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Zusammenfassung 1 

Zusammenfassung 

Einleitung: Die seit Jahrzehnten ansteigende Adipositasprävalenz in der Bevölkerung 

stellt ein ernstes Gesundheitsproblem dar. Manifestiert sich Adipositas bereits im Kindes-

alter, führt dies häufig zu multiplen Folgeerkrankungen und einer drastischen Einschrän-

kung der Lebensqualität. Bei bis zu 5 % aller Patient:innen liegen Mutationen im Mela-

nocortin-4-Rezeptor (MC4R) vor, der eine zentrale Rolle in der hypothalamischen Hun-

ger- und Sättigungsregulation spielt. U.a. kann es durch vorzeitige Stopp-Mutationen 

(PTCs) im MC4R zu einem nahezu kompletten Funktionsausfall kommen, jedoch existie-

ren hierfür derzeit noch keine Therapieoption. Ein Ansatz zur Therapie PTC-vermittelter 

Erkrankungen ist das Unterdrücken der PTCs durch den Einsatz von Aminoglykosidanti-

biotika, sog. Translational Readthrough. Ziel ist eine Wiederherstellung der jeweiligen 

Proteinexpression und -funktion. Für nonsense mutierte MC4R-Varianten zeigten bishe-

rige Studien in non-humanen Zellen vielversprechende Ergebnisse. In dieser Arbeit wur-

den erstmals in einem humanen System Versuche zur pharmakologischen Wiederher-

stellung von MC4R-Varianten durchgeführt. Neben einer Charakterisierung der Rezepto-

rexpression und einer Messung des Gs-Signalwegs wurde insbesondere auch Wert auf 

die Untersuchung des Gq/11-Signalwegs gelegt. Seit einigen Jahren ist eine Kopplung des 

MC4R an diesen Weg bekannt, es wurden allerdings bis dato keine Untersuchungen bei 

MC4R-Stopp-Mutationen durchgeführt.  

 

Methoden: Alle Versuche wurden in HEK-293 Zellen durchgeführt. Vor den funktionellen 

Assays wurde die optimale Geneticin (G418)-Konzentration in nicht-transfizierten Zellen 

ermittelt. Anschließend erfolgte die Charakterisierung der MC4R-Expression mittels Flu-

oreszenzmikroskopie und Ermittlung der Oberflächen- und Gesamtexpression mit und 

ohne G418. Rückschlüsse auf die Gs-Signalisierung und den Einfluss von G418 konnten 

durch Messung der cAMP-Akkumulation nach Stimulation mit alpha-MSH und Setmela-

notide gemessen werden, die Gq/11-Aktivierung wurde mittels Reportergen-Assay be-

stimmt. 

 

Ergebnisse: Die G418-Behandlung führte nur zu minimalen Verbesserungen der Rezep-

torexpression oder -funktion. Im Vergleich zum MC4R-Wildtyp waren die MC4R-Expres-

sion und -Funktion stark reduziert. Interessanterweise wurde eine signifikante Zunahme 

der Basalaktivität im Gq/11-Signalweg durch G418 bei den MC4R-Varianten festgestellt.   
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Fazit: In der vorliegenden Arbeit war keine überzeugende Wiederherstellung der Funk-

tion MC4R-Varianten durch G418-Behandlung möglich. Eine Therapie mit Aminoglykosi-

den scheint daher keine vielversprechende neue Therapieoption für Adipositas hervor-

gerufen durch MC4R-Stopp-Mutationen zu sein. Trotzdem sollte der Ansatz weiter unter-

sucht werden. Hierbei sollte der Fokus auf ausgewählte Mutationen gelegt werden und 

diese in einem neuen Modell und mit anderen Readthrough-Substanzen getestet werden.  

 

Abstract 

Introduction: For several decades the prevalence of obesity in the population has stead-

ily increased, which poses a serious health problem. When obesity manifests in child-

hood, it often leads to multiple comorbidities and a drastic reduction in quality of life. In 

up to 5 % of all patients, mutations in the Melanocortin-4 receptor (MC4R) are present, 

which plays a central role in hypothalamic hunger and satiety regulation. Premature stop 

mutations (PTCs) in the MC4R can result in a nearly complete loss of function, but cur-

rently no therapeutic options are available for this condition. One approach to treat PTC-

mediated diseases is the suppression of PTCs through the use of aminoglycoside antibi-

otics, known as translational readthrough. The goal is to restore protein expression and 

function. Previous studies in non-human cells have shown promising results for MC4R 

stop mutations. This study represents the first attempt to pharmacologically restore non-

sense mutated MC4R variants in a human system. In addition to characterising receptor 

expression and measuring the Gs signalling pathway, particular emphasis was placed on 

investigating the Gq/11 pathway. Although coupling of MC4R to this pathway has been 

known for some years now, no studies have been conducted on nonsense mutated MC4R 

variants until now. 

 

Methods: All experiments were conducted in HEK-293 cells. Prior to functional assays, 

the optimal Geneticin (G418) concentration was determined in non-transfected cells. Sub-

sequently, MC4R expression was characterised using fluorescence microscopy, and sur-

face and total expression were determined with and without G418. Insights into Gs sig-

nalling and the influence of G418 were obtained by measuring cAMP accumulation after 

stimulation with alpha-MSH and setmelanotide, and Gq/11 activation was determined using 

a reporter gene assay. 
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Results: G418 treatment only resulted in minimal improvements of receptor expression 

or function. Compared to the MC4R wild-type, expression and function of the MC4R-stop-

variants were significantly reduced regardless of G418-application. Interestingly, G418 

was found to significantly increase basal activity of the MC4R-stop-mutations in the Gq/11 

signalling pathway. 

 

Conclusion: In this study, no convincing restoration of the function of MC4R-variants 

through G418 treatment was possible. Therefore, at this point aminoglycoside therapy 

does not appear to be a promising new treatment option for obesity caused by MC4R 

stop mutations. Nevertheless, the approach should be further investigated, focusing on 

selected mutations and testing them in a new model with different readthrough-inducing 

substances. 
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1 Einleitung 

Übergewicht und Adipositas sind ernst zu nehmende Probleme, die immer mehr Men-

schen in Deutschland und weltweit betreffen. Entwickelt sich das Übergewicht bereits im 

Kindesalter, bleibt es häufig bis ins Erwachsenenalter bestehen und führt zu multiplen 

Folgeerkrankungen (1). Der Erforschung neuartiger Ansätze zur Therapie von Adipositas 

bei Kindern und Jugendlichen kommt daher eine immer größer werdende Bedeutung zu. 

In dieser Arbeit wurden Grundlagenuntersuchungen zu einem neuartigen Therapieansatz 

für bestimmte Formen von monogenetischer Adipositas durchgeführt. 

1.1  Prävalenz, Entwicklung und Folgen von Adipositas 

Nicht-übertragbare Erkrankungen (Non-communicable Diseases; NCDs) sind heutzutage 

die häufigste Todesursache. In der Region Europa sind sie laut World Health Organiza-

tion (WHO) verantwortlich für 90 % der Todesfälle und 85 % der Lebensjahre, in denen 

die Gesundheit durch Krankheit eingeschränkt ist (Years lived with disability). Einer der 

Hauptrisikofaktoren für die Entwicklung von NCDs ist Adipositas, die als komplexe multi-

faktorielle Erkrankung mit abnormaler Vermehrung des Körperfetts definiert ist (2). Laut 

Definition der WHO besteht bei Erwachsenen ab einem Body Mass Index (BMI) von 25 

kg/m2 Übergewicht. Bei einem BMI von 30 kg/m2 und mehr spricht man hingegen von 

Adipositas. Bei Kindern erfolgt die Einteilung abhängig von Alter und Geschlecht (3, 4). 

Adipositas-assoziierte NCDs sind u.a. Diabetes mellitus Typ 2, Herz-Kreislauf-Erkran-

kungen, verschiedene Krebserkrankungen und chronische Atemwegserkrankungen wie 

das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom (2, 5, 6).  

Weltweit sind fast 700 Millionen Menschen von Adipositas betroffen (7). Dabei scheint 

die Prävalenz insbesondere in den reicheren Industriestaaten hoch zu sein: in den WHO 

Regionen Amerika und Europa ist die Prävalenz von Adipositas bei Erwachsenen welt-

weit gesehen am höchsten (2). Laut Angaben der Studie „Gesundheit in Deutschland 

aktuell“ (GEDA) von 2019/2020 sind in Deutschland 53,5 % der Erwachsenen überge-

wichtig. Die Adipositasprävalenz liegt bei 20 % und nimmt seit Beginn der 1990er Jahre 

stetig zu (8).  
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1.2  Probleme durch Adipositas im Kindesalter 

Auch bei Kindern steigt der Anteil an Übergewicht und Adipositas stetig an (Abb. 1). Im 

Zeitraum von 1975 bis 2016 hat sich die Prävalenz von Übergewicht und Adipositas bei 

Kindern im Alter von 5 - 19 Jahren weltweit mehr als vervierfacht und ist so von 4 % auf 

18 % gestiegen. Dies bedeutet, dass 2016 über 340 Millionen Kinder zwischen 5 und 19 

Jahren übergewichtig oder adipös waren (3). Nutzt man das Referenzsystem der WHO, 

Abb. 1. Prävalenz von Übergewicht und Adipositas bei Kindern und Jugendlichen im Alter von 5 

- 19 Jahren in der WHO Region Europa, nach Geschlecht (1975 - 2016). (Quelle: modifiziert nach 

World Health Organization Regional Office for Europe, 2022) 
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ist in Deutschland laut Studie zur Gesundheit von Kindern und Jugendlichen in Deutsch-

land (KiGGS) Welle 2 (2014 - 2017) mehr als jedes vierte Kind (26,3 %) im Alter von 5 

bis 17 Jahren übergewichtig. Bei 8,8 % liegt sogar eine Adipositas vor (9).  

Bereits im Kindesalter kann Übergewicht gesundheitliche Beeinträchtigungen wie Fett-

stoffwechselstörungen, Insulinresistenz oder Beschwerden des Bewegungsapparats be-

wirken, die bis ins Erwachsenenalter negative gesundheitliche Folgen haben (4, 10). 

Ebenso kann Adipositas bei Kindern und Jugendlichen zu psychosozialen Belastungen 

durch Mobbing in der Schule und zu einem negativem Selbstwertgefühl oder Depressio-

nen führen (11, 12). Insgesamt konnten bei übergewichtigen Kinder und Jugendlichen 

Einschränkungen der Lebensqualität in verschiedensten Lebensbereichen (Körper, Psy-

che, Selbstwertgefühl, Freunde und Schule) im Gegensatz zu normalgewichtigen Kindern 

festgestellt werden (13).  

1.3  Entstehung von Adipositas 

Adipositas ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankung, bei der neben einem bewegungs-

armen Lebensstil und einem Überangebot an energiereichen Lebensmitten auch geneti-

sche Faktoren eine wichtige Rolle bei der Entstehung spielen. In genomweiten Assozia-

tionsstudien (GWAS) konnten bereits mehrere hundert genetische Varianten bestimmt 

werden, die stark mit Adipositas assoziiert sind (2). Ebenso zeigten Zwillingsstudien den 

starken Einfluss von Genetik auf das Körpergewicht (14). Es gibt darüber hinaus Adipo-

sitas-Formen, die durch Variation eines einzelnen Gens entstehen, sog. monogene Adi-

positas. Betroffen sind hierbei oft Gene, die eine Rolle in der zentralen Regulation von 

Hunger und Sättigung spielen und Teil des Leptin-Melanocortin-Signalwegs sind.  

1.4  Die wichtige Rolle des MC4R in der zentralen Hunger- und Sättigungsregula-
tion 

Das Hormon Leptin (LEP) wird im Fettgewebe gebildet und kann über Bindung an den 

Leptinrezeptor (LEPR) auf Neuronen im Nucleus (Ncl.) arcuatus des Hypothalamus wir-

ken, die Proopiomelanocortin (POMC) exprimieren (Abb. 2). Mit Hilfe des Enzyms Propro-

tein Convertase Subtilisin/Kexin Type 1 (PCSK1) kann POMC zu alpha- und beta-Mela-

nozyten-stimulierendem Hormon (MSH) prozessiert werden, den endogenen Liganden 

des Melanocortin-4-Rezeptors (MC4R). Die MC4R-Aktivierung löst ein Sättigungsgefühl 

aus und erhöht den Energieverbrauch (15). Eine Stimulation des LEPR kann sich neben 
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den POMC-exprimierenden Neuronen ebenso auf Neuronenpopulationen auswirken, die 

die Gene Agouti-related-Peptide (AgRP) und Neuropeptide Y (NPY) exprimieren. AgRP 

und NPY sind ebenfalls an der Regulation des MC4R beteiligt und lösen ein starkes Hun-

gergefühl aus (16).  

 

Bei bis zu 5 % adipöser Patient:innen konnte ein Defekt des MC4R festgestellt werden. 

Dabei sind heterozygote MC4R Varianten ein relevanter genetischer Risikofaktor (17, 

18). Die neben dem MC4R-Gen am häufigsten zu monogenen Adipositas führenden 

Gene sind LEP, LEPR, POMC und PCSK1 (19). Über 20 weitere Gene sind bekannt, die 

bei Mutation zu starker Adipositas führen können (20). 

