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Abstract: Kernrezeptoren spielen bei einer Vielzahl physiolo-
gischer Prozesse eine entscheidende Rolle und stellen wichtige
Zielstrukturen in der modernen Wirkstoff-Forschung dar. Die
Aktivitit von Kernrezeptoren lisst sich durch niedermoleku-
lare Verbindungen wie Hormone und Wirkstoffe regulieren,
die entweder als Agonisten oder als Antagonisten an den Re-
zeptor binden. Die Bindung dieser Liganden fiihrt zu Kon-
formationsinderungen des Rezeptors, die von entscheidender
Bedeutung fiir dessen Aktivitit sind. Das Ziel dieser Arbeit war
die Entwicklung einer Methode zur Detektion von Kon-
formationsinderungen des Ostrogenrezeptors. Dieses FLiN-
Assay-Verfahren (,, Fluorescent Labels in Nuclear Receptors®)
basiert auf der Einfiihrung eines Cysteins und anschlief3ender
Markierung des Rezeptors mit einem Thiol-reaktiven Fluoro-
phor. Konformationsinderungen des Rezeptors fiihren zu
Verschiebungen im Emissionsspektrum des Fluorophors.
Neben der Differenzierung von Agonisten und Antagonisten
ist FLiN fiir das Hochdurchsatz-Screening geeignet.

Der Ostrogenrezeptor (ER) gehort zur Proteinfamilie der
Kernrezeptoren (,,nuclear receptors“, NRs), die aus 48 Mit-
gliedern besteht. Diese ligandenabhéngigen Transkriptions-
faktoren spielen eine wichtige Rolle bei physiologischen
Funktionen, wie der Kontrolle der Zelldifferenzierung, der
Homoostase, der Physiologie der Organe und der Embryo-
nalentwicklung."! Dariiber hinaus sind sie an pathologischen
Prozessen, wie Diabetes, Krebs, Asthma, rheumatoider Ar-
thritis oder Hormonresistenz, beteiligt.[z] Dies macht die NRs
zu wichtigen pharmazeutischen Angriffspunkten und fiihrte
bereits zur Entwicklung einer Vielzahl niedermolekularer
Verbindungen fiir die Behandlung diverser Erkrankungen.
Der ER hat einen, fiir NRs charakteristischen, modularen
Aufbau, bestehend aus einer N-terminalen Aktivierungs-
funktion, einer zentralen DNA-bindenden Domine und einer
Scharnierregion, welche die Verbindung zur C-terminalen
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ligandenbindenden Domiine (LBD) herstellt.”! Letztere ver-
mittelt die Bindung der Liganden, die Dimerisierung des
Rezeptors und die Translokation in den Zellkern. Lipophile
niedermolekulare Verbindungen kénnen an die LBD binden
und definierte Konformationsidnderungen innerhalb der C-
terminalen Helix 12 hervorrufen. Diese modulieren die
Transkriptionsaktivitit der Rezeptoren an deren Zielgenen.
Die Liganden spielen eine entscheidende Rolle fiir die Ak-
tivitdt der Rezeptoren. Abhéngig von der Konformation der
Helix 12 werden verschiedene Koregulatorproteine rekru-
tiert, wodurch die Liganden als reine Agonisten, wie das na-
tiirliche Hormon 178-Ostradiol (E2), oder als selektive Os-
trogenrezeptormodulatoren (SERMs), wie Tamoxifen und
Raloxifen, wirken konnen. Diese Wirkstoffe tiben einen ge-
webeabhédngigen agonistischen oder antagonistischen Effekt
aus.”! Die Entschliisselung der Zusammenhinge zwischen der
Struktur eines Liganden und Konformationsdnderungen des
Rezeptors ist von grundlegender Bedeutung fiir das Ver-
stindnis mechanistischer Details und pharmakologischer
Profile der Liganden. In Untersuchungen mittels NMR-
Spektroskopie,® Koregulator-Wechselwirkungsassays” und
Rontgenstrukturanalyse®® konnte gezeigt werden, dass ver-
schiedene Rezeptor-Ligand-Komplexe einzigartige Konfor-
mationen, mit unterschiedlicher Affinitdt gegeniiber den
einzelnen Koaktivator- und Korepressorproteinen, einneh-
men und damit die Expression bestimmter Gruppen von
Genen kontrollieren. Trotz jahrzehntelanger Forschung auf
dem Gebiet der NRs ist die Entdeckung neuer Liganden noch
immer von grofler Bedeutung fiir die biomedizinische For-
schung und die Entwicklung neuer Wirkstoffe.”) Als beson-
ders vielversprechend gilt dabei die Entwicklung selektiver
Liganden, die neben einem verbesserten therapeutischen
Profil reduzierte Nebenwirkungen aufweisen. In diesem Zu-
sammenhang sind Hochdurchsatzverfahren, die in der Lage
sind, Konformationsédnderungen der LBD zu detektieren und
eine schnelle sowie kostengiinstige Identifizierung neuer Li-
ganden ermoglichen, fiir die moderne Wirkstoff-Forschung
von grof3em Interesse.

