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3. Ergebnisse

3.1 Modellierung und Herstellung von artifiziell®hR-Mutanten

Es sind bereits zahlreiche Mutationen desRkR\bekannt, die zu einem Faltungs- bzw.
Transportdefekt der Rezeptoren fihren und dadufh \Mrursachen (Oksche et al., 1998;
Willer et al., 2004). Allerdings sind diese krankseuslosenden Mutationen nicht
gleichmalig Uber den Rezeptor verteilt. Ferner dindsich unter den faltungsdefekten
Rezeptormutanten auch Deletionsmutanten und Mdinfatanten, die fir die geplante
Untersuchung nicht geeignet sind. Um die Bandbredte Punktmutationen zu erweitern,
wurden in Kooperation mit der AG Strukturelle Bifmmmatik (G. Krause, FMP Berlin) mit
Hilfe einesMolecular-ModellingAnsatzes Mutationen abgeleitet, die zu einem marima
Faltungs- und Transportdefekt fihren sollten. Dasfir notwendige Strukturmodell des/
wurde mit Hilfe der publizierten Kristallstruktued Rhodopsins (Palczewski et al., 2000; Li
et al., 2004; Okada, 2004) und deadrenergen Rezeptors berechnet (Cherezov et @r; 20
Rosenbaum et al. 2007).

Die Aminoséauresequenzen degRy des Rhodopsins und d@sadrenergen Rezeptors wurden
mit dem Programm SeglLab (Wisconsin Package Ver$2, Accelrys Inc. San Diego,
USA) verglichen und korrigiert. Die raumliche Sttuk der a-helikalen Doméanen des;R
basierte auf der dreidimensionalen Struktur desd&uRhodopsins (Proteindatenbank
Zugangscode: 1F88, 1HzZX, 1L9H, 1U19) und des humage@drenergen Rezeptors
(Proteindatenbank Zugangscode: 2RH1, 2RH5). Digaexind intrazellularen Schleifen
wurden modelliert, indem zunachst Teilsequenzengewahlt wurden, fir die bereits
Peptidstrukturen in einer Proteindatenbank hinggrlevaren (PDB 3D-Datenbank;
Brookhaven National Laboratory, Brookhaven, USA)ierflir wurden nur Fragmente
verwendet, die mehr als einmal mit der gleichenlk&tr in der Datenbank vorhanden waren.
Die einzelnen Fragmente des Modells wurden untew¥edung der Module des Sybyl-
Programmpaketes zusammengefiugt. Danach erfolge Emergiedynamiksimulation des
V,R-Modells mit Hilfe des AMBER 8.0 Kraftfelds (Cas202).

Bei dieser Energiedynamiksimulation wurde die Ereergles Proteins bis zu einer

Energieanderung voAE < 0,05 kcal/(mol*A) minimiert. Dafur wurde das Mell in eine
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dreiphasische Wasser-Vakuum-Wasser Umgebung lbertdler befinden sich die extra-
und intrazellularen Bereiche des Rezeptors in eiMassermilieu und der-helikale Teil im
Vakuum. Die Atome des Rezeptors wurden fixiert,dsgs sich das Wasser frei bewegen
konnte und sein minimales Energieniveau erreiddie Ladungen im Rezeptor wurden durch
Zugabe von lonen neutralisiert. Die Energiedynamkgation wurde bei 300 K
durchgeflihrt. Die geometrische Qualitat des Modelisde mit dem Programm PROCHECK
(Laskowski, 1993) Uberpruft.

Es wurde bereits in friheren Arbeiten gezeigt, daesschiedene NDI-verursachende
Mutationen in der Lage sind, das ER zu verlassanndaber in post-ER Kompartimenten
(z.B. im ERGIC) als fehlgefaltet erkannt und regimi werden (Hermosilla et al, 2004,
Oueslati et al, 2007). Mit Hilfe der artifizielleMutanten sollte nun zum ersten Mal
systematisch untersucht werden, ob es einen Zusahang zwischen Ort der Mutation im
Rezeptor und Retentionsmechanismus gibt. Insgewsamtten 46 Punktmutationen errechnet
und durch gerichtete Mutagenese in den Rezept@efigt. 31 Mutanten enthielten eine
Mutation in dena-helikalen Doménen (P34E, A42K, L44R, FA8A, FA8R52A A72W,
A89I1, AB4E, Q92P, A125I, T134A, T134R, W156D, A163FL71R, V213R, P217E, 1221E,
A223l, A223K, 1232N, P238E, G239E, S263W, T273R,7VR, A314W, S318I, S318L,
I324E). Fir die extrazellularen Schleifen (EZS) dem 10 Mutanten (P17R, R32E, G107R,
P108E, F196K, E198A, R202A, A300R, P301D, E303R) fim die intrazellularen Schleifen
des Rezeptors (I1ZS) wurden 5 Mutanten hergeste®D, W71D, P144N, A147R, G250E).

Die Verteilung der Mutationen im Rezeptor ist inbldung 3.1 dargestellt.
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Abb. 3.1: Lokalisation der artifiziellen Mutanten des AR in einem zweidimensionalen TopologiemodelDieses Topologiemodell ist
von dem in Abschnitt 3.1 beschriebenen dreidimeraden Modell des YR abgeleitet. Die 371 Aminosauren des Rezeptox isinEin-

Buchstaben-Code angegeben. bikelikalen Doménen sind als gelbe Tonnen gekenhzetc Die eingefligten Punktmutationen sind mit
blauen Késtchen markiert.

Im Folgenden wurden die Mutantém situ lokalisiert und die Schwere des Faltungsdefekts
mit biochemischen Methoden charakterisiert. Fewede untersucht, ob die Mutanten in der

Lage waren das ER zu verlassen und in welchem Updndie Plasmamembran erreichen.
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3.2 Charakterisierung der artifiziellenR-Mutanten

Die errechneten Mutationen wurden durch Mutageiresite cDNA des YR eingefligt. Zur
Uberpriifung, ob die eingefiigten Mutationen zu eirfaltungs- und damit transportdefekten
Protein fUhren, wurden zunéchst mikroskopische b¢h konfokale Laser-Scanning-

Mikroskopig eingesetzt.

3.2.1 Lokalisation der GFP-markierten Rezeptoren intransient transfizierten HEK293

Zellen mit Hilfe konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie

Die Einteilung der Mutanten in transportdefekt bavildtypisch erfolgte zunéchst qualitativ.
Hierfir wurden alle Rezeptoren mit degrninfluoreszierenden ProteifGFP) fusioniert und
mittels konfokaler Laser Scanning MikroskopieSM) in lebenden, transient transfizierten
HEK293 Zellen lokalisiert.

Es wurde bereits in frlheren Arbeiten gezeigt, ddss GFP-Anteil des Molekiils die
Rezeptorfunktion und den Transport nicht beeinfl(@&sche et al., 1998). Um festzustellen,
ob die Rezeptoren die Plasmamembran erreichen, emurguerst die GFP-Signale
aufgenommen (Abb. 3.2 linkes Bild, griner Kanalagnch wurden die Plasmamembranen
derselben Zellen mit Trypanblau gefarbt (Abb. 3igleres Bild, roter Kanal) und die Signale
aus beiden Kanalen mit Hilfe des Computers ubera@®&bb. 3.2 rechtes Bild). Eine
Kolokalisation der GFP- und Trypanblaufluoreszenzeim gelb dargestellt.

Die GFP-Signale des wildtypischen Rezeptors (Rdsititrolle) zeigten eine Uberlagerung
mit den Trypanblausignalen der Plasmamembran (b, WT). Daraus folgt, dass der
wildtypische Rezeptor erwartungsgemald die Plasmdmreemerreicht. Es waren aber auch
intrazellulare vesikulare GFP-Signale erkennbarbdddhandelte es sich um internalisierte

Rezeptoren aus Endosomen (Schmidt et al., 2009).