Der MC4R ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor (GPCR) und besitzt sieben Transmem-

brandomänen (TMD), die durch je drei extrazelluläre und intrazelluläre Schleifen mitei-

nander verbunden sind. Der N-Terminus liegt extrazellulär, der C-Terminus intrazellulär.  

Der MC4R ist einer von fünf beschriebenen Melanocortin-Rezeptoren und wird primär im 

Gehirn exprimiert, insbesondere im Ncl. paraventricularis des Hypothalamus (21).  

Als GPCR kann der MC4R verschiedene intrazelluläre Signalwege und damit second 

messenger Systeme aktivieren. Seit Langem ist eine Adenylylcyclase-stimulierende Sig-

nalisierung über den Gs-Weg bekannt, wodurch es zu einem Anstieg des intrazellulären 

zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP)-Spiegels und nachfolgend zur Aktivierung 

der Proteinkinase A (PKA) kommt. In den letzten Jahren konnte aber auch gezeigt wer-

den, dass der MC4R auch über weitere Kaskaden signalisiert, z.B. durch Aktivierung des 

MAPK/ERK-Signalwegs. Auch eine Kopplung zu Gq/11 konnte gezeigt werden, durch die 

Abb. 2. Schematische Darstellung der zentralen Hunger- und Sättigungsregulation. (Quelle: 

modifiziert nach Kühnen, 2022) 
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Phospholipase C (PLC) aktiviert wird. Neben der seit langem bekannten Gs-Aktivierung 

könnten diese Signalwege auch verantwortlich für die Appetit-hemmende Wirkungen des 

MC4R sein (22).  

Kommt es zu loss-of-function-Mutationen im MC4R, äußern sich diese klinisch durch Hy-

perphagie und hochgradige Adipositas, da das Gleichgewicht zwischen Energieauf-

nahme und -abgabe nicht gehalten werden kann (18, 23, 24). Das starke Übergewicht 

manifestiert sich bereits im frühen Kindesalter. Außerdem scheint ein MC4R-Funktions-

verlust mitunter zu einer überdurchschnittlichen Körpergröße zu führen (25). In der Mehr-

zahl der Fälle gibt es jedoch neben dem starken Übergewicht keine weiteren phänotypi-

schen Auffälligkeiten. Ebenso sind Serumlipid- und Leptinkonzentrationen sowie freie 

Kortisolspiegel im Urin meist unauffällig (26).  

Bis heute sind über 300 verschiedene MC4R Mutationen beschrieben (27, 28), von denen 

etwa 25 % einen kompletten Funktionsverlust bewirken (29).  

1.5  Nonsense Mutationen als Ursache genetischer Erkrankungen und Ziel neuar-
tiger Therapieansätze 

Etwa 11 % aller genetischen Erkrankungen beruhen auf nonsense Mutationen (30), z.B. 

Muskeldystrophie Typ Duchenne, Mukoviszidose oder Hämophilie (31). Durch eine 

Punktmutation wird ein frühzeitiges Stopp-Codon (premature termination codon; PTC) in 

die Gensequenz eingebaut und es kommt zu einem verfrühten Abbruch der Translation 

und Bildung eines funktionslosen Proteins. Auch für das MC4R Gen wurden bereits über 

20 verschiedene nonsense Mutationen beschrieben, die allesamt zu einem kompletten 

Funktionsverlust des Rezeptors führen (Abb. 3). Die PTCs kommen hierbei je nach Mu-

tation in unterschiedlichen Abschnitten des Rezeptors vor (28, 29, 32) (s. Abb. 3). Die in 

Europa am häufigsten festgestellte nonsense Mutation des MC4R ist die Y35X Mutation 

(33), die im N-Terminus des Proteins lokalisiert ist.  

Während für andere Formen von monogener Adipositas wie POMC- und LEPR-Mangel 

in den letzten Jahren erfolgreiche Therapien zugelassen werden konnten (34), gibt es für 

Patient:innen mit MC4R nonsense Mutationen derzeit keine etablierte Behandlung. Ein 

Ansatz zur Behandlung von Erkrankungen, die auf nonsense Mutationen beruhen, ist das 

translationale Überlesen (translational readthrough; TR). Durch den Einsatz bestimmter 

Wirkstoffe sollen die nonsense Mutationen während der Translation mit Absicht falsch 
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abgelesen werden, um damit die Synthese eines vollständigen und weitgehen funktiona-

len Proteins zu ermöglichen.  

Das Prinzip von TR wurde erstmals 1964 beschrieben (35) und wird seitdem als potenti-

elle Therapieform für verschiedene Erkrankungen erforscht und besitzt auch klinische 

Relevanz. So ist zum Beispiel das Medikament Translarna seit 2014 von der European 

Medicines Agency (EMA) für die Behandlung von Muskeldystrophie Typ Duchenne in-

folge einer nonsense Mutation im Dystrophin Gen bei Patient:innen ab zwei Jahren zu-

gelassen, die noch gehfähig sind (36). Auch für verschiedene andere Erkrankungen wie 

Mukoviszidose (10 % der Patient:innen haben eine Klasse-I-Mutation des Gens Cystic 

Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) mit PTC (37)) und X-chromo-

somal vererbten nephrogenen Diabetes insipidus (19 nonsense Mutationen im Gen Va-

sopressin-Rezeptor 2 (AVPR2) sind bekannt (38)) wurde TR als vielversprechender The-

rapieansatz bereits untersucht (39, 40).  

Abb. 3. Schematische Darstellung des MC4R mit Markierung der bekannten nonsense Mutationen, die 

einen Funktionsverlust bewirken. (Quelle: modifiziert nach Wang et al., 2014) 
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Zur Induktion des TR werden häufig Aminoglykosidantibiotika eingesetzt (41). Hierbei 

kommen vorzugsweise die Aminoglykoside Geneticin (G418) und Gentamicin häufig zur 

Anwendung (42). Sie entfalten ihre Wirkung am Ribosomen und induzieren durch Beein-

flussung der Codon-Anticodon-Erkennung Fehler bei der Translation. Im Falle von PTCs 

ist dieser Effekt gewünscht, da so das PTC überlesen wird und die Translation durch 

Einbau einer zufälligen Aminosäure (AS) weitergeführt werden kann. 

Auch für nonsense Mutationen im MC4R könnte TR einen vielversprechenden Therapie-

ansatz darstellen. Erste Untersuchungen hinsichtlich TR bei MC4R-Stopp-Mutationen 

wurden bereits erfolgreich in nicht-humanen CV-1 in Origin with SV40 gene (COS) 7 Zel-

len durchgeführt. Die Behandlung mit G418 zeigt bei den vier ausgewählten Varianten 

(W16X, Y35X, E61X und Q307X) vielversprechende Ergebnisse. So konnte ein vermehr-

ter Einbau funktioneller Melanocortin 4 Rezeptoren mit Gs-Protein Signalisierung gezeigt 

werden, die zu einer Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration ([cAMPi]) in den 

nicht-humanen, MC4R-transfizierten COS7-Zellen führte (33). 

1.6  Zielsetzung der Arbeit 

Infolge der weltweit ansteigenden Adipositasprävalenz und der dadurch gesteigerten 

Morbidität und Mortalität der Bevölkerung ist es von großer Bedeutung, erfolgreiche The-

rapien zur Bekämpfung von Adipositas zu finden und so die große Belastung auf das 

Gesundheitssystems zu verringern.  

Ein wichtiger Angriffspunkt für neue Therapieansätze stellt der MC4R dar, der eine 

Schlüsselrolle in der zentralen Hunger- und Sättigungsregulation spielt. Jedoch gibt es 

bis heute keine effektive Therapie für Patient:innen mit MC4R-Stopp-Mutationen. 

Brumm et al. konnten bereits aussichtsreiche Ergebnisse einer funktionellen Wiederher-

stellung der Gs-Signalisierung von nonsense mutierten MC4R-Varianten durch TR in 

COS7-Zellen zeigen. Ob die vielversprechenden Ergebnisse an den nicht-humanen Zel-

len jedoch auch eine Bedeutung an humanen Zellmodellen aufweisen oder übertragbar 

sind, kann bislang nicht abgeschätzt werden. Diesbezüglich fehlen Daten in der Literatur. 

Außerdem wurde in den funktionellen Assays ausschließlich der Gs-Signalweg unter-

sucht. Seit einigen Jahren ist jedoch die Wichtigkeit des Gq/11-Signalweges für die Ge-

wichtsregulation bekannt (22, 43).  

Um zu evaluieren, ob die Ergebnisse auf ein humanes Zellmodell übertragbar sind, wur-

den in der vorliegenden Arbeit erstmals Untersuchungen an human-embryonic-kidney-
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293 (HEK-293) Zellen durchgeführt (44). Neben der Beurteilung der Proteinexpression 

und des Gs-Signalwegs wurde großer Wert daraufgelegt, zum ersten Mal auch der Gq/11-

Signalweg sowie dessen Beeinflussung durch G418-Applikation zu untersuchen. 

HEK-293 Zellen sind ein häufig verwendetes Zellmodell zur Untersuchung von GPCRs, 

da sie sich durch eine hohe Expression von GPCRs auszeichnen (45). Ein weiterer, ins-

besondere für den MC4R spezifischer Vorteil von HEK-293-Zellen ist die Expression von 

über 60 neuronalen Genen (46, 47). Dadurch besitzen HEK-293 Zellen einige Eigen-

schaften, die neuronalen Zellen sehr ähneln. Da der MC4R hauptsächlich im Ncl. para-

ventricularis des Hypothalamus exprimiert wird, spielte diese Eigenschaft der HEK-293-

Zellen eine wichtige Rolle bei der Wahl eines sowohl humanen als auch physiologischen 

Zellmodells.  

Insgesamt soll diese Arbeit ein besseres und breiteres Verständnis hinsichtlich der Mög-

lichkeiten einer funktionellen Wiederherstellung der Signaltransduktion von nonsense-

mutierten MC4R-Varianten in einem physiologischeren Modell ermöglichen, um so neue 

Abb. 4. Schematische Darstellung des MC4R mit Markierung der in diesem Projekt genauer un-

tersuchten nonsense Mutationen. (Quelle: modifiziert nach Wang et al., 2014) 
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Erkenntnisse über mögliche Therapieansätze für Patient:innen mit Adipositas durch 

MC4R-Stopp-Mutationen zu finden.  

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von TR an fünf MC4R-Stopp-Mutationen 

untersucht, die in unterschiedlichen Bereichen des MC4R vorkommen (Abb. 4) (44). 

Durch die Wahl dieser fünf Varianten konnte somit auch evaluiert werden, welche Bedeu-

tung die Position des PTCs innerhalb des Rezeptors für eine erfolgreiche Induktion des 

TR spielt. Zudem unterscheiden sich die ausgewählten Mutationen durch die Sequenz 

ihres jeweiligen PTCs. Es gibt 3 verschiedene Stopp-Codons (TGA, TAG, TAA) und jedes 

ist mindestens einmal in den fünf Mutationen vertreten (Tab. 1). Dies bietet die Möglich-

keit, zusätzlich Aussagen über die Auswirkung der Art des Stopp-Codons auf den Erfolg 

des TR zu treffen. 

 W16X Y35X_D37V E61X W258X Q307X 
WT Sequenz CAC-CTC-

TGG-AAC-

CGC 

AAA-GGC-

TAC-TCT-

GAT 

TTG-TTG-

GAG-AAT-

ATC 

GTC-TGC-

TGG-GCC-

CCA 

CGG-AGT-

CAA-CAA-

CTG 

nonsense-
mutierte Se-
quenz 

CAC-CTC-

TGA-AAC-

CGC 

AAA-GGC-

TAA-TCT-

GTT 

TTG-TTG-

TAG-AAT-

ATC 

GTC-TGC-

TGA-GCC-

CCA 

CGG-AGT-

TAA-GAA-

CTG 

Farbcodierung 
des Stop-Co-
dons 

opal ockerfarben bernstein-

farben 

opal ockerfarben 

Erstbeschrei-
bung der Mu-
tation in der 
Literatur 

Marti et al, 

2003 (48) 

Hinney et al, 

1999 (49) 

Brumm et al, 

2008 (50)  

Brumm et al, 

2008 (50) 

Reinehr et al, 

2007 (51) 

Tab. 1. Untersuchte MC4R nonsense Mutationen mit den jeweiligen Stopp-Codons. (eigene Darstellung)  
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2 Methodik 

Zur Untersuchung der Veränderung von Expression und funktionellen Eigenschaften von 

nonsense mutierten MC4R-Varianten durch TR wurden mehrere in vitro Assays in HEK-

293 Zellen durchgeführt. Hierbei wurde das Aminoglykosidantibiotikum Geneticin (G418) 

zur Induktion des TR eingesetzt. 

