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Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation gelang es, die strukturellen und molekularen Determinanten der
PTH-Rezeptoren fiir die Ankopplung an intrazelluldre Signalwege ndher zu charakterisieren.

Die Regulation des Kalzium-, Phosphat- und Knochenstoffwechsels wird zum erheblichen Teil
iiber den PTH1-Rezeptor (P1R) vermittelt. Parathormon (PTH) aktiviert am P1R mindestens
zwei Signalwege: den durch zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) vermittelten Weg und
den Phospholipase C-Signalweg (PLC). Der nahe verwandte PTH2-Rezeptor (P2R) kann auller
durch PTH auch iiber das tuberoinfundibildre Peptid (TIP39) aktiviert werden. Jedoch besitzt
dieser Rezeptor keine Ankopplung an den PLC-Signalweg.

Zur Aufklarung der strukturellen und molekularen Determinaten der intrazelluldren Signalweg-
ankopplung wurden verschiedene Versuchsansitze ausgewihlt, die eine Untergliederung dieser

Arbeit in drei Teilprojekte ermdglicht:

1) Die PTH-Rezeptoren sind wichtige Vertreter der Klasse II der G-Protein gekoppelten Rezep-
toren. Ein Vergleich der Aminosiuresequenzen der siebten Transmembrandomine dieser Klasse
zeigt ein hoch konserviertes, cytosolnahes ,,YCFXN“-Motiv in diesem Bereich. Im ersten Teil
dieser Arbeit konnte durch Punktmutationen der einzelnen Aminosiuren dieses Motivs gezeigt
werden, dass dieser Abschnitt eine entscheidende Determinierungsregion dieser Rezeptorfamilie
sowohl fiir die Ankopplung an den cAMP-Weg, als auch an den PLC-Signalweg darstellt. Die
Untersuchungen legen die Vermutung nahe, dass dieser Bereich fiir die Stabilisierung der Kon-

formation dieser Rezeptoren von gro3er Bedeutung ist.

2) In einem zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurde durch stufenweise Angleichung des P2R an
den PIR eine Reihe von funktionell exprimierten P2R/P1R Hybridrezeptoren hergestellt, die
eine Ubereinstimmung des intrazellulidren Bereichs des PIR von bis zu 95 % erreichen. Der
Nachweis des PLC-Signalwegs durch die Bestimmung der akkumulierten Gesamtinosi-
tolphosphate und des intrazelluldren Kalziums zeigte eindrucksvoll, dass trotz einer weitgehen-
den intrazelluldren Ubereinstimmung der Aminosiuresequenz des P2R mit dem P1R die Eigen-
schaft des PIR an den PLC-Signalweg zu koppeln nicht auf den P2R iibertragen werden kann.
Dies legt nahe, dass auch extrazelluldre Bereiche und Transmembranabschnitte die Ankopplung
an intrazelluldre Signalwege steuern. Im Weiteren konnte fiir den cAMP-Signalweg durch diese
Hybridrezeptoren gezeigt werden, dass im Kontext des P2R eingefiigte Teilabschnitte des P1R
(C-Terminus, zweite und dritte intrazelluldre Schleife ) zusammenwirken und eine effizientere
Ankopplung an den cAMP-Weg ermoglichen. Weiterfilhrende Untersuchungen der

Membrantranslokation von -Arrestin2 mit einer anschlieBenden Internalisierung des Rezeptors
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zeigten, dass sowohl der P2R als auch die hiervon abgeleiteten Hybridrezeptoren selektiv durch
Stimulation mit TIP39, nicht jedoch nach einer Stimulation mit PTH, eine Translokation bewir-
ken. Dieses Ereignis ist von den untersuchten Signalwegen (cAMP-, PLC- und Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalweg) unabhingig. Erstmals wurde hier gezeigt, dass der
P2R eine Phosphorilierung von MAPK bewirkt, wobei hierfiir einer B-Arrestin2 Translokation
nicht notwendig ist.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass der PTH-Rezeptor in unterschiedlichen Rezeptor-
konformationen existiert, so dass einzelne Rezeptorabschnitte unabhiingig voneinander verschie-

dene Signale aktivieren konnen.

3) Der letzte Teil dieser Arbeit beschéftigte sich mit der Identifikation von intrazelluldren Inter-
aktionspartnern des humanen P1R.

Neue Protein—Interaktionen mit dem humanen P1R wurden mit einem ,,Yeast-two-Hybrid* Sys-
tem identifiziert. Mit Hilfe dieser Methode konnte, als ein potentiell bedeutender intrazellulérer
Interaktionspartner des humanen P1R, das PDZ-Protein PDZK1 identifiziert werden. Es gelang
mit Hilfe von Koimmunprézipitations-Experimenten und von GST-pull-down-Assays die Inter-
aktion von PDZKI mit dem PIR zu verifizieren. PDZK1 bindet an eine Liganden-
Bindungsdoméne innerhalb des C-terminalen Abschnitts des P1R, vermutlich an die letzten vier
Aminosduren. Durch einen Hefe-Interaktionstest konnte von den vier in diesem Protein vor-
kommenden PDZ-Doménen die PDZ1-Domaéne als einzige selektiv mit dem PIR interagierende
Doméne identifiziert werden. In der Niere interagiert PDZK1 iiber die PDZ3-Domine mit dem
Na/P;-Transporter Ila. Eine attraktive Hypothese ist daher die Funktion von PDZK1 als einem
Bindeglied zwischem dem Rezeptor und dem Transporter und die damit einhergehende PTH-
vermittelte Regulation des Phosphattransports in der Niere. Diese Hypothese bedarf aber noch-

weiterer funktioneller Analysen (z.B. durch Untersuchungen an PDZK1 Knock-Out Méausen).
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Summary
In this project we identified structural and molecular determinants of the PTH receptor familiy

with importance for coupling to intracellular signaling pathways.

The PTH1-receptor (P1R) is involved in the systemic regulation of calcium and phosphate me-
tabolism, and plays a decisive role in bone metabolism. PTH achieves this by activation of at
least two intracellular signalling pathways: the adenylyl cylase (AC) and the phospholipase C
(PLC) pathway. The closely related PTH2-receptor (P2R) is, in addition to PTH, also activated
by tuberoinfundibular peptide of 39 residues (TIP 39), but unlike the P1R, does not couple to the
PLC signaling pathway.

This project achieved the identification of structural and molecular deteminatnts by three differ-

ent approaches:

1) The PTH receptors belong to the class II of G-protein coupled receptors. A comparison of the
amino acid sequences of the seventh transmembrane domain shows a highly conserved
“YCFXN”-motif near the cytosolic interface of this domain. To examine the role of this con-
served motif individual point mutations of these amino acids were generated and evaluated.
Studies of the receptor mutants obtained showed that this region plays an important role in cou-
pling to the adenylyl cylase pathway as well as to the PLC signaling pathway. The data obtained
in this work suggests that the “YCFXN”-motif is of significant importance for the stabilisation of

the receptor conformation.

2) To identify the structural features responsible for activating the PLC pathway, we engineered
a series of hybrid P1IR/P2R receptor chimeras by gradually adapting the P2R’s cytosolic inter-
face to a P1R-like sequence. These modifications of key differing regions in the second and third
loop, and the C-terminal tail allowed for > 95 % of P1R sequence in the cytosolic interface of the
P2R. Despite these changes it was not possible to transfer the property of P1R to couple to the
PLC signaling pathway to the P2R as shown impressively by the lack of activation of the PLC
signaling pathway using measurements of inositol and intracellular calcium. Apparently, ex-
tracellular regions as well as transmembrane domains are required for selective coupling to intra-
cellular signaling pathways. By contrast we could show for the cAMP signaling pathway, that
when > 95 % of the P2R s cytosolic interface had a P1R-like sequence, P1R epitopes apparently
interacted with each other to result in a more efficient coupling to the cAMP signaling pathway.
Stimulation of the receptor by its ligands leads to translocation of B-arrestin2 to the cell surface
thus initiating internalisation of the receptor. The P2R, as well as the hybrid P1R/P2R receptor
chimeras, showed [-arrestin2 translocation selectively after stimulation with TIP39 but not after

stimulation with PTH. Ligand-induced translocation of B-arrestin2 was completely independent
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from cAMP-, PLC- and mitogen activated proteinkinases (MAPK) signaling pathways in the
P2R and its derived chimeric mutants. Furthermore, we could show here for the first time, that
the P2R can activate MAPK and that this is independent from a [-arrestin2 translocation.

In conclusion, the PTH-receptors can exist in different receptor conformations which apparently

allow the receptors to activate different signals independently.

3) Another goal of this work was the identification of intracellular proteins interacting with the

human P1R.

A yeast-two-hybrid system was used to identify new protein-protein interactions of the human
P1R. Using this method a possible important interacting protein could be identified. This protein
was a PDZ-protein, named PDZK1. To verify this interaction co-immunoprecipitation experi-
ments as well as GST-pull-down experiments were done. Binding of PDZK1 occurred within the
C-terminal region of the P1R and there probably within the last four amino acids. PDZK1 has
four PDZ-domains of which the first one was the exclusively interacting domain with the P1R,

as determined by a additional yeast-two-hybrid interaction experiment.

In kidney the interaction of PDZK 1 with the Na/Pj-transporter type Ila occurs via the third PDZ-
domain. A hypothesis is that PDZK1 acts as a connecting link between the receptor and the
transporter together with a PTH-mediated regulation of the phosphate-transport in kidney. How-

ever, this hypothesis will require further studies (e.g. experiments with PDZK1 knock-out mice).
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Uberblick

Lebende Zellen sind durch Zellmembranen von ihrer Umgebung abgegrenzt, welche als selekti-
ve Barrieren zwischen Zelle und Umwelt wirken. Alle Lebensprozesse beruhen im wesentlichen
auf den strukturellen und funktionellen Eigenschaften von Membranen. Die Zelle ist darauf an-
gewiesen einen gerichteten Stoff-, Energie- und Informationsaustausch mit ihrer Umgebung zu
unterhalten. Dieses wurde im Laufe der Evolution durch den Einbau von Ionenkanéilen, Ionen-
pumpen und Rezeptoren in die Zellmembran ermdglicht. Durch Ionenkanile ist ein passiver
Transport von Ionen entlang ihres Konzentrationsgefilles moglich, wohingegen lonenpumpen
einen aktiven Transport ermoglichen. Durch Rezeptoren konnen extrazelluldre Signale, wie z.B.
chemische Substanzen, Licht, mechanische Kréfte oder elektrochemische Impulse selektiv ins
Zellinnere weiter gegeben werden, wo durch Aktivierung von intrazelluldren Signalwegen eine
biologische Antwort ausgelost werden kann. Diese biologische Antwort umfasst lebenswichtige
Prozesse, wie Zellteilung, Zellbewegung, Zellstoffwechsel, Morphogenese oder Differenzierung.
Die Entwicklung vom Einzeller, welcher mit der gesamten Zelle auf einen Umgebungsreiz ant-
wortet, bis zum vielzelligen, komplexen Organismus spiegelt sich auch in der zunehmenden
Komplexitit des Signaliibertragungsapparates wieder. Eine wichtige Gruppe von Rezeptoren, die
hierbei eine Rolle spielen, sind die sogenannten G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Diese findet
man bei Einzellern wie Saccharomyces cerevisiae, oder mehrzelligen Organismen wie Cae-

norhabdits elegans, bis hin zum komplex aufgebauten Séugetier.
1.2 G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR)

1.2.1 Strukturelle Eigenschaften von G-Protein gekoppelten Rezeptoren

G-Protein gekoppelte Rezeptoren umfassen eine groBe Gruppe von Membranrezeptoren mit
mehr als tausend Vertretern. Sie vermitteln eine Vielzahl biologischer Funktionen, wie z.B. Ge-
ruch, Sehen, Tasten, Hormonsekretion, Zellwachstum und —differenzierung, Chemotaxis, Exozy-
tose, Kontrolle des Blutdrucks, Embryogenese und Entwicklung [92]. Die Familie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren weist ein hohes Ligandenspektrum auf. So konnen diese Rezeptoren
z.B. durch Amine (z.B. Dopamin, Noradrenalin), Aminosduren und ihre Derivate (z.B. Gluta-
mat), Hormone, Neurotransmitter, Photonen, Glykoproteine, Nukleotide und Geriiche [87, 215]
stimuliert werden.

Der allgemeine Aufbau (Abb. 1-1) G-Protein gekoppelter Rezeptoren ist definiert durch exakt

sieben, die Membran durchspannende a-Helices, mit einer Lédnge von 20-27 Aminosduren, wel-
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che durch drei extrazelluldre Schleifen und durch drei intrazelluldre Schleifen miteinander ver-
bunden sind. Einen vierten intrazelluldren Loop findet man z.B. beim a- und B-adrenergen Re-
zeptor. Dieser kommt durch eine Palmitoylierung einer Cystein-Seitenkette des C-Terminus zu-
stande [87, 130, 173]. Die verbindenden Loop-Regionen konnen eine Linge von 5 bis 230 Ami-
noséduren aufweisen. Im extrazelluldren Bereich befindet sich der N-terminale Abschnitt mit ei-
ner variablen Lénge von 7 bis 595 Aminosduren und im Cytosol der C-terminale Abschnitt des
Rezeptors, mit einer Lange von 12 bis 359 Aminoséduren [120]. Die Grofe der Rezeptoren kann
dabei stark variieren und reicht von weniger als 300 Aminosduren (z.B. Adrenokortikotropin-

Rezeptor) bis hin zu mehr als 1100 Aminosduren (z.B. metabotrope Glutamatrezeptoren).

NH, . Abb. 1-1: Allgemeine, schemati-
extrazellulir

sche Darstellung eines G-
Protein gekoppelten Rezeptors.

Charakteristische  Eigenschaften
sind in Farbe dargestellt. Die
Bindung von Liganden findet im
N-terminalen, extrazelluldren Be-
reich statt und kann auch Teile der
extrazelluldren Schleifen beinhal-
ten. Phosphorilierungsstellen fiir
G-Protein gekoppelte Rezeptor-
Kinasen (GRKs) findet man nor-
malerweise im C-terminalen Be-
reich. Bei manchen Rezeptoren
sind diese Phosphorilierungsstel-
len aber auch im Bereich der

intrazelluliir

4 N-gekoppelte Glykosilicrung intrazelluldren Schleifen zu fin-
i Palmitoylicrung den. o

@ G-Protein Ankopplung PKA: Proteinkinase A;

) GRK Phosphorilierung PKC: Proteinkinase C.

O PKAPKC Phosphorilicrung (Nach Lefkowitz R. et al. (2000))

Die extrazelluldren Bereiche und Teile der Transmembranabschnitte sind dabei fiir Wechselwir-
kungen mit dem Liganden verantwortlich, wéihrend der intrazelluldre Bereich selektiv an der G-
Protein Ankopplung und somit an der Aktivierung vieler verschiedener Effektormolekiile und /
oder Ionenkanéle beteilig ist [215, 251].

Eine genaue rdumliche Anordnung der Aminoséuren von G-Protein gekoppelten Rezeptoren ist
lediglich bei Rhodopsin bekannt [62, 178, 202].

Basierend auf den Untersuchungen zur Struktur der bakteriellen Protonenpumpe Bakteriorho-
dopsin [105], ein aus sieben Transmembrandominen bestehendes Protein von Halobacterium
halobium, wurden weitere Modelle von Membranproteinen, welche der Superfamilie von G-

Protein gekoppelten Rezeptoren angehoren, erstellt. Bakteriorhodopsin selbst zihlt nicht zu der
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Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren, ist aber dennoch funktionell mit dem Rhodopsin
verwandt und somit wahrscheinlich strukturell dhnlich. Weitere Untersuchungen von J. Baldwin
und Kollegen zur Struktur von G-Protein gekoppelten Rezeptoren in Bezug auf die topologische
Anordnung der verbindenden Schleifen, die ermittelten amphipatischen Eigenschaften und die
Variabilitdt der verschiedenen Helices, geben weitere Hinweise auf die tatsdchliche raumliche

Struktur dieser Rezeptoren-Superfamilie [5].

1.2.2 Ligandenbindung und Aktivierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren

G-Protein gekoppelte Rezeptoren weisen ein sehr weites Spektrum an Liganden auf, welches von
kleinen Peptiden bis zu sehr grolen Glykoproteinen reicht. Die beteiligten Bereiche, an der die
Bindung von Liganden stattfindet, sind demzufolge sehr unterschiedlich. Kleine Liganden, wie
z.B. Histamin und Adrenalin binden im hydrophoben Kernbereich des Rezeptors, welcher durch
die in die Membran eingebetteten a-Helices gebildet wird. Rezeptoren fiir Peptidhormone binden
thre Liganden im Kernbereich unter Beteiligung der extrazelluldren Schleifen. Eine Bindung
groBBer Glykoproteine findet unter Beteiligung sowohl des N-terminalen Bereichs, als auch der
extrazelluliren Schleifen und des Kernbereichs statt [77, 87]. Es konnte eine schwach positive
Korrelation zwischen der Lidnge des N-Terminus und der Gro3e des Liganden festgestellt wer-
den, die auf eine Rolle dieses Bereichs bei der Bindung von groflen Polypeptiden und Glykopro-
tein-Hormonen hinweist. Eine erwdhnenswerte Ausnahme ist der 600 Aminosduren lange N-
terminale Bereich von Rezeptoren flir Neurotransmitter, der sehr kleine Liganden, wie z.B. Kal-
ziumionen oder Glutamat, bindet [120].

Die Aktivierung von Proteaserezeptoren, wie z.B. beim Thrombinrezeptor, basiert auf
der Proteolyse des N-terminalen Segments [244]. Es entstehen ein neuer N-Terminus und ein
kurzes Rezeptorfragment. Das neu freigesetzte N-terminale Segment dient nun als Ligand und
aktiviert iiber die Wechselwirkung mit den extrazelluldren Schleifen und den Transmembranbe-
reichen den Rezeptor [32, 168].

Eine weitere Besonderheit findet sich bei Rhodopsin und den Opsin-Rezeptoren. Diese besitzen
einen kovalent gebundenen Liganden [183], der durch eine photoneninduzierte Konformation-
sdnderung den Rezeptor aktiviert [229].

Die Bindung des Liganden und die daraufthin folgende Aktivierung des G-Protein gekoppelten
Rezeptors kann mit dem Modell von Koshland und Neet [138], welches auf der Hypothese der
konformationellen Selektion beruht und mittels des ,,extended ternary complex “-Modells [44,
149, 200] beschrieben werden. Nach diesen Modellen existieren Rezeptoren in mindestens zwei
verschiedenen Zustinden R und R*, wobei es sich bei R um die inaktive Form des Rezeptors

handelt, die nicht mit G-Proteinen interagieren kann. R* stellt die aktive Form dar, die im Falle
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von G-Protein gekoppelten Rezeptoren aus einem Komplex besteht, der sowohl den Agonist, den
Rezeptor als auch das G-Protein beinhaltet. Die beiden Formen R und R* liegen im Gleichge-
wicht vor, wobei in Abwesenheit eines Liganden eine Verschiebung zur Seite der inaktiven Re-
zeptorform R zu finden ist. Die Energieschwelle zwischen R und R* ist gering, so dass auch in
Abwesenheit eines Liganden einige Rezeptoren vom inaktiven Zustand in den aktiven Zustand
iibergehen konnen, was zu einer messbaren Basalaktivitit fiihrt.

Die Wirksamkeit eines Liganden besteht in der Fihigkeit das Gleichgewicht zwischen R und R*
zu verschieben. Ein Ligand, welcher mit hoher Affinitdt an R* bindet und eine Verschiebung auf
die Seite der aktiven Rezeptoren bewirkt, nennt man auch Agonist. Im Gegensatz hierzu binden
inverse Agonisten, bevorzugt an die inaktive Form des Rezeptors und bewirken eine Verschie-
bung auf die Seite von R [18, 35]. Inverse Agonisten driicken zudem die Basalaktivitét unter den
iblichen Wert. Als neutrale Agonisten bezeichnet man Liganden, die sowohl an R als auch an
R* binden und keinen Einfluss auf das Gleichgewicht ausiiben [200]. Bindet ein Ligand nur in
geringem Malle an R* und verursacht eine geringe Gleichgewichtsverschiebung zu Gunsten R*,
so bezeichnet man diesen als partiellen Agonisten.

Anhand dieses Modells konnen viele Eigenschaften von G-Protein gekoppelten Rezeptoren be-
schrieben werden. Trotzdem miissen kiinftig noch komplexere Modelle aufgestellt werden um
die Bindung des Liganden an den Rezeptor und die damit verbundenen Aktivierungsprozesse

besser zu beschreiben [129].

1.2.3 Signaliibertragung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren

Die Bindung eines Agonisten an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor fiihrt intrazelluldr zu
einer Ankopplung an G-Proteine (Guanosintrisphosphat (GTP)-bindende Proteine) und daraufhin
zu einer Aktivierung von einem oder mehreren ,,second messengern, wie z.B. Adenylatzyklase,
Phospholipase A, C oder D, Phosphodiesterase oder Ionenkanélen.

G-Proteine gehdren zu der Superfamilie der GTPasen und sind an der cytoplasmatischen Seite
der Membran gebunden. Sie setzen sich aus heterotrimeren Komplexen zusammen, welche aus
einer o-, B- und y-Untereinheit bestehen. Bisher wurden 20 verschiedene a-Untereinheiten, 6 3-
und 12 y-Untereinheiten auf Grund ihrer Aminosduredhnlichkeiten beschrieben, die zu einer
Vielzahl von offy-Trimeren assemblieren konnen. Es kann zwischen vier G-Protein-
Unterfamilien unterschieden werden [12, 107].Die Unterfamilie bezeichnet als G fiihrt zu einer
Aktivierung der Adenylatzyklase, wihrend G; die Adenylatzyklase hemmt. Eine Aktivierung der
Phospholipase C wird durch G4 ausgelost. Die Funktion der Unterfamilie G»/ Gi3 ist noch nicht
bekannt [96].
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Die inaktive Form eines G-Proteins besteht aus dem heterotrimeren Komplex, an den GDP ge-
bunden ist. Die Aktivierung von G-Proteinen beginnt mit deren Ankopplung an bestimmte cy-
toplasmatische Bereiche von aktivierten Rezeptoren. Durch die Bindung von GTP kommt es zu
einer Abspaltung der a-Untereinheit von der fy-Untereinheit. Sowohl die a-Einheit, als auch das
By-Heterodimer sind in der Lage nachgeschaltete Signalwege zu aktivieren. Weitere Untersu-
chungen zeigen, dass die By-Einheit z.B. in der Lage ist an den MAPK- und JNK-Signalweg zu
koppeln [92].

Das G-Protein wird inaktiviert, indem durch die intrinsische GTPase-Aktivitit der
a-Untereinheit GTP in GDP gespalten wird und der By-Komplex mit der a-Einheit reassoziiert.
Dieser trimere Komplex steht dann fiir eine erneute Aktivierung zur Verfiigung. Ein aktivierter
Rezeptor ist in der Lage innerhalb kiirzester Zeit viele G-Proteine zu aktivieren, was zu einer
Amplifikation des Signals fiihrt [109, 195]. So kann z.B. der durch Licht aktivierte Rhodopsin-

Rezeptor mehr als 3000 G-Proteine pro Sekunde zu einer Reaktion bewegen [99].

1.2.4 Klassifizierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren

Die Einteilung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren in verschiedene Familien erfolgt durch
Sequenzvergleiche und auf Grund ihrer biochemischen Eigenschaften. Dabei unterscheidet man
sechs Familien, die ihrerseits in Unterfamilien aufgegliedert sind. Die Einteilung in die unter-
schiedlichen Familien erfolgt auf Grund der unterschiedlichen Liganden, wie bioaktive Amine,
Glykoproteine, Lipide, Purine, Eicosanoide, Proteasen oder Chemokine [136].

Die Rezeptoren der Familie I bis III kommen ausschlieBlich im Bereich der Metazoa vor, wohin-
gegen die Familie IV und V aus Rezeptoren besteht, die sich bei Pilzen, wie Saccharomyces ce-
revisiae und Ustilago maydis finden. Vertreter der Familie VI, oder auch die cAMP-Familie ge-
nannt, sind ausschlieBlich beim Schleimpilz Dictyostelium discoideum zu finden.

Die Klasse I ist die grofite und am besten untersuchte Familie. Zu ihr gehdren z.B. die sehr gut
untersuchten Rezeptoren fiir Rhodopsin und der B,-adrenerge Rezeptor, sowie die Rezeptoren fiir
Thrombin, Angiotensin, Serotonin und Dopamin. Die Sequenzhomologie innerhalb dieser Grup-
pe ist sehr gering und beschrinkt sich auf einige wenige Aminosduren, die aber wegen ihres ho-
hen Konservierungsgrades eine strukturelle und funktionelle Rolle nahe legen.

Die Klasse III der G-Protein gekoppelten Rezeptoren ist durch einen extrem langen N-terminalen
Bereich von 500 - 600 Aminosduren gekennzeichnet. Diese Familie umfasst Rezeptoren, wie
z.B. den metabotropen Glutamatrezeptor, den Calcium-Rezeptor oder Pheromonrezeptoren.

Die Klasse II beinhaltet ungefdhr 20 verschiedene Rezeptoren, mit einer Vielzahl von unter-
schiedlichen Peptidhormonen und Neuropeptiden als Liganden. Als Vertreter dieser Familie ste-
hen unter anderem die Rezeptoren filir Sekretin, vasoaktives-intestinales Peptid (VIP),

Wachstumshormon-Releasing-Hormon (GRH), Glukagon, Calcitonin und Parathormon (PTH).
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tumshormon-Releasing-Hormon (GRH), Glukagon, Calcitonin und Parathormon (PTH). Diese
Familie zeichnet sich durch einen groBen extrazelluliren N-terminalen Bereich von 100 bis 170
Aminoséuren aus, welcher eine wichtige Rolle bei der Ligandenbindung spielt und weiterhin vier
konservierte Konsensussequenzen fiir die N-Glykosilierung enthélt. Innerhalb des extrazelluldren
Bereichs finden sich acht Cysteinreste, von denen sechs vermutlich ein konservierten Disulfid-
muster darstellen. Diese Hypothese wird gestiitzt durch eine Beeintrdchtigung der Ligandenbin-
dungsfihigkeit unter reduzierenden Bedingungen bei mehreren Rezeptoren dieser Familie und
durch Mutagenesestudien dieser Cysteinseitenketten [74, 148].

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dem PTH / PTHrP-Rezeptor (P1R) und dem eben-
falls der Klasse II angehdrenden PTH2-Rezeptor (P2R). Im Folgenden soll nun ndher auf diese

beiden Rezeptoren und ihre Liganden eingegangen werden.

1.3 Liganden des PTH1- und PTH2-Rezeptors

1.3.1 Parathormon (PTH)

1.3.1.1 Biosynthese und Metabolismus

Parathormon ist ein 84 Aminosduren langes Polypeptid, welches in der Nebenschilddriise
synthetisiert und sezerniert wird. Wie viele andere sekretorische Proteine wird PTH als 115
Aminosduren langes Pri-Pro-Hormon (Pra-Pro-PTH) synthetisiert [94, 106, 238]. Die Pra-Pro-
Sequenz wird von einem RNA-Protein-Komplex erkannt, welcher von einem Rezeptor am
Endoplasmatischen Retikulum (ER) gebunden wird. Prd-Pro-PTH wird darauthin {iber einen
Kanal ins Innere des ER geschleust. An der Innenseite der ER-Membran befindet sich eine
Signal-Peptidase, welche die Pra-Sequenz, bestehend aus 25 Aminosduren, abspaltet und ein 90
Aminosduren langes Pro-PTH iibrig ldsst. Von hier aus wird das Pro-Hormon {iber einen
sekretorischen Weg zum Golgi-Apparat transportiert, wo die Pro-Sequenz aus 6 Aminosduren
abgespalten wird und das intakte PTH aus 84 Aminosduren (PTH (1-84)) in Granulae
gespeichert und anschlieend sezerniert wird. Pro-PTH besitzt eine kurze Halbwertszeit von 15
Minuten und wird nicht, wie z.B. Proinsulin, sezerniert. Erst das intakte PTH (1-84) wird als
Antwort auf einen Abfall des extrazelluliren Kalziums in den Blutkreislauf eingeschleust.
Intaktes PTH besitzt wihrend der Zirkulation im Blut eine Halbwertszeit von wenigen Minuten
[20]. Eine Spaltung von intaktem PTH geschieht aber auch schon in der Nebenschilddriise. Die
Zellen der Nebenschilddriise besitzen namlich ebenfalls einen Abbauweg fiir PTH, welcher
Kalzium-sensitiv ist, und somit eine Anpassung an die extrazelluldren Erfordernisse darstellt
[93]. In geringem Umfang wird PTH (1-86) auch in der Niere abgebaut [157], trotzdem wird der
groBBte Anteil in den Kupffer-Sternzellen der Leber gespalten. Die Spaltung erfolgt meistens

zwischen den Aminosiuren 33 und 43, aber es wurden auch Fragmente mit N-terminalen Resten
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wurden auch Fragmente mit N-terminalen Resten aus 24 und 28 Aminosduren beobachtet [95,
151]. Die daraus resultierenden PTH-Fragmente gelangen wieder in den Blutkreislauf, wo sie an
den Zielzellen, die den PTH-Rezeptor tragen, aktiv werden. Die resultierenden biologisch akti-
ven N-terminalen Fragmente sind, ebenso wie das intakte PTH, nur in geringem Mafe im Blut
messbar, wo hingegen das C-terminale Fragment fiir mehrere Stunden im Blut nachgewiesen

werden kann [1, 95].

1.3.1.2  Physiologische Wirkung von PTH

PTH reguliert zusammen mit Calcitonin und 1,25-Dihydroxyvitamin D3 die Kalziumhomdostase
im Blut indem Kalzium aus Knochen mobilisiert wird, eine Steigerung der Kalzium-Absorption
im Darm stattfindet und die renale Riickresorption von Kalzium in den distalen Tubuli der Niere
verstirkt wird. Jedoch wird durch PTH im proximalen Tubulusabschnitt die Reabsorption von
Phosphat gehemmt. Die Wirkung an Knochen und Niere wird direkt iiber die Aktivierung von
PTH-Rezeptoren durch die Bindung von PTH vermittelt, wohingegen die Absorption von Kalzi-
um im Darm indirekt iiber 1,25-Dihydroxyvitamin D3 ausgelost wird. In der Niere kommt es
durch eine gesteigerte Aktivitit der la-Hydroxylase, welche durch PTH angeregt wird, zu einer
vermehrten Synthese von 1,25-Dihydroxyvitamin D;. 1,25-Dihydroxyvitamin D; wirkt aul3er-
dem direkt auf den Kalzium- und Phosphattransport der Niere.

Durch einen ,,Feedback“-Mechanismus des extrazelluldren Kalziums wird die Ausschiittung von
PTH geregelt. Sinkt der extrazellulire Kalziumspiegels ab, kommt es durch die Aktivierung des
Calcium-Sensing-Rezeptors (CaSR) zu einer vermehrten Ausschiittung von PTH aus den Zellen
der Nebenschilddriise [22]. Hingegen wird eine lidngerfristige Kalziumhomoostase durch eine
vermehrte Transkription des PTH-Gens bewirkt, was durch einen erniedrigten Serumkalzium-

spiegel ausgeldst wird [169].

1.3.2 Parathormon-related Protein (PTHrP)

1.3.2.1 Molekulare Eigenschaften von PTHrP

Das Gen fiir PTH-related-Protein (PTHrP) {iberspannt im Genom einen Bereich von 15 kb und
besteht aus acht Exons. Fiir dieses Gen wurden drei Promotoren identifiziert [25, 154], sowie
eine transkriptionelle Diversitdt, welche durch alternatives Splicing des Primirtranskripts er-
reicht wird [155, 224]. Dadurch konnen drei unterschiedliche Proteine generiert werden, die sich
in ihrer Linge und Aminosduresequenz am C-Terminus unterscheiden. Sie besitzen 139, 141
oder 173 Aminoséduren [257].

Die Gene fiir PTH und PTHrP zeigen eine hohe Ahnlichkeit in Bezug auf ihre strukturelle Orga-
nisation, was auf einen gemeinsamen evolutiondren Ursprung schlieBen ldsst [21, 257]. Trotz-

dem finden sich bei einem Aminosdurevergleich der beiden Proteine nur acht identische Amino-
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sduren innerhalb der ersten 13 Aminosduren des N-Terminus (Abb. 1-2). Im weiteren Bereich

der Sequenz findet man keine weiteren Homologien.

1 15 30

hPTH (1-34) SVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNF

hPTHrP (1-34) AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRFFLHHLIAEIHTA

Abb. 1-2: Vergleich der Primérstrukturen der aminoterminalen Bereiche des humanen Pa-
rathormon (hPTH (1-34)) und des humanen Parathormon-related Protein (hWPTHrP (1-34)).
Farbig dargestellt sind die identischen Aminosduren der beiden Peptide, wobei alleine im Bereich
der Aminosduren 1-13 acht identische Aminosduren zu finden sind.

Sowohl intaktes PTHrP, als auch das aminoterminale (1-36)-Fragment binden mit der gleichen
Affinitit an den PTH1-Rezeptor wie hPTH (1-34) und 16sen auch dieselben intrazelluldren Ant-
worten aus [146]. Kiirzere Fragmente von PTHrP sind weniger potent [128] oder wirken sogar
als Antagonisten am PTH1-Rezeptor, wie z.B. das (7-34)-Fragment [166].

Am PTH2-Rezeptor wirkt PTHrP als Antagonist. Es bindet an den PTH2-Rezeptor, 10st aber

keine messbaren intrazelluliren Antworten aus [72].

1.3.2.2  Physiologische Wirkung und Metabolismus von PTHrP

Parathormon-related-Protein (PTHrP) wurde 1987 beim Syndrom der Tumorhyperkalzdmie ent-
deckt [21, 164]. PTHrP wird durch die Tumoren ektopisch sezerniert und wurde als ein maB3geb-
licher Faktor der Tumorhyperkalzdmie identifiziert. Das Syndrom der Tumorhyperkalziamie
wurde erstmals 1941 von Fuller Albright beschrieben und steht hdufig im Zusammenhang mit
soliden Tumoren der Lunge, der Niere oder Plattenepithelkarzinomen [193]. Dieses paraneo-
plastische Syndrom ist gekennzeichnet durch eine Unterbrechung der normalen Kalziumhomo-
ostase, wie sie bei Patienten mit primdrem Hyperparathyreodismus beobachtet wird. Die pa-
thophysiologischen Auswirkungen zeigen sich durch einen erhéhten cAMP-Spiegel im Urin,
durch  Hyperkalzdmie, Hyperkalziurie und manchmal durch einen gesteigerten
1,25-Dihydroxyvitamin Ds-Spiegel [21, 162, 192].

PTHrP wird in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, wie z.B. in der Schilddriise, dem Kno-
chenmark, der Nebenschilddriise, der Magenschleimhaut, in fotaler Leber [117] und in einer
Reihe von Zelllinien. In neuroendokrinen Zelltypen, wie man sie z. B. in Zellen des Zentralner-
vensystems, der Schilddriise oder der Hirnanhangdriise findet, wird PTHrP in sekretorische Ve-

sikel verpackt, wahrend in der Nebenschilddriise tiber eine Co-Sezernierung mit PTH spekuliert
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wird [158]. In Zellen, wie z.B. Keratinozyten, Osteoblasten, Chondrozyten oder in Zellen der
glatten Muskulatur wird PTHrP {iber eine konstitutive Ausschiittung von sekretorsichen Vesikeln
sezerniert, so dass die Menge des ausgeschiitteten Proteins von der Menge des synthetisierten
Proteins abhingig ist [249]. Uber den Metabolismus von PTHrP ist wenig bekannt. Es werden
aber einige Gemeinsamkeiten mit PTH vermutet. So konnte PTHrP durch die glomerulére Filtra-
tion aus dem Blut entfernt werden, da sich bei Patienten mit chronischem Nierenversagen ein
signifikanter Anstieg von carboxyterminalen PTHrP-Fragmenten im Blut findet [176]. Auch eine
Bindung an den PTH1-Rezeptor (P1R), die damit verbundene Rezeptor-vermittelte Endozytose
und anschlieBende lysosomale Degradation fiihrt zu einem Entfernen von PTHrP aus dem Blut-
kreislauf [2, 60].

Eine physiologische Rolle als systemischer Regulator scheint PTHrP nicht zu besitzen, auler
beim transplazentaren Kalziumtransport, welcher aber nicht {iber den gemeinsamen PTHI-
Rezeptor vermittelt wird [139]. Neben der parakrin-vermittelten Relaxation von glatter Muskula-
tur [27], spielt PTHrP eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung und Differenzierung von
fotalem und adultem Gewebe [89].AuBerdem scheint PTHrP eine wichtige Funktion bei der
Knochen- und Knorpelentwicklung zu spielen, da bei ,.knock-out“~-Méusen, welche PTHrP nicht

mehr exprimieren konnen, massive Skelettfehlbildungen zu beobachten sind [146].

1.3.3 Tuberoinfundibilires Peptid aus 39 Aminosiuren (TIP39)

TIP39 (tuberoinfundibilédres Peptid aus 39 AS) wurde im Jahr 1999 von T.B. Usdin und Kolle-
gen aus dem Hypothalamus des Rindes isoliert und ist das dritte Mitglied der PTH-
Ligandenfamilie [234]. TIP39 ist ein potenter Aktivator des humanen-, ratten- und zebrafisch-
PTH2-Rezeptors (ECsp = 0,5-0,8 nM) [111, 236], wirkt aber als Antagonist am PTHI1-Rezeptor
[110]. Die Aktivierung des PTH2-Rezeptors der Ratte durch TIP39 resultiert in einem zweifach
hoheren cAMP-Anstieg als dies durch PTH erreicht wird [231].

Eine Expression von humaner TIP39 mRNA wurde in adultem und fotalem Hirn, im Cerebel-
lum, in der Trachea, sowie im Riickenmark, Herz und Leber beobachtet [98].

Vergleiche zwischen den Aminosduresequenzen von bovinem PTH und bovinem TIP39 zeigen,

dass nur 9 von 39 Aminoséduren identisch sind (Abb. 1-3) [110].
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bTIP39 SLALADDAAFRERARLLAALERRHWLNSYM---HKLLVLDAP

bPTH(1-40) --AVSEIQFMHNLGKHLSSMERVEWLRKKLQDVHNFVALGAS

Abb. 1-3: Aminosédurevergleich von bovinem TIP39 und bovinem PTH (1-40). Identische Ami-
noséuren sind in rot dargestellt.

Vergleicht man sowohl bTIP39, bPTH (1-40) und hPTHrP (1-39) miteinander, so finden sich
lediglich fiinf identische Aminoséduren. Allerdings erhilt man durch eine phylogenetische Analy-
se den Hinweis, dass die drei Peptide auf einen gemeinsamen Vorldufer zuriick zu fiihren sind
[121].

Bis zum heutigen Zeitpunkt ist TIP39 bekannt bei Bos taurus [234], Mus musculus, Homo sa-
piens [121] und Danio rerio. Ein Vergleich der Aminosiuresequenz zeigt eine komplette Uber-
einstimmung der Aminosdureabfolge von bovinem und humanem TIP39, wo hingegen die Se-
quenz der Maus um nur vier Aminosduren abweicht [121].

Das Gen fiir TIP39 besteht aus mindestens drei Exons, wovon eines den 5 -untranslatierten Be-
reich (5'-UTR) darstellt [98, 121]. TIP39 wird als Precursor-Peptid synthetisiert, welches 61
Aminosduren ldnger ist als das aktive TIP39. Computeranalysen des 100 AS langen Pra-Pro-
TIP39 zeigen, dass die ersten 30 Aminosduren als Signalpeptid, welches das Protein zum En-
doplasmatischen Retikulum fiihrt, dienen konnten [98].

Die Funktion von TIP39 ist noch ungekldrt. Auf Grund der Co-Lokalisation mit dem PTH2-
Rezeptor im Riickenmark gibt es aber Hinweise, dass es eine mdgliche Rolle bei der Schmerz-
empfindung spielt [47], einen Einfluss auf die Hypothalamus-Hypophysen-Achse besitzen [248]

und eine Rolle bei der Regulation des Blutdrucks spielen konnte.

1.4 Der PTH/PTHrP-Rezeptor (PTH1-Rezeptor, P1R)

1.4.1 Allgemeine Struktur des PTH1-Rezeptors

Der PTHI1-Rezeptor wurde erstmals 1991 vom Opossum (Genbank-Zugriffsnummer: M74445)
(Didelphis virginiana) kloniert und charakterisiert [124] und gehort zur Klasse I der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren. Bis heute ist der PTHI1-Rezeptor bei einer Reihe weiterer Spezies be-
kannt, so unter anderem von Canis familiaris (Genbank-Zugriffsnummer: AF167095) [213],
Danio rerio (Genbank-Zugriffsnummer: AF132084) [198], Homo sapiens (Genbank-
Zugriffsnummer: NM_000316) [204], Mus musculus (Genbank-Zugriffsnummer: X78936)
[159], Rattus norvegicus (Genbank-Zugriffsnummer: M77184) [3] und Sus scrofa (Genbank-
Zugriffsnummer: U18315) [212]. Die Sequenzhomologie zum humanen PTH1-Rezeptor ist mit
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dem Rezeptor vom Schwein und Hund am groften (95 %), gefolgt von Maus und Ratte (90 %)
und dem Rezeptor des Opossum (79 %).

Der humane PTH1-Rezeptor besitzt eine Lange von 593 Aminosduren und findet sich in dieser
Variante in Zellen des Knochens und der Niere. Das Gen fiir den PTH1-Rezeptor ist komplex
aufgebaut. Es besteht aus 14 Exons (Abb. 1-4), und besitzt mindestens zwei Transkriptionsstart-
punkte, welche gewebespezifisch aktiv sind und die somit in unterschiedlichen Geweben alterna-
tive Splicingvarianten des Rezeptors ermdglichen [122, 160]. Neben Knochen und Niere wird
der PTH1-Rezeptor auch in Herz- und Skelettmuskel, Haut, Uterus, Plazenta, Mamma, Ovar,

Testis und Leber exprimiert [230].

— VI

-ttt 20.10 Kb

Abb. 1-4: Darstellung der Exon-Intronstruktur des humanen PTH1-Rezeptors. Das Gen besteht
aus 14 Exons, welche sich iiber einen genomischen Bereich von 20,1 kb erstrecken.

1.4.2 Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung

Die aminoterminalen Peptide hPTH (1-34) und PTHrP (1-34) binden mit hoher Affinitit an den
PTH1-Rezeptor und fithren zu einer kompletten Signalantwort [68]. Wie aus Abbildung 1-2 er-
sichtlich zeigen diese beiden Liganden innerhalb der ersten 13 Aminoséuren die grof3te Homolo-
gie, was auf eine mogliche Bedeutung dieser Aminosduren beziiglich der Rezeptorinteraktion
und / oder Rezeptoraktivierung schlieBen ldsst. Durch verschiedene Analysen von mutierten und
trunkierten Liganden kann sowohl fiir PTH, als auch fiir PTHrP die Region von Aminoséure 15
bis 34 als ausschlaggebender Faktor fiir die Rezeptorbindung ermittelt werden [30]. Hingegen ist
der Bereich von Aminosdure 1 bis 14 die Schliisseldoméne fiir die cAMP-Aktivierung [68], wo-
bei die Aminosduren 1 bis 9 eine entscheidende Rezeptor-Aktivierungsdoméne darstellen. Fiir
die Aktivierung des PLC-Signalweges werden ebenfalls N-terminale Bereiche des Liganden dis-
kutiert [211], da gezeigt wurde, dass PTH (2-34) und PTH (3-34) eine Verminderung der Inosi-
tolphosphatantwort hervorrufen [221]. Die PTH-Fragmente (3-34), PTH (7-34) und
PTHTrP (7-34) binden zwar mit hoher Affinitét an den Rezeptor, kdnnen aber keine Signalantwort
auslosen. Diese Fragmente bezeichnet man als kompetitive Antagonisten [172].

Anhand von Studien an Rezeptorchiméren [125] und auf Grund von ,,Cross-Linking* Untersu-

chungen konnten drei Dominen des PTH1-Rezeptors ermittelt werden, die fiir die Ligandenbin-
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dung von vorrangiger Bedeutung sind. Zum einen das duflerste N-terminale Ende des Rezeptors,
sowie der nahe der Membran liegende, extrazellulire N-terminale Bereich. Des Weiteren spielt
die dritte extrazellulire Schleife eine bedeutende Rolle bei der Ligandeninteraktion [28, 148].
Zusammenfassend kann in einem vereinfachten Modell (,,two-site model®), nach strukturellen
und funktionellen Gesichtspunkten, die PTH / PTHIR-Interaktion in zwei Hauptkomponenten
unterteilt werden [69]. Eine entscheidende Komponente fiir die Bindungsaffinitit spielt die In-
teraktion der C-terminalen Doméne des Liganden mit der N-terminalen Doméne des Rezeptors.
Fiir die Aktivierung des Signalweges hingegen ist die Interaktion des N-terminalen Bereichs des
Liganden mit juxtamembrandren N-terminalen Bereichen des Rezeptors und mit nahe der
Transmembrandoméne 6 (TM6) liegenden Bereichen der dritten extrazelluldren Schleife von
Bedeutung.

Die Aktivierung des Rezeptors durch seine Liganden bewirkt eine komplexe Konforma-
tionsdnderung der Transmembrandominen und der verbindenden intra- und extrazelluldren
Schleifen, so dass die cytoplasmatischen Abschnitte fiir G-Proteine zugédnglicher werden [76].
Mit Hilfe einer auf FRET (,,fluorescence resonance energy transfer) basierenden Technik kann
gezeigt werden, dass die Aktivierung des PTH1-Rezeptors innerhalb einer Sekunde messbar ist
[240]. Durch die Aktivierung kommt es vor allem zu einer Verschiebung der relativen Lage von
Transmembrandoméne 3 (TM3) zu Transmembrandoméne 6 (TM6) [210]. Basierend auf mole-
kularen Untersuchungen der Chondrodysplasie vom Typ Jansen zeigt sich, dass auch Konforma-
tionsédnderungen in Bereichen der TM2 und TM7 eine Rolle spielen. Auf molekularer Ebene
findet man bei diesem Krankheitsbild eine Punktmutation im Bereich von TM2 oder TM7, was

eine konstitutive Aktivierung des Rezeptors zur Folge hat [205, 207].

1.4.3 Signaltransduktion und Rezeptorregulation

Nach einer ligandeninduzierten Aktivierung des PTH1-Rezeptors schlieen sich mindestens zwei
intrazelluldre Signalwege an (Abb. 1-5). Die Kopplung an das stimulierende G-Protein G fiihrt
zu einer Aktivierung der Adenylatzyklase (AC). Im folgenden kommt es zu einer Akkumulation
von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) und im weiteren zur Aktivierung der Protein-
kinase A (PKA) [123].

Ein zweiter Signalweg fiihrt iiber die Ankopplung an das G-Protein G, welches die Phospholi-
pase C (PLC) aktiviert [175, 184]. Als Produkte entstehen u.a. Diacylglycerol (DAG) und Inosi-
toltrisphosphat (IP3). Im weiteren aktiviert DAG die Phosphokinase C und durch IP; kommt es
zur Freisetzung von intrazellulirem Kalzium aus dem Endoplasmatischen Retikulum [50].

Die biologische Rolle des PKC-Signalweges ist bis zum heutigen Zeitpunkt unklar, wohingegen
der PKA- Signalweg zum groften Teil fiir die durch PTH und PTHrP vermittelte Regulation des
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Serumkalziumspiegels und deren Wirkung am Knochen verantwortlich gemacht werden kann

[82].

PTH1-Rezeptor PTH2-Rezeptor

IP, & DAG
»

N
R -

Abb. 1-5: Schema der intrazelluliren Signaliibertragung des PTH1-Rezeptors und des PTH2-
Rezeptors. Der PTH1-Rezeptor koppelt nach Bindung von PTH oder PTHrP sowohl an den cAMP-
Signalweg, als auch an den PLC-Signalweg an. Hingegen kann der PTH2-Rezeptor nach Aktivie-
rung durch PTH oder TIP39 nur eine Aktivierung des cAMP-Signalwegs hervorrufen.

Gg: G-Protein zur Ankopplung an den PLC-Signalweg; Gy G-Protein zur Ankopplung an den
cAMP-Signalweg; PLC: Phospholipase C; AC: Adenylatzyklase; cAMP: zyklisches Adenosinmo-
nophosphat; IP;: Inositoltrisphosphat; DAG: Diacylglycerol; Ca’": intrazellulires Kalzium; PKC:
Phosphokinase C; PKA: Phosphokinase A

Um eine akute und chronische Uberstimulation der Signalwege zu unterbinden unterliegt der
Rezeptor einer strengen Regulation der Signaltransduktionskaskade. Nach Aktivierung durch die
Liganden kommt es innerhalb von Minuten zur Desensitisierung des Rezeptors und als Folge zu
einem Entkoppeln der G-Proteine. Dieser Desensitisierung schlief$t sich ein rascher Internalisie-
rungsprozess des Rezeptors an [60, 153]. Bei diesem Desensitisierungs-/ Internalisierungs-
Prozess spielt die Phosphorilierung des Rezeptors eine wichtige Rolle. So fiihrt die ligandenin-
duzierte Stimulation zu einer dosisabhingigen Phosphorilierung durch Serin-/ Threonin-
Proteinkinasen (PKA und PKC) am C-Terminus des Rezeptors [17, 191]. In diesen Phosphorilie-
rungsprozess sind auch weitere ,,Second-Messenger“-unabhéngige Kinasen, wie z.B. die
G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase-2 (GRK-2) involviert [46, 153].

Die Rezeptorphosphorilierung durch GRKs ist dabei eine Grundvoraussetzung fiir die Rekrutie-
rung von f-Arrestin aus dem Cytosol [90, 186]. Durch Bindung von -Arrestinen an den Rezep-

tor, kommt es zu einer Entkopplung der G-Proteine und zur Beendigung der Agonisten-
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vermittelten Signaliibertragung [141, 185]. Es wurde gezeigt, dass B-Arrestin Clathrin mit hoher
Affinitdt bindet und dort als Adaptor zwischen dem aktivierten, phosphorilierten Rezeptor und
den ,,Clathrin-coated*-Vesikeln fungiert [58, 84, 142]. Zwar enthélt der C-Terminus des PTHI-
Rezeptors ausschlaggebende Faktoren fiir die B-Arrestin Interaktion, die unterschiedlich zu den
Phosphorilierungsstellen des Rezeptors sind, diese spielen jedoch nur im Falle der transienten
Assoziation mit dem Rezeptor eine Rolle. Fiir eine stabile Interaktion von B-Arrestin mit dem
Rezeptor sind jedoch diese Phosphorilierungsstellen notwendig [242]. So wird zwar durch die
Phosphorilierung und die Bindung von B-Arrestin der Komplex mit intrazelluliren Regulatorpro-
teinen stabilisiert, aber es sind noch weit mehr Komponenten fiir eine Internalisierung nétig, wie
z.B. eine korrekte Konformationsédnderung des Rezeptors [61, 241].

Nach einer erfolgten Endozytose des Rezeptors erscheint dieser, nach Durchlaufen eines intra-
zelluldren Recyclingprozesses, als resensitisierter (dephosphorilierter) Rezeptor an der Mem-

branoberfldche oder aber er wird in den Lysosomen degradiert [59, 150, 161].

1.5 Der PTH2-Rezeptor (P2R)

1.5.1 Allgemeine Struktur des PTH2-Rezeptors

Der PTH2-Rezeptor wurde im Jahr 1995 als weiteres Mitglied der Klasse II der G-Protein ge-
koppelten Rezeptorfamilie entdeckt und charakterisiert. Er zeigt eine 45 % identische Aminoséu-
resequenz zum PTH1-Rezeptor und 70 % Sequenzihnlichkeit [233]. Die grofite Homologie er-
streckt sich dabei iiber die Transmembrandomédnen und weite Teile der drei intrazelluldren
Schleifen. Der PTH2-Rezeptor ist bis zum jetzigen Zeitpunkt bekannt bei Homo sapiens (Gen-
bank-Zugriffsnummer: NM _005048) [233], Rattus norvegicus (Genbank-Zugriffsnummer:
US55836) [232], Mus musculus (Genbank-Zugriffsnummer: AF332078) [52] und Danio rerio
(Genbank-Zugriffsnummer: AF132082) [197].

Das Gen fiir den PTH2-Rezeptor wurde auf Chromosom 2q33 lokalisiert. Es erstreckt sich iiber
einen genomischen Bereich von 88 kb und ist aus 13 Exons aufgebaut [235].

Der humane PTH2-Rezeptor besitzt eine Lange von 550 Aminosduren und wird vor allem im
Gehirn exprimiert. Nach Untersuchungen basierend auf Northern Blot-Analysen, findet man
auch eine Expression dieses Rezeptors in Plazenta, Pankreas und Lunge [233] aber nicht in ande-
ren Geweben. Allerdings kann nach immunhistochemischen Untersuchungen gezeigt werden,
dass eine weiter verbreitete Expression des PTH2-Rezeptors auch in anderen Geweben vorhan-
den ist, die sich allerdings meist nur auf eine sehr eingegrenzte Zellpopulation ausdehnt [233,

247].
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1.5.2 Ligandenbindung und Signaltransduktion am PTH2-Rezeptor

Fiir den PTH2-Rezeptor gilt TIP39 als potentieller Aktivator. Aber auch PTH ist in der Lage
diesen Rezeptor zu aktivieren [110]. Eine Stimulation durch PTHrP hingegen findet nicht statt
[233]. Dieses unterscheidet den PTH2-Rezeptor vom PTHI1-Rezeptor, welcher nicht zwischen
PTH und PTHrP unterscheidet [124].

Ein Vergleich von hPTH (1-34) und TIP39 nach NMR-Untersuchungen zeigt, dass beide Peptide
eine sehr dhnliche Sekundarstruktur besitzen. Beide Peptide bestehen aus einer N-terminalen und
einer C-terminalen a-Helix, welche durch eine Linker-Region, die bis jetzt nicht genau definiert
ist, verbunden sind [187]. Auch PTHrP zeigt diese Struktur, so dass alle drei Peptide zu einer
Familie gezdhlt werden konnen. Der PTH2-Rezeptor besitzt ebenso einige fiir die Klasse II der
GPCR charakteristischen strukturellen Eigenschaften, wie z.B. einen 120 Aminosduren langen,
hydrophilen N-terminalen Bereich mit sechs konservierten Cysteinresten und vier konservierten
Bereichen fiir die N-Glykosilierung. Auf Grund dieser Zusammenhénge ist die molekulare Basis
fiir die Rezeptorinteraktion ebenfalls gut mit dem bereits fiir den PTH1-Rezeptor beschrieben
,»two-site-model* vereinbar [7].

Im Gegensatz zum PTH1-Rezeptor ist der PTH2-Rezeptor nur in der Lage den cAMP-Signalweg
zu aktivieren. Eine Ankopplung an den Inositolphosphat-Signalweg nach derBindung eines Li-

ganden (TIP39, PTH) kann nicht gemessen werden (Abb. 1-5).

1.6 PDZ-Proteine

1.6.1 Eigenschaften und Funktionen von PDZ-Proteinen

Ionenkanéle, Rezeptoren und Adhésionsmolekiile sind fiir die Kommunikation zwischen Zellen
zustdndig und sind ebenso Vermittler zwischen Zellen und der extrazelluldren Matrix. Jede Zelle
muss deshalb die Ionenkanile und Rezeptoren an spezifischen subzelluldren Orten organisieren,
um Signale empfangen zu konnen und um deren Weiterleitung auf intrazelluldre Molekiile zu
gewihrleisten. In diesem Zusammenhang haben PDZ-Proteine in den letzen zehn Jahren in zu-
nehmendem Mafle an Bedeutung gewonne. Sie spielen eine zentrale Rolle in der Organisation
von Proteinkomplexen an der Plasmamembran und iibernehmen eine wichtige Rolle als Adhési-
onsmolekiile in der Signaltransduktion. Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind mehr als 100 PDZ-
Proteine identifiziert worden. Diese finden sich sowohl in héheren Lebewesen als auch in Pflan-
zen und Bakterien [188].

PDZ-Proteine bestehen aus 80-100 Aminosduren langen Wiederholungssequenzen, die als PDZ-
Doménen bezeichnet werden. Dieser Name ist ein Akronym und setzt sich zusammen aus den

ersten identifizierten PDZ-Proteinen. Diese sind PSD-95 (postsynaptic density protein) [37], das
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Drosophila Tumorsupressorgen Discs-large [255] und das ,, Tight-junction Protein ZO-1 [253].
Diese PDZ-Proteine gehdren zu der Superfamilie der MAGUKSs (,,membrane-associated guany-
late kinases*), welche zusétzlich zu einer oder mehreren PDZ-Doménen eine SH3-Doméne und
eine Guanylatkinase-Doméne besitzen. Als Synonyme findet man auch die Bezeichnung DHR-
Proteine (,,discs-large homologous region*) oder GLGF-Proteine, benannt nach dem innerhalb
der PDZ-Doménen immer wiederkehrenden Aminosduremotiv ,,Gly-Leu-Gly-Phe®, welches bei
der Interaktion von PDZ-Proteinen mit anderen Proteinen eine wichtige Rolle spielt [49]. Inner-
halb der PDZ-Dominen verschiedener Proteine tauchen betridchtliche Sequenzunterschiede auf,
was vermutlich die grofe Vielfalt ihrer funktionellen Rolle widerspiegelt. PDZ-Proteine sind
involviert in der Signaltransduktion, der Zelldifferenzierung, der Wachstumskontrolle und Io-
nenkanalorganisation. Weiterhin sind sie an der Lokalisation von Proteinen in polaren Zellen
beteiligt, sowie an der Zell-Zell-Interaktion und der Organisation von Multi-Proteinkomplexen
an der Membran. Um diese Funktionen iibernehmen zu konnen sind PDZ-Proteine deshalb in der
Lage, sowohl Homo- als auch Heteromultimere zu bilden [48, 113]. Das Vorhandensein von
mehreren PDZ-Dominen innerhalb eines Proteins deutet auf eine mogliche Rolle bei der Grup-
pierung von Proteinen iiber multiple Interaktionen mit verschiedenen Liganden hin, wie dies z.B.

bei Rezeptoren oder lonenkanélen der Fall ist.

1.6.2 Aufbau einer PDZ-Domine und strukturelle Bindungseigenschaften

Die erste rdumliche Darstellung einer PDZ-Doméne beruht auf den Rontgenstrukturanalysen von
D. Doyle et al. an der dritten PDZ-Doméne des aus dem Gehirn stammenden, synaptischen Pro-
teins PSD-95 [49] von Rattus norvegicus, sowie auf den Untersuchungen von J. Morais Cabral et
al. an der dritten PDZ-Doméne des aus Drosophila stammenden Proteins Dlg-A [163].
Ein 3D-Modell der dritten PDZ-Doméne von PSD-95 ist in Abbildung 1-6 dargestellt.
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«= Carboxyl-
Bindungsloop

PSD-95
PDZ3-Domane

NH,

Abb 1-6: 3D-Modell der dritten PDZ-Domine von PSD-95 mit der Bindung eines C-terminalen
Fragments. Das Modell ist der PDB-Datenbank entnommen. Es besitzt die Datenbank-
Zugriffsnummer ,,1BE9* und wurde mit Hilfe des PDB-Viewers dargestellt. Die Darstellung beruht
auf Rontgenstrukturanalysen von D.A. Doyle et al. Die Doméne setzt sich zusammen aus sechs f3-
Faltblattstrangen (BA bis BF, in blau dargestellt) und zwei a-Helices (¢A und aB, dargestellt in rot).
Griin markiert ist ein kurzes C-terminales Peptidfragment, welches iiber die durch BB und oB ent-
standene Bindungstasche an die PDZ-Doméne bindet. Der dargestellte Carboxyl-Bindungsloop
spielt dabei eine entscheidende Rolle.

PDZ-Dominen setzen sich aus sechs -Faltblattstrangen (benannt BA bis BF) und zwei a-Helices
(aA und oB) zusammen. Die Bindung von Peptiden erfolgt in einer durch den BB-Strang und die
dazu antiparallel verlaufende aB-Helix geformten Tasche [55]. Dabei spielt die verbindende
Schleife zwischen BA und BB eine entscheidende Rolle. In diesem Abschnitt findet sich das Mo-
tiv ,,Gly-Leu-Gly-Phe* (GLGF-Sequenz) [37], welches in die Bindung der Carboxylgruppe des
Peptids involviert ist. Daraus abgeleitet wird diese verbindende Schleife auch als Carboxyl-
Bindungsloop bezeichnet [49]. Ein weiteres strukturelles Merkmal findet sich in den nahe zu-
sammen liegenden N-terminalen und C-terminalen Enden der Doméne, welche sich auf der
Riickseite, relativ zu der Peptid-Bindungsstelle, befinden. Diese Anordnung erlaubt es der Do-
méine leicht als funktionelle Einheit zu bestehen und trotz eines Wechsels von Bindungspartnern

die Erhaltung der Bindungsdoméne zu gewihrleisten [143].

1.6.3 Strukturelle und chemische Eigenschaften des Bindungsproteins

Jede PDZ-Domine bindet einen einzelnen Peptidliganden in der durch den BB-Faltblattstrang
und die aB-Helix gebildeten Tasche. Normalerweise werden kurze, C-terminale Peptidabschnitte
eines Proteins gebunden. Allerdings ist bekannt, dass PDZ-Doménen auch interne Peptidmotive

mit spezifischer Sekundérstruktur erkennen konnen. Ein Beispiel hierfiir ist die Interaktion der
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Synotrophin-PDZ-Doméne mit nNOS (neuronale Stickstoffmonoxyd Synthase). Diese Bindung
erfolgt in diesem Fall iiber einen internen B-Finger des nNOS-Peptids [101].

In den hiufigsten Féllen jedoch erfolgt die Bindung des Proteins an eine PDZ-Doméne iiber die
letzen vier carboxyterminalen Aminosduren. Rontgenstrukturanalysen von PDZ-Dominen, wel-
che ein Peptid gebunden haben zeigen, dass mindestens 23 Kontaktstellen an dieser Bindung
beteiligt sind [237], wobei einige dieser Kontaktstellen, wie z. B. das ,,GLGF*“-Motiv, hoch kon-
serviert sind.

Die vier carboxyterminalen Aminosduren des Liganden zeigen eine Consensussequenz die, je
nach Vorkommen einer bestimmten Aminosdureabfolge, die Einteilung in vier verschiedene
Klassen erlaubt. Dabei bezeichnet man die Position der C-terminalen Aminosidure mit Py. Fol-
gende Aminosduren, in Richtung N-Terminus liegend, werden mit P_;, P, und P_; bezeichnet
[102]. Es zeigt sich, dass dabei die Aminosduren an den Positionen Pyund P_, eine entscheidende
Rolle fiir die Erkennung durch die PDZ-Doméne spielen. Zur Klasse I z&hlt man Proteine mit
dem Erkennungsmotiv ,,S/T-X-®*“-COOH (X: beliebige Aminosiure; ®@: hydrophobe Aminosiu-
re), Klasse II-Proteine besitzen das Motiv ,,®/y-X—@“-COOH (y: aromatische Aminoséure)
und Klasse III PDZ-Liganden werden iiber das Motiv ,,D/E-X-V*“-COOH erkannt. Zur Klasse [V
zdhlen die Proteine, welche am C-Terminus das Motiv ,,X-y-D/E“-COOH besitzen [237]. So
erfolgt eine Klassifizierung der PDZ-Proteine {iber die von ihnen benutzte Erkennungssequenz

des Liganden.
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1.7 Zielsetzung

Der Mechanismus der Signaltransduktion und die damit verbundenen strukturellen und bioche-
mischen Eigenschaften von G-Protein gekoppelten Rezeptoren sind schon seit ldngerer Zeit Be-
standteil intensiver Forschungen. Es handelt sich hierbei um einen sehr komplexen Mechanis-
mus, an dem unterschiedliche biochemische und strukturelle Eigenschaften eines Rezeptors und
eine Vielzahl von Proteinen beteiligt sind.

Ziel der vorliegenden Arbeit soll es nun sein, durch verschiedene Ansétze die molekularen Fi-
genschaften sowohl des PTHI-Rezeptors, als auch des PTH2-Rezeptors beziiglich ihrer
Signaltransduktionswege weiter aufzukldren und im Weiteren neue Interaktionspartner des
PTH1-Rezeptors zu identifizieren. Es erfolgt eine Unterteilung der vorliegenden Arbeit in drei

Teilabschnitte.

Der erste Abschnitt beschéftigt sich mit einem konservierten Bereich der siebten Trans-
membrandomine des PTH1-Rezeptors des Opossums (Didelphis virginiana). Es wird gezeigt,
dass innerhalb der Klasse II von G-Protein gekoppelten Rezeptoren im Bereich der siebten
Transmembrandoméne ein hoch konservierter Abschnitt zu finden ist. Da sich dieser konservier-
te Abschnitt in einem Bereich befindet, der nahe dem Cytosol liegt, soll eine mogliche Beteili-
gung dieser Aminosduren an der Signaltransduktion untersucht werden. Durch Punktmutationen
dieses Bereichs des PTHI1-Rezeptor von Didelphis virginiana sollen die Aminosduren dieses
Abschnitts verdndert und die neu erhaltenen Rezeptormutanten anschlieBend auf ihr Signalver-

halten, beziiglich des cAMP-Wegs und des Inositolphosphatwegs, untersucht werden.

Weitere Untersuchungen zur Signaltransduktion sollen mit Hilfe von PTHI1 /PTH2-
Rezeptorhybriden durchgefiihrt werden. In vorangegangenen Untersuchungen konnte fiir den
PTHI1-Rezeptor gezeigt werden, dass Bereiche der zweiten und dritten intrazelluldren Schleife
fiir die Ankopplung an den cAMP und den Inositolphosphatweg von Bedeutung sind. Ein Ver-
gleich der Aminosduresequenz des PTH1-Rezeptors mit dem PTH2-Rezeptors zeigt in diesem
Bereich Unterschiede beziiglich ihrer Aminosduresequenz. Ein weiterer Unterschied der beiden
Rezeptoren findet sich in Bezug auf ihr Signalverhalten. Der PTH1-Rezeptor zeigt nach Stimula-
tion durch seine Liganden sowohl eine Aktivierung des cAMP-Wegs, als auch des Inosi-
tolphosphatwegs (IP). Hingegen aktiviert der PTH2-Rezeptor nur den cAMP-Signalweg. Die
unterschiedlichen Aminosduren im Bereich der zweiten und dritten intrazelluldrenSchleife konn-
ten fiir die selektive Ankopplung des PTH2-Rezeptors an den cAMP-Signalweg von Bedeutung

sein.
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In vielen fritheren Untersuchungen wurde immer wieder gezeigt, dass es moglich ist durch die
Veridnderung kurzer Aminosdureabfolgen oder sogar einzelner Aminosduren ein vermindertes
Ankoppeln von G-Proteinen oder sogar einen Totalverlust der Ankopplung zu erreichen. Durch
eine Angleichung des humanen PTH2-Rezeptors an die Sequenz des humanen PTH1-Rezeptors
im Bereich der zweiten und dritten intrazelluldren Schleife, sowie im Abschnitt des C-Terminus

soll nun erstmals versucht werden den IP-Weg des PTH2-Rezeptors zu rekonstituieren.

Im dritten Teilbereich dieser Arbeit wird versucht mit Hilfe des ,,Yeast-two-Hybrid“-Systems bis
jetzt unbekannte Interaktionspartner des humanen PTHI1-Rezeptors zu identifizieren. Da der
PTH1-Rezeptor im Gegensatz zu anderen G-Protein gekoppelten Rezeptoren einen sehr langen
C-Terminus besitzt und die dritte intrazelluldre Schleife eine Ausdehnung von 30 Aminosduren
aufweist, sollen diese beiden Abschnitte als ,, Koder® fiir das Screenen einer humanen Nieren-
cDNA-Bibliothek verwendet werden. Die durch diesen Screen identifizierten, potentiellen intra-
zelluldren Interaktionspartner des PTH1-Rezeptors konnen erste Ansatzpunkte fiir eine weitere

Aufkldrung der PTH1-Rezeptorfunktion bieten.
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2 Material

2.1 Chemikalien

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-galactoside (X-Gal)
30% Acrylamid-Bisacrylamid (29:1) Fertiglosung

Aceton T.J.Baker

Acrylamid Sigma, Steinheim
Adenin-Hemisulfat Sigma, Steinheim
Agar-Agar Carl Roth, Karlsruhe
Agarose Sigma, Steinheim
Ammoniumacetat Carl Roth, Karlsruhe
Ammoniumchlorid Carl Roth, Karlsruhe
Ammoniumpersulfat Sigma, Steinheim

Ammoniumsalz der Ameisensdure (Formic acid)
Ammoniumsulfat
Ampizillin-Natriumsalz
Amplify-Losung

Borsdure

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Butanol

Calciumchlorid

Chloroform

Coomassie Brillantblau R-250
D(+)-Glucose
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiotreitol

Essigsédure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ficoll

Glycerol

Glycin

Hefeextrakt (Bacto yeast extract)
Hepes

Isoamylalkohol

Isopropanol (2-Propanol)
Isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumsulfat

Kanamyzin

L-Histidin

Lithiumacetat

Lithiumchlorid

Sigma, Steinheim
Bio-Rad, Miinchen

Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Bio-Rad, Miinchen
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

T.J.Baker

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Groningen, NL

Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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L-Leucin

L-Methionin

L-Tryptophan

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Manganchlorid

Methanol
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
N,N’-Methylen-Bisacrylamid
Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (Platzchen)
Natriumsalz der Ameisensiure (Sodium formate)
Natriumtetraborat (Borax)
Natronlauge

N-Propyl-Gallat

Phenol

Polyethylenglykol
Ponceau-S-Losung

Resin

Rubidiumchlorid

Salzsédure

Schwefelsdure

Trichloressigsidure (TCA)
Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan (Tris)
Triton-X-100

Trockenmilch (fettfrei)

Trypton / Pepton aus Casein (Pepton)
Tween-20

Xylencyanol FF

X-Gal

X-a-Gal

Zitronensdure

B-Mercaptoethanol

2.2 Laborgerite

Analysewaagen Typ 572
SBA32
Autoklav FVSI 1
Brutschrank TH30 / SM30
Modell 400
Modell 3111 (CO,water jacketed incubator)
Digitalkamera
Elektroporator EquiBio EasyjecT Prima

Fluoreszenz-Mikroskop
Gelelektrophorese-System  Joule-Box

Electro-4
Heizblock Dri-Block® DB 2D
Kippschiittler Rotator RS-60
Konfokales Mikroskop

Licht-Mikroskop Leitz DMIL

Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
T.J. Baker

Bio-Rad, Miinchen
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Clontech, Heidelberg
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim

Kern, Balingen
ScalTec

Integra Biosciences, Chur, Schweiz

Edmund Biihler, Hechingen
Memmert, Schwabach
Forma Scientific, Dreieich
Canon, Krefeld

Peqlab, Erlangen

Stratagene, Amsterdam, NL
Hybaid, Heidelberg

Techne Progene, Wertheim
BioSan, Warren, MI

Leica, Solms

Leica, Solms
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Magnetriihrer
Mikropipetten
Mikrowelle
Netzgerite

pH-Meter
Photometer
Proteingel-Apparatur
Semidry-Blotter
sterile Werkbanke

Taumler
Thermocycler
Ultrazentrifuge
UV-Tisch
Vakuum-Geltrockner
Vortexer, Schiittler
Wasserbad
Zentrifugen

v-Counter
B-Counter

L35

P2, P10, P20, P100, P200, P1000
Quick Cookmate

Power Pac 300

Power Pac 200

EPS 301

MultiCal® pHMeter pH526
BioPhotometer

Mini-Protean®II

Trans-Blot SD

LaminAir® HB2472
SterilGARD®III Advance
Polymax 1040

Mastercycler gradient

Optima TLX (Rotor: TLA 120.2)

Modell 483 Gel Dryer

L46

Typ WB7

Centrifuge 5415 (Tischzentrifuge)
Biofuge pico (Tischzentrifuge)
Rotanta 96RC

Megafuge 1.0R (Kiihlzentrifuge)
RC 5B plus (Rotoren: SS34 ; GSA)
LB 2111

LS 6000 IC

2.3 Sonstige Materialien und Reagenzien

Blotting-Papier

Complete Mini-Tabletten
Deckglaser (21x26 mm)

Dia-Filme

Glaskiigelchen 450-600um
Kiivetten (Plastik) 100ul

Kiivetten (Plastik) 1ml

Proteaseinhibitor-Cocktail
Elite Chrome 100 oder 400

zur DNA-Konzentrations-
bestimmung

Nitrocellulose Blotting Membran

Objekttriager (76x26 mm)

RNasin® Ribonuclease Inhibitor

Rontgen-Filme
Spritzen und Kaniilen
TRIzol® Reagenz
Zellophan-Folie

Zentrifugenbecher 250 ml

Super RX

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50ml

Labinco

Gilson, DenHaag, Niederlande
Daewoo

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Amersham Biosciences, Freiburg
WTW

Eppendorf

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Heraeus

The Baker Company
Heidolph
Eppendorf
Beckmann

IBI

Bio-Rad, Miinchen
GLW

Memmert
Eppendorf

Heraeus

Hettich

Heraeus

Sorvall

Berthold

Beckman

Bio-Rad, Miinchen
Whatman

Roche, Mannheim
Hartenstein, Wiirzburg
Kodak

Sigma, Steinheim
Eppendorf

Sarstedt

Amersham, Freiburg
Hartenstein, Wiirzburg
Promega, Mannheim

Fuji

Braun, Melsungen
Invitrogen, Groningen,NL
Bio-Rad, Miinchen
Sorvall

Greiner

Plastikverbrauchsmaterialien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Hartenstein

(Wiirzburg) und SK-Laborbedarf (Wiirzburg) bezogen.
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2.4 Kits (kommerzielle Reagenziensitze)

Folgende kommerzielle Reagenziensédtze wurden in der vorgelegten Arbeit verwendet:

Name

Verwendung

Quelle

5 min-RT-Ligationskit

Ligation von DNA-Fragmenten

Roche, Mannheim

cAMP-RIA-Kit

Messung von extrahiertem cAMP

aus Zellen

Beckmann Coulter,

Krefeld

HotStarTaq™ PCR

PCR-Reaktionen

Qiagen, Hilden

Matchmaker Co-IP Kit

Koimmunprézipitation von Prote-

inen

Clontech, Heidelberg

MATCHMAKER GAL4
Two-Hybrid System 3

Detektion von Protein-Protein

Interaktion in vivo

Clontech, Heidelberg

MilliporeUltrafree®-DA

DNA-Extraktion aus Agarosege-

len

Millipore, Schwalbach

One Step RT PCR-Kit

Reverse Transkription von RNA

Qiagen, Hilden

pretransformed

MATCHMAKER Library

in Hefe transformierte cDNA-
Bibliothek fiir das verwendete
Hefe-two-hybrid System
“MATCHMAKER GAL4“

Clontech, Heidelberg

QIAfilter Plasmid Maxi Kit

Plasmid DNA Maxipréparation

Qiagen, Hilden

Qiagen PCR-purification Kit

Aufreinigung von DNA-
Fragmenten nach PCR oder en-

zymatischem Verdau

Qiagen, Hilden

QIAGEN® OneStep RT-PCR
Kit

cDNA-Herstellung mittels rever-
ser Transkription aus RNA

Qiagen, Hilden

QIAprep Spin Miniprep Kit

Plasmid DNA Minipréparation

Qiagen, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit

Reinigung von DNA Fragmenten

aus Agarosegelen

Qiagen, Hilden

TNT®coupled Retikulocyte-
Lysat System

in vitro Translation von Proteinen

Promega, Mannheim

TOPO TA Cloning Kit

direkte Klonierung von PCR-

Fragmenten

Invitrogen, Groningen,

NL
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2.5 Molekulargewichtsmarker fiir DNA und Proteine

Marker fiir Agarose-Gele:

1kb-Marker

(Stratagene)

[
o~ )
oo o
oo o
oo o

1000- —

750-

500-

GeneRuler100bp

(MBI Fermentas)

bp

10351

Siuln]
oo
00
S00

400

=00

200

100

S0

MassRuler, DNA-Ladder
High Range
(MBI-Fermentas)

bp

— 10000
— G000
— G000
— 5000

— 4000

ng'2 0pl

200
160
120
100

i)

— 3000 B0

— 2500 50

— 2000 40

— 1300 32

Proteinmarker (BenchMark™ prestained protein ladder, Invitrogen):

Lot: 1143774

Lot: 1169420

Lot: 1184183

182.9 kDa 177,6 kDa 181,8 kDa
113,7 kDa 113,9 kDa 115,5 kDa
80,9 kDa 81,2 kDa 82,2 kDa
63,8 kDa (pink Bande) 60,7 kDa (pink Bande) 63,2 kDa (pink Bande)
49,5 kDa 47,4 kDa 48,8 kDa
37,4 kDa 36,1 kDa 37,1 kDa
26,0 kDa 25,3 kDa 25,9 kDa
20,5 kDa 19,0 kDa 19,4 kDa
14,9 kDa 14,7 kDa 14,8 kDa
8,4 kDa 6,1 kDa 6,0 kDa
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2.6 Peptide

Myo-"H-Inositol mit PT6-271

TIP39

humanes PTH (1-34)
['*1]-[Nle®?!, Tyr’*] PTH (1-34)-amid (Ratte)

Amersham Pharmacia, Freiburg
Immundiagnostik, Bensheim
Bachem, Weil am Rhein

Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim

2.7 Enzyme

Restriktionsenzyme:

Name Erkennungssequenz Firma

ALw44I(ApaLl) |5"...GITGCAC...3’ MBI Fermentas, St. Leon-Rot
BamHI 5...GVGATCC...3 Invitrogen, Groningen, NL
Bsal 5'...GGTCTCN{NNNN...3’ NEB, Frankfurt a.M.

BstAPI 5’...GCNNNN{NTGC...3’ NEB, Frankfurt a.M.

BstEII 5...GYGTNACC...3 Invitrogen, Groningen, NL
EcoRI 5"...GVAATTC...3" Invitrogen, Groningen, NL
EcoRV 5"...GATVATC...3" Invitrogen, Groningen, NL
HindIII 5"..AYAGCTT...3’ Invitrogen, Groningen, NL
Kpnl 5"...GGTACIC...3’ Invitrogen, Groningen, NL
Ncol 5'...C{CATGG...3’ MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Notl 5"...GCIGGCCGC...3” Invitrogen, Groningen, NL
Nsil 5"...ATGCAIT...3 Invitrogen, Groningen, NL
Pvull 5...CAGVCAG...3 MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sapl 5'...GCTCTTCN{NNN...3’ NEB, Frankfurt a.M.

Sfil 5’...GGCCNNNNINGGCC...3" NEB, Frankfurt a.M.

Sphl 5"...GCATGIC...3 Invitrogen, Groningen, NL
Sstl 5"...GAGCTIC...3’ Invitrogen, Groningen, NL
Xbal 5..TVCTAGA...3’ MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Xhol 5...CYTCGAG...3’ Invitrogen, Groningen, NL

Die Restriktionsenzyme wurden mit den jeweiligen, von den Firmen mitgelieferten, Puffern

verwendet. Die Konzentrationen richteten sich nach den Angaben des Herstellers.
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Sonstige Enzyme:

Enzym

Verwendung

Firma

Alkalische Phosphatase

aus Shrimps

Dephosphorilierung von linearisierter

Vektor-DNA

Roche, Mannheim

Lytikase ( 5 units / ul)

Plasmidpréparation aus Hefe

Sigma, Steinheim

Pfu Turbo DNA Polymerase

PCR

Stratagene, Amsterdam,

NL

RNase A Verdau von RNA in DNA- Sigma, Steinheim
Préaparationen
T4 DNA Ligase Ligation von linearisiertem Vektor | Invitrogen, Gronin-

mit einem DNA-Fragment

gen,NL

T7-Polymerase

in vitro Translation

Promega, Mannheim

Taq-DNA-Polymerase

fiir PCR, wenn anschlieBend TOPO-

Quiagen,Hilden

2.8 Antikorper

Klonierung erfolgte

s | quan

anti-B-Actin, monoklonal, Maus 1:5000 Sigma, Steinheim

anti-Maus-IgG, Schaf, konjugiert 1:1000 Amersham Pharmacia, Freiburg

mit Peroxidase

phospho-ERK1/2, monoklonal, 1:1000 Santa Cruz Biotechnology,

Maus Heidelberg

anti-Kaninchen IgG, konjugiert mit 1:1000 Amersham Pharmacia, Freiburg

Meerrettichperoxidase;

anti-Ziege-1gG, konjugiert mit 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Hei-

Meerrettichperoxidase; delberg

c-Myc-Tag-IgG, monoklonal, Maus Clontech, Heidelberg

HA-Probe-IgG, monoklonal, Maus 1:200-1:1000 Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

HA-Tag-IgG, polyklonal Clontech, Heidelberg

OK1-IgG, monoklonal, Maus, 1:50 BADBCO,

PDZK1-AK, Huhn 1:60 Olivier Kocher (personlich)

PTH2-Rezeptor-IgG, polyklonal, 1:100 Santa Cruz Biotechnology,

Ziege Heidelberg
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2.9 Primer

2.9.1 Sequenzspezifische Primer

Sequenzspezifische Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG (Ebersberg) erworben.

1. opPTHI-Y453A : Tw=74,9 °C
5-TCATTCCAGGGATTTTTCGTTGCCATTATAGCCTGTTTCTGCAATGGAGAGG-3’

2. opPTH1-C454A : Tu=74,1°C
5-TCATCCCAGGGATTTTTCGTTGCCATTATATACGCTTTCTGCAATGGAGAGG-3’

3. opPTHI1-F455A: Tn=749°C
5-TCATTCCAGGGATTTTTCGTTGCCATTATATACTGTGCCTGCAATGGAGAGG-3’

4. opPTH1-N457A: Tw>75°C
5-TCATTCCAGGGATTTTTCGTTGCCATTATATACTGTTTCTGCGCTGGAGAGGTACAAG-3’

5. opPTH1-Del453-457: Tw="74,2°C
5-TCATTCCAGGGATTTTTCGTTGCCATTATAGGAGAGGTACAAGCAGAGATC-3’

6. opPTH1-forw: T,=74,4°C
5"- TCAGGGATTCTTTGGCAAGTCCAAATGCACTATGAAATGCTCTTCAATTCATTCCAG-3’

7. opPTH1(ApaLl)-forw: Ty>75°C
5"-CTATTTGGGGTGCACTACATCGTCTTCATGGCCACGCCGTACACAGAAGTATCAGGG-3’

8. opPTHI1(Ncol)-rev: Tu=73,6 °C
5-ACACTTGTATGTGACACCATGGGGCCATAGCTGTAGGTAC-3’

9. N457A-forw: Tw>75°C
5-GCTGGAGAGGTACAAGCAGAGATCAAGAAGTCATGGAGCCG-3’

10. Y453A-rev : Tw= 74,1 °C
5-GCAGAAACAGGCTATAATGGCAACGAAAAATCCATGGAATGAATTGAAGAGC-3’

11. hPTHI1-31ZL-forw: Tw="73,7°C
5-GAATTCCGGGTGCTCGCCACCAAGCTGCG-3’

12. hPTH1-3IZL-rev: Tw> 75 °C
5’- GGATCCGGATTTGAGCAGCTTCCGGTACTGCTGCC-3"

13. hPTHI1-CTERM-forw: Tw=72,4°C
5-GGATTCTACTGTTTCTGCAATGGCGAGGTACAAGCTGAGATC-3’

14. hPTH1-CTERM-rev: Tw="73,7°C
5’-GGATCCTCACATGACTGTCTCCCACTCTTCCTGTAGCAG-3’

15. PTHR-homo(219-242): To= 73,2 °C
5"-ATGGGGACCGCCCGGATCGCACC-3’

16. PTHR-homo(2000-1965): Tw="71,6 °C
5-TCACATGACTGTCTCCCACTCTTCCTGTAGCAGGG-3’

17. PDZK1-5'(Xhol): T= 74,9 °C
5"-CTCGAGTTATGACCTCCACCTTCAACCCCCGAGAATGTAAACTGT-3’
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18. PDZK1-3"(BamHI): T= 74,3 °C
5"-GGATCCTCACATCTCTGTATCTTCAGAATTGGAAGAAGAATGTGAGGGCTG-3’

19. PDZ1-5'(Sfil): To> 75 °C
5-GGCCATGGAGGCCGAATGTAAACTGTCCAAGCAAGAAGGGCAAAACTA-3

20. PDZ1-3'(Sfil): T 75 °C
5-GGCCTCCATGGCCCTAATCCCCATCCAGAACTAGTAAAGTCACTGAAT-3’

21. PDZ2-5'(Sfil): Ty> 75 °C
5-GGCCATGGAGGCCCGGCTCTGCTATCTCGTGAAGGAGGAAGGAGG-3’

22. PDZ2-3 (Sfil): T,> 75 °C
5-GGCCTCCATGGCCCTATTCTTTGTCCACCAGCAGGAACATGACACGG-3’

23. PDZ3-5'(Sfil): Tw> 75 °C

5’-GGCCATGGAGGCCATTGTGGAGATGAAGAAAGGAAGCAATGGCTATGGTTTCTATC-3"

24. PDZ3-3 (Sfil): To> 75 °C
5-GGCCTCCATGGCCCTACTCTTTGTCTACCACCAACAGTGAAGTCTGATCTC-3’

25. PDZ4-5'(Sfil): Tw> 75 °C
5-GGCCATGGAGGCCCTCTGCAGGCTGGCTAAAGGTGAAAATGGCTATG-3’

26. PDZ4-3'(Sfil): T 75 °C
5-GGCCTCCATGGCCCTACTTCTTTCCACAGACTAGAAGTGTGACATTCTTCC-3’

27. PDZK1-5'(Sfil): Ty> 75 °C
5"-GGCCATGGAGGCCATGACCTCCACCTTCAACCCCCGAGAATGTAAAC-3’

28. PDZK -3 (Sfil): T,> 75 °C

5-GGCCTCCATGGCCTCACATCTCTGTATCTTCAGAATTGGAAGAAGAATGTGAGGC-3"

29. hPTHR-5'(Notl): Tw> 75 °C
5"-GCGGCCGCAATGGGGACCGCCCGGATCGCAC-3’

30. hPTHR-3'(BamHI): Tm= 73,9 °C
5-GGATCCTCACATGACTGTCTCCCACTCTTCCTGTAGC-3’

31. PDZK1-5 (Notl): To> 75 °C
5-GCGGCCGCAATGACCTCCACCTCCAACCCCCGAGAATGTAAACT-3’

32. PDZK1-5'(1181-1215): Tw=69,5°C
5-TCTCTGGAAGTCTCAAGTCCACCAGATACTACAG-3’

33. PDZK1-3"(1490-1453): Tw=69,5°C
5-AATCATAGGCCTTCTTTCCACAGACTAGAAGTGTGAC-3’

34. PDZK1-3"(no stop): T,=70,5°C
5"-CCATCTCTGTATCTTCAGAATTGGAAGAAGAATGTGAGGC-3’

35.PDZ1-5": Tw=69,5°C
5-GCTATGGAATGTAAACTGTCCAAGCAAGAAGGGCAA-3’

36. PDZ1-3"(no stop): T,=70.6 °C
5-CATCCCCATCCAGAACTAGTAAAGTCACTGAATTCCC-3’

37.PDZ2-5": Tw=169,5°C
5-GCTATGCTCTGCTATCTCGTGAAGGAAGAAG-3’
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48. PDZ2-3(no stop): Tn=69,5 °C
5-CTTCTTTGTCCACCAGCAGGAACATGACACG-3’

39. PDZ3-5": Tw=69,5°C
5’-GCTATGCGAATTGTGGAGATGAAGAAAGGAAGCAATG-3’

40. PDZ3-3"(no stop): Tuw=70,6 °C
5-CTTTGTCTACCACCAACAGTGAAGTCTGATCTCCAC-3’

41. PDZ4-5": Tw=69,5°C
5’-GCTATGCTCTGCAGGCTGGCTAAAGGTG-3’

42. PDZ4-3(no stop): T,= 70,6 °C
5’-CTCCACAGACTAGAAGTGTGACATTCTTCCCACTG-3"

43. NHERF1-5'(618-645): T= 69,5 °C
5-CTTCGGCCTCGGCTCTGTACCATGAAG-3’

44. NHERF1-3'(919-883): Tw= 70,6 °C
5-TGCTCCTGAGATGGGATCACTCTGCATTTCTTGAAG-3’

45. NHERF2-5'(51-76): Tm= 69,5 °C
5"-AGAGCAGGGCTACGGCTTCCACCTG-3’

46. NHERF2-3"(405-382): Tw=69,6 °C
5-AGCTTCGGAGCTGTGGCTGCCGG-3’

47. NHERF1-3'(BamHI): T 75 °C
5"-GGATCCGAGATGAGCGCGGACGCAGCGG-3’

48. NHERF1-5'(Notl): Tw> 75 °C

5’-GCGGCCGCTCAGAGGTTGCTGAAGAGTTCGTTTTTCTTGCTCCAG-3’

49. NHERF2-3'(HindIII): Tm= 72,7 °C
5"-AAGCTTGAGATGGCCGCGCCGGAGCC-3’

50. NHERF2-5'(Xbal): Tm= 72,3 °C
5" TCTAGATCAGAAGTTGCTGAAGATTTCACGCTTCCTGTTCCAG-3’

51. MAP17 forw: T,=69,5°C
5"-ATGTCGGCCCTCAGCCTCCTCATTCTG-3’

52. MAP17 rev: T,=69,5°C
5"-TTACATCGGGGTGCTGCGGACCTTGC-3"

2.9.2 Vektorspezifische Primer

53. Matchmaker 5’AD / LD-Insert-Screening Primer
5’- CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC-3’

54. Matchmaker 3'-AD / LD- Insert-Screening Primer
5'- GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGAT-3’

55. T7Promotor- Primer

5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’

56. BGH reverse Primer
5"-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’
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2.10 Plasmide

pBluescript II SK(+): (Stratagene, Heidelberg)

pBluescript II SK(+) ist ein 3,0 kb groBer Klonierungsvektor, mit 21 einmalig vorkommenden
Restriktionsschnittstellen in der Polylinker-Sequenz. Die Polylinker-Sequenz ist flankiert von
einem T3 und T7 Promotor, was eine in-vitro Translation eines klonierten Genabschnitts erlaubt.
AuBerdem trigt das Plasmid ein LacZ-Gen, in dem die Polylinker-Sequenz enthalten ist. Damit
ist es moglich, Vektoren die kein Insert tragen, in den entsprechenden Bakterienstimmen durch

eine Blaufarbung zu erkennen. Zur Selektion trdgt der Vektor ein Ampizillin-Resistenzgen.

pCEP4: (Invitrogen, Groningen, NL)

Bei pCEP4 handelt es sich um einen 10,2 kb grof3en, episomalen Expressionsvektor, welcher den
Cytomegalovirus-Promotor (CMV) besitzt. Dies fiihrt zu einer hohen Transkriptionsrate der je-
weils eingefligten DNA, in der entsprechenden Zellumgebung (siehe 2.12). Beim Replikati-
onsstartpunkt (oriP) handelt es sich um den Epstein-Barr-Origin. Au3erdem trigt das Plasmid ein
nukldres Antigen (EBNA-1) um eine extrachromosomale Replikation in humanen Zellen und
Primatenzellen zu verhindern. Weiterhin besitzt das Plasmid ein Hygromycin B-Resistenzgen,
welches die Selektion von transfezierten Zellen erlaubt. Die Selektion in Bakterien kann durch

eine Ampizillinbehandlung erfolgen.

pCR®II-TOPO: (Invitrogen, Groningen, NL)

pCR™II-TOPO ist ein, in linearisierter Form vorliegender, 3,9 kb groBen Klonierungsvektor,
welcher an seinen Enden einzelne 3'-Thymidin-Uberhiinge besitzt, die ein direktes Klonieren
von PCR-Fragmenten ermdglichen (sieche 3.2.15). Hierzu ist an den Vektor kovalent Topoisome-
rase | gebunden, welche ein Verbinden des liniearisierten Vektors mit dem PCR-Fragment zu-
lasst. Dieser Vektor besitzt sowohl Ampizillin- als auch Kanamyzin-Resistenz und eignet sich

ebenfalls zur Blau-Weil3-Selektion.

pcDNA 3.1/ CT-GFP-TOPO: (Invitrogen, Groningen,NL)

Dieser Vektor ist 6,1 kb grof3 und besitzt die gleichen Eigenschaften wie der oben beschriebene
pCR™II-TOPO-Vektor. Erfolgt die Klonierung des PCR-Fragments im richtigen Leseraster, so
erhdlt man ein Fusionsprotein, welches am C-Terminus ein GFP (,,green fluorescent protein‘)

tragt.
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pGBKT7: (Clontech, Heidelberg)

Der 7,3 kb groBe pGBKT7-Vektor ist so konstruiert, dass Proteine, die mit einer Gal4-DNA-
Bindungsdoméne (DNA-BD) fusioniert sind, exprimiert werden konnen. In der Hefe werden
diese Fusionsproteine durch den konstitutiven ADH1-Promotor in hohem Mafle exprimiert. Au-
Berdem enthdlt pGBKT7 einen T7-Promotor fiir die in-vitro Translation, einen c-Myc-Epitop-
Tag und eine multiple Klonierungssequenz. Dieser Vektor repliziert sich autonom sowohl in
Hefe, als auch in Bakterien. Zur Selektion in Bakterien trdgt der Vektor ein Kanamyzin-

Resistenzgen und fiir die Selektion in Hefe, das Gen fiir die Aminosédure Tryptophan.

pGADT7: (Clontech, Heidelberg)

pGADT?7 ist 8,0 kb grof3 und ist die Grundlage fiir die Expression von Proteinen, welche mit der
GALA4-Aktivierungsdomine fusioniert sind. Die weiteren Eigenschaften entsprechen dem des
pGBKT7-Vektors, auBer dass dieser Vektor anstelle des c-Myc-Tag einen HA-Tag besitzt, sowie
ein Ampizillin-Resistenzgen anstelle des Kanamyzin-Resistenzgens. Das Gen fiir die Aminosau-

re Trytophan ist in diesem Vektor durch das Gen fiir Leuzin ersetzt.

PpACT2: (Clontech, Heidelberg)

pACT2 ist ein 8,1 kb groBer Expressionsvektor, der Proteine mit einer GAL4-
Aktivierungsdoméne generiert. pACT2 ist der Vorldufer-Vektor zu pGADT7 und wurde von
Clontech fiir die Klonierung der cDNA’s der Nierenbibliothek verwendet. Er tragt aulerdem ein

Ampizillin-Resistenzgen und das Gen fiir die Aminosdure Leuzin.

pcDNA3.1/ Hygro (+): (Invitrogen, Groningen,NL)

pcDNA3.1/Hygro (+) ist ein 5,6 kb groBer Expressionsvektor, welcher von pcDNA3.1 ab-
stammt. Der Vektor besitzt einen CMV-Promotor fiir ein hohes Expressionslevel, sowie ein
Hygromycin-Resistenzgen zur Selektion stabiler Zelllinien. AuBBerdem unterliegt dieser Vektor
einer episomalen Replikation in Zellen, welche mit dem SV40-Virus infiziert sind oder die das
T-Antigen des SV40 Virus exprimieren (z.B. COS-1, COS-7). Zur Selektion in Bakterien tragt

dieser Vektor ein Ampizillin-Resistenzgen.

pGEX-5X-1: (Amersham Biosciences, Freiburg)

pGEX-5X-1 ist ein 4,9 kb groer GST-Genfusionsvektor. Der Vektor besitzt einen tac-Promotor
fiir eine chemisch induzierbare, hohe Expression des Fusionsproteins. Das GST-Gen enthélt wei-
terhin eine ,,ATG“—Ribosomenbindungsstelle und steht unter der Kontrolle dieses tac-
Promotors. AuBerdem ermoglicht das Vorhandensein eines /ac I7-Gens im Vektor den Einsatz in

allen E.coli-Stammen. Das Genprodukt von lac I? wirkt als Repressor und kann durch IPTG,



Material 33

welches den Repressor bindet und somit eine Konformationsédnderung hervorruft, inaktiviert
werden. So kommt es durch eine IPTG-Induktion zu einem hohen Expressionslevel des Proteins.
Das gewlinschte Protein wird als Fusionsprotein mit einem 26 kDa grof3en, N-terminalen GST-
Protein-Anteil exprimiert.

Der GST-Anteil des Fusionsproteins kann bei diesem Vektorsystem durch den Faktor Xa enzy-
matisch abgespalten werden.

Der Vektor enthélt zur Selektion ein Ampizillin-Resistenzgen.
2.11 Bakterien- und Hefestimme

2.11.1 E.coli-Stimme

DHS5a: [97]

Genotyp: F ®80dlacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(r¢’, mx') phoA
supE44\" thi-1 gyrA96 relAl

Dieser Stamm wurde chemisch-kompetent gemacht und fiir Standard-Transformationen verwen-

det.

XI-1 Blue: [24]
Gentotyp: supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac- F° (roAB+ laclq lacZDMI15
Tnl10(tetr))

Dieser Stamm wurde fiir die Elektroporation verwendet.

TOPIOF':
Genotyp: F'{lacI®Tnl0(Tet™)} merAA(mrr-hsdRMS-mreBC ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endAl nupG

Dieser Stamm wurde fir die Transformation von TOPO-Reaktionen verwendet.

XL 10-Gold: [24]
Genotyp: Tet® A(mcrA)183 A(mrcCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac Hte [F'proAB lacl"ZAM15 Tnl10(Tet®) Amy Cam"]

BL21 Codon+:[182,217]

Genotyp: E.coli B F'dem ompT hsdS(rg- mp-) gal A (DE3)

Dieser Stamm eignet sich sehr gut zur Proteinexpression von Genen die in einen pGEX-Vektor
kloniert wurden. Da Prokaryonten normalerweise eine andere Zusammensetzung ihres tRNA-

Pools besitzen als Eukaryonten, kann es bei der Proteinexpression von eukaryontischen Genen in
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einem prokaryontischen System, zu Problemen kommen, die sich z.B. in degradierter RNA oder
in Codonaustauschen bemerkbar machen. E.coli BL21 Codon+ wurde nun so konzipiert, dass die
normalerweise in Prokaryonten selten vorkommenden eukaryontischen tRNA’s in ausreichender

Menge produziert werden und somit zu einer optimalen Proteinexpression fiihren.

2.11.2 Saccharomyces cerevisiae

AHI109 :[119]

Genotyp : MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A, LYS2::GALIyas-
GALIl1aTA-HIS3, MEL1, GAL2yas-GAL21aTA-ADE2, URA3::MEL1yas-MEL11aTA-lacZ
Reportergene: HIS3, ADE2, lacZ, MELI1

Y187 :[100]

Genotyp : MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-2,112, gal4A, met, gal80A,
URA3:: GAL1yas-GALltara-lacZ,Mell

Reportergene : lacZ, MEL1
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2.12 Zelllinien

HEK 293 E+ (human embryonic kidney, EBNA+)

Die nachfolgend aufgefiihrten Zelllinien sind transfezierte HEK 293 E+-Zellen (human embryo-
nic kidney). Hierbei handelt es sich um humane embryonale Nierenzellen die mit der Adenovirus
Typ5-DNA transfeziert wurden [85]. Die hier verwendete Zelllinie wurde von Invitrogen erwor-
ben und wurde zusétzlich mit dem Eppstein-Barr-Virus-Gen (EBNA-1) stabil transfeziert. Das
EBNA-1 Gen steht unter der Kontrolle eines CMV Promotors und wird so konstitutiv und hoch
exprimiert. AuBerdem trdgt das Plasmid ein Neomycin-Resistenz-Gen, so dass ein Selektions-
druck durch Geneticin (G 418 Sulfat) auf die Zellen ausgeiibt werden kann. Vektoren die einen
EBV-Replikationsstartpunkt (oriP) tragen, werden in diesen Zellen in hoher Anzahl exprimiert.
Einer dieser Vektoren ist pCEP4 (Invitrogen). Dieser wurde auch fiir die Herstellung in der fol-

genden Zusammenfassung aufgefiihrten stabilen Zellinien verwendet.

Stabile Zelllinie basierend |eingebrachtes Gen

auf HEK 293 E+

hP1R humaner PTH1 Rezeptor

hP2R humaner PTH2 Rezeptor (hP2R)

P2R-PIT hP2R mit Austausch des C-Terminus des PTH1R an Pos. 493
P2R-L2 hP2R mit Austausch der AS DT->EK im 2. intrazell. Loop
P2R-L3 hP2R mit Austausch der AS IW->LR im 3. intrazell. Loop
P2R-L2/3 Kombination aus L2 und L3

P2R-L2/3-P1T Kombination aus P2R-L2, P2R-L3 und P2R-P1T

opP1R opossum PTH1-Rezeptor

Y453A opP1R mit der Mutation Y453A

F454A opP1R mit der Mutation F454A

C455A opP1R mit der Mutation C455A

N457A opP1R mit der Mutation N457A

Del 453-457 opP1R mit Deletion der Aminosauren 453-457
Y453A/N457A Kombination aus Y453A und N457A
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MDCK-Zellen [75]

MDCK-Zellen sind benannt nach S. Madin und N.B. Darby. Es handelt sich dabei um normale
Nierenzellen (kidney) von Canis familiaris (Cockerspaniel). MDCK-Zellen besitzen unter ande-
rem einen schwach exprimierten, endogenen PTH1R.

Die weiterhin verwendeten Subklone MDCK-C7 und MDCK-C11 stammen von Prof. M.Gekle
(Physiologisches Institut, Universitit Wiirzburg). Diese wurden anhand ihrer morphologischen

Unterschiede aus der Gesamtpopulation selektioniert.

COS-7- Zellen [81]
Die Zelllinie stammt aus der Niere von Cercopithecus aethiops (Malawi-Meerkatze). Die ur-
spriingliche Zellinie CV-1 wurde durch Transfektion mit einer Origin-defekten Mutante des

SV40-Gens, welches fiir das Wildtyp T-Antigen codiert, verdndert.

OK-Zellen [140]
Bei OK-Zellen handelt es sich um Endothelzellen aus dem proximalen Tubulus der Niere von
Didelphis marsupialis virginiana (Nordafrikanisches Opossum). Es werden unter anderem der

alpha-2-adrenerge Rezeptor, der Serotonin-Rezeptor und der Parathormon-Rezeptor exprimiert.

SaoS-2-Zellen

Hierbei handelt es sich um eine humane Osteosarkom-Tumorzelllinie, welche von J. Fogh und
G. Trempe [63] aus Knochen isoliert wurde. Bekannte Rezeptoren, die in dieser Linie exprimiert
werden sind u.a. der EGF-Rezeptor (epidermal growth factor), der TGF-beta-Rezeptor (trans-
forming growth factor, Typ 1 und 2) sowie der PTHI1-Rezeptor .

ROS 17/ 2.8-Zellen
Hierbei handelt es sich um eine aus der Ratte stammende Osteosarkom-Tumorzelllinie, die eben-

falls den PTH1-Rezeptor exprimiert.

HT-29-Zellen

Hierbei handelt es sich um eine humane Kolonkarzinom-Zelllinie, welche unter anderem Muzin,
die sekretorische Komponente von IgA, TGF beta-bindendes Protein und MAP17 expremiert.
Das p53 Antigen wird in dieser Linie tiberproduziert. Expremierte Rezeptoren sind unter ande-
rem der Urokinase-Rezeptor (u-PAR), der Vitamin D-Rezeptor und der adrenerge Rezeptor al-

pha2A.
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2.13 Medien fiir die Bakterienkultur

LB-Medium (Luria-Bertami Medium)
Hierzu wurden 5 g Hefeextrakt, 10 g Bakto-Trypton und 5g NaCl in 11 H,O geldst. Der
pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,5 eingestellt. Zur Sterilisation wurde das Medium autoklaviert.

LB-Agarplatten
1 1 LB-Medium wurde mit 15 g Agar-Agar vesetzt, autoklaviert und nach Abkiihlung auf 60 °C
in Petrischalen gegossen. Die Lagerung der Platten erfolgte bei 4 °C.

SOC-Medium

Fiir 1 I Medium wurden 20 g Bakto-Trypton, 5 g Hefeextrakt und 0,5 g NaCl in 950 ml H,O ge-
16st. Aus einer 250 mM KCI-Stammldsung (1,86 g KC1 in 100 ml H,O) wurden 10 ml zugege-
ben. Der pH-Wert wurde mit 5 N NaOH auf 7,0 eingestellt. Nach Auftfiillen des Volumens auf
1 1 wurde das Medium autoklaviert. Nach Abkiihlen auf 60 °C wurden 10 ml einer 1 M Glucose-

Stammldsung (18,2 g Glucose in 10 ml H,O, steril filtriert) zugegeben.

Ampizillin-Stammlésung

Fiir eine 50 mg / ml Stammldsung wurden 500 mg Ampizillin-Natriumsalz in 10 ml deionisier-
tem Wasser gelost, danach steril filtriert und in Aliquots bei —20 °C gelagert. Die Endkonzentra-
tion im Medium betrug 100 pg / ml.

Kanamyzin-Stammlésung
300 mg Kanamyzin wurden in 10 ml H,O geldst, steril filtriert und bei —20 °C gelagert. Die Ar-
beitskonzentration betrug 30 pg / ml.

X-Gal-Platten
Fiir X-Gal-Platten wurden 40 pl einer 20 mg / ml X-Gal Stammlésung (gelost in DMF) und 4 pl
einer 200 mg / ml IPTG-Stammldsung auf LB-Platten gegeben und mit einem Drygalski-Spatel

verteilt. AnschlieBend wurden die Platten fiir mindestens zwei Stunden bei 37 °C getrocknet.
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2.14 Medien fiir die Hefekultur

YPD-Medium
Fiir 1 1 Medium wurden 20 g Difco-Pepton, 10 g Hefeextrakt in 950 ml deionisiertem Wasser
gelost. Der pH-Wert wurde auf 5,8 eingestellt. Nach dem Autoklavieren wurden 50 ml einer ste-

ril filtrierten 40 % Glucose-Stammldsung zugegeben.

YPD-Platten
1 1 YPD-Medium wurde vor dem Autoklavieren 20 g Agar zugegeben. Nach Abkiihlen des Me-
diums und Zugabe der Glucose wurde das Medium in Petrischalen gegossen. Die Platten wurden

bei 4 °C gelagert.

YPDA-Medium
Fiir das Adenin supplementierte YPD-Medium wurde 11 YPD-Medium autoklaviert und nach

dem Abkiihlen mit 15 ml einer 0,2 % Adenin-Hemisulfat-Losung (Enkonzentration im Medium

0,003 %) versetzt.

SD-Minimalmedium

26,7 g der SD-Mimimal-Base (Clontech) und 0,64 g des Dropout-Supplements -Ade/-His/-Leu/-
Met/-Trp wurden in 11 H,O gelost, der pH-Wert mit HCI auf 6,8 eingestellt und anschlieBend
autoklaviert. Nach Abkiihlen auf 55 °C wurde das Medium mit den entsprechenden Aminoséure-

Stammldsungen ergénzt, um die gewlinschten Minimalmedien zu bekommen.

SD-Minimalmedium-Platten
Einem Liter Minimalmedium wurden vor dem Autoklavieren 20 g Agar zugesetzt. Nach Abkiih-
len auf 60 °C wurde das Medium mit den entprechenden Aminoséure-Stammldsungen ergianzt

und in Petrischalen gegossen. Nach dem Trocknen wurden die Platten bei 4 °C gelagert.

Verwendete Aminosdure-Stammlosungen (100x)

L-Adenin-Hemisulfat Salz 2¢g/1
L-Histidin HCl-Monohydrat 2g/l
L-Leuzin 10g/1
L-Methionin 2¢g/1

L-Tryptophan 2¢g/1
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2.15 Losungen und Materialien fiir die Zellkultur und Bioassays

['%1]- NIe®*' Tyr**tPTH (1-34)amid NEN
3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IMBX) Sigma

6-, 12-, 24- Loch Platten Costar
Bisindolylmaleimid- Derivat GF 109203X Calbiochem
Bovines Serumalbumin (BSA)-Initale Fraktion <99 % Reinheit | Sigma
Bovines Serumalbumin (BSA)-Initiale Fraktion 95 % Reinheit Sigma
cAMP Radio-Immunoassay Immundiagnostik
Dulbecco’s MEMalpha Invitrogen
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit Glutamax Invitrogen
Effectene® Transfection Reagent Qiagen
Einfrieréhrchen 1,8 ml Greiner

Fluo-3-acetoxymethylester (Fluo-3-AM)

Molecular Probes,

Eugene, USA
Fotales Kilberserum (FCS) PAN Biotech
Gewebekulturflaschen T75, T25 Greiner
Gewebekulturschalen 60 mm Greiner
Glasrohrchen fiir cAMP-Messung Sarstedt

Hygromycin B Roche,Mannheim
Isoquinolin-Sulfonamid-Derivat H-89 Calbiochem
Lipofectamin Invitrogen
McCoy’s 5a Medium mit 1,5 mM Glutamin Invitrogen

Myo [*H]-Insoitol Amersham
Neubauer-Zahlkammer GLW
Nle**'Tyr’*rPTH (1-34) amid Bachem

PBS (steril) PAN Biotech
Pipetten (einzeln steril verpackt) 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml | Falcon
Poly-Prep-Séaulen BioRad

Ready Protein + ™

Beckmann Coulter

Serumrdhrchen fiir Bindungsstudien Sarstedt
Trypanblau Sigma
Trypsin Sigma
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2.16 Computerprogramme und Internet-Adressen

2.16.1 Computergestiitze Sequenzanalyse

Name Anwendung www-Adresse

BLAST Suche nach dhnlichen DNA- oder http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
Proteinsequenzen

BLASTN durchsucht die Datenbank nach dhnlichen http:/ /www.ncbi.nlm.nih. gov/blast
DNA-Sequenzen

BLASTP durchsucht die Datenbank nach dhnlichen http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
Protein-Sequenzen

ClustalW Vergleich von DNA oder Proteinsequen- | http://www2.ebi.ac.uk/clustalw/
zen

Expasy- Ubersetzen einer DNA-Sequenz in eine | http://www.expasy.ch/tools/dna.html
Proteinsequenz in allen sechs moglichen

TranslateTool Leserastern

PubMed Literaturrecherche http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi

reverse/complement Zum Invertieren und Erstellen komple- | http://bir.biology.washington.edu/SMS/index.html
mentédrer Sequenzen einer bekannten
DNA
Durchsuchen einer Proteinsequenz nach | http://www.sanger.ac.uk/Pfam/search.shtml

ScanPfam Motiven die in der PFAM Datenbank P £
gespeichert sind

ScanProsite Durchsuchen einer Proteinsequenz nach | http://www.expasy.ch/tools/scnpsitl.html

Motiven die in der PROSITE Datenbank
gespeichert sind

Swiss-3DIMAGE

Datenbank fiir biologische Makro-
molekiile mit bekannter dreidimensiona-
ler Struktur

http://www.expasy.org/sw3d/

Swiss-Model

Zur automatischen Generierung von 3D-
Proteinmodellen

http://swissmodel.expasy.org/

WebCutter 2.0

zeigt Restriktionsschnittstellen in einer
DNA-Sequenz auf

2.16.2 Computerprogramme

http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html

Programm Verwendung

DeepView / Swiss- Programm zur Darstellung und Bearbeitung von 3D-Modellen

PDBViewer 3.7 (pdb-Dateien)

EndNote 5.0 Verwalten von Literatur

Excel 2000 Tabellenkalkulation

GeneTools Programm zum Auswerten von Sequenzen (Restriktions-
schnittstellen, Translation, Verwalten von Sequenzen)

Graph Pad Prism™ 4.0 Auswertung der Bioassays und Erstellung von Graphen

Photoshop 5.0 Erstellen von Prisentationen und in dieser Arbeit aufgefiihrte
Graphiken

StatView 5.0 Statistikprogramm

Word 2000 Textverarbeitung
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3 Methoden

Alle Methoden wurden, wenn nicht anders angegeben, nach ,,Current Protocols in Molecular

Biology* durchgefiihrt.
3.1 Bakterienkultur

3.1.1 Kultur auf Platten

Um aus einer Suspension einzelne Bakterienklone zu gewinnen (z.B. nach Transformation) wur-
den 100-200 pl Bakteriensuspension auf eine Agar-Platte pippetiert und mit einem Drigalski-
Spatel verteilt. Zur Sterilisation wurde der Spatel in Ethanol getaucht und anschlieend abge-

flammt. Die Petrischalen wurden umgekehrt bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.

3.1.2 Kultur im Fliissigmedium

Hierzu wurde mit einer sterilen Impfose eine einzelne Kolonie von einer Platte gepickt oder mit
der Ose von der Oberfliche einer gefrorenen Glycerinkultur abgekratzt. Die Ose wurde in das
entsprechende Selektionsmedium getaucht. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 37 °C auf
einem Schiittler (200-250 rpm).

3.1.3 Kurzeitige Konservierung von Bakterienstimmen

Die Bakterienkultur wurde mit einem Drigalski-Spatel auf einer Agar-Platte ausgestrichen und
bei 37 °C iiber Nacht inkubiert, bis deutliche Kolonien zu erkennen waren (12-18 h). Die Bakte-
rienplatten kdnnen so bei 4 °C fiir vier bis sechs Wochen bis zur Weiterverarbeitung gelagert

werden.

3.1.4 Langfristige Lagerung von Bakterienstimmen (Glycerinkultur)

Um Bakterienstimme lidnger lagern zu kénnen, wurde 1 ml von einer Ubernachtkultur mit 500 ul

87 %igem sterilem Glycerin versetzt und diese bei —80 °C eingefroren und gelagert.

3.1.5 Bestimmung der optischen Dichte (OD) aus einer Bakterienfliissigkultur

Um die Bakteriendichte im Fliissigmedium zu bestimmen, wurde die Extinktion bei einer Wel-
lenldnge von 600 nm im Biophotometer gemessen. Als Referenzwert wurde steriles Bakterien-
medium verwendet. Es gilt bei einer OD von 1 und einer Schichtdicke der Kiivette von 1 cm,

dass sich in der Losung 8x10® Zellen / ml befinden.
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3.1.6 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Nach D. Hanahan [97] :
Losung I: 30mM  Kaliumacetat
50 mM  Manganchlorid
100 mM  Rubidiumchlorid
10 mM  Calciumchlorid
15 % Glycerin
Mit Essigsdure wurde der pH-Wert der Losung I auf 5,8 eingestellt und anschlieend steril filt-
riert. Eine Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Losung II: 1I0mM  MOPS

75mM  Calciumchlorid

10 mM  Rubidiumchlorid

15 % Glycerin
Der pH-Wert von Losung II wurde mit NaOH auf 7,0 eingestellt, die Losung steril filtriert und
bei 4 °C gelagert.
Es wurden 5 ml LB-Medium mit einer Kolonie (z.B. DH5a, XL-1 Blue) angeimpft und bei
37 °C und 200 rpm tiber Nacht auf dem Schiittler inkubiert. Diese 5 ml wurden am néchsten Tag
mit 100 ml warmem LB-Medium verdiinnt und bis zum Erreichen der ODggyy von 0,4 bis 0,6 bei
37 °C inkubiert. Die Zellsuspension wurde danach kurz auf Eis gestellt und anschlieend in einer
Hettich-Zentrifuge bei 4 °C und 4000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 30 ml
kalter Losung I resuspendiert und erneut bei 4000 rpm und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert. Nach
erneuter Resuspendierung der Zellen in 8 ml Losung 11, wurden die Zellen in 200 pl Aliquots bei

—80 °C eingefroren.

3.1.7 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Zur Gewinnung von elektrokompetenten Zellen wurde von einer Platte eine 5 ml Ubernachtkul-
tur angeimpft, die am néchsten Tag in 200 ml warmes LB-Medium gegeben wurde. Nach Errei-
chen der ODggo von 0,6 und kurzem Abkiihlen der Zellen auf Eis, erfolgte die Zentrifugation bei
3000 rpm fiir 5 min. Das Pellet wurde in 100 ml eiskaltem sterilem Wasser durch Schiitteln re-
suspendiert und anschlieBend erneut abzentrifugiert. Das so entstandene Pellet wurde nach
griindlichem Entfernen des Uberstandes in 400 pl kaltem Wasser aufgenommen und mit 10 %
Glycerin versetzt. Die Zellen wurden in gekiihlten Eppendorf-Gefdflen zu 40 pl aliquotiert und
bei —80 °C gelagert.
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3.2 Molekularbiologische Standardmethoden

3.2.1 Isolierung von Plasmid DNA aus Bakterienzellen

3.2.1.1 alkalische Mini-Prdparation

Die alkalische Minipriparation beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse [13]. In einem sehr
hohen pH-Bereich (12,0-12,5) denaturiert genomische, lineare DNA. Kovalent geschlossene
zirkuldre DNA (Plasmid-DNA) bleibt aber in Losung. Wéhrend der Priaparation wird die DNA-
Losung erst einem alkalischen pH-Wert ausgesetzt und anschlieBend wieder neutralisiert. Dar-
aufhin faallen genomische DNA als unl6slicher Komplex und ebenso SDS-Proteinkomplexe aus
der Losung aus. Diese konnen zusammen abzentrifugiert werden.

Diese Methode kann verwendet werden um geringe DNA-Mengen zu erhalten. Da diese DNA

aber durch RNA verunreinigt ist, ist ein anschlieBender Verdau mit RNase A nétig.

verwendete Losungen:

GTE-Puffer: 50 mM Glukose
25 mM Tris-HCI (pH = 8,0)
10 mM EDTA (pH = 8,0)

Lysispuffer: 0,2N NaOH
1 % SDS
saure Kaliumacetat-Losung: 60 ml 5 M Kaliumacetat

11,5 ml Eisessig
28,5 ml H,O

3 ml einer Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert (3000 rpm, RT) und der Uberstand dekantiert.
Das Pellet wurde in 100 ul GTE-Puffer resuspendiert und mit 200 ul Lysispuffer versetzt. Ein
Mischen erfolgte durch Invertieren der ReaktionsgefdBe. Die Losung wurde 5 min auf Eis inku-
biert, anschlieBend mit 150 pl saurer Kaliumacetatlosung versetzt, kriaftig gemischt und weitere
5 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min, 13.000 rpm, RT) wurde der Uberstand in
neue Eppendorf-Reaktionsgefdfle iiberfiihrt, 750 pl kaltes Ethanol zugegeben und der Ansatz bei
—20 °C fiir 1 h inkubiert. Durch anschlieBendes zentrifugieren (13.000 rpm, 20 min) wurde die
DNA pelletiert und nach einem Waschschritt mit 500 pl 70 %igem Ethanol und anschlieBender
Abnahme des Uberstandes bei Raumtemperatur an der Luft getrocknet. Das getrocknete Pellet

wurde in 30 pl H,O aufgenommen.
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3.2.1.2 Plasmid-Prdparation nach Qiagen

Durch die Préaparation nach der Qiagen-Methode erhélt man DNA von hohem Reinheitsgrad. Die
RNA wird durch Zugabe von RNase verdaut. Die verwendeten Qiagensdulen sind Anionenaus-
tauschersdulen mit groBporigen Silikatkugeln (Porendurchmesser im Durchschnitt 100 um), die
von hydrophilen Substanzen umbhiillt sind. Mittels der mitgelieferten Puffer wird die DNA zu-
nichst an die Sdule gebunden und nach einem anschlieBenden Waschschritt, der die DNA von

Verunreinigungen trennt, wieder von der Saule eluiert.

Im Kit wurden folgende Puffer mitgeliefert: Puffer P1, Puffer P2, Puffer N3, Puffer PE und Puf-
fer EB; Eine genaue Zusammensetzung der Puffer ist nicht im Protokoll angegeben.

Fiir Anwendungen, die einen hohen Reinheitsgrad der DNA verlangen (z.B. Ligationen) wurde
der QIAprep-Spin-Mini-Kit verwendet. Es wurden 5 ml einer Ubernachtkultur bei 3000 rpm
zentrifugiert, das Pellet in 250 pl Puffer P1 (enthdlt RNaseA) resuspendiert und die Suspension
in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefaf3e iiberfiihrt. AnschlieBend wurden 250 ul Puffer P2 zugege-
ben, die Reaktionsgefidle invertiert und der Ansatz 5 min bei Raumtemperatur zur Lyse der Zel-
len inkubiert. Nach Zugabe von 350 pl Puffer N3 und kriftigem Invertieren bildet sich ein flo-
ckiger, weiBer Niederschlag, der durch Zentrifugation bei 13.000 rpm pelletiert wurde. Der U-
berstand wurde auf die vorbereiteten Qiagensiulchen pipettiert, welche in einem 2 ml Auffang-
gefal} stecken. Eine anschlieBende Zentrifugation von 1 min bei 13.000 rpm bewirkte, dass der
Uberstand iiber die Siulen gezogen wurde. Nach Entfernen der abzentrifugierten Losung, wur-
den die Sdulen durch Zugabe von 750 ul Puffer PE gewaschen. Der Waschpuffer wurde eben-
falls durch Zentrifugation bei 13.000 rpm entfernt. Nach dem Trocknen der Séulen wurden diese
in einem neuen Eppendorf-Reaktionsgefdl3 platziert, 50 ul Puffer EB auf die Sdulen gegeben und
nach eine Inkubation von 2-3 min die DNA mittels Zentrifugation (13.000 rpm, RT, 1 min) von
der Sidule eluiert. Die Plasmid-DNA Konzentrationen betrugen in der Regel zwischen

200 pg / ml und 600 pg / ml.

3.2.2 Plasmid-Maxi-Priparation

Um grofere Mengen DNA zu erhalten wurde eine Plasmid-Maxi-Priparation durchgefiihrt. Es
wurde der QIAfilter-Maxi-Kit von Qiagen verwendet.

100 ml einer Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert (Beckmann-Zentrifuge, Rotor GSA,
6000 rpm, 15 min) und in 10 ml Puffer P1 resuspendiert. Nach der Zelllyse mit 10 ml Puffer P2
und der Prézipitation von genomischer DNA und Proteinen mit Puffer N3 wurde die gesamte
Losung in eine Spritze mit Filter (im Kit mitgeliefert) gegeben. Nach 10 min Inkubation wurde,

indem die Losung durch den Filter gedriickt wurde, das Lysat vom Prézipitat getrennt. Aus dem



Methoden 45

klaren Lysat wurde durch Zugabe von 12,5 ml Isopropanol und anschlieBender Zentrifugation
(Beckmann-Zentrifuge, Rotor SS34, 15.000 rpm, 30 min) die DNA pelletiert. Nach einmaligem
Waschen des Pellets mit 5 ml 70 %igem Ethanol (15.000 rpm, 10 min) und Trocknen der DNA,
wurde diese in 500 pl TE-Puffer (10 mM Tris-Cl pH = 8,0, 1 mM EDTA (pH = 8,0)) geldst. Die
Ausbeute bei der Maxi-Priparation lag zwischen 500 pg / ml und 1 mg / ml.

3.2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

UV-Licht der Wellenldnge 260 nm wird von Nukleinsduren absorbiert. Durch Messung der Ex-
tinktion bei 260 nm im Bio-Photometer wurde die DNA-Konzentration bestimmt. Hierbei ent-
spricht eine ODgp von 1 einer Konzentration von 50 pg DNA / ml. Da Proteine das UV-Licht
bei 280 nm absorbieren, kann aus dem Quotienten 260 nm / 280 nm auf die Reinheit der DNA-
Losung geschlossen werden. Verunreinigungen durch Proteine mindern diesen Quotienten. Der
Quotient reiner DNA liegt bei 1,8.

Zur Messung wurde eine Verdiinnung der DNA-L6sung von 1:69 in Wasser hergestellt. Als Re-

ferenzwert diente reines Wasser. Die Messung erfolgte bei 260 nm und 280 nm.

3.2.4 DNA-Konzentrationsbestimmung aus Agarosegelen

Hierzu wurde eine kleine Menge DNA auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen. Als Vergleichs-
wert diente ein Massen-Marker (high-mass Marker, MBI). Mit Hilfe dieses Markes war es mog-
lich aus der Intensitdt der Bande auf die ungefahre DNA-Menge im Aliquot zu schlielen.

3.2.5 DNA-Fillung

DNA kann aus einer 70 %igen Ethanolldsung in Gegenwart von Natriumionen prézipitiert wer-
den. In 70 %igem Ethanol sind die Alkalisalze der DNA unléslich, weil die geladenen Phospho-
diester- und Phosphatgruppen nicht mehr in ausreichender Menge hydratisiert vorliegen. Durch
Zugabe von Natriumsalzen wird dieser Effekt verstarkt, weil diese zusétzlich zur DNA um die
Hydrathiillen in Konkurrenz treten [53].

Die zu fillende DNA-Losung wurde mit H,O auf 300 pl aufgefiillt. Durch Zugabe von 30 pl
3 M Na-Acetat (Endkonzentration 0,3 M) und 750 ul 100 %igem Ethanol (2,5 Volumenprozent)
wurde die DNA fiir mindestens 1 h bei —20 °C gefillt. Das durch eine anschlieBende Zentrifuga-
tion (13.000 rpm, 30 min) erhaltene Pellet wurde einmal mit 70 %igem Ethanol gewaschen und
anschlieBend nochmals 5 min zentrifugiert. Das nach dem Abnehmen des Uberstandes vorhan-

dene Pellet wurde anschlieSend luftgetrocknet.
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3.2.6 DNA-Reinigung mittels Phenol / Chloroform

Eine gute Methode um verunreinigte DNA von Proteinen zu befreien ist die Phe-
nol / Chloroform-Extraktion.

Hierzu wurde die DNA-Losung mit Wasser auf 500 pl aufgefiillt und mit 500 pl Phenol versetzt.
Der Ansatz wurde 3 min kréftig geschiittelt und dann bei 13.000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Die
obere, wissrige, DNA-enthaltende Phase wurde in ein neues Eppendorf-Gefaf3 tiberfiihrt und mit
500 pl Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol (29:28:1) wiederum 3 min geschiittelt. Nach dem
Uberfiihren der wissrigen Phase in ein neues Reaktionsgefi8 wurden 500 pul Chloroform zuge-
geben um Phenolreste zu entfernen. Dieses Gemisch wurde wiederum 3 min bei Raumtempera-
tur geschiittelt und anschlieBend zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde so lange wiederholt bis
kein Phenolgeruch mehr wahrnehmbar war. Die DNA wurde anschlieBend mit Ethanol gefillt

(siehe 3.2.5).

3.2.7 Enzymatische Spaltung von DNA (Restriktionsverdau)

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, welche die beiden DNA-Stringe durch
Hydrolyse der Phosphodiester-Bindungen spalten. Diese Enzyme erkennen innerhalb der DNA
spezifische Zielsequenzen. Dabei handelt es sich meist um Palindrome mit einer Linge von 6 bis
8 bp. Je nach Enzym kann die Spaltung der DNA-Stringe auf gleicher Hohe erfolgen, wobei
sogenannte ,,blunt-end“- Fragmente entstehen. Ist die Schnittstelle um 2 bis 6 bp versetzt, so
ergeben sich ,,sticky-end*“-Fragmente, wobei je nach Enzym 3’- oder 5'- Enden zuriickbleiben.
Die Bedingungen fiir einen Restriktionsverdau sowie die Enzymmenge entprachen den Angaben
der Hersteller (Invitrogen, MBI, NEB). Ein vollstindiger Restriktionsverdau wurde in einem
Volumen von 20 pl durchgefiihrt und nach Inkubation von 1-2 h, bei 37 °C auf ein 1 %iges Aga-
rosegel aufgetragen (siehe 3.2.8).

Fiir manche Anwendungen war es notig einen partiellen Verdau der DNA zu erwirken. Das be-
deutet, dass nicht alle Restriktionsschnittstellen, die von dem jeweiligen Enzym erkannt werden,
geschnitten werden. Dies erreicht man durch den Einsatz einer sehr niedrigen Menge an Enzym
und einer kurzen Inkubationszeit bei 37 °C. Zunichst wurde mit einem Enzym verdaut, welches
nur eine Schnittstelle im Plasmid besitzt. Anschlieend wurde dieser Ansatz iiber eine Qiagen-
sdule (aus dem Qiagen PCR purification kit) aufgereinigt, um Salze und restliche Enzyme zu
entfernen. Das gereinigte Fragment wurde in 90 pul H>O aufgenommen und 10 pl 10 x Puffer des
entsprechenden zweiten Enzyms zugegeben. Dieser Ansatz wurde in fiinf 1,5 ml Eppendorf-
Rohrchen aufgeteilt, wobei in das erste Rorchen 30 pl vorgelegt wurden, in Nummer zweli, drei

und vier jeweils 20 pl und in das letzte nur 10 pl des Ansatzes. Zu dem ersten Ansatz wurden
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2 ul des zweiten Enzyms auf Eis dazu gegeben und nachdem gut gemischt wurde, 10 pl in den
Ansatz 2 pipettiert. Dieser wurde wiederum gut gemischt und 10 pl zu Ansatz 3 gegeben usw.
Alle Rohrchen wurden fiir 15 min bei 37 °C inkubiert, danach sofort auf Eis gestellt und mdg-
lichst schnell mit 5x Stop-Puffer versetzt. Bei der anschlieBenden Gelelektrophorese konnte man

den Partialverdau mit zunehmender Verdiinnung des Enzyms beobachten.

3.2.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die hier verwendeten Gelelektrophoresekammern waren das ,,Hybaid-System* und das ,,Joule-

Box-System*“von Stratagene.

TBE-Laufpuffer (10x): 108 g Tris-Base
55¢ Borsdue
40 ml 500 mM EDTA (pH = 8,0)
mit H,O auf 1 1 aufgefiillt

Ethidiumbromidlésung: 10 mg / ml

5x Stop-Puffer: 10 % Ficoll 400
50mM  NaEDTA
0,5 % SDS

0.125% Bromphenolblau
0,125% Xylencyanol FF

1,2 g Agarose und 120 ml TBE-Laufpuffer wurden in der Mikrowelle aufgekocht und nach Ab-
kiihlen auf 70 °C mit 3 pl Ethidiumbromid (10 mg / ml) versetzt. Anschlieend wurde die Lo-
sung in die dazugehorigen Gelkammern gegossen. Die Kémme wurden eingesetzt und die Gele
30 min bei Raumtemperatur abgekiihlt.

Fiir die eigentliche Elektrophorese wurden die Schlitten mit dem Gel in die Kammer eingesetzt
und mit Laufpuffer iiberschichtet. Die DNA-Proben wurden mit 0,25 Vol.% 5x Stop-Puffer ver-
setzt und in die Taschen pipettiert. Die Auftrennung der unterschiedlichen DNA-Fragmente er-

folgte bei 100 V fiir ca. 25 min.

3.2.9 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

3.2.9.1 Qiagen-Kit:
Nach der Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese wurden die gewiinsch-

ten Fragmente mit einem Skalpell unter UV-Licht exakt aus dem Gel heraus geschnitten. Die
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Exposition mit UV-Licht sollte dabei immer mdglichst gering sein, da es sonst zu Mutationen in
der DNA kommen kann.

Die Reinigung des Fragments erfolgte mittels des QIAquick Gel Extraction Kits, nach den An-
gaben des Herstellers. Durch den mitgelieferten Puffer QG wurde die Agarose aufgeldst und der
geeignete pH-Wert, sowie die optimale Salz-Konzentration eingestellt. Die Absorption von DNA
erfolgte an eine Silicagel-Membran in der Anwesenheit von hohen Salz-Konzentrationen, wo-
hingegen Verunreinigungen nicht gebunden wurden [243]. Die gebundenen DNA-Fragmente

wurden anschlieBend mit 50 pl 10 m MTris-Puffer von der Sdule eluiert.

3.2.9.2 Millipore-Kit (Montage Gel Extraktions-Kit)

Nach dem Ausschneiden der gewiinschten Bande aus dem Agarosegel, wurde das Gelstiick in
eine aus verschiedenen Komponenten zusammengesetzte Filtervorrichtung gegeben. Das 1,5 ml
Zentrifugenréhrchen wurde anschlieBend bei 5000 x g fiir 15 min in der Heraeus-Tischzentrifuge
zentrifugiert. Dabei wurde zunichst die Gel-Struktur der Agarose durch die Zentrifugalkraft zer-
stort. AnschlieBend wurden die Gelfragmente durch eine kleine Offnung, den sogenannten ,,Zer-
stauber* gedriickt, so dass am Ende eine aufgereinigte DNA-L6sung librig blieb. Das Volumen
der Losung richtete sich nach der Menge der Agarose in der das ausgeschnittene Fragment ent-
halten war. Deshalb wurde beim Ausschneiden das Gelstiick moglichst klein gehalten, um eine

hohe DNA-Konzentration in der Endlosung zu erreichen.

3.2.10 Dephosphorilierung von 5’-Enden mit alkalischer Phosphatase aus Shrimps

Um eine Religation des linearisierten Vektors bei der Klonierung von DNA-Fragmenten zu ver-
hindern, wurde die Abspaltung terminaler Phosphatgruppen mit der alkalischen Shrimp Phospha-
tase (Roche) durchgefiihrt.

Hierzu wurden 7 pl linearisierter Vektor, 0,9 ul Dephosphorilierungspuffer (10 x) und 1 pl
Shrimp alkalische Phosphatase zusammen gegeben und fiir 10 min bei 37 °C im Wasserbad in-
kubiert. AnschlieBend wurde eine Hitzeinaktivierung der Phosphatase bei 65 °C fiir 15 min

durchgefiihrt. Dieser Ansatz wurde fiir die Ligation verwendet (siehe 3.2.11).

3.2.11 Ligation von DNA-Fragmenten

Fir die Ligation des Vektors mit einem DNA-Fragment wurden zum Ansatz aus dem
Dephosphorilierungsschritt 6 pl DNA-Fragment, 4 pul T4 Ligasepuffer (5 x) und 1 pl T4 Ligase
(Invitrogen) zugegeben. Die Ligation erfolgte bei 16 °C iiber Nacht. Danach wurde die Ligase
fiir 15 min bei 65 °C inaktiviert. AnschlieBend wurde der Ligationsansatz fiir die Transformation

in Bakterienzellen verwendet (siehe 3.2.12 und 3.2.13).
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3.2.12 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Um die Bakterien mit Plasmid-DNA zu transformieren wurde ein Aliquot (200 pul chemisch
kompetente Zellen, siehe 3.1.6) fiir 10 min auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 500 ng DNA
wurden die Zellen nochmals 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42 °C fiir
45 s und anschlieBendem dreiminiitigem Abkiihlen auf Eis wurden 800 pl LB-Medium zugege-
ben und die Zellen 1 h bei 37 °C und 200 rpm auf dem Schiittler inkubiert. Nach Abzentrifugie-
ren des Mediums und resuspendieren des Pellets in 200 pl frischem LB-Medium wurden die

Zellen auf entsprechenden Selektionsplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.2.13 Transformation elektrokompetenter Zellen

Die Elektroporation von Zellen ist weitaus effizienter als die chemische Transformation. Deswe-
gen wurde diese Methode vor allem fiir die Transformation von Liagtionen verwendet. E.coli
Zellen wurden in 2 mm Kiivetten mit einem 5 ms-Puls von 2500 V transformiert. Ein Aliquot
von elektrokompetenten Zellen (siehec3.1.7) wurde auf Eis aufgetaut und 1-3 pl Plasmidldsung
zugegeben. Nach kurzem Mischen wurden die Zellen 1 min auf Eis inkubiert und dann in eine
vorgekiihlte 2 mm Kiivette {iberfiihrt. Mit dem ,,EasyjeT Prima“-Elektroporator wurde der elekt-
rische Puls ausgelost und die Zellen innerhalb der nédchsten 30 s mit 960 pl SOC-Medium ge-
mischt. Die Zellen wurden in ein 15 ml Plastikrohrchen tiberfiihrt und 1 h bei 37 °C auf dem
Schiittler (200 rpm) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen auf dem entsprechenden Selekti-

onsmedium ausplattiert.

3.2.14 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die Methode der PCR wurde wie bei K. B. Mullis beschrieben durchgefiihrt [165].

Mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) kdnnen DNA-Sequenzen amplifiziert werden, so-
bald die Sequenzen der flankierenden Bereiche bekannt sind. Fiir die PCR bendtigt man Oligo-
nukleotid-Primer in entgegengesetzer Orientierung, welche zu jeweils einem der beiden DNA-
Strange komplementdr sind. Wird die DNA denaturiert, dann konnen die Primer an die komple-

mentdren Sequenzen hybridisieren und dienen so als Startpunkt fiir die hitzestabile Polymerase.

Die PCR setzt sich aus drei Schritten zusammen:
1. Schmelzen der DNA (Denaturierung): Dieser Schritt wird bei 95 °C durchgefiihrt und
fiihrt zu Einzelstrang-DNA (ssDNA).
2. Hybridisierung der Primer mit den komplementiren DNA-Sequenzen (Annealing): Die
Temperatur dieses Schritts ist abhingig von der Schmelztemperatur (Ty,) der Primer.
3. DNA-Synthese (Elongation): Dieser Schritt erfolgt bei 72 °C, der optimalen Tempera-

tur flir die Polymerase.
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Diese Abfolge wurde in der Regel 25 - 40 mal wiederholt. Idealerweise stieg dabei die Anzahl
der dsDNA-Molekiile exponentiell an (2", n= Anzahl der Zyklen). Normalerweise wurde die
sogenannte Taq-Polymerase verwendet. Diese stammt aus Thermus aquaticus, ein thermophiles
Bakterium, welches in heilen Quellen lebt. Um die Fehlerrate bei der Amplifizierung geringer
zu halten wurden auflerdem sogenannte ,,proofreading*“-Polymerasen eingesetzt, wie z.B. die

Pfu-Polymerase von Stratagene.

3.2.14.1 Konzeption von Primern fiir die PCR

Bei der Auswahl der Primer ist darauf zu achten, dass beide Primer die selbe Schmelztemperatur
besitzen. Der GC-Gehalt sollte auBBerdem ca. 50 % betragen. Folgende Formeln wurden verwen-

det um die Schmelztemperatur T, zu bestimmen:

Bis zu einer Lange von 14 Basenpaaren gilt:

T,=GCxSLx4+(1-GC)xSLx2

Ab einer Linge von 15 Basenpaaren gilt:

T, =693+0,41+ GC%—@
SL

GC: GC-Gehalt
GC %: GC-Gehalt * 100
SL: Sequenzlinge

3.2.14.2 Durchfiihrung der PCR

Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten kam der Qiagen HotStarTaq™ DNA Polymerase-Kit
zum Einsatz. Durch eine ,hot-start“ PCR wird die Spezifitit des Produkts und die Ausbeute er-
hoht. Verwendet wurde die HotStarTaq von Qiagen, welche eine modifizierte Form der 94 kDa
Tag-DNA-Polymerase darstellt. Die Polymerase liegt zunichst in inaktiver Form vor und wird

durch einen initialen Schritt bei 95 °C fur 15 min aktiviert.
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Fiir eine 100 pul PCR-Reaktion wurden folgende Komponenten eingesetzt:
1 ul  Template (=250 ng)
2 ul  dNTP-Mix (1 OmM von jedem Nukleotid)
10 ul  Primer -Mix (Mix aus: 18 pul H>O, 1 pl Primer A, 1 pl Primer B)
10 ul  10x Puffer
10 ul Losung Q
0,5 ul HotStarTag-Polymerase
66,5 ulH,O
Das PCR-Programm wurde mit einem Denaturierungsschritt gestartet (15 min, 95 °C). Es folgten

25 - 35 Zyklen mit jeweils drei Abschnitten:

1. Denaturierung 1 min 94 °C

2. Annealing 1 min 65 °C (bei Ty, =70 °C).
Die optimale Temperatur liegt in der Regel 5 °C un-
ter der errechneten Schmelztemperatur

3. Elongation 3 min 72 °C
Die Elongationszeit richtet sich nach der Lénge des
Amplifikats und betrdgt in der Regel 2 min pro Ki-
lobase (kb)

Anschlieffend folgte eine finale Extension fiir 10 min bei 72 °C. In diesem Schritt wurden alle

Striange fertig synthetisiert.

3.2.15 Klonierung mit dem TA Cloning Kit (Invitrogen)

3.2.15.1 Ligation

Der verwendete Vektor pCR®II-TOPO liegt in linearisierter Form vor und besitzt an den
3’-Enden einen Deoxythymidin-Uberhang, sowie eine kovalent gebundene Topoisomerase I.
Hierdurch kann das PCR-Produkt, welches einen 3’-Deoxyadenosin-Uberhang (A-Uberhang)
besitzt, direkt in den Vektor ligiert werden. Die PCR musste hierzu mit einer Tag-Polymerase
durchgefiihrt werden, da nur diese terminale Transferase-Aktivitdt besitzt und somit einzelne
Deoxyadenosine an das 3'-Ende des PCR-Produkts anhingt. Der Nachteil einer Tag-Polymerase
ist, dass sie eine hohere Wahrscheinlichkeit besitzt Fehler einzubauen. Sollte dies verhindert
werden, musste die PCR mit einer ,,proof-reading“-Polymerase (Pfu-Polymerase) durchgefiihrt
werden. Da aber die ,,roof-reading*“-Polymerase die A-Uberhiinge entfernt, war es anschlieBend
notwendig dem PCR-Ansatz 1 pl Tag-Polymerase zuzufligen und den Ansatz bei 72 °C fiir

10 min zu inkubieren. Dadurch wurden an das PCR-Produkt die 3'-A-Uberhiinge wieder ange-
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fligt. Dieser Ansatz wurde anschlieBend auf Eis gestellt und sofort in die TOPO-Reaktion einge-
setzt.

2 ul  PCR-Produkt

0,5 ul Salzlosung

0,5 ul TOPO-Vektor

Der Ansatz wurde gut gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Transformation

in Top10F"-Zellen.

3.2.15.2 Transformation in Topl0F -Zellen

Ein Aligout von chemisch kompetenten Zellen wurde 5 min auf Eis aufgetaut und 2 pl des Liga-
tionsansatzes hinzu pipettiert. Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis wurde ein Hitzepuls von
30 s bei einer Temeperatur von 42 °C gegeben. Die Zellen wurden anschlieend fiir 3 min auf
Eis abgekiihlt und dann mit 250 pl warmem SOC-Medium versetzt. Nach einer Stunde Inkubati-
on bei 37 °C und 200 rpm auf dem Schiittler, wurde ein flinftel des Ansatzes und die restlichen
200 pl auf selektiven LB-Agarplatten, welche mit X-Gal / IPTG behandelt wurden, ausgestri-
chen.

Positive Klone sind nach Blau-WeiB-Selektion die weilen Kolonien. Durch den Einbau des
PCR-Produktes wird das LacZ-Gen zerstort, so dass es den Zellen nicht moglich ist
B-Galaktosidase @ zu  exprimieren. Das auf den  Platten  enthaltene  X-Gal
(5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid) dient als Substrat fiir das exprimierte Enzym
-Galaktosidase. Bei der Umsetzung entsteht 5-Brom-4-Chlor-Indigo, was eine Blaufdarbung der

Zellen bewirkt, wenn die Zellen das vollstindige lacZ-Gen besitzen.

3.2.16 Sequenzierung von DNA
Sequenzierungen wurden von der Fa. MWG-Biotech, Ebersberg durchgefiihrt. Die DNA wurde

mittels Ethanol gefillt und das Pellet in getrocknetem Zustand verschickt. Die Auswertung der
gelieferten Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Programm ,,Gene Tools“. Die Rohdaten konnten

mit dem Chromas-Programm betrachtet und iiberarbeitet werden.

3.2.17 Isolierung von RNA aus Zellen

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen wurden diese auf 60 mm Gewebekulturschalen bis
zur Konfluenz geziichtet (siehe 3.4). Pro Schale wurden 0,5 ml TRIzol® Reagenz (monophasi-
sche Losung aus Phenol und Guanidinisothiocyanat) zugegeben, die Zellen mit einem Zellscha-
ber von der Platte geldst und auf einer Seite der Schale gesammelt. Die Zellsuspension wurde

mit einer Insulinspritze (Omnifix-F, 1 ml plus; Feindosierungsspitze: 0,45%12/26G*1/2) mehr-
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mals auf- und abgezogen um die Zellen zu homogenisieren. Die Suspension wurde in ein 1,5 ml
Eppendorf-Réhrchen tiberfiithrt und bei 12.000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Die wiéssrige Phase
wurde anschlieBend in ein neues Gefdl3 iiberfiihrt und mit 100 pl Chloroform versetzt, 15 s ge-
schiittelt, 5 min bei RT inkubiert und nochmals bei 12.000 x g fiir 5 min bei RT zentrifugiert.
Das Ausschiitteln mit Chloroform wurde zweimal wiederholt. Danach wurden zur abgenomme-
nen wissrigen Phase 250 pl Isopropanol gegeben, 15 min bei RT inkubiert und die RNA an-
schlieBend bei 14.000 x g pelletiert. Das Pellet wurde zweimal mit 70 %igem Ethanol gewaschen
und nach dem Trocknen in 20 ul RNase-freiem H,O resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei —
20 °C.

3.2.18 Reverse-Transkriptions-PCR (RT-PCR)

Fiir die RT-PCR wurde der QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit verwendet. Der Kit besteht aus
einem Enzym-Mix, welcher sowohl Omniscript™ Reverse Transkriptase, Sensiscript™ Reverse
Transkriptase als auch HotStarTaq® DNA Polymerase enthiilt.
Bei der RT-PCR wird zunéchst die im Ansatz enthaltene RNA mittels einer reversen Transkrip-
tase bei 50 °C in cDNA umgeschrieben. Durch einen anschlieBenden Schritt bei 95 °C wird die
reverse Transkriptase inaktiviert und die DNA-Polymerase aktiviert, so dass als néchstes eine
Amplifizierung stattfindet.
Der Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

lul  RNA (=1 pg)

3ul  Primer-Mix (Mix aus: 18 pl H,O, 1 pl PrimerA, 1 ul PrimerB)

1 ul dNTP’s (10 mM von jedem Nukleotid)

5ul  5x Puffer

S5ul  Losung Q

1wl Enzym-Mix

9ul  HO

Dieser 25 pl-Ansatz durchlief folgendes Programm im Thermocyler:

30 min 50 °C
15 min 95 °C
45 s 95 °C
45 s 65 °C 20-40 mal wiederholt
1 min 72 °C

10 min 72 °C
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Die RT-PCR kam zum Einsatz um das Vorhandensein spezifischer RNA in Zellen zu iiberprii-
fen. Um auszuschlieBen, dass eventuell eine Amplifizierung von DNA stattfand, wurden die
Primer so konzipiert, dass ein Exon-Intron-Exon-Bereich durch die Primer iiberspannt wurde. So
zeigt das Auftauchen einer groBBeren Bande an, dass es sich dabei nicht um die Amplifizierung

von RNA, sondern um die Amplifikation von genomischer DNA handelt.
3.3 Proteinchemische Standardmethoden

3.3.1 Isolierung von Proteinen aus Zellen

Die Isolierung von Proteinen aus Zellen erfolgte mit Hilfe des sogenannten RIPA-Puffers. Dieser
setzt sich wie folgt zusammen:

50mM  Tris-HCI, pH=7,5

150 mM NaCl

1% Nodidet®P40

0,5 % Natriumdesoxycholat

0,1 % SDS

1 Tabl.  Protease-Inhibitoren-Cocktail (Complete™Mini-Tabletten)
Zellen, welche auf 60 mm Gewebekulturschalen bis zur Konfluenz gewachsen waren, wurden
dreimal mit 3 ml PBS gewaschen und anschlieend auf Eis gestellt. Pro Schale wurden 0,6 ml
RIPA-Puffer zugegeben und die Platte bei 4 °C fiir 15 min auf einem Taumler inkubiert. Die
Zellen wurden mit einem Zellschaber abgekratzt und in ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen {iber-
fiihrt. Die Platte wurde nochmals mit 0,3 ml RIPA-Puffer abgespiilt und die Uberstéinde verei-
nigt. Nach Zentrifugation (13.000 rpm, 10 min, Hereaus-Tischzentrifuge) wurde der Uberstand

mit den Gesamtproteinen in ein neues Réhrchen iiberfiihrt und bei —20 °C gelagert.

3.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt wurde nach der Methode von Bradford bestimmt [19]. Hierbei handelt es sich
um eine colorimetrische Methode, d.h. der Proteinbestimmung liegt eine Farbreaktion zu Grun-
de. Die Farbreaktion beruht auf der spezifischen, hydrophoben und elektrostatischen Bindung
des Trimethylmethan-Farbstoffs Coomassie-Brilliantblau G250 an Argininreste bzw. N-
terminale Aminogruppen der geldsten Proteine. Bei der Bildung des Farbstoff-Proteinkomplexes
wird vor allem die anionische Form stabilisiert, wobei es im sauren Milieu zu einer Absorptions-
verschiebung von 465 nm zu 595 nm kommt. Diese Nachweismethode ist sehr sensitiv und liegt
unter optimalen Bedingungen bei einer Nachweisgrenze von unter 1 ug Protein.

Fiir die Proteinbestimmungen wurde das Bradford-Reagenz von Bio-Rad verwendet. Zu 2 ul

Probe wurden 998 pul Bradford-Reagenz (1:4 verdiinnt mit H,O) gemischt und 5 min bei RT in-
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kubiert. Die Extinktion wurde anschlieBend in Einmalkiivetten bei 595 nm photometrisch ge-
messen. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine Eichgerade erstellt, wobei als

Standard Rinderserumalbumin (1 mg / ml BSA) verwendet wurde.

3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine sind amphotere Makromolekiile und besitzen einen proteinspezifischen Anteil an basi-
schen (Lysin, Arginin, Histidin) bzw. sauren (Asparagin- und Glutaminsdure) Aminosduren und
daraus folgend eine charakteristische Nettoladung. Somit sind Proteine Ladungstriger, die in
einem elektrischen Feld frei beweglich sind. Die elektrische Mobilitit ist aber auch abhéngig von
GroBe und Form der Proteine, sowie der Art und Konsistenz des jeweiligen Trigermaterials (z.B.
pordse Gelmatrix).

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden die Proteine nach ihrem Molekularge-
wicht aufgetrennt. Hierzu werden die Proteine mit einem anionischen Detergenz (SDS) in Ver-
bindung mit disulfidsbriickenpaltenden Thiolreagenzien (z.B. -Mercaptoethanol) vorbehandelt.
So werden die Proteine einerseits vollstindig entfaltet und in ihre Untereinheiten zerlegt. Ande-
rerseits werden die dabei entstandenen Polypeptidketten durch hydrophobe Wechselwirkungen
mit dem Detergenz (SDS) gleichsinnig negativ beladen und ihre Eigenladung somit {iberdeckt.
Die so entstandenen SDS-Protein-Mizellen besitzen ein konstantes Ladungs / Masse-Verhiltnis
und werden so nach ihrer Molekiilmasse aufgetrennt.

Als Trennmedium wird meistens Polyacrylamid verwendet. Diese Gele entstehen durch die Po-
lymerisation von Acrylamid mit N,N"-Methylenbisacrylamid, welches als Quervernetzer dient.
Im folgenden wurde die Methode nach Laemmli [144] angewandt. Zuerst wurden die Proben
durch ein Sammelgel an der Trennlinie zum Trenngel konzentriert und anschliefend im folgen-
den Trenngel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

Als Marker (Bio-Rad) wurde ein Gemisch aus Proteinen mit bekannter Molmasse verwendet.

Dies erlaubte eine relativ genaue Bestimmung der Molmassen der Proteine in der Probe.

Losung A: 30 % Acrylamid / 0,8 % Bisacrylamid (gebrauchsfertig, Bio-Rad)
Losung B (4x): 1,5 M Tris-HCl, 0,4 % SDS (pH = §,8)

Losung C (4x): 0,5 M Tris-HCL, 0,4 % SDS (pH = 6,8)

Losung D: 10 % Ammoniumpersulfat (APS)

TEMED: N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (BioRad)

Probenpuffer: Roti-Load (4x) (Fa. Roth)

Elektrophorese-

puffer (10 x): 15,1 g Tris; 94 g Glycin; 50 ml 10 % SDS ~ (fiir 1 1)
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Fiir die Gelelektrophorese wurde das ,,Mini-Protean®II*“-System von Bio-Rad verwendet. Die
Apparatur wurde nach den Angaben des Herstellers zusammengebaut. Zundchst wurde das

Trenngel gegossen. Folgender Ansatz reichte fiir 2 Mini-Gele:

10 %iges 20 %iges

Trenngel Trenngel
Losung A 6,7 ml 13,4 ml
Losung B 5ml S5ml
Losung D 200 pl 200 ul
TEMED 20 ul 20 ul
H;O 8,3 ml 1,6 ml

Die Losungen wurden entsprechend dem obigen Pipettierschema gemischt und die Polymerisati-
on durch Zugabe von APS gestartet. Das Gel wurde bis ca. 3 cm unter den Rand der Gelkammer
gegossen und anschlieend mit Butanol (H,O gesittigt) {iberschichtet, weil die Polymerisation
am besten unter Luftausschluss ablaufen kann. Das Gel sollte vor dem Gieen des Sammelgels
30 min polymerisieren. AnschlieBend wurde das Butanol entfernt und der Zwischenraum der
Glasplatten mit deionisiertem Wasser gespiilt. Nach dem Trocken der Geloberfliche mit Filter-

papier wurde das Sammelgel nach folgendem Schema zusammenpipettiert:

5 Y%iges
Sammelgel
Losung A 1,7 ml
Losung C 2,5 ml
Losung D 100 pl
TEMED 10 pl
H;O0 5,8 ml

Das Sammelgel wurde mit Hilfe einer Pateurpipette iiber das Trenngel geschichtet und anschlie-
Bend der Kamm eingesetzt. Vor dem Beladen wurde der Kamm entfernt, die Elektrophorese-
kammer mit Elektrophoresepuffer befiillt und die Taschen mit diesem Puffer gespiilt, um Gel-
reste zu entfernen. Die Proben wurden mit Roti-Load-Puffer (1:3) versetzt, anschlieBend 5 min
bei 95 °C denaturiert, kurz abzentrifugiert und auf das Gel aufgetragen.

Die Elektrophorese erfolgte zundchst bei 80 V fiir ca. 20 min, bis an der Grenze vom Trenngel
zum Sammelgel eine diskrete Bande zu erkennen war. AnschlieBend wurde der Gellauf bei
160 V fiir 1,5 bis 2 h fortgesetzt. Das Gel wurde im Anschlul entweder mit Coomassie gefarbt
(siche 3.3.4) oder geblottet (siehe 3.3.5).
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3.3.4 Firbung von Proteinen mit Coomassie-Brilliantblau

Diese Methode beruht auf der nichtspezifischen Bindung des Farbstoffs Coomasssie-

Brilliantblau R-250 an Proteine. Die Nachweisgrenze liegt bei 0,3 bis 1 pg Protein / Spur.

Férbelosung: 50 % (v/v) Methanol
0,005 % (v/v) Coomassie-Brilliantblau R-250
10 % (v/v) Eisessig
40 % (v/v) H,O

Entfarbelosung: 10 % (v/v) Eisessig
40 % (v/v) Methanol
50 % (v/v) H,O

Das Gel wurde fiir 30 min auf dem Kippschiittler in Farbelosung gebadet. Anschlieend wurde
die Losung entfernt und das Gel, unter mehrmaligem Wechseln der Entfarbeldsung, fiir mehrere
Stunden entfarbt. Durch Inkubation des Gels in Entfarbelosung welche zusétzlich mit 2 % Gly-
cerol versetzt wurde, konnte das Schrumpfen des Gels riickgingig gemacht werden. Das Gel
wurde auf ein Whatmann-Papier gelegt, zwischen zwei Zellophanfolien gepackt und bei 80 °C

unter Vakuum fiir 2 h getrocknet.

3.3.5 ,,Western-Blotting*“ (Immunoblotting)

Der Elektrotransfer von Proteinen (Westernblot) [16, 226] dient der Ubertragung elektrophore-
tisch aufgetrennter Proteine auf proteinbindende Oberflachen, wie z.B. Nitrozellulose. Die an die
Membrantextur gebundenen Molekiile sind dann leichter zugédnglich, z.B. fiir einen immunologi-
schen Nachweis mit spezifischen Antikdrpern. Es gibt zwei verschiedene Moglichkeiten des
Elektrotransfers: Zum einen das Tank- oder NaBi(zellen)-Blotting und zum anderen das Filter-
oder Semi-Dry Blotting. In diesem Fall wurde die Methode des Semi-Dry Blottings angewandt
[147].

Semi-Dry-Blotting-Puffer: 2,93 g Glycin, 5,81 g Tris-HCI, 3,7ml 10% SDS,

200 ml Methanol; ad. 1000 ml H,O

PBS: Fa. PAN, ohne Magnesium, ohne Calcium
PBS-T: PBS + 0,1 % Tween-20
Blocking-Losung: 5 % Trockenmilch in PBS-T

Ponceau-S-Losung: Fa. Sigma
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Abdeckung

Kathode
Lage aus 10 Filterpapieren
Acryalamidgel

Nitrozellulose-Membran

Lage aus 10 Filterpapieren

Anode

Basis

Abb. 3-1: Aufbau eines Western-Blots

Zur Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf die Membran wurde die Semi-Dry Blot-
Apparatur Trans-Blot SD von Bio-Rad verwendet. Hierzu wurde nach der Elektrophorese das
Sammelgel mittels einer Rasierklinge abgetrennt und das Trenngel, sowie die auf gleiche Grofle
zugeschnittene Membran und 20 Whatman-Filterpapiere fiir 30 min in Semi-dry-Puffer einge-
weicht. Der Aufbau des Blots erfolgte wie in Abbildung 3-1 gezeigt. Der Transfer der Proteine
wurde bei 25 V fiir 2 h durchgefiihrt. Nachdem der Transfer erfolgt war, wurde die Membran in
Ponceau-S-Losung flir 1-2 min gefarbt um die Vollstindigkeit des Transfers zu {iberpriifen
[199]. Die Nachweisgrenze dieser Farbung liegt bei 250 bis 500 ng Protein. Zum Entfarben wur-
de der Blot kurz in PBS geschwenkt.

3.3.6 Immundetektion und Luminolnachweis

Nach dem Transfer auf die Membran folgte die Identifizierung von Antigenen mit spezifischen
Antikorpern. Meist handelt sich es dabei um ein indirektes Detektionsverfahren, da zunéchst ein
unmarkierter Primérantikdrper an das Antigen bindet. Im Anschluf3 daran folgt die Bindung ei-
nes markierten Sekundirantikorpers. Diese Markierung kann aus einer Biotinylierung bestehen,
eine Markierung mit radioaktiven Isotopen oder eine Adsorption an Schwermetalle sein. In den

meisten Fillen wird der Sekundérantikorper chemisch an Enzyme gekoppelt, wie z.B. die Meer-
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rettichperoxidase (horseradish-peroxidase = HRP). Der Nachweis erfolgt in diesem Fall mittels
luminogener Substanzen.

Um unspezifische Bindungsstellen abzusittigen, wurde der Blot zundchst 1 h bei RT in Block-
puffer (5 % Trockenmilch in PBS / 0,1 % Tween-20) inkubiert. Danach wurde der erste Antikor-
per (spezifisch gegen das zu detektierende Protein) in Blockpuffer verdiinnt und der Blot iiber
Nacht bei 4 °C in einem 50 ml Plastikrohrchen auf einem Rollinkubator inkubiert. AnschlieSend
wurde flinfmal fiir 5 min mit PBS / 1 % Tween-20 gewaschen. Der zweite Antikorper, welcher
gegen den Primdrantikorper gerichtet ist und zusitzlich an Meerrettichperoxidase gekoppelt vor-
liegt, wurde ebenfalls in Blockpuffer verdiinnt und der Blot darin 1 h auf einem Kippschiittler
inkubiert.

Der Nachweis des Proteins wurde mit dem ECL-Kit (enhanced chemiluminescence kit) von A-
mersham erbracht. Die an den Sekunddrantikdrper gekoppelte Peroxidase katalysiert die Oxida-
tion von Luminol. Dies fiihrt zu einer Chemilumineszenz, welche die Schwirzung eines Ront-
genfilms zur Folge hat.

Um den Nachweis zu erbringen wurde der Blot in 2 ml Nachweisreagenz (bestehend aus den
zwei Komponenten des Kits) fiir 1 min geschwenkt. Die iiberstehende Losung wurde mit Filter-
papier gut abgetrocknet und die Membran anschlieBend fiir 1 - 30 min, je nach Stirke des Sig-

nals, auf einem Rontgenfilm exponiert.

3.3.7 Nachweis von phosphorilierten MAP-Kinasen

Zum Nachweis der Aktivierung von MAP-Kinasen wurden die Zellen, welche stabil mit den
verschiedenen Rezeptoren transfeziert waren, in 6-Loch Platten ausgesédt. Pro Loch wurden
2 Mio. Zellen eingebracht und mit 1 ml Medium iiberschichtet. Zuvor wurden die Platten mit
Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) beschichtet um ein Abldsen der Zellen zu verhindern. Nach einer
Inkubation von 24 h wurde das Zellkulturmedium (DMEM mit Glutamax, 10 % FCS) gegen
serumfreies Medium, versetzt mit 1 % BSA, ausgetauscht. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen
mit 100 nM hPTH (1-34), 100 nM hTIP39 oder mit 10 % FCS als positive Kontrolle fiir 5 min
oder 15 min stimuliert. Nach der Stimulation wurde das Medium vorsichtig abgenommen und
die Gesamtproteine nach der Laemmli-Methode extrahiert. Hierzu wurden 400 ul SDS-Puffer
(62,5 mM Tris-HCI (pH = 6.8), 2 % SDS, 10 % Glycerol, 5 % 2-Mercaptoethanol, 0,1 % Brom-
phenolblau) auf die Zellen gegeben und diese mit einer abgeschnittenen 1000 pl-Pipettenspitze
resuspendiert. Nach Uberfiihren der Suspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefil3, wurden die Proben
10 min bei 95 °C aufgekocht, anschlieend fiir 1 min auf Eis gestellt und dann bei 13.000 rpm
fiir 15 min zentrifugiert. Zum Nachweis wurden 20 pl der Suspension auf ein SDS-Gel aufgetra-

gen und ein Western Blot durchgefiihrt. Der Nachweis erfolgte mittels eines spezifischen Anti-
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korpers gegen pERK1/2 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg), welcher in einer Verdiinnung
von 1:1000 in PBS-T (1 x PBS, 0,1 % Tween-20) / 5 % Trockenmilch eingesetzt wurde. Als
Sekundérantikdrper wurde ein an Meerrettichperoxidase gekoppelter anti-Maus-IgG Antikdrper

in einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS-T / 5 % Trockenmilch verwendet.

3.3.8 In-vitro Transkription und Translation

Die in-vitro Transkription und Translation wurde mit dem TNT®coupled Retikulocyte-Lysat
Systems von Promega durchgefiihrt. Dieses System erlaubt die Transkription und anschlieende
Translation in einem Schritt. Die Reaktion startete in diesem Fall an einem T7-Promotor, der
sich sowohl im Vektor pGBKT?7 als auch in pGADT7 (beide aus dem Hefescreen) befindet.
Weiterhin wurde bei der Reaktion die Aminosiure Methionin als [*°S] markiertes Methionin
eingesetzt, um einen Nachweis der Produkte mittels Autoradiographie zu ermoglichen.

Die Reaktionen wurden nach dem mitgelieferten Protokoll von Promega durchgefiihrt. Die so

erhaltenen Proteine wurden unter anderem fiir die Koimmunpréziptitation weiterverwendet.

3.3.9 Koimmunprizipitation von Proteinen

Mittels der Koimmunprizipitation sollte die Interaktion von Proteinen, welche z.B. bei einem
» Yeast-two-Hybrid Screen* gefunden wurden, bestdtigt werden. Hierfiir wurde der Matchmaker-
Koimmunprézipitations-Kit von Clontech verwendet. Dieser Kit ist mit den Vektoren aus dem
Gal4 ,,Yeast-two-Hybrid“ System3 von Clontech kompatibel, so dass ein Umklonieren der
DNAs nicht nétig war. Es erfolgte eine Inkubation der beiden in-vitro translatierten Proteine (mit
HA- oder c-Myc-Tag) fiir 1 h bei Raumtemperatur. Danach wurde zu dem Ansatz jeweils ein
Antikorper (HA-AK oder c-Myc-AK) gegeben und eine weitere Stunde bei RT inkubiert. Durch
anschlieBende Zugabe von ,,Protein A-Beads* konnte der Protein-Protein-Antikorper-Komplex
aus der Losung gefillt werden, weil durch die “Protein A-Beads* der Fc-Anteil des Antikorpers
gebunden wird. Nach mehrmaligem Waschen des Ansatzes wurden die ,,Beads in SDS-Puffer

aufgenommen, bei 95 °C denaturiert und auf einem SDS-PAGE analysiert.

3.3.10 Induktion von GST-Fusionsproteinen

Zur Gewinnung von Fusionsprotein wurde die gewiinschte cDNA in den Vektor pGEX-5X-1
kloniert. Danach erfolgte die Transformation in den E.coli-Stamm BL21 Codon+.

500 ml LB-Medium mit 100 pg / ml Ampizillin wurden mit 30 ml Ubernachtkultur angeimpft.
Nach Erreichen der ODggp mit einem Wert zwischen 0,4 und 0,6 wurde die Induktion mit 1 mM
IPTG eingeleitet. Die Kultur wurde nun fiir 5 Stunden bei 30 °C, 200 rpm inkubiert. Zur Kon-

trolle wurde jeweils vor der Induktion, und nach jeder Stunde, 1 ml Bakteriensuspension abge-
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nommen, abzentrifugiert und in 40 pl SDS-Load-Puffer aufgenommen. Diese Proben wurden auf
einem SDS-PAGE aufgetrennt und dienten als Verlaufskontrolle der Induktion.

Nach fiinf Stunden wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 6.000 rpm (Beckmann Zentri-
fuge, GSA-Rotor) pelletiert und nach Abnahme des Uberstandes bei —20 °C bis zur weiteren
Verwendung gelagert.

3.3.11 Aufreinigung von GST-Fusionsprotein

Das Bakterienpellet ( aus Kapitel 3.3.10) wurde in 25 ml kaltem PBS resuspendiert und in ein 50
ml Falcon-Rohrchen iiberfiihrt. Nach Zugabe von 1 % Triton-X-100 und 20 pl / mg Lysozym
wurde die Suspension fiir 20 min bei RT auf dem Rollinkubator inkubiert. AnschlieBend wurde
die Bakteriensuspension sonifiziert, bis ein klares Lysat sichtbar wurde (10 - 20 Pulse a 5 ms).
Danach wurde das Lysat nochmals fiir 10 Minuten auf dem Rollinkubator inkubiert. Dieses ist
notig um eventuell gebildete Mizellen zu zerstoren. Der so entstandene Proteineinschluss wiirde
im anschliefenden Schritt mit abzentrifugiert und wére damit verloren.

Das Lysat wurde nun in Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt und die Zellbestandteile bei 9.500 rpm
(Beckmann-Zentrifuge, SS34-Rotor), 4 °C fiir 20 min abzentrifugiert. Der klare Uberstand, mit
dem darin enthaltenen Fusionsprotein wurde mit Glutathion-Sepharose 4B versetzt. Die Sepha-
rose wird in 70 % EtOH geliefert, und musste zundchst vom Ethanol befreit werden. Deshalb
wurde zur Aufreinigung pro Ansatz 340 pl orginale Sepharose, dreimal mit 2,5 ml PBS gewa-
schen. Zwischen den Waschschritten erfolgte eine Zentrifugation (Hettich) bei 900 rpm fiir 5
min. Die Sepharose wurde am Ende des Waschvorgangs in 250 pul PBS aufgenommen, was nun
einer 50 %igen Sepharoselosung entspricht. Diese wurde nun zum gereinigten Lysat gegeben. Es
folgte eine Inkubation auf dem Rollinkubator fiir mindestens 1 Stunde bei RT zur Bindung des
GST-Fusionsproteins. Das nun gebundene Protein wurde zusammen mit der Glutathion-
Sepharose abentrifugiert und anschliefend dreimal mit 2,5 ml PBS gewaschen. Die Sepharose

wurde schlieBlich in 500 pl PBS aufgenommen und fiir den GST-pull-down verwendet.

3.3.12 GST ”pull-down”’-Assay

Das hierfiir bendtigte Proteinextrakt wurde aus transient transfezierten Zellen gewonnen. Die
Zellen wurden in 60 mm Platten ausgeséit und mit 2 ug DNA und dem Tranfektionsreagenz Ef-
fectene (Qiagen) transfeziert. Nach 24 h wurden die Platten auf Eis gestellt und mit 250 pl eis-
kaltem Lysispuffer (20 mM Tris pH = 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Triton-X-100, 1
Tablette complete Mini Proteaseinhibitor-Cocktail (Roche)) iiberschichtet. Nach einer einstiindi-
gen Inkubation auf dem Taumler bei 4 °C wurde das Zelllysat in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 iiber-
fiihrt und bei 13.000 rpm fiir 15 min, bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die Gesamt-

proteine aus dieser Extraktion.
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Nach Bestimmung des Gesamtproteingehalts nach der Methode von Bradford (siehe 3.3.2) wur-
den 200 pg Gesamtprotein mit 40 ul Sepharose und dem daran gebundenen GST-Protein in ei-
nem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdll gemischt und bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Am néchsten
Tag wurde die Sepharose dreimal mit 100 pl kalten PBS gewaschen und anschlieend in 50 pl
SDS-Puffer aufgenommen. Die Proben wurden anschlieBend im Western-Blot (siehe 3.3.3 und

3.3.5) analysiert.

3.3.13 Membranpriparation aus Zellen

Um Zellmembranen zu priparieren wurde eine konfluente T75-Kulturflasche mit stabil transfe-
zierten HEK 293 E+-Zellen zweimal mit 10 ml PBS gewaschen und im Anschluss mit 5 ml Lo-
sung A (10 mM Hepes (pH = 7,4),1 mM EDTA, 1 Tablette complete Mini Proteaseinhibitoren)
inkubiert (15 min, 4 °C). Die Zellen wurden mittels eines Zellschabers vom Flaschenboden ge-
16st und in einen Glashomogenisator iiberfiihrt. Mit dem Pistill wurden die Zellen homogenisiert.
Um den Zellkern und Zellbestandteile zu entfernen wurde das Homogenisat in ein 15 ml Plastik-
rohrchen tiberfiihrt und zentrifugiert (750 x g, 10 min, 4 °C). Die postnukledre Membranfraktion
wurde durch Ultrazentrifugation des Uberstands bei 75.000 x g, 4 °C, fiir 30 min gewonnen. Das
Pellet wurde in Losung A, supplementiert mit 12 % Saccharose, aufgenommen und konnte so bet

—80 °C gelagert werden.
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3.4 Zellkultur

3.4.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

3.4.1.1 Zentrifugation von Zellen

Alle Zentrifugationsschritte mit Zellen wurden in einer Heraeus-Zentrifuge (Megafugel.0R) bei

800 rpm und 18 °C fiir 8 min durchgefiihrt.

3.4.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellsuspension wurde in ei-
nem Verhéltnis von 1:1 (oder 1:3, bei vielen Zellen) mit Trypanblau (Sigma) gemischt. Dadurch
wurden die toten Zellen blau angefarbt und daraufhin in der Zellzdhlung nicht beriicksichtigt.
Ein Deckglas wurde so auf die Neubauer-Kammer aufgebracht, dass die Newton schen Ringe zu
sehen sind. Mit einer Pipette wurde seitlich unter das Deckglas die Zellsuspension eingebracht.

Die Zellen wurden in vier gro3en Quadraten (bestehend aus 16 Feldern) ausgezéahlt und der Mit-

telwert (X) gebildet. Die Zellzahl pro Milliliter errechnet sich wie folgt:

1:1 Verdiinnung Zellen / ml =X * 2 * 10.000
1:3 Verdiinnung Zellen / ml=X * 4 * 10.000

3.4.1.3 FEinfrieren von Zellen

Aus einer 80 % konfluenten T75-Flasche wurden die Zellen abgeldst und pelletiert. Das Pellet
wurde in 1,8 ml kaltem Einfriermedium (70 % Medium, 20 % FCS, 10 % DMSO) resuspendiert,
die Zellsuspension in 2 ml Kryordhrchen (Greiner) iiberfiihrt und sofort bei -80 °C langsam ein-
gefroren. Nach 24 h wurden die Zellen fiir eine dauerhafte Lagerung in fliissigen Stickstoff ge-
bracht.

3.4.1.4 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurde ein Einfrierrohrchen bei 37 °C mdglichst rasch aufgetaut und
die Zellsuspension anschliefend in ein steriles 15 ml Réhrchen tiberfiihrt. Unter sehr langsamer,
tropfenweiser Zugabe von 8 ml Kulturmedium wurde das Einfriermedium verdiinnt. Nach
Zentrifugation und Resuspendieren der Zellen in 10 ml Kulturmedium wurden die Zellen in eine
Kulturflasche tiberfiihrt und bei 37 °C /5 % CO, inkubiert. Nach 24 h wurde ein Mediumwech-
sel durchgefiihrt oder die Zellen passagiert.
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3.4.2 Kaultivieren von Zelllinien

3.4.2.1 Kultur von humanen embryonalen Nierenzellen (HEK 293 E+):

HEK 293 E+-Zellen (human embryonic kidney cells) (Invitrogen, Groningen, NL) wurden in
T75-Gewebekulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO, im Begasungsbrutschrank in feuchter Atmo-
sphére kultiviert. Das verwendete Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit Glutamax
(Invitrogen) wurde mit 10 % fotalem Kilberserum (FCS) versetzt. Die Zellen besitzen eine Ver-
dopplungszeit von 24 h, so dass nach 3 bis 4 Tagen eine 90 %ige Konfluenz erreicht wurde. Die
Zellen wurden dann im Verhiltnis 1:10 passagiert. Hierzu entfernte man das verbrauchte Medi-
um. Die Zellen wurden anschlieBend mit 5 ml PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin abgelost.
Nach Inaktivierung des Trypsins mit 8 ml frischem Medium wurden die Zellen in Verhéltnis

1:10 in neue Kulturflaschen tberfiihrt.

3.4.2.2 Kultur von COS-7 und OK-Zellen

Diese Zellen wurden wie bei HEK 293 E+- Zellen beschrieben, in DMEM-Medium mit Gluta-
max und 10 % FCS, kultiviert.

3.4.2.3 SaoS-2- Zellen:

Die Pflege der Zellen und Kulturbedingungen entsprachen denen von HEK 293 E+-Zellen. Als
Medium wurde McCoy’s 5a Medium mit 1,5 mM Glutamin und 10 % FCS verwendet.

3.4.2.4 Kultur von MDCK-Zellen

MDCK-Zellen wurden in MEMalpha Medium mit Glutamin (Invitrogen) und 10 % FCS kulti-
viert. Das Passagieren der Zellen erfolgte im Verhiltnis 1:2, da die Wachstumsrate dieser Zellen
geringer ist, als bei HEK-Zellen. Die Zellen weisen eine starke Adhdrenz auf, so dass es notig
war vor der Inkubation mit Trypsin die Zellen mit EDTA-L6sung (0,2 g /1 EDTA, 8 g/1NaCl,
0,2 g/1KCIL 1,15 g/1Na;HPOy4, 0,2 g / 1 KH,POy,) fiir 10 min bei 37 °C zu behandeln. Dadurch
werden die Zell-Zell-Verbindungen aufgeldst und ein Ablosen der Zellen mit Trypsin wird er-
leichtert. Die weitere Vorgehensweise wurde, wie bei den HEK-Zellen beschrieben, durchge-

fiihrt.

3.4.2.5 Kultur von ROS17 /2.8 Zellen

ROS17 /2.8-Zellen wurden in HAM's F12-Medium und 10 % FCS kultiviert. Das Passagieren
der Zellen erfolgte zweimal pro Woche nach der Methode, wie bei HEK 293-Zellen beschrieben.
Allerdings wurden die ROS17 /2.8 Zellen in einem Verhéltnis von 1:4 passagiert.
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3.4.3 Transfektion von Zelllinien

3.4.3.1 Transfektion von Zellen mit Lipofectamin (Invitrogen):

Bei dieser Methode wird es der DNA ermoglicht mit einem kationischen Lipid-Reagenz einen
Komplex einzugehen. Die positiv geladenen Lipide [56] gehen mit der negativ geladenen DNA
eine spontane Verbindung ein. Dieser lipophile und positiv geladene Komplex kann nun an die
negativ geladene und hydrophobe Zellmembran binden [209].

Hierzu wurden die Zellen im Verhéltnis 1:3 nach Erreichen der Konfluenz in neue Kulturfla-
schen uberfiihrt. Nach einer Inkubation tiber 24 h bei 37 °C und 5 % CO, wurden die Zellen, die
nun 50 % konfluent waren, dreimal mit serumfreiem Medium gewaschen und anschlieend mit
8 ml serumfreiem Medium iiberschichtet.

Die zu transfezierende DNA wurde wie folgt vorbereitet: in einem sterilen 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefdll wurde die bendtigte DNA-Menge (normalerweise 3 ug DNA / Flasche) in 100 pl
serumfreies Medium aufgenommen. In einem weiteren sterilen Reaktionsgefall wurden in eben-
falls 100 pl serumfreies Medium 20 pl Lipofectamin (Invirtrogen) aufgenommen. Die DNA und
Lipofectamin-Losungen wurden gemischt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
end wurde das Gemisch mit 800 ul serumfreiem Medium versetzt und der gesamte Milliliter
langsam und tropfenweise zu den Zellen gegeben. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation von 5 h
bei 37 °C und 5 % CO,. Nach dieser Zeit wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Nach
Zugabe von 10 ml Medium mit FCS wurden die Zellen tiber Nacht kultiviert und nach 18 h in
Loch-Platten ausgesit.

Fiir Untersuchungen mit transient transfezierten Zellen erfolgten die Versuche 2 Tage nach dem
Ausséen.

Zur Herstellung stabiler Zelllinien wurde die Transfektion wie oben beschrieben durchgefiihrt.
Allerdings erfolgte am Tag nach der Transfektion eine Behandlung der Zellen mit 250 pg
Hygromycin B. Der hier verwendete Expressionsvektor pCEP4 trigt ein Resistenzgen fiir
Hygromycin, so dass nur die Vektor-tragenden Zellen unter Antibiotika-Behandlung iiberleben
konnen. Die Behandlung wurde alle 3 bis 4 Tage, iiber einen Zeitraum von 4 Wochen, wieder-

holt. Als Kontrolle der Absterberate dienten untransfezierte Zellen.

3.4.3.2 Transfektion von Zellen nach derKalzium-Phosphat-Methode:

Bei dieser Methode wird DNA iiber ein Kalzium-Phosphat-Prézipitat, welches sich direkt an die
Zellen anlagert, in die Zelle eingebracht. Dieses Prézipitat ensteht dadurch, dass eine HEPES-
gepufferte Salzlosung langsam und tropfenweise mit einer Losung gemischt wird, die DNA und

Kalziumchlorid enthilt.
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2 x HeBS-Puffer: 16,4 g NaCl

119¢g HEPES-Salz

021g Na,HPO,
Die Salze wurden in einem Liter H,0 aufgeldst. Die Losung wurde mit 5 N NaOH auf pH = 7,05
eingestellt. Der exakte pH-Wert ist absolut essentiell fiir eine funktionierende Transfektion. An-

schlieBend wurde der Puffer steril filtriert und in 10 ml Aliquots bei —20 °C gelagert.

2,5 M CaCly: 183,7g  CaCl,-Dihydrat in 500 ml H,0
Die Losung wurde steril filtriert und in 10 ml Aliquots bei —20 °C gelagert.

Die Zellen wurden 24 h vor der Transfektion im Verhéltnis 1:3 gesplittet, so dass am Tag der
Transfektion eine Konfluenz von 50 % erreicht war. Die zu transfezierende DNA (3 pg) wurde
mit Ethanol gefillt (sieche 3.2.5) und in 450 pl sterilem H,0 resuspendiert. Danach erfolgte die
Zugabe von 50 pl 2,5 M CaCl,. In einem 15 ml-Falconrhrchen wurden 500 pl 2 x HeBS-Puffer
vorgelegt. Mit einer elektrischen Pipettierhilfe wurde durch den HeBS-Puffer Luft geblasen und
gleichzeitig die DNA / CaCl,-Mischung tropfenweise zugegeben. Das Gemisch wurde sofort fiir
5 s durch vortexen vermengt und anschlieBend bei Raumtemperatur fiir 20 min inkubiert.
Zwischenzeitlich wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und dann mit 8 ml Kulturmedi-
um iiberschichtet. Es folgte eine langsame und tropfenweise Zugabe des Prézipitats zu den Zel-
len. Nach einer Inkubation von 5 h bei 37 °C /5 % CO, wurde das Medium entfernt, die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend 10 ml Kulturmedium zugegeben.

Diese Methode wurde ausschliefllich zur transienten Transfektion verwendet, bei der die Zellen

48 h nach Transfektion auf ihr Bindungs- und Signalverhalten getestet wurden.

3.4.3.3 Transfektion von MDCK-Zellen mit Effectene (Qiagen):

MDCK-Zellen konnen nur unzureichend mit Lipofectamin transfeziert werden. Als gutes Rea-
genz erwies sich in diesem Fall das nicht-liposomale Lipid-Transfektionsreagenz Effectene
(Qiagen). Dieses eignet sich auch gut fiir die Transfektion von Zellen, die fiir die Fluoreszenz-
mikroskopie verwendet werden sollen, da das Reagenz im Gegensatz zu Lipofectamin keine Ei-
genfluoreszenz zeigt. Effectene (DNA-Kondensations-Reagenz) wird zusammen mit einer ,,En-
hancer“-Losung verwendet. Zunichst wird es der DNA, in einem definierten Puffersystem, er-
moglicht mit dem ,,Enhancer* zu kondensieren. Anschlieend wird das Effectene-Reagenz zuge-
geben um kondensierte Effectene-DNA-Komplexe zu bilden. Das Effectene Reagenz bildet
spontan eine Mizellen-Struktur aus, welche die kondensierte DNA umgibt. Dieser Komplex wird

in eukaryontische Zellen eingeschleust.
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Zur Transfektion wurden die MDCK-Zellen 24 h vor der Transfektion in 6-Loch-Platten mit
einer Dichte von 1 x 10° Zellen pro Loch ausgesit. Am Tag der Transfektion wurden 2 pg DNA
in 150 pl EC-Puffer (im Kit mitgeliefert) aufgenommen. Nach Zugabe von 16 pl ,,Enhancer*
(das Verhiltnis von 1 ug DNA / 8 ul ,,Enhancer muss immer beibehalten werden) wurde der
Ansatz kurz mit dem Schiittler gemischt und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 20 pl
Effectene-Reagenz zugegeben, der Ansatz kurz gemischt und nochmals 10 min bei RT inkubiert.
Zwischenzeitlich wurden die Zellen einmal mit 1 ml PBS gewaschen. Die Transfektionslosung
wurde mit 1 ml Vollmedium versetzt und tropfenweise zu den Zellen gegeben. Nach 6 h wurde

ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Die Weiterverarbeitung der Zellen erfolgte nach 48 h.
3.5 Bioassays

3.5.1 Kompetitive Verdrangungsreaktion mit radioaktiv markiertem rPTH (1-34)

Stabil oder transient transfezierte HEK 293 E+-Zellen wurden mit einer Dichte von 200.000 bis
250.000 Zellen / Loch in einer 24-Loch-Platte ausgesét. Nach 48 h Inkubation im Begasungs-
brutschrank, bei 37 °C und 5 % CO; wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit
Versuchsmedium (DMEM mit Glutamax, versetzt mit 5 % FCS und 0,5 % BSA) 1 h bei 37 °C
und 5 % CO; vorinkubiert. Nach erneutem Absaugen des Mediums wurden 150 pl Versuchsme-
dium in jedes Loch pipettiert. In je 30 ul Versuchsmedium wurden unterschiedliche Konzentra-
tionen an hPTH (1-34) oder TIP39 (angesetzt als 10 mM Stammldsung in 10 mM Essigsdure und
1 % BSA) in 7-facher Konzentration angesetzt. So betrug z.B. fiir eine Endkonzentartion von
1 uM die Konzentration der zugegebenen 30 ul 7 uM. Ebenso wurde in 30 pl eine konstante
Menge an ['*I]- NIe®*'Tyr**rPTH (1-34) amid (50.000 cpm / Loch) geldst. Die unterschiedli-
chen Konzentrationen an nicht-markiertem PTH oder TIP39 wurden in Triplikaten bestimmt.
Das Endvolumen im Loch betrug 210 pl. Es folgte eine Inkubation der Zellen bei Raumtempera-
tur tiber 1 h. Danach wurden die Zellen auf Eis dreimal mit 0,5 ml eiskaltem PBS gewaschen und
anschlieBend mit zweimal 0,5ml 1 M NaOH lysiert. Das Lysat wurde in Serumrdhr-
chen iiberfiihrt und anschlieBend im y-Counter gemessen. Die gemessenen cpm-Werte wurden
auf eine Million Zellen / Loch normiert und mit dem Programm GraphPad PRISM™ 4.0 ausge-

wertet.

3.5.2 Bestimmung des akkumulierten cAMP nach PTH-Stimulation

3.5.2.1 Stimulation der Zellen mit hPTH (1-34) oder TIP39

Zur Bestimmung des intrazelluldr akkumulierten cAMPs (zyklisches Adenosin-Mono-Phosphat)

wurden die Zellen mit einer Dichte von 300.000 Zellen / Loch in 12-Loch-Platten ausgesit. Nach
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einer Inkubation von 48 h bei 37 °C /5 % CO; und Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen,
nach Absaugen des Kulturmediums, 1 h mit 1 ml Versuchsmedium (DMEM mit Glutamax, 1 %
BSA, 20 mM Hepes, 1 mM IBMX) vorinkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit unter-
schiedlichen Konzentrationen an hPTH (1-34) oder TIP39 fiir 15 min bei 37 °C/ 5 % CO; inku-
biert. Die Zellen wurden durch Zugabe von 1 ml Ethanol (pH = 3) und anschlieBender Inkubati-
on bei 4 °C fiir 2 h lysiert. Der Uberstand, mit dem darin geldsten cAMP, wurde in Glasrdhrchen
tiberfiihrt und unter Begasung mit N, im Wasserbad bei 37 °C abgedampft. Das nun lyophilisier-
te cAMP wurde in 1 ml 1 x Assay-Puffer (im Kit mitgeliefert als 10 x Losung) geldst.

3.5.2.2 Messung des akkumulierten cAMP mit Hilfe eines Radio-Immuno-Assays (RIA)

Der hier verwendete cAMP-RIA-Kit funktioniert nach folgendem Prinