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4. Diskussion

4.1 Das Qualitatskontrollsystem in Saugerzellen

Bei vielen erblich bedingten Erkrankungen ist einautationsbedingte intrazellulare
Anreicherung fehlgefalteter Proteine zu beobachia. Proteine werden dabei von einem
intrazellularen Qualitatskontrollsystem erkannt wetiniert. Die Qualitatskontrolle hindert
fehlgefaltete Proteine daran, Uber den sekretaisttieg transportiert zu werden und stellt so
sicher, dass nur funktionelle Proteine ihr Zielk@rtnent erreichen. Die Komponenten des
Qualitatskontrollsystems interagieren mit hydropolGruppen oder Glykosylierungen noch
ungefalteter Proteine. Durch abwechselndes Binded Ereisetzen wird einerseits der
Faltungsprozess unterstlitzt und eine Aggregatiomingert, andererseits werden durch
diesen Mechanismus fehlgefaltete Formen erkanntratidiert. Frilhere Arbeiten zeigten,
dass das Qualitatskontrollsystem nicht auf das BEéschrankt ist. Eine post-ER
Qualitatskontrolle findet im ERGIC und wahrschethlisogar im Golgi-Apparat statt (Arvan
et al., 2002; Hermosilla et al., 2004; Carvalhalet2006; Oueslati et al., 2007). Aus Studien
an Hefen und tierischen Zellen ist ferner bekandfss verschiedene Wege der
Qualitatskontrolle im sekretorischen Weg existiewad diese simultan agieren. Bis jetzt war
aber unbekannt, warum selbst die verschiedenen ritutaeines Proteins unterschiedliche

intrazellulare Kompartimente erreichen kdnnen.

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob e®reidusammenhang zwischen Ort der
Mutation im Protein und Retentionsmechanismus diiob. eine genauere Aussage zu treffen,
wurden mit Hilfe desMolecular-Modelling Ansatzes und gerichteter Mutagenese artifizielle
Mutanten hergestellt, die gleichmaldig Uber den PRereverteilt sind und zu einem
maximalen Faltungsdefekt fuhren sollten. Zunachsird® angenommen, dass die
Lokalisation der Mutation im Rezeptor fur den Rémmsmechanismus entscheidend ist. Fur
verschiedene NDI-Mutanten des,R/ (L62P, AL62-R64, H80R, S167L, G201D, T204D,
Y205C, V206D, V226E, InsQ292, R337X) ist beschrigbdass sie in unterschiedlichen
Kompartimenten  des  sekretorischen Wegs von den IlGoemen  des
Qualitatskontrollsystems erkannt und retiniert veardWauller et al., 2004; Hermosilla et al.,
2004; Oueslati, 2005; Schwieger et al., 2008). L6RF62-R64, H8OR und S167L werden
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vollstandig im ER retiniert, wahrend T204D, Y205€226E, InsQ292 und R337X das
ERGIC erreichen kdnnen. Fur die Mutanten G201D MRA6D war sogar eine Retention im
Golgi-Apparat nachweisbar. Die NDI-Mutanten, diespBR Kompartimente erreichen,
werden héchstwahrscheinlich nach Erkennung durehQuialitatskontrolle erst wieder zum
ER zurlcktransportiert bevor sie dem Abbau zugefiverden (Hermosilla et al., 2004;
Oueslati et al., 2007; Schwieger et al., 2008). agxithvon NDI-Mutanten des,R wurde
bereits eine Klassifizierung nach dem Retentionsrmeismus in Klasse A- und Klasse B-
Mutanten vorgenommen (s. Abb. 4.1) (Oueslati, 200&bei waren Klasse B-Mutanten in
der Lage, post-ER Kompartimente zu erreichen, withidasse A-Mutanten vollstandig im
ER retiniert wurden. In diesem Modell fihrten Austéhe in der N-terminalen Hélfte des
Rezeptors zu Klasse A-Mutanten, Klasse B-Mutantemden dagegen durch C-terminale
Mutationen verursacht.

Klasse B \

Klasse A
| }
ER ERGIC

Abb. 4.1: Modell nach Oueslati (2005)Dieses Modell wurde anhand des Retentionsmusegeste bekannter NDI-Mutanten erstellt und
teilt diese in Klasse A- und Klasse B-Mutanten ddabei fihren Mutationen in der N-terminalen Hglftes Rezeptors zu Klasse A-
Mutanten, die zu einer Retention im ER fihren. Maten in der C-terminalen Halfte fihren zu Klagéutanten, die das ERGIC
erreichen kénnen, dort aber retiniert werden utgead zum ER transportiert werden.

Fir Hefen wurde ebenfalls beschrieben, dass dieallsation der Mutation den
Retentionsmechanismus beeinflussen konnte. Vashist Ng (2004) beschrieben

verschiedene Kontrollpunkte zur Erkennung von fefdjeten I6slichen und
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membrangebundenen Proteinen. Sie postuliertenxdseifz von 2 ERAD-Reaktionswegen:
ERAD-C fur Faltungsintermediate mit zytosolischesfékten und ERAD-L fur alle I6slichen
und integralen Proteine mit Mutationen in ER-lunt@maDomanen. Carvalho et al. (2006)
postulierten noch einen weiteren ERAD-M Reaktiorgwaer integrale Proteine mit einem

Faltungsdefekt in den transmembrandren Domanemmike

ERAD-L — Post-ER

ERAD-M —  ?

\ ERAD-C — ER

Abb. 4.2: Modell nach Vashist, Ng (2004) und Carvab (2006). Die in Hefen aufgestellten Hypothesen postuliertein
Qualitatskontrollsystem, das aus verschiedenen rifimiinkten besteht, die die Faltung der unterstiluken Doménen des Rezeptors

(extrazellul@r, intrazelluléar, transmembranar) iNserhen.

Die an Hefen aufgestellten Modelle betonen eben@ik Wichtigkeit der Lokalisation der
Mutation fiir den Retentionsmechanismus. Nach dginebipublizierten Daten steht damit das
Modell von Ouelati (2005) tber die Relevanz vonlidw. C-terminaler Mutationen fur das
Séaugerzellsystem dem Modell von Vashist, Ng (2@6t) Carvalho (2006) tber die Relevanz

von extrazellularen, intrazellularen und transmeanbren Mutationen in Hefen gegenuber.

In dieser Arbeit ist es gelungen, mit Hilfe zahdrear artifizieller \AR-Mutanten einen
Zusammenhang zwischen der Lokalisation einer Maatim Protein und dem
Retentionsmechanismus in Saugerzellen herzust@&lienDaten stutzen eher das Modell wie
von Vashist, Ng und Carvalho vorgeschlagen, alhgslimit wichtigen Modifikationen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit aus den mikroskopischewli&t an Lebendzellen und aus den
Biotinylierungsexperimenten zeigten zwar, dass siehRetentionsmuster der Mutanten in
den unterschiedlichen Doméanen unterscheiden, alggdihrten hier Mutationen in den
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helikalen Domanen zu deutlich starkeren Faltungddenf, als Mutationen in den extra- und
intrazellularen Bereichen. Von den in dieser Arhgitersuchten artifiziellen dR-Mutanten
wurden insgesamt 94 % derhelikalen, aber nur 50 % der extrazellularen ud%4 der
intrazellularen Mutanten als fehlgefaltet erkanmid uretiniert. Vashist und Ng dagegen
postulierten, dass nur Mutationen in den intrat@&n Domanen zu einer ausschliel3lichen
Retention im ER fuhrten. Aufgrund der hier erhadterbaten, konnte eine neue Theorie tber
den Zusammenhang zwischen Retentionsmechanismud.akalisation der Mutation im
Rezeptor aufgestellt werden. Diese besagt, dasRetentionsmechanismus abhangig von der
Position der Mutation im Rezeptor in longitudinakRichtung ist. Die Wahrscheinlichkeit,
dass eine Mutation zu einer Retention im ER fusteigt, je weiter sich die Mutation in den
a-helikalen Bereichen befindet (Longitudinaltheorie)

Die Glykosylierungsmuster der einzelnen Mutanteiizéén ebenfalls die Ergebnisse der
mikroskopischen Studien und der Biotinylierungseipente. 65% dea-helikalen Mutanten

zeigten nur eine mannosereiche Glykosylierung wrthten nicht oder nur in sehr geringem
Umfang den medialen Golgi-Apparat erreichen. Dagegeeichten alle extrazellularen
Mutanten, sowie 80 % der intrazellularen Mutant@stgER Kompartimente und wurden
komplex glykosyliert. Fur die Mutanten P34E, 122223I (a-helikal) und R202A, A300R