2.1  Plasmide und Liganden 

Für die Untersuchung der Oberflächen- und Gesamtexpression (HiBiT-Assay) wurden 

der MC4R-Wildtyp (WT) und die MC4R-Stopp-Mutationen in den pBiT3.1-N [CMV/Hi-

BiT/Blast] Vektor (Promega, Mannheim, Deutschland) kloniert (Abb. 5). Um nachfolgend 

die Mutationen mittels ortsgerichteter Mutagenese einzufügen, wurden passende Primer 

(Tab. 2) entworfen und es erfolgten eine Mutagenese-PCR sowie darauffolgend ein Ver-

dau mit dem Restriktionsenzym DpnI. Für die anschließend durchgeführte Transforma-

tion wurden kompetente Escherichia coli DH5α Zellen eingesetzt, die routinemäßig für  

 

 

Abb 5. Schematische Darstellung des pBiT3.1-N [CMV/HiBiT/Blast] Vektors. Die verschiedenen Be-

standteile des Vektors sind beschriftet, u.a. der SV40 Promotor und der HiBiT-Peptid-Tag. (Quelle: 

modifiziert nach Promega Corporation, 2017) 
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Klonierungen eingesetzt werden und für ihre besonders hohe Transformationseffizienz 

bekannt sind (52, 53). Die Bakterien wurden auf Kanamycin-haltigen Agarplatten ausplat 

tiert, da der pBiT3.1-N [CMV/HiBiT/Blast] Vektor eine Kanamycin-Resistenz aufweist und 

so eine korrekte Isolierung der Klone möglich war (54). Mittels Plasmidpräparation mit  

dem Pure Yield™ Plasmid Midiprep System (Promega, Mannheim, Deutschland) wurde 

nach Angaben des Herstellers die Desoxyribonukleinsäure (DNA) aus den Zellen extra-

hiert. Nachfolgend wurden eine Sanger-Sequenzierung zur Verifizierung der Mutagenese 

durchgeführt. Zur Bestätigung des Vorhandenseins der jeweiligen Mutation wurde ein 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ein-

gesetzt. MC4R-Stopp-Mutationen im Expressionsvektor pcDps lagen bereits vor, sodass 

hier transformierte Escherichia coli DH5α Zellen direkt ausplattiert werden konnten. Nach 

Name Sequenz (5‘-3‘) 

MC4R_W16X_F 
GCACACTTCTCTGCACCTCTGAAACCGCAGCAGTTA-

CAGACTG 

MC4R_W16X_R 
CAGTCTGTAACTGCTGCGGTTTCA-

GAGGTGCCAGAGAAGTGTGC 

MC4R_Y35X_F CCTTGGAAAAGGCTAATCTGATGGAGGGTGC 

MC4R_Y35X_R GCACCCTCCATCAGATTAGCCTTTTCCAAGG 

MC4R_E61X_F 
CTGGGTGTCATCAGCTTGTTGTAGAATATCTTAGTGATT-

GTGG 

MC4R_E61X_R 
CCACAATCACTAAGATATTCTACAACAAGCTGATGACAC-

CCAG 

MC4R_W258X_F CGTCTTTGTTGTCTGCTGAGCCCCATTCTTCCTCCAC 

MC4R_W258X_R GTGGAGGAAGAATGGGGCTCAGCAGACAACAAAGACG 

MC4R_Q307X_F 
CCTCTGATTTATGCACTCCGGAGTTAAGAACTGAG-

GAAAACCTTCAAA 

MC4R_Q307X_R 
CTTTGAAGGTTTTCCTCAGTTCTTAACTCCG-

GAGTGCATAAATCAGAG 

Tab. 2. Auflistung der neu designten Primer. Dargestellt sind Name und Sequenz der für das HiBiT-
Assay designten Oligonukleotide. (eigene Darstellung) 
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einer Plasmidpräparation wurde auch hier eine Sanger-Sequenzierung und ein anschlie-

ßendes BLAST durchgeführt, um die korrekte DNA-Sequenz sicherzustellen. Für die Flu-

oreszenzmikroskopie wurden die MC4R-Varianten zusätzlich am C-Terminus mit yellow 

fluorescent protein (YFP) getaggt (44).  

Der Ligand alpha-MSH wurde von der Firma Merck (Taufkirchen, Deutschland) gekauft. 

Der Ligand Setmelanotide (SM) wurde freundlicherweise von Dr. P. Scheerer (Inst. f. Me-

dizinische Physik und Biophysik, Charité Universitätsmedizin Berlin) zur Verfügung ge-

stellt.  

2.2  Zellkultur 

HEK-293 Zellen (CRL-1573TM) wurden von American Type Culture Collection (ATCC) 

erworben und in Minimum Essential Medium (MEM; Biochrom, Berlin, Deutschland) kul-

tiviert, welches zusätzlich mit 5 % fetalem Kälberserum (FCS; Gibco, Carlsbad, CA, USA) 

und 1 % nicht-essenziellen Aminosäuren (NEAA; Biochrom, Berlin, Deutschland) versetzt 

war. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid (CO2) aufbewahrt und regel-

mäßig auf Mykoplasmen-Kontamination getestet. Für die Assays zu Viabilität, Oberflä-

chen- und Totalexpression sowie Gs- und Gq/11-Signalisierung wurden die HEK-293 Zel-

len jeweils in 96-Well-Platten mit 1.5*104 Zellen pro Well ausgesät und für 24 h inkubiert. 

Für die Assays zu Viabilität und Gq/11-Signalisierung wurden durchsichtige 96-Well-Plat-

ten mit Poly-L-Lysin-Beschichtung (Gibco, Waltham, MA, USA) genutzt, für die HiBiT- 

und GloSensorTM-Assays jeweils Poly-L-Lysin-beschichtete weiße 96-Well-Platten (Cor-

ning, Costar, NY, USA). Zur Messung der MC4R-Expression mittels Fluoreszenzmikro-

skopie wurden durchsichtige 6-Well-Platten genutzt, wobei in jedes Well ein im Durch-

messer 24 mm großes Deckgläschen (#1.5) aus Glas gesetzt wurde. Pro Well wurden 

1.5*105 Zellen ausgesät (44).  

2.3  Transfektion 

Für alle Assays (ausgenommen Fluoreszenzmikroskopie-Assays) erfolgte 24 h nach 

Aussaat der HEK-293 Zellen eine transiente Transfektion mit dem MC4R-WT und den 

Plasmiden mit MC4R-Stopp-Mutationen. Als Transfektionsreagenz wurde Metafectene 

(Biontex, München, Deutschland) eingesetzt, welches auf Liposomen basiert und sich 

durch eine geringe Zytotoxizität auszeichnet (55). Bei den GloSensorTM-Assays wurde 

zusätzlich das Plasmid pGloSensorTM-22F cAMP (Promega, Mannheim, Deutschland) 
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hinzugegeben. Für die Reportergen-Assays wurde zusätzlich Reporter-DNA 

(pGL4.3(luc2P/NFAT/Hygro) hinzugefügt. Bei den Fluoreszenzmikroskopie-Assays 

wurde das non-liposomale Transfektionsreagenz FuGENE® HD (Promega, Mannheim, 

Deutschland) nach Angaben des Herstellers eingesetzt (56). Im Falle einer Applikation 

von G418 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) erfolgte diese zum Zeit-

punkt der Transfektion. 

2.4  Kolorimetrische Bestimmung der Zellviabilität in Abhängigkeit von G418 

Zur Messung des Zellüberlebens je nach eingesetzter G418-Konzentration wurde das 

Assay CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega, Mannheim, Deutschland) durchge-

führt (57). Ziel des Assays war die Bestimmung einer geeigneten G418-Konzentration für 

die nachfolgenden funktionalen Assays. Durch eine kolorimetrische Messung kann die 

Menge lebendiger Zellen pro well bestimmt werden. Untransfizierte HEK-293 Zellen wur-

den mit aufsteigenden G418-Konzentrationen im Bereich von 50 - 1000 µg/mL für 48 h 

bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden nach Angaben des Herstellers je 10 µl CellTiter 

96® AQueous One Solution pro well hinzugefügt und die Zellen für weitere 1,5 h bei 37 °C 

inkubiert (58). Nach der Inkubationszeit wurde mit dem Anthos Microplate Reader 2001 

(Biochrom, Berlin, Deutschland) die Absorption bei 490 nm gemessen. Als Kontrolle wur-

den Messungen an unbehandelten HEK-293 Zellen (Negativkontrolle) sowie an HEK-293 

Zellen mit 5 µg/mL Puromycin (Positivkontrolle) durchgeführt.  

2.5  Fluoreszenzmikroskopie 

Die HEK-293 Zellen wurden mit den YFP-getaggten MC4R-Varianten transfiziert und in 

Opti-MEM (Gibco, Waltham, MA, USA), ggf. mit G418-Zusatz, 48 h bei 37 °C inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen drei Mal mit je 1 mL phosphatgepufferter Salzlösung 

(PBS) pro Well gewaschen und für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die 

Fixierung mittels Paraformaldehyd (PFA). Hierzu wurde jeweils 1 mL 4 % PFA pro Well 

hinzugefügt. Es folgte die Anfärbung der Zellen mittels 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

(DAPI) und eine weitere Inkubation für 5 min bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden 

die Zellen nochmals drei Mal mit je 1 mL PBS pro Well gewaschen. Mittels des Eindeck-

mediums RotiMount FluorCare (Roth, Karlsruhe, Deutschland) wurden die Zellen auf Ob-

jektträgern konserviert. Für die Durchführung der Mikroskopie wurden ein konfokales La-

ser-Mikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) genutzt, welches über einen 
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Weißlicht-Laser und Hybriddetektoren verfügt. Die Anregung von YFP erfolgte bei 514 

nm. Mit der Software ImageJ (v 1.53; National Institutes of Health, MD, USA) wurden die 

Bilder ausgewertet. 

2.6  Bestimmung der Oberflächen- und Gesamt-MC4R-Expression 

Mittels des Nano-Glo® HiBiT Detection Systems (Promega, Mannheim, Deutschland) 

(43) wurden die Oberflächen- und Gesamtexpression der verschiedenen MC4R-Varian-

ten anhand von Lumineszenzentwicklung gemessen. Der für diesen Assay verwendete 

Vektor pBiT3.1-N enthält einen N-terminalen HiBiT-Peptid-Tag aus elf AS (54). Nach Zu-

gabe des Substrats kann dieses an den HiBiT-Peptid-Tag binden, wodurch ein Lumines-

zenz-generierender Komplex entsteht (59, 60). Die Assays wurden nach Angaben des 

Herstellers durchgeführt: 48 h nach der Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel auf 50 

µL Opti-MEM ohne Phenolrot pro Well. Zusätzlich dazugegeben wurden jeweils 50 µL 

pro Well von entweder HiBiT extracellular Substrat zur Messung der Oberflächenexpres-

sion oder HiBiT lytic Substrat zur Messung der Gesamtexpression (jeweils Promega, 

Mannheim, Deutschland). Die Platten wurden für 3 Minuten orbital geschüttelt, anschlie-

ßend folgte eine Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur. Zur Messung der 

Lumineszenzentwicklung wurde der Berthold Microplate Reader (Mithras LB 940, Bert-

hold Technologies GmbH & Co. KG, Bad Wildbad, Deutschland) eingesetzt. Zur Hinter-

grundkontrolle wurde die Lumineszenz von HEK-293 Zellen bestimmt, die mit dem 

Leervektor pcDNA3 transfiziert wurden (44). 

2.7  Evaluation des Gs-Signalwegs mit Hilfe des GloSensorTM-Assays 

Der GloSensorTM-Assay ermöglicht eine einfache Aktivitätsmessung der Gs-Signalisie-

rung durch Bestimmung der Veränderung der intrazellulären cAMP-Konzentration in 

Echtzeit (61). Der Assay beruht auf dem Prinzip eines Biosensors. Er nutzt eine Firefly-

Luciferase, die so modifiziert wurde, dass sie cAMP-Bindungsdomänen enthält. Bei Bin-

dung von cAMP an die Luciferase findet eine Konformationsänderung statt, die eine Lu-

mineszenzentwicklung auslöst (62). HEK-293 Zellen wurden mit MC4R-WT oder den 

nonsense mutierten MC4R-Varianten transfiziert und für 48 h inkubiert bei 37 °C. Im Falle 

einer G418-Behandlung erfolgte die Inkubation in einem Medium mit 125 µg/mL G418, 

bei den restlichen Zellen mit MEM (Gibco, Waltham, MA, USA). Nach der Inkubation er-

folgte eine Äquilibrierung mittels einer Mischung aus 88 % CO2-unabhängigem Medium 
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(Gibco, Waltham, MA, USA), 10 % FCS und 2 % GloSensorTM cAMP-Reagenz. Mittels 

des Berthold Microplate Readers (Mithras LB 940, Berthold Technologies GmbH & Co. 

KG, Bad Wildbad, Deutschland) wurde quantitativ die Lumineszenzentwicklung gemes-

sen und in relativen Lichteinheiten (rlu) angegeben. Nach 10-minütiger Bestimmung der 

cAMP-Basalkonzentration folgte die Stimulation mit 1 µM alpha-MSH oder 1 µM SM. Die 

cAMP-Konzentration wurde über einen Zeitraum von insgesamt 42 min alle 2 min gemes-

sen. Zur besseren Darstellung der cAMP-Anflutung nach Stimulation wurde neben einem 

Graph mit Angabe der totalen cAMP-Messwerte auch die Fläche unter dem Graphen 

(Area under the Curve; AUC) mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 9.3.1 (San Diego, 

CA, USA) berechnet (44). 

