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Zusammenfassung i

1. ZUSAMMENFASSUNG

Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf der Identifizierung von niedermolekularen An-
tagonisten des Thyreoidea-stimulierenden Hormon Rezeptors (TSHR). Der Hintergrund ist
eine bestehende therapeutische Liicke bei der Endokrinen Orbithopathie (EO), einer Au-
toimmunerkrankung, die im Zusammenhang mit der pathologischen Aktivierung des
TSHR durch Autoantikorper steht.

Der TSHR ist ein Vertreter der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Er wird
hauptsachlich in der basolateralen Membran der Follikelepithelzellen der Schilddrise ex-
primiert und ist an der Regulation vieler metabolischer Prozesse des Kdérpers beteiligt. Die
Rezeptoraktivierung durch Thyreotropin fuhrt zur Produktion von sekundaren Botenstof-
fen, wie dem cyclischen Adenosinmonophosphat (cAMP) oder Inositol-1,4,5-trisphosphat
(IP3), die ihrerseits die lodaufnahme, Thyreoglobulinsynthese, Peroxidase-Aktivitat, lodie-
rung, Endozytose und Proteolyse sowie Hormonausschittung regulieren. Angeborene
und erworbene Mutationen des TSHR haben oft eine Hypothyreose bzw. Hyperthyreose
zur Folge. Eine TSHR-abhangige Autoimmunerkrankung ist Morbus Basedow, bei der
TSHR durch die Bindung von Autoantikérpern stimuliert wird, so dass eine Hyperthyreose
resultiert. Eine besondere Form des Morbus Basedow stellt die EO dar. Die Stimulation
des TSHR durch die Autoantikdrper flhrt bei EO zu einer verstarkten Zellproliferation und
Zellausdifferenzierung zu Adipozyten. Diese Prozesse haben eine Volumenzunahme des
orbitalen Bindegewebes und einen Exophtalmus zur Folge. Die bislang eingesetzten Me-
dikamente bei Morbus Basedow unterbinden die Synthese der Schilddriisenhormone und
haben daher keinen Einfluss auf den Verlauf der EO. Aus diesem Grund ist es von be-
sonderer Bedeutung, kleine Moleklle zu identifizieren, die direkt am TSHR wirken, um
darauf basierend ein hochaffines und selektiv wirkendes Medikament zur Behandlung der

EO zu entwickeln.

Die Bindungstasche kleiner Molekile vieler GPCR befindet sich innerhalb des trans-
membranaren Bereiches und wird durch Aminosauren der angrenzenden Helizes ausge-
kleidet. Die Optimierung der kleinen Molekile in ihrer Wirkung setzt die Kenntnis tber
deren raumliche Orientierung im Rezeptor und damit die der funktionalen Gruppen der
umgebenden Aminosauren voraus. Die Ergebnisse meiner Diplomarbeit zur funktionellen
Charakterisierung der Aminosauren der transmembranaren Helizes deuteten auf eine
andere Orientierung der Aminoséure L587°* hin, als ein TSHR-Homologiemodell basie-
rend auf der Rhodopsin-Kristallstruktur vorhersagt. Da es flir die transmembranare Do-
mane des TSHR momentan noch keine Kristallstruktur gibt, basieren die Homologiemo-
delle auf Strukturen von bereits kristallisierten GPCR. Die Unterschiede in der Sequenz

haben eine Auswirkung auf die Konformation der einzelnen Strukturelemente. Prolin an
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der Position 5.50 ist innerhalb der Familie A der GPCR hochkonserviert. Alle Glykopro-

teinhormonrezeptoren besitzen hingegen an dieser Position ein Alanin.

Der erste Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag daher darauf, den Einfluss der Position
593> auf die Konformation der transmembranaren Helix (TMH) 5 zu untersuchen. Im
Detail sollte die Orientierung der Aminosauren an der TMH5 geklart werden, die potentiell
die allosterische Bindungstasche fiur kleine Molekile beeinflussen. Prolin flihrt zu einer
Aufweitung der reguladren helikalen Ruckgratstruktur an der TMHS5. Die TSHR-
Homologiemodelle, die auf Kristallstrukturen mit einem Prolin (Position 593°°°) basieren,
wiesen eine andere Seitenkettenorientierung als Modelle mit regularer a-Helix auf. Zur
Klarung der TMH5-Konformation am TSHR wurden Mutanten generiert und biochemisch
sowie strukturell charakterisiert. Mittels ortsgerichteten Mutagenesen wurde Alanin gegen
Prolin, Glycin und Valin ausgetauscht. Die anschlieRende funktionelle Charakterisierung
dieser TSHR-Mutanten ergab, dass jede der eingefiihrten Aminosauren an dieser Position
zu einer Veranderung entweder in der TSHR-Expression, -Signalisierung oder in beidem
fuhrt. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen auf eine regulare a-helikale Struktur der TMH5
im TSHR schlielen. Daraus resultiert, im Vergleich zu der Prolin enthaltenden Helix, eine
abweichende Orientierung der Aminosauren im N-terminalen Bereich der TMH5 und in
der transmembranaren Bindungstasche. Die gewonnenen Daten uUber die strukturelle
Konformation der TMH5 wurden fur die Optimierung des TSHR-Homologiemodells ge-

nutzt, welches fir die Docking-Studien kleiner Liganden von besonderer Bedeutung ist.

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte ein zellbasiertes High Throughput Screening (HTS)
zur ldentifizierung von TSHR-Antagonisten etabliert und erfolgreich durchgefuhrt werden.
Die Auswertung des primaren HTS ergab 350 positive Hits. Die anschlielende Bestim-
mung der konzentrationsabhangigen Inhibierung des Rezeptors durch die Substanzen,
sowie der Ausschluss falsch positiver Hits fuhrten zu der Identifizierung von zwdlf chemi-
schen Verbindungen. Die Durchfiihrung eines Radioimmunassays in HEK293T-TSHR-
Zellen verifizierte drei Substanzen. Davon wurden wiederum zwei Verbindungen, die Sub-
stanzen S4 und S9, ausgewahlt. Von diesen wurden insgesamt 24 Derivate erworben
oder synthetisiert und in der Folge mit dem Radioimmunassay getestet. Als Resultat
konnte ein an dem TSHR selektiv wirkender Antagonist, die Substanz S37, identifiziert
werden. Die anschlieRende pharmakologische Charakterisierung ergab, dass S37 selektiv
in einer konzentrationsabhangigen Weise auf den TSHR wirkt und keine zytotoxische Ak-

tivitat zeigt.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit erfolgreich Sequenz-Struktur-Funktions-
analysen zur Klarung der TMH5-Konformation im TSHR und ein HTS zur Identifizierung
von TSHR-Antagonisten durchgefiihrt. Im Zuge dessen konnte eine Substanz mit selekti-

vem antagonistischem Effekt auf den TSHR als Grundlage flr weitere Optimierungen
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identifiziert werden. Des Weiteren sollte geprift werden, ob die Substanz S37 die Rezep-

toraktivierung durch Antikoérper herabsetzt.
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2. SUMMARY

This thesis focuses on the identification of small molecules as antagonists of the thyroid-
stimulating hormone receptor (TSHR). The motivation is the therapeutic gap in endocrine
orbitopathy (EO), an autoimmune disease associated with the pathological activation of
the TSHR by autoantibodies. The first part of the thesis investigates sequence-structure-
function relationships of the TSHR concerning a potential allosteric ligand-binding pocket,
while the second part focuses on identifying small molecules with an antagonistic effect on

TSHR function using High-Throughput Screening (HTS).

The TSHR is a G-protein-coupled receptor (GPCR) and belongs to the subclass of glyco-
protein hormone receptors. It is involved in the regulation of many metabolic processes in
the human body. Receptor activation by its endogenous ligand — the thyroid-stimulating
hormone (TSH, thyrotropin) — leads to production of second messengers such as cyclic
adenosine monophosphate (cAMP) or inositol-1,4,5-trisphosphate (IP;). These in turn
regulate the iodine uptake, thyroglobulin synthesis, endocytosis and proteolysis, peroxi-
dase activity, iodination and hormone secretion. TSHR is mainly expressed in follicular
epithelial cells of the thyroid gland. The receptor expression has also been detected in
non-thyroid tissue, such as orbital fibroblasts (OF), bones, gonads and kidneys. Congeni-
tal and somatic mutations of the TSHR often cause hypothyroidism or hyperthyroidism.
Uncontrolled receptor activation by autoantibodies directed against the TSHR results in an
autoimmune disorder known as Graves’ disease. Thyroid-associated endocrine orbitopa-
thy is one of the most typical symptoms of Graves’ disease. This ocular manifestation in-
cludes tissue inflammation, proptosis, corneal exposure and optic nerve compression.
TSHR activation by autoantibodies is considered as a key process of EO and leads to cell

proliferation and cell differentiation.

The current therapy for Graves’ disease is confined to restricting the synthesis of thyroid
hormones and thus has no effect on the course of EO. At the moment, there are no drugs
available on the market that target the TSHR directly. The direct suppression of the patho-
logical TSHR activation by low molecular weight (LMW) molecules could be a potential

approach for treating Graves’ disease or EO.

The first aim of this thesis was to prove if fransmembrane helix 5 (TMH5) of the TSHR
exhibits a conformation different from that found in most other family-A GPCRs. The bio-
chemical and structural characterization of TSHR mutants was utilized to clarify the con-
formation of TMH5. Within family-A GPCRs, a highly conserved proline can be found at
position 5.50 in TMHS which causes a twist in the helix structure. In contrast, all glycopro-
tein hormone receptors have an alanine at this position. The influence of the position

593> on the conformation of TMH5 and thus also on ligand-binding was to be examined
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in detail. To gain insights into the functionality of this position, alanine was exchanged with
proline, glycine and valine using site-directed mutagenesis. The generated TSHR mutants
were characterized in terms of cell-surface expression and basal and thyrotropin-induced
cAMP accumulation. The functional data of the mutants show changes either in cell-
surface expression, in signaling or both. Based on this functional data, the conclusion was
drawn that TSHR might have a different conformation from most other family-A GPCRs by
a regular a-helix. Consequently, the lack of the proline at position 5.50 in the TSHR leads
to a shift of amino acids by one position. In turn, this results in a different orientation of the
amino acids in the N-terminal region of the TMH5, and also within the transmembrane
binding pocket. The obtained data explained previously reported mutational effects in this
region and were used for the optimization of the TSHR homology model, which is of par-

ticular importance for docking studies of small ligands.

The second part of the thesis focuses on the establishment and implementation of a cell-
based HTS assay to identify a lead structure that provides starting points for the develop-
ment of a selective antagonist for the TSHR. The completion of the primary screen of
16000 compounds performed in the CHO-K1-TSHR cell line resulted in 350 positive hits.
The determination of the dose-dependent inhibition of these compounds, together with the
exclusion of false positive hits through testing them in the CHO-K1 cell line without TSHR,
led to the identification of 12 compounds. The verification of these 12 compounds was
performed in a secondary screen using a HEK293T-TSHR cell line, ultimately leading to
the identification of three compounds with antagonistic activity towards the TSHR. Two
compounds, S4 and S9, were selected and formed the basis for further structure-function
analysis. The experimental testing of 24 derivatives led to the identification of compound
S37, a selective TSHR antagonist. S37 is a product of a stereoselective synthesis from
compound S4 and is a stereoisomer in endo-conformation. The pharmacological charac-
terization revealed that substance S37 is not toxic in a HEK293T-TSHR cell line and inhib-
its TSHR activation in a dose-dependent manner. The special advantage of substance
S37 is that it is strictly TSHR-selective and has no effects on the homologous receptors
LHCGR and FSHR.

In summary, sequence-structure-function analysis to clarify the TMH5 conformation of the
TSHR as well as a HTS for TSHR antagonists were successfully performed in the course
of this thesis” work. The latter resulted in the identification of a compound with selective

TSHR antagonistic effect that represents a base for further optimization.



Einleitung 1

3. EINLEITUNG

3.1. G-PROTEIN-gekoppelte Rezeptoren (GPCR)

3.1.1. STRUKTUR UND REGULATION DER GPCR

Die Klonierung der ersten Monoamin-Rezeptoren flihrte zu der Uberraschenden Erkennt-
nis, dass diese homolog nicht nur zu einander, sondern auch zu dem Rhodopsin-
Rezeptor sind '. Kurz danach wurde klar, dass diese Rezeptoren nur die ersten Mitglieder
einer sehr groRen und sehr vielfaltigen Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezepto-
ren (GPCR) bilden. Die GPCR sind die grof3te Familie der Membranproteine im menschli-
chen Genom und werden durch eine Vielzahl von verschiedenen Molekiilen aktiviert %°.
Sie sind an der Regulation von diversen physiologischen Prozessen, wie den Sinnes-
wahrnehmungen von Schmerzen, Geriichen, Geschmack, Muskelkontraktion, Licht, an
der endokrinen und exokrinen Sekretion, sowie an Entziindungsreaktionen und Immunitat
beteiligt. Das breite Spektrum der GPCR-Liganden reicht von biogenen Aminen und Neu-
rotransmittern, Gber Peptide, Glykoproteine, Lipide und Nukleotide, bis hin zu lonen und

Photonen 3.

Allen GPCR gemeinsam sind die sieben heptahelikalen transmembranaren Strukturele-
mente von etwa 25-30 Aminosauren Lange, die Uber drei intra- und drei extrazellulare
Schleifen miteinander verbunden sind, ein extrazellularer N-Terminus und ein intrazellula-
rer C-Terminus *°. Die groRte Ahnlichkeit der GPCR liegt im transmembranaren Bereich.
Sowohl die Sequenzmotive der Aminosauren als auch einzelne Aminosauren sind in be-
stimmten Unterfamilien der GPCR hochkonserviert ®. Der groRte Unterschied ist im N-
Terminus zu finden. So weisen die Monoamin- und Peptidrezeptoren einen relativ kurzen
N-Terminus von 10-50 Aminosauren, die Glykoproteinhormonrezeptoren (GPHR) und

Glutamatrezeptoren dagegen eine Sequenz von 350-600 Aminosauren auf ’.

Basierend auf der Sequenzahnlichkeit innerhalb der sieben transmembranaren Helizes
(TMH) werden die GPCR in funf Familien eingeteilt: Rhodopsin-dhnliche Rezeptoren
(Familie A), Adhasions- und Sekretin-Rezeptoren (Familie B), metabotrope Glutamatre-
zeptoren (Familie C), Pheromonrezeptoren (Familie D), cAMP-Rezeptoren (Familie E)
und Frizzeled- und Smoothened-Rezeptoren (Familie F) '°. Wahrend die GPCR der Fa-
milien A, B, C und F in Sdugern vorkommen, sind die GPCR der Familie D und E nur in

Wirbellosen vertreten .

Die strukturellen und funktionellen Ahnlichkeiten der GPCR stehen im Kontrast zur struk-
turellen Vielfalt der natlrlichen GPCR-Liganden. Diese reichen von subatomaren Teilchen

(ein Photon) und lonen (H* und Ca?*) (iber kleine organische Molekiile bis zu Peptiden
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und Proteinen. Die Unterschiede in der Grof3e und physikalisch-chemischen Eigenschaf-
ten der Liganden spiegeln sich in den verschiedenen Rezeptorbindungsstellen wider °.
Die Liganden binden an ihren jeweiligen Rezeptor der einzelnen Unterfamilien der GPCR
unterschiedlich 2. Wahrend Peptidhormone und Proteine an die extrazellulire Domane
binden, interagieren viele kleine organische Agonisten innerhalb des transmembranaren

Bereiches.

Die GroRe des Liganden allein lasst keine Ruckschlisse auf die Position der Bindungs-
stelle innerhalb des Rezeptors zu. So binden sowohl die Glykoproteinhormone als auch
Ca?* an relativ groRe N-terminale Domanen und aktivieren den jeweiligen Rezeptor ">,
Trotz der grofRen Vielfalt der Liganden wird allgemein angenommen, dass der molekulare
Aktivierungsmechanismus allen GPCR gemeinsam ist . Das Signalisierungsprinzip der
GPCR besteht aus drei Komponenten: aus dem GPCR selbst, aus einem G-Protein und
dem Effektor ™. Das G-Protein besteht aus je einer a-, B-, und y-Untereinheit. Die G-
Proteine sind durch ihre a-Untereinheit definiert und kénnen anhand ihrer Sequenzhomo-
logie in vier G-Protein-Familien Ga, Gi, Gg und G;, eingeordnet werden > Die Unterein-
heiten werden auf unterschiedlichen Genen kodiert. Es sind 16 Gene fir a, sechs fir 3
und zwdlf fir y bekannt. Damit ergibt sich eine Anzahl von mehr als 1000 méglichen G-
Protein-Varianten. Dazu kommen ca. 100 bekannte unterschiedliche Effektoren. Im Un-
terschied zu dieser Diversitat ist der molekulare Mechanismus innerhalb der Familie
hochkonserviert. Nach Bindung eines Agonisten findet ein Austausch von Guanosin-
diphosphat (GDP) durch Guanosintriphosphat (GTP) an der a-Untereinheit im Ga-B-y-
Komplex statt. Dies flihrt zu der Dissoziation des Ga-B-y-GTP-Komplexes zu Ga-GTP und
GB-y. Diese aktivieren jeweils unabhangig voneinander verschiedene membranstandige
Effektoren. Die GTPase-Aktivitat der Ga-Untereinheit hydrolysiert GTP zu GDP, die G3-y-
Untereinheit reassoziiert mit Ga-GDP, wodurch eine Inaktivierung der Signaltransduktion
erfolgt ®. Die Fortschritte in der Charakterisierung der GPCR in den letzten drei Jahrzen-
ten flhrten zu der Erkenntnis, dass die GPCR-Regulierung und -Signalisierung viel kom-
plexer ist, als urspriinglich vermutet und dass die Rezeptoren auch einen G-Protein-

unabhangigen Signalisierungsweg aufweisen """,

3.1.2. BEDEUTUNG DER GPCR

Aufgrund des universellen Vorkommens in nahezu jeglichem zelluldren Gewebe " und
der funktionellen Diversitat stellen die GPGR eine wichtige und vielversprechende phar-
makologische Zielgruppe fur die Entwicklung neuer therapeutischer Anwendungen dar.
Heutzutage sind schatzungsweise mehr als 50% aller verordneten Arzneimittel zur Be-
handlung von immunologischen, kardiovaskularen und renalen Krankheiten sowie neuro-

degenerativen und psychischen Stérungen gegen einen GPGR gerichtet ",
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Die Sequenzierung des humanen Genoms flihrte zu der Identifizierung von etwa 1.000
Genen, die fur die GPCR kodieren. Es sind mehr als 800 unterschiedliche GPCR bekannt,
davon sind schatzungsweise 460 Geruchsrezeptoren 8. Die physiologische Funktion eini-
ger nicht-olfaktorischen Rezeptoren ist noch unklar. Diese Rezeptoren (ca.160 '°), von
denen weder der Ligand noch die Funktion bekannt sind, werden als Orphan-GPCR be-
zeichnet. Das grof3e Interesse der Pharmaindustrie an der Identifizierung neuer Zielprote-
ine fir Medikamente fiuhrt zu einem kontinuierlichen Prozess der Identifizierung von Lig-

anden und Funktion der nicht-olfaktorischen GPCR %,

Die Arzneimittel im klassischen Sinne beeinflussen Funktion und Expression von Rezep-
toren, lonenkanalen, Transportmolekiilen, Enzymen und anderen Proteinen. Innovativen
Strategien zielen auf die DNA und mRNA krankheitsverursachender Gene ab %. Die Iden-
tifizierung von niedermolekularen Wirkmolekilen (low molecular weight, LMW) in der
pharmazeutischen Forschung nimmt stetig an Bedeutung zu. Diese gezielte Beeinflus-
sung von krankheitsrelevanter Proteine in ihrer Funktion durch LMW bezeichnet man als

molecular targeted therapy **.

In den letzten zehn Jahren wurden mehrere LMW-Liganden fiir GPCR identifiziert. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass diese LMW-Liganden innerhalb der sieben TMH der GPCR
binden. Interessant dabei ist, dass die endogenen Liganden bei einigen dieser Rezepto-
ren (z. B. dem metabotropen Glutamatrezeptor 1 (mGlu1), dem metabotropen y-
Aminobuttersaurerezeptor (y-Aminobutyric acid receptor; GABAg-Rezeptor) und LHCGR)
an den extrazelluldren Schleifen oder dem N-Terminus binden ?*%’. Diese Tatsache eroff-

net neue Mdglichkeiten fiir die Entwicklung innovativer Therapeutika.

3.2. GLYKOPROTEINHORMONE UND IHRE REZEPTOREN

Die GPHR bilden eine Subfamilie innerhalb der Rhodopsin-ahnlichen Rezeptoren der
GPCR und haben eine lange Entwicklungsgeschichte . Die endogenen Liganden der
GPHR sind ca. 30 kDA groRe, heterodimere Glykoproteinhormone. Ahnliche Proteine
kommen in weit primitiveren Arten wie Anemonen, Wiirmern und Fischen vor ?°*°. Die
biologische Aktivitat der homologen Hormone niederer Wirbeltiere unterscheidet sich aber
oft von denen der S&ugetiere *'. Zu den humanen Glykoproteinhormonen zahlen das folli-
kelstimulierende Hormon (FSH), das humane Choriongonadotropin (hCG), das luteinisie-
rende Hormon (LH) und das Thyreoidea-stimulierende Hormon (TSH). Die -
Untereinheiten von Glykoproteinhormonen und die GPHR werden auf paralogen Genen
kodiert *.



Einleitung 4

3.2.1. GLYKOPROTEINHORMONE: STRUKTUR UND FUNKTION

Die Glykoproteinhormone bestehen aus zwei nicht-kovalent gebundenen Polypeptidket-
ten, die als a- und B-Untereinheit bezeichnet werden. Innerhalb der Spezies ist die a-
Untereinheit allen Glykoproteinhormonen gemeinsam. Die B-Untereinheit ist flr den jewei-
ligen Rezeptor spezifisch. Die Sequenzhomologie der $-Untereinheit humaner Glykopro-
teinhormone liegt fir TSH, LH und FSH bei 40% und zwischen den Hormonen LH und CG
sogar bei 80% *. Ein wesentlicher Unterschied zwischen LH und CG besteht in vier po-
tentiellen O-Glykosylierungsstellen der CG-B-Untereinheit und einem verlangerten C-
Terminus des CG **. Die Untereinheiten fiir sich allein besitzen eine geringe oder keine

biologische Aktivitat *'.

Im rauen endoplasmatischem Retikulum (ER) durchlaufen die Hormone verschiedene
posttranslationale Modifikationen. Es gibt Hinweise, dass die nicht-kovalente Bindung der
a- und B-Untereinheit schon im rauen ER beginnt *>*. Weitere Modifikationen, wie die

Sulfatierung und alle O-Glykosylierungen finden im Golgi-Apparat statt *'%.

Die Glykoproteinhormone zirkulieren im Blut als eine Mischung von Isoformen. Die Hete-
rogenitat basiert auf den variablen Oligosaccharid-Verzweigungen und terminaler Sulfatie-
rung (bei TSH und LH). Mehrere Studien haben gezeigt, dass der glykosylierungsabhan-
gige Polymorphismus der Glykoproteinhormone eine wichtige physiologische Auswirkung
hat und verschiedene Glykoformen selektiv unterschiedliche Signalwege aktivieren *. Die
Hormone werden in allen Wirbeltieren von der Hirnanhangdruse sekretiert und kommen
aulerdem in den Plazentazellen von Primaten und den Vertretern der Familie Equidae

vor 3",

Glykoproteinhormone zusammen mit ihren Rezeptoren, dem Follikel-stimulierenden Hor-
mon Rezeptor (FSHR), dem Rezeptor flir das luteinisierende Hormon und Choriogona-
dotropin (LHCGR) und dem Thyreoidea-stimulierenden Hormon Rezeptor (TSHR), sind

wichtige Regulatoren der Reproduktion und des Metabolismus *"%2,

Die humanen FSHR und LHCGR sind ein Teil der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-
Achse und spielen physiologisch eine essentielle Rolle in der Reproduktion. Wahrend die
Follikel-Reifung im Ovar der Frau tUber FSHR und das Hormon FSH gesteuert wird, ist
LHCGR, aktiviert durch LH, fir die Progesteronproduktion, Ovulation, Luteinisierung und
Bildung des Corpus luteums zustandig **. Die Aktivierung von LHCGR durch CG erfolgt
nur wahrend der Schwangerschaft und ist durch die Aufrechterhaltung des erhéhten Pro-
gesteronspiegels flr die Erhaltung der Schwangerschaft verantwortlich. Die LHCGR-
Aktivierung durch LH stimuliert beim Mann die Testosteronproduktion und die Spermato-
genese. Der negative Riickkopplungsmechanismus wird durch Ostrogen bzw. Testoste-

ron vermittelt 43.
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TSH und TSHR sind Schllsselproteine in der Regulation der Schilddrisenaktivitat. Die
Stimulation des TSHR durch TSH fuhrt zur Synthese und Sekretion der peripheren
Schilddrisenhormone Trijodthyronin (T3) und Thyroxin (T4) und wird durch die Hypotha-
lamus-Hypophysen-Schilddriisen-Achse kontrolliert *. Ein konstanter Hormonspiegel ist
durch den negativen Rickkopplungsmechanismus reguliert. Die Hormone T3 und T4 wir-

ken hemmend auf die Produktion von TSH °.

3.3. TSHR

TSHR ist ein Mitglied der Subfamilie der GPHR innerhalb der Rhodopsin-ahnlichen Re-
zeptoren (Familie A) der GPCR. Das Gen des humanen TSHR ist auf dem Chromosom
14931 lokalisiert und kodiert fiir ein 764 Aminosauren grofRes Protein *°*". Die Sequenz
umfasst zehn Exons und neun Introns. Die grof3e N-terminale Ektodomane wird durch die
ersten neun Exons des Gens kodiert. Exon zehn kodiert flir die gesamte transmembrana-
re Doméne und den C-Terminus **°.

3.3.1. DIE TOPOLOGIE UND STRUKTUR DES TSHR

Der TSHR ist ein ca. 87 kDa grofRes Protein und kann strukturell in eine N-terminale Ekto-
doméne (Aminosaurereste 1 bis 410), eine transmembranare Serpentindoméane mit sie-
ben Transmembranhelizes, drei extrazellularen Schleifen und drei intrazellularen Schlei-
fen (Aminosaurereste 411 bis 680) und in eine C-terminale intrazellulare Doméane (Amino-
saurereste 681 bis 764) eingeteilt werden “®. Der TSHR durchl&uft posttranslationale Mo-
difikationen. Zu den allgemeinen posttranslationalen Modifikationen wie Palmitoylierung,
Sulfatierung, Glykosylierung und Phosphorylierung kommt die proteolytische Spaltung der
Ektodomane *°. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Dimerisierung des TSHR

eine wichtige Rolle bei der Signalisierung einnimmt °'.

Der TSHR nimmt eine wichtige physiologische Rolle im menschlichen Kérper ein und ist

das Zielprotein einer Vielzahl von therapeutischen Ansatzen.

3.3.2. DIE EKTODOMANE

Die extrazellulare Domane ist charakteristisch fur alle GPHR und wird strukturell in die
Leucine-Rich Repeat Domane (LRRD) und die Hinge Region eingeteilt. Die Hinge Region
verbindet die LRRD mit der ersten TMH der Serpentine-Domane (SD) 2. Die LRRD
besteht aus der Cysteinbox 1 (Cb1) und dem LRR-Motiv, das zehn Wiederholungen mit 3-
Faltbatt-Stuktur aufweist.
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Abbildung 3-1: Strukturschema des TSHR. Die Ektodomane ist strukturell unterteilt in die Cystein-
box 1, 11 Leucin-Rich Repeats und die Hinge Region. Die Hinge Region setzt sich aus Cysteinbox
2, Cysteinbox 3, Cysteinbox linker und dem TSHR-spezifischen, abspaltbarem C-Peptid zusam-
men. Die Ektodoméane enthalt sechs potentielle N-Glycosylierungsstellen und eine Sylfatierung. Die
proteolytische Spaltung des C-Peptids teilt den Rezeptor in eine A- und B-Untereinheit, die Uber
die Disulfidbricken verbunden bleiben. Die Transmembrandoméane besteht aus sieben trans-
membranaren Helizes (TMH 1-7), die Uber drei extrazelluladre Schleifen (EZS 1-3) und drei intrazel-
luldare Schleifen (1ZS 1-3) miteinander verbunden sind. Eine achte a-Helix liegt intrazellular parallel
zur Membran.

Die Hinge Region besteht aus den Cysteinboxen 2 und 3 (Cb2 und Cb3), die tber den
Cysteninbox linker (Cb-12/3) miteinander verbunden sind **. Zusammen sind die LRRD
und die Hinge Region flr die Liganden-Erkennung, Liganden-Bindung sowie Signalweiter-

leitung an die TMH verantwortlich >’

Die Ektodomane des TSHRs wird posttranslational modifiziert. Dies umfasst die Bildung
von Disulfidbriicken, Glykosylierung, Palmitoylierung und Spaltung des Peptidfragmentes
(C-Peptid). Die proteolytische Spaltung des C-Peptids ist TSHR spezifisch und findet im
Bereich der Cb2 und Cb3 statt *°. Dadurch entstehen zwei Untereinheiten des Rezeptors,
eine A- und eine B-Untereinheiten. Die beiden Untereinheiten sind Uber die Disulfidbri-
cken zwischen den Cb2 und Cb3 verbunden ***°. 30% bis 40% der molekularen Masse
der Ektodoméane sind auf die Anfigung von N-Glykosylierungen zuruckzufiihren. Beim
TSHR findet man den komplexen und den mannosereichen Typ der N-gebundenen Oli-

gosaccharide. Es sind sechs potentielle N-Glykosylierungsmotive an den Positionen N77,
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N99, N113, N177, N198 und N302 fir den TSHR beschrieben. Die Mutagenesestudien
haben gezeigt, dass die Glykosylierung an N77 und N113 essentiell fir die korrekte Ober-
flachenexpression und fiir die Rezeptorfunktion sind ®°. Nagayama et al. konnten zeigen,
dass die nicht glykosylierte Form des TSHR komplett funktionslos ist °*. Dem Tyrosin an

der Position 385 wird ein Sulfatrest angefiigt *.

Fir einen Teil der extrazelluldren Domane ist eine Kristallstruktur verfiigbar ®. Im Jahre
2007 konnte die Arbeitsgruppe B. R. Smith TSHR im Komplex mit einem aktivierenden
Autoimmunantikérper ® kristallisieren und im Jahre 2011 gelang eine TSHR-LRRD-
Kristallstruktur im Komplex mit einem blockierenden Autoimmunantikérper ®. Diese Struk-
turen zeigen, dass die LRRD eine sensenférmige Struktur mit einem hydrophoben Kern

aus aromatischen Aminosauren einweist *.

Far den nicht kristallisierten Teil der N-terminalen extrazellularen Region (LRRD und Hin-
ge Region) des TSHR greift man auf homologe Computermodelle zuriick %, die auf der
Komplexkristallstruktur der N-terminalen extrazellularen Region des FSHR mit seinem

Hormon FSH basieren .

3.3.2.1. DIE TRANSMEMBRANDOMANE

Die Transmembrandomane des TSHR besteht wie bei allen GPCR aus sieben trans-
membranaren Helizes (TMH), die jeweils durch drei extrazellulare Schleifen (EZS) und
drei intrazellulare Schleifen (IZS) verbunden sind. Die TMH der GPHR weist eine hohe
Sequenzhomologie von ca. 70% auf. Die grofdte Variabilitat ist in EZS und IZS zu finden.
Die Transmembrandoméane Ubernimmt zwei wichtige Funktionen. Zum einem ist diese
Domane fur die Weiterleitung des extrazellularen Signals und die Aktivierung des G-
Proteins verantwortlich, zum anderen ist es eine orthosterische Bindungsstelle vieler
GPCR %,

Innerhalb der Familie A der GPCR bilden die GPHR eine Ausnahme, da deren orthosteri-
sche Bindungsstelle am grof3en N-Terminus zu finden ist. Fir alle GPHR wurde eine al-
losterische Bindungstasche innerhalb der Transmembrandomane beschrieben . Die
systematische Charakterisierung der Aminosauren mittels zielgerichteter Mutagenese
innerhalb der transmembranéaren Bindungstasche des TSHRs fiihrte zu der Identifizierung
konstitutiv aktivierender und inaktivierender Aminosaurepositionen ®~"° (Kapitel 3.3.2.1.1).
Die gewonnenen Daten zu den Eigenschaften der allosterischen Bindungstasche bieten
einen innovativen therapeutischen Ansatz fur die Entwicklung neuer Medikamente (Kapi-
tel 3.6).

Die Bindung des endogenen Hormons, TSH, an die groRe extrazelluldre orthosterische

Bindungsstelle fiihrt zu einer Rezeptoraktivierung durch die Konformationsanderung der
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Transmembrandoméne **”". Die Signaliibertragung filhrt von den EZS auf die TMH und
damit zu einer intrazellularen Interaktion mit dem heterotrimeren G-Protein (Kapitel 3.3.3).
Eine besondere Rolle wahrend der Aktivierung wird der TMH3, der TMH5 und der TMHG6
zugeordnet. Anhand der Kristallstrukturen wurde hier die groRte relative raumliche Ver-

schiebung der Helizes zueinander beobachtet "2.

Die Transmembrandoméane des TSHR weist verschiedene bekannte Sequenzmotive der
GPCR auf. Das NPXXY-Motiv (N674”“° beim TSHR) der TMH7 und das [D/E]JR[Y/W]-
Motiv am Ubergang zwischen TMH3 und der 1ZS2 stehen im Zusammenhang mit dem
Rezeptoraktivierungsmechanismus und der Signaliibertragung auf die G-Proteine ">
Das Tryptophan an Position 6.48 ist eine hochkonservierte Aminosaure in GPCR. Dieser
Aminosaure wird eine zentrale Bedeutung wahrend der transmembranaren Signalweiter-
leitung zugeschrieben °. Im TSHR, ebenso wie in den anderen GPHR, befindet sich je-
doch ein Methionin an dieser Position. Die experimentellen Daten zeigten, dass der Aus-
tausch vom Methionin zu einer konstitutiven Aktivierung des TSHR fiihrt °®. Demnach er-
fullt diese Position im TSHR eine vergleichbare Funktion wie Tryptophan in GPCR (Kapi-

tel 3.3.2.1.1).