(extrazellular) konnte eine komplexe Glykosylieruagf wildtypischem Niveau detektiert
werden. Trotzdem erreichten diese Mutanten nurighladie Plasmamembran. Dies ist ein
starker Hinweis daflir, dass diese Mutanten durch Qualitatskontrollsystem im Golgi-

Apparat retiniert werden. Das Vorhandensein einealifatskontrolle im Golgi-Apparat

wurde auch von anderen Autoren bereits in Hefeuped (Hong et al., 2002: Arvan et al.,
2002). Fehlgefaltete Proteine konnten die Quaktiigolle des ER voéllig umgehen und
wurden zum Abbau direkt vom Golgi-Apparat zu lysosten Kompartimenten transportiert.
Dieser Reaktionsweg wurde auch in gestressten rZddeschrieben, in dem Substrate
abgebaut werden, die durch ein lUberlastetes ERr@s&bntrollsystem nicht erkannt wurden
(Spear und Ng, 2003). Der Golgi-Apparat kann dalert nur den retrograden Transport von
faltungsdefekten Proteinen, die aus dem ER entkamsiad, einleiten, sondern auch als
distaler Kontrollpunkt zur Sortierung von fehlgeéaén Proteinen fungieren (Arvan et al.,
2002). Die Glykosylierung der Proteine gab aber Aufschluss tber den Transport vom
medialen Golgi-Apparat zur Membran. Es ist strjttidp auch Mutanten, die das ERGIC
erreichen, komplex glykosyliert werden (Yamamotalet 2001; Hermosilla et al., 2004). In

der Literatur gibt es bereits Hinweise auf ein @atdkontrollsystem im ERGIC (Hermosilla
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et al., 2004, Oueslati et al., 2007). In Fluorengztudien wurde der Frage nachgegangen, ob
die als vollstandig retiniert identifizierten Mutan wirklich nur auf das ER beschrankt sind,
oder mdglicherweise doch das ERGIC erreichen kéndetanten, die im ERGIC, aber nicht
mehr im Golgi-Apparat nachweisbar sind, wéaren eichtiger Hinweis zur Bestéatigung eines

Qualitatskontrollsystems im ERGIC.

Aufgrund der Immunfluoreszenzstudien konnte gezeigtden, dass 45 % derhelikalen
Mutanten und jeweils 80 % der intrazellularen urttazellularen Mutanten mit dem ERGIC-
Marker kolokalisierten. Dien-helikalen Mutanten F48A, A72W, A125l, T134A, 1232N
S263W, S318L akkumulierten eindeutig im ERGIC, g aber keine komplexe
Glykosylierung. Diese Mutanten erreichten dahehniden medialen Golgi-Apparat, um
komplex glykosyliert zu werden und sind daher eitarker Hinweis fir eine
Qualitatskontrolle im ERGIC. Aufgrund dieser Ergedse erscheint es sehr wahrscheinlich,

dass das ERGIC uber ein eigenes Qualitatskontsbdiay verfugt.

Bis heute sind die Mechanismen der Retention verdeher Mutanten eines
Membranproteins in den unterschiedlichen Kompanitee des sekretorischen Weges
weitgehend unklar. Es ist vor allem auch unklar,rura einige Mutanten post-ER
Kompartimente erreichen, andere dagegen nichtFage, wie das Qualitatskontrollsystem
zwischen den strukturell oft dhnlichen Formen ualjefer Proteine, Faltungsintermediate,
fehlgefalteter Proteine und korrekt gefalteter €rm unterscheidet und wie fehlgefaltete

Proteine erkannt werden, ist nach wie vor unzuexidrbeantwortet.

Aufgrund der Ergebnisse aus den Glykosylierungst Biotinylierungsexperimenten dieser
Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass Muaarith den unterschiedlichen Bereichen
des Rezeptors mit unterschiedlichen KomponenterQieditatskontrollsystems interagieren
kénnen und dadurch ein unterschiedliches Reten@rhalten zeigen. In der Literatur sind
hierzu bereits verschiedene Hypothesen beschriedem einen wurden verschiedene
Rucksortierungsmechanismen beschrieben, die eioBegRolle in der Qualitatskontrolle
verschiedener Proteine spielen. Post-ER Erkennuegsamismen wurden vor allem fir
fehlgefaltete Proteine in Hefen untersucht. Erd8gemnt eine C-terminale HDEL-Sequenz
(in Saugern KDEL) luminaler Proteine und rekrutidigse in COPI-Vesikel (Semenza et al.,
1990). Ein C-terminales Dilysinmotiv bei integral®fembranproteinen kann ebenfalls als

Ruckfuhrungssignal fungieren, indem es direkt am deOPI-Komplex retrograder
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Transportvesikel bindet (Jackson et al., 1993; weteur et al., 1994). Zusatzlich wurde in
Hefen noch ein Rerlp-abhangiger retrograder Trahspg vorgeschlagen (Nishikawa und
Nakano, 1993; Sato et al., 1995). Rerlp ist einGaigi-Apparat lokalisiertes Protein, das
polare Aminosaurereste in den Transmembrandoméikenrd und diese Uber COPI-Vesikel
zum ER zuricktransportiert (Sato et al., 1997, 129®1). In Saugerzellen bestimmen die
Transmembrandomé&nen von nicht zusammengefugterifuntereinheiten in vielen Fallen
die Retention in post-ER Kompartimenten (Bonifacetaal., 1990 und 1991, Letourneur et
al., 1994). So konnten Sato et al. (2004) zeigess dhicht assemblierte Untereinheiten von
Membranproteinen in Hefen den frihen Golgi-Appanaieichen und dann tber den Rerlp-

Reaktionsweg rucktransportiert werden.

Eine andere Hypothese fir denR/und andere Membranproteine besagt, dass die durch
Mutation induzierte Konformationsanderung zur Expos von hydrophoben Gruppen
fuhren kann, die von luminalen ER Chaperonen (Gati€alretikulin, BiP, GRP94) erkannt
und gebunden werden (Morello et al., 2001; Chnstoen et al., 2008). Was auch mit den
Ergebnissen dieser Arbeit bestatigt werden korivitdationen in deru-helikalen Domanen
konnten zum Aufbrechen der Struktur und damit zpoeierten hydrophoben Bereichen
fuhren, die dann von den Chaperonen erkannt wurlealog konnten die Mutanten in den
extrazellularen Bereichen, die ebenfalls zu eirtarken Retention fihrten (G107R und
P108E), das Abknicken der 1. extrazellularen Staieidie 3.a-Helix verhindern und so die

3. a-Helix aus der Membran drangen.

Frihere Arbeiten zeigten, dass GPCR mit einer ¥lzvon Chaperonen interagieren
kénnen. Es war aber bislang nicht bekannt, ob Mliganten eines Membranproteins immer
mit den gleichen Chaperonen interagieren oder olbies Unterschiede gibt. Ferner war
unbekannt worauf mogliche Unterschiede beruhen teimri-ir den YR sind in der Literatur
Co-Immunprazipitationen von MXR-Mutanten und Calnexin beschrieben (Morello et al.
2001). Gleiches wurde fur den Gonadotropinrezegeéaeigt (Rozell et al., 1998).

Der TSH-Rezeptor interagiert mit Calnexin, Calrelik und BiP wahrend der Proteinfaltung
im ER (Siffroi-Fernandez et al., 2002). Der TSH-Baor ist ein GPCR mit einem N-Glykan
an Asn 77. Molinari und Helenius (2000) postuliertelass Glykoproteine mit einer N-
Glykosylierung bis zur Position 50 vom N-Terminustfernt mit Cnx/Crt interagieren.

Proteine mit einer Glykosylierung mehr in Richtu@glerminus sollten hingegen mit BiP
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interagieren (Zhang et al., 1997; 2004). Nach are8éodell bestimmt also nur die Position
der Glykosylierung mit welchem Chaperon das PrateM/echselwirkung tritt.

Mittels Uberexpressionsexperimenten konnten dieodaut zeigen, dass die Interaktion des
TSH-Rezeptors mit Cnx/Crt zur Stabilisierung der z&sorstruktur fuhrt. Eine
Uberexpression von BiP fiihrt zum gesteigerten Abkan TSH-Rezeptors. Die Wahl
zwischen diesen beiden Chaperonsystemen ist erdecdde weil jeweils andere Effekte auf
Faltung und Stabilitdt des Rezeptors im ER erxigltden. In dieser Arbeit konnte dagegen
gezeigt werden, dass depR/und die Rezeptormutanten in unterschiedlichem €éfden
Chaperonen Calnexin und Hsp70, sowie mit Derlindozigeren, nicht mit BiP. Das ER-
Membran gebundene Chaperon Calnexin interagieéekest mit den Mutanten in dem
helikalen Doménen 1 bis 4, die auch im ER retinitrden. Mutanten, die post-ER
Kompartimente erreichten, zeigten keine verstaidkteraktion. Diese Ergebnisse zeigen
eindeutig, dass Calnexin nicht nur in der Protdinfey wahrend der Neusynthese involviert
ist, sondern auch in der Retention und widerleghitdie Ergebnisse von Siffroi-Fernandez
et al. (2002). Die Theorie von Molinari und Heleni{2000) konnte hier ebenfalls widerlegt
werden. Der YR tragt ein N-Glykan an Position 22. Somit mussibe Mutationen, die zu
einem faltungsdefekten Rezeptor fihren mit Calnexiad Calretikulin interagieren. Es konnte
aber nur eine Interaktion von Calnexin mit Mutantgie eine Mutation bis zur 4-helikalen
Domane trugen, nachgewiesen werden. Eine Interaktiot Calretikulin konnte nicht