2.8  Rückschlüsse auf die Gq/11-Aktivierung mittels Reportergen-Assay 

Um die Signalaktivität des Gq/11-Wegs zu charakterisieren, wurden Reportergen-Assays 

durchgeführt, die auf dem Nuclear Factor of Activated T-cell (NFAT) responsive element 

(RE) beruhen und die PLC-Aktivität messen. Bei einer Aktivierung der Gq/11-Signal-

kaskade kommt es über mehrere Zwischenschritte zum Anstieg der PLC und nachfol-

gend auch des intrazellulären Calciums. Dieses kann wiederum das NFAT-RE aktivieren, 

welches ein Luciferase-Gen reguliert. Findet Gq/11-Signalisierung statt, ist dies im Repor-

tergen-Assay durch eine Lumineszenzentwicklung zu messen. Es erfolgte eine Co-

Transfektion gleicher Mengen von MC4R-Variante und NFAT-Reporterplasmid. Nach 48 

h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die Liganden alpha-MSH oder SM zu den 

Zellen gegeben und es folgte eine weitere Inkubation für 6 h. Die Reaktion wurde durch 

Verwerfen des Mediums abgebrochen. Die Zellen wurden durch Einsatz eines Puffers 

(Passive Lysis Buffer; PLB; Promega, Fitchburg, WI, USA) lysiert und anschließend bei -

80 °C für 10 min eingefroren. Nachdem die Zellen wieder vollständig aufgetaut waren, 

wurden jeweils 10 µL des Lysats auf eine weiße 96-Well-Platte transferiert. Mit einem 

Microplate Reader (Mithras LB 940, Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad Wild-

bad, Deutschland) wurden automatisch je 40 µL eines Firefly-Luciferase-Substrats (Pro-

mega, Mannheim, Deutschland) pro Well injiziert und die Lumineszenzentwicklung in rlu 

gemessen (44).  
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2.9  Statistische Analyse der Ergebnisse 

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse sowie zur Berechnung der AUC wurde das 

Programm GraphPad Prism 9.3.1 (San Diego, CA, USA) eingesetzt. Als statistische Tests 

wurden eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-way ANOVA) mittels Dunnett-Test und 

eine zweifache Varianzanalyse (two-way ANOVA) mittels Tukey-Test durchgeführt. Die 

Ergebnisse wurden als signifikant gewertet, wenn der p-Wert ≤ 0.05 war. Die Ergebnisse 

sind als Mittelwert ± Standardfehler (SEM) dargestellt. Beim GloSensorTM-Assay wurden 

zugunsten einer besseren Übersicht teilweise die Mittelwerte ohne Standardfehler dar-

gestellt. 
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3 Ergebnisse 

Ziel der Arbeit war es herauszufinden, ob durch translationales Überlesen (Readthrough) 

die Funktion von MC4R-Varianten wiederhergestellt werden kann, die vorzeitige Stopp-

Codons (premature termination codon; PTC) beinhalten. Als Wirkstoff zur Induktion für 

das Readthrough wurde das Aminoglykosid Geneticin (G418) ausgewählt. 

Zunächst wurde die MC4R Expression abhängig von der G418-Konzentration mittels Flu-

oreszenzmikroskopie und die Oberflächen-Expressions mittels HiBiT-Assay ermittelt und 

im Anschluss die funktionellen Eigenschaften der MC4R-Varianten evaluiert. Hierfür wur-

den die Signalisierungseigenschaften für sowohl den Gs- als auch den Gq/11-Signalweg 

vor und nach G418-Behandlung gemessen. Die Stimulation der MC4R-Varianten erfolgte 

mittels des endogenen Liganden alpha-MSH und des synthetischen Analogons SM. 

3.1  Dosisabhängige Reduktion der Viabilität von HEK-293-Zellen durch G418-Ap-
plikation 

Vor der Durchführung funktioneller Assays war es wichtig, eine geeignete Konzentration 

an G418 zu bestimmen. Hierbei galt es zwei wichtige Faktoren zu beachten: obwohl bei 

einer höheren G418-Konzentration auch eine erhöhte Readthrough-Aktivität zu erwarten 

ist, besteht bei höheren Konzentrationen gleichzeitig eine stärkere Zytotoxizität. Ein gutes 

Überleben der Zellen ist jedoch ein integraler Bestand eines sicheren Therapieansatzes. 

In der Literatur finden sich für die Anwendung bei unterschiedlichen Zellmodellen G418-

Konzentrationen in einem Bereich von 75 bis 400 µg/mL (33, 63-65).  

Angelehnt an den der Literatur entnommenen Konzentrationsbereich wurden in diesem 

Zellviabilitätsassay Konzentrationen zwischen 50 und 1000 µg/mL G418 verwendet. Als 

Zellmodell dienten nicht-transfizierte HEK-293-Zellen, die für 48 h mit steigenden G418-

Konzentrationen inkubiert wurden. Im Anschluss wurde mittels kolorimetrischer Messung 

das Überleben der G418-behandelten Zellen bestimmt und mit den unbehandelten HEK-

293-Zellen verglichen.  

Insgesamt konnte durch die Behandlung mit G418 eine dosisabhängige Abnahme der 

Überlebensrate im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen von bis zu 45 % festge-

stellt werden.  
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Bereits bei der niedrigsten G418-Konzentration von 50 µg/mL verringerte sich die Zellvi-

abilität G418-behandelter Zellen. Ein signifikantes Abnehmen der Viabilität wurde ab ei-

ner Konzentration von 250 µg/mL detektiert. Hier lag das Überleben im Vergleich zu den 

unbehandelten Zellen im Mittel bei nur noch 76,0 ± 3,5 % (Abb. 6) (44). 

Um ausreichende Zellviabilität nach Inkubation mit G418 zu gewährleisten, wurde in den 

nachfolgenden Experimenten eine G418-Konzentration von 125 µg/mL eingesetzt. Dies 

entsprach der höchsten G418-Konzentration, bei der es noch zu keinem signifikanten 

Absterben der Zellen kam. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle überlebten hierbei 

Abb. 6. Abnahme des Überlebens von HEK-293-Zellen nach 48 h abhängig von der applizierten G418 

Konzentration. Als Referenz dient der Messwert von unbehandelten HEK-293-Zellen (0 µg/mL G418), 

der Wert wurde auf 1 festgelegt. Bei ansteigender G418-Konzentration lässt sich ein zunehmender Effekt 

auf das Überleben der Zellen feststellen. Ab einer Konzentration von 250 µg/mL besteht eine signifikante 

Verringerung des Zellüberlebens. Als Positivkontrolle wurde Puromycin (5 µg/mL) eingesetzt. Signifi-
kante Unterschiede wurden mit Hilfe des Dunnetts Test berechnet (*** p-Wert = 0.0001–0.001; **** p-

Wert < 0.0001). Die Daten stammen aus drei unabhängigen Versuchen, jeweils in Triplikaten durchge-

führt. (Quelle: modifiziert nach Höpfner et al, 2022) 
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85,1 ± 5,1% der Zellen.	 Die in dieser Arbeit eingesetzte G418-Konzentration von 125 

µg/mL liegt im Bereich der in der Literatur verwendeten G418-Konzentrationen.  

Als Positivkontrolle für den Verlust der Zellviabilität wurde zusätzlich das Aminoglykosid 

Puromycin gewählt. Dieses zeigt bekanntermaßen in vergleichsweise geringen Konzent-

rationen schon hohe zytotoxische Wirkungen (66, 67). Dementsprechend fiel das Über-

leben der Zellen bereits bei der geringen Konzentration von 5 µg/mL auf unter 25 % ver-

glichen mit den unbehandelten Zellen ab. 

3.2  Nachweis des Überlesens von Stopp-Mutationen mittels Fluoreszenz-Mikro-
skopie 

Zur Kontrolle, dass durch den Einsatz von G418 ein Überlesen der Stopp-Mutationen 

stattfindet, wurde die Rezeptor-Expression mittels Fluoreszenz gemessen. Hierzu wur-

den der MC4R-WT und die MC4R-Varianten mit YFP am C-Terminus markiert. Wieder 

erfolgte der Vergleich von G418-behandelten mit unbehandelten Zellen. 

Beim MC4R-WT konnte unabhängig von der G418-Applikation ein deutliches Fluores-

zenz-Signal beobachtet werden. Dieses befand sich sowohl intrazellulär als auch an der 

Zelloberfläche (Abb. 7) (44). 

Im Gegensatz dazu konnte bei den MC4R-Varianten ohne Aminoglykosidbehandlung 

kein bzw. nur ein minimales Signal detektiert werden. Nach 48 Stunden Inkubation mit 

G418 zeigte sich eine Verstärkung des Fluoreszenz-Signals. Dies weist darauf hin, dass 

das Überlesen generell funktioniert hat. Im Vergleich zum WT war das Signal jedoch nach 

wie vor deutlich geringer ausgeprägt. Während bei WT ein flächiges Fluoreszenzsignal 

gesehen werden konnte, stellte es sich bei den nonsense-Varianten eher punktuell dar 

(44). Exemplarisch sind die Ergebnisse der Mutationen W16X und Q307X in Abb. 7 dar-

gestellt. Die jeweiligen PTCs befinden sich in unterschiedlichen Regionen des MC4R und 

eignen sich daher, um stellvertretend für die anderen Mutationen präsentiert zu werden. 

3.3  G418-induzierte Wiederherstellung der Zelloberflächen- und Gesamt-MC4R-
Expression 

Zur weiteren Charakterisierung der MC4R-Expression diente der HiBiT-Assay, mit wel-

chem die Oberflächen- und Gesamtexpression von MC4R-WT und MC4R-Varianten wei-

ter untersucht werden konnte. Der MC4R-WT und die verschiedenen Mutationen wurden 

hierfür am N-Terminus mit einem HiBiT-Tag versehen.  



Ergebnisse 23 

Sowohl die Oberflächen- als auch die Totalexpression der MC4R-Variante erfolgte in Ab-

hängigkeit von der Position der Mutation innerhalb des Rezeptors. Je weiter entfernt vom 

N-Terminus die Mutation auftrat, desto stärker war die im HiBiT-Assay detektierte Ex-

pression (Abb. 8) (44).  

Abb. 7. Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der MC4R-Lokalisierung ohne (a) und mit (b) G418-

Behandlung. Die jeweils linke Spalte zeigt Phasenkontrastaufnahmen, rechts sind die fluoreszenz-

mikroskopischen Aufnahmen dargestellt. Der MC4R-WT und die -Varianten wurden vorab mit YFP 

markiert. Die Kontrasteinstellungen sind jeweils identisch.  
Beim WT (obere Reihe) ist sowohl in Abwesenheit (a) als auch in Anwesenheit (b) von G418 eine 

starke Expression an Zelloberfläche und im Zellinneren zu erkennen. Bei den MC4R-Varianten W16X 

(mittlere Reihe) und Q307X (untere Reihe) ist ohne G418-Behandlung nur ein sehr schwaches Fluo-

reszenzsignal erkennbar. Durch die G418-Behandlung wird das Fluoreszenzsignal stärker, jedoch ist 

es weiterhin deutlich geringer ausgeprägt als beim WT. (Quelle: modifiziert nach Höpfner et al, 2022) 
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Dementsprechend waren bei der W16X-Variante die Oberflächenexpression und Ge-

samtexpression am geringsten, da hier die Mutation bereits im N-Terminus des Rezep-

tors liegt. Ähnlich verhielt sich Y35X_D37V, deren Mutation nur wenige AS entfernt und 

ebenfalls im N-Terminus zu finden ist.  

Bei der E61X-Variante tritt das PTC erst etwas später in der Sequenz auf und befindet 

sich in der ersten TMD. Im Vergleich zur W16X- und Y35X_D37V-Variante konnte eine 

höhere Expression festgestellt werden, jedoch war diese immer noch bedeutend geringer 

als beim WT. 

Abb. 8. MC4R Expression des WT und der verschiedenen MC4R-Varianten ohne und mit G418 Behand-

lung. Für den Assay wurden die MC4R-Varianten am N-Terminus mit einem HiBiT-Tag versehen. In der 
oberen Reihe sind die Oberflächenexpression (a) und Gesamtexpression (b) jeweils in An- und Abwe-

senheit von G418 dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass die Oberflächen- und Gesamtexpression stark 

von der Position der Stopp-Mutation innerhalb des Rezeptors abhängen. Je weiter die Mutation 3`Ende 

des Gens auftritt, desto höher ist die Expression. In der unteren Reihe ist der prozentuale Unterschied 

der Expression nach G418-Behandlung verglichen mit der Expression bei unbehandelten Zuständen 

(Kontrolle) dargestellt.  E61X zeigt die stärkste Zunahme hinsichtlich der Oberflächenexpression durch 

die G418-Behandlung. Die Gesamtexpression ist bei W16X am stärksten angestiegen. Die Werte stam-

men von vier unabhängig und in Triplikaten durchgeführten Experimenten. (Quelle: modifiziert nach Höpf-

ner et al, 2022) 
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Die Mutationen W258X und Q307X treten jeweils an einer weiter 3` gelegenen Stelle im 

Rezeptor auf. So findet sich bei der W258X in TMD 6 Segment das PTC, bei der Q307X 

im Helix 8 Segment. Sowohl für die Oberflächenexpression als auch die totale Rezepto-

rexpression waren die Werte dem WT sehr ähnlich (44). 

