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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion des niedermolekularen Liganden S37 mit dem
Thyreotropin-Rezeptor (TSHR) untersucht. Im ersten Teil der Arbeit wurde die Bindungsstelle
des Antagonisten am TSHR identifiziert, was zu einem verbesserten Verstindnis der intramole-
kularen Signaltransduktion im Rezeptor fiithrte. Im zweiten Teil der Arbeit wurde das Potenzial
von S37 fiir die Therapie der Autoimmunkrankheit Endokrine Orbitopathie (EO) untersucht.
Dabei ist hervorzuheben, dass die fiir die EO entscheidende TSHR-Aktivierung durch Autoan-
tikorper mit S37 in vitro bzw. ex vivo gehemmt wurde.

Im Rahmen einer Schilddriiseniiberfunktion entwickelt sich bei einigen Patienten die EO am
Augenhintergrund, eine potenziell visusbedrohende Krankheit, deren Hauptursache - die
TSHR-Uberaktivierung durch funktionale aktivierende Antikorper in Orbitafibroblasten — bis-
her nicht pharmakologisch behandelbar ist, sodass fiir schwere EO-Fille eine therapeutische Lii-
cke besteht.

Der TSHR ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor (GPCR). Wie die nah verwandten Gona-
dotropin-Rezeptoren FSHR und LHCGR gehort der TSHR zur Subfamilie der Glykoproteinhor-
mon-Rezeptoren (GPHR). Er weist eine grofle extrazellulire Doméne mit leucinreichen Wie-
derholungen (LRRD) auf, an der das Hormon TSH oder funktionale Autoantikdrper binden. In
der transmembrandren Doméne (TMD) des TSHR ist eine allosterische Bindungstasche zwi-
schen den Transmembranhelices (TMH) 3, 5 und 6 beschrieben, in der niedermolekulare allos-
terische Modulatoren binden. Der Rezeptor wird durch die extrazelluldre Bindung von TSH ak-
tiviert und kann von transmembranér bindenden negativen allosterischen Modulatoren (NAM)
inhibiert werden oder von positiven allosterischen Modulatoren (PAM) unabhéngig vom Hor-
mon aktiviert werden. Der intramolekulare Mechanismus fiir die Weiterleitung des Signals von
der extrazelluldren zur transmembranidren Domédne des TSHR ist nicht vollstindig geklart.

In vorangegangenen Arbeiten wurde der selektive TSHR-Antagonist S37 identifiziert. Diese
Substanz hatte eine charakteristische gebogene Struktur, lag jedoch als Racemat vor. S37 inhi-
bierte die intrazellulire cAMP-Bildung mit mikromolarer Affinitit und war im Gegensatz zu
bisher bekannten TSHR-Antagonisten TSHR-selektiv, inhibierte also nicht die homologen Go-
nadotropin-Rezeptoren. Daher war S37 besonders interessant als Leitstruktur fiir die Entwick-
lung eines Wirkstoftes zur Behandlung der EO. Die bisherigen Versuche wiesen darauf hin, dass
S37 kompetitiv zum Hormon wirkt und demzufolge moglicherweise nicht in der bekannten al-
losterischen Tasche in der TMD bindet.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die strukturelle Interaktion von S37 mit dem
TSHR im Detail untersucht werden, um die unbekannte Bindungsstelle zu identifizieren. Parallel
wurden Struktur-Funktions-Untersuchungen verschiedener S37-Derivate und -Analoga durch-
gefithrt. Im zweiten Teil der Arbeit ging es darum, Endpunkte zu untersuchen, die fiir die The-
rapie der EO entscheidend sind, insbesondere die Inhibition von TSHR-stimulierenden EO-Pa-

tientenseren ex vivo.
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Zusammenfassung

Zuerst wurde das Racemat chiral getrennt und das aktive Enantiomer S37a bzw. dessen drei-
dimensionale Struktur identifiziert. Mithilfe N-terminal trunkierter TSHR-Konstrukte mit suk-
zessiver Verkiirzung der Ektodomiéne sowie durch TSHR-FSHR-Chimidren wurde die Bin-
dungsregion von S37a auf die TMD eingegrenzt. Im cAMP-Assay war S37 nicht-kompetitiv zum
PAM C2, von dem bekannt war, dass es in der allosterischen Bindungstasche zwischen TMH 3,
5und 6 bindet. Dadurch wurde deutlich, dass es eine weitere, bislang unbekannte Bindungsstelle
fir kleine Molekiile an der TMD des TSHR geben muss. Die Bindungsregion wurde mithilfe von
TSHR-Mutationen weiter eingegrenzt. Die beiden TSHR-spezifischen Residuen E404 und H478
zeigten bei Austausch mit Alanin einen Verlust der Interaktion mit S37a. In der Arbeitsgruppe
konnte die Verbindung plausibel in das TSHR-Modell in eine Tasche zwischen internem Ago-
nisten vor der TMH 1, extrazelluldrer Helix der Hinge-Region (EH) und extrazellulirem Loop
(ECL) 1 gedockt werden. Dadurch konnte das Homologiemodell in diesem Bereich verfeinert
werden und das Verstdndnis der intramolekularen Signalweiterleitung von der Ektodoméne zur
TMD verbessert werden. Zusammengefasst kommt es durch die Bindung von TSH an die LRRD
des TSHR zur Delokalisierung der EH, vermittelt iiber eine Disulfidbriicke. Uber ein benachbar-
tes Disulfid wird das Signal von der EH auf den internen Agonisten iibertragen. Die Konforma-
tionsanderung des internen Agonisten, der in Kontakt zu allen drei ECL steht, fithrt zur Weiter-
leitung des Signals zu den TMH und zur intrazellularen Seite des Rezeptors. In der identifizierten
Bindungstasche interferiert der NAM S37a in diese intramolekulare Aktivierungskaskade an der
Schnittstelle zwischen Ektodoméne und TMD des TSHR. Durch die gefundene Docking-Posi-
tion wurde eine Grundlage fiir die gezielte Verbesserung der Affinitit der Leitverbindung S37a
geschaffen.

Fiir die Struktur-Funktions-Untersuchungen wurden einerseits von Kooperationspartnern
Synthesen von S37-Derivaten durchgefiihrt und aufSerdem kommerziell erhéltliche S37-Analoga
erworben. Obwohl kein deutlich stirkerer TSHR-Antagonist als S37a identifiziert wurde, liefer-
ten die Struktur-Funktionsanalysen neue Hinweise fiir weitere Optimierungen an den Phenyl-
ringen sowie am heterozyklischen Grundgeriist von S37a fiir gezielte hydrophile Interaktionen
mit dem Rezeptor.

Bei den Untersuchungen der fiir die Therapie der EO potenziell relevanten Endpunkte wurden
drei wichtige Ziele erreicht: 1.) Es wurde der Grundsatznachweis erbracht, dass S37a die erhohte
TSHR-Aktivierung durch stimulierende Antikérper inhibieren kann, und zwar sowohl mono-
klonale Antikorper in vitro, als auch TSHR-aktivierende Seren von EO-Patienten ex vivo. 2.) Es
konnte gezeigt werden, dass S37a und dessen Derivate hochselektiv nur den TSHR und nicht die
homologen Gonadotropin-Rezeptoren inhibieren. 3.) In ersten in-vivo-Untersuchungen zur
Pharmakokinetik in Médusen war S37a nicht toxisch und es wurde eine geeignete orale Biover-
figbarkeit erreicht.

Die Untersuchungen bieten eine Grundlage, durch rationales Wirkstoffdesign weitere hoch-
affine, TSHR-selektive Verbindungen zu synthetisieren, die fiir die klinische Priifung geeignet

sind.
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Abstract

Abstract

The present paper investigates the interaction of the small molecule ligand S37 with the thyroid-
stimulating hormone (thyrotropin) receptor (TSHR). The first part delineates the identification
of the antagonist’s binding site at the TSHR, which led to a better understanding of the intramo-
lecular signal transduction within the receptor. The second part describes the therapeutic poten-
tial of S37 for the therapy of the autoimmune disease Graves’ Orbitopathy (GO). Of note, it was
proven that TSHR activation by stimulating autoantibodies, which is a crucial step in GO, was
inhibited by S37 in vitro as well as ex vivo.

In the course of hyperthyroidism some patients develop GO, a potentially sight-threatening
disease due to TSHR over-activation in orbital fibroblasts by functional activating antibodies.
GO is not treatable pharmacologically at the level of TSHR, because there are no such drugs
available in the clinics. For this reason, there is a therapeutic gap for severe cases of GO.

The TSHR is a G protein-coupled receptor (GPCR). Like the closely related gonadotropin re-
ceptors FSHR and LHCGR, TSHR belongs to the subfamily of glycoprotein hormone receptors
(GPHR). It exhibits a large extracellular leucine-rich repeat domain (LRRD) at which the hor-
mone TSH or functional autoantibodies bind. Located in the transmembrane domain (TMD),
there is an allosteric binding pocket between the transmembrane helices (TMH) 3, 5 and 6, where
small molecule allosteric modulators bind. The receptor is activated by extracellular binding of
TSH and can be inhibited by TMD-binding negative allosteric modulators (NAM) or activated
by positive allosteric modulators (PAM) independently of TSH. The intramolecular mechanisms
for the signal transduction from the ecto- to the transmembrane domain of TSHR are not com-
pletely understood.

In preceding work in the group the selective TSHR antagonist S37 was identified. This com-
pound had a characteristic rigid, bent shape and was present as racemate. S37 inhibited the in-
tracellular cAMP accumulation with micromolar affinity. In contrast to other known TSHR an-
tagonists the effect of S37 was highly TSHR-selective, meaning that it did not inhibit the homol-
ogous gonadotropin receptors. Therefore S37 was a particularly valuable lead compound for the
development of a drug for the treatment of GO. Previous experiments indicated that S37 is a
competitive antagonist of the hormone TSH, and thus potentially does not bind in the common
allosteric small molecule pocket in the TMD of TSHR.

In the first part of the present work, the structural interaction of S37 with TSHR was investi-
gated in detail in order to identify its unknown binding site. In parallel, analyses of structure-
activity relationships (SAR) of diverse S37 derivatives and analogues was performed. The second
part of the work deals with endpoints that are relevant for the therapy of GO, in particular the
inhibition of TSHR stimulating GO patients’ sera ex vivo.

At first, the racemate was separated by chiral HPLC and the 3D structure of the active enan-

tiomer S37a was determined by two independent methods.
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Abstract

With the help of truncated TSHR constructs with successive truncations of the ectodomain as
well as with TSHR-FSHR chimaeras, the binding region of S37a was narrowed down to the TMD.
However, in the cAMP assay S37a was a non-competitive antagonist of PAM C2, which is known
to bind within the allosteric pocket between TMH 3, 5 and 6. It supported the existence of a
second, so far unknown binding site for small molecules at the TMD of TSHR. The binding re-
gion was further narrowed down by TSHR mutations. The two TSHR-specific residues E404 and
H478 showed a loss of interaction with S37a when mutated to alanine. In our group the com-
pound could be reasonably docked into the TSHR model into a pocket between internal agonist
prior TMH 1, converging helix of the hinge region (CH) and extracellular loop (ECL) 1, thereby
refining the homology model and the understanding of the intramolecular signal transduction
within the TSHR. In summary, binding of TSH at the LRRD of TSHR leads to delocalisation of
the CH, mediated by a disulphide bond. Via a neighbouring disulphide, the signal is transduced
from the CH to the internal agonist, which is in contact with all three ECL. Therefore, the con-
formational changes of the internal agonist induce via the ECL a shift of the TMH into the active
conformation of the receptor. In the identified binding pocket NAM S37a interferes with this
intramolecular activation cascade at the interface of the ecto- and transmembrane domain. The
proposed docking pose constitutes a basis for the directed improvement of the affinity of the lead
structure S37a.

For the structure-activity relationships (SAR), syntheses of S37 derivatives were carried out by
cooperation partners or commercially available S37 analogues were purchased. Although no
considerably stronger TSHR antagonist than S37a was identified, the SAR studies yielded start-
ing points for further optimisation at the phenyl rings and at the heterocyclic scaffold for directed
hydrophilic interactions with the receptor.

During the analyses of endpoints that are potentially relevant for the therapy of GO, three
important objectives were achieved: i) The proof of principle was provided that S37a is able to
inhibit the elevated TSHR activation by stimulating antibodies. cAMP accumulation induced by
monoclonal antibodies was inhibited in vitro and that of TSHR activating sera from GO patients
ex vivo. ii) S37a and its derivatives were highly TSHR-selective and did not inhibit the homolo-
gous gonadotropin receptors. iii) In first in vivo pharmacokinetics studies in mice, S37a showed
no toxicity and a good oral bioavailability was observed.

The study provides a basis for rational drug design to synthesise further TSHR-selective com-

pounds with high affinity suitable for clinical testing.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Thyreotropin-Rezeptor (TSHR)

1.1.1 Physiologische Einordnung
Die Schilddriise (Glandula thyreoidea) hat eine wesentliche Bedeutung in der Stoffwechselregu-

lation. Sie sezerniert hauptsdchlich die Schilddriisenhormone Thyroxin (Ts) und das aktive
Triiodthyronin (Ts), welches tiber die Bindung an nukleére Schilddriisenhormonrezeptoren die
Genexpression in vielen Geweben reguliert (Yen, 2001).

Die Schilddriisenfunktion selbst wird durch die Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-
Achse reguliert. Im Hypothalamus wird das Peptidhormon Thyreoliberin (TRH, thyrotropin re-
leasing hormone) gebildet, welches iiber ein Pfortadersystem zur Adenohypophyse transportiert
wird und durch die Bindung an TRH-Rezeptoren die Synthese und Sekretion von Thyreotropin
(TSH, Thyreoidea-stimulierendes Hormon) anregt (Yen, 2001).

TSH gelangt tiber den Blutkreislauf zur Schilddriise, wo es den TSH-Rezeptor (TSHR) akti-
viert. Der TSHR ist das Schliisselprotein zur Steuerung der Schilddriisenfunktion. Er induziert
die Synthese der Schilddriisenhormone durch Steigerung der Expression des Na*/I'-Symporters,
von Thyreoglobulin und der Thyreoperoxidase (Kopp, 2001; Vassart, Dumont, 1992). Durch ei-
nen negativen Riickkopplungsmechanismus von Ts und T4 zum Hypothalamus und zur Hypo-
physe wird die TRH- und TSH-Sekretion streng reguliert (Larsen, 1982).

1.1.2 Klassifizierung des TSHR
Der TSHR gehort zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR), die sich in

die Klassen Rhodopsin-dhnliche, Glutamat-, Adhésions-, Frizzled- und Sekretin-Rezeptoren
aufteilen (Fredriksson, 2003). Die grofite Klasse (ca. 60 % aller GPCR) stellen die Rhodopsin-
dhnlichen GPCR dar. Der TSHR bildet zusammen mit den Gonadotropin-Rezeptoren Follitro-
pin-Rezeptor (FSHR) und Lutropin/Choriongonadotropin-Rezeptor (LHCGR) die Subfamilie
der Glykoproteinhormon-Rezeptoren (GPHR) innerhalb der Rhodopsin-dhnlichen GPCR (Fre-
driksson, Schiéth, 2005). Die jeweiligen Hormone TSH am TSHR, follikelstimulierendes Hor-
mon (FSH) am FSHR und Luteinisierendes Hormon (LH) bzw. Choriongonadotropin (CG) am
LHCGR sind etwa 200 Aminosduren grof3e, glykosylierte Heterodimere, bestehend aus einer ge-
meinsamen a-Untereinheit und einer spezifischen B-Untereinheit, die an der groflen extrazellu-
liren Doméne der jeweiligen Rezeptoren binden, wodurch diese intrazelluldre G-Proteine, vor-
rangig G aktivieren (Szkudlinski, 2015; Schaaf et al., 1997). Die Transmembrandoméanen (TMD)
der GPHR weisen eine hohe Sequenzidentitit von 70 % auf, wahrend die Ektodoméanen nur zu
40 % identisch sind (Vassart et al., 2004).
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1.1.3 Struktur und Funktion des TSHR

Der TSHR (Abb. 1) besteht wie alle GPCR aus einer Transmembrandoméane (TMD) mit sieben
Transmembranhelices (TMH), die durch drei extrazelluldre und drei intrazellulire Schleifen
(ECL/ICL, extra-/intracellular loops) miteinander verbunden sind, und einer grofien fir GPHR

typischen amino-(N)-terminalen Ektodomine (Kleinau und Krause, 2009).

> — orthosterische (Hormon-)
Bindungsstelle

[ ]
Sty } .: Hinge-Region
0

interner
]

Agonist allosterische

Abb. 1. Strukturbestandteile des TSHR. Schematische Darstellung (links) und Homologiemodell (rechts) basierend
auf den Kristallstrukturen der FSHR-Ektodomane mit FSH und der Transmembrandoméne (TMD) des 2-adrenergen
Rezeptors. Die Ektodoméane besteht aus LRRD (hellbraun) und Hinge-Region (blau). Die TMD (grau) besteht aus 7 Trans-
membranhelices (TMH) und einer intrazelluldren Helix. In der Hinge-Region vor der ersten TMH befindet sich eine 10
Aminosauren lange agonistische Sequenz (interner Agonist, griin), die tiber Disulfidbriicken (gelb) an die extrazellulare
Helix (EH) in der Hinge-Region und die LRRD gebunden ist. Das heterodimere Hormon TSH hat mindestens zwei Kon-
taktstellen zum TSHR, eine an der LRRD, die andere an einem sulfatierten Tyrosin (sTyr) in der Hinge-Region. In der TMD
zwischen TMH 3, 5 und 6 befindet sich eine allosterische Bindungstasche fiir niedermolekulare Liganden, analog zur
orthosterischen Bindungstasche anderer Rhodopsin-ahnlicher GPCR.

Die TSHR-Ektodomane besteht aus der Leucine-rich-repeat-Doméne (LRRD, hellbraun in Abb. 1)
und aus der Hinge-Region (blau, Gelenkregion), welche die LRRD mit der TMD verbindet
(Kleinau und Krause, 2009). An der LRRD und am sulfatierten Tyrosin Y385 in der Hinge-Re-
gion bindet das Hormon TSH (Costagliola, Panneels, 2002). Die Struktur der LRRD in Komplex
mit dem inhibierenden Antikorper K1-70 (PDB-Code 2XW'T; Sanders et al., 2011), im Komplex
mit dem stimulierenden TSHR-Antikorper M22 (PDB-Code 3G04; Sanders et al., 2007) und
ohne Ligand (Miller-Gallacher et al., 2019) wurde mittels Rontgenkristallografie aufgeklart. Da-

rin sind ein antiparalleler und 10 parallele B-Stringe aufgelost. Wahrscheinlich enthalt die LRRD
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einen elften und die Hinge-Region einen weiteren parallelen B-Strang, die sich an die sensenar-
tige B-Faltblatt-Struktur anschlieflen (Kleinau et al., 2011; Krause et al., 2012), analog zur Kris-
tallstruktur der FSHR-Ektodomine im Komplex mit FSH, in der diese Sekundarstrukturele-
mente der Hinge-Region aufgelost sind (PDB-Code: 4AMQW; Jiang et al., 2014).

Die Hinge-Region des TSHR enthilt im Gegensatz zu den anderen GPHR eine abspaltbare ca.
50 Aminoséduren lange Sequenz (C-Peptid, gestrichelt in Abb. 1), welche den Rezeptor in eine
N-terminale A-Untereinheit und eine C-terminale B-Untereinheit teilt, die nach der Spaltung
iber Cystein-Cystein-Briicken verbunden sind (Misrahi, Milgrom, 1997; Rapoport, McLachlan,
2016; Todorova-Balvay et al., 2007). Die Disulfide konnen reduziert werden, was zum Abwerfen
(Shedding) der A-Untereinheit fithrt, wobei die physiologische Rolle dieses Prozesses unklar ist
(Couét et al., 1996; Vassart, Costagliola, 2004). Jedoch wird angenommen, dass das Vorhanden-
sein lslicher TSHR-A-Untereinheiten im Blutkreislauf die Entwicklung von Autoimmunitét ge-
gen den TSHR fordert (Chazenbalk et al., 2002). Die A-Untereinheit wird daher fiir die
Immunisierung von Maéusen zur Generierung hyperthyreoter Tiermodelle verwendet (Ab-
schnitt 1.2.2).

TSH oder stimulierende Antikorper (sieche Abschnitt 1.2.1) binden an der Ektodoméne und
aktivieren den Rezeptor. Die Mechanismen der intramolekularen Signalweiterleitung an der
Schnittstelle der Ektodomédne zur TMD sind nicht voll verstanden. Es wird angenommen, dass
die TSHR-Ektodomine als inverser Agonist auf die TMD wirkt und dieser Eftekt bei Hormon-
bindung aufgehoben wird (Vlaeminck-Guillem et al., 2002). Die wichtigsten beteiligten Struk-
turen bei der Aktivierung sind wahrscheinlich die extrazelluldre Helix in der Hinge-Region (EH),
an der die Konformationsinderungen der Ektodomiane konvergieren und iiber das Disulfid-
Netzwerk an eine interne agonistische Untereinheit weitergegeben werden (Kleinau et al., 2004;
Krause et al., 2012). Die Sequenz dieses internen Agonisten (griin in Abb. 1) wurde durch Pep-
tid-Studien genau definiert und befindet sich in dem in GPHR hoch konservierten Bereich vor
der ersten TMH (F4sNPCEDIMGY4; Briiser et al., 2016). Insbesondere die raumliche Nihe
von S281 in der EH und 1486 im extrazelluldren Loop (ECL) 1 (Schaarschmidt et al., 2016) sowie
die kooperative Wirkung von 1486, 1568 und V656 in den ECL 1, 2 bzw. 3 (Kleinau et al., 2008)
fihren wahrscheinlich zu einer Verschiebung der TMH zueinander, sodass intrazelluldre Ef-
tektoren aktiviert werden konnen. Die strukturelle Einbindung des internen Agonisten in diesen

Prozess ist noch nicht geklart.

Die Transmembrandomaéne (TMD) schliefdt sich an den internen Agonisten an. Sie besteht aus
sieben TMH, verbunden iiber drei ICL und drei ECL sowie aus der intrazelluldren Helix 8 und
dem Carboxy-(C)-Terminus. Fiir die TSHR-TMD existiert keine Kristallstruktur, weswegen in
der Arbeitsgruppe verschiedene Homologiemodelle anhand sequenzéhnlicher Kristallstruktu-
ren aus der Proteindatenbank PDB (rcsb.org; Berman et al., 2002) von Rhodopsin bzw. Opsin
(Haas et al., 2011; Kleinau et al., 2010) sowie vom {2-adrenergen Rezeptor (Neumann et al.,
2009) generiert wurden. In der Arbeitsgruppe wurde der Webserver GPCR-SSFE 2.0 (www.ssfa-

7tmr.de/ssfe2) entwickelt, der es ermdglicht, anhand charakteristischer Sequenzmotive jeweils
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unterschiedliche Vorlagen-(Template)-GPCR fiir jede einzelne TMH auszuwihlen und zu mo-
dellieren (Worth et al., 2017). Der TSHR wurde in diesem Webserver daher anhand sechs ver-
schiedener Templates modelliert.

Bei der Aktivierung des TSHR spielt die TMH 6 eine entscheidende Rolle. Sie stabilisiert wahr-
scheinlich sowohl die inaktive, als auch die aktive Konformation des TSHR (Kleinau et al., 2013).
Polare Seitenketten-Interaktionen zwischen den TMH 2, 3, 6 und 7 stabilisieren die inaktive
Konformation des Rezeptors. Durch die Bindung von Agonisten kommt es zu einer starken in-
trazelluliren Auswirtsbewegung der TMH 6 von 8-14 A und zur Ausbildung der aktiven Kon-
formation, die durch hydrophobe Kontakte zwischen TMH 6 und TMH 5 stabilisiert wird
(Kleinau et al., 2011). Wie die TSHR-Aktivierung von den orthosterischen Liganden wie TSH
oder Thyreoidea-stimulierenden Antikorpern (TSAb) iiber die extrazelluliren Bestandteile des
Rezeptors auf die TMD {iibertragen wird, ist weitestgehend unklar. Niedermolekulare Agonisten
konnen in der Bindungstasche der TMD durch direkte Interaktion mit den TMH den TSHR
allosterisch aktivieren (Abb. 1). Die Verschiebung der TMH 6 bei der Aktivierung des Rezeptors
fuhrt zum Verlust der Interaktion (ionic lock) zwischen D619 an der TMH 6 und R519 an der
TMH 3 (Vassart et al., 2004). R519 ist Bestandteil des in Rhodopsin-dhnlichen GPCR konser-
vierten D/E-R-Y/W-Motivs. Die Auflosung des ionic lock durch konstitutiv aktivierende Muta-
tionen (CAM) oder durch Bindung von Agonisten ermdglicht die Anlagerung der Ga-Unterein-
heit und der dadurch ausgelosten der Aktivierung des heterotrimeren G-Proteins. Der TSHR
enthélt an der TMH 7 das ebenfalls konservierte NPXXY-Motiv, das auch an der Bindung des
G-Proteins beteiligt ist (Deupi et al., 2012). CAM in der TMD des TSHR deuten darauf hin, dass
diese Positionen im Wildtyp wichtig sind, um den basalen Zustand des Rezeptors zu stabilisie-
ren. Solche Aminosduren sind potenzielle Interaktionspartner fiir Agonisten (Kleinau et al.,
2010). Fir den TSHR sind verschiedene positive allosterische Modulatoren (PAM) bekannt, die
in dieser Tasche binden (Hoyer et al., 2013; Neumann et al., 2009; sieche Abschnitt 1.3). Im Ge-
gensatz zu CAM weisen inaktivierende Mutationen auf potenzielle Interaktionsstellen fiir Anta-

gonisten hin (Haas et al., 2011).

1.1.4 Intrazelluladre Effektoren des TSHR

Auf der intrazelluldren Seite kann der TSHR verschiedene heterotrimere G-Proteine binden
(Laugwitz et al., 1996), von denen zu einem grofien Teil G; fiir die Stimulation der Schilddriise
relevant ist (Jin et al., 1986). Bei hoheren TSH-Konzentrationen wird zusatzlich G4 aktiviert, das
tiir die Iodierung der Schilddriisenhormone notwendig ist (Grasberger et al., 2007; Kero et al.,
2007; Laurent et al., 1987). Die intrazelluldre Bindung von (-Arrestin 2 an den TSHR fiihrt
hauptsichlich zur Internalisierung des Rezeptors, B-Arrestin 1 induziert MAP-Kinase-(mitogen

activated protein kinase)-Signalwege (Boutin ef al., 2014).

G-Proteine. Die Kristallstruktur des aktiven f2-adrenergen Rezeptors im Komplex mit G, wurde
von Rasmussen et al., 2011, gelost (PDB-Code 3SN6) und diente als Grundlage fiir ein TSHR/G;-
Modell (Kleinau et al., 2017). Daraus wird ersichtlich, dass alle ICL und die intrazellulare Helix 8
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an der Bindung mit dem G,-Komplex beteiligt sind und der ICL 2 den grofiten Anteil an der
Aktivierung der Ga-Untereinheit hat. Bisher ist nicht klar, welche Strukturen an der spezifischen
Bindung von G4 im Unterschied zu G beteiligt sind (Kleinau et al., 2017), jedoch wurde gezeigt,
dass in TSHR-Homodimeren die Besetzung beider Protomere mit TSH fiir die G4-Signaltrans-
duktion erforderlich ist, wahrend die Gs-Wirkungen nur ein TSH je Dimer benétigen (Allen et
al., 2011). Aktiviertes Gas induziert an der Adenylylcyclase die Bildung von zyklischem Adeno-
sinmonophosphat (cAMP); in der Folge wird die Proteinkinase A und daraufhin der Transkrip-
tionsfaktor CREB (cAMP response element binding protein) aktiviert. Gaq induziert den Phos-
pholipase-C-abhingigen Signalweg tiber die Bildung von Inositoltrisphosphat (IP5) und die Off-
nung von Calciumkanilen, die anhand der Aktivitit des Promotors fiir den Transkriptionsfaktor
NFAT (nuclear factor of activated T-cells) gemessen werden kann (El-Kaissi, Wall, 2012;
Schaarschmidt et al., 2016).

Arrestin wurde mit Rhodopsin kokristallisiert (Kang et al., 2015) und als Vorlage fiir die Model-
lierung eines TSHR/B-Arrestin-Komplexes verwendet (Kleinau et al., 2017; PDB-Codes: 4ZW],
5DGY). Ahnlich der a5-Helix von Ga (Rasmussen et al., 2007) bindet ein finger-loop-Motiv von
B-Arrestin an die intrazellulire Offnung des GPCR (Scheerer, Sommer, 2017). Im entsprechen-
den Homologiemodell fiir TSHR/B-Arrestin ist die Konformation der TMH 6 und des ICL 3 im
Vergleich zu TSHR/G; verandert (Kleinau et al., 2017).

B-Arrestin ist verantwortlich fiir die Beendigung (Arrest) des GPCR-Signals durch Desensiti-
sierung und Internalisierung des Rezeptors (Goodman et al., 1996). Inzwischen ist bekannt, dass
B-Arrestine auflerdem verschiedene Signalwege aktivieren, darunter vor allem den MAP-
Kinase-Signalweg tiber ERK (extracellular signal-related kinase) 1 und 2, aulerdem die Protein-
kinase B (AKT) tiber den Phosphatidylinositol-3-Kinase-(PI3K)-Signalweg und weitere (Bour-
quard et al., 2015; Reiter et al., 2012). GPCR-Liganden konnen funktionelle Selektivitat (ligand
bias) aufweisen, wodurch entweder vorrangig G-Protein-Signale und Clathrin-abhangige Endo-
zytose (Internalisierung) des Rezeptors ausgelost werden oder -Arrestin-abhéngige Signalwege
angeschaltet werden (bzw. im Fall von Antagonisten inhibiert werden). Ausgewogene Liganden
(balanced ligands), aktivieren/inhibieren beide - Arrestin-Wirkungen gleichermafien, sodass es
sowohl zur G-Protein- als auch zur B-Arrestin-abhéngigen Signaltransduktion kommt (Reiter et
al., 2017). Die selektive B-Arrestin-Wirkung wird nicht durch verschiedene 3-Arrestin-Isofor-
men, sondern durch verschiedene GPCR-Kinase-(GRK)-Subtypen vermittelt, welche die GPCR
am C-Terminus und an den ICL mit unterschiedlichem Muster phosphorylieren (Reiter et al.,
2012).

Wihrend die meisten GPCR eine Préferenz fiir f-Arrestin 1 oder 2 zeigen (Oakley et al., 2000),
wird TSHR tiber beide B-Arrestine internalisiert, jedoch schneller tiber B-Arrestin 2 (Frenzel et
al., 2006; Voigt et al., 2004). Die Signaltransduktion am TSHR tiber ERK 1/2 und AKT wird
vorrangig tiber f-Arrestin 1 vermittelt (Boutin et al., 2014). Dieser Signalweg war in der Osteo-
sarkom-Zelllinie U20S wichtig fiir die Expression verschiedener Knochenmarker. Da der TSHR

in Osteoblasten exprimiert wird, konnte dieser Signalweg wichtig fiir die Knochenhoméostase
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sein (Abe et al., 2003; Baliram et al., 2011). Boutin ef al., 2014, konnten zeigen, dass der positive
allosterische Modulator (PAM) C2 (siche Abschnitt 1.3) als biased ligand ausschlieSlich den
cAMP-Signalweg, jedoch nicht die B-Arrestin-Rekrutierung aktiviert. Dieselbe Arbeitsgruppe
stellte spater den (-Arrestin-selektiven PAM D3-BArr mit Praferenz fiir f-Arrestin 1 vor, der
den positiven Effekt von TSH auf die Expression von Knochenmarkern in U20S-Zellen ver-
starkte (Neumann et al., 2018).

1.2 Erkrankungen mit autoimmuner TSHR-Uberaktivierung

1.2.1 Morbus Basedow (Graves' disease)

Morbus Basedow (Graves’ disease) ist eine hdufige Autoimmunkrankheit, bei der pathogene ak-
tivierende Antikorper gegen den TSHR (TSAb, thyroid stimulating antibodies) gebildet werden,
die zu einer Schilddriiseniiberfunktion (Hyperthyreose) fithren (Antonelli et al., 2015; Rapoport,
McLachlan, 2007). Es kommt zu einer gesteigerten Bildung der Schilddriisenhormone T5 und T4
und dadurch bedingt zu einer reduzierten TSH-Ausschiittung in der Hypophyse. Die haufigsten
Symptome sind Erschopfung, Gewichtsabnahme, Nervositit, erhohte Korpertemperatur und
Herzrasen (Burch, Cooper, 2015).

TSAD erkennen vorrangig die freie A-Untereinheit des TSHR, die wahrscheinlich als Immu-
nogen bei der Entstehung der Autoimmunkrankheit wirkt (Chazenbalk et al., 2002). Es gibt Hin-
weise darauf, dass die freie A-Untereinheit in Form von Multimeren die Affinititsreifung von
TSAD in B-Lymphozyten anregt (Rapoport et al., 2015).

Der monoklonale TSAb M22, der aus einem B-Lymphozyten eines Morbus-Basedow-Patien-
ten mittels Hybridom-Verfahren hergestellt wurde (Sanders et al., 2002, 2003), wird hiufig als
Modellantikorper zur Simulation einer Hyperthyreose in vitro und in vivo verwendet (z.B.
Neumann et al., 2014). Die Bindung von M22 an LRR 1 bis 10 des TSHR weist starke Ahnlichkeit
zu der von TSH auf. Dabei spielt wahrscheinlich zusitzlich die Interaktion mit der Hinge-Region
eine Rolle fiir die aktivierende Wirkung von M22, denn im Gegensatz dazu bindet der inhibie-
rende Antikorper K1-70 vorrangig an die LRR 1 bis 8 und interagiert wahrscheinlich nicht mit
der Hinge-Region, sondern blockiert die Bindung von TSH oder TSAb (Furmaniak et al., 2015).
Es wird angenommen, dass in den meisten Patienten nicht monoklonale, sondern oligoklonale
TSHR-Antikorper vorliegen (McLachlan, Rapoport, 1996).
Die Behandlung von Morbus Basedow erfolgt meist mit den Thioamid-Thyreostatika Methima-
zol, Carbimazol oder Propylthiouracil, welche die Thyreoperoxidase und damit die Synthese von
Ts und T, hemmen. Die Behandlung fithrt in 50 Prozent der Fille zur dauerhaften Remission der
Hyperthyreose, jedoch gibt es seltene schwere Nebenwirkungen wie Agranulozytose, Hepatoto-
xizitdt und Pankreatitis sowie die Gefahr von Fehlbildungen des Embryos (Nakamura et al.,
2013; Rote-Hand-Brief 6.2.2019). Die Entwicklung einer Hypothyreose oder Progression einer
assoziierten Orbitopathie sind selten (Burch, Cooper, 2015).

In Europa erfolgt die Therapie etwas seltener mittels Radioiodtherapie. Hier werden die Thy-

reozyten der Schilddriisenfollikel zerstort, wodurch die Schilddriisenhormonsynthese reduziert
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wird. Die Radioiodtherapie fithrt meist zur Heilung der Hyperthyreose, jedoch entsteht haufig
eine Hypothyreose und in 15 bis 20 Prozent der Fille verschlechtert sich eine bestehende Or-
bitopathie (Burch, Cooper, 2015).

1.2.2 Endokrine Orbitopathie (EO)

Bei etwa der Hilfte der an Morbus Basedow Erkrankten entwickelt sich die Endokrine Orbito-
pathie (EO, Graves’ orbitopathy; Wiersinga, Bartalena, 2002). Diese Erkrankung betrifft das Bin-
degewebe in der Augenhohle (Orbita) hinter dem Auge. Dabei kommt es zur entziindlichen
Schwellung und Verdickung der Augenmuskeln und Vermehrung des orbitalen Fettgewebes mit
der Folge eines Exophthalmus sowie zur Fibrose der Augenmuskeln mit dadurch verminderter
Augenbeweglichkeit. Dies kann zu unzureichendem Lidschluss, Augentrockenheit und Horn-
hautlasionen bzw. zu Doppelbildsehen fithren. In schweren Féllen (3 bis 5 Prozent der Erkrank-

ten) kommt es zu einer gefdhrlichen Kompression des Sehnerven (Eckstein et al., 2016).

Pathogenese. In der Pathogenese der EO spielen Orbitafibroblasten eine entscheidende Rolle.
Im Rahmen entziindlicher Prozesse in der Augenhéhle bilden Orbitafibroblasten Hyaluronan,
das zur Bindung von Wasser und dadurch zur Schwellung der Augenmuskeln fiihrt. Sie diffe-
renzieren aufSerdem vermehrt zu orbitalen Adipozyten, mit der Folge der Vergroflerung des
Fettgewebes hinter dem Auge. Auflerdem konnen sie zu Myofibroblasten differenzieren,
wodurch die Fibroisierung der Augenmuskeln ausgelost wird (Bahn, 2010).