Es lasst sich aber nicht ausschlieen, dass esh&cdhei auch um retinierte Rezeptoren
handelt. Eine Retention konnte durch die Uberexgivesder Rezeptoren nach transienter
Transfektion entstehen, da diese zum Teil zu eMEattigung der Transportmechanismen

des sekretorischen Weges fuhren konnten.
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Abb. 3.2: Lokalisation des wildtypischen Rezeptor§WT) und GFP-markierter V ,R-Mutanten (F48A, R202A, G250E, A314W) in
der Plasmamembran in lebenden, transient transfizieen HEK293 Zellen. Die Rezeptormutanten wurden beispielhaft ausgeyvé
die unterschiedlichen Transportraten darzustelletistandige Analyse im Anhang). Die Bilder zeigey-Scans, die mit Hilfe des Laser-
Scanning-Mikroskops aufgenommen wurden. Linksnsgiiin die GFP-Fluoreszenz der Rezeptoren dartjefet Bilder in der Mitte
zeigen die Farbung der Plasmamembran derselbeenZdiirch Trypanblau (rot). Die rechten Bilder zaeigg#ie computergestiitzte

Uberlagerung der GFP- und Trypanblau-Fluoreszeri¢elokalisationen werden in gelb dargestellt. Dedf@nmaRstab betragt 5 pum.

Fur die artifiziellen Mutanten wurden unterschiedé Transporteffizienzen gefunden (s.
Abb. 3.2, es sind nur einige Mutanten exemplargeteigt; die vollstandige Analyse befindet
sich im Anhang). Erwartungsgemal3 erreichten nur igeendie Zellmembran. Die
extrazellulare Mutante R202A zeigte einen wildtgpisn Transport (Abb. 3.2, R202A). Die
extrazellularen Mutanten R32E, G107R, P108E, F196B03R, dieua-helikalen Mutanten
P34E, A42K, L44R, F48A, F48R, A52I, A72W, A84E, (P92A125I, T134A, T134R,
W156D, A163E, S171R, V213R, P217E, 1221E, A223B218, P328E, G239E, S263W,
T273R, V277R, A314W, S318l, S318L, 1324E und di¢rapellularen Mutanten G69D,
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W71D, P144N, A147R zeigten eine starke intrazellRetention und es konnte keine
Lokalisation an der Plasmamembran detektiert wefédan. 3.2, siehe Mutanten F48A und
A314W). Die GFP-Signale der extrazellularen Mutan®L7R, E198A, A300R, P301D, der
a-helikalen Mutanten A891 und A223K und der intrdziren Mutante G250E
kolokalisierten schwach mit dem Membranmarker, aakeinen partiellen Transportdefekt
hindeutet (Abb. 3.2, G250E).

Mit dieser Methode konnte ein erster Uberblick Ulgkaxs Transportverhalten der,R¢
Mutanten gegeben werden. Diaser-Scanning-Mikroskopist aber eine Einzelzellmethode,
so dass keine quantitative Aussage Uber die Tratugiekte der Mutanten getroffen werden
konnten. Zur quantitativen Bestimmung wurde deshailb nachsten Schritt mittels
Biotinylierungsexperimenten die Oberflachenexp@ssier Rezeptormutanten bestimmt. Mit
dieser biochemischen Methode kann eine Vielzahl Zellen analysiert werden und es lasst

sich eine genauere Aussage Uber die Transporgafien der Mutanten treffen.
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3.2.2 Oberflachenexpression des GFP-markierten® und seiner Mutanten

Die Biotinylierungsexperimente wurden in transietansfizierten HEK293 Zellen
durchgefuhrt. Bei dieser Methode werden freie Argmppen in den extrazellularen
Bereichen von Proteinen an der Zelloberflache zostamit Sulfo-NHS-Biotin markiert.
Nach Zelllyse wurden alle X mit dem polyklonalen GFP-Antikorper GFPO02
immunprazipitiert und die biotinylierten Rezeptoraaf einem Immunoblot mit Hilfe eines
monoklonalen GFP-Antikérpers detektiert und quanéft. Als Kontrollen wurden die NDI-
Mutanten L62P und Y205C mitgefuhrt. Die Eigensolaftlieser Mutanten sind bereits gut
charakterisiert und eignen sich daher gut, um sokeedliche Transporteffizienzen zuordnen
zu kénnen (Hermosilla et al., 2004; Oueslati et28l07; Schwieger et al., 2008). Die Mutante
L62P ist ein Beispiel fir einen vollstandig tranddefekten Rezeptor, der ausschlief3lich im
ER retiniert wird. Im Gegensatz dazu ist die Muga¥iRO5C in der Lage, das ERGIC und in
geringem Umfang die Plasmamembran zu erreichenseDMutante ist daher eine gute

Kontrolle fur partiell retinierte Rezeptormutanten.

Mit Hilfe eines Biotinylierungsexperiments kdonneleaRezeptoren, die die Zelloberflache
erreichen, in Form einer immunreaktiven Proteinlearmki 63 kDa detektiert werden.
Mannosereiche Formen sind nicht an der Zellmemiwanfinden. In Abb. 3.3 sind
beispielhaft die Proteinbanden fir den wildtypisthieezeptor und die Rezeptormutanten
G250E (3. 1ZS) und T134R (8-Helix) dargestellt.

Im Vergleich zum wildtypischen Rezeptor war die Eegsion der Mutante G250E in der
Plasmamembran deutlich schlechter (partieller Tranidefekt). Die Mutante T134R wurde
dagegen nahezu vollstandig intrazellular retinjatib. 3.3 a). Die Proteinbanden und damit
die Expression in der Plasmamembran wurden durckside der Farbdichte mit dem
AnalyseprogrammQuantl analysisvon Odyssey LI-COR’ densitometrisch quantifiziert

(Abb. 3.3 b).
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Abb. 3.3: Oberflachenexpression exemplarischer R-Mutanten und des wildtypischen Rezeptors.

(A) Die Oberflachenproteine von transient transfién HEK293 Zellen wurden biotinyliert, die gesamRezeptoren mit dem polyklonalen
GFP-Antikdrper GFP02 prézipitiert und die biotieylen Rezeptoren an der Plasmamembran mit einemBhgiin polyklonalen
Primérantikdrper und einem fluoreszenzmarkierterAtikorper (IRdye 800, anti-Kaninchen IgG) detekti Es sind beispielhaft die
biotinylierten Proteinbanden des wildtypischen Réaes und die Rezeptormutanten G250E (3. 1ZS) ul@iR (3.a-Helix) dargestellt. Im
Vergleich zum wildtypischen Rezeptor erreicht eguttich geringerer Teil der Rezeptormutante G256 Plasmamembran, wahrend
T134R nahezu vollstandig intrazellular retiniett is

(B) Densitometrische Analyse der Proteinbanderdenih Analyseprogrami@uantl analysison Odyssey LI-COR”.

Mit Hilfe dieser Methode wurden die Intensitatenr dmotinylierten Proteinbanden aller
Rezeptormutanten bestimmt und auf den wildtypisdRepeptor normalisiert. Die Ergebnisse

sind in Abb. 3.4 zusammengefasst.
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Abb. 3.4: Prozentuale Oberflachenexpression aller réfiziellen V,R Mutanten im Vergleich zum wildtypischen Rezeptor Die
Oberflachenproteine intakter HEK293 Zellen wurdéatibyliert, die \,-Rezeptoren anschlieBend immunprazipitiert. NaahSi2S-PAGE
wurde der membransténdige Teil der Rezeptoren Bngfime Immunoblot mit Hilfe eines polyklonalen antieBn-Antikérpers und eines
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorpers (IRdy@, &dti-Kaninchen IgG) detektiert und densitometrigjuantifiziert. Dargestellt ist die
Oberflachenexpression dethelikalen (blaue Saulen), intrazelluldren (gri@elen) und extrazelluléaren (rote Saulen) Rezepttantan (in %
des wildtypischen Rezeptors). Die Lokalisation Metationen im Rezeptor zeigt schematisch der urfeileder Abbildung.
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Um eine Ubersicht iiber die Expression der einzeMetanten in der Plasmamembran zu
erhalten, wurden diese in Klassen eingeteilt. Bsgugkt war hierbei der wildtypische
Rezeptor. Alle Mutanten, die eine Oberflachenexpoes< 20 % im Vergleich zum
wildtypischen Rezeptor zeigten, wurden als stadndportdefekt definiert. 58 % der
helikalen Mutationen filhrten zu einem starken Fejtdefekt und damit zu einer fast
vollstandigen Retention im ER (A42K, L44R, F48R,2AV, A84E, Q92P, A125I, T134A,
T134R, A163E, V213R, P217R, S263W, T273R, V277R14A%, S318I und S318L). In den
extrazellularen Bereichen wurden nur 20 % (P108E6K) und in den intrazellularen

Bereichen des Rezeptors wurde keine Mutation stditkiert.

