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aus nativen mikrosomalen Zellmembranfragmenten von
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Zusammenfassung

Summary

Trotz ihrer weltweiten Achtung sind chemische Waffen
auch heute noch eine aktuelle Bedrohung. Die direkte
Folge einer Nervenkampfstoffintoxikation ist eine cho-
linerge Krise, die unbehandelt zum Tod fihrt. Bei der
Anwendung der Standardtherapeutika (Obidoxim, At-
ropin) gibt es immer noch therapeutische Liicken. Eine
neue maogliche Therapieoption sind Wirkstoffe, welche
direkt am nikotinischen Acetylcholinrezeptor (nAChR)
interagieren. Hierdurch kann dessen Dysfunktion be-
seitigt und die Funktion der Atemmuskulatur wiederher-
gestellt werden.

Fir ein effektives Screening von Wirkstoffkandidaten
werden in vitro-Experimente, wie beispielsweise Bilay-
er-basierte Elektrophysiologie mit hochreinen nAChR
in biomimetischen Membranen, bendétigt. In diesem
Projekt wurde eine Methode entwickelt, hochreine
nAChR mittels Affinitatsaufreinigung aus nativen Mem-
branfragmenten zu gewinnen.

Nach einer vorangeschalteten Aufarbeitung des nativen
Gewebes wurde fur die weitere Anreicherung nAChR-
haltiger Membranfragmente eine Affinitdtschromato-
graphie entwickelt. Als stationare Phase diente der
nAChR-Antagonist a-Bungarotoxin (a-Bgtx), der auf
SilicaBond® Carboxylic Acid-Beads immobilisiert wur-
de. Die Charakterisierung der aufgereinigten, NnAChR-
haltigen Membranfragmente erfolgte mittels Gelelek-
trophorese (SDS-Page).

Es konnte gezeigt werden, dass die Solubilisierung der
Membranproteine der entscheidende Schritt zur Auf-
reinigung des Rezeptors ist. Die Methodik ermdglicht
die Gewinnung von nAChR fir Einzelkanalmessungen,
die besonders reines Material erfordern. Diese kénnen
parallel zu den bisher etablierten Affinitats- und Funk-
tionalitatsassays eingesetzt werden. Somit kann das
Screening hinsichtlich der nAChR-Aktivitat weiter aus-
gebaut werden und entscheidend zur Suche neuartiger
Wirkstoffe fiir die Behandlung von Nervenkampfstoffen
beitragen.

Schliisselworter: Rezeptor, Affinitatschromatografie,
Solubilisierung, Detergenz, in vitro
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Despite their worldwide ban, chemical warfare agents
still pose a threat today. The direct consequence of
nerve agent intoxication is a cholinergic crisis, leading
to death if left untreated. There are still therapeutic gaps
with the standard therapeutic regime (obidoxime, atro-
pine). A possible therapeutic option are agents which
directly interact with the nicotinic acetylcholine receptor
(nAChR). This could eliminate its dysfunction and re-
store the activity of the respiratory muscles. Effective
screening of drug candidates requires in vitro experi-
ments, such as bilayer-based electrophysiology with
highly purified nAChR in biomimetic membranes. In this
project, a method was developed to obtain high purity
nAChR from native membrane fragments by affinity
purification.

After upstream processing of the native tissue, affinity
chromatography was developed to enrich nAChR-con-
taining membrane fragments further. The nAChR an-
tagonist a-bungarotoxin (a-Bgtx) immobilized on Silica-
Bond® Carboxylic Acid beads served as the stationary
phase. Characterization of purified nAChR-containing
membrane fragments was performed by gel electropho-
resis (SDS-Page).

Solubilization of the membrane proteins is the crucial
step for purifying the receptor. The methodology allows
the recovery of nAChR for previously inaccessible sin-
gle-channel measurements. These can be used in par-
allel with various affinity and functionality assays. Thus,
screening for NAChR activity can be further extended
and contribute crucially to the search for drugs to treat
nerve agent poisoning.