Die dreidimensionalen Homologiemodelle der transmembrandaren Doméane des TSHR
basieren auf den Strukturen von bovinem Rhodopsin (inaktive Konformation) und Opsin

6870 und wurden von Gunnar Kleinau (FMP Berlin) erstellt .

(aktivierte Konformation)
Das Homologiemodell stellt ein Hilfsmittel zur Struktur-Funktionsanalyse und fur die Auf-
klarung molekularer Aktivierungsmechanismen dar, und ermdglicht damit die Interpretati-

on und Visualisierung der funktionellen Daten.

3.3.2.1.1. AKTIVIERENDE UND INAKTIVIERENDE MUTATIONEN INNERHALB DER
TSHR-TRANSMEMBRANDOMANE

Der Fokus meiner Diplomarbeit und der Dissertation von Ann-Karin Hass lag auf der funk-
tionellen Charakterisierung der Aminosauren, die die TSHR-Bindungstasche auskleiden
und das Interface zwischen TMH5 und TMHG6 bilden. Dabei wurden unterschiedliche Arten
von Mutationen identifiziert, die konstitutiv aktivierenden (constitutively activating mutati-
on, CAM) und die inaktivierenden Mutationen. Zudem konnte deren rdumliche Verteilung
innerhalb der Bindungstasche im TSHR eingegrenzt werden . Diese signaliesierungs-
sensitiven Positionen stellen potenzielle Interaktionspunkte der allosterischen Liganden
dar. Die Wildtyp-Aminosauren, die bei einem Aminosaureaustausch eine konstitutive Akti-
vierung zur Folge haben, spielen eine Schllsselrolle bei der Stabilisierung der basalen
Rezeptorkonformation. Diese Mutationen deuten auf potentielle Kontaktpunkte des Re-
zeptors mit einem Agonisten hin ®’°. Die Verteilung der CAM innerhalb der Bindungsre-

gion ist unterschiedlich. So befinden sich die CAM an mehreren Helizes: V421"*



Einleitung 9

(TMH1), Y466%*°°A (TMH2), T501>%A (TMH3), L587°*V (TMH6), M637%*C (TMHS),
M637%4*W (TMHB), S641°%°A (TMH6), Y643%°*‘F (TMH6), L645°°°V (TMH6) und
Y6677**A (TMH7). Der Austausch des Methionins (M637°“%) gegen Tryptophan in der
TMH6 fuhrt zu einem signifikanten Effekt auf die Wechselwirkung des Rezeptors mit dem
Agonisten. An dieser Position wurde auch die starkste konstitutive Aktivierung innerhalb
der TMH des TSHR gefunden %", Die meisten der GPCR haben ein Tryptophan an die-
ser Position, flr das gezeigt wurde, dass es an der Rezeptoraktivierung direkt beteiligt ist.

Anhand dieser Daten kann man annehmen, dass M637°%4®

sowohl an der Stabilisierung
der basalen als auch an der aktiven Konformation des Rezeptors beteiligt ist *°®. Die
Wechselwirkung an dieser sensitiven Position hat eine Rezeptoraktivierung zur Folge.
Daraus resultiert, dass diese Position einen potentiellen Interaktionspartner des Agonisten

darstellt und der Antagonist diese Position meiden sollte.

Des Weiteren flhrte die Charakterisierung der allosterischen Bindungstasche des TSHR
zur Identifizierung von zwei lokalen Ansammlungen (Cluster | und Cluster Il) der inaktivie-
renden Mutationen. Diese Mutationen fuhren zu der Abnahme der Basalaktivitat und sind
potentielle Kontaktpunkte des Antagonisten ®°. Cluster | ist zwischen den Aminos&uren
V5023 (TMH3), L552*%° (TMH4), Y582°% (TMH5) und M572 am EZS2 lokalisiert. Die

8 Die Aminosauren

inaktivierenden Mutationen im EZS2 wurden bereits beschrieben
V424"4% (TMH1), L467%°" (TMH2) und L665"*° (TMH7) bilden den Cluster Il aus "°. Die
Ansammlung konstitutiv inaktivierender Mutationen in diesen Bereich des Rezeptors weist

auf ihre Bedeutung bei der Aufrechterhaltung des basal aktiven Zustandes hin.

Zusammengenommen stellen alle diese signalisierungssensitiven Aminosauren (zusam-
mengefasst unter www.SSFA-GPHR.de 7’) potentielle Interaktionspartner dar, an denen
ein LMW-Ligand den Rezeptor entweder in eine inaktivere oder eine aktivere Konformati-
on bringen kann. Dabei markieren die CAM-Interaktionspartner fir Agonisten und inakti-

vierende Mutationen markieren die Interaktionspartner flir Antagonisten.

Es wurde bereits gezeigt, dass die Einfuhrung nur einer Mutation innerhalb der trans-
membranaren Bindungstasche die Wirkung eines Liganden grundsatzlich andern kann.
So konnte der Austausch einer einzelnen Aminoséure (Y667'*°A) die antagonistische
Wirkung von compound 52 in einen agonistischen Effekt umwandeln "®. Die Umschaltung
des Effektes von Antagonismus zu Agonismus und umgekehrt ist durch kleine Molekiile
selbst oder durch den Austausch der Aminosauren, die die Bindungstasche auskleiden,
mdglich. Diese detaillierten Kenntnisse Uber unterschiedliche Pharmakophore bilden die
Grundlage fir eine rationale Optimierung neuer hochaffiner Antagonisten, die die patholo-

gische Aktivierung des TSHR beeinflussen °.
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3.3.2.2. DER INTRAZELLULARE C-TERMINUS
Der intrazellulare C-Terminus des TSHR besteht aus einer 18 Aminosauren langen intra-
zellularen Helix 8 (676 bis 694) und weiteren 69 Aminosauren (695-764), die keine Struk-

tur aufweisen. Die Helix 8 hat ein Palmitoylierungsmotiv am Cystein 699 "°.

Der ungefaltete Abschnitt des C-Terminus weist mehrere potenzielle Phosphorylierungs-
stellen (Thrgr.Val-Arg; Lys-Asp-Thrgx-Lys; Sergos-Lys; Lys-Asn-Serzqg-Thrs47, Lys-Val-
Thrsos und Thrysg-Pro-Lys-Lys) auf. Diese kdnnen durch Serin/Threonin-Kinasen sowie
Proteinkinase A (PKA) bzw. Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert werden %', Die Re-
zeptor-Phosphorylierung ist ein universeller Mechanismus zur Regelung der stimulusab-
hangigen Rezeptorfunktion und steht im Zusammenhang mit dem Prozess der Rezeptor-
desensibilisierung durch die Bindung von B-Arrestin "#"#2 TSHR bindet vorwiegend an B-

Arrestin 2, aber auch an B-Arrestin 1 und wird anschlieRend internalisiert 354,

3.3.3. AKTIVIERUNG UND SIGNALISIERUNG DES TSHR

Die Bindung des endogenen Liganden (TSH) an die extrazellulare Doméane des TSHR hat
die relative raumliche Verschiebung der Helizes, insbesondere TMH3, TMH5 und TMHSG,
zueinander zur Folge ">. Die Aktivierung verursacht eine strukturelle Konformationsénde-
rung innerhalb des Rezeptors. Die Signalweiterleitung erfolgt Gber die extrazellularen
Schleifen und die TMH bis an den intrazellularen Bereich und flihrt zur Ausbildung einer
aktiven Rezeptorstruktur. Die Anderung in der Rezeptorkonformation hat die Aktivierung

des G-Proteins zur Folge %.

Die Arbeitsgruppe von Basil Rapoport lieferte im Jahre 1990 die ersten Informationen
Uber die Bedeutung der zytoplasmatischen Schleifen des TSHR auf die Signaltransdukti-
on. Mittels Mutagenesestudien wurden die Aminosauren innerhalb der zytoplasmatischen
Schleifen identifiziert, die einen Einfluss auf die TSH-Bindung, die G-Protein-Kopplung
und die Signaltransduktion haben (IZS1: 441-450; 1ZS2: 528-537; 1ZS3: 617-625) .

Der TSHR interagiert mit den G-Protein-Familien Gas, Gag11, Gay und Gasgis ®. Die Akti-
vierung von Gas fuhrt Uber die Stimulation der Adenylylcyclase zu einer Produktion des
intrazellularen cAMP und zur Aktivierung der Proteinkinase A. Die Gas-Signalkaskade ist
an der Regulation der Differenzierung und der Proliferation der follikularen Schilddrisen-
zellen beteiligt und wirkt stimulierend auf die lodaufnahme und Hormonsekretion der
Schilddriisenzellen . Die Stimulation von Gagn1 fuhrt zur Aktivierung der Phospholipase
C und zur Produktion von |nositol-1,4,5-Triphosphat (IP3). Die Gagy1s-Signalkaskade ist fur
die Produktion und lodierung der Schilddriisenhormone und des Vorlauferproteins Thyre-
oglobulin verantwortlich %°. Im Jahr 2008 konnten Biich und Kollegen eine cAMP-

unabhangige Aktivierung von Gai; der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase-(MAPK-)-
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Kaskade in humanen Thyreozyten zeigen *'. Jedoch konnte die biologische Bedeutung fiir

die Signalisierungswege Uber Ga; und Gayy43 bis jetzt nicht eindeutig gekart werden.

Neumann et al. konnte 2005 zeigen, dass an der G-Protein-Kopplung beteiligte Amino-
sauren in erster Linie zwischen TMH3/1ZS2, TMH5/1ZS3 und 1ZS3/TMH6 lokalisiert sind.
Daruber hinaus hat die Arbeitsgruppe herausgefunden, dass der C-terminale Bereich der
TMH3 (1523%**-T524°%°) und der zentrale Abschnitt der 1ZS2 (F525-D530) an der Aktivie-
rung von sowohl Gs- als auch G4-Protein im TSHR beteiligt ist. Das Methionin an der Posi-
tion 527 im 1ZS2 scheint dagegen fir eine selektive G-Protein-Aktivierung verantwortlich
zu sein. Der Austausch vom Methionin gegen Alanin flihrt zum Verlust der Aktivierung der

Gq-abhangigen Phospholipase C. Die Gs-vermittelte cAMP-Bildung bleibt erhalten 92

3.3.4. DIE PHYSIOLOGISCHE ROLLE DES TSH UND DES TSHR

Das TSH und der TSHR sind entscheidend fir die Entwicklung, das Wachstum und die
Funktion der Schilddrise. Unter physiologischen Bedingungen steuert der TSH die TSHR-
Aktivierung. Der TSHR wird hauptsachlich in der basolateralen Membran der Follikele-
pithelzellen exprimiert **®°. TSHR-Expression wurde auch in nicht thyreoidalem Gewebe
und Zellen nachgewiesen, z. B. in Lymphozyten, im Thymus, in der Hypophyse, in den
Hoden, in den Nieren, im Gehirn, in den Knochen, in Fettzellen und Fibroblasten . Die

physiologische Funktion des TSHR in diesen Geweben ist noch weitgehend ungeklart.

In Follikelepithelzellen bewirkt die TSHR-Aktivierung durch TSH eine beschleunigte Tei-
lung der Schilddrisenzellen, eine vermehrte lodaufnahme und eine gesteigerte Bildung
der iodhaltigen Schilddrisenhormone T; und T,. Im Rahmen des thyreotropen Regelkrei-
ses hemmen die Schilddriisenhormone durch einen negativen Riickkopplungsmechanis-
mus die Produktion und Ausschittung von TRH aus dem Hypothalamus und von TSH aus
dem Hypophysenvorderlappen. Auf diese Weise werden konstante und bedarfsadaptierte

Konzentrationen der Schilddriisenhormone im Blut erreicht.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass das TSH eine Funktion als Schutzfaktor fur die Schild-
drisenzellen vor Apoptose ausubt. Darlber hinaus spielt das TSH eine entscheidende

Rolle bei der Ontogenese *.

Mutationen im TSHR fihren oft zu einer Stérung der Schilddrisenfunktion. Je nach der

Art der Mutation sind schwere physiologische Stérungen die Konsequenz.

3.4. MORBUS BASEDOW UND DIE ENDOKRINE ORBITOPATHIE (EO)

Die Pravalenz der Schilddrisentberfunktion bzw. -unterfunktion nimmt mit hoherem Alter

zu und tritt bei Frauen 2-8 mal haufiger als bei Mannern auf *. Die jahrliche Inzidenz be-
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tragt 0,4% bei Frauen und 0,1% bei Mannern, wobei die altersspezifische Inzidenz vari-
iert.

Bei Morbus Basedow werden Autoantikérper gegen TSHR gebildet. Im Blutserum der
Morbus Basedow-Patienten wurde eine Mischung aus aktivierenden und blockierenden
Autoantikérpern vorgefunden. Sanders et al. konnten zeigen, dass die Autoantikérper die
TSH-Bindung am TSHR nachahmen und auf eine vergleichbare Art und Weise den Re-
zeptor aktivieren. Durch die Bindung der Antikérper wird der TSHR dauerhaft stimuliert.
Die dadurch verursachte Hyperthyreose entzieht sich der Hypothalamus-Hypophysen-
Kontrolle. Die gesteigerte Schilddriisenhormonproduktion flihrt zu einer Vielzahl von
Symptomen. Zur Therapie werden Thiourazilderivate eingesetzt, welche die Synthese der
Schilddriisenhormone T; und T, senken und auf ein normales Mal} regulieren. Diese
Substanzen haben keinen Einfluss auf Symptome, welche im extrathyreoidalen Gewebe
ausgelost werden. Ein Beispiel hierfir stellt die EO dar, welche zurzeit nur symptomatisch
mit Tranenersatzflissigkeit, Kortikosteroiden oder durch chirurgische Eingriffe behandelt

werden kann. Bis heute ist keine kausale Therapie vorhanden.

Die EO tritt haufig, jedoch nicht ausschlielich, bei Patienten mit Morbus Basedow auf %
Nur ca. 30-40% aller Morbus Basedow-Patienten haben eine klinisch manifestierte EO.
Zum Zeitpunkt der EO-Diagnose sind ca. 5-10% der Patienten nicht an Morbus Basedow,
sondern an anderen Autoimmunthyreopathien erkrankt. Die TSHR-Aktivierung durch die
Antikorper in orbitalen Fibroblasten (OF) fiihrt zu einer erhdhten Zellproliferation sowie zur
Ausdifferenzierung der OF zu Adipozyten. Dadurch ist ein Umbau und die Volumenzu-
nahme des orbitalen Bindegewebes verbunden, was wiederum einen Exophtalmus zu
Folge hat **%. Diese Merkmale sind charakteristisch fiir die EO und gehen oft mit einem
Elastizitatsverlust der Augenmuskeln, mit Bewegungseinschrankungen und Doppelbildern

einher.

3.4.1. TSHR ALS AUTOANTIGEN IN DER EO

Klinische und experimentelle Studien, die in den letzten 20 Jahren durchgefiihrt wurden,
haben zu der Erkenntnis geflihrt, dass Autoimmunreaktionen gegen den TSHR eine der
Hauptursachen der EO darstellen *. Der Nachweis der TSHR-Expression (mRNA und
Protein) in nicht thyreoidalem Gewebe stiitzte diese Hypothese ***’. Ende der Neunziger-
jahre zeigten Smith und Kollegen, dass eine Subpopulation der OF in der Lage ist, zu
Adipozyten auszudifferenzieren ®. Im Gegensatz dazu wurde keine Ausdifferenzierung
bei dermalen und perimysialen Fibroblasten beobachtet. Demnach gibt es aktive Praadi-
pozyten im Orbitalgewebe der EO-Patienten, die in der Lage sind, die Ausdifferenzierung
zu Adipozyten zu durchlaufen, was das Uberschissige orbitale Fettgewebe in EO-

Patienten erklaren konnte ®. Weitere Studien fiihrten zur Erkenntnis, dass die Autoim-
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munreaktion in EO in erster Linie gegen OF und nicht gegen Augenmuskelzellen gerichtet
ist 1%,
Die Entwicklung allosterischer Liganden, die direkt an der Ursache, also am TSHR, an-

greifen, kdnnte als kausaler therapeutischer Ansatz die therapeutische Liicke schlie3en.

3.5. TRANSMEMBRANARE BINDUNGSTASCHE UND ALLOSTERISCHE LIGANDEN

Aufgrund einer gemeinsamen Topologie aller GPCR der Familie A wurde angenommen,
dass alle Rezeptoren dieser Superfamilie eine gemeinsame Ligandenbindungsstelle ha-
ben. Nachfolgende Analysen haben gezeigt, dass dies nicht der Fall ist und Liganden,
abhangig von ihrer GréRe und chemischen Natur, an verschiedenen Stellen des Rezep-

tors binden und als Agonisten bzw. Antagonisten wirken kénnen %1%,

Die erste hochauflésende Rdéntgenkristallstruktur des Rhodopsin-Rezeptors der inaktiven
Konformation lieferte nicht nur die Bestatigung Uber die allgemeine Topologie der GPCR,
sondern auch detaillierte Erkenntnisse Uber die Lokalisation des Liganden Retinal inner-
halb des TMH-Biindels *'®'% So wurde erstmals am Rhodopsin gezeigt, dass die B-
Faltblatt-Struktur der EZS2 vollstéandig Uber der Liganden-Bindungstasche des Retinals
liegt 3. Es ist immer noch unklar, inwieweit EZS2 eine dhnliche Funktion in anderen Re-
zeptoren Ubernimmt. Eine weitere wichtige Erkenntnis jedoch war, dass EZS2 durch kon-
servierte Disulfidbriicke kovalent an den N-terminalen Bereich der TMH3 gebunden ist.
Die Interaktion des Liganden mit den Cysteinen des EZS2 wurde fir weitere GPCR, unter

anderem auch fiir Monoaminrezeptoren, gezeigt '*'%.

Die Forschung in der Strukturbiologie ergab, dass viele kleine Liganden wie Retinal, Kate-
cholamine oder kleine Peptide ihre Bindungsstelle im Inneren der Transmembrandomane
der jeweiligen Rezeptoren haben. Eine Ausnahme bildet beispielsweise die Familie der
GPHR 107—109.

Das Verstandnis der Funktion von GPCR auf molekularer Ebene war und ist ein wichtiges
Ziel der Grundlagenforschung. Die rasante Entwicklung in der Strukturbiologie der GPCR
und die Kristallisierung weiterer GPCR eréffneten neue Mdglichkeiten zur Charakterisie-
rung der transmembranaren Bindungstasche '®. Die Kristallstrukturen der GPCR fungie-
ren als wichtiges Werkzeug zu Erstellung von Homologiemodellen noch nicht kristallisier-
ter Rezeptoren. Die Kombination aus computergenerierten Modellen vieler GPCR und
experimenteller Verifizierung fuhrte zur Identifizierung einer Reihe von Interaktionen zwi-
schen Ligand und Rezeptor. Dieser iterative bidirektionale Ansatz erwies sich als ein sehr
leistungsfahiges Konzept. Die computergenerierten Modelle wurden basierend auf expe-

rimentellen Ergebnissen verfeinert und verbessert '’.
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Weiteren Aufschluss Uber die pharmakologische Beziehung zwischen Liganden und Re-
zeptoren der Familie A der GPCR wurde durch eine detaillierte Analyse aller im Jahr 2009
verfligbaren Kristallstrukturen von Gloriam et al. gegeben. Unter Bericksichtigung des
evolutionaren Einflusses wurden 44 Aminosaurepositionen identifiziert, die an der Ligan-
denbindung beteiligt sind. Das resultierende Dendrogramm fiihrte zu der Rezeptorgrup-
pierung in Abhangigkeit von der Art der Liganden. Diese Ergebnisse lassen auf ein allge-
meines Paradigma fiir das Verstandnis der Liganden-Pharmakologie und dem Liganden-
Selektivitatsprofil der Familie A schlielien. Diese Erkenntnisse haben ein breites Anwen-

dungsspektrum auf dem Gebiet der Medikamentenentwicklung fiir GPCR %,

Im Gegensatz zu vielen anderen GPCR der Familie binden die endogenen Liganden der
GPHR an die groRe N-terminale Doméane. 2006 haben Jaschke und Kollegen eine Bin-
dungsregion fir kleine Molekile innerhalb der Transmembrandomane nahe des EZS2
auch fiir die GPHR abgeleitet ®’. Es folgte die Identifizierung allosterischer Liganden fiir
FSHR und LHCGR. Dass die kleinen Molekile an eine andere allosterische Bindungsstel-
le innerhalb der TMH binden, wurde durch experimentelle Befunde unterstitzt. So wurde
ein kleines Molekdl als Agonist fir FSHR identifiziert, der nicht in der Lage war gebunde-
nes FSH zu verdrangen ''°. Weiterhin wurde ein Agonist des LHCGR (org41841 bzw.
org42599) beschrieben, welcher nicht mit radioaktiv markiertem LH um die orthosterische

Bindungsstelle an der Ektodomane konkurriert "'"""2,

3.6. ALLOSTERISCHE LIGANDEN DES TSHR

Die Identifizierung der transmembranaren Bindungsregion fir GPHR flihrte zu einer ge-

zielten Suche nach LMW-Liganden fir Mitglieder dieser Familie.

Das erste identifizierte allosterisch bindende Molekdl fir TSHR wurde ursprlinglich als ein
Agonist fur LHCGR entwickelt. Molekulares Modelling und funktionelle Experimente fihr-
ten zu der Entwicklung des ersten partiellen Agonisten mit geringer TSHR-Affinitat
(org41841) *” sowie zu einer auf TSHR antagonistisch wirkenden Substanz NIDDK/CEB-
52 (compound 52, c52). Diese Substanz zeigt keine Aktivitat am FSHR, ist aber ein partia-
ler Agonist fiir LHCGR *°.

2008 wurden in Folge eines Hochdurchsatzverfahrens (High-Throughput-Screening, HTS)
in der Arbeitsgruppe von C.P. Austin vier potentielle, auf TSHR agonistisch wirkende
Substanzen identifiziert '"®. Im Jahre 2009 wurde in der Arbeitsgruppe von M. Gers-
hengorn ein TSHR-Agonist, compound 2 (NCGC00161870-01) identifiziert und charakte-
risiert ’°. Es handelt sich um einen hochaffinen und selektiven Agonisten, der sowohl in
vitro als auch in vivo TSHR aktiviert. Die Testung der Substanz an einem verkirzten
TSHR-Konstrukt (TSHR-KFLR), dem die komplette N-terminale Doméane fehlte, flhrte zu
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einer konzentrationsabhangigen Aktivierung des TSHR. Asparagin (N5.47) in TMH5 wur-
de als ein Interaktionspartner von compound 2 identifiziert. Der Austausch des Asparagins
durch ein Alanin an dieser Position fuhrt zu einer kompletten Deaktivierung des TSHR.
Des Weiteren hat die Stimulation der Thyreozyten (isoliert aus Patienten) mit compound 2
eine signifikante Zunahme von Thyreozyten-spezifischen Proteinen zur Folge. Diese Da-
ten stitzen die Schlussfolgerung, dass compound 2 in einer Tasche der TSHR-

Transmembrandomane bindet >4,

Im Jahr 2010 wurde ein inverser Agonist, genannt 1 (NCGC00161856; 2-(3-((2,6-
dimethylphenoxy)methyl)-4-methoxyphenyl)-3-(furan-2-ylmethyl)-2, 3-dihydroquinazolin-
4(1H)-one), fir TSHR beschrieben. Dieser Agonist hemmt die basale Signalisierung nicht
nur beim wildtypischen TSHR, sondern auch bei vier konstitutiv aktiven (pathologischen)
Rezeptormutanten (M453%**T; F631%*%; 1568T im EZS2; S281N in LRR11) "*°.

Im Jahre 2011 wurde die Substanz Org274179-0 als nanomolarer Antagonist (Inhibitory
Concentration; 1Cs-Wert liegt bei 17nM) fiir TSHR publiziert '®. Diese stereoisomere
Substanz zeigt eine inhibitorische Wirkung auch am FSHR und ist somit nicht selektiv. Bei
Einsatz einer 50-fach héheren Konzentration, die notwendig ist, um TSHR zu inhibieren,
zeigt die Org274179-0 auch bei dem LHCGR eine Kreuzreaktion (cross reactivity). Die
Substanz weist die Eigenschaften eines Partialagonisten auf und inhibiert auch die IP3-

Signalkaskade "'°.

3.7. EFFEKT DER ALLOSTERISCHEN LIGANDEN AM TSHR

Die Substanzen org41841 und c52 weisen die gleiche Grundstruktur der Thienopyrimidine
auf. Darauf basierende in silico Studien und funktionelle Daten flhrten zur Identifizierung

verschiedener TSHR-Liganden "'>'®.

Die beiden Molekile unterscheiden sich durch die Verlangerung der Seitenkette am aro-
matischen Ring des Antagonisten ¢52 """, Auf der Grundlage des 3D-Homologiemodells
des TSHR wurde die Lokalisierung beider Substanzen innerhalb der Transmembrando-
mane vorhergesagt. Die Lokalisation der beiden Molekule unterscheidet sich durch ihre
unterschiedliche Orientierung innerhalb der Bindungstasche. Der partielle Agonist
org41841 ist in seiner Struktur kleiner und bindet tiefer in der Bindungsregion. Seine Posi-
tion innerhalb der Bindungstasche ermoglicht eine Interaktion mit dem Methionin an der
Position 637%“®, wodurch es zur Rezeptoraktivierung kommt. Dies steht im Einklang mit
dem Befund, dass M637°“® ein wichtiger Akteur der Aktivierung ist, da an dieser Position
die starkste konstitutiv aktivierende Mutation gefunden wurde ®. Im Gegensatz dazu zeigt
c52 eine leicht verschobene Lokalisierung innerhalb der transmembranaren Bindungstas-

che. Diese Verschiebung vom c52 ist die Folge der VergroRerung des Substituenten an
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der Phenylgruppe. Darlber hinaus erstreckt sich diese verlangerte Seitenkette in dem
Bereich, wo mehrere inaktivierende Mutationen gefunden wurden. In dem Homologiemo-
dell des TSHRs sind die Aminoséuren Y667"*? an der TMH7 als ein potentieller Kontakt-

76.48

partner flr c52 erkennbar. Die Interaktion des ¢52 mit M63 wird durch die Interaktion

von ¢52 mit Y6677? verhindert.

Infolge einer Aminosauresubstitution innerhalb der Bindungsregion konnte die antagonis-
tische Wirkung von c52 in einen agnostischen Effekt umgekehrt werden. Die Seitenketten-
reduktion des Tyrosins (Y667"?) durch die Einfilhrung des Alanins an diese Position, 16st
die sonst bestehende Interaktion zwischen Y667’*? und ¢52 auf. Dadurch bindet c52 tiefer
in der Bindungstasche und kann so eine Interaktion mit M637°“® eingehen. M637%® ist
dafiir bekannt, eine Schliisselrolle wihrend der Rezeptoraktivierung einzunehmen . Die-
se Ergebnisse bestatigen nicht nur die vorhergesagte transmembranare Bindungsstelle
fur c52, sondern liefern Informationen Uber unterschiedliche Bindungsbereiche fir Anta-

gonisten und Agonisten innerhalb der Transmembrandomane.

Des Weiteren wurde ein Interaktionspartner des partiellen Agonisten org41841 identifiziert
und experimentell bestatigt. Der Rezeptor wird durch org41841 nicht aktiviert, wenn die
Glutaminsaure (E506°°") in TMH3 durch Alanin ausgetauscht ist, die TSH-induzierte Re-

zeptoraktivierung wird dabei jedoch nicht beeinflusst °’.

3.8. PHARMAKOLOGISCHES POTENTIAL DER ALLOSTERISCHEN LIGANDEN

Die gewonnenen Informationen Uber die komplementaren Eigenschaften der allosteri-
schen Bindungsregion und den kleinen Liganden bilden die Basis zur Optimierung der
hochaffinen selektiven Substanzen fir den TSHR. Stérungen in der physiologischen Re-
gulation des TSHR stehen oft in Verbindung mit pathologischen Mutationen als Ausléser
verschiedener Erkrankungen ''®''°. Die spezifische und potente Kontrolle dieses multi-
funktionalen Rezeptors durch LMW-Liganden kdnnte wichtige Fortschritte in der Medizin
bringen. So kénnten TSHR-Agonisten und -Antagonisten zur Diagnose und Behandlung
von Schilddrisenkrebs, Hyperthyreose, Hypothyreose und Morbus Basedow eingesetzt

werden %118,

Ein spezifischer und selektiver TSHR-Agonist kénnte anstelle von rekombinantem huma-
nen TSH (rhTSH) bei Patienten mit Schilddrisenkrebs oder gutartigen, nicht toxischen
noduldren Struma eingesetzt werden. Dies wirde wichtige Fortschritte in der Nachkontrol-
le bei einer Schilddriisenektomie darstellen '?°. Des Weiteren kénnte ein TSHR-Agonist

ein méglicher therapeutischer Ansatz bei einer Hypothyreose sein.
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Ein hochaffiner Antagonist konnte der TSHR-Aktivierung durch Autoimmunantikérper ent-
gegenwirken und ware somit ein gezielt einsetzbares Mittel bei Patienten mit EO, fir die

es bis heute keine Therapie gibt, die direkt die Ursache behebt.

100- Agonist

751

Partialagonist

50 1

Effekt in %

251

Antagonist

Wst
-25

Konzentration

Abbildung 3-2: Konzentrations-Wirkungskurven des Partialagonisten, Antagonisten, inversen Ago-
nisten und vollen Agonisten.

Ein inverser Agonist ware als therapeutischer Ansatz zur Behandlung einer nicht autoim-
munen Hyperthyreose, verursacht durch eine konstitutiv aktivierende Mutation in der
Keimbahn, denkbar. Des Weiteren koénnte ein inverser Agonist als molekularbiologisches
Werkzeug zur Klarung der Bedeutung der basalen Aktivitdt des TSHR genutzt werden.
Ferner kdnnten Patienten mit Schilddrisenkrebs von einem inversen Agonisten profitie-
ren. Eine kombinierte Therapie erzielt durch Einnahme des inversen Agonisten zusam-

men mit der TSH-Suppression koénnte effektiver sein als die TSH-Suppression allein.

Die kleinen Molekile kénnten die Funktion pharmakologischer Chaperone tGbernehmen
"2 Der Funktionsverlust des Rezeptors ist oft durch Mutationen verursacht, die zu einer
nicht korrekten Rezeptorfaltung fihren. Die Fehlfaltung spiegelt sich oft in geringerer
Oberflachenexpression und einer damit verbundenen reduzierten Aktivierung wider. Es
wurde fir den LHCGR bereits ein kleines Molekil beschrieben (Org42599), welches in
der Lage ist, die geringe Oberflaichenexpression der LHCGR-Mutanten (S616"“°Y und
A593%°°P) zu beheben 2.
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4. MOTIVATION UND ZIELSTELLUNG DER ARBEIT

Im Fokus dieser Arbeit steht Thyreoidea-stimulierender Hormon Rezeptor (TSHR). TSHR
gehort zu der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) und kontrolliert zu-
sammen mit seinem natlrlichen Liganden, dem Thyreoidea-stimulierenden Hormon
(TSH), die Schilddrisenaktivitat. Beide Proteine nehmen eine wichtige physiologische
Rolle in der Regulation von Wachstum und Stoffwechsel im menschlichen Kérper ein.
Mutationen am Rezeptor sind oft mit einer krankheitsverursachenden Fehlfunktion der
Schilddrise verbunden. Eine pathologische Aktivierung des Rezeptors durch Autoantikor-
per flhrt zu einer unkontrollierten Produktion von Schilddriisenhormonen, bekannt als
Morbus Basedow. Die Endokrine Orbitopathie (EO) stellt eine besondere Form des Mor-
bus Basedow dar. Die Aktivierung des Rezeptors in orbitalen Fibroblasten (OF) durch die
Autoantikorper hat eine Ausdifferenzierung der Fibroblasten zu Adipozyten zur Folge und
fuhrt zu entziindlichen Prozessen in der Augenhdhle. Seit 2006 ist bekannt, dass nieder-
molekulare Liganden im Inneren der Transmembrandomane des TSHR binden kénnen
und dort aktivierend oder deaktivierend auf den Rezeptor wirken. In Hinblick auf eine po-
tentielle therapeutische Anwendung allosterischer Liganden in der EO ist die Entwicklung

eines TSHR-spezifischen Antagonisten von groRem Interesse.

In dieser Arbeit sollen zum einem die Zusammenhange zwischen Sequenz, Struktur und
Funktion des TSHR untersucht werden, zum anderem sollen pharmakologisch relevante

Substanzen mit antagonistischem Effekt auf den TSHR identifiziert werden.

Der Ausgangspunkt fir den ersten Teil dieser Arbeit waren experimentelle Daten insbe-
sondere an transmembranaren Helix (TMH) 5, die in meiner Diplomarbeit erhoben wer-
den. Die Mutation an der Position L587>* filhrte zu einer konstitutiven Aktivierung des
TSHR. Dieses Ergebnis deutet auf eine andere Orientierung der Aminosaure L587°** hin
als ein TSHR-Homologiemodell basierend auf der Rhodopsin-Kristallstruktur vorschlagt.
Zur Klarung dieses Widerspruchs wurde gezielt nach Unterschieden zwischen den hoch-
konservierten Sequenzbereichen der Glykoproteinhormonrezeptoren (GPHR) und GPCR
gesucht. Diese Analyse fuhrte zur ldentifizierung eines Prolins an der Position 5.50 in der
TMH5. Innerhalb der Familie A der GPCR st dieses Prolin®*° hochkonserviert. Hingegen
ist in allen GPHR an dieser Position ein Alanin anstelle des Prolins zu finden. Dieses Pro-
lin verursacht in den GPCR eine Aufweitung der helikalen Rickgratstruktur an der TMH5.