Als Hauptakteure, die fiir die pathogenen Veranderungen der Orbitafibroblasten verantwort-
lich sind, haben sich der TSH-Rezeptor, die Infiltration des orbitalen Bindegewebes mit CD4"-
T-Lymphozyten sowie der IGF-1-Rezeptor (IGF-1R, insulin-like growth factor 1 receptor) her-
auskristallisiert (Bahn, 2015).

Das gemeinsame Auftreten von EO mit einer Basedow-Hyperthyreose (Wiersinga et al., 1988)
sowie die erhohte Expression des TSHR in Orbitafibroblasten von EO-Erkrankten (Bahn et al.,
1998) zeigten, dass der TSHR entscheidend bei der Entstehung der EO ist (Bahn, 2010). TSHR-
Mausmodelle, welche durch Immunisierung mit der TSHR-A-Untereinheit EO entwickeln, zei-
gen, dass der TSHR das primédre pathogene Antigen ist (Bahn, 2013). T-Lymphozyten, welche
an das CD40-Antigen auf der Oberflache von Orbitafibroblasten binden, verstarken durch die
Ausschiittung verschiedener Zytokine das entziindliche Geschehen in der Orbita (Feldon et al.,
2005; Kumar, Bahn, 2003). Der IGF-1R verstérkt tiber einen Crosstalk mit dem TSHR die Hyal-
uronan-Produktion durch Orbitafibroblasten, jedoch nicht, wie zuvor vermutet, durch IGF-1R-
aktivierende Autoantikorper (Krieger et al., 2015, 2016, 2017). Der Mechanismus des TSHR/
IGF-1R-Crosstalk in Orbitafibroblasten ist nicht voll verstanden. Es wurden verschiedene mog-
liche Interaktionsszenarios diskutiert (Smith, Janssen, 2017): 1.) Beide Rezeptoren schalten iiber
ihren kanonischen Signalweg (TSHR tiber G,/cAMP/Proteinkinase A, IGF-1R iiber die kleine
GTPase Ras) unabhingig MAP-Kinase-Signalwege an; das entsprache streng genommen keinem
Crosstalk. 2.) Es gibt einen bidirektionalen Crosstalk der beiden kanonischen Signalwege auf der

Ebene der MAP-Kinasen, wobei es zu einem synergistischen Effekt kommt, der die Summe der
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Wirkungen der einzelnen Signalwege iibersteigt. 3.) TSHR und IGF-1R interagieren direkt mit-
einander und bilden funktionale Komplexe, die verstiarkt G-Protein- und p-Arrestin-abhangige
MAP-Kinase-Signalwege aktivieren. Es gibt Hinweise auf eine mogliche Assoziation von TSHR
und IGF-1R an der Plasmamembran von Orbitafibroblasten (Tsui et al., 2008). Dies wurde auch
fir einen anderen GPCR/Rezeptor-Tyrosinkinase-Komplex gezeigt, der iiber G; den ERK-Sig-
nalweg anschaltet (Pyne, Pyne, 2011). Fiir den TSHR wurde gezeigt, dass durch TSHR/IGF-1R-
Crosstalk der ERK-Signalweg Gi-abhéngig aktiviert wurde (Krieger et al., 2017).

Die Therapie der EO ist in erster Linie antiinflammatorisch und richtet sich nach dem Schwere-
grad der Erkrankung. Die Grundlage einer erfolgreichen Therapie ist in allen Féllen die Behand-
lung der Hyperthyreose und moglichst Nikotinkarenz (Eckstein et al., 2016). Bei milder EO kann
Selensupplementation zu einer Verbesserung der Entziindung beitragen (Marcocci et al., 2011).
Moderat schwere EO wird im aktiven Stadium mit intravenésen Glukokortikoiden und ggf. mit
Rituximab (off label) behandelt (Eckstein et al., 2016). Weitere Immunsuppressiva, die fiir an-
dere Erkrankungen zugelassen sind, werden teilweise off label zur Behandlung der EO eingesetzt
(Cyclosporin, Azathioprin, Mycophenolat-Mofetil, Tocilizumab; Kotwal, Stan, 2018). Schwere
EO mit Sehnervkompression erfordert eine zeitnahe chirurgische Dekompression, wenn Gluko-
kortikoide keine Besserung bewirken (Eckstein et al., 2016).

Dem Entziindungsgeschehen folgt im Abstand von einigen Monaten eine entsprechende Zu-
nahme der Krankheitssymptome, wobei je nach Schwere der EO auch nach vollstindigem Ab-
klingen der Entziindung dauerhaft Symptome bleiben (Rundle, 1957). Eine frithzeitige antiin-
flammatorische Therapie kann daher das Ausmaf der verbleibenden Symptome verringern (Ca-
wood et al., 2004). Oft sind jedoch rehabilitative chirurgische Eingriffe erforderlich, die im inak-
tiven Stadium der EO durchgefithrt werden, darunter Korrektur von Doppelbildsehen durch
Augenmuskelchirurgie, sowie Beseitigung von Lidfehlstellungen und Resektion von orbitalem
Fettgewebe (Eckstein et al., 2016).

Kausale pharmakologische Therapieansatze. Die antiinflammatorische Therapie zielt nicht auf
die spezifischen Pathomechanismen der EO ab und genaue Behandlungsempfehlungen gehen
nicht klar aus der Studienlage hervor (Bartalena, 2011). Zudem sprechen 60 Prozent der schwe-
ren Fille nicht auf intravendse Glukokortikoide an, sodass chirurgische Eingriffe erforderlich
sind (Curro et al., 2014). Daher besteht ein Bedarf an einer kausalen Therapie der EO. Die aktu-
ellen Ansétze konzentrieren sich auf drei Angriffspunkte: den IGF-1R, die T-Zell-Infiltration der
Orbita und den TSHR:

Der inhibierende humane monoklonale IGF-1R-Antikorper Teprotumumab wurde in einer
klinischen Phase-2-Studie getestet und konnte die EO-Krankheitsaktivitit bei moderat bis
schwer Erkrankten senken und als erste bisher bekannte Therapie den Exophthalmus reduzieren
(Smith et al., 2017) und kénnte eine Alternative zur chirurgischen Dekrompression sein (Doug-

las, 2019). Teprotumumab befindet sich im Moment in einer Phase-3-Studie mit dem Ziel der
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Zulassung fiir die EO-Therapie (ClinicalTrials.gov, NCT03298867). Idelalisib, ein niedermole-
kularer PI3K-Inhibitor, der fiir chronisch lymphatische Leukdmie zugelassen ist, zeigte in vitro
in Orbitafibroblasten eine Reduktion der Adipogenese, moglicherweise durch die Inhibition des
IGF-1R-abhingigen PI3K-Signalweges (Ko, 2018).

Plohn et al., 2018, konnten zeigen, dass die Synthese von Sphingosin-1-Phosphat (S1P) in Or-
bitafibroblasten durch die Interaktion mit T-Zellen iiber CD40-Ligand bzw. CD40-Rezeptor er-
hoht wird. S1P selbst wirkt chemotaktisch auf T-Zellen, die den S1P-Rezeptor 1 exprimieren und
wiederum iiber CD40-Ligand mit Orbitafibroblasten interagieren. Dies ldsst vermuten, dass bei
der EO ein sich selbst verstairkender Mechanismus vorliegt, der zur Infiltration der Orbita mit
T-Lymphozyten fithrt. In einem EO-Mausmodell wurde der S1P-Rezeptor-1-Modulator Fin-
golimod getestet, der zurzeit fiir die Therapie von Multipler Sklerose zugelassen ist. Dieser
konnte die Rekrutierung von T-Lymphozyten in das Orbitagewebe sowie die Ausprigung der
EO priventiv und therapeutisch deutlich reduzieren oder verhindern (Plohn, 2019).

Die Inhibition der TSHR-Uberaktivierung stellt einen wichtigen Ansatzpunkt fiir die kau-
sale Therapie der EO dar. Zurzeit befindet sich der blockierende monoklonale TSHR-Antikorper
K1-70 in einer Phase-1-Studie (ClinicalTrials.gov, NCT02904330). Dieser Antikorper wurde be-
reits einer Patientin mit follikularem Schilddriisenkarzinom verabreicht und war in der Lage fiir
die Dauer der Applikation die mit dem Karzinom assoziierte Orbitopathie abzumildern (Furma-
niak et al., 2018). Ein weiterer Ansatz sind von der TSHR-LRRD abgeleitete zyklische Peptide,
welche in einem EO-Mausmodell Orbitasymptome verbesserten, moglicherweise durch Induk-
tion von Toleranz des Immunsystems gegeniiber den TSHR (Faflbender et al., 2019; Holthoft et
al., 2017; Ungerer et al., 2018). Als dritte Moglichkeit der TSHR-Inhibition kommen negative
allosterische Modulatoren (NAM) des TSHR infrage, die im Abschnitt 1.3 genauer beschrieben
werden. Diese hitten den Vorteil, dass sie oral und ohne Klinikaufenthalt verabreicht werden
konnen. Zudem sind die Entwicklungs- und Herstellungskosten geringer, als bei Biopharmaka,
was vor allem bei seltenen Erkrankungen, wie der EO, bedeutsam sein kann (Reynolds et al.,
2013).

EO-Maus-Modelle werden benétigt, um die Wirksamkeit einer EO-Therapie in vivo zu untersu-
chen, bevor diese bei Menschen angewendet wird. Es wurden verschiedene Hyperthyreose-Tier-
modelle beschrieben, welche das Prinzip haben, Mause mit TSHR-Plasmiden zu immunisieren,
jedoch wurden Orbitasymptome nicht immer erfasst oder es gelang nicht, diese zu reproduzie-
ren (Uberblick in Bahn, 2013 und Banga et al., 2015). 2013 wurde das erste wirkliche EO-Maus-
modell beschrieben (Moshkelgosha et al., 2013). BALB/c-Méuse wurden durch Injektion eines
Plasmids fiir die humane TSHR (hTSHR) A-Untereinheit und Elektroporation viermal im Ab-

stand von drei Wochen immunisiert. Es wurde Verdnderungen der Orbita histologisch und mit
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Magnet-Resonanz-Tomographie beobachtet, die sehr dhnlich zu denen in EO-erkrankten Men-
schen waren. Das Maus-Modell von Moshkelgosha et al. aus London konnte in einem zweiten
Labor in Essen reproduziert werden (Berchner-Pfannschmidt et al., 2016; Schliiter et al., 2018).

Ein anderes Tiermodell nutzt Adenovirus-Transfektion der TSHR-A-Untereinheit, um in
BALB/c-Miusen Basedow-Hyperthyreose hervorzurufen (Holthoff et al., 2015). Auch in diesem
Modell ist eine typische EO-Pathologie reproduzierbar (Ungerer et al., 2017).

1.3 Allosterische Modulatoren des TSHR

Es sind verschiedene niedermolekulare TSHR-Liganden (small molecule ligands, SML) bekannt,
darunter Agonisten, neutrale Antagonisten sowie inverse Agonisten; letztere reduzieren auch die
TSH-unabhingige Basalaktivitdt des Rezeptors (Krause, Marcinkowski, 2018). Von den meisten
SML wird angenommen, dass sie in der allosterischen Bindungstasche in der TMD des TSHR
angreifen, die analog ist zur orthosterischen Tasche anderer Rhodopsin-dhnlicher GPCR (Hoyer
et al., 2013). Um die Allosterie dieser Liganden am TSHR zu beriicksichtigen, werden Antago-
nisten und inverse Agonisten als negative allosterische Modulatoren (NAM) und Agonisten als

positive allosterische Modulatoren (PAM) bezeichnet.

1.3.1 Positive allosterische Modulatoren

Positive allosterische Modulatoren (PAM) haben in der Klinik Potenzial als Ersatz von rekom-
binantem humanem TSH, das fiir die Detektion von Schilddriisenkarzinom-Metastasen verwen-
det wird, in denen TSHR tiberexprimiert ist (Davies, Latif, 2015; Neumann et al., 2016). In der
Forschung sind sie von Interesse als Grundlage fiir die Entwicklung von TSHR-Antagonisten
(Neumann et al., 2008).

2006 wurde gezeigt, dass der LHCGR-Antagonist Org41841 auch ein partieller Antagonist des
TSHR ist (Moore et al., 2006), der in der TMD der beiden Rezeptoren bindet (Jaschke et al.,
2006). Mogliche Kontaktstellen von Org41841 in der Bindungstasche wurden durch konstitutiv
aktivierende und inhibierende Mutationen in der TMD beschrieben (s. Abschnitt 1.1.3; Kleinau
et al., 2010; Haas et al., 2011; Hoyer et al., 2013). Es wurde gezeigt, dass fiir PAM, die zwischen
TMH 3, 5 und 6 des TSHR binden, wahrscheinlich der Kontakt zum Methionin M637 an der
Unterseite der PAM-Bindungstasche entscheidend fiir den agonistischen Effekt ist. Der von
Org41841 abgeleitete NAM c52 lag in der Bindungstasche etwas hoher, als Org41841 und hatte
keinen Kontakt zu M637 (Hoyer et al., 2013).

Neumann et al. identifizierten in einem Hochdurchsatz-Screening den TSHR-selektiven Ago-
nisten C2 (compound 2) mit nanomolarer Affinitdt, der in derselben allosterischen Bindungstas-
che wie Org41841 bindet (Neumann et al., 2009). C2 wurde anschlieflend in seine Enantiomere
getrennt, wobei beide Enantiomere TSHR aktivierten, ein Enantiomer jedoch eine hohere Affi-
nitat aufwies als das Racemat (Neumann et al., 2016). Da C2 im Gegensatz zu TSH nicht die
Rekrutierung von B-Arrestin 1 und 2 zum TSHR aktivierte (Boutin et al, 2014), entwickelten
Neumann et al., 2018 den B-Arrestin-selektiven PAM D3-BArr (siehe Abschnitt 1.1.4).
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In einer anderen Arbeitsgruppe wurden in einem Hochdurchsatz-Screening zwei weitere
PAM fiir den TSHR identifiziert: MS437 und MS438 waren ebenfalls Agonisten in der TMD,
hatten jedoch eine im Vergleich zu C2 leicht veranderte Position der Bindungstasche (Latif et
al., 2015).

1.3.2 Negative allosterische Modulatoren

Der PAM Org41841 wies Priferenz am LHCGR auf. Dessen Derivat ¢52 war der erste beschrie-
bene negative allosterische Modulator (NAM), der vorranging den TSHR, jedoch auch LHCGR
inhibierte (Neumann et al., 2008). Dies weist bereits auf die Schwierigkeit hin, TSHR-selektive
NAM zu identifizieren, die in der allosterischen Tasche zwischen TMH 3, 5 und 6 binden. TSHR-
Selektivitat ist jedoch entscheidend, um Nebenwirkungen auf die Gonadotropin-Rezeptoren zu
vermeiden.

Im Fall von C2 gelang es ebenfalls, durch Derivatisierung des Agonisten einen NAM herzu-
stellen. Der inverse Agonist Antag3 inhibierte die TSH-induzierte und die basale TSHR-Aktivi-
tat mit niedriger mikromolarer ICso (50 % inhibitory concentration) und wies TSHR-Préferenz
auf, inhibierte jedoch auch FSHR leicht. Antag3 inhibierte die durch M22 induzierte cAMP-
Bildung und Hyaluronan-Synthese in Orbitafibroblasten (Turcu et al., 2013) und konnte in vivo
in Mdusen eine durch M22 modellierte Hyperthyreose reduzieren (Neumann et al., 2014).

Van Koppen et al. beschrieben 2012 den relativ hochaffinen TSHR-Antagonisten Org274179-
0 mit nanomolarer ICs (Van Koppen et al., 2012). Dieser war jedoch ebenfalls nicht TSHR-
selektiv, sondern inhibierte auch FSHR und LHCGR.

In einem anderen Hochdurchsatz-Screening wurde der TSHR-NAM VA-K-14 (K14) identi-
fiziert (Latif et al., 2016). Dieser inhibierte vorrangig TSHR mit einer ICso von ca. 1 uM, aber
auch leicht den FSHR und LHCGR in jeweils verschiedenen Zelltypen. Die Substanz inhibierte
den TSAb M22 sowie TSHR-aktivierende Seren von Patienten mit Basedow-Hyperthyreose. K14
wurde in ein Homologiemodell der TSHR-TMD zwischen die TMH 2, 3 und 7 gedockt, was

jedoch in der Studie nicht experimentell unterstiitzt wurde.

1.3.3 Der selektive TSHR-Antagonist S37

Zur Identifizierung neuer am TSHR antagonistisch wirkender Substanzen wurde in unserer Ar-
beitsgruppe in Zusammenarbeit mit der Screening Unit des FMP Berlin ein zellbasiertes Hoch-
durchsatz-Verfahren fiir TSHR-Antagonisten in stabil mit TSHR transfizierten chinese-hamster-
ovary-(CHO)-Zellen etabliert und durchgefiihrt (Dissertation Hoyer, 2014). Darin wurden 12
Hits identifiziert, welche die TSH/TSHR-induzierte cAMP-Akkumulation konzentrationsab-
hingig inhibierten. Durch einen cAMP-Radioimmunoassay in human-embryonal-kidney-
(HEK)-293T-Zellen (nachfolgend als HEK-Zellen bezeichnet) wurden die beiden Substanzen S4
und S9 verifiziert, die in einer Konzentration von 50 pM den TSHR mehr als 50 Prozent inhi-
bierten. Von beiden Substanzen wurden am FMP in der Abteilung Medizinische Chemie stereo-
selektive Synthesen der Konfigurationsisomere durchgefiihrt. Das S4-Isomer S37 erwies sich als
stark TSHR-selektiv, da es die verwandten GPHR (FSHR und LHCGR) nicht inhibierte. Die
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Substanz hatte eine ICsp von 28 uM und wies einen schwachen partialagonistischen Effekt am
TSHR auf. Das Racemat S37 enthélt sieben chirale Zentren und bildet eine starre gebogene
Struktur (Abb. 2 A und 5D).

Untersuchungen zur Kompetitivitit von S37 mit dem Hormon TSH bzw. mit dem PAM C2
lieferten iiberraschende Ergebnisse. So fiihrte S37 zu einer Rechtsverschiebung der Dosis-Wir-
kungskurve von bovinem TSH (bTSH; Abb. 2 B), was auf eine kompetitive Wirkung von S37
zum Hormon hinweist und bedeuten konnte, dass S37 an der TSHR-Ektodoméne bindet oder
zumindest auf eine Weise mit der Ektodoméne interagiert, die die Affinitdt von TSH verédndert.
Es wire jedoch ungewohnlich, dass S37 an der LRRD bindet, denn bisher wird angenommen,
dass kleine Molekiile nicht spezifisch an die grofle flache Struktur der LRRD binden koénnen
(Hoyer et al., 2013). S37 wirkte auflerdem nichtkompetitiv zu C2 (Abb. 2 C), dessen Bindungs-
stelle in der TMD zuvor durch Punktmutationen und funktionelle Assays bestitigt wurde
(Neumann et al., 2009).2
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Abb. 2. $37 und Kompetitivitat am TSHR. A: Strukturformel von S37-rac. als Enantiomerenpaar. B, C: CAMP-Akkumu-
lation in stabil mit TSHR transfizierten HEK-Zellen (HEK-TSHR) gemessen mittels Radioimmunoassay (RIA). S37 wirkt (B)
kompetitiv zu bTSH (Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve) und (C) nichtkompetitiv zu C2 (redu-
zierte Maxima der Konzentrations-Wirkungskurven). Die jeweiligen Agonisten sind im Schema griin dargestellt. TSH
hat zwei Kontaktflaichen an der Ektodomane, C2 in bindet in der allosterischen Tasche in der Transmembrandomane.

Die beiden Kompetitivitits-Studien deuten darauf hin, dass S37 in einer bisher unbekannten
Bindungsstelle fiir kleine Molekiile am TSHR und wahrscheinlich mit der Ektodoméne intera-
giert. Zusammen mit der hohen TSHR-Selektivitit und dem damit verbundenen therapeuti-
schen Potenzial fiir die endokrine Orbitopathie machten diese Ergebnisse S37 fiir weitere Un-

tersuchungen besonders interessant.
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1.4 Zielstellung

Negative allosterische Modulatoren (NAM) des TSHR bieten einen vielversprechenden Ansatz
zur Hemmung der pathogenen Stimulierung des TSHR durch Autoimmun-Antikérper und da-
mit fiir die Therapie der Schilddriisentiberfunktion, insbesondere der Endokrinen Orbitopathie
(EO), fiir die eine therapeutische Liicke besteht. Die Entwicklung TSHR-selektiver NAM, die
nicht die Gonadotropin-Rezeptoren hemmen, stellt jedoch aufgrund der starken Homologie der
Transmembrandomine (TMD) der Glykoproteinhormon-Rezeptoren (GPHR) eine Herausfor-
derung dar. Die besondere Struktur der GPHR ist charakterisiert durch eine grof3e leucine-rich-
repeat-Domiéne (LRRD), welche bei Hormon-Bindung iiber eng assoziierte Strukturbestandteile
der extrazelluldren Hinge-Region die TMD in eine aktive Konformation schaltet. Die Hinge-Re-
gion ist der am wenigsten konservierte Bereich des TSHR und bietet daher einen moglichen An-
satzpunkt fiir selektive Liganden.

Die vorliegende Arbeit baut auf Ergebnisse der Dissertation von Inna Hoyer auf, welche die
Identifizierung des TSHR-selektiven NAM S37 beschreibt. Dieser weist neben der Selektivitat
besondere pharmakologische Eigenschaften auf. S37 wirkt kompetitiv zu TSH und nicht-kom-
petitiv zu dem positiven allosterischen Modulator (PAM) C2, was auf eine unbekannte Bin-
dungsstelle fiir S37 hindeutet, die moglicherweise mit der Interaktion der Substanz mit der
TSHR-Ektodomine und damit einhergehend mit der hohen Selektivitit in Verbindung steht.
Daher ist S37 in zweierlei Hinsicht besonders interessant. Einerseits war zu kldren, ob der TSHR
eine fiir Rhodopsin-ahnliche GPCR ungewdhnliche Bindungsstelle fiir niedermolekulare Ligan-
den besitzt, die nicht der klassischen Bindungstasche zwischen den TMH entspricht. In dem
Zusammenhang sollen die bisher nicht verstandenen molekularen und strukturellen Mechanis-
men der intramolekularen Signaltransduktion von der Ektodoméane zur Transmembrandomine
im TSHR aufgeklart werden. Andererseits ist die starke TSHR-Selektivitdt ein wichtiges Argu-
ment, die Eignung von S37 als Leitstruktur fiir Entwicklung einer pharmakologischen Therapie
der EO zu iiberpriifen. Ferner soll die Aufklirung molekularer Details der Ligand-Rezeptor
Wechselwirkung mittels Mutagenese des Rezeptors Grundlagen fiir Optimierungen der Leit-
struktur schaffen.

Zuerst soll die Bindungsregion von S37 am TSHR eingegrenzt werden. Dafiir wurden bereits
im Rahmen einer Masterarbeit trunkierte TSHR-Konstrukte generiert, deren Ektodomine
schrittweise verkiirzt ist. AnschliefSend soll anhand von cAMP-Messungen in HEK-Zellen un-
tersucht werden, ob S37 an den trunkierten Konstrukten wirkt oder eventuell nach der Entfer-
nung der Ektodoméne oder Teilen davon nicht mehr bindet. Die Erkenntnisse sollen in unab-
hingigen Versuchen mit TSHR-FSHR-Chiméren iiberpriift werden und die Bindungsregion
mithilfe von Punktmutationen, die basierend auf dem TSHR-Homologiemodell ausgewahlt wer-
den, bestitigt werden.

Fiir Struktur-Funktions-Untersuchungen sollen weitere S37-dhnliche Substanzen sowohl auf

ihre antagonistische als auch auf ihre agonistische Wirkung auf den TSHR untersucht werden.
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Dadurch kénnen Beziehungen der verschiedenen Strukturbestandteile auf den Wirkungsmecha-
nismus oder die Affinitdt der Substanz hergestellt werden, die im Zusammenhang mit einer Do-
cking-Position als Ausgangspunkt fiir die Verbesserung der Leitstruktur dienen konnen. Fiir
eine genaue pharmakologische Charakterisierung von S37 wird auflerdem eine chirale Trennung
der Enantiomere angestrebt.

Ein weiteres Ziel der Arbeit ist es, therapierelevante Endpunkte der EO zu untersuchen, um
zu zeigen, ob S37 ein geeigneter Kandidat fiir die Entwicklung eines Arzneistoffs ist. Dafiir muss
bewiesen werden, dass die Substanz nicht nur den durch TSH induzierten, sondern auch den
durch pathogene Antikorper aktivierten TSHR hemmen kann (proof of principle). Dazu sollen
verschiedene monoklonale Antikorper sowie Serumproben von EO-Patienten verwendet wer-
den, die TSHR-aktivierende pathogene Autoantikorper enthalten.

Die funktionelle Selektivitit (ligand bias) von S37a zugunsten der Inhibition des cAMP-Sig-
nalweges gegeniiber der Hemmung der (-Arrestin-1-Rekrutierung ware wiinschenswert, um
mogliche Nebenwirkungen auf die Knochenhoméostase zu vermeiden und soll daher mit einem
entsprechenden Assay in einer Knochenzelllinie untersucht werden.

Auflerdem sollen durch initiale in-vivo-Pharmakokinetik-Studien Voraussetzungen fiir po-

tentiell weiterfithrende Untersuchungen von S37 in einem EO-Mausmodell geschaffen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Chemikalien

2.1.1 Gerate

Gerat Name, Hersteller

Blotkammern Bio-Rad, Miinchen, D

Brutschrank fiir Bakterien VEB Laborgerate Berlin, D

Brutschrank fir Zellkultur Heraeus, Osterode, D

CD-Spektralphotometer Jasco J-720, Easton, USA

Clean-Bench BDK, Luft- und Reinraumtechnik GmbH, D
Durchflusszytometer FACSCalibur, BD Biosciences, Heidelberg, D
Durchflusszytometer mit Zell-Sorter (FACS) BD FACS Aria ll, BD Biosciences, Erembodegem, B
Elektrophoresekammer PEQLAB, Erlangen, D

Gammaprobenzahler Wizard 1470-010, Wallac, USA

Hamiltonpipette Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, CH
Homogenisator Potter S, B. Braun Biotech International, Melsungen, D
HPLC-Anlage Agilent 1200 Series, Santa Clara, USA
HPLC-Saule, chiral, reversed-phase Nucleocel DELTA-RP S, Macherey-Nagel, D
Konfokales-Mikroskop ConfoCor2, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, D
Kihlzentrifuge 3K12, Sigma Laborzentrifugen, Osterode, D
Magnetriihrer Jahnke & Kunkel, Staufen, D

Mikroplattenleser Safire, Tecan, Mannedorf, CH

Mikroplattenleser Infinite F200 Pro, Tecan, Mannedorf, CH
PCR-Thermocycler Tetrad®2, Bio-Rad, Miinchen, D

pH-Messgerat Portamess 911, Knick, Berlin, D

Photometer GeneQuant Il, Pharmacia Biotech, Cambridge, UK
Rotationsvakuumkonzentrator Alpha RVC, Christ, Osterode, D
Rontgendiffraktometer AXS D8 Venture, Bruker, Billerica, USA
Rontgenquelle Microfocus Cu-K,, incoatec, Geesthacht, D
Schittelinkubator Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, D
Tischzentrifuge Biofuge pico, Heraeus, Osterode, D
Transilluminator Quantity One, Bio-Rad, Milano, |

Vortexer Janke & Kunkel, Staufen, D

Waagen Scaltec, Heiligenstadt, D
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Reference, Merck-Millipore, Darmstadt, D
Zell-Harvester-System (Mikroplattenform) Inotech, Nabburg, D

Zellkulturplatten und -flaschen TPP, Zirich, CH

Zellkulturmikroskop Axiovert 40 C, Carl Zeiss, Gottingen, D
Zellkulturschalen Greiner bio-one, Frickenhausen, D

Zellzéhlgerat CASY TTC, Roche Innovatis, Reutlingen, D
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2.1.2 Chemikalien

Name Hersteller

Acetonitril (HPLC grade) Carl Roth, Karlsruhe, D
Agar-Agar Carl Roth, Karlsruhe, D
Agarose Carl Roth, Karlsruhe, D
Ammoniumchlorid (NH4ClI) Carl Roth, Karlsruhe, D
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth, Karlsruhe, D
Ampicillin (Natriumsalz) Carl Roth, Karlsruhe, D
Aprotinin Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Bacitracin Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Benzamidin Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim, D
5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) Carl Roth, Karlsruhe, D
Bromphenolblau-Na-Salz Carl Roth, Karlsruhe, D

BSA Carl Roth, Karlsruhe, D
cAMP-'%|-Tyrosylester IBL International Hamburg, D
Calciumchlorid (CaCly) Carl Roth, Karlsruhe, D
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO.) Carl Roth, Karlsruhe, D
DMSO Carl Roth, Karlsruhe, D

EDTA Carl Roth, Karlsruhe, D

EGTA Carl Roth, Karlsruhe, D
Essigsaure VWR BDH Prolabo, Leuven, B
Essigsaureanhydrid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Ethanol J.T.Baker, Deventer, NL
Glucose Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Glycerol Carl Roth, Karlsruhe, D
Glycin Carl Roth, Karlsruhe, D
Hefeextrakt Carl Roth, Karlsruhe, D
HEPES Carl Roth, Karlsruhe, D

IBMX Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Isopropanol VWR BDH Prolabo, Leuven, B
Kaliumchlorid (KCI) Carl Roth, Karlsruhe, D
Kaliumdihydrogenphosphat (KH.PO,) Carl Roth, Karlsruhe, D
Kanamycin A (Monosulfat) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Magermilchpulver Carl Roth, Karlsruhe, D
Magnesiumchlorid (MgCl,) Carl Roth, Karlsruhe, D
Magnesiumsulfat (MgSO.) Sigma-Aldrich, Steinheim, D
B-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe, D
Methanol VWR International GmbH, Darmstadt, D
Natriumacetat (C;HsNaO,) Carl Roth, Karlsruhe, D
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe, D
Natriumdihydrogenphosphat (Na,HPO.) Carl Roth, Karlsruhe, D
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth, Karlsruhe, D
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO:s) J.T.Baker, Deventer, NL
Natriumhydroxid (NaOH) J.T.Baker, Deventer, NL
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Name
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
Pepton
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polyethylenimin (PEI)

Poly-L-Lysin (Hydrobromid)
Ponceau S

Protein-A-Sepharose (PAS)
Salzsaure 37 % (HCI)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Triethylamin (CeH;sN)
Trifluoressigsaure (C;HF;0,)

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
Triton X-100

Trypanblau

Trypsin-Inhibitor (Soja)

Trypton

Tween 20

2.1.3 Liganden
TSH aus der bovinen Hypophyse (bTSH) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D)

%]-bTSH (Thermo Fisher Scientific TRAK kit, B.R.A.H.M.S, Hennigsdorf, D)

M22 monoklonaler humaner TSHR-stimulierender Antikorper (RSR Ltd., Cardiff, UK)
KSAb1 monoklonaler muriner TSHR-stimulierender Antikorper (Paul Banga, Essen, D)
rekombinantes humanes (rh) FSH (R&D Systems, Minneapolis, USA)

Sauvagine (Michael Beyermann, ehem. IWF Berlin, D; Beyermann et al., 1996)

Hersteller

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
AppliChem, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Polysciences, Eppelheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
SERVA, Heidelberg, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
VWR BDH Prolabo, Leuven, B
Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Seromed GmbH, Wien, A
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
AppliChem, Darmstadt, D
Carl Roth, Karlsruhe, D

humanes Choriongonadotropin (hCG; Calbiochem, Bad Soden, D)
C2, Antag3 (Susanne Neumann und Marvin C. Gershengorn, NIH Bethesda, USA)

VA-K-14 (Enamine, Riga, LV)

Substanzen 39, 40, 41, 46, 48 (ChemSpace, Riga, LV)
Substanzen 42, 43, 44, 45, 47, 49, 50 (Vitas-M Lab, Hong Kong)

2.1.4 Antikorper

Primarantikorper (monoklonal, Maus-lgG)

anti-TSHR 4Cl1 (sc-32262; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)
anti-FLAG M2 (Sigma-Aldrich, Steinheim, D)

anti-GFP GFP02 (AG Schiilein, FMP Berlin)

anti-GFP JL-8 (Clontech, Mountain View, USA)
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Sekundarantikorper
* Ziege anti-Maus IgG (H+L) - Alkalische Phosphatase (AP)-konjugiert (Dianova, Ham-

burg, D)
* Ziege F(ab'); anti-Maus IgG Fcy - R-Phycoerythrin-(PE)-konjugiert, fiir Durchflusszyto-

metrie (Jackson ImmunoResearch, Pennsylvania, USA)

Antikorper fur den Radioimmunoassay (RIA)
* Kaninchen anti-cAMP-Succinimidyl-Proteinkonjugat, polyklonal (AG Rosenthal, FMP

Berlin)

2.1.5 Enzyme, Fertiglosungen und Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller

Acrylamid-Bisacrylamid, Rotiphorese Gel 30 Carl Roth, Karlsruhe, D

BSA-LOsung 30 % steril, Azid-frei Seralab, West Sussex, UK

cAMP-Standard 1 mM Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Desoxyribonukleotidtriphosphate (ANTP) 10 mM Fermentas, St. Leon-Rot, D

DNA-Polymerase OptiTag 5000 U/ml Roboklon, Berlin, D

DNA-Polymerase PfuTurbo 2,5 U/ml Agilent, Waldbronn, D

DNA-Probenpuffer 6fach New England Biolabs (NEB), Frankfurt/Main, D
DNA-Standard 1 kb ThermoFisher Scientific (Gibco), Waltham, USA
DPBS (Dulbecco’s PBS) fiir die Zellkultur ThermoFisher Scientific (Gibco), Waltham, USA
Fotales Kalberserum (FKS) ThermoFisher Scientific (Gibco), Waltham, USA
isotonische Kochsalzlésung CASY'ton Roche Innovatis, Reutlingen, D

Geneticin (G418-Sulfat) ThermoFisher Scientific (Gibco), Waltham, USA
Glasfaserfilter IH-201-C Inotech, Nabburg, D

L-Glutamin 200 mM Biochrom, Berlin, D

Hygromycin B, 50-mg/ml-L6sung CELLPURE Carl Roth, Karlsruhe, D

Mikrotiterplatten 96-Well, weil3 ,Nunclon” ThermoFisher Scientific, Waltham, USA
Nitrozellulose-Membran ,Whatman” GE Healthcare, Solingen, D
Nukleinsdure-Farbstoff RedSafe iNtRON Biotechnology, Sangdaewon-Dong, Korea
Penicillin/Streptomycin-Lésung, 10000 U, 10 mg/ml ThermoFisher Scientific (Gibco), Waltham, USA
Protein-Probenpuffer Roti-Load 4fach Carl Roth, Karlsruhe, D

Protein-Standard Precision Plus Bio-Rad, Miinchen, D
Restriktionsendonukleasen 20000 U/ml NEB, Frankfurt/Main, D
T4-Polynukleotid-Kinase NEB, Frankfurt/Main, D

T4 DNA-Ligase 400000 U/ml NEB, Frankfurt/Main, D

Trypsin + EDTA 10fach PAA Laboratories, Pasching, A

Zellkutturmedium DMEM GlutaMAX low Glucose (1g/l) ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

DMEM GlutaMAX high Glucose (4,59/1) ThermoFisher Scientific, Waltham, USA
Zellulose-anti-Rabbit-Suspension Sac-Cel IDS Ltd., Boldon, UK
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2.1.6 Puffer, L6sungen und Medien

Die Puffer und Losungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit vollentsalztem Wasser her-
gestellt. Abgesehen von den hier angegebenen Puffern und Medien wurde fiir die Molekularbi-
ologie und fiir die Herstellung von Losungen fiir die Zellkultur autoklaviertes Reinstwasser
(18,2MQcm) aus der Milli-Q-Anlage verwendet.