Keywords: receptor; affinity chromatography; solubili-
zation; detergent; in vitro

Einleitung

Am 29. April 1997 trat das ,Ubereinkommen Uber das
Verbot der Entwicklung, Herstellung, Lagerung und des
Einsatzes chemischer Waffen und ber die Vernichtung
solcher Waffen (CWU)“ in Kraft [2]. In der Folge wurden
ca. 99 % der globalen Bestdnde an chemischen Waffen
vernichtet [3]. Dennoch konnte deren Einsatz im Rahmen
von Anschlagen, beispielsweise bei Sergei W. und Julia




MEDIZINISCHER C-SCHUTZ

() Acetylcholin

nAChR

Abb. 1: Konformation des nAChR
in Abhangigkeit von Acetylcholin:
Die Bindung von zwei Einheiten
Acetylcholin an den orthosteri-

ruhend

SR schen Bindungsstellen katalysiert

Skripal im Marz 2018 oder Aleksej Nawalny im August
2020, nachgewiesen werden [12, 13]. Zahlreiche phos-
phororganische Verbindungen, wie etwa die hierbei ein-
gesetzten Nervenkampfstoffe aus der Novichok-Gruppe,
werden den chemischen Waffen zugeordnet. Nerven-
kampfstoffe hemmen die Acetylcholinesterase (AChE)
im synaptischen Spalt [20]. Die Akkumulation des endo-
genen Agonisten Acetylcholin im synaptischen Spalt fihrt
zur Desensitisierung und damit zur Dysfunktion von ni-
kotinischen Acetylcholinrezeptoren (nAChR). Die durch
Nervenkampfstoffe vermittelte cholinerge Krise kann
unbehandelt zum Tod durch Atemversagen fihren (Ab-
bildung 1) [9, 20].

Die etablierte Antidottherapie (z. B. Obidoxim, Pralidoxim)
soll die Reaktivierung der AChE bewirken. Limitierend
sind jedoch postinhibitorische Veranderungen am AChE-
Nervenkampfstoff-Komplex, sodass die Wirkung der Oxi-
me beeintrachtigt wird. Zudem sind einige Enzym-Kampf-
stoff-Komplexe einer Reaktivierung durch Oxime aufgrund
chemischer Gegebenheiten nicht zuganglich [19]. Auf-
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gedffnet die Offnung des nAChR. Die De-

sensitisierung kann nach einem
Ubergangszustand (schnell
reaktivierbar) in einen nicht re-
aktivierbaren Zustand uberfihrt
werden. (Eigene Darstellung,
abgeleitet aus [1])

Desensitisiert - schnelle Reaktivierung
geschlossen

Desensitisiert - langsame Reaktivierung
geschlossen

grund dieser Limitierung der etablierten Therapeutika,
insbesondere bei Vergiftungen mit Soman, Tabun oder
auch Novichok-Derivaten, bedarf es neuer Ansatzpunkte
[10, 20]. Eine hochinteressante Therapieoption sind phar-
makologisch aktive Substanzen, die direkt am nAChR
interagieren und dessen Dysfunktion beseitigen [10].
Nikotinische Acetylcholinrezeptoren sind ligandenge-
steuerte, hochkomplexe lonenkanéle aus flinf Unterein-
heiten (UE). Die UE werden mit den griechischen Buch-
staben a, B, y, & und € benannt (Abbildung 2) [10].
Beruhend auf dem Expressionsort erfolgt die Einteilung
in den Muskel- bzw. den Neuronalen-Subtyp [5]. Mangels
Verflgbarkeit des humanen nAChR-Subtyps (2a1316¢)
wurde fiir die vorliegende Arbeit der nAChR-Muskelsub-
typ 2apBdy aus dem elektrischen Organ (Elektroplax) des
kalifornischen Zitterrochens (Tetronarce californica) ge-
wonnen. Dieser ist aufgrund genetisch hochkonservierter
Areale dem humanen Rezeptor sehr dhnlich.

Neben der Affinitat potenziell pharmakologisch aktiver
Substanzen ist auch deren Funktion an der Zielstruktur

Abb. 2: Struktur des Muskeltyp-
nAChR in Tetronarce californica,
Seitansicht und Draufsicht auf
die 3D-Struktur des pentameren
nAChR (Auflésung 2,7 A):