Mutanten, die eine Oberflachenexpression > 20%0 % im Vergleich zum wildtypischen
Rezeptor zeigten, wurden als teilweise transpoetdefefiniert. 36 % der Mutanten mit einer
Mutation in dena-helikalen Domé&nen waren partiell transportdefdkd8A, P34E, A52I,
W156D, S171R, [1221E, A223Il, P328E, G239E, 1232N\N24B). Fir Mutanten mit einer
Mutation im extrazellularen Bereich traf dies alf % (G107R, R202A, A300R) und im
intrazellularen Bereich auf 40 % (G69D, W71D) zu.

Die extrazellularen Mutanten R32E und E198A zeidteimen Transportdefekt. Gleiches traf
auf diea-helikalen Mutanten A89I, A223K und die intrazeitdn Mutanten P144N, G250E
zu. Die extrazellularen Mutanten P17R, P301D un@3ER3 sowie die intrazellulare Mutante
Al47R zeigten im Vergleich zum wildtypischen Repeogar einen verbesserten Transport

zur Plasmamembran.

Zusammengefasst wurden insgesamt 94 %adwelikalen, 50 % der extrazellularen und 40 %
der intrazellularen Mutanten als fehlgefaltet ertdanond stark oder partiell retiniert. Zur
besseren Ubersicht wurde die Expression der Rezeptanten im Rezeptormodell farbig
dargestellt (s. Abb. 3.5a). Die prozentuale Veutayl der Transportdefekte zeigt Abb. 3.5b.
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Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Verteilung ef artifiziellen V ;R-Mutanten.

(A) Lokalisation der Mutationen im Rezeptormodell unasfald des Transportdefekts. Mutanten mit einerflabeenexpressio

20 % (stark transportdefekt) sind rot markiert.tieirtransportdefekteviutanten (Oberflachenexpression > 28960 %) sind
grun markiert. Mutanten mit wildtypischen Transpaten sind blau gekennzeichnet.

(B) Prozentuale Verteilung von stark transportdefekish partiell transportdefekter®-Mutanten.

Diese Daten zeigen, dass Mutationen in ddrelikalen Bereichen zu schwereren Faltungs-
und damit Transportdefekten fiihren, die deutlichrk&r von den Komponenten des
Qualitatskontrollsystems im sekretorischen Weg mmkawerden. Mutanten in den
extrazellularen und intrazellularen Bereichen si@gegen eher in der Lage post-ER
Kompartimente zu erreichen.
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Die Mutanten A52I, G250E und P301D zeigten in deatiBylierungsexperimenten hohe
Standardabweichungen. Vermutlich handelte es sien bim Mutanten, die eine recht
instabile Struktur haben und je nach physiologistizeistand der Zellen mehr oder weniger

gut vom Qualitatskontrollsystem erkannt wurderAsh. 3.4).

Die aus den Transportstudien erhaltenen Daten bmtauauch eine Evaluierung des
Molecular-Modelling Ansatzeszur Vorhersage von faltungsdefekten Mutanten. Vem d
insgesamt 46 hergestellten Mutanten waren 36 toatggfekt. Davon zeigten 20 Mutanten
einen starken und 16 Mutanten einen partiellen Jpartdefekt. Molecular-Modelling

Methoden scheinen daher gut geeignet, entsprechetudiken auch zukinftig mit anderen

Rezeptoren durchfihren zu kénnen.

3.2.2.1 Modellierung von 3R-Mutanten mit vom Schema abweichenden Retentiossamu

Wie in den Biotinylierungsexperimenten beschriebemyen a-helikale Mutanten starker
faltungsdefekt und wurden starker retiniert als &mien, die eine Mutation im extra- oder
intrazellularen Bereich tragen. Von diesem Mustab @s Abweichungen. Die-helikalen

Mutanten A891 und A223K zeigten nur eine geringdeRgon, wahrend die intrazellulare
Mutante G69D und die extrazellularen Mutanten G10AR08E und F196K nahezu
vollstandig im ER retiniert wurden. Fur diese Mueanwurde noch einmal in Kooperation
mit der AG Strukturelle Bioinformatik (G. Krause,MP Berlin) ein Strukturmodell

berechnet, um Hypothesen fir deren abweichenddsalfen abzuleiten (s. Abb. 3.6).

Die extrazellulare Mutante F196K (2. EZS) zeigteeeDberflachenexpression von nur 17 %
im Vergleich zum wildtypischen Rezeptor und wurdemit sehr stark retiniert. Diese
Mutante tragt eine Mutation in der 2. extrazellataSchleife. Das Modell in Abbildung 3.6 A
deutet an, dass die unpolare hydrophobe Seitenkette F196 mit dem Benzolring in
Richtung dero-helikalen Doméanen 5, 6 und 7 wechselwirken konBi@bei interagiert die
Seitenkette des Phenylalanins mit weiteren aroctegis Strukturen der Aminosauren W193
(2. EZS), F307 (7a-Helix) und mit den hydrophoben Seitenketten derifosauren A294 (6.
a-Helix) und V206 (5.0-Helix). Diese sogenanntenob and hole-Interaktion wéare sehr
stabil. Durch den Austausch des Phenylalanins duysim in der F196-Mutante wurde ein
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hydrophiler Rest eingefligt, der diese stabile Bimgdaerstort. Dies konnte die beobachtete

starke Retention dieser Mutante erklaren.

In dena-helikalen Domanen des;R zeigten 94 % der Mutanten eine starke bzw. plartie
Retention. Eine Ausnahme bildete die Mutante A228K a-Helix), die mit einer
Oberflachenexpression von 97 % keinen Transpotktedafwies. Hier wurde die kurze
Seitenkette des Alanins an Position 223 durch disische Seitenkette des Lysins
ausgetauscht (s. Abb. 3.6 B). Die LysinseitenKeaitente eine Wasserstoffbriicke mit Histidin
an der Position 138 in der @&helikalen Doméne bilden. Dadurch konnte der Rexepieder

stabilisiert und so dem Qualitatskontrollsystenzegén werden.

Die o-helikale Mutante A89l zeigte ebenfalls nur einechvgachen Transportdefekt
(Oberflachenexpression: 69 %). Das dreidimensioNadell in Abbildung 3.6 C zeigt den
Austausch der kurzen Seitenkette des Alanins ani¢to89 (2.a-Helix) gegen die unpolare
Seitenkette des Isoleucins. Durch die InteraktienSkitenkette des Isoleucins mit der kurzen
Seitenkette des Alanins an Position 52 dzHelix) kdnnte auch hier die Rezeptorstruktur

wieder stabilisiert werden und dadurch der Faltubgsv. Transportdefekt geringer ausfallen.

Die extrazellularen Mutanten G107R und P108E (2SE&#urden fast vollstandig retiniert.
Sie sind Bestandteile des hochkonservierten FXGEwWSIdn der ersten extrazellularen
Schleife (s. Abb. 3.6 D). Hier sorgen die AminosiuGlycin und Prolin fur ein Abknicken
der Schleife zur 3a-helikalen Doméne. Der Bereich in dem sich der Rexehier falten

kann, ist sehr kompakt, sodass eine Mutation irseitie Bereich die korrekte Faltung

erheblich stéren und so den Transportdefekt enklkémnte.

Die intrazellulare Mutante G69D tragt eine Mutationder 1. intrazellularen Schleife und
zeigte ebenfalls eine starke intrazellulare Retent{Oberflachenexpression: 28 %). Im
Strukturmodell zeigt die 1. IZS eine dichte raumdéicStruktur und interagiert mit der &-
Helix (s. Abb. 3.6 E). Durch den Austausch von Glygegen Asparaginsaure konnte diese
stabile Struktur durch die negative Ladung aufgefeo werden und so die Retention dieser

Mutante erklaren.
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(A) F196K (2. EZS): extrazellular

(B) A223K (4.a-Helix): a-helikal
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(C) A89I (2.a-Helix): a-helikal
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&7
oL

(E) G69D (1. 1ZS): intrazellular

Abb. 3.6: Ausschnitte aus den Strukturmodellen furdie V.R-Mutanten F196K (A), A223K (B), A89I (C), G107R/PDSE (D) und
G69D (E). Die Seitenketten der wildtypischen Aminoséurem $mgriin eingezeichnet und die resultierendereSkétten nach Mutation in

rot. Zusétzlich sind die errechneten Interaktionsa in der Umgebung der Rezeptormutanten angegebe

Die Analyse der Oberflachenexpression zeigte, tagationen in dem-helikalen Domanen
zu starker transportdefekten Rezeptoren fuhrten Mlgationen in den intra- und
extrazellularen Bereichen. Diese Ergebnisse solk@mn im Glykosylierungsstatus der
Mutanten widerspiegeln. Im stationdren Zustand konrbei einem GPCR komplex
glykosylierte und mannosereich glykosylierte Forndetektiert werden (s. Abb. 3.7 A). Die
mannosereiche Form ist charakteristisch fur deritew noch ungefalteten Rezeptor, wie er
iIm ER vorliegt. Erst wenn der gefaltete Rezepta BR verlassen kann, wird er im medialen
Golgi-Apparat komplex glykosyliert und kann danaté Plasmamembran erreichen. Daraus
folgt, dass die Starke eines Faltungs- und Tramdefmkts einer Rezeptormutante

normalerweise mit der Menge an mannosereich glylergym Protein korreliert.
Die Analyse eines Transportdefekts Uber den Glylkasygsstatus hat den Vorteil, dass im

Gegensatz zur Mikroskopie eine Vielzahl von Zebealysiert werden kdnnen. Von Nachteil

Ist, dass nur zwischen ER und medialem Golgi-Appairadeutig unterschieden werden kann.
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Es ist strittig, ob auch Mutanten, die das ERGIg&iehen, komplex glykosyliert werden
(Yamamoto et al., 2001; Hermosilla et al., 2004).

3.2.3 Analyse des Glykosylierungsstatus des GFP-nkarten VR und seiner Mutanten

Zur Analyse des Glykosylierungsstatus wurden di®@&tarkierten YR aus den Lysaten von
transient transfizierten HEK293 Zellen mit einem lyktonalen o-GFP-Antikorper
immunprazipitiert. AnschlielBend wurden diese mitégiykosidasen verdaut. EndoH spaltet
nur mannosereiche Glykane ab, PNGaseF dagegen smpithe und komplexe N-
Glykosylierungen. Die durch Abspaltung der Glykameringerte GroR3e der Proteine wurde
mittels SDS-PAGE und Immunoblot detektiert. Der lomablot fir den wildtypischen
Rezeptor ist exemplarisch in Abb. 3.7 gezeigt. befginstimmung mit der Literatur konnten
fur den unbehandelten Rezeptor zwei Banden (48uklde63 kDa) identifiziert werden.

Nach EndoH-Behandlung wurde die 48 kDa-Bande alf#& reduziert. Die 63 kDa-Bande
war EndoH-resistent. Die 48 kDa-Bande entspricmhisaler mannosereich glykosylierten
Form, die 63 kDa-Bande der komplex glykosyliertemd udie 45 kDa-Bande der nicht
glykosylierten Form. Nach PNGaseF-Verdau vermiredesich die apparente Masse der
mannosereichen Form ebenfalls auf 45 kDa. Die kerplykosylierte Bande konnte nicht
bis zur unmodifizierten Form, sondern nur bis z:neeb5 kDa Bande reduziert werden. Diese
Differenz beruht auf einer O-Glykosylierung degRy die im Golgi-Apparat erfolgt (Sadeghi
und Birnbaumer, 1999) und durch PNGnaseF nichtadtispy ist.

Die starke Proteinbande der mannosereichen Formt, zeiass ein groRRer Teil des
wildtypischen Rezeptors intrazellular retiniert wer Diese Rezeptoren stellen entweder
fehlgefaltete wildtypische Rezeptoren und/oder Spamtintermediate auf dem Weg zur

Plasmamembran dar (Schulein et al., 1998b).
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HEK293 WT
() () EH PF
62 kD P - ‘ . | <+—— komplex glykosylierte Form
a —
- & <+— O - glykosylierte Form
. <«—— mannosereich glykosylierte Form
47.5kDa — — ” | 3 ’ <+— unglykosylierte Form
’ - . - ~ <«— Antikdrperbande

Abb. 3.7: Glykosylierungsmuster des wildtypischen YR. Der wildtypische Rezeptor wurde nach Immunpréatmh aus transient
transfizierten HEK293 Zellen mit den EndoglykosielasEndoH (EH) oder PNGase F (PF) verdaut bzw. hliebehandelt (-). Die
Proteinbanden wurden mittels SDS-PAGE getrennt derdRezeptor mit einem monoklonalen primaren GFRkArper und IRdye 700
fluorenszenzmarkerten anti-Maus 1gG detektiert.

Die Analyse der Glykosylierungsstadien der Rezeptmanten ist fur einige Mutanten

exemplarisch in Abb. 3.8 dargestellt (die vollstgedAnalyse befindet sich im Anhang). Bei
allen Mutanten konnte eine mannosereich glykodgliérorm detektiert werden, die sich
durch EndoH und PNGaseF zur unglykosylierten Fods kDa) reduzieren lie3. Die

komplexe Glykosylierung war in den einzelnen Muganerwartungsgemald unterschiedlich
stark ausgepragt und spiegelt den Transportdefedden Die Mutanten A42K, L44R und

A163E zeigten nur die mannosereiche Glykosylierdrig. die Mutanten A891, A147R und

G329E konnten sowohl mannosereiche als auch kompl@ekkosylierungen detektiert

werden.
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Abb. 3.8: Glykosylierungsstatus ausgewahlter Vasopssin-\b-Rezeptor Mutanten. Die hier gezeigten Mutanten wurden wie oben
beschrieben durch Immunprazipitation aus transiemtsfizierten HEK293 Zellen isoliert und mit denomoklonalen priméaren GFP-

Antikodrper und dem fluoreszenzmarkierten IRdye @06-Maus, IgG detektiert.

Zur Quantifizierung des Glykosylierungsstatus wuiittgede Mutante und den wildtypischen
Rezeptor die Ratio aus den im Immunoblot gemesseh#ansitaten der beiden
Glykosylierungsformen bestimmt (s. Abb. 3.9). Hierzurde die Farbdichte der Banden mit
dem Analyseprogramr@uantl analysizon Odysse¥ LI-COR’ densitometrisch analysiert.
Je hoher dieses Verhdltnis war, desto mehr Praterde komplex glykosyliert und somit zur
Plasmamembran transportiert. Als Kontrolle wurde @DI-Mutante L62P mitgefihrt.
Aufgrund ihrer starken intrazellularen Retentionigzedie L62P nur eine mannosereiche
Glykosylierung und dient daher als Modell fur eundistandige Retention im ER (Hermosilla
et al., 2004).

