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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Der Einsatz von chemischen Kampfstoffen als Massenvernichtungswaffen begann mit der
Schlacht im belgischen Ypern im ersten Weltkrieg (1914-1918). Am 22. April 1915 wurde
durch deutsche Streitkrafte mit 150 Tonnen Chlorgas erstmalig ein chemischer Kampfstoff
eingesetzt, wobei mehrere hundert alliierte Soldaten getdtet und mehr als 2500 verwundet
wurden (Joy, 1997). Gefolgt von zahlreichen weiteren Giftgasangriffen (u.a. mit Chlor-,
Phosgen- oder Senfgas) auf beiden Seiten der Front bezeichnen Historiker den ersten
Weltkrieg auch heute noch als Chemikerkrieg, in dem es durch chemische Kampfstoffe bis
zum Waffenstillstand am 11. November 1918 mehr als 1,3 Millionen Verletzte und etwa 90.000
Tote gab (Fitzgerald, 2008). Die Verwendung von Giftgasen verstiel3 jedoch schon damals
gegen die Haager Landkriegsordnung von 1899 (Segesser and Segesser, 2007). Zukinftige
Einsadtze von Chemiewaffen in zwischenstaatlichen Konflikten sollten durch das am
17. Juni 1925 unterzeichnete Genfer Protokoll A¢ber das Verbot der Verwendung von
erstickenden, giftigen oder 2 hnlichen Gasen [€] im Kriegefi reguliert werden (Eidgendssisches
Departement fur Verteidigung, 1925). Doch die fehlende Bertcksichtigung von Forschung zu
Kampfstoffen sowie deren Produktion und Lagerung in diesem Abkommen fihrte zu einem
Wettriisten. Als eine No-First-Use-Vereinbarung gesehen, wurde formell das Recht
vorbehalten, Vergeltungsmal3nahmen zu ergreifen, falls ein Gegner widerrechtliche Schritte
einlegen wirde (Meselson and Robinson, 1980). So kam es in den folgenden Jahren zu
regelmafigen Einsatzen chemischer Kampfstoffe. Italienische Streitkrafte setzten Senfgas im
Krieg gegen Abessinien (1935-1936) im Vorfeld des zweiten Weltkriegs ein (Grip and Hart,
2009). Auch Japan setzte vor und wahrend des zweiten Weltkriegs (1939-1945) im Krieg
gegen China (1937-1945) bei Uber 2000 Gelegenheiten chemische Waffen, unter anderem
Senfgas, ein (Friedrich et al., 2017). Aus Angst vor Vergeltung wurde auf den tbrigen Schlacht-
feldern des zweiten Weltkriegs jedoch weitgehend auf Chemiewaffen verzichtet (van Courtland
Moon, 1984). Der letzte grof3e Einsatz von chemischen Kampfstoffen in einem zwischen-
staatlichen Konflikt erfolgte wahrend des Iran-lrak-Krieges in den 1980er Jahren. Beide Seiten
setzten zwischen 1980 und 1988 unter anderem Sarin, Tabun und Soman bei verschiedenen
Angriffen ein (Ali, 2001). Im Jahr 1993, nach dem Zerfall der Sowjetunion und dem Ende des
kalten Krieges, konnte dann schliel3lich ein umfassenderes UN-Chemiewaffenabkommen
beschlossen werden, welches am 29. April 1997 vdlkerrechtlich verbindlich in Kraft trat
(Thakur and Haru, 2007). Aktuell haben 193 Staaten das Abkommen der unabh&ngigen
internationalen OPCW (Organisation for the Prohibition of Chemical Weapons) zur
Vernichtung der aktuellen Chemiewaffenbestédnde sowie des Verbots von Entwicklung,
Produktion, Ein- bzw. Verkauf, Lagerung und Einsatz von Chemiewaffen unterzeichnet
(Pitschmann, 2014). Doch auch dieses Abkommen konnte den Einsatz von Chemiewaffen

nicht ganzlich verhindern. Besonders hochtoxische phosphororganische Nervenkampfstoffe
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werden weiterhin in Kriegssituationen eingesetzt. So zum Beispiel kostete der Sarin-Anschlag
des syrischen Regimes auf die Hauptstadt Damaskus im August 2013 mehr als
1000 Menschen, darunter zahlreiche Kinder, das Leben (Meier, 2016; Pita and Domingo,
2014). Zunehmend kommt es auch in terroristischen Zusammenhéngen zu einem Einsatz von
Nervenkampfstoffen (Hofer, 2002; Vale et al., 2016). Mitte der 1990er Jahre veriibte die Aum-
Sekte in der U-Bahn von Tokio einen Anschlag mit Sarin, in dessen Folge Uuber
5000 Menschen medizinisch behandelt werden mussten und zwdélf von ihnen starben (Sidell
etal., 1997). In den Jahren 2017 bis 2018 fanden mehrere gezielte, politisch motivierte Angriffe
mit phosphororganischen Nervengiften statt. So erlag der Halbbruder des nordkoreanischen
Diktators Kim Jong-Un, Kim Jong-Nam, einer VX-Vergiftung und Sergei Skripal, ein
ehemaliger russischer Geheimdienstoffizier, und seine Tochter Yulia tUberlebten 2018 nur
knapp einen Angriff mit dem Nervengift Novichok (Nakagawa and Tu, 2018; Vale et al., 2018).
Zuletzt kam es im Jahr 2020 zu einer Vergiftung des russischen Regierungskritikers
Alexei Nawalny. Dieser wurde bei einem Inlandsflug in Russland mit einem Novichok-
Nervengift vergiftet und Uberlebte ebenfalls nur knapp (Steindl et al., 2021).

Vergiftungen mit phosphororganischen Nervengiften treten jedoch nicht nur in kriegerischen
Auseinandersetzungen und im Zusammenhang mit terroristischen Anschlagen auf. Ein grof3es
Problem stellen insbesondere in Landern des globalen Siidens umweltbedingte, aber auch in
suizidaler Absicht unternommene Vergiftungen mit Pflanzenschutzmitteln auf Organo-
phosphatbasis dar. Schatzungen zufolge sind Selbstvergiftungen mit Pestiziden weltweit fur

etwa ein Drittel aller Suizide verantwortlich (Freire and Koifman, 2013).
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1.1 Nervengifte als chemische Kampfstoffe

Die Einteilung chemischer Kampfstoffe erfolgt tber ihre Wirkungsweise in Lungen-, Blut-,
Haut-, Nerven- und Psychokampfstoffe. Wahrend Lungen-, Blut- und Hautkampfstoffe zur
ersten Generation der Chemiewaffen zahlen, welche vor allem im ersten Weltkrieg zum
Einsatz kamen, zahlen Nervenkampfstoffe, in der Regel Organophosphat- bzw. phosphonat-
Verbindungen, je nach Entwicklungsstadium, zur zweiten bis vierten Generation der Chemie-
waffen (Pitschmann, 2014). Zur zweiten Generation gehdren dabei G- (German-) und V-
(Venomous-) Kampfstoffe, wéahrend bindre GV- und Novichok-Kampstoffe zur dritten bzw.

vierten Generation Chemiewaffen gezahlt werden (Chauhan et al., 2008).

Die erste Synthese eines Nervenkampfstoffes erfolgte per Zufall, als Gerhard Schrader 1936
im Rahmen eines Forschungsprojekts der Firma I. G. Farben zu Organophosphat-basierten
Insektiziden forschte, und nach versehentlicher Freisetzung einer Substanz fir Nervengifte
typische Vergiftungssymptome bei den Forschenden auftraten. Die dabei entdeckte
Verbindung Dimethylphosphoramidocyanidsaureethylester, auch bekannt als Tabun (1), wirkt
stark toxisch und wurde deshalb schnell als potenzielle Chemiewaffe erkannt (Lopez-Mufioz
et al., 2009). Diese Entdeckung legte den Grundstein flr weitere phosphororganische
Verbindungen, woraufhin in den folgenden Jahren Sarin (2), Soman (3) und Cyclosarin (4), die
wie Tabun (1) zur G-Reihe der zweiten Generation gehoren, entwickelt wurden (siehe
Abbildung 1) (Pitschmann, 2014).

HsC,  Q @ Q @
N-P-0 H3C—P~0 H3C~P—0 H3C—P~0
HoC & — Fo— F )—tBu F
11
N
1 2 3 4
Tabun (GA) Sarin (GB) Soman (GD) Cyclosarin (GF)

Abbildung 1: Nervengifte der G-Reihe mit zwei-Buchstaben-NATO-Code: Tabun (1), Sarin (2),
Soman (3), Cyclosarin (4).

Alle Nervengifte der G-Reihe sind bei Raumtemperatur klare Flissigkeiten mit einem Dampf-
druck von 0.037 mmHg (Tabun) bis 2.1 mmHg (Sarin), sodass sie bei Raumtemperatur leicht
verdampfen und somit auch tber die Atmung aufgenommen werden kénnen. Durch die relativ

hohe Wasserldslichkeit sind G-Nervengifte allerdings nicht sehr persistent (Newmark, 2007).

Die Weiterentwicklung der Substanzen fiihrte zur V-Reihe, die wie die G-Reihe der zweiten
Generation der Chemiewaffen zugeordnet wird. Das VX (5), zehnfach toxischer als die bisher
genannten Vertreter der G-Reihe, wurde 1954 erstmals von Wissenschaftlern im Auftrag des
britischen Militars synthetisiert. Die 6lige Substanz wirkt durch den deutlich geringeren Dampf-

druck von 0.0007 mmHg nicht primar als Inhalations-, sondern als Dermaltoxin. Zuséatzlich ist
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es durch seine hohere Hydrolysebestandigkeit, verglichen mit den G-Verbindungen, weitaus
persistenter (Newmark, 2007; Spradling and Dillman, 2011). Zeitgleich wurden in der
ehemaligen Sowjetunion und in China die strukturverwandten Toxine VR (6) (sowjetisch) und
CVX (7) (chinesisch) entwickelt (siehe Abbildung 2) (Antonijevic and Stojiljkovic, 2007; Black,
2016).

2 2 i
HyC—P—S HsC—P—S HsC—P—S
O O \ 0 \
A O G o 7
5 6 7
VX VR CvX

Abbildung 2: Nervengifte der V-Reihe: VX (5), VR (6) und CVX (7).

Unter den andauernden Spannungen des kalten Krieges wurde die Forschung an Nervengiften
vorangetrieben. Dabei wurde der Fokus zunehmend auf weiterentwickelte phosphor-
organische Verbindungen gelegt, welche durch Kombinationen bestimmter Strukturelemente
von G- und V-Agenzien hochtoxisch und gleichzeitig persistenter als Sarin und fllichtiger als
VX (5) sein sollten (Wiener and Hoffman, 2004). Militdrlabore der USA flhrten solche
GV-Verbindungen der dritten Generation der Chemiewaffen unter der Bezeichnung IVA
(Intermediate Volatility Agents) ein. Die Instabilitat dieser Verbindungen erforderte jedoch die
Anwendung einer neuen, besonderen Technik: Als bindre Munition werden dabei zwei
ungiftige Vorlauferverbindungen getrennt in ein Projektil eingesetzt, sodass die hochtoxischen
Endverbindungen erst beim Einsatz in situ gebildet werden (Pitschmann, 2014). Dies
reduzierte die Vorsichtsmallhahmen enorm, die beim Transport und der Lagerung der
urspringlichen Chemiewaffen getroffen werden mussten (Koelle, 1981). Zwischen 1970 und
1980 wurden solch bindre Chemiewaffen, z.B. GB-2, VX-2, IVA-2, in den USA entwickelt
(Black, 2016; Pitschmann, 2014).

Die Sowjetunion reagierte darauf mit der Entwicklung binarer Kampfstoffe der vierten
Generation. Dabei wurden im Rahmen des FOLIANT-Programms die sogenannten Novichok-
Substanzen mit nochmals erhéhter Toxizitat entdeckt (Bolt and Hengstler, 2022; Nepovimova
and Kuca, 2018; Pitschmann, 2014). Lange waren die genauen Strukturen dieser
Verbindungen unbekannt, doch in den letzten Jahren konnten einige durch spektroskopische
und massenspektrometrische Studien entschliisselt werden, sodass nun die allgemeine
Strukturformel 8 zur Beschreibung der Novichok-Verbindungen gilt (siehe Abbildung 3)
(Bhakhoa et al., 2019; Jeong et al., 2021; Lee et al., 2021).
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R3
3

R2
Q )N

|
R'O-P-N R O-P-N  — O-P-N = “—
8 9 10
R, R?=H or < Cyq incl. cycloalkyl A-232 A-234

R3 = < C4g incl. cycloalkyl

Abbildung 3: Allgemeine Strukturformel der Novichok-Reihe (8), sowie explizit dargestellt A-232 (9)
und A-234 (10).

Die Novichok-Verbindungen A-232 (9) bzw. A-234 (10), welche als bindre Kampfstoffe
Novichok 5 bzw. Novichok 7 eingesetzt werden, sollen um ein Vielfaches toxischer sein als die
Nervengifte Soman oder VX (Chai et al., 2018; Franca et al., 2019).
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1.2 Vergiftungen mit phosphororganischen Verbindungen
1.2.1 Das cholinerge System

Das cholinerge System, das alle neuronalen Strukturen einschlie3t, die auf dem Neuro-
transmitter Acetylcholin (ACh) basieren (siehe Abbildung 4), spielt eine entscheidende Rolle
im Nervensystem. Eine Vielzahl von physiologischen Prozessen, wie z.B. die Regulation der
Herzfrequenz oder die Steuerung der Muskelkontraktion, wird durch cholinerge Rezeptoren,
deren Verteilung sich sowohl Uber das zentrale als auch Uber das periphere Nervensystem

erstreckt, beeinflusst.

VAChT
D@
CoA ACh @

ChAT

Ac-CoA Cholin

o

prasynaptische Zelle postsynaptische Zelle
§ nikotinischer Acetylcholinrezeptor (hnAChR) @® Acetyl-Coenzym-A (Ac-CoA)
Zi@ muskarinischer Acetylcholinrezeptor (mAChR) ® Coenzym-A (CoA)
A Acetylholin (ACh) O Colinacetyltransferase (ChAT)
Cholin «f==== Cholintransporter (ChT)
A Essigsaure (AcOH) === \/esikularer Acetylcholintransporter (VAChT)

O Acetylcholinesterase (AChE)

Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung einer cholinergen Synapse nach Abreu-Villaca et al. (Abreu-
Villaca et al., 2011).

Acetylcholin wird mit Hilfe der Cholinacetyltransferase (ChAT) enzymkatalysiert aus Cholin
und Acetyl-Coenzym-A (Ac-CoA) im Cyctoplasma der Nervenzellen hergestellt. Dazu wird

Cholin Uber Transporter (CHT) aus dem Extrazellularraum in das Zytoplasma transportiert,
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wohingegen Ac-CoA Uberwiegend aus dem Glucose- und Zitratstoffwechsel stammt.
AnschlieRend wird das gebildete ACh Uber vesikulare Acetylcholintransporter (VAChT) in die
Vesikel aufgenommen. Bei der Reizlibertragung, induziert durch Ca?*-abhangige Exozytose,
wird vesikular gespeichertes ACh in den synaptischen Spalt freigesetzt. Dort 16st es durch
Bindung an postsynaptische nikotinische bzw. muskarinische Acetylcholinrezeptoren (NnAChR
bzw. mAChR) Folgeprozesse aus (Bohm, 2016). Nikotinische Acetylcholinrezeptoren als
ionotrope Rezeptoren fiihren bei einer Aktivierung zu einer Offnung des lonenkanals, wahrend
eine Aktivierung von muskarinischen Acetylcholinrezeptoren als metabotrope Rezeptoren eine
G-Protein gekoppelte Signalkaskade auslost (Abreu-Villaca et al., 2011). Um eine Dauer-
aktivierung der Rezeptoren zu verhindern, spaltet das im synaptischen Spalt lokalisierte
Enzym Acetylcholinesterase (AChE) den Neurotransmitter ACh in einer extrem kurzen
Reaktionszeit von nur 100 us pro Molekdl in die Bausteine Cholin und Acetat (Abreu-Villaca et
al.,, 2011; Lawler, 1961; Zimmerman and Soreq, 2006). Die Hydrolyse wird durch eine
katalytische Triade im aktiven Zentrum des Enzyms, bestehend aus den Aminoséuren Serin,
Histidin und Glutamin, vermittelt.
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1.2.2 Phosphororganische Vergiftungen und ihre Symptome

Phosphororganische Verbindungen wie z.B. Soman greifen am Abbau von ACh durch die
AChE in das cholinerge System ein. Sie inhibieren die AChE durch kovalente Bindung eines
Phosphat- oder Phosphonatrestes an die Hydroxylgruppe des Ser203 im aktiven Zentrum des
Enzyms (Sirin and Zhang, 2014). Diese Enzym-OP-Komplexe werden im Unterschied zu den
acetylierten Komplexen unter physiologischen Bedingungen nicht hydrolysiert und hemmen
so irreversibel die katalytische Aktivitdit des Enzyms. Bei einigen phosphororganischen
Verbindungen kommt es darUber hinaus zur Abspaltung eines Alkylsubstituenten, ein
Vorgang, der als Aging bezeichnet wird. Dabei bilden sich aus den urspringlich vorliegenden
Phosphonsaurediestern die entsprechenden Monoester, die unter physiologischen
Bedingungen deprotoniert vorliegen (Barak et al., 2000; Soukup et al., 2010). Vor allem bei
verzweigtkettigen Alkylresten, wie sie z.B. bei Soman vorliegen, erfolgt diese exotherme
Reaktion innerhalb weniger Minuten (Nachon et al., 2005; Sirin et al., 2012). Der Mechanismus
der Phosphonylierung mit Soman sowie der anschlieRenden Dealkylierung ist in Schema 1

dargestellt.

His*47 His*47
Aktive AChE AChE-Soman-Komplex
+Hy0 | Aging

gealterte AChE

Schema 1: Mechanismus der Phosphonylierung des Ser203 im aktiven Zentrum der Acetylcholin-
esterase durch Soman sowie des anschlieBenden AAgingii-Prozesses (Sirin and Zhang, 2014; Sirin et
al., 2012).
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Infolge der irreversiblen Inhibition der AChE durch kovalente Bindung von Organophosphaten
und der daraus resultierenden fehlenden ACh-Spaltung kommt es zu einer Akkumulation des
Neurotransmitters im synaptischen Spalt. Dabei werden alle postsynaptischen
ACh-Rezeptoren mit ACh gesattigt, sodass es zu einer Uberstimulation der Rezeptoren
kommt. Dies wird auch als cholinerge Krise bezeichnet (Soukup et al., 2010). Dabei aufert
sich eine erhohte Aktivierung des Parasympathikus Uber die muskarinischen Acetylcholin-
rezeptoren unter anderem in Gbermé&Riger Driisensekretion, starker Bronchialsekretion und
Bronchokonstriktion. Es sind jedoch vor allem die nikotinischen Effekte an der
neuromuskuléaren Endplatte, die bei einer Vergiftung mit phosphororganischen Verbindungen
lebensgefahrlich sein kénnen. UbermaRige nikotinische Stimulation fuhrt zu einer raschen
Depolarisation des Membranpotentials, was sich zunachst in Muskelfaszikulationen &ufR3ert.
Bei anhaltender Stimulation verhindert eine Desensitisierung des Rezeptors eine Signal-
weiterleitung, sodass es neben Schwindelgefiihlen bis hin zu komatdsen Zustanden auch zu
Lahmungserscheinungen kommt. Bei akuten Vergiftungen wird Atemlahmung als haufigste
Todesursache genannt (Rusyniak and Nafiagas, 2004; Schecter, 2004).
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1.2.3 Behandlungsmaoglichkeiten bei Vergiftungen mit phosphor-

organischen Verbindungen

Aktuell werden drei verschiedene Klassen von Medikamenten zur Behandlung von
Vergiftungen mit phosphororganischen Verbindungen eingesetzt: Parasympathomimetika,
Oxime und Antikonvulsiva (Cannard, 2006). Direkt nach den ersten MalRnahmen, die bei
Vergiftungsvorfallen mit phosphororganischen Verbindungen durchgefiihrt werden sollten
(Entgiftung, Beatmung und Hamodialyse), wird Atropin verabreicht (Alozi and Rawas-Qalaji,
2020; Cannard, 2006). Naturlich vorkommend in der Tollkirsche, ist Atropin (11) (siehe
Abbildung 5) ein Antagonist am mAChR und wirkt so gegen die durch eine Uberstimulation
der mAChRs ausgeldsten anfanglichen Vergiftungserscheinungen (Alozi and Rawas-Qalaji,
2020; Béhm, 2016).

11

Abbildung 5: Strukturformel von Atropin (11).

Im Unterschied zu mAChR-Antagonisten sind kompetitive NAChR-Antagonisten aufgrund ihrer
geringen therapeutischen Breite fur die Behandlung von Nervenkampfstoffvergiftungen
ungeeignet (Sheridan et al., 2005). Infolgedessen stellt die Reaktivierung inhibierter AChE
durch Oxime, die zur Spaltung der Phosphat- bzw. Phosphonatester im aktiven Zentrum der
AChE fiihren, den entscheidenden Schritt zur Beseitigung der nikotinischen Uberstimulation
dar. Unter den gebrduchlichen Oximen sind insbesondere das im Jahr 1955 entwickelte
Pralidoxim (2-PAM) (12) und die strukturverwandte Bispyridinium-Verbindung Obidoxim (13)
die bekanntesten Vertreter. Der Mechanismus der Spaltung der Phosphat- bzw. Phosphonat-
ester sowie die Strukturformeln der genannten Oxime sind in Schema 2 dargestellt (Mercey et
al., 2012; Worek et al., 2004).
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His*4 His*4?
AChE-OP-Komplex Reaktivierte AChE
H,;C cr
N R N NN
HO \\r R= AN | | = - R | N
H ks % 2¢Cl Z"oH
12 13

Schema 2: Mechanismus der Reaktivierung von inhibierter AChE durch Oxim-Phosphorylierung bzw.
Phosphonylierung sowie die Strukturformeln der Oxime Pralidoxim (2-PAM) (12) und Obidoxim (13).

Innerhalb der ersten Stunden nach einer Vergiftung mit phosphororganischen Verbindungen
werden in der Regel zusatzlich Benzodiazepine verabreicht, welche als Antikonvulsiva gegen
Krampfanfélle wirken (Amend et al., 2020; Marrs, 2004). Dabei wurde lange Diazepam (14)
eingesetzt, welches durch das strukturverwandte Midazolam (15) nach dessen Freigabe durch
die FDA 2022 ersetzt werden soll (siehe Abbildung 6) (Gerecke, 1983; Joint Program
Executive Office for Chemical, 2022; Newmark, 2019). Es zeichnet sich durch eine im

Vergleich zu Diazepam schnellere und langer anhaltende, krampflésende Wirkung aus
(Newmark, 2019).

H5C N
e o Y

o8 i
Cl —N cl O —N
9 o

14 15

Abbildung 6: Strukturformeln von Diazepam (14) und Midazolam (15).

Zur Absicherung von Soldaten im Kampfeinsatz gegen Vergiftungen mit phosphororganischen
Verbindungen werden unterschiedliche Strategien bzw. Entwicklungsansatze verfolgt. Ein
erster Ansatz ist die Entwicklung von Bioscavengern, die die phosphororganischen
Verbindungen entweder stochiometrisch abfangen (z.B. Antikdrper) oder sie katalytisch

(Enzyme, wie z.B. Paraoxonasen) hydrolysieren. Dadurch wird eine Schadigung der AChE
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durch Phosphorylierung oder Phosphonylierung bereits im Ansatz verhindert. Der zweite
Ansatz basiert auf der Verwendung von indirekten Parasympathomimetika, die durch eine
vorubergehende Bindung an die AChE eine irreversible Inhibition durch phosphororganische
Verbindungen verhindern. Im militarischen Kontext werden hierfir Carbamate wie
Pyridostigminbromid (16) oder Physostigmin (17) (siehe Abbildung 7) eingesetzt (Bajgar et al.,
2020; Layish et al., 2005).

EHS 0 N o, €
H3C/ \n/ / H3C/ \n/ N\
o s o Sy CHa

N+
Br p
CH, CHs

16 17

Abbildung 7: Pyridostigminbromid (16) und Physostigmin (17) als reversible AChE-Inhibitoren.

Trotz der vorhandenen Behandlungsansadtze und langjahriger Forschung gibt es noch
zahlreiche Schwierigkeiten und ungeldste Probleme. So ist eine rein praventive Behandlung
mit indirekten Parasympathomimetika fir groRRe, gefahrdete Beviélkerungsgruppen kaum
umsetzbar (Bajgar et al., 2020). Problematisch ist auRerdem, dass trotz jahrzehntelanger
Bemuhungen fir manche Organophosphat- bzw. Organophosphonatvergiftungen bisher noch
keine geeigneten Oximwirkstoffe entwickelt werden konnten (Worek et al., 2020). So ist zum
Beispiel die Reaktivierungsrate fur Tabun-inhibierte AChE bei der Behandlung mit géngigen
Oximen nicht ausreichend (Worek et al., 2004). Zudem verlieren die Oxime bei gealterten
Enzym-OP-Komplexen, wie sie z.B. bei Soman vorliegen (siehe Kapitel 1.2.2, Schema 1), ihre
Wirkung (Worek et al., 2016). Und obwohl zahlreiche neue AChE-Reaktivatoren entwickelt
wurden, wurde bisher keine Verbindung gefunden, die alle relevanten Nervenkampfstoffe und
phosphororganischen Pestizide abdeckt und somit als Breitspektrum-Therapeutikum
verwendet werden kdnnte (Thiermann et al., 2013; Worek and Thiermann, 2013). Derzeit wird
eine kombinierte Oximtherapie angewandt, bei der eine Mischung unterschiedlicher Oxime mit
einem daraus resultierenden breiteren Wirkungsspektrum verabreicht wird (Alozi and Rawas-
Qalaji, 2020). Der therapeutische Wert von Atropin als Kompetitor von Acetylcholin an den
Muskarinrezeptoren ist bis heute unumstritten und gehdrt deshalb zur Standardtherapie von
phosphororganischen Vergiftungen. Die richtige Dosierung ist dabei jedoch von grofter
Bedeutung, da sich die Antagonisierung in einem schmalen therapeutischen Bereich bewegt:
Atropin soll ACh von den muskarinischen Rezeptoren verdrdngen, um eine normale Signal-
transduktion zu gewdhrleisten, darf aber den Rezeptor auch nicht zu stark inhibieren, um einen

gegenteiligen Effekt zu vermeiden (Thiermann et al., 2013).

Bei den nikotinischen Rezeptoren besteht nach wie vor eine grol3e therapeutische Licke. Ein

erfolgversprechender Ansatzpunkt ist hier die direkte Adressierung der nAChRs durch
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allosterische Modulatoren. Ziel ist es dabei, die Uberstimulierten Rezeptoren, die die post-
synaptische Signaltransduktion blockieren, mit Hilfe von allosterischen Modulatoren,
sogenannten Resensitizern, wieder in einen aktiven Zustand zu (berfihren. Um
entsprechende Modulatoren gezielt flr diesen Zweck entwickeln zu kénnen, ist die Kenntnis
der Struktur und das Verstandnis der Wirkungsweise der betroffenen nAChRs essentiell
(Amend et al., 2020).
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1.3 Der nikotinische Acetylcholinrezeptor als Target zur Behandlung von

Vergiftungen mit phosphororganischen Verbindungen
1.3.1 Aufbau und Struktur des nikotinischen Acetylcholinrezeptors

Der nikotinische Acetylcholinrezeptor ist ein ionotroper Rezeptor, welcher ligandenabhangig
lonenstrome ermoglicht (Changeux, 2020). Er gehort, wie die GABAa-, Glycin- und
5-HTs-Rezeptoren, zu Rezeptoren der Cys-Loop-Superfamilie, welche alle aus funf Unter-
einheiten bestehen. Die Untereinheiten des nikotinischen Acetylcholinrezeptors unterscheiden
sich nicht nur untereinander, auch sind je nach Expressionsort verschiedene Zusammen-
setzungen dieser Untereinheiten bekannt. Jede der finf Untereinheiten besteht aus einer
extrazellularen Domane, die haupts?chlich aus b-Faltblattern zusammengesetzt ist, einer
Transmembrandoméne, die aus vier U-Helices gebildet wird, und einer kleinen intrazellularen
Doméne, die im Wesentlichen aus einer U-Helix aufgebaut ist (Sine and Engel, 2006). Die
kreisrunde Anordnung der finf membrandurchspannenden Untereinheiten ermdglicht den
Transport von Ca?*-, Na?*- oder K*-lonen durch die dabei gebildete Pore (Miyazawa et al.,
2003; Sine and Engel, 2006).

Nikotinische Acetylcholinrezeptoren lassen sich in verschiedenen Zellen und Organen, vor
allem in muskularem oder neuronalem Gewebe, aber auch in der Haut, in Leukozyten oder in
der Niere finden, wobei sie an einer Vielzahl von Prozessen im Korper beteiligt sind (Hurst et
al., 2013). Sie werden je nach Hauptexpressionsort in muskuldre oder neuronale Subtypen
unterteilt und unterscheiden sich wie bereits erwahnt in ihrer Zusammensetzung der
Untereinheiten, was auch mafgebliche Unterschiede in der Pharmakologie zu Folge hat
(Millar, 2003; Millar and Gotti, 2009). So sind zum Beispiel die heteropentameren Muskeltyp-
nAChRs aus den Untereinheiten U1, &, b, U1 und 2 bzw. U (bei der adulten Form des Rezeptors)
aufgebaut (Mishina et al., 1986). Sie befinden sich an neuromuskularen Verbindungen der
Skelettmuskulatur, wo sie neuromuskuldre Reize Ubertragen und damit die Kontraktion der
Skelettmuskulatur ermdglichen. Die neuronalen nAChRs sind hingegen im peripheren und
zentralen Nervensystem zu finden und damit Teil der schnellen synaptischen Ubertragung von
Reizen zur neuronalen Kommunikation. Neuronale nAChRs bestehen entweder aus
verschiedenen Kombinationen der bisher identifizierten Untereinheiten U2, U3, U4, U5, U6, U7,
U9, U10, b2, b3 oder b4 und liegen damit als Heteropentamere vor, oder sind, wie im Fall des
neuronalen (U7)s-Rezeptors, Homopentamere aus finf identischen Untereinheiten
(Albuguerque et al., 2009).

Bisher ist es noch nicht gelungen, die detaillierte Struktur von humanen nAChRs zu
analysieren. Die bisher einzige vollstandige dreidimensionale elektronenmikroskopische

Aufnahme eines Modellsystems gelang Unwin et al. im Jahr 2005. Durch die Aufnahme von
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359 elektronenmikroskopischen Bildern mit einer Auflésung von 4 A konnte eine Struktur-
analyse des Torpedo marmorata-nAChRs erstellt werden (siehe Abbildung 8) (Unwin, 2005).
Der Torpedo-nAChR ist dem humanen Muskeltyp-nAChR (U1-U-U1-ti-b) strukturell sehr
2 hnlich (U1-2-U1-0-b) und kommt in besonders hoher Expressionsdichte im Elektroorgan des
Marmor-Zitterrochens der Familie Torpedinidae vor, was ihn zu einem geeigneten Modell-

system fur in silico-Studien oder biologische Untersuchungen macht (Changeux, 2020).

A B

Extrazellulare
Domaéne

Transmembran-
doméne

Intrazellulare
Domaéne

Abbildung 8: 3D-Strukturmodell des U1-0-U1-U-b-nAChR (Muskeltyp) aus dem Zitterrochen
Torpedo marmorata, erstellt mithilfe von Elektronenmikroskopie, in Draufsicht (A) und Seitenansicht (B),
veroffentlicht von Unwin etal. (Unwin, 2005). Die Struktur mit der ID 2BG9 wurde mithilfe des
NGL-Viewers der Protein Datenbank (PDB) erstellt (Berman et al., 2000; Rose and Hildebrand, 2015).
Zwischen den Untereinheiten U-o und U-ii sind die Bindungsstellen des Neurotransmitters Acetylcholins
farblich hervorgehoben (Hurst et al., 2013).
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1.3.2 Funktionsweise des nAChRs im cholinergen System

Die orthosterischen Bindungsstellen fiir Acetylcholin bzw. Agonisten, wie z.B. Epibatidin oder
Nikotin, befinden sich bei allen nAChR-Subtypen in einer hydrophoben aromatischen Tasche
der extrazellularen Doméne, jeweils zwischen einer U-Untereinheit und einer benachbarten U-,
9- oder U-Untereinheit. Die Anzahl der orthosterischen Bindungsstellen ist somit von der Anzahl
der U-Untereinheiten abhangig. Folglich gibt es am Muskeltyp-nAChR zwei Bindungsstellen,
jeweils zwischen der U- und t-Untereinheit sowie zwischen der U- und 2- bzw. U-Untereinheit
(Albuquerque et al., 2009; Papke, 2014).

Agonisten I6sen beim Binden an den geschlossenen Rezeptor eine strukturelle Veranderung
aus (Hogg et al., 2003; Monod et al., 1965). Es kommt zu einer Rotation in den U-Unter-
einheiten, sodass die Helices der intrazellularen Domé&ne, die in der Pore eine Barriere bilden
und damit fir einen geschlossenen Zustand sorgen, eine alternative Konformation einnehmen,
wodurch ein ionendurchlassiger Kanal entsteht (Miyazawa et al., 2003; Unwin et al., 2002).
Sobald der Rezeptor in den offenen Zustand Ubergeht, befindet er sich in einer weniger
stabilen Konformation. Bei geringer ACh-Konzentration im synaptischen Spalt kehrt der
Rezeptor deshalb nach Freisetzung des Agonisten wieder in den geschlossenen Zustand
zurick (Karlin, 2002). Die Rezeptorkonformation hangt demnach mal3geblich von der
ACh-Konzentration ab. Bei einer tber einen langen Zeitraum aufrechterhaltenen, aber auch
bei einer nur kurzen, jedoch hohen ACh-Konzentration, wird der Rezeptor tberstimuliert und
verfallt in einen desensitisierten Zustand, in dem er trotz Bindung des Agonisten dauerhaft
geschlossen und inaktiv ist. Sinkt die Agonist-Konzentration im synaptischen Spalt, 16st sich
der gebundene Agonist vom desensitisierten Rezeptor, wodurch dieser in einen reaktivierten
Zustand zurtickkehren kann (Giniatullin et al., 2005). Zudem scheint es zwischen den drei
beschrieben Rezeptorkonformationen diverse, subtypenabhangige Zwischenzustande zu
geben, sodass sich noch kein vollstandig aufgeklartes Bild des Desensitisierungs-
mechanismus zeichnen lasst (Corradi and Bouzat, 2016). Ein vereinfachtes Modell der drei

beschriebenen nAChR-Zusténde ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Darstellung der verschiedenen Konformationsanderungen des nAChRs in einem
vereinfachten Modell nach Corradi et al. (Corradi and Bouzat, 2016).

Auch die Rolle der Rezeptor-Desensitisierung unter normalen physiologischen Bedingungen
ist bei weitem noch nicht vollstandig erforscht. Es handelt sich jedoch um eine bemerkenswerte
rezeptorspezifische Kinetik, die den zeitlichen Verlauf, die Haufigkeit und die Starke der zu

Ubertragenden Signale zu beeinflussen scheint (Jones and Westbrook, 1996).
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1.3.3 Der nAChR als Target bei Vergiftungen mit phosphororganischen

Verbindungen

Bei Vergiftungen mit phosphororganischen Nervengiften kommt es, wie in Kapitel 1.2.2 und
1.3.2 beschrieben, durch die andauernd hohe Konzentration von ACh im synaptischen Spalt
und der damit verbundenen Desensitisierung der nhAChRs zu einer Unterbrechung der
cholinergen Neurotransmission. Eine spontane Resensitisierung, der Ubergang des
Rezeptors zuriick in den aktiven Zustand, ist bei einer hohen Agonist-Konzentration nicht
mdoglich. Ein neuer vielversprechender Ansatzpunkt zur Therapie von Nervenkampfstoff-
vergiftungen ist die Entwicklung von Verbindungen, die durch direkte Interaktion mit dem
NAChR die Desensitisierung auch in Gegenwart hoher ACh-Konzentration aufheben und
dadurch die Wiederherstellung der nikotinergen Neurotransmission bewirken kénnen. Solche
Verbindungen werden als positive allosterische Modulatoren (PAM) des Typs Il bezeichnet.
Durch Herabsetzen der Energiebarrieren zwischen den einzelnen Rezeptorkonformationen
konnen sie eine Reaktivierung von desensitisierten Rezeptoren ermoglichen (Bertrand and
Gopalakrishnan, 2007; Chatzidaki and Millar, 2015; Papke, 2014). Fir neuronale nAChRs gibt
es bereits eine Vielzahl von PAMs des Typs I, wie z.B. das auf den U7-Rezeptor selektiv
wirkende PNU-120596, welches eine Resensitisierung desensitisierter Rezeptoren trotz hoher
Agonist-Konzentration erméglicht (Hogg et al., 2003; Hurst et al., 2005). Fir die nAChRs des
Muskeltyps ist bislang lediglich eine Substanzklasse bekannt, die einen positiv allosterischen
Effekt auf den desensitisierten Rezeptor ausiibt. Hierbei handelt es sich um Bispyridiniumsalze
vom Typ des MB327, auf deren Grundlage bislang die Forschung an resensitisierenden

Substanzen fiir desensitisierte muskulare nikotinische Acetylcholinrezeptoren beruht.
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1.4 Entwicklung von positiven allosterischen Modulatoren ftr den
Muskeltyp-nAChR

Die Entwicklung von Bispyridiniumverbindungen als allosterische Modulatoren des nAChR
grindet auf einer Zufallsentdeckung im Zuge der Forschung an Reaktivatoren der Acetyl-
cholinesterase (AChE) in den 1970er Jahren. Dabei wurden zu Obidoxim (siehe Kapitel 1.2.3,
Schema 2) strukturverwandte Verbindungen, die im Unterschied zu Obidoxim keine Oxim-
Teilstrukturen aufwiesen, wie z.B. das Bispyridiniumsalz SAD 128 (siehe Abbildung 10), auf
ihre pharmakologischen Eigenschaften hin untersucht.

t-Bu | N Pz | t-Bu
/NJrvo\/NJr\

2Cr

SAD-128

Abbildung 10: Strukturformel von SAD-128.

Entgegen den Erwartungen zeigte SAD-128, obwohl die fir eine Reaktivierung von Organo-
phosphat-vergifteter AChE erforderliche Oximteilstrukur fehlt, bei Nervenkampfstoff-
vergiftungen einen positiven Effekt. Bei in vivo-Versuchen mit Soman-vergifteten Mausen
fuhrte diese Verbindung in Kombination mit Atropin im Vergleich zu einer Behandlung nur mit
Atropin zu einer hoheren Uberlebensrate der Mause. Der Wirkungsmechanismus war lange
Zeit unklar. Die Schutzwirkung konnte weder auf eine Inaktivierung des eingesetzten Somans
noch auf eine Reaktivierung der phosphonylierten AChE zuriickgefiihrt werden (Oldiges and
Schoene, 1970). Erst knapp 20 Jahre spater wurde fur SAD-128 auf der Grundlage von
Einzelkanalmessungen an Muskelpréaparationen von Froschen eine direkte Interaktion mit dem
NAChR postuliert (Alkondon and Albuquerque, 1989). In ex vivo-Experimenten an Muskel-
praparationen von Meerschweinchen, die mit Soman vergiftet wurden, konnte schliel3lich eine
direkte pharmakologische Aktivitéat von Bispyridiniumverbindungen vom Typ des SAD-128 auf
den Muskel nachgewiesen und damit der Muskeltyp-nAChR als Target fir diese Klasse von

Bispyridiniumverbindungen identifiziert werden (Tattersall, 1993).
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1.4.1 Das Bispyridiniumsalz MB327 als Ausgangspunkt fur die Entwicklung

von positiven allosterischen Modulatoren fur den Muskeltyp-nAChR

MB327 ist eine weitere Verbindung aus der oben genannten Klasse von Bispyridinium-
verbindungen, die keine Oximfunktionen aufweisen. Sie unterscheidet sich von SAD-128 nur
durch den Ersatz des Sauerstoffatoms im C3-Spacer durch eine Methylengruppe (siehe
Abbildung 11). MB327 ist die hinsichtlich einer Interaktion mit dem nAChR bisher in in vitro-,

ex vivo- und in vivo-Studien wohl am besten charakterisierte Verbindung.

t-Bu | N pZ | t-Bu
/NJr\/\/N+\

2X

MB327 X = I’
MB399 X = MeSOj3”

Abbildung 11: Die Bispyridiniumverbindungen MB327 und MB399.

In vivo-Versuche haben gezeigt, dass MB399, das besser wasserldsliche Methansulfonat-
Analogon zu MB327 (siehe Abbildung 11), in Kombination mit muskarinischen Antagonisten
und indirekten Parasympathomimetika die Uberlebensrate von mit Sarin, Soman, oder Tabun
vergifteten Meerschweinchen verbessern kann. Dieser Effekt ist sowohl im Vergleich zu
Versuchen ohne MB399-Zusatz aber auch im Vergleich zu einer entsprechenden Dreifach-
therapie mit dem Oxim HI-6 anstelle von MB399 beobachtet worden (Timperley et al., 2012;
Turner et al., 2011). Auch hier konnte, @hnlich wie im Falle von SAD-128 (s.0.), eine
Reaktivierung der gehemmten AChE ausgeschlossen werden. Um die Wirkungsweise der
Bispyridiniumverbindungen besser zu verstehen, wurde das Bindungsverhalten von MB327
am Muskeltyp-nAChR untersucht. [*H]Epibatidin-Radioligand-Bindungsstudien, die an
Torpedo californica-Praparationen durchgefiihrt wurden, zeigten dabei, dass MB327 in einem
Konzentrationsbereich bis zu 100 uM keine wesentliche Affinitat zur orthosterischen Bindungs-
stelle des nAChR aufweist (Niessen et al., 2011). Da fir MB327 jedoch in
ex vivo-Experimenten mit Soman-vergifteten Meerschweinchen- und Ratten-Diaphragmen
sowie mit Soman-vergifteten humanen Interkostalmuskeln im  entsprechenden
Konzentrationsbereich eine signifikante Wiederherstellung der Muskelkraft gefunden wurde
(Seeger et al., 2012; Turner et al., 2011), konnte ziemlich sicher ausgeschlossen werden, dass
der reaktivierende Effekt durch Bindung an die orthosterische Bindungsstelle des nAChR

hervorgerufen wird.

In  Experimenten, die mit Hilfe der Surface-Electrogenic-Event-Reader-Technologie

(SURFE?R) durchgefuhrt wurden, konnte gezeigt werden, dass MB327 als positiver
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allosterischer Modulator den Rezeptor aktiviert. So konnte MB327 bei zellfreien elektro-
physiologischen Untersuchungen mit festkdrpergestitzten Membranen (Solid Supported
Membranes, SSMs), bei welchen eine Messung von Ladungstranslokationen erfolgt, einer
Carbachol-vermittelten Desensitisierung von Torpedo califonica-nAChR entgegenwirken
(Niessen et al., 2016). Die spezifische Bindung von MB327 an den hAChR wurde schlie3lich
in unserer Arbeitsgruppe mit Hilfe von Sattigungsexperimenten an Torpedo-nAChRs in einem
MS-basierten Bindungsassay nachgewiesen. Dabei wurde in Kompetitionsexperimenten mit
[?Hs]MB327 als Reporterligand eine Bindungsaffinitat von K;=18.3 + 2.6 umol/L ermittelt
(Sichler et al., 2018).

Diese sehr vielversprechenden Ergebnisse wurden von in vivo-Versuchen getrubt, die zeigten,
dass MB327 bei hoheren Konzentrationen toxische Effekte aufweist. So fuhrte die
Verabreichung von 100 mg/kg MB327 bei gesunden Meerschweinchen zum Tod der Tiere
(Price et al., 2016). Eine mogliche Erklarung hierfir ist die Inhibierung nikotinischer Acetyl-
cholinrezeptoren durch Bindung von MB327 an die orthosterischen Bindungsstellen. Zwar
wurde, wie bereits oben beschrieben, von Niessen et al. im [*H]Epibatidin-Radioligand-
Bindungsassay in einem Konzentrationsbereich bis 100 uM keine signifikante Bindung von
MB327 an die orthosterische Bindungsstelle gefunden. In weiteren Untersuchungen zeigte
sich jedoch bei hdheren Konzentrationen (> 100 uM) eine relevante Affinitat fir diese
Bindungsstellen (Niessen et al., 2018). Daraufhin wurden in erneuten ex vivo-Experimenten
an Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen auch hdhere Substanzkonzentrationen (bis zu
1000 uM) von MB327 untersucht. Dabei wurde bei Konzentrationen im Bereich von
100-300 uM wieder eine Reaktivierung der Muskelkraft beobachtet. Bei hoheren
Konzentrationen (> 300 uM) wurde dagegen ein gegenlaufiger Effekt i eine Abnahme der
Muskelkraft i festgestellt (Niessen et al., 2018). Dieser biphasische Verlauf der
Konzentrations-Wirkungskurve wurde mit der bei hdheren Konzentrationen signifikanten

Affinitat zur orthosterischen Bindungsstelle in Verbindung gebracht.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass MB327 aufgrund einer zu geringen therapeutischen
Breite fiir eine therapeutische Anwendung am Menschen nicht in Betracht kommt. Gleichwohl
erschien die Verbindung als Ausgangspunkt fur weitere Untersuchungen vielversprechend. So
wurden ausgehend von MB327 weitere Bispyridiniumverbindungen untersucht, mit dem Ziel,

Verbindungen mit einer hdheren Affinitat zur allosterischen Bindungsstelle zu entwickeln.
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1.4.2 Entwicklung neuer Bispyridiniumverbindungen auf der Basis von
MB327 als allosterische Modulatoren fur den nAChR

Die Entwicklung weiterer allosterischer Modulatoren fir den nAChR beruhte auf der
systematischen Variation der Molekullstruktur von MB327. Zur Bestimmung der Bindungs-
affinitdten sowie der intrinsischen Aktivitaten kamen dabei, wie in Kapitel 1.4.1 beschrieben,
verschiedenste in vitro- und ex vivo-Assays zum Einsatz. Zuséatzlich halfen in silico-Studien
dabei, die Modulation des Rezeptors durch Ligandenbindung besser zu verstehen. Die
Untersuchung vieler verschiedener Strukturanaloga mit vielféltigen Substitutionsmustern ist fiir
die Ableitung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen als Grundlage fur die zielgerichtete
Entwicklung von neuen, hdher aktiven Verbindungen unabdingbar. Erst wenn die Zusammen-
hange zwischen der Molekilstruktur und der Wirkung im biologischen System verstanden

werden, kann zielgerichtet eine Optimierung hin zu verbesserten Wirkstoffen erfolgen.

Charakteristisch fur die Struktur der Bispyridiniumverbindungen vom Typ des MB327 sind die
beiden (Uber die Ring-Stickstoffatome und einen Propan-1,3-diyl-Spacer (C3-Spacer)
miteinander verbunden Pyridiniumringe. Erste Bestrebungen, verbesserte Modulatoren zu
gewinnen, widmeten sich dem Abstand der kationischen Zentren und damit der Spacerlange.
So wurden MB327-Analoga mit C1- bis C10-Spacern in in vitro-Assays auf ihre Bindungs-
affinitdt zur orthosterischen Bindungsstelle und in elektrophysiologischen Assays sowie
ex vivo-Assays mit Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen hinsichtlich ihrer intrinsischen
Aktivitat untersucht. Dabei wurden flir MB327 Assay-Ubergreifend die vielversprechendsten
Ergebnisse erzielt: das Bispyridiniumsalz mit dem C3-Spacer zeigte nicht nur die niedrigste
Affinitat zur orthosterischen Bindungsstelle, sondern auch die héchsten intrinsischen
Aktivitaten. Sowohl eine Kettenverkirzung als auch eine Kettenverlangerung fuhrte zu einer
Abnahme der intrinsischen Aktivitat (Niessen et al., 2016; Niessen et al., 2013; Seeger et al.,
2013).

Daraufhin wurde in unserer Arbeitsgruppe im Rahmen eines Vorlauferprojektes eine grof3e
Vielfalt von symmetrischen MB327-Analoga mit Propan-1,3-diyl-Spacer (siehe Abbildung 12)
synthetisiert und im [?Hsg]MB327-MS-Bindungsassay auf ihre Affinitat zur allosterischen
Bindungsstelle untersucht (Rappenglick et al., 2018b). Es wurden dabei anstelle der
tert-Butyl-Reste in 4-Position der Pyridiniumringe andere apolare (18) aber auch polare (19)
Reste in die 2-, 3- oder 4-Position der Pyridiniumringe eingefiihrt, um deren sterischen Einfluss
und/oder die Fahigkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zur Bindungstasche
zu untersuchen. Des Weiteren wurden von MB327 abgeleitete Verbindungen, die zusétzlich
zu den tert-Butylresten in 4-Position Substituenten in der 2- oder 3-Position enthalten,

synthetisiert (20). Um die strukturelle Vielfalt noch weiter zu erhéhen, wurden verschiedenste



1 Einleitung 23

N-Heterocyclen anstelle der fir die Bispyridiniumverbindungen typischen Pyridiniumreste

eingefihrt (Verbindungen 21).

X § 7 X - =z
Rapolar@léx\/ @Rapolar Rpolar{/)\r\ix\/ @Rpolar
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Abbildung 12: Symmetrische MB327-Analoga.

Insgesamt konnten fur Verbindungen mit unpolaren Resten, die lipophile Wechselwirkungen
erlauben (z.B. CICH, Me, i-Pr, t-Bu, Ph), hdhere Bindungsaffinitaten erzielt werden, als fur
entsprechende Verbindungen mit polaren Resten (z.B. OMe, CONMe,, COOEt). Die niedrigste
Bindungsaffinitdat unter den untersuchten Verbindungen (pKi=2.74 +0.13) wurde flir die
3-Carboxyl-4-tert-Butyl-substituierte Verbindung PTM0028 gefunden (siehe Abbildung 13). Im
Gegensatz dazu konnte fur die lipophilste Verbindung, das 3-Phenyl-4-tert-Butyl-substituierte
Bispyridiniumsalz PTM0022 (siehe Abbildung 13) die hochste Bindungsaffinitat der
untersuchten Substanzen (pK;=5.16 +0.07) gemessen werden, womit im Vergleich zu
MB327 (pKi=4.73 £ 0.03) eine Erh6hung der Affinitdt um mehr als 0.4 log-Einheiten erzielt
wurde. Fir eine Bindung zum Target scheinen demnach zusatzliche lipophile
Wechselwirkungen wie z.B. Van-der-Waals-, “- - oder Kation- " -Wechselwirkungen relevant
zu sein. Andererseits zeigte die in 3-Position NMe,-substituierte Verbindung PTMO0007 (siehe
Abbildung 13) mit einem pK; von 4.78 £ 0.05 als einzige der polar substituierten Verbindungen
eine hohere Affinitat als ein Grof3teil der unpolar substituierten Verbindungen, darunter auch
das 3-tert-Butyl-substituierte Analogon PTM0001 (pK; = 4.44 + 0.10, siehe Abbildung 13). Die
starker polare NMe,-Gruppe scheint damit als bioisosterer Ersatz fir die tert-Butylgruppe

geeignet zu sein.
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Abbildung 13: Strukturformeln von PTM0001, PTM0007, PTM0022 und PTM0028.

Erste Docking Studien mit MB327 an Torpedo-nAChR (Wein et al., 2018), die spater nicht
belegt werden konnten (Kaiser et al., 2023), legten nahe, dass die MB327-Bindungstasche im
NAChR nicht, wie urspriinglich angenommen, symmetrisch aufgebaut ist, sondern eine eher
polare und eine eher unpolare Seite aufweist. Von den daraufhin synthetisierten nicht-
symmetrischen MB327-Analoga, die jeweils eine weniger polare und eine starker polare Teil-
struktur aufweisen (siehe Abbildung 14), wurden entsprechend hoéhere Bindungsaffinitaten
erwartet (Rappenglick et al., 2018a). Die meisten Zielverbindungen wiesen zusatzlich zu
einem  4-tert-Butylpyridiniumrest,  unterschiedliche, Uberwiegend polar-substituierte
Pyridiniumreste (22) oder N-Heterocyclen, wie z.B. N-Methylimidazolium-, 1,3-Thiazolium-
oder Isoquinoliniumeinheiten (23) auf. Weitere Zielverbindungen (24) leiteten sich von
3-Methoxypyridin und einem zweiten, in 4-Position substituierten, Pyridin ab. AuRerdem wurde
die monokationische Verbindung 25 untersucht, welche anstelle einer 4-tert-Butylpyridinium-

gruppe eine 4-tert-Butylphenylgruppe aufweist.
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Abbildung 14: Nicht-symmetrische MB327-Analoga.

Obwonhl einige der von Rappenglick et al. beschriebenen nicht-symmetrischen Verbindungen
MB327 in seiner Affinitdt zur allosterischen Bindungsstelle Ubertrafen, erreichte keine eine
vergleichbar hohe Bindungsaffinitat wie die symmetrische Verbindung PTM0022 mit dem bis

dato hochsten pKi-Wert.
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Um im Falle der Verbindungen 22 und 23 den Einfluss des Substituenten bzw. des N-Hetero-
cyclus besser vergleichen zu kénnen, wurde auch das MB327-Analogon PTM0029, das Uber
eine unsubstituierte Pyridiniumeinheit verflgt, synthetisiert (siehe Abbildung 15). Fir diese
Verbindung konnte ein affinitatssteigernder Effekt von polaren Substituenten, wie z.B.
NMe2-Gruppen, gezeigt werden. So wiesen die beiden Verbindungen PTMO0030
(PKi=4.92+0.09) und PTMO0056 (pKi=4.90+0.06) im Vergleich zu PTMO0029
(pKi = 4.52 £ 0.06) eine hohere Affinitat auf. Die NMe>-Gruppe von Verbindung PTMO0056
zeigte dabei auch einen etwas starkeren Effekt als die entsprechende 4-tert-Butylgruppe von
MB327 (pKi = 4.73 + 0.03). Der Austausch der tert-Butylgruppe an der 4-Position des zweiten
Pyridiniumrings von PTM0056 durch eine Methoxygruppe an der 3-Position erwies sich
dagegen als nachteilig. Fir die entsprechende Zielverbindung PTM0042 wurde im Vergleich
zu PTMO0056 eine geringere Bindungsaffinitat (pKi = 4.40 £ 0.06) festgestellt. Fir das nur
einfach positiv geladene Desaza-Analogon von MB327, PTMO0060 (25), mit einem 4-tert-Butyl-
phenylrest anstelle eines der beiden 4-tert-Butylpyridinium-Reste, wurde im Vergleich zu
MB327 eine um knapp 0.4 log-Einheiten geringere Affinitat gefunden (pKi = 4.34 + 0.04), was
die Bedeutung einer bis-kationischen Grundstruktur verdeutlicht. Unter den Verbindungen der
allgemeinen Struktur 23, die anstelle eines der beiden 4-tert-Butylpyridiniumreste von MB327
einen anderen N-Heterocyclus aufweisen, fanden sich ebenfalls Verbindungen mit etwas
hoherer Affinitat als MB327. So wurde zum Beispiel fir Verbindung PTM0054 mit einer Iso-
guinolinium-Teilstruktur ein pKi-Wert von 4.90 + 0.06 gefunden. Zusammengefasst wiesen die
zu Beginn meiner Arbeit zu den Struktur-Wirkungs-Beziehungen von MB327-Analoga
vorliegenden Erkenntnisse auf glnstige Effekte einer nicht-symmetrischen bis-kationischen
Grundstruktur, mit einer mehr polaren und einer mehr apolaren Hélfte, hin. Das Vorhandensein
einer der beiden 4-tert-Butylpyridinium-Teilstrukturen von MB327 erschien ebenfalls glnstig.
Eine Steigerung der Bindungsaffinitdten lie3 sich schlieBlich mit der Einfihrung von

Phenylsubstituenten in die 3-Position der Pyridiniumringe erwarten.
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Abbildung 15: Strukturformeln der nicht-symmetrischen Bispyridiniumverbindungen PTMO0029,
PTM0030, PTM0042, PTM0054 und PTMO0056.

Vor dem Hintergrund der im Vorgangerprojekt gewonnen Erkenntnissen zu den Struktur-
Aktivitats-Beziehungen der Bispyridiniumverbindungen bestand durchaus noch Entwicklungs-
potential, da keine der bisher untersuchten MB327-Analoga i mit Ausnahme von PTM0022 i
eine im Vergleich zu MB327 deutlich hdhere Affinitdt zur allosterischen MB327-Bindungs-
tasche am nAChR aufwies. Um Verbindungen mit h6heren Bindungsaffinitdten zu erzeugen
ist die Einflhrung von starker mit der Bindungstasche interagierenden Substituenten
essenziell. Vor allem die im polaren Bereich der Bindungstasche angenommenen Aspartat-,
Threonin- oder Tyrosin-Reste erschienen als Ansatzpunkt. Aufgrund ihrer Wasserstoff-
briickendonor- und -akzeptor-Eigenschaften sind sie sehr wahrscheinlich von vielen Wasser-
molekilen umgeben (Kaiser et al., 2023; Wein et al., 2018). Idealerweise fiihrt eine
Verdrangung der Wassermolekiile aus der Bindungstasche durch polare Substituenten zu
einer hoheren Affinitat. Die Herausforderung bei der Entwicklung von hoher affinen Liganden
bestand also darin, die Verbindungen so zu modifizieren, dass sie den polaren Teil der

Bindungstasche mdoglichst vollstandig ausfllen.

Doch nicht nur die Affinitdten zur allosterischen MB327-Bindungsstelle, die im Rahmen des
Vorgangerprojektes von Rappengliick und Sichler et al. untersucht wurden, sind fur eine
Wirkstoffoptimierung relevant (Rappenglick et al., 2018a, b). Auch die fir die potenziellen
Resensitizer im Ratten-Diaphragma-Assay an Soman-vergifteten Muskeln ermittelte ex vivo-
Aktivitat gibt wichtige Hinweise darauf, ob eine Verbindung als Startpunkt fur eine weitere
medizinalchemische Entwicklung von Interesse ist. So wurde kurz vor Projektstart fiir die
4-N,N-Dimethylamino-substituierte Verbindung PTMO0056 (siehe Abbildung 15) eine auffallend

hohe Muskelkraftwiederherstellung an Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen festgestellt
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(Bernauer et al., 2024). Trotz einer im Vergleich zu MB327 nur etwas héheren Bindungsaffinitat
scheint PTM0056 den Muskel effektiver zu reaktivieren als MB327. Diese vielversprechenden
Ergebnisse machten PTMO0056 zu einem interessanten Ausgangspunkt flr die weitere
Entwicklung von nicht-symmetrischen Bispyridiniumverbindungen als Modulatoren

desensitisierter NAChR.



28 1 Einleitung

1.4.3 UNCO0646 und A366 als neue Ansatzpunkte fur die Entwicklung von

allosterischen Modulatoren fur den Muskeltyp-nAChR

Neben der Entwicklung neuer Bispyridiniumverbindungen war das Screening von Substanz-
bibliotheken mit einem breiten Spektrum strukturell diverser, biologisch aktiver Verbindungen
ein vielversprechender Ansatzpunkt fir die Suche nach neuen Verbindungen mit einer
mdoglichst hohen Affinitat zur MB327-Bindungsstelle des nAChR. Neue Chemotypen, die im
Vergleich zu MB327 idealerweise bereits eine deutlich héhere Affinitat zur MB327-Bindungs-
stelle aufweisen, konnten eine glnstigere Startposition fiur eine Wirkstoffentwicklung

darstellen.

So wurde im Rahmen des Vorgdngerprojekts unter Verwendung des zuvor entwickelten
[2He]MB327-MS-Bindungsassays ein Screening zweier Substanzbibliotheken durchgefihrt
(Sichler et al., 2024). Dabei wurde ein Pool aus uber 1300 verschiedenen biologisch aktiven
Substanzen aus der Tocriscreen Plus- und der ChembDiv ion channel ligand-Substanz-
bibliothek hinsichtlich der Bindungsaffinitat an die MB327-Bindungsstelle des Torpedo-nAChR
untersucht. Zehn Verbindungen konnten dabei identifiziert werden, welche bei einer
Testsubstanzkonzentration von 10 uM den deuterierten [?Hsg]MB327-Marker (10 uM Marker-
konzentration) zu mehr als 50% verdrangen konnten. Unter diesen als aktiv identifizierten

Substanzen sind zwei Verbindungen besonders aufgefallen, UNC0646 und A366.

Das Chinazolin UNC0646, welches in der 2-, 4- und 7-Position unterschiedliche basische
Reste enthaltende Substituenten tragt (siehe Abbildung 16), wurde von Liu et al. als selektiver
Inhibitor fur die Histon Methyltransferase G9a entwickelt (Liu et al, 2011). Im
MS-Bindungsassay am nAChR von Torpedo californica mit [2Hg]JMB327 als Reporterligand
zeigte die Verbindung mit einem pKi-Wert von 6.23 £ 0.02 (Sichler et al., 2024) im Vergleich
zu MB327 (pKi =4.73 £ 0.03) (Rappenglick et al., 2018b) eine mehr als eine Zehnerpotenz
hohere Bindungsaffinitdt. UNC0646 war zu Beginn dieser Arbeit tatsachlich der Ligand mit der
hochsten bekannten Affinitat zur MB327-Bindungsstelle und erschien damit als ein sehr

vielversprechender Ansatzpunkt flir weitere Untersuchungen.

UNC0646

Abbildung 16: Strukturformel von UNC0646.
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Der zweite vielversprechende Screening-Hit war das 2-Amino-3H-indol A366 (siehe
Abbildung 17). Urspringlich ebenfalls als Inhibitor der Methyltransferase G9a entwickelt
(Sweis et al., 2014) fiel A366 durch eine im Vergleich zu MB327 um ca. 0.8 log-Einheiten
hohere Affinitat zur MB327-Bindungsstelle auf. Mit einem pKi-Wert von 5.52 + 0.15 (Sichler et
al., 2024) bleibt A366 zwar hinsichtlich der Affinitat hinter UNC0646 (pK; = 6.23 + 0.02) zurick,
besitzt dafir aber eine deutlich geringere Molekilmasse (MW = 329.44 g/mol gegenuber
621.90 g/mol bei UNC0646) und erfillt damit eher das in der Wirkstoffforschung besonders
wichtige Kriterium einer hohen ligand efficiency. Diese Eigenschaften machten A366 ebenfalls

Zu einem attraktiven Ausgangspunkt fur eine Wirkstoffoptimierung.

.0
H3C

Cl/\l/\/\o N

A366

Abbildung 17: Strukturformel von A366.
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2 Ziele der Arbeit

Die Entwicklung von Resensitizern desensitisierter nikotinischer Acetylcholinrezeptoren ist ein
vielversprechender neuer Ansatzpunkt zur Behandlung von Nervenkampfstoffvergiftungen. Da
die prototypische Modellverbindung MB327 eine zu geringe Wirkstarke und entsprechend eine
unzureichende therapeutische Breite aufweist, sollten im Rahmen meiner Arbeit ausgehend
von 4-Amino-substituierten MB327-Analoga, wie z.B. PTM0056, und den beiden Screening-
Hits UNC0646 und A366, neue Resensitizer entwickelt werden

2.1 Rationales Wirkstoffdesign

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Forschungsvorhabens E/U2AD/KAQ019/IF558,
finanziert durch das Bundesamt fiir Ausristung, Informationstechnik und Nutzung der
Bundeswehr (BAAINBw), von Oktober 2019 bis Marz 2023 an der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen im Arbeitskreis von Prof. Dr. F. F. Paintner / Prof. Dr. K. T. Wanner im
Bereich Medizinische Chemie angefertigt. Zusammen mit weiteren Forschungsarbeiten in
unserer Arbeitsgruppe ist die vorliegende Arbeit Teil eines interdisziplinaren Forschungs-
projekts zur Entwicklung neuartiger Modulatoren zur Behandlung von Nervenkampfstoff-
vergiftungen. In einem iterativen Prozess wurden aufeinander aufbauend in silico- (Molecular
Modeling), praparativ-synthetische, biologische und pharmakologische Methoden
(MS-Bindungsassay, Ratten-Diaphragma-Assay) genutzt, um zielgerichtet neue potente
Wirkstoffe zu entwickeln (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18: Darstellung des iterativen Forschungsprozesses innerhalb dieses Projekts.
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Der MS-Bindungsassay, der im Vorgangerprojekt von S. Sichler entwickelt worden war, stellte
zu Beginn des Projektes die effizienteste Methodik zu Charakterisierung von Struktur-
Aktivitats-Beziehungen von allosterischen Modulatoren an der MB327-Bindungsstelle des
NAChRs dar (Sichler et al., 2018). Als Reporterligand zur Affinitdtsbestimmung an Torpedo
californica nAChR-Praparationen wurde dabei deuteriertes [?Hs]MB327 verwendet. Im
Rahmen des Forschungsprojekts sollte der Assay hinsichtlich seiner Effizienz und Robustheit
weiterentwickelt werden. Sowohl die von mir synthetisierten Verbindungen als auch
kommerziell verfugbare Analoga sollten damit im Verlauf des Projektes charakterisiert werden.
Die Durchfihrung dieser biologischen Untersuchungen sollte an der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen im Arbeitskreis von Prof. Dr. F. F. Paintner / Prof. Dr. K. T. Wanner
durch V. Nitsche stattfinden. In den MS-Bindungsassays als besonders affin erkannte
Verbindungen sollten anschlieend in Ratten-Diaphragma-Assays auf ihre F&higkeit zur
Muskelkraftwiederherstellung bei Soman-vergifteten Muskelpréparationen untersucht werden.
Dies sollte in der Arbeitsgruppe von Dr. T. Seeger am Institut fir Pharmakologie und
Toxikologie der Bundeswehr Miinchen (InstPharmToxBw) erfolgen. Zusatzlich dazu sollte die
Auswahl der Zielstrukturen in jeder Phase des Optimierungsprozesses von den Erkenntnissen
begleitender in silico-Untersuchungen, durchgefihrt von J. Kaiser im Arbeitskreis von
Prof. Dr. H. Gohlke an der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf, geleitet werden. Ziel war es,
neue tiefere Einblicke in die Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu erhalten und auf dieser
Grundlage mit Hilfe des Computer Aided Drug Design (CADD), Strukturvorschlage fur die
Weiterentwicklung der jeweiligen Hit-Substanzen, zu erzeugen. Die daran anknipfenden
chemischen Synthesen zur Darstellung neuer potenzieller Modulatoren wurden von mir

geplant, durchgefiihrt und ausgewertet, und sind in dieser Arbeit niedergeschrieben.
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2.2 Synthese nicht-symmetrischer MB327-Analoga

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit stand zunadchst die Synthese von Bispyridinium-
verbindungen im Fokus. Dabei sollten fiir die Auswahl der Zielstrukturen sowohl Erkenntnisse
zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen aus bereits vorliegenden biologischen Untersuchungen als
auch Ergebnisse von ersten in silico-Untersuchungen genutzt werden. Besonders viel-
versprechend erschienen dabei im Hinblick auf den nicht-symmetrischen Charakter der
postulierten Bindungstaschen, mit jeweils einem sehr lipophilen und einem polaren Bereich,
insbesondere nicht-symmetrische Bispyridiniumverbindungen mit jeweils einem unpolaren
und einem polaren Rest an der 4- bzw. 4"-Position der Pyridiniumringe. Da bei Projektstart
bereits erste vielversprechende Ergebnisse aus dem Ratten-Diaphragma-Assay fur das im
Vorgangerprojekt synthetisierte nicht-symmetrische MB327-Analogon PTMO0056 (siehe
Abbildung 15), mit einem N,N-Dimethylamino-Substituenten anstelle eines der tert-Butyl-
Reste von MB327, vorlagen, sollten Struktur-Wirkungs-Beziehungen fiir Bispyridinium-
verbindungen dieses Typs abgeleitet werden. Dafiir sollten zunachst Analoga von PTM0056
mit modifizierten 4-Aminosubstituenten (26) dargestellt werden (siehe Abbildung 19). An die
Stelle der N,N-Dimethylaminogruppe von PTM0056 sollten eine NH>-Gruppe, eine N-Methyl-
aminogruppe, unterschiedliche sekundare Aminogruppen (z.B. -NMez, -NBny), cyclische
Aminoreste [z.B. R, R? = -(CH,)s-] sowie Acylaminoreste (z.B. R! = H, R2= COCHs) treten.
Die Auswahl der Zielstrukturen sollte dabei in jeder Phase des Optimierungsprozesses von
den Erkenntnissen begleitender in silico-Untersuchungen geleitet werden.

R1
|

t-Bu | N or Z | N\Rz
/N+\/\/N+\

26

Abbildung 19: Allgemeine Strukturformel der MB327-Analoga 26.
Die Zielverbindungen der allgemeinen Struktur 26 sollten sich, angelehnt an die etablierte
Syntheseroute fir nicht-symmetrische Bispyridiniumverbindungen von Rappengliick et al., in

zwei Schritten aufbauen lassen (siehe Schema 3) (Rappenglick et al., 2018a).
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Schema 3: Retrosynthese der Zielverbindungen 26 aus den Bausteinen 28, 29 und 30.

Die Synthese der Zielverbindungen 26 erfolgt somit durch Monoalkylierung von 4-tert-Butyl-
pyridin (29) mit 1,3-Diiodpropan (30) und nachfolgender Alkylierung der entsprechenden
4-Amino-substituierten Pyridine 28 mit dem als Zwischenprodukt erhaltenen 4-(tert-Butyl)-1-
(3-iodopropyl)pyridin-1-iumiodid (27).
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2.3 Synthese von UNC0646-Analoga

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit sollte auf der Synthese von UNC0646-Analoga liegen.
Das in 2-, 4- und 7-Position mit unterschiedlichen basischen Resten substituierte Chinazolin
UNCO0646 (siehe Abbildung 16) erschien wegen seiner zu Beginn dieser Arbeit hdchsten
bekannten Affinitat zur MB327-Bindungsstelle des nAChRs (Sichler et al., 2024), als dulRerst
vielversprechender Ausgangspunkt fir weitere Untersuchungen. Um die fir die hohe Affinitat
verantwortlichen pharmakophoren Gruppen zu identifizieren, war beabsichtigt, die Struktur
dieser Hit-Verbindung breit zu variieren. So sollten insbesondere die basischen Substituenten
in 2-, 4- und 7-Position des Chinazolin-Grundkérpers von UNC0646, die potenziell starke
Wechselwirkungen mit der Bindungsstelle eingehen konnen, systematisch abgewandelt
werden. Strukturelle Abwandlungen sollten dabei den Austausch durch strukturverwandte
Substituenten, aber auch durch solche mit reduziertem sterischen Anspruch bis hin zu einem
Wasserstoffatom umfassen. Die Kenntnis der fir diese Analoga ermittelten Bindungsaffinitaten

sollte dann Ansatzpunkte fur eine weitere Hit-Optimierung liefern.

Die im Rahmen dieser Arbeit geplanten Strukturvariationen lassen sich im Wesentlichen in
drei Gruppen einteilen. In der ersten Gruppe sollte die basische Seitenkette von UNC0646 in
der 7-Position unverandert beibehalten und die Substituenten in 2- und 4-Position breit variiert
werden. Dabei sollten vor allem kleinere, Aminofunktionen enthaltende Reste zum Einsatz
kommen. Die zweite Gruppe von Analoga sollte strukturell vereinfacht werden, in dem die
basische Seitenkette in 7-Position durch eine Methoxygruppe ersetzt wird. Sollte das dabei
erhaltene UNCO0646-Analogon, bei dem die Substituenten in 2- und 4-Postion unverandert
vorliegen, eine hinreichende Affinitat zur MB327-Bindungsstelle aufweisen, sollten die
Substituenten in 2- und 4-Position &hnlich wie in der ersten Gruppe breit abgewandelt werden.
Die Zielverbindungen der dritten Gruppe sind durch den Ersatz des Aminosubstituenten in
2-Position durch ein Wasserstoffatom charakterisiert. Sollte das entsprechende UNC0646-
Analogon, bei dem die Substituenten in 4- und 7-Postion unveréndert vorliegen, eine
hinreichende Affinitat zur MB327-Bindungsstelle aufweisen, sollte der Substituent in 4-Position
und insbesondere die basische Seitenkette in 7-Position breit abgewandelt werden (siehe
Abbildung 20).

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Abbildung 20: Allgemeine Strukturformeln von UNC0646-Analoga der Gruppen 1, 2 und 3.
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Fur die Synthesen der oben genannten Zielverbindungen sollten aufbauend auf literatur-
bekannten Arbeiten auf dem Gebiet der Synthese von Chinazolinderivaten vom Typ des
UNCO0646 (Liu et al., 2011; Liu et al., 2009; Liu et al., 2010; Sundriyal et al., 2017) effiziente
konvergente Verfahren entwickelt werden, die breite Strukturvariationen an der 2-, 4- oder
7-Position erlauben. Ausgangspunkt sollten dabei entsprechende kommerziell erhaltliche

2,4-Dichlor- oder 4-Chlorchinazolinbausteine sein.

Am Beispiel von Zielverbindungen der ersten Gruppe von UNC0646-Analoga mit variierenden
Resten in der 2- und 4-Position des Chinazolingrundgerists ist die allgemeine Synthese-
strategie in Schema 4 beschrieben. Als zentraler Synthesebaustein sollte hier jeweils der
ausgehend von dem kommerziell erhaltlichen 2,4-Dichlor-7-benzyloxy-6-methoxychinazolin
(34) in zwei Syntheseschritten (hydrogenolytische Abspaltung der Benzylschutzgruppe und
Mitsunobu-Reaktion zur Anknlpfung der basischen Seitenkette) zugéangliche 2,4-Dichlor-
substituierte Chinazolinbaustein 33 (Doig et al.,, 2014; Vital et al., 2023) dienen. Die
schrittweise Substitution der Chloratome in der 2- und 4-Position sollte ausgehend von dem
Schlisselbaustein 33 in zwei Stufen gelingen. Bei der Umsetzung mit den jeweiligen priméren
oder sekundaren Aminen sollte entsprechend der literaturbekannten Synthesen erst eine
nukleophile Substitution in der 4-Position des Ringsystems und bei erneuter Reaktion unter
forcierteren Bedingungen in der 2-Position erfolgen. So sollten entsprechende UNC0646-
Analoga mit einem definierten Substituenten in der 4- und einem davon unterschiedlichen
Substituenten in der 2-Position leicht zuganglich sein.

PR _R!
HN HN

H3C/O | SN H3C/O | SN

N/\/\O N N N/\/\O N/)\CI
R? \
31 32

Nukleophile
Substitution mit

ﬁ Aminbausteinen
Cl

.0 O
HsC | SN SN

©Ao N/)\CI O\l/\/\o N/)\CI
34 33

Benzylspaltung zum entsprechenden Phenol
gefolgt von Kopplung mit Aminoalkoholen
unter Mitsunobu-Bedingungen

<

Schema 4: Retrosynthese der Zielverbindungen 31 ausgehend von 34 mit Beschreibung der Synthese-

schritte.
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Eine Herausforderung stellt vor diesem Hintergrund eine effiziente Gewinnung von UNC0646-
Analoga mit definierten Substituenten in der 2- und unterschiedlichen Substituenten in der
4-Position dar. Hier sollte ein von Yoshida et al. fiir 2,4-Dichlorchinazolin 37 beschriebenes
Verfahren untersucht werden, bei dem im ersten Schritt ein N-Methyl-substituiertes tertiares
Amin, wie z.B. N-Methylpiperidin, zum Einsatz kommt (Yoshida and Taguchi, 1992), das regio-
selektiv das Chloratom in 2-Position substituiert. Eine anschlieBende nukleophile Substitution
des Chloratoms in 4-Position des Ringsystems von 36 mit entsprechenden Aminbausteinen
sollte zur Gewinnung der Zielverbindungen 35 fuhren (siehe Schema 5).

;
HNR cl ¢

H;C” | =N : HsC | >N : H,;C | SN
R2 R2 N/)\I\O R2 N/)\CI
36

)
35 37

Schema 5: Retrosynthese der Zielverbindungen 35 ausgehend von 2,4-Dichlorchinazolin 37 unter
Verwendung von N-Methylpiperidin.

6,7-Dimethoxy-substituierte Analoga 38 der zweiten Gruppe von Verbindungen sollten sich
entsprechend der Zielverbindungen 31 und 35 ausgehend von dem kommerziell erhaltlichen

Baustein 39 gewinnen lassen (siehe Schema 6).

R'l
HN” Cl
.0 .
HsC | \)N\ [—> HsC © (N
3
H3C\O N/ N/R H3C\O N/)\CI
R2

38 39

Schema 6: Retrosynthese der Chinazolin-Zielverbindungen 38 ausgehend von 39.

In 2-Position unsubstituierte Chinazoline 40 der dritten Gruppe von Zielverbindungen mit
einem Variationspunkt in der 7- oder 4-Position sollten ausgehend von den kommerziell
erhaltlichen Startmolekillen 42, 44 bzw. 47 jeweils in zwei Schritten erhalten werden (siehe
Schema 7). Dabei sollte im Falle von 42 (analog zu den bisherig vorgestellten Methoden)
zunéchst der Baustein 41 tber nukleophile Substitution des Chloratoms gewonnen werden,
bevor die basische Seitenkette via Mitsunobu-Reaktion angeknipft werden kodnnte. In
umgekehrter Reihenfolge sollte die Modifikation am Baustein 44 erfolgen: hier sollte zunachst
die basische Seitenkette eingefiigt werden, bevor dann am so erhaltenen Baustein 43 durch
nukleophile Substitution des Chloratoms die Zielverbindungen 40 synthetisiert werden
kénnten. Fir die Herstellung der zur Zielverbindung 40 aquivalenten, jedoch in 7-Position
Amino-substituierten Chinazoline 45, ist jedoch ein alternativer Syntheseweg von Néten. Der

kommerziell erhaltliche 7-Fluor-substituierte Lactambaustein 47 sollte zundchst Uber eine
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phosphoniumvermittelte SyAr-Reaktion unter Verwendung von PyBOP/DBU und den
jeweiligen Aminobausteinen zu den entsprechenden 4-Aminochinazolinen 46 umgesetzt
werden. Das Fluoratom an der 7-Position sollte dann durch eine nukleophile Substitution mit

den jeweiligen priméaren oder sekundéaren Aminobausteinen ersetzt werden kdnnen.

A

Cl
(0] P 0]
H,C~ SN H,C SN HaC~ SN
*r2 | N J = = |

40

41 42
B
R1
HN” Cl Cl
0 0 0
HaC” SN HaC” SN HsC~ SN
2 | —> ) | —> |
R0 N/) R0 N/) HO N/)
40 43 44
C
1 1
HNR N 0
Hg,C/O SN 0

46 47

Schema 7: Retrosynthese der Chinazolin-Zielverbindungen der Gruppe 3 mit der allgemeinen Struktur
40 bzw. 45 ausgehend von A) 42 bzw. B) 44 und C) 47.
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2.4 Synthese von A366-Analoga

In einem dritten Projekt sollten Analoga des Screening-Hits A366 (siehe Abbildung 17) (Sichler
et al., 2024) synthetisiert und auf ihre biologische Wirkung untersucht werden, um erste
Einblicke in die Struktur-Aktivitats-Beziehungen dieser Substanzklasse zu erhalten. Dabei
sollte zunachst das synthetisch einfacher zugangliche A366-Analogon 48 [R! = R? = CHj,
R3, R* =-(CHp)s, n=1], welches in 3-Position des 3H-Indol-Grundgeriists anstelle des
gespannten Cyclobutanrings von A366 zwei Methylreste aufweist, untersucht werden (siehe
Abbildung 21). Sollte diese Verbindung eine vergleichbare Aktivitat wie A366 am nAChR
besitzen, wirden weitere Strukturmodifikationen ausgehend von dieser Struktur erfolgen.
Basierend auf der Struktur des genannten Analogons bzw. von A366 sollte in einem ersten
Schritt zunéchst die Kettenlange der . -Aminoalkoxyseitenkette (n=0, 1 oder 2) und
anschlielend die RinggroBe des cyclischen Amins [z.B. Verbindungen der allgemeinen
Struktur 48 mit R3, R*= -(CHy)s- oder -(CHy)s-] variiert werden. Dariiber hinaus war geplant,
die Ankniupfungsposition der Seitenkette in 6-Position am 3H-Indol-Grundgerist zu variieren.
Von besonderem Interesse waren dabei Verbindungen der allgemeinen Struktur 49, bei denen

die beiden Substituenten in 5- bzw. 6-Position des Grundgerists von A366 vertauscht sind.

R' 2 RS R
R R
.0 N o)
H3C RS \/Hn\/
/) NH2 /) NH2
R* H;C.
N o N 0 N

48 49

Abbildung 21: Allgemeine Strukturformeln der A366-Analoga 48 und 49.

Das Synthesekonzept fir eine kurze und effiziente Darstellung von A366-Analoga, das
umfangreiche Strukturvariationen erlauben sollte, orientierte sich an den Arbeiten von
Fagan etal. und Sweis et al. (Fagan et al., 2019; Sweis et al., 2014). Es beruht in den
Schliisselschritten auf einer Dialkylierung des Phenylacetonitrilbausteins 51 in U-Position zur
Nitrilgruppe, einer selektiven Nitrierung des Phenylrings in 6-Position, der Einfihrung einer
. -Aminoalkoxyseitenkette in 4-Position des Phenylrings sowie dem finalen Ringschluss zum

2-Amino-3H-indol-Ringsystem (siehe Schema 8).
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Schema 8: Retrosynthese fiir A366-Analoga der allgemeinen Struktur 48.

Die A366-Analoga der allgemeinen Struktur 48 sollten demnach ausgehend von dem
kommerziell erhéltlichen Phenylacetonitrilbaustein 51 in jeweils funf Schritten synthetisiert
werden kénnen. Im ersten Schritt sollte sich das entsprechende Dimethyl- oder Cyclobutyl-
derivat durch eine Dialkylierungsreaktion mit Methyliodid bzw. 1,3-Dibrompropan erhalten
lassen. Der nachste Schritt erfordert die regioselektive Nitrierung des jeweiligen Phenylrings
in 6-Position. Fagan et al. und Sweis et al. (Fagan et al., 2019; Sweis et al., 2014) zeigten
bereits, dass dies unter milden Bedingungen (70% HNOsj;, Ac.0, 0 °C) gelingen sollte.
Alternativ ist auch eine inverse Abfolge der beiden ersten Syntheseschritte denkbar. Dies hatte
den Vorteil, dass sich die Anzahl der linearen Syntheseschritte ab dem ersten Variationspunkt,
der Dialkylierung des Nitrils, um einen Schritt verkiirzen lieRBe. Im dritten Schritt muss die
Benzyletherfunktion in 4-Position selektiv gespalten werden, um die entsprechenden Phenole
zu erhalten. Dies sollte hydrogenolytisch (z.B. Hz, Pd/C) oder unter sauren Bedingungen (z.B.
TFA) gelingen. AnschlieRend sollte dann im zweiten Variationspunkt der Synthese die
Veretherung der phenolischen Hydroxylgruppe mit unterschiedlichen Aminoalkoholbausteinen
unter Mitsunobu-Bedingungen erfolgen. Die so dargestellten Verbindungen 50 sollten sich
dann im letzten Schritt durch Reduktion der Nitrogruppe zu den gewiinschten Ziel-
verbindungen 48 mit den fir sie charakteristischen 2-Amino-3H-indol-Strukturen cyclisieren

lassen.
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Analoga der allgemeinen Struktur 49, welche die basische Seitenkette in 5-Position des
3H-Indol-Ringsystem aufweisen, sollten ausgehend von dem entsprechenden Dimethoxy-
substituierten Baustein 53 zuganglich sein (siehe Schema 9). Im Vergleich zu dem Synthese-
baustein 51, welcher Ausgangspunkt flr die regioisomeren Verbindungen darstellt, verfligt die
kommerziell erhaltliche Verbindung 53 bereits Uber eine Nitrofunktion, so dass der Synthese-

weg, um einen Schritt verkirzt werden kann.

4 4

IIQ R1 R2 E 5 R1 R2

RS'N\/%i\/O —> R? \/Hn\/ CN [ reduktiver
H.C /) NH, HsC. Ringschluss
30 N o) NO,

49 52

selektive Etherspaltung und ' _
Anbringung der Seitenkette Dialkylierung
-0 ‘
HsC j@\ﬂcN
H;C.
0 NO,

53

Schema 9: Retrosynthese fiir A366-Analoga der allgemeinen Struktur 49.

Der entscheidende Schritt ist hier die selektive Spaltung des Methylethers in para-Position zur
Nitrogruppe von Verbindung 53. Wie an einer vergleichbaren Verbindung von Fagan et al.
gezeigt wurde, sollte ein Angriff von Thiolat-lonen aufgrund des elektronenziehenden
Einflusses der Nitrogruppe, selektiv an der Methylgruppe in para-Stellung zur Nitrogruppe
erfolgen und zu einer Spaltung des Ethers fiihren (Fagan et al., 2019). AnschlieRend sollten,
wie bei den regioisomeren Bausteinen 51, verschiedene . -Aminoalkoxyseitenketten unter
Mitsunobu-Bedingungen eingefiihrt werden kdnnen. Die Zielverbindungen 49 mit 2-Amino-3H-
indol-Struktur sollten sich schlieBlich analog zu den Verbindungen 48 durch reduktive

Cyclisierung der Bausteine 52 gewinnen lassen.
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3 Veroffentlichungen

3.1 Erste Publikation: A Novel Binding Site in the Nicotinic Acetylcholine Receptor
for MB327 can Explain its Allosteric Modulation Relevant for Organophosphorus-

Poisoning Treatment
3.1.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Wiederherstellung der funktionalen Aktivitat desensitisierter nikotinischer Acetylcholin-
rezeptoren (nAChR) durch allosterische Modulatoren, sogenannte Resensitizer, stellt einen
erfolgversprechenden Ansatzpunkt in der Therapie von Vergiftungen mit Organophosphaten
und -phosphonaten dar. Damit lie3e sich die therapeutische Liicke schlie3en, die auftritt, wenn

Oximreaktivatoren der Acetylcholinesterase unwirksam bleiben.

Als vielversprechende Substanzklasse gelten Bispyridiniumverbindungen vom Typ des
MB327. In vitro-Untersuchungen an Torpedo californica-Praparationen sowie ex vivo-Unter-
suchungen an Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen und humanen Interkostalmuskeln
haben gezeigt, dass MB327 und einige davon abgeleitete Derivate in der Lage sind,
desensitisierte nAChR vom Muskeltyp wieder in den funktionalen Zustand zu Uberfuihren. Des
Weiteren wurde in MS-Bindungsassays mit [?Hs]MB327 als Reporterligand die spezifische

Bindung von MB327 an Torpedo californica-nAChR charakterisiert.

Im Rahmen dieser Veroffentlichung konnte in in silico-Studien durch eine Kombination aus
Blind-Docking-Experimenten  und  Molekulardynamik-Simulationen  eine  potenzielle
allosterische Bindungstasche von MB327 am Muskeltyp-nAChR identifiziert werden, die als
MB327-PAM-1 bezeichnet wurde. Sie befindet sich am Ubergang von der extrazellularen zur
transmembrandren Region und zeigt fir die mit MB327 interagierenden Aminoséuren ein
hohes Mal3 an Konserviertheit zwischen den vier verschiedenen Untereinheiten der
pentameren Rezeptoren. Dariiber hinaus sind die entsprechenden Rezeptor-Untereinheiten
auch zwischen verschiedenen Spezies hochkonserviert. Rigiditdtsanalysen lassen den
Schluss zu, dass nach Bindung von MB327 an die MB327-PAM-1-Bindungsstelle sowohl auf
die orthosterische Bindungstasche als auch auf die Transmembrandomane allosterische
Effekte ausgelibt werden. In Molekuldynamik-Simulationen wurde auch eine gewisse Affinitat
von MB327 zur orthosterischen Bindungstasche gefunden, was die bei hoheren
Konzentrationen in ex vivo-Untersuchungen beobachtete muskelhemmende Aktivitat erklaren

konnte.

Die Kenntnis der allosterischen Bindungstasche sowie des vorhergesagten Bindungsmodus
ermoglichte die Vorhersage struktureller Modifikationen von MB327 mit dem Ziel, verbesserte

Resensitizer zu erhalten. Die der Transmembrandomane zugewandte tert-Butylgruppe von
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MB327 ist in einem polaren Teil der Bindungstasche lokalisiert. Deshalb sollte der Austausch
einer der beiden tert-Butylgruppen durch einen starker polaren Substituenten die Bindungs-
affinitdt erhohen. Dementsprechend wurden zwei nicht-symmetrische MB327-Analoga
vorgeschlagen, bei denen eine der beiden tert-Butylgruppen von MB327 durch eine Amino-
funktion (PTM0062) bzw. N-Methylaminofunktion (PTMO0063) ersetzt ist. Die beiden Ziel-
verbindungen PTM0062 und PTMO0063 wurden in einer Mikrowellen-unterstitzten Synthese
ausgehend von 1,3-Diiodpropan und den entsprechenden Pyridinbausteinen in zwei Schritten
in hohen Ausbeuten gewonnen. In ex vivo-Untersuchungen an Soman-vergifteten Ratten-
Diaphragmen konnte fur die beiden Verbindungen im Vergleich zu MB327 tatsachlich eine

deutlich starkere Wiederherstellung der Muskelkraft beobachtet werden.

3.1.2 Darstellung des Eigenanteils

Alle in silico-Studien wurden von Jesko Kaiser durchgefiihrt, der bis auf einzelne erganzende
Beitrage von mir und Thomas Seeger auch das Manuskript verfasste. Die Synthesen der
beiden MB327-Analoga PTM0062 und PTM0063 sowie die analytische Charakterisierung der
Verbindungen, deren MS- und NMR-Spektren von der Analytikabteilung des Departments fir
Pharmazie gemessen wurden, wurden eigenstandig von mir durchgefuhrt. Die ex vivo-
Untersuchungen von PTM0062 und PTMO0063 an Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen
wurden von Thomas Seeger durchgefihrt. Das Manuskript wurde von Jesko Kaiser
gemeinsam mit Christoph G.W. Gertzen und Holger Gohlke konzipiert und das Manuskript im
Wesentlichen von Holger Gohlke und Christoph G.W. Gertzen korrigiert. Dariiber hinaus
flossen  Korrekturbeitrage  von  Georg Hoéfner, Karin V. Niessen, Franz Worek,

Horst Thiermann, Franz F. Paintner und Klaus T. Wanner in das Manuskript ein.
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RACHR a lyain, after poisonings with various OPCa. Thus, alternative treatment options are required oo
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lw“wm r blizh o ular transmission by interacting directly with nAChR, probably via allosteric mechaniama.
et sl To racionally design new, more patens drugs addressing nAChR, knowledge of the binding mode of MB327 is
Rigidity analysis fundamental. However, the binding pocket of MB327 hao remained elusive. Here, we identify 2 new potential

allosteric binding pocket (MB327-PAM-1) of MB327 located at the tansition of the extracellular to the trans-
membrane region wing blind docking experiments and molecular dynamics simulations. MB327 forma atriking
interactions with the receptor at this site. The interacting amine acids are highly conserved among different
wubunits and different species. Correcpondingly, MB327 can interact with several nAChR subtypes from different
species. We predice by rigidity analyniz that MB327 exerts an alloateric effect on the orthosteric binding pocker
and the transmembrane domain after binding to MB3Z27-PAM-1. Furthermore, free ligand diffusion MD simu-
lations reveal that MB327 aloo has an affinity to the orthosteric binding pocket, which agrees with recently
publizhed results thar related bispyridinium compounds show inhibitory effects via the orthosteric binding sire.
The newly identified binding aite allowed ua te predict structural medifications of MB327, resulting in the moze
potent resensitizers FTMO062 and PTMO063.
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acetylcholine at cholinergic zynapses, followed by overstimulation of
muzscarinic {mAChR] and nicotinic (nAChR) acetylcholine receptors.
‘This iz aszociated with zeveral zerious toxic effects, such az respiratory
paralyzis, which can lead to death (Wiener and Hoffman, 2004; Holm-
spedt, 19590,

5o far, the treatment of OPC-poizonings mainly focuszez on reestab-
lishing the function of AChE with oximes and competitive antagonizm at
mAChR (Thiermann et al, 2013). Although oximesz ecan hawe a
remarkable pozitive indirect effect on nAChR function by restoring
AChE functionality in poisoningz with several OPCs, they lack efficacy
with others, e.g., tabun- and soman-inhibited AChE, which results in a
substantial therapeutic gap (Worek et al., 2004). MNowel therapeutic ap-
proaches foruz on ligands that interact directly with nAChR (Sheridan
et al., 2005; Turner et al., 2011). Az such, the bispyridinium compound
MB327, which modulates several nAChR subtypes from different zpe-
cies, haz been reported to reestablish neurcmuscular transmizzion in
vitro (Seeger et al, 2012; Mieszen et al., 2016; Scheffel et al., 2018;
Sichler et al, 2018). Purthermore, it leads to increased protection
againzt soman-poizoning in guinea pigs in combination with hyoscine
and physostigmine (Turner et al, 2011). However, to improve the effi-
cacy of such compounds in a knowledge-driven molecular design
workflow, detailed information of the binding mode iz of utmost
Importance.

5o far, three potential binding sites for bizpyridinium compounds
have been reported in nAChR. Based on blind docking experiments,
Wein et al. suggested two potential binding sites of MB327, one in the
axtracellular domain and one in the upper part of the transmembrane
domain (Wein et al., 2018). Recently, Epatein et al. propozed that bis-
pyridinium compounds can bind in the orthosteric binding pocket and
itz neighboring region between the o and e-zubunits, exerting an
inhibitory effect, and confirmed their in silico findings uzing mutational
studies (Epstein ec al., 2021). Although thiz data explains the inhibitory
effect of bispyridinium compounds, our previous studies indicated that
MB327 probably acts as an allosteric modulator to reestablish muscular
function (Mieszen et al., 2015). Furthermore, the affinities of analogs of
the bizpyridinium compound SAD-128 to the orthosteric binding pocket
do not correlate with the improvement of neuromuscular tranamission,
suggesting that thiz effect iz not mediated via binding to the orthosteric
binding site (Miessen et al, 2011). Additonally, the displacement of the
orthozsteric ligand Jepibatidine by MB327 results in an ICgq = 100
uM, although the affinity of [3I-]:|Epcihalidine to nAChE waz already
increazed at lower concentrationz of MB327 (Mieszen et al, 2013).
Finally, pharmacological effects have been recorded at low pM con-
centrations of MB327 in the presence of carbamoylcholine. In the
absence of carbamoylcholine, no effect has been detected. The latter
fAndings further indicate an allosteric effect (Mieszen et al, 2016).

In this study, we dezcribe a novel potential binding zite for M327 in
nACHhR, termed MB327-PAM-1, which was identified by a combination
of molecular docking experiments, molecular simulations, and rigidity
analyzes. To explore the ligand-receptor dynamics, we performed mo-
lecular dymamicz (MD) zimulationz and identified important in-
teractions of MB327 with the receptor. The interacting amino acids are
highly conserved among different subunitz and different species, which
can explain the promizcuity of MB327 towards several nAChR subtypes
in different zpecies. Furthermore, constraint nerwork analysiz (CMNA)
reveal: that MB327 can allosterically impact both the orthosteric bind-
ing pocket and the transmembrane domain after binding to MB327-
PAM-1. Free ligand diffusion MD simulations imply that MB327 iz also
affine to the orthosteric binding site, which might conmoibute to the
inhibitory effect on nAChR at higher concentrations (Scheffel et al,
2015; Niessen et al., 201Z). Finally, bazed on the newly identified
binding mode of MB327, we predicted structural modifications of
MB327, resulting in the more potent resensitizers PTMO062 and
PTMO0G3.
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2, Materlals and methods
2.1. Homology modeling

The homology model: of nAChR were created using MODELLER,
version 9.19 (Webb and Sali, 2016). For modeling the dezensitized state
of nAChR, we only included receptor structures of nAChRs where the
transmembrane domain iz resolved and that are described to be in a
desenszitized state. All receptors that, to the best of our knowledge, ware
available in the PDB at the point of model generation were included.
Receptors deposited by Unwin et al. (PDB-ID= 2BG9 (Unwin, 2005),
4A0Q5, and 4AQ8 (Unwin and Fujiyo
‘becauze later structurez and experiments showed that, due to low res-
olution, the strocturez were wrongly fitted in the transmembrane
domain (Mnatzakanyan and Janszen, 2013; Morales-Perez et al., 2016).
Furthermore, to neglect a biaz of zimilar protein backbone conforma-
tions from one publication, we only included one structure from each
publication. However, because all of these receptors show a resolution
above 3.5 & and we expect MB327 to bind in the extracellular domain,
we alzo included the crystal structure of the acetylcholine-binding pro-
tein in complex with the partial agonist 4-OH-DMXBA (PDB-ID: 2WN9
(Hibbz et al, 2009)). Concluding, for the human desensitized
muszcle-type nAChR, the PDB structures GPVE (Gharpure et al, 2019,
BEXI (Morales-Perez et al., 2016), 2WN9 (Hibbe et al., 2009), and 6CNE

Walzh et al., 2018) were used az templates.

For the human o7 -nAChR, the PDB structures 6PVE (Gharpure et al.,
2019, 5KXI (Moralez-Perez et al, 2016), 2WN9 (Hibbz et al., 2009,
GCNE (Walsh eral., 2018), and 6URS (Mukherjee et al., 2020) were used
ag templates. While not stated explicitly in that publieation, the cryoEM
structure of the a4p2 nAChR in complex with the partial agonist vare-
nicline (PDB-ID: 6URE (Mukherjee et al, 2020)) showsz a trans-
membrans domain typical for the desensitized state (51 Fig. 1). Thus,
after analyzing the transmembrane pore of thiz receptor, we also
included the receptor in the later created alpha? nAChE models.

For the human inactive muscle-type nAChR, the PDB atructure 6UWE
(Fahman et al | 2020) wazs used as a template. Thiz was, to the best of our
knowledge, the only PDB structure of the inactive nAChR available in
the PDE at the time of model generation. To compare the binding site of
PNU-120596 in the human muscle-type nAChR with of-nAChR, the
structure of the a7-nACHR in complex with PNU-120596 was uzed azs a
template (PDB-ID: 7EKT (Zhao et al., 2021).

The alignments were created uzing BLAST (Altzchul et al., 1990) and
verified uzsing PROMALS3D (Pei et al, 2008). Water molecules and
crystallization artifacts were removed. Amino acids at the N- and
C-termini and in the intracellular loop not resolved in the templates
were not included in the modelz. 50 models were generated for the
human muzcle-type and a7-nAChR, respectively, and the final model
was zelected based on the DOPE potential (Shen and Sali, 2006), Top-
Seore (Mulnaez and Gohlke, 2018), and visnal inspection. The selected
homology models were protonated uzing PROPFEA (Olzzon et al, 2011;
Sondergaard et al, 2011) az implemented in Maestro (Schridinger,
2020) at a pH of 7.4, and the termini were capped with NME and ACE
using Maestro (Schridinger, 2020).

2.2, Docking

For the docking, 3D structures of the ligands were generated using
Maestro (Schridinger, 2020). MB327 was placed in the middle of the
extracellular part of the pore zo that we could generate a docking box
including the extracellular part of the receptor (51 Fig. 52). The ligands
were subsequently docked into the receptor using AutoDock3 (Morris
et al., 1992) in combination with DrugScore®®'® (Diterich et al, 2019) az
the scoring function. During the docking, default parameters were uzed,
with the exception that themarginufﬂlehuxwaxsetm%iandﬂmpid
spacing to 1 A

MB327, PTMO0062, and PTMO0063 were alzo docked into the newly
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identified binding pocket using FRED (OpenEye Scientific Software,
2020) with default parameters. Therefore, conformers of MB327 were
generated using OMEGA (COpenEye Scientific Software, 2020) with
default parameters. The receptor was prepared using MakeReceptor
(OpenEye Scientific Software, 2020) with the highest-ranked posze of
MB327 afrer the initial docking for each pocket, and the ligands were
subeequently docked into the receptor. To avoid a bias of the placement
of MB327 based on the initial dockings, no constraints for protein-ligand
interactions were selectad, rezulting in an independent placement of the
ligand:z in the newly identified pocket. The best poses were zelected
based on their docking zeores and visual inspection. For MD simulations,
micotine was docked to the orthosterie binding pocket using the zame
two-step procedure. For the simulations with MB327 bound to all five
subunits, nicotine was added to nAChR by aligning the PDB structure of
the w3p4-nAChR (PDB ID 6PV7 (Charpure et al., 2019)) to the models
and subsequently minimized in the orthosteric binding site using
SZYBE] (OpenEye Scientific Software, 20200

2.3 Molecular dynamics simulations

The structures were embeadded in 2 membrane consizting of 1-pal-
mitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  (POPG) lipidz and zol-
vated in a rectangular box of OPC water (Izadi et al, 2014) using
Packmol-Memgen (Schott-Verdugo and Gohlke, 2019), with the edge of
the bax atleastlzimyfmmﬂle solute atoms. For the MD simulations
‘with MB327 bound to all five subunits, zodium was placed in the pore by
aligning the zodium ion from the human o3p4-nAChR (PDB ID 6PV7
(Gharpure et al | 2019)). For the free ligand diffuzion MD zimulations,
ten independent simulation systems were generated by placing MB327
at random pozitions within the rectangular box.

The AMBER package of molecular simulation software (Caze et al,,
2005) and the fF195B foree field (Tian et al., 2020) in combination with
the Lipid17 force field (Gould et al., unpublished) was used to perform
MD simulations. Ligand charges were caleulated using Gaussianl6
(Frizch et al. 2016). The "Particle Mezh Ewald" method was used to
conzider long-range interactions; for all bondz involving hydrogens, the
SHAEE algorithm was applied (Darden et al., 1993; Ryckaert et al.,
1977). During the thermalization period, the time step was set to 2 fz
with a direct-space, nonbonded cutoff of 9 A During the prodoction
runz, hydrogen mass repartitioning was used, and the time step was set
to 4 fz with a direct-space, nonbonded curoff of 8 A (Hopkins et al.,
2015).

Initially, a combination of steepest descent and conjugate gradient
minimization waz performed; positional harmonic restraints were
applied to protein and bound ligand atoms and gradually reduced from &
{25 for the simulation with MB327 bound to all subunits) to 0 keal mal~
A=2. Next, the system was heated to 100 K during 50 ps (5 ps for the
simulations of the docked structure) of NVT-MD (constant number of
particlez, volume, and temperarture). Subzequently, 50 pe (115 pe for the
simulations of the docked structure) of NPT-MD (constant number of
particles, pressure, and temperature) were conducted to heat the system
to 300 K. During these steps, harmonic restraints with a force constant of
1 keal mol~! -2 (25 keal mol™* A~2 for the simulations with MB327
bound to all subunits) were applied to receptor and ligand atoms. The
harmonic restraintz were then gradually reduced to 0 keal mol™! A-?
during NPT-MD simulations.

Thereafter, the production runs of 900 ns length for the free ligand
diffuzion MD simulationz (100 ne for the simulations of the docked
structure) were performed. Subsequently, the distances of the ligand to
the receptor were analyzed uszing the notivecontacts mindist function as
implemented in CPPTRAJ (Foe and Cheatham, 2013). Representative
binding poses were created by clustering the frames uzing the k-meanz
clustering algorithm az implemented in CPPPTRAJ (Foe and Cheatham,
2013). The RM5D of the heavy atoms of the protein and the ligands have
been used as a cluster eriterion. The backbone RMED and electron
denzity wvalues of the zyztem during MD simulations were computed
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uzing CPPTRAJ (Foe and Cheatham, 2013). We computed the effective
binding energy of MB327 in each binding pocket uzing the MM-GBSA
method in eombination with the OBG implicit water model, as imple-
mented in AMBER (Casze et al., 2005; Onufriev et al, 2004; Miller et al_,
2012). We calculated the mean over all replicaz x in which MB327 stayz
stable in MB327-PAM-1 and the standard error of the mean (SEM) using
the following equation as done previously (Twizerimana et al., 2020}

1
SEM == EEME

2.4, Constraint network analysis (CNAJ

Frame:s were extracted from the MD simulations of nAChR with
MB327 bound to all five subunits and nicotine bound to both orthosteric
binding sites every 1 ns using CPPTRAJ (Roe and Cheatham, 2013). Te
inwvestigate a potential functional coupling between the ligand binding
sitez as well az with the ransmembrane domain, we performed pertur-
‘bation runs as implemented in CNA (Pfleger et al., 2013a). The pertur-
‘bation approach performs two runs of constraine dilution simulations of
the protein in the prezence and absence of the ligands and, thereby,
calculates a per-residue decomposition AG)eys that indicates the li-
gands’ effect on the structural stability of residue i. We performed three
calculations, one where only MB327 was extracted from the system (=1),
one where only nicotine was extracted (32), and one where both ligands
where extracted (z1,/52) to inwvestigate the rezpective impact of the li-
gands. To investigate the statistical independence of the frames, we
computed the autocorrelation function (ACP(1)) of the first replica for
AGenas (Case et al, 2005). As ACF(r = 0.5 ns) = 0.2 < 1/e, the frames
are statistically independent To predict cooperative effects in the sys-
tem, AGeNA, {5 /o2, 51, a2} Was computed as the sum ower all AGj cna for the
respective state. Then, the cooperative free energy AAGey, was
computed according to Eq. 1 as done previously (Pfleger er al., 2021),

Ad G = AGcwuaa — (AG g +4Goea) [a)]

where positive values indicate a negative cooperativity while negatiwe
values indicate a positive cooperativity.

To analyze the impact of calcium on the system, we removed the
ligand: from nAChR and performed two CMA runs, one where we
manually added additional restraints in the form of covalent bonds be-
‘tween the two glutamates involved in caleium binding in three subunits,
and one without additional restraints. The former mimics the local
rigidifying effect of a bound calcium ion. Then, we calculated the dif-
ference in AGjcna between the CNA analyses for the systems with and
without additional restraintz for each residue i to compute the impact of
caleium on the struetural stability of nAChR.

2.5. Similarity analysis of the binding pocket

For the zimilarity analyziz of the binding pocket, the PDB structure
1UWS (Celie et al., 2004) of the acetylcholine binding protein of Lym-
naea stagnalis was aligned to the human muscle-type nAChR model using
UCSF Chimera (Pettersen et al,, 2004), and amino acids within 5&of
nicotine were compared to the respective region in the §-p-subunit uzing
BLAST (Altzchul et al., 1990).

2.6. Electrostatic analysiz

The electrostatics was analyzed by solving the linear Poisson-Bolts-
man equation as implemented in APBS (Jurrus et al., 2018) uzing the
APBE Pymol Plugin in the prezence of positively (charge +1, ion radiuz
1.8 &) and negatively (charge — 1, ion radiuz 2.0 &) charged counter ions
in a concentration of 0.15 M. The dielectric constant of the solvent and
the protein were zet to 78.0 and 2.0, respectively.
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2.7. Image generation

Images of nAChR. were generated using PyMol (Schrodinger, 2015),
version 2.3.0.

2.8, Analysic of the transmembrane pore redius

The transmembrane pore radiuz of proteinz was analyzed using the
CAVER PyMol Plugin (Pavelka et al., 2016).

2.9. Synthesiz of PTMO062 (2a) and PTMO0G3 (3b)

Microwave reactions were carried out on a Discover 3P microwave
system by CEM GmbH. All chemicals were used az purchased from
commercial sources. Solvents uzed for purification were diztilled before
uze. 'H and '*C NMR spectra were recorded on a Bruker BioSpin Avance
11 HD 400. MestReNova (Version 14.1.0) from Mestrelab Research 5.L.
2019 was uzed for data processing, and for calibration, the solvent zignal
was used. The purity of the test compounds was > 99 %, determined by
‘means of quantitative NMR using TraceCERT® ethyl 4-(dimethylamino)
benzoate from Sigma Aldrich as an internal calibrant (Cushman et al.,
2014; Pauli e al, 2014). High-rezolution mass spectrometry was per-
formed on a Finnigan LTQ FT (ESI). Melting points were determined
with a Biichi 510 melting point instrument and are uncorrected. For IR
spectrozcopy, an FT-IR Spectrometer 1600 from PerkinElmer was uzed.

2.0.1. 4-Amino-1-{3-[4-(tert-butyDpyridin-1-ium-1-ylJpropyl}pyridin-1-
ium ditedide (3a)

A solution of 4-{tert-butyl)— 1-(3-iodopropyl)pyridin-1-ium iodide
(1} (Rappenglick, 2012) (216mg, 0500mmol, 1.0eq.) and
pyridin-4-amine (2a) (51.8 mg, 0.550 mmol, 1.1 eq.) in acetonitrile
(1 mL) was stirred under microwave irradiation (150 W) for 1h at
90 *C. The reaction mixture was concentrated in vacuo and the residue
purified by recrystallization from ErDAc/EtOH (2:3) yielding 3a
(215 mg, 82 %) as yellow solid. mp.: 205 *C; IR (KBr): v"= 3184, 1652,
1194, 839 cm™; '"H NMR (400 MHz, CD30D): 6 = 1.45 (s, @ H, C{CHz)s),
258270 (m, 2H, NCHxCH;), 438 (t J = 77Hz, 2H,
CHyNCHCHCNHz), 4.75 (t, J = 7.8 Hz, 2 H, CH;NCHGHCC(CHz)a),
6.82-6.90 (m, 2H, GHCNHs), 8.12-820 (m, 2H, CHCC(CHsls),
8.158-8.26 (m, 2 H, CHCHCNH3), 8.93-9.00 (m, 2 H, CHCHCC(CH3zls);
3¢ NMR (101 MHz, CD30D): = 30.22 [G(CHg)s], 33.11 (NCHyGHz),
37.66 (C[CHs)s), 55.54 (CH,NCHCHCNHj), 58.55 [CHaNCHCHCC
(CHs)s]. 111.04 (CHCNHz), 126.87 [CHCG{CHsls]. 144.08
(CHCHCNHz), 145.39 [CHCHCC(CH3)s], 160.91 (CNHz), 173.18 [CC
(CH3)s]; HRMS-ESI m/z [M-1-]* caled for Cy7HagNsl: 3951003, found:
398.1082.

2.9.2 4-{tert-Butyl)— 1-[3-(4-(methylamino)pyridin-1-ium-1-yIjpropyl}
pyridin-1-ium diiodide (3b)

Syntheziz according to the procedure deseribed above for the prep-
aration of 3a from 4-{tert-butyl}—1-{3-iocdopropyl)pyridin-1-ium iodide
(1) (Rappengliick, 2018) (216 mg, 0.500 mmol, 1.0 eq.) and N-meth-
vilpyridin-4-amine (2b) (56.8 mg, 0.525 mmaol, 1.05 eq.). Recrystalliza-
tion from EtOAc/EtOH (2:1). 3b (210 mg, 78 %). Yellow zolid. mp.:
180°C; IR (KBrl: v“= 3013, 1654, 1194, 843 em'; 'H NMR. (400 MHz,
CD3OD): 6 = 1.45 [s, 9 H, C(CHa)s], 2.60-2.72 (m, 2 H, NCH2CHz), 2.99
(s, 3 H, NCH3), 4.41 (t, J = 7.7 Hz, 2 H, CH;NCHCHCNHCHz), 4.78 [t,J
=7.8Hz, 2H, CH;NCHCHCC(CHs)3)], 6.84-6.94 (m, 2H,
CHCNHCH3), 8.13-8.22 [m, 3H, CHCHCNHCHs, GHCG(CHslsl,
833-8.40 (m, 1 H, CHCHCNHCH3), 8.96-9.03 [m, 2 H, CHCHCC
(CH3)s]; 'C NMR (101 MHz, CD4OD): 6= 26.80 (NCHj), 30.23 [C
(CH3#)s], 3319 (NCH2CHz), 37.65 [C(CH31)s], 55.39
(CH;NCHCHCNHCH3), 58.50 [CHNCHCHCCICHz)s], 106.66
(CHCNHCHz), 112.03 (CHCNHCHs), 126.87 [CHCC(CHas)s], 142.39
(CHCHCNHCH3), 144.92 (CHCHCNHCHs), 145.40 [CHCHCGICHs)s],
159.57 (CNHGH3), 173.09 [CG(CHx)3]; HRMS-ESIm/z [M-1-1* caled for
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CygHayNal: 412.1250, found: 412.1230.

2.10. Rat digphragm myography

All procedures using animals followed animal care regulations and
were approved by the responzible ethies committee. Preparation of rat
diaphragm hemispheres and experimental protocol of myography was
performed az dezcribed before with slight modifications (Seeger et al.,
2012, 2007). In zhort, for all proceduresz (including wash-out steps,
preparation of soman and bispyridinium compound solutions) aerated
Tyrode solution (125 mM NaCl, 24 mM NaHCO4, 5.4 mM KCI, 1 mM
MgClz, 1.8 mM CaCly, 10 mM glucoze, 95 B O, 5 % CO2; pH 7.4; 25
+ 0.5°C) waz uzed. After the recording of control muscle force, the
muscle preparations were incubated in the Tyrode zolution, containing
3 pM soman. Following a 20 min wash-out period, the test compounds
PTMOO62 or PTMO063 were added in ascending concentrations (1 pM,
10 pM, 100 pM, 300 pM). The incubation time was 20 min for each
concentration. The electric field stimulation waz performed with 10 ps
pulze width and 0.2 A amplitudes. The titanic trainz of 20 Hz, 50 Hz,
100 Hz were applied for 1 z and in 10 min intervals. Muzele force was
caleulated as a time-force integral (area under the curve, AUC) and
constrained to values obtained for maximal force generation (muscle
force in the prezence of Tyrode solution without any additives; 100 %),

3. Resultz
3.1. Identifying a new potential binding zite vin blind docking

To identify a possible binding site of MB327 without bias towards
any previously known binding site, we have used blind docking exper-
iments. Here, binding to the complete extracellular domain and half of
the tranzmembrane domain of the human adult muscle-type and the a7 -
nAChR was allowed (8] Fig. 22}, as the permanently charged MB327
likely does not croze the plasma membrane in a notable quantity and,
thus, likely does not interact with the intracellular parts of the receptor.
Using AutoDock (Morriz et al., 1998) and DrugSeore®™® (Dittrich et al |
20193, we docked MB327 100 times to each subtype. Thiz allows us to
judge whether MB327 prefers the orthosteric binding site or alternative
ones. The largest cluster, which was also the cluster with the best-ranked
docking pose, placed MB327 in both receptors in a newly identified
binding pocket, MBE327-PAM-1, which iz located in between two adja-
cent zubunitz at the tranzition from the extracellular to the trans-
membrane demain (Fig. 1, Fig. 2A, 8I Table 51, 8I Table 52). 8ince the
o7 -nACHR iz a homopentamer, there are five potential, identical binding
zitez for MB327. The human muscle type nAChR iz a heteropentamer
containing 2 oy, 1 B3, 1 & and 1 e subunit. In & out of the 10 highest
ranked elusters, MB327 bindz to MB327-PAM-1 but in different subunits
(81 Table 51) suggesting that MB327 can bind in the newly identified
binding pocket between different subunits. By contrast, MBE327 binds to
the orthosteric binding zite in the 28th and 34th highest ranked cluster
only (81 Table 51). In comparison, in 58 out of 100 docking runs,
including 30 poses in the highest ranked cluster, the orthosteric agonist
acetylcholine was placed in the orthosteric binding pocket, confirming
the quality of our predictions (51 Table 530