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines fluo-
reszenzbasierten direkten Bindungsassays zur Identifizierung
von Agonisten und Antagonisten des humanen ER(, einer
der beiden, auf verschiedenen Genen kodierten ER Isofor-
men. Obwohl ERa bisher das wichtigere therapeutische
Zielmolekiil darstellt, gewinnt ERf3 zunehmend an Bedeu-
tung bei der Entwicklung innovativer Wirkstoffe. Vor allem
subtypselektive ERp-Agonisten haben das Potenzial fiir die
Entwicklung neuer Therapieansitze mit geringeren Neben-
wirkungen."”!

Das Assay-System basiert auf der Detektion von Kon-
formationsédnderungen in Helix 12, die bei der Bindung von
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Abbildung 1. Das Prinzp des FLiN-Assays zur Detektion von ER-LBD-
Liganden. a) Die Bindung von Liganden (orange und blau) an die LBD
des ER induziert verschiedene Konformationen der Helix 12 (griin her-
vorgehoben) (PDB-Eintrage: TERD und 1ERT). Da keine Kokristall-
strukturen von ERP mit diesen Liganden bekannt sind, stammen die
gezeigten Strukturen von ERo.. Die LBDs beider Rezeptoren sind struk-
turell eng verwandt, und die Bindung von Agonisten und Antagonisten
an ERP stabilisiert vergleichbare Konformationen.'! b) Mittels gezielter
Mutagenese wurde ein Cystein in Helix 12 eingebracht und mit dem
umgebungsempfindlichen Fluorophor Acrylodan markiert (griine und
rote Kugel). Konformationsinderungen der Helix 12 bei der Bindung
von ER-Agonisten und -Antagonisten fithren zu Verinderungen der Mi-
kroumgebung des Fluorophors und beeinflussen dadurch dessen
Emissionsspektrum.

Liganden an die LBD auftreten (Abbildung 1). Die raumliche
Orientierung der Helix 12 ist ein entscheidender Faktor fiir
den agonistischen oder antagonistischen Effekt eines Ligan-
den. Im transkriptionsaktiven Zustand mit gebundenem
Agonisten ist diese Helix 12 um etwa 90° angewinkelt, wo-
durch eine Bindungsstelle fiir Koaktivatorproteine gebildet
wird. Im inaktiven Zustand mit einem gebundenen Antago-
nisten besetzt die gestreckte Helix 12 diese Bindungsstelle
und verhindert so die Rekrutierung von Koaktivatorprotei-
nen. Dieses, aus rontgenkristallographischen Studien ge-
wonnene, statische Bild erklért jedoch nur unzureichend die
komplexen Vorgédnge bei der Ligandenbindung.

Der hier entwickelte Bindungsassay mit Fluoreszenz-
markierungen an Kernrezeptoren (,,Fluorescent Labels in
Nuclear Receptors®, FLiN) beruht auf Anderungen des
Emissionsspektrums eines umgebungsempfindlichen Fluoro-
phors, der die Konformationsdnderungen im Rezeptor de-
tektiert. Diese Assay-Technologie wurde anfangs fiir das
Hochdurchsatz-Screening nach Typ-II- und Typ-III-Kinase-
inhibitoren etabliert!” und konnte seither erfolgreich wei-
terentwickelt und auf andere Proteine iibertragen werden.!"’!
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Der FLiN-Assay unterscheidet verschiedene ligandenindu-
zierte Konformationen der Helix 12 und ist fiir die Detektion
neuer Agonisten und Antagonisten des humanen ERf im
Hochdurchsatz-Format geeignet.

