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1. Zusammenfassung

Die Mutationen in den Genen von Membranproteinen flihren haufig zu fehlgefalteten
Proteinvarianten, die von einem Qualitatskontrollsystem im frihen sekretorischen Weg erkannt
und retiniert werden. Resultate solcher Mutationen sind oft Ursache fur vererbbare Krankheiten.
Defekte Vasopressin-V,-Rezeptoren (V,R) kénnen beispielsweise zu nephrogenem Diabetes
Insipidus flhren. Einen Ansatzpunkt fir die Behandlung dieser Krankheiten stellen
pharmakologische Chaperone dar, die den Faltungsprozess verbessern und dadurch den
Transport der Rezeptormutanten zur Zellmembran unterstitzen. Im Fall des V,R wurde der
Antagonist SR121463B als pharmakologisches Chaperon beschrieben. SR121463B bindet mit
hoher Affinitéat an den Rezeptor und blockiert die Bindungsstelle des naturlichen Agonisten 8-
Arginin-Vasopressin (AVP). Dadurch wird die Faltung erleichtert und die Rezeptoren kdnnen
besser zur Zellmembran transportiert werden. Aufgrund der hohen Affinitat von SR121463B und
dessen nahezu irreversible Bindung kénnen die mutierten Rezeptoren an der Zellmembran
nicht mehr durch AVP aktiviert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein High Throughput Screening (HTS) Verfahren entwickelt,
mit dem Ziel, neue Substanzen zu identifizieren, die den Transport von faltungs- und
transportdefekten V,R-Mutanten an die Zellmembran verbessern. Mittels dieses HTS wurde
eine Bibliothek von tGber 17.500 Substanzen analysiert. Eine identifizierte Hitsubstanz war in der
Lage, den Transport der L336T-Mutante des V,R an die Zellmembran stark zu steigern. Die im
Rahmen der Entwicklung des HTS-Assays etablierte automatische Mikroskopie wurde auch
dazu genutzt, Transportstudien an anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren durchzufuhren,
beispielsweise an Corticotropin-Releasing-Factor-Rezeptoren.

Bisher war ungeklart, ob pharmakologische Chaperone co- und/oder post-translational wirken.
Um dieses zu untersuchen, wurden im zweiten Teil der Arbeit Fusionen des wildtypischen V,R
und der fehlgefalteten Rezeptormutanten S167T und R337X mit dem photokonvertierbaren
Fluoreszenzprotein mKikGR hergestellt. Mit Hilfe eines neu etablierten zellbasierten Assays

wurde nachgewiesen, dass SR121463B sowohl co- als auch post-translational wirken kann.



2. Einleitung

2.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) stellen in Saugerzellen die grof3te Familie von
Zelloberflachenrezeptoren dar. Sie vermitteln den Grofiteil zellularer Antworten Uber
Guaninnukleotid-bindende Proteine (G-Proteine). GPCR sind nicht nur Zielmolekile fir
Hormone sondern auch an der Verarbeitung von Licht-, Geruchs- und Geschmacksreizen
beteiligt (Haga T. und Takeda S., 2006; Rosenbaum et al., 2011). Sie besitzen einen
charakteristischen strukturellen Aufbau: Einen extrazellularen N-Terminus, einen intrazellularen
C-Terminus und sieben transmembranare a-helikale Domanen, welche durch jeweils drei
intrazellulare und drei extrazellulare Schleifen verbunden sind. Durch die strukturelle Homologie
lassen sich GPCR in funf Gruppen einteilen: die Rhodopsin-, Sekretin- und Glutamat-Familie
(Familie A, B und C) und die Adhasions- und die Frizzled/Taste(2)-ahnlichen GPCR. Die
Rhodopsinfamilie stellt zugleich die gréRte und vielfaltigste Familie dar (Fredriksson et al.,
2003). GPCR konnen durch viele verschiedene Liganden aktiviert werden wie z.B. Amine,
lonen, Peptide, Proteine, Lipide und Nukleotide. Auf die Ligandenbindung folgt eine
Konformationsénderung, die intrazellular die Interaktion mit einem G-Protein ermoglicht. G-
Proteine bestehen aus einer a- und einer B/y-Untereinheit. Die Aktivierung der G-Proteine
katalysiert die Phosphorylierung von Guanosindiphosphat GDP zu GTP, wodurch die o-
Untereinheit von der B/y-Untereinheit dissoziiert. Je nach Art der G-Protein-Untereinheiten und
deren Kombinationen kénnen verschiedene Signalkaskaden aktiviert werden. Die GPCR bilden
auch die wichtigsten Zielstrukturen fur Arzneimittel. Etwa 60% der zugelassenen Arzneimittel

wirken selektiv auf diese Rezeptorfamilie (Heilker et al., 2009; Landry und Gies, 2008).

2.2 Targeting von GPCR zum endoplasmatischen Retiku  |lum und die Bedeutung
von Signalpeptiden

Der erste Schritt des intrazellularen Transports von Membranproteinen und GPCR ist die

Translokon-vermittelte Rezeptorinsertion in die Membran des endoplasmatischen Retikulums
(ER) (Brodsky, 1998). Wahrend der Biogenese und des Transports von Membranproteinen und

sekretorischen Proteinen spielen sog. Signalsequenzen eine wichtige Rolle (Higy et al., 2004;
von Heijne, 1985; von Heijne, 1990). Diese Sequenzen werden kurz nach der Synthese an
cytosolischen Ribosomen durch den Signal Recognition Particle (SRP) erkannt (von Heijne,
1985) und vermitteln den Transfer des Komplexes aus naszierender Kette, SRP und Ribosom
an die ER-Membran (Shan und Walter, 2005; Walter und Johnson, 1994). Darlber hinaus
werden durch die Signalsequenzen die proteinleitenden Sec-61-Kanéle des Translokons
getffnet, wodurch der Transfer von Proteinketten (Membranproteine oder sekretorische

Proteine) in die ER-Membran ermdéglicht wird (Belin et al., 1996; Jungnickel und Rapoport,



1995; Osborne et al., 2005). Etwa 5 bis 10% der GPCR besitzen als Signhalsequenz ein N-
terminales Signalpeptid, das durch Signalpeptidasen des ER nach ER-Insertion des Rezeptors
abgespalten wird (Higy et al., 2004; Wallin und von Heijne, 1995). Die Mehrheit (90 - 95%) der
GPCR verfligen dagegen uber Signalankersequenzen (Wallin und von Heijne., 1995). Letztere
werden haufig von der ersten Transmembranhelix gebildet, aber auch andere
Transmembrandomanen konnen diese Funktion Ubernehmen (Audigier et al., 1987). Eine
Besonderheit innerhalb der GPCR-Familie stellt bisher der CRF,,R dar, der zur Familie der
Corticotropin-Releasing-Factor-Rezeptoren (CRFR) gehort. Der CRF,,R besitzt ein nicht
abspaltbares Pseudosignalpeptid, welches eine zusatzliche hydrophobe Domane am N-
Terminus des Rezeptors bildet, dessen Funktion noch nicht vollstdndig bekannt ist. Das
Pseudosignalpeptid ist nicht in der Lage, das Targeting der naszierenden Proteinkette zum ER
wahrend der Biogenese zu ermdglichen. Seine Anwesenheit fuhrt zur Verringerung der
Expression des Rezeptors und zu einer Unterdriickung der Kopplung des G;-Proteins (Schulz et
al., 2010).

Da die Signalpeptide von GPCR und anderen Proteinen keine Sequenzhomologie aufweisen
(von Heijne, 1985; von Heijne, 1990), stellen sie im Prinzip geeignete Targets dar, um die
Synthese von spezifischen Rezeptoren zu regulieren. Bezuiglich dieser Targets wurden bereits
die ersten peptidischen Inhibitoren des Sec-61-Translokon-Komplexes beschrieben: HUN7293
(Besemer et al., 2005; Garrison et al., 2005) und sein Derivat CAM741 hemmen Signalpeptid-
selektiv die Translokation des vaskulédren Zelladh&sionsmolekiils (VCAM1) am Sec-61-Protein
(Besemer et al.,, 2005; Garrison et al., 2005). Ein weiteres HUN7293 Derivat, Cotransin,
inhibiert Signalpeptid-selektiv die Translokation von VCAM1, P-Selektin, Angiotensinogen, der
B-Lactamase und des CRF;R (Garrison et al., 2005). Kurzlich konnte gezeigt werden, dass
auch die Biosynthese des Endothelin-B-Rezeptors (ETgR) durch Cotransin inhibiert werden
kann (Westendorf et al., 2011).

2.3 Transport, Faltung und Qualitatskontrolle von M embranproteinen

Nach Synthese und Translokation in die ER-Membran werden Membranproteine tber den
sekretorischen Weg zur Zellmembran transportiert. Im N-Terminus und/oder den extrazellularen
Schleifen erfolgt im ER die Kopplung mannosereicher Glykosylierungen an freie Aminogruppen
von Asparaginresten, die spater ab dem medialen Golgi-Apparat durch eine komplexe
Glykosylierung ersetzt werden (Ruddock und Molinari, 2006). Zusatzlich zu N-Glykosylierungen
kénnen im Golgi-Apparat O-Glykosylierungen an die Hydroxylgruppen von Lysinen, Prolinen,
Serinen oder Threoninen geknlpft werden (Abeijon et al., 1997). Dartiber hinaus finden im ER
wahrend und nach der Proteinsynthese Faltungsprozesse statt, welche die Proteine in
verschiedene Konformationen uberfliihren kénnen. Eine Gruppe weiterer Proteine, die sog.

molekularen Chaperone, unterstiitzen diesen Faltungsprozess, indem sie das Erreichen eines



korrekten Faltungszustands erleichtern. Sie interagieren mit noch ungefalteten Proteinen tber
hydrophobe Sequenzen oder spezifische Glykosylierungen und verhindern so deren
Aggregationen (Parodi, 2000; Trombetta und Helenius, 1998). Molekulare Chaperone spielen
auch eine wichtige Rolle bei der Qualitatskontrolle von Proteinen im ER durch die Vermittlung
der Retention fehlgefalteter Formen (Ellgaard und Helenius, 2003). Das Qualitatskontrollsystem
(QCS) lasst in der Folge lediglich den Export korrekt gefalteter Proteine zu. Fehlgefaltete
Proteine werden nach ihrer Retention mittels ER-assoziierter Degradierungsprozesse (ERAD)
abgebaut. Nach Retranslokation der Proteine ins Cytosol werden diese ubiquitiniert und
schlieBlich dem proteasomalen Abbau zugefihrt (Bonifacino und Weissman, 1998). Alternativ
kénnen fehlgefaltete Membranproteine auch intrazellulare Aggregate bilden (Forloni et al.,
2002). Die Qualitatskontrolle von Membranproteinen ist nicht nur auf das ER beschrankt. So
erreichen Proteine z.B. teilweise trotz einer Fehlfaltung auch das ER-Golgi-
Intermediarkompartiment (ERGIC). In diesem Fall vermittelt das ERGIC den retrograden
Transport zum ER Uber bestimmte Ruckfihrungssignale, die bei Fehlfaltungen exponiert
werden (Hermosilla et al., 2004). Im Fall von GPCR umfasst der Transport korrekt gefalteter
Proteine den Export aus dem ER uber das ERGIC und verlauft Gber die einzelnen Elemente
des Golgi-Apparats zur Zellmembran, wo die Proteine integriert werden (Secretory Pathway).

Der intrazellulare Transport von Membranproteinen ist zusammenfassend in Abb. 1 dargestellt.

Protein

Retention
D Rescue

Pharmakologisches

Chaperone

Golgi-Apparat

Abb. 1: Schematische Darstellung des intrazellularen Transports von Membranproteinen ( Secretory
Pathway ). Die Synthese der Membranproteine findet an der ER-Membran statt, wo sie mit Hilfe von molekularen
Chaperonen gefaltet werden. Im ERGIC und im Golgi-Apparat werden die Proteine weiter prozessiert und erreichen
nur bei korrekter Faltung die Zellmembran. Die Faltung wird von einem QCS kontrolliert und fehlgefaltete Proteine
werden zum ER zuriicktransportiert. Nach Retranslokation in das Cytoplasma werden die retinierten Proteinformen
durch das Proteasom abgebaut. Pharmakologische Chaperone unterstiitzen den Transport von fehlgefalteten
Proteinen zur Zellmembran, indem sie deren korrekte Faltung im frilhen sekretorischen Weg stabilisieren. Abb.
entnommen und verandert aus Conn et al., 2007.