In einem nächsten Schritt wurde der Effekt einer Inkubation mit G418 auf die Expression 

und Expressionsmuster der MC4R-Varianten überprüft. Bei allen Mutationen außer der 

W16X konnte durch G418-Behandlung eine vermehrte Oberflächenexpression detektiert 

werden. Am stärksten war die G418-induzierte Expressionszunahme im Vergleich zu den 

nicht-G418-behandelten Messungen bei der E61X-Variante ausgeprägt. Verglichen mit 

den Messungen ohne G418-Behandlung konnte eine Steigerung der Oberflächenexpres-

sion auf 164,25 % gemessen werden. Bei den Messungen zur Totalexpression zeigte 

sich die größte Änderung bei W16X. Die Totalexpression stieg hier auf 149,61 %. Insge-

samt konnte jedoch kein statistisch signifikanter Effekt festgestellt werden, weder bei den 

Messungen zur Oberflächenexpression noch zur Totalexpression (44).  

3.4  Stimulation der intrazellulären Gs-Signalisierung von MC4R-Varianten durch 
G418 Behandlung 

Um die Auswirkungen einer Aminoglykosidbehandlung auf die Gs-Signalisierung zu be-

stimmen, wurden GloSensorTM-Assays durchgeführt. Hierbei wurden der MC4R-WT und 

die verschiedenen MC4R-Varianten sowohl mit dem endogenen Liganden alpha-MSH 

als auch mit dem synthetischen Liganden SM stimuliert. Ziel war es herauszufinden, wel-

che Auswirkungen eine Behandlung mit G418 auf die Gs-Signalisierung der MC4R-Vari-

anten hat und wie die Signalisierung im Vergleich zum WT ausfällt. 

Beim WT führte eine Stimulation sowohl mit dem endogenen Liganden alpha-MSH als 

auch mit dem synthetischen Liganden SM zu einem prompten und anhaltenden Anstieg 

von [cAMPi] (44). Nach Stimulation mit alpha-MSH wurde ein mehr als siebenfacher An-

stieg [cAMPi] gegenüber der Basalaktivität im unstimulierten Zustand ermittelt. Nach Sti-

mulation mit SM wurde eine ca. 14-fache Erhöhung von [cAMPi] festgestellt, die damit 

annähernd doppelt so stark ausfiel wie die des endogenen Liganden alpha-MSH. Die 

Behandlung mit G418 führte es zu einer ähnlichen [cAMPi]-Induktion wie bei den unbe-

handelten Zellen (s. Abb. 9). 
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Bei den MC4R-Varianten W16X, Y35X_D37V und E61X war unter Kontrollbedingungen 

kein nennenswerter Anstieg der Gs-Signalaktivität nach Stimulation mit alpha-MSH und 

SM zu messen. Dies war sowohl bei Einsatz von alpha-MSH als auch von SM der Fall. 

Auch nach Behandlung mit G418 konnte kein signifikanter [cAMPi]-Anstieg beobachtet 

Abb. 9. Gs-Signalisierung der MC4R-Varianten nach Stimulation durch alpha-MSH und SM mit und 

ohne G418-Behandlung. Nach Messung der Basalaktivität der MC4R-Varianten wurden die Zellen 

mit alpha-MSH bzw. SM stimuliert und der cAMP-Anstieg in Echtzeit durch Lumineszenzentwicklung 

(rlu) gemessen. Beim WT kam es unabhängig von der G418-Behandlung und vom verwendeten 

Rezeptoragonisten zu einem prompten und anhaltenden Anstieg von cAMP. Während bei W16X, 
Y35X_D37V und E61X unabhängig von der G418-Behandlung nur eine geringe Veränderung der 

cAMP-Akkumulation festgestellt werden konnte, war der Anstieg bei W258X und Q307X vergleichs-

weise stärker, insbesondere bei Einsatz von SM. In (e, f) ist die Veränderung der Fläche unter der 

Kurve (AUC) durch Vorbehandlung mit G418 dargestellt. Die Daten stammen aus 3 unabhängigen 

Versuchen, die jeweils in Triplikaten durchgeführt wurden. (Quelle: modifiziert nach Höpfner et al, 

2022) 
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werden (44). So lag die Basalaktivität der W16X-Variante unter Kontrollbedingungen bei 

durchschnittlich 474 relativen Lichteinheiten (rlu). Der Höchstwert nach Stimulation mit 

alpha-MSH lag bei 479 rlu. Bei den G418-behandelten Zellen war die Basalaktivität von 

W16X geringfügig höher (545 rlu) und erreichte auch nach Stimulation mit alpha-MSH 

nur einen minimalen Anstieg auf höchstens 616 rlu.  

Bei den Varianten W258X und Q307X war ohne G418-Applikation ebenso kein cAMP-

Anstieg nach Stimulation messbar. Jedoch konnte durch die Aminoglykosidbehandlung 

ein geringfügiger Anstieg des cAMP-Spiegels induziert werden, der bei Stimulation mit 

dem synthetischen Liganden SM stärker ausfiel als unter Verwendung mit dem endoge-

nen Liganden alpha-MSH (44). Der für die W258X gemessene Höchstwert nach Stimu-

lation mit SM und G418-Behandlung lag ~155 rlu über dem Basalwert, bei Q307X ~320 

rlu über dem Basalwert. Allerdings hielt der Anstieg im Gegensatz zum WT nicht über 

den gesamten Messzeitraum an, sondern fiel vor Beendigung der Messungen wieder auf 

das basale Level ab. Zur Quantifizierung des [cAMPi]-Anstiegs wurde die AUC berechnet. 

Hierbei zeigte sich, dass eine G418-Behandlung bei den beiden Varianten W258X und 

Q307X zwar zu einem geringen, aber statistisch nicht signifikanten Anstieg der [cAMPi]-

Konzentration führte. Verglichen mit dem WT konnte bei beiden Varianten nur eine sehr 

geringe Induktion festgestellt werden. Bei Stimulation mit alpha-MSH konnte verglichen 

mit dem WT ein Wert von 2,18% für W258X und 2,20 % für Q307X gemessen werden. 

Bei Stimulation mit SM beliefen die Werte sich auf 1,85 % des WT für W258X und 2,10 

% für Q307X. 

Insgesamt konnte durch die Behandlung mit G418 bei den MC4R-Varianten keine signi-

fikanten Verstärkung der Gs-Signalisierung identifiziert werden (44). 

3.5  Erhöhung der PLC-Basalaktivität von MC4R-Varianten durch G418 

Neben der Kopplung des MC4R an den Gs-Signalweg ist auch eine Kopplung an Gq/11-

Proteine bekannt, die zur Aktivierung Phospholipase C (PLC) -abhängiger second mess-

enger führen. Die Aktivität der PLC konnte mittels nuclear factor of activated T-cells 

(NFAT)-Assays evaluiert werden und so Rückschlüsse auf die Aktivierung des Gq/11-Sig-

nalwegs getroffen werden.  
Beim WT kam es nach Stimulation mit alpha-MSH und SM jeweils zu einer starken Zu-

nahme der PLC-Aktivität. Die Induktion erfolgte unabhängig von G418, da die Behand-
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lung mit G418 keine signifikant modulierende Wirkung auf die PLC-Aktivität zeigte. Aller-

dings konnte ein leichter, jedoch nicht signifikanter, Anstieg der Basalaktivität festgestellt 

werden (44).  

Bei den MC4R-Varianten konnte nach Stimulation mit alpha-MSH und SM hingegen 

keine signifikant erhöhte PLC-Aktivität und damit keine Gq/11-Aktivierung festgestellt wer-

den.  Auch hier hatte die Behandlung mit G418 keinen modulierenden Einfluss. Interes-

santerweise zeigten jedoch alle Mutationen nach G418-Behandlung einen signifikanten 

Anstieg ihrer Basalaktivität (Abb. 10) (44). 

Abb. 10. Aktivierung des Gq/11-Signalwegs durch MC4R-WT und MC4R-Varianten mit und ohne 

G418-Behandlung. Beim WT (a) zeigt sich unabhängig von der G418 Behandlung eine starke 

Induktion der PLC Aktivität bei Stimulation mit alpha-MSH oder SM. Im Gegensatz dazu konnte 

bei keiner der Mutationen eine nennenswert gesteigerte Signalisierung nach der Stimulation fest-
gestellt werden. Dies war sowohl bei Einsatz von alpha-MSH als auch SM der Fall, auch die G418 

Behandlung führte zu keinem starken Unterschied. Auffällig war hingegen, dass bei allen Mutati-

onen durch die G418-Behandlung die Basalaktivität des Rezeptors signifikant anstieg. Signifikante 

Unterschiede wurden mit Hilfe des Tukey Test berechnet (* p-Wert = 0.01–0.05; ** p-Wert = 0.001–

0.01; **** p-Wert < 0.0001). Die Daten stammen aus vier bis acht unabhängig und jeweils in Tripli-

katen durchgeführten Versuchen. (Quelle: modifiziert nach Höpfner et al, 2022) 
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Insgesamt konnte in den Versuchen gezeigt werden, dass in HEK-293-Zellen ein Über-

lesen der MC4R-Stopp-Mutationen durch G418 zwar grundsätzlich möglich ist, jedoch 

nur in einem geringen Ausmaß stattfindet (44). Eine ausreichende Wiederherstellung von 

Rezeptorexpression und -funktion war mit diesem Ansatz nicht möglich und die Wahr-

scheinlichkeit, dass dies in einem physiologischeren Zellmodell funktionieren wird, ist 

eher gering. 
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4 Diskussion 

4.1  Einbettung und Zielsetzung der Arbeit 

Die zentrale Hunger- und Sättigungsregulation wird maßgeblich durch den Leptin-Mela-

nocortin-Weg reguliert. Teil dieses Signalwegs ist der MC4R (s. Abb. 2). Kommt es durch 

eine Mutation im MC4R zu einem Funktionsverlust, führt dies bei den Betroffenen zu 

starkem Übergewicht. Dieses manifestiert sich bereits im frühen Kindesalter und verur-

sacht sowohl somatische als auch psychosoziale Problemen, die häufig bis ins Erwach-

senenalter andauern (1). Insgesamt werden bei ca. 5 % aller Patient:innen mit Überge-

wicht Mutationen im MC4R festgestellt. Damit sind MC4R-Varianten ein wichtiger gene-

tischer Risikofaktor (17). Im Jahr 2020 konnte erstmals ein Medikament zur Behandlung 

einiger Formen von monogener Adipositas zugelassen werden: Setmelanotide (SM; IMI-

CIVREETM, Rhythm Pharmaceuticals) ist ein MC4R-Agonist mit Zulassung für die Be-

handlung von POMC-, PCSK1- und LEPR-Mangel (34). Diese Erkrankungen gehören 

allesamt zur Gruppe der monogener Adipositas. Jedoch gibt es weitere Formen, für die 

es derzeit keine erfolgreiche Therapie gibt, u.a. MC4R-Mangel durch nonsense Mutatio-

nen im MC4R. 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine Wiederherstellung der Rezeptorex-

pression und funktionellen Eigenschaften von nonsense mutierten MC4R-Varianten 

durch Translational Readthrough (TR) möglich ist (44). Dafür wurden HEK-293 Zellen mit 

fünf verschiedenen MC4R-Stopp-Mutationen transfiziert und mit dem Aminoglykosid 

G418 behandelt, welches bekannt für seine gute Induktion von TR ist (42).  

4.1.1  Therapie genetischer Erkrankungen 

Mehr als 4000 Gene konnten mit monogenen Erkrankungen in Verbindung gebracht wer-

den. Jedoch stellt die Therapie genetischer Erkrankungen immer noch ein großes Prob-

lem dar. Häufig ist lediglich eine symptomatische Therapie möglich, jedoch keine Heilung 

(68). So sind in der Europäischen Union (EU) nur 13 Gentherapeutika zugelassen, die 

eine kurative Behandlung ermöglichen (69). Auch wenn die Entwicklung und Zulassung 

dieser Medikamente revolutionär für die Therapie genetischer Erkrankungen war, so birgt 

die Gentherapie - wie jede Therapie - jedoch auch viele Nebenwirkungen und Risiken. 