Zur ortsspezifischen Markierung der LDB des ERf mit
einem Fluorophor, wurde mittels gezielter Mutagenese ein
Cystein innerhalb der flexiblen Helix 12 eingefiihrt. Ausge-
hend von Kiristallstrukturen der humanen ERB-LBD wurden
dazu vier potenzielle Markierungspositionen gewéhlt (C478,
D486C, L489C, N493C), die am Anfang oder innerhalb der
Helix 12 lokalisiert sind (siche Abbildung S1 fiir Details zum
Konstrukt-Design). Die Kristallstrukturen lassen vermuten,
dass ein Fluorophor an diesen Positionen bei der Bindung von
Liganden, die eine gestreckte oder angewinkelte Helix 12
stabilisieren, eine Verdnderung in seiner Mikroumgebung
erfahrt, ohne dabei die Ligandenbindung selbst zu beein-
flussen.

Um die einfache Markierung der FLiN-Konstrukte zu
gewihrleisten, wurden zwei oberflichenexponierte Cysteine
aus der ERB-LBD, ausgehend von einem Sequenz-Alignment
verwandter LBD-Sequenzen aus einer BLAST!*-Analyse,
gegen ein Serin und Leucin getauscht (C366S und C478L).

Alle vier FLiN-Konstrukte wurden mit dem umgebungs-
empfindlichen Fluorophor Acrylodan markiert und getestet.
Das Konstrukt mit der Fluorophormarkierung an L498C lie-
ferte die stabilsten Signale (Z'-Bestimmungen fiir alle Kon-
strukte in Tabelle S1) und wurde fiir die Etablierung des
Assays verwendet. Die erfolgreiche Markierung des ER[-
LBD(L498C)-FLiN-Konstrukts mit Acrylodan wurde mittels
ESI-MS bestitigt (Abbildung S2).

Mittels CD-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass
die eingefiihrten Mutationen die Struktur und Stabilitdt des
Proteins nicht negativ beeinflussen. Dazu wurden Spektren
des FLiN-Konstrukts (L498C) und der Wildtyp-ERB-LBD
iiber einen groflen Temperaturbereich aufgenommen. Die
Spektren beider Proteine weisen einen hohen Anteil an
alpha-helikalen Strukturen auf und sind mit anderen CD-
Spektren der ERB-LBD vergleichbar (Abbildung S3).1""

Dariiber hinaus wurde der Einfluss der Mutationen im
FLiN-Konstrukt (nicht markiert) auf die Aktivitdt des ER mit
einem Fluoreszenzpolarisations-Assay iiberpriift (Abbil-
dung S4). Dafiir wurden die ER-Agonisten E2 und Diethyl-
stilbostrol sowie die SERMs Raloxifen, Tamoxifen und 4-
Hydroxytamoxifen als Testverbindungen ausgewihlt. Sowohl
der Wildtyp als auch die L489C-FLiN-Mutante der ERf-
LBD zeigten fiir alle Testverbindungen ICs,-Werte im nano-
molaren Bereich. Dies weist darauf hin, dass die eingefiihrten
Mutationen keinen storenden Effekt auf die Bindung be-
kannter Liganden ausiiben. Die fiir die LBDs ermittelten
1C5-Werte lagen leicht iiber den mit demselben Assay-
System ermittelten Werten fiir Volllingen-Wildtyp-ERf. Die
Werte des Volllingen-Rezeptors lagen im Bereich bisher
publizierter relativer Bindungsaffinitdten fiir ER( (18 £2 nm
fir E2, 15+ 0 nwMm fiir Diethylstilbostrol oder 73 +23 nm fiir
Raloxifen, im Vergleich zu 1 nM-5.6 nMm fiir E2,[16] 1.07 nm—
4 nu fiir Diethylstilbostrol'®<" und 12 nM—557 nm fiir Ralo-
xifen).[16¢18]