2.4 Der Vasopressin-V ,-Rezeptor und seine physiologische Bedeutung

In dieser Arbeit wurde die Faltung und der Transport des Vasopressin-V,-Rezeptors (V2R)
untersucht. Der V,R gehort zur Familie A der GPCR, d.h. zu den Rhodopsin-ahnlichen
Rezeptoren. Er besteht aus 371 Aminosaureresten und besitzt im N-Terminus am Rest N22
eine N-Glykosylierung sowie O-Glykosylierungen an Serinen und/oder Threoninen (Sadeghi
und Birnbaumer, 1999; Sadeghi et al., 1997). Als weitere post-translationale Modifikationen
wurden eine Disulfidbriicke zwischen den Resten C112 und C192 und eine Palmitoylierung an
den benachbarten Cysteinen C341 und C342 im C-Terminus beschrieben (Abb. 2) (Schilein et
al., 1996; Schilein et al., 2000). Der V,R wird hauptsachlich in epithelialen Prinzipalzellen des
Sammelrohrs der Niere exprimiert. Agonisten und Antagonisten des Rezeptors scheinen mit der
gleichen Bindungsstelle zu interagieren (Czaplewski et al.,, 1998). Einen selektiven
Antagonisten des V;R stellt z.B. Satavaptan (SR121463B) dar (Serradeil-Le Gal, 2001). Die
Bindung des Agonisten 8-Arginin-Vasopressin (AVP) verursacht eine Konformationsanderung
des Rezeptors und fihrt zur Aktivierung des Ggs-Proteins. Danach wird durch die a-Untereinheit
des G-Proteins die membranstandige Adenylylcyclase stimuliert und cAMP gebildet, welches
wiederum die Proteinkinase A aktiviert. Dies fuhrt zu einer Phosphorylierung des in der
Membran von Vesikeln vorliegenden Wasserkanalproteins Aquaporin 2 (AQP2) und die Vesikel
fusionieren mit der apikalen Membran der Sammelrohrzelle. Die resultierende erhdhte
Wasserpermeabilitat ermdglicht die Rickresorption von Wasser aus dem Primérharn der Niere
(antidiuretische Wirkung) (Birnbaumer, 2000; Birnbaumer, 2002).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Vasopressin-V  -Rezeptors (V2R). Der V2R besteht aus 371
Aminosaureresten (im Einbuchstaben-Code gezeigt). Als post-translationale Modifikationen finden sich eine N-
Glykosylierung an N22, eine Disulfidbriicke zwischen C112 und C192 sowie zwei Palmitoylierungen an C341 und
C342. Schwarz markierte Aminosaurereste stellen Positionen dar, an denen Austausche zu nephrogenem Diabetes
Insipidus gefiihrt haben. Die Positionen der veranderten Aminosaurereste der in dieser Arbeit verwendeten
Rezeptormutanten sind rot unterlegt (S167T, L336T und R337X)



2.5 Erkrankungen durch faltungs- und transportdefek te GPCR

Mutationen bei GPCR fuhren haufig zu einer Proteinfehlfaltung und dadurch zur Retention
durch das QCS der Zellen (Bernier et al., 2004). Bei Fehlfaltungen die vom QCS erkannt
werden, muss aber nicht zwangslaufig die intrinsische Funktion des Proteins verloren gegangen
sein. Gelegentlich ist das QCS uberprotektiv und hélt Proteine mit Restfunktion zuriick. Die
immense Bedeutung von Transport und Faltung von GPCR spiegelt sich in der Vielzahl
verschiedener Erkrankungen wider, bei denen transportdefekte GPCR eine Rolle spielen.
Beispiele solcher Erkrankungen sind Retinitis Pigmentosa (RP, Mutationen im Gen des
Rhodopsin-Rezeptors), Hypogonadotroper Hypogonadismus (HH, Mutationen im Gen des
Gonadotropin-Releasing-Hormon-Rezeptors GnRHR) oder X-chromosomaler nephrogener
Diabetes Insipidus (NDI, Mutationen im Gen des V;R). Im Fall des V,R wurden ca. 190
verschiedene Mutationen beschrieben, welche die Erkrankung hervorrufen kénnen (Fujiwara
und Bichet, 2005). Fehlgefaltete V,R werden im ER oder in anderen Kompartimenten des
sekretorischen Weges retiniert (Bichet, 2006; Hermosilla et al., 2004). Physiologisch ist
aufgrund solcher Mutationen die Wasserrickresorption aus dem Primarharn der Niere nicht
mehr mdglich und es resultiert eine Beeintrachtigung der Wasserhomeostase im Korper. Die
Krankheit NDI ist daher durch ein Ubermafiges Ausscheiden (etwa 20 L/Tag bei Erwachsenen)
von verdinntem Urin (<250 mmol/kg, Polyurie) charakterisiert, was zu starkem Durst und
erhohter Flussigkeitszufuhr fihrt (Polydipsie). Die Krankheit kommt mit einer Haufigkeit von
1:125.000 bei mannlichen Neugeborenen vor.

In dieser Arbeit wurden die beiden NDI verursachenden V,R-Mutanten S167T (Bichet et al.,
1994; Oksche et al., 1996; Willler et al., 2004) und R337X (Chen et al., 2002; Hermosilla et al.,
2004; Oksche et al., 1998) verwendet, um den Wirkmechanismus von pharmakologischen
Chaperonen zu untersuchen. Die Basis fur die Etablierung des HTS-Assays stellte die L336T-
Mutante des VR (Thielen et al., 2005) dar (Abb. 2).

2.6 Pharmakologische Chaperone

Fur eine mogliche Behandlung von Erkrankungen, die durch fehlgefaltete und transportdefekte
Membranproteine verursacht werden, bestehen bereits verschiedene pharmakologische
Strategien, die sich allerdings noch in experimentellen Stadien befinden. Eine davon basiert auf
der Anwendung von sog. pharmakologischen Chaperonen. Dabei handelt es sich um kleine
hydrophobe Molekiile (z.B. Agonisten oder Antagonisten eines Rezeptors), die spezifisch an ein
Zielprotein binden und die Konformation der Ligandenbindungstasche und somit die korrekte
Struktur des gesamten Proteins stabilisieren. Dadurch ist das Zielprotein in der Lage, das QCS
zu Uberwinden und die Zellmembran zu erreichen. Ein Beispiel fur ein pharmakologisches
Chaperon ist 11-cis-7-ring-retinal, welches die Faltung einer RP-auslosenden Mutante des

Opsin-Rezeptors verbessert (Noorwez et al., 2003). Des Weiteren konnten z.B. Mutanten des

10



GnRHR Rezeptors, die HH verursachen, mit Hilfe von Indolen oder Quinolonen an die
Zelloberflache transportiert werden (Conn und Janovick, 2011). Fir den V,;R wurde der
Antagonist SR121463B als pharmakologisches Chaperon beschrieben (Morello et al., 2000). Es
wurde postuliert, dass die Substanz post-translational bindet und dadurch die Faltung und den
Transport des Rezeptors zur Zellmembran verbessert (Wdiller et al., 2004). Allerdings konnte in
diesem Fall eine zusatzliche co-translationale Wirkung nicht ausgeschlossen werden. Der
Antagonist SR121463B bindet mit sehr hoher Affinitdt an den Rezeptor, so dass mutierte
Rezeptoren zwar an die Zelloberflache transportiert werden, die Bindungstasche jedoch
blockiert bleibt und die Rezeptoren nicht mehr aktiviert werden kénnen. Fir pharmakologische
Zwecke waére es daher sinnvoll, neue Substanzen zu identifizieren, die reversibel oder
allosterisch an den Rezeptor binden und somit dessen Aktivierung nach Lokalisation an die
Zellmembran durch den Agonisten zulassen. Die ldentifizierung neuer pharmakologischer
Chaperone fir den V;R war daher ein Ziel dieser Arbeit.

Um Rezeptoren in Zellen mikroskopisch lokalisieren zu kénnen, werden haufig Fusionen mit
Fluoreszenzproteinen eingesetzt. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand in der Differenzierung
der moglichen co- und/oder post-translationalen Wirkung von SR121463B auf den
Rezeptortransport. Hierflr wurden photokonvertierbare Proteine als Fusionspartner fir den V,R

genutzt, die im folgenden Kapitel eingehender beschrieben werden.

2.7 Photokonvertierbare Fluoreszenzproteine

Das grun fluoreszierende Protein (GFP) und seine Derivate fanden bereits sehr erfolgreich in
der Zell- und Molekularbiologie Anwendung (Chudakov et al., 2005; Tsien, 1998; Zhang et al.,
2002). Mit Hilfe von GFP-Fusionen lassen sich die Lokalisierung von Proteinen und die
Proteindynamik verfolgen (Hutter, 2006; Reits und Neefjes, 2001). Ein Nachteil bei der
Verwendung von GFP als Markerprotein besteht darin, dass eine Unterscheidung zwischen neu
und bereits synthetisierten Proteinen nicht mdglich ist.

Kirzlich sind photokonvertierbare Fluoreszenzproteine (PCFP) beschrieben worden, deren
Fluoreszenzeigenschaft durch ultraviolette (UV) Bestrahlung veréandert werden kann. Beispiele
hierfir sind das Kaede-Protein (Ando et al., 2002) und das Kikume-Protein (KikGR und
mMKikGR). Die Variante mKikGR des Kikume-Proteins stellt eine monomere Form dar, die aus
der tetrameren Ursprungsform mittels gerichteter Mutagenese von 21 Aminosauren konstruiert
wurde (Tsutsui et al., 2005; Habuchi et al., 2008). Durch UV-Bestrahlung verschiebt sich die
Fluoreszenz von KikGR von grin (Aeyem 505/517 nm, g-mKikGR) nach rot (Aexem 580/591 nm, r-
mKikGR) (Habuchi et al., 2008). Die Photokonversion von KikGR flhrt zu einer irreversiblen
Spaltung des Polypeptidriickgrats zwischen Na und Ca des Histidins 62 als Folge einer -
Eliminierung (Abb. 3) (Tsutsui et al., 2009). Durch die Anwendung von PCFP lassen sich die

beschriebenen Limitationen von GFP umgehen, da nach UV-Bestrahlung die rot
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fluoreszierenden Proteine analysiert werden kdnnen, die neu synthetisierten Proteine hingegen
durch ihre griine Fluoreszenz von der Analyse ausgeschlossen bleiben (Lippincott-Schwartz et
al., 2003; Lukyanov et al., 2005). PCFP bieten damit die einzigartige Moglichkeit, markierte
Proteine in Zellen nach Photokonversion in Echtzeit zu verfolgen. Der Nachteil der Verwendung
dieser Proteine liegt in deren Neigung Tetramere zu bilden (Ando et al., 2002; Tsutsui et al.,
2005). Es konnte bereits gezeigt werden, dass Kaede als Fusionsprotein geeignet ist, um
GPCR-Recycling und -Biosynthese zu untersuchen (Schmidt et al., 2009; Westendorf et al.,
2011). Bei Kaede kommt es zu keiner Tetramerbildung, wenn es mit einem Membranprotein
fusioniert wird (Schmidt et al., 2009). Das KikGR Protein wurde bisher nur verwendet, um
einzelne Zellen oder Zellgruppen innerhalb von Embryonen zu markieren (Kulesa et al., 2008;
Nowotschin und Hadjantonakis, 2009; Stark und Kulesa, 2007) oder um den Transport von
l6slichen Proteinen in sich teilenden Zellkernen zu untersuchen (Shimozono et al., 2009).

In dieser Arbeit wurde am Beispiel des V,R untersucht, ob sich auch mit KikGR-Fusionen das
Trafficking von GPCR analysieren lasst. Hierbei wurde die monomere Form verwendet
(mKikGR) um Aggregatbildungen von Beginn an auszuschlie3en. Ferner wurde mit Hilfe des
mMKikGR-Proteins ein zellbasierter Assay etabliert, mit dem co- und post-translationale
Wirkungen des pharmakologischen Chaperons SR121463B differenziert werden konnen
(Ridelis et al., 2012).

Abb. 3: Reaktionsmechanismus der Photokonversion von grinem zu rotem mKikGR. Die Abbildung zeigt die
Struktur der KikGR-Chromophore vor (g-KikGR) und nach (r-KikGR) UV-Bestrahlung. Als Folge einer 3-Eliminierung
findet an den Strukturen von His 62 (Na, Ca und CB, gekennzeichnet durch die roten Pfeile) die Spaltung des
Polypeptidriickgrats statt. Die Abbildung wurde aus Habuchi et al., 2008 entnommen und modifiziert.
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3. Zielstellung

Mutationen des V;R kénnen zu Fehlfaltungen bzw. Transportdefekten und damit zu NDI fihren.
Pharmakologische Chaperone stabilisieren fehlgefaltete Rezeptoren im friihen sekretorischen
Weg und verbessern den Transport zur Zellmembran. Im Fall des V,R wurde der Antagonist
SR121463B als pharmakologisches Chaperon beschrieben. Die Substanz bindet mit hoher
Affinitat an den Rezeptor, kann aber nicht durch den Agonisten AVP verdrangt werden. Daher
bestand das erste Ziel dieser Arbeit darin, ein HTS mit automatischer Mikroskopie zu etablieren,
um neue Substanzen zu identifizieren, die reversibel oder allosterisch an faltungs- und
transportdefekte V,R-Mutanten binden und deren Transport an die Zellmembran verbessern
kénnen. Der Rezeptor ware dann in der Lage, den Agonisten zu binden und kénnte somit
aktiviert werden. Als Modell fir faltungsdefekte V,R-Mutanten wurde die L336T-Mutante
gewadhlt, die einen weitgehenden Transportdefekt zeigt. Der Effekt von Hitsubstanzen sollte
zudem mit mikroskopischen und biochemischen Methoden validiert werden.

Es sollte dartber hinaus Uberprift werden, ob sich die automatische Mikroskopie eignet, um
den Transport von anderen GPCR zu untersuchen. Im Rahmen von Kooperationen wurde
hierfiir das Trafficking von CRF-Rezeptoren analysiert.