Der wildtypische Rezeptor zeigte eine Ratio vorbQyad damit das normale Verhéltnis von

mannosereicher zu komplexer Glykosylierung. Die MRitante L62P hingegen zeigte nur

eine Ratio von 0,02 und stellte den Bezugspunktdllstandig retinierte Mutanten dar.
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Die a-helikalen Mutanten A42K, L44R, F48A, FA8R, A72W84E, Q92P, A125I, T134A,

W156D, A163E, P217R, 1232N, S263W, T273R, V277R1MAA/, S318l, S318L, 1324E und
die intrazellulare Mutante G69D zeigten ahnlichdnige Ratios (0,01 bis 0,05) wie die L62P-
Mutante, was auf eine vollstdndige Retention hitelelDiese Mutanten waren nicht in der
Lage den Golgi-Apparat zu erreichen. Alle anderemtaviten zeigten eine komplexe
Glykosylierung und erreichten post-ER Kompartimeaterdings wurden bei den Mutanten
R32E, G107R, P108E, F196K (extrazellular), A5219A8IN134R, W156D, S171R, V213R,
P238E, G239Eo-helikal) und W71D, P144N (intrazellular) schwaah&atios gemessen, als
beim wildtypischen Rezeptor (0,1 bis 0,3). Die Muén P17R, E198A, R202A, A300R,
P301D, E303R (extrazellular), P34E, 1221E, A223228K (a-helikal) und A147R, G250E

(intrazellular) zeigten Ratios, die im Bereich akltypischen Rezeptors lagen.

Mutationen in deno-helikalen Doménen fihrten eher zur vollstandigeeteRtion, als
Mutationen im intra- und extrazellularen Bereichie® unterstitzt die Ergebnisse der
Biotinylierungsexperimente (s. Abschnitt 3.2.2).n&i Ausnahme bildeten hier aber die
Mutanten der 5. a-Helix, die komplex glykosyliert wurden. Auch in mle
Biotinylierungsexperimenten zeigten diese Mutané@re erhohte Oberflachenexpressionen

im Vergleich zu den anderenhelikalen Rezeptormutanten.
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Abb. 3.9: Verhaltnis der komplex und der mannoseraih glykosylierten Form beim wildtypischen Rezeptound bei den artifiziellen V.R-Mutanten.

Die Rezeptoren wurden aus transient transfizieHi€K293 Zellen immunprazipitiert, in der SDS-PAGEchaihrer Gro3e aufgetrennt und auf dem
Immunoblot mit Hilfe eines monoklonalen primarenfGAntikdrpers und eines fluoreszenzmarkierten Selramtikdrpers (IRdye 700, anti-Kaninchen 1gG)
detektiert. Zur Berechnung der Ratio wurde der (@uotaus der Intensitat der komplexen Form undrdannosereichen Form des Proteins gebildet.
Dargestellt sind die Ratios des wildtypischen Remsp(graue Saule), derhelikalen (blaue S&ulen), intrazellularen (gri@elen) und extrazelluldren (rote
Séulen) Rezeptormutanten. Zur Ubersicht ist diealisktion der Mutationen im Rezeptor schematiscekiellt.
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In den bisherigen Analysen der Mutanten mittdlaser-Scanning-Mikroskopieund
Biotinylierungsexperimenten konnte nur zwischen rap¢llularer Retention und
Membranstandigkeit unterschieden werden. Auch nifetldes Glykosylierungsstatus konnte
nur zwischen Mutanten unterschieden werden, diestéoldig im ER retiniert wurden und
Mutanten, die den medialen Golgi erreichen konnberder Literatur gibt es aber Hinweise
auf ein Qualitatskontrollsystem im ERGIC (Hermasiit al., 2004, Oueslati et al., 2007). Mit
keiner Methode war es bisher méglich, Mutantendaniifizieren, die zwar das ER verlassen
kénnen, aber vielleicht schon vor dem medialen Getmn einem Qualitatskontrollsystem
erkannt werden. Uber den Glykosylierungsstatus swidhe Mutanten nicht identifizierbar,
weil diese noch keine komplexe Glykosylierung zeigem diese Frage zu untersuchen,
wurden Immunfluoreszenzstudien fur alle artifizell Rezeptormutanten an fixierten
HEK293 Zellen durchgefuhrt. Rezeptorproteine, dés ERGIC erreichen, wurden durch
Kolokalisation mit dem ERGIC-Markerprotein ERGIC-&@ntifiziert (Hauri et al., 2000).

80



Ergebnisse

3.2.4 Lokalisation transportdefekter Rezeptormutanen im ERGIC

Das ERGIC ist dem ER im sekretorischen Weg naclngdtet und im Vergleich zum ER sehr
klein. Um die Detektion der Rezeptormutanten im HERG&Gu erleichtern, wurde der
retrograde Transport der Proteine vom ERGIC zum &R Bafilomyzin Al inhibiert

(Hermosilla et al., 2004). So kdénnen vorhandendete im ERGIC angereichert werden.
Das Makrolidantibiotikum Bafilomyzin A1 hemmt dabeie vesikulare ATP-getriebene
Protonenpumpe. Durch diese Protonenpumpe werdenVdgkel im retrograden bzw.

endosomalen Transport angesauert, was eine Voetausg fur die Vesikelabschnirung ist.

Abb. 3.10 zeigt exemplarisch die Ergebnisse fiigeiv,R-Mutanten und den wildtypischen
Rezeptor (vollstandige Analyse im Anhang). Der wildsche Rezeptor konnte mit dem
ERGIC-53-Protein kolokalisiert werden. Dies war ewvarten, denn der wildtypische
Rezeptor wird Uber den sekretorischen Weg an disnkdmembran transportiert.
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Lokalisation der o )
o Kolokalisation mit
. Mutation im
GFP-Fluoreszenz ERGIC-53 Uberlagerung ERGIC-53
Rezeptor
+
WT
FA8A
1. a-Helix
+
R202A 2. extrazellulare +
Schleife
G250E 3. intrazellulare
Schleife +
A314W
7. a-Helix

Abb. 3.10: Immunfluoreszenzstudien zur Lokalisationvon GFP-markierten V,R-Mutanten (F48A, R202A, G250E, A314W) und
dem wildtypischen Rezeptor (WT) im ER-Golgi-Intermeadiarkompartiment (ERGIC) an fixierten und permeabil isierten, transient
transfizierten HEK293 Zellen. Die vollstandige Analyse aller Rezeptormutantefinbet sich im Anhang. Das ERGIC wurde in den mit
Bafilomyzin Al behandelten Zellen mit dem ERGIC-Mer ERGIC-53 und Cy3 konjugiertem anti-Maus IgGhtiiar gemacht.. Die Bilder
zeigen x/y-Scans, die mit Hilfe désser-Scanningvikroskops aufgenommen wurden. Links ist die GF&@eFészenz der Rezeptoren in
grun dargestellt. Die Bilder in der Mitte zeigere diokalisation des ERGIC-Markers ERGIC-53 in rote Dechten Bilder zeigen die
computergestiitzte Uberlagerung der GFP- und CyB8redzenzen. Eine Gelbfarbung in der Uberlageruigs kK®lokalisationen an. Der
GroRenmalstab betragt Spm.

Die intrazellulare Mutante G69D, die-helikalen Mutanten A42K, L44R, F48R, A84E,
Q92P, W156D, A163E, S171R, V213R, P217R, 1221E,3RNV277R, A314W, S318l und
I324E, sowie die extrazellularen Mutanten P108EQG@E8 waren nach Bafilomyzin Al-
Behandlung diffus in der Zelle verteilt und zeigtesine Kolokalisation mit dem ERGIC

Marker ERGIC-53. Diese Rezeptormutanten wurdennsftdtlich ausschlie3lich im ER
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retiniert. Damit waren 55 % derhelikalen Mutanten und jeweils 20 % der intrazéllen
und extrazellularen Mutanten auf das ER beschrd@ikta-helikalen Mutanten P34E, F48A,
AB2l, A72W, A89I, A125I, T134A, T134R, A223K, 1232N°328E, S263W, S318L und
A223l, die extrazellularen Mutanten P17R, R32E, BR0 E198A, R202A und die
intrazellularen Mutanten W71D, A147R, G250E akkuertén dagegen eindeutig im ERGIC
und waren damit in der Lage das ERGIC zu erreicbén Mutanten F196K, P301D, E303R
(extrazellular) und P144N, G239E (intrazellular) rera mit dieser Methode nur schwer
zuzuordnen. Diese Mutanten waren in einigen Zedieemk retiniert und zeigten eine klare
Lokalisation mit dem ERGIC-Marker, sodass hier ke#indeutige Aussage getroffen werden

konnte.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Abiskier, dass die Lokalisation einer
Mutation im Rezeptormolekil das Ausmald der Fehifgjtund damit des Transportdefekts
bestimmt. Eine starke Retention wurde vor allemNbegiationen in dem-helikalen Doméanen
beobachtet. Es sollte nun bestimmt werden, ob sidieses unterschiedliche
Retentionsverhalten auch in unterschiedlich ausggen Interaktionen mit Komponenten des

Qualitatskontrollsystems widerspiegelt.
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3.3 Analyse der Komponenten des Qualitatskontreltsys, die an der
Retention der YR-Mutanten beteiligt sind

Zur Detektion von Komponenten des Qualitatskorggaitems, die mit den XR-Mutanten
interagieren und damit an deren Faltung bzw. Rietenbeteiligt sind, wurden Co-
Immunpréazipitationen durchgefiihrt. Die Rezeptorerurden hierfir mit Hilfe von
polyklonalen anti-GFP-Antikdrpern prazipitiert.

In Vorversuchen fiel auf, dass endogene freie Cluaqgean hydrophobe Gruppen von Protein
A bzw. die Zuckerreste der Sepharose binden konBawdurch war eine Detektion von
Chaperonen, die mit den Rezeptoren interagierendgheh, weil in den Negativkontrollen
(untransfizierte HEK293 Zellen) bereits Chaperonalg detektierbar waren. Dieses Problem
konnte durch zusatzliches Blocken der Protein ARGepse mit dem amphipatischen Peptid
KLAL und BSA gel6st werden.

3.3.1 Co-Immunprazipitation des AR und endogener Chaperone (Vorversuche)

Aus der Literatur sind bereits direkte Interaktiorses VR mit den Chaperonen Calnexin
und Calretikulin bekannt (Morello J.P., 2001). IrmHfen dieser Arbeit wurde Uberprift, ob
noch weitere Chaperone mit demR/Mutanten interagieren und ob beziglich dieser

Interaktion Unterschiede zwischen den einzelnenalkiigin bestehen.

In einem Vorversuch wurde zunachst Uberprift, wel€ihaperone mit den,R-Mutanten
interagieren. Hierfir wurden der wildtypische Repepund die NDI-Mutante Y205C
ausgewahlt. Die Y205C-Mutante eignete sich fur orversuche, weil deren
Retentionsverhalten bereits gut charakterisier{@ieslati et al., 2007). Sie gehdrt zu den
Mutanten, die das ERGIC erreichen und die deshatleimer Vielzahl von Chaperonen im

ER und in post-ER Kompartimenten interagieren kénnt

Zunachst wurde uberprift, ob neben Calnexin unde@lallin auch GRP94, BiP, Hsp90,
Hsp70 und Hsc70 mit dem wildtypischen Rezeptor ame¥ der NDI-Mutante Y205C
koprazipitieren. Ferner wurde eine mdgliche Intéoak mit Derlinl untersucht. Derlinl ist

kein Chaperon im eigentlichen Sinn, sondern TeiégiMembranproteinkomlexes, der an der
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Erkennung von ungefalteten Proteinen im ER betasigund wahrscheinlich deren Transfer
Uber die ER-Membran zuriick in das Zytosol verntit(Bletrotranslokation). Derlinl sollte
daher ein sehr guter Marker fir fehlgefaltete uetinterte Rezeptormutanten sein. Als
Negativkontrolle in den Versuchen dienten untramsfie HEK293 Zellen. Als
Positivkontrolle wurden alle Chaperone sowie Ddrlin HEK-Zelllysaten detektiert. Nach
Co-lImmunprazipitation konnte auf den ImmunoblotsIn€ain, Hsp70 und Derlinl
nachgewiesen werden (Abb. 3.11). BiP, GRP94, Hs&Zdretikulin und Hsp90 waren

dagegen nicht detektierbar.
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Abb. 3.11: Co-Immunpréazipitation des 4R, der Rezeptormutante Y205C und verschiedenen Chaponen sowie Derlinl. HEK293

Zellen wurden transient mit dem wildtypischen ReéaegWT) und mit der Rezeptormutante Y205C (Y203f@hnsfiziert oder blieben
untransfiziert (HEK). Die Rezeptoren wurden mit dewiyklonalen GFP-Antikérper GFP02 prazipitiert undch SDS-PAGE die co-
prazipitierten Chaperone (GRP94, BiP, Hsp90, Hspl&®,70, Calnexin, Calretikulin sowie Derlinl) mitlid von Chaperon-spezifischen
Antikdrpern und IRdye800 konjugiertem anti-KanineHgG bzw. IRdye700 konjugiertem anti-Maus IgG é&&tat (Spur 1, 2 und 3). Als

Positivkontrolle wurden die Chaperone in HEK-Zejlsaten nachgewiesen (HEK293-Lysat).
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In analogen Versuchen wurde nun die Starke deruBigdson Calnexin, Hsp70 und Derlinl
an die einzelnen MR-Mutanten analysiert, um eine mogliche Korrelationt deren
unterschiedlichem Retentionsverhalten abzuleitdir. diese Versuche wurden artifizielle
Mutanten, die Mutationen in unterschiedlichen Bsdren des Rezeptors tragen und
unterschiedliche Retentionsgrade aufwiesen, gewZhih einen wurden Rezeptormutanten
ausgewahlt, die eine starke intrazellulare Retentieigten (1a-Helix: L44R, F48A, FA8R,
2. a-Helix: A72W, Q92P, 3a-Helix: T134A, T134R, 40-Helix: W156D, A163E, 2. EZS:
F196K, 7.0-Helix: A314W, S318l, S318L). Ferner wurden Mutangetestet, die nur partiell
intrazellular retiniert wurden (E189A in der 2. EZ&223I in der 5a-Helix: G250E in der 3.
1ZS). Als Kontrollen wurde der wildtypische Rezeptontransfizierte HEK293 Zellen sowie
die NDI-Mutante L62P und Y205C eingesetzt. Die L8@BRtante stellt dabei wieder den
Prototyp einer ausschliel3lich im ER retinierten e dar (keine komplexe Glykosylierung,
starke Retention). Die Y205C-Mutante hat dagegen einen partiellen Transportdefekt
(komplexe Glykosylierung, geringer Transport zuadfhamembran). Die Prazipitate mit den
unterschiedlichen Rezeptoren wurden mittels SDSHPABtrennt und die kopréazipitierten
Chaperone wie oben beschrieben mit anti-Calnexatykfponal), anti-Hsp70 (monoklonal)
und anti-Derlinl (polyklonal) Antikdrpern detektierln Abbildung 3.12 ist angegeben,
wieviel Derlinl, Calnexin und Hsp70 mit den untdiiedlichen Rezeptormutanten prazipitiert
werden konnte. Um Expressionsunterschiede zu beiditigen wurde jeweils das Verhaltnis
der koprazipitierten Chaperone zur GesamtmengdRdesptors (Gesamt-GFP) berechnet. Je

hoher dieser Wert ist, desto mehr Chaperon bindelea Rezeptor.

