-PAM-1-Bindungsstelle ein. Wie im
vorangegangenen Kapitel beschrieben, missen diese zwingend Uber eine im
Vergleich zu MB327 deutlich hdhere Affinitat und ausgepragte intrinsische Aktivitat
verfligen. Der kompetitive [?Hs]MB327-MS-Bindungsassay erwies sich dabei als
effizientes Testsystem fir die Bestimmung der Affinitat von Testverbindungen zur
MB327-Bindungsstelle. Von den zahlreichen damit untersuchten symmetrischen und
unsymmetrischen Bispyridiniumverbindungen zeigten die meisten nur eine ahnliche
oder gar geringere Affinitdt als das als strukturelles Vorbild verwendete MB327
(pKi=4.73 £0.03) [113, 114]. Der Durchbruch bei der Suche nach deutlich hdher
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 héhere Affinitat zur MB327-
Bindungsstelle des nAChRs als MB327 aufweisen. Dabei fiel eine Gruppe strukturell
ahnlicher Verbindungen auf, die sich durch die bei diesen Untersuchungen hdchsten
gefundenen Affinitdten auszeichnen. Die Strukturen dieser Verbindungen, welche die
Bezeichnungen UNCO0638 (pKi=6.01+0.10), UNCO0642 (pKi=5.97 +0.05) und
UNCO0646 (pKi = 6.23 + 0.02) tragen, sind in Abbildung 10 wiedergegeben. Abgesehen
von ihrer Affinitat zur MB327-Bindungsstelle des nAChRs sind fiur diese Verbindungen

keine weiteren Daten hinsichtlich ihrer Eigenschaften gegentiber 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 dirften, wie auch bei der Suche nach weiteren Resensitizernfi

des nAChRs und deren Weiterentwicklung.
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Abbildung 10: Strukturen der bei einem Bibliotheksscreening identifizierten Hits mit
den derzeit hochsten bekannten Affinitaten zur MB327-Bindungsstelle des nAChRs:
UNCO0638, UNC0642 und UNCO0646.
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2 Zielsetzung

Vor Beginn dieser Arbeit waren im Rahmen einer Zusammenarbeit des Arbeitskreises
mit dem Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der Bundeswehr die Verbindungen
UNCO0638, UNC0642 und UNCO0646 als potenzielle AResensi ti zersh des
identifiziert worden. Diese drei strukturell &hnlichen, auf einem Chinazolin-Grundgeruist
basierenden Verbindungen waren bis dahin nur als potente Inhibitoren der
Methyltransferase bekannt. Bei der Suche nach neuen Liganden fir die MB327-
Bindungsstelle des nAChRs hatte sich nun gezeigt, dass sie auch vergleichsweise
hohe, teilweise submikromolare Affinitdten und damit die hochsten bekannten

Affinitaten fur diese Bindungsstelle aufweisen.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Anwendung eines MS-Bindungsassays,
welcher auf einer der drei Verbindungen, UNC0638, UNC0642 oder UNCO0646, als
Reporterliganden basiert. Analog zum MS-Bindungsassay mit [°He]MB327 sollte als
Quelle fir den nAChR eine Membranaufarbeitung des Elektroplax von Torpedo
californica verwendet werden, da der humane nAChR fur 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, wirde ein MS-Bindungsassay mit UNC0638, UNC0642 oder
UNCO0646 als Reporterligand Vorteile gegeniiber dem bekannten [?Heé]MB327-MS-
Bindungsassay mit sich bringen. Dies liegt zum einen darin begriindet, dass die
Affinitaten von UNCO0638 (pKi=6.01+0.10), UNC0642 (pKi=5.97 +0.05) und
UNCO0646 (pKi = 6.23 + 0.02) zur MB327-PAM-1-Bindungsstelle deutlich hoher 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
hoher affinen Reporterliganden verbessern. Zudem ist weder MB327 noch dessen
deuteriertes Analogon, [?He]MB327, kommerziell verfligbar i UNC0638, UNC0642
und UNCO0646 sind es dagegen schon. Dies ist durchaus von Bedeutung, da dadurch
nicht nur die erstmalige Entwicklung des gewtlnschten MS-Bindungsassays
entscheidend erleichtert wird, sondern auch seine Etablierung auf der Basis
einschlagiger Literaturangaben in anderen Arbeitskreisen.

Als Grundlage fiir den neu zu entwickelnden MS-Bindungsassay sollte zunéachst eine

geeignete LC-ESI-MS/MS-Methode entwickelt werden, mit der sich zumindest eine der
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drei Verbindungen UNC0638, UNC0642 und UNCO0646 verlasslich quantifizieren I&asst.
Um zu zeigen, dass die zu entwickelnde LC-ESI-MS/MS-Methode fiur ihren
Einsatzzweck geeignet ist, sollte diese nach ausgewahlten Kriterien (Selektivitat,
Sensitivitat, Linearitat, Richtigkeit, Prazision) validiert werden, und zwar unter
Beachtung der von der FDA (AFood andfir BalchegFalldd mi ni s
herausgegebenen Richtlinien.

Die Bindung des neuen Reporterliganden an den nAChR sollte zuerst in
Sattigungsexperimenten charakterisiert werden. Zusatzlich dazu sollten durch den
Einsatz einiger wohl bekannter Liganden der MB327-PAM-1-Bindungsstelle in
Kompetitionsexperimenten die neuen Ergebnisse anhand der alten mit dem
[°Hs]MB327-Bindungsassay erzielten Resultate tberpriift werden. Im Anschluss daran
sollte der zu entwickelnde MS-Bindungsassay schliel3lich als Alternative zum bisher
bekannten [°Hs]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
Uberlegungen 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 fir in in silico Screening-Experimenten identifizierte Hits die
Affinitaten zur MB327-PAM-1-Bindungsstelle bestimmt werden. Ein Hauptaugenmerk
dieser Arbeit sollte ferner auf der Untersuchung von Analoga zu den Verbindungen
UNCO0638, UNC0642 und UNCO0646 liegen, deren Synthese im Arbeitskreis zur
breiteren Abdeckung des chemischen Strukturraums geplant war. Die strukturellen
Gemeinsamkeiten der drei genannten Verbindungen, UNC0638, UNC0642 und
UNCO0646, die alle eine vergleichsweise hohe Affinitdt aufweisen, legen nahe, dass
Analoga mit noch héherer Affinitat existieren kénnten. Die Untersuchung einer Reihe
von strukturanalogen Verbindungen sollte es auf3erdem erlauben, Struktur-Affinitats-
Beziehungen fur diese Chinazolin-basierte Stoffklasse abzuleiten. Die Ergebnisse
sollten flr eine weitere, zielgerichtete Optimierung der Affinitat von Verbindungen aus
dieser Stoffklasse von AR e s e n ifivon graient Wert sein.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Erste Publikation
A Scr e e ninewgligahds of the MB327 -PAM-1 binding site of

the nicotinic acetylcholine recept or o

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 rtcktberfihren. Verbindungen, die hierzu in der
Lage sind, werden als sogenannt e AResensi ti ine didsem
Zusammenhang waren bisher hauptséchlich 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 fur
eine klinische Anwendung zu geringen therapeutischen Effekt. Dies durfte zumindest
zum Teil auf die vergleichsweise geringen Affinitaten dieser Verbindungen zur
MB327-PAM-1-Bindungsstelle des nAChRs zuriickgehen (MB327: pKi = 4.73 = 0.03).

Uber diese Bindungsstelle sollen nach derzeitigem Kenntnisstand die

bezei

Aesensitis i er endenfi Eff ekt e dnACkBRevermitelt wesdem dnun g e n

Verbindungen abseits der Bispyridiniumverbindungen zu identifizieren, welche
idealerweise eine deutlich hdhere Affinitat zur MB327-PAM-1-Bindungsstelle des
NAChR als MB327 selbst aufweisen, wurden in dieser Arbeit zwei

Substanzbibliotheken in Screening-Versuchen auf Testverbindungen mit Affinitat zur

MB327-PAM-1-Bindungsstelleunt er sucht . F¢r das Screening

und der AQ@h ecnlainvn eiBiblidtHelg (428 kizw. 60 Testverbindungen)
wurde der [?He]MB327-MS-Bindungsassay, der zum fraglichen Zeitpunkt als einziger
fur diesen Zweck zur Verflgung stand, angewendet. Hierbei konnten zehn
Verbindungen identifiziert werden, die das gewéhlte Selektionskriterium eines
ICso-Werts von O10 uM erfiillten. Diese Screening-Hits wurden anschlieRend
ausfuhrlicher hinsichtlich ihrer Affinitat zur MB327-Bindungsstelle des nAChR
untersucht und offenbarten dabei teilweise niedrig- bis submikromolare