Zum Beispiel wurde das Medikament Voretigen Neparvovec (Luxturna®, Novartis Euro-
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pharm Limited) 2018 in der EU zur Behandlung bestimmter Formen von Retinitis pigmen-

tosa zugelassen (69). Retinitis pigmentosa beschreibt eine Gruppe von Netzhauterkran-

kungen, die unbehandelt zur Erblindung führen. Häufige Nebenwirkungen der Therapie 

mit Luxturna® umfassen u.a. Einrisse, Ablösungen und Blutungen der Netzhaut, Beschä-

digungen der Makula oder Aderhautblutungen (70). Als wichtige potentielle Risiken der 

Therapie werden außerdem Tumorgenität und Immunreaktionen genannt (71). Hinzu 

kommen die sehr hohen Kosten und damit schlechte breite Verfügbarkeit einer Genthe-

rapie. Eine Behandlung mit Luxturna® z.B. kostet ca. 700 000 €, wobei dies lediglich den 

reinen Medikamentenkosten entspricht (72).  

Es besteht daher dringender Bedarf an weiteren Methoden, mit denen genetische Er-

krankungen potentiell therapiert werden können. Hierbei sind besonders ein gutes Ne-

benwirkungsprofil und eine hohe Verfügbarkeit von Interesse. Ein wichtiger Ansatz ist das 

Unterdrücken von nonsense Mutationen, die bei ca. 11 % aller genetischer Erkrankungen 

ursächlich für die Krankheit sind (30). Beispiele sind bestimmte Formen von Mukoviszi-

dose, Spinaler Muskelatrophie, Retinitis pigmentosa, verschiedenen hereditären Hauter-

krankungen (sog. Genodermatosen) oder auch familiären Krebserkrankungen wie fami-

liäre adenomatöse Polyposis (73, 74). Durch eine effektive Therapie von vorzeitigen 

Stopp-Mutationen könnte einer großen Anzahl an Patient:innen mit verschiedensten 

Krankheiten geholfen werden.  

Der derzeit am weitesten verbreitete Therapieansatz ist das Unterdrücken von nonsense 

Mutationen durch TR. Dieses Prinzip setzt auf der Ebene der Translation an und führt zu 

einem Überlesen der nonsense Mutationen, sodass die Synthese eines vollständigen 

Proteins möglich ist. Teilweise findet dieses Prinzip bereits klinische Anwendung: Für 

bestimmte Formen von Muskeldystrophie Typ Duchenne ist durch die EMA seit 2014 das 

Medikament Ataluren (TranslarnaTM, PTC Therapeutics International Limited) als Orphan 

Drug zugelassen, das durch das Prinzip des TR wirkt (36). 

4.1.2  Überlesen von Stopp-Mutationen durch Aminoglykoside in vitro und in vivo 

Das Überlesen von Stopp-Mutationen ist ein Prozess, der in geringem Maße immer statt-

findet (sog. endogenes Readthrough) (42). Durch Einsatz verschiedener Substanzen 

kann das Überlesen jedoch gezielt induziert werden. Am besten charakterisiert ist hierbei 

der Effekt von Aminoglykosidantibiotika, die daher viel eingesetzt werden (75).  

In vitro Versuche mit Aminoglykosiden wurden in zahlreichen Modellen durchgeführt.  
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Einige Beispiele für die dabei untersuchten Erkrankungen sind Mukoviszidose, Muskel-

dystrophie Typ Duchenne, pulmonale Hypertonie und weitere (Tab. 3) (76-81).  

 

Insgesamt konnte bei allen aufgeführten Arbeiten ein Überlesen der Stopp-Mutationen 

durch den Einsatz von Aminoglykosiden festgestellt werden. Ebenso wurden Untersu-

chungen an unterschiedlichen in vivo Modellen durchgeführt. In vivo fielen die Ergebnisse 

Erkrankung System 
eingesetztes Aminogly-
kosid 

Autor 

Brugada-Syndrom und 

plötzlicher Herztod 

in vitro G418, Gentamicin Teng et al., 2009 

Faktor VII-Mangel in vitro G418, Gentamicin, Netil-

micin 

Pinotti et al., 2006  

in vivo (klinische 

Studie) 

Gentamicin Pinotti et al., 2006 

Hypotrichosis simplex in vivo (klinische 

Studie) 

Gentamicin Peled et al., 2020 

Mukoviszidose in vitro G418, Gentamicin, Tobra-

micin 

Howard & Frizzell 

et al., 1996  

in vitro  G418 Rowe et al., 2007 

in vivo (klinische 

Studie) 

Gentamicin Wilschanksi et al., 

2003 

Muskeldystrophie Typ 

Duchenne 

in vitro G418, Gentamicin, Paro-

momycin 

Howard et al., 

2000 

in vivo (Maus) Gentamicin Loufrani et al., 

2004 

in vivo (Maus) Gentamicin Dunant et al., 

2003 

nephrogener Diabetes 

insipidus 

in vivo (Maus) G418 Sangkuhl et al., 

2004 

pulmonale Hypertonie in vitro Gentamicin Hamid et al., 2010 

Rett-Syndrom in vitro G418 Merritt et al., 2020 

in vivo (Maus) G418 

Tab. 3. Beispiele für Studien über Translational Readthrough durch Aminoglykoside für unterschiedli-

che Erkrankungen in vitro und in vivo. (eigene Darstellung)  
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nicht so eindeutig aus wie in vitro: In einigen Arbeiten war eine Expression vollständiger 

Proteine und eine teilweise Wiederherstellung der Funktion im Mausmodell möglich (40, 

82), in anderen Studien konnte durch Aminoglykosidapplikation hingegen keine Verbes-

serung der funktionellen Eigenschaften festgestellt werden (83). Zudem wurden bereits 

einige klinische Studien durchgeführt, z.B. an Patient:innen mit Mukoviszidose, Hypo-

trichosis simplex oder Faktor VII-Mangel (84-86). Ähnlich wie bei den in vivo Arbeiten in 

Tiermodellen waren die klinischen Studien unterschiedlich erfolgreich. Bei Patient:innen 

mit Faktor VII-Mangel konnten nur minimale Effekte durch eine Gentamicin-Applikation 

beobachtet werden, für verschiedene Genodermatosen wie u.a. die Hypotrichosis simp-

lex wird es hingegen als neuartige Therapieoption vorgeschlagen (85-87).  

Insgesamt scheint es nicht möglich zu sein, allgemeine Aussagen über die Anwendbar-

keit von Aminoglykosiden hinsichtlich einer erfolgreichen Induktion von TR zu tätigen. Die 

Reaktion auf die Aminoglykosidbehandlung ist unterschiedlich und jeweils einzigartig für 

jedes untersuchte Gen und Protein, sodass der Erfolg also durch verschiedene Faktoren 

beeinflusst zu werden scheint. Demnach ist es unerlässlich, für die einzelnen Erkrankun-

gen und Modelle jeweils eigene und neue Versuche durchzuführen.  

4.1.3  Überlesen von Stopp-Mutationen im MC4R 

Auch für Adipositas, die durch MC4R-Stopp-Mutationen ausgelöst wird, könnte TR einen 

spannenden neuartigen Therapieansatz darstellen. Für den MC4R existieren bis jetzt le-

diglich Daten von Versuchen in nicht-humanen COS7-Zellen. Diese waren vielverspre-

chend und eine gewisse Wiederherstellung der Rezeptorfunktion konnte detektiert wer-

den (33). Daher war es von großem Interesse, erstmals in einem humanen MC4R-Modell 

das Prinzip von TR bei nonsense Mutationen zu untersuchen und zu überprüfen, ob eine 

Reproduktion der Daten in diesem Modell möglich ist.  

Als Zellsystem wurden in dieser Arbeit HEK-293 Zellen ausgewählt, die mit dem MC4R-

WT und den verschiedenen Stopp-Mutationen transfiziert wurden (44).  

Weiterhin wurde in dieser Arbeit erstmals die Auswirkung von Aminoglykosiden auf den 

Gq/11-Weg untersucht. Brumm et al. fokussierten sich hinsichtlich der funktionellen Unter-

suchung lediglich auf den Gs-Signalweg, weil dieser damals als der einzig wichtige Sig-

nalweg des MC4R bekannt war. Seit der Veröffentlichung dieser Daten konnte allerdings 

in mehreren Arbeiten die Aktivierung des Gq/11-Signalwegs durch den MC4R und dessen 

wichtige Funktion in der Hunger- und Sättigungsregulation aufgezeigt werden (22, 43, 
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88). Im Gegensatz zum Gs-Signalweg, bei dem cAMP als second messenger wirkt, sig-

nalisiert der Gq/11-Weg über eine Aktivierung der PLC und eine intrazelluläre Freisetzung 

von Calcium (Ca2+). Daher wurden für dieses Projekt verschiedene funktionelle Assays 

durchgeführt, um beide Signalwege sowie die Auswirkung von G418 evaluieren zu kön-

nen. Zur Stimulation wurden sowohl der endogene Ligand alpha-MSH als auch der syn-

thetische Ligand SM eingesetzt (44).  

4.2  Zusammenfassung und Evaluation der Ergebnisse 

Nachdem eine geeignete G418-Konzentration von 125 µg/mL mit Hilfe eines Zellviabili-

tätsassays für die nachfolgenden Versuche ausgewählt werden konnte, erfolgte zuerst 

eine Charakterisierung der Rezeptorexpression durch zwei verschiedene Assays. An-

schließend wurden funktionelle Assays für Evaluation des Gs- und Gq/11-Signalwegs 

durchgeführt. 

4.2.1  Abhängigkeit der MC4R-Oberflächenexpression von der Position des Stopp-
Codons 

Zur Beschreibung der Rezeptorexpression wurden Fluoreszenzmikroskopie von MC4R 

nonsense Mutationen, die C-terminal mit YFP-getaggt waren, und ein Assay zum Nach-

weis der Oberflächen- und Gesamtexpression angewendet. Bei Einsatz des konfokalen 

Fluoreszenzmikroskops konnte bei den unbehandelten MC4R-Varianten kaum ein Fluo-

reszenzsignal gesehen werden. Dies deutet darauf hin, dass so gut wie kein MC4R ex-

primiert wird. Nach G418-Behandlung konnte ein stärkeres Fluoreszenzsignal detektiert 

werden, was für eine höhere Rezeptorexpression spricht. Verglichen mit dem WT war 

jedoch auch das Signal nach G418-Behandlung schwächer (s. Abb. 7) (44). Diese Er-

gebnisse entsprachen den Erwartungen. Die geringere Expression der MC4R-Varianten 

verglichen mit dem MC4R-WT kann dadurch erklärt werden, dass beim Prozess des TR 

eine zufällige AS in die Peptidkette eingebaut wird. Je nachdem welche AS dies ist, kann 

so die Faltung und damit gesamte Struktur des Proteins verändert werden. Auch eine 

komplette Degradierung des Proteins kann durch eine solche Faltung getriggert werden. 

Dies kann wiederum z.B. den Einbau des Rezeptors in die Zellmembran beeinflussen.  

Beim Nachweis von Oberflächen- und Gesamtexpression zeigten sich jedoch andere Er-

gebnisse: die Oberflächenexpression der einzelnen MC4R-Varianten schien stark von 

der Position des PTCs innerhalb des Rezeptors abzuhängen. Die MC4R-Varianten mit 
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PTCs im N-Terminus (W16X und Y35X_D37V) zeigten die niedrigste Oberflächenexpres-

sion, während sie bei W258X und Q307X WT-ähnlich ausfiel (s. Abb. 8). Diese Ergeb-

nisse traten sowohl bei den G418-behandelten als auch den unbehandelten Zellen auf 

(44). Ausgehend von den Ergebnissen dieses Assays kann angenommen werden, dass 

es trotz PTC zu einer Oberflächenexpression der MC4R-Varianten kommt - insbeson-

dere, wenn die nonsense Mutation erst weiter 3`in der Gensequenz auftritt.  

4.2.2  Die Rolle von Nonsense-mediated Decay 

Die unterschiedliche Oberflächenexpression der einzelnen MC4R-Varianten ist dadurch 

zu erklären, dass der MC4R keinen Stopp-Codon-vermittelten Abbau (Nonsense-media-

ted Decay; NMD) induziert. NMD ist ein Kontrollmechanismus in eukaryotischen Zellen, 

der beschädigte oder nicht-funktionale messenger-Ribonukleinsäure (mRNA) abbaut und 

bei Detektion eines PTCs ausgelöst wird (89). So soll die Expression von verkürzten und 

fehlerhaften Proteinen verhindert werden, die dem Organismus potenziell schaden könn-

ten (90). Dieser Mechanismus spielt demnach eine wichtige Rolle bei Erkrankungen, die 

auf PTCs beruhen, z.B. Mukoviszidose und Muskeldystrophie Typ Duchenne (91). Bei 

Säugetieren ist der Prozess des NMD abhängig von den Verbindungen zwischen zwei 

Exons, die nach dem Prozess des posttranslationalen Splicings entstehen.  

Da der MC4R jedoch nur ein einziges Exon besitzt, kann keine Exon-Exon-Verbindung 

ausgebildet werden, die diesen Vorgang triggert. Demnach kann auch der Prozess des 

NMD bei nonsense-mutierten MC4R-Varianten nicht eingeleitet werden (92). Für die 

Messung von Oberflächen- und Gesamt-MC4R-Expression wurden die MC4R-Varianten 

N-terminal markiert. Daher erhält man auch dann ein Signal, wenn ein fehlerhafter und 

unvollständiger Rezeptor in die Membran eingebaut ist. Bei der Q307X-Variante fehlt 

ohne ein Überlesen des PTC zwar der gesamte C-Terminus, jedoch hat dies anscheinend 

keine Auswirkung auf den N-terminalen HiBiT-Tag und den Einbau in die Zellmembran. 