Das Chaperon Hsp70 ist ein zytosolisches Chapetags, hydrophobe Doménen erkennt
(Bukau B, 2006; Multhoff, G., 2007), an diese bindmd so mogliche Aggregationen
verhindert. Es interagierte im Vergleich zum wilischen Rezeptor besonders stark mit den
Mutanten F48A, F48R (&-Helix), A72W, Q92P, T134A und T134R (&-Helix), A163E (4.
a-Helix) und S318I (7.0-Helix). Die Mutanten L44R, L62P (lu-Helix), W156D (2.a-
Helix), F196K, E198A (2. EZS), Y205C (8-Helix) A223K (5. a-Helix), G250E (3. EZS)
A314W und S318L (70-Helix) zeigten dagegen keine verstarkte Interaktioit Hsp70.
Dieses Chaperon bindet offensichtlich v. a. an Rezeutanten mit Mutationen in den
helikalen Domanen und im intrazellularen Bereicls Eeigte keine Interaktionen mit
Rezeptoren, die Mutationen in den extrazellularehl&fen trugen. Ferner fallt auf, dass
Hsp70 nicht mehr an Mutanten mit einer Mutation adr 4. a-helikalen Doméane des

Rezeptors bindet (Ausnahme S318l). Fir die Intevakimit Hsp70 scheint also die
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Lokalisation der Mutanten im Rezeptormolekil eine(@ Rolle zu spielen. Aus der
Lokalisation der Mutanten im sekretorischen Wegéassich dagegen keine Rickschlisse
auf eine Interaktion mit Hsp70 schlieRen. Hsp70rkernsowohl mit Mutanten, die im ER
retiniert wurden (F48R, Q92P, T134A, T134R, A163&3¥ auch mit Mutanten, die post-ER
Kompartimente erreichen (F48A, A72W) koprazipitiedrden.

Ein anderes Ergebnis wurde fir Calnexin erhaltém,Ghaperon, das vor allem in der ER-
Membran beschrieben wurde (Okazaki et al., 2000jlinfdo et al., 2004). Calnexin
interagierte zwar ebenfalls starker mit Rezeptodk@,in dena-helikalen Doménen 1 bis 4
mutiert wurden. Mit Ausnahme der L44R interagieds aber nur mit Mutanten, die
ausschlief3lich im ER retiniert wurden (F48R, Q9ZP34A, T134R und A163E) und nicht
mit Mutanten, die post-ER Kompartimente erreichBass die Position der Mutation im
Rezeptormolekil fur die Calnexinbindung nicht sdirseon Relevanz ist, zeigte sich
besonders deutlich bei den Mutanten F48A und F43R.Mutante F48A war im ERGIC
nachweisbar und zeigte keine signifikant hohemdBng von Calnexin im Vergleich zum
wildtypischen Rezeptor. Die vollstandig im ER regime Mutante F48R interagierte dagegen
mit diesem Chaperon.

Derlinl, ein Markerprotein fir den ER-assoziiert&bau, zeigte im Vergleich zum
wildtypischen Rezeptor nur mit Mutanten, die in dehelikalen Bereichen mutiert waren
und im ER retiniert wurden, eine starkere Inte@kt{L44R, FA48R, Q92P, T134A, T134R,
A163E und S318I). Mutanten, die das ER verlassemtiem und diex-helikalen Mutanten

L62P und W156D, wurden von diesem Protein nichtuenk. Derlinl interagierte ebenfalls

starker mit Mutanten , die eine Mutation bis zua-elix trugen.

Die stark retinierten Mutanten L44R, L62P und W156id im 1. und 2u-helikalen Bereich
des Rezeptors lokalisiert. Diese Rezeptormutangten, wie die Mutanten mit einer
Mutation ab der 4.o-helikalen Doméne, keine signifikante Interaktiont nden hier
untersuchten Proteinen. Es ist also wahrscheintelss an der Retention dieser Mutanten

noch unbekannte Chaperone beteiligt sind.
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Abb. 3.12: Komponenten des Qualitatskontrollsystemseukaryotischer Zellen, die mit den V2R-Mutanten iteragieren. Die
Rezeptoren wurden aus transient transfizierten HEBKZ2ellen préazipitiert. Kopréazipitierte Chaperortésp70, Calnexin) sowie Derlinl
wurden mittels spezifischer Primérantikdrper undy@800 konjugiertem anti-Kaninchen IgG bzw. IRdy@k0njugiertem anti-Maus 1gG
detektiert. Gezeigt ist hier der Quotient aus daterisitit der Chaperonbande und der Gesamtinterdstd GFP-Fluoreszenz der
Rezeptormutanten.

3.4 Aufbau eines Testsystems zur ldentifizierungienepharmakologischer
Chaperone mit Hilfe von Hochdurchsatz-Durchmustgemnund automatischer
Mikroskopie

Mutationen in den Genen von Membranproteinen kdrmeRaltungs- und Transportdefekten
fuhren und Erkrankungen auslésen. Die Entwicklungrmakologischer Strategien, um diese
Faltungsdefekte zu Uberwinden, stellt eine grol3mtidorderung dar. Fur denR wurde
der Antagonist SR121463 als pharmakologisches Cbapgeschrieben. Dieser Antagonist
bindet wahrend der Faltung an den Rezeptor undistati dessen korrekte Faltung. Dadurch
wird der Rezeptor dem Qualitatskontrollsystem egéro und der Transportdefekt
Uberwunden. Ein Problem ist, dass SR121463 quesieirsibel mit der Bindungstasche
interagiert und daher zwar zu einem korrekt getiatteund transportkompetenten Rezeptor
fuhrt, dieser aber dennoch durch den Antagonisieckiert bleibt (Wdiller et al. 2004;
Morello et al., 2000; Welch et al., 2000). Dieseartdgonist ist fur eine Therapie daher nicht
geeignet. Es wurden auch zellpenetrierende PeptigeKLAL und Penetratin beschrieben,
die ebenfalls den Transport einiger,R/Mutanten zur Plasmamembran ermdglichen,

wahrscheinlich indem sie €aabhangige Komponenten des Qualitatskontrollsystems

89



Ergebnisse

inhibieren. Diese Peptide sind aber instabil umgghen sich ebenfalls nicht als Grundlage zur

Herstellung neuer Pharmaka.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb in Kooperatmit der Arbeitsgruppe Cellular

Imaging (B. Wiesner, FMP Berlin) ein Testsystem zW@urchmusterung von

Substanzbibliotheken im HochdurchsatzverfahrenHiife eines automatischen Mikroskops
entwickelt werden. Anhand dieses Systems solltem&lMolektle gefunden werden, die die
Faltung und/oder den intrazellularen Transport G#CR in lebenden Zellen beeinflussen.
Das Testsystem sollte ferner fur die Anwendungdoeieren faltungs- und transportdefekten
Proteinen geeignet sein. Hierfiir erscheint einehiiée, mit der man die Uberwindung eines

Transportdefekts untersucht, sehr gut geeignet.

3.4.1 Aufbau des Testsystems

Die zu durchmusternde Substanzbiblioth€kemBioNetumfasst 17000 Substanzen. Es
musste deshalb eine Methode entwickelt werden, dait man diese hohe Anzahl im
Hochdurchsatzverfahren analysieren kann. Fir dialyse der Substanzen war es wichtig,
die Messungen an lebenden Zellen durchzufiihrentoximsche Effekte sofort identifizieren

zu kdénnen.