Bindungsaffinitdten. Unter den zehn Verbindungen besonders auffallig ist eine Gruppe
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von strukturell verwandten, Chinazolin-basierten Verbindungen, namentlich UNC0638,
UNCO0642 und UNCO0646. Mit pKi-Werten von respektive 6.01 = 0.10, 5.97 £ 0.05 und
6.23 + 0.02 weisen sie eine mehr als zehnfach hohere Affinitat als MB327 auf und
stellen die Verbindungen mit den bisher hochsten bekannten Affinitdten zur MB327-
Bindungsstelle des nAChRs dar. Entsprechend kann festgehalten werden, dass durch
das hier gezeigte Bibliothek-Screening erfolgreich Substanzen mit deutlich héheren
Affinitaten identifiziert werden konnten, die es im Kontext des nAChRs unbedingt
weiter zu untersuchen gilt, da sie einen vielversprechenden Ausgangspunkt fur die

Entwicklung potenzieller® Resensi ti zeri darstell en

3.1.2 Erklarung zum Eigena nteil

Der grof3te Teil der beschriebenen MS-Bindungsexperimente wurde von Sonja Sichler
durchgefiihrt. 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 abzuschlief3en, sollten weitere Bindungsversuche mit der
im Screening auffalligen Verbindung AZ10417808 durchgefuhrt werden, um deren
Einfluss auf die Bindung von [?He]MB327 an die MB327-PAM-1-Bindungsstelle naher
zu untersuchen. Die entsprechenden MS-Bindungsexperimente wurden eigenstandig
von mir durchgefiihrt und ausgewertet. Das bereits vorliegende Manuskript von Sonja
Sichler wurde im Anschluss von mir Uberarbeitet und um die neuen Ergebnisse
erganzt. An der Korrektur des Manuskripts waren maf3geblich Georg Hofner, Franz F.
Paintner und Klaus T. Wanner beteiligt sowie ergdnzend Thomas Seeger, Karin V.
Niessen und Franz Worek.
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ABSTRACT

Intoxications with organophosphorus compounds (OPCs) effect a severe impairment of cholinergic neurotrans-
mission that, as a result of overstimulation may lead to desensitization of nicotinic acetylcholine receptors
(nAChRs) and finally to death due to respiratory paralysis. So far, therapeutics, that are capable to address and
revert desensitized neuromuscular nAChRs into their resting, i.e. functional state are still missing. Still, among a
class of compounds termed bispyridinium salts, which are characterized by the presence of two pyridinium
subunits, constituents have been identified, that can counteract organophosphate poisoning by resensitizing
desensitized nAChRs. According to comprehensive modeling studies this effect is mediated by an allosteric
binding site at the nAChR termed MB327-PAM-1 site. For MB327, the most prominent representative of the
bispyridinium salts and all other analogues studied so far, the affinity for the aforementioned binding site and the
intrinsic activity measured in ex vivo and in in vivo experiments are distinctly too low, to meet the criteria to be
fulfilled for therapeutic use. Hence, in order to identify new compounds with higher affinities for the MB327-
PAM-1 binding site, as a basic requirement for an enhanced potency, two compound libraries, the ChemDiv
library with 60 constituents and the Tocriscreen Plus library with 1280 members have been screened for hit
compounds addressing the MB327-PAM-1 binding site, utilizing the [*Hs]MB327 MS Binding Assay recently
developed by us. This led to the identification of a set of 10 chemically diverse compounds, all of which exhibit
an ICsp value of < 10 uM (in the [ZHE,]MB327 MS Binding Assay), which had been defined as selection criteria.
The three most affine ligands, which besides a quinazoline scaffold share similarities with regard to the sub-
stitution pattern and the nature of the substituents, are UNC0638, UNC0642 and UNC0646. With binding af-
finities expressed as pK; values of 6.01 = 0.10, 5.97 £ 0.05 and 6.23 = 0.02, respectively, these compounds
exceed the binding affinity of MB327 by more than one log unit. This renders them promising starting points for
the development of drugs for the treatment of organophosphorus poisoning by addressing the MB327-PAM-1
binding site of the nAChR.

1. Introduction

Nawalny (OPCW 2020b) and of Sergei Skripal and his daughter (OPCW,
2018) show that organophosphorus compounds (OPCs) still pose a

The use of sarin as a chemical warfare agent in a brutal civil war in serious threat to humanity. This class of compounds exerts its detri-
Syria in recent years (OPCW 2020a) as well as the confirmed, repeated mental pathophysiological effect via inactivation of the enzyme
use of organophosphates in poisoning individuals as in case of Alexei acetylcholinesterase (AChE). The AChE is a fundamental part of signal
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Fig. 1. Structure of MB327, [*Hs]MB327 and PTMO0022.

2. Separation: 4. LC-ESI-MS/MS analysis
of target-bound and

non-bound [2Hz]MB327
by centrifugation

+ MeCN
with IS
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sonifi-
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3. Liberation:
of bound marker
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Torpedo-nAChR

+ [2HgMB327

+ convolute/compound
in incubation buffer

Fig. 2. MS Binding Assay workflow. The process of preparation and processing of binding samples was conducted as previously described comprising the following
four steps: (1) Incubation of [2He]MB327 as marker and aliquots of the Torpedo membrane preparation in incubation buffer, (2) Separation, (3) Liberation of bound
marker and (4) LC-ESI-MS/MS analysis for quantification of bound marker. IS = internal standard {[Qng]MB327}A

transmission of the nervous system and responsible for the clearance of
the released neurotransmitter acetylcholine from the synaptic cleft.
Thus, inactivation of AChE leads to an accumulation of acetylcholine
and as a consequence thereof to an overstimulation of muscarinic
(mAChR) and nicotinic (nAChR) acetylcholine receptors. mAChR over-
stimulation can be antagonized by atropine, for instance, whereas no
specific therapeutic compound is available to counteract the over-
stimulation of nAChR, which ultimately shifts into a non-conducting
state of desensitization thereby disrupting cholinergic signaling
(Papke, 2014). Desensitization of nicotinic acetylcholine receptors
(nAChRs) at neuromuscular junctions leads finally to death due to res-
piratory paralysis.

MB327 (see Fig. 1) has been described as a potential antidote in case
of organophosphate poisoning and, interestingly, has been discussed as a
resensitizer of the nAChR. Recent electrophysiological studies from
Niessen et al. demonstrate that the bispyridinium compound MB327 can
functionally recover (“resensitize”™) the nAChR from desensitization
(Niessen et al., 2018, 2016). In addition to the agonist, i.e. orthosteric
binding site, the nAChR exhibits allosteric binding sites, as well, which
have been found to allow a modulation of the function of the receptor
(Arias, 2011, 2010; Changeux and Edelstein, 2005; Chatzidaki and
Millar, 2015), Only recently modeling studies with MB327 identified an
allosteric binding site at the nAChR termed MB327-PAM-1, which is
believed to mediate its resensitizing effect on the desensitized receptor
(Kaiser et al., 2023). Prior to that, pharmacological studies had
demonstrated, that MB327 exerts a beneficial pharmacological effect
against OPC poisoning e.g. was found to increase survival in
tabun-poisoned guinea pigs in vivo (Turner et al, 2011). Also, for
soman-impaired neuromuscular transmission in human intercostal
muscle and rat diaphragm preparations, MB327 could be shown to
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restore muscle force (Seeger et al.,, 2012),

However, the toxicity of MB327 limits its use as an antidote in OPC
poisoning (Price et al., 2016). To induce recovery of poisoned muscle in
vitro, MB327 must be applied in concentrations of at least 100-200
pmoleL ! to exert a clear therapeutic effect (Seeger et al., 2012), whilst
its administration is accompanied with toxic effects in a concentration
only marginally higher. Accordingly, its therapeutic window for effec-
tive treatment of OPC poisoning is likely to be too narrow. In fact,
MB327 has been discussed to be also an AChE inhibitor and ion channel
blocker at micromolar concentrations (Niessen et al., 2011; Tattersall,
1993; Turner et al., 2011). This lack of potency and selectivity of MB327
is to a large extent attributed to its low affinity for the target. In
consequence, for an increased therapeutic efficacy new compounds with
enhanced affinity for the MB327 binding site are to be identified.

The aim of the present study was to identify new compounds tar-
geting the MB327-PAM-1 binding site at the nAChR, with distinctly
higher affinity as compared to MB327. To this end commercially
available compound libraries should be screened utilizing the [%Hg]
MB327 MS Binding Assay developed by us.

In a previous publication, we introduced MS Binding Assays (mass
spectrometry based binding assays) as test system for the characteriza-
tion of ligands binding to the MB327-PAM-1 binding site of the nAChR
(Sichler et al., 2018). MS Binding Assays are based upon the same setup
as conventional radioligand binding assays but use a native marker,
termed MS marker, instead of a radiolabeled ligand (FHofner and
Wanner, 2015). While MS Binding Assays offer a simple working prin-
ciple and provide reliable results, same as radioligand binding assays, all
disadvantages and restrictions, that arise from the use and the handling
of radioactivity when performing radioligand binding experiments, e.g.
the necessity to comply with safety regulations, the need to safely
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dispose radioactive waste, etc. can be circumvented (Grimm et al., 2015;
Hess et al., 2011; Neiens et al., 2015). The general setup and perfor-
mance of MS Binding Assay is illustrated in Fig. 2 and involves the four
following distinct steps: (1) incubation of marker, also termed reporter
ligand, with the target protein, (2) separation of target protein with
bound marker from the incubation system e.g. by filtration or centrifu-
gation, (3) liberation of bound marker from the target protein and (4)
LC-MS/MS analysis for the quantification of formerly bound MS marker.

For the quantification of the marker, a deuterated analogue of
MB327, [*Hg]MB327 (see Fi 2. 1), that is used in our MS Binding Assays
addressing the MB327-PAM-1 binding site, a reliable, sensitive, and
robust LC-ESI-MS/MS method has been developed and validated ac-
cording to the recommendation of the FDA guidance for bioanalytical
method validation (Sichler et al., 2018),

As target Torpedo-nAChR (from Torpedo californica also termed
Tetronarce californica), which is a well-established substitute of the
human muscle-type nAChR has been used, as the latter, unfortunately, is
not available in the amounts required for this type of binding experi-
ments (Millar, 2003; Navedo et al., 2004). In our binding assays, we had
found the binding affinity of MB327 to be in the micromolar range
{saturation binding experiments using [*Hs]MB327 as marker yielded a
Kg of 15.5 + 0.9 pmoleL !; autocompetition binding experiments using
[?He]MB327 as marker and MB327 as competitor yielded a K; mpszz of
18.3 + 26 pmol-L’] (Sichler et al., 2018)}, which is in line with the
potencies found in functional assays before (Seeger et al., 2012; Niessen
et al., 2016).

In most recent work, we synthesized two series of structurally
different MB327 analogues and characterized these in terms of their
binding affinities towards the MB327-PAM-1 binding site (Rappengliick
et al., 2018a; Rappengliick et al., 2018b). One series consisted of a set of
symmetric analogues of MB327 with lipophilic and hydrophilic sub-
stituents at the pyridinium subunits. Following evidence that the puta-
tive MB327 binding sites could be non-symmetrical with regard to their
polarity (Wein et al., 2018), in addition, a second series of bispyridinium
salts, this time exhibiting hydrophilic on the one and lipophilic residues
on the other of the two pyridinium subunits, has been synthesized. When
the constituents of these two series of compounds were characterized
with regard to their binding affinity for the MB327-PAM-1 binding site,
PTMO0022, an at both pyridinium rings 3-phenyl substituted analogue of
MB327, (see Fig. 1), was identified as the most affine ligand, its pK; value
amounting to 5.16 + 0.07.

In the pursuit to identify further ligands at the MB327 binding site
with higher affinities as compared to MB327, as a second, additional
route, a screening approach, as a very common technique in biomedical
research, should be followed. That way, on the one hand the suitability
of the [*Hg]MB327 MS Binding Assay established by us for compound
library screening should be demonstrated and on the other, new com-
pounds with an affinity towards the MB327 binding site distinctly sur-
passing that of MB327 be discovered.

2. Material and methods
2.1. Material

MB327 and analogues [2H6]MB327 and [ZHIS]MB327 were synthe-
sized in-house by S. Rappenglick and were of = 95% purity measured by
H NMR spectroscopy (Rappengliick et al., 2018a). Torpedo californica
(also termed Tetronarce californica) electroplaque tissue was obtained
from Aquatic Research Consultants (San Pedro, CA, USA). Compound
libraries Tocriscreen Plus and the ChemDiv ion channel ligand library
were purchased from Tocris (Bristol, UK) and ChemDiv (San Diego, US),
respectively. All test compounds were supplied 10 mmoleL ! in DMSO.
Water for incubation buffers and LC-MS-mobile phase was prepared
in-house by distillation of demineralized water (prepared by reverse
osmosis) and subsequent filtration using 0.45 pm filter material. For
LC-MS, HPLC grade acetonitrile was obtained from VWR Prolabo
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(Darmstadt, Germany). Ammonium formate as additive for mobile
phase buffer was purchased from Sigma-Aldrich (for mass spectrometry,
> 99%, Taufkirchen, Germany). All other chemicals were of analytical
grade. All percentages and ratios given are specified as v/v ratios.