%50 nicht nur einen Einfluss auf die Orientierung der Aminoséuren im N-

Damit hat Prolin
terminalen Bereich der TMH5 zu den benachbarten Helizes, sondern auch auf die Orien-

tierung der Aminosauren in der transmembranaren Bindungstasche.

Ziel im ersten Teil der Arbeit ist es, durch ortsgerichtete Mutagenese den Einfluss des

Alanins bzw. Prolins (Position 593°%°) auf die TSHR-Signalisierung und -Struktur aufzukla-
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ren. Zum einen soll damit die strukturelle Konformation der TMH5 charakterisiert werden.
Zum anderen soll Aufschluss Uber die Orientierung der Aminosauren an der TMH5 ge-
wonnen werden. Die erzielten Ergebnisse kénnen zur Optimierung des vorhandenen

TSHR-Homologiemodells genutzt werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung pharmakologisch relevanter Substan-
zen als Leitstrukturen mit antagonistischem Effekt am TSHR. Die Motivation fur die Suche
nach TSHR-Antagonisten ist die bestehende therapeutische Licke bei schweren klini-
schen Fallen der EO. Die EO ist eine organspezifische Autoimmunerkrankung der Augen-
hohle und tritt oft zusammen mit einer Schilddrisenfehlfunktion auf. Die Aktivierung von
TSHR durch Autoimmunantikérper in den OF flhrt zu einer Gewebeexpansion, verursacht
durch die Ausdifferenzierung der Fibroblasten zu Adipozyten. Damit gehen entziindliche
Prozessen in der Augenhdhle einher. Diese aulern sich in einer grolen Anzahl schwerer
Leidenssymptome wie trockene Augen, Lichtscheue, Odeme der periorbitalen Gewebe
und Bindehaute und haben Exophthalmus zur Konsequenz. Eine ursachenbehebende
(kausale) Therapie ist bislang jedoch nicht vorhanden. Die Entwicklung eines TSHR-
spezifischen Antagonisten, der direkt am Rezeptor bindet und die Aktivierung des TSHR
durch agonistisch wirkende Autoimmunantikérper auf ein Basalwertniveau herabsetzt, ist

von grofdem Interesse.

Im Rahmen dieser Arbeit soll mittels Hochdurchsatzverfahrens die Substanzbibliotheken
des FMP nach niedermolekularen Liganden durchgesucht werden, die die TSHR-
Aktivierung blockieren. Darlber hinaus sollen die identifizierten Substanzen funktionell
und pharmakologisch charakterisiert werden. Das Projekt baut auf der Struktur-
Funktionsanalyse der transmembranaren allosterischen Bindungstasche des TSHR auf,
die in der Dissertation von Ann-Karin Haas beschrieben wurde und als Grundlage fur die

Optimierung der Liganden genutzt werden kann.
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5. MATERIAL UND METHODEN

5.1.

GERATE UND VERBRAUCHSMATERIALIEN

Tabelle 5-1: Gerate und Verbrauchsmaterialien.

Name

Herkunft

Blotkammern

Brutschranke

Clean-Bench

Dispensor EL406
Durchflusszytometer FACSCanto |l
Elektrophoresekammer

Elektroporationsgerat

Feinwaage

Freedom EVO®-Worktable

Gefrierschranke -80 °C
-20 °C

Geldokumentationssysteme

Glaswaren (Kolben, Pipetten, etc.)
Hamiltonpipette

Heizplatte

Horizontalschittler

Kryogefalle

Kuhlschranke

Laser Scanning-Mikroskop (LSM) und
additive Komponenten

Magnetrihrer

Mikroskop

Mikrowelle

Molecular Imager Gel Doc XR System
Multishaker Rotator RS-24
Nitrozellulose-Membran

Parafilm

PCR-Reaktionsgefale (0,2 ml)
pH-Messgerat

Photometer GeneQuant |l
Pipetten

Pipetten (5, 10, 25 ml)
Pipettenspitzen (10, 200, 1000 pl)
Pipettierhilfe

Pipettierrobotor Plato
Reaktionsgefale
Reinstwasseranlage
Spannungsgerate

Tecan Safire Il Reader

BioRad, Miinchen, D

Binder, Camariilo, USA

CellSafe Integra Biosciences, CH

Heraeus, Osterode, D

BDK, Luft- und Reinraumtechnik GmbH, D

BioTek, Bad Friedrichshall, D

Becton Dickinson, Heidelberg, D

peqlab, Erlangen, D

GenePulser Xcell Elektroporation System, BioRad,
Minchen, D

Mettler Toledo, CH

Tecan, Mannedorf, CH

New Brunswick Sciences, Nirtingen, D

Liebherr, Biberach an der Rif3, D

Quantity One, BioRad, Milano, |

Odyssey 2.1, LI-COR® Biosciences, Bad Homburg, D
Schott AG, Mainz, D

Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, CH

Kiko Werke, Staufen, D

Edmund Buhler, Hechingen, D

Nunc, Roskilde, DK

Liebherr, Biberach an der Rif3, D

ConfoCor3, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, D
LSM 510 META, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Je-

na, D
Jahnke & Kunkel, Staufen, D

Carl Zeiss, Géttingen, D

AEG, Berlin, D

Bio-Rad, Minchen, D

BioSan, Warren, USA

Schleicher & Schuell, Dassel, D

Laboratory Film, Chicago, USA

Eppendorf, Hamburg, D

Knick® Portamess®, Berlin, D

Pharmacia Biotech, Cambridge, UK

Gilson, Columbus, USA

TPP, Zirich, CH

Eppendorf, Hamburg, D

Pipettboy, Integra Biosciences, Fernwald, D
Zinsser Analytics, Frankfurt am Main, D
CoTech, Berlin, D

Typ MilliQ plus, Fa. Millipore, Schwalbach, D
Hoefer, Pharmacia Biotech, San Francisco, USA
Tecan, Mannedorf, CH
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Thermocycler
Thermomixer comfort
Tischzentrifugen: MiniSpin plus

Biometra, Géttingen, D
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D

Vakuumzentrifugen

Vortexer

Waagen

Wasserbad

Zellkultur Testplatten (6-, 12-, 24-Well)
Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen (10 cm)
Zellzahlgerat

Christ Alpha, Osterode, D

Savarant, Minnesota, USA

Janke & Kunkel, Staufen, D

Sartorius, Géttingen, D

GFL, Burgwedel, D

TPP, Zirich, CH

TPP, Zirich, CH

Greiner bio-one, Frickenhause, D

Casy®TTC, Roche Innovatis AG, Reutlingen, D

5.2. CHEMIKALIEN
Tabelle 5-2: Chemikalien.

Name

Herkunft

B-Mercaptoethanol
125J-cAMP-Tryrosylester

Acrylamid 30% (Acrylamid-Bisacrylamid 37,5:1)

Agar-Agar

Agarose

Ammoniumchlorid (NH4CI)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin-Na-Salz

BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat)
Biotin

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bovines Thyreoidea-stimulierendes Hormon
(bTSH)

Bromphenolblau-Na-Salz

Calziumchlorid (CaCl,)

Casyton (isotonische Kochsalzldsung)
Chlorwasserstoffsaure (HCI)
D-(+)-Saccharose

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPQO,)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPQO,)
dNTP-Mix

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Essigsaure (C,H405)

Essigsaureanhydrid (C4HgO3)

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-
tetraessigsaure (EGTA)

Fetales Kalberserum (FKS)

Glycerin

Carl Roth, Karlsruhe, D
IBL, Hamburg, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Peglab, Erlangen, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Pierce, Rockford, USA
Carl Roth, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
CASY®ton, Innovatis AG, Reutlingen, D
VWR BDH Prolabo, Leuven, B
Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Fermentas, St.Leon-Rot, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
J.T.Baker, Deventer, NL
Fluka Chemie AG, Buchs, CH
Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
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Glycin

Hefeextrakt

IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin)
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Magermilchpulver

Methanol
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-
Ethansulfonsdure (HEPES)
Natriumacetat (C,H;NaO,)
Natriumazid (NaN3)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydroxid (NaOH)
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
Pepton

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Poly-L-Lysinhydrobromid
ProteinA-Sepharose

RedSafe

RotiLoad, 4fach konzentriert
Sac-Cel anti-Kaninchen
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Triethylamin (CgH15N)
Trifluoressigsaure (CoHF305)

Tris

TritonX-100

Trypton

Tween-20

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

VWR International GmbH, Darmstadt, D
Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

VWR International GmbH, Darmstadt, D
Serva, Heidelberg, D

J.T.Baker, Deventer, Niederlande
J.T.Baker, Deventer, Niederlande
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
AppliChem, Darmstadt, D

Fluka, Basel, CH

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
iNtRON Biotechnology,

Carl Roth, Karlsruhe, D

IBL, Hamburg, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
AppliChem, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Tabelle 5-3: Kits.

Name Herkunft
Glykosidasen: Endo H, PNGase F New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
HitHunter cAMP XS+ Birmingham, UK

Lipofectamin2000'" Reagent

Nucleobond Xtra Midi/Maxi-Kit

NucleoSpin Extract Il

NucleoSpin Plasmid Quick Pure
QuickChange'" Side-directed Mutagenesis Kit

Invitrogen, Karlsruhe, D

Machery & Nagel, Diren, D
Machery & Nagel, Diren, D
Machery & Nagel, Duren, D
Stratagene Europe, Amsterdam, NL
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Tabelle 5-4: Antikorper.

Spezifitat

Typ

Herkunft

Ziege-anti-Maus
IgG1 Isotypkontrolle

Kaninchen-anti-cAMP-Succinimidyl-

Protein-Konjugat
Maus-Anti-Human TSHR
Maus-Anti-Human TSHR
Ziege-anti-Maus-D488 1gG

Polyklonal, AP-konjugiert
Maus-Myelom

Polyklonal

Monoklonal, MCA 1281
Monoklonal, MCA 1571
Polyklonal, Dylight® 488

Dianova, Hamburg, D
Sigma-Aldrich, Steinheim,
Eigenherstellung des Insti-
tuts

AbD Serotec, Dusseldorf, D
AbD Serotec, Dusseldorf, D
AbD Serotec, Dusseldorf, D

Tabelle 5-5: Marker.

Name

Herkunft

GeneRuler'" 1kb DNA Ladder

PageRuler'" Plus Prestained Protein Ladder

Fermentas, St.Leon-Rot, D
Fermentas, St.Leon-Rot, D

Tabelle 5-6: Plasmide.

Plasmid Vektor Funktionelle Bereiche Herkunft

pcDNA3 pcDNA3 Amp~ Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
hTSHR.pcDNA3 | pcDNA3 Wildtypischer hnTSHR, AmpR AG Schiilein FMP Berlin, D
pEGFP-N1 pEGFP-N1 EGFP, Kan® Clontech, Heidelberg, D

Tabelle 5-7: Enzyme.

Name Herkunft

Bal Il New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, D
BstE I New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, D
Dpn | New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, D
Endo H New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, D
PNGase F New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, D
Scall New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, D
T4 DNA Ligase New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, D
Trypsin Invitrogen, Karlsruhe, D

5.2.1. PUFFER UND LOSUNGEN

Die Puffer und Lésungen fir den routinemaRigen Gebrauch wurden nach Sambrook et al.

hergestellt ''. Die hierfiir bendtigten Chemikalien wurden in tridest Wasser geldst, wel-

ches mit dem Milli-Q Plus Wasseraufbereitungssystem von organischen und ionischen

Bestandteilen gereinigt wurde und eine Leitfahigkeit von héchstens 0,056-0,1 uS/cm bei

Raumtemperatur besal}. Die Autoklavierung der Puffer, Losungen und des Wassers er-

folgte nach Bedarf.
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5.2.2. OLIGONUKLEOTIDE

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der BioTEZ Berlin-Buch GmbH bezogen.

Tabelle 5-8: Oligonukleotide zur Sequenzierung der TSHR-Konstrukte.

Name Sequenz 5’ —» 3’

CMVF_pcDNA3 CAACGG GACTTT CCAAAATG
hTSHR_2a CTC ATC ACT GTT AGC

hTSHR_3a-jw AAG CTG GAT GCT GTT TAC C
hTSHR_7a-jw AAC CAT GCCATC GAC TGG C
hTSHR_8a-jw ACA CCGAGACCCCTCTTGC
pEGFPNrev CTG GTC GAG CTG GAC GGC GAC G
pEGFP_C R GTT CAG GGG GAG GTG TG

Tabelle 5-9: Oligonukleotide zur Herstellung von TSHR-Konstrukten. Dargestellt sind die Sequen-
zen der Forward-Primer (A) und Reverse-Primer (B).

Name Sequenz 5’ —» 3’

TSHR-A593G-(A) G CTC AAC ATAGTT GGC TTC GTC ATC GTC TG
TSHR-A593G-(B) CA GAC GAT GAC GAA GCC AAC TATGTT GAG C
TSHR-A593P-(A) G CTC AAC ATAGTT CCC TTC GTC ATC GTC TG
TSHR-A593P-(B) CA GAC GAT GAC GAA GGG AAC TAT GTT GAG C
TSHR-A593V-(A) G CTC AACATAGTT GTC TTC GTC ATC GTC TG
TSHR-A593V-(B) CA GAC GAT GAC GAAGAC AACTATGTTGAGC

5.2.3. BAKTERIENSTAMME
In dieser Arbeit wurde mit dem Escherichia coli (E. coli)-Stamm DH5a (Stratagene Euro-

pa) gearbeitet.

Tabelle 5-10: Nahrmedien fur Kultivierung von E. coli.

Name Zusammensetzung
10% Glycerin
GYT-Puffer 100 g/l Hefeextrakt

2,5 g/l Trypton/Pepton
10 g/l Trypton/Pepton
LB Medium 5 g/l Hefeextrakt
5g/INaCl > pH 7,5
500 ml LB Medium

LB Agarplatte 5 g Agar

Tabelle 5-11: Flissigmedien zur Kultivierung und Ablésung eukaryotischer Zelllinien.
Name Zusammensetzung

2 g/l NaHCO,

DMEM-Pulver > ad H,0, pH 7,2
. R 0,25% Trypsin
Trypsin-EDTA-Losung 3'mM EDTA - in PBS, pH 7,2
137 mM NacCl

27 mM KCI

15 mM KH» PO4

81 mM Na,HPO, - pH 7,4

DMEM-Medium

PBS
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5.2.4. EUKARYOTISCHE ZELLLINIEN
Tabelle 5-12: Zelllinien und Kulturmedien.

Zelllinie Kulturmedium Herkunft

CHO-K1 (ATCC® CCL-61™) F12 Nutrien Mixture (HAM)

(Chinese Hamster Ovary) 10% (v/v) fetales Kalberserum Wesel, D

Zelllinie aus Ovarien des chinesi- | 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin | LGC Standards GmbH

schen Hamster (Cricetulus griseus)

CHO-K1-TSHR (NM_000369.2)
Zelllinie aus Ovarien des chinesi-
schen Hamster

Stabil exprimierend TSHR

HEK293T
(Human Embryonic Kidney)
Humane embryonale Nierenzellen

HEK293T-FSHR
Humane embryonale Nierenzellen
Stabil exprimierend FSHR

HEK293T-LHCGR
Humane embryonale Nierenzellen
Stabil exprimierend LHCGR

HEK293T-TSHR
Humane embryonale Nierenzellen
Stabil exprimierend TSHR

800 pg/ml Geneticin (G418)

F12 Nutrien Mixture (HAM)
10% (v/v) fetales Kalberserum
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
800 pg/ml Geneticin (G418)

DMEM-Medium

10% fetales Kalberserum
1% Penicillin/Streptomycin
(100U/ml bzw. 100pg/ml)

DMEM

10% (v/v) fetales Kalberserum
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
2% (v/v) Glucose 50x

0,5% (v/v) Hygromycin B
DMEM-Medium

10% (v/v) fetales Kalberserum
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
2% (v/v) Glucose 50x

0,5% (v/v) Hygromycin B
DMEM-Medium

10% (v/v) fetales Kalberserum
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
2% (v/v) Glucose 50x

0,5% (v/v) Hygromycin B

Birmingham, UK
DiscoveR,

Braunschweig, D
DSMZ GmbH

Leipzig, D
AG Ralf Paschke

Leipzig, D
AG Ralf Paschke

Leipzig, D
AG Ralf Paschke

5.2.5. SOFTWARE

In dieser Arbeit wurden folgende Programme verwendet: CellQuest Pro; FCSExpress V3;
FACSDiva Version 6.1.1; GraphPad Prism Version 5.04; Clone Manager 5.0 fir Windows;
Excel Microsoft Office 2003; LSM-Software Release Version 3.2; LSM ZEN 2007; Chem-

Bio Office Ultra 12.0.
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5.3. METHODEN

5.3.1. MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

5.3.1.1. ISOLIERUNG VON PLASMID-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mittels NucleoSpin Plasmid Quick
Pure-Kit oder Nucleobond Xtra Midi bzw. Maxi-Kit (Machery&Nagel). Die Durchfihrung
erfolgte nach den Instruktionen des Herstellers. Die DNA wurde in 30 ul (Mini-Praparation)
bzw. 100 ul (Midi-Praparation) Wasser eluiert und die DNA-Konzentration photometrisch

bestimmt. Die gewiinschte Bakterienkolonie wurde als Glycerinkultur bei -80 °C gelagert.

5.3.1.2. PHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG DER DNA-KONZENTRATION

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch (GeneQuantll-
Photometer; PharmaciaBioTech) bei den Wellenlangen 260 nm und 280 nm. Es wurde die
Absorption der wasserverdiinnten DNA-Proben gegen einen Leerwert (\Wasser) gemes-
sen. Der Quotient der optischen Dichte (OD/OD.gg) erlaubt eine qualitative Aussage
iiber die DNA-Reinheit und liegt bei 1,8 fiir reine DNA 2%,

5.3.1.3. RESTRIKTIONSVERDAU VON DNA

Der Restriktionsverdau der DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen Typ |l durchge-
fuhrt. Diese Enzyme spalten die DNA an genau definierbaren Basenabfolgen. Die entste-
henden DNA-Fragmente kdnnen durch den Vergleich mit einem Grofenstandard (Marker)
zugeordnet werden. Pro Ansatz wurden 10 U Restriktionsenzym je 1 uyg DNA eingesetzt.
Um die maximale Aktivitdt der Restriktionsendonukleasen zu gewahrleisten, wurden die
vom Hersteller empfohlenen Angaben (Puffer, Temperatur, Zugabe von BSA) eingehal-
ten. Die Reaktion wurde mittels DNA-Ladepuffer gestoppt und Uber eine Agarosegelelekt-

rophorese der GroRRe nach aufgetrennt.

Tabelle 5-13: Der Standardansatz fur die DNA-Restriktionsanalyse.

DNA-Template <1ug
10x-Restriktionspuffer 2 ul

ggf. 10x-BSA 2l
Restriktionsendonuklease 1 U/ug DNA
H.O ad 20 pl

5.3.1.4. AGAROSEGELELEKTROPHORESE

Die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer Grole erfolgte in Aga-
rosegelen (1-2% w/v Agarose in Elektrophorese-Puffer). Zur Visualisierung der aufge-
trennten DNA-Fragmente im UV-Licht (254-366 nm) wurde dem Agarosegel der Farbstoff
Ethidiumbromid (0,2 pg/ml; Fluka Chemie) oder RedSafe (1:20000; iNtRON Biotechnolo-
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gy) zugesetzt. Als GroRenstandard wurde Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas)
verwendet. Die Proben wurden mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und anschlieRend in
Elektrophorese-Puffer bei einer konstanten Spannung von 7 V/cm fir 45-60 Min. aufge-
trennt. Die gefarbten DNA-Fragmente wurden durch UV-Bestrahlung im Geldokumentati-
onssystem (Molecular Imager Gel Doc XR System, Bio-Rad) visualisiert, dokumentiert

und ausgewertet.

Die Isolierung der DNA-Fragmente aus dem Agarosegel erfolgte mittels NucleoSpin®

Extract Il Kit (Macherey&Nagel) entsprechend den Angaben des Herstellers.

Tabelle 5-14: Puffer und Losungen flr die Agarosegelelektrophorese.

Name Zusammensetzung
1,6 M Tris

Elektrophorese-Puffer 22,8 ml/l Essigsaure
74,4 g/l EDTA

250 mg Bromphenolblau
250 mg Xylen Cyanol
DNA-Ladepuffer 33 ml 150 mM Tris - pH 7,6
60 ml Glycerin

7 ml Hzo

5.3.1.5. GERICHTETE MUTAGENESE

Die gerichtete Mutagenese ermdglicht einen gezielten Austausch, Deletion oder Einflih-
rung einzelner Basen in Gene. Die gewlnschten Punktmutationen wurden mit Hilfe des
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene Europe) und entsprechenden
Oligonukleotiden (BIOTEZ) durchgefuhrt. Die Standardreaktionsansatze und die Durch-

fihrung der gerichteten Mutagenesen sind in den folgenden Tabellen zusammengefasst.

Tabelle 5-15: Das Standardprogramm der Mutagenese-PCR.

Mutagenese-PCR-Programm
95 °C 30s
95 °C 30s
55 °C 1 Min. 16x
68 °C 16 Min. (2 Min./1kb)
68 °C 16 Min.
4°C w0

Tabelle 5-16: Ansatz der Mutagenese-PCR. Primer 1 und Primer 2 bezeichnen das komplementare
Mutagenese-Primerpaar.

Reagenz Konzentration
pcDNA3.1-hTSHR 50 ng

Primer 1 10 uM

Primer 2 10 uM
PCR-Puffer 10-fach
dNTP-Lésung 2,5mM
PfuTurbo® DNA-Polymerse 0,75 ul

H.O ad 20 pl
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Die methylierte bzw. hemimethylierte wildtypische DNA wurde mittels eines zweistiindigen
Verdaus mit der Endonuclease Dpn | (NEB) bei 37 °C aus dem Reaktionsansatz entfernt.
AnschlieBend wurden 4 pl des Mutageneseansatzes in E. coli (DH5a-Stamm) mittels

Elektroporation transformiert.

5.3.1.6. HERSTELLUNG ELEKTROKOMPETENTER ZELLEN, E. cOLI DH5a.

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurde aus einer Glycerinkultur eine Vorkul-
tur in 3 ml LB-Medium (Tabelle 5-10) angeimpft und inkubiert (37 °C, 180 rpm). Aus dieser
Vorkultur wurde eine Uber-Nacht-Kultur (200 pl der Vorkultur in 60 ml LB-Medien) ange-
setzt (37 °C, 180 rpm). 25 ml der Uber-Nacht-Kultur wurden in 500 ml LB-Medium (iber-
fuhrt und bei 37 °C und 180 rpm bis zum Erreichen der ODgyo von 0,35-0,4 angezogen.

Die Zellen wurden in vorgekuhlte Zentrifugationsbecher Uberfuhrt, fir 20 Min. auf Eis ab-
gekuhlt und durch Zentrifugation (2500 xg, 15 Min., 4 °C) pelletiert. Das Pellet wurde
nacheinander mit kaltem Wasser und kalter, 10%iger Glycerin-L6sung gewaschen. An-
schlielend wurde das Pellet in GYT-Medium (Tabelle 5-10) aufgenommen und als Aliquot
(40 ul) in flussigem Stickstoff eingefroren. Die Bakteriensuspension wurde bis zum Ge-

brauch bei -80 °C gelagert.

5.3.1.7. KLONIERUNG VON TSHR-GFP-KONSTRUKTEN

Eine Klonierung ist die Integration eines DNA-Fragments (Insert) in einen Vektor (oder
Plasmid). Zur Klonierung der A593P-TSHR-GFP- und TSHR-GFP-Konstrukte wurden der
GFP-Vektor und A593°*°P-TSHR- bzw. TSHR-Konstrukte mit den Sca | und BstE |l Rest-
riktionsendonukleasen (Tabelle 5-7) verdaut und Uber eine Gelelektrophorese (Kapitel
5.3.1.4) aufgetrennt. Die aufgetrennten Fragmente wurden aus dem Gel ausgeschnitten,
mit Hilfe des kommerziell erhaltlichen NucleoSpin Extract Kits (Macherey-Nagel) nach
Anleitung des Herstellers aufgereinigt und in 25 pl H,O eluiert. Die Insertion von DNA-
Fragment (A593P-TSHR bzw. TSHR) in den pEGFP-N1-Vektor erfolgte durch Ligation.
Hierfir wurden die aufgereinigten DNA-Fragmente (A593P-TSHR und GFP-Vektor) mit-
tels der T4-Ligas (Tabelle 5-7) zu einem vollstandigen Plasmid ligiert. Die Ligationsreakti-
on wurde laut Herstellerprotokoll in einem 20 pl Ansatz durchgefiihrt und Uber Nacht bei
16 °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Transformation in E. coli (Kapitel 5.3.1.8).

Tabelle 5-17: Der Standardansatz fur die Ligationsreaktion.

Insert (A593°*’P-TSHR) 6,0 ul
Vektor (P EGFP-N1-Vektor) 1,0 ul
T4-Ligase 1,0 pl
Ligationspuffer 10x 2,0 pl
H.O 10,0 pl
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5.3.1.8. TRANSFORMATION DURCH ELEKTROPORATION

Die Methode der Transformation erméglicht das Einbringen von Plasmid-DNA in kompe-
tente Bakterienzellen. Zur Klonierung, Mutagenese und Vermehrung von Plasmid-DNA
wurde der E. coli-Stamm DH5a (Stratagene) verwendet. Die Elektroporation der Zellen
erfolgte bei einer Spannung von 1250 V im GenePulser Xcell Electroporation System
(Bio-Rad Laboratories GmbH). Die elektrokompetenten Zellen (40 ul) wurden langsam auf
Eis aufgetaut. Nach der Zugabe von DNA (2 pl bei Retransformation bzw. 4 ul bei Muta-
genesen) wurden die Zellen kurz auf Eis inkubiert, in eine vorgekuhlte Kivette (1 mm Di-
cke) uberfiihrt und elektroporiert. Anschlieend wurden die Zellen in 1 ml LB-Medium auf-
genommen, eine Stunde bei 37 °C inkubiert und auf selektiven LB-Agarplatten (Tabelle
5-10) mit Zusatz von Ampicillin (Amp, 100 ug/ul) ausplattiert. Nach Inkubation der Platten
bei 37 °C Uber Nacht wurden einzelne Kolonien gepickt und aus diesen Plasmide isoliert
(Kapitel 5.3.1.1). AnschlieRend erfolgte die Sequenzierung der hergestellten Konstrukte
durch die Firma Source BioScience LifeSciences mit den firmeneigenen oder entspre-

chend mitgeschickten Sequenzierungsprimern (Tabelle 5-8).
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5.3.2. ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

5.3.2.1. KULTIVIERUNG VON ZELLEN

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Kultivierung
der Zelllinien erfolgte in entsprechendem Medium (Tabelle 5-12). Zur Vereinzelung und
Umsetzung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mittels Trypsin-EDTA-LOsung
abgeldst (Tabelle 5-11).

In Abhangigkeit des anstehenden Experiments wurden definierte Zellzahlen in den ent-
sprechenden Zellkulturflaschen/-schalen oder Multiwellplatten ausgesat und bei 37 °C im
Brutschrank mit 5% Kohlendioxid und 95% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert.

5.3.2.2. ZELLZAHLUNG
Zur Zellzahlung wurden die abgelésten Zellen in 10 ml Kulturmedium aufgenommen. 25 pli
Zellsuspension wurden in 10 ml Casyton-Ldsung verdinnt und die Zellzahl mit Hilfe des

Zellzahlgerates (Roche Innovatis AG) bestimmt.

5.3.2.3. BESCHICHTUNG DER ZELLKULTURSCHALEN/DECKGLASCHEN MIT POLY-L-LYSIN

Zur besseren Haftung der kultivierten Zelllinien wurden die Zellkulturplatten mit Poly-L-
Lysin (Sigma) beschichtet. Aufgrund der elektrostatischen Anziehungskrafte haftet die
negativ geladene Zellmembran an der positiv geladenen Poly-L-Lysin-beschichteten
Oberflache. Zur Beschichtung wurden jeweils 300 pl Poly-L-Lysin-Lésung (0,025 mg/ 1ml
Wasser) in die Vertiefungen einer 24-Wellplatte pipettiert. Die Lésung wurde nach 45 Min.

abgesaugt und die Oberflache fir 1h bei Raumtemperatur (RT) getrocknet.

5.3.2.4. TRANSIENTE TRANSFEKTION
Die transiente Transfektion der Konstrukte erfolgte mittels Lipofectamin2000™ Reagent.

OTM

Lipofectamin200 Reagent besteht aus kationischen und neutralen Lipiden und vermit-

telt die DNA-Einschleusung in die Zellen Uber liposomenartige Komplexe. Die bendtigte

Menge Lipofectamin2000™

Reagent wurde in serumfreiem Medium verdiinnt und 10 Min.
bei RT inkubiert (Lipofectamin-Ansatz). Die DNA wurde zu dem Lipofectamin-Ansatz zu-
geflgt, gemischt und flr 20 Min. bei RT inkubiert und anschlieliend zu den Zellen pi-
pettiert. Das Verhaltnis von Lipofectamin2000™ Reagent zu Plasmid-DNA betrug 2:1
(4 pl/ 2 yg DNA). Nach der Transfektion wurden die Zellen bis zur weiteren Verwendung

im Brutschrank flir 24h bzw. 48h bei 37 °C und 5% CO, inkubiert.
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5.3.3. PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN

Die Charakterisierung der Proteine erfolgte mittels fluoreszenzbasierter Durchflusszyto-
metrie (Kapitel 5.3.3.1), konfokaler Laser Scanning Microskopy (LSM; Kapitel 5.3.6.1) und
Immunoprazipitation (IP; Kapitel 5.3.3.2.2). Die Durchflusszytometrie und LSM wurden zur
Ermittlung der Oberflachenexpression verwendet. Die IP diente zur Bestimmung des Gly-

kosylierungsstatus (Kapitel 5.3.3.2) der untersuchten TSHR-Konstrukte.

5.3.3.1. FLUORESZENZBASIERTE DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die Oberflachenexpression der TSHR-Mutanten wurde im Verhaltnis zum wildtypischen
Rezeptor durchflusszytometrisch bestimmt. Hierfir wurden die Rezeptoren an der Zell-
oberflache mit spezifischen Antikdrpern markiert. Die Detektion erfolgte Gber fluorophor-
gekoppelte Sekundarantikérper. Das dabei entstehende Fluoreszenzsignal wird vom De-
tektor gemessen, ausgewertet und als mittlere Fluoreszenzintensitat jeder einzelnen ana-

lysierten Zelle angegeben.

Zur Bestimmung der Oberflachenexpression der TSHR-Konstrukte wurden HEK293T-
Zellen in 6-Wellplatten ausgesat (3,0x10° Zellen/Well) und nach 24h transient mit entspre-
chenden DNA-Konstrukten transfiziert. Die Messung erfolgte 48h nach der Transfektion.
Die Zellen wurden einmal mit FACS-Puffer (PBS mit 0,5% w/v BSA) und einmal mit
FACS-Waschpuffer (PBS; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA) gewaschen, in 2 ml FACS-Puffer
aufgenommen und in FACS-Rd&hrchen uberfihrt. Durch die Zentrifugation (300 xg, 5 Min.,
4 °C) wurden die Zellen pelletiert und zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und anschlie-
Rend mit dem Primarantikérper (Maus-anti-Human TSHR 1gG, 1:200, 30 Min., 4 °C) inku-
biert. Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen, durch
Zentrifugation pelletiert und fir 30 Min. mit sekundarem Antikérper (Ziege-anti-Maus-D488
IgG; 1:400) bei 4 °C im Dunklen inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal
mit FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert (300 xg, 5 Min., 4 °C) und fir die Analyse in
250 pl FACS-Puffer aufgenommen. Die Messung des Fluoreszenzsignals der Zellen er-
folgte am FACSCalibur. Fiur die Auswertung wurde die Software CellQuest Pro und

FCSExpress V3 verwendet.

5.3.3.2. UNTERSUCHUNG DES GLYKOSYLIERUNGSSTATUS DER TSHR-KONSTRUKTE

Im Laufe des intrazelluldren Transports wird die Glykosylierung von Rezeptoren fortlau-
fend modifiziert. Zunachst erfolgt die Anknlpfung einer mannosereichen N-
Glykosylierung, die charakteristisch flir unreife Rezeptoren im ER und im frihem Golgi-
Apparat ist. Die mannosereiche Glykosylierung wird im medialen Golgi-Apparat durch

komplexe Glykane (komplexe Glykosylierung) ersetzt. Die komplex-glykosylierten Rezep-
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toren findet man im Verlauf des sekretorischen Proteintransports ab dem medialen Golgi-

Apparat.

Der Glykosylierungsstatus der Proteine kann durch enzymatischen Verdau bestimmt wer-
den. Die Endoglykosidase H (EndoH) kann die mannosereiche Glykosylierungen spalten.
Die Peptid-Endoglykosidase F (PNGase F) ist in der Lage, sowohl mannosereiche als

auch komplexe Glykosylierung zu spalten.

Hierfir wurden HEK293T-Zellen in 100 mm Schalen (8x10° Zellen/Schale) ausgesat und
24h nach Aussaat mit den entsprechenden TSHR-Konstrukten transfiziert. AnschielRend
erfolgten die IP der TSHR-Konstrukte, der Verdau mit Glykosidasen, die Auftrennung der
Proteine Uber die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (sodium dodecy!
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE; Kapitel 5.3.3.2.4) und Western
Blot (Kapitel 5.3.3.2.5).

5.3.3.2.1.  VORBEREITUNG DER PROTEIN A-SEPHAROSE

Die Protein A-Sepharose wurde in PBS aufgenommen (3,5 mg/ml) und fiir ca. 15 Min. auf
Eis inkubiert. Anschliefend wurde die Protein A-Sepharose zweimal in Puffer-A gewa-
schen und abzentrifugiert (700 xg, 2 Min., RT). Das Pellet wurde in 1 ml Puffer-A aufge-
nommen und mit Maus-anti-Human TSHR IgG (1:200, MCA 1571, Serotec).) Gber Nacht
rotierend im Kihlraum zur Kopplung inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Protein A-
Sepharose pelletiert (700 xg, 2 Min.), einmal mit Puffer A gewaschen und abzentrifugiert
(700 xg, 2 Min.).