Name
PBS

Zusammensetzung
137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 8,1 mM Na,HPOg; 1,5 mM KH,PO, — pH 7,4

Puffer und Nahrmedien fiir die Molekularbiologie

TAE-Puffer
DNA-Ladepuffer
LB-Medium

SOC-Medium

LB-Agar-Medium

40 mM Tris; 20 mM Essigsaure; 10mM EDTA — pH 7,8

0,2% (w/v) Bromphenolblau; 1 mM EDTA (pH 8,0); 50 % (w/v) Glycerol
1% (w/v) Trypton/Pepton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt 0,5 % (w/v) NaCl — pH 7,5
0,5% (w/v) Hefeextrakt; 2 % (w/v) Trypton; 20 mM Glucose; 10 mM NaCl;
2,5mM KCl; 10 mM MgCly; 10 mM MgSOs — pH 7,5

1,5% (w/v) Agar-Agar; 30 mg/I Kanamycin oder 100 mg/I Ampicillin

— gel6st in LB-Medium

Puffer fiir die Imnmunprazipitation und Western Blot

Waschpuffer |
Waschpuffer Il

Puffer A

Lysispuffer

Trenngelpuffer
Sammelgelpuffer

Elektrophoresepuffer
(SDS-PAGE)

Transferpuffer
(Western Blot)

TBS
TBS-T
Blockpuffer

Ponceau-Rot-
Farbel6sung

Detektions-
Farbel6sung

50 mM Tris; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,5 % (v/v) Triton X-100; 0,1 % (w/v)
SDS — pH 8,0

50mM Tris; TmM EDTA; 0,5% (v/v) Triton X-100; 0,1 % (w/v) SDS — pH 7,4

50 mM Tris; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% (v/v) Triton X-100; 0,1 % (w/v)
SDS — pH 8,0

10 ml Puffer A; 125 pl PMSF-Lésung (40 mM in Ethanol); 80 pl Pro-
tease-Inhibitor-Mix (0,4 mg/ml Trypsin-Inhibitor (Soja); 0,25 mg/ml Apro-
tinin; 9,8 mg/ml Benzamidin)

0,75M Tris — pH 8,8
0,625 M Tris — pH 6,8

25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS; — pH 8,3

19,8 mM Tris; 150 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol; 0,015 % (w/v) SDS
— pH 8,3

50mM Tris; 150 mM NaCl — pH 7,2
0,05 % (v/v) Tween 20 in TBS
2% (w/v) BSA in TBS-T

2% (w/v) Ponceau S; 30% (w/v) TCA; 30 % (w/v) Sulfosalicylsdure-
Dihydrat — Gebrauchslésung: 0,6 % in H20

NBT 480 uM; BCIP 562 uM — frisch aus jeweils 20fach konzentrierter
Stammldsung in 10 mM Tris pH 9,5

Puffer fir die Durchflusszytometrie

FACS-Puffer
EDTA/EGTA-Puffer

0,5% BSA — in PBS
1mM EDTA; 1 mM EGTA — in PBS

Puffer fiir den Radioimmunoassay (RIA)

RIA-Grundpuffer
RIA-Vollpuffer
Extraktionsmedium
Stimulationsmedium
Acetylierungsreagenz

100 mM Natriumacetatpuffer — pH 6,0
RIA-Grundpuffer; 0,1 % BSA; 0,1 % Triton X-100

0,1 % Trifluoressigsaure; 0,005 % Triton X-100

10 mM HEPES; 0,5 % BSA; 0,25 mM IBMX — in DMEM
1 Teil (v) Essigsaureanhydrid; 2 Teile (v) Triethylamin
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Name Zusammensetzung
Puffer fiir den Radioliganden-Bindungsassay

50 mM Tris; 2mM EGTA; 10mM MgCls; 0,5 g/l BSA; 213 pug/ml Bacitracin;
Tris-BAME 80 pg/ml Benzamidin; 17 pg/ml Aprotinin; 3 pg/ml Trypsin-Inhibitor (Soja);
0,5 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) — pH 7,5

2.1.7 Kits

* NucleoBond XtraMidi (Macherey-Nagel, Diiren, D)

* NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel, Diiren, D)

* NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Diiren, D)

*  ONE-Glo Luciferase AssaySystem (Promega, Madison, USA)

* Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

* PathHunter AssayComplete Cell Plating 5 Reagent (DiscoveRx, Fremont, USA)

» PathHunter Chemiluminescence Detection Reagent (DiscoveRx, Fremont, USA)

2.1.8 Plasmide
Der Vektor fiir die folgenden Plasmide war pEGFP-N1 (Clontech, Mountain View, USA).

kodiert fir Aminosauren
des wt-TSHR

vollstandiger Name Kurzform (zusatzliche oder verdnderte AS im
Einbuchstabencode angegeben)
pPTSHR-GFP (Teichmann et al., 2014) 1-764
pSP-FLAG-EcoRI(GIQ)-TSHR-GFP FLAG-TSHR-GFP*  1-24/DYKDDDDK GIQ / 28-764
pSP-FLAG-KNQK-GFP KNQK 1-24 / DYKDDDDK GIQ / 287-764
pSP-FLAG-GFGQ-GFP GFGQ 1-24 / DYKDDDDK GIQ / 365-764
pFLAG-ASP-EDI-GFP EDI M DYKDDDDK GIQ / 409-764
pmTSHR-GFP mTSHR 1-764
pSP-FLAG-FSHR-GFP (FSHR)
pSP-FLAG-TSHR(LRRD)-FSHR(Hinge/TMD)- TSHRXFSHR 1-24 / DYKDDDDK GIQ / 28-280 /
GFP (FSHR-Hinge-TMD)
giI;-FLAG-FSHR(LRRD)-TSH R(Hinge/TMD)- ESHRXTSHR .;I;—1[)_;§4DDDDK-(FSHR-LRRD) /

* Je nach Kontext auch ,,wt-TSHR®. Nur in stabil transfizierten HEK-TSHR-Zellen (s. Abschnitt
2.4.1) lag TSHR ohne Tags vor.

Der Vektor pGL4.30[luc2P/NFAT-RE/Hygro] (Promega, Madison, USA) fiir den Go/NFAT-Re-

portergen-Assay war ein Geschenk von Dr. Heike Biebermann (Charité Berlin).

2.1.9 Oligonukleotide

Die Primer wurden durch die BioTeZ Berlin Buch GmbH synthetisiert. forward-Primer sind mit

A, reverse-Primer mit B gekennzeichnet (siehe nichste Seite).
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Name Sequenzin 5' — 3'-Richtung

muriner TSHR

mMTSHR-Afel-A TATTCTAGCGCTATGAGGCCAGGG

MTSHR-EcoRI-B CTGCAGAATTCCCAAGGCTGTTTGC
TSHR-FSHR-Chimaren

Fvec-TSHRIrrd-A GCTAGGGCGAATTGGGCCATGAGGCCGGCGGACTTGC
Fvec-TSHRIrrd-B GATTTGCCGTCTCCAGTTTGCAAAAGCACAGCAGTGGC
Tvec-FSHRIrrd-A CGAGGTCCCGAGTCCCGTGGAAAATGGCCTTGCTCCTGG
Tvec-FSHRIrrd-B CCTCTGATTTTCTTCTGATTCTTAAAGGCACAGCAATGG
FSHR-LRRD-A TGTCATCATCGGATCTGTCACTGCTC
FLAGwhole-FSHR-B CTTATCGTCATCGTCCTTATAGTCTCCTGAGCCCAAGCTC
Mutagenese-Primer (CAM)

R310C-A GTATGCAGAGCTTGTGCCAGAG

R310C-B CTCTGGCACAAGCTCTGCATAC

N406D-A GATGAGTTCGACCCGTGTGAAG

N406D-B CTTCACACGGGTCGAACTCATC

1486F-A CTACAACCATGCCTTCGACTG

1486F-B CAGTCGAAGGCATGGTTGTAG

I1568T-A CAAAGTCAGTACCTGCCTGCC

I1568T-B GGCAGGCAGGTACTGACTTTG

V656F-A GCCTCTCATCACTTTTAGCAACTC

V656F-B GAGTTGCTAAAAGTGATGAGAGGC
Mutagenese-Primer (Bindungsstelle)

E404A-A CCAAGTCCGATGCGTTCAACCC

E404A-B GGGTTGAACGCATCGGACTTGG

Y414A-A CATAATGGGCGCCAAGTTCCTG

Y414A-B CAGGAACTTGGCGCCCATTATG

Y414F-A CATAATGGGCTTCAAGTTCCTG

Y414F-B CAGGAACTTGAAGCCCATTATG

H478A-A CCTCTACACTGCCTCTGAGTAC

H478A-B GTACTCAGAGGCAGTGTAGAGG

E480A-A CTACACTCACTCTGCGTACTAC

E480A-B GTAGTACGCAGAGTGAGTGTAG

S567A-A GCCAAAGTCGCTATCTGCCTG

S567A-B CAGGCAGATAGCGACTTTGGC

S657A-A CACTGTTGCCAACTCCAAAATC

S657A-B GATTTTGGAGTTCGCAACAGTG

Sequenzierung

CMVF_pCDNA3 CAACGGGACTTTCCAAAATG

EGFPCR GTTCAGGGGGAGGTGTG

EGFP Nrev CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG

hTSHR-4a-jw TGTAATGAGAGCAGTATGC

hTSHR-11b-jw GTTGTACTGCGGATTTCGG

h/mTSHR-3a-jw AAGCTGGATGCTGTTTACC

h-mTSHR-3b GGTAAACAGCATCCAGCTT
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2.1.10 Zelllinien

Name

HEK-293T (HEK)
(human embryonal kidney)

HEK-293T-TSHR-pcDNA3
(HEK-TSHR)

HEK-293T-FSHR-pcDNA3
(HEK-FSHR)

HEK-293T-LHCGR-pcDNA3
(HEK-LHCGR)

HEK-293T-CRF1R-Kaede
(HEK-CRF1R)

HEK-293T-FLAG-TSHR-GFP
(Wt-TSHR in Abschnitt 3.2.1)

HEK-293T-FLAG-KNQK-GFP

HEK-293T-FLAG-GFGQ-GFP

HEK-293T-FLAG-EDI-GFP

U20S-TSHR/B-Arrestin-1

Kulturmedium
DMEM GlutaMAX low Glucose *

DMEM GlutaMAX high Glucose *
250 pg/ml Hygromycin

DMEM GlutaMAX high Glucose *
250 pg/ml Hygromycin

DMEM GlutaMAX high Glucose *
250 pg/ml Hygromycin

DMEM GlutaMAX low Glucose *
400 pg/ml Geneticin

DMEM GlutaMAX low Glucose *
400 pg/ml Geneticin

DMEM GlutaMAX low Glucose *
400 pg/ml Geneticin

DMEM GlutaMAX low Glucose *
400 pg/ml Geneticin

DMEM GlutaMAX low Glucose *
400 pg/ml Geneticin

U20S Cell culture kit 10

Herkunft
DSMZ, Braunschweig, D

Arbeitsgruppe Dr. Ralf Paschke
(Universitat Leipzig)

Arbeitsgruppe Dr. Ralf Paschke
(Universitat Leipzig)

Arbeitsgruppe Dr. Ralf Paschke
(Universitat Leipzig)

FMP Berlin, Konstrukt siehe
Schmidt et al., 2009

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

(DiscoveRx, Fremont, USA)

*supplementiert mit 10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin-Losung

2.1.11 Software

*  ChemDraw Version 8 (Perkin Elmer, Waltham, USA)

* Clone Manager Professional Suite Version 8
(Scientific & Educational Software, Denver, USA)

* FCS Express Flow Cytometry RUO, Versionen 3 bis 6
(De Novo Software, Glendale, USA)

* Image] 1.52 (NIH, Bethesda, USA)

*  Prism 5 fiir Windows (GraphPad Software, CA, USA)

*  Pymol Version 1.8.4.2 (Schrodinger LLC, New York, USA)

2.2 Chemische Arbeiten

Der methodische Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf den molekularbiologischen und bioche-
mischen Arbeiten. Die beschriebenen chemischen Arbeiten wurden vollstindig oder unter An-
leitung erfahrener Mitarbeiter der Arbeitsgruppe (AG) Medizinische Chemie am FMP Berlin (E.
Specker, S. Miksche) fiir die Synthese der S37-Derivate bzw. die Trennung der S37-Enantiomere,
der AG Drug Design, FMP (H. Sun) fiir die CD-Spektrum-Vorhersage und des Instituts fiir An-

organische Chemie, Freie Universitit Berlin (D. Lentz) fiir die Kristallstruktur-Analyse, durch-

gefithrt. Die Synthese der S37-Derivate (Abschnitt 3.3.1) und deren Analyse mittels Kernspinre-
sonanzspektroskopie (NMR) und hochauflésender Massenspektrometrie (HRMS) sind in der
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verdffentlichten Patentanmeldung PCT/EP2017/059930 (Krause et al., 2017) beschrieben. Fiir

die vorliegende Arbeit relevante chemische Methoden werden hier zusammengefasst.

2.2.1 Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

Die Trennung des Racemats S37 erfolgte zuerst an einem analytischen HPLC-Gerdt unter Ver-
wendung einer chiralen reversed-phase-Saule bei 30 °C. Pro Lauf wurden 100 ul S37 (1 mg/ml in
Acetonitril/Wasser, 50/50) injiziert. Eine klare Trennung der Enantiomere wurde bei isokrati-
scher Elution mit Acetonitril/Wasser (70/30) als mobile Phase bei einer Flussrate von 1 ml/min
erreicht. Die Detektion erfolgte mittels Diodenarray-Detektor (DAD) bei 254 nm. Da der Auf-
bau einer praparativen HPLC nicht moglich war, wurden die Enantiomere manuell getrennt.
Das erste Enantiomer (S37a) wurde von 5,0 bis 5,4 Minuten gesammelt, das zweite (S37b) von
5,9 bis 6,9 Minuten.

Spéter wurde die Firma SiChem (Bremen, D) mit der Trennung bzw. die Firma ChemDiv (San

Diego, USA) mit der Synthese und Trennung der S37-Enantiomere beauftragt.

2.2.2 Zirkulardichroismus-(CD)-Spektroskopie und -Vorhersage

S37-rac. sowie die Enantiomere S37a und S37b wurden jeweils in einer Konzentration von 2mM
in Acetonitril gelost und in einer Quarzglaskiivette mit 1 mm Schichtdicke am CD-Spektralpho-
tometer bei Wellenldngen von 225 bis 350 nm (1 nm Bandbreite) analysiert. Die Daten wurden
als Elliptizitat in millidegree (mdeg) angegeben.

Fiir die Vorhersage des CD-Spektrums in silico wurde die Struktur des S37-Enantiomers
(4aS,55,5aR,8aR,9R,9aS,10R)-7,10-Diphenyl-5,5a,8a,9,9a,10-hexahydro-5,9-methanothia-
zolo(5°,4’:5,6)thiopyrano(2,3-f)isoindol-2,6,8(3H,4aH,7H)-trion verwendet. Die energiemini-
mierte Struktur wurde mittels Dichtefunktionaltheorie (DFT) im B3LYP/6-31G(d)-Verfahren
optimiert und anschlieflend die Anregungsenergien sowie Rotations- und Oszillatorstarke der
50 am niedrigsten erregten Zustande durch zeitabhingige DFT (B3LYP/6-31G(d)) berechnet.
Die DFT-Berechnungen wurden mit der Software Gaussian 09 (Frisch et al., 2016) durchgefiihrt.

2.2.3 Ermittlung der Kristallstruktur von S37a

Kristalle wurden in einer iibersattigten Losung von S37a in 1,4-Dioxan erhalten. Ein Kristall
wurde am Rontgendiffraktometer untersucht und die Beugungsdaten mit der APEX3-Software
erfasst. Mit Hilfe der Programme SHELXT- und SHELXL (Sheldrick, 2015, 2015a) wurde an-
schlieflend die Kristallstruktur aufgelost und damit die absolute Konfiguration von S37a be-
stimmt. Die Kristallisationsdaten sind im Cambridge Crystallographic Data Centre unter der

CCDC-Nummer 1894120 hinterlegt und werden im Zuge der Publikation freigegeben.
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2.3 Molekularbiologische Arbeiten

2.3.1 Plasmid-Praparation

Plasmid-DNA wurde in kleinen Mengen mit dem NucleoSpin-Plasmid-Kit, in grofieren Mengen
mit dem NucleoBond-XtraMidi-Kit (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben aus einer 5-ml-
bzw. 100-ml-Ubernachtkultur isoliert und in sterilem Reinstwasser eluiert. Die DNA-Konzent-

ration wurde am UV-Photometer bei 260 nm bestimmt.

2.3.2 Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Eine 5-ml-Vorkultur E. coli vom Stamm DH5a (Stratagene) wurde tiber Nacht bei 37°C in LB-
Medium geschiittelt. Davon wurden 100 pl in eine zweite 5-ml-Vorkultur tiberimpft und erneut
tiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Diese Kultur wurde im Verhéltnis 1:1000 in 400 ml LB-Medium
gegeben und bei 37 °C mit 165 rpm fiir etwa 2 % Stunden bis zu einer OD 600 von 0,02 bis 0,03
geschiittelt. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis oder bei 4°C in einer vorgekiihlten Zentri-
tfuge. Die Bakteriensuspension wurde 10 Minuten bei 4000 x g zentrifugiert, das Pellet einmal
mit 20 ml einer sterilen 0,1 M CaCl,-Losung gewaschen und dann bei 2000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt und die Zellen in 20ml 0,1 M CaCl, (steril) resuspendiert. Anschlie-
end wurde die Suspension 30 Minuten auf Eis inkubiert und 15 Minuten bei 2000 x g zentrifu-
giert. Danach wurde der Uberstand entfernt und das Pellet in 4 ml in einer sterilen 0,1 M CaCl,-
Losung mit 15% (v/v) Glycerol resuspendiert. Schliefllich wurde die Suspension aliquotiert und
bei — 80 °C aufbewahrt.

2.3.3 Transformation

4 pl Plasmid-DNA und 45 ul chemisch kompetente E. coli (DH5a) wurden fiir die Transforma-
tion gemischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fiir 2 Minuten bei
42°C. Anschlieflend wurde der Ansatz 5 Minuten auf Eis abgekiihlt. Danach wurde 1 ml LB-
Medium oder bei geringen DNA-Mengen SOC-Medium hinzugegeben. Die Bakterien wurden
eine Stunde bei 37°C geschiittelt. Anschlieflend wurden 20 bis 500 ul der Bakteriensuspension
auf LB-Agar-Platten mit Selektions-Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inku-
biert.

2.3.4 Restriktionsverdau

Fiir den Restriktionsverdau wurden in einem Volumen von 20ul 10U jeder Restriktionsendo-
nuklease und der entsprechende Reaktionspufter (New England Biolabs) mit ca. 1 pg Plasmid-
DNA gemischt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

Zur Analyse oder weiteren Verwendung der DNA-Fragmente wurden diese mittels Gelelekt-

rophorese in einem 1-%-Agarosegel in TAE-Puffer bei konstanten 100 V aufgetrennt.

2.3.5 Ligation

Die zu ligierende DN A wurde mit dem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem

NucleoSpin-Gel-and-PCR-Clean-up-Kit (Macherey-Nagel) aus dem Gel isoliert. In einem
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20-pl-Ansatz wurde die DNA (molares Verhaltnis Vektor:Insert=1:5; insgesamt 100 ng DNA)
zusammengefiihrt und durch die Zugabe von 400 U T4-DNA-Ligase (NEB) im beiliegenden Puf-
ter, welcher bereits ATP enthielt, iber Nacht bei 16 °C.

2.3.6 Sequenzierung

Die Konstrukte wurden nach der Methode von Sanger et al., 1977, durch die Firma Source
BioScience (Nottingham, UK) durchgefiihrt. Die Sequenzierprimer sind im Abschnitt 2.1.9 auf-
gefiihrt.

2.3.7 Klonierung des humanen TSHR und

Generierung der trunkierten TSHR-Konstrukte
Diese Arbeiten wurden ausfiihrlich in der vorangegangenen Masterarbeit (Marcinkowski, 2015)
beschrieben und werden hier zusammengefasst, um den Aufbau und die Verwendung der Kon-

strukte verstindlich zu machen.

Wildtyp-(wt)-TSHR. Die cDNA des humanen TSHR (hTSHR) lag im pEGFP-N1-Vektor vor
(Teichmann et al., 2014), sodass EGFP (nachfolgend GFP genannt) mit dem C-Terminus des
TSHR fusioniert war (pTSHR-GFP). Eine EcoRI-Schnittstelle wurde zwischen die TSHR-Ami-
nosiurepositionen C24 und S25 mittels ortsspezifischer Mutagenese eingefiihrt. Dadurch wur-
den hinter dem TSHR-Signalpeptid (SP) und der Schnittstelle der Signalpeptidase die Amino-
sduren G, I und Q insertiert. Zwischen der EcoRI-Schnittstelle und der Signalpeptidase-Schnitt-
stelle wurde mittels Overlap-extension-PCR (Ho et al., 1989) ein FLAG-Tag eingefiigt, der nach
der Abspaltung des Signalpeptids am N-Terminus verbleibt. Das so generierte Plasmid pSP-
FLAG-EcoRI(GIQ)-TSHR-GFP, kurz pFLAG-TSHR-GFP, wurde fiir die stabile Expression in
HEK293T-Zellen (nachfolgend HEK-Zellen, s. Abschnitt 2.4.1) nur zum Vergleich mit den trun-
kierten TSHR-Konstrukten verwendet. Auflerdem diente es als Vorlage fiir die Generierung der
TSHR-FSHR-Chimaéren sowie fiir die Punktmutationen und wurde dort transient transfiziert.
Die vollstindige Bezeichnung ist wegen der Ubersichtlichkeit in den Abbildungen nicht angege-
ben, ergibt sich aber aus dem Kontext.

In allen anderen Versuchen mit stabil transfizierten HEK-Zellen lag der wt-TSHR ohne Tags
im Vektor pcDNA3 vor (Hoyer, 2014). Diese Zelllinie wurde in der vorliegenden Arbeit als
HEK-TSHR bezeichnet.

Die trunkierten TSHR-Konstrukte. KNQK (TSHR 287-764), GFGQ (TSHR 365-764) und das
Signalpeptid-(TSHR 1-24)-deletierte Konstrukt EDI (ASP-TSHR 409-764), benannt nach den
ersten N-terminalen Aminosduren, wurden mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) aus
pFLAG-TSHR-GFP generiert und waren daher ebenfalls mit N-terminalem FLAG- und C-ter-
minalem GFP-Tag markiert. Die Konstrukte sind nach den ersten N-terminalen TSHR-Amino-
sduren benannt und in Abb. 6 A dargestellt. Die zu behaltenden Teile des TSHR wurden ampli-

fiziert. Dabei wurde durch modifizierte Primer jeweils eine EcoRI-Schnittstelle angefiigt.
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Dadurch konnte das Amplifikat in pFLAG-TSHR-GFP an die zuvor eingefiigte EcoRI-Schnitt-
stelle kloniert werden, sodass am N-Terminus der trunkierten Konstrukte das Signalpeptid und
ein FLAG-Tag vorhanden war. Fiir die Deletion des Signalpeptids in EDI wurde dieses durch ein
Fragment des CMV-Promotors plus FLAG-Tag aus pEGFP-N1 mittels Klonierung iiber SnaBI

und EcoRI ersetzt.

2.3.8 Ortsspezifische Mutagenese

Punktmutationen wurden in die cDNA des humanen TSHR (hTSHR) in pSP-FLAG-TSHR-GFP
mittels ortsspezifischer Mutagenese (QuikChange-Methode; Weiner et al., 1994) eingefiihrt.
Dazu wurden jeweils in einem 50-pl-Ansatz 50 ng Template-DNA (pFLAG-TSHR-GFP) einge-
setzt, 10 pmol jedes Primers sowie 10nmol dNTPs. Es wurden 2,5U der PfuTurbo-DNA-Poly-
merase (Agilent) und 5 pl des mitgelieferten 10fach-Reaktionspuffers dazugegeben. Die Reaktion
erfolgte im Thermocycler mit dem Programm in Tabelle 1. Die verwendeten Primer sind im
Abschnitt 2.1.9 aufgefiihrt. Vor der Transformation erfolgte ein Verdau mit Dpnl bei 37 °C fiir
3 Stunden.

Tabelle 1. PCR-Programm fiir die ortsspezifische Mutagenese.

Tempe-

Schritt Zeit Zyklen
ratur
95°C 30s 1
Denaturierung
95°C 30s
Annealing 55°C 1min 16
Elongation 68°C 14 min
finale Elongation 68°C 20min 1
Kiihlung 12°C )

2.3.9 Klonierung des murinen TSHR

Die cDNA des wildtypischen murinen TSHR (mTSHR) im pSVL-Vektor war ein Geschenk von
Dr. Holger Jaschke und Dr. Sandra Huth (Universitdt Leipzig). mTSHR wurde mittels PCR
amplifiziert (Tabelle 2). Dazu wurde in einem 20-pl-Ansatz 50 ng Template-DNA (pmTSHR-
SVL) eingesetzt, 20pmol jedes Primers (forward-Primer: mTSHR-Afel-A, reverse-Primer:
mTSHR-EcoRI-B) sowie 10 nmol dNTPs. Es wurden 5U der OptiTaq-DNA-Polymerase (Robo-
klon) und 2 pl des mitgelieferten 10fach-Reaktionspufters (Puffer B) dazugegeben.

Durch die 5°-Uberhinge der Primer wurden den mTSHR flankierend eine Afel- und eine
EcoRI-Schnittstelle eingefiigt, tiber welche der mTSHR in pEGFP-N1 kloniert werden konnte.
Auf diese Weise wurde pmTSHR-GFP generiert, das fiir den mTSHR mit C-terminalem GFP-
Tag kodiert.
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Tabelle 2. PCR-Programm fiir die Amplifikation des murinen TSHR.

Tempe-

Schritt Zeit Zyklen
ratur
94°C 3min 1
Denaturierung
94°C 30s
Annealing 57°C 1min 25
Elongation 72°C 2,5min
finale Elongation 72°C 10min 1
Kiihlung 12°C )

2.3.10 Generierung der TSHR-FSHR-Chimaren mittels restriktionsfreier Klonierung

Fiir die Chiméren wurden die Sequenzen des TSHR und FSHR beiderseits des konservierten
Bereichs YPSHCCAF (extrazelluldre Helix) vertauscht, analog zur T3- bzw. F3-Chimire von
Schaarschmidt et al., 2014. Die Chimare mit der TSHR-LRRD und der FSHR-Hinge/TMD wurde
TSHRxFSHR genannt, die Chimére mit der FSHR-LRRD und der TSHR-Hinge/TMD wurde
FSHRXTSHR genannt (Abb. 10).

Die Konstrukte wurden durch restriktionsfreie Klonierung erzeugt (Van Den Ent, Lowe,
2006). Dazu wurde die cDNA der jeweiligen LRRD aus pFLAG-TSHR-GFP bzw. pFSHR-GFP
mittels PCR (PCR 1, Tabelle 3) amplifiziert und dabei durch modifizierte Primer Uberhinge an-
gefiigt, die zum jeweils anderen Vektor komplementdr waren. In einer zweiten PCR-Reaktion
(PCR 2, Tabelle 3) wurden die so generierten Linearen PCR-Produkte als Megaprimer verwen-
det und als Template das jeweils andere Plasmid. Die Megaprimer konnten auf diese Weise mit
ihren komplementéren Enden mit diesem hybridisieren und durch die PCR wurde die gesamte
Sequenz fiir die LRRD durch die des jeweils anderen Rezeptors ersetzt, analog zur QuikChange-
Methode. Die sonstigen Bestandteile waren analog zur PCR in Abschnitt 2.3.9 fiir die PCR 1 bzw.
zur ortsspezifischen Mutagenese fiir die PCR 2.

Die exakten Austauschstellen befanden sich zwischen den Codons fiir Prolin (TSHR 280,
FSHR 272) und Serin (TSHR 281, FSHR 273). In pFSHR-GFP und pFSHR-TSHR-GFP wurde
ein N-terminaler FLAG-Tag hinter der Spaltstelle der Signalpeptidase mittels round-the-horn-
PCR eingefiigt (OpenWetWare, 2018). Analog zum Protokoll der ortsspezifischen Mutagenese,
jedoch mit 25 Zyklen, wurde mit den Primern FSHR-LRRD-A und FLAGwhole-FSHR-B das
gesamte Plasmid linear amplifiziert und durch die Modifikation am FLAGwhole-FSHR-B-Pri-
mer eine FLAG-Sequenz insertiert. Die Pfu-DNA-Polymerase erzeugte blunt ends, die phospho-
ryliert und anschlieflend ligiert wurden, um ein zirkuldres DNA-Molekiil zu erzeugen. Fiir die
Phosphorylierung wurde das PCR-Produkt aus dem Gel aufgereinigt und in 17 pl Wasser eluiert,
mit 2 ul T4-Ligase-Puffer (NEB) und 1 ul T4-Polynukleotid-Kinase (NEB) gemischt und fiir 30
Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschlief}end wurde die Kinase fiir 20 Minuten bei 65 °C inaktiviert

und die DNA wie zuvor beschrieben ligiert und transformiert.
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Tabelle 3. Verwendete Primer und PCR-Programme fiir die restriktionsfreie Klonierung.

Schritt Tempe-

PCR1 ratur Zeit Zyklen  Konstrukt PCR Primer
Denaturierung P 3min 1 1 E:ZE%EE:ES:Q
95°C 30s TSHRXFSHR
Annealing 55-65°C 305 30 2 200ng PCR-Produkt
Elongation 72°C 1min 1 Tvec-FSHRIrrd-A
finale Elongation 72°C 10min 1 FSHRXTSHR CSRERSE
Kihlung 12°C oo 2  230ng PCR-Produkt
PCR2
95°C 30s 1
Denaturierung
95°C 30s
Annealing 55°C 1min 35
Elongation 72°C 14 min
finale Elongation 72°C 20min 1
Kihlung 12°C oo

2.4 Zellbiologische Arbeiten

2.4.1 Zellkultur

Human-embryonal-kidney-(HEK)-293T-Zellen (nachfolgend als HEK-Zellen bezeichnet), die
stabil transfizierten HEK-Zelllinien sowie die U20S-TSHR/B-Arrestin-1-(BArrl)-Zellen wur-
den in den im Abschnitt 2.1.10 angegebenen Zellkulturmedien im Brutschrank bei 37 °C, 95%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO, kultiviert. Die Zellen wurden zweimal wochentlich trypsiniert und
im Verhiltnis 1:6 oder 1:8 in frisches Medium aufgenommen. Bei der Aussaat der stabilen Zell-
linien fiir Versuche wurde das jeweilige Selektionsantibiotikum weggelassen. Wenn nicht anders
angegeben, war DMEM immer mit 10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin-Lésung supple-
mentiert. Flir U20S-TSHR/PArrl-Zellen wurden die entsprechenden Aussaat-Medien nach

Herstellerangaben verwendet.

2.4.2 Transiente Transfektion

HEK-Zellen wurden mit DPBS gewaschen, dann trypsiniert und gezahlt. Die Zellen wurden in
DMEM (s. Abschnitt 2.1.10) ausgesit. Die jeweilige Zellzahl fiir die verschiedenen Experimente
ist in der Tabelle 4 dargestellt. Nach 24 Stunden wurde ein Gemisch aus der zu transfizierenden
Plasmid-DNA und Polyethylenimin (PEI)-Losung (1 mg/ml) in serumfreiem Medium (DMEM
GlutaMAX, 1g/l Glucose) zu den Zellen gegeben. Das Gemisch wurde zuvor wie folgt angesetzt:
Die DNA wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur in der Hélfte des serumfreien Mediums inku-
biert, PEI in der anderen Halfte. Dabei wurden 2 pug PEI je pg DNA eingesetzt. Anschlief}end
wurde das PEI-Medium mit dem DNA-Medium gemischt und 20 Minuten (RT) inkubiert.
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Tabelle 4. Uberblick iiber verwendete Mengen der Reagenzien fiir die transiente Transfektion von HEK-293T-
Zellen. IP, Immunprézipitation; LSM, Laser-Scanning-Mikroskopie; FACS, Durchflusszytometrie; RIA, Radioimmunoas-
say; PEl, Polyethylenimin.

Experiment:  IP oder LSM FACS oder RIA
stabile HEK-Zellen

Zellzahl 8x 108 3x10° 2x10°
DNA-Menge 6ug 0,8ug 0,4 ug

PEI-L6sung (1 mg/ml) 12ul 1,6 ul 0,8ul
DNA/PEI-Gemisch 500pl 100 ul 100 pl

Gefald 100-mm-Schale 35-mm-Schale 1 Well (24er-Platte)
Endvolumen 10ml 2ml 1ml

2.4.3 Herstellung stabil exprimierender Zelllinien

HEK-293T-Zellen wurden, wie in Tabelle 4 angegeben, mit den Plasmiden
pSP-FLAG-EcoRI(GIQ)-TSHR-GFP, pSP-FLAG-KNQK-GFP, pSP-FLAG-GFGQ-GFP bzw.
pFLAG-ASP-EDI-GFP (Abschnitt 2.1.8) transfiziert. Nach vier Tagen wurden die Zellen im Ver-
héltnis 1:4 gesplittet und in DMEM mit 400 pg/ml G418 aufgenommen (Medium siehe Ab-
schnitt 2.1.10). Anschlieflend wurde zwei bis drei Wochen zweimal wochentlich ein Medium-
wechsel (mit 400 pg/ml G418) durchgefiihrt und tote Zellen durch Waschen mit DPBS entfernt.
Die Zellen wurden entsprechend der Zellzahl ggf. in kleinere Gefaf3e iiberfithrt. Die Expression
der Konstrukte wurde anhand der GFP-Fluoreszenz mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikro-
skopie (Abschnitt 2.4.4) Giberpriift. Nach erneuter Zunahme der Zelldichte wurden die Zellen in
groflere GefafSe tiberfithrt und gesplittet, sodass sie drei 100-mm-Schalen konfluent bewuchsen.
Die Zellen wurden trypsiniert, einmal mit DPBS (1% FKS) gewaschen und zu 107 Zellen pro
Milliliter in DPBS mit 1% FKS und 1mM EDTA aufgenommen. Anschlielend wurden mittels
fluorescence-activated cell sorting (FACS) am Zell-Sorter 10° Zellen mit mittlerer GFP-Fluores-
zenz (Fluoreszenzintensitat 550-2000 Einheiten, ca. 10 % der Zellen) gesammelt. Die Zellen wur-
den zu 5x10° Zellen je Well in einer 12-Well-Platte in DMEM zunichst ohne G418 ausgest.
Nach zwei Tagen folgte ein Mediumwechsel bzw. die weitere Kultivierung mit 400 pg/ml G418

und die Zellen wurden fiir die Versuche bzw. fiir die Lagerung in fliissigem Stickstoft vermehrt.

2.4.4 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM)

Mittels LSM wurde die zelluldre Lokalisation der GFP-Fusionsproteine untersucht. HEK-Zellen
wurden auf Deckglédsern in 6-Well-Platten ausgesat und transfiziert. Zwei Tage nach der Trans-
fektion bzw. Aussaat bei stabil transfizierten HEK-Zellen wurden die Deckgléser in einer Kiivette
befestigt und 37 °C warmes PBS sowie einige Tropfen 0,025-prozentige (w/v) Trypanblaulosung
dazugegeben. Trypanblau fluoresziert als Komplex mit Membranproteinen, dringt jedoch nicht
in intakte Zellen ein. Auf diese Weise wurde die Plasmamembran angefirbt. In den LSM-Bildern
ist die GFP-Fluoreszenz griin gargestellt und die Trypanblau-Fluoreszenz rot. Befinden sich die
GFP-Fusionskonstrukte an der Zellmembran, ist bei Uberlagerung der Bilder der beiden Kanile

durch die Kolokalisierung der Fluoreszenzen eine Gelbfarbung festzustellen. Die Zellen wurden
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mit dem Objektiv Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC (Carl Zeiss) am ConfoCor2 (Carl Zeiss)
mikroskopiert. Die Einstellungen sind in der Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5. Eigenschaften der verwendeten Fluorophore und Einstellungen am LSM. Wenn nicht anders angege-
ben, sind die Werte als Wellenldnge A in Nanometer (nm) zu verstehen. Trypanblau fluoresziert als Komplex mit Prote-
inen. Die angegebenen Maxima wurden mit Trypanblau (0,02 %) in einer 10% BSA-L6sung ermittelt (Avelar-Freitas et
al., 2014). Es wurden verschiedene Einstellungen fiir die Quantifizierung bzw. die Aufnahme von Bildern verwendet.
EGFP, enhanced green fluorescent protein; BP, Bandpass; LP, Langpass.

EGFP (GFP) Trypanblau

Exzitationsmaxima 488 296; 485; 648
Emissionsmaxima 507 483; 660
Anregung 488 545
Filterbandbreite 505-530 (BP) >560 (LP)
Lochblende 283 um 568 um
Laserintensitat 8% 20%

2.4.5 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie wurde die Gesamt-Expression der Rezeptor-Varianten anhand der
GFP-Fluoreszenz bestimmt sowie die Zelloberflichen-Expression der Rezeptoren iiber einen
primiren Maus-anti-FLAG- oder Maus-anti-TSHR-Antikoérper und einen sekundéiren Ziege-
anti-R-Phycoerythrin (PE)-konjugierten Antikorper (s. Abschnitt 2.1.4).