Die extrazellulare (ED) und

die intrazellulare Doméane (ID)
wurden in der Seitansicht hervor-
gehoben. Die Transmembran-
domane (TD) vermittelt Uber
hydrophobe Wechselwirkungen
die Bindung in der Zellmembran.
(Eigene Darstellung, abgeleitet
aus RCSB PDB ID: 7SMR,
102210/pdb7smr/pdb [14]).
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von entscheidender Bedeutung. Zum Screening dieser
potenziellen Wirkstoffkandidaten werden elektrophysio-
logische Versuche mit hochreinen nAChR in kiinstlich
erzeugten Lipidmembranen dringend benétigt. Vorver-
suche haben gezeigt, dass sich zu wenig aufgereinigte
Membranpraparationen nur unzureichend in biomimeti-
schen Membranen stabilisieren lassen. Hieraus leitet
sich die Notwendigkeit der Gewinnung von hochreinen
nAChR ab. In dem vorliegenden Projekt wurde eine Me-
thode zur Aufreinigung von nAChR aus mikrosomalen
Membranfragmenten mittels Affinitatsaufreinigung an
immobilisiertem a-Bungarotoxin erarbeitet. Als Grund-
lage wurde hierbei die Methode von Gotti et al. verwen-
det [4].

Methode

Gewinnung und Anreicherung von Zellmembranfrag-
menten

Mikrosomale Zellmembranfragmente, welche reich an
nativem nAChR-Muskelsubtyp 2a131dy sind, werden
gemal Springer et al. hergestellt [18]. Der Proteingehalt
der Suspension wird mit dem Bicinchoninsaure (BCA)-
Assay bestimmt [17]. Zunachst werden die Zellmem-
branfragmente mittels Sucrose-Dichtegradientenzen-
trifugation weiter angereichert. Hierzu werden 2ml
homogenisierte Plasmamembransuspension zu einer
70 %-igen (w/w) Saccharoselésung (70 % Saccharose in
10mM Phosphatgepufferter Salzlésung (PBS = 10mM
NaH,PO4/Na,HPO,, 120mM NaCl, 5mM KCI, pH 7,4))
hinzugefugt. Die endgiiltige Saccharosekonzentration
betragt 51% (w/w). Diese 51 %-ige Phase wird unter
einen diskontinuierlichen Saccharosegradienten (7,0ml
45% (w/w), 7,0ml 9% (w/w)) in einem 39,4 ml-Polycar-
bonatréhrchen geschichtet. Die Zentrifugation erfolgt mit
einem Beckman SE 41 Ti-Ausschwingrotor (3h, 1000009,
4°C). Vorversuche hatten gezeigt, dass eine optimale
Belegung des Dichtegradienten mit 2ml der Proteinsus-
pension erreicht wird. Die entsprechenden Fraktionen
werden gesammelt, resuspendiert und zentrifugiert
(30min, 1000009, 4°C). Der Uberstand wird verworfen
und das Pellet in einem Verhaltnis von 1:2 Volumenteilen
in 10mM PBS resuspendiert. Mittels BCA-Assay wird der
Proteingehalt der angereicherten Suspension erneut be-
stimmt.

Solubilisierung

Unter Solubilisierung wird die Erhdhung der Ldslichkeit
eines Stoffes in der umgebenden Phase durch einen
Lésungsvermittler beschrieben. In diesem Fall wird Na-
triumcholat, ein anionisches Detergenz, zum Heraus-
I6sen der in der Biomembran verankerten Transmem-
branproteine, z. B. nAChR, genutzt. Hierzu werden 1,5ml
resuspendiertes Membranpellet in 18,5ml Solubili-
sierungspuffer (2% Natriumcholat, 5mg/ml L-a-
Phosphatidylcholin (L-a-PC), 10mM PBS, pH 7,4) auf-
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genommen. Das Réhrchen wird zum Schutz vor
Oxidation des nativen Lipidgemisches mit Stickstoff be-
gast und am Thermoschuttler (Eppendorf, Hamburg)
inkubiert (30min, 300 U/min, 4°C). Das solubilisierte
Material wird zur Abtrennung von unléslichen Bestand-
teilen erneut zentrifugiert (30 min, 100000g, 4 °C). Der
Uberstand wird abgenommen und bis zur Auftragung auf
die Affinitatschromatografiesaule bei 4 °C gelagert.

Affinitatsaufreinigung

Als stationdre Phase werden 2mg des nAChR-Antago-
nisten a-Bungarotoxin (a-Bgtx, Kp~10=2- 10-""M [11])
mittels N-Hydroxysuccinimid-Esterkopplung auf 4,00g
SilicaBond® Carboxylic Acid-Beads immobilisiert. Nach
der Kopplung werden die Beads mit dem Uberstand aus
der Solubilisierung inkubiert (1h, 300 U/min, 20 °C). Die
vorinkubierte stationare Phase wird mit 10mM PBS in
die Saule (HiScale™ 16/20, Cytiva, Freiburg) einge-
schlammt. Zellulare Verunreinigungen und weitere solu-
bilisierte Transmembranproteine werden mittels Solubi-
lisierungspuffer Uber 260 min unter sukzessiver
Steigerung der Flussrate (0,1-2,5ml/min) von der Sau-
le gespult. Zur Detektion proteinhaltiger Banden wird die
Absorption kontinuierlich bei 280 nm gemessen. Nach
Absenkung des Hintergrundrauschens auf Ausgangsni-
veau erfolgt die Eluation. Diese erfolgt mittels Eluations-
puffer (100 mM Carbamoylcholinchlorid, 10mM PBS, pH
7,4) und Inkubation auf der Saule (30min). Der Agonist
Carbamoylcholinchlorid wird aufgrund der vergleichswei-
sen niedrigeren Affinitat in hoher Konzentration zuge-
setzt, um eine ausreichende Dissoziation des nAChR
vom a-Bgtx zu ermdéglichen. Das Eluat wird in einen
Spectra-Por® Float-A-Lyzer® G2 MWCO 20 kDa (Merck,
Darmstadt) weiter verarbeitet. Das Carbamoylcholinchlo-
rid wird durch anschlieRende Ubernacht-Dialyse bei 4 °C
gegen 10mM PBS entfernt.

Charakterisierung

Die Charakterisierung der gewonnenen Proteinsuspen-
sion erfolgt mittels Gelelektrophorese (SDS-Page). Die
nach der Dialyse gewonnene Suspension wird Uber eine
Saulenzentrifugation angereichert. Hierzu werden suk-
zessive 2,0ml in einen mit 10mM PBS vorgewaschenen
Amicon® Ultra Zentrifugeneinsatzfilter 0,5mI/MWCO
10kDa (Merck, Darmstadt) tberfihrt und zentrifugiert
(5min, 10000g, 20°C). Der Uberstand wird abgenom-
men und nach Inkubation (5min, 95°C) mit 1 M Dithio-
threitol zur Trennung der Disulfidbriicken auf ein Bis-Tris
4-12 % Gel aufgetragen (50 min, 200V). Dieses wird mit
Coomassie-Farbstoff (0,1 %) gefarbt. Ein weiteres Gel
mit Eluat wird auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Mem-
bran geblottet. Die Membran wird anschlief3end mit ei-
nem gegen die 8-UE gerichteten Antikdrper (AK) (mMou-
se ab233758, Abcam, Cambridge, United Kingdom)
inkubiert (1 h, 20 °C). Als Sekundar-AK wird ein AntiMou-
se Goat AK mit rotem Fluorophor Gber Nacht inkubiert.
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ProtScale output for user_sequence

Abb. 3: Kyte-Doolittle-Hydro-
phobizitatsplot der a-UE (T.
californica):

Score
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Hydropath. / Kyte & Doolittle -

Die Transmembrandomane
besteht aus 4 Doménen (M1-4).
Der Hydrophobizitats-Plot erlaubt
die Vorhersage und grafische
Darstellung von lipophilen
Wechselwirkungen (z.B. M1
Position 242-264). Diese resul-
tieren aus den hohen Anteilen
lipophiler Aminoséaurereste. Je
groRer der Wert auf der y-Achse
desto groRer die Hydropathie

im Bereich um die Aminosaure-

position. Die Sekundarstruktur
entspricht dabei immer einer
a-Helix. Hierzu werden den 20
proteinogenen Aminosauren an-
hand von experimentellen Daten
Werte zugeordnet [6]. (Eigene
Darstellung, UniProt Acession
ID P02711, geplottet mit Expasy,
ProtScale)

50 100 150 200 250 300

Position

Die Messung erfolgt in beiden Fallen am Auswertesystem
Odyssey® DLx (Licor, Lincoln, USA) bei 700 und 800 nm.

Ergebnisse und Diskussion

Ausgehend von den in Abbildung 3 ermittelten theoreti-
schen physikochemischen Parametern konnte gezeigt
werden, dass nur durch Einsatz entsprechender Deter-
genzien (hier: Natriumcholat) eine Aufreinigung des Re-
zeptors moglich war [16]. Die Starke der hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten der Ami-
nosauren in den 4 Domanen der Transmembrandoméane
muss mittels Detergenz Uberwunden werden. Zusatzlich
wurde mittels L-a-PC in der Solubilisierungslésung eine
stabilisierende Lipidumgebung fir die extrahierten Pro-
teine geschaffen. Die Solubilisierung und weitgehende
Abtrennung der Lipidumgebung, in welcher weitere
Transmembranproteine verankert sind, ist ein essenziel-
ler Schritt [7, 16].

Die Eluation folgt der Beschreibung in der Literatur [8,
15]. Zunachst werden proteinogene Verunreinigungen
ausgespuilt. Der erneute Anstieg der UV-Absorption nach
etwa 30min deutet auf das spatere Auftreten einer im
Absorptionsbereich von 280 nm detektierbaren Substanz
hin, was auf die verwendeten Siliciumoxid-Beads zurlck-
gefuihrt werden konnte. Diese besitzen im Gegensatz zu
den normalerweise verwendeten quervernetzen Agaro-
se- bzw. Sepharose-Beads einen niedrigen Kompressi-
bilittsfaktor. Durch die hohe Bettdichte konnte es zu
einem der Groflenausschlusschromatografie vergleich-
baren Effekt gekommen sein. Hierdurch kénnten kleine-
re solubilisierte Proteine spater als solche mit hohen
kDa-GroRen eluiert werden, da sich deren Wegstrecke
verlangert. Eine alternative Erklarung kénnten ionische

350 400 450

Wechselwirkungen zwischen den Kopfgruppen der ver-
wendeten Lipide und der stationaren Phase sein. Ver-
gleichbare Wechselwirkungen kdnnen ebenfalls mit den
geldsten Proteinbestandteilen auftreten. Es ist zu ver-
muten, dass beide Effekte additiv sind.

Die Abbildung 4 belegt die Anreicherung der AChR-rei-
chen Membranfragmente durch die Sucrose-Dichtegra-
dientenzentrifugation (Suc_1). Neben dem Targetprotein
nAChR werden allerdings auch weitere Membran- und
Transmembranproteine angereichert. Der Versuch einer
Affinitatsaufreinigung ohne Solubilisierung (Aff_1) hat
keinen Erfolg gezeigt. Dies stimmt mit den zuvor auf-
gezeigten physikochemischen Parametern tberein (Ab-
bildung 3). Ohne Detergenz ist der nAChR fest tber die
hydrophoben Wechselwirkungen der Aminosauren der
Transmembrandomane in den kruden Zellmembranfrag-
menten verankert. Durch die Bindung des nAChR-An-
tagonisten a-Bgtx an die a-UE wird beim Waschen auch
die gesamte Umgebung des Rezeptors auf der Saule
zurtickgehalten [7, 16]. Es zeigt sich eine Reduzierung
der Banden > 100kDa, allerdings keine Verstarkung der
dem Rezeptor zugeordneten Banden. Erst mittels Zu-
gabe von Detergenz kann der nAChR aus der nativen
Lipidumgebung herausgeldst werden (Aff_2). Die a-UE
(52,7kDa), B-UE (56,1kDa), y-UE (58,1kDa) und 8-UE
(60kDa) kdnnen anhand ihrer Molekularmassen und des
externen Referenzmaterials als Positivkontrolle identifi-
ziert werden. Aufgrund des zweifachen Vorkommens der
a-UE in einem Rezeptor zeigt die zugehdrige Bande ein
sehr deutliches Profil [5]. Trotz geringerem Proteineinsatz
(1pg) sind die Banden der PK deutlicher zu erkennen als
die des aufgereinigten Materials (Aff_2). Dies deutet auf
eine deutlich hdhere Verdinnung starkeren Unreinheiten
im eigenen Material hin. Laut Hersteller wurde das Re-

wm O W 202-65(1.2) |
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Abb. 4: Verlaufsdiagramm Affini-
tatsaufreinigung nAChR:

Die solubilisierten Membranfrag-
mente wurden nach Inkubation
auf der stationaren Phase fiir 260
min mit sukzessiver Steigerung
der Flussrate (0,1-2,5ml/min)
gespult. Der Proteinpeak bei
290min bildet die Eluation des
an die stationare Phase ge-
bundenen nAChR nach 30 min
Inkubation mit 100mM Carba-
moylcholin ab. Der kleinere Peak
davor wurde als Zeichen der
erfolgreichen Umpufferung des
Saulenvolumens gewertet.
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ferenzmaterial Gber eine Entsalzungssaule dialysiert,
wobei es zu einer Anreicherung der Proteinkonzentration
kommt.