5.3.3.2.2.  IMMUNPRAZIPITATION

Die IP der TSHR-Konstrukte erfolgte 24h nach Transfektion. Alle hierflr notwendigen Ar-
beitsschritte wurden im Kihlraum oder auf Eis durchgefihrt. Das Wachstumsmedium
wurde durch zweifaches Waschen der Zellen mit PBS-CM entfernt. AnschlieRend wurden
die Zellen mit Lysispuffer (800 ul/ Schale) fir 1h bei 180 rpm auf dem Schittler bei 4 °C
inkubiert. Die Zelllysate wurden abzentrifugiert (30 Min. bei 12000 xg) und der Uberstand
auf das mit Antikorper beladene Protein A-Sepharose-Pellet gegeben. Die Kopplung der
TSHR-Konstrukte an Protein A-Sepharose erfolgte Uber Nacht rotierend bei 4 °C.
Am nachsten Tag wurde die Protein A-Sepharose pelletiert (700 xg, 2 Min.), einmal
mit Waschpuffer | und zweimal mit Waschpuffer || gewaschen und abzentrifugiert (700 xg,
2 Min.). Nach dem letzten Waschschritt wurde wurde die Flissigkeit vollstandig abge-
saugt, um das Sepharose-Pellet zu trocknen. Die Proben wurden entweder in 100 ul 1x
Rotiload (Roth) Probenpuffer aufgenommen oder einem Glykosidasen-Verdau (Kapitel
5.3.3.2.3) unterzogen. Anschlielend erfolgte die Auftrennung der Proteine nach ihrer
Grole Uber SDS-PAGE.
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Tabelle 5-18: Puffer und Losung fur die Durchfihrung der IP.

Name Zusammensetzung
10 ml Puffer-A

Lysispuffer 125 ul PMSF
80 ul Protease-Inhibitor-Mix
PBS

PBS-CM 1 mM MgCl, x 6H,0

PMSF-Lésung

Protease-Inhibitor-Mix

Puffer-A

Waschpuffer |

Waschpuffer Il

0,1 mM CaCl, x 2H,0 >pH 7,4
40 mM PMSEF in Ethanol

0,4 mg/ml Trypsin Inhibitor Typ IS Soybean
0,25 mg/ml Apotinin

9,8 mg/ml Benzamidin

50 mM Tris-HCI (pH 8,0)

150 mM NaCl

1 mM EDTA >pH 8,0

1% Triton X-100 (v/v)

0,1% SDS (w/v)

50 mM Tris-HCI >pH 8,0

500 mM NaCl

1 mM EDTA ->pH 8,0

0,5% Triton X-100 (v/v)

0,1% SDS (w/v)

50 mM Tris-HCI >pH 7,4

1 mM EDTA >pH 8,0

0,5% Triton X-100 (v/v)

0,1% SDS (w/v)

5.3.3.2.3.  PROTEINVERDAU MIT GLYKOSYDASEN

Die immunprazipitierten Proteine (im trockenen Sepharose-Pellet) wurden dem Glyko-

sidase-Verdau unterzogen. Ein Schema des sich anschlielienden Endo H- bzw. PNGase

F-Verdaus der immobilisierten Proteine ist der nachstehenden Tabelle zu entnehmen.

Nach dem Verdau wurden die Proben tber SDS-PAGE ihrer Gréf3e nach aufgetrennt.

Tabelle 5-19: Der Standardansatz und Durchfiihrung der Proteinverdau mit Glykosydasen.

Endo H-Verdau

PNGase F-Verdau

59 ul PBS + 1 ul Proteaseinhibitormix

54 ul PBS + 1 ul Proteaseinhibitormix

6 ul 10x Denaturierungspuffer

5,5 ul 10x Denaturierungspuffer

Inkubation der Proben (8 Min., 95 °C); Zentrifugation (1 Min., 15000 xg, RT)

Uberstand kurz auf Eis

6,6 ul G5-Puffer

6,05 ul NP40

6,05 ul G7-Puffer

1,5 ul Endo H (1000 U/pl)

1 ul PNGase F (500 U/pl)

Verdau: 1h, 37 °C, 350 rpm

25,9 pl 4x Rotiload

25,4 pl 4x Rotiload

3 Min., 95 °C; Zentrifugation 13000 rpm, 5 Min., Uberstand auf das Gel auftragen
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5.3.3.2.4. SDS-PAGE
SDS-PAGE ist eine analytische Methode zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer GroRle

in einem elektrischen Feld.

Zur Herstellung eines Gels wurde zunachst das Trenngel zwischen zwei Glasplatten ge-
gossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde der Alkohol
vollstandig entfernt, das Trenngel mit dem Sammelgel Uberschichtet und Taschen zum

Auftrag der Proben durch einen geeigneten Elektrophoresekamm geschaffen.

Tabelle 5-20: Zusammensetzung der verwendeter Trenn- und Sammelgele.

Name Zusammensetzung

38% Acrylamid (w/v)

2% Bisacrylamid (w/v)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)-L6ésung 10% APS in Wasser, frisch herstellen;

Acrylamid-Lésung (19:1)

Trennpuffer 0,7 M Tris-HCI > pH 8,8

Sammelpuffer 0,62 M Tris-HCI - pH 6,8
19 mM Glycin

Laufpuffer 0,1% SDS (wi/v)

25 mM Tris-HCI = pH 7,3

Tabelle 5-21: Zusammensetzung der verwendeter Trenn- und Sammelgele.

Reagenz Trenngel (8%) Sammelgel (5%)
Trenngelpuffer 7,5 ml -
Sammelgelpuffer - 2,5 ml

Acrylamid (30%) 10,0 ml 3,3 mi

H.O 11,9 ml 13,7 ml

SDS (20% w/v)) 300 pl 200 pl
APS-Lésung (0,1 g/ml) 120 pl 120 pl

TEMED 40 pl 40 ul

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte bei einer konstanten Stromstar-
ke von 0,25 mA/ cm? (20 mA/ Gel) fiir 60-80 Min. in Laufpuffer. Die Auftrennung der Prote-

ine wurde mit Hilfe eines Prestained-Markers verfolgt.

5.3.3.2.5.  'WESTERN BLOT

Fur den spezifischen Nachweis der Proteine im Western Blot wurden die aufgetrennten
Proteine aus dem Gel mittels Tankblotverfahren (Bio-Rad Laboratories GmbH) auf die
Nitrozellulosemembran Uberfiihrt. Der Transfer erfolgte bei 2 mA/ cm? (90 mA je Gel) fiir
60-80 Min.

Zur Absattigung der unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran wurde diese fir 1h

in Blockpuffer auf einem Horizontalschittler bei RT inkubiert. Der Nachweis erfolgte durch
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den spezifischen Primarantikdrper und einem an Alkalische Phosphatase (AP)-

gekoppelten Sekundarantikorper.

Die Inkubation mit dem Primarantikérper (Maus-anti-Human TSHR MCA 1284, 1:200;
Serotec) erfolgte Uber Nacht bei 4 °C in Blockpuffer. Anschliefend wurde die Nitrozellulo-
semembran dreimal fur 5 Min. mit TBS-T gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekun-
darantikdrper (Ziege-anti-Maus AP-konjugiert; 1:1000; Dianova) erfolgte in Blockpuffer 1h

lang bei RT. Danach wurde die Membran erneut dreimal fir 5 Min. mit TBS-T gewaschen.

Die Entwicklung des Western Blots erfolgte durch die Zugabe von BCIP-NBT-Ldsung.

Tabelle 5-22: Puffer und Losung zur Durchfiihrung des Western Blots.

Name Zusammensetzung
TBS-T
Blockpuffer 29 BSA

112,6 g/l Glycin

24 g/l Tris > pH 8,3
Blotpuffer 10x zum Gebrauch:

20% Methanol

0,015% SDS

500 mM Tris

150 mM NaCl - pH 7,4
500 mM Tris

10x TBS-T 150 mM NaCl

0,5% Tween 20 > pH 7,4
0,2 mg/ml BCIP
BCIP-NBT-L6sung 0,5 mg/ml NBT

10 mM Tris-HCI > pH 9,5

10x TBS
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5.3.4. PHARMAKOLOGISCHE METHODEN

5.3.4.1. BESTIMMUNG DER INTRAZELLULAREN CAMP-AKKUMULATION DURCH RADIOIM-
MUNOASSAY (RIA)

Die funktionelle Charakterisierung der TSHR-Mutanten sowie der Einfluss der Substanzen
auf Ggs-abhangige Signalisierung erfolgten durch die Bestimmung der intrazellularen
cAMP-Konzentration mittels Radioimmunoassay (RIA). Der Assay basiert auf der Kompe-
tition von endogenem und radioaktiv markiertem cAMP um die Bindungsstellen am Anti-
korper. Die Konzentration an intrazellular gebildetem cAMP wird mittels einer mitgefiihrten

Standardkurve bestimmt.

Tabelle 5-23: Puffer und Losung flr die Durchfihrung des RIA.
Name Zusammensetzung
1 ml Essigsaureanhydrid
2 ml Triethylamin
0,1% v/v Trifluoressigsaure
0,005% v/v Triton X-100
RIA-Grundpuffer 100 mM Natriumacetatpuffer, pH = 6,0
RIA-Grundpuffer
RIA-Vollpuffer 0,1% w/v BSA
0,1% v/v Triton X-100
DMEM
10 mM HEPES
0,5% w/v BSA
0,25 mM 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX)

Acetylierungsreagenz

Extraktionsmedium

Stimulationsmedium

Der Assay wurde in mit Poly-L-Lysin beschichteten 24-Wellplatten durchgefuhrt. Je nach
Versuch wurden HEK293T-, HEK293T-TSHR-, CHO-K1- oder CHO-K1-TSHR-Zellen mit
entsprechender Zellzahl verwendet. Fir jede Zelllinie wurde die optimale Zellzahl ermit-
telt. Bei Bedarf wurden die Zellen transient mit entsprechenden Konstrukten transfiziert.
Die Transfektion erfolgte 24h nach Aussaat. 48h bzw. 72h nach Aussaat wurden die Zel-
len mit Stimulationsmedium gewaschen und fir 60 Min. bei 37 °C mit dem Agonist (fur
bTSH wurde ein Konzentrationsbereich von 100 mlU/ml bis 0,1 plU/ml und flr compound
2 von 0,1 nM bis 1 uM eingesetzt) und/oder der Substanz (10-50 uM) inkubiert. Die Zuga-
be der Substanz und die Stimulation mit bTSH oder Liganden erfolgten simultan. Der
Phosphodiesterase-Inhibitor (IBMX) verhindert wahrend der Stimulation die Lyse des ge-
bildeten cAMP. Nach Entfernung des Stimulationsmediums wurden die Zellen fiir 30 Min.
mit Extraktionsmedium bei 4 °C lysiert. Das Lysat wurde fur zehn Minuten auf 90 °C er-
hitzt und mit Hilfe einer Rotations-Vakuum-Zentrifuge (a-RVC, Christ Gefriertrocknungs-
anlagen GmbH) tber Nacht getrocknet. Zur Bestimmnung der cAMP-Konzentration mit-
tels RIA wurden die getrockneten Pellets in 750 yl RIA-Puffer resuspendiert, 20 Min.
bei 4 °C inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (23000 xg, 15 Min., 4 °C). Die Uberstan-

de der Proben wurden entsprechend verdinnt. Die Sensitivitdt der Bestimmung wurde
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durch die Acetylierung der Proben und der cAMP-Standard-Losungen (0,1-146 fmol pro
Inkubat) bei RT erhoht (30 ul Probe/Standard, 470 pl RIA-Puffer, 20 pl Acetylierungsrea-
genz (Mischung von Acetanhydrid/Triethylamin im Volumenverhaltnis 1:2)). Acetylierte
Proben und Standards wurden mit ['?I]-cAMP-Tyrosylmethylester (10000 cpm, spezifi-
sche Aktivitdt 81,4 TBg/mmol) und polyklonalem Kaninchen-anti-cAMP-Succinimidyl-
Protein-Konjugat (Endverdiinnung 1:160000; Endinkubationsvolumen 400 pl) 24h bei 4 °C
inkubiert. Die Trennung von antikdrpergebundenem und freiem cAMP erfolgte Uber die
Doppel-Antikérper-Festphasenmethode. Dazu wurden zum Inkubationsansatz 50 pl zellu-
lose-konjugierter Schaf-anti-Kaninchen-Antikérper (Tabelle 5-4) gegeben, 40 Min. bei 4 °C
inkubiert und nach Zugabe von 1 ml BSA-freiem RIA-Puffer zentrifugiert (4200 xg,
40 Min.). Die Radioaktivitat der gebundenen Fraktion im Sediment wurde mit einem y-
Counter (Wallac 1470 Wizard, USA) gemessen. Die Konzentration des cAMP wurde mit-

tels einer Standardkurve ermittelt.

Die Daten wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 5.04 verarbeitet und die

ECso-Werte wurden mittels nicht linearer Regression berechnet.

5.3.4.2. SCHILD-PLOT UND SCHILD-REGRESSIONS-ANALYSE

Die Quantifizierung der Wechselwirkungen des Liganden mit seinem Rezeptor ist von
fundamentaler Bedeutung in der Pharmakologie und spielt eine zentrale Rolle bei der
Entwicklung von neuen Medikamenten. Dabei stehen die Ermittlung der ICs-Werte und
die Aussage Uber die Art des Antagonismus im Vordergrund. Der ICsq Wert (Inhibitory
Concentration, IC) ist eine Konzentration des Antagonisten, die benétigt wird, um ein
durch den Agonisten induziertes Signal um 50% zu senken, und wird durch die Erstellung
von Konzentrations-Inhibitionskurven ermittelt. Dabei ist zu beachten, dass der IC5,-Wert
von der Konzentration des Agonisten abhangig ist und nichts tber die Art des Antagonis-

mus aussagt '%°.

Die Schild-Regressions-Analyse und der Schild-Plot erlauben eine Aussage Uber die die
Art des Antagonisten. Dabei wird zwischen kompetitiven und nicht kompetitiven Antago-
nisten unterschieden. Der Schild-Plot stellt ein graphisches Verfahren zur Ermittlung der
pharmakologischen Wirkpotenz (pA.-Wert) eines Antagonisten dar und beschreibt den
linearen Zusammenhang zwischen dem Logarithmus der molaren Antagonistenkonzentra-
tion und der Hemmwirkung des Antagonisten (Formel 5-1). Die Ermittlung des pA,-Wertes
erfolgt durch die Erstellung der Konzentrations-Wirkungskurven fir den Agonisten bei
gleichzeitiger Zugabe einer festen Antagonistenkonzentration. Aus erstellten Konzentrati-
ons-Wirkungskurven lasst sich eine mittlere effektive Agonistenkonzentration (ECsy-Wert,
Effective Concentration) ermitteln, bei der ein halbmaximaler Effekt beobachtet werden

kann. Das Verhaltnis aus ECs-Wert in Anwesenheit eines Antagonisten und ECso-Wert in
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Abwesenheit eines Antagonisten wird als das Konzentrationsverhaltnis (concentration
ratio) r bezeichnet (Formel 5-1). Das Konzentrationsverhaltnis r wird als log(r-1) gegen
den Logarithmus der eingesetzten Konzentration des Antagonisten im Schild-Plot einge-
tragen und dient zur Ermittlung des pA,—Wertes (Formel 5-1). Die Steigung und Linearitat

der Ausgleichsfunktion liefern Aussagen uber die Art des Antagonismus.

A B

_ ECso(+Antagonist)
"~ ECso(—Antagonist)

pA, = —log[Antagonist] + log(r — 1)

Formel 5-1: Gleichungen zur Ermittlung der antagonistischen Potenz (pA,—Wert; A) und des Kon-
zentrationsverhaltnisses (r; B) der ECso-Werte. A) [Antagonist] ist die eingesetzte Antagonisten-
konzentration. B) Das Konzentrationsverhaltnis der EC5p-Werte bei Anwesenheit bzw. Abwesenheit
eines Antagonisten ist r. Die Anwesenheit des Antagonisten ist als Plus (+Antagonist) dargestellt,
die Abwesenheit als Minus (— Antagonist).

Ein kompetitiver Antagonist liegt vor, wenn die steigenden Antagonistenkonzentrationen
zu einer Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurven und zu einer Abnahme
des ECsp-Wertes des Agonisten beim gleichzeitigen Erreichen der maximalen Agonisten-
wirkung fuhren. Der lineare Verlauf der Ausgleichsfunktion und eine Steigung von m=1

sind weitere Hinweise auf das Vorliegen eines kompetitiven Antagonismus.

Eine Minderung des Maximalwertes der Agonistenwirkung und gleichbleibende ECso-
Werte des Agonisten sind Hinweise auf einen nicht kompetitiven Antagonisten zum einge-

setzten Agonisten.

Der Schild-Plot wurde in HEK293T-TSHR-Zellen durchgefihrt. Hierfir wurden 100000
Zellen/Well in Poly-L-Lysin beschichtete 24-Wellplatten ausgesat. Die Stimulation der Zel-
len mit ansteigender Konzentration bTSH oder Agonisten (compound 2) bzw. die Behand-
lung der Zellen mit Substanzen (9 pM-52,2 uM) erfolgte 48h nach Aussaat. AnschlieRend
wurden die Zellen lysiert und die intrazellularere cAMP-Konzentration mittels RIA be-
stimmt (Kapitel 5.3.4.1). Die Zugabe der Substanz und die Stimulation mit bTSH bzw.

compound 2 erfolgten simultan.
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5.3.4.3. ALAMARBLUE-ASSAY
Der alamarBlue-Assay ist eine Methode zur Bestimmung der Viabilitat von Zellen. Dieser
Assay gestattet die quantitative Messung der Zellproliferation oder der zytotoxischen

Eigenschaften von Substanzen.

Die Methode basiert auf der Fahigkeit, von metabolisch aktiven Zellen den pH-
abhangigen, wasserloslichen, nicht-toxischen REDOX-Indikator irreversibel zu reduzieren.
Die oxidierte Form (Resazurin) ist blau und fluoresziert nicht, die reduzierte Form
(Resorufin) ist rot und fluoresziert. Die zytotoxischen Stoffe senken die metabolische Akti-
vitdt und das Redoxpotential der Zelle, was zum Verlangsamen oder Beenden der Reduk-
tion des blauen Farbstoffes Resazurins filhrt '**. Der Farbumschlag kann photometrisch

gemessen werden.

Die Durchfihrung des Versuches erfolgte in HEK293T-TSHR-Zellen in 96-Wellplatten.
Hierflr wurden 80000 Zellen/Well ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 80-90% kulti-
viert. Nach 48h erfolgte die Inkubation der Zellen mit steigender Substanzkonzentration
fir 18h. AnschlieBend wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und
REDOX-Indikator (Verdunnung 1:10) zu den Zellen pipettiert. Die photometrische Be-
stimmung erfolgte nach einer einstindigen Inkubation der Zellen bei 37°C und CO,-
Begasung. Als Excitationswellenlange wurden 530 nm und als Emissionswellenlange 600
nm festgelegt. Alle Proben wurden als Triplikate ausgefuhrt. Die unbehandelten Zellen
wurden als positive Kontrolle mitgeflihrt, die negativen Kontrollen stellen durch Austrock-
nung abgestorbene Zellen dar. Die behandelten Zellen wurden in Relation zu den Unbe-

handelten gesetzt.
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5.3.5. HTS

Far die Identifizierung des TSHR-Antagonisten wurde ein HTS durchgefuhrt. Hierfr wur-
de die Enzyme Fragment Complementation (EFC)-Technologie (DiscoveRy) verwendet.
Die EFC-Technologie ist ein kompetitiver Assay, der eine schnelle Bestimmung des zellu-

laren cAMP in 384-Wellplatten Format ermoglicht.

5.3.5.1. EFC-TECHNOLOGIE

Der EFC-Methode liegt die enzymatische Aktivitat der 3-Galaktosidase, isoliert aus E. coli,
zugrunde. Das Enzym R-Galaktosidase ist in zwei Fragmente separiert, in ein grol3es
Fragment, dem Enzym-Akzeptor (EA), und ein kleines Enzymfragment, dem Enzym-—
Donor (ED). Das ED-Fragment ist an ein synthetisches cAMP (ED-cAMP) gekoppelt und
konkurriert mit dem zellularen cAMP um eine cAMP-Antikdrper-Bindestelle. Die einzelnen
Enzymfragmente sind nicht funktionell, aber in der Lésung bilden sie ein aktives Enzym.
Ungebundenes ED-cAMP ist frei und bildet zusammen mit EA ein aktives Enzym. Das
aktive Enzym ist in der Lage, ein Substrat zu spalten. Die Substrathydrolyse fiihrt zu ei-
nem Lumineszenzsignal. Die Signalintensitat ist proportional zur Menge an cAMP im Zell-

lysat 125127

cAMP Antikorper

W ( zellulares cAMP \Wl(/
Enzym gekoppelt l/

an cAMP

sSignal

CcAMP Konzentration

+
Substrat
. . aktives Enzym
inaktives Enzym

Substrat

Hydrolyse Signal

Abbildung 5-1: Schematische Darstellung des Prinzips der ECF-Technologie.

5.3.5.1.1. DURCHFUHRUNG UND ALLGEMEINER ASSAY-ABLAUF

Die Durchfihrung des HTS, des Pilot-Screening sowie alle fur die HTS-Optimierung
durchgefihrten Tests, erfolgten in CHO-K1-TSHR-Zellen. Puffer und Lésungen des ECF-
Assays wurden nach Instruktionen des Herstellers behandelt und eingesetzt (Tabelle
5-24). Die Zellaussaat und die durchgeflihrten Waschschritte wurden mithilfe von EL406
Dispensor (BioTek) durchgefiihrt. Die Zugabe und Transfer von Puffer, Losungen und
Substanzen erfolgte durch EL406-Dispensor oder Freedom EVO®-Worktable (Tecan).

Das Lumineszenzsignal wurde mittels Tecan Safire || Reader detektiert.
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Insgesamt wurden 16544 Substanzen aus der ChembioNet Substanzbibliothek des Leib-
niz-Instituts fur Molekulare Pharmakologie (FMP) auf deren antagonistische Wirkung auf
TSHR getestet, dies entspricht 47x384 Wellplatten. Die Reihe 23 jeder Platte stellt die
Negativkontrolle dar, die Reihe 24 jeder Platte stellt die Positivkontrolle dar. Jede geteste-
te Substanz im HTS wurde als Single-Point gemessen. Alle getesteten Substanzen lagen

als Lésung in DMSO vor.

Die entsprechende Zellzahl von CHO-K1-TSHR-Zellen (2000-20000 Zellen/Well) wurde in
384 Wellplatten mit Hilfe des EL406-Dispensor ausgesat und tber Nacht bei 37 °C kulti-
viert. Der Assay wurde 24h nach der Zellaussaat durchgefiihrt. Mit Hilfe des EL406-
Dispensor wurde das das Wachstumsmedium von den Zellen entfernt. Anschliel3end er-
folgte die Zugabe von Antibody working solution und den entsprechenden Substanzen
(0,2 ul/ Well, mit der Endkonzentration von 50 uM/ Well). Die Zellen wurden 1h bei 37 °C
inkubiert. Danach wurden die Zellen mit bTSH (ECgo-Wert 9,8x 103 1U/ ) stimuliert und fir
1h bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgten die Zugabe von ED/Lysis/CLSubstrate working
solution und eine Inkubation fir 1h bei RT. Als letzter Schritt wurde das EA Reagent zu-
gegeben und Uber Nacht bei RT im Dunklen inkubiert. Das Lumineszenzsignal wurde mit-

tels Tecan Safire || Reader detektiert.

Tabelle 5-24: Puffer und Losungen fir die Durchfihrung des ECF-Assays.

Name Zusammensetzung
2xZellassaypuffer
Antibody working solution 1xAntibody Reagent

stabil fir 24h bei RT
1xGalacton-Star
5xEmerald-II
19xLysis Puffer
grundlich und vorsichtig mischen
stabil fiir 5 Tage bei 4 °C
25x ED Reagent (1x cAMPXS/ED Reagent und 1x
CL Substrat)
stabil fir 24h bei RT

ED/Lysis/CL Substrate working solution

EA Reagent -
1xHBSS
Zellassaypuffer 10mM Hepes
in Hzo

5.3.5.1.2.  ETABLIERUNG UND OPTIMIERUNG DES ECF
Vor der Durchflihrung des HTS wurde die optimale Zellzahl bestimmt und die optionalen
Waschschritte getestet. Des Weiteren wurden Z-Faktor und Z'-Faktor zur Beurteilung des

Messfensters und der Assay-Qualitat ermittelt.
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5.3.5.1.3. BESTIMMUNG DER OPTIMALEN ZELLZAHL

Die Bestimmung der optimalen Zellzahl wurde anhand der Konzentrations-
Wirkungskurven erstellt. Hierflr wurden unterschiedliche Zellzahlen der CHO-K1-TSHR-
Zellen (2500; 5000; 10000 und 20000 Zellen/Well) ausgesat und Uber Nacht bei 37 °C
kultiviert. 24h danach wurden die Zellen mit steigenden bTSH-Konzentrationen stimuliert
und zellulares cAMP mit dem EFC-Assay bestimmt (Kapitel 5.3.5.1.1). Es erfolgte keine
Substanzzugabe. Das Signal wurde im Lumineszenzdetektor gemessen und ausgewertet.
Die Signalstabilitat wurde Uberprift, indem die Messung zu zwei unterschiedlichen Zeit-
punkten erfolgte, nach einer 3-stlindigen Inkubationszeit und nach einer Inkubation Uber
Nacht.

5.3.5.1.4. OPTIMIERUNG DER WASCHSCHRITTE

Um die komplette Entfernung des Wachstumsmediums von den Zellen zu gewabhrleisten,
wurde ein optionaler Waschschritt getestet. Hierflir wurden 4x384 Wellplatten (2x10000
und 2x20000 Zellen/Well) mit CHO-K1-TSHR-Zellen ausgesat und dber Nacht bei 37 °C
kultiviert. Nach Entfernung des Wachstumsmediums von den Zellen wurden diese vor der
Zugabe des Antibody working solution einmal mit PBS gewaschen. Die Entfernung von
Medium und die PBS-Zugabe erfolgten mittels EL406-Dispensor. Es erfolgte keine Sub-
stanzzugabe. Der anschlieRende Assay wurde nach dem oben beschriebenem Protokoll
(Kapitel 5.3.5.1.1) durchgefihrt.

5.3.5.1.5. Z-FAKTOR UND Z’-FAKTOR

Der Z'-Faktor ist ein statistischer Parameter zur Beurteilung der Assay-Qualitat und wird
anhand der Positiv- und Negativkontrollen ermittelt. Ein Assay ist geeignet, wenn der Z'-
Faktor im Bereich von 0,5 bis 1 liegt '®. Der Z-Faktor stellt ein KontrollmaR fiir die Sig-
naltrennung auf einer Platte dar, ermdglicht aber auch den Vergleich zwischen den Plat-
ten in Bezug auf die Signalisierung. Der Z-Faktor ergibt sich aus dem ein Verhaltnis der
dreifachen Standardabweichung zu Mittelwerten der Probe und der Kontrolle
(Formel 5-2:, A) '®. Ein Z-Faktor von 1 gilt als ideal '%.

A B
7=1_3*pton 7 =1 -3 Okt + k)
| 1y — e | | g+ — tg-|

Formel 5-2: Gleichung zur Ermittlung des Z-Faktors (A) bzw. Z'-Faktors (B). o ist die Standard-
abweichung, y ist der der Mittelwert, p=Probe; k=Kontrolle; + steht flr positive Kontrolle; -fir nega-
tive Kontrolle.
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Fir die Bestimmung der beiden Parameter wurden 4x384-Wellplatten mit CHO-K1-TSHR-
Zellen (15000 Zellen/Well) ausgesat und nach Protokoll (Kapitel 5.3.5.1.1) behandelt. Das
Signal wurde im Lumineszenzdetektor gemessen und ausgewertet. Die Ermittlung des Z-

Faktors bzw. Z’-Faktors erfolgte anhand der Formel 5-2.

5.3.5.1.6. PRIMARES SCREENING

Die Durchfiihrung des primaren Screenings erfolgte nach dem oben beschriebenen Pro-
tokoll (Kapitel 5.3.5.1.1). Es wurden 15000 Zellen/Well eingesetzt und ein Waschritt vor
der Zugabe der Substanzen durchgeflhrt.

5.3.5.2. HIT-VALIDIERUNG

Die Hit-Validierung erfolgte anhand der Konzentrations-Wirkungskurven. Hierfir wurden
CHO-K1-TSHR-Zellen (15000 Zellen/Well) ausgesat und Uber Nacht bei 37 °C kultiviert.
Der Assay wurde 24h nach der Zellaussaat nach oben beschriebenen Protokoll (Kapitel
5.3.5.1.1) durchgeflhrt. Flr die Bestimmung der konzentrationsabhangigen Inhibierung

der Substanzen wurde ein Konzentrationsbereich von 0,196 uM bis 50 uM eingesetzt.

Die Auswahl der Substanzen erfolgte anhand der ICsp-Werten, der Standardabweichung
vom ICsg-Wert und der Differenz der relativen Aktivitat. Der ICso-Wert ist die Konzentration
eines Inhibitors, bei der eine halbmaximale Inhibition beobachtet wird. Die Standardab-

weichung vom ICso-Wert sollte dabei kleiner sein als der ICso-Wert selbst.

Des Weiteren wurde die Differenz der relativen Aktivitdt der extrapolierten Start-
Asymptote des ICxo-Fits (niedrigste eingesetzte Substanzkonzentration) und der relativen
Aktivitat der extrapolierten End-Asymptote (héchste eingesetzte Substanzkonzentration)
des IC5,-Fits bestimmt. Dieser Wert sollte theoretisch 100% betragen. Bei den Reaktio-
nen, die auch beim Einsetzen hoher Substanzkonzentrationen nicht komplett inaktiviert
werden, kann dieser Wert unter 100% liegen (z. B. 85%). Oft ist es mdglich, einen Fit in
eine Serie von Punkten zu legen um einen ICs-Wert zu bestimmen, obwohl keine signifi-
kante Reduktion der Aktivitat zu beobachten ist. Aus diesem Grund sollte fir eine 1Cs,-

Wert-Bestimmung die Differenz der relativen Aktivitadten mindestens 25% betragen.

5.3.5.3. AUSSCHLUSS FALSCH POSITIVER HITS

Der Ausschluss falsch positiver Hits wurde in TSHR-freien CHO-K1-Zellen durchgefihrt.
Die Stimulation der Zellen erfolgte durch Forskolin, was eine direkte Aktivierung der Ade-
nylylzyklase zu Folge hat. Als erstes wurde eine Konzentrations-Wirkungskurve flr
Forskolin erstellt und der ECgo-Wert (23,4uM/L) bestimmt. Alle weiteren Schritte wurden
nach Protokoll (Kapitel 5.3.5.1.1) durchgefuhrt.
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5.3.6. MIKROSKOPISCHE METHODEN AN LEBENDEN ZELLEN

5.3.6.1. LASER SCANNING MIKROSKOPIE (LSM)
Die konfokale LSM ist eine mikroskopische Analyse, die Untersuchungen an lebenden
Zellen ermoglicht, und erlaubt Messungen mit bis zu drei unterschiedlichen Fluoreszen-

zen.

In dieser Arbeit wurde mittels LSM die Verteilung der der TSHR-Konstrukte in der Zelle
ermittelt. Hierfir wurden HEK293T-Zellen in 6-Wellplatten, bestlickt mit 32 mm Deckglas-
chen, ausgesat (2x 10° Zellen/Well) und nach 24h mit entsprechenden TSHR-Konstrukten
transient transfiziert. Alle verwendeten Konstrukte sind N-terminal mit GFP fusioniert. Der
Plasmamembranmarker Trypanblau markiert die Zellmembran. Die Visualisierung erfolgte
24h nach der Transfektion. Es wurde ein Zwei-Kanal-Bild der GFP-markierten Rezeptoren
und der Fluoreszenz des Plasmamembranmarkers Trypanblau mittels LSM 510 META
(Zeiss) erstellt. Alle mikroskopischen Arbeiten erfolgten bei RT, die Aufnahmen wurden
mit einem 100x /1,3-Objektiv (mit Ol) bei < 0,9 ym (Optische Schichtdicke) erzeugt. Die
GFP-Konstrukte wurden mittels Argon-Laser (Aexc: 488 nm; 500-530 nm Bandfilter), der
Plasmamembranmarker Trypanblau mittels Helium-Neon-Laser (Aex.: 543 nm; 560 nm
Bandfilter) angeregt und visualisiert. Die Bildaufnahmen wurden mit der ZEN 2012-

Software analysiert.

5.3.7. SPEZIFISCHE BASALE AKTIVITAT

Zwischen der basalen Aktivitat des Rezeptors und dessen Oberflachenexpression besteht
ein linearer Zusammenhang. Die spezifische basale Aktivitat (SBA) beschreibt die basale
cAMP-Akkumulation nach einer Normalisierung der Basalwerte der einzelnen Konstrukte
an deren Zelloberflachenexpression und setzt damit Kenntnisse Uber die Oberflachenex-
pression und Basalaktivitat des jeweiligen Konstruktes voraus. Die Bestimmung der SBA
ermdglicht einen Vergleich der Signalisierung zwischen TSHR-Wildtyp (WT) und TSHR-
57,130,131

Mutanten

Die SBA wurde wie folgt berechnet "'

(cAMP Mutante-cAMP Vektor)/(Ex(FI) Mutante-Ex(FI) Vektor

SBA= (cAMP WT-cAMP Vektor)-Ex(FI) WT-Ex(FI) Vektor

Formel 5-3: Gleichung zur Ermittlung der SBA. cAMP — hier basale cAMP-Konzentration; Ex(FI) —
mittlere Fluoreszenzintensitat pro Zelle als Maf3 der Oberflachenexpression des Rezeptors.
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5.3.8. HOMOLOGE MOLEKULMODELLE DES TSHR
Die in dieser Arbeit verwendeten TSHR 3D-Homologiemodelle wurden von Dr. Gunnar

Kleinau generiert °°.

Das Homologiemodell der inaktiven Struktur der TSHR-
Transmembrandomane basiert auf der Kristallstruktur von Rhodopsin (Proteindatenbank-
Zugangscode: 1F88, 2135, 2J4Y). Das Modell des aktiven Zustandes beruht auf der Kris-
tallstruktur von Opsin (Proteindatenbank-Zugangscode: 3CAP). Die intra- und extrazellu-
laren Schleifen wurden anhand von bekannten Peptidstrukturen modelliert (PDB 3D-
Datenbank; Brookhaven National Laboratory; Brookhaven; USA). Licken in der Schlei-
fenstruktur wurden mit dem in Sybyl 8.1 intergrierten Programm ,Loop search” (Tripos
Inc., St. Louis, USA) geschlossen. Basierend auf Sequenzvergleichen, welche mit Hilfe
des Programms SeqlLab (Wisconsin Package, Version 10.2, Accelrys Inc., San Diego,
USA) durchgeflhrt wurden, konnten einige TSHR-spezifische Korrekturen vorgenommen
werden ®. In Rhodopsin und Opsin interagieren zwei aufeinanderfolgende Threoninsei-
tenketten mit dem Helixriickgrat vorangegangener Aminosaurereste, was zu einer Wol-
bung der TMH2 fiihrt. Im TSHR gibt es diese beiden aufeinanderfolgenden Threoninreste
nicht, daher ist eine regulare a-helikale Struktur der TMH2 naheliegend, die sich bis zur
Position 2.71 fortsetzt. AnschlieBend wurden die Aminosaureseitenketten und die Schlei-
fen der Homologiemodelle mittels Energiedynamiksimulation im Amber 8.0 Kraftfeld auf
eine minimale Energiednderung von AE<0,05 kcal/(mol*A) optimiert 2. Die Qualitat und

Stabilitat der Modelle konnte mit Procheck bestétigt werden "2,

Um den Vergleich mit anderen GPCR zu ermdglichen, wurde sowohl das Aminosaure-
nummerierungsschema des gesamten TSHR mit seinem Signalpeptid, als auch die Bal-

lesteros-Weinstein-Nomenklatur fir die Familie A der GPCR verwendet "*.

Die Bilder der Homologiemodelle wurden mit dem Grafikprogramm PyMol erstellt (Version
0,99; Schrédinger, LLC).

5.3.9. BALLESTEROS-WEINSTEIN-NOMENKLATUR

Die Ballesteros-Weinstein-Nomenklatur dient der Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwi-
schen unterschiedliches GPCR im a-helikalen transmembranaren Bereich '*°. Die Zahl
vor dem Punkt gibt die Nummer der a-Helix an. Die Zahl nach dem Punkt ist die Position
der jeweiligen Aminosaure innerhalb der Helix. Diese Angabe erfolgt in Korrelation zu
einer hochkonservierten Aminosaureposition in jeweiliger Helix, welche willkurlich als 50

definiert ist 3415,
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6. ERGEBNISSE

6.1. KLARUNG DES EINFLUSSES VON ALANIN AN DER PosITION 593 (5.50)
AUF DIE TSHR-KONFORMATION

Innerhalb der Familie A der GPCR ist das Prolin an Position 593 (Position>*° nach der
Ballesteros-Weinstein-Nomenklatur) in der TMH5 eine hochkonservierte Aminoséure '*°.
Das urspriinglich benutzte Homologiemodell des TSHR basierte auf der Kristallstruktur
des Rhodopsin-Rezeptors, welcher an dieser Position ein Prolin enthalt und eine Aufwei-
tung der helikalen Ruickgratstruktur aufweist. Mutationseffekte fiir einige Reste an der
TMH5 stimmten jedoch nicht mit diesem Modell tberein. Bei den Glykoproteinhormonre-
zeptoren befindet sich an der Position 5.50 ein Alanin. Es ist allgemein bekannt, dass Pro-
lin einen Einfluss auf die Strukturfaltung von Proteinen hat. Diese Aminosaure kann so-

wohl die regulére Struktur von a-Helizes als auch die von B-Faltblatter unterbrechen **’.

Alanin hingegen stért die regularen alphahelikalen Strukturen nicht. Um zu klaren, wel-
chen funktionalen Einfluss die Position A>*° an der TMH5 des TSHR besitzt, wurden Ami-
nosauresubstitutionen an Position 593%%° durchgefiihrt und funktionell charakterisiert. Die
Ergebnisse wurden zur Uberarbeitung und Korrektur des TSHR-Homologiemodells (bear-

beitet von G. Kleinau) genutzt.

6.1.1. DIE FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG DER TSHR-MUTANTEN

Der Austausch des Alanins 593 gegen Prolin, Glycin und Valin erfolgte mittels zielgerich-
teter Mutagenese (QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kits). Die Punktmutationen
wurden durch Sequenzierung nachgewiesen und damit gleichzeitig sichergestellt, dass
keine zusatzlichen Sequenzveranderungen in der TSHR-Sequenz vorhanden waren. An-
schliefend wurden die TSHR-Mutanten charakterisiert.

Die Basalaktivitat des Rezeptors und dessen Oberflachenexpression stehen in linearem

Zusammenhang '

. Um die Signalisierungsergebnisse zwischen dem wildtypischen
TSHR und den TSHR-Mutanten vergleichen zu kdnnen, wurde zuerst die Oberflachenex-
pression der Rezeptoren bestimmt. Diese sollte Aufschluss Uber den Einfluss der einge-
fuhrten Mutationen auf die Rezeptorfaltung und den Rezeptortransport an die Zelloberfla-

che geben.

6.1.1.1. BESTIMMUNG DER OBERFLACHENEXPRESSION DER TSHR-MUTANTEN
Die Analyse der Oberflachenexpression der Mutanten wurde mithilfe von fluoreszenzba-

sierter Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Die Visualisierung der an der Plasmamembran
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exprimierten Rezeptoren erfolgte nach transienter Transfektion der TSHR-Konstrukte in
HEK293T-Zellen durch Antikorpermarkierung.

Gemessen wurde die mittlere Fluoreszenz jeder einzelnen Zelle als Mal} fir die Oberfla-
chenexpression des Rezeptors. Die Fluoreszenzintensitat korreliert mit der Anzahl der
exprimierten Rezeptoren an der Plasmamembran. Die Auswertung wurde mit FCSEx-

press V3 durchgefiihrt und die Graphen in GraphPrism Version 5.04 erstellt.

WT pcDNA3 A593G  A593V  A593P

Abbildung 6-1: Durchflusszytometrische Analyse zur Bestimmung der Oberflachenexpression des
wildtypischen TSHR und der TSHR-Mutanten in transient transfizierten HEK293T-Zellen. Die Mar-
kierung der Rezeptoren an der Zelloberflache erfolgte mittels eines primaren monoklonalen TSHR-
spezifischen Antikérpers (Maus-anti-hTSHR, MCA 1281, AbD Serotec), als Sekundarantikdrper
diente ein DyLight488-konjugierter Ziege-anti-Maus 1gG (AbD Serotec). Gemessen wurde die mitt-
lere (relative) Fluoreszenzintensitat je Zelle. Die Werte des mitgefiihrten WT wurden mit 100%
gleichgesetzt und die Ergebnisse der Mutanten wurden dementsprechend normiert. Jeder Daten-
punkt wurde als Doppelwert in zwei voneinander unabhangigen Experimenten bestimmt. Angege-
ben ist der jeweilige arithmetische Mittelwert £+ SD. Die Ergebnisse mit einem Signifikanzniveau
p<0,05 sind durch * gekennzeichnet.

Die Oberflachenexpression der Mutante A593G ist mit dem WT vergleichbar. Die Mutan-
ten A593V und A593P zeigen hingegen ein signifikant verringertes Expressionsniveau im
Vergleich zum wildtypischen TSHR. Insbesondere die A593P-Mutante flhrt zu einer 20-
fachen Abnahme der Rezeptoren an der Oberflache im Vergleich zum TSHR-WT.

6.1.1.2. BESTIMMUNG DER SUBZELLULAREN LOKALISATION DER TSHR-MUTANTEN

Die Analyse der Oberflachenexpression lasst darauf schlielen, dass der Austausch von
Alanin gegen Prolin zu einer Rezeptorfehlfaltung flhrt. Die fehlgefalteten Rezeptoren
werden durch die Qualitatskontrolle der Zelle erkannt und durch die ER-assoziierte Prote-
olyse abgebaut. Die konfokale LSM erlaubt eine Analyse der subzellularen Lokalisation

der Rezeptoren.

Hierflr wurden die Konstrukte TSHR-WT und TSHR-A593P N-terminal mit GFP fusioniert
und transient in HEK293T-Zellen exprimiert. Die Markierung der Zellmembran mit dem

Plasmamembranmarker Trypanblau erlaubt Kolokalisationsstudien der GFP-markierten
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Rezeptoren mit der Zellplasmamembran. 24h nach der Transfektion wurde ein Zwei-
Kanal-Bild der Rezeptorfluoreszenz und der Fluoreszenz des Plasmamembranmarkers
Trypanblau (Abbildung 6-2) mittels LSM detektiert.

GFP Trypanblau Uberlagerung

TSHR-GFP

A593P-
TSHR-GFP

Abbildung 6-2: Mikroskopische Untersuchung der subzellularen Lokalisation der GFP-fusionierten
TSHR in transient transfizierten HEK293T-Zellen. Die GFP-Fluoreszenzsignale der Rezeptoren
sind in grin, die Signale des Plasmamembranmarkers Trypanblau sind in rot visualisiert. Die Kolo-
kalisation der Rezeptoren mit der Plasmamembran ist durch die gelbe Farbung in der Uberlage-
rung der beiden Kanale angezeigt. Die Bilder zeigen reprasentative Ergebnisse aus drei unabhan-
gigen Experimenten. (Groflenmalstab = 10 ym).

TSHR-GFP zeigt eine deutliche Kolokalisation (Abbildung 6-2, Uberlagerung) mit der
Plasmamembran. Im Gegensatz zum WT ist die TSHR-Mutante A593P-GFP nur im intra-
zellularen Bereich detektierbar. Dieses Ergebnis der LSM—Analyse stimmt mit den Ergeb-
nissen der fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie zur Bestimmung der Oberflachen-

expression Uberein.

6.1.1.3. UNTERSUCHUNG DES GLYKOSYLIERUNGSSTATUS DER TSHR-MUTANTEN
Der Glykosylierungsstatus eines Proteins kann Aufschluss Uber die korrekte Faltung,

Transport und Lokalisation innerhalb des sekretorischen Weges geben.

Die experimentellen Daten der Durchflusszytometrie und der konfokalen LSM lassen ver-
muten, dass die A593P-Mutante nicht korrekt gefaltet ist und nicht transportiert werden
kann. Aus diesem Grund wurde der Glykosylierungsstatus dieser Mutante im Vergleich

zum WT bestimmt.

Der TSHR besitzt sechs potentielle N-Glykosylierungsstellen®’. Im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) und im frihen Golgi-Apparat werden mannosereiche Glykosylierungen
angeflgt, und im medialen Golgi-Apparat werden diese zu einer komplex—glykosylierten

Form umgebaut.

Der Glykosylierungsstatus wurde mittels Glykosidaseverdau bestimmt. Endoglykosidase

H (Endo H) spaltet nur mannosereiche Glykosylierungen. Die Peptid-Endoglykosidase F
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(PNGase F) ist in der Lage, sowohl die mannosereiche als auch komplexe Glykosylierun-

gen abzuspalten.

A B
———— TSHR ———
KDA Marker HEK293T  (9) PNGaseF EndoH KDA  HEK293T TSHR  A593P-TSHR
130 :
9 95— ‘
72

Abbildung 6-3: Zuordnung der Proteinbanden im Western Blot nach Deglykosylierung; HEK293T-
Zellen wurden transient mit TSHR-Konstrukten transfiziert, die Zelllysate wurden Gber Immunprazi-
pitation gereinigt und die Immunprazipitate einem Glykosidaseverdau mit den Glykosidasen
PNGase F und Endo H unterzogen. Die Rezeptoren wurden mit Antikdrpern gegen die N-terminale
Doméne und einem AP-gekoppelten Sekundarantikdrper detektiert. A) Glykosylierungsstatus des
wildtypischen TSHRs, vor und nach Glykosidaseverdau; B) Vergleich des Glykosylierungsstatus
zwischen wildtypischem TSHR und der Mutante A593P; k — komplex glykosylierte Form des
TSHRs, m — mannosereiche Form des TSHRs, u — unglykosylierte Form des TSHRs.

Der Western Blot zeigt drei unterschiedlich grol3e Proteinbanden flr den wildtypischen
TSHR. Die 100 kDa grofRe Bande (Abbildung 6-3 A) entspricht der mannosereichen Form
des Rezeptors. Nach Endo H-Verdau ist eine 84 kDA grof3e Proteinbande detektierbar
(Abbildung 6-3 A). Diese stellt die unglykosylierte Form des TSHR dar.

Nach PNGase F-Verdau ist nur die unmodifizierte Form nachweisbar (84 kDA; Abbildung
6-3 A). Die 120 kDa grofRRe Proteinbande entspricht der komplex-glykosylierten Form des
TSHR.

Die Analyse des Glykosylierungsstatus der A593P-Mutante ergab nur eine Proteinbande
von 100 kDA. Diese Proteinbande entspricht der mannosereichen Glykosylierungsform
des Rezeptors, die charakteristisch flr unreife Rezeptoren im ER und frihen Golgi-

Apparat ist.

Zusammenfassend zeigen die Daten der Durchflusszytometrie, der LSM und die Ergeb-
nisse der Analyse des Glykosylierungsstatus, dass die Einfiihrung eines Prolins an der

Position A593 zu einer stark verringerten Oberflachenexpression fiihrt.

6.1.1.4. MESSUNG DER CAMP-AKKUMULATION DER TSHR-MUTANTEN

Um herauszufinden, ob der Austausch von Alanin an der Position 593 durch Glycin, Valin
und Prolin einen Einfluss auf die Signaltransduktion (biologische Aktivitat) des TSHR hat,
wurde die Konzentration des sekudaren Botenstoffes cAMP bestimmt. Nach Stimulation

des Rezeptors durch Bindung des Agonisten kommt es zu einer Anderung der Rezeptor-
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konformation und zur Aktivierung der membranstandigen Adenylylcyclase, die ATP in-
cAMP umwandelt. Die cAMP-Konzentration wurde mit Hife eines CcAMP-
Radioimmunoassays (CAMP-RIA) bestimmt. Der TSHR besitzt eine erhdhte basale Aktivi-
tat ", d.h. auch ohne Ligandenstimulation kommt es zu einer Gs-vermittelten cAMP-
Produktion. Es wurden die basale und maximale cAMP-Bildung und die TSH-

Konzentration bei halbmaximaler Rezeptorstimulation (ECs0) gemessen (Tabelle 6-1).

6.1.1.4.1. KONZENTRATIONS-WIRKUNGSKURVEN DER TSHR-MUTANTEN
Fir jede TSHR-Mutante und den TSHR-WT wurden Konzentrations-Wirkungskurven er-
mittelt. Die Bestimmung der intrazellularen cAMP-Konzentration erfolgte nach einer Sti-

mulation mit ansteigenden Konzentrationen an bTSH in transient transfizierten HEK293T-

Zellen.
A B
5001 m  hTSHR-WT 20.0-
v  hTSHR-A593P 17.5 __
= 4001 4 L1sHR-A593G = i
E 3 15.01
A hTSHR-A593V E3
2 300 o ? 125
° [ ] -
g P g 10.0
£ 200 & g
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o_ T T T T 1 00 T T T 1
107 10-¢ 10-5 10-4 10-® 102 10-' 10° 0 2.5x10°7  5.0x10°7  7.5x10°7  1.0x10-%
TSH [IU/mI] TSH [IU/mI]

Abbildung 6-4: Radioimmunologische Analyse zur Bestimmung der intrazellularen cAMP-
Konzentration mit und ohne Stimulation durch bTSH in transient transfizierten HEK293T-Zellen. A)
Konzentrations-Wirkungskurven des wildtypischen TSHR (schwarz) und der TSHR-Mutanten in
Abhangigkeit von der bTSH-Konzentration. B) cAMP-Basalwerte ohne bTSH-Stimulation. Jeder
Datenpunkt wurde als Doppelwert bestimmt. Angegeben ist der jeweilige arithmetische Mittelwert +
Standardabweichung.

Die Mutanten A593V und A593G erreichen nach Stimulation mit bTSH ein maximales
Aktivitatsniveau, das mit dem WT vergleichbar ist (Tabelle 6-1). Die maximale Aktivitat
des WT konnte von der A593P-Mutante nicht erreicht werden. Die jeweils ermittelten
ECso-Werte der drei Mutanten sind mit dem des WT vergleichbar (Tabelle 6-1). Die Mu-
tanten A593V und A593P zeigen eine flinffach niedrigere Basalaktivitat als der WT. Hin-
gegen ist bei der Mutante A593G verglichen mit dem WT der Basalwert zweifach héher.
Unter der Berlcksichtigung des linearen Zusammenhangs zwischen Basalaktivitdt und
Zelloberflachenexpression wurde die spezifische basale Aktivitat (SBA) fir jede Mutante
ermittelt. Die Mutanten A593P (SBA 3,17) und A593G (SBA 2,8) sind konstitutiv aktiv. Die
Mutante A593V (SBA 0,8) ist mit dem wildtypischen Rezeptor vergleichbar.
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Tabelle 6-1: Zusammenfassung der funktionellen Daten. HEK293T-Zellen wurden transient mit
dem TSHR-WT oder einer Mutante transfiziert. Die Messung der Rezeptormenge an der Zellober-
flache erfolgte mittels fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie. Die intrazellulare cAMP-
Konzentration nach Stimulation mit bTSH wurde mittels Radioimmunoassay gemessen. Die spezi-
fische basale Aktivitat (SBA) beschreibt die basale cAMP-Akkumulation nach Normalisierung der
Zelloberflachenexpression. Die Werte fur die Oberflachenexpression und maximale Aktivitat wur-
den fur den mitgefihrten WT mit 100% gleichgesetzt und die Ergebnisse der Mutanten wurden
dementsprechend als Prozentsatz des WT angegeben. Die Werte fir die basale Aktivitat und ECsq-
Werte wurden fur den mitgefihrten WT mit 1 gleichgesetzt und die Ergebnisse der Mutanten wur-
den dementsprechend als das n-fache des WT angegeben. Gezeigt sind die arithmetischen Mittel-
werte + Standardabweichung. Die ECso-Werte sind als geometrische Mittelwerte mit dem 95%igen
Konfidenzintervall angegeben.

Oberflachen-
. cAMP-Akkumulation
expression
FACS basal ECso TSH-Stimulation SBA
(% von TSHR WT) (n-fach WT) (n-fach WT) (% von TSHR WT)

WT 100 1 1 100 1
A593G | 76,1+ 9,4 2,13+0,12 0,72 (0,63 - 0,82) 99+7 2,80
A593V | 41,3+£54 0,33+£0,10 1,54 (1,32 - 1,80) 103+ 14 0,80
A593P | 6,6 £ 0,2 0,19+ 0,06 1,87 (0,56 — 2,43) 24 + 11 3,17

6.1.2. HOMOLOGIEMODELL DES TSHR

Zu Anfang wurde ein TSHR-Homologiemodell generiert, das auf der Kristallstruktur von
inaktivem bovinen Rhodopsin basierte (Gunnar Kleinau). Da im Rhodopsin das Prolin an
dieser Position eine Aufweitung bzw. Unterbrechung der reguldren a-Helix-Struktur zur
Folge hat, wurde diese Rickgrat-Konformation auch auf das ursprinliche TSHR-

Homologiemodell Gbertragen (Abbildung 6-5, Modell 1 cyan).

In einem Uberarbeiteten Modell wurde anschliefiend eine regulare a-helikale Konformation
der TMH5 generiert, die durch das Alanin an dieser Position ermdglicht wird (Abbildung
6-5, Modell 2 orange).

Liegen beide Modelle Ubereinander, zeigen sich deutlich die unterschiedlichen raumlichen
Orientierungen der Seitenketten. Es kommt an der TMH5 zur Verschiebung des Wech-
selwirkungsregisters. Leucin L587°** ist im urspriinlichen TSHR-Modell 1 in Richtung der
Membran orientiert, im Uberarbeiteten TSHR-Modell 2 zeigt dieses Leucin L587 zur TMH6
hin und interagiert dort mit L645°%® ®°. Diese Wechselwirkung in Modell 2 wird durch die
Tatsache unterstitzt, dass die Mutationen an beiden Stellen jeweils zur konstitutiven Akti-
vierung des TSH Rezeptors filhren °. Dabei wird sehr wahrscheinlich die Interaktion zwi-
schen TMH5 und TMHG6 gestort und es kommt zur konstitutiven Aktivierung des TSHR.
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Abbildung 6-5: Homologe Modelle des TSHR. Dargestellt sind zwei Ubereinander gelagerte poten-
ziell moégliche Konformationen der TMH5 in Abhangigkeit von der Sequenzspezifitdt an Position
5.50. TSHR-Modell 1 (TMHS5 in cyan), basierend auf der Struktur von inaktivem bovinem Rhodop-
sin, stellt eine Konformation mit Prolin an der Position 593 (5.50 in cyan) dar, die eine Aufweitung
der Ruckgratstruktur (bulge) verursacht. TSHR-Modell 2 (TMHS5 in braun) stellt eine regulare a-
Helix-Konformation mit Alanin an der gleichen Position 593 (5.50 in braun A593) dar. Rot einge-
kreist ist die Aminosaure L587, deren Mutation eine konstitutive TSHR-Aktivierung aufweist. Der
rote Pfeil zeigt die unterschiedliche raumliche Orientierung von L587 in Abhangigkeit von der Ami-
nosauresequenz.

Alle in diesem Abschnitt erzielten Ergebnisse zeigen, dass das Prolin an Position 593
(5.50) im TSHR strukturell nicht toleriert wird. Dadurch wird die Hypothese unterstitzt,
dass die TMH5 im TSHR im Gegensatz zu vielen anderen GPCR der Familie A keine
strukturelle Aufweitung aufweist, sondern sehr wahrscheinlich als regulare a-Helix vor-
liegt.
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6.2. IDENTIFIZIERUNG DES TSHR-ANTAGONISTEN

Eine Moglichkeit, der pathologischen Aktivierung des TSHR entgegenzuwirken ist dessen
Beeinflussung mittels kleiner Molekile mit antagonistischer Wirkung. Der zweite Schwer-
punkt dieser Arbeit lag in der Identifizierung eines TSHR-Antagonisten. Hierflr wurde die
Substanzbibliothek der Screening Unit des FMP nach neuen TSHR-Antagonisten in ei-
nem HTS durchsucht. Die erfolgreichen Hits wurden in einem sekundaren Assay validiert.
Die ersten Struktur-Aktivitdts-Beziehungen ausgewahlter Hit-Substanzen wurden durch
die Charakterisierung ihrer verfligbaren Derivate abgeleitet. Hierfir wurden zum einem
ahnliche Substanzen kommerziell erworben, zum anderem wurden durch stereoselektive
Synthesen (Kooperation Edgar Specker, FMP Berlin) gezielte Modifizierungen der Hit-
Substanzen durchgefihrt.

Die Identifizierung des TSHR-Antagonisten erfolgte mittels HTS unter Verwendung der
EFC-Technologie (Kapitel 5.3.5.1) '*'?’. Dieser kompetitive Assay wurde in CHO-K1-
Zellen, die stabil hnTSHR exprimierten, im 384-Wellplatten-Format durchgefihrt. Zellulares
cAMP wurde nach einer Stimulation der Zellen mit bTSH (ECgo-Wert, 2,14 [U/ml) und an-
schlieRender Behandlung mit Substanzen aus der Bibliothek (50 uM) ermittelt. Die getes-

teten Substanzen lagen in DMSO geldst vor und wurden als Single-Point gemessen.

Fir die Identifizierung aktiver Verbindungen ist ein hoher Grad an Genauigkeit und Emp-
findlichkeit des Assays entscheidend. Aus diesem Grund wurden vor der Durchfiihrung
des HTS optionale Waschschritte ausgetestet. Ferner wurden die optimale Zellzahl sowie
aussagekraftige statistische Qualitats- und Stabilitdtsparameter fir den EFC-Assay be-
stimmt. Die durchgefiihrte Kalibrierung erméglichte es, das optimale Messfenster fir den

antagonistischen Effekt zu ermitteln.

6.2.1. ETABLIERUNG UND OPTIMIERUNG DES ECF-ASSAY

6.2.1.1. STATISTISCHE PARAMETER FUR HTS

Das ultimative Ziel des HTS ist es, aus einer groRen Anzahl getesteter Substanzen die
wenigen Verbindungen mit signifikanter biologischer Aktivitat fur das Zielprotein schnell
und prazise zu erkennen. Dieses Ziel stellt gleichzeitig eine Herausforderung dar, da alle
getesteten Substanzen im HTS als Single-Point gemessen werden. Dadurch sind die
Qualitdt und das Messfenster des HTS fur die Identifizierung der aktiven Verbindungen
entscheidend. Die beiden Parameter lassen sich mithilfe des Z-Faktors und Z'-Faktors

beurteilen .
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6.2.1.2. Z-FAKTOR

Der Z-Faktor, auch als screening window coefficient bezeichnet, ist als Verhaltnis der drei-
fachen Standardabweichung zu den Mittelwerten der Probe und Kontrolle definiert. Der Z-
Faktor sagt aus, ob das Messfenster des Assays unter definierten Bedingungen grof3 ge-
nug ist, um aktive Verbindungen von inaktiven Verbindungen unterscheiden zu kénnen

und ist damit ein KontrollmaR fiir die Signaltrennung auf einer Platte '%°.

Der Z'-Faktor ist ein statistischer Parameter zur Beurteilung der Assay-Qualitat. Seine
Ermittlung erfolgt anhand positiver und negativer Kontrollen und ist von der Einwirkung

der eingesetzten Substanzen unabhangig *°.

Die Einschatzung der Eignung des EFC-Assays flr die Durchfihrung des HTS erfolgte in
einem Pilot-Screening. Hierfur wurden 4x 384-Wellplatten mit CHO-K1-TSHR-Zellen
(15000 Zellen/Well) ausgesat und nach Protokoll behandelt (Kapitel 5.3.5.1.1). Die Aus-
wertung ergab, dass sowohl der Z-Faktor als auch der Z'-Faktor im optimalen Bereich
lagen. Der Bereich des Z-Faktors lag zwischen 0,62-0,9; fur den Z'-Faktor bei 0,89
(Formel 5-2:).

6.2.1.3. SIGNAL-RAUSCH-VERHALTNIS

Es wurde Uberprift, ob eine der fur den Assay erforderlichen Reagenzien die Signalstarke
beeinflusst. Daftir wurde nacheinander jedes im Assay verwendete Reagenz durch Zell-
Assay-Puffer ersetzt und die Signalstarke gemessen. Das Ergebnis zeigte, dass keine der

Reagenzien die Signalstarke beeinflusst. Die Auswertung erfolgte in der Screening Unit.

6.2.1.4. BESTIMMUNG DER OPTIMALEN ZELLDICHTE

Fir die Bestimmung der optimalen Zellzahl wurden Konzentrations-Wirkungskurven mit
unterschiedlichen Zellzahlen (2500; 5000; 10000 und 20000 Zellen/Well) erstellt. Hierfur
wurde die entsprechende Zellzahl ausgesat, mit steigenden bTSH-Konzentrationen stimu-
liert und zelluldres cAMP mit dem EFC-Assay bestimmt (Kapitel 5.3.5.1.1). Das Signal
wurde im Lumineszenzdetektor gemessen und ausgewertet. Die Signalstabilitat wurde
Uberprtft, indem die Messung zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgte, nach einer

dreistiindigen Inkubationszeit und nach einer Inkubation Gber Nacht.
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Abbildung 6-6: Konzentrations-Wirkungskurven des wildtypischen TSHR zur Ermittlung der optima-
len Zellzahl. Die Bestimmung der cAMP-Konzentration erfolgte in CHO-K1-TSHR-Zellen nach Sti-
mulation mit ansteigenden Konzentrationen an bTSH. A) Signalmessung nach dreistiindiger Inku-
bation. B) Signalmessung nach einer Uber-Nacht-Inkubation.

Die Konzentrations-Wirkungskurven aus Abbildung 6-6 zeigen, dass das Signal nach ei-
ner Uber-Nacht-Inkubation stabil und hoch ist. Das Optimum der Zellzahl liegt zwischen
10000 und 20000 Zellen pro Well. Basierend auf diesem Ergebnis wurden alle weiteren
Versuche mit 15000 Zellen pro Well durchgefiihrt. Das Signal wurde nach einer Uber-

Nacht-Inkubation mit Lumineszenzdetektor gemessen und ausgewertet.

Gleichzeitig ermoglichen die Konzentrations-Wirkungskurven eine Bestimmung des ECgop-
Wertes fur bTSH. Um die antagonistische Aktivitat der Substanzen zu testen, sollte eine
bTSH-Konzentration gewahlt werden, die zum einen den Rezeptor stark genug stimuliert,
um gut messbare Werte zu erhalten, und die zum anderen einen méglichst grolen Be-
reich der Hemmung bietet, um die antagonistische Aktivitat der Substanzen differenzieren
zu kénnen. Es wurde der ECgy-Wert (bTSH-Konzentration 2,14 [U/ml) am oberen Ab-

schluss des linearen Bereiches der Konzentrations-Wirkungskurve genommen.

6.2.1.5. OPTIMIERUNG DER WASCHSCHRITTE

Das Wachstumsmedium kann zu einem verfalschten Signal fliihren oder die Messung sto-
ren. Aus diesem Grund wurde getestet, ob ein zusatzlicher optionaler Waschschritt der
Zellen mit PBS erforderlich ist.

Um das Wachstumsmedium komplett von den Zellen zu entfernen, wurden diese vor dem
Assay-Beginn einmal mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde der Assay durchgeflihrt
(56.3.5.1.1). Das Zelllysat wurde Uber Nacht bei RT im Dunklen inkubiert und das Lumi-

neszenzsignal am nachsten Tag detektiert.
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Abbildung 6-7: Konzentrations-Wirkungskurven des wildtypischen TSHRs zur Testung eines optio-
nalen Waschschrittes mit PBS. Die Bestimmung der cAMP-Konzentration erfolgte in CHO-K1-
TSHR-Zellen, die mit ansteigenden Konzentrationen an bTSH stimuliert wurden. Die Signalmes-
sung erfolgte nach einer Uber-Nacht-Inkubation. Die Zelldichte mit 20000 Zellen pro Well ist rot
dargestellt, die Zelldichte mit 10000 Zellen pro Well griin. Die gestrichelten Kurven stellen die je-
weilige Messung ohne den Waschschritt mit PBS dar, die durchgehende Kurven die messung mit
einem PBS-Waschschritt.

Aus dem Ergebnis (Abbildung 6-7) geht eindeutig hervor, dass ein optionaler Waschschritt
vor dem Assay-Beginn zusatzlich das Signal erhoht. Die Durchfihrung des HTS erfolgte
deshalb mit einem zusatzlichen Waschschritt. Dieser wurde vor der Zugabe der Substan-

zen und der Reagenzien durchgefihrt.

6.2.1.6. ERSTELLUNG DER CAMP-STANDARDKURVE

Die Umrechnung der cAMP-Konzentrationen aus dem gemessenem Lumineszenzsignal,
angegeben in relative light units (RLU), in die Einheit pmol erfolgte anhand einer cAMP-
Standardkurve. Hierfir wurde eine Verdinnungsreihe mit definierten Konzentrationen
(2,53 uM-1,28x 10 uM, empfohlene Angaben des Herstellers, DiscoveRx) aus syntheti-
schem cAMP erstellt und mittels EFC quantifiziert. Der Assay erfolgte in einem zellfreien
System und der Ablauf entsprach den vorher ermittelten Assay-Bedingungen (Kapitel
5.3.5.1.1). Das Lumineszenzsignal wurde zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten, nach

einer dreistiindigen und nach einer Uber-Nacht-Inkubation, gemessen.
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Abbildung 6-8: cAMP Standardkurve. Das Lumineszenzsignal wurde nach einer dreistindigen In-
kubation (grau) und nach einer Uber-Nacht-Inkubation (schwarz) gemessen. Jeder Datenpunkt
wurde als Dreifach-Wert bestimmt. Angegeben ist der jeweilige arithmetische Mittelwert + Stan-
dardabweichung.

In Abbildung 6-8 sind zwei cAMP-Standardkurven dargestellt, die nach einer unterschied-
lich langen Inkubationszeit ermittelt wurden. Das Lumineszenzsignal ist nach einer Uber-
Nacht-Inkubation (schwarze Kurve) stabil und deutlich héher als nach einer dreistiindigen
Inkubation (graue Kurve). Dieses Ergebnis bestatigt die im Zellassay ermittelten Daten.

Alle Messungen fiir das HTS wurden nach einer Uber-Nacht-Inkubation gemessen.

6.2.1.7. EINFLUSS VON DMSO
Alle im HTS verwendeten Substanzen lagen in DMSO geldst vor. Der Einfluss von DMSO
auf die Signalstarke wurde getestet, indem Zellen ohne Zugabe von DMSO und Zellen mit

Zugabe von 1% DMSO Endkonzentration gegeneinander getestet wurden.

Die Auswertung ergab, dass die 1%-ige DMSO-Konzentration in der Zelllésung keinen

Einfluss auf die Signalstarke hatte.