Alle Schritte wurden auf Eis bzw. in einer gekiihlten (4 °C) Zentrifuge und mit kalten Puffern
durchgefiihrt. 200000 HEK-Zellen pro Vertiefung einer 24-Well-Platte wurden ausgesit und
nach 24 Stunden transient transfiziert. 48 Stunden spéter wurden sie vom Boden der Wells ab-
gelost. Zuerst wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen. An-
schlieflend wurden die Zellen kurz mit EDTA/EGTA-L6sung inkubiert und mit 1 ml FACS-Puf-
fer von der Testplatte abgelost und in FACS-Rohrchen iiberfiihrt. Es folgte ein Waschschritt mit
FACS-Puffer. Nach jedem Waschen wurden die Zellen 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert und
der Uberstand abgesaugt. Nach dem ersten Waschen wurden die Zellen zum Blockieren unspe-
zifischer Bindungsstellen 10 Minuten in FACS-Puffer inkubiert, danach abzentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. AnschlieSend wurde der primire Antikérper in einer Verdiinnung
von jeweils 1:1000 in FACS-Puffer hinzugegeben. Fiir Rezeptoren ohne Tag wurde der anti-
TSHR-Antikorper 4C1 (Santa Cruz) verwendet, fiir Konstrukte mit extrazellularem FLAG-Tag
der anti-FLAG-Antikorper M2 (Sigma). Nach 30 Minuten Inkubation wurden die Zellen drei-
mal mit FACS-Puffer gewaschen, bevor sie 30 Minuten mit dem sekundaren Antikorper (Ziege
anti-Maus IgG, PE-konjugiert, 1:50 in FACS-Puffer) inkubiert wurden. Dann wurden die Zellen
wieder dreimal mit FACS-Puffer gewaschen und danach fiir die Messung im Durchflusszytome-
ter in 250 pl FACS-Puffer resuspendiert.

Von 10000 einzelnen Zellen je Konstrukt wurden die Fluoreszenzintensititen gemessen. Die

Einstellungen am Durchflusszytometer sind in der Tabelle 6 dargestellt.
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Tabelle 6. Eigenschaften der verwendeten Fluorophore und Einstellungen am Durchflusszytometer
FACSCalibur. Alle Werte sind als Wellenlange A in Nanometer (nm) abgegeben. EGFP, enhanced green fluorescent pro-
tein; PE, R-Phycoerythrin; BP, Bandpass.

EGFP (GFP) PE

Exzitationsmaxima 488 480; 565
Emissionsmaximum 507 578
Anregung (Argon-Laser) 488 488
Filterbandbreite (BP) 510£20 585+42

Die Auswertung der Daten wurde mithilfe des Programms FCS Express Flow Cytometry vorge-
nommen. Fiir die Auswertung von Zellen, die beide Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig enthielten,
wurde eine Kompensation durchgefiihrt. Dafiir wurden HEK-Zellen verwendet, die entweder
mit TSHR-GFP transfiziert waren und nicht mit Antikérpern gefirbt wurden (nur GFP-Fluo-
reszenz) oder HEK-Zellen, die mit nicht GFP-markiertem TSHR transfiziert waren und mit Pri-
mar- und Sekundirantikdrper gefarbt waren (nur PE-Fluoreszenz). Mithilfe der Kompensati-
onsmatrix der Software wurden Koeffizienten generiert, welche die Einstrahlung in den Detektor
der jeweils anderen Fluoreszenz rechnerisch entfernen.

Zuerst wurde in einem Punktstreudiagramm (Dot-Plot) mittels Vorwirts- und Seitwartsstreu-
licht (als Maf$ fiir die Grofle bzw. Granularitit der Zellen) ein Gate definiert, welches auflerhalb
liegende Werte (z.B. Zelltriimmer) fiir die weiteren Messungen ausschloss. HEK-Zellen, die mit
einem Kontrollvektor (pcDNA3) transfiziert wurden, dienten dazu, in einem weiteren Dot-Plot
mit Auftragung von PE- gegen GFP-Fluoreszenzintensitit, nicht gefirbte bzw. nicht transfizierte
Zellen auszuschliefSen. Dafiir wurden Quadranten so gelegt, dass etwa 99 % der Kontrollzellen
fir beide Fluoreszenzsignale negativ waren. pcDNA3-transfizierte Zellen, welche mit Primar-
und Sekundérantikorper gefarbt waren, dienten dazu, ein Ausschluss-Gate fiir unspezifisch ge-
farbte Zellen zu legen. Bei der Farbung mittels FLAG-Antikdrper wurden dazu mit TSHR-GFP
transfizierte Zellen verwendet, die keinen FLAG-Tag enthielten. Fiir die tibersichtliche Darstel-
lung der Mediane und der Streuung der Expression verschiedener Rezeptor-Konstrukte wurden
die Werte der Fluoreszenz-Intensitit der ausgewéhlten Zellen exportiert und damit in GraphPad
Prism Kastengrafiken (Box-Plots) erstellt (Abb. 10 und 14). Fir die trunkierten TSHR-Kon-
strukte sind die Gauss-Mittelwerte (normiert zum wt-TSHR) anstatt der Box-Plots dargestellt
(Abb. 6C).
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2.5 Proteinbiochemische Arbeiten

2.5.1 Immunprazipitation (IP)

Die IP wurde dazu verwendet, GFP-Fusionsproteine aus dem Zelllysat zu isolieren und zu kon-

zentrieren.

Vorbereitung der Protein-A-Sepharose-Beads. 3,5 mg/ml Protein-A-Sepharose (PA-S) in PBS
wurden 15 Minuten zum Quellen auf Eis gestellt. Nach 30-miniitiger Zentrifugation bei 700x g
(4°C) wurde das Pellet vom Uberstand befreit und zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurde
die PA-S in der gleichen Konzentration in PBS aufgenommen und bei 4 °C aufbewahrt oder fiir

die IP verwendet.

Kopplung des prazipitierenden Antikérpers. 2 pl Stammldsung anti-GFP (GFP02) je 3,5mg
Protein-A-Sepharose wurden mit iiber Nacht bei 4 °C geschwenkt. Bei diesem Schritt binden die
Antikorper mit ihrer Fc-Region an Protein A. Danach wurde die Suspension 2 Minuten bei
700 x g (4 °C) zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Direkt im Anschluss erfolgte die Kopp-
lung des Lysats.

Lyse von HEK-Zellen und Antigenkopplung. Drei Tage nach Aussaat der stabil transfizierten
HEK-Zellen wurden diese vom Medium befreit, zweimal mit kaltem PBS gewaschen und an-
schlieffend mit 1 ml Lysispuffer pro 100-mm-Schale fiir eine Stunde bei 4°C geschiittelt. Das
Lysat wurde eine Stunde bei 5000 x g zentrifugiert und der Uberstand auf das Antikorper/PA-S-
Pellet gegeben. Dabei wurde das Lysat einer 100-mm-Schale an 3,5 mg Antikorper/PA-S gekop-
pelt. Zur Kopplung der im Lysat befindlichen Antigene an den Fab-Teil der Antikérper wurde
der Ansatz erneut iiber Nacht bei 4 °C rotiert. Die Beads wurden einmal mit Waschpuffer I, dann
zweimal mit Waschpuffer II gewaschen (Zentrifugation jeweils 2 Minuten, 700x g, 4°C) und
standen anschlieflend fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zur Verfii-

gung.

2.,5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die PA-S-Beads wurden mit der Hamiltonpipette komplett trocken gesaugt. Danach wurde das
Pellet in 100 pl SDS-PAGE-Ladepuffer (1 x Roti-Load) je Lysat einer 100-mm-Schale aufgenom-
men und 3 Minuten auf 95 °C erhitzt. Die Probe wurde danach 4 Minuten bei 11000 x g zentri-
fugiert und der Uberstand mit der Hamiltonpipette in ein neues Gefaf} tiberfithrt bzw. auf das

Polyacrylamid-Gel aufgetragen.

Vorbereitung der Gele
Die in der Tabelle 7 aufgefithrten Reagenzien wurden der Reihe nach gemischt und unmittelbar

nach der Zugabe von APS in die Gelgief3vorrichtung gegeben. Zuerst wurde das Trenngel gegos-
sen und mit Isopropanol iiberschichtet. Nachdem das Trenngel polymerisiert war, wurde die
Isopropanol-Schicht entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der Kamm in die

Gieflvorrichtung eingesteckt.
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Tabelle 7. Losungen und Puffer fiir 10-prozentige Polyacrylamid-Gele. Die Angegebenen Mengen reichen fiir vier
Gele. Die eingesetzten Losungen und Puffer sind auf Wasser-Basis. AA/Bis-AA, Acrylamid-Bisacrylamid.

Trenngel Sammelgel
AA/Bis-AA 30 % (w/v) 7,5ml 1,67 ml
Trenngelpuffer 11,25 ml -
Sammelgelpuffer - 1,25ml
SDS 20 % (w/v) 113 pl 50l
TEMED 11,3 pl 10ul
H.0 3,5ml 7ml
APS 10% (w/v) 158 ul 50 pl

In jede Geltasche wurden 30 ul des praparierten Proteins gegeben. Dies entsprach dem Lysat von
etwa 12 x 10° Zellen. Das Gel wurde mit Laufpuffer in der Laufvorrichtung befestigt und die Pro-
teine bei 20 mA pro Gel aufgetrennt.

2.5.3 Western Blot

Die Proteine wurden mit dem Tank-Blot-Verfahren vom Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrozel-
lulosemembran tbertragen. Dabei wurde fiir 90 Minuten eine konstante Stromstirke von
2,4mA pro cm? Gel aufrechterhalten. Die Proteinbanden auf der Nitrozellulosemembran wur-
den mit Ponceau-Rot-Losung angefirbt, um den Erfolg des Transfers zu bestatigen.
Anschlieflend wurde die Nitrozellulosemembran mit TBS entfirbt und eine Stunde in Block-
puffer geschwenkt. Danach wurde der primére Antikorper in den Blockpuffer gegeben und die
Membran darin iiber Nacht bei 4°C geschwenkt. Die Membran wurde dreimal 5 Minuten mit
TBST gewaschen und dann eine Stunde in Blockpuffer mit dem sekundéren Antikorper bei
Raumtemperatur inkubiert. Als sekundarer Antikorper kam mit alkalischer Phosphatase konju-
gierter Ziege-anti-Maus-IgG-Antikorper in einer 1:1000-Verdiinnung zum Einsatz. Danach
wurde die Membran dreimal 5 Minuten mit TBST gewaschen und gebundene Antikorper mit
der NBT/BCIP-Farbelosung bis zum Erscheinen immunreaktiver Banden inkubiert. Die Reak-

tion wurde durch Verdiinnung mit destilliertem Wasser angehalten.

2.6 Pharmakologische Arbeiten

2.6.1 Radioliganden-Bindungsassay
Membranpraparation. In 100-mm-Schalen wurden jeweils 8 x 10° HEK-TSHR-Zellen ausgesit.

Nach 72 Stunden wurde die Gesamt-Membran prépariert. Dazu wurden die Zellen zunichst
zweimal mit 5 ml PBS gewaschen und anschliefSend abgeschabt und in 2 ml PBS je Schale aufge-
nommen. Die Zellen wurden fiir 5 Minuten bei 400 x g und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde
entfernt und das Pellet in 2ml Tris-BAME aufgenommen und im Potter-Elvehjem-Kolben
Grof3e S mit 10 Hiiben bei 800 rpm homogenisiert. Das Homogenat wurde 35 Minuten bei

26000 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 300 ul Tris-BAME je Schale
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aufgenommen. Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Assay-Kit (ThermoFisher) nach

Herstellerangaben bestimmt. Die Membran wurde bei — 80 °C gelagert.

Bindung. Die Membran entsprechend der angegebenen Proteinmenge wurde mit der angegebe-
nen Menge '*’I-bTSH und ggf. zusétzlich kalten Liganden in einem Volumen von 200 ul je An-
satz fiir 2 Stunden bei 25 °C im Schiittelwasserbad inkubiert. Die Membranen wurden mit einem
Harvester-System auf GF/C-Glasfaserfiltern geerntet und fiinfmal mit kaltem PBS gewaschen.
Anschlieffend wurde die Radioaktivitit des gebundenen '*’I-bTSH im Gammaprobenzéhler ge-
messen.

Zur Abschitzung der Affinitit wurde die Inhibitionskonstante K; mithilfe der Cheng-Prusof-
Gleichung (Bylund et al., 2004; Cheng, Prusoff, 1973) berechnet:

IC
Kq

F...Konzentration des freien Radioliganden
K....Dissoziationskonstante des Radioliganden

ICso...Konzentration des Inhibitors bei halbmaximaler Hemmung der spezifischen Bindung

2.6.2 cAMP-Radioimmunoassay (RIA)
2x10° Zellen je Well wurden in Poly-L-Lysin-beschichtete 24-Well-Platten ausgesit. Nicht stabil

transfizierte Zellen wurden nach 24 Stunden transient transfiziert (Abschnitt 2.4.2). 72 Stunden
nach der Aussaat wurden die Zellen einmal mit Stimulationsmedium gewaschen und anschlie-
end mit den Liganden in den angegebenen Konzentrationen geldst in Stimulationsmedium be-
handelt. Die Zellen wurden mit den Liganden 60 Minuten bei 37 °C und 5% CO; inkubiert. Da-
nach wurde das Medium abgesaugt und 750 pl eiskaltes Extraktionsmedium hinzugefiigt. Nach
20-miniitiger Inkubation bei 4 °C wurde das Lysat in ein 1,5-ml-Eppendorfgefaf; tiberfiihrt und
10 Minuten bei 95 °C erhitzt. Dann folgte die Trocknung der Proben im Rotationsvakuum-Kon-
zentrator Uiber Nacht. Zum Losen der Proben wurden die getrockneten Pellets in 750 ul RIA-
Vollpuffer aufgenommen, 20 Minuten bei 4°C geldst, gevortext und zentrifugiert (23000 x g,
4°C, 15 Minuten). Der Uberstand wurde weiter verwendet und in RIA-Vollpuffer verdiinnt, um
den Messbereich des RIA zu erreichen. Um die Sensitivitit der Messung zu erhohen, wurden die
Proben sowie Standard-cAMP-Losungen bei Raumtemperatur acetyliert (500 ul Probe, 20 pl
Acetylierungsreagenz).

Anschlieflend wurden 100 ul der Proben, 100 ul RIA-Vollpuffer, 100 ul Tracer (**I-cAMP-Ty-
rosylester; 10000 cpm je Probe) sowie Kaninchen-anti-cAMP-Antiserum in einer 1:160000-End-
verdiinnung gemischt. Die Ansitze wurden 72 Stunden bei 4 °C inkubiert. Der cAMP-Antikor-
per-Komplex wurde durch die Zugabe von 50 ul Sac-Cel (Cellulose-konjugierter anti-Kanin-
chen-Antikorper) und anschlief}ender Inkubation von 40 Minuten bei 4 °C prézipitiert. Die Pro-

ben wurden mit 1 ml RIA-Vollpuffer verdiinnt und 40 Minuten bei 4200 x g zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde vollstindig entfernt. Die Radioaktivitit wurde im Gammaprobenzéhler be-
stimmt. Die Konzentration des nicht radioaktiven cAMP wurde anhand einer Standardkurve im
Bereich von 0,2 bis 146 fmol/Probe berechnet.

2.6.3 B-Arrestin-1-Rekrutierungs-Assay
Die -Arrestin-1-Rekrutierung zum TSHR wurde in der U20S-TSHR(L)/B-Arrestin-1-Zelllinie

(DiscoveRx) mit der enzyme-fragment-complementation-Methode gemessen. Bei dieser Me-
thode wird die Komplementierung von p-Galaktosidase-Fragmenten, die an TSHR bzw. B-Ar-
restin 1 fusioniert sind, mittels Chemilumineszenz quantifiziert. 24 Stunden vor dem Versuch
wurden 20000 Zellen je Well in eine weif3e 96-Well-Platte (Nunclon) in 90 ul AssayComplete
Cell Plating 5 Reagenz (DiscoveRx) ausgesit. Fiir die Behandlung der Zellen wurden die Ligan-
den bTSH bzw. S37a in dem gleichen Reagenz gelost und 10 pl zu den Zellen gegeben, um die
angegebene Endkonzentration herzustellen. Nach 90-miniitiger Inkubation bei 37°C und 5%
CO; wurde die -Arrestin-1-Rekrutierung mit dem PathHunter Detection Kit (DiscoveRx) nach
Herstellerangaben quantifiziert. Die Lumineszenz wurde am Plattenleser Infinite F200 Pro (Te-

can) gemessen.

2.6.4 NFAT-Reportergen-Assay

Stabile HEK-TSHR-Zellen wurden 24 Stunden vor der Aussaat bzw. 48 Stunden vor dem Ver-
such in einer konfluenten 25-cm?-Zellkulturflasche mit pGL4.30[luc2P/NFAT-RE/Hygro] tran-
sient transfiziert. Das Protokoll war analog zu dem im Abschnitt 2.4.2. Abweichend davon wur-
den 200 pl einer Mischung aus 4 pg Plasmid-DNA und 8 ug PEI in DMEM (high Glucose) in die
Flasche (Endvolumen 5ml) gegeben. Die Zellen wurden 24 Stunden vor dem Versuch in eine
weifle 96-Well-Platte (Nunclon) in 50 ul DMEM (high Glucose) und 20000 Zellen je Well aus-
gesdt. Fiir die Behandlung der Zellen wurden die Liganden bTSH bzw. S37a zundchst in phenol-
rotfreiem DMEM ohne FKS und ohne Penicillin/Streptomycin und mit L-Glutamin (2 mM) ge-
16st. Das Medium wurde von den Zellen abgesaugt und anschliefSend 50 pl der Ligandenverdiin-
nungen in den angegebenen Konzentrationen zugegeben und die Zellen 6 Stunden bei 37 °C und
5% CO; inkubiert. Anschlieflend wurde die Platte 20 Minuten auf Raumtemperatur abgekiihlt
und die Luciferase-Aktivitdit mit dem ONE-Glo Luciferase AssaySystem (Promega) nach Her-
stellerangaben quantifiziert. Die Lumineszenz wurde am Plattenleser Infinite F200 Pro (Tecan)

gemessen.

2.6.5 Pharmakokinetik-Untersuchungen von S37a

Mit den Pharmakokinetik-Untersuchungen wurde die Pharmacelsus GmbH (Saarbriicken, D)
beauftragt. Die Versuche wurden zugelassen und in gemaf3 den Vorschriften des Landesamts fiir
Gesundheit und Verbraucherschutz, Abteilung Lebensmittel- und Veterinarwesen Saarbriicken,
durchgefiithrt. Mannliche SWISS-(CD1)-Miuse (Janvier Labs) wurden bei 20 bis 24 °C in einem
12-Stunden-Tag-Nacht-Zyklus gehalten. Futter und Wasser waren frei verfiigbar.
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Einmalige Applikation von S37a. In einer initialen Studie wurde den Mausen (38 bis 43 g Kor-
pergewicht, KG) einmalig eine niedrige Dosis S37a intravenés (i.v.; 1mg/kg KG in DMSO/
PEG400; 20:80) in die laterale Schwanzvene bzw. oral (p.o.; 10 mg/kg KG in 1 % Tween 80 / 0,5 %
Methylcellulose) verabreicht. An sechs Zeitpunkten nach der Applikation wurde Vollblut (Li-

thium-Heparin) von drei Mdusen je Zeitpunkt durch retrobulbare Punktion entnommen.

Wiederholte Applikation. In einer weiterfithrenden Studie wurde Mausen (33 bis 39 g Korper-
gewicht) p.o. 50, 100 oder 150 mg/kg KG (gleiches Vehikel) taglich iiber fiinf Tage verabreicht.
Blut von drei Tieren je Dosierung wurde 15 Minuten und 7 Stunden nach der Applikation am

ersten und letzten Tag der Studie entnommen.

Plasma-Protein-Bindung (PPB). Gepooltes Plasma (Lithium-Heparin) von mannlichen CD-1-
Maéusen wurde 60 Minuten bei 37 °C mit 10 pM S37a oder Warfarin inkubiert und anschliefSend
durch Ultrafiltration die freie und an Plasmaproteine gebundene Substanz getrennt. Die gemes-
senen Konzentrationen im Retentat und Filtrat wurden auf eine nicht filtrierte Stabilitdtskon-

trolle normiert.

In allen Pharmakokinetik-Untersuchungen wurde das Plasma durch 10-miniitige Zentrifuga-
tion von Vollblut bei 3000 x g (4°C) gewonnen. Die S37a- bzw. Warfarin-Konzentration im
Plasma wurde mittels Fliissigchromatografie-Massenspektrometrie (LC-MS) bestimmt. Die Da-

ten wurden mit der Pharmakokinetik-Software Kinetika 5.0 ausgewertet.

2.7 Erstellung der Homologiemodelle
Die TSHR-Homologie-Modelle und die Docking-Position von S37a wurden in der Arbeits-

gruppe von Gerd Krause, Annika Kreuchwig, Franziska Witte und Catherine Sargent erstellt und
in der Diskussion zur Anschauung verwendet. Die Abbildungen wurden mit Pymol (Schrodin-
ger LLC, 2015) erstellt.

Das Modell der TSHR-Transmembrandomane (TMD) im inaktiven Zustand wurde mit dem
Fragment-basierten Modelling-Server GPCR-SSFE erstellt (Worth et al., 2017). Die Loops wur-
den mit Hilfe des Servers I-TASSER modelliert (Zhang et al., 2015).

Fir das Gesamt-TSHR-Modell wurde das zuvor publizierte Modell der Ektodoméne mit TSH
(Kleinau et al., 2013), das auf den FSHR/FSH-Kristallstrukturen (PDB-Codes: 4AY9 und
4MQW; Jiang et al., 2012) basierte, aktualisiert. Das Modell der Ektodoméne enthalt auch die
extrazellulare Helix (EH) in der Hinge-Region sowie den internen Agonisten. Vor die TMH 1
wurde ein Teil des internen Agonisten an das TMD-Modell angefiigt (C.sEDIMGY), basierend
auf der Kristallstruktur eines homologen Sequenzfragments (CENVIGY; PDB-Code: 1DQA).
Um die Ektodoméne an die TMD zu docken, wurden die Webanwendungen HADDOCK (van
Zundert et al., 2016) und I-TASSER verwendet, wobei als Einschrinkung die Disulfid-Briicke
zwischen C284 und C408 (Ho et al., 2001) definiert wurde. Die von den Anwendungen am bes-
ten bewerteten Docking-Positionen wurden verglichen und diejenige fiir die weitere Verwen-

dung ausgewdhlt, die mit beiden Anwendungen eine identische Konfiguration vorhersagte.
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Die Kristallstruktur von S37a wurde in das TMD-Modell im inaktiven Zustand mit Hilfe des
Moduls ,,Glide“ der Modellierungs-Software Maestro 11 (Schrodinger, LLC, New York, NY,
2017) gedockt.
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3 Ergebnisse

3.1 Enantiomerentrennung von S$S37 und
Strukturaufklarung des aktiven Enantiomers S37a

Zu Beginn der Arbeit lag S37 als Racemat vor. Fiir Untersuchungen zur molekularen Interaktion
von S37 mit dem TSHR war es wichtig, die Wirkung und Struktur der einzelnen Enantiomere
zu unterscheiden.

Die beiden Enantiomere von S37 wurden zunachst mittels chiraler Hochleistungsfliissigchro-
matografie (HPLC) getrennt. Das erste Enantiomer, das nach 5,0 bis 5,4 Minuten eluierte, wurde
S37a genannt und das zweite, welches nach 5,8 bis 6,4 Minuten eluierte, S37b (Abb. 3). Die Enan-
tiomere wurden an der analytischen HPLC in 13 Laufen manuell getrennt, um eine ausreichende
Menge fiir spitere funktionelle Versuche zu gewinnen. Die einzelnen Eluate wurden vor der
Vereinigung auf ihre Enantiomerenreinheit tiberpriift. Zwei Beispiele sind in Abb. 3 dargestellt.

Fiir die funktionelle Charakterisierung der so getrennten Enantiomere wurden stabil transfi-
zierte HEK-TSHR-Zellen mit bovinem TSH (bTSH) aktiviert und mit S37 bzw. den Enantiome-
ren inhibiert. Abb. 4 A zeigt die Inhibition der intrazelluliren Bildung von zyklischem Adeno-
sinmonophosphat (cAMP) bei einer Substanzkonzentration von 50 uM. S37a inhibierte mit 60 %
den TSHR stdrker, als das Racemat, wiahrend S37b nur schwache antagonistische Aktivitat zeigte.
Spater wurden zwei Firmen mit der Synthese bzw. Trennung der Enantiomere mittels prapara-
tiver HPLC beauftragt. Die Wiederholung des Versuches ergab vergleichbare Werte fiir S37a.
S37b hingegen zeigte keine Aktivitit am TSHR (Abb. 4 B und C), wahrscheinlich aufgrund einer
saubereren Trennung, als es an der analytischen HPLC-Anlage moglich war, die nicht fiir pra-
parative Zwecke ausgelegt war.

Die Zuordnung der Enantiomere zur Konfiguration erfolgte mittels Zirkulardichroismus-
(CD)-Spektroskopie und Dichtefunktionaltheorie-(DFT)-Vorhersage (Abb. 5 A und B). Die auf-
genommenen CD-Spektren von $37a und b waren erwartungsgemaf spiegelbildlich. Die DFT-
Vorhersage fiir die Konfiguration mit den in Abb. 5B gezeigten Stereozentren ergab positive
Elliptizitat bei Wellenldngen von 260 bis 320 nm, was dem gemessenen CD-Spektrum der akti-
ven Substanz S37a entspricht. Nachdem es gelungen war, S37a in 1,4-Dioxan zu kristallisieren
(Abb. 5C), wurde die Struktur mittels Rontgenkristallographie bestitigt (Abb. 5D). Zudem
wurde dadurch geklért, dass der Thiopyranring (zumindest im Kristall) als Wannenkonforma-

tion vorliegt und entsprechend der daran gebundene Phenylrest dquatorial zu diesem steht.
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Abb. 3. Chirale Trennung der S37-Enantiomere. Das Racemat S37 wurde zundchst mittels chiraler reversed phase
Hochleistungs-Fliissig-Chromatographie (HPLC) aufgetrennt (oben). Im Anschluss wurde die Reinheit der Enantiomere
S37a und S37b bestatigt (Mitte und unten). Zur Trennung wurden 100 ul pro Lauf injiziert, zur Bestatigung 10 ul des
Eluats. S37b war aufgrund der langeren Auffangzeit geringer konzentriert. Es ist jeweils ein reprasentatives von 13
Chromatogrammen dargestellt.
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Abb. 4. Funktionelle Charakterisierung der S37-Enantiomere. Stabil transfizierte HEK-TSHR-Zellen wurden mit
bTSH und S37 bzw. S37-Enantiomeren behandelt. Die intrazelluldre cAMP-Akkumulation wurde mittels Radioimmuno-
assay bestimmt. A, B: Antagonistische Aktivitat in % Inhibition des durch bTSH induzierten Maximaleffekts. A: Aktivitat
der am FMP separierten Enantiomere. S37a ist der aktive Bestandteil des Racemats, S37b inhibiert den TSHR kaum. B:
Verifizierung der verschiedenen Auftragssynthesen. Der Effekt von S37a auf den TSHR ist identisch. S37b zeigt keine
Inhibition. C: Konzentrations-Wirkungskurven von S37a mit bTSH-Stimulation (antagonistischer Effekt) und ohne TSH
(agonistischer Effekt) im Vergleich zu 50 uM S37b. Die Daten sind als Mittelwert und Standardabweichung von Doppel-
(B, C) oder Dreifachbestimmungen (A) angegeben.
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Abb. 5. Identifizierung der absoluten Konfiguration von $37a. Die gemessenen Zirkulardichroismus-(CD)-Spektren
(A), angegeben als Elliptizitdt (CD) in millidegree (mdeg) in Abhangigkeit von der Wellenldnge, fiir die S37-Enantiomere
waren erwartungsgemaf spiegelbildlich. Das mittels zeitabhangiger Dichtefunktionaltheorie errechnete CD-Spektrum
(B) fuir die Struktur mit den angegebenen Stereozentren entsprach dem gemessenen Spektrum von S37a mit positiver
Elliptizitat zwischen 260 und 320 nm. Nach erfolgreicher Kristallisation von S37a in 1,4-Dioxan (C) konnte die absolute
Konfiguration des aktiven Enantiomers rontgenkristallographisch bestatigt werden: D zeigt die 3D-Struktur von S37a
(grau) und des Losungsmittelmolekiils1,4-Dioxan (griin) verbunden {iber eine Wasserstoffbriicke (gelb gestrichelt).

3.2 Ligand-Rezeptor-Interaktion von S37(a) und TSHR

3.2.1 Trunkierte TSHR-Konstrukte zur Eingrenzung der Bindungsstelle von S37

Mit dem Ziel, die Bindungsstelle von S37 bzw. S37a einzugrenzen, wurden drei N-terminal trun-
kierte TSHR-Konstrukte analog zu Konstrukten aus fritheren Publikationen generiert (Neu-
mann et al., 2009; Vlaeminck-Guillem et al., 2002). Dem Konstrukt mit der ersten Trunkierung
A25-286-TSHR (beginnend mit K287, nachfolgend KNQK genannt) fehlt die LRRD, es enthilt
aber die extrazelluldre Hinge-Region nach der extrazellularen Helix (EH). Das Konstrukt mit der
zweiten Trunkierung A25-364-TSHR (beginnend mit G365, nachfolgend GFGQ genannt) ent-
hélt nur die zweite Hélfte der Hinge-Region nach dem C-Peptid und wie KNQK auch den inter-
nen Agonisten. Das kiirzeste Konstrukt A1-408-TSHR (beginnend mit E409, nachfolgend EDI
genannt) besteht aus der Transmembrandoméne (TMD) ohne Ektodomidne und enthalt im Ge-
gensatz zu dem friither publizierten Konstrukt beginnend mit K415 (genannt KFLR, Vlaeminck-
Guillem et al., 2002) sechs zusétzliche Aminosduren, um den Hauptteil des internen Agonisten
abzubilden. Alle Konstrukte waren am extrazelluliren N-Terminus mit einem FLAG-Tag und

am intrazelluldren C-Terminus mit einem GFP-Tag versehen (Abb. 6 A).
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Die Klonierung und transiente Expression der trunkierten TSHR-Konstrukte in HEK-Zellen
wurde in der vorangegangenen Masterarbeit beschrieben (Marcinkowski, 2015). Fiir die vorlie-
gende Arbeit wurden zusitzlich HEK-Zelllinien mit stabiler Expression der Konstrukte gene-
riert, welche vor allem fiir die bessere Reproduzierbarkeit besonders empfindlicher cAMP-Mes-
sungen der Basalaktivitit und fiir Kompetitionsstudien eingesetzt wurden. Die trunkierten
TSHR waren in den stabil transfizierten Zellen untereinander vergleichbar stark exprimiert und
translatiert (Abb. 6B), jedoch wesentlich geringer an der Zelloberflache lokalisiert, als der wt-
TSHR (Abb. 6 C). Die mittels Durchflusszytometrie gemessene Rezeptormenge an der Plasma-
membran stieg von 8 % beim langsten Konstrukt KNQK bis 40 % beim kiirzesten Konstrukt EDI
an. In der Abb. 6B kann man bei 75kDa gut erkennen, dass GFGQ etwa dem C-terminalen
Spaltprodukt des wt-TSHR entspricht, welches ebenfalls detektiert wurde (B-Untereinheit;
Rapoport, McLachlan, 2016). Die hoheren Banden tiber 100 kDa bei den trunkierten TSHR sind
moglicherweise Artefakte aufgrund nicht vollstindig aufgeloster Aggregate im Zelllysat.

Wahrscheinlich geht die geringere Plasmamembran-Expression der trunkierten Konstrukte
mit der Akkumulation intrazelluldrer Aggregate einher, welche aufgrund verstirkter Fehlfaltung
durch das Qualitats-Kontrollsystem des frithen sekretorischen Weges in den Zellen erkannt wer-
den. Durch die hohe Sensitivitit des Radioimmunoassays (RIA) konnte trotz der teilweise gerin-
gen Rezeptormenge an der Plasmamembran fiir alle Konstrukte die weitere funktionelle Cha-

rakterisierung durchgefiihrt werden.

56



Ergebnisse

A SPFLAG LRRD Hinge TMD  EGFP
|IIIIIIIII%ZZ I 1-764 wt-TSHR
vy

287-764 KNQK

||||||||||¢zzzz By
A\ /
||||||||||M 365-764 GFGQ

=1 409-764 EDI

o
N

NI L
« SO F A i
¥ & & &8 1001
[ [
i i Hm
— [
50— | - o
100 == — S
3\/
75— | =
Sl P ,
50— o L & O o
. S O Q) Q
S"/\ s &

Abb. 6. Trunkierte TSHR und deren Expression in HEK-Zellen. A: Lineares Schema des wt-TSHR bzw. der trunkierten
Konstrukte. Alle Konstrukte enthielten einen N-terminalen FLAG-Tag hinter der Schnittstelle der Signalpeptidase und
einen C-terminalen GFP-Tag (enhanced green fluorescent protein, EGFP). Rechts neben den Konstrukten stehen die ent-
haltenen Nummern der wt-TSHR-Aminosauren und die Namen der Konstrukte entsprechend den ersten N-terminalen
Aminosauren. EDI enthielt kein Signalpeptid, weil die erste Transmembranhelix als Signalankersequenz fungieren
kann. B: Western-Blot der trunkierten TSHR nach Immunprazipitation (IP) des Lysats stabil exprimierender HEK-Zellen.
Je Spur wurde ¥ einer konfluenten 100-mm-Zellkulturschale (13x10°¢ Zellen) aufgetragen. Die IP- und Western-Blot-
Antikorper waren gegen GFP gerichtet. Die Konstrukte haben inklusive der Tags eine prognostizierte Masse von
142 kDa (wt-TSHR + 6 Glykosylierungen), 85 kDa (KNQK, einmal glykosyliert), 75 kDa (GFGQ) und 68 kDa (EDI). C: Durch-
flusszytometrische Messung der Zelloberflaichenrezeptoren. Stabil transfizierte HEK-Zellen wurden mit einem primaren
Maus-anti-FLAG-Antikorper und einem sekundéaren R-Phycoerythrin-(PE)-markierten anti-Maus-lgG-Antikorper ge-
farbt. Die Sdulen zeigen Mittelwerte und Standardabweichungen von Duplikaten.

Die trunkierten TSHR hatten eine erhohte basale (konstitutive) Aktivitat, was bisherige Ergeb-
nisse von Vlaeminck-Guillem et al. (2002) bestatigt (Abb. 7 A). Wéhrend S37 im wt-TSHR ein
schwacher partieller Agonist war, fehlte diese Eigenschaft in allen verkiirzten TSHR vollstindig
(Abb. 7 B); stattdessen war die Substanz hier ein inverser Agonist.

Da die Konstrukte ohne vollstindige Ektodoméane nicht von TSH aktiviert werden kénnen
(Vlaeminck-Guillem et al., 2002), war es fiir nachfolgende Inhibitionsstudien notwendig, diese
mit einem Agonisten zu aktivieren, der an der TMD bindet. Alle trunkierten TSHR konnten mit
dem niedermolekularen allosterischen Agonisten C2 aktiviert werden (Abb. 7 C). Die ECs be-
trug 2 uM fiir KNQK und 1 pM fiir alle anderen Konstrukte und den wt-TSHR. Dies beweist die
Funktionalitdt der verkiirzten Konstrukte im Hinblick auf die G;-Aktivierung und die Existenz
einer allosterischen Bindungstasche fiir C2 in der TMD, wie es auch beim dhnlichen Konstrukt
KFLR beschrieben wurde (Neumann et al., 2009).
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Abb. 7. Funktionelle Charakterisierung der trunkierten TSHR-Konstrukte. Basale cAMP-Akkumulation (A) und
konzentrationsabhdngiger Effekt von S37 allein (B) in HEK-Zellen mit stabiler Expression der trunkierten Konstrukte
normiert auf die durch FACS ermittelte Zellmembran-Expression. S37 zeigte eine schwach positive intrinsische Wirkung
(Emax) auf den TSHR. Dieser Effekt fehlte in den verkirzten Konstrukten. Stattdessen wirkte es als inverser Agonist. C:
Konzentrationsabhangige Aktivierung der trunkierten TSHR durch den Agonist C2 in transient transfizierten HEK-Zel-
len (nicht normiert). Die Daten sind angegeben als Mittelwerte und Standardabweichungen von Doppel- (A, B) und
Vierfachbestimmungen (C).