32 MD simulotions strengthen the suggestion of the new binding site

To conzider receptor plasticity and azzess the stability of the binding
‘poze in the receptor, we performed 32 timez 100 n: long MD simulations
starting from the docked structure of MB327 in all five subunits of the
human musecle-type nAChR embedded in an explicit bilayer membrane
(51 Fig. 53). The initial blind docking procedure failed to place MB327
between the f- and a-zubunit in the best 100 docked pozez, however.
5till, we expect that MB327 can bind in between all five subunits of the
receptor because of the high sequence similarity of amino acids avail-
able for electrostatic interactions (Table 1). Hence, to enable simulations
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Fig. 1. Location of MB327-PAM-1 in the human adult muscle-type nAChR. (A)
MB327 with restrained electrostatic potential (RESP) partial charges (Frisch
etal, 2014; Bayly =t al., 1993) of the nitrogen and carbons in the aromatic ring.
nAChR iz viewed from (B) the exacellular space and (D) the side. MB327 in
digplayed in orange spheres The orange box indicates the location of the newly
identified allosteric binding site MB327-PAM-1. The orthosteric binding pocket
iz marked with a black box. The E in indicated with red Uular
border} and blue (intracellular border) spheres. The membrane position was
extracted from the a7-nAChR in a desensitized state (PDB ID FEOQ (Nowviello
20217) from the Orientations of Protzinz in Membranes (OPM) databaze
(Lomizz et al., 2012)

‘with MB327 bound to all five subunits, we docked MB327 into MB327-
PAM-1 between each subunit using FRED (OpenEve Scientific Software,
20207 (51 Fig. 54). Throughout the MD zimulations, the receptor and the
‘membrane remained structurally virtually invariant (81 Figz. 55, 56). Te
evaluate whether MB327 stays bound during the 100 ns long MD zim-
ulations, we evaluated the minimal diztance of MB327 to the highly
conzerved izoleucine of f1 (161,), located centrally in each respective
subumnit (Fig. 2A, SIFig. 57). Since the largest distance among the docked
structures in all five subunits of thiz isoleucine to MB327 iz 4.2 A (31
Table 54), we considered an unbinding of MB327 at distances above 5 A
In 122 of 160 cases (32 replicas * 5 possible binding sites), MB327 stays
bound in MB327-PAM-1. The unbinding events were mainly observed in
between the p- and a-subunit (in 19732 replicaz) and in between the o
and e-subunit (in 16,°32 replicas), while we observed a rare unbinding in
between the & and f-subunit (in 3/32 replicaz) and no unbinding in
between the o and &- az well az the e- and o-subunit. Thiz iz in line with
effective binding energy computations of MB327 in each subunit,
revealing that MB327 bind: most stably in between the o- and &
(—23.01 £ 0.04keal mol™!) and & and wsubunit  (—24.43
+ 0.05 keal mol™") and shows decreased free binding energies in be-
tween the & and P-subumit (—19.2+ 0.05 keal mol™'), the o and
e-zubunit (—18.99 £0.07), and the p- and o-subunit (—14.30
+ 0.08 keal mol ).

We next analyzed striking interactions with the receptor in the three
binding pocketz where MB327 remained predominantly bound. To do
50, we computed the minimal distance of acidic side chainz of the re-
ceptor to the partially positively charged atoms in MB327 when MB327
was bound. Berauze the nitrogen iz part of an aromatic ring, its positive
charge can be delocalized among the ring members. In fact, restrained
electrostatic potential (RESP) partial charges (Frizch et al., 20146; Bayly
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et al., 1993) revealed that the pozitive charge iz mainly located on the
nitregen and the carbon atom in para position (Fig. | A). Thusz, we
analyzed the minimal distance of these two atoms in each ring to the
oxygen atoms of acidic side chainz located in the binding pocket in each
subunit where MB327 atays stable during the simulations (Fig. 2B, C, DL
In between the o- and f-zubunit, MB327 mainly sthows interactions with
E210f located in loop F (Fig. 2B). This amino acid is highly conserved
amonyg different subunitz of the heteropentamer. However, in between
the & and p-subunit, thiz residue iz mutated to glutamine (Table 1).
There, MB327 shows almost no interactions with the zide chain oxygen
of thiz residue (81 Fig. 55C). Howewver, in this subunit, MB327 forms
good interactions with E71 located in the pl-p2-loop (Fig. ZC). In be-
tween the e- and c-zubunit, glutamates are prezent at both pozitions
(E220, and E68; Fig. 2A). Howewer, MB327 chows preferred in-
teractions with E68; located in the pl-p2-loop (Fig. 2D, 81 Fig. 52D

These resultz suggest the two acidic glutamates az major interaction
partmerz for MB327. Both acidic amino acids are highly conserved
among similar binding pockets in different subunits and different zpecies
(Table 1) In each subunit, at least one of the two acidic amino acids iz
prezent to stabilize MB327 in the binding pocket, strengthening the
assumption that MB327 can bind in all subunits. Thiz is in line with
reports that MB327 can bind to nAChR of different species, e.g.,
T. califormica, and to nAChR: containing different subunits, e.g., human
o7-nAChR (Turner et al., 2011; Seeger et al., 2012; Niezzen et al., 2016;
Scheffel et al., 2013; Sichler et al , 2018). However, in our MD simula-
tions, MB327 did not stay stable in the propozed binding pocket in two
out of five subunitz. There, MB327 might not have been placed correctly
during the initial docking. In fact, in the two binding sitez where MB327
unbound faster, the partially positively charged atoms of MB327 were
maore IJmnSJLawajrfmmﬂlecuhuxyluxygEm of the deseribed amino
acids, whereas in the other subunitz, the diztance to at leazt one oxygen
iz 4.5 A or lesz (51 Table 54). Unsurprizingly, the effective binding en-
ergy iz worst in between the p- and a-subunit where the ligand was
placed farthest from the two glutamates in the binding site (81 Table 24).
This further streszes the importance of these two amino acids. Thus,
mutating one of theze amino acids should lead to a significant decrease
in binding affinity.

3.3. Allosteric impacts originating from the newly proposed binding pocker

To probe if the newly identified binding pocket MB327-PAM-1
couple: functionally with other parts of nAChR, we applied a model of
dynamic allostery introdueed by us (Pfleger et al, 20133, 2021) that
describes allosteric effectz due to ligand binding in terms of a free energy
meazure AG; ey, computed from changes in biomolecular staticz via
CMNA. To generate conformational ensembles for the analyzes, we uzed
the 32 times 100 ns long MD simulations with MB327 bound to all five
subunitz and nicotine bound to both orthosteric binding sitez of the
human muzcle-type nAChR. Howewer, due to the instability of MB327 in
two subunits, we only considered the three subunits where MB327
remained stable in MB327-PAM-1. In 29 simulations, all three MB327
molecules were atill bound after 100 ns; these replica were uzed to
analyze the allosteric effect of MB327 binding on nAChR. For the
perturbation run in CNA, all three MB327 molecules were removed to
investigate the allosteric impact due to the ligand. Furthermore, to study
the cooperative behavior of both ligands, two additional perturbation
runz were performed: first, both nicotine molecules were removed;
zecond, all ztably bound ligands (three MB327 ligand: and two nicotine
molecules) were removed (8] Fig. 59).

CMA reveals that MB327 binding structurally stabilizes the extra-
cellular domain, ineluding amino acids in the orthosteric binding pocket
(Fig. 34, S1 Fig. 510.). Interestingly, MB327 shows the largest impact in
the orthosteric binding zite on W169, the only residue forming a
hydrogen bond to the orthosteric ligand nicotine in the PDB strocture of
the human e3f4-nAChR (PDB-ID 6PVT) (Gharpure et al., 2019). MB327
‘tranzmits itz allosteric information to the extracellular domain via both
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Fig: 2. Interactions of MB327 with nAChR in MB327-PAM-1. [A) Proposed binding mode of MB327 in MB327-PAM-1 between the £- and a-subunits. The color of
amino acida E220; and B68, relates to the figures in panels B-D. Minimum distance of the nitrogens and carbon atoms located in 4-position of MB327 to the carboxyl
oxygena of (B) E210; of loop F in the @-G-subunit (located at the same poaition as EX20,, 81 Fig. 54 B), (G) E71 of the f1-p2-loop in the §-f-oubunit {located at the
same position as B68e, 51 Fig. £4 C), and (D) E68c of the f1-P2-loop in the @-2-subunie.

Table 1

Eequence similarity of nAChR subunits in various species at specific poditions in the MB327-PAMI binding pockets.”.

Human muscle type a7 Torpedo marmorata Rat
a B & £ a7 o B 5 ¥ a B & £
Q E E E68 Q Q E E E Q E E E
E220 aQ E E E E (o] E E E Q E E
161 [ | 1 M | L | | | [ | |

* Aming acida shown in Fig. 24 are represented with green shadings. Amino acids with deviating properties in other subunits are shown in jealics.

adjacent subunits through the extracellular p-sheets (Fig. 3B). p-sheats
have been demonstrated to be senzitive to changes in structural stability
(Whiteley, 2005), and transition pathways along f-sheetz have been
reported previously (Pfleger et al., 2021, 2017). Especially, the stability
of the three f-strandz pl, f2, and p6 are affected by MB327 binding. 1
and the p1-p2-loop are both part of MB327-PAM-1. W78 in p2 is part of
the highly conzerved aromatic rezidues in which nicotine iz enveloped
according to the cryo-EM structure of the human a3p4-nAChR (FDE ID
G6PVT (Gharpure et al, Z019)). Additionally, via these three p-sheets,
MB327 also impacts fi7, f9, and p10. The loops of these three p-sheets
form the orthozteric binding zite. Because MB327 impact: both adjacent
subunitz, a binding of MB327 to each of the five poszible binding pockers
likely affects the binding of the orthosteric ligand zince each binding site
for MB327 featuresz at least one subunit to which the orthosterie ligand
binds. Thiz qualitative obzervation suggests that MB327 addition can
modulate cholinergic signalz. Hence, we gquantified cooperative effects
between MB327 and nicotine binding according to Eq. 1 (Pfleger et al.,
2021). Our resuliz reveal a positive cooperative effect (AAGeysn =
—397 4+ 071 kealmol™"), in line with experimental fAndings that

addition of MB327 leads to an enhancement of the cholinergic effect
(Wiezsen et al., 2016). Therefore, binding of MB327 in MB327-PAM-1 iz
suggested to enhance cholinergic signals by increasing orthosteric
ligand affinity.

Motably, a recently publizhed PDB structure of the a7-nAChR (PDB
ID THOX) shows ecaleium ions bound in the MB327-PAM-1 pocker
(MWoviello et al., 2021). Calcium binds in between E44 and E172. E172 iz
located in loop F, at the same position az E220, (51 Fiz. S11). A high
concentration of caleium ions increases the cholinergic response in
o7 -nAChR, and our previows results suggest that the presence of divalent
cations enhances the affinity of agonists in Torpedo nAChRs (Miezzen
et al, 20013; Galzi et al., 19956). Hence, we probed the effect of caleium
binding in MBE327-PAM-1 on the structural stability of the orthosteric
site with CMA. To mimic the presence of the caleium ion which bridges
‘two glutamates, we placed a constraint between the two carboxyl groups
of E44 and E172. Similar to MB327, calcium leads to allozteric effectz on
the erthosteric binding site transmitted via the extracellular p-strands
(81 Fig. 512). These findings strengthen the suggestion that positive
allosteric modulation of the orthosteric ligand binding can originate
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Distance along pore axis |4

o

Fig. 5. Allosteric effect of MB327 (orange) on nAChR. Effect on the extracellular domain of (A) the three stable MB327 molecules and (B) MB327 located between
the alpha- and gzubunit The receptor io colored accarding o the stabilizing impact of MB327 on the respective amino acid (bluish color); darker colors indicace 2
higher impact. The pathway of the alloateric atabilization of the orthosteric binding pocket i indicated by red asrows. Nicotine (purple) ia shown in the arthosteric
Tinding packet W169, and W78y are dhwn in green. (G) Alloctesic offects of MESZZ on the tramanrmirrane domain of the hunan mmade type aACAE. For caritiy,
only three subunits are shown. Amino acids at position — 1" are shown in green. (D) Pore radii of the desensitized (yellow) and inactive (purple) nAChR. The
desengitization gate at position — 1 and the inactive gates st positions 9 and 16 are projectad on the structure by red barz. The distance along the pore axia has been

oet to 0 A at position .

from binding to MB327-PAM-1.

MB327 binding to MB327-PAM-1 alzo modulates the structural sta-
bility of the transmembrane region, incloding the amino arids at poai-
tion — 1’ in helices 2 (Fig. 3C, D). X-ray and cryo-EM structures of
nAChR: reveal that thiz pozition acts as a desenzitization gate (Moral-
es-Perez et al, 2016; Gharpure et al , 2019; Walsh et al, 2018; Noviello
et al, 2021). The effects on the position — 1 (AGpsssacna = 0.075
+ 0.005 keal mol ™, AGeomes,cin = 0.076 = 0.004 keal mol ™', AGga71c,
ena = 0.041 £ 0.003 keal mol ™) are zignificant. The effect on W16,
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located at a central pozition in the orthosteric binding pocket, iz even
larger (AGwieea.chi = 0.224 £ 0.017 keal m.n]'ll, which may be due to
helices being more stable, and, hence, lezs receptive to stability changes,
in general (Whiteley, 2005). Furthermore, we used the rigidity index to
compute AGey,; thiz index waz described to show minor effects on he-
lices (Pileger et al., 2013k). Owverall, the impact on the N-terminal region
of helices 2 suggests a mechanizm for how MB327 binding reestablishes
the muszecle function after desenzitization, a second effect exerted by
MB327 on nAChR (Seeger et al, 2012).
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3.4. MB327 shows affinity to the orthosteric binding site

Previous results indicate that related bizpyridinium compounds
ransmit their inhibitory effect on nAChR wvia the orthosteric binding site
(Epstein et al., 2021). An inhibitory effect of MB327 haz been reported at
concentrations abowve 70 uM (Scheffel et al, 2018). To further investi-
gate a possible binding of MB327 to the orthosteric binding site, we
performed ten additional replicas of 900 nz long unbiased free ligand
diffuzion MD simulations with one MB327 molecule (0.57 mM) placed
at a random pozition within the simulation box around the human
muzcle-type nAChR. The inhibitory effect of bizpyridinium compounds
was degeribed to occur via the orthosteric binding zite between the o-
and e-gubunits (Epstein et al, 2021). Thus, in order to obzerve a po-
tential binding to this binding site, the orthosteric ligand nicotine was
only placed in the orthosteric binding site between the o- and &-subunits.

Fig. 4. Affinity of MB327 to the orthosteric binding site of nAChR. (A) R

Towdrology Letters 373 (2023) 160-171

In three out of ten replicaz, MB327 entered the orthosteric binding
pocket. In two replicaz, MB327 stayed within the binding pocket until
the end of the simulation (after itz entrance at 54 and 760 ns). In both
replicas, MB327 can interact with Y131, after binding (Fig. 44, B),
which iz important for the stabilization of bispyridinium compounds
(Epstein et al., 2021). In the third replica, ME327 bound to the binding
pocket after 211 ns and left it after additional 130 ns. Howewver, in this
replica, MB327 showed a slightly different binding mode not interacting
with Y131, (51 Fig. 513).

We alzo analyzed the electrostatics surrounding the orthosteric
binding pocket by solving the linear Poizson-Boltzmann equation for the
human muscle-type nAChR. Since the minimum distance of W169,, a
central amino acid in the orthosteric binding site, to the membrane iz
2’?!., the membrane waz neglecred in caleulating the elsctrostaric
properties around the orthosteric binding site. A strong electric fAeld
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of MB327

) bound to the orthosteric binding pocket and its

adjacent region in between the 0~ and £-subunit where no nicotine molecule was present during free ligand diffusion MD simulations. (B) Minimum distance of the
heavy atoms of the aromatic ring of ¥131; 21 shown in {A) to the heavy atoms of the aromatic systema of MB327 while MB327 iz bound. Electrastatica surrounding

the orthosteric binding pocket between the @- (green) and e- (salmon) subunits shown as (C) electric flux lines and (D) i :
ic binding pocket is marked with a black box. Notably, a strong elecixic field (red field lines)
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compounds such as MB327 surrounds the pocket entrance and leads towards the orthosteric binding pocket of the human nAChR.
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