Als Modellproteine dienten der wildtypischeR/, der murine YR (mV,R) und die humane
V,R-Mutante L336T. Diese Modellproteine wurden ausgj@ty weil der Einfluss des
Antagonisten SR121463 auf deren Transport bereitsugtersucht ist (Wuller et al. 2004;
Morello et al., 2000; Welch et al., 2000). Der meri\L,R (V2R aus der Maus) wird im
Gegensatz zum humanenR/fast vollstandig retiniert (Oksche et al., 20@ieser Rezeptor
stellt somit, wie viele NDI-verursachende Mutationeein Modell fir faltungs- und
transportdefekte 3R dar (Oksche et al., 2002). Interessant ist, dsssder Maus der
Transportdefekt des wildtypischen,R/ durch eine Mutation ausgeglichen wird, die die
Affinitat fur AVP erhoht. Diese Mutation gewdahrleas eine ausreichende Signalisierung
durch die wenigen, die Oberflache erreichenden Remmolekile (Oksche et al., 2002). Der
Faltungs- und Transportdefekt des sRvkann durch Behandlung mit SR121463 korrigiert
werden (Willer et al., 2004). Gleiches gilt fir tiemane NDI-Mutante L336T, die ebenfalls

retiniert wird.

90



Ergebnisse

Alle Versuche wurden in stabil transfizierten HER2Zellen durchgefuhrt. Die Zellen
wurden in eine 384-Kavitaten Zellkulturplatte ausijeund mit dem Antagonisten SR121463
als Positivkontrolle fur die Uberwindung eines Tspartdefekts 24h behandelt. Um dem
automatischen Mikroskop Informationen zur Zellzaimd zur Lage der Zellen geben zu
kénnen, wurden zunadchst die Zellkerne mit Hoech8258 gefarbt. Anhand der
Zellkernfarbung (s. Abb. 3.13 A, C und E, linke d&l) wurde eine Kernmaske definiert (s.
Abb. 3.13 B, D und F, linke Bilder, in blau) unchéBereich um die Zellkerne festgelegt, in
dem sich Zellen und Zellmembranen fir die folgentessungen befinden missen. Dieser
Bereich wurde als Zellareal bezeichnet. Im Folgendeurden die Zellen mit dem
Plasmamembranmarker Trypanblau gefarbt und dier€saenz detektiert (s. Abb. 3.13 A, C
und E, mittlere Bilder). Mit Hilfe dieser Fluoreszen wurde eine Membranmaske definiert
(s. Abb. 3.13 B, D und F mittlere Bilder, in roBus der Differenz der Membranmaske und
der Zellkernmaske ergab sich der intrazellulare eBér der Zelle. Dieser ist in den
Abbildungen 3.13 B, D und F in den rechten Bildergriin dargestellt). Im 3. Kanal wurden
die GFP-Intensitaten der Rezeptoren in der Membaake ({1empra) UND iM intrazellularen

Bereich (byi.s0) beEStimmt. Pro Kavitat wurden mindestens 300 Zeflemessen. Aus diesen

Intensitaten wurde die Ratio yehprad |zyt0s0) berechnet, die in Abbildung 3.14 grafisch
dargestellt ist. Im Falle einer transportdefektentémte ist bei einem positiven Effekt des
Antagonisten auf den intrazellularen Transport eMerschiebung der Rezeptor-GFP-
Fluoreszenz von der intrazellularen Maske zur Memiaske zu erwarten, d.h. der Wert

IMembrar“Zytos(ﬂ erd grOBer.
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(A)

Kerne nach Membranen nach GFP
Hoechstfirbung Trypanblaufirbung

V,R.-WT.GFP
unbehandelt

V,R-WT.GFP
behandelt mit
1uM SR121463
(Antagonist)

(B)

V,R-WT.GFP
unbehandelt
mit Masken

V,R-WT.GFP
behandelt mit
1uM SR121463
(Antagonist)
mit Masken
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(©)

Kerne nach Membranen nach GFP
Hoechstfiarbung Trypanblaufirbung

mV,R.GFP
unbehandelt

mV,R.GFP
behandelt mit
1uM SR121463
(Antagonist)

(D)

mV,R.GFP
unbehandelt
mit Masken

mV,R.GFP
behandelt mit
1uM SR121463
(Antagonist)
mit Masken
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(E)

Kerne nach Membranen nach
Hoechstfarbung Trypanblaufirbung

GFP

V,R.L336T.GFP
unbehandelt

V,R.L336T.GFP
behandelt mit
1uM SR121463
(Antagonist)

(F)

V,R.L336T.GFP
unbehandelt
mit Masken

V,R.L336T.GFP
behandelt mit
1uM SR121463
(Antagonist)
Mit Masken

Abb. 3.13: Lokalisation von Hoechst-, Trypanblau ud Rezeptor-GFP-Fluoreszenzen, mit Hilfe des automatchen Mikroskops.
Stabil transfizierte HEK293 Zellen wurden in 384vitaten-Zellkulturplatten ausgeséat und mit dem Aotsisten SR1211463 24h
behandelt.Mit Hilfe des automatischen Mikroskops (Axiovert@®d, Carl Zeiss, Jena) wurde der Effekt des Antasfeni auf den
intrazellularen Transport untersucht. Dargestdatitl slie gemessenen Fluoreszenzen fur den wildtigpisd&Rkezeptor (A), den murinenf/
(mV2R) (C) und fir die NDI-Mutante L336T (E) vor undamaAntagonistenbehandlung. In den linken Bildemdsim 1. Kanal die durch
Hoechstfarbung detektiertefellkerne dargestellt. Die mittleren Bilder zeigdie im 2. Kanal mittels Trypanblaufarbung detekéar
Zellmembranen. In den rechten Bildern sind die GRfereszenen der Rezeptoren dargestellt (3. Kanal).
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Die in den 3 Kandlen gemessenen Fluoreszenzentdlddie Basis fir die Definition der in B, D und dargestellten Masken
(Zellkernmaske in blau, Membranmaske in rot, Mafitkeden intrazellularen Bereich in griin). Die Madke den intrazellularen Bereich
ergab sich aus der Differenz der ZellkernmaskederdMembranmaske. Die GFP-FluoreszenzRiezeptoren wurde in der Membranmaske
und in der Maske fiir den intrazellularen Bereiclargifiziert. Mit diesen Werten wurde eine Ratio éteft (Ratio= |yempad Iztoso), di€
Aussagen Uber die Transportraten vor und nach Biivag mit SR 1121463 zuliel3 (s. Abb. 3.14).

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 3.14 grhafaargestellt. Der wildtypische,R zeigte
nach Behandlung mit dem Antagonisten eine Erhdldemdratio. Das heif3t, auch hier wurde
Faltung und Transport durch das Pharmakochaperdressert. Der murine ;R und die
humane VYR-Mutante L336T liegen unter natlrlichen Bedingungeum grofl3ten Teil
intrazellular vor. Nach Behandlung mit dem Antagbem SR121463 stieg der Anteil des
murinen VLR an der Plasmamembran sehr stark an. Mit dieséhdde konnte der friher
publizierte positive Einfluss von SR121463 auf &iadf und Transport nachvollzogen werden.
SR121463 stellt damit eine sehr gute Positivkolgrofir das Auffinden neuer

pharmakologischer Chaperone dar.
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Abb. 3.14: Einfluss des Antagonisten SR121463 aufedinternalisierung und den intrazelluldren Transport des V.R, mV;R und der
NDI-Mutante L336T. HEK293 Zellen, die die Rezeptoren,R/IGFP, m{R.GFP und L336T.GFP stabil exprimieren, wurden &4-3
Kavitaten Zellkulturplatten ausgeséat und mit demafyonisten SR121463 behandelt. Als Kontrolle wurdebehandelte Zellen eingesetzt.
Mit Hilfe des automatischen Mikroskops wurden GREehsitaten im intrazellularen Bereich und an deemidranen der Zellen bestimmt
und das Verhdltnis dieser Intensitaten als Ratigefdellt.

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit erfolgreaam Testsystem am automatischen
Mikroskop entwickelt werden, mit dessen Hilfe markinftig neue Pharmakochaperone fir
den LR im Hochdurchsatzverfahren identifizieren kann. idan mit diesem System die
Uberwindung eines Transportdefekts detektiert,tesodls auch fur andere faltungs- und
transportdefekte Membranproteine geeignet sein.
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