detektiert werden.

Das Chaperon Hsp70 wurde v. a. an RezeptormutanieMutationen in deru-helikalen
Domanen und im intrazellularen Bereich gefunden. Zegyte keine Interaktionen mit
Rezeptoren, die Mutationen in den extrazellularehle&fen trugen (diese befinden sich im
luminalen Bereich und scheinen keinen Einflussdeuf zytosolischen Bereich des Rezeptors
zu haben). Ferner fiel auf, dass Hsp70 nicht mehviatanten, die eine Mutation ab dero4.
helikalen Doméne tragen, bindet. Eine Ausnahmdtesteier die Mutante S318I dar. Diese
Mutante tragt die Mutation in der #@-Helix, die sich in der rdumlichen Struktur des
Rezeptors mit der Ji-Helix verbindet und so zu einem stabilen Rezefitbrt. Durch das
Einfugen des Isoleucins an Position 318 konnteFdikung der 1a-Helix beeinflusst, und
dadurch die verstarkte Interaktion mit Hsp70 etkigrden.
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Derlinl, ein Markerprotein fir den ER-assoziierfdsbau zeigte nur mit Mutanten in den

helikalen Bereichen, die im ER retiniert wurdeneestarkere Interaktion. Derlinl interagierte
ebenfalls starker mit Mutanten im Bereich bis zua-#elix. Laut Carvalho et al., sollten nur
Mutanten mit luminalen Defekten mit Derlinl intelagn, was aber in dieser Arbeit nicht
nachvollzogen werden konnte. Schwieger et al. (RQfiEgten ebenfalls, dass mehrere
Mutationen, unabh&ngig von ihrer Position im Reaepind ihrem Retentionsmechanismus

mit Derlinl interagieren konnen.

Die stark retinierten Mutanten L44R, L62P und W156Ehelikal) zeigten, wie die Mutanten
ab der 4.a-helikalen Doméane keine signifikante Bindung mitndaier untersuchten
Chaperonen und Derlinl. Diese Mutanten mussen muer@n, hier nicht untersuchten,

Chaperonen assoziieren, die die Faltung Uberpuiridrfehlgefaltete Rezeptoren retinieren.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit konnte eisatomenhang zwischen der Interaktion
von Rezeptoren und Chaperonen und dem Retentiohsmiemus ausgearbeitet werden.
Dabei zeigte sich, dass sich die Interaktion desigéhone mit den untersuchten Mutanten in
transversaler Richtung entlang des Rezeptors arkiern (s. Abb. 4.3). Unterschiedliche

Mutanten des Proteins kdnnen mit unterschiedlidBeaperonen interagieren. Die Neigung,
verstarkt mit den Chaperonen Calnexin und Hsp7ihtanagieren, nimmt dabei von N- nach

C-terminal ab. Gleiches trifft auf Derlinl zu. Gibzeitig kann aber auch die Neigung, mit
anderen Chaperonen zu interagieren, von N- nacérr@iftal zunehmen, was aber hier far
kein Chaperon gezeigt werden konnte. Diese Tragaltbeorie &hnelt damit dem Modell

nach Oueslati (s. Abb. 4.1)
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Longituinalhypothese

ERGIC
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 Retention JSISY
Lk ]
l ERGIC

Transversalhypothese

Chaperonbindu ng

Abb. 4.3: Theorien Uber den Retentionsmechanismuson V;R-Mutanten im SéaugerzellsystemDie Longituinalhypothese besagt, dass
der Retentionmechanismus abhéngig von der Rezepbdntk ist. Eine ausschlieBliche ER-Retention istrieh umso wahrscheinlicher, je
naher sich die Mutation im Bereich deHelix befindet. Die Transversalhypothese beschyeliiss sich die Interaktion von Chaperonen und
Rezeptormutanten in transversaler Richtung desfRezeéndern kann. Die Neigung, verstarkt mit Dérlund den Chaperonen Calnexin
und Hsp 70 zu interagieren, nimmt dabei von N- radbrminal ab.

4.2 Etablierung eines neuartigen Systems zur Duushenung von

Substanzbibliotheken im Hochdurchsatzverfahren

GPCR sind wichtige Zielstrukturen fir Medikameniiéel dieser Arbeit war es auch, ein
Testsystem zu etablieren, mit dem schnell und emfaeue Wirkstoffe gefunden werden
konnen, die die Faltung und/oder den intrazellmdrseansport sowie die Internalisierung von
G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) in leberzigien beeinflussen. Deshalb wurde
im Rahmen dieser Arbeit ein neuartiges System zudrclmusterung von

Substanzbibliotheken im HochdurchsatzverfahrenHiife eines automatischen Mikroskops

entwickelt.

In der Literatur sind fur GPCR bereits verschiedBaglioliganden- und Funktionalitatstests
beschrieben. Testsysteme, die auf Radioligandenmges beruhen, sind sehr teuer und
haben den Nachteil, dass man nicht zwischen Agamdt Antagonist unterscheiden kann.
Yangthara et al. (2007) entwickelten ein Funktigétdtestsystem, bei dem die Aktivitat des
V,R Uber die cAMP-abhéangige Aktivierung von CFTRK@Inhalen bestimmt wurde. Damit

konnten sie einen Antagonisten identifizierten, &@mal potenter fur MR als fur den

105



Diskussion

Vasopressin-Yi-Rezeptor (\.R) ist. Die Autoren beschrieben dieses Funktioasiest als
sehr sensitiv, billig, einfach und adaptierbar &lie fluoreszenz-basierten Hochdurchsatz-
Durchmusterungsformate. Hier kann aber nicht untdrswerden, ob die Substanz direkt auf

den LR wirkt, oder den Reaktionsweg beeinflusst.

Carlile et al. stellten 2007 einen schnellen undhfaghen Mikrotiter-basierten
Durchmusterungsansatz vor, der direkt den Prosssport verfolgt. Mit diesem
Funktionalitatstest konnten die Autoren Substarfraien, die Defekte im Proteintransport
(Proteinfaltung) korrigieren. Dabei wurde das mi#id’rotein nach Behandlung mit kleinen
Molekulen an der Zelloberflache gemessen. Die Megdand an fixierten Zellen statt. Eine
Schwierigkeit dieses Systems war, ein Protokoll Zallfixierung zu finden, bei dem die
Permeabilisierung der Zellen minimal war, da sdehe Farbung der Zellmembran mehr
moglich gewesen ware. Ferner bericksichtigte dies€sstsystem nicht die
Gesamtrezeptorzahl der Zellen, sodass es durchirgerschiedliches Expressionsverhalten
schnell zu falschpositiven Ergebnissen kommit.

Das in dieser Arbeit entwickelte Testsystem ist eleste Ansatz, bei dem der intrazellulare
Rezeptortransport direkt an lebenden Zellen vetfalgrden kann. Dabei kann mit Hilfe der
automatischen Mikroskopie der Membrantransport v@dem fluoreszenzmarkierten
Membranprotein vor und nach Behandlung mit moglch®irkstoffkandidaten untersucht
werden. Bei diesem Testsystem wird der Gesamtremggitalt berlcksichtigt, was
falschpositive Ergebnisse minimiert. Es kdnnen madbr300 Zellen gleichzeitig gemessen
werden, sodass die quantitative Auswertung verthesi ist. Ferner ist es moglich, nur
intakte Zellen in die Auswertung einzubeziehen. [Begebnisse der Etablierung des
Testsystems zeigten, dass die Methode gut geeigiateue pharmakologische Chaperone
fur den LR und/oder Inhibitoren der Qualitatskontrolle zendfizieren. Einziger Nachteil
der Methode ist, dass nur eine Wiederherstellung Rezeptortransports nicht aber die
Rezeptorfunktion detektiert wird. Dieser Nachteitdvaber dadurch ausgeglichen, dass die
Methode ohne weitere Modifikationen auf andere,hanicht verwandte Membranproteine

Ubertragen werden kann.
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