2.2. MS Binding Assays

MS Binding Assays were performed with [>Hg]MB327 as marker and
nAChR-enriched membranes, prepared from Torpedo californica elec-
troplaque tissue, as previously described (Sichler et al., 2018; Rappen-
gliick et al.,, 2018a). Membranes from frozen Torpedo californica
electroplaque tissue were prepared as reported and stored in storage
buffer (120 mmolelL.™' NaCl, 5mmolsL™! KCI, 8.05 mmoleL ™!
NaHPO4, 1.95 mmolsL ™! NaHyPO4, pH 7.4). Protein concentration was
determined by the bicinchoninic acid method using bovine serum al-
bumin as standard (Smith et al., 1985). All binding experiments were
performed as described previously (Rappengliick et al.,, 2018a). For
binding samples for convolute testing and deconvolution and samples
for compound characterization i.e. competition experiments, aliquots of
the membrane preparation (60-120 pg protein per sample) were incu-
bated with [2H6]MB327 as marker at 10 ,umoch’l in triplicates in
storage buffer (= incubation buffer) in a total volume of 125 yL for 2 h at
25 °C. For each binding experiment, non-specific binding was deter-
mined by heat denaturation subjecting aliquots of the Torpedo californica
membrane preparation to a temperature of 60 °C for 1 h in a shaking
water bath prior to incubation with marker and test compounds. In
competition experiments the concentrations of the competitors ranged
from 1 nmolsL ' - 100 umoleL ! After incubation, binding samples
were processed and analyzed exactly as previously described (Sichler
et al., 2018), if not stated otherwise.

2.3. LC-MS-Instrumentation and marker quantification

LC-MS-analysis was performed on an API 3200 triple quadrupole
mass spectrometer (Sciex, Darmstadt, Germany) with a Turbo-V source
coupled to an Agilent 1200 HPLC system (vacuum degasser, quaternary
pump, column oven; Agilent, Waldbronn, Germany) and a Shimadzu
SIL-HTA autosampler (Shimadzu, Duisburg, Germany). For quantifica-
tion of [?Hg]MB327 as marker in MS Binding Assays the YMC Triart
Diol-HILIC column (50 mmx2.0 mm, 3 pm; YMC Europe GmbH, Din-
slaken, Germany) was used as stationary phase, protected by two in-line
filters (0.5 and 0.2 pm, IDEX, Wertheim-Mondfeld, Germany) upstream
to the column. For all experiments, the column temperature was set to
20 °C. A composition of acetonitrile and ammonium formate buffer
(20 mmolsL ™!, pH 3.0) in a ratio of 80:20 was employed as mobile phase
at a flow rate of 800 pL-min'l. The samples, dissolved in acetonitrile
and ammonium formate buffer (20 mmoleL 1, pH 3.0) in a ratio of
90:10, were injected in a volume of 10 pL to the column. Within the API
3200 mass spectrometer, Q1 and Q3 were operated with unit resolution.
[*Hg]MB327 (marker) and [*H;g]MB327 (internal standard) were
monitored at the mass transitions of m/z 159.2/144.3 and m/z 165.2/
147.2, respectively.

2.4. Library screening

For preparation of convolutes, we pooled 8 test compounds
(10 mmolsL ! in DMSO) of the respective library into one stock solu-
tion, by combining 2.5 pL of each compound solution and added incu-
bation buffer to a final volume of 1 mL, resulting in a final concentration
of 25 ymoleL™" for each test compound. For testing of convolutes, we
prepared and processed binding samples with [*Hg]MB327 as marker at
10 pmoleL ! and aliquots of the membrane preparation and the
respective convolute comprising 8 test compounds at 10 prnol-L’1 (see
MS Binding Assays for more detail). Active convolutes, i.e. convolutes
that met the criteria set for selection were subjected to deconvolution
experiments, where all 8 test compounds of one convolute were tested
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Fig. 3. Library Screening approach, illustrated with the Tocriscreen Plus library as example: For preparation of convolutes (step 1) 8 compounds in wells A-H per
rack were pooled into a stock solution to be used in the binding assay. As 80 compounds were supplied per rack this makes a total of 10 convolutes per rack.
Convolutes were tested in binding assays (at 10 pmolsL ' for each compound) with [*Hg]MB327 as reporter ligand and the Torpedo-nAChR as target. Convolutes
were referred to as active, if their presence resulted in reduction of specific marker binding to a level < 50% as compared to binding in absence of test compounds
(shown in red for step 2). These active convolutes were subjected to deconvolution (step 3 in the screening process) i.e. single testing of each compound A-H (each at
10 pmoleL '} in the binding assay analogous to step 2. Analogous to convolute testing, a compound was considered as active, if its presence in binding samples

resulted in reduction of specific marker binding to a level < 50% as compared to specific binding in absence of a test compound. This is shown for compound C in the
example. As final step, step 4, these compounds, identified as active, were characterized in terms of their binding affinity towards the MB327-PAM-1 binding site at
the Torpedo-nAChR by determination of pK; values in competition experiments.

separately at 10 umoleL™! in binding samples with [2Hs]MB327 as
marker and aliquots of the membrane preparation. Active compounds
were further characterized in terms of their binding affinity towards the
MB327 binding site. To this end, we conducted competition experiments
with [?Hg]MB327 as marker and active compounds as competitor in a
concentration range from 1 nmoleL ! to 100 umoleL . pX; values were
obtained by analysis of the respective competition curves with Prism v.
5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Studies for the determi-
nation of the effect of AZ10417808 on [QH(,]MB327 binding were con-
ducted in analogy to competition experiments.