Das zweite Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Anwendbarkeit des photokonvertierbaren
Fluoreszenzproteins mKikGR als Fusionspartner fir GPCR zu Uberprifen. Zudem sollte mit
mKikGR-Fusionen untersucht werden, ob pharmakologische Chaperone wie SR121463B co-
oder post-translational wirken. Als Modelle wurden der wildtypische V,R sowie die
transportdefekten NDI-Mutanten S167T und R337X verwendet. Zundchst sollte mittels
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) bestatigt werden, dass mKikGR in zellularem
Milieu ausschlieBlich Monomere bildet. AuRerdem sollte die Stabilitit des Proteins nach
Photokonversion und schlieRlich die pharmakologischen Eigenschaften der fusionierten
Rezeptoren uberpriuft werden. Zur Analyse des co- bzw. post-translationalen Wirkmechanismus
von SR121463B sollte ein zellbasierter Assay auf Basis von mKikGR Fusionen entwickelt

werden.
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4. Methoden

4.1 High Throughput Screening-Assay

Fur das High Throughput Screening (HTS) wurden HEK-293-Zellen verwendet, welche die
transportdefekte V,R-Mutante L336T.GFP stabil exprimierten. Die Zellen (5000/Well) wurden in
Kollagen-beschichtete 384-Wellplatten ausgesat und bei 37 € fur 32 h kultiviert. Danach
erfolgte die Zugabe der zu testenden Substanzen in einer Endkonzentration von 25 pM fir
weitere 16 h (17.951 Substanzen aus der ChemBioNet Bibliothek des Leibniz-Instituts fir
Molekulare Pharmakologie, FMP). Insgesamt wurden 32 Wells zur Kontrolle mit DMSO (0,1%,
Negativkontrolle), SR121463B (1 uM, Positivkontrolle) und nicht transfizierten Zellen versetzt
(um den Signalhintergrund des Systems zu definieren). Fir den Transfer der Substanzen auf
die Wellplatten wurde ein Sciclone ALH-3000 & Twister Il Roboter verwendet. Nach der
Inkubation mit den Substanzen wurden die Zellkerne mit 1 uM Hochst 3358 fur 30 min gefarbt
und die Zellkernmasken (Abb. 4) mit Hilfe des ArrayScan HCS Reader Automated
Fluorescence Microscopic Imaging Systems aufgezeichnet. Anschlieend wurden die Zellen
dreimal mit PBS-CM (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,76 mM KH,PO,, 0,1 mM
CaCl,, 1 mM MgCl,, pH 7,4) unter Verwendung des automatischen Mikroplatten-Washers
BioTek EIx405 Select CW und des Programms CoreCell gewaschen. Die Zellmembranen
wurden mit dem Farbstoff Trypanblau (0,0125% Endkonzentration in PBS-CM) gefarbt und die
Membranmasken mit dem oben beschriebenen System aufgezeichnet (siehe Abb. 4). Die
Berechnung der intrazellularen Masken erfolgte durch die Subtraktion der Zellkernmaske von
der Zellmembranmaske.

Hochst Trypanblau L336T.GFP

L336T.GFP (KM
SR121463B (1 uM) (ST
mit Masken AYANL K

Abb. 4: Lokalisation von Hdchst-, Trypanblau- und G FP-Rezeptor-Fluoreszenzen mit Hilfe des automatisch  en
Mikroskops. Oberer Teil: Abgebildet sind mit der L336T.GFP Mutante stabil transfizierte HEK-293-Zellen in 384-
Wellplatten nach Behandlung mit SR121463B. In den linken Bildern sind im 1. Kanal die durch Hochstfarbung
detektierten Zellkerne dargestellt. Die mittleren Bilder zeigen die im 2. Kanal mittels Trypanblaufarbung detektierten
Zellmembranen. In den rechten Bildern sind die GFP-Fluoreszenzen der L336T Rezeptormutante zu erkennen (3.

Kanal). Unterer Teil: Die Bilder zeigen die errechneten Masken (Ridelis et al., 2012 submitted).
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Die Kolokalisation des GFP Fluoreszenzsignals der Rezeptoren mit der Membranmaske (Imem)
und der Intrazellularmaske (Ic,) wurden bestimmt, um das Verhaltnis lnem/lc: zu berechnen.
Dieses Verhéltnis stellt ein Mal3 fur die Effizienz des Rezeptortransports zur Zellmembran dar.
Zur Berechnung diente das von der Arbeitsgruppe Cellular Imaging des FMP entwickelte
Programm ,384 Rescue”. Die automatische Mikroskopieanalyse wurde mit einem 20x Objektiv
und folgenden XF-93 Filter Cubes durchgefuhrt: GFP-Rezeptorfluoreszenzsignale, 488 nm,
FITS Kanal; Trypanblau, 543 nm, TRIC Kanal; Hochst 33258, 340 nm, DAPI Kanal. Es wurden
mindestens 300 Zellen pro Well ausgewertet und anhand der Daten des Primarscreenings
wurde eine Histogrammanalyse fur die Selektion der Hit-Substanzen durchgefihrt. Als Hits
wurden Substanzen erkannt, deren Inem/lcy: Verhaltnis einen Wert gréBer als 1,7 ergaben. Ab
diesem Wert zeigten die GFP-Rezeptorsignalintensitaten, verglichen mit DMSO behandelten

Zellen, einen signifikanten Effekt der jeweiligen Substanz.

4.2 Zelloberflachenbiotinylierung und Immunpréazipit ation

Um die Rezeptoren an der Zellmembran zu untersuchen, wurden diese mit Biotin markiert.
Biotin bindet kovalent an freie Aminogruppen, ist nicht membranpermeabel und wird daher zur
Markierung von Zelloberflachenproteinen genutzt. Das Zellsystem stellten HEK-293-Zellen dar,
die GFP-fusionierte Rezeptoren stabil exprimierten. Die Zellen wurden in Zellkulturschalen
ausgesat und 32 h nach der Aussaat mit den Substanzen in verschiedenen Konzentrationen
sowie mit DMSO (0,1%, Negativkontrolle) oder dem Antagonisten SR121463B (1 uM,
Positivkontrolle) inkubiert. Nach weiteren 16 h wurden die Zellen dreimal mit PBS-CM
gewaschen, mit einer Sulfo-NHS-Biotinlésung (0,5 mg/ml PBS-CM) fir 30 min behandelt und
bei 4 C geschittelt. Mittels PBS-CM mit 50 mM NH ,Cl wurde die Reaktion gestoppt (10 min,
4 C) und die Zellen danach dreimal mit PBS-CM gewa schen. Die Zelllyse erfolgte fir 1 h in
Lysispuffer (1% Triton X-100, 0,1% SDS, 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM Na,EDTA,
pH 8,0). Unlasliche Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (20 min, 20.000xg) abgetrennt. Es
folgte die Prazipitation der Proteine aus dem Uberstand durch Inkubation (16 h) mit einem an
Protein A Sepharose-Beads gekoppelten polyklonalen GFP Antikorper (Thielen et al., 2005).
Die Sepharose-Beads wurden nach der Inkubation abzentrifugiert (2 min, 700xg) und zweimal
mit Waschpuffer 1 (0,5% Triton X-100, 0,1% SDS, 50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 1 mM
Na,EDTA, pH 7,4) sowie einmal mit Waschpuffer 2 (Waschpuffer 1 ohne NaCl) gewaschen. Im
Anschluss wurden die Proteine in Rotiload Probenpuffer aufgenommen und fir 5 min bei 95 T
denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels SDS PAGE (10% Acrylamid) und
anschlieendem Blotten auf Nitrocellulosemembranen (Kyhse et al., 1984). Danach wurden die
Membranen fur 1 h bei Raumtemperatur (RT) mit Blockpuffer (10 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl,
5% (w/v) Magermilch, pH 8,0) behandelt. Die Proteine wurden jeweils mit einem polyklonalen

Kaninchen-a-Biotin Antikorper (1:5.000 in Blockpuffer) und einem monoklonalen Maus a-GFP-
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Antikorper (1:3.000 in Blockpuffer) tber Nacht inkubiert. Wéahrend der Nachweis von GFP die
Bestimmung der Gesamtmenge an GFP-fusionierten Rezeptoren ermdglicht, lasst sich durch
die Detektion von Biotin der Anteil der Rezeptoren ermitteln, der sich an der Zelloberflache
befindet. Nach der Inkubation tber Nacht wurden die Membranen dreimal (je 5 min) mit TBST-
Puffer (10 mM Tris-HCI, 15 mM NacCl, 0,05% Tween 20, pH 8,0) gewaschen und zur Detektion
die sekundaren Antikérper DyLight680 a-Maus und DyLight800 a-Kaninchen verwendet (1 h bei
RT). Die Membranen wurden danach zweimal mit TBST-Puffer (je 5 min) und einmal mit TBS-
Puffer (TBST-Puffer ohne Tween) gewaschen (10 min). Immunoreaktive Proteinbanden wurden
mit dem Odyssey™ Infrared imaging System und der Software 2.1 (Li-COR Biosciences,
Lincoln, Ne, USA) detektiert.

4.3 Laser Scanning Mikroskopie und zellbasierter mK  ikGR Assay

Mit Hilfe der Laser Scanning Mikroskopie (LSM) lassen sich der Transport von
fluoreszenzmarkierten Rezeptoren untersuchen und Kolokalisationsstudien durchfihren. In der
vorliegenden Arbeit wurde die LSM angewendet, um die co- und post-translationale Wirkung
von SR121463B auf den V,R und dessen Mutanten S167T und R337X zu analysieren. Hierzu
wurden HEK-293-Zellen, welche die Konstrukte V,R.mKIkGR, S167T.mKikGR oder
R337X.mKikGR stabil exprimierten, auf Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser ausgesat. Fir die
Analyse der Rezeptoren wurden die griinen mKikGR Rezeptorfluoreszenzen nach 32 h mit
einer UV-Lampe (45 s) vollstédndig umgeschaltet und anschlie3end die Zellen mit SR121463B
(1 uM, 16 h) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS-CM wurden die Deckglaser in eine
Kammer eingespannt und die Fluoreszenzsignale der Zellen in PBS-CM gemessen. Die
Messung der Fluoreszenz der Rezeptoren erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Scanning
Mikroskops (Zeiss LSM510-META, Objetktiv: 100x/1.3 Ol; Optical Section: <0.8 uM; Multitrack
mode). Neu synthetisierte grine Rezeptoren (g-mKikGR) wurden mit einem Argonlaser bei
488 nm angeregt und mit einem BP Filter bei 500-530 nm detektiert. Die rote Fluoreszenz von r-
mKikGR wurde mit einem Helium-Neonlaser bei 543 nm angeregt und uber einen LP Filter bei
560 nm ermittelt. Fir die Kolokalisationsexperimente mit dem Membranmarker Trypanblau fand
keine Umschaltung der Zellen statt. Sdmtliche Bilder wurden mit den gleichen Einstellungen
aufgenommen und die Uberlagerung der Bilder wurde mit Hilfe der Zeiss LSM510 Software (3.2
SP2) berechnet.

4.4 AVP-Bindungs- und cAMP-Akkumulationsstudien

Um die Anzahl an Rezeptoren in der Zellmembran (maximale Bindung, Bna) zu bestimmen
sowie deren Inhibitionskonstante K; zu ermitteln, kdénnen Radioliganden-Bindungsstudien
verwendet werden. Im Fall des VR ist es mit Hilfe des Agonisten AVP bzw. [3H]-AVP (radioaktiv

markiert) maglich, die spezifische Bindung von AVP zu berechnen. Diese ergibt sich aus der
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Differenz von totaler und nicht-spezifischer Bindung. Die Berechnung ist notwendig, da
Liganden auch unspezifisch an die Zellmembran binden kénnen.

Fir die AVP-Bindungsstudien wurden HEK-293-Zellen (7,5x10” Zellen/Well) verwendet, welche
die Konstrukte Flag.V;R, V,R.mKikGR und V,R.Kaede stabil exprimierten. Die Aussaat der
Zellen erfolgte in Poly-L-Lysin beschichtete 24-Wellplatten und 48 h danach wurden die Zellen
dreimal mit eiskaltem PBS-CM gewaschen. Jeweils 12 Wells einer 24-Wellplatte wurden mit
den Losungen zur Bestimmung der totalen Bindung und die Ubrigen 12 Wells mit Losungen zur
Bestimmung der nicht-spezifischen  Bindung versetzt (e 300 ul  LOsung,
Dreifachbestimmungen). Fiir die totale Bindung wurden aus einer 100 nM [*H]-AVP-Lésung
durch serielle 1:2 Verdinnungen neun weitere Lésungen (0,39 nM — 100 nM) erzeugt. Zur
Bestimmung der nicht-spezifischen Bindung wurde jede dieser Verdinnungen mit unmarkiertem
AVP (Endkonzentration 1 uM) versetzt und die Platten wurden bei 4 T fur 2 h inkubiert.
AnschlieBend erfolgte das Absaugen der Bindungslésung, die Zellen wurden dreimal mit
eiskaltem PBS-CM gewaschen und in 0,5 M NaOH lysiert. Danach wurde das Lysat in ein 5 ml
Szintillationsgefal3 Uberfihrt und 4 ml Aguasafe 300 Plus Szintillator zugegeben. In allen
Ansatzen wurden die Zerfélle pro Minute (dpm) mittels eines B-Counters gemessen. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms RADLIG Version 4.0 und es wurde eine
Sattigungskurve erstellt. Die Ki-Werte wurden anhand nicht linearer Regression berechnet.