Da vorherige Versuche mit dem gesamten TSHR einen kompetitiven Antagonismus von S37
zum Hormon bTSH zeigten (Abb. 2 B), erschien es mdoglich, dass S37 nicht an der TMD bindet
(Hoyer, 2014). Abb. 7B deutete jedoch bereits darauf hin, dass S37 auch in den trunkierten
TSHR einen Effekt aufweist. Da es moglich war, die trunkierten TSHR ohne Ektodoméane mit
C2 zu aktivieren, wurde nun zusétzlich S37 hinzugegeben, um den ggf. vorhandenen antagonis-
tischen Effekt zu untersuchen (Abb. 8). Die verkiirzten Konstrukte, auch EDI, welches nur die
TSHR-TMD enthilt, wurden stark inhibiert, was deutlich zeigt, dass S37 an der TMD des TSHR
bindet. Interessanterweise hatte S37 einen stirkeren maximalen antagonistischen Effekt auf die
trunkierten TSHR, als auf den wt-TSHR. Dort wurde die C2-induzierte cAMP-Akkumulation in
den stabil transfizierten HEK-Zellen um 25 % bei 50 uM S37 gehemmt. In den Zelllinien mit den
trunkierten TSHR hingegen war die cAMP-Signaltransduktion bei 50 uM S37 fast komplett in-
hibiert. Die halbmaximale inhibitorische Konzentration (ICs) lag bei 3uM fiir KNQK und
GFGQ, welche noch die Hinge-Region bzw. einen Teil davon enthielten und bei 10 pM fiir EDI
ohne Ektodomine, wihrend die ICso von S37 fiir den wt-TSHR (bei Aktivierung mit C2) iiber
50 uM lag. KNQK wurde in der stabilen Zelllinie nur geringfiigig von C2 aktiviert, was mit der
geringen Rezeptormenge an der Plasmamembran (Abb. 6 C) zu erkldren ist, daher die vergro-
Berte Darstellung des Graphen in der Abb. 8 rechts.

Aus den Ergebnissen ldsst sich Folgendes schlussfolgern: 1.) Die TSHR-Ektodomaine ist ent-
behrlich fiir die Bindung von S37, weil auch in EDI ohne Ektodoméne die C2-induzierte Akti-
vierung durch S37 inhibiert wurde. 2.) Die Ektodoméne scheint einen erheblichen Effekt auf die
Funktionsweise von S37 zu haben, weil die Konstrukte mit verkiirzter oder ohne Ektodoméne
im Gegensatz zum Gesamt-TSHR nicht von S37 allein aktiviert werden (Abb. 7B). 3.) Nach Ak-
tivierung durch TSH werden die trunkierten Konstrukte stirker inhibiert als der wt-TSHR
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(ADbb. 8), was wahrscheinlich ebenfalls auf die fehlende Interaktion von S37 mit der TSHR-Ekto-
domadne zuriickzufiihren ist. Dies wird besonders deutlich im Vergleich mit C2, welches dhnliche

ECs in allen Konstrukten und im Wildtyp aufweist.
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Abb. 8. Die trunkierten TSHR werden von S37 inhibiert. cAMP-Akkumulation in stabil transfizierten HEK-Zellen nach
Aktivierung mit 3 uM C2 und konzentrationsabhangiger Inhibition mit S37. Die trunkierten Konstrukte wurden starker
und mit niedrigerer ECso inhibiert, als wt-TSHR. Die Datenpunkte sind Mittelwerte und Standardabweichungen von
Duplikaten.

Da die Bindung von S37 an der Transmembrandomaéne bestatigt wurde, dort jedoch nur fiir die
Bindungstasche von C2 Liganden bekannt sind, war es nicht klar, wo S37 an der TMD binden
konnte, denn zuvor wurde am Gesamt-TSHR beschrieben, dass S37 nichtkompetitiv zu C2 wirkt
(Abb. 2 B; Hoyer, 2014). Wegen der komplexen Interaktion zwischen der TSHR-Ektodoméne
und -TMD bestand die Moglichkeit, dass dieses Ergebnis ein Artefakt ist und S37 doch in der-
selben Bindungstasche bindet, wie C2. Daher war es von Interesse, herauszufinden, ob sich der
kompetitive Antagonismus von S37 zu C2 im kiirzesten trunkierten TSHR (EDI), welches nur
die TMD enthielt, bestatigen liefS. Tatsachlich inhibierte S37 die durch C2-induzierte cAMP-
Bildung in EDI ebenfalls nichtkompetitiv (abnehmende Maximalwerte bei steigender C2-Kon-
zentration, Abb. 9 A), das heifit hohe C2-Konzentrationen waren nicht in der Lage, den Antago-
nismus von S37 vollstandig aufzuheben Folglich muss S37 an einer anderen Stelle der TSHR-
TMD binden, als C2.

Um die Validitét dieses Experimentes zu tiberpriifen, wurde es mit Antag3 als Antagonist an-
stelle von S37 wiederholt. Antag3 ist ein Derivat von C2 (Neumann et al., 2014) und daher am
TSHR voraussichtlich kompetitiv zu diesem. Erwartungsgemaf wurde ein kompetitiver Anta-
gonismus identifiziert (hauptsdchlich Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-
Kurve, Abb. 9B).
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Abb. 9. S37 ist ein nichtkompetitiver Antagonist von C2 an der Transmembrandomaéane (TMD) des TSHR. HEK-
Zellen mit stabiler Expression von EDI (TSHR 409-764, entspricht der TSHR-TMD) wurden mit dem Agonisten C2 kon-
zentrationsabhdngig aktiviert und mit ansteigenden Konzentrationen der Antagonisten S37 (A) und Antag3 (B) behan-
delt. Die Datenpunkte zeigen die cAMP-Akkumulation, gemessen im Radioimmunoassay, als Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen von Duplikaten. A: Der Maximaleffekt (Emax) war verringert, das heif3t S37 wirkt nichtkompetitiv zu
C2. B: Der Emax wird erreicht. Die C2-Konzentrations-Wirkungskurven waren bei hoheren Antag3-Konzentrationen
rechtsverschoben. Es liegt ein kompetitiver Antagonismus vor. Bis 1 uM Antag3 war der Emax erhoht, was auBerdem fiir
einen synergistischen Effekt der Liganden spricht.

3.2.2 TSHR-FSHR-Chimaren bestatigen die Bindung von S37a an der
Transmembrandomane des TSHR mit einem anderen Ansatz

Die cAMP-Messungen an den trunkierten TSHR-Konstrukten zeigten, dass das Racemat S37 an
der TMD die Aktivierung durch C2 nichtkompetitiv inhibierte. In diesem kiinstlichen Versuchs-
aufbau war einerseits nicht der gesamte Rezeptor mit LRRD konstituiert, aufSerdem konnte
dadurch bedingt nicht der natiirliche Ligand TSH als Agonist eingesetzt werden. Die Publikation
von Schaarschmidt ef al., 2014, gab Anlass, die Bindungsregion von S37 an TSHR-FSHR-Chi-
maren zu verifizieren, welche jeweils die LRRD des einen und die Hinge-Region und TMD des
anderen Rezeptors enthielten. Die Funktionalitt dieser Konstrukte aus den beiden stark homo-
logen Glykoproteinhormon-Rezeptoren (GPHR) wurde dort nachgewiesen. Da S37 und S37a
selektiv nur den TSHR inhibieren (Hoyer, 2014 und Abschnitt 3.4.2), sollte nur die Chimaére
inhibiert werden, welche die TSHR-Bindungsregion von S37a enthalt.

Zunéchst wurden die GFP- und FLAG-markierten Chimiren auf ihre Expression in HEK-
Zellen tiberpriift (Abb. 10). Die LSM-Aufnahmen (Abb. 10 A) und Durchflusszytometrie-Mes-
sungen (Abb. 10 B) zeigen anhand der GFP-Fluoreszenz, dass alle Konstrukte exprimiert wur-
den. Die Rezeptormenge in der gesamten Zelle und an der Plasmamembran erschien in den
durch LSM untersuchten Zellen, die mit der FSHRxTSHR-Chimire (FSHR-LRRD, TSHR-
Hinge/TMD) transfiziert wurden, schwécher als bei den anderen Konstrukten. Bei der Quantifi-
zierung mittels Durchflusszytometrie erwies sich jedoch nur die Gesamtexpression als verringert
im Vergleich zum wt-TSHR, und zwar bei allen Chimiren und dem wt-FESHR. Die Rezeptor-
menge an der Zelloberfliche war nur bei TSHRxFSHR (TSHR-LRRD, FSHR-Hinge/TMD) ver-
ringert und bei FSHRxXTSHR sogar hoher, als in den wt-Rezeptoren.
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Abb. 10. TSHR-FSHR-Chimaren und deren Expression in transient transfizierten HEK-Zellen. A: Schematische Dar-
stellung der TSHR-FSHR-Chimédren mit den zugehdrigen konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie-(LSM)-Aufnahmen.
TSHR-Anteile der chimaren Konstrukte sind blau und FSHR-Anteile grau dargestellt. Der Wechsel zwischen beiden Re-
zeptoren liegt in der in beiden Rezeptoren konservierten Region am Ubergang der LRRD zur Hinge-Region, analog zum
T3- bzw. F3-Konstrukt von Schaarschmidt et al., 2014. Die enthaltenen Aminosaure-Positionen sind angegeben. Alle
Konstrukte enthielten einen N-terminalen FLAG-Tag hinter der Schnittstelle der Signalpeptidase und einen C-termina-
len GFP-Tag (enhanced green fluorescent protein, EGFP). Die LSM-Bilder zeigen die Fluoreszenz der GFP-markierten Re-
zeptorkonstrukte in griiner Farbe, die mit Trypanblau gefirbten Plasmamembranen rot. In der Uberlagerung beider
Kanéle zeigt eine Gelbfarbung die Kolokalisierung beider Fluoreszenzen an der Plasmamembran an. B: Bestimmung
der Expression mittels Durchflusszytometrie normiert auf den wt-TSHR. Die GFP-Fluoreszenz (links, grlin) zeigt die Ge-
samtexpression an. Die HEK-Zellen wurden mit einem primaren Maus-anti-FLAG-Antikdrper und einem sekunddren R-
Phycoerythrin-(PE)-markierten anti-Maus-lgG-Antikorper gefarbt. Die PE-Fluoreszenz entspricht der Menge der Zell-
oberflachen-Rezeptoren. Die Daten sind als reprasentative Box-Plots eines von drei unabhangigen Experimenten, die
jeweils als Duplikate durchgefiihrt wurden, angegeben.
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Zunichst wurden die Chimaren mit FSH bzw. TSH behandelt, um deren Funktionalitat zu iiber-
priifen (Abb. 11 A, B). Anhand der Kurven wurde jeweils die Hormonkonzentration bei 80-pro-
zentiger Maximalaktivitit (ECg) errechnet. Sie betrug fiir rhFSH 21 ng/ml beim wt-FSHR und
12 ng/ml bei der FSHR-LRRD-TSHR-Chimére (FSHRxTSHR). Beim wt-TSHR betrug die ECso
fiir bTSH 1,5 mIU/ml, war jedoch bei der TSHR-LRRD-FSHR-Chimiére mit rund 270 mIU/ml
stark erhoht.
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Abb. 11. Nur die FSHR-TSHR-Chimére mit TSHR-Hinge/TMD wird wie wt-TSHR von S37a inhibiert. HEK-Zellen
wurden transient mit den TSHR-FSHR-Chimaren transfiziert und mit dem entsprechenden LRRD-bindenden Hormon
behandelt (FSHR-LRRD enthaltende Rezeptorkonstrukte mit rhFSH (A, grau), TSHR-LRRD enthaltende mit bTSH (B,
blau)). Die cAMP-Akkumulation wurde mit allen Konstrukten aktiviert (Vergleich Schaarschmidt et al., 2014). C: Die Chi-
maren wurden mit der jeweiligen ECso rhFSH (grau) und bTSH (blau) aktiviert und gleichzeitig mit S37a konzentrations-
abhangig inhibiert. S37aist TSHR-selektiv, inhibiert also nicht den FSHR (Marcinkowski et al., 2019). Die Chimére, welche
die S37a-Bindungsregion am TSHR enthalt, sollte inhibiert werden. S37a inhibierte nur die FSHR-LRRD/TSHR-Chimare,
nicht jedoch die entgegengesetzte, was bedeutet, dass die Substanz nicht an der LRRD des TSHR, sondern an der Hinge-
Region und/oder der LRRD des TSHR binden muss. Die Daten sind als Mittelwerte und Standardabweichungen von
Duplikaten dargestellt.

Die Rezeptoren wurden anschlieflend mit der jeweiligen ECs des Hormons und steigenden Kon-
zentrationen des Antagonisten S37a behandelt. In Abb. 11 C wird deutlich, dass nur die Chimére
von S37a inhibiert wurde, welche die Hinge-Region und TMD des TSHR enthielt. Die Chimire
mit der TSHR-LRRD/FSHR-Hinge-TMD wurde wie der FSHR nicht von $37a inhibiert. Das be-
stitigt einerseits, dass die Bindungsstelle von S37a im TMD-Bereich liegt, bedeutet aber auch,
dass die LRRD des TSHR nicht notwendig fiir den antagonistischen Effekt von S37a auf die

TSHR-induzierte cAMP-Bildung ist.

3.2.3 S37averhindert die Bindung von bTSH nicht
Die obigen Untersuchungen an trunkierten TSHR-Konstrukten (Abb. 9) und TSHR-FSHR-Chi-

maren (Abb. 11) legen nahe, dass S37 bzw. das aktive Enantiomer S37a an der Transmembran-
domaéne des TSHR bindet und die LRRD und Hinge-Region fiir dessen antagonistische Wirkung
nicht erforderlich sind. Vorherige Untersuchungen zur Kompetitivitit von S37 im wt-TSHR
zeigten jedoch beziiglich der cAMP-Signaltransduktion einen kompetitiven Antagonismus von
$37 zum Hormon TSH, welches an der LRRD und Hinge-Region bindet (Abb. 2; Hoyer, 2014).
Mithilfe eines Bindungsassays sollte nachgewiesen werden, ob S37a tatsdchlich in der Lage ist,
TSH vom Rezeptor zu verdriangen. Dazu wurde ein Radioliganden-Bindungsassay mit radioak-
tiv markiertem bTSH (***I-bTSH) etabliert (Abb. 12). Zuniachst wurden HEK-TSHR-Membra-
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nen in drei Proteinkonzentrationen ausgetestet (Abb. 12 A). Alle zeigten eine deutliche spezifi-
sche Bindung von '*I-bTSH. Aufgrund der geringsten unspezifischen Bindung wurde die Pro-
teinkonzentration 10 pg/Ansatz fiir die weiteren Versuche ausgewéhlt. Membranen von nicht
transfizierten HEK-Zellen zeigten nur geringfiigige und keine spezifische Bindung von
]-bTSH, vergleichbar mit den Anséitzen ohne Membran. Dies war nebenbei ein schoner Ex-
pressionsnachweis fiir den TSHR in den stabil transfizierten HEK-TSHR-Zellen ohne FLAG-
und GFP-Tag, welche fiir viele Versuche verwendet wurden (vor allem Abschnitt 3.3 und 3.4,
auflerdem Abb. 4).

Im Sattigungsversuch mit '*’I-bTSH an HEK-TSHR Membranen wurden steigende Konzent-
rationen Radioligand bis 45000 counts per minute (cpm) pro Ansatz verwendet (Abb. 12B). Es
konnte eine theoretische Maximalbindung (Bma.) von 4200 cpm/Ansatz und eine Dissoziations-

konstante (Ka) von 14200 cpm/Ansatz errechnet werden.
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Abb. 12. Etablierung eines Radioliganden-Bindungsassays mit '°I-bTSH. A: HEK-Gesamtmembran bzw. Bindungs-
puffer (0 ug) oder HEK-TSHR-Membran in verschiedenen Proteinkonzentrationen wurden mit 6000 cpm (counts per mi-
nute) '%I-bTSH ohne (Total, Gesamtbindung) oder mit (NSB, unspezifische Bindung) 0,1 1U/ml nichtradioaktivem bTSH
inkubiert. Die Gesamtbindung lag bei allen Proteinkonzentrationen bei HEK-TSHR-Membranen deutlich tiber der un-
spezifischen Bindung. Die unspezifische Bindung nahm bei hoheren Membranmengen leicht zu. '%I-bTSH band nur
geringfligig und nicht spezifisch an den Glasfaserfilter (0 pug) und Membran aus nicht transfizierten HEK-Zellen (HEK).
B: Zur Ermittlung der spezifischen Bindung wurden 10 ug HEK-TSHR-Membran je Ansatz mit steigenden Konzentratio-
nen ']-bTSH inkubiert und NSB von der Gesamtbindung subtrahiert. Bmax entspricht der theoretisch moéglichen maxi-
malen spezifischen Bindung, also der Menge vorhandener Bindungsstellen. Die Dissoziationskonstante (Kqg) ist die Kon-
zentration an freiem Ligand bei halomaximaler Bindung. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte und Standardab-

weichungen von Triplikaten.

Anschlieffend wurden Verdrangungs-Versuche mit nichtradioaktiven (kalten) Liganden durch-
gefiihrt, um herauszufinden, ob S37a in der Lage ist, TSH am Rezeptor zu verdrangen (Abb. 13).
Nichtradioaktives bTSH in steigender Konzentration sollte theoretisch eine konstante Konzent-

ration '*’I-bTSH verdriangen. Diese Positivkontrolle war erfolgreich (Abb. 13 A): Es konnte eine

dreiparametrische (oberes Plateau, ICs, unteres Plateau) Inhibitionskurve angepasst werden.
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Anhand der ermittelten ICsy von 0,84 mIU/ml, sowie der K4 aus Abb. 12B und der Konzentra-

tion des freien Radioliganden F
F = c[hinzugefiigt] - c[beiICso gebunden], also F =24874 cpm - 1715 cpm =23159 cpm

wurde mit der Cheng-Prusoft-Gleichung (Cheng, Prusoft, 1973; siche Abschnitt 2.6.1) die Inhi-
bitionskonstante (K;) fiir bTSH von 0,32 mIU/ml errechnet.
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Abb. 13. Verdriangungs-Assay mit S37a und "*I-bTSH. HEK-TSHR-Membran wurde mit konstanter Menge radioakti-
vem Liganden (ca. 25000 cpm '?I-bTSH) und steigenden Konzentrationen nichtradioaktiven (kalten) Liganden inku-
biert. A: Kaltes bTSH verdréngte 'I-bTSH. Die Inhibitionskonstante (Ki) wurde aus der ICso errechnet und entspricht
naherungsweise der Kq. B: S37a hemmt im Bereich von 10nM bis 100 pM nicht die Bindung von '?*I-bTSH. Die Daten-
punkte sind Mittelwerte mit Standardabweichungen von Dreifachbestimmungen.

Fiir S37a bis 100 uM wurde nur eine geringfiigige Verringerung der Bindung von '*’I-bTSH an
HEK-TSHR-Membranen gemessen, die sich jedoch nicht von der Losungsmittelkontrolle un-
terschied (Abb. 13 B). Damit kann man ausschlieflen, dass S37a unter den Bedingungen im Bin-

dungsassay in der Lage ist, bTSH komplett vom TSHR zu verdrangen.

64



Ergebnisse

3.2.4 Konstitutiv aktive TSHR-Varianten werden von S37a
abhéngig von ihrer Position inhibiert oder aktiviert

Da S37a wahrscheinlich nicht in der bekannten allosterischen Bindungstasche in der Transmem-
brandomaine bindet (Abb. 9), wurde vermutet, dass S37a zwischen der Ektodomane und der
TMD, maoglicherweise an den extrazelluldren Schleifen (ECL) bindet. Um das zu iiberpriifen,
wurde die Wirkung von S37a auf konstitutiv aktivierende Mutationen (CAM) des TSHR (Aus-
wahl mittels http://www.ssfa-gphr.de) tiberpriift. Dafiir wurden einerseits CAM in Bereichen der
Ektodomine (extrazellulare Helix (EH), interner Agonist) ausgewahlt sowie CAM, die in der
TMD verteilt lagen.

Die mittels Durchflusszytometrie gefundene Expression an der Zelloberflache ist in der Abb.
14 dargestellt. Sie lag im Mittel (Median) bei den meisten Mutationen zwischen 85 und 125 %
des wt-TSHR (Abb. 14 A und V656F in Tafel B); bei R310C, N406D, 1486F und I568T war sie
auf 45 bis 25 % reduziert.

g 100003 1 i I = 10000
N E g [
c o N 2
N E g 2
g i 4 £ 1000
S 2 10004 5 u
ol ] 3 5
i 2 Wz 100
a9 P & 5 .
£ o E
100 | T T T T T T T = 10 T T T T T T
< N L QO & L
~2~ \b®‘?$@p NS S O
TSHR-Varianten ohne Tag TSHR-Varianten mit FLAG- und GFP- Tag

Abb. 14, Zelloberflachen-Expression von Varianten des TSHR mit konstitutiv aktivierenden Mutationen (CAM)
in HEK-Zellen. Durchflusszytometrische Messung der Zelloberflaichenrezeptoren. Transient transfizierte HEK-Zellen
wurden mit einem primadren Maus-anti-TSHR-Antikorper (A) bzw. Maus-anti-FLAG-Antikorper (B) und einem sekunda-
ren R-PE-markierten anti-Maus-IgG-Antikorper geférbt. Die Daten zeigen reprédsentative Proben einer Doppelbestim-
mung mit je 10000 Zellen, die jeweils zwei- (A) bzw. dreimal (B) unabhangig durchgefiihrt wurde. Die Késten zeigen
den Interquartilsbereich mit Median an. 99 % der Werte liegen zwischen den Antennen.
Interessanterweise wurden ausschliefllich solche CAM von S37a inhibiert, die in der EH
(5281Q), im internen Agonisten (N406D) und in den ECL (I1486F, 1568T, V656F) liegen (Abb.
15, rot im TSHR-Schema). Im Gegensatz dazu wurden die CAM in der Transmembrandomine
und T574A im ECL2 nicht inhibiert. Stattdessen verhielt sich die Substanz dort wie im wt-TSHR,
wo sie einen schwachen partialagonistischen Effekt aufweist (Abb. 15, dunkelgriin) oder sie hatte
kaum Einfluss (grau).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass S37a nahe der Kontaktflache von Ekto- und Trans-

membrandomaéne in den Aktivierungsmechanismus des TSHR eingreift.
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Abb. 15. Effekt von S37a auf die konstitutive Aktivitdt von TSHR-Varianten (CAM) und deren Lage im Rezeptor.
Transient transfizierte HEK-Zellen wurden mit 100 uM S37a, jedoch nicht mit TSH behandelt. Im wt-TSHR und vielen
CAM in der Transmembran-Doméne ist S37a allein ein schwacher Agonist (dunkelgriine Kreise im TSHR-Schema rechts)
oder hat kaum einen Effekt auf die cAMP-Bildung (graue Kreise). Im Gegensatz dazu wird die konstitutive Aktivitdt von
funf CAM in den extrazelluldren Loops bzw. im internen Agonisten (N406D) und in der konvergierenden Helix der
Hinge-Region (5281Q) stark von S37a inhibiert (rote Kreise). Die Daten sind angegeben als Mittelwert und Standardab-
weichung von Duplikaten. * FLAG-Rezeptor-GFP (Vgl. Abb. 14B).

3.2.5 Die TSHR-Mutationen E404A und H478A werden nicht von S37a inhibiert
Die Kristallstruktur von S37a (Abb. 5D) wurde in das molekulare Modell des inaktiven TSHR,

welches in der Arbeitsgruppe generiert wurde, gedockt. In der giinstigsten Position fiillte S37a
eine Bindungstasche, die begrenzt war vom ECL1, vom internen Agonisten und der EH. Es wur-
den Aminosiurepositionen im extrazelluldren Bereich der TMD an der Schnittstelle zur Ekto-
domine ausgewihlt, welche fiir den Kontakt mit S37a infrage kamen (Abb. 16 A). Diese wurden
zu Alanin bzw. Y414 auch zu Phenylalanin mutiert. Die Mutationen selbst sollten keinen starken
Effekt auf die Ga,-Signaltransduktion haben, um die Ergebnisse der cAMP-Messungen des fol-
genden Versuchs moglichst ausschliefilich auf den Einfluss der Substanz S37a zuriickfithren zu
konnen. Dies wurde im Vorfeld, soweit moglich, mithilfe der Online-Datenbank bekannter
TSHR-Mutationsergebnisse (www.ssfa-gphr.de, Kreuchwig et al., 2013) geklart. Die Klonierung,
der Expressionsnachweis sowie Vorversuche zur Bestimmung der ECso von bTSH fanden im
Rahmen einer Masterarbeit statt und sind dort ausfithrlich beschrieben (Mendieta, 2019). Zu-
sammengefasst, waren die Mutationen in HEK-Zellen dhnlich stark wie der wt-TSHR exprimiert
und an der Plasmamembran lokalisiert. Sie wurden durch bTSH aktiviert — E404A, Y414A,
S567A und S657A mit leicht erhohter ECs,.
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Die TSHR-Varianten wurden mit etwa der jeweiligen ECg von bTSH behandelt (2 mIU/ml
bzw. 20 mIU/ml bei Varianten mit erhéhter ECso/s0) und im Vergleich dazu zusatzlich mit S37a,
um den antagonistischen Effekt darzustellen (% Inhibition, Abb. 16 B). Es ist auffillig, dass die
Varianten E404A und H478A nicht durch S37a inhibiert wurden, wahrend Y414A und -F,
E480A sowie S657A dhnlich stark, wie der wt-TSHR inhibiert wurden; bei S567A war die anta-

gonistische Wirkung von S37a etwas abgeschwicht.
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Abb. 16. Antagonistischer Effekt von S37a auf TSHR-Mutationen in extrazelluldren Bereichen der Transmemb-
randomadne. A: Inhibition der TSHR-induzierten cAMP-Akkumulation durch 20 und 100 uM S37a in Prozent im Ver-
gleich zum durch bTSH aktivierten Rezeptor (=0 %; behandelt mit etwa der jeweiligen ECso von bTSH). S567A wird et-
was schwacher, als der wt-TSHR, E404A und H478A gar nicht durch S37a inhibiert. HEK-Zellen wurden transient mit
den TSHR-Varianten (mit FLAG- und GFP-Tag) transfiziert und zwei Tage spéter mit bTSH und S37ain den angegebenen
Konzentrationen behandelt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert und Standardfehler von zwei unabhéngigen Ver-
suchen. B: Das TSHR-Modell zeigt die Positionen der mutierten Aminosauren (griin: interner Agonist F405-Y414). Die
Docking-Position von S37a (violett) mit Kontakt zu E404 und H478 wird durch den fehlenden Antagonismus nach Sub-
stitution mit Alanin unterstiitzt. Zudem sind diese Positionen TSHR-spezifisch und S37a wirkt selektiv auf den TSHR
(Abschnitt 3.4.2).

Dieses Ergebnis deutet auf einen Verlust der Interaktion von S37a an den Positionen E404 und
H478, wenn diese zu Alanin mutiert werden, was mit der Docking-Position der Substanz in Abb.
16 A einhergeht. Da diese Aminosduren auch TSHR-spezifisch sind, konnten sie fiir die Selekti-

vitiat der Substanz verantwortlich sein.

3.3 Struktur-Funktions-Analysen von S37-Analoga

Die Struktur-Wirkungs-Beziehungen (structure-activity relationships, SAR) von S37-Derivaten
und -Analoga wurden untersucht, um die Wirkungsweise der Substanz am TSHR besser zu ver-
stehen, um Ansatzpunkte fiir eine gezielte Optimierung der chemischen Struktur zu finden und
um ggf. hoher affine Verbindungen aufzudecken.

Zunéchst wurden von E. Specker der AG Medizinische Chemie am FMP gezielt einzelne Sub-
stitutionen durch funktionelle Gruppen an den Phenylringen von S37 vorgenommen (Abb. 17
rot und griin, Abschnitt 3.3.1). Spater wurde von M. Lisurek in der AG R. Kithne (FMP) eine
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Datenbanksuche nach kommerziell erhéltlichen S37-dhnlichen Substanzen ausgefiihrt. Von den
176 gefundenen wurden zwolf Verbindungen bestellt und getestet, die ebenfalls vorrangig an
den Phenylringen verdndert waren (Abschnitt 3.3.2). Auflerdem wurden Synthesen bei der

Firma ChemDiv (San Diego, USA) in Auftrag gegeben, mit dem Ziel S37-Analoga herzustellen,

welche Veranderungen am Indol-Heterozyklus, aufweisen (Abschnitt 3.3.3).

Abb. 17. Strukturbestandteile von S37a, die fiir Struktur-Funktions-Analysen verdndert wurden. Die Phenyl-
ringe wurden mit 1 (rot) und 2 (griin) bezeichnet. Der Indol-Heterozyklus (y- und &-Ring) ist blau dargestellt. Diese
Farben finden sich in den Graphen wieder. Der a- und B-Ring (Pyrrolidindion bzw. Norbornen, schwarz) blieben in der
Regel unverandert.

Die Substanzen wurden auf ihre Wirkung auf die TSHR-induzierte Ga,-Signaltransduktion in
stabil transfizierten HEK-TSHR-Zellen untersucht. Dabei wurden jeweils die Inhibition der
TSH-induzierten cAMP-Akkumulation (Antagonismus) und die Wirkung der Substanzen ohne

Hormon (Agonismus) bei 50 uM gemessen.

3.3.1 S37-Derivate mit einzelnen Substitutionen an den Phenylringen

Die antagonistische Wirkung der S37-Derivate im Vergleich zu S37 und S37a sind in Abb. 18
dargestellt. Derivate mit Substituenten am Phenyl 1 sind rot dargestellt, am Phenyl 2 griin. Es
handelte sich um Racemate. Nur S90 (p-Methylgruppe an Phenyl 1) inhibierte die cAMP-Bil-
dung mit etwa 50 % etwas stdrker, als S37, aber nicht starker, als das aktive Enantiomer S37a. Die
meisten Derivate zeigten 30 bis 40 % Inhibition und es lief3en sich keine deutlichen Beziehungen

dazu ableiten, an welchem Phenylring substituiert wurde.
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Abb. 18. Antagonismus von S37-Derivaten (Synthese am FMP) mit Substituenten an den Phenylringen. A: Stabil
transfizierte HEK-TSHR-Zellen wurden mit 2mIU/ml bTSH und gleichzeitig mit 50 uM S37-Derivaten behandelt. Der an-
tagonistische Effekt auf die cAMP-Bildung ist in Prozent Inhibition im Vergleich zur Stimulation nur mit bTSH angege-
ben. B: Mit ausgewahlten S37-Derivaten (unterstrichen in A) wurden Konzentrations-Wirkungskurven ermittelt (nach
Stimulation mit 2mlU/ml bTSH). S123 (Agonist in Abb. 19) war ein schwacher TSHR-Antagonist. S90 wirkte dhnlich
stark, wie S37 (A), aber keine der Verbindungen hat eine niedrigere 1Cso, als S37a (B). Tendenzen beziiglich der beiden
Phenylringe waren nicht so klar, wie beim agonistischen Effekt in Abb. 19. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte
und Standardabweichungen von Doppelbestimmungen.

Die Inhibitionswerte bei 50 uM korrelieren mit den Affinitaten (Abb. 18 B), da bei dieser Kon-
zentration in den meisten Féllen die dynamischen Bereiche der Konzentrations-Wirkungs-Kur-
ven liegen. Eine Ausnahme war S123, deren ICso zwar dhnlich war, nicht jedoch der Maximalef-
fekt.

Dies ldsst sich mit der agonistischen Wirkung erklaren, die in Abb. 19 dargestellt ist. S123 war
namlich von allen S37-Derivaten der der starkste TSHR-Agonist. Die Substanz enthélt eine Me-
thoxygruppe in para-Stellung am Phenyl 2. Alle para-Substitutionen am Phenyl 2 verstarkten
den Agonismus auf das 8- bis 30-Fache der TSHR-Basalaktivitat (Vgl. S37 ca. 6-fach). Nur S125
mit einer meta-Hydroxygruppe war kein Agonist.

Die Substanzen mit Substitutionen am Phenyl 1 waren nur schwache Agonisten, dhnlich wie
S37a. Bei §79, 80 und 100 fehlte der Agonismus. Diese waren mit Amino-, Carbonyl- bzw. Hyd-
roxygruppe in para-Stellung substituiert. Methylester und -ether in para- (S87 bzw. 89) und
meta-Stellung (S96) erhielten den agonistischen Effekt. Eine Methoxygruppe am Phenyl 1 in or-
tho-Position (S99) sowie ein zusitzlicher Phenylring (S98) bewirkten den Verlust sowohl der

agonistischen, als auch der antagonistischen Wirkung auf den TSHR.
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Abb. 19. Agonismus von S37-Derivaten mit einzelnen Substituenten an den Phenylringen (Synthese am FMP).
A: Stabil transfizierte HEK-TSHR-Zellen wurden mit S37-Derivaten ohne TSH-Stimulation behandelt, um deren agonis-
tische Wirkung auf die cAMP-Bildung zu messen. Substitutionen am Phenylring 1 (s. Abb. 17) sind rot dargestellt, am
Phenylring 2 grlin. Letztere zeigten haufiger einen starkeren Agonismus tUber der zehnfachen Basalaktivitat des TSHR
(DMSO bzw. gestrichelte Linie). B: Mit ausgewahlten S37-Derivaten (unterstrichen in A) wurden Konzentrations-Wir-
kungskurven in ermittelt. Diese bestdtigten den starken agonistischen Effekt von S123 und gaben Hinweise auf die
Affinitéat: Die ECso lag bei allen Verbindungen tiber 10 uM im Bereich von S37a. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte
und Standardabweichungen von Doppelbestimmungen.

Die Strukturen einiger Substanzen sind exemplarisch in Tabelle 8 (Seite 72) dargestellt und an-
hand der Inhibitionswerte sortiert. Eine Liste aller getesteten Substanzen, nach Nummern sor-

tiert, befindet sich im Anhang.

3.3.2 Katalog-SAR - Weitere S37-Analoga mit

Modifikationen an den Phenylringen
In einer Datenbanksuche kommerziell erhéltlicher Substanzen (SAR by catalogue) wurden wei-
tere S37-Analoga identifiziert, von denen zwolf fiir Untersuchungen am TSHR ausgewahlt wur-
den, die Modifikationen an beiden Phenylringen besafien. Keine der Substanzen war ein stérke-
rer TSHR-Antagonist (Abb. 20 A), S44, S47 zeigten hingegen deutlichen Agonismus (Abb. 20 B).

Es lieflen sich einige Struktur-Funktions-Beziehungen ableiten:

1. Die Verbindungen mit selektivem Antagonismus (ohne agonistische Wirkung) S42, 43
und 49 sind am Phenyl 2 sowohl in der para- als auch in der meta-Position mit Hydroxy-
bzw. Methoxygruppen substituiert.

2. Die beiden relativ starken Agonisten weisen Verdnderungen am Phenyl 2 auf: 547 besitzt
eine Hydroxylgruppe in para-Stellung und bei S44 ist dieser Phenylrest durch einen Fur-
anring ersetzt.

3. S45 (p-Brom am Phenyl 2) und S41 (Ring 2 ist ein Pyridin) hatten weder aktivierende, noch
inhibierende Wirkung am TSHR.

4. Alle Substanzen ohne Phenyl 1 (S39, 40, 46, 48) oder Norbornenring (S50) hatten keine
Wirkung am TSHR.
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5. Das Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein einer Wirkung auf den TSHR war nicht
davon abhéngig, ob am Phenyl 1 Chlor oder Trifluormethyl vorlag bzw. ob am Thiazolring
(6-Ring, Abb. 17) eine Keto- oder Hydroxygruppe vorhanden war.

A 807 []Phenyl 1 fehit
[ Phenyl 1 mit Cl oder CF;

- 60 [Z1Phenyl 2 mit para-OH oder als Furan
o [1Phenyl 2 mit para-OH + meta-OMe
E Il Norbornen fehlt
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Abb. 20. Die Wirkung von S37-Analoga mit mehreren Substituenten an den Phenylringen auf den TSHR (Kata-
log-SAR). Stabil transfizierte HEK-TSHR-Zellen wurden mit S37-Analoga mit (A, antagonistische Wirkung) und ohne (B,
agonistische Wirkung) bTSH-Stimulation (2 mIU/ml) behandelt und die intrazelluldre cAMP-Bildung mittels RIA gemes-
sen. Alle Analoga mit vorhandenem Phenyl 1 wiesen dort Chlor in para- oder Trifluormethyl in meta-Stellung auf (rot
gefiillte Saulen). Bestimmte Substitutionen an Phenyl 2 sind durch Umrahmung der Saulen gekennzeichnet und zeigen
einen unterschiedlichen Einfluss auf die agonistische Wirkung (B). Die Daten zeigen Mittelwerte und Standardabwei-
chungen von Doppelbestimmungen.

Die Strukturen einiger Substanzen sind exemplarisch in Tabelle 8 zusammen mit Strukturen aus
Abschnitt 3.3.1 dargestellt und anhand der Inhibitionswerte sortiert. Eine Liste aller getesteten

Substanzen, nach Nummern sortiert, befindet sich im Anhang.
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Tabelle 8. Ausgewdhlite S37-Analoga aus Abb. 18 bis 20, sortiert nach Inhibition der cAMP-Akkumulation. Zu
jeder Substanz sind die antagonistische Wirkung (% Inhibition bei 50 uM Substanz in Anwesenheit von 2 mIU/ml bTSH)
und die agonistische Wirkung (als n-Faches der Basalaktivitat bei 50 uM Substanz ohne TSH) angegeben. Fiir S37a ist
die Strukturformel des aktiven Enantiomers dargestellt. Bei Substanzen, wo die Stereochemie nicht klar definiert war,
sind die Keilstriche nicht eingezeichnet. Racemate sind mit ,rac” gekennzeichnet, jedoch nur das zu S37a analoge Enan-

tiomer dargestellt.
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3.3.3 Veranderungen am heterozyklischen Grundgeriist von S37a

Fiir weitere SAR-Untersuchungen wurden zweimal je zehn Substanzen (S63-72 bzw. S158-167)
synthetisiert, bei denen der Indol-Heterozyklus (8- und y-Ring in Abb. 17) von S37a modifiziert
wurde. Diese Verbindungen wurden zusammen auf ihre Wirkung auf die TSHR-induzierte
cAMP-Signaltransduktion untersucht und aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit neu grup-
piert (Abb. 21). Innerhalb der Gruppen wurden die Substanzen nach der Anzahl der Hete-
roatome bzw. grofler Substituenten sortiert (gestreifte Sdulen).

In der ersten Gruppe (weife Sdulen) enthielt das zentrale Ringsystem nur Pyrrolidindion und
Norbornen (a- bzw. B-Ring). Ein Phenylring war iiber eine Briicke an das Norbornen gebunden.
Den starksten hemmenden Effekt auf die cAMP-Bildung in HEK-TSHR-Zellen zeigten S65, 66
und 70, bei denen diese Briicke keine Heteroatome enthielt (Abb. 21 A).

In der zweiten Gruppe (hellblaue Sdulen) enthielten die Substanzen zusitzlich einen Flinfring
(Thiophen, Isoxazol, Pyrazol, oder Triazol) an der Stelle des 8-Rings (Sechsring, Thiopyran) von
S37a. Diese Verbindungen zeigten keine oder bis zu 20 % Inhibition der cAMP-Bildung. S158,
162 und 161 enthielten, wie auch S164 aus der ersten Gruppe, eine Carbonylgruppe zwei Atome
vom Norbornen entfernt und zeigten alle eine deutliche antagonistische Wirkung auf den TSHR.

Die Substanzen S163, 165 und 166 (dunkelblaue Séulen) enthielten einen Thiazinring statt des
Thiopyranrings von S37a, jedoch ebenfalls nicht den vierten y-Ring. Sie enthielten einen Phe-
nylring analog zur Position des Phenylrings 2 von $37a. S165 und 166 besafen zusitzlich dazu
in meta-Position einen zweiten aromatischen Ring. Dies war bei S165 ein Phenylring und be-
wirkte dort nur einen Anstieg der agonistischen Aktivitat (Abb. 21 B). Bei S166 war es ein Pyri-
din. Diese Substanz zeigte mit 48 % Inhibition die stirkste antagonistische Wirkung auf den
TSHR, dhnlich stark, wie S37a bzw. S90 aus Abschnitt 3.3.1., allerdings auch eine deutlich héhere
agonistische Wirkung, als diese (ca. 20-fache Basalaktivitit).

Die Strukturen einiger Substanzen sind exemplarisch in Tabelle 9 dargestellt und anhand der
Inhibitionswerte sortiert. Eine Liste aller getesteten Substanzen, nach Nummern sortiert, befin-
det sich im Anhang (Tabelle 10).
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Abb. 21. Wirkung S37a-dhnlicher Substanzen mit modifiziertem heterozyklischem Grundgeriist auf den TSHR.
Stabil transfizierte HEK-TSHR-Zellen wurden mit S37a-dhnlichen Substanzen mit (A, antagonistische Wirkung) und
ohne (B, agonistische Wirkung) bTSH-Stimulation (2 mIU/ml) behandelt und die intrazelluldre cAMP-Bildung mittels
RIA gemessen. Die Substanzen aus zwei verschiedenen Synthese-Durchgdangen wurden zusammen ausgewertet und
anhand des Grades ihrer Verdanderung im Vergleich zu S37 gruppiert. Die Modifikationen befanden sich am - und y-
Ring von S37a (Vgl. Abb. 17). Diese waren entweder durch azyklische Bestandteile ersetzt (weifle Sdulen) oder der Thi-
opyranring von S37a (6-Ring) war durch einen Fiinfring (hellblau) oder einen Thiazinring (dunkelblau) ersetzt. Eine gro-
Bere Anzahl an Heteroatomen oder Substituenten an diesen Ringmodifikationen ist durch Streifen gekennzeichnet.
Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte und Standardabweichungen von Doppelbestimmungen.
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Tabelle 9. Ausgewdhlite S37a-Analoga aus Abb. 21, sortiert nach Inhibition der cAMP-Akkumulation. Zu jeder
Substanz sind die antagonistische Wirkung (% Inhibition bei 50 uM Substanz in Anwesenheit von 2mIU/ml bTSH) und
die agonistische Wirkung (als n-Faches der Basalaktivitat bei 50 uM Substanz ohne TSH) angegeben.

% n-fach % n-fach
Nr. Strukturformel Inhibiti tiber Nr. Strukturformel Inhibiti tiber
basal basal
: (0]
37a )\,,,,(R) >: 52 4,8 165 @7'\)\%, N 9 4,6
< >— (0] |
)“‘{R) X A S >/\\\ S
o H (o]
3
166 >\,,, N 48 21,0 162 ON i, N 9 0,07
@‘ - | »\\\\- N,
)/ s ON g
¥ (0]
>\Iu
65 @ 5 06 160 )\ 8 00
>/\\\ X \“‘
O :
(0]
-2 0,02
161@7»" = Q> | D—NH,
-5,2 0,06
-1 0,5

75



Ergebnisse

3.4 Therapeutisches Potenzial von S37a

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Versuche hatten das Ziel, Endpunkte zu untersuchen,
die fiir die Therapie der endokrinen Orbitopathie (EO) relevant sein konnten. Im Abschnitt 3.2
sowie in vorangegangenen Arbeiten in der Gruppe (Hoyer, 2014) wurde die Ligand-Rezeptor-
Interaktion des Antagonisten S37(a) und des TSHR im Zusammenhang mit den Agonisten
bTSH und C2 untersucht.

3.4.1 Inhibition von Thyreoidea-stimulierenden Antikorpern (TSAb) durch S37a

Neben TSH war es entscheidend, zu tiberpriifen, ob S37a in der Lage ist, auch TSHR-stimulie-
rende Antikorper (TSAD) zu inhibieren, die entscheidend bei der Pathogenese der EO sind.
Zuerst wurden monoklonale Antikorper verwendet, welche die cAMP-Akkumulation in HEK-
TSHR stimulieren (Abb. 22 A). Der humane Antikérper M22 stammt urspriinglich von einem
Morbus-Basedow-Patienten (Sanders et al., 2003) und der murine KSAb1 wurde durch Immu-
nisierung von BALB/c-Méusen generiert (Gilbert et al., 2006). Abb. 22 A zeigt, dass beide Anti-
korper iiber einen weiten Konzentrationsbereich von 1 bis 10000 ng/ml die cAMP-Bildung akti-
vieren. Fiir beide Antikorper konnten zweiphasige Aktivierungskurven angepasst werden, was
das Vorhandensein von funktionsrelevanten Bindungsstellen an den jeweils zwei Fab-Abschnit-
ten illustriert.

Die durch die monoklonalen Antikorper ausgeloste cAMP-Bildung wurde von S37a konzent-
rationsabhédngig gehemmt (Abb. 22 B). Dabei verliefen die Inhibitionskurven sehr dhnlich zur
Kontrolle mit bTSH.
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Abb. 22. S37a inhibiert monoklonale humane und murine Thyreoidea-stimulierende Antikérper (TSAb). Stabil
mit hTSHR transfizierte HEK-Zellen (HEK-TSHR) wurden (A) mit dem humanen TSAb M22 oder dem murinen monoklo-
nalen Antikdrper KSAb1 aktiviert bzw. (B) bei konstanter Konzentration von M22, KSAb1 oder bTSH mit steigenden
Konzentrationen S37a bis 100 uM inhibiert. Die ICso von S37a lag bei allen drei Agonisten sehr nahe beieinander. Die
Daten sind dargestellt als Mittelwerte und Standardabweichungen von Doppelbestimmungen.

Im zweiten Schritt wurden Seren von EO-Patienten in ex-vivo-Experimenten untersucht. Da bei
verschiedenen EO-Patienten vermutlich unterschiedliche Antikérper vorkommen und auch bei
einem einzelnen Patienten oft oligoklonale Antikorper vorliegen (McLachlan, Rapoport, 1996),
war es wichtig, herauszufinden, ob S37a auch die TSHR-induzierte cAMP-Bildung hemmen

kann, die durch das Serum von Patienten ausgeldst wird, die tatsachlich an EO erkrankt waren.
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In Abb. 23 ist ein ex-vivo-Versuch dargestellt, in dem HEK-TSHR-Zellen mit EO-Seren von
Patienten mit verschiedenen Schweregraden der Erkrankung behandelt wurden und anschlie-
Bend die intrazellulire cAMP-Akkumulation gemessen wurde. Die Serumproben wurden dan-
kenswerterweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Anja Eckstein (Universitatsklinikum Essen)
mit den jeweiligen TRAK-Werten bereitgestellt. Die TRAK-Werte (TSHR-Autoantikoérper)
wurden dort mit dem Elecys Anti-TSHR-Assay (Roche) ermittelt, der die Bindung von TSHR-
Antikorpern misst und nicht zwischen aktivierenden und inaktivierenden Antikérpern unter-
scheidet. Dennoch gab es zwischen den TRAK-Werten und den hier ermittelten cAMP-Werten
grobe Ubereinstimmung. Der klinische Status der Patienten war in der Regel als schwer einge-
stuft, die Patienten mit den Seren EO5, 9 und 10 als mild und bei EO8 als moderat. Auch diese
Einstufung findet sich tendenziell in der Aktivierung der cAMP-Bildung wieder (Abb. 23, braune
Saulen). Das Serum mit dem hochsten TRAK-Wert (EO6) zeigte auch die starkste cAMP-AKkti-
vierung, die in 10-facher Verdiinnung ahnlich hoch war, wie die von 2mIU/ml bTSH (ECs).

800+ IM bTSH (2 mIU/ml) + DMSO

= L] Serum (1:10) + DMSO
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Abb. 23. S37a hemmt die TSHR-Aktivierung durch Patientenserum ex vivo. Stabil transfizierte HEK-TSHR-Zellen
wurden mit TSHR-aktivierenden Seren von Patienten mit endokriner Orbitopathie (EO) in 10-facher Verdiinnung be-
handelt. Als Positivkontrolle diente bTSH, als Negativkontrolle (Ctrl) wurde Serum von nicht Erkrankten verwendet.
Durch die Zugabe von S37a wurde die cAMP-Bildung bei stark aktivierenden Seren, wie bei bTSH, um 50 bis 60 % ge-
senkt. Die Daten sind als Mittelwerte und Standardabweichungen von Doppelbestimmungen dargestellt.

Vor allem die stark TSHR-aktivierenden Serumproben mit >100 pmol/Well cAMP, welche alle
von Patienten mit schwerer EO stammten, wurden wie bTSH zu 50 bis 60 % von 50 uM S37a
inhibiert (lila Sdulen). Schwiacher aktivierende Seren wurden kaum oder schwach von S37a in-
hibiert, was wahrscheinlich an dem schwachen agonistischen Effekt von S37a liegt, den man bei

den nicht TSHR-aktivierenden Kontrollseren (Ctrl) erkennen kann.

3.4.2 TSHR-Selektivitat von S37-Derivaten

Wegen der hohen Sequenzhomologie der GPHR war es von besonderem Interesse, selektive
TSHR-Antagonisten zu identifizieren, welche die Gonadotropin-Rezeptoren FSHR und LHCGR
nicht beeinflussen. Die TSHR-Selektivitdt wurde zuvor bereits fiir S37-rac. nachgewiesen (Ho-
yer, 2014) und wurde hier zusatzlich fiir ausgewidhlte S37-Derivate sowie fiir die enantiomeren-

reine Substanz S37a untersucht.
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Zuerst wurde die Selektivitit des antagonistischen Effekts auf die cAMP-Akkumulation in
HEK-Zellen untersucht (Abb. 24). Dafiir wurden der TSHR, die Gonadotropin-Rezeptoren
FSHR und LHCGR sowie als Kontrolle der nicht nahe verwandte Klasse B G,-gekoppelte Rezep-
tor flr corticotropin releasing factor Typ 1 (CRF1R) verwendet. Sie wurden mit dem jeweiligen
Hormon aktiviert und mit den S37-Derivaten §90, S79 und S125 bzw. mit S37a behandelt. Diese
Substanzen wiesen keinen antagonistischen Effekt am FSHR oder LHCGR auf. Die Liganden
anderer Arbeitsgruppen waren nicht so hoch TSHR-spezifisch: K14 (Latif et al., 2016) war ein
starker Antagonist in allen GPHR, Antag3 zeigte TSHR-Priferenz, inhibierte aber zusétzlich
leicht den FSHR. Die CRF,R-Aktivierung wurde von den Substanzen nicht deutlich beeinflusst.
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Abb. 24. Antagonismus: S37-Derivate hemmen die Hormon-induzierte cAMP-Bildung nur am TSHR. Die homo-
logen Rezeptoren fiir TSH, Follitropin (FSH) und Lutropin bzw. Choriongonadotropin (LH, CG) sowie als Kontrolle der
Klasse-B-GPCR corticotropin-releasing-factor-Rezeptor 1 (CRF1R) lagen in stabil transfizierten HEK-Zellen vor. Sie wurden
mit dem jeweiligen Hormon aktiviert (2 mIU/ml bTSH; 20 ng/ml rekombinantes humanes (rh)FSH; 0,51U/ml humanes
(h)CG; CRF1R mit 2nM Sauvagine) und mit 50 uM der angegebenen Substanzen inhibiert. Die Reduktion des gebildeten
cAMP durch die Antagonistenbehandlung ist angegeben als Prozent Inhibition. 100 % Inhibition entspricht der Reduk-
tion bis zum basalen cAMP-Level. S37a und die Derivate mit Substituenten am Phenylring 1 (rot) und 2 (griin) sind
TSHR-selektiv. Die Antagonisten aus anderen Arbeitsgruppen sind grau dargestellt. K14 (Latif et al., 2016) inhibierte alle
Glykoproteinhormon-Rezeptoren (GPHR) stark. Antag3 (Neumann et al., 2014) wies eine TSHR-Praferenz auf, inhibierte
aber FSHR leicht. CRF1R wird von den Substanzen nicht deutlich inhibiert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte
und Standardabweichungen von Doppelbestimmungen.

78



Ergebnisse

Da S37a und einige Derivate auch partielle TSHR-Agonisten sind, war es moglich, deren Wir-
kung auf die Rezeptoren ohne Hormone zu untersuchen (Abb. 25). Interessanterweise aktivierte
mit Ausnahme von S37a keine der untersuchten Substanzen einen anderen Rezeptor, als den
TSHR. S37a aktivierte den LHCGR etwa auf das 2,5-Fache der Basalaktivitdt, die S37-Derivate
jedoch nicht.
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Abb. 25. Die agonistische Wirkung von $37-Derivaten auf die Gonadotropin-Rezeptoren. Die homologen Rezep-
toren TSHR, FSHR und LHCGR sowie als Kontrolle der Klasse-B-GPCR CRF1R lagen in stabil transfizierten HEK-Zellen
vor. Sie wurden mit 50 uM der angegebenen Substanzen, jedoch nicht mit dem Hormon behandelt. Die intrazellulédre
cAMP-Akkumulation ist angegeben als das n-Fache der cAMP-Menge ohne Behandlung (y-Wert 1, gestrichelte Linie).
S37a und die Derivate mit Substituenten am Phenylring 1 (rot) und 2 (griin) sowie K14 und Antag3 (grau) beeinflussten
die Basalaktivitat des TSHR unterschiedlich stark. Antag3 war ein inverser Agonist, S79 ist neutral. Die Gbrigen Substan-
zen sind schwache Agonisten. Der FSHR wurde durch keine der Verbindungen aktiviert, der LHCGR jedoch schwach
von S37a, allerdings nicht von dessen Derivaten. CRF1R wird von den Substanzen nicht beeinflusst. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwerte und Standardabweichungen von Doppelbestimmungen.

3.4.3 S37a hemmt die B-Arrestin-1-Rekrutierung nichtkompetitiv zu bTSH
Aufgrund der moglichen Bedeutung des TSHR fiir die Knochenhomdostase, sollte die Wirkung

der Substanz S37a auf den B-Arrestin-1-Signalweg untersucht werden. Eine funktionelle Selek-
tivitat (ligand bias) von S37a in Richtung des cAMP-Signalwegs, also schwécherer Inhibition des
B-Arrestin-1-Signalwegs, konnte dabei von Vorteil sein, weil einer méglichen Therapie-indu-
zierten Osteoporose vorgebeugt wiirde.

Die B-Arrestin-1-Rektrutierung wurde in der Osteosarkom-Zelllinie U20S gemessen, die
stabil mit TSHR und B-Arrestin 1 transfiziert war (U20S-TSHR/PArrl). Beide Proteine waren
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mit Enzymfragmenten markiert, sodass deren Interaktion durch Chemolumineszenz quantifi-
ziert werden konnte. Die Zellen wurden zunéchst mittels Durchflusszytometrie auf die TSHR-
Expression iiberpriift (Abb. 26 A). Sie enthielten im Mittel dhnlich viel TSHR an der Zelloberfla-
che, wie die HEK-TSHR-Zellen, die Streuung war aber etwas breiter. Danach wurde sowohl die
cAMP-Akkumulation als auch die B-Arrestin-1-Rekrutierung nach Stimulation mit bTSH ge-
messen. Die normierten Konzentrations-Wirkungs-Kurven sind zum Vergleich zusammen in
einem Graphen dargestellt (Abb. 26 B). Die ECs betrug fiir den cAMP-Signalweg 0,2 mIU/ml
und war damit einerseits etwas niedriger, als in HEK-TSHR-Zellen (dort ca. 1 mIU/ml). Ande-
rerseits war die ECs fiir die -Arrestin-1-Rekrutierung in U20S-TSHR/BArr1-Zellen (blaue
Kreise in Abb. 26 B) mit 10,6 mIU/ml ca. 50-fach héher, als die fiir den cAMP-Signalweg.
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Abb. 26. Charakterisierung der U20S-TSHR/B-Arrestin-1-Zellen. A: Durchflusszytometrische Messung der Zel-
loberflaichenrezeptoren. Stabil transfizierte U20S-TSHR/B-Arrestin-1(BArr1)- bzw. HEK-TSHR-Zellen sowie nicht transfi-
zierte HEK-Zellen wurden mit einem primaren Maus-anti-TSHR-Antikdrper und einem sekundaren R-PE-markierten
anti-Maus-lgG-Antikorper geférbt. Dargestellt ist ein reprdsentativer Versuch mit 10000 Zellen je Probe. Die Histo-
gramme zeigen die Anzahl der Zellen in 1000 logarithmischen Klassen der PE-Fluoreszenzintensitat von 1 bis 10000. B:
Vergleich der bTSH-abhangigen cAMP-Akkumulation (gemessen mittels RIA) und 3-Arrestin-1-Rekrutierung (gemes-
sen mittels PathHunter-Assay) in U20S-TSHR/BArr1-Zellen, normiert auf das jeweilige obere (100 %) und untere (0 %)
Plateau der Konzentrations-Wirkungs-Kurven. Die ECso von bTSH ist fiir die -Arrestin-1-Rekrutierung im Vergleich zum
cAMP-Signalweg 50-fach erhoht. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte und Standardabweichungen von drei (B-
Arrestin 1) bzw. vier (cCAMP) Einzelmessungen.

Die errechnete ECg von bTSH betrug 42 mIU/ml und wurde verwendet, um darauthin die an-
tagonistische Wirkung von S37a auf die 3-Arrestin-1-Rekrutierung zu messen (Abb. 27 A, ge-
tillte Kreise). S37a inhibierte den Effekt von bTSH hier vollstindig bis zum basalen Signal von
etwa 2000 Lumineszenz-Einheiten. Die ICs lag bei 4 uM. Ohne bTSH hatte S37a einen schwa-

chen invers agonistischen Effekt.
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Abb. 27. Inhibition der B-Arrestin-1-Rekrutierung durch S37a. A: Konzentrations-Wirkungskurven von S37a mit
bTSH-Stimulation (antagonistischer Effekt) und ohne TSH (invers agonistischer Effekt), gemessen mittels PathHunter-
Assay in U20S-TSHR/BArr1-Zellen. B: U20S-TSHR/BArr1-Zellen wurden mit bTSH konzentrationsabhangig aktiviert und
mit ansteigenden Konzentrationen des Antagonisten S37a behandelt. Der Maximaleffekt (Emax) war verringert, das
heilt S37a wirkte nichtkompetitiv zu bTSH. Die Daten sind als Mittelwert und Standardabweichung von Triplikaten
dargestellt.
Im Vergleich zum cAMP-Signalweg in HEK-TSHR-Zellen war die ICso von S37a bei der B-Ar-
restin-1-Rekrutierung niedriger; gleichzeitig fehlte hier die partialagonistische Wirkung der
Substanz ohne TSH-Stimulation (Vgl. Abb. 4C).
Weitergehende Untersuchungen zeigten, dass S37a nichtkompetitiv zu bTSH wirkte (Abb. 27 B).
50 uM S37a inhibierten die Wirkung auch hoher bTSH-Konzentrationen bis 500 mIU/ml voll-
standig. Dieses Ergebnis war iiberraschend, weil es im Widerspruch zum vorher beobachteten
kompetitiven Antagonismus derselben Liganden im cAMP-Assay steht (Vgl. Abb. 2).

Um die Relevanz der B-Arrestin-1-Inhibition durch S37a im Rahmen einer durch stimulie-
rende Antikorper (TSAD) induzierte Hyperthyreose besser beurteilen zu kdnnen, wurde die Wir-
kung von M22 auf die B-Arrestin-1-Rekrutierung gemessen (Abb. 28). Dieser zeigte erst bei ver-

gleichsweise hohen Konzentrationen von 1 pg/ml eine Wirkung.
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Abb. 28. M22 aktiviert die B-Arrestin-1-Rekrutierung am TSHR erst ab 1 pg/ml. Die 3-Arrestin-1-Rekrutierung nach
steigenden Konzentrationen des monoklonalen humanen TSAb M22 wurde mittels PathHunter-Assay in U20S-
TSHR/BArr1-Zellen gemessen. Die Daten sind als Mittelwert und Standardabweichung von Triplikaten dargestellt.
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Diese Konzentration ist etwa 100-fach hoher, als bei der cAMP-Akkumulation in HEK-TSHR-
Zellen (Abb. 22 A). Die maximale B-Arrestin-1-Rekrutierung von ca. 4500 Lumineszenz-Einhei-
ten, die durch bTSH ausgelost wurde (schwarze Kurve in Abb. 27 B), wurde blieb bei M22 bis
zur hochsten eingesetzten Konzentration von 3 ug/ml deutlich unterschritten und es wurde
keine Sattigung erreicht. Die Daten zeigen, dass M22 funktionelle Selektivitat fiir den cAMP-
Signalweg aufweist.

3.4.4 Inhibition der Ga,-Protein-vermittelten Signaltransduktion
am TSHR durch S37a

Die Wirkung von S$37a auf die Signaltransduktion von Ga, wurde mithilfe eines Luciferase-Re-
portergen-Assays gemessen, der die Aktivitit des Transkriptionsfaktors NFAT (nuclear factor of
activated T cells) in HEK-TSHR-Zellen misst.

NFAT konnte in stabil transfizierten HEK-TSHR-Zellen mit bTSH konzentrationsabhéngig
aktiviert werden (Abb. 29 A). Die ECso war mit 9 mIU/ml etwa 9-fach erhoht im Vergleich zur
Ga,-abhdngigen cAMP-Akkumulation in derselben Zelllinie.

S37a war in der Lage, die durch bTSH induzierte NFAT-Aktivierung konzentrationsabhédngig
zu hemmen (Abb. 29 B). Die ICs betrug 18 uM und war damit dhnlich, wie im cAMP-Assay, wo
jedoch weniger bTSH eingesetzt wurde. Im Gegensatz zum cAMP-Assay konnte fiir S37a im

NFAT-Assay keine agonistische Wirkung gemessen werden.
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Abb. 29. Einfluss von bTSH und S37a auf die Aktivitdt von NFAT (nuclear factor of activated T cells) in HEK-TSHR-
Zellen. Stabil transfizierte HEK-TSHR-Zellen wurden transient mit NFAT-abhangigem Luciferase-Reportergen-Plasmid
transfiziert und die Lumineszenz mit dem ONE-Glo-Assay nach Behandlung mit den jeweiligen Liganden in den ange-
gebenen Konzentrationen gemessen. A: bTSH aktivierte NFAT konzentrationsabhangig. Die ECso betrug 6,7 mlU/ml. B:
S37a inhibierte die NFAT-Aktivierung in Anwesenheit von bTSH (ECso=9 mIU/ml) konzentrationsabhdngig mit einer
ICso von 18 uM. Die Daten sind als Mittelwert und Standardabweichung von Triplikaten dargestellt.

3.4.5 Die Wirkung von S37a auf den murinen TSHR (mTSHR)

Um zu kliren, ob S37a fiir in-vivo-Versuche in einem EO-Mausmodell geeignet ist, wurde die
Wirkung der Substanz am mTSHR untersucht. Dieser wurde als GFP-Fusionsprotein transient
in HEK-Zellen exprimiert. Der GFP-Tag am intrazelluldiren C-Terminus des TSHR erméglichte
es, die Lokalisation der Rezeptoren in den Zellen darzustellen (Abb. 30). Der mTSHR war dhn-
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lich stark in HEK-Zellen exprimiert, wie der h-TSHR. Beide wiesen sowohl deutliche GFP-Fluo-
reszenz an der Plasmamembran (gelb in der Uberlagerung), als auch an intrazelluliren Memb-

ranen (griin in der Uberlagerung) auf.

GFP Trypanblau Uberlagerung

Abb. 30. Expressionsuntersuchung des murinen (m)TSHR in HEK-Zellen mittels LSM. Die Zellen wurden mit cDNA
des humanen bzw. murinen TSHR, jeweils mit C-terminalem GFP-Tag, jedoch ohne FLAG-Tag transient transfiziert. Die
LSM-Bilder zeigen die Lokalisation der GFP-Fusionsproteine in griner Farbe, die mit Trypanblau gefarbten Plasma-
membranen rot. In der Uberlagerung beider Kanéle zeigt eine Gelbfirbung die Kolokalisierung beider Fluoreszenzen
an der Plasmamembran an.

humaner
TSHR

muriner
TSHR

Die TSHR-exprimierenden HEK-Zellen wurden konzentrationsabhingig mit bTSH aktiviert
(Abb. 31A), wobei die ECsp im mTSHR mit 1,3mIU/ml nur geringfiigig héher war, als im
hTSHR (0,8 mIU/ml). Die Zellen wurden anschlieffend mit 2 mIU/ml (ca. ECs) bTSH aktiviert
und zusitzlich mit steigenden Konzentrationen S37a behandelt (Abb. 31 B). S37a inhibierte den
mTSHR dhnlich stark, wie den hTSHR. Die ICso betrug 40 uM im mTSHR, im hTSHR in diesem
Versuch 14 uM.
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Abb. 31. Vergleich der cAMP-Signaltransduktion von mTSHR und hTSHR. A: mTSHR und hTSHR wurden transient
in HEK-Zellen exprimiert und mit steigenden Konzentrationen bTSH die cAMP-Akkumulation aktiviert. Im mTSHR war
die ECso von bTSH etwas hoher, als im hTSHR. B: AnschlieBend wurden die Zellen mit konstanter bTSH-Konzentration
aktiviert und mit S37a inhibiert bzw. nur mit S37a behandelt. Die ICso von S37a war im mTSHR ebenfalls etwas hoher,
als im hTSHR. Im Gegensatz zum hTSHR war S37a allein im mTSHR kein Agonist (umrandete Datenpunkte, VergréBe-
rung rechts). Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte und Standardabweichungen von Duplikaten.

Der cAMP-Signalweg wird itber mTSHR und hTSHR sehr dhnlich von bTSH aktiviert und von
S37ainhibiert. Die Potenz (ECsy bzw. ICs) beider Liganden ist im mTSHR geringfiigig niedriger.
Uberraschenderweise war S37a allein, also ohne Hormonbehandlung, im mTSHR kein partieller

Agonist, wie es im hTSHR der Fall war (Abb. 31 B, rechts).

3.4.6 Pharmakokinetik von S37a in Madusen

Die Pharmakokinetik-Untersuchungen wurden bei der Pharmacelsus GmbH (Saarbriicken) in
Auftrag gegeben, um abschdtzen zu konnen, ob in einem potenziellen EO-Mausmodell in vivo
die erforderlichen S37a-Plasmakonzentrationen erreicht werden.

In einer initialen Studie wurden SWISS-(CD-1)-M4usen niedrige Einzeldosen von 2,5 mg/kg
Koérpergewicht intravends (i.v.) bzw. 10 mg/kg oral (per os, p.o.) verabreicht, um grundlegende
pharmakokinetische Parameter zu bestimmen (Abb. 32). Die Plasmahalbwertszeit von S37a bei
oraler Gabe betrug 2,9 Stunden im terminalen Gefille der Kurve und war hoher, als die nach
intravenodser Gabe (1,2 Stunden). Anhand der Plasmakonzentrationen nach intravendser und

oraler Gabe, wurde eine orale Bioverfiigbarkeit von 53 % fiir S37a ermittelt.

1000'.I

iv. (537a: 2,5 mg/kg)
@ p.o. (S37a: 10 mg/kg)

500

Plasmakonzentration
von S37a (ng/ml)

0 T T T
0 2 4 6
Zeit nach Applikation (h)

Abb. 32. Pharmakokinetik von S37a in Mdusen nach einmaliger Applikation. Dargestellt ist die S37a-Plasmakon-
zentration Uber die Zeit nach intravendser (i.v.) und oraler (p.o.) Applikation einer niedrigen Dosis. Die Datenpunkte
zeigen Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Tieren.
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In einer zweiten Studie wurden fiinf Tage lang téglich hohere orale Dosen (50, 100 und 150 mg
je kg Korpergewicht) verabreicht (Abb. 33). Am ersten und letzten Tag der Studie wurde jeweils
15 Minuten und 7 Stunden nach der Applikation Blut entnommen und die Plasmakonzentrati-
onen gemessen.

Bei den Dosierungen 100 und 150 mg/kg war die Konzentration von S37a im Plasma deutlich
hoher, als bei der 50-mg/kg-Dosis, ndmlich im Mittel zwischen 3000 und 4000ng/ml
(1000 ng/ml entsprechen einer S37a-Konzentration von ca. 2,2 uM). Bei der hochsten Dosis stieg
die Plasmakonzentration nach sieben Stunden sogar noch an und betrug dann im Mittel rund
6000 ng/ml, das sind etwa 13 pM S37a. Die Substanz wurde von den Mausen auch bei der hochs-
ten Dosis gut toleriert. Es wurden keine unerwiinschten klinischen Zeichen beobachtet und das
Koérpergewicht der Tiere blieb iiber den Zeitraum der Studie konstant. Nach fiinf Tagen lag die
Plasmakonzentration sowohl 15 Minuten als auch 7 Stunden nach der Applikation bei allen Do-
sierungen im Mittel unter 1000 ng/ml. Die Variationskoeffizienten der drei Tiere je Zeitpunkt
lagen im Mittel bei 60 %.

100007 S37a p.o.

8000 50 mg/kg
100 mg/kg
6000+ A ® 150 mg/kg

4000- }
2000

15min 7h 15min 7h
Tag1 Tag 5
Zeit nach taglicher Applikation

Plasmakonzentration
von S37a (ng/ml)

Abb. 33. Pharmakokinetik nach wiederholter Applikation hoherer oraler S37a-Dosierungen. Den Tieren wurde
Uber funf Tage einmal tdglich S37a oral (p.o.) verabreicht. An Tag 1 und 5 wurde anschlieBend nach 15 Minuten und 7
Stunden die Plasmakonzentration gemessen. Ab einer Dosis von 100 mg/kg Kérpergewicht stieg die mittlere Plasma-
konzentration iber 3000 ng/ml, bei 150 mg/kg auf etwa 6000 ng/ml nach 7 Stunden. Am flinften Tag lag die Plasma-
konzentration bei allen Dosierungen im Mittel unter 1000 ng/ml. Die Datenpunkte zeigen Mittelwerte und Standardab-
weichungen von drei Mausen.
Diese Ergebnisse zeigen, dass durch die orale Gabe von 150 mg/kg in Médusen Plasmakonzentra-
tionen in der Néhe der ICs von S37a erreicht werden konnen. Diese Konzentrationen werden
jedoch bei taglicher Gabe nicht iiber eine Dauer von fiinf Tagen aufrechterhalten.

Unabhingig von den beschriebenen Studien wurde, ebenfalls von der Pharmacelsus GmbH,
die Plasma-Proteinbindung von S37a in gepooltem Mauseplasma bestimmt. Sie betrug 94 % und

war damit hoher, als die der Referenzverbindung Warfarin (88 %).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der hoch selektive TSHR-Antagonist S37, insbesondere seine
strukturelle Interaktion mit dem Rezeptor und sein therapeutisches Potenzial fiir die Endokrine
Orbitopathie (EO), im Detail charakterisiert. Die Uberaktivierung des TSHR durch aktivierende
Autoantikorper (TSAb) spielt eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese der EO (Bahn,
2015). Die derzeitige Therapie der EO erfolgt nicht kausal am TSHR und ist daher oft langwierig,
komplex und mit chirurgischen Eingriffen verbunden (Eckstein et al., 2016). Die Inhibition der
Uberaktivierung direkt am TSHR stellt einen zentralen Ansatzpunkt fiir die Entwicklung einer
verbesserten Therapie der EO dar und war darum die Motivation fiir die Durchfithrung eines
zellbasierten Hochdurchsatz-Screenings fiir TSHR-Antagonisten in unserer Arbeitsgruppe.
Durch das Screening und anschlieflende stereoselektive Synthese wurde der TSHR-Antagonist
§37 identifiziert, welcher nicht die homologen Gonadotropin-Rezeptoren FSHR und LHCGR
inhibierte (Hoyer, 2014). Im Gegensatz zu anderen bisher beschriebenen TSHR-Antagonisten
(Ubersicht: Krause, Marcinkowski, 2018) stellte dies einen Vorteil dar, weil bei der Entwicklung
eines potenziellen Arzneistofts die zu erwartenden Nebenwirkungen auf das gonadotrope Sys-
tem vermieden werden. Die vorliegende Arbeit erweitert das bisherige Wissen tiber S37 um Er-
gebnisse zu Potenzial und Limitationen von S37 fiir die EO-Therapie. Dabei ist vor allem her-
vorzuheben, dass das proof of principle erbracht wurde, dass S37 die TSHR-Aktivierung durch
monoklonale TSAb und durch TSHR-aktivierende Seren von EO-Patienten hemmte. Die Sub-
stanz inhibierte auch den murinen TSHR und die Aktivierung eines murinen TSAb. Zudem
zeigten initiale Pharmakokinetik-Studien in Méusen, dass bei oraler Gabe voriibergehend phar-
makologisch wirksame Plasmaspiegel erreicht wurden, was die Eignung von S37 fiir die Durch-
tihrung kurzfristiger in-vivo-Studien darlegt.

Zusitzlich zu den krankheitsrelevanten Fragestellungen wurde die Bindungsstelle von S37 an
der Schnittstelle der Ektodoméne und der Transmembrandoméne (TMD) des TSHR identifi-
ziert. Durch die experimentelle Charakterisierung der S37a-TSHR-Kontakte in Verbindung mit
dem TSHR-Homologiemodell konnte dieses verfeinert werden. Dies ermoglichte ein detaillier-
tes Verstandnis der intramolekularen Signalweiterleitung an der extrazelluldren Helix der Hinge-
Region (EH) iiber internen Agonisten im Zusammenspiel mit den extrazelluldren Loos (ECL)
zur TMD. Zunéchst wurde mithilfe trunkierter TSHR-Konstrukte sowie mittels LRRD/Hinge-
TMD-Chimidren von TSHR und FSHR die Bindungsstelle von S37 auf die TMD eingegrenzt,
womit die vorherige Vermutung, dass S37 an der Ektodoméne oder sogar LRRD bindet, wider-
legt wurde. Die Substanz wurde in die beiden Enantiomere getrennt. Dadurch konnte gezeigt
werden, dass nur das aktive Enantiomer S37a am TSHR wirkt und eine stirkere Hemmung der
TSH-induzierten Aktivitit des TSHR aufweist, als das Racemat. Das gegenteilige Enantiomer
S37b ist nahezu inaktiv. Die absolute Konfiguration der Struktur von S37a wurde initial durch
eine Kombination aus CD-Spektroskopie und -Vorhersage mittels DFT-Berechnungen vorher-

gesagt und spéter unabhingig davon mittels Rontgenkristallografie bestatigt.
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Durch die Untersuchung der Wirkungen von S37a auf bekannte konstitutiv aktivierende Mu-
tationen (CAM) und neutrale Mutationen des TSHR konnte in Verbindung mit Docking-Stu-
dien eine Bindungsstelle zwischen dem extrazelluldren Loop (ECL) 1, dem internen Agonisten
und der extrazelluliren Helix (EH) identifiziert werden. Zusammen mit in dieser Arbeit durch-
gefithrten Struktur-Funktionsanalysen (SAR) wurden die Grundlagen fiir die Entwicklung wei-

terer selektiver TSHR-Antagonisten mit hoherer Affinitit geschaffen.

4.1 Eingrenzung der Bindungsstelle von S37a

Ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor (GPCR) kann die Informationen verschiedener Liganden
oder Ligandenkonzentrationen integrieren und durch sehr spezifische Konformationsanderun-
gen unterschiedliche intrazelluldre Effektoren, wie G-Proteine, B-Arrestine und GPCR-Kinasen
bzw. zum Teil deren jeweilige Isoformen ansteuern (Manglik, Kruse, 2017; Reiter et al., 2017;
Wang et al., 2018). Nur fiir wenige GPCR sind Kristallstrukturen sowohl im inaktiven, als auch
im aktiven Zustand bekannt und fiir die spezifischen Konformationen, die fiir G-Protein- oder
B-Arrestin-Selektivitit (biased signalling) verantwortlich sind, sind Strukturdaten kaum verfiig-
bar (Manglik, Kruse, 2017). Fiir Glykoproteinhormon-Rezeptoren (GPHR) wie TSHR liegt keine
Kristallstruktur fiir die Transmembrandomine vor. Insbesondere im Gegensatz zu GPCR mit
kleinen Liganden, die in der Transmembrandomine (TMD) binden, ist der Mechanismus der
Rezeptoraktivierung in GPHR durch die extrazellulire Bindung des Glykoproteinhormons ver-
schieden: Die Ektodomiéne wirkt als inverser Agonist auf die TMD (Vlaeminck-Guillem et al.,
2002). Durch die Bindung des Hormons wird diese Inhibition aufgeldst und der Rezeptor wird,
vermittelt tiber die extrazelluldre Helix (EH) der Hinge-Region sowie den internen Agonisten,
welche uber Disulfidbriicken verbunden sind, aktiviert (Briiser et al., 2016; Ho et al., 2001, 2008;
Kleinau et al., 2008; Krause et al., 2012).

4.1.1 Allosterische Wirkungen von S37 am gesamten TSHR

Zu Beginn der Arbeit wurde vermutet, dass S37 kompetitiv zu bTSH wirkt (Hoyer, 2014; siche
Abb. 2 B), was bedeutet, dass bTSH in hoheren Konzentrationen trotz Anwesenheit von S37 die
maximale cAMP-Akkumulation induzieren konnte, S37 also moglicherweise vom Rezeptor ver-
drangt. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass S37a die B-Arrestin-1-
Rekrutierung nichtkompetitiv zu bTSH hemmte (Abb. 27), was zeigt, dass S37a auch bei hohen
TSH-Konzentrationen eine Wirkung am Rezeptor haben kann, also nicht von bTSH verdringt
wird. Dabei wurde es als vernachldssigbar angenommen, dass cAMP mit dem Racemat S37 und
die B-Arrestin-1-Rekrutierung mit dem aktiven Enantiomer S37a durchgefithrt wurde. Es
konnte auf der anderen Seite auch bestitigt werden, dass S37a seinerseits radioaktives bTSH
nicht vom TSHR verdrangt (Abb. 13).

Bei der Schild-Regression wird die ECso-Verschiebung gegen die Antagonisten-Konzentration
aufgetragen und eine lineare Kurvenanpassung durchgefiihrt (Arunlakshana, Schild, 1959), wo-

bei ein Anstieg von 1 auf kompetitiven Antagonismus hinweist. Die Schild-Regression wurde
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zuvor fiir S37 und bTSH anhand von cAMP-Messungen berechnet (Hoyer, 2014). Der Anstieg
der Geraden betrug 1,33 (siehe Abb. 34). Passt man die Kurve mit einem Anstieg von 1,0 an
(gestrichelte Linie) folgt die ECso-Verschiebung bei den hochsten S37-Konzentrationen (38 und
50 uM) nicht dem Trend. Die ECso-Werte dndern sich geringfligiger (Anstieg< 1) und wiirden
wahrscheinlich iiber 50 uM S37 ein Limit erreichen.

Das Erreichen der maximalen Rezeptoraktivitit in Anwesenheit des Antagonisten sowie eine
Rechtsverschiebung der ECs sind nicht ausreichend, um Kompetitivitit zu beweisen (Christop-
oulos, Kenakin, 2002). Auch bei allosterischen Modulatoren kann die maximale Rezeptoraktivi-
tat erreicht werden, wobei anhand der Abweichung von der Schild-Regression ermittelt werden
kann, ob zwischen den beiden Liganden positive oder negative Kooperativitit vorliegt (Ehlert,
1988). Ein Abflachen der Kurve, wie es sich fiir S37 in Abb. 34 andeutet, sprache fiir negative
Kooperativitit, was bedeuten wiirde, dass hohere S37-Konzentrationen die Affinitiat von TSH

reduzieren, obwohl beide Liganden an verschiedenen Stellen binden.

1.0
0.8
L 067
S 0.4-
- ) Anstieg 1,33
0.2
0.0 T T T .
-5.0 -4.5 -4.0
S37a (log M)

Abb. 34. Schild-Regression fiir die Interaktion von $37 und bTSH am TSHR. ECso-Verschiebung der bTSH-Konzent-
rations-Wirkungskurven fiir die cAMP-Akkumulation in HEK-TSHR-Zellen durch verschiedene Konzentrationen S37.rist
der Quotient der ECso mit S37 und der ECso ohne S37. Gezeigt ist die lineare Kurvenanpassung (Anstieg 1,33) im Ver-
gleich zum Anstieg eines idealen kompetitiven Antagonisten (Anstieg 1, gestrichelt). Die Fehlerbalken geben Stan-
dardfehler der ECso, ermittelt aus Konzentrations-Wirkungs-Kurven mit 8 Punkten in Doppelbestimmung, an (Abb. ge-
andert aus der Dissertation von Hoyer, 2014).

Die Abweichungen von der idealen Schild-Regression sind zwar subtil und beweisen fiir sich
betrachtet keine allosterische Wirkung; da jedoch in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, dass
837 an der TMD des TSHR bindet, ist eine negative Kooperativitiat zwischen der Bindungsstelle
von $37 an der TMD und der von TSH an der Ektodoméne (mdglicherweise vermittelt iber den
internen Agonisten und die extrazellulare Helix) wahrscheinlich.

Im Gegensatz zur cAMP-Akkumulation nimmt die maximale B-Arrestin-1-Rekrutierung mit
steigenden S37a-Konzentrationen ab. Diese nichtkompetitive Wirkung liefe sich erklaren, wenn
man verschiedene intramolekulare Signal-Pfade fiir G, und B-Arrestin 1 annimmt (Abb. 35). Da
sich durch cAMP-Messungen an TSHR-Varianten gezeigt hat, dass S37a wahrscheinlich in der
Nihe des internen Agonisten bindet (Abb. 15 und 16), wire es méoglich, dass die Gs-Rekrutierung
iber diesen Pfad induziert wird. Die enge Assoziation des internen Agonisten iiber Disulfide zur

EH und LRRD konnten an dieser Stelle eine durch diese Strukturbestandteile vermittelte negativ

89



Diskussion

kooperative Wirkung von S37 und TSH hervorrufen, wahrend die -Arrestin-1-Rekrutierung
wie bei GPCR vermutet iiber andere spezifische Konformationsainderungen (Manglik, Kruse,

2017) hervorgerufen wird, die durch andere TSH-Kontaktstellen ausgelost werden.
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Abb. 35. Schematische Darstellung maglicher raumlich getrennter intramolekularer Signal-Pfade fiir Gs und §-
Arrestin 1 im TSHR. Der griin gestrichelte Pfad 16st die Kopplung von Gs aus. S37a kdnnte in die an diesem Pfad betei-
ligten Strukturen, wie den internen Agonisten und die extrazelluldre Helix (EH) sterisch beeinflussen und so die nega-
tive Kooperativitdt zu TSH bewirken. Der blau gestrichelte Pfad induziert die 3-Arrestin-1-Rekrutierung tber andere
Kontaktstellen von TSH, die nicht kooperativ mit der Bindung von S37a in Verbindung stehen.

Die verschiedenen pharmakologischen Muster konnten auch durch Unterschiede der cAMP-
und B-Arrestin-Signaltransduktion von internalisierten TSHR hervorgerufen werden (Calebiro
etal., 2009; Neumann et al., 2010), da S37 aufgrund dessen Lipophilie im Gegensatz zu TSH auch
an bereits internalisierte TSHR binden konnte.

Es wurde beschrieben, dass die maximale Wirkung des orthosterischen Liganden erst dann
durch allosterische Modulatoren herabgesetzt wird, wenn die Rezeptorreserve erschopft ist (Ste-
phenson, 1997). Die Unterschiede konnten daher auch Artefakte durch die Verwendung der
verschiedenen Zelltypen sein (Die TSHR-Expression in U20S-TSHR/BArr-Zellen war im Ver-

gleich zu HEK-TSHR-Zellen etwas niedriger, siche Abb. 26).

4.1.2 Allosterische Wirkungen von S37 an trunkierten TSHR-Konstrukten

Die durch den niedermolekularen Agonisten C2 induzierten N-terminal trunkierten TSHR-
Konstrukte wurden ebenfalls durch S37 inhibiert. Damit wurde bestitigt, dass die Bestandteile
der Ektodomane nicht unbedingt notwendig fiir die Bindung der Substanz sind, S37 also an der
TMD des TSHR bindet (Abb. 8). In einem unabhéngigen Versuchsaufbau auf Grundlage von
TSHR-FSHR-Chimaéren mit jeweils vertauschtem LRRD- bzw. Hinge-TMD-Bereich wurde auch
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fir das aktive Enantiomer S37a bestitigt, dass es nicht an der TSHR-LRRD bindet. Dass die Plas-
mamembran-Expression solcher TSHR-Konstrukte sowie deren Funktionalitit im Sinne der G-
Signaltransduktion erhalten bleibt, wurde zuvor in anderen Publikationen gezeigt (TSHR-Trun-
kierungen: Neumann et al., 2009; Vlaeminck-Guillem et al., 2002; TSHR-FSHR-Chiméren:
Schaarschmidt et al., 2014). Dies war Voraussetzung fiir die Behandlung mit den jeweiligen Lig-
anden und konnte in dieser Arbeit bestétigt werden (Abb. 6, 10 und 11). Die Chimére aus der
gesamten TSHR-Ektodoméne und der FSHR-TMD konnte aufgrund der zu geringen Plasma-
membran-Expression nicht verwendet werden (Schaarschmidt et al., 2014). Das trunkierte Kon-
strukt GFGQ-TSHR entspricht anndhernd der B-Untereinheit des TSHR, wie sie nach intramo-
lekularer Spaltung und Abstof3ung der A-Untereinheit auf der Oberflache von Thyreozyten vor-
kommt und deren Funktionalitit betreffend der cAMP-Basalaktivitat bekannt ist (Rapoport,
McLachlan, 2016, 2018). Das Konstrukt KNQK-TSHR war ebenfalls in der Lage, G; zu aktivie-
ren, war jedoch am schwiéchsten an der Plasmamembran exprimiert (Abb. 6 C). Alle trunkierten
Konstrukte hatten eine verringerte Plasmamembran-Expression, wahrscheinlich durch ver-
mehrte Fehlfaltung, die durch das Qualitats-Kontrollsystem des frithen zelluldren Sekretionswe-
ges erkannt werden (Anelli, Sitia, 2008). Der Grund fiir die erhohte ICso, also verringerte Affinitéit
von S37 im kiirzesten Konstrukt EDI im Vergleich zu KNQK- und GFGQ-TSHR konnte einer-
seits sein, dass in EDI-TSHR der interne Agonist nicht vollstindig vorhanden ist und dessen
Struktur so verdndert ist, dass S37 nicht optimal binden kann oder andererseits, dass die Ami-
nosdure E404 direkt vor dem internen Agonisten fehlt. Diese wurde als eine der beiden wahr-
scheinlichen polaren Kontakte identifiziert und wire demnach fiir die optimale Bindung von
S37 notig (Abb. 16). Allerdings war in allen trunkierten Konstrukten die Affinitdt von S37 hoher,
als im wt-TSHR. Moglicherweise erlauben die trunkierten TSHR einen erleichterten den Zugang
von S37 zur idealen Bindungsstelle zur Herstellung des inaktiven Zustands des Rezeptors. Der
Grund dafiir konnte die EH sein, welche in den trunkierten TSHR fehlt und im Gegensatz dazu
im wt-TSHR den Zugang von S37 in die optimale Bindungsposition stort. Das wiirde bedeuten,
dass S37 zwar Kontakt zur Ektodoméane (wahrscheinlich zur EH) hat, diese jedoch nicht zur Af-
finitat von S37 beitragt. In diesem Zusammenhang wire es plausibel, dass S37 die inhibierende
Funktion der Ektodoméne auf die TMD (Vlaeminck-Guillem et al., 2002) in geringem Mafle
authebt, wodurch der schwache partielle Agonismus der Substanz zu erkldren ist, der in den
trunkierten TSHR fehlt (Abb. 7 B). Im wt-TSHR konnte eine sterische Wirkung von S37 zu einer
Verschiebung der EH fiihren, welche vermittelt tiber die Disulfidbriicke C283-C398 (Ho et al.,
2001, 2008) die Bindung von TSH indirekt beeinflusst. Dies wiirde den beobachteten negativ
kooperativen Effekt von S37 auf bTSH (Abb. 34) unterstiitzen.

Fiir den allosterischen Agonisten C2 ist bekannt, dass er in der allosterischen Bindungstasche
des TSHR zwischen TMH 3, 5 und 6 bindet (Neumann et al., 2016), analog zur urspriinglichen
orthosterischen Bindungstasche Rhodopsin-dhnlicher GPCR (Wacker et al., 2017). S37 wirkt
nichtkompetitiv zu C2, was vorher am gesamten TSHR gezeigt wurde (Hoyer, 2014; Abb. 2C)
und in der vorliegenden Arbeit am trunkierten TSHR-Konstrukt EDI, das nur aus der TMD und
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einem Teil des internen Agonisten besteht, bestétigt wurde (Abb. 9 A). Dies deutet darauf hin,
dass an der TMD eine zweite allosterische Bindungstasche vorhanden sein muss. Diese An-
nahme wird dadurch unterstiitzt, dass die Affinitdt von C2 durch die Verkiirzung der TSHR-
Ektodomaine nicht verindert wurde (Abb. 7 C), wie es bei S37 der Fall war (Abb. 8), C2 also im
Gegensatz zu S37 nicht in direktem Kontakt mit der Ektodomaéne ist. Zusdtzlich wurde gezeigt,
dass der inverse Agonist Antag3, ein Derivat des allosterischen Agonisten C2, kompetitiv zu die-
sem wirkt (Abb. 9 B), was die Validitat des Kompetitivitats-Assays in EDI-TSHR unterstiitzt.
Die Schild-Regression mit einem Anstieg von 0,92 ist sehr dhnlich zu einem idealen kompetiti-
ven Antagonisten (Abb. 36). Interessanterweise ist die erste ECso-Verschiebung negativ, das
heifdt geringe Antag3-Konzentrationen haben einen positiv kooperativen Effekt auf die C2-Affi-
nitit. Es wire moglich, dass dieses Phdnomen iiber TSHR-Homodimere, oder ~Oligomere aus-
gelost wird. Der TSHR di- oder oligomerisiert wahrscheinlich iiber die TMD und im Fall von
TSH ist bekannt, dass sich dessen Bindung an einem Protomer negativ kooperativ auf die TSH-

Bindung an dem/den anderen Protomer/en auswirkt (Urizar et al., 2005; Zoenen et al., 2012).

37 Anstieg 0,92
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Abb. 36. Schild-Regression fiir die Interaktion von Antag3 und C2 am trunkierten TSHR-Konstrukt EDI. ECso-Ver-
schiebung der bTSH-Konzentrations-Wirkungskurven flr die cAMP-Akkumulation in HEK-TSHR-Zellen durch verschie-
dene Konzentrationen Antag3. r ist der Quotient der ECso mit Antag3 und der ECso ohne Antag3. Gezeigt ist die lineare
Kurvenanpassung (Anstieg 0,92) im Vergleich zum Anstieg eines idealen kompetitiven Antagonisten (Anstieg 1, gestri-
chelt). Diese sind sehr dhnlich. Die ECso und Standardfehler wurden aus den Konzentrations-Wirkungs-Kurven in Abb.
9B ermittelt.

4.1.3 TSHR-S37a-Interaktion in CAM

Fiir einige GPCR wurden negative allosterische Modulatoren (NAM) identifiziert, die nicht in
der Bindungsstelle zwischen den TMH binden, sondern an allosterischen Bindungsstellen an der
TMD, z.B. Cyclopamin am Smoothened-Rezeptor an der extrazelluliren Seite der TMH 1, 6
und 7 (Weierstall ef al., 2014) und BPTU am P2Y,-Rezeptor an der Grenzfliche zwischen TMD
und Membran (Zhang et al., 2015; Uberblick: Wacker et al., 2017). Fiir den TSHR waren ver-
gleichbare Bindungsstellen bisher nicht bekannt.

Um die unbekannte Bindungsstelle fiir S37a niher einzugrenzen, wurden TSHR-Varianten
mit verschiedenen konstitutiv aktivierenden Mutationen (CAM) in der TMD, den ECL und der
Hinge-Region mit der Substanz behandelt. Unabhéngig davon, dass Mutationen die Struktur des

verdndern konnen, induzieren CAM aktive Konformationen des Rezeptors, sodass dieser ohne
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die Bindung von Agonisten intrazelluldre Signalwege anschaltet (Kleinau, Biebermann, 2014).
Da TSHR-CAM in den ECL und der Hinge-Region besonders stark von S37a inhibiert wurden
(Abb. 15), konnte angenommen werden, dass die Substanz in dieser Region die intramolekulare
Signalweiterleitung behindert, wihrend dies bei CAM in der TMD nicht der Fall war. Durch die
Eingrenzung der Bindungsregion konnte die Kristallstruktur des aktiven Enantiomers S37a, die
zu der Zeit bereits zur Verfiigung stand, in das TSHR-Modell zwischen ECL1 und internem
Agonisten gedockt werden (Abb. 16 A). Dies war plausibel, weil sich in rdumlicher Néhe die
getesteten CAM $281 in der EH, N406D im internen Agonisten und I486F im ECL 1 befanden,
tiir die auch eine entscheidende Rolle in der Signalweiterleitung von der Ektodoméne zur TMD
nachgewiesen wurde (Kleinau et al., 2008; Krause et al., 2012; Schaarschmidt et al., 2016).

Da S37a selbst ein partieller Agonist ist, konnte die cAMP-Akkumulation bei der Testung der
CAM auch ohne TSH-Behandlung gemessen werden, was die Anzahl anderer einflussnehmen-
der Groflen reduzierte. Da die CAM aber selbst die Funktion des TSHR stark beeinflussen, ist
der Versuch dadurch limitiert, dass die Art und Weise, wie S37a in die verdnderte Funktion ein-
greift, schwer vorherzusagen ist. Eine mogliche Erklarung fiir die Beobachtungen an den stark
von S37a inhibierten CAM S281Q, N406D, 1486F, 1568T und V656F konnte sein, dass diese Po-
sitionen im wt-TSHR fiir die enge Interaktion der antagonistisch wirkenden Ektodoméne mit
der TMD verantwortlich sind (Schaarschmidt et al., 2016; Vlaeminck-Guillem et al., 2002).
Durch die CAM wird diese Interaktion gelockert, wodurch S37a moglicherweise relativ unge-
hindert in seine ,,optimale” Bindungsposition gelangen kann. Dadurch wird die Substanz zum
inversen Agonisten, dhnlich wie in den trunkierten TSHR ohne komplette Ektodomane.

Auf die CAM L645V hatte S37a kaum Einfluss, was fiir einen Verlust einer Kontaktstelle zur
Substanz an dieser Position sprechen kénnte; da sich L645 jedoch im TSHR-Modell nicht in der
Néhe zu S37a befindet, wird dies nicht angenommen. In allen anderen CAM in der TMD verhielt
sich $37a wie im wt-TSHR als partieller Agonist, weswegen hier keine Interaktion angenommen
wurde. Die zuvor beschriebene erh6hte Basalaktivitat fiir R310C (Russo et al., 2000), wurde in

unserem Versuch nicht bestdtigt, wie auch Mueller et al., 2009 gezeigt haben.

4.2 Verifizierung der Bindungsstelle von S37a mittels
modellgestiitzter Mutagenese

4.2.1 Docking-Position von S37a im trunkierten TSHR-Konstrukt EDI
Anhand der Docking-Position von $37a im initialen TSHR-Modell (Abb. 16 A) wurden verschie-

dene Positionen fiir die Mutagenese ausgewahlt, die in raumlicher Néhe zu S37a lagen, wie E404
(Hinge-Region), H478, E480 (TMH2/ECL 1) und Y414 (interner Agonist) oder weiter entfernt,
aber an der Grenzfliche von TMD und Ektodomaéne lagen (S567, ECL2 und S657, ECL 3). Da
die mutierten TSHR-Varianten E404A und H478A nicht mehr durch S37a inhibiert werden
konnten (Abb. 16 B), wurden diese als mogliche Kontaktpunkte fiir S37a identifiziert. Zunachst
wurde das TSHR-Modell fiir die TSHR-TMD entsprechend dem trunkierten Konstrukt EDI in
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Verbindung mit der Docking-Position von S37a verfeinert, da die Substanz auch in diesem Kon-
strukt ohne Ektodomane aktiv war (Abb. 37). Die Substanz ist eingebettet zwischen ECL 1 und
internem Agonisten und liegt in rdumlicher Nahe zu 1486 im ECL 1 und wahrscheinlich zu 1568
im ECL2, deren CAM stark von S37a inhibiert wurden. Eine polare Interaktion zwischen dem
Amin von S37a und Histidin H478 ist dargestellt. In EDI-TSHR ist der interne Agonist nur un-
vollstindig vorhanden und das direkt davor gelegene E404 fehlt. Das konnte der Grund fiir die
geringere Affinitdt von S37a in EDI-TSHR im Vergleich zu GFGQ- und KNQK-TSHR sein, wo
E404 vorliegt. Dennoch unterstiitzt das Modell, dass S37a auch ohne die Ektodoméne an der
TSHR-TMD (inklusive eines Teilstiickes des internen Agonisten, griin in Abb. 37) binden kann.

Zusitzlich ist erkennbar, dass die Bindungsstelle von S37 nicht mit der bekannten allosteri-
schen Bindungsstelle (dunkelblau in Abb. 37) iiberlappt, die der orthosterischen Bindungstasche
anderer GPCR entspricht und auflerdem nicht den Bindungsstellen anderer NAM in anderen
GPCR &dhnelt (Wacker et al., 2017).

K660,
allosterisehe; %

gstasche N v ,’&\’
A ’\ ByS
ARD) 7

Abb. 37. Docking von S37a in das Homologiemodell des trunkierten TSHR-Konstrukts EDI. S37a (violett) befindet
sich in einer Bindungstasche an der extrazelluldren Seite der TMD zwischen den ECL 1 (cyan) und 2 (hellbraun) sowie
dem Teil des internen Agonisten (griin) ab E409 und interagiert mit H478 am Ubergang von ECL 1 zur TMH 2. Die Bin-
dungsstelle Giberlappt nicht mit der bekannten allosterischen Bindungstasche des PAM C2 (blau). Die Positionen fiir
CAM* 1486 im ECL 1 und 1568 im ECL 2, die besonders stark von S37a inhibiert werden befinden sich in rdumlicher Nahe.
Das TMD-Modell wurde mit dem Fragment-basierten Modelling-Server GPCR-SSFE erstellt (Worth et al., 2017).

Die fiir die Identifizierung der Bindungsstelle ausgewdhlten Mutationen fiihrten nicht zu einer
Erhohung der cAMP-Basalaktivitit und waren durch bTSH aktivierbar (siehe Anhang 7.4). Man
kann also erwarten, dass die Konformation des TSHR bis auf die Punktmutationen erhalten
blieb, sodass die fehlende Wirkung von S37a in E404A und H478A in erster Linie auf den Aus-

tausch der entsprechenden Aminoséduren zuriickzufiihren ist.
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4.2.2 Die S37a-Position im Gesamt-TSHR-Modell

Das zusammengesetzte Homologiemodell des Gesamt-TSHR in Abb. 38 enthilt zusétzlich zum
TMD-Modell die TSHR-Ektodomine basierend auf der Kristallstruktur des FSH/FSHR-Kom-
plexes (Jiang et al., 2012) und prézisiert die Bindungstasche von S37a. Darin sind die beiden
polaren Kontakte zu den TSHR-spezifischen Aminosduren E404 und H478 realisiert, was die
hohe Selektivitit von S37a fiir den TSHR (Abb. 25) trotz der Nahe zu dem in GPHR konservier-
ten internen Agonisten (Briiser ef al., 2016) erklirt. Der LHCGR und der FSHR weisen an den
entsprechenden Stellen ein Alanin und ein Lysin auf. Die Néhe des TSHR-spezifischen E404 zu
den CAM-Positionen N406, 1486 und S281 konnte auflerdem eine Erklarung fiir die relativ hohe
Basalaktivitit des TSHR im Vergleich zu LHCGR und FSHR, sowie fiir die partialagonistische
Wirkung von S37a sein. Der Grund fiir die hohe Basalaktivitit des TSHR ist nicht eindeutig ge-
klart und wahrscheinlich auf verschiedene Strukturen in den ICL, der TMD und der Ektodo-
mane zuriickzufithren (Kleinau, Biebermann, 2014).

Das Gesamt-TSHR-Modell enthélt auch die EH, welche ebenfalls die Bindungstasche von
S37abegrenzt. Der Phenylring 2 von S37a (Vgl. Abb. 17) hat unmittelbaren Kontakt zur EH, was
erklaren konnte, dass Substitutionen an diesem Phenyl die agonistische Aktivitidt von S37-Deri-
vaten verstarken (Abb. 19). Vielleicht greift dieser Phenylring in das aromatische Netzwerk um
S281 durch den Kontakt zu Y279 (EH) und Y481 (ECL1) ein, zusitzlich zum Kontakt zu H478,

welches auch als Teil dieses Netzwerkes vermutet wird (Jaeschke et al., 2006).
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Abb. 38. Das Gesamt-TSHR-Modell im inaktiven Zustand mit einer prizisierten Konformation des Ubergangs
von der Ektodoméne zur TMD und einer Bindungstasche fiir S37a. Links: TSH (hellgriin) bindet an der LRRD (hell-
braun) und Hinge-Region (blau), S37a (violett) wurde in eine allosterische Bindungsstelle zwischen Hinge-Region und
TMD (grau) gedockt. A: Hinge-TMD-Ubergang: Die extrazelluldre Helix (EH, graublau) ist {iber eine Disulfidbriicke mit
dem internen Agonisten (griin) verbunden und interagiert auch mit dem ECL 1 (cyan). Der interne Agonist befindet
sich zwischen den ECL 1 und 2 und den extrazelluldren Bereichen von TMH 1,2 und 7. Die Aminosduren 5281 (EH), N406
(interner Agonist), 1486 (ECL 1), 1568 (ECL 2, hellbraun), V656 (ECL 3, rosa), deren CAM* besonders stark von S37a inhi-
biert werden, sind als Kalottenmodell dargestellt und befinden sich in rdumlicher Néhe zur S37a-Docking-Position. S37a
hat polare Kontakte zu E404 und H478. Die beiden entsprechenden Alanin-Mutationen kdnnen nicht von S37a inhibiert
werden. B: Darstellung der Bindungstasche von S37a, eingebettet zwischen EH, ECL1 und internem Agonisten. Der
interne Agonist interagiert wahrscheinlich Gber E409 und D410 mit K660 an der TMH 7, wie bei Briser et al., 2016 vor-
geschlagen. Fir das Gesamt-TSHR-Modell wurde das TMD-Modell (Abb. 37) sowie das zuvor generierte und publizierte
Modell der Ektodomane mit TSH verwendet (Kleinau et al., 2013), das auf den FSHR/FSH-Kristallstrukturen (PDB-Codes:
4AY9 und 4MQW; Jiang et al., 2012) basiert.

Das Vorhandensein einer moglichen Bindungsstelle in der Nahe des internen Agonisten wird
dadurch gestiitzt, dass es moglich ist, den TSHR mit dem synthetischen Peptid FNPCEDIMGY
zu aktivieren, das der Sequenz des internen Agonisten entspricht (Briiser et al., 2016). Moglich-
erweise bindet es an derselben Stelle, wie S37a. Da dieses Peptid jedoch nur in sehr hohen Kon-
zentrationen wirkt und keine Sittigung der Gs-Aktivierung zu erreichen ist, konnen keine

cAMP-Messungen zur Untersuchung zur der Kompetitivitdt von diesem Peptid mit S37a durch-

gefithrt werden.
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4.3 Die intramolekulare Signalweiterleitung an der
Schnittstelle von Ekto- und Transmembrandomane

Durch die Wirkung von S37a in mutierten TSHR konnte im Zusammenhang mit der vorgeschla-
genen Docking-Position der Substanz das Modell der Schnittstelle von Ektodomadne und TMD
prézisiert werden. Insbesondere das Zusammenspiel der extrazelluldren Helix der Hinge-Region
(EH, P280 bis N288), des internen Agonisten (F405 bis Y414) und des Ubergangs der TMH 2
zum ECL1 (H478 bis 1486) wird darin deutlich (Abb. 38).

Die EH ist tiber eine Disulfidbriicke (C283-C398) auf der einen Seite mit dem zwolften paral-
lelen B-Strang verbunden, der sich an die B-Faltblatt-Struktur der LRRD anschlieft. Auf der an-
deren Seite ist sie tiber das direkt benachbarte Cystein C284 durch eine Disulfidbriicke zu C408
mit dem internen Agonisten verbunden (Ho et al., 2001, 2008; Briiser et al., 2016). Die entschei-
dende Rolle der EH (auch pivotal helix oder converging helix) als Dreh- und Angelpunkt, an dem
die extrazelluldren TSHR-aktivierenden Signale konvergieren wurde bereits zuvor durch Muta-
tionsdaten und Homologiemodelle bestatigt (Kleinau et al., 2017; Krause et al., 2012).

Die raumliche Nahe von S281 (EH) zu einem Netzwerk aromatischer Aminosiuren in ECL 1
wurde bereits aus funktionellen Untersuchungen (Jaeschke et al., 2006) und zu 1486 (ECL 1) aus
Crosslinking-Studien (Schaarschmidt et al., 2016) geschlossen. In unserem TSHR-Modell sind
diese Strukturmerkmale realisiert (Abb. 38) und es zeigt dariiber hinaus, dass S37a als NAM iiber
dessen Phenylring 2 (Abb. 39) mit Y481 und Phenylring 1 zusétzlich mit 1486 interagiert. Damit
wird sowohl fiir das aromatische Netzwerk als auch fiir 1486, dessen CAM I1486F durch S37a
stark inhibiert wird, die Bedeutung fiir die intramolekulare Signalweiterleitung bestatigt.

Zusitzlich zu $281Q und I486F inhibierte S37a auch die CAM N406D (interner Agonist),
I568T (ECL2) und V656F (ECL 3) stark (Abb. 15). Diese Daten unterstiitzen das TSHR-Modell,
in dem der interne Agonist zwischen den ECL eingebettet ist und wahrscheinlich fiir Koopera-
tivitat aller drei ECL (Kleinau et al., 2008) verantwortlich ist. Die exakte strukturelle Einbindung
des ECL3 in den Aktivierungsmechanismus ist nicht eindeutig, jedoch interagieren E409 und
D410 im internen Agonisten wahrscheinlich mit K660 an der extrazelluldren Seite der TMH 7,
das entscheidend fiir die Rezeptoraktivierung ist (Claus et al., 2005) und V656 im ECL 3 befindet
sich in unmittelbarer Nahe dazu (Vgl. Abb. 38 A und B).

Einige Ergebnisse zum partiellen Agonismus von S37a lassen sich durch das TSHR-Modell
und die Docking-Position nicht vollstandig erklaren. Beispielsweise fehlte im murinen TSHR der
Gs-abhéngige Partialagonismus, dhnlich wie in den trunkierten TSHR (Vgl. Abb. 31 B und Abb.
7B), jedoch zeigt das Alignment der Sequenzen von humanem und murinem TSHR (siehe An-
hang 7.2) in der Umgebung der identifizierten Bindungstasche von S37a keine Unterschiede.
Auch fiir die G- und B-Arrestin-1-Signaltransduktion war S37a kein Agonist (Abb. 29 und 27).
Warum der S37a-induzierte Agonismus anscheinend durch eine spezifische Interaktion der Sub-
stanz mit der humanen TSHR-Ektodomane ausgelost wird und nur die cAMP-Akkumulation
betrifft, konnte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein und zusétzlich entscheidend fiir die
hohe TSHR-Selektivitit der Substanz sein.
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Die Ergebnisse tragen auch zum Verstdndnis der intramolekularen Signalweiterleitung in den
anderen GPHR bei, in denen der interne Agonist konserviert ist und die durch das Peptid
FENPCEDIMGY aktiviert werden konnen (Briser et al., 2016). Das spricht dafiir, dass auch im
FSHR und LHCGR eine vergleichbare Bindungstasche vorhanden ist, die jedoch durch spezifi-
sche umgebende Aminosduren selektiv durch Liganden angegriffen werden konnte, wie die
S37a-TSHR-Interaktion verdeutlicht. Allerdings sind die Auswirkungen durch die Intervention
in diesem evolutionar fein abgestimmten System schwer vorherzusagen. Da die EH im Zusam-
menspiel mit dem internen Agonisten sowohl wie ein Agonist als auch wie ein inverser Agonist
wirken kann (Vlaeminck-Guillem et al., 2002), ist moglicherweise auch die Entwicklung reiner
Agonisten und reiner Antagonisten an dieser Stelle erschwert, wie auch die SAR-Untersuchun-
gen der vorliegenden Arbeit gezeigt haben.

Die Erkenntnisse zur intramolekularen Signaltransduktion im TSHR lassen sich wie folgt zu-
sammenfassen: Durch die Bindung von TSH an die LRRD und sTyr in der Hinge-Region des
TSHR kommt es zur Delokalisierung der EH (Hinge), vermittelt iiber die kovalente Verbindung
zwischen C398 (LRRD) und C283 (EH). Da die EH gleichzeitig iiber C284-C408 kovalent mit
dem internen Agonisten verbunden ist, wird in der Folge auch dessen Konformation beeinflusst.
Die Aminosiuresequenz des internen Agonisten ist unmittelbar vor der TMH 1 lokalisiert und
ist strukturell zwischen den drei extrazellularen Schleifen eingebettet. Dadurch werden die kon-
formationellen Anderungen kooperativ auf die TMD {ibertragen und das Signal wird anschlie-
Bend zur intrazelluldren Seite des Rezeptors weitergeleitet. In der gefundenen Bindungstasche
zwischen EH, ECL1 und dem internen Agonisten interferiert der NAM S37a in diese intramo-
lekulare Aktivierungskaskade des TSHR.

4.4 Struktur-Funktions-Beziehungen

4.4.1 S37-Enantiomere

Die Stereoisomere der im Hochdurchsatz-Screening identifizierten Substanz S4 hatten eine ge-
streckte (S36) und eine gebogene Konformation (S37). S36 war am TSHR inaktiv (Dissertation
Hoyer, 2014; Marcinkowski et al., 2019). Es ist moglich, dass die gebogene Struktur von S37 eine
Voraussetzung war, um in die enge Bindungstasche zwischen der EH, dem interne Agonisten
und insbesondere der TMH 2 zu passen (Abb. 38 B). S37 wurde in die beiden Enantiomere ge-
trennt, wobei nur fiir S37a eine Wirkung auf den TSHR bestitigt werden konnte. Durch sterische
Behinderung des Phenylrings 2 (Vgl. Abb. 17) sowie der ggf. geinderten hydrophilen Interaktion
mit H478 kann S37b wahrscheinlich nicht binden. Fiir den PAM C2, welcher in der bekannten
allosterischen Bindungstasche zwischen den TMH bindet, sind ebenfalls die Enantiomere ge-
trennt worden, wobei beide den TSHR aktivierten, jedoch mit unterschiedlicher ECs, (Neumann
et al., 2016). Das C2-Enantiomer E2 hatte eine 2,5-fach niedrigere ECs fiir die cAMP-Akkumu-
lation, als das Racemat C2; das Enantiomer E1 eine etwa 5-fach hohere.

Die Trennung von S37a fiihrte zu einer Verbesserung der ICs von 28 auf ca. 20 uM, was wahr-

scheinlich auf die hohere Konzentration des aktiven Enantiomers zuriickzufithren ist. Diese ICsg
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liegt in einem &hnlichen Bereich, wie die, anderer bekannter TSHR-Antagonisten, wie Antag3
(Neumann et al., 2014) und K14 (Latif et al., 2016). Eine nanomolare Affinitait wurde mit Aus-
nahme des nicht-selektiven Org274179-0 (Van Koppen et al., 2012) nur bei TSHR-PAM identi-
fiziert (Ubersicht: Krause, Marcinkowski, 2018).

4.4.2 S37-Derivate und -Analoga

Fiir die SAR-Untersuchungen wurde S37 zuerst gezielt an den Phenylringen substituiert, spater
wurden kommerziell erhéltliche S37-Analoga mit weiteren funktionellen Gruppen an der Phe-
nylringen untersucht, und schliefSlich wurden in einem dritten Schritt S37-dhnliche Verbindun-
gen synthetisiert, deren Heterozyklus verdndert war. Insgesamt wurden 49 verschiedene Sub-
stanzen auf ihren antagonistischen und agonistischen Effekt auf die TSHR-G,-Aktivierung un-
tersucht (Anhang 7.1). Dabei wurden die zwei Verbindungen S90 und S166 identifiziert, die in
einer Konzentration von 50 uM einen dhnlich starken Antagonismus aufwiesen, wie S37 und
S37a (Abb. 18 und 21 A). Jedoch wurde kein starkerer TSHR-Antagonist identifiziert. Die wich-
tigsten Struktur-Funktionsbeziehungen sind in der Abb. 39 dargestellt.

Fiir S90 wurde die ICso bestimmt, die mit 25 uM dhnlich der von S37a (21 uM) war. S90 besitzt
mit einer zusdtzlichen Methylgruppe am Phenylring 1 nur eine gering verdnderte Struktur zu
§37. Da §90 als Racemat vorlag, ist es moglich, dass das aktive Enantiomer eine etwas hohere
Affinitat, als das aktive S37-Enantiomer S37a besitzt. Andere Substitutionen am Phenyl 1 fithrten
zu einer verringerten agonistischen Aktivitit; lediglich eine Trifluormethylgruppe oder kleine
Substitutionen in para-Stellung werden toleriert. Aus der vorgeschlagenen Bindungstasche fiir
S37a (Abb. 38 B) geht hervor, dass bei Aufrechterhaltung des polaren Kontaktes des Pyrrolidin-
Stickstoffs zum Glutamat E404 der Raum um den Phenylring 1 begrenzt ist. Substitutionen am
Phenylring 2 fithrten meistens zu einem starkeren Agonismus, z.B. bei S$123 mit einer Methoxyg-
ruppe in para-Position. Im TSHR-Modell wire dies mit einer zusétzlichen Beeinflussung von
EH und internem Agonisten zu erkldren, die wahrscheinlich auch ohne Substituenten, wie bei
S37a selbst, fiir die schwache agonistische Wirkung verantwortlich ist (Abschnitt 4.2).

Die Verbindung S166 war ein dhnlich starker Antagonist, wie S37a, allerdings auch ein ver-
gleichsweise starker Agonist (Abb. 21). Der a-, f- und y-Ring sowie Phenyl 2 von S37 wurde
erhalten. Der y-Ring enthielt ein zusdtzliches Stickstoffatom und der §-Ring fehlte. Stattdessen
enthielt die Substanz ein Methylpyridin in para-Stellung zum Phenyl 2. Die ansonsten identische
Substanz S165 enthielt statt des Methylpyridins einen Phenylring und hatte interessanterweise
kaum Wirkung am TSHR. Moglicherweise spielt die veranderte Elektronenverteilung im Aro-
maten bei einer n-n-Wechselwirkung des Pyridins mit dem Histidin H478 eine Rolle fiir die
hohere Aktivitit der Verbindung S166 (Liao et al., 2013). Die Substanz S66 hatte trotz eines stark
veranderten Indol-Heterozyklus (y/8-Ringe) ohne Heteroatome mit 25 % bei 50 uM einen deut-
lichen antagonistischen Effekt auf den TSHR. Eine Erklirung dafiir wére, dass ohne Hete-

roatome durch die fehlende spezifische Interaktion mit Histidin H478 zwar die Affinitét verrin-
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gert war, aber durch ein vergrofiertes konjugiertes m-System (zusatzliche Doppelbindung, Struk-
turformel s. Tabelle 9) die Wechselwirkung mit dem aromatischen Netzwert am ECL 1 (Jaeschke
et al., 2006) insgesamt verstarkt war.

Auch komplexere Modifikationen der y/5-Ringe, wie bei der Substanz S161 werden zum Teil
toleriert. Die Docking-Position von S37a im TSHR-Modell deutet ebenfalls an, dass die Bin-
dungstasche in diese Richtung gedfinet ist und hier ggf. weitere Modifikationen zur Erh6hung
der Affinitdt méglich sind. Ob ein Aromat analog zu Phenyl 2 notwendig ist, kann nicht sicher
gesagt werden, weil alle untersuchten Verbindungen in diesem Bereich mindestens einen aro-
matischen Ring besaflen.

Insbesondere bei den kommerziell erhdltlichen Verbindungen war die Stereochemie nicht
klar definiert. Die fiir das Projekt synthetisierten Substanzen lagen in der Regel als Racemate vor.
Es ist auch festzuhalten, dass die exakte Positionierung von S37a im TSHR sowie die Konforma-
tion der Bindungstasche durch das TSHR-Homologiemodell nicht mit Sicherheit vorhergesagt
werden kénnen. Zudem sind funktionelle Untersuchungen durch Mutationen in diesem fiir die
intramolekulare Signalweiterleitung sensiblen Bereich anfillig fir Artefakte durch indirekte Ein-
flisse auf die Proteinstruktur. Bindungsversuche mit radioaktiv markierten Substanzen wiirden
ggt. eine unverfilschtere Einschdtzung der Affinitét erlauben. Die Tritium-Markierung hatte den
Vorteil, die Chemie der Substanz nicht zu verdndern, ist aber wahrscheinlich aufgrund der ge-
ringen spezifischen Radioaktivitdt fiir Liganden mit mikromolarer Affinitit nicht geeignet
(Bylund et al., 2004).

wichtig fir
Agonismus, der
durch Substituen-
ten verstarkt wird

o |;|§

begrenzter starre, gebogene  verschiedene Modifikationen
Raum, kleine Konformation moglich, polares Heteroatom
para-Substituenten wichtig fur wahrscheinlich fiir Kontakt zu
maoglich Aktivitdatam TSHR  H478 benatigt

fur Antagonismus moglicher-
weise ein Aromat notig

Abb. 39. Zusammenfassung der wesentlichen Struktur-Funktions-Beziehungen. Die farbigen Strukturbestand-
teile von S37a wurden fiir SAR-Untersuchungen verdndert (Details s. Abb. 17).

Ahnliche Untersuchungen wie diese fiir niedermolekulare TSHR-Liganden wurden fiir Derivate
des PAM C2 beschrieben (Huang et al., 2010). Verschiedene Substitutionen fiithrten zur Gene-
rierung von anderen Agonisten, neutralen Antagonisten oder inversen Agonisten, wie Antag3
(Neumann et al., 2014). Im Gegensatz zu Liganden der Bindungstasche in der TMD scheint es

fir die neu identifizierte Bindungstasche von S37a schwieriger zu sein, den Agonismus und den
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Antagonismus zu trennen. Fiir die EO-Therapie konnte es jedoch vorteilhaft sein, den TSHR
nicht komplett zu blockieren, sondern die physiologisch wichtige Basalaktivitit aufrecht zu er-
halten (Davies, Latif, 2015).

Die Struktur-Funktionsbeziehungen, die aus den Ergebnissen der S37-Derivate und —-Analoga
abgeleitet wurden, sind in Abb. 39 zusammengefasst. Wahrend am Phenylring 1 (rot in Abb. 39)
wenig Spielraum fiir Veranderungen besteht, deuten Substitutionen am Phenylring 2 (griin) da-
rauf hin, dass dieser fiir den Partialagonismus von S37a verantwortlich ist. Polare Atome im In-
dol-Heterozyklus (y/8, blau) sind wahrscheinlich fiir die hydrophile Interaktion mit dem TSHR
verantwortlich. Mindestens ein Aromat in diesem Bereich konnte notwendig fiir die Interaktion
mit aromatischen Aminosduren in der Hinge-Region, im ECL 1 und im internen Agonisten sein.
Norbornen (f) und Pyrrolidindion (a) bewirken die starre, gebogene Struktur von S37a, welche
wahrscheinlich fiir die selektive Wirkungsweise der Substanz in der Bindungstasche am TSHR

entscheidend ist.

4.5 Potenzial von S37a fiir die Entwicklung einer EO-Therapie

Aktuell ist fiir die EO keine zugelassene pharmakologische Therapie verfiigbar, die permanenten
Defekten, wie Exophthalmus und die Fibrose der Augenmuskeln verhindern oder reduzieren
und die Orbitachirurgie ersetzen kann (Eckstein et al., 2016). Am TSHR sind niedermolekulare
Antagonisten neben blockierenden Immunglobulinen ein wichtiger Ansatz zur Intervention in
die Pathogenese der EO (Davies, Latif, 2019). Andere Ansitze verfolgen die Inhibition des
IGF-1-Rezeptors (IGF-1R; Smith et al., 2017) sowie der Lymphozyten-Infiltration der Orbita
(Plohn et al., 2018). Aufgrund des komplexen Krankheitsgeschehens in der Orbita ist moglich-
erweise das Eingreifen in mehr als einen dieser Prozesse notwendig fiir eine zufriedenstellende
Therapie (Bahn, 2015). Auch fiir die Behandlung der Basedow-Hyperthyreose besteht Bedarf an
neuen TSHR-Antagonisten, um seltene aber schwerwiegende Nebenwirkungen der Thyreosta-
tika zu vermeiden. Nach Davies, Latif, 2015 sollte das ideale Hyperthyreose-Therapeutikum
1.) die normale Schilddriisenfunktion erhalten, 2.) sicher sein, auch wahrend der Schwanger-
schaft, 3.) auf den pathophysiologischen Mechanismus der Krankheit abzielen und 4.) nicht teu-
rer, als aktuell verfiigbare Arzneimittel sein.

S37a ist eine wertvolle Leitstruktur, da sie einige dieser Eigenschaften im Grundsatz besitzt,
sodass diese bei der Weiterentwicklung eines hochaffinen TSHR-Antagonisten beibehalten wer-
den konnen. S37a greift tiber den TSHR spezifisch in den Pathomechanismus der EO ein und
besitzt durch den schwachen partiellen Agonismus das Potenzial, eine normale Schilddriisen-
funktion aufrechtzuerhalten. Erste in-vivo-Untersuchungen an Mausen zeigten trotz hoher Do-
sierungen keine toxischen Wirkungen, reproduktionstoxikologische Untersuchungen liegen je-
doch noch nicht vor. Uber die Kosten einer Therapie ldsst sich erst etwas sagen, wenn ein hoch-
affiner TSHR-Antagonist vorliegt, der fiir die klinische Testung infrage kommt. Die kostenin-

tensive Trennung der Enantiomere ldsst sich wahrscheinlich vermeiden, wenn das inaktive
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Enantiomer keine unerwiinschten Wirkungen zeigt oder ggf. optimieren, wie es fiir den chiralen

Histamin-H;-Rezeptor-Antagonisten Cetirizin beschrieben wurde (Svecovd, Petr, 2019).

4.,5.1 Bestatigung der TSHR-Selektivitat
S37 war der erste beschriebene TSHR-Antagonist, der ausschlieSlich den TSHR und nicht die

homologen Gonadotropin-Rezeptoren inhibierte (Hoyer, 2014). Diese Eigenschaft wurde in der
vorliegenden Arbeit fiir das aktive Enantiomer S37a bestitigt (Abb. 24). Die drei untersuchten
S37-Derivate mit Substitutionen an den Phenylringen S79, 90 und 125 waren genauso TSHR-
selektiv. Dies unterstiitzt die vorgeschlagene Bindungsstelle von S37a im TSHR-Modell (Abb.
38), da die beiden polaren Kontakte zu den TSHR-spezifischen Aminosduren E404 und H478
theoretisch auch von den Derivaten eingegangen werden konnen. Interessanterweise lief3 sich
der minimale agonistische Effekt von S37a auf den LHCGR nicht durch S90 auslésen, obwohl
diese am TSHR, wie S37a, auch ein schwacher Agonist war (Abb. 25). Kreuzreaktionen mit den
anderen GPHR sind auch in dieser Bindungstasche nicht vollstindig auszuschlief3en, insbeson-
dere weil der unmittelbar angrenzende interne Agonist in den humanen GPHR identisch ist
(Briiser et al., 2016).

Die Verbindung Antag3 zeigte eine Kreuzreaktion mit dem FSHR, was zuvor beschrieben
wurde (Neumann et al., 2014). K14 war in der vorliegenden Arbeit ein nicht-selektiver Antago-
nist aller drei GPHR. Dies stimmt nicht mit der Literatur tiberein: Bei Latif et al., 2016 hatte K14
eine TSHR-Priferenz, allerdings wurde die cAMP-Akkumulation in drei verschiedenen Zellty-
pen gemessen (eine stabile TSHR-CHO-Zelllinie, eine stabile LHCGR-HEK-Zelllinie und eine

endogen FSHR exprimierende murine Sertoli-Zelllinie).

4.5.2 Proofof Principle

S37ainhibierte am TSHR neben dem Hormon bTSH und dem PAM C2 auch die G;-aktivierende
Wirkung der monoklonalen stimulierenden Antikdrper (TSAb) M22 (human) und KSAbl
(murin) sowie TSHR-aktivierende Patientenseren ex vivo in HEK-TSHR-Zellen (Abb. 22 und
23). TSAb in Hyperthyreose-Patienten sind wahrscheinlich oligoklonal (McLachlan, Rapoport,
1996). Insofern ist es entscheidend fiir einen niedermolekularen Wirkstoff, allosterisch zu wir-
ken, da ein kleines Molekiil wahrscheinlich nicht in der Lage ist an verschiedenen Epitopen des
Rezeptors die Bindung von TSAb kompetitiv zu hemmen (Davies, Latif, 2015). Daher war es
wichtig zu zeigen, dass S37a nicht, wie zuerst vermutet kompetitiv zu bTSH wirkt (Abb. 2), son-
dern bTSH nicht vom Rezeptor verdriangt (Abb. 13) und in einer allosterischen Bindungstasche
in der TSHR-Transmembrandomine (TMD) bindet (Abb. 8, 9, 11, 27, 34, 37). Auf diese Weise
ist es zu erklaren, dass S37a diverse TSAb hemmen kann, was die Anwendbarkeit von S37a fiir
die Intervention in den EO-Pathomechanismus im Grundsatz beweist (proof of principle). Den-
noch wurden nicht alle TSHR-aktivierenden Patientenseren gleich stark inhibiert. In der Abb.
40 sind die cAMP-Werte nach TSHR-Stimulation in HEK-Zellen durch verschiedene Patienten-
seren aus Abb. 23 sortiert nach dem klinischen Status der Patienten (Angaben von Prof. Dr. Anja

Eckstein, Universititsklinikum Essen). Insbesondere die TSHR-Aktivierung durch Seren schwer
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erkrankter Patienten wird im Mittel deutlich reduziert (schwarze Punkte), wiahrend in leichten
Féllen (grau) TSHR-AKktivitat (ca. 25 pmol cAMP pro Well) erhalten bleibt. Dies entspricht etwa
der partialagonistischen Wirkung von S37a (Abb. 4 C). Das spricht fiir das Potenzial von S37a
bzw. S37a-Derivaten mit hoher Affinitat fiir die Therapie schwerer EO, mit dem Vorteil, dass
eine normale oder eventuell nur noch leicht erhohte Schilddriisenaktivitit erhalten bleibt. Bei
milder EO ist die Supplementation mit Selen sowie ggf. voriibergehende Therapie mit Gluko-

kortikoiden meist ausreichend (Eckstein et al., 2016).
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Abb. 40. S37a-Wirkung auf Patientenserum bei milder und schwerer EO. Stabil transfizierte HEK-TSHR-Zellen wur-
den mit TSHR-aktivierenden Seren von EO-Patienten in 10-facher Verdiinnung und mit S37a bzw. DMSO behandelt
und die cAMP-Akkumulation mittels RIA gemessen. Die Mittelwerte der in Abb. 23 dargestellten Messungen wurden
nach klinischem Status der entsprechenden Patienten gruppiert. Die Linie in der Punktwolke ist der Median der loga-
rithmisch dargestellten Werte.

Die unterschiedlich starke TSHR-Aktivierung durch die Seren kann nicht nur durch Antikorper
mit verschiedenen Paratopen und Affinititen, sondern auch durch verschiedene Antikérpertiter

ausgelost werden (Kahaly, Diana, 2017). Dies wurde nicht naher charakterisiert.

4.5.3 Bedeutung der 3-Arrestin-1-Inhibition

S37a besafl nur geringe funktionelle Selektivitat (ligand bias), inhibierte also die drei fiir den
TSHR beschriebenen Signalwege G, Gq und B-Arrestin 1 mit dhnlicher Potenz (ICso ca. 20 uM
fiir Gs und Gq sowie 4 uM fiir B-Arrestin 1; s. Abb. 4, 29 bzw. 27).

Vor allem die B-Arrestin-1-abhédngige Aktivierung des MAP-Kinase-Signalweges ERK 1/2 ist
wahrscheinlich involviert in der Knochenhoméostase durch die Induktion wichtiger Knochen-
markergene in Osteoblasten (Boutin et al., 2014). Daher besteht die Moglichkeit, dass funktionell
nicht-selektive TSHR-Antagonisten, wie S37a, welche die f-Arrestin-1-Rekrutierung inhibieren,
sich als Hyperthyreose-Arzneistoff negativ auf die Knochenhomdostase auswirken. Der leichte
Bias von S§37a fiir die B-Arrestin-1-Rekrutierung konnte diese Wirkung sogar verstarken.

Bei bestehender Hyperthyreose wird durch die TSAb der Riickkopplungs-Mechanismus zur
Hypophyse verstarkt, wodurch weniger TSH ausgeschiittet wird (Burch, Cooper, 2015). Es wird
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angenommen, dass bei Hyperthyreose die B-Arrestin-1-Wirkungen von TSH in Osteoblasten
tehlen, was zu verstirkter Osteoklastenaktivitdt und Knochenabbau bei Morbus-Basedow-Pati-
enten fiithrt (Abe et al., 2003; Baliram et al., 2011; Boutin et al., 2014). Dass der TSAb M22 B-Ar-
restin-1 nur schwach aktiviert (Abb. 28), konnte stellvertretend fiir andere TSAb stehen, was
erklart, warum das fehlende TSH im Knochen nicht durch TSAb kompensiert werden kann. In
diesem Fall hitte S37a bei der Behandlung einer Hyperthyreose zwar keinen positiven, aber auch
keinen zusitzlichen negativen Effekt auf die Knochenhomdoostase, da die Substanz die basale
B-Arrestin-1-Rekrutierung kaum beeinflusst (Abb. 27 A).

Der kiirzlich publizierte Agonist TSHR-PAM D3-BArr, der ausschliefSlich die p-Arrestin-1-
Rekrutierung, jedoch nicht die cAMP-Bildung aktiviert, konnte hingegen als Therapie einer Hy-
perthyreose-induzierten Osteoporose eingesetzt werden (Neumann et al., 2018). Interessanter
ist es jedoch, die Entwicklung eines TSHR-NAM anzustreben, der einerseits cAMP inhibiert und

andererseits gleichzeitig die B- Arrestin-1-Rekrutierung nicht beeinflusst oder sogar aktiviert.

4,5.4 Die Anwendbarkeit von S37a in vivo

In der initialen Pharmakokinetik-Studie in SWISS-(CD-1)-Mausen hatte S37a eine orale Biover-
fiigbarkeit von 53 % sowie eine Eliminationshalbwertszeit von etwa 3 Stunden (Abb. 32 und An-
gang 0). Dies sind im Vergleich mit zugelassenen Arzneistoffen fiir andere GPCR, wie z.B. 3-Ad-
renozeptor-Antagonisten, iibliche Werte (Aktories et al., 2013, S.175) und damit vielverspre-
chend fiir die Anwendung von S37a in vivo. Nach wiederholter oraler Applikation von S37a
wurden anfangs pharmakologisch wirksame Plasmakonzentrationen im zweistelligen mikromo-
laren Bereich erreicht, nach finf Tagen taglicher oraler Applikation war die Plasmakonzentra-
tion jedoch deutlich reduziert (Abb. 33). Dies spricht fiir einen hohen First-Pass-Effekt (Meta-
bolisierung der enteral resorbierten Substanz bei der ersten Passage der Leber), wie er beispiels-
weise auch bei den lipophileren f-Adrenozeptor-Antagonisten Carvedilol und Propanolol beo-
bachtet wird (Aktories et al., 2013). Wahrscheinlich tritt der starke First-Pass-Eftekt bei S37a erst
nach der Induktion Fremdstoff-metabolisierender Enzyme in der Leber auf (Klaassen, 2008, Ka-
pitel 6), sodass die Plasmakonzentration erst nach wiederholter Gabe abfillt. Dies spricht fiir die
Anwendbarkeit von S37a in kurzfristigen Hyperthyreose-Modellversuchen in vivo iiber wenige
Tage, wie sie beispielsweise fiir den TSHR-NAM Antag3 beschrieben wurden (Neumann et al.,
2014). Da die Méuse in den Modellversuchen aus London und Essen (Moshkelgosha et al., 2013;
Berchner-Pfannschmidt et al., 2016) bzw. Miinchen (Ungerer et al., 2017) die EO-Pathologie
erst nach mehrmaliger Immunisierung iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen ausbilden,
ist eine kurzfristige Anwendung von S37a wahrscheinlich nicht wirkungsvoll. In diesem Zusam-
menhang ist auch zu bedenken, dass die ICs, von S37a im murinen TSHR etwas hoher ist, als im
humanen TSHR (Abb. 31 B).

Der Anteil von S37a, der an Plasmaproteine gebunden war, war mit 94 Prozent relativ hoch.
Die Referenzsubstanz Warfarin hatte eine Plasma-Protein-Bindung von 88 Prozent. In der Lite-

ratur sind dafiir 99 Prozent angegeben (Rote Liste, 2017). Die starke Plasma-Protein-Bindung
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von S37a hat zwar den Nachteil, dass eine geringere Konzentration am Wirkort erreicht wird,
aber den Vorteil, dass die Elimination verlangsamt ist. Allerdings konnen bei einem hohen First-
Pass-Effekt auch an Plasmaproteine gebundene Wirkstoffe schnell metabolisiert werden (Akto-
ries et al., 2013, S.45).

Da die Affinitat von S37a am TSHR wahrscheinlich zu gering ist und die notwendige Dosie-
rung zu hoch, um eine Anwendung am Menschen zu rechtfertigen, miisste, um eine nanomolare
Affinitat zu erreichen, die Struktur von S37a weiter optimiert werden. Dadurch wiirden sich
wahrscheinlich auch die pharmakokinetischen Parameter verdndern. Eine geringere Dosierung
hétte wahrscheinlich eine schwichere Induktion Fremdstoff-metabolisierender Enzyme und so-
mit moglicherweise einen schwicheren First-Pass-Effekt zur Folge. Die Reduktion des First-
Pass-Effekts um nur 10 % von 90 auf 80 % fiihrt zu einer Verdopplung der Bioverfiigbarkeit eines
Wirkstoffes von 10 auf 20 % (Aktories et al., 2013, S.65). Alternativ konnte das S37a-Metaboli-
tenspektrum untersucht werden, um kausale Molekiilmodifikationen abzuleiten, welche die Me-
tabolisierung beispielsweise durch Cytochrom-P-450-Monooxygenasen (CYP450) herabsetzen.

Die Pharmakokinetik eines potenziellen hochaffinen S37a-Derivats lasst sich schwer vorher-
sagen und miisste erneut untersucht werden. Vor einer Zulassung fiir die klinische Priifung an
Menschen sind weitere praklinische Untersuchungen zur Pharmakokinetik vorgeschrieben, die
insbesondere auch Spezies-Unterschiede beriicksichtigen (Europiische Arzneimittel-Agentur,
2009).

Bisherige Toxizitats-Tests in HEK-Zellen des Racemats S37 (Hoyer, 2014) sowie die wieder-
holte Applikation von S37a an Mausen (Abb. 33) haben keine Hinweise auf toxische Wirkungen

gezeigt, sodass eine Weiterentwicklung der Leitverbindung vielversprechend ist.

4.6 Fazit

Aktuell befinden sich verschiedene kausale Therapieansitze fiir die EO in der Entwicklung. Der
IGF-1-Rezeptor-blockierende Antikorper Teprotumumab zeigte in einer Phase-2-Studie bereits
deutliche Wirkung, insbesondere bei der Reduktion des Exophthalmus, fithrte jedoch nicht bei
allen Patienten zu einer vollstindigen Remission (Smith et al., 2017). Der TSHR-blockierende
Antikorper K1-70 bewirkte bei einer Schilddriisenkarzinom-Patientin eine Verbesserung der as-
soziierten Orbitopathie und befindet sich momentan in einer Phase-1-Studie (Furmaniak et al.,
2018). Speziell die Augenmuskelfibrose entsteht bei der EO relativ schnell und ist irreversibel
und ist zudem hauptsachlich TSHR-abhéngig (Zhang et al., 2014), sodass nicht geklart ist, ob die
Intervention in die Signaltransduktion einer der beiden Rezeptoren ausreichend ist, oder ob ggf.
eine Kombinationstherapie notwendig ist.

Weitere Therapie-Ansitze sind von der TSHR-LRRD abgeleitete Peptide zur Induktion von
Toleranz des Immunsystems gegeniiber TSHR (Faflbender et al., 2019) sowie die Inhibition des
S1P;-Rezeptors zur Reduktion der Lymphozyten-Infiltration in die Orbita (Plohn, 2019).

Die Verwendung von funktionalen Antikorpern als Biopharmazeutika zur Behandlung der

EO hat den Vorteil einer sehr hohen Spezifitit fiir das Zielprotein, ihre Entwicklung fiir eine
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relativ seltene Krankheit, wie der EO wurde jedoch bisher als zu kostspielig angesehen (Davies,
Latif, 2015). Die Moglichkeit seltener, aber schwerer Reaktionen, wie Anaphylaxie im Laufe der
klinischen Priifung (Reynolds et al., 2013), spricht zusatzlich dafiir, parallel die Entwicklung nie-
dermolekularer (small molecule) negativ allosterischer Modulatoren (NAM) zu betreiben. Die
relativ einfache Herstellung, die Moglichkeit fiir chemische Modifikationen sowie ggf. der Vor-
teil oraler Applikation sind weitere Argumente fiir deren Entwicklung (Davies, Latif, 2015).
Mehrere Arbeitsgruppen beschaftigen sich zurzeit mit der Entwicklung von NAM fiir den
TSHR, darunter die Gruppe von Marvin C. Gershengorn und Susanne Neumann an den Natio-
nal Institutes of Health (Bethesda, USA) und die Gruppe von Terry F. Davies und Rauf Latif an
der Icahn School of Medicine at Mount Sinai (New York, USA). In verschiedenen Hochdurch-
satz-Screenings wurden die Verbindungen Antag3 (Neumann et al, 2014), K14 (Latif et al,
2016) sowie in unserer Arbeitsgruppe die Substanz S37 (Hoyer, 2014) identifiziert. Das in der
vorliegenden Arbeit charakterisierte aktive Enantiomer S37a ist ebenfalls ein mikromolarer
TSHR-NAM mit dem Potenzial, zu einem hochaffinen nanomolaren NAM weiterentwickelt zu
werden. Mit S37 und S37a wurden vier wichtige Etappenziele erreicht: 1.) einen hochselektiven
Antagonisten zu identifizieren, der die homologen Gonadotropin-Rezeptoren nicht inhibiert 2.)
der in ex-vivo-Versuchen die erhhte TSHR-Aktivierung durch Seren von EO-Patienten redu-
ziert, 3.) der in ersten in-vivo-Untersuchungen zur Pharmakokinetik in Médusen zumindest kurz-
fristig eine geeignete orale Bioverfiigbarkeit gezeigt hat und nicht toxisch war. 4.) Die fiir S37a
vorgeschlagene Bindungsstelle am TSHR, die im Gegensatz zu Antag3 oder K14 an der Grenz-
fliche zwischen Transmembran- und Ektodoméne liegt, erofinet die Moglichkeit, im Zusam-
menhang mit den Erkenntnissen aus den Struktur-Funktions-Beziehungen der S37-Analoga,
durch rationales Wirkstoffdesign weitere hochaffine, TSHR-selektive Verbindungen zu synthe-

tisieren, die fiir die klinische Priifung geeignet sind.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Liste aller getesteten Substanzen

Tabelle 10. Strukturformeln und Wirkungen auf die cAMP-Akkumulation, sortiert nach der Substanznummer.
Zu jeder Substanz sind die antagonistische Wirkung (% Inhibition bei 50 uM Substanz in Anwesenheit von 2 mlU/ml
bTSH) und die agonistische Wirkung (als n-Faches der Basalaktivitat bei 50 uM Substanz ohne TSH) angegeben. Fiir S37
sind die Strukturformeln beider Enantiomere dargestellt. Bei Substanzen, wo die Stereochemie nicht klar definiert war,
sind die Keilstriche nicht eingezeichnet. Fiir S79 bis S128 ist nur ein Enantiomer dargestellt, auch wenn sie als Racemat
(rac) vorlagen.
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7.2 Sequenz-Alignment des murinen und humanen TSHR
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7.3 Pharmakokinetik-Parameter von S37a

Tabelle 11. Bericht der Pharmakokinetik-Parameter nach einmaliger Applikation von S37a (Vgl. Abb. 32).

Tierart Maus

Stamm SWISS (CD1)

Geschlecht mannlich

Korpergewicht (g) 38-43

Testobjekt S37a

Molekulargewicht 460,1

Applikationsart iv. p.o.
Vehikel DMSO/PEG400 (20:80) 1% Tween 80 in 0,5% MC
Dosierung (mg/kg) 2,5 10
Volumen (ml/kg) 2 10

PK Software Kinetica 5.0 Kinetica 5.0
Cpo (ng/ml) 871,3 -

Crnax (ng/ml) s 540,9

tmax (h) B 013

C, (ng/ml) 42 0,4

t, (h) 7,0 24,0

t122 (h) 1,2 2,9
AUCo.-(ng % h/ml) 464 999
AUCo(ng x h/ml) 472 1000
9%AUCexira 2 0

f 1,0 0,53

F (%) 100 53,0

V, (I/kg) 9,32 21,88

CL (I/(h*kg)) 5,30 5,30

Vz/f (I/kg) . 41,27

CL/f (/(h*kg)) - 9,998
Legende

Cpo initiale berechnete Konzentration

Crnax maximale Konzentration

tmax Zeit bis zur maximalen Konzentration

C letzte analytisch quantifizierbare Konzentration

t; Zeit bis zur Probe mit der letzten analytisch quantifizierbaren Konzentration
ti22 Halbwertszeit am Ende der Konzentrations-Zeit-Kurve
AUCo-z Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve bis zur Zeit t,
AUCo- extrapolierte Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve bis unendlich
9%AUCextra prozentualer Anteil der AUC nach t; zur gesamt-AUC

f Bioverfuigbarkeit

F (%) Bioverfligbarkeit in Prozent

\' Verteilungsvolumen

CL Gesamt-Clearance

Vo/f nicht auf die Bioverfligbarkeit normiertes Verteilungsvolumen
CL/f nicht auf die Bioverfiigbarkeit normierte Clearance
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7.4 bTSH-Konzentrations-Wirkungskurven der TSHR-Mutanten zur
Identifizierung der Bindungsstelle von S37a

HEK-Zellen wurden transient mit TSHR-Mutanten mit extrazellulirem FLAG- und intrazellu-
lirem GFP-Tag transfiziert. Die cAMP-Akkumulation wurde mittels Radioimmunoassay ge-

messen. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte und Standardabweichungen von Dreifachbe-

stimmungen.
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7.7 Abkiirzungsverzeichnis

Einbuchstabencode der Aminosduren

A Alanin
C  Cystein
D  Aspartat
E

Glutamat

AG

AP

AS
ATP
bp

BP
CAM
cAMP
CD

CH
CHO
cpm
CRE
CREB
C-Terminus
CYP450
Da
DFT
dpm
ECso, ECso
ECL
EH
EMA
EO
ERK
FSHR
GO
(E)GFP
GPCR
GPHR
GRK
HEK

Threonin

Valin

F Phenylalanin K Prolin
G  Glycin L

H  Histidin M

Lysin

Leucin Glutamin

Methionin Arginin Tryptophan

w O o
< = < 4+

| Isoleucin N  Asparagin Serin Tyrosin

Arbeitsgruppe

Alkalische Phosphatase

Aminosdure(n)

Adenosintriphosphat

Basenpaare

Bandpass

konstitutiv aktivierende Mutation(en)

zyklisches Adenosinmonophosphat

Zirkulardichroismus

converging helix, sieche EH

chinese hamster ovary (Zelllinie aus Ovarien des chinesischen Hamsters)
counts (Zahler) pro Minute

cAMP-response element

CRE-bindendes Protein

Carboxyterminus

Cytochrom-P450-Monooxygenase

Dalton

Dichtefunktionaltherorie

disintegrations (Zerfille) pro Minute

mittlere bzw. 80-prozentige effektive Konzentration

extrazellulare Schleife (extracellular loop)

extrazelluldre Helix der Hinge-Region (TSHR: Y270PSHCCAFs6)
Europdische Arzneimittel-Agentur

endokrine Orbitopathie, auch Ophthalmopathie (Graves’ orbitopathy)
extracellular signal-related kinase

Follitropin-Rezeptor

Graves’ Orbitopathy, auch Ophthalmopathy (endokrine Orbitopathie)
(enhanced) green fluorescent protein

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Glykoproteinhormon-Rezeptoren

GPCR-Kinasen

human embryonal kidney (Zelllinie HEK-293T aus embryonalen Nierenzellen)
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HHT-Achse
HPLC
HRMS
ICso
ICH

IP

IP;

IU

KG
LHCGR
LP
LRRD

MAP-Kinase

N-Terminus

NFAT
NMR
PA-S
PCR
PI3K
PKA
rac.
RIA
R-PE
rpm
SDS-PAGE
SML
SP

T;

Ty
TMD
TMH
TRH
TSAb
(b)TSH
TSHR

WB

Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Achse

high-performance liquid chromatography (Hochleistungsfliissigchromatografie)

hochauflésende (high resolution) Massenspektrometrie
mittlere inhibitorische Konzentration

International Conference on Harmonisation
Immunprazipitation

Inositoltrisphosphat

internationale Einheiten

Korpergewicht
Lutropin-Choriongonadotropin-Rezeptor

Langpass

leucine-rich repeat domain

mitogen-activated protein kinase

Aminoterminus

nuclear factor of activated T-cells

Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance)
Protein-A-Sepharose

Polymerase-Kettenreaktion
Phosphatidylinositol-3-Kinase

Proteinkinase A

Racemat

Radioimmunoassay

R-Phycoerythrin

Runden pro Minute (bei der Zentrifugation)
Natrium-(sodium)-dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
small molecule ligands (niedermolekulare Liganden)
Signalpeptid (Signalsequenz)

Triiodthyronin

Tetraiodthyronin (Thyroxin)
Transmembrandomine

Transmembranhelix

Thyreoliberin (thyrotropin releasing hormone)
Thyreoidea-stimulierende(r) Antikorper

(bovines) Thyreotropin (Thyreoidea-stimulierendes Hormon)
Thyreotropin-Rezeptor

Enzymeinheit

Wildtyp

Western Blot
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