6.2.2. PRIMARES SCREENING

Es wurden 16544 Substanzen aus der ChembioNet Substanzbibliothek der Screening
Unit getestet. Die Durchfiihrung erfolgte nach den oben beschriebenen und ermittelten
Voraussetzungen. Es wurden 47 Platten im 384-Wellplatten-Format untersucht. Die Aus-
wertung des primaren Screenings erfolgte durch Dr. Martin Neuenschwander (Schreening

139

Unit) mit dem Pipeline Pilot Programm ", welches das gemessene Lumineszenzsignal in

eine farbkodierte graphische 2D-Darstellung umwandelt und auswertet (Abbildung 6-9).
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Abbildung 6-9: Dargestellt ist eine 384-Wellplatte aus dem primaren Screening (exemplarisch fir
insgesamt 47 getestete Platten). Die gemessenen Rohdaten sind als 2D-farbkodierte Darstellung
prasentiert. Die Farbskalierung zeigt in Richtung Minimalwert (rot) und Maximalwert (blau) der ge-
messenen cAMP-Konzentration in einem Well. Die Reihe 23 enthalt die Negativkontrollen (CHO-
K1-TSHR stimuliert mit bTSH, ohne Zugabe von Substanz (blau)). In Reihe 24 sind die positiven
Kontrollen zu sehen, (Zellen ohne Stimulation und ohne Substanzzugabe (rot)). Jedes Well stellt
eine Einzelpunktmessung (Single-Point) fur eine getestete Substanz dar.

Der HTS fihrte zur Identifizierung von 350 Substanzen, die eine antagonistische Wirkung
auf den TSHR zeigten. Das gesamte primare Screening erfolgte als eine Single-Point-

Messung.

6.2.3. HIT-VALIDIERUNG

Zur Hit-Validierung wurden Konzentrations-Wirkungskurven mit neuen unterschiedlichen
Konzentrationen (0,196 pM; 0,390625 uM; 0,78125 uM; 1,5625 uM; 3,125 uM; 6,25 uM;
12,5 uM; 25 uM; 50 uM) fir die 350 positiv-getesteten Substanzen mit dem EFC-Assay
generiert. Es wurden der ICso-Wert, die Standardabweichung vom ICso-Wert und die rela-
tive Aktivitat bestimmt. Bei der Auswahl der Hits wurden diese Parameter beriicksichtigt,
dabei sollte die Standardabweichung des ICso-Wertes kleiner sein als der ICso-Wert selbst

und die relative Aktivitat sollte mindestens eine 25%-ige Anderung aufweisen.

In Abbildung 6-10 sind exemplarisch Beispiele fir eine konzentrationsabhangige Hem-
mung (Abbildung 6-10 A) und eine konzentrationsunabhangige Hemmung (Abbildung
6-10 B) der cAMP-Produktion dargestellt. Insgesamt zeigten 263 von 350 Substanzen

eine konzentrationsabhangige antagonistische Wirkung auf den TSHR.
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Abbildung 6-10 Konzentrations-Wirkungskurven (exemplarisch dargestellt fiir insgesamt 350 getes-
tete Substanzen) des wildtypischen TSHRs stimuliert mit bTSH (ECgo-Wert) und behandelt mit
ansteigenden Konzentrationen an Substanz. Die Signalmessung erfolgte nach einer Uber-Nacht-
Inkubation. A) Konzentrations-Wirkungskurve der Substanz 4. B) Konzentrations-Wirkungskurve
der Substanz 207902.

6.2.4. AUSSCHLUSS FALSCH POSITIVER HITS

Das Ziel ist es eine Substanz zu identifizieren, die direkt am TSHR wirkt. Demnach wurde
der Ausschluss falsch positiver Hits in TSHR-freien CHO-K1-Zellen durchgefiihrt. Die Sti-
mulation der Zellen erfolgte durch Forskolin, einem direkten Aktivator der Adenylylzyklase.
Die Ermittlung des ECg-Wertes von Forskolin erfolgte durch die Erstellung einer Konzent-
rations-Wirkungskurve. Der ECg-Wert betrug 23,4 uM/L. Die anschlieRende Durchfiih-
rung erfolgte nach dem gleichen Schema wie im primaren Screening. Es wurden 263

Substanzen getestet und eine Substanz-Konzentration von 50 uM eingesetzt.
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Abbildung 6-11: Konzentrations-Wirkungskurven (exemplarisch dargestellt fir insgesamt 263 ge-
testete Substanzen) durchgefiihrt in CHO-K1-Zellen ohne TSHR, stimuliert mit Forskolin (ECgo-
Wert) und behandelt mit ansteigenden Konzentrationen an Substanz. Die Signalmessung erfolgte
nach einer Uber-Nacht-Inkubation. A) Konzentrations-Wirkungskurve der Substanz 212318. B)
Konzentrations-Wirkungskurve der Substanz 208499 (S5).
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In der Abbildung 6-11 sind exemplarisch Beispiele fiir eine rezeptorunabhangige Hem-
mung (Abbildung 6-11 A) und eine rezeptorabhangige Hemmung (Abbildung 6-11 B) der
cAMP-Produktion dargestellt.

Zwolf der 263 Substanzen zeigten keine Forskolin-abhangige Inhibition der cAMP-
Produktion in CHO-K1-Zellen ohne TSHR. Somit wurden zwdlf Substanzen mit neun un-
terschiedlichen chemischen Grundgerusten als positive Hits im primaren Screening identi-

fiziert.
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Tabelle 6-2: Ubersicht der im primaren Screening identifizierten Substanzen.

Antagonistische

Agonistische

Struktur ID_FMP_IH| Summenformel x::::: IC5°i::s_lt_i;"mt Wirkung in % | Wirkung n-fach
bestimmt im RIA| {iber Basalwert
S1 C21H15N30, 341,36 1,08 uM keine keine
S2 C2,H10F2N6O4sS 502,49 35,77 uyM keine keine
S3 C28H1gN205 438,43 13,96 uM 27 keine
S4 C26H22N20,S; 474,59 3,82 uM 63 2,7
S5 C20H21NO4 339,39 4,51 yM keine keine
S6 C24H26NgOsS 510,57 n.b. keine keine
s7 C2gH23NgO4S 544,62 n.b. 23 keine
S8 C24H19FO3 374,40 n.b. 52 2,8
S9 C26H23F3N4O4 512,48 3,19 uM 75 keine
S10 C43H7NsO¢ 329,22 2,35 uM 41 keine
s11 C15H21CLN2O 351,70 2,71 uM 21 keine
S12 C26H21CIN4OsS,| 569,05 n.b. keine keine
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6.3. SEKUNDARER ASSAY, RIA

Die im primaren Screening identifizierten Substanzen mit antagonistischer Wirkung am
TSHR wurden mit einem sekundaren Assay validiert. Die cAMP-Produktion wurde mittels
RIA bestimmt (Kapitel 5.3.4.1).

6.3.1. BESTIMMUNG DER OPTIMALEN ZELLDICHTE UND DES ZELLSYSTEMS

Zuerst wurden ein geeignetes Zellsystem und die optimale Zellzahl fur die Durchfihrung
der RIA ermittelt. Es wurden zwei Zelllinien getestet, CHO-K1 und HEK293T (Human
Embryonic Kidney). Beide expremierten stabil den TSHR. Die Erstellung der Konzentrati-
ons-Wirkungskurven fir beide Zelllinien (Abbildung 6-12) erfolgte mit zwei unterschiedli-
chen Zelldichten (75000 und 100000 Zellen/Well). Die Durchfiihrung der RIA wurde im 24-
Wellplatten-Format realisiert. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit GraphPrism
5.04.
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- ]
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Abbildung 6-12: Radioimmunologische Bestimmung der intrazellularen cAMP-Konzentration zur
Ermittlung des Zellsystems flir die Durchfihrung des sekundaren Screenings, durchgefiihrt in
HEK293T-TSHR (schwarz) und CHO-K1-TSHR (blau). Die cAMP-Akkumulation wurde nach Stimu-
lation mit ansteigenden Konzentrationen mit bTSH gemessen. A) Aussaat 75.000 Zellen pro Well.
B) Aussaat 100.000 Zellen pro Well. Jeder Datenpunkt wurde als Doppelwert bestimmt. Angege-
ben ist der jeweilige arithmetische Mittelwert + Standardabweichung.

In Abbildung 6-12 sind die Konzentrations-Wirkungskurven flir die getesteten Zelllinien
dargestellt. Die CHO-K1-TSHR-Zellen zeigen ein deutlich niedrigeres cAMP-Niveau, be-
stimmt mittels RIA, im Vergleich zu HEK293T-TSHR.

Die Uberprifung der Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie (Kapitel 5.3.3.1)
hat gezeigt, dass CHO-K1-TSHR-Zellen im Vergleich zu HEK293T-TSHR nur ca. 25%

des Rezeptors an der Membranoberflache aufweisen (Abbildung 6-13).
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Abbildung 6-13: Durchflusszytometrische Analyse zur Bestimmung der Oberflachenexpression des
TSHR in stabil transfizierten HEK293T- bzw. CHO-K1-Zelllinien. Die Markierung der Rezeptoren an
der Zelloberflache erfolgte mittels eines primaren monoklonalen TSHR-spezifischen Antikérpers
(Maus-anti-hrTSHR, MCA 1281, AbD Serotec), als Sekundarantikérper diente ein DyLight488-
konjugierter Ziege-anti-Maus IgG (AbD Serotec). Gemessen wurde die mittlere (relative) Fluores-
zenzintensitat je Zelle. Die Werte der HEK293T-TSHR-Zellen wurden mit 100% gleichgesetzt und
die Ergebnisse der CHO-K1-TSHR-zellen dementsprechend normiert. Jeder Datenpunkt wurde als
Doppelwert in zwei unabhangigen Experimenten bestimmt.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden alle weiteren Analysen des sekundaren Screenings in
HEK293T-TSHR-Zellen durchgefiihrt. Es wurde sowohl die antagonistische als auch die
agonistische Wirkung der Substanzen auf den TSHR uberprift. Zu diesem Zweck wurden
die Zellen zum einem mit der Substanz (50 uM) und bTSH (ECgo-Wert, 2,14 IU/ml)), zum
anderen nur mit der Substanz (50 uM) fir eine Stunde inkubiert. Anschlieend wurden die
Zellen lysiert und die cAMP-Konzentration bestimmt (Kapitel 5.3.4.1). Die Zugabe von
bTSH und Substanz erfolgte simultan.

In der radioimmunologischen cAMP-Bestimmung, durchgefiihrt in einem HEK293T-TSHR-
Zellen, konnten vier der zwolIf im HTS identifizierten Substanzen in ihrer antagonistischen
Wirkung auf den TSHR verifiziert werden. Es handelt sich dabei um die Substanzen S4,
S8, S9 und S10 (Abbildung 6-14 A), die jeweils ein unterschiedliches chemisches Grund-
gerust aufweisen (Tabelle 6-2). Die Messung der cAMP-Produktion nach alleiniger Sub-
stanzzugabe verdeutlicht, dass S4 und S8 auch agonistisch auf den TSHR wirken
(Abbildung 6-14 B).
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Abbildung 6-14: Radioimmunologische Analyse zur Bestimmung der intrazellularen cAMP-
Konzentration durchgefiihrt in HEK293T-Zellen, die den TSHR stabil exprimieren. A) cAMP-
Bestimmung nach einer simultanen Zugabe von Substanz (50uM) und bTSH (2,141U/ml). B) cAMP-
Bestimmung nach einer Zugabe von Substanz (50uM). Jeder Datenpunkt wurde als Doppelwert
bestimmt. Angegeben sind der jeweilige arithmetische Mittelwert + Standardabweichung.

A

((cAMP(pmol/well) der Probe (Substanz)) 1
cAMP (pmol/well) der Kontrolle

Agonistische Aktivitit =

B.

Ant istische Altivitit = (cAMP(pmol/well) der Probe (TSH + Substanz)) = 100 100
ntagonistische tvitat = (cAMP(pmol/well) der Probe (TSH)

Formel 6-1: Gleichungen zur Ermittlung der agonistischen (A) bzw. antagonistischen (B) Wirkungs-
starke der Substanzen im Vergleich zu Kontrolle.

Mit der Berechnung der antagonistischen bzw. agonistischen Wirkungsstarke der Sub-
stanzen kristallisierten sich drei potentielle Antagonisten fir den TSHR heraus (Abbildung
6-15). Die Substanzen S4, S8 und S9 zeigen mit Uber 50% den starksten Antagonismus
(Abbildung 6-15 A) am TSHR im Vergleich zur Kontrolle. Dabei I6sen S4 und S8 gleich-
zeitig eine dreifache agonistische Aktivitdit am Rezeptor im Vergleich zu Kontrolle aus
(Abbildung 6-15 B). Somit sind S4 und S8 Partialagonisten des TSHR. Anhand dieser
Ergebnisse wurden drei Hit-Substanzen, die Substanzen S4, S8 und S9, fur weiterfihren-

de experimentelle Studien ausgewahlt.
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Abbildung 6-15: Dargestellt sind die ermittelte antagonistische Wirkung (Formel Abb. 1-12) der
Substanzen auf den TSHR in Prozent und die agonistische Wirkung als n-faches der Basalaktivitat
im Vergleich zur Kontrolle.

6.3.2. PRAINKUBATION UND INITIALE INHIBITIONSKURVEN

Es sollte Uberprift werden, ob die einstlindige Prainkubation der Zellen mit der Substanz
(Zugabe der Substanz vor Zugabe des bTSH) deren inhibitorische Wirkung auf den TSHR
beeinflusst. Es wurden die drei Substanzen S4, S8 und S9 analysiert. Hierfir wurden die
Zellen zum einen mit den Substanzen fir 60 Min. prainkubiert und anschlieRend mit bTSH
stimuliert. Zum anderen erfolgte die Zugabe der Substanzen und bTSH simultan. Es wur-
de eine Drei-Punkt-Messung durchgefuhrt. Die Substanzen wurden in den Konzentratio-
nen von 5 uyM, 15 pM und 50 uM eingesetzt. Die Stimulation der Zellen mit bTSH erfolgte

mit dem vorher ermittelten ECgo-Wert von 2,14 [U/ml.

5004
= 400 DMSO mit Prainkubation
E ] ®  DMSO ohne Prainkubation
@
9 3004 S4 mit Prainkubation
g S4 ohne Prainkubation
o
o 200+ S8 mit Préinkubation
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O 1004
S9 mit Prainkubation
0 S S — ®  S9 ohne Prainkubation
1 0-5 .0 10-4 .5
Substanz [M]

Abbildung 6-16: Einfluss der Prainkubation auf die inhibitorische Wirkung der Substanzen. Die
intrazellulare cAMP-Produktion wurde nach einer simultanen Zugabe der entsprechenden Sub-
stanz und bTSH (2,14 1U/ml) (durchgehende Linien) und nach einer Prainkubation der Zellen mit
der Substanz fir 1h und anschlieBender bTSH-Stimulation (gestrichelte Linien) radioimmunolo-
gisch bestimmt. Jeder Datenpunkt wurde als Doppelwert bestimmt. Angegeben ist der jeweilige
arithmetische Mittelwert + Standardabweichung.
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Die Drei-Punkte-Messungen flir die jeweiligen Substanzen stellen gleichzeitig die initialen
Inhibitionskurven dar. Aus der Abbildung 6-16 wird einmal die konzentrationsabhangige
Inhibierung der cAMP-Produktion durch die eingesetzten Substanzen deutlich. Zum ande-
rem lasst sich eine Erhéhung des inhibitorischen Effekts der Substanz S8 und S9 bei ei-

ner Prainkubation erkennen.

S9 zeigt bei 5 yM und 15 pM einen etwas besseren Effekt bei einer Prainkubation. Die
Wirkung von S9 bei einer Konzentration von 50 uM ist in beiden Versuchen vergleichbar.
Interessant ist, dass die Wirkung von S9 bei 5uM und 15uM keinen Unterschied erkennen
|asst. Beide Konzentrationen [6sen einen identischen Effekt aus, und zwar sowohl bei den

Prainkubationsversuchen als auch bei simultaner Zugabe von S9 und bTSH.

Die Substanz S4 hingegen zeigt keinen signifikanten Unterschied in der cAMP-Produktion

in beiden Versuchen.

6.4. CHARAKTERISIERUNG UND OPTIMIERUNG DER HIT-SUBSTANZEN

Die Optimierung von Hit-Substanzen ist ein sich wiederholender Prozess aus computer-
unterstitztem molekularem Modeling, chemischer Synthese neuer Substanzen und deren
funktionaler Analyse. Ziel ist es, die im HTS identifizierten Hit-Substanzen zu einem selek-

tiven und hochaffinen Antagonisten fiir den TSHR zu optimieren '*°.

6.4.1. STRUKTUR-AKTIVITATSBEZIEHUNG

Der Begriff Struktur-Aktivitatsbeziehung (engl. structure activity relationship; SAR) be-
zeichnet Untersuchungen, bei denen die chemische Struktur eines Moleklls mit seinen
biologischen, physikalisch-chemischen und pharmakologischen Eigenschaften in Verbin-
dung gebracht wird. Ausgehend von der Struktur einer Hit-Substanz werden Strukturderi-
vate synthetisiert und im Hinblick auf ihre Eigenschaften analysiert. In der Wirkstoffent-
wicklung wird das SAR-Verfahren eingesetzt, um pharmazeutisch relevante Stoffe mit

hoher Aktivitat und Affinitat zu entwickeln ™.

Fir weitere SAR wurden in der Datenbank des FMP (AG R. Kihne; 9,1 Millionen Verbin-
dungen, 39 Anbieter; Stand Mai 2013) nach kommerziell erhaltlichen Substanzen ge-
sucht. Dies geschah mit dem Ziel, Derivate der Substanzen S4 bzw. S9 fir die SAR zu
erhalten. Anhand des Tanimoto-Koeffizientes (> 0.6;) " konnten 106 bzw. 26 strukturell
ahnliche Substanzen identifiziert werden. Daraus wurde eine Auswahl getroffen, sieben
Substanzen ahneln S4 (Tabelle 6-3) und vier Substanzen ahneln S9 (Tabelle 6-4). Diese
wurden kommerziell erworben und im Hinblick auf ihren antagonistischen Effekt charakte-

risiert.
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Abbildung 6-17: Radioimmunologische Analyse zur Bestimmung der intrazellularen cAMP-
Konzentration durchgefihrt in HEK293T-TSHR-Zellen. Die cAMP-Werte ohne bTSH-Stimulation
mit Substanzzugabe (50 pM) sind in grau dargestellt. In blau sind cAMP-Werte nach Stimulation
mit bTSH (2,14 IU/ml) und simultaner Substanzzugabe (50uM) dargestellt. A) cAMP-Bestimmung
fur S4 und Derivate. B) cAMP-Bestimmung fur S9 und Derivate. Jeder Datenpunkt wurde als Dop-
pelwert bestimmt. Angegeben ist der jeweilige arithmetische Mittelwert £ Standardabweichung.

Keine der gekauften Substanzen zeigt eine bessere antagonistische Wirkung auf den
TSHR als die beiden Hit-Strukturen S4 und S9. Die Substanzen S17, S22, S23 (Tabelle
6-3) sind Derivate von S4 und S27 (Tabelle 6-4) ist ein Derivat von S9. Diese Derivate
zeigten weder einen antagonistischen noch einen agonistischen Effekt auf den TSHR und
sind somit inaktiv am TSHR.

Die Substanz S18 (Tabelle 6-3), Derivat von S4, zeigt eine leichte ca. 30%-ige antagonis-
tische Wirkung auf den TSHR. Die Substanz 19 (Tabelle 6-3), Derivat von S4, zeigt eine
ca. 60%-ige antagonistische Wirkung, die mit S4 vergleichbar ist. Gleichzeitig wurde eine
15-fache agonistische Wirkung dieser Substanz gemessen und somit ist S19 auch ein
partialer Agonist. Die Substanz S20 (Tabelle 6-3), Derivat von S4, zeigt sowohl eine leich-
te antagonistische als auch eine agonistische Wirkung. Die Substanz S21 (Tabelle 6-3)
zeigt eine etwa 50%-ige antagonistische Wirkung, der Wirkung von S4 vergleichbar, aber
auch hier ist eine leichte agonistische Wirkung messbar.
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Tabelle 6-3: Ubersicht der gekauften Derivate der Hit-Substanz S4.

Antagonistische

Agonistische

Struktur und Summenformel ID_FMP_IH| Summenformel Tanlm(.)to Molare Wirkung in % | Wirkung n-fach
Koeffizient| Masse . . .
bestimmt im RIA| {iber Basalwert
S4 C26H22N20:S, 1 474,59 63 3
S$17 C30H30N205S; 0,816 530,17 keine keine
S18 Cstz7N303Sz 0,816 51 7,15 30 keine
S19 C25H20N204S2 0,766 476,09 50 15
S20 C2sH25N304S; 0,716 531,13 50 5
S21 C26H19F3N205S, | 0,6969 528,08 55 1,7
S22 Cz1H15N20382 0,677 408,06 keine keine
S23 C21H1gN205S; 0,646 442,07 keine keine

Die Substanzen S24, S25, S26 sind Derivate von S9 und zeigen alle eine antagonistische

Wirkung, die aber nur halb so stark ist. Interessanterweise wirkt keine dieser Substanzen,

wie auch S9 selbst nicht, agonistisch auf den TSHR.
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Obwohl keine der gekauften Substanzen ein starkerer TSHR-Antagonist ist als die im
HTS identifizierten Hit-Substanzen S4 und S9, tragen die unterschiedlichen Effekte dieser
Substanzen zu den SAR bei.

Tabelle 6-4: Ubersicht der gekauften Derivate der Substanz S9.

Tanimoto Molare Antagonistische| Agonistische
Struktur ID_FMP_IH | Summenformel L. Wirkung in % | Wirkung n-fach
Koeffizient| Masse . . .
bestimmt im RIA| {iber Basalwert

S9 C26H23F3N4O4 1 512,48 75 keine

%ﬁ . )):O S24 C5H25F3N4O, 0,75 502,18 30 keine

N
f S$25 C22H321F3N4O4 0,688 462,15 28 keine
&K )
M v

o/\
k/N
o
O J S26 C19H19N305 0,65 369,13 35 keine
N
o
E
/ S27 . .
N C16H12F3NO; 0,648 307,08 keine keine
F ) /

6.4.2. STEREOSELEKTIVE SYNTHESE

Alle kommerziell erhaltlichen Substanzen sind in ihrer Stereochemie vom Hersteller nicht
klar definiert und liegen als Stereoisomere vor. Um den Effekt der einzelnen Isomere zu
testen, wurden stereoselektive Synthesen zur Herstellung der S4- und S9-Derivate durch-
gefuhrt und die Stereoisomere getrennt. Die Synthesen wurden in der AG Edgar Specker

von Sebastian Sobottka im Rahmen seiner Masterarbeit durchgefiihrt '**.
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Tabelle 6-5: Ubersicht der stereoselektiven Derivate der Substanz S9

Antagonistische

Agonistische

OoN N

Struktur ID_FMP_IH | Summenformel KTan;fr_n(_)tot lelolare Wirkung in% | Wirkung n-fach
oefiizien aSS€ | pestimmtin RIA| basal Wert
O . o~
S9 ngHz3F3N404 1 512,43 75 keine
@\N/\ o,
k/N
//7 S30 C25H24N404 0,80488 44418 20 keine
N %,
O)’ vvvv @
O\N/\
N
k/ j@\ o S31 CasH24N4O, 0,80488 444,18 20 keine
O;N N
o
HaC
\N/\l
(A
o]
S$32 CoH22N40, 0,64583 382,41 keine keine
0N N
Q
HyC!
\N/\
(s
[e]
)\ s33 C20H22N4O;4 0,64583 382,41 keine keine
QN N /’%
o
LO//&N/W
k/N N\
| j\ s34 C21H23NsO0g 0,65306 440,17 30 keine
oN 7 N %,
pe
o
LO//(N/\
N N\
| { S35 C21H23N506 0,65306 440,17 15 keine
Z
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Tabelle 6-6: Ubersicht der stereoselektiven Derivate der Substanz S4.

Tanimoto | Molare Antagonistische| Agonistische
Struktur ID_FMP_IH| Summenformel Koeffizient| Masse Wirkung in % | Wirkung n-fach
bestimmt im RIA| {iber Basalwert
sS4 C26H22N203S2 1 474,59 63 3
S$37 C25H20N203S2 | 0,94595 460,09 70 4
S36 C25H20N205S; 0,9459 460,09 keine keine
S38 C39H29N505S> 0,625 603,71 40 keine

Es wurden insgesamt drei Derivate der Substanz S4 (S36, S37, S38; Tabelle 6-6) und
sechs Derivate der Substanz S9 (S30, S31, S32, S33, S34, S35; Tabelle 6-5) stereose-

lektiv synthetisiert und funktionell charakterisiert.

Obwohl fur keine der nachsynthetisierten Substanzen eine deutlich verbesserte antago-
nistische Wirkung auf den TSHR gegeniber den Ausgangssubstanzen gemessen wurde,

gab es dennoch einen entscheidenden Fortschritt fir die SAR.

So zeigen die Stereoisomere S30 und S31, Derivate von S9, vergleichbare inhibitorische
Wirkung auf TSHR (Tabelle 6-5), wogegen die Stereocisomere S37 und S36 klare unter-
schiedliche funktionale Effekte aufweisen (Tabelle 6-6). Wahrend die Substanz S37 ein
endo-Stereoisomer ist und eine 70%-ige Inhibierung nach Stimulation mit bTSH in
HEK293T-TSHR-Zellen zeigt, ist fur deren exo-Stereoisomer S36 kein antagonistischer
Effekt zu beobachten (Abbildung 6-20). Die beiden Streoisomere S36 und S37 zeigen
klare Unterschiede in ihrer Konformation, die im Zusammenhang mit ihrer Aktivitat am
Rezeptor stehen. Die Stereoisomere S30 und S31 hingegen unterscheiden sich nur ge-

ringfligig in ihrer Konformation und zeigen einen vergleichbaren Effekt auf den Rezeptor.
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Abbildung 6-18: Radioimmunologische Analyse zur Bestimmung der intrazellularen cAMP-
Konzentration durchgefihrt in HEK293T-TSHR-Zellen. Die Zellen wurden mit 50 uM Substanz
behandelt. Bestimmt wurden die cAMP-Basalwerte ohne bTSH-Stimulation (grau dargestellt) und
die cAMP-Werte nach einer Stimulation mit bTSH (2,14 1U/ml, blau dargestellt). A) cAMP-
Bestimmung fur S4 und Derivate. B) cAMP-Bestimmung fir S9 und Derivate. Jeder Datenpunkt
wurde als Doppelwert bestimmt. Angegeben ist der jeweilige arithmetische Mittelwert £ Stan-
dardabweichung.

S37 und S36 stellen Sonderformen der Diastereomerie dar, sie sind endo-/exo-Isomere
zu einander. Aus Abbildung 6-20 (B und D) geht der Unterschied in der Konformation der
Substanzen deutlich hervor.
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A

Substanz S30

O NO:

Substanz S31

Substanz S30

Substanz S31

Abbildung 6-19: Stereoisomere von S30 (A, B) und S31 (C, D). Dargestellt sind die chemische
Struktur mit Kennzeichnung aller chiralen Zentren (S30 A, S31 C) und die 3-D Struktur (S30 B, S31

D).

Substanz S37

Substanz S36

Substanz S37

Substanz S36

Abbildung 6-20: Stereoisomere von S37 (A, B) und S36 (C, D). Dargestellt sind die chemische
Struktur mit Kennzeichnung aller chiralen Zentren (S37 A, S36 C) und die 3-D Struktur (S37 B, S36

D).
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6.4.3. SELEKTIVITAT

Fur weiterfihrende Untersuchungen sollten die Substanzen ausgewahlt werden, die aus-
schliellich am TSHR wirken. Die Selektivitatsanalysen der Substanzen wurden sowohl
am TSHR, als auch an den homologen Rezeptoren wie FSHR und LHCGR durchgeflihrt.
Ein Mitglied der Familie B der GPCR, der Corticotropin-releasing factor 1 receptor
(CRF4R), wurde als Negativkontrolle mitgeflihrt. Alle getesteten Rezeptoren wurden stabil
in HEK293T-Zellen exprimiert. Der Einfluss der Substanz auf den jeweiligen Rezeptor
wurde durch die Zugabe der Testsubstanz (50 yM) allein oder in Kombination mit dem
entsprechenden Agonisten getestet. Die Zugabe von Substanz und Agonist erfolgte simul-
tan. Die cAMP-Konzentration wurde nach einstiindiger Inkubation radioimmunologisch

gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6-21 dargestellt.
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Abbildung 6-21: Radioimmunologische Bestimmung der intrazelluldaren cAMP-Konzentration zur
Ermittlung der selektiven Substanzwirkung auf unterschiedliche GPCR, durchgeflihrt in der
HEK293T-Zelllinie, die CRF1R, TSHR, FSHR oder LHCGR jeweils stabil exprimierte. Die Rezepto-
ren wurden mit den Substanzen (50 uM) allein oder in Kombination mit dem jeweiligen Agonisten
behandelt. Die cAMP-Akkumulation wurde nach 1h Inkubation bestimmt. Dargestellt sind die
cAMP-Akkumulation nach Zugabe der Substanz allein (rot) und nach Zugabe der Substanz und
Agonisten (grau). A) CRF4R; Stimulation mit Sauvagine (2 nM). B) TSHR; Stimulation mit bTSH
(2,14 1U/ml). C) FSHR; Stimulation mit FSH (4 IU/ml). D) LHCGR; Stimulation mit hCG (0,5 1U/ml).
Jeder Datenpunkt wurde als Doppelwert bestimmt. Angegeben ist der jeweilige arithmetische Mit-
telwert + Standardabweichung.
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In Abbildung 6-21 sind die absoluten cAMP-Mengen flir den jeweiligen Rezeptor darge-
stellt. Da die gemessenen absoluten cAMP-Produktionslevel der Rezeptoren nicht direkt
miteinander vergleichbar sind, wurde die jeweilige antagonistische bzw. agonistische Wir-
kung berechnet (Formel 6-1) und in Prozent gegenuber dem Basalwert dargestellt
(Abbildung 6-22:).

A Antagonistische Wirkung B. Agonistische Wirkung
L BIE creR
TSHR 124 TSHR
50.04 BE  EsHR FSHR
B9 lHeGR M= LHoeR
10-

400+ -<-------@Bl- -t --------oo- - - -
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>
N -

0.5+
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P [n-fach iiber den Basalwert bei 50uM]
»
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Abbildung 6-22: Die berechnete antagonistische bzw. agonistische Wirkung der Substanzen auf
die getestete GPCR (Formel 6-1).

Keine der getesteten Substanzen zeigt eine agonistische oder antagonistische Wirkung

auf den als Kontrolle mitgefihrten CRF4R.

Die Referenzsubstanz S2/7 (erhalten von Kooperationspartner AG M. Gershengorn, NIH)
zeigte wie erwartet keine antagonistische Wirkung auf CRF4R und LHCGR, jedoch eine
leichte antagonistische Wirkung auf FSHR (ca. 20%) und eine ca. 45%-ige antagonisti-
sche Wirkung auf TSHR.

Keine der getesteten Substanzen wirkte agonistisch auf einen der beiden homologen Re-
zeptoren LHCGR und FSHR. Das ist insofern Uberraschend, als S19 eine zwélffache a-
gonistische Wirkung und S4, S8 sowie S37 vierfache agonistische Wirkung Gber dem Ba-

salwert des TSHR zeigen.

Die Substanzen S4, S8, S9 und S10 zeigen eine antagonistische Wirkung auf die homo-
logen Rezeptoren, d.h. entweder auf LHCGR und/oder auf FSHR, und sind somit nicht
TSHR-spezifisch. S19, S21 und S38 zeigen eine vergleichbare inhibitorische Wirkung auf
alle drei GPHR, und sind demnach auch nicht TSHR-spezifisch.

S37 inhibiert die TSH-induzierte cAMP-Produktion am TSHR. Diese Substanz zeigt kei-
nen inhibitorischen Einfluss auf die cAMP-Bildung bei LHCGR oder FSHR. Die hemmen-
de Wirkung von S37 ist vergleichbar mit der von Referenzsubstanz S2/7. Nach diesem
Test ist S37 die einzige TSHR-selektive Substanz.
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6.4.4. DIE TOXIZITATSBESTIMMUNG

Das TSHR-selektive Stereoisomer S37 wurde in seiner toxischen Wirkung auf die Zellen
getestet. Hierfur wurden die Zellen fir 18h mit unterschiedlichen Konzentrationen von S37
inkubiert und die Zellvitalitat mittels des alamarBlue-Assays bestimmt '?*. Als Kontrolle
wurden unbehandelte Zellen und sowie mit 0,2%-iger DMSO-L&sung inkubierte Zellen

mitgeflhrt.

40000+

30000+

200004

Zellvitalitat

100004

Il DMSO
3 unbehandelte Zellen
0- = S37

Kontrolle 100 75 50 25 10
Substanz [uMI]

Abbildung 6-23: Toxizitatsbestimmung der Substanzen mittels alamarBlue-Assay. HEK293T-
TSHR-Zellen wurden mit S37 in verschiedenen Konzentrationen (10 uM bis 100uM) fir 18h be-
handelt. Die Aktivitdt lebender, metabolisch aktiver Zellen wurde mittels alamarBlue-Assay ver-
messen (n = 3, Triplikate je Konzentration).

Keine der getesteten Konzentration von S37 zeigte eine toxische Wirkung auf die Zellen.
Demnach konnte im gewahlten Konzentrationsbereich von 10 yM-100 pM kein LCso-Wert
(Lethal Concentration, mittlere letale Konzentration) bestimmt werden '°. Die Substanz
S37 beeinflusst die Vitalitat der HEK293T-Zellen nach 18h Inkubationszeit nicht. Dieses
Ergebnis lasst darauf schlieRen, dass S37 im eingesetzten Konzentrationsbereich nicht
toxisch auf HEK293T-TSHR-Zellen wirkt.

6.4.4.1. KONZENTRATIONS-INHIBITIONSKURVEN

Der inhibitorischer Effekt der Substanzen wurde in ihrer Abhangigkeit von der eingesetz-
ten Konzentration untersucht. Es wurden Konzentrations-Inhibitionskurven fur das selekti-
ve Stereoisomer S37, fur S38 und fir die beiden Hit-Substanzen S4 und S9 erstellt. Als
Kontrolle wurden DMSO und der bekannte (nicht selektive) TSHR-Antagonist S2/7 mitge-
flhrt.