Im Gegensatz dazu tritt bei den Mutationen W16X und Y35X_D37V die Mutation bereits 

im N-Terminus auf und eine Expression an der Zelloberfläche ist nahezu unmöglich. Bei 

der Fluoreszenzmikroskopie hingegen befindet sich der YFP-Tag am C-Terminus. Ein 

Fluoreszenzsignal kann in diesem Assay erst detektiert werden, wenn ein Überlesen 

stattgefunden hat und ein vollständiges Protein synthetisiert wurde.   



Diskussion 36 

Diese Eigenschaft des MC4R macht ihn besonders im Vergleich zu vielen anderen 

GPCRs und hat auch eine Auswirkung auf die Wirkung von TR. So wurde z.B. ein wich-

tiger Einfluss von NMD auf den Einsatz von TR bei Mukoviszidose festgestellt. Tran-

skripte des CFTR-Gens, die ein PTC enthalten, werden normalerweise durch NMD de-

gradiert. Dies führt dazu, dass weniger mutierte mRNA vorliegt, bei der überhaupt eine 

Translation und so auch das Überlesen des PTCs stattfinden kann. Dadurch wird insge-

samt nur eine geringere Menge an Protein gebildet und exprimiert, als es ohne NMD der 

Fall wäre. Durch eine zusätzliche Applikation von NMD-inhibierenden Substanzen konn-

ten höhere Level der Proteinexpression erreicht werden (93). Auch in weiteren Modellen 

für Mukoviszidose sowie für andere Erkrankungen wurde konkludiert, dass durch die 

Kombination von TR-induzierenden und NMD-inhibierenden Substanzen eine bessere 

Proteinexpression und/oder -funktion erreicht werden konnte (94, 95). Eine NMD-Inhibi-

tion birgt jedoch auch Risiken, da NMD auch in weitere Prozesse involviert ist, die die 

Integrität der Zelle sichern sollen. Eine Unterdrückung kann demnach verschiedene Pa-

thologien wie neurologische Störungen, Erkrankungen des Immunsystems oder Krebs 

auslösen (96). Die Tatsache, dass der MC4R unberührt von NMD ist, stellt daher wahr-

scheinlich einen Vorteil dar: viel mRNA liegt vor, bei der TR stattfinden kann, und zusätz-

lich besteht kein Risiko, weitere Pathologien oder Erkrankungen durch eine Unterdrü-

ckung von NMD auszulösen. 

4.2.3  Eine Wiederherstellung der Signalisierung durch G418 war nicht erfolgreich 

Im Anschluss an die G418-induzierte Erhöhung der MC4R-Expression wurden die funk-

tionellen Eigenschaften der MC4R-Stopp-Mutationen evaluiert. Dafür wurden sowohl der 

Gs- als auch der Gq/11-Signalweg untersucht.  

Eine Replikation der Daten von Brumm et al. hinsichtlich des Gs-Signalwegs war in den 

HEK-Zellen nicht möglich. Während der MC4R-WT wie zu erwarten einen prompten und 

langanhaltenden Anstieg des [cAMPi] zeigte, war eine Stimulation der MC4R-Varianten 

weder ohne noch mit G418-Applikation erfolgreich. Lediglich bei den Varianten W258X 

und Q307X war ein geringer und kurzzeitiger cAMP-Anstieg zu messen, der jedoch nur 

1,85 - 2,20 % des WT entsprach (s. Abb. 9) (44).  

Auch bei der Charakterisierung der Gq/11-Signaleigenschaften wurde keine nennenswerte 

Wiederherstellung der Funktion durch G418-Behandlung festgestellt. Interessanterweise 
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konnte jedoch für alle MC4R-Varianten eine signifikante Steigerung der Basalaktivität ge-

messen werden (s. Abb. 10) (44). Die Basalaktivität eines GPCR beschreibt die Aktivität 

des Rezeptors unabhängig von seinen Liganden, d.h. auch in Abwesenheit seiner Ligan-

den können GPCRs in gewissen Maße mit G-Proteinen interagieren und diese aktivieren 

(97). Die Entstehung und Bedeutung der gesteigerten Basalaktivität der MC4R-Varianten 

durch G418 in Hinblick auf den Gq/11-Signalweg sind bisher jedoch unklar. Daher ist es 

schwierig, Aussagen über die Relevanz sowohl in vitro als auch ggf. in vivo zu tätigen. 

Generell kann eine Steigerung der MC4R-Basalakativität u.a. durch Separierung von 

MC4R-Homodimeren erreicht werden. Diese Effekte wurden sowohl für den Gs- als auch 

den Gq/11-Signalweg beschrieben und könnten in Zukunft eine Rolle bei der Entwicklung 

neuer Adipositasbehandlungen spielen (61, 98). Demnach könnte es von Interesse sein, 

den Mechanismus hinter den hier erhobenen Messwerten weiter zu erforschen, um auch 

die Bedeutung besser einschätzen zu können. 

Interessant ist der Vergleich mit Arbeiten, die weitere nonsense mutierte GPCRs analy-

sieren. Schulz et al. untersuchten in vitro den Einfluss von TR durch G418 auf Stopp-

Mutationen im AVPR2. Dieses Gen kodiert für den Vasopressin 2 Rezeptor (V2R), bei 

dessen Ausfall es zu nephrogenem Diabetes insipidus kommt. Als Zellmodell dienten 

COS7-Zellen und zur Charakterisierung der Funktion wurden cAMP-Akkumulationsas-

says durchgeführt. Die Ergebnisse zeigten eine teilweise Wiederherstellung der Rezep-

torfunktion (99). Diese Arbeit zeigt viele Parallelen zur Arbeit von Brumm et al. und man 

könnte überlegen, ob in einem anderen Zellmodell wie z.B. den in dieser Arbeit verwen-

deten HEK-293-Zellen ähnliche Ergebnisse für den V2R wie in der vorliegenden Arbeit 

zu erwarten wären. Anders als beim MC4R wurde in einer nachfolgenden Arbeit jedoch 

kein humanes in vitro Modell untersucht, sondern es wurden weitere non-humane in vitro 

sowie in vivo Versuche im Mausmodell durchgeführt (40). Die Behandlung mit G418 ver-

besserte die cAMP-Antwort in vitro und die klinische Symptomatik der Mäuse. Auch wenn 

wie oben erwähnt eine direkte Übertragung von einem System auf ein anderes nicht un-

bedingt möglich ist, so stellt sich doch die Frage, ob sich in einem Mausmodell weitere 

Parallelen zwischen den funktionellen Ergebnissen im MC4R und dem V2R finden könn-

ten.  
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4.2.4  Eigenschaften der Zellreihen COS7 und HEK-293 als Ursache der unter-
schiedlichen Ergebnisse 

Insgesamt war keine ausgeprägte Wiederherstellung der Expression und funktionellen 

Eigenschaften der MC4R-Varianten durch G418-Applikation in HEK-293-Zellen zu be-

obachten (44). Auch die Replikation der in COS7-Zellen erzielten Ergebnisse war im hu-

manen Modell nicht möglich. Ursächlich hierfür könnten zelltypspezifische Unterschiede 

zwischen den Zellmodellen COS7 und HEK-293 sein. COS7-Zellen sind morphologisch 

gesehen Fibroblasten, HEK-293-Zellen hingegen Epithelzellen (100, 101). Allein dieser 

Unterschied sorgt für abweichende Eigenschaften der Zellreihen, z.B. bezüglich der Ex-

pression verschiedener Proteine. Unter Anderem könnte das Melanocortin 2 receptor ac-

cessory protein 2 (MRAP2) einen Einfluss auf die Ergebnisse haben. MRAP2 ist ein klei-

nes Protein mit nur einer TMD, welches die Bindung von Liganden an den MC4R und 

dessen Signalisierung entscheidend modulieren kann (102). Während HEK-293-Zellen 

MRAP2 exprimieren, ist dies bei COS7-Zellen nicht der Fall (103, 104). Die Diskrepanz 

der funktionellen Ergebnisse könnte demnach zumindest teilweise durch die unterschied-

liche Expression von MRAP2 in beiden Zellmodellen erklärt werden. Weiterhin interes-

sant ist, dass die MRAP2-Expression in HEK-293-Zellen nur sehr gering ist (103). Wenn 

durch die marginale Anwesenheit von MRAP2 bereits so starke Unterschiede entstehen, 

wären womöglich weitere Veränderungen in vivo zu erwarten, falls sich eine noch höhere 

MRAP2-Konzentration findet. Weiterhin kann auch das verwendete Expressionsplasmid 

einen Einfluss gehabt haben: es enthält Promotor und Replikationsursprung des Simian-

Virus 40 (SV40) und ist ideal geeignet für die COS7-Zelllinie (101). Bei den HEK-293-

Zellen hingegen wird bei Einsatz des gleichen Vektors nur eine geringere Expression 

erreicht. Diese Expressionsstärke ähnelt dem physiologischen Zustand im Hypothalamus 

mehr und war in diesem Projekt gewollt, jedoch sind aus diesem Grund trotz Einsatz des 

gleichen Vektors unterschiedliche Ergebnisse zu erwarten.  

4.2.5  Einfluss des eingesetzten Readthrough-Agens G418 

Zur Induktion des TR wurde das Aminoglykosid G418 eingesetzt. G418 zeichnet sich 

durch seine vergleichsweise hohe Induktion bezüglich des Überlesens von Stopp-Muta-

tionen aus, auch im Vergleich mit anderen Aminoglykosiden (105). Vor der Durchführung 

der Assays zur Expression und Funktion des MC4R wurde ein Zellviabilitätsassay durch-

geführt, um eine geeignete G418-Konzentration für die nachfolgenden Assays zu finden. 
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Hierbei wurde Wert auf ein gutes Überleben der Zellen gelegt, da eine gute Verträglich-

keit eine Grundvoraussetzung bei der Entwicklung neuer potenzieller Therapien ist. Auch 

wenn bei höheren Konzentrationen ein stärkerer Readthrough-Effekt zu erwarten wäre, 

könnte ein solches Vorgehen lediglich ein Proof-of-Principle ermöglichen. Ein Einsatz als 

Therapeutikum hingegen ist bei zu höher Zytotoxizität nicht vertretbar.  

In der vorliegenden Arbeit wurde einheitlich in allen Experimenten eine G418 Konzentra-

tion von 125 µg/mL eingesetzt und eine Inkubationszeit von 48 h eingehalten (44). Es ist 

zu überlegen, ob eine Verlängerung der Inkubationszeit bei gleichbleibender G418-Kon-

zentration oder eine Verkürzung der Inkubationszeit bei gleichzeitiger Erhöhung der 

G418-Konzentration zu einer effektiveren Wiederherstellung der funktionellen Eigen-

schaften führen könnte. Für das Überlesen der MC4R-Stopp-Mutationen in den COS7-

Zellen wurden für die einzelnen Versuche unterschiedliche G418-Konzentrationen (75 - 

150 µg/mL) und Inkubationszeiten (24 - 48 h) ausgewählt (33). Neben den Unterschieden 

der beiden Zellreihen könnte auch dies ein Grund für die abweichenden Ergebnisse sein.  

4.2.6  Vergleich der untersuchten MC4R-Varianten 

In dieser Arbeit wurden fünf unterschiedliche nonsense mutierte MC4R-Varianten (s. 

Abb. 4) untersucht und miteinander verglichen. Die Stopp-Mutanten unterscheiden sich 

untereinander durch verschiedene Charakteristika wie die jeweilige Sequenz des PTCs 

sowie die das PTC umgebenden Nukleotide (s. Tab. 1). Es ist bekannt, dass die PTC-

umgebenden Nukleotide einen Einfluss auf den Erfolg von TR haben (33).  

Laut Hamada et al. ist TR durch G418 bei den Stopp-Codons TAG und TGA effizienter 

als bei TAA (106). Für die W16X-Variante, die das Stopp-Codon TGA enthält, konnte im 

HiBiT-Assay der stärkste Anstieg der Gesamtproteinexpression nach G418-Behandlung 

gemessen werden. Bei der Bestimmung der Oberflächenexpression zeigte E61X den 

größten Anstieg. Diese trägt das TAG-Codon. Ebenso war bei der W16X und der E61X 

der stärkste Anstieg der Basalaktivität im Gq/11-Signalweg zu verzeichnen. Insgesamt be-

standen jedoch keine bedeutenden Unterschiede im Vergleich zu den zwei Stopp-Mutan-

ten mit TAA-Codon, der Y35X_D37V und der Q307X. Auch konnte der höchste [cAMPi]-

Anstieg bei der Q307X festgestellt werden, was der Annahme widerspricht.  