Um den Einfluss von mKikGR als Fusionsprotein auf die biologische Aktivitat der untersuchten
Rezeptoren zu ermitteln, wurde die Konzentration des sekundaren Messengers cAMP nach
Agonistenstimulation bestimmt. Beim V,R wird durch Gy eine membranstandige
Adenylylcyclase aktiviert, die ATP in cAMP umwandelt. Die cAMP-Konzentration kann daraufhin
mit Hilfe eines cAMP-Radioimmunoassays (CAMP-RIA) bestimmt werden. Hierfir wurden
7,5x10* HEK-293-Zellen in Poly-L-Lysin beschichtete 24-Wellplatten ausgesét, welche die
Konstrukte Flag.V.R, V,R.mKIkGR und V,R.Kaede stabil exprimierten. Nach 48 h wurden die
Zellen mit Stimulationsmedium (10 mM Hepes, 0,5% w/v BSA, 0,25 mM 3-Isobutyl-1-
Methylxanthin in DMEM) gewaschen und fir 30 min bei 37 T mit und ohne Agonist (1 fM —
10 nM AVP) inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Lyse der Zellen fir 30 min bei 4 T (0,1% v/v
Trifluoressigsaure, 0,005% v/v Triton X-100; 750 uL Ansatz). Das Lysat wurde fir 10 min bei
95 T erhitzt, Uber Nacht im Vakuum getrocknet (Rot ations-Vakuum-Konzentrator a-RVC) und
bis zum Versuch bei -20 T gelagert. Fur den RIA wu rden die getrockneten Pellets in RIA-Puffer
(100 mM Natriumacetat, 0,1% w/v BSA, 0,1% v/v Triton X-100, pH 6) resuspendiert, 20 min bei
4 T gelagert und zentrifugiert (23.000xg, 15 min, 4 ). Sowohl die Proben als auch die
Standard-cAMP-L6sungen mit definiertem cAMP-Gehalt wurden verdiinnt und dann mittels RIA
gemessen. Um die Sensitivitdt der Messung zu erhdhen, wurden die Proben bei RT acetyliert
(30 ul Probe, 470 pl RIA-Puffer, 500 ul Acetanhydrid, 1 ml Triethylamin). Der cAMP-Gehalt der
Proben wurde mit Hilfe von [**°l]-cAMP-Tyrosylester (10000 cpm, spezifische Aktivitat 81,4
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TBg/mmol) und einem polyklonalen Kaninchen-a-cAMP-Antiserum (1:160.000) bestimmt. Die
Proben wurden tber Nacht bei 4 T mit Antikérper in kubiert und anschlieRend an Sepharose-
konjugierten Schaf-a-Kaninchen-Antikbrpern (250 pl) immobilisiert. Die Messung der
Radioaktivitat des Prazipitates erfolgte mittels eines y-Counters. Die Konzentration von nicht-
radioaktivem cAMP wurde durch Interpolation einer Standardkurve ermittelt, wobei der ECgo-
Wert mit Hilfe des Programms RADLIG Version 4.0 durch nicht lineare Regression berechnet

wurde.

4.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie stellt ein Messverfahren dar, welches die Analyse von Zellen erlaubt,
die mit hoher Geschwindigkeit einzeln an einer elektrischen Spannung oder einem Lichtstrahl
vorbei flieRen. Dabei kdnnen die Expressionen der Zelloberflachen- und intrazellularen
Molekile quantitativ bestimmt und die Fluoreszenz einer vorher mit einer bestimmten
Wellenlange angeregten fluoreszierenden Gruppe gemessen werden. Zur Bestimmung der
Gesamtexpression von GFP-fusionierten Rezeptoren anhand ihrer Fluoreszenz wurden HEK-
293-Zellen in 12 Wellplatten ausgesat (1,8x10°/Well). 24 h nach Aussaat wurden die Zellen mit
verschiedenen DNA Konstrukten transient transfiziert und nach weiteren 5 h Inkubation mit
DMSO (0,1%) oder Cotransin (10 uM) behandelt. Nach 17 h wurden die Zellen mit PBS
abgespilt und auf Probenréhrchen verteilt. Die Réhrchen wurden 4 min bei 400xg und 4
zentrifugiert, das Zellpellet wurde zweimal mit PBS gewaschen und anschlieRend in 250 ul PBS
aufgenommen. Im Anschluss wurden die GFP-Fluoreszenzen der Zellen durchflusszytometrisch
mit einem FACS Calibur Apparatus (BD Biosciences) gemessen. Fir jede Probe wurde die
Fluoreszenzintensitat von 1,0x10% Zellen bestimmt und mit Hilfe der BD CellQuest Pro Software
(release 6.0; BD Biosciences) quantifiziert. Der Fluoreszenzhintergrund der mit dem pcDNA3-
Vektor transfizierten Zellen wurde von den Proben abgezogen. Die Daten der Cotransin-

behandelten Zellen wurden im Verhaltnis zur DMSO Kontrolle (100%) dargestellt.

4.6 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) stellt eine &uRRerst sensitive Methode dar,
welche die Untersuchung der Diffusionseigenschaften von einzelnen Molekilen innerhalb eines
konfokalen Volumens ermoglicht (Bacia und Schwille, 2007). Dabei kann die
Fluoreszenzintensitat eines Fluorophores als Funktion der Zeit gemessen werden. Mittels
Kreuzkorrelation lassen sich Signale unterschiedlich fluoreszierender Molekile untersuchen,
wodurch eine Interaktion zwischen den zwei Fluorophoren bestimmt werden kann (Hwang und
Wohland, 2007). Eine Einschrankung dieser Methode beruht auf einem cross-talk zwischen den
verschiedenen Fluoreszenzmolekiilen. Um diese Limitierung zu umgehen, sollten Fluorophore

verwendet werden, deren Spektren lediglich minimal Uberlappen. Dies kann durch die
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Photokonversion der PCFP Kaede oder KikGR erreicht werden, woraus die Verschiebung der
Fluoreszenz des griinen Chromophors nach rot resultiert. Fur die FCS-Messungen wurden je
0,25x10° HEK-293-Zellen auf Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser ausgesét und transient mit
den Vektoren mKikGR und Kaede transfiziert. Die Zellen wurden mit Hilfe eines UV-Lasers
(405 nm, 2% Laserintensitat) bestrahlt, bis ca. 50% der g-mKikGR und g-Kaede in r-mKikGR
bzw. r-Kaede Uuberfuhrt waren (Schmidt et al.,, 2009). Fir beide Konstrukte erfolgte die
Fokussierung des Lasers auf das Cytosol der Zellen und jede Zelle wurde zehnmal fir jeweils
2 s gemessen. Die Daten wurden mit Hilfe der Software LSM710 ZEN nach folgender
Gleichung fir eine dreidimensionale Bewegung angefittet (ohne Offset, mit Triplettfraktion einer

Komponente):

—-T/TF
6(r) =1+G, +- [+ =) - )

1-T T I 12
1+ )E{1+7ES)

2
TD D

G. Offset; N und T Anzahl der Partikel und der Triplettfraktion; 175, = Diffusionszeit, T¢ =
Triplettzeit; S = wrt,/wT,, = Strukturparameter; w, und w,, beschreiben die halbe Hohe und den

Radius des konfokalen Volumens (Schmidt et al., 2009).

5. Ergebnisse

5.1 Entwicklung eines High Throughput Screening-Ass ays fur die Identifizierung
von Substanzen, die Faltung und/oder Transport von Membranproteinen

beeinflussen

5.1.1 Etablierung des High Throughput Screening-Assays

Die Wirkung des selektiven Antagonisten SR121463B als pharmakologisches Chaperon fir den
V,R wurde bereits publiziert (Morello et al., 2000, Willer et al., 2004, Robben et al., 2007). Der
Antagonist ermdglicht den Transport von Rezeptoren zur Zellmembran, die aufgrund von
Mutationen intrazellular retiniert werden. Eine Interaktion mit der AVP-Bindungsstelle konnte
durch [BH]-AVP Verdrangung und Messung der cAMP-Akkumulation bestatigt werden, wobei
sich ein ECgp-Wert ahnlich des Ki-Wertes ergab (ECso-Wert = 22 nM; Ki-Wert fur [BH]-AVP
Verdrangung = 17 nM; Wiiller et al., 2004).

Die angestrebte Etablierung eines Screening-Algorithmus sollte die Identifizierung von
Molekilen aus einer Substanzbibliothek ermdglichen, die wie SR121463B Faltung und

Transport mutierter Rezeptoren unterstitzt. Vor dem Hintergrund einer mdglichen
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therapeutischen Anwendung sollten diese Molekiile aber erneut eine AVP-Bindung zulassen,
also entweder pharmakologische Chaperone mit niedrigerer Affinitat oder allosterische
Modulatoren sein. Auch mdogliche Inhibitoren des QCS, welches in Retentionsprozesse
involviert ist, stellen interessante Substanzen dar. Dariiber hinaus sollte der zu etablierende
Assay leicht auf andere Membranproteinmutanten Ubertragbar sein, bei denen ebenfalls
Transportdefekte bei der Entstehung von Krankheiten eine Rolle spielen. Der Assay sollte
daher auf Basis lebender Zellen entwickelt werden und das Screening auf der Ebene eines
verbesserten Transports erfolgen.

Als Rezeptorenmodell fiir den aufzubauenden Assay dienten der in der Zellmembran
lokalisierte, mit GFP markierte wildtypische humane V,R, und der wildtypische murine V,R
(mV2R). Im Gegensatz zum humanen V,R ist der wildtypische mV,R zum Grof3teil im ER
retiniert (Oksche et al., 2002). Fir das Screening wurden mit den Konstrukten mV,R.GFP und
V,R.GFP stabil transfizierte HEK-293-Zellen in 384 Wellplatten ausgesat und auf die Wirkung
des pharmakologischen Chaperons SR121463B analysiert. Je 24 Wells pro Konstrukt wurden
mit dem Losungsmittel DMSO und SR121463B behandelt. Die mit SR121463B behandelten
Zellen stellten die Positivkontrolle fur ein pharmakologisches Chaperon dar. Nicht transfizierte,
mit DMSO behandelte HEK-293-Zellen wurden verwendet, um den Fluoreszenzhintergrund zu
definieren und zu subtrahieren (Abb. 5 A). Der Transport zur Zellmembran wurde durch
Kolokalisation der Rezeptor-GFP-Fluoreszenzen mit dem Zellmembranmarker Trypanblau mit
Hilfe eines automatischen konfokalen Mikroskops gemessen. Unter Anwendung des im
Methodenteil (Abschnitt 4.1) beschriebenen Screening-Algorithmus wurde das Verhaltnis
Imem/lcy: der Fluoreszenzintensitaten der Rezeptoren in der Membran (lyem) und im intrazellularen
Bereich (o) nach Substanzbehandlung bestimmt. Im Fall des mV;R konnte eine signifikante
Erhohung des Verhaltnisses nach Behandlung mit SR121463B festgestellt werden (von 1,2 +
0,34 auf 3,79 £ 0,32). Dies belegt, dass die Wirkung von SR121463B als pharmakologisches
Chaperon auch mit dem neu etablierten Screening-Assay gezeigt werden kann. Beim humanen
V,R wurde ein geringerer Anstieg ermittelt (von 2,7 + 0,33 auf 3,79 + 0,32; als Mittelwerte
dargestellt in Abb. 5 B). Die Ergebnisse belegen nicht nur die Durchfihrbarkeit, sondern auch

die Genauigkeit des Screening-Assays.
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Abb. 5: Validierung des High Throughput Screening-As says. A) Assay-Validierung. Die Durchfiihrbarkeit des
Assays wurde in einer 384 Wellplatte getestet. Es wurden HEK-293-Zellen verwendet, welche die Konstrukte
V2R.GFP und mV,;R.GFP stabil exprimierten. Jeder Balken reprasentiert ein Well. Je 24 Wells pro Konstrukt wurden
mit DMSO (-, 0,1%) oder mit SR121463B (+, 1 uM) behandelt. Unter Anwendung der in 4.1 beschriebenen Farbe-
Algorithmen in lebenden Zellen wurde das Verhaltnis Imem/lcyy der GFP-Rezeptorfluoreszenzsignale ermittelt
(n<300 Zellen/Well). B) Statistische Analyse der in A) gezeigten Daten. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte der
Imem/lcyt Verhéltnisse von 24 Wells fur jedes Konstrukt (+SD). ***p<0,0001 (Ridelis et al., 2012 submitted).

5.1.2 Charakterisierung der fur das HTS verwendeten V,R-L336T-Mutante

Als Modellprotein fir das anschlieRende Screening der Substanzbibliothek wurde die faltungs-
und transportdefekte V,R-Mutante L336T verwendet. Die Mutation L336T ist in der
membranproximalen amphipatischen Alphahelix (,Helix 8) im intrazellularen C-Terminus des
Rezeptors lokalisiert (Abb. 2). Fir diese Mutante konnte bereits gezeigt werden, dass sie
Uberwiegend im ER retiniert wird (Thielen et al., 2005).

Die Eignung der L336T-Mutante sollte flir das Screening uUberprift werden, indem eine
Zelloberflachenbiotinylierung mit HEK-293-Zellen durchgefiihrt wurde, welche die Konstrukte
L336T.GFP und V,R.GFP stabil exprimierten. Um die Wirkung von SR121463B als
pharmakologisches Chaperon zu untersuchen, wurden die Zellen mit dieser Substanz
behandelt. Hierfir wurden die biotinylierten Zelloberflachenrezeptoren mit GFP-Antikdrpern
prazipitiert und anschlielend auf einem Immunoblot detektiert. In diesem Versuch zeigte sich
bei der Mutante L336T.GFP im Vergleich zum V,R.GFP eine schwachere Expression an der
Zelloberflache (Abb. 6 oberer Immunoblot). Die Expression der Mutante an der Zellmembran
konnte durch die Behandlung mit SR121463B deutlich gesteigert werden. Nach
Immunprazipitation wurden ferner die Glykosylierungsmuster der jeweiligen Rezeptoren
analysiert. Die L336T.GFP-Mutante zeigte im Vergleich zum wildtypischen V,R.GFP eine
starkere Expression der mannosereichen Glykosylierungsform in unbehandeltem Zustand, was
die Retention der Mutante bestatigt (Abb. 6 mittlerer Immunoblot). Nach Behandlung mit
SR121463B verringerte sich die Expression der mannosereichen Form der Mutante deutlich
zugunsten der komplexglykosylierten Form, womit erneut die Wirkung von SR121463B als

pharmakologisches Chaperon belegt werden konnte. Diese Ergebnisse stimmen mit den bereits
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vertffentlichten Daten von Thielen et al. Uberein und zeigen, dass die L336T-Mutante ein

geeignetes Modell fiir das Screening der Substanzbibliothek darstellt.