Als zusatzlicher Nachweis wurde ein immunhistochemi-
scher Nachweis (Western Blot) der 8-UE in den eigenen
Membranfraktionen sowie im Referenzmaterial durch-
geflihrt. Vorversuche hatten gezeigt, dass die Affinitat
des gegen die 8-UE gerichteten Antikdrpers die héchste
und spezifischste aller zu diesem Zeitpunkt verfiigbaren
AKiist. Die 6-UE konnte in beiden Materialien bei gleicher
Bandenhéhe vergleichend und in Ubereinstimmung mit
dem Molekulargewicht des Markers nachgewiesen wer-
den. Der immunhistochemische Nachweis wurde eben-
falls mit dem Ausgangsmaterial, namlich dem mikroso-
malen Zellfragmenten durchgefihrt (nicht gezeigt). Auch
in diesem Material ist die UE des Rezeptors bereits gut
zu identifizieren.

Die affinitatsaufgereinigte Probe wurde gegen eine Posi-
tivkontrolle (PK) charakterisiert. Das rote Signal liegt auf

125

]
PPN
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der zu erwartenden Hohe der 6-UE. Es wurden 5 ug Pro-
tein aus der Affinitatschromatografie bzw. 1ug Protein
Referenzmaterial eingesetzt.

Fazit

Die Ergebnisse zeigen, dass die hier entwickelte, speziell
fur die Anreicherung nAChR-haltiger Membranfragmen-
te konzipierte Affinitatschromatografie reproduzierbar ist.
Fehlerquellen wie etwa abweichende Solubilisierungs-
bedingungen konnten durch Vorversuche minimiert wer-
den. Weitere Optimierungen konnten darin bestehen,
dass quervernetze Agarose als stationare Phase einge-
setzt wird. Zusatzlich kann das Carbamoylcholinchlorid
anstatt der Dialyse mittels Entsalzungssaule aus dem
Eluat entfernt werden. Dennoch ermdglicht die darge-
stellte Methodik bereits die Gewinnung von ausreichend
reinen nAChR-haltigen Membranen, die fur elektrophy-
siologische Screening-Methoden in biomimetischen

Abb. 5: Gelelektrophorese der
nAChR-Fraktionen:

Das aus T. californica gewonne-
ne mikrosomale Ausgangsmate-
rial (TOR) wurden vor und nach
Aufreinigung mit Dichtegradien-
tenzentrifugation (Suc_1) mittels
SDS-Page aufgetrennt. Die aus
der Affinitatschromatografie ge-
wonnenen Proben (Aff_1 ohne
Solubilisierung, Aff_2 mit Solubi-
lisierung) wurden gegen Positiv-
kontrolle (PK) (1 g, Acetylcholin
receptor protein, Artikelnummer:
28601, Cube Biotech GmbH)
charakterisiert. Es wurden
jeweils 5 g Protein eingesetzt.
Als ProteingréRenmarker wurde
Chameleon® Duo Pre-stained
260-268kDa verwendet.

Aff_2

Neg
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Membranen oder Vesikeln geeignet sind. Bisher unzu-
gangliche Einzelkanalmessungen waren damit durch-
fuhrbar, die parallel zu verschiedenen Affinitats- und
Funktionalitatsassays eingesetzt werden kénnen. In der
Folge kann das Screening hinsichtlich von nAChR-akti-
ven Substanzen ausgeweitet werden.

Die hier entwickelte Aufreinigungsmethode ist ein wich-
tiger Schritt, hochreines Material fur sehr empfindliche
elektrophysiologische Methoden zu generieren, die ent-
scheidend zur Suche von Wirkstoffen fur die Behandlung
von Nervenkampfstoffen beitragen kénnen.

Kernaussagen

* nAChR sind ligandengesteuerte, hochkomple-
xe lonenkanéle aus fiinf Untereinheiten.

* Die Akkumulation von Acetylcholin im synap-
tischen Spalt fiihrt zur Desensitisierung und
damit zur Dysfunktion von nikotinischen Ace-
tylcholinrezeptoren (nAChR).

* Der Kyte-Doolittle-Hydrophobizititsplot erlaubt
die Bewertung der méglichen Interaktionen von
Proteinen mit ihrer Umgebung.

* Der Einsatz geeigneter Detergenzien ist zwin-
gend notwendig fiir eine erfolgreiche Affinitats-
aufreinigung von Transmembranproteinen.

¢ Mittels Insertion in biomimetische Membranen
und geeigneter Aktivierung kann die Funktiona-
litdit von Rezeptoren bewertet werden.
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