Die Bestimmung des intrazellularen cAMP-Levels erfolgte nach einer Stimulation mit
bTSH (ECg-Wert) mit und ohne Zugabe ansteigender Konzentrationen der jeweiligen
Substanz in stabil transfizierten HEK293T-TSHR-Zellen. Die Inhibition wurde als Redukti-



Ergebnisse 77

on der cAMP Konzentration im Vergleich zu einer Kontrolle (DMSO-Ldsung) radioimmu-

nologisch bestimmt.
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Abbildung 6-24: Konzentrations-Inhibitionskurven. Radioimmunologische Bestimmung der intrazel-
luldaren cAMP-Konzentration zur Ermittlung der konzentrationsabhangigen inhibitorischen Sub-
stanzwirkung, durchgefiihrt in HEK293-TSHR. A) cAMP-Akkumulation nach der Zugabe anstei-
gender Substanzkonzentration in Abwesenheit des Agonisten (bTSH). B) cAMP-Akkumulation
nach der Zugabe ansteigender Substanzkonzentrationen und Stimulation mit normierter Agonis-
tenkonzentration (bTSH; ECgo-Wert). Jeder Datenpunkt wurde als Doppelwert bestimmt. Angege-
ben ist der jeweilige arithmetische Mittelwert £ Standardabweichung.

Alle getesteten Substanzen zeigten eine konzentrationsabhangige inhibitorische Wirkung
auf die cAMP-Bildung. Die Unterschiede waren jedoch in den ICs-Werten (Tabelle 6-7)
festzustellen. Keine der Substanzen konntte bei 50 yM Konzentration die Rezeptoraktivi-
tat, ausgeldst durch Stimulation mit bTSH (ECgo-Wert), auf das Basalniveau bringen. Die
Substanzen S4 und S37 zeigten auch eine konzentrationsabhangige agonistische Wir-
kung auf den TSHR. Die Substanzen S9, S38 sowie die Referenzsubstanz S2/7 zeigten
keine agonistische Wirkung.

Tabelle 6-7: Ubersicht der kalkulierten ICso-Werte, ermittelt aus Konzentrations-Inhibitionskurven in
GraphPrism unter Verwendung der nicht linearen Regressionsanalyse.

Substanz ID IC50-Wert
S4 48,96uM

S9 18,62uM

S37 27,97uM
S2/7 10,70uM




Ergebnisse 78

6.4.5. SCHILD-REGRESSIONS-ANALYSE UND SCHILD-PLOT
Die Charakterisierung, ob die eingesetzten Substanzen kompetitiv zu bTSH binden, wur-
den die Schild-Regressions-Analyse und der Schild-Plot durchgefihrt (Kapitel 5.3.4.2).

Flhren die steigenden Antagonistenkonzentrationen zu einer Rechtsverschiebung der
Konzentrations-Wirkungskurven und zu einer Abnahme des ECso-Wertes des Agonisten,

so handelt es sich um einen kompetitiven Antagonisten zum eingesetzten Agonisten.

Fuhren steigende Antagonistenkonzentrationen zu einer Minderung des Maximalwertes
und einem gleichbleibenden ECs-Wert des Agonisten, so handelt es sich um einen nicht

kompetitiven Antagonisten zum eingesetzten Agonisten.

Aus der Rechtsverschiebung lasst sich das Konzentrationsverhaltnis r berechnen. Das
Konzentrationsverhaltnis r wird als log(r-1) gegen den Logarithmus der eingesetzten An-
tagonistenkonzentration im Schild-Plot eingetragen und dient zur Ermittlung des pA-—

Wertes. Die Steigung und Linearitat liefern Aussagen Uber die Art des Antagonismus
123,144
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Abbildung 6-25: Schild-Regressions-Analyse fir S9 durchgefiihrt in HEK293T-TSHR-Zellen. Die
Stimulation erfolgte mit ansteigenden Konzentrationen von bTSH allein (schwarz) und einer Zuga-
be der S9 (13 uM blau; 26,1 pM griin, 52,2 uM pink). Jeder Datenpunkt wurde als Doppelwert be-
stimmt. Angegeben ist der jeweilige arithmetische Mittelwert £ Standardabweichung.

Nach einer Behandlung der Zellen mit der Substanz S9 konnte der Maximalwert durch
bTSH-Stimulation nicht mehr erreicht werden (Abbildung 6-26). Die ermittelten bTSH
ECso-Werte sind zur mitgefuhrten Kontrolle (schwarze Kurve Abbildung 6-26) vergleich-

bar. Dieses Ergebnis lasst auf einen zu bTSH kompetitiven Antagonisten schlieRen.

Die Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurven beim Einsatz hoherer Kon-
zentrationen des Antagonisten S37, die Abnahme des ECs,-Wertes vom Agonisten

(bTSH) sowie das Erreichen des Maximalwertes lassen darauf schlieRen, dass sowohl
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S37 als auch S2/7 kompetitive Antagonisten zu bTSH sind. Die ermittelte Linearitat und

der Anstieg aus der Schild-Plot-Analyse bestéatigten diese Annahme.

Um die Annahme zu Uberprifen, wurden Schild-Regressions-Analysen flur die Substan-
zen S37, S2/7, S4 und S9 unter dem Einsatz des Agonisten compound 2 erstellt. Com-
pound 2 ist ein kleines Molekiil, das innerhalb der Transmembrandomane des TSHR bin-
det ”°. Ein optimaler Stimulationsbereich des TSHR durch compound 2 wurde anhand der

compound 2 Konzentrations-Wirkungskurven definiert (Abbildung 6-27).
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Abbildung 6-26: Schild-Regressions-Analyse (A,C) und Schild-Plot (B, D) fur S37 (A, B) und S2/7
(C, D). Jeder Datenpunkt wurde als Doppelwert bestimmt. Angegeben ist der jeweilige arithmeti-
sche Mittelwert + Standardabweichung.

Die Stimulation der HEK293T-TSHR-Zellen mit compound 2 und die gleichzeitige Be-
handlung der Zellen mit den Substanzen (S37, S2/7, S4 und S9) flihrten zu einer Abnah-
me des Maximalwertes. Die EC5o-Werte flir compound 2 blieben vergleichbar zur Kontrol-
le (Abbildung 6-28; schwarze Kurve).
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Abbildung 6-27: Konzentrations-Wirkungskurven fir compound 2 und bTSHR, durchgefiihrt in
HEK293T-TSHR-Zellen. Jeder Datenpunkt wurde als Doppelwert bestimmt. Angegeben ist der
jeweilige arithmetische Mittelwert + Standardabweichung.
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Abbildung 6-28: Schild-Regressions-Analyse fur S37, S2/7, S4 und S9, durchgefuhrt in HEK293T-
TSHR-Zellen. Die Stimulation erfolgte mit ansteigenden Konzentrationen von compound 2 allein
(schwarz) und einer Zugabe der Substanzen (13uM blau; 26,1uM griin, 52,2uM pink). Jeder Da-
tenpunkt wurde als Doppelwert bestimmt. Angegeben ist der jeweilige arithmetische Mittelwert +

Standardabweichung.
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Somit sind die Substanzen S37, S2/7, S4 aber auch S9 nicht kompetitiv zu compound 2.
Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die getesteten Substanzen eine andere Interakti-

onsstelle am TSHR haben, als der Agonist compound 2.
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7. DISKUSSION

7.1. EINFLUSS VON ALANIN AN DER POSITION 593 (5.50) AUF DIE TSHR-
KONFORMATION

Im ersten Teil der Arbeit wurden unter Anwendung der zielgerichteten Mutagenese Se-
quenz-Struktur-Funktionsbeziehungen des TSHR analysiert, die die potentielle Bindungs-
tasche fur kleine Molekile beeinflussen kénnen. Ausganspunkt waren Mutationsergebnis-
se an TMH5, die im Widerspruch mit dem urspringlichen, auf Rhodopsin basierenden
Homologiemodel standen. In dieser Arbeit charakterisierte Mutationen an der Position 593
im TSHR deuten darauf hin, dass der N-terminale Bereich der TMH5 des TSHR im Ver-
gleich zu Rhodopsin/Opsin um circa 10 bis 15 Grad gedreht sein muss. Das an dieser
Position in vielen GPCR hochkonservierte Prolin ist beim TSHR durch ein Alanin ersetzt.
Die durch LSM und FACS ermittelte Oberflachenexpression zeigt, dass das eingefliihrte
Prolin im TSHR zu einer starken Reduktion der Rezeptorexpression an der Plasmamemb-

ran fuhrt.

Dies bestatigt sich auch im Western Blot. Nach einer Immunprazipitation konnte keine
komplex-glykosilierte Bande fur die Mutante nachgewiesen werden. Die Analyse des Gly-
kosylierungsstatus der A593P-Mutante ergab nur eine 100 kDA-grof3e Proteinbande. Die-
se Bande entspricht der mannosereichen Glykosylierungsform des Rezeptors und ist fur
die unreifen Rezeptoren im ER und frihen Golgi-Apparat charakteristisch. Dieses Ergeb-
nis lasst auf die Fehlfaltung der Mutante schlieRen, die nur bedingt an die Oberflache

transportiert wird.

Die Proteinmodifikation beginnt im ER und wird im Golgi-Apparat fortgefuhrt. Dabei spielt
die Glykosilierung eine wichtige Rolle. Sie ist der Angriffspunkt flir molekulare Chaperone
wie Calnexin und Calretikulin. Diese beiden sind Bestandteil des Qualitats-Kontroll-
Systems in der Zelle. Calnexin und Calretikulin fordern die korrekte Proteinfaltung und
verhindern, dass inkorrekt gefaltete Proteine weiter transportiert werden. Oligosaccharide
kénnen die Affinitat fir Bindungspartner verandern, fungieren als Transportsignal und

sorgen fiir den Proteintransport zum entsprechenden Kompartiment "°.

Die Gruppe von Nagayama konnte zeigen, dass die Modifikationen der Oligosaccharide
die funktionelle Reifung des TSHR beeinflussen. Die Hemmung der Glykosylierung durch
Behandlung mit Tunicamycin fuhrte zu einem nicht-glykosylierten TSHR, der nicht korrekt
gefaltet war. Die Modifizierung der mannosereichen Glykosylierungsform in die komplex
glykosilierte Form im Golgi-Apparat steht im direkten Zusammenhang mit der Oberfla-
chenexpression des TSHR °'. Die Daten von Nagayama et al. zeigten, dass die N-

Glykosylierung im TSHR fur die korrekte Faltung im ER und fur den intrazellularen Trans-
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port zum Golgi-Apparat wesentlich sind, jedoch keinen Einfluss auf die Bindung von TSH
und TSHR-Autoantikérpern haben. Diese Arbeitsgruppe konnte unter anderem auch zei-
gen, dass die mannosereiche Form der TSHR (Man5GIcNAc2), eine hohere Affinitat zu
TSH hat . Inwieweit dies fiir die A593P-Mutante eine Rolle spielt, ist nicht klar. Die hdhe-
re Affinitdt zu TSH und die erhéhte basale Aktivitat konnten die Ergebnisse erklaren. Hier-

fur sind weitere Analysen notwendig, z. B. Bindungsstudien.

Die Ergebnisse der Signalisierung zeigen, dass der Maximalwert der A593P-Mutante etwa
70% des WT-Wertes erreicht. Dies steht im Kontrast zur stark minimierten Oberflachen-

expression, die nur 10% des WT betragt.

Die veranderte Basalaktivitat (nicht TSH-induzierte Stimulation) der Mutanten A593G,
A593P und A593V deuten auf deren Beteiligung an der Signalisierung und Stabilisierung
der basalen Konformation hin. Die in vielen GPCR hochkonservierte Position hat im
TSHR eine vergleichbare Funktion. Die Veranderung dieser Position hat immer eine Ver-
anderung in der Basalaktivitat zur Folge. Aufierdem wurden pathologischen Mutationen
im TSHR an der Position A593 beschrieben, die pathologischen CAM A593N " und die
pathologische, inaktivierende Mutation A593V '’ Basierend auf der funktionellen Charak-
terisierung von A593V koénnte deren inaktivierende Wirkung durch eine verminderte Ex-
pression (ca. 40%) und durch die verringerte Basalaktivitat als ein Hauptgrund fur die be-
obachtete, leichte angeborene primare Hypothyreose zu erklaren sein. Interessanterweise
fiihrt die Mutation von V509°“° in der TMH3 zu einer 2,8-fachen Erhéhung der Basalaktivi-
tat. Vom Modell ausgehend sind V509**° und A593°%° Interaktionspartner, denn die Dop-
pelmutation V509A-A593V zeigt eine dem WT vergleichbare basale Aktivitat . Demnach
ist der Kontakt zwischen A593 und V509 an der Stabilisierung der basal aktiven Konfor-
mation beteiligt. Die jingsten Erkenntnisse aus der Kristallstruktur einer aktivierten Re-
zeptorkonformation des (2-adrenergen Rezeptors entsprechen den hier gewonnenen
Daten. Die Position 5.50 der TMH5 und die Region um Position 3.40 der TMH3 scheinen

im direkten Zusammenhang mit der Signalregulierung des Rezeptor zu stehen .

Die Berlcksichtigung der Sequenzspezifitat der Position 5.50 bei der Erstellung eines
TSHR-Homologiemodells fliihrte zu dem Ergebnis zweier mdglicher Konformationen der
TMH5. Berlcksichtigt man das Prolin an der Position 5.50, wie die Kristallstruktur des
Rhodopsins es vorschlagt, so ergibt sich eine Unterbrechung der regularen a-Helix-
Konformation durch eine Aufweitung der TMH5-RUckgratstruktur. Die Berlcksichtigung

des Alanins an dieser Position fihrt zu einer regularen a-Helix-Konformation der TMHS5.

Die beiden Variationen der a-Helix-Struktur der TMH5, bedingt durch Prolin bzw. Alanin,
haben eine deutliche Veranderung der raumlichen Orientierungen der Seitenketten zur

Folge. Im TSHR Homologiemodell 1 (Abbildung 6-5, basierend auf Prolin) ist Leucin an
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der Position L587°°* in Richtung der Membran orientiert, im TSHR-Modell 2 (reguldre a-
Helix-Struktur) hingegen zeigt Leucin zur TMHG6 hin. Die vorausgegangenen Studien zeig-
ten, dass die Einfiihrung von Valin anstelle von Leucin (L587°°*) zu einer konstitutiven
Aktivierung des TSHRs fiihrt °®°°. Mit der Charakterisierung der Aminoséuren der TMH5
und TMH6 wurde der Interaktionspartner von L587 identifiziert. Die erhobenen Daten flih-
ren zu der Hypothese, dass L587°% (TMH5) mit L645%° (TMH6) interagiert. Die Verande-
rung an der Position L645°°°
TSHRs (Kleinau et al. 2011). Diese Daten bekraftigen die Annahme, dass der TSHR eine

reguldare a-Helix-Konformation (wie im TSHR-Modell 2, Abbildung 6-5, dargestellt) auf-

zu Valin fihrt ebenfalls zu einer konstitutiven Aktivierung des

weist.

Alle in diesem Abschnitt erzielten Ergebnisse zeigen, dass im TSHR mit Alanin an Positi-
on 593 (5.50) eine durchgangig regulare a-helikale-Konformation vorliegt und nicht eine
aufgeweitete helikale Rickgrat-Konformation, wie in vielen anderen GPCR der Familie A,
die an dieser Position ein Prolin aufweisen. Dieser aufgeweitete Helixturn fihrt zur Ver-
schiebung der helikalen Konformation im N-terminalen Teil der TMH5 und damit zur Ver-
schiebung der raumlichen Anordnung der Aminosaureposition um je eine Aminosaure.
Das hat zur Folge, dass sich die wechselwirkenden Aminosauren mit den benachbarten
Helices andern. Das erklart auch, weshalb die Ersetzung des Alanins durch Prolin im
TSHR strukturell nicht toleriert und es zur beobachteten Fehlfaltung kommt. Die hier vor-
gelegten Ergebnisse belegen aber auch, dass der TSHR in diesem Bereich eine individu-
ellere Konformation bzw. konformationelle Mikrodomane zwischen TMH5/TMH6 und
TMH3 aufweist.

Die hier diskutierte Konformation und Interaktionen an der TMH5 im Homologiemodell des
TSHR wurden kiirzlich durch die verdffentlichte Kristallstruktur des P2Y12-Rezeptors '*°
bestatigt. Wahrend die meisten aufgeldsten Strukturen von GPCR der Familie A ein hoch-
konserviertes Prolin an der Position 5.50 haben, was zu einem Bruch der a-Helix-Struktur
fuhrt, weist der P2Y12-Rezeptor ein Asparagin an dieser Position auf. Die Kristallstruktur
des P2Y12-Rezeptors zeigt, wie auch fur TSHR vorhergesagt, eine regulare a-helikale
Struktur der TMH5. Dartber hinaus hat der P2Y12-Rezeptor keine anderen Prolin- oder
Glycin-Reste in der TMH5, die einen destabilisierenden Einfluss auf seine regulare a-

Helix-Konformation haben kénnten *°. Dies gilt auch fiir den TSHR.

7.2. PRIMARES SCREENING ZUR IDENTIFIZIERUNG DES TSHR-ANTAGONISTEN

In den letzten zehn Jahren entwickelten sich Hochdurchsatzverfahren zu einem innovati-
ven multidisziplinaren Gebiet innerhalb der biologischen Chemie und der Biologie. Die

Sequenzierung des menschlichen Genoms zusammen mit der Entwicklung kombinatori-



Diskussion 85

scher Synthesen und der Durchfiihrung biologischer HTS bieten beispiellose Méglichkei-

ten zur Medikamentenentwicklung '*'.

Die erste Entwicklung eines Arzneimittels kann in zwei Phasen eingeteilt werden. Phase 1
besteht aus der HTS-Durchflihrung mit dem Ziel einen Hit zu identifizieren. Dabei wird
eine grof3e Anzahl an chemischen Substanzen auf ihre biologische Wirksamkeit getestet.
Das Ziel ist es, aus einer gro3en Menge getesteter Substanzen diejenige mit einer kon-

zentrationsabhangigen Wechselwirkung zum Rezeptor zu identifizieren '°%

Phase 2 besteht aus der Optimierung und Charakterisierung der Hits (identifiziert im HTS)
durch methodisch synthetische Modifikationen zur Charakterisierung und Erhéhung der
biologischen Aktivitat. Diese Phase ist entscheidend fir die therapeutische Relevanz der
Substanz. Wahrend dieser Phase wird die molekulare Struktur der Substanz verandert,

um die gewiinschte Aktivitat auf den Rezeptor zu maximieren '*2.

Die EO ist die haufigste extrathyreoidale Manifestation der autoimmunen Hyperthyreose
vom Typ Morbus Basedow *°. Es ist eine organspezifische Autoimmunerkrankung deren
Ursache in der Autoantikérperbildung gegen TSHR vermutet wird. TSHR wird in OF ex-
primiert und die Rezeptoraktivierung durch Antikérper flhrt zur immunologischen Entzin-
dung des retrobulbarem Gewebes. Dies hat ein Anschwellen des Muskel-, Fett- und Bin-
degewebes und das damit verbundene Hervortreten des Auges (Exophtalmus) zur Folge.
Die Entwicklung allosterischer Liganden, die direkt am TSHR als Ursache angreifen wur-
de die vorhandene therapeutische Licke schlielen, denn bis heute ist kein selektiver
TSHR-Antagonist bekannt. Die als selektiv wirkenden TSHR-Antagonisten publizierte
Substanzen, compound 2 und Org274179-0, zeigen biologische Aktivitdt an homologen

Rezeptoren 2116

Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Durchflihrung eines Hochdurchsatzverfahrens zur
Identifizierung antagonistisch wirkender Substanzen am TSHR, die als Hit-Substanz fur
die Verifizierung sowie Charakterisierung und erste Optimierung im sekundaren Assay

untersucht werden sollten.

7.2.1. FMP SUBSTANZBIBLIOTHEK, CHEMBIONET

Die Durchfiihrung eines HTS im akademischen Bereich ist nur im begrenzten Ausmal
mdaglich. Die finanziellen Mittel und die Anzahl der Substanzen sind im Vergleich zu einem
industriell durchgeflihrten HTS limitiert. Der Erfolg und die Effizienz des HTS hangen stark
von der Vorauswahl der biologisch aktiven chemischen Verbindungen ab, denn eine hohe
Anzahl getesteter chemischer Verbindungen allein fihrt oft nicht zu der erwarteten Zu-

nahme der Wirkstoffkandidaten **'.
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Die Limitierung in der Substanzanzahl im akademischen Bereich wurde durch die opti-
mierte Substanzbibliothek des FMP kompensiert. Die Arbeitsgruppe von Ronald Kihne
(FMP, Berlin) erstellte eine ChemBioNet Substanzbibliothek. Das Ziel war es, eine Sub-
stanzbibliothek an putativen bioaktiven Verbindungen zu generieren, welche eine mog-
lichst grof3e chemisch-strukturelle Vielfalt aufweisen. Die Verbindungen mit reaktiven und
unstabilen funktionellen Gruppen (z. B. Sulfonsaurehalogenide, Sulfonat, Aziridin, Car-
bons&urehalogenide) wurden aus der Bibliothek ausgeschlossen '*%. Die sorgfaltige Aus-
wahl der bioaktiven Verbindungen wurde unter Berlcksichtigung des jeweiligen Sub-
stanzgrundgeristes und dessen physikalisch-chemischen Eigenschaften mithilfe des
MCS-Algorithmus (maximum common substructure algorithm) ">
Index (WDI) getroffen '*°. Zum Zeitpunkt der HTS-Durchfiihrung beinhaltete die Chem-

BioNet Substanzbibliothek insgesamt 16671 Substanzen.

anhand des World Drug

7.2.2. HTS: VOR- UND NACHTEILE

HTS ist ein wichtiger Bestandteil der Arzneimittelforschung, dessen Ziel die Identifizierung
von biologisch aktiven Substanzen ist. Dabei bildet das Bestreben nach einer Kostenre-
duktion durch Automatisierung sowie Miniaturisierung des durchgefiihrten Assays die trei-
bende Kraft hinter der HTS-Technologie **'*°.

Ein HTS bringt sowohl Vorteile als auch Nachteile mit sich. Es bildet eine kostenglinstige
Variante zur ldentifizierung der potentiellen Leitstrukturen fiir die Entwicklung neuer Arz-
neistoffe durch eine rasche Testung einer Vielzahl von Substanzen (Zehntausende bis
Millionen) in einer kurzen Zeit. Doch gerade diese Vorteile haben auch die Nachteile des
HTS zu Folge. So beinhalten die Ergebnisse des HTS insbesondere in einem zellbasier-
ten Assay oft falsch positive Hits, da zusatzliche Substanzeigenschaften (z. B. Eigenfluo-
reszenz, Loslichkeit, Absorption und Aggregation) *° das Messergebnis verfalschen kon-
nen. Die Bedingungen, unter denen ein HTS durchgefiihrt wird, schranken auch die quan-
titativen Aussagen Uber die Wirkstarke (Potenz) und Selektivitat der Substanzen ein. Die
wichtigen pharmakologischen Parameter, wie Substanz-Resorption, -Verteilung,

Speicherung, -Metabolisierung und -Exkretion, sowie Zellmembran- bzw. Gewebeperme-
abilitdt und Toxizitat werden im HTS nicht oder nur unzureichend beriicksichtigt. Demnach
ist und bleibt die Verifizierung der pharmakologischen Parameter der Substanzen in ei-

nem sekundaren Assay, méglichst in einer anderen Zellenlinie, notwendig '®'°®.

Des Weiteren muss das im HTS verwendete Assay empfindlich und robust sein, ohne
dabei falsch positive Hits zu erzeugen '*°. Der Fokus der Assay-Optimierung, -Validierung
und -Kalibrierung sollte auf Parametern der Assay-Robustheit liegen, unter der Bertick-
sichtigung des Signal-Rausch-Verhaltnisses, der Standardabweichungen und des Z-

Faktors bzw. Z'-Faktors '2°1%°,
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Das HTS zur Identifizierung antagonistisch wirkenden Substanz auf TSHR war das erste
in der Screening Unit des FMP durchgefihrte GPCR-HTS.

7.2.3. AUSWAHL DES ZELLSYSTEMS UND KALIBRIERUNG DES ZELLASSAYS

Grundsatzlich unterscheidet man zwischen zellbasierten und zellfreien Assays fir HTS.
Die zellbasierten Systeme beruhen in der Regel auf der Messung der nachgeschalteten
(downstream) Signalisierungsereignisse, wie die Produktion verschiedener sekundarer
Botenstoffe (z. B cAMP, IP; oder Ca®). Die Mdglichkeiten eines zellfreien Systems fiir die
GPCR ist eher begrenzt, da nachgeschaltete Zielproteine (z. B. Adenylylcyclase, Phos-

pholipase C) in der Regel in solchen Praparaten nicht vorhanden sind "*°.

In dieser Arbeit wurde ein zellbasiertes HTS zur Identifizierung von TSHR Antagonisten
erfolgreich etabliert und durchgefihrt. Daflir war es erforderlich ein geeignetes Zellsystem
und Zellassay zu finden, in dem das Messfenster fir cAMP-abhanige Inhibierung aus-

wertbar beurteilt werden konnte.

Die Wahl des Expressionssystems fiel aus zwei Griinden auf die Chinese Hamster Ovary
(CHO)-Zelllinie. Zum einem koénnte die Anwesenheit von endogenen Rezeptoren, insbe-
sondere in saugerheterologen Expressionssystemen, ein Hintergrund-Signal zu Folge
haben . Zum anderen erfordern die im HTS notwendigen Waschschritte eine Zelllinie,
die sich nicht vom Boden des Wells ablést. Die CHO-K1-Zelllinie erfiillte beide Anforde-
rungen, denn die Zellen exprimieren kein endogenes TSHR und eine Ablésung nach dem
Waschen wurde, im Gegensatz zu HEK293T-Zellen, nicht beobachtet. Somit erwies sich
die CHO-K1-Zelllinie als geeignetes Zellsystem fir HTS. Die Expression von humanen
TSHR erfolgte durch stabile Transfektion und die Kontrolle des Expressionssystems wur-
de Uber die FACS-Analyse nachgewiesen (Abbildung 6-13).

Die cAMP-Messung im HTS erfolgte mit einem kommerziell erworbenen EFC-Assay >
127 Zur Durchfilhrung des HTS wurden die Zellzahl, die Inkubationszeiten und optionale
Waschschritte optimiert und etabliert (Kapitel 5.3.5.1.1).

Des Weiteren wurden Z-Faktor und Z'-Faktor als statistische Parameter zu Beurteilung
des Messfensters und der Assay-Qualitat bestimmt (Kapitel 5.3.5.1.5). Gleichzeitig diente

der Z-Faktor als KontrollmaR fiir die Signaltrennung auf einer Platte '?°.

Zur der Einschatzung der Eignung des EFC-Assays fir die Durchflihrung des HTS erfolg-
te in einem Pilot-Screening. Hierfir wurden 4x 384 Wellplatten mit CHO-K1-TSHR-Zellen
(15000 Zellen/Well) ausgesat und nach Protokoll behandelt (Kapitel 5.3.5.1.1). Die Aus-
wertung ergab, dass sowohl der Z-Faktor als auch Z'-Faktor im optimalen Bereich lagen
(Z-Faktor bei 0,62-0,9; Z'-Faktor bei 0,89; Kapitel 5.3.5.1.5).
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Des Weiteren wurden ECgy-Werte flir bTSH bestimmt. Der ECgy-Wert fir bTSH betrug
2,14 1U/ml und stellt damit eine Konzentration am oberen Abschluss des linearen Berei-
ches der Konzentrations-Wirkungskurve dar. Dieser Wert eignete sich am besten zur Tes-
tung der antagonistischen Substanzaktivitat. Er erlaubt eine Rezeptoraktivierung und bie-

tet gleichzeitig ein gutes und sichtbares Messfenster fiir die Hemmung.

Die Auswertung der inhibitorischen Wirkung der getesteten Substanzen auf den TSHR
erfolgte mithilfe des Pipeline Pilot Programm durch Martin Neuenschwander (Schreening
Unit, FMP, Berlin) ™.

7.2.4. IDENTIFIZIERUNG DER HIT-SUBSTANZEN, ALS TSHR-ANTAGONISTEN

Im HTS wurden 350 positive Hits erzielt. Das Auftreten falsch positiver Ergebnisse im
HTS lasst sich vermindern, aber nicht komplett ausschlieBen '*°. Um die Menge falsch
positiver Hits zu reduzieren, wurden fir jede der 350 Substanzen eine 9-Punkte Konzent-
rations-Wirkungskurve zur Bestimmung der dosis-abhangigen Inhibierung der Substanzen

erstellt. Diese Analyse fuhrte zu 263 potenziellen TSHR-Antagonisten.

Ziel des HTS war es, antagonistisch wirkende Substanzen zu identifizieren, die direkt mit
dem TSHR interagieren und die cAMP-Bildung durch Rezeptorinaktivierung beeinflussen.
Zur Testung der direkten Substanz-Rezeptor-Interaktion wurde ein Assay in der CHO-K1-
Zelllinie ohne TSHR durchgeflhrt. Bei einer direkten Einwirkung der Substanz auf den
Rezeptor ist in einer rezeptorfreien Zelllinie keine Herabsetzung der cAMP-Produktion zu
erwarten. Zeigen die Substanzen dennoch einen Einfluss auf die cAMP-Produktion, so
kann davon ausgegangen werden, dass die getesteten Substanzen in einem anderen
Bereich der Signalkaskade eingreifen. Die Auswertung fuhrte zur Identifizierung von zwolf

chemisch unterschiedlichen Verbindungen (Tabelle 6-2).

Die unterschiedliche Wirkung der Substanzen in verschiedenen Zellen ist bekannt, des-
halb wurden die zwolf im HTS identifizierten Substanzen in einem HEK293T-TSHR-
Zellsystem mittels RIA-Assay getestet. Diese Testung flhrte zur Verifizierung der drei
Substanzverbindungen S4, S8 und S9 (Tabelle 6-2).

Zwei dieser Verbindungen, die Substanzen S4 und S9, bildeten die Grundlage fir weiter-
fuhrende Untersuchungen zur Charakterisierung und Optimierung der TSHR-spezifischen

und -selektiven Antagonisten.
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Primdres Screeningq
A

[
HTS Durchfiihrung
= ChemBioNet Bibliothek (FMP Berlin)
= getestet: 16544 Substanzen
= Ergebnis: 350 Hits

Hit Validierung
= Konzentrations-Wirkungskurven
= getestet: 350 Substanzen
= Ergebnis: 263 Hits
Ausschluss falsch-positiver Hits
= CHO-Zellen ohne TSHR
= getestet: 263 Substanzen
= Ergebnis: 12 Hits

<6ume!zuuuep|-uH

Sekundarer Assay

= Konzentrations-Wirkungskurven
= Schild-Plot Analyse

= getestet: 12 Substanzen

= Ergebnis: 3 Hits

Struktur-Funktions-Analysen
= Nachkauf von Derivaten

= Stereoselektive Synthesen

= getestet: 24 Substanzen

= Ergebnis: 1 Hit (S37)

= Homologe Rezeptoren (FSHR, LHCGR)
nicht homologe Rezeptor (CRF4R)
getestet:9 Substanzen

Ergebnis: 1 Hit (S37

<3un.|agseJep|eJeqo-1!H

Abbildung 7-1: Vom Primaren Screening bis zum Hit. Dargestellt sind die durchgefihrten Arbeits-
schritte zur Hit-ldentifizierung, -Charakterisierung und -Optimierung.

7.2.4.1. HIT-SUBSTANZ S4

Die kommerziell bei der Firma ChemDiv erhéltiche Substanz S4 (10-phenyl-7(p-tolyl)-
5,6a8a,9,99a, 10-hexahydro-5,9-methanothiazolo[5°,4:5,6]thiopyrano[2, 3-flisoindole-
2,6,8(3H,4aH, 7H)-trione) ist vermutlich eine Mischung von mehreren Stereoisomeren (en-
do-/exo-lsomere) mit sieben Stereozentren. Das Norbornengrundgerist von S4 wurde auf
beiden Seiten des Norbornens mittels zweier aufeinanderfolgender Diels-Alder-

Reaktionen aufgebaut und dekoriert.

S4 zeigt eine dreifache agonistische Wirkung am TSHR. Die Analysen verschiedener S4-
Derivate sollten klaren, welche funktionellen Gruppen flr die agonistische Eigenschaft der

Substanz verantwortlich sind, um diese minimieren bzw. eliminieren zu konnen.

7.2.4.2. HIT-SUBSTANZ S9

Die ebenfalls bei der Firma ChemDiv kaufliche Substanz S9 (2-(3-nitro-4-(4-(3-
(trifluruoromethyl)phenyl)piperazin-1-yl)phenyl-3a,4,7, 7a-tatrahydro-1H-4, 7-
methanoisoindole-1,3(2H)-dione) liegt ebenso wie S4 als eine Mischung von mehreren
Stereoisomeren (endo-/exo-Isomere) mit vier moglichen Stereozentren vor und weist eine
fiir GPCR bereits bekanntes Strukturmotiv der Piperazine bzw. Phenylpiperazine auf '’
Die Phenylpiperazin-Struktur bedingt die Affinitat zum Rezeptor ist aber gleichzeitig fir die

nicht-spezifische Bindung verantwortlich '*®. Die Struktur ist unter anderem Bestandteil
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von Trazodon, einem Psychopharmakon mit den Eigenschaften eines Sedativums und
Antidepressivums. Bei Trazodon handelt es sich um einen selektiven Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer mit zusatzlicher ausgepragter antagonistischer Wirkung auf die
5HT2-Rezeptoren und einer a-adrenolytischen Komponente '°. Das Piperazin wurde in
den 60er-Jahren als Anti-Wurmmittel verabreicht und hat eine GABA-agonistische Wir-

kung '®°.

Die Dekoration der Phenylpiparazine bedingt die Selektivitdt der einzelnen Rezeptoren.
Basierend auf diesen Kenntnissen wurden verschiedene S9-Derivate funktionell charakte-

risiert.