HEK-293 V,R.GFP L336T.GFP
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Abb. 6: Analyse der Zelloberflachenexpression von V. 2R.GFP und L336T.GFP in stabil transfizierten HEK-293-
Zellen. Die Zellen wurden mit SR121463B (+, 1 uM), oder DMSO (-, 0,1%) behandelt. Als Kontrolle fir die
Antikdrperspezifitat wurden nicht transfizierte Zellen verwendet. Nach Markierung der Zelloberflachenrezeptoren mit
Biotin wurden die Rezeptoren mit einem a-GFP Antiserum prézipitiert. Die Detektion der Rezeptoren erfolgte mittels
SDS/PAGE und einem Immunoblot unter Anwendung eines monoklonalen a-Biotin-Antikdrpers
(Oberflachenrezeptoren) und eines monoklonalen a-GFP-Antikérpers (Rezeptoren im gesamten Zelllysat). Als
Ladekontrolle wurde das Protein Pan-Cadherin verwendet. Die Immunoblots sind reprasentativ fur drei unabhéngige
Experimente. Die komplexglykosylierten (*) und die mannosereichen Formen (#) sind gekennzeichnet (Ridelis et al.,
2012 submitted).

5.1.3 Screening der Substanzbibliothek und Validierung der Hitsubstanzen

Fur das Screening der Substanzbibliothek wurden die mit der L336T.GFP-Mutante stabil
transfizierten HEK-293-Zellen auf Kollagen beschichtete 384-Wellplatten ausgesat. Nach 24 h
wurden die Substanzen (17.951 Substanzen, ChemBioNet Bibliothek des FMP) in einer
Konzentration von 25 pM zugegeben. Als Positivkontrolle dienten mit 1 puM des
pharmakologischen Chaperons SR121463B behandelte Zellen. 16 h nach Inkubation mit den
Substanzen bzw. dem Antagonisten wurden die Zellen gewaschen, gefarbt und die
Fluoreszenzintensitaten gemessen. Nach Validierung des primaren Screenings wurden
insgesamt 92 Hitsubstanzen durch ein Hit Picking in einer Doppelbestimmung erneut getestet.
Dieses wiederholte Screening war notwendig, da im Rahmen des Screening-Assays falsch-
positive Hits nicht ausgeschlossen werden konnten. Mdgliche Ursachen fir einen falsch-
positiven Hit stellten Substanzen dar, die eine Eigenfluoreszenz im Bereich von GFP aufweisen
und z.B. aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften in der Zellmembran akkumulieren.
Toxische Substanzen, welche durch eine Schadigung der Zellmembran das Eindringen des
Zellmembranmarkers ermdglichen und damit eine artifizielle Kolokalisation von GFP und
Trypanblau hervorrufen, stellten eine weitere Ursache fir falsch-positive Hits dar. Um beide
Falle auszuschlieRen, wurden die Hitsubstanzen zu nicht transfizierten Zellen gegeben. Durch
diese erneute Validierung konnten 44 toxische Substanzen und 38 autofluoreszierende

Substanzen identifiziert und ausgeschlossen werden. Die folgenden Experimente dieser Arbeit
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beschréanken sich auf die Charakterisierung der Substanz 23933, die den deutlichsten Effekt im

Vergleich zu den DMSO-behandelten Zellen zeigte.

5.1.4 Substanz 23933 verbessert den Transport der V,;R-L336T-Mutante zur

Zellmembran

Im Folgenden sollte der Einfluss der im HTS-Assay identifizierten Substanz 23933 auf den

Transport der L336T-Mutante mit anderen Methoden validiert werden.

5.1.4.1 Kolokalisation der V,R-L336T-Mutante mit dem Zellmembranmarker Trypanblau

Zunachst wurde der Einfluss der Substanz 23933 auf den L336T-Transport in stabil
transfizierten HEK-293-Zellen mittels eines herkdmmlichen konfokalen LSM udberpruft.
Kolokalisationsanalysen mit Trypanblau zeigten, dass die Zugabe der Substanz 23933,
vergleichbar mit der Zugabe von SR121463B, zu einer erhOhten Rezeptorexpression an der
Zellmembran flihrte (Abb. 7).

23933 SR121463B
1puM

DMSO 10 pM 50 uM
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Abb. 7: Die Substanz 23933 erhoht die Zellmembranexp ression der V ;R Mutante L336T.GFP in stabil
transfizierten HEK-293-Zellen.  Kolokalisationsanalyse von L336T.GFP mit dem Zellmembranmarker Trypanblau
nach der Behandlung mit der Substanz 23933 (10 und 50 uM), SR121463B (1 uM) oder DMSO (0,1%). Die griinen
GFP Signale der Rezeptoren (oben) und die roten Signale des Zellmembranmarkers Trypanblau (Mitte) wurden
mittels LSM detektiert und die Uberlagerung mit dem Computer generiert (unten). Gelbe Signale zeigen die
Kolokalisation beider Fluoreszenzen. Die horizontalen (xy) Scans sind reprasentativ fir drei unabhangige
Messungen. GréRenmalistab 5 pm (Ridelis et al., 2012 submitted).

23



5.1.4.2 Expressionsanalyse der  V,R-L336T-Mutante mit Hilfe eines
Biotinylierungsassays

Der Einfluss der Substanz 23933 auf den Transport der L336T-Mutante wurde zusatzlich zur
mikroskopischen Analyse mit einer Biotinylierung und Immunprazipitation untersucht. Wie
bereits in Abschnitt 5.1.2 beschrieben, wird die L336T-Mutante im Vergleich zum Wildtyp nur
schwach an der Zelloberflache exprimiert und die Zugabe von SR121463B (1 uM) fuhrte zu
einer Verstarkung der Zelloberflachenexpression. Durch die Zugabe der Substanz 23933 (25
und 50 pM) wurde die Expression an der Zelloberflache &@hnlich gesteigert wie bei SR121463B
und es zeigte sich eine Dosisabhangigkeit (Abb. 8, oberer Immunoblot).

Nach der Immunprazipitation wurden auch die verschiedenen Glykosylierungsformen der
Rezeptoren (Abb. 8, mittlerer Immunoblot) analysiert. Dabei wies die L336T-Mutante im
Vergleich zum V,R-Wildtyp eine verringerte komplexe Glykosylierung (* in Abb. 8) auf. Sowohl
nach Behandlung mit dem Antagonisten SR121463B als auch mit der Substanz 23933 konnte
eine Verstarkung der Bande, welche dem komplex glykosylierten Rezeptor entspricht,
nachgewiesen werden. Interessanterweise wurde ebenfalls die Expression der mannosereichen
Form durch die Behandlung mit der Substanz 23933 verstarkt (# in Abb. 8). Daraus lasst sich
schliel3en, dass 23933 wahrscheinlich nicht wie ein klassisches pharmakologisches Chaperon
wirkt, welches nur die Uberfiihrung der mannosereichen in die komplex glykosylierte Form
fordern sollte (siehe Abb. 8, L336T-Mutante mit SR121463B behandelt). Einen Einfluss der
Substanz 23933 auf die Transkription des V,-Rezeptorgens konnte mittels RT-PCR

ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 8: Analyse der Zelloberflachenexpression von V. ;R.GFP und L336T.GFP in stabil transfizierten HEK-293-
Zellen nach Behandlung mit 23933. Die Zellen wurden mit SR121463B (1 puM), 23933 (25 und 50 pM) oder DMSO
(0,1%) behandelt. Als Kontrolle fir die Antikorperspezifitit wurden nicht transfizierte Zellen verwendet. Nach
Markierung der Zelloberflachenrezeptoren mit Biotin wurden die Rezeptoren mit einem a-GFP Antiserum prazipitiert.
Die Detektion der Rezeptoren erfolgte mittels SDS/PAGE und Immunoblot unter Anwendung eines monoklonalen a-
Biotin-Antikdrpers (Oberflaichenrezeptoren) und eines monoklonalen a-GFP-Antikdrpers (Rezeptoren im gesamten
Zelllysat). Als Ladekontrolle wurde das Protein Pan-Cadherin verwendet. Die Blots sind reprasentativ fur drei
unabhangige Experimente. Die komplex glykosylierten (*) und die mannosereichen Formen (#) sind gekennzeichnet
(Ridelis et al., 2012 submitted).
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5.1.4.3 Analyse der Internalisierung des V3R nach Behandlung mit 23933

Die bisher fur den V,;R beschriebenen pharmakologischen Chaperone binden orthosterisch an
die AVP Ligandenbindungstasche (Czaplewski et al.,, 1998). Im Fall von SR121463B ist die
Bindung irreversibel, so dass nach Inkubation der Zellen mit dem Antagonisten und Zugabe des
Liganden AVP eine Internalisierung des Rezeptors verhindert wird. Vor diesem Hintergrund
wurde analysiert, ob nach der Behandlung mit 23933 und der anschlieenden Zugabe von AVP
eine Internalisierung des Rezeptors moglich ist. Da die L336T-Mutante Uberwiegend
intrazellular retiniert wird und nur wenige Rezeptoren die Zellmembran erreichen konnen,
wurden die Internalisierungsversuche mit dem wildtypischen V,R durchgefihrt. Im Anschluss an
die Inkubation mit dem Agonisten AVP wurden die Rezeptoren vollstandig internalisiert (Abb. 9).
Nach Vorinkubation mit SR121463B und anschlieBender AVP-Zugabe konnte wie beschrieben
keine Internalisierung mehr beobachtet werden. Die Vorinkubation mit 23933 und die darauf
folgende AVP-Zugabe lie3 dagegen die Internalisierung der Rezeptoren unbeeinflusst. Dieses
Ergebnis kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass die Substanz 23933 allosterisch an den V,R
bindet. Eine weitere Mdglichkeit stellt eine niedrig-affine orthosterische Bindung der Substanz
23933 an den V,R dar. In diesem Fall konnte die Substanz 23933 durch den Agonisten AVP

verdrangt werden.

V,R.GFP

AVP -
23933 - - + + - -
SR121463B - - - - + +

Abb. 9: Untersuchung der Internalisierung von V. ;R.GFP nach Behandlung mit der Substanz 23933 in stabi |
transfizierten HEK-293-Zellen. Die Zellen wurden nach Vorinkubation mit 23933 (10 uM, 16 h), SR121463B (1 uM,
16 h) oder DMSO (0,1%) mit AVP (100 nM) behandelt. Nach 30 minutiger Inkubation mit dem Agonisten AVP wurde
die Internalisierung der Rezeptoren mittels LSM verfolgt. Die Bilder sind fur mindestens drei unabhangige

Messungen reprasentativ. GréRenmalstab 5 um (Ridelis et al., 2012 submitted).

Zusammengefasst wurde mit Hilfe des HTS-Assays eine neue Substanz (23933) identifiziert,
die Faltung und/oder Transport der L336T-Mutante des V,R verbessert. Der genaue
Wirkmechanismus bleibt zum gegenwartigen Zeitpunkt ungeklart, jedoch scheint die

Verbindung 23933 nicht wie ein klassisches pharmakologisches Chaperon zu wirken.
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5.2 Anwendung verschiedener Methoden zur Quantifizi erung der GPCR-
Expression

5.2.1 Quantifizierung der GPCR-Expression mit Hilfe der automatischen Mikroskopie

In dieser Arbeit wurde eine Methode basierend auf automatischer Mikroskopie und Farbe-
Algorithmen (siehe Abschnitt 4.1) entwickelt, mit der sich der Transport von GPCR an die
Zellmembran analysieren und die Rezeptorexpression quantifizieren lassen. Diese Methode
wurde im Rahmen von Kooperationen mit Schulz et al. angewendet, um den Transport des
CRF2R zu untersuchen, welcher ein nicht abspaltbares Pseudosignalpeptid besitzt. Um die
Funktion des Pseudosignalpeptids naher zu analysieren, wurden von Schulz et al.
Austauschexperimente von Signalpeptiden durchgefuhrt. Als Austauschpartner wurde der
CRF;R verwendet, der Uber ein abspaltbares Signalpeptid verfligt. Zudem diente die N13A-
Mutante des CRF,,R (Konstrukt N13A-CRF,,R.GFP) als Kontrolle, da diese Mutation das
Pseudosignalpeptid in ein klassisches abspaltbares Signalpeptid tberfuhrt. Um den Einfluss
von Signalsequenzen auf die Expression von Rezeptoren an der Zellmembran zu untersuchen,
wurden die GFP-Fluoreszenzsignale der verschiedenen Rezeptorkonstrukte in transient
tranzfizierten HEK-293-Zellen mit Hilfe konfokaler LSM analysiert (Abb. 10 A). Folgende
Konstrukte wurden untersucht: CRF,,R.GFP und CRF;R.GFP, welche die wildtypischen
Rezeptorkonstrukte darstellten sowie SP1-CRF,,R.GFP und SP2-CRF;R.GFP, welche den
Signalpeptidaustauschmutanten entsprachen (SP1 = Signalpeptid des CRF;R und SP2 =
Pseudosignalpeptid des CRF,,R).

Der CRF;R.GFP zeigte eine starke Expression an der Zellmembran, wahrend bei dem
CRF,R.GFP und dem SP2-CRF;R.GFP eine deutlich geringere Zellmembranexpression
beobachtet werden konnte. Durch den Austausch des CRF,,R-Pseudosignalpetids mit SP1 und
die N13A-Mutation des Pseudosignalpeptids wurde die Zellmembranexpression deutlich
gesteigert (Abb. 10 A). Mit Hilfe der automatischen Mikroskopie wurde die Kolokalisation der
GFP-Rezeptorfluoreszenzen mit dem Zellmembranmarker Trypanblau quantifiziert (Abb. 10 B).
Die Zellmembranexpression (GFP-Fluoreszenz Verhaltnis Imem/lc,:) des CRF;R.GFP wurde auf
100% normiert und mit allen Konstrukten verglichen. Dabei zeigte sich eine Reduktion der
Zellmembranexpression des CRF,,R.GFP im Vergleich zum CRF;R.GFP um 75%. Bei dem
Konstrukt SP2-CRF;R.GFP wurde eine Verringerung der Zellmembranexpression von 74%
ermittelt. Die Expression des SP1-CRF,,R.GFP wurde dagegen auf 115% hochreguliert. Die
Ergebnisse aus der LSM und der Quantifizierung der Zellmembranexpression mittels
automatischer Mikroskopie weisen darauf hin, dass das Vorhandensein des CRF,R-
Pseudosignalpeptids zu einer geringeren Zellmembranexpression des Rezeptors fuhrt (Schulz
et al.,, 2010). Ferner zeigen diese Resultate, dass die automatische Mikroskopie sehr gut

geeignet ist, um die Zelloberflachenexpression von GPCR zu untersuchen.
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Abb. 10: Das Vorhandensein des CRF 2,R-Pseudosignalpeptids reduziert die Zellmembranexpre ssion der
CRF-Rezeptoren in transient tranzfizierten HEK-293-Z  ellen. A) Kolokalisation der GFP-Signale von CRF,3R.GFP,
CRF1R.GFP, SP1-CRF23R.GFP, SP2-CRF1R.GFP und N13A-CRF23,R.GFP mit dem Zellmembranmarker Trypanblau
in lebenden Zellen. Die grinen GFP Signale der Rezeptoren (links) und die roten Signale des Zellmembranmarkers
Trypanblau (Mitte) wurden mittels herkdmmlicher LSM detektiert und eine Uberlagerung generiert (rechts). Gelbe
Signale zeigen die Kolokalisation beider Fluoreszenzen. Die horizontalen (xy) Scans sind reprasentativ fur drei
unabhangige Messungen. GroRenmallstab 10 pm. B) Quantifizierung der GFP-Rezeptorfluoreszenzintensitat
(Verhaltnis Imem/leyr) unter Anwendung der automatischen Mikroskopie. Die Balken représentieren die Mittelwerte

(>400 Zellen) von drei unabhangigen Experimenten (x S.D.) (Schulz et al., 2010).

5.2.2 Anwendung der Durchflusszytometrie zur Quantifizierung der GPCR-Expression

Im Rahmen von Kooperationen mit Westendorf et al., wurde in dieser Arbeit eine weitere
Methode etabliert, um die Rezeptorexpression verschiedener GPCR zu quantifizieren. Hierflr
wurde die Durchflusszytometrie verwendet. Zunéchst sollte die Sensitivitat der Biosynthese auf
die kirzlich beschriebene Substanz Cotransin untersucht werden. Bei dieser Substanz wurde
bereits eine inhibitorische Wirkung auf die Biosynthese des CRF;R publiziert. Cotransin hemmt
hierbei die Translokation des Proteins am proteinleitenden Sec-61-Kanal der ER-Membran mit
einem Signalpeptid-spezifischen Mechanismus (Garrison et al., 2005).

In der folgenden Studie wurden neun weitere GPCR mit verschiedenen Signalsequenzen auf
ihre Cotransin-Sensitivitat hin untersucht. Der Protease-aktivierte-Rezeptor 1 (PAR;) und ETgR
stellten hierbei GPCR mit Signalpeptiden dar. Als Rezeptoren mit Signalankersequenzen
dienten die nachstehend aufgefiihrten GPCR: Urotensin-Rezeptor 2 (UTS;R), Angiotensin-2-
Rezeptor (AT;R), p-Opioidrezeptor (UOR), ViR und V,;R. Zudem wurde ein GPCR mit
Pseudosignalpeptid, der CRF,;R und dessen N13A-Mutante auf lhre Cotransin-Sensitivitat
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getestet. Alle Rezeptorkonstrukte waren C-terminal mit GFP fusioniert, um deren Expressions-
Level vergleichen und quantifizieren zu kénnen. Die mit den verschiedenen Konstrukten
transient transfizierten HEK-293-Zellen wurden fur 17 h mit 10 uM Cotransin bzw. DMSO
inkubiert und die Expression wurde anhand der GFP-Fluoreszenzsignale mittels
Durchflusszytometrie quantifiziert (siehe. Abb. 11 A). Im Fall des ETgR zeigte sich eine
deutliche Reduktion der Expression der GFP-Signale der Rezeptoren nach Cotransin-
Behandlung (auf 45% der DMSO Kontrolle). Dieses Resultat deutet darauf hin, dass Cotransin
auch die Biosynthese des ETgR inhibiert. Die Expression der weiteren untersuchten Rezeptoren
wurde dagegen durch die Cotransin-Behandlung nicht beeinflusst. Am Beispiel des V,R konnte
auch bei hoheren Konzentrationen an Cotransin (bis 50 uM) keine Veranderung in der

Rezeptorexpression festgestellt werden (siehe Abb. 11 B) (Westendorf et al., 2011).
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Abb. 11: Cotransin-Sensitivitdtsassay von GPCR in tra nsient transfizierten HEK-293-Zellen.
A) Durchflusszytometrische Messungen der GFP-Rezeptorfluoreszenzen verschiedener GPCR nach Cotransin-
Behandlung (10 pM, 17 h). B) Durchflusszytometrische Messungen der GFP-Rezeptorfluoreszenzen der V2R nach
Behandlung mit steigenden Konzentrationen an Cotransin (10 - 50 uM, 17 h). Die Balken reprasentieren die
Mittelwerte der GFP-Fluoreszenzsignale von 1x10* Zellen von drei unabhangigen Experimenten (+ S.D.). Die Werte
sind als prozentuales Verhaltnis zur DMSO Kontrolle dargestellt. ***p<0,0001 (Westendorf et al., 2011).

5.3 Untersuchung der co- und post-translationalen W irkung von SR121463B auf
den wildtypischen V ;R und dessen Mutanten S167T und R337X

Das zweite Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Wirkung des pharmakologischen Chaperons
SR121463B auf die Faltung und/oder den Zellmembrantransport von GPCR eingehender zu
untersuchen, um den Wirkmechanismus besser zu verstehen. Speziell sollte die Frage geklart
werden, ob pharmakologische Chaperone auch co-translational wirken kénnen. Es wurde
bereits beschrieben, dass SR121463B den Transport von mutierten V,R zur Zellmembran

aufgrund einer post-translationalen Wirkung verbessert. In dieser Studie wurden die Rezeptoren
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mit Cycloheximid vorinkubiert, um eine Neusynthese der Proteine zu inhibieren. Anschliel3end
wurde das pharmakologische Chaperon SR121463B zugegeben und der Transport zur
Zellmembran untersucht (Willer et al., 2004). Ein co-translationaler Effekt von SR121463B auf
die mutierten Rezeptoren konnte durch diese Methode aber nicht ausgeschlossen werden.
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit am Beispiel des V,R mit Hilfe des PCFP mKikGR
(Habuchi et al., 2008) ein zellbasierter Assay entwickelt, um eine co- und post-translationale

Wirkung von SR121463B differenzieren zu kénnen.

5.3.1 mKikGR ist ein monomeres Protein

Das mKikGR-Protein wurde bisher nicht als Fusionspartner zur Untersuchung von
Membranproteinen eingesetzt. Aufgrund dessen waren umfangreiche Voruntersuchungen
notwendig, um die Eignung des Proteins fur Traffickingstudien zu Uberprifen. Zunédchst sollte
verifiziert werden, ob mKikGR tatsachlich als Monomer vorliegt. Dies ist von Bedeutung, da eine
Oligomerbildung die Eigenschaften der fusionierten Proteine verdndern kénnte. Das Protein
MKIkGR entstand durch den gezielten Austausch von 21 Aminosauren an den
tetramerbildenden Grenzflachen von KikGR. Der monomere Zustand vom mKIikGR Protein
wurde mittels analytischer Ultrazentrifugation und Messung der Molekularmasse (30 kDa)
analysiert (Habuchi et al., 2008). Um diese Ergebnisse zu Uberprifen, wurden FCS-Messungen
mit cytosolischem unfusioniertem mKikGR durchgefiihrt. Nach partieller Photokonversion von
MKIikGR liegen zwei Proteinpopulationen vor, die griine und rote Fluoreszenzen aufweisen. Als
Kontrolle fur eine Tetramerbildung diente das tetramere PCFP Kaede (Ando, et al., 2002;
Schmidt et al., 2009). Mit mKikGR und Kaede transient transfizierte Zellen wurden so lange mit
einem auf das Cytosol fokussierten Laser bestrahlt, bis ca. 50% der Proteine photokonvertiert
waren. Unter Annahme einer dreidimensionalen Bewegung der Molekiile mit einer Komponente
wurden normierte Autokorrelations- und Kreuzkorrelations-Kurven der griinen und roten
Fluoreszenzen mit Hilfe der FCS ermittelt (siehe Abschnitt 4.5 und Abb. 12). Fir mKikGR wurde
keine Kreuzkorrelation detektiert, womit die bereits publizierten Daten bestétigt werden konnten
(Habuchi et al., 2008). Das mKikGR Protein liegt daher tatsachlich als Monomer vor. Bei Kaede
wurde eine signifikante Kreuzkorrelation bestimmt, d.h. dieses Protein liegt wie ebenfalls zuvor

beschrieben als Oligomer vor (Schmidt et al., 2009).

29



mKikGR Kaede

7 7 *kk
304 I
AC g-mKikGR AC g-Kaede
% 5 —ACTMKKGR 5 — AC r-Kaede
e —CCg-mKikGRvs £ — CCg-Kaedevs o 20
= 3 r-mKikGR =3 r-Kaede Z’)
o o O
10 4
G SR, | R YT
-1 -1 Y T T
106 -4 -2 0 -6 -4 -2 0 .
10 10 10 10 10 10 10 mKikGR Kaede

Lag time (s) Lag time (s)

Abb. 12: FCS-Messungen an mit den Konstrukten mKikG R und Kaede transient transfizierten HEK-293-
Zellen. Die Zellen wurden so lange mit UV-Licht bestrahlt (405 nm Laser), bis ca. 50% der griin fluoreszierenden
Kaede bzw. mKikGR Proteine photokonvertiert waren. A) Normierte Autokorrelations- (AC) und Kreuzkorrelations-
(CC) Kurven fur mKikGR (links) und Kaede (rechts) B) Statistische Analyse der erhaltenen Kreuzkorrelationskurven
fur mKikGR und Kaede. Balken reprasentieren die Mittelwerte (n<20 Zellen) der Kreuzkorrelation in Prozent (+ S.D).
Ein Kreuzkorrelationswert von 30% (wie im Fall von Kaede) deutet auf oligomere/tetramere Molekile hin. Dagegen
ist der Kreuzkorrelationswert von mKikGR (6%) vernachlassigbar und zeigt, dass das mKikGR-Protein als Monomer
vorliegt. (Hintergrundwert von zwei unabhangigen Fluorophoren nach Co-Transfektion = 5%) ***p<0,0001 (Ridelis et
al., 2012).

5.3.2 Die Stabilitat des mKikGR Proteins wird nicht durch Photokonversion beeinflusst

Durch UV-Bestrahlung der PCFP findet eine R-Eliminationsreaktion statt. Dabei wird das
Polypeptidriickgrat zwischen Na und Ca des Histidins an der Stelle 62 (H62) irreversibel
gespalten. Das griine Chromophor bildet nach Abspaltung durch Elongation eines -
konjugierten Ringsystems das rote Chromophor (Mizuno et al., 2003, Nienhaus et al., 2005;
Tsutsui et al., 2009). Solche Umlagerungen konnten eine Auswirkung auf die Proteinstabilitat
haben und Langzeitversuche beeintrachtigen. Aufgrund dessen wurde vor der Herstellung der
eigentlichen Fusionsproteine die proteolytische Stabilitat von griinem und rotem mKikGR vor
und nach Photokonversion untersucht.

N-terminal His-markiertes mKikGR wurde in E. coli Rosseta D3 exprimiert und anschlie3end
aufgereinigt. Das gereinigte Protein wurde photokonvertiert (rotes mKikGR) oder nicht
behandelt (grines mKikGR). Rote und grine mKikGR wurden mit unterschiedlichen Mengen an
HEK-293-Zelllysat inkubiert (siehe Abb. 13 A). Weder beim grinen noch beim roten mKikGR
konnte auf einem Immunoblot eine Degradation beobachtet werden, was zeigt, dass beide
Chromophore gegen zelluldre Proteasen resistent sind. Des Weiteren wurde ein proteolytischer
Verdau der grinen und roten mKikGR-Proteine mit steigenden Trypsinkonzentrationen
durchgefuhrt und die Spaltungsprodukte auf einem Immunoblot detektiert (sieche Abb. 13 B).
Das Degradationsmuster von rotem und grinem mKikGR war annahernd gleich, was erneut
zeigt, dass sich rotes und grines mKIikGR in der Stabilitdt nicht wesentlich unterscheiden. Fir
Kaede und KikGR (Ando et al., 2002; Habuchi et al., 2008) wurde beschrieben, dass nach der
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UV-induzierten Polypeptidrickgratsabspaltung zwei Fragmente des roten Chromophors
entstehen (jeweils 8 und 23 kDa). Die beiden Fragmente bilden einen stabilen Komplex, der
aber nicht vollstandig SDS-resistent zu sein scheint. Die auf dem Immunoblot detektierten
Banden bei ca. 10 kDa (* in Abb. 13) kdnnten das kleinere Fragment des durch die SDS-PAGE
dissoziierten Komplexes darstellen. Bei 23 kDa konnte dagegen keine Bande detektiert werden.
Dieses konnte dadurch erklart werden, dass das 23 kDa Fragment das Epitop fir die mKikGR-

Antikérper nicht mehr besitzt.
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Abb. 13: In vitro Analyse der Stabilitat von g-mKikGR und r-mKikGR. Aufgereinigtes His-mKikGR-Protein wurde

durch UV-Bestrahlung zu rotem mKikGR (r) photokonvertiert oder unbehandelt gelassen (griines mKikGR, g). A) His-
mKikGR (3 mg/Bande) wurde mit unterschiedlichen Mengen an HEK-293-Zelllysat (0, 5, 15, 25, 55, 100%, 37 )
inkubiert oder mit B) Trypsin (0, 1, 20, 200 pg/ml, 4 C) fur jeweils 1 h verdaut und auf einem Immunob lot detektiert.
Die Detektion erfolgte mit einem monoklonalen a-KikGR-Antikérper und Dylight-680 konjugiertem a-Maus-IgG
(Ridelis et al., 2012).

5.3.3 Analyse der Eigenschaften von V,R-mKikGR-Fusionsproteinen

5.3.3.1 mKikGR-Fusionen haben keinen Einfluss auf das Trafficking wildtypischer und

mutierter V;R

Fur die Analyse der Lokalisation von V,R-Fusionsproteinen wurden der wildtypische V>R und
die beschriebenen transportdefekten Mutanten S167T (Bichet et al., 1994) und R337X (Oksche
et al., 1998) verwendet. Hierfir wurden die Rezeptoren C-terminal mit mKikGR fusioniert. Um
zu Uberprifen, ob der mKikGR-Anteil die Lokalisation der Rezeptoren beeinflusst, wurden HEK-
293-Zellen mit den Konstrukten V,R.mKIkGR, S167T.mKIkGR und R337X.mKikGR stabil
transfiziert. Danach wurde mit Hilfe der konfokalen LSM die Kolokalisation der griinen mKikGR-
Rezeptorfluoreszenzen mit dem Zellmembranmarker Trypanblau in lebenden Zellen bestimmt
(Abb. 14). Wahrend das Konstrukt V,R.mKikGR mit Trypanblau kolokalisiert werden konnte,
waren die Rezeptormutanten S167T und R337X intrazellular retiniert. Die Resultate stimmen
mit den verd6ffentlichen Daten fur GFP-Fusionen dieser Mutanten tberein (Oksche et al., 1998;
Robben et al., 2005; Tan et al., 2003; Willler et al., 2004). Ferner wurden die Zellen mit dem
pharmakologischen Chaperon SR121463B behandelt, um zu untersuchen, ob der Transport zur

Zellmembran auch bei mKikGR-Fusionen wiederhergestellt werden kann. Durch die
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SR121463B-Behandlung wurden die beiden transportdefekten Rezeptormutanten zur
Zellmembran transportiert und konnten mit dem Zellmembranmarker Trypanblau kolokalisiert
werden. Diese Versuche zeigen, dass der Transport des V,;R und seiner Mutanten durch
mKikGR-Fusionen nicht beeinflusst wird.

g-mKikGR Trypanblau

g-mKikGR Trypanblau

] Uberlagerung Uberlagerung

% /
\" 4

V,R.mKikGR

S167T.mKikGR

R337X.mKikGR

DMSO SR121463B

Abb. 14: Lokalisation der Konstrukte V. :R.mKIkGR, S167T.mKikGR und R337X.mKikGR in stabil tr ansfizierten
HEK-293-Zellen. Die Zellen wurden mit 0,1% DMSO (links) oder mit 1 uM SR121463B (rechts) behandelt. Mit Hilfe
der konfokalen LSM wurden die griinen mKikGR Rezeptorsignale (jeweils linke Reihe, g-mKikGR) detektiert. Die
Zellmembran wurde mit Trypanblau gefarbt (jeweils mittlere Reihen, Trypanblau) und beide Signale wurden
tiberlagert (jeweils rechte Reihen, Uberlagerung). Eine gelbe Farbung zeigt die Kolokalisation an. Alle Bilder sind

reprasentativ fur mindestens drei unabhéngige Experimente. Grolienmalstab 10 um (Ridelis et al., 2012).

5.3.3.2 Pharmakologische Eigenschaften des V;R werden nicht durch mKikGR-

Fusionen beeinflusst

Im Folgenden sollten die pharmakologischen Eigenschaften der V,R-mKikGR-Fusionen
untersucht werden. Entsprechend wurden als Kontrolle C-terminale Kaede Fusionsproteine
(Schmidt et al., 2009) und N-terminal Flag-markierte V>R eingesetzt (Schwieger et al., 2008).
Die jeweiligen Konstrukte wurden in stabil transfizierten HEK-293-Zellen zuerst mit Hilfe eines
[*H]-AVP Verdrangungsassays untersucht (Abb. 15 A). Die Verdrangungskurven der drei
Konstrukte und die ermittelten Ki-Werte waren vergleichbar (V,R.mKikGR = 2.24+1.13 nM,;
V,;R.Kaede = 2.69+1.06 nM; Flag.V,R = 11.3+1.44 nM) und entsprachen publizierten Daten
(Bouley et al., 2003; Schwieger et al., 2008; Schmidt et al., 2009).

Um die Aktivierung der verschiedenen Konstrukte zu analysieren, wurde die AVP-vermittelte
Bildung von cAMP verglichen (siehe Abb. 15 B). Die Konzentrations-Wirkungskurven der
V,R.mKikGR und V,R.Kaede Konstrukte und die entsprechenden ECs,-Werte waren
vergleichbar [V,R.mKikGR 0.4 (0.2-0.8) nM; V,;R.Kaede 0.2 (0.1-0.3) nM]. Bei dem Flag.V,R
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Konstrukt war die Konzentrations-Wirkungskurve geringfiigig nach rechts verschoben [ECsq =
2.1 (1.6-2.7) nM]. Auch hier stimmen die ECso-Werte weitestgehend mit publizierten Daten
Uberein (Schmidt et al., 2009; Schwieger et al., 2008). Zusammengefasst zeigen diese
Versuche, dass mKikGR-Fusionen auch die pharmakologischen Eigenschaften des V,R nicht

veréandern. Damit scheint das Protein als Fusionspartner fir GPCR geeignet zu sein.
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Abb. 15: Pharmakologische Eigenschaften der Konstrukt e Flag.V;R, V;R.mKikGR und V ;R.Kaede in stabil

transfizierten HEK-293-Zellen. A) [3H]-AVP Verdrangungskurven. Die intakten Zellen wurden mit steigenden

Konzentration des unmarkierten Liganden AVP inkubiert und die spezifische Bindung der Radioliganden [3H]-AVP

bestimmt. B) Konzentrations-Wirkungskurven. Mit Hilfe eines cAMP RIA wurde die AVP-vermittelte cAMP Bildung

bestimmt. Die Datenpunkte stellen Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten (+S.D) jeweils in

Dreifachbestimmung dar und wurden auf ihre Maximalwerte (100%) normiert (Ridelis et al., 2012).

5.3.4 Das pharmakologische Chaperon SR121463B kann sowohl co- als auch post-
translational wirken

Nachdem bestétigt werden konnte, dass die mKikGR-Fusion die V,R Funktionen und den
Transport zur Zellmembran nicht beeinflussen, wurde ein zellbasierter Assay entwickelt, mit
dessen Hilfe Uberprift werden sollte, ob das pharmakologische Chapereron SR121463B co-
und/oder post-translational wirkt. Bei diesem Assay wurden die grinen mKikGR
Fluoreszenzsignale von V,R.mKIikGR, S167T.mKikGR und R337X.mKikGR in stabil
transfizierten HEK-293-Zellen vollstandig zu roten mKikGR Signalen photokonvertiert. In der
Folge sind zwei verschiedene Rezeptorpopulationen nachweisbar. Die rote Population
reprasentiert bereits synthetisierte Rezeptoren, die griine stellt neu synthetisierte Rezeptoren
dar. Im Anschluss an die Behandlung der Zellen mit SR121463B wurde analysiert, welche
Rezeptorpopulation an die Zellmembran transportiert wurde (Abb. 16). Im Fall der S167T-
Mutante wurde nur die griine Rezeptorpopulation an der Zellmembran detektiert. Rot
fluoreszierende Rezeptoren blieben dagegen intrazellular retiniert. Dies zeigt, dass SR121463B
bei der S167T-Mutante nur wahrend der Rezeptorsynthese co-translational eingreifen kann und
nicht post-translational. Bei der R337X-Mutante konnten dagegen nach Behandlung mit
SR121463B beide Rezeptorpopulationen an der Zellmembran detektiert werden, was auch auf

eine post-translationale Wirkung von SR121463B bei dieser Mutante schlie3en lasst. Eine co-
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translationale Wirkung ist hier ebenfalls wahrscheinlich, jedoch lasst sich diese anhand des
Versuchsaufbaus nicht differenzieren: Die grine Rezeptorpopulation an der Zellmembran
konnte sowohl auf eine co- als auch auf eine post-translationale SR121463B-Wirkung
zuriickzufuhren sein.

g-mKikGR r-mKikGR g-mKikGR r-mKikGR g-mKikGR r-mKikGR

DMSO

SR121463B

V,R.mKikGR S167T.mKIikGR R337X.mKikGR

Abb. 16: Co- und post-translational vermittelte SR12  1463B-Wirkung auf den Transport von V >R.mKikGR,
S167T.mKIkGR und R337X.mKikGR in stabil transfizierte n HEK-293-Zellen. Die grinen mKikGR
Fluoreszenzsignale der verschiedenen Konstrukte wurden mit Hilfe einer UV-Lampe (45 s) vollstdndig zu roten
Fluoreszenzsignalen konvertiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit SR121463B (1 pM) oder 0,1% DMSO
behandelt. Die subzellulare Lokalisation der vorhandenen (rot) und neu entstehenden griin fluoreszierenden
Rezeptoren wurde nach 16 h Inkubation mit Hilfe einer konfokalen LSM analysiert. Die Bilder sind reprasentativ flir
drei unabhéngige Experimente. Die Pfeile zeigen das rot fluoreszierende R337X.mKikGR-Konstrukt an der
Zellmembran. GréRenmalRstab 10 um (Ridelis et al., 2012).

6. Diskussion

6.1 Verwendung von HTS-Assays zur Identifizierung p  harmakologischer
Wirkstoffe

Das in der vorliegenden Arbeit entwickelte HTS bietet die Mdglichkeit, kleine Molekule zu
identifizieren, welche als pharmakologische Chaperone oder als allosterische Modulatoren
wirken. Diese Substanzen haben das Potential, die Faltung von mutierten Proteinen zu
stabilisieren, die Erkrankungen wie beispielsweise NDI verursachen. Mit dem Assay kdnnen
ferner Wirkstoffe identifiziert werden, die Komponenten der Qualitdtskontrolle oder der
Degradierung von integralen Membranproteinen beeinflussen.

Ein wichtiger Vorteil des hier entwickelten HTS-Assays besteht in der Anwendung der
automatischen Mikroskopie, welche eine objektive Quantifizierung der Proteinexpression
verschiedener Membranproteine erméglicht. Weitere wichtige Vorzige des HTS bestehen in
der Verwendung von lebenden Zellen sowie in einer einfachen Ubertragbarkeit auch auf andere

Membranproteine, deren Fehlfaltung und/oder -transport ebenfalls zu Erkrankungen fiihren
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kénnen. Einen Nachteil des Assays stellt die Verwendung von HEK-293-Zellen dar. Es zeigte
sich, dass sich diese Zellen je nach Anzahl der Waschschritte von den Zellkulturplatten relativ
leicht ablosen. Obwohl in dieser Arbeit lediglich ein Waschschritt notwendig war, wurden
kollagenbeschichtete Zellkulturplatten verwendet, um das Ablsen der Zellen zu minimieren.
Zukunftig sollten daher robustere Zellsysteme wie z.B. Madin-Darby Canine Kidney (MDCK)
Zellen Anwendung finden, die sich im Vergleich zu HEK-293-Zellen weniger leicht von den
Zellkulturplatten ablésen. Auch der Einsatz von Trypanblau als Zellmembranmarker sollte
Uberdacht werden, da die Substanz nach relativ kurzer Zeit (ca. 90 min) in die Zellen eindringt.
In diesem Fall kann es zu einer intrazellularen Kolokalisation der GFP-Fluoreszenz der
Rezeptoren und der roten Fluoreszenz des Zellmembranmarkers kommen. Diese Kolokalisation
wird vom automatischen Mikroskop falsch interpretiert und es kommt zur Identifizierung falsch
positiver Hits. Bei einer weiteren Optimierung dieses Screening-Verfahrens sollten daher
zukUnftig geeignetere Zellmembranmarker wie beispielsweise Antikdrper beriicksichtigt werden.
Es ist bereits eine Vielzahl von Antikorpern auf dem Markt verfugbar, die sich eventuell als
Zellmembranmarker eignen. Nachteilig ware, dass diese lediglich bei fixierten Zellen verwendet
werden konnen. Andere Zellmembranmarker wie CellMask, die in lebenden Zellen eingesetzt
werden, sind zwar weniger toxisch als Trypanblau, besitzen aber den Nachteil, dass sie noch
schneller internalisieren (ca. 30 min).

Die Basis vieler Screeningmethoden von GPCR stellt die Messung der Proteinfunktionalitat dar
(Titus et al., 2008) wie z.B. bei zellbasierten cAMP-Verfahren. Diese besitzen den Vorteil der
Proteinspezifitat und bertcksichtigen dabei die Aktivitat des "geretteten” Zielproteins, lassen
sich jedoch nicht, wie das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte HTS, ohne weiteres auf andere

Membranproteine Ubertragen.

6.2 Einfluss der Substanz 23933 auf den Transportd er V,R-L336T-Mutante

Im Anschluss an das priméare Screening erfolgte die Charakterisierung der erhaltenen Hits. Die
Substanzenbibliothek beinhaltet hauptséchlich kleine und sehr hydrophobe Molekiile, die z.T. in
DMSO gelost sind. Eine gewisse Hydrophobizitat der Substanzen ist zwar notwendig, damit
diese die Zellmembran passieren konnen, einige der Hitsubstanzen prazipitierten aber bei
hoheren Konzentrationen (>30 uM). Auf deren Analyse und Charakterisierung wurde deshalb
verzichtet. Bei der in dieser Arbeit detaillierter beschriebenen Substanz 23933 wurde dagegen
auch bei héheren Konzentrationen (bis 70 uM) keine Prazipitation beobachtet. Diese Substanz
zeigte im Vergleich zu anderen Hitsubstanzen nach der Validierung des primaren Screenings
die beste Wirkung auf den Transport der V,R-L336T-Mutante. Der Biotinylierungsassay und die
Untersuchung der Rezeptorexpression legen nahe, dass 23933 nicht wie ein klassisches
pharmakologisches Chaperon wirkt, sondern einen anderen Wirkmechanismus aufweist. Ein

typisches pharmakologisches Chaperon erhtéht die Expression des Rezeptors an der
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Zellmembran, indem es die korrekte Faltung des Rezeptors unterstiitzt. Dadurch werden
intrazellular retinierte mannosereiche Glykosylierungsformen in komplexglykosylierte Formen
uberfiihrt. Die Behandlung mit 23933 fihrte jedoch zu einer starkeren Expression beider
Glykosylierungsformen. Die Zunahme der mannosereichen Glykosylierung kénnte auch aus der
Inhibition der QCS-vermittelten Rezeptordegradierung resultieren. Eine Erhdhung der
Gesamtexpression des Rezeptors durch Beeinflussung des Promotors konnte dagegen mittels
RT-PCR und Vergleichsuntersuchungen am CRF;R ausgeschlossen werden. Der genaue
Wirkmechanismus und die Bindungsstelle der Substanz 23933 bleiben bis zum jetzigen
Zeitpunkt unbekannt. Es ware denkbar, dass 23933 orthosterisch an die AVP-Bindungsstelle
bindet, sich aber von Liganden verdrangen lasst oder dass 23933 allosterisch bindet und die
AVP-Bindung nicht beeinflusst. Um eine direkte Bindung der Substanz an den Rezeptor zu
Uberprifen, wirde sich das Biacore System eignen, bei dem Proteininteraktionen durch
Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie (SRP) in Echtzeit detektiert werden kénnen. Diese
Methode basiert auf einem Sensor-Chip, der mit einer biospezifischen Oberflache versehen ist.
Einer der beiden zu untersuchenden Bindungspartner, beispielsweise der Ligand 23933, kdnnte
zunachst auf der Sensoroberflache immobilisiert werden. Der andere Bindungspartner, in
diesem Fall eine V,R-Mutante, kénnte dann mit Hilfe eines Mikrofluss-Systems Uber diese
Oberflache geleitet werden. Voraussetzung fur solche Messungen sind jedoch aufgereinigte
Proteine, und dies ist gerade bei integralen Membranproteinen wie den GPCR nur sehr schwer
umzusetzen. Eine weitere Methode kdnnte die Modellierung der Interaktion zwischen dem V,R
und der Substanz 23933 darstellen. AnschlieBend konnten gerichtete Mutationen an den
Regionen des Rezeptormolekils erfolgen, an denen wahrscheinlich die Interaktion mit den
Liganden stattfindet. Entsprechende Untersuchungen werden aktuell allerdings dadurch
erschwert, dass die Substanz 23933 neu synthetisiert werden musste und das Molekil sehr
komplex ist. Derzeit ist 23933 nicht kommerziell erhaltlich und im FMP liegen nur noch

Restbesténde vor.

6.3 mKikGR als Fusionsprotein und die Wirkung von S R121463B auf den

Transport von V ;R-Mutanten

Das in dieser Arbeit untersuchte mKikGR Protein wurde zum ersten Mal als Fusionsprotein mit
einem Membranprotein eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass mKikGR in zellularem
Milieu als Monomer vorliegt und dass dessen Stabilitat durch die Photokonversion mittels UV-
Licht nicht beeintrachtigt wird. Zudem belegen die Ergebnisse, dass weder der Transport noch
die pharmakologischen Eigenschaften des V,R und dessen Mutanten durch die C-terminale
MKIikGR Fusion beeintrachtigt werden (Ridelis et al., 2012). Durch die Fahigkeit zur
Photokonversion eignen sich mKikGR Fusionen hervorragend, um den Transport von GPCR

zwischen verschiedenen Zellkompartimenten zu untersuchen. Sobald das mit mKikGR
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fusionierte Zielprotein ein bestimmtes subzellulares Kompartiment erreicht hat, lasst sich die
Fluoreszenz von mKikGR mittels UV-Bestrahlung umschalten und der weitere Proteintransport
durch die Analyse der neuen Fluoreszenz verfolgen. Dadurch kdnnte zukinftig eine Vielzahl
unterschiedlicher Transportprozesse in Zellen in Echtzeit untersucht werden. Ein weiteres
PCFP stellt das bereits beschriebene Protein Kaede dar, welches verwendet wurde, um GPCR-
Recycling (Schmidt et al., 2009) und GPCR-Biosynthese (Westendorf et al., 2011) zu
untersuchen. Nach einer Fusionierung von Kaede mit einem Membranprotein kommt es zwar
nicht mehr zu einer Tetramerisierung; in loslicher Form neigt Kaede dagegen zur
Tetramerbildung (Schmidt et al., 2009). Das in dieser Arbeit verwendete mKikGR stellt daher
eine gute Alternative zu Kaede dar. mKikGR liegt als Monomer in der Zelle vor und hat noch
weitere spektroskopische Vorteile gegeniiber Kaede. So ist die Quantenausbeute von mKikGR
hoéher, es lasst sich schneller photokonvertieren und ist weniger sensitiv fir Photobleaching-
Prozesse (Tsutsui et al., 2005). Mit Hilfe von mKikGR kdénnten neue Assays entwickelt werden,
um Transportwege in der Zelle genauer zu untersuchen. Auf Basis der Umschaltung von
MKIkGR lieRe sich somit beispielsweise die Degradation von Proteinen analysieren und
Halbwertszeiten hierfir bestimmen. Eine &hnliche Methode wurde bereits durch Zhang et al.,
beschrieben. Die Autoren stellten ein Degradationsassay mit Dendra2-fusionierten Proteinen
vor. Dabei wurde anhand einer Durchflusszytometrie die Abbaukinetik des Proteins Uber die
Zeit gemessen (Zhang et al, 2007). Der Vorteil gegeniber der haufig fir
Degradationsmessungen eingesetzten Pulse Chase-Methode ware, dass keine radioaktive
Markierung des Liganden erforderlich ist.

In dieser Arbeit wurden die V,R-mKikGR Fusionen genutzt, um den Wirkmechanismus des
pharmakologischen Chaperons SR121463B zu analysieren. Es wurde bereits beschrieben,
dass SR121463B die Faltung des V;R auf post-translationaler Ebene beeinflusst (Wiiller et al.,
2004). Im Rahmen der vorliegenden Studien konnte nach vollstandiger Photokonversion der mit
mMKikGR markierten Rezeptoren gezeigt werden, dass die SR121463B-Wirkung sowohl co- als
auch post-translational erfolgen kann. Diese Schlussfolgerung basiert auf dem beobachteten
Unterschied des SR121463B-Effekts auf den Transport der Mutanten S167T und R337X an die
Zellmembran. Bei der S167T-Mutante wurde ein ausschlie8lich co-translationaler
Wirkmechanismus gezeigt. Im Fall der R337X-Mutante ist dagegen eine post-translationale
Wirkung Dbeteiligt, wobei auch eine zusatzliche co-translationale Komponente nicht
ausgeschlossen werden kann. Dieser Unterschied in der Wirkungsebene kénnte auf dem Grad
des Faltungsdefektes der Ligandenbindungstasche der jeweiligen Mutante beruhen. Bei der
R337X Mutante ist die achte Helix des intrazellularen C-Terminus des Rezeptors trunkiert.
Mdoglicherweise ist der Faltungsdefekt der Bindungstasche hier nicht so schwerwiegend, so
dass SR121463B auch noch post-translational binden kann, d.h. wenn der Rezeptor vollstandig

synthetisiert ist. Diese vermutete weniger gravierende Fehlfaltung der R337X-Mutante kdnnte
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auch publizierte Daten erklaren, die zeigten, dass diese Mutante auch post-ER-Kompartimente
wie das ERGIC erreichen kann (Hermosilla et al., 2004). Dies wirde auf eine weniger effektive
Retention durch das QCS im ER hindeuten. Im Gegensatz dazu wurde die S167T-Mutante
ausschlieBlich im ER retiniert, was auf einen schwerwiegenden Faltungsdefekt hindeutet
(Robben et al., 2005). Die Fehlfaltung konnte hier eine Konformations&nderung der
Bindungstasche verursachen, die diese fir SR121463B unzugéanglich macht. Die Substanz
koénnte dann lediglich co-translational, d.h. wahrend der Biosynthese der S167T-Mutante binden
und so die korrekte Ausbildung der Bindungstasche und in der Folge des gesamten Rezeptors
férdern. Eine post-translationale Wirkung von SR121463B ware hier nicht mdglich. Diese
Uberlegungen kénnten durch Bindungsstudien an intrazellularen Rezeptoren uberpriift werden.
Hier sollte die R337X-Mutante in der Lage sein, AVP zu binden, die S167T-Mutante dagegen
nicht.

In den letzten Jahren konzentrierte sich die Forschung bei faltungsdefekten,
krankheitsauslosenden Membranproteinen auf die Suche nach pharmakologischen
Chaperonen, welche die Faltungsdefekte beheben kénnen. Eine grundsatzlich neue Strategie
zur Behandlung von NDI kénnten nicht-peptidische Agonisten darstellen, welche die V,R-
Mutanten intrazellular aktivieren. Robben et al. beschreiben, dass die Aktivierung von
intrazellular retinierten V,R-Mutanten durch solche Agonisten effektiver ist als durch
pharmakologische Chaperone, da der Transport der Rezeptoren zur Zellmembran und die
anschlieende Verdrangung durch AVP fiur die Signalaktivierung umgangen wird (Robben et
al., 2009). Eine Voraussetzung fir die Verwendung als therapeutisches Arzneimittel wéare
jedoch, dass der Agonist ein mdglichst breites Spektrum verschiedener Mutanten aktiviert. Es
muss vor allem dberprift werden, ob diese Agonisten auch bei bindungsdefekten
Rezeptormutanten wirken. Hier konnten pharmakologische Chaperone Vorteile zeigen, da sie

die Rezeptorfaltung auch auf einer sehr friilhen Stufe (co-translational) beeinflussen.
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7. Ausblick

In den vorliegenden Studien wurde durch ein HTS die Substanz 23933 identifiziert, welche den
Transport der L336T-Mutante des V,R an die Zellmembran verbessert. Um den
Wirkmechanismus zu Kklaren, sind weiterfihrende Untersuchungen speziell fir die genaue
Bindungsstelle am Rezeptor notwendig. Sofern die Substanz mit dem Rezeptor direkt
interagiert, konnten hierfir molekulare Modellierungs-Studien und gerichtete Mutagenese
eingesetzt werden. Des Weiteren sollte die Selektivitat der Substanz 23933 noch eingehender
analysiert werden. Bisher wurde der Einfluss von 23933 lediglich auf den Transport des
wildtypischen V,R und der L336T-Mutante getestet. Der V4R weist eine hohe Homologie zum
V;R auf. Mit diesem Rezeptor konnte geklart werden, ob 23933 selektiv auf den V,R wirkt. Im
Fall einer indirekten Wirkung von 23933, wie z.B. bei einer Interaktion mit Komponenten des
QCS, sollte auch das Trafficking anderer transportdefekter Rezeptoren zur Zellmembran
beeinflusst werden. Wiirde eine geringere intrazellulare Retention der fehlgefalteten Rezeptoren
nach Behandlung mit der Substanz 23933 beobachtet werden, wére die erwéhnte Interaktion
von 23933 mit Komponenten des QCS sehr wahrscheinlich.

Auf Basis der photokonvertierbaren Proteine Kaede oder mKikGR ergibt sich eine Vielzahl von
neuen Moglichkeiten zur Untersuchung des Transports von Membranproteinen. Bisher wurden
mittels PCFP Rezeptor-Recycling und -Biosynthese sowie die Wirkung des pharmakologischen
Chaperons SR121463B auf den Rezeptortransport untersucht (Schmidt et al., 2009;
Westendorf et al., 2011; Ridelis et al., 2012). Die Entwicklung weiterer zellbasierter Assays mit
Hilfe von mKikGR koénnte die Analyse des Proteintransports zwischen subzelluldren
Kompartimenten ermdglichen, wie beispielsweise zwischen ER und Golgi-Apparat oder Golgi-
Apparat und Zellmembran.

Dartber hinaus konnte die Photokonvertierbarkeit der Rezeptoren Studien zu den
Transportkinetiken zwischen den einzelnen Kompartimenten erlauben. Ferner kdnnte geklart
werden, ob sich die Transportgeschwindigkeiten von Proteinen unter bestimmten Bedingungen

wie z.B. zellularem Stress andern.
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8. Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AC Autokorrelation
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bzw. beziehungsweise
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GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor

G-Protein Guaninnukleotid bindendes Protein

GTP Guanosintriphosphat
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