2.5. Data analysis

Based on the determined calibration function the concentration of
bound marker in the binding samples was determined using Analyst
v.1.6.1 (Sciex, Darmstadt, Germany). Specific binding was defined as the
difference between total binding and non-specific binding. Competition
curves were analyzed with the “One site - Fit Ki" regression tool (Prism
v. 5.0, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) by means of nonlinear
curve fitting, fixing top and bottom level of the sigmoidal competition
curves to total binding (in absence of competitor, n = 3) and non-specific
binding (determined by heat denaturation, n = 3). K; values were
calculated from the thus obtained ICsy values according to the Cheng-
Prusoff equation by means of the aforementioned program {with Ky
value for [?Hg]MB327 from Rappengliick et al., 2018a}. If not stated
otherwise, pK; values are given as means + SEM.

3. Results and Discussion

As already indicated, in this study compound libraries should be
screened in order to identify new ligands of the MB327-PAM-1 binding
site of the nAChR, that exhibit distinctly higher affinities compared to
MB327. For this purpose, a compound library with a total of 60 ion
channel ligands from ChemDiv Inc and a collection of 1280 compounds
representing known bioactive compounds with diverse structures from
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Tocris, the Tocriscreen Plus library, should be studied. With the con-
stituents of these libraries addressing ligand gated ion channels (library
from ChemDiv Inc.) and dozens of pharmacological targets including
GPCRs, ion channels, enzymes and transporters, to name only a few
(Tocriscreen Plus library) the screening was thought to cover a broad set
of different chemotypes, which might eventually lead to the identifica-
tion of a reasonable number of novel binders of the MB327-PAM-1
binding site.

Fig. 3 illustrates the screening approach, we followed in this study
for the screening of the Tocriscreen Plus library, which consists of the
following four distinct steps: (1) Preparation of convolutes, (2) convo-
lute testing, (3) deconvolution and (4) characterization of active
compotnds.

As an initial step in the screening approach all > 1300 compounds
from both libraries to be tested were pooled into smaller sets of com-
pounds, so-called convolutes. For this work, we chose to pool eight test
compounds to make up one convolute, as a bigger convolute size is likely
to lead to uncertain results and to a reduction of the efficiency of the
screening process. In the case of the Tocriscreen Plus library, which was
supplied in 16 racks with 80 compounds each, we combined all columns
A to Hinto convolutes, i.e. 10 convolutes per rack, as illustrated in Fig. 3.
As all test compounds from both libraries, the Tocriscreen Plus as well as
the ChemDiv library, were supplied in a concentration of 10 mmoleL
in DMSO, dilution of one convolute i.e. eight test compounds to 10
umoleL™! in the incubation mix resulted in a final DMSO assay con-
centration of 0.8%. To ensure this would not adversely impact the
binding experiment, we conducted autocompetition experiments, i.e.
binding experiments with [*Hg]MB327 as marker and MB327 as
competitor, both in presence and absence of 0.8% DMSQO in the assay, to
compare affinity constants in both settings. As we did not observe any
significant difference in competition curves nor corresponding pKj
values, we concluded that a concentration of 0.8% DMSO in the binding
assay is well tolerated. As a next step, step 2, in the screening approach,
we tested all convolutes in the binding assay with [2Hs]MB327 as re-
porter ligand and the Torpedo-nAChR as target as previously described
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Table 1
Results of convolute testing with [2He]MB327 as reporter ligand and Torpedo-
nAChR as target. Results are shown for active convolutes only.

Library Convolute ID Specific marker binding™

Tocriscreen Plus 02-05 331142
03-02 121+ 7.7
03-04 285.2 + 27.8
05-01 48.6 + 4.6
07-03 41.3 1 14.3
09-07 28.0 + 4.7
11-05 274455
12-05 17.6 + 6.6
12-07 15.5 L 125
14-04 4.8 =38
14-05 LTy S 1)
14-09 12.6 + 4.4
14-10 19.8 L 4.5
15-03 325+ 21
15-08 40.4 + 5.2

[a] % specific binding (mean = SD, n — 3) of 10 ymalsL ' [?Hg]MB327 in
presence of 8 test compounds of a convolute, each at a concentration of 10
pmoleL™" as compared to specific marker binding in absence of test compounds.