Weiterhin scheint die Nukleotid-Umgebung des PTCs von Bedeutung zu sein. So können 

bestimmte Nukleotide in der Nähe eines PTCs sogar ohne pharmakologische Stimulation 

ein Readthrough auslösen (sog. endogenes Readthrough) (42). Das Überlesen eines 
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PTCs scheint insbesondere gut zu funktionieren, wenn das direkt auf das PTC folgende 

Nukleotid entweder Cytosin oder Adenosin ist (33). Dies trifft wieder auf die Mutationen 

W16X und E61X zu. Wie bereits erwähnt, konnten diese beiden Mutationen den höchsten 

Anstieg der Proteinexpression verzeichnen und zeigten auch eine Steigerung der basa-

len Gq/11-Aktivität. Trotz geringer Unterschiede untereinander waren im Vergleich zum 

WT die Messwerte aller fünf Varianten ähnlich, unabhängig von der Art des Stopp-Co-

dons oder der Nukleotid-Umgebung. Insgesamt scheinen diese Charakteristika zumin-

dest in diesem Fall keinen starken Einfluss auszuüben. 

Auch die AS, die während des TR zufällig eingefügt wird, kann von Bedeutung sein. Ins-

gesamt gibt es 21 proteinogene AS, zählt man neben den standardmäßigen 20 AS auch 

noch Selenocystein dazu. Sie werden in verschieden Gruppen eingeteilt, wobei diese 

Klassifizierung beruht auf der Polarität und Ladung der Seitenkette der jeweiligen AS be-

ruht (107). Da nicht beeinflusst werden kann, welche AS zufällig eingefügt wird, kann es 

sein, dass eine AS einer anderen Gruppe eingefügt wird und diese ggf. die Struktur des 

gesamten Proteins verändert. Auch wenn ein vollständiges Protein synthetisiert wird, 

kann dieses dadurch funktionslos sein. Interessanterweise gibt es jedoch einige Positio-

nen innerhalb des MC4R, die mehr oder weniger konserviert sind als andere. Ist eine 

Position weniger konserviert, kann man darauf schließen, dass die Position weniger wich-

tig für die Funktion ist. Betrachtet man z.B. den N-Terminus des MC4R, so ist dieser 

innerhalb unterschiedlicher Spezies vergleichsweise wenig konserviert (108). Man kann 

also davon ausgehen, dass das Einfügen einer zufälligen AS im N-Terminus eine relativ 

geringe Auswirkung auf den gesamten MC4R hat als an anderen Positionen. Die zwei 

Mutationen W16X und X35X_D37V treten im N-Terminus auf und sollten daher ver-

gleichsweise wenig anfällig sein. Jedoch konnten in unseren Versuchen keine klar ab-

grenzbaren Unterschiede im Vergleich zu den anderen drei Mutationen festgestellt wer-

den. Außerdem muss der Einfluss der zufällig eingefügten AS auf die Rezeptordimerisie-

rung bedacht werden. Normalerweise kann der MC4R sowohl Homo- als auch Heterodi-

mere mit anderen GPCRs bilden, wodurch die Rezeptorsignalisierung moduliert wird 

(61). Es ist denkbar, dass eine Konformationsänderung des Rezeptors durch Einfügen 

einer anderen AS sich auch auf die Fähigkeit der Dimerisierung auswirkt.   
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4.3  Limitationen der Arbeit und Ausblick 

Ziel dieser Arbeit war es, erstmalig in einem humanen Modell das Prinzip von TR bei 

MC4R-Stopp-Mutationen zu testen. Als Zellmodell wurden HEK-293-Zellen verwendet. 

Diese sind ein Standardzellsystem in der GPCR-Forschung und exprimieren zudem über 

60 neuronale Gene, wodurch sie einige Neuronen-Charakteristika haben (46, 47). In vivo 

wird der MC4R hauptsächlich von Neuronen des Ncl. paraventricularis im Hypothalamus 

exprimiert. Durch die Wahl von HEK-293-Zellen als Modell war zwar eine Annäherung an 

den physiologischen in vivo Zustand möglich, jedoch ist es wahrscheinlich, dass die glei-

chen Versuche in anderen Zellreihen auch zu anderen Ergebnissen führen. Demnach 

wären Untersuchungen in anderen Zellmodellen interessant, die die physiologischen Um-

gebungsbedingungen des MC4R noch besser abbilden. Hier könnten u.a. neuronale Zell-

modelle eingesetzt werden. So existieren z.B. verschiedene immortalisierte hypothalami-

sche Zellreihen, die spezifische Neuronenpopulationen des Hypothalamus repräsentie-

ren und sich so für die Erforschung der zentralen Energieregulation eignen (109). Jedoch 

stammen diese Zellreihen wieder aus nicht-humanen Organismen, wodurch dieser wich-

tige Aspekt verloren ginge. Noch besser wäre der Einsatz von humanen induzierten pluri-

potenten Stammzellen (hiPSC). Diese ermöglichen die Entwicklung verschiedenster zel-

lulärer Krankheitsmodelle und eignen sich als Testsysteme in der Medikamentenentwick-

lung (110). Für einige Zellpopulationen und Erkrankungen des zentralen Nervensystems 

konnten bereits erfolgreich Zellmodelle mit Hilfe von hiPSC erstellt werden (111-113). 

Sollte es möglich sein, mittels hiPSC auch ein Modell des Hypothalamus, genauer gesagt 

des Ncl. paraventricularis, zu erstellen, würde dies einen großen Fortschritt hinsichtlich 

der in vitro Forschung des MC4R bedeuten. Insgesamt muss bei Verwendung eines Zell-

modells immer jedoch beachtet werden, dass trotz bestmöglicher Annäherung an die re-

alen Bedingungen keine direkte Übertragung auf das in vivo System möglich ist. 

In der vorliegenden Arbeit wurde das Aminoglykosid G418 zur Induktion von TR einge-

setzt. Auch wenn extra ein Zellviabilitätsassay zur Suche einer passenden G418-Kon-

zentration durchgeführt wurde, darf der der allgemeine zytotoxische Effekt der Aminogly-

koside nicht vergessen werden, insbesondere wenn sie im Rahmen einer längerfristigen 

Therapie eingesetzt werden sollen. Trotz Verwendung relativ niedriger G418-Konzentra-

tionen ist es nicht auszuschließen, dass bei langfristiger Applikation unerwünschte Medi-

kamentenwirkungen auftreten. Bei Aminoglykosiden sind dies insbesondere Oto- und Ne-
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phrotoxizität. So kann es durch den systemischen Einsatz zu irreversiblen Innenohrschä-

digungen, akutem Nierenversagen und insgesamt erhöhter Morbidität kommen (114, 

115). Auch die Bildung von Antibiotikaresistenzen durch verschiedene Bakterien ist denk-

bar.  

In dieser Arbeit wurden ausschließlich in vitro Versuche durchgeführt. Im Vergleich zu 

einem in vivo Modell konnten hierdurch einige Aspekte nicht erfasst werden, die in einem 

komplexeren System zu bedenken sind. So ist ein wichtiger Faktor, wie gut das einge-

setzte Readthrough-Agens die Blut-Hirn-Schranke (BHS) überqueren kann. Aufgrund ih-

rer Größe und hydrophilen Eigenschaften ist die Penetration der BHS durch Aminoglyko-

side nur in geringem Maße möglich (116). Um eine ausreichende Konzentration im Liquor 

zu erreichen, wäre demnach eine direkte intrathekale Applikation notwendig. Dies ist 

zwar möglich und wurde bei Kinder für verschiedene ZNS-Erkrankungen wie z.B. Menin-

gitis bereits eingesetzt (117), eignet sich für repetitive Applikationen jedoch eher nicht.  

Bei einer weiteren Erforschung von TR bei MC4R-Stopp-Mutationen könnte es von Inte-

resse sein, weitere TR-induzierende Substanzen zu testen, die eine geringere Zytotoxi-

zität sowie bessere Voraussetzungen für ein Überqueren der BHS aufweisen. Z.B. wur-

den verschiedene G418-Derivate entwickelt, die bei Versuchen in HEK-293-Zellen be-

deutend geringer zytotoxisch waren als G418 (118). Auch gibt es weitere Non-Aminogly-

kosid-Substanzen, die TR induzieren, wie z.B. Ataluren oder das Nukleosidanalogon Cli-

tocine (119). Sowohl Ataluren als auch Clitocine sind small molecules (120), wodurch 

eine gute BHS-Gängigkeit wahrscheinlicher ist. Möglicherweise würden diese Substan-

zen sich daher eher für eine langfristige systemische Therapie eignen als G418. Für diese 

Pharmaka müsste jeweils getestet werden, inwiefern ein Überlesen der PTCs im MC4R 

möglich ist und ob bessere funktionelle Ergebnisse als mit G418 zu erzielen sind. Dabei 

könnte man sich vorerst auf einzelne Mutationen konzentrieren und diese noch ausgie-

biger testen. Hierbei sollte insbesondere auch die Umgebung des PTCs beachtet werden. 

Aufgrund der Art des Stopp-Codons, des nachfolgenden Nukleotids und der Position in-

nerhalb der Rezeptors sollte die Mutation W16X gut empfänglich für TR sein. Daher 

könnte diese Mutation im Fokus nachfolgender Erforschungen stehen, bevor Untersu-

chungen an anderen Mutationen durchgeführt werden.  
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5 Schlussfolgerungen  

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine Wiederherstellung der Rezeptorex-

pression und -funktion von nonsense mutierten MC4R-Varianten durch eine Behandlung 

mit dem Aminoglykosid G418 in einem humanen in vitro System möglich ist. Jedoch 

zeigte sich, dass durch die G418-Applikation weder die Rezeptorexpression noch die 

Signalisierung im Gs- oder Gq/11-Weg signifikant anstieg. Interessanterweise konnte aller-

dings eine Steigerung der basalen Aktivität im Gq/11-Weg beobachtet werden. Die Bedeu-

tung dieser Messergebnisse ist derzeit unklar und verdeutlicht, dass trotz intensiver For-

schung über den MC4R noch immer offene Fragen bestehen, die untersucht werden soll-

ten.  

Die Literatur zeigt, dass der Erfolg von TR von vielen verschiedenen Faktoren abhängt, 

u.a. vom verwendeten Modell, dem eingesetzten Readthrough-Agens oder der Art der 

vorzeitigen Stopp-Codons. Obwohl in dieser Arbeit keine überzeugende Steigerung der 

Signalisierung möglich war, könnten demnach bei Einsatz eines anderen Modells oder 

Readthrough-Agens möglicherweise andere, vielversprechendere Ergebnisse erzielt 

werden.  

Nudelman et al. postulieren, dass schon eine geringfügig gesteigerte Synthese vollstän-

diger Proteine durch TR signifikante Auswirkungen auf die Funktion und den Phänotyp 

haben kann, insbesondere wenn davor so gut wie kein funktionsfähiges Protein vorhan-

den war (118). Demnach kann es sinnvoll sein, diesen Ansatz des TR bei nonsense mu-

tierten MC4R-Varianten weiter zu untersuchen, insbesondere mit Rücksicht auf den Ein-

satz möglichst nebenwirkungsarmer Substanzen und Fokus auf ausgewählten MC4R-

Stopp-Mutationen. 
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Abstract: The melanocortin-4 receptor (MC4R) is critical for central satiety regulation, therefore pre-
senting a potent target for pharmacological obesity treatment. Melanocortin-4 receptor mutations
prevalently cause monogenetic obesity. A possibility of overcoming stop mutations is aminoglycoside-
mediated translational readthrough. Promising results were achieved in COS-7 cells, but data for
human cell systems are still missing, so uncertainty surrounds this potential treatment. In transfected
HEK-293 cells, we tested whether translational readthrough by aminoglycoside Geneticin combined
with high-affinity ligand setmelanotide, which is effective in proopiomelanocortin or leptin receptor
deficiency patients, is a treatment option for affected patients. Five MC4R nonsense mutants (W16X,
Y35X_D37V, E61X, W258X, Q307X) were investigated. Confocal microscopy and cell surface expres-
sion assays revealed the importance of the mutations’ position within the MC4R. N-terminal mutants
were marginally expressed independent of Geneticin treatment, whereas mutants with nonsense
mutations in transmembrane helix 6 or helix 8 showed wild-type-like expression. For functional
analysis, Gs and Gq/11 signaling were measured. N-terminal mutants (W16X, Y35X_D37V) showed
no cAMP formation after challenge with alpha-MSH or setmelanotide, irrespective of Geneticin treat-
ment. Similarly, Gs activation was almost impossible in W258X and Q307X with wild-type-like cell
surface expression. Results for Gq/11 signaling were comparable. Based on our data, this approach
improbably represents a therapeutic option.

Keywords: melanocortin 4 receptor; MC4R; stop mutation; PTC; translational readthrough; G418

1. Introduction

Obesity is an issue of global importance, affecting nearly 700 million people world-
wide [1]. It is expected that in 2025, around 20% of the world’s population will suffer from
obesity [2], which is associated with several comorbidities, such as diabetes, cardiovascular
disease, infertility, and some cancer types, as well as increased mortality [3–6]. Often,
overweight already develops in childhood, with over 340 million children aged 5–19 being
overweight or obese in 2016, according to WHO [7]. Therefore, successful treating options
for obesity are in high demand and urgently needed. However, obesity prevention and
treatment have so far been unsuccessful in the long term, and especially several forms
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