AnschlieBend wurde das Verhalten des markierten ER{3-
FLiN-Konstrukts im FLiN-Assay-System in 384er-Mikroti-
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Abbildung 2. FLiN-Assay im 384er-Mikrotiterplatten-Format. Das
Acrylodan-Spektrum dndert sich mit steigenden Konzentrationen an
a) 4-Hydroxytamoxifen, b) Diethylstilbéstrol und c) E2. (Alle Spektren
wurden geglattet, die entsprechenden Rohdaten sind in Abbildung S5
zu finden.) Durch Auftragung des Verhiltnisses der Fluoreszenzinten-
sitdten Isyo um/lus1 nm gegen die logarithmische Ligandenkonzentration
lisst sich der K;-Wert bestimmen.

terplatten durch Messung der Emissionsspektren von
Acrylodan (4.: 386 nm, A.,: 410 nm-560 nm) mit zuneh-
mender Konzentration der Testverbindungen untersucht
(Abbildung 2). Im ligandenfreien Zustand (apo) zeigten sich
im Fluoreszenzspektrum ein Maximum bei 451 nm und ein
weiteres lokales Maximum bei 478 nm. Die Zugabe des
SERM 4-Hydroxytamoxifen fithrte zu einer bathochromen
Verschiebung des Emissionsspektrums mit einer Intensitéts-
abnahme bei 451 nm und einer Verschiebung des sekundéren
Maximums von 478 nm zu 500 nm. Die Zugabe des Agonisten
Diethylstilbostrol fithrte hingegen zu einer hypsochromen
Verschiebung mit einem Anstieg der Intensitédt bei 478 nm.
Fir E2 konnte der gleiche, aber weniger stark ausgeprégte
Trend nur unter Verwendung eines anderen Puffersystems
ohne Zugabe von DTT beobachtet werden (siche die Hin-
tergrundinformationen). Die anderen Testverbindungen
wurden von einem Wechsel des Puffersystems nicht beein-
flusst.

Dies ldsst darauf schlielen, dass der Fluorophor bei der
Bindung verschiedener Liganden, in Abhéngigkeit der Ori-
entierung von Helix 12, unterschiedliche Verdnderungen in
seiner Mikroumgebung erfdhrt. Dabei entspricht eine ba-
thochrome Verschiebung generell einer stdrker 16sungsmit-
telexponierten Umgebung."”! Aus den Anderungen im Fluo-
reszenzspektrum konnen die Bindungsaffinitdten der Ligan-
den bestimmt werden. Dazu wird das Verhiltnis der Fluo-
reszenzintensitdten r = Isyg ,m/Iys; om des Acrylodan-Spektrums
gegen die logarithmische Ligandenkonzentration aufgetra-
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gen. Der Wendepunkt der resultierenden sigmoidalen Kurve
entspricht dem K-Wert. Die verschiedenen Bindungsmodi
der Testverbindungen fithrten zu verschiedenen Signalen im
FLiN-Assay. Fiir den SERM 4-Hydroxytamoxifen nahm das
Verhiltnis der Fluoreszenzintensitidten mit steigender Kon-
zentration zu, wohingegen die Zugabe von Diethylstilbostrol
in einer Signalabnahme resultierte.

Fiir die Testverbindungen E2, Diethylstilbostrol, Raloxi-
fen, Tamoxifen und 4-Hydroxytamoxifen wurden folgende
K -Werte bestimmt: 88 +22 nM, 15+ 5 nm, 1.3 £0.7 um, 3.5+
2 um und 474 +£310 nm (n=4). Vergleichbare K,-Werte aus
der Literatur liegen bei 0.4 nM—2 nm fiir E2.*? Fiir die
anderen Testverbindungen wurden bisher keine K,;-Werte fiir
ERp publiziert. Mit SPR-Messungen bestimmte K4-Werte fiir
die LBD aus ERa liegen bei 0.009 nwm fiir Diethylstilbostrol,
220 nm fiir Tamoxifen und 18 nu fiir 4-Hydroxytamoxifen.?!!
Damit sind die mit FLiN ermittelten Werte hoher, zeigen aber
den gleichen Trend wie die Ergebnisse von Experimenten zur
kompetitiven Bindung. Diese Abweichungen konnten durch
die Verwendung unterschiedlicher Proteinkonstrukte in den
verschiedenen Assay-Systemen erkldrt werden und spiegeln
sich auch in den hoheren K,-Werten fiir das FLiN-Konstrukt
in unseren Fluoreszenzpolarisations-Experimenten wider.
Trotzdem eignet sich FLiN als Screening-Assay zur Detektion
und Unterscheidung von Verbindungen, die die aktive oder
inaktive Konformation des Rezeptors stabilisieren. Die mit
FLiN ermittelten K;-Werte waren tiber drei Proteinprapara-
tionen konsistent (individuelle Expression, Aufreinigung und
Markierung des Rezeptors).

Die Robustheit der mit dem FLiN-Assay gewonnenen
Daten wurde durch Bestimmung des Z'-Faktor iiberpriift.
Dazu wurde das Verhiltnis der Fluoreszenzintensitidten
L5y nm/ Lis1 o fiir eine Negativkontrolle (DMSO) und eine Po-
sitivkontrolle (20 um Diethylstilbostrol oder 4-Hydroxytam-
oxifen) aus jeweils acht Messungen bestimmt. Dabei gelten
Assay-Systeme mit Z'> 0.5 als robuste Hochdurchsatz-
Assays.”l Mit Z'=0.75+0.05 fiir Diethylstilbostrol und
0.81+£0.09 (n=5) fiir 4-Hydroxytamoxifen liefert der FLiN-
Assay valide Daten und eignet sich fiir die Detektion von
ERp-Agonisten und -Antagonisten im Hochdurchsatzformat.

Des Weiteren lassen sich durch FLiN-Messungen im Kii-
vettenformat Assoziations- und Dissoziationskinetiken der
Liganden aufnehmen (Abbildung 3). Die Bindung von 4-

a
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Abbildung 3. Die Assoziation und Dissoziation der Liganden wurden
durch zeitauflésende Messung der Fluoreszenzintensitit bei 460 nm in
Kiivetten untersucht. a) Die Zugabe von 4-Hydroxytamoxifen fiihrte zu
einer langsamen Assoziation, die durch die Zugabe eines Uberschus-
ses an nichtmarkierter Wildtyp-ERB-LBD komplett umgekehrt werden
konnte. b) Die Zugabe von Lysozym als Negativkontrolle fiihrte nicht
zur Freisetzung des Liganden (DMSO-Kontrolle: siehe Abbildung S7).
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Hydroxytamoxifen an den Rezeptor wurde iiber zeitauflo-
sende Messung der Fluoreszenzintensitdt von Acrylodan bei
460 nm verfolgt, da bei dieser Wellenlinge die groBte Ande-
rung der Fluoreszenzintensitdt zu beobachten war (Abbil-
dung S7). Die Zugabe der Testverbindung fithrte zu einer
langsamen Abnahme der Fluoreszenzintensitit, die der As-
soziation von Rezeptor und Ligand entspricht. Durch Zugabe
eines Uberschusses an nichtmarkierter Wildtyp-ERB-LBD
konnte die Reaktion vollstindig umgekehrt werden, was
darauf schlieen ldsst, dass sich die Helix 12 nach Freigabe
des Liganden komplett umlagert. Die Zugabe eines Uber-
schusses an Lysozym als Negativkontrolle fiihrte nicht zur
Freisetzung des Liganden. Weitere kinetische Studien wurden
fiir 4-Hydroxytamoxifen und Diethylstilbostrol durchgefiihrt
(Abbildung S8).

Wir beschreiben hier die Entwicklung eines direkten
Hochdurchsatz-Bindungsassays fiir die Identifizierung von
Agonisten und Antagonisten des humanen ERf. Der FLiN-
Assay liefert robuste Daten und kann verschiedene, von den
Liganden stabilisierte, Konformationen der LBD unter-
scheiden. AuBlerdem eignet sich der FLiN-Assay zur direkten
Messung von Bindungskinetiken. Wir vermuten, dass sich das
vorgestellte FLiN-Assay-Verfahren auch auf andere Kernre-
zeptoren ibertragen ldsst. So konnte FLiN auch fiir das
Auffinden von Liganden der so genannten Waisen-Rezepto-
ren (,,orphan receptors®) geeignet sein, die von grofem In-
teresse fiir die Wirkstoff-Forschung sind.!

Stichworter: Direkter Bindungsassay -
Fluoreszenzspektroskopie - Ostrogenrezeptor -
Wirkstoff-Forschung

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 4379-4382
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