(Rappengliick et al., 2018a). Accordingly, for each convolute comprising
eight test compounds at a final concentration of 10 |.m'10hL’1 one
binding sample was prepared, in which, in addition, the reporter ligand
at the same concentration (10 umoleL ™) and aliquots of the Torpedo
membrane preparation in incubation buffer was contained. Further,
binding samples were prepared in absence of test compounds with [*Hg]
MB327 at 10 umolsL. ! to determine total as well as non-specific binding
(using heat shock as previously described) as a control. Comparing
specific marker binding in presence of the convolute, i.e. the eight test
compounds, with marker binding towards the Torpedo-nAChR in
absence indicates if one or more test compounds have an effect on [ZHE,]
MB327 binding. As we were looking for hit compounds with an ICs; of <
10 umo]-L’l, we considered a convolute as active, if its presence in
binding samples resulted in a reduction of specific marker binding,
defined as the difference between total and non-specific binding, to a
level of < 50% (specific marker binding in absence of any competitor
was defined as 100%). Under these conditions, with all test compounds
being present at a concentration of 10 umoleL ™" in the binding assay, it
is to be expected that one compound within the convolute targets the
MRB327 binding site with an ICsq value of < 10 ymolsL !, provided no
additive or allosteric effects are present. The phenomenon of additive
effects will be discussed later in this chapter. The third step in the

QO
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% specific marker binding

12 3 4 5 6 7 8 9 10
convolutes 1-10 (rack 14)
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screening approach, called deconvolution, aims at the identification of
the hit or possibly hit compounds within the active convolute respon-
sible for the reduction of specific marker binding to < 50%. As the
sample size was quite small, we decided to test all compounds of the
respective active convolute separately in the same setting as in convo-
lute testing. With the focus on the identification of the hit compounds
with an ICsq of < 10 umolsL™" {in the [*?Hs]MB327 MS Binding Assay?}
the threshold for a compound to be referred to as active, remained, of
course, unchanged, i.e. it had to reduce specific marker binding to a
level of < 50%. The final step of the screening approach aims at the
characterization of the binding affinity (pK; values) towards the

cl
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Fig. 5. AZ10417808.
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Fig. 6. Results from deconvolution experiments. Only test compounds are
shown, in whose (at 10 umolsL ') presence specific binding of [*Hg]MB327 (10
pmoleL ™) towards the Torpedo-nAChR was reduced below 50%, with the
exception of AZ10417808, where a potentiation of marker binding was
observed instead. Specific marker binding (mean + SD, n = 3) is given as
percentage compared to specific marker binding in absence of test compounds.

o

% specific marker binding

C
compounds A-H (convolute 4 of rack 14)
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Fig. 4. Exemplary results of testing of convolutes 14-01 to 14-10 of the Tocriscreen Plus library, rack 14. Specific binding (mean + SD, n = 3) of 10 umoleL ™" [?Hg]
MB327 in presence of (a) 8 test compounds of a convolute or (b) one compound of the respective convolute, each at a concentration of 10 pmoleL . Specific marker
binding is given as percentage compared to specific marker binding in absence of test compounds.
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Table 2
Results from competition binding experiments to determine pK; values for active compounds. Binding experiments were conducted with 10 pmoleL ™! [2Hs]MB327 as
marker and Torpedo-nAChR as target.

Entry Compound, Biological Activity' Chemical Formula pki™
1 Methyllycaconitine D\ 5.45 1 0.18
a7 neuronal ricotinic receptor antagonist
N 1s}
g
2 NSC23766 \| 5.49 £ 0.16

Antioncogenic, Selective inhibitor of Rac1-GEF interaction
N
NH

NH;

3 UNC0642 5.97 + 0.05
Potent and selective G9a and GLP histone lysine methyltransferase inhibitor
N

4 UNCO0646 6.23 + 0.02
Potent and selective G9a and GLP histone lysine methyltransferase inhibitor

~ N
N o N N
5 UNC0638 6.01 4+ 0.10
Potent and selective G9a and GLP histone lysine methyltransferase inhibitor
N
HN
0.
-~ = |N
NN 2
6 UNC0224 i 5.23+0.15
Potent and selective G9a and GLP histone lysine methyltransferase inhibitor
HIY

/ |N
N (8] N N
| @)
(continued on next page)
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