7.3. CHARAKTERISIERUNG UND OPTIMIERUNG DER HIT-SUBSTANZEN

Die im HTS identifizierten Substanzen haben nicht automatisch die Qualitat einer Leit-
struktur. Das Hauptziel der Wirkstoffforschung ist die gezielte Optimierung der Substan-
zeigenschaften bei gleichbleibender oder verbesserter Affinitat zum Zielprotein 2. Somit
nehmen die Charakterisierung und die Optimierung der im HTS identifizierten Hit-

Substanzen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung einer Leitstruktur ein '*2.

7.3.1. OPTIMIERUNG DER HIT-SUBSTANZEN ANHAND DER SAR

Die Optimierung der pharmakologischen Aktivitat der identifizierten Hit-Substanzen erfolg-
te anhand der SAR (Kapitel 6.4.1 ). Die SAR ist ein sich wiederholender Prozess aus
computerunterstitztem molekularem Modeling, chemischer Synthese neuer Substanzen
und deren funktionaler Analyse ™. Hierfiir wurden zum einen den Hit-Substanzen &hnli-
che Substanzen nachgekauft (Tabelle 6-3; Tabelle 6-4), zum anderen stereoselektive
Derivate der Hit-Substanzen synthetisiert (Tabelle 6-5; Tabelle 6-6).

Das Ziel der SAR-Studie ist, zu klaren, welche funktionellen Gruppen und strukturellen
Merkmale der Substanzen fir die antagonistische Wirkung und Selektivitat ausschlagge-
bend sind. Die Substanzen S4 und S9 bildeten den Ausgangspunkt fir die Auswahl so-

wohl kauflicher Substanzen als auch stereoselektiver Synthesen.

7.3.2. SAR DER KOMMERZIELL ERWORBENEN SUBSTANZEN

Die Auswahl der kommerziell erworbenen Substanzen wurde anhand des Tanimoto-
Koeffizienten *? getroffen, mit dem Fokus, das Grundgeriist der Substanzen beizubehal-
ten. Der Austausch der funktionellen Gruppen sollte deren Einfluss auf die Rezeptorinhi-
bierung klaren. Alle Substanzen (Tabelle 6-3; Tabelle 6-4) wurde von der Firma ChemDiv
bzw. Vitas-M Laboratory erworben und ihre antagonistische Wirkung funktionell charakte-

risiert.
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Keine der Substanzen zeigte eine bessere antagonistische Wirkung auf TSHR als die
Ausgangssubstanzen S4 und S9, die im HTS identifiziert wurden. Die Konformation der
kommerziell erworbenen Substanzen ist vom Anbieter nicht festgelegt, so dass man da-
von ausgehen musste, dass die kommerziell erworbenen Substanzen als Isomeren-

Gemische vorlagen.

Die stereoselektiven Synthesen sollen den Einfluss der endo-/exo-Isomerie der Norbor-

nen-Struktur klaren.

7.3.3. SAR DER STEREOSELEKTIV SYNTHETISIERTEN SUBSTANZEN

Die verschiedenen stereoselektiven Derivate von S4 und S9 wurden ausgehend von An-
hydriden mit endo- bzw. exo-Konformation in der AG von Edgar Specker (FMP Berlin)
synthetisiert '**. Die stereoselektiven Synthesen der endo-/exo-Isomere erméglichten die

Analyse der pharmakologischen Eigenschaften der einzelnen Isomere.

Fur die Klarung der endo-/exo-lsomerie von S4 wurden zwei Derivate, S36 (exo) und S37
(endo), synthetisiert '*. Die beiden Substanzen unterscheiden sich von S4 nur durch das
Fehlen der Methylgruppe am Phenylring (Abbildung 6-20). Sowohl S36 als auch S37 ha-

ben sieben Stereozentren und liegen jeweils als Racemate vor.

Fur die Klarung der endo-/exo-Isomerie von S9 wurden drei endo-/exo-lsomerenpaare mit
unterschiedlichen Modifikationen am Phenylpiperazin synthetisiert (Tabelle 6-5). Das Iso-
merenpaar S30 und S31 unterscheidet sich von S9 durch die fehlende Triflouromethyl-
Substitution am Phenylring. Bei den Isomerenpaaren S32 und S33 bzw. S34 und S35 ist
der 3-Trifluoromethylphenylring durch eine Methyl- bzw. Acetat-Gruppe ersetzt.

Die Substanz S38 enthalt strukturelle Merkmale von den beiden Antagonisten S4 und S9.
Das Norbornengrundgertst ist an beiden Seiten analog zu S4 bzw. S9 derivatisiert wor-
den. Die antagonistische Wirkung der Substanzen wurde mittels radioimmunologischer
Bestimmung der cAMP-Konzentration ermittelt (Kapitel 5.3.4.1). Fir die potentiell starks-
ten TSHR-Antagonisten mit einer antagonistischen Wirkung von uber 40% (S4, S9 und
S37) wurde deren antagonistischer Effekt in Abhangigkeit von der eingesetzten Konzent-
ration untersucht. Fur diese potentiell wirksamsten Antagonisten wurden auferdem Kon-
zentrations-Inhibitionskurven (Abbildung 6-27) erstellt und ECs-Werte bestimmt (Tabelle
6-7).

7.3.4. CHARAKTERISIERUNG DER HIT-SUBSTANZEN UND IHRER DERIVATE

Die Testung der Substanzen unter entsprechenden pathologischen Bedingungen ist sehr
schwierig und selten mdglich. Trotz vieler Ansatze existiert fur die EO kein geeignetes und
zufriedenstellendes Tiermodell. Aus diesem Grund ist es wichtig viele Informationen tber

die Substanzeigenschaften in vitro zu bekommen.
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Die Substanzen kénnen entweder selektiv an einen bestimmten Rezeptor binden (z. B.

18"y oder mit unterschiedlicher Affinitat an verschiedenen Rezep-

162

B4-selektive Betablocker
toren wirken (z. B. niederpotente Neuroleptika ““). Diese Eigenschaften bestimmen das
Nebenwirkungsprofil, welches sich besonders bei Uberdosierungen und Vergiftungen be-
merkbar macht, da dann auch die Rezeptoren besetzt werden, die eine geringere Affinitat
fir die Substanz aufweisen. Daher ist die Bestimmung der Substanzselektivitat von ent-
scheidender Bedeutung fir die Weiterentwicklung. Durch das Erreichen einer hohen Se-

lektivitat kénnen schwere Nebenwirkungen der Substanz vermieden werden °.

7.3.5. SELEKTIVITAT UND THERAPEUTISCHES FENSTER

In dieser Arbeit wurden fir die Selektivitatsanalysen ausgewahlte Substanzen an den
homologen Rezeptoren (LHCGR und FSHR) getestet. AuRerdem wurden der CRF4R
(Negativkontrolle) und eine bereits bekannte Substanz S2/7, ein nicht selektiver TSHR-
Antagonist (Kooperation zwischen der AG G. Krause; FMP, Berlin und AG M. Gershem-
gorn; NIH, USA), als Kontrolle bzw. Referenz mitgefiuihrt. Wahrend die Substanz S9 un-
spezifisch an alle drei homologen Rezeptoren bindet, interagiert die S4 neben TSHR auch
mit LHCGR. Die Selektivitdtsanalyse flhrte zur Identifizierung der Substanz S37, einem
Derivat von S4, als TSHR-selektiven Antagonisten. Die Substanz S37 zeigt keine antago-
nistische Wirkung auf die beiden homologen Rezeptoren, LHCGR und FSHR, und auch
nicht auf das Mitglied der Familie B, dem CRF,R.

Die stereoselektiven Synthesen haben einen eindeutigen Fortschritt in Bezug auf die
Substanz-Selektivitat gebracht. Es wurde erstmals ein selektiver Antagonist fir TSHR
identifiziert. Die als selektive TSHR-Antagonisten publizierten Substanzen, ¢52 und Org
274179-0, die andere chemische Grundgeristen aufweisen, wirken zwar im yM- bzw.
sogar im nM-Bereich auf TSHR, zeigen aber auch eine biologische Aktivitdt an LHCGR
bzw. FSHR. So ist ¢52 ein partieller Agonist fiir LHCGR % und Org 274179-0 zeigt eine

deutliche antagonistische Wirkung auch auf FSHR '°.

7.3.6. SCHILD-REGRESSIONS-ANALYSE UND SCHILD-PLOT ZUR BESTIMMUNG DES
ANTAGONISTENTYPS

Grundsatzlich unterscheidet man zwischen kompetitiver und nicht kompetitiver Hemmung.
Eine kompetitive Hemmung liegt vor, wenn zwei Liganden um eine Bindungsstelle konkur-
rieren und eine nicht kompetitive Hemmung liegt vor, wenn diese an zwei unterschiedli-
chen Stellen an den Rezeptor binden. Die Bindungsstelle, an welche der endogene, phy-
siologische Ligand bindet, wird als orthosterische Bindungsstelle bezeichnet, demnach ist
die grolde exrtazellulare Domane des TSHR eine orthosterische Bindungsstelle des TSH.
Eine allosterische Interaktion findet an einer anderen Stelle als an der des naturlichen

Liganden statt '*®. Im TSHR befindet sich in der transmembranéren Domane eine alloste-
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rische Bindungstelle. Bei der Entwicklung eines Wirkstoffes ist es von groRer Bedeutung

zu wissen, auf welche Art und Weise die eingesetzte Substanz auf den Rezeptor wirkt.

Zur Aufklarung, ob die Substanzen sich kompetitiv oder nicht kompetitiv zu bTSH verhal-
ten, wurden Schild-Regressions-Analysen durchgefihrt. Hierfir wurde der Rezeptor in
HEK293T-TSHR-Zellen mit bTSH stimuliert und mit Substanzen behandelt (Kapitel
5.3.4.2). Die funktionalen Ergebnisse, dargestellt als Schild-Plot, lassen darauf schlie3en,
dass sowohl S37 als auch S4 kompetitive Antagonisten zu bTSH sind. Diese Hypothese
wurde dadurch bekraftigt, dass beide Substanzen sich in der gleichen Analyse nicht kom-
petitiv zu compound 2 verhalten. Compound 2 ist ein bekannter allosterischer TSHR-
Agonist, fir den anhand von Mutationsstudien die Interaktion innerhalb der allosterischen
Bindungstasche des TSHR nachgewiesen wurde "°. Zusammenfassend deuten die Er-
gebnisse des Schild-Plots darauf hin, dass die Substanzen S4 und S37 sich kompetitiv
zum orthosterisch-bindenden bTSH, aber nicht kompetitiv zu dem allosterisch-bindenden
Agonisten compound 2 verhalten. Dieser Umstand ist fir das angestrebte therapeutische
Ziel aulerst interessant, da der gesuchte Antagonist die TSHR-Aktivierung durch auto-
immune Antikérper blockieren soll, die am gleichen Ort wie TSH mit dem Rezeptor intera-

gieren.

Die Schlussfolgerung, dass die Substanzen S4 und S37 nicht allosterisch sondern orthos-
terisch-bindende TSHR-Antagonisten sind, steht im Kontrast zur publizierten Literatur.
Alle bis jetzt beschriebenen kleinen Molekile, sowohl Agonisten als auch Antagonisten fur
die GPHR, binden innerhalb der allosterischen transmemranaren Bindungstasche des

jeweiligen Rezeptors 2°¢’

. Die hier erhobenen experimentellen Befunde lassen darauf
schlieBen, dass beide Substanzen zumindest anders mit dem TSHR interagieren als
compound 2. Diese Interaktion kann neben der direkten Konkurrenz zur Bindung des TSH
auch die indirekte Konkurrenz an anderer Stelle zur Rezeptorsignalisierung durch TSH

beinhalten.

In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen, dass Van Koppen und Kollegen '"° gezeigt
haben, dass die Bindung des Antagonisten Org 274179-0 an dem TSHR zwar zu einer
Anderung der Wirksamkeit des orthosterischen Liganden fiihrt, jedoch nicht dessen Affini-
tat zum Rezeptor verandert. Das Einsetzen steigender Antagonistenkonzentrationen fuhrt
zur geringfligigen Rechtsverschiebung der TSH-Konzentrations-Wirkungskurven. Gleich-
zeitig bleibt die Dissoziation von [1251]-TSH und Rezeptor unverandert. Diese Ergebnisse
lassen darauf schlieflen, dass Org 274179-0 die Fahigkeit des Ligand-Rezeptor-
Komplexes, Gas und Ga, Proteine zu stimulieren andert, die Bindungsaffinitdt des Hor-
mons zum Rezeptor aber gleich bleibt ''°. Das kénnte die beobachtete Konkurrenz zwi-
schen TSH und den Substanzen S4 bzw. S37 erklaren. Eine weitere Erklarung ware, dass

die Bindung, z. B von S37, zu einer Anderung in der Rezeptorkonformation fiihrt und sich
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infolgedessen auch die Bindungsaffinitat des orthosterischen Liganden vermindert, in die-
sem Falle die des extrazellular bindenden TSH. Ein einfaches allosterisches GPCR-
Modell nimmt an, dass die Bindung eines Liganden an einem allosterischen Ort die Affini-
tat des orthosterischen Liganden moduliert. Dieses Modell wird als allosterisches ternares

t ' und kénnte eine Erklarung fiir die scheinbar kompetitive

Komplex-Modell bezeichne
Bindung zwischen S4 bzw. S37 und TSH liefern. Jedoch sind fir eine eindeutige Klarung
weitere experimentelle Analysen in Bezug auf Lokalisation der Bindungsstelle der Sub-

stanzen S4 und S37 notwendig.

7.3.7. TOXIZITAT VON S37

Die Bestimmung der zytotoxischen Eigenschaften der Substanz S37 erfolgte mittels
alamarBlue-Assay, durchgefuhrt in HEK293T-Zellen (Kapitel 0). Der Toxizitatstest ergab,
dass die Substanz S37 in einem Konzentrationsbereich von 10 yM bis 100 uM keinen
Einfluss auf die Vitalitat dieser Zelllinie zeigt. Die zytotoxische Wirkung in anderen Zellli-
nien kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Weitere Analysen, insbesondere in Tu-
morzelllinien, sind erforderlich, da die funktionelle Einheit, ein Teilgertst mit drei konden-
sierten heterozyklischen Ringen, (4aS,5R,8S,8aR)-3,4a5678,8a,9-octahydro2H-5,8-
methanothiochromeno[2,3-d]thiazol-2-one) in S4 und S4-Derivaten enthalten ist, fir die in
vitro Antitumor-Aktivitat gezeigt wurde'®. Diese drei kondensierten Ringe sind als Un-
tereinheit auch in der Substanz S37 zu finden. Somit sind weitere zytotoxische Untersu-

chungen an dieser Stelle notwendig.

7.4. WERTUNG DER ERGEBNISSE

Die Entwicklung selektiv wirkender Substanzen ist eine Herausforderung, besonders
wenn ein hoher Grad an struktureller Homologie zwischen Rezeptoren vorliegt. In dieser
Arbeit durchgefihrte HTS und die anschlieRende SAR-Analyse zur Optimierung und Cha-
rakterisierung flhrten zur Identifizierung der selektiv auf TSHR antagonistisch wirkenden
Substanz S37, die keine toxische Wirkung in HEK293T-Zellen bei 100 uM Konzentration

zeigt.

Basierend auf der funktionellen Charakterisierung der S4- und S9-Derivate wurden detail-
lierte Erkenntnisse Uber deren inhibitorische Wirkung auf die agonisteninduzierte cAMP-
Produktion am TSHR gewonnen. Die Ergebnisse kdnnen flir die Optimierung eines selek-
tiven und hochaffinen TSHR-Antagonisten genutzt werden. Dabei bilden die SAR-
Analysen ein hilfreiches Werkzeug flr die Entwicklung selektiver und hochaffiner Ligan-

den.

In dieser Arbeit wurden zwei neue Hit-Substanzen, S4 und S9, gefunden und deren Deri-

vate auf deren antagonistische Aktivitdt am TSHR charakterisiert.
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7.4.1. SUBSTANZS9
Die SAR-Analysen von S9 fihrten zu der Schlussfolgerung, dass jede Veranderung an
der Substanzgrundstruktur eine Verminderung oder gar den kompletten Verlust der anta-

gonistischen Aktivitat zur Folge hat.

Der Austausch der Norbornenstruktur gegen Piperidindione (S25) oder ein Phenyl (S24)
hat ein Herabsetzen der antagonistischen Substanzaktivitdt am TSHR von 75% auf ca.
30% zur Folge. Die Anderungen an Phenylpiperazin-Struktur zu 1-(3-Nitrophenyl)-
Piperazine, zu 4-(2-Nitrophenyl)-Morpholin und zu Piperidin (S25, S27, S32, S33, S34,
S35) fuhren ebenfalls zu einer Minderung bzw. zu einem kompletten Verlust der antago-
nistischen Aktivitat. Dies lasst darauf schlielen, dass die beiden Hauptstrukturmerkmale
des chemischen Grundgerustes, Norbornen und Phenylpiparazinring eine wichtige Rolle

in der Substanz-Rezeptor-Interaktion einnehmen.

Des Weiteren wurde der Einfluss der Trifluoromethylphenyl-Substituenten untersucht. Das
Entfernen (S30 und S31) bzw. der Austausch des Triflouromethylphenyl-Substituenten
gegen eine Methylgruppe (S32 und S33) bzw. Acetat fihrt zu drastischem Herabsetzen
der antagonistischen Wirkung (auf 20%) bzw. komplettem Verlust der antagonistischen
Aktivitat (Tabelle 6-5).

Die Phenylpiperazin-Struktur, die in der Struktur von S9 zu finden ist, ist ein Bestandteil
von verschiedenen Medikamenten (z.B. Trazodon), die gegen einen GPCR gerichtet sind.
Eine besondere Bedeutung stellt dabei das tertidare Amin dar. Viele bekannte aktive Ago-
nisten und Antagonisten der Monoamin-GPCR beinhalten dieses chemische Motiv. Das
tertiare Amin der Phenylpiperazin-Struktur bedingt die Rezeptoraffinitat, ist aber auch fir
die nicht spezifische Bindung verantwortlich *"'®*. Die Dekoration der Phenylpiperazine
bedingt die Selektivitat der einzelnen Rezeptoren. Das stimmt auch mit den in dieser Ar-
beit erhobenen Daten lberein. Aus den Ergenissen geht hervor, dass S9 zwar ein guter
TSHR-Antagonist ist, jedoch nicht TSHR-spezifisch. Zudem inhibiert S9 auch eine agonis-
teninduzierte Aktivierung bei homologen Rezeptoren in vergleichbarer Weise wie bei
TSHR. Jede Veranderung an der Grundstruktur ging mit dem Verlust der antagonistischen
Aktivitat einher. Somit bleiben fir weitere Modifikationen die NO, als funktionelle Gruppe

die einzige Moglichkeit, die bisher noch nicht untersucht wurde.

7.4.2. SUBSTANZS38

Interessant ist die Substanz S38, die sich aus strukturellen Merkmalen der Substanzen S4
und S9 zusammensetzt und in der endo-Konformation synthetisiert wurde. Beide Seiten
des Norbornengrundgerustes sind mit den gleichen strukturellen Motiven wie S37 und
S32 dekoriert, so dass diese Substanz biologische Eigenschaften beider Substanzen, S37

und S32, aufweisen sollte. Die antagonistische Wirkung von S38 ist im Vergleich zu S4



Diskussion 96

bzw. S9 auf ca. 40% herabgesetzt. Dabei zeigt diese Substanz, wie auch die S9 keine
agonistische Wirkung am TSHR. Des Weiteren zeigt diese Substanz keine inhibitorische

Wirkung auf homologe Rezeptoren (Abbildung 6-22).

7.4.3. SUBSTANZ S37

Die Auswirkung der endo-/exo-Konformation der Substanzen auf deren antagonistische
Wirkung wurde durch die stereoselektiven Synthesen der endo-/exo-Isomere von S36 und
S37 auf deren funktionelle Unterschiede hin charakterisiert. S36 und S37 sind endo-/exo-
Isomere zueinander. Diese Isomerieform spiegelt sich in der 3D-Konformation der Sub-
stanzen wider (Abbildung 6-20). Die Analyse der Substanzen ergab, dass nur die endo-
Konformation, S37, eine inhibitorische Wirkung auf TSHR hat. Die Substanz S36 ist am
TSHR nicht aktiv. S37 ist dagegen ein zu S4 bzw. S9 vergleichbarer Antagonist, hat aber

auch wie S4 agonistische Wirkung auf TSHR und ist demnach ein Partialagonist.

7.4.4. AUSBLICK AUF FORTFUHRENDE STUDIEN

Sowohl S36 als auch S37 haben sieben chirale Zentren und liegen als Racemate vor. In
der Biologie wird oft nur eines der Enantiomere bevorzugt. Die pharmakologischen Wir-
kungen von Enantiomeren kénnen in Organismen unterschiedlich sein, denn haufig be-
steht eine Stereoselektivitat der spiegelbildlichen (S)- und (R)-Enantiomere. Stereospezi-
fische Wirkungen von Enantiomeren wurden fiir zahlreiche Betablocker beschrieben .
So sind die (S)-Enantiomere der [B-Blocker 10- bis 500-mal aktiver als die (R)-
Enantiomere. Timotol, Penbutol und Leobunolol werden als enantiomerenreine (S)-
konfigurierte Arzneimittel vermarktet, wobei die meisten anderen B-Blocker als Racemate
eingesetzt werden '®. Das (R)-Enantiomer des B-Blockers, Nebivolol, ist zum gréRten Teil
fur die hohe Selektivitat verantwortlich, hingegen wird die Gefalkerweiterung eher auf das

(S)-Enantiomer zuriickgefiihrt '°°.

Ausgehend von der Literatur kann man spekulieren, dass nur ein Enantiomer biologisch
aktiv ist (0/100). Wobei es nicht auszuschlief3en ist, dass beide gleich aktiv (50/50) oder
unterschiedlich aktiv (30/70) sind. Darliberhinaus kénnten die Enantiomere sogar gegen-
satzliche Wirkung am Rezeptor ausldsen, d.h. die eine Form aktiviert, die andere inhibiert
den Rezeptor. Die hohe Wirkstarke setzt voraus, dass die Substanz gut an bzw. in die
Rezeptorbindungstelle passt, demnach macht sich jede Veranderung in der Geometrie

der hochaktiven Substanzen stark bemerkbar %2,

Das Enantiomerenpaar kann durch die chromatographische Trennung an chiralen Saulen
separiert werden. Die Trennung und anschlieende Analyse wirde Erkenntnisse Uber die
Aktivitdt dem einzelnen Enantiomere liefern und eventuell eine Verbesserung der antago-

nistischen Wirkung am Rezeptor zur Folge haben. Eine sich anschlielende kristallogra-
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phische Untersuchung wirde die absolute Konfiguration des aktiveren Enantiomers fest-

stellen.

S37 hat zwar das Potential einer Leitstruktur als selektiver TSHR-Antagonist, ist jedoch
noch nicht drug-like. Die aliphatischen Bizyklen von S37 bieten mehrere Angriffspunkte fur
Zytochrome und sind somit hochstwahrscheinlich metabolisch nicht stabil. Die eingebau-
ten Schwefelatome sind ebenfalls oxidationsempfindlich und kénnten leicht zu Sulfoxiden
oder Sulfonen oxidiert werden '®'%2. Zudem ist durch das hohe Molekulargewicht eine
verminderte Bioverfugbarkeit zu erwarten. Trotz der Anwesenheit zahlreicher Heteroato-
me liegt die Polar Surface Area (PSA) flir S37 innerhalb des in der Literatur empfohlenen

Bereichs, namlich bei 66,48 Angstrém °41%7

Die geplanten Synthesen von Derivaten haben zum Ziel, die Schwefelatome durch Sau-
erstoff- oder Kohlenstoffatome zu ersetzen. Zusatzlich wird gepriift, ob das Molekularge-

wicht der Substanz durch nachfolgende Ringspaltung herabgesetzt werden kann.

7.4.5. PHARMAKOLOGISCHES POTENTIAL DER IDENTIFIZIERTEN SUBSTANZEN

In der Pharmakologie unterscheidet man zwischen Agonisten, Antagonisten, Partialago-
nisten und inversen Agonisten. In dieser Arbeit wurde eine Vielzahl der Substanzen funk-
tionell charakterisiert, wobei keine die Eigenschaften eines inversen Agonisten zeigte. Es
wurden ein selektiver Partialagonist S37, ein nicht selektiver Antagonist S9 und ein nicht

selektiver Partialagonist S4 identifiziert und charachterisiert.

Die identifizierte Substanz S9, die nicht selektiv am TSHR wirkt, kdnnte als pharmakologi-
sches Werkzeug eingesetzt werden, um die Funktion und das therapeutische Potential

der homologen Rezeptoren zu erforschen.

Des Weiteren sollten die kleinen Molekile auf ihre mégliche Funktion als pharmakologi-
sche Chaperone untersucht werden. Oft fuhren Mutationen zu einer Fehlfaltung des Re-
zeptors und damit zu dessen Funktionsverlust. Fir TSHR sind eine Vielfalt von pathologi-
schen Mutationen bekannt, die gravierende Probleme fiir betroffe Patienten zu Folge ha-
ben "' Die Fehlfaltung des Rezeptors spiegelt sich oft in einer geringeren Oberfla-
chenexpression wider. Die Méglichkeit mithilfe von kleinen Molekillen die Anzahl der Re-
zeptoren an der Oberflache zu erhéhen, kénnte die damit verbundene reduzierte Funktion
des Rezeptors beheben. Es wurde flr den LHCGR bereits ein kleines Molekll beschrie-
ben (Org42599), welches in der Lage ist, die geringe Oberflachenexpression der LHCGR-
Mutanten (S616Y und A593P) aufzuheben 2.

Im Gegensatz zu einem vollen Agonisten flihrt ein Partialagonist zu einem unvollstandi-

gen Effekt am Rezeptor bzw. der nachgeschalteten Signaltransduktion. Der Partialagonist
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ist in der Lage, den Agonisten von seinem Rezeptor zu verdrangen und kann dadurch

teilweise die Wirkung des Agonisten hemmen.

Der Partialagonist ist dann von besonderen therapeutischen Interesse, wenn die Wirkung
des endogenen Agonisten imitiert, die maximale Aktivitat jedoch, z. B. aus Sicherheits-
grinden, vermieden werden soll. Ein Beispiel hierfir ist Buprenorphin. Es handelt sich
dabei um ein halbsynthetisches Opioid, welches zur Behandlung von akuten und chroni-
schen Schmerzen seit 1979 eingesetzt wird. Buprenorphin wirkt an den Opioidrezeptoren
als ein Partialagonist und weist im Vergleich zu vollen Agonisten ein besseres Sicher-

heitsprofil auf '®°.

So kann auch der Partialagonist S37 seine Vorteile in einer agonistischen Wirkung haben

und besitzt demnach das Potential einer Leitstruktur.
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9. ANHANG

9.1. DIE AMINOSAURENSEQUENZ DES HUMANEN TSHR

5’ atgaggccggcggacttgectgecagetggtgctgetgetcgacctgeccagggacctgggeggaatggggt
gttcgtctccaccctgecgagtgccatcaggaggaggacttcagagtcacctgcaaggatattcaacgcatcc
ccagcttaccgcccagtacgcagactctgaagcttattgagactcacctgagaactattccaagtcatgecat
tttctaatctgcccaatatttccagaatctacgtatctatagatgtgactctgcagcagectggatcacactc
cttctacaatttgagtaaagtgactcacatagaaattcggaataccaggaacttaacttacatagaccctga
tgccctcaaagagctccccctecctaaagttecttggecattttcaacactggacttaaaatgttccctgacct
gaccaaagtttattccactgatatattctttatacttgaaattacagacaacccttacatgacgtcaatccc
tgtgaatgcttttcagggactatgcaatgaaaccttgacactgaagctgtacaacaatggctttacttcagt
ccaaggatatgctttcaatgggacaaagctggatgctgtttacctaaacaagaataaatacctgacagttat
tgacaaagatgcatttggaggagtatacagtggaccaagcttgctggacgtgtctcaaaccagtgtcactgc
ccttccatccaaaggcctggagcacctgaaggaactgatagcaagaaacacctggactcttaagaaacttcc
actttccttgagtttccttcacctcacacgggctgacctttcttacccaagccactgetgtgecttttaagaa
tcagaagaaaatcagaggaatccttgagtccttgatgtgtaatgagagcagtatgcagagecttgecgeccagag
aaaatctgtgaatgccttgaatagccccctccaccaggaatatgaagagaatctgggtgacagcattgttgg
gtacaaggaaaagtccaagttccaggatactcataacaacgctcattattacgtcttctttgaagaacaaga
ggatgagatcattggttttggccaggagctcaaaaacccccaggaagagactctacaagecttttgacagcca
ttatgactacaccatatgtggggacagtgaagacatggtgtgtacccccaagtccgatgagttcaacccgtg
tgaagacataatgggctacaagttcctgagaattgtggtgtggttcgttagtctgectggctctcctgggcaa
tgtctttgtcctgecttattctcctcaccagccactacaaactgaacgtcccccgetttctcatgtgecaacct
ggcctttgecggatttctgecatggggatgtacctgectcctcatecgectectgtagacctctacactcactctga
gtactacaaccatgccatcgactggcagacaggccctgggtgcaacacggetggtttcttcactgtcetttgce
aagcgagttatcggtgtatacgctgacggtcatcaccctggagecgectggtatgeccatcaccttcgecatgeg
cctggaccggaagatccgcctcaggcacgecatgtgeccatcatggttgggggetgggtttgetgettecttct
cgccctgettectttggtgggaataagtagectatgeccaaagtcagtatctgectgeccatggacaccgagac
ccctcttgectctggecatatattgtttttgttctgacgctcaacatagttgecttcgtcatcgtctgetgetg
ttatgtgaagatctacatcacagtccgaaatccgcagtacaacccaggggacaaagataccaaaattgccaa
gaggatggctgtgttgatcttcaccgacttcatatgcatggccccaatctcattctatgectctgtcagcaat
tctgaacaagcctctcatcactgttagcaactccaaaatcttgetggtactcttctatccacttaactcectg
tgccaatccattcctctatgctattttcaccaaggeccttccagagggatgtgttcatcctactcagcaagtt
tggcatctgtaaacgccaggctcaggcataccgggggcagagggttcctccaaagaacagcactgatattca
ggttcaaaaggttacccacgagatgaggcagggtctccacaacatggaagatgtctatgaactgattgaaaa
ctcccatctaaccccaaagaagcaaggccaaatctcagaagagtatatgcaaacggttttgtaas’
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9.2. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Mg Mikrogramm

I Mikroliter

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

BSA Albumin, bovine serum

bTSH bovines TSH

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

cAMP cyclischen Adenosinmonophosphat
c52 compound 52

Cb Cysteinbox

CG Choriogonadotropin

CH Schweiz

CHO Chinese Hamster Ovary

cm Zentimeter

cpm counts per minute

D Deutschland

DK Danemark

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleotid-Triphosphat
DTT Dithiothreitol

EA Enzym-Akzeptor

E. coli Escherichia coli

ECsx mittlere effektive Dosis

ED Enzym-Donor

EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsaure
EFC enzym fragment complementation
EGTA Ethylendioxy-bis(ethylennitrilo)-etraessigsaure
Endo H Endoglykosidase H

EO Endokrinen Orbithopathie
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ER
et al.
EZS

FACS
FKS
FSH
FSHR

g

g
GDP

GFP
GPHR
GPCR
G-Protein
GTP

H,O
HBSS
HEK
HEPES
HTS

kDa

I
LB-Medium
LC50-Wert
LH

LHCGR

Endoplasmatisches Retikulum
und andere (et alii)
extrazellulare Schleife

Fluorescence activated cell sorting
Foetales Kalberserum
follikelstimulierendes Hormon
follikelstimulierendes Hormon Rezeptor

Erdbeschleunigung

Gramm

Guanosindiphosphat

green fluorescent protein
Glykoproteinhormonrezeptor
G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Glycoprotein
Guanosintriphosphat

Stunde

Reinstwasser

Hank's Buffered Salt Solution

humane embryonale Nierenzellen
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
High Throughput Screening

3-Isobutyl-1-methylxanthin
Immunglobulin G
Immunprazipitation
Inositol-1,4,5-trisphosphat
intrazellulare Schleife

Internationale Unit

Kilodalton

Liter

Luria-Bertani-Medium

Lethal Concentration, mittlere letale Konzentration
luteinisierendes Hormon

Rezeptor fur das luteinisierende Hormon und Choriogonadotropin
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LRR leucin rich repeat

LMW low molecular weight

M Molar

mA Milliampere

Min. Minute

mi Milliliter

mM Millimolar

NBT p-Nitro-Tetrazolium-Blau-Chlorid

ng Nanogramm

NL Niederlande

nm Nanometer

oD Optical density, optische Dichte

OF orbitale Fibroblasten

PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese

PBS phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Kochsalzlésung)
PBS-CM PBS mit Calcium und Magnesium

PBSM PBS ohne Calcium und Magnesium

PCR polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
pH negativer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
pmol Pikomol

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PNGase F N-Glykosidase F

PSA Polar Surface Area

r concentration ratio

RNA Ribonukleinsaure

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

S Sekunde

T, Triiodthyronin

T, Thyroxin

TAE

Tris-Acetat-EDTA
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Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA

TEMED N, N, N’, N’-Tetramethlethylendiamin

TMH Transmembranhelix

TRH Thyreotropin—Releasing—Hormon

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TSH Thyreoidea-stimulierendes Hormon

TSHR Thyreoidea-stimulierendes Hormon Rezeptor
SBA spezifische basale Aktivitat

SAR structure activity relationship

UK United Kingdom

USA United States of America

Vv Volt

viv volume/volume (Volumen/Volumen)

wiv weight/volume (Gewicht/Volumen)

w/v weight/volume (Gewicht/Volumen)

WT Wildtyp

X mal

z. B. zum Beispiel



Anhang

122

9.3. ABKURZUNGEN DER AMINOSAUREN

Einbuchstabencode

Dreibuchstabencode

Aminosaure

<S<H4VWABOTVZZrX—IENMMOO>

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Agr
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

Alanin

Cystein
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Phenylalanin
Glycin

Histidin
Isoleucin

Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin

Threonin

Valin
Tryptophan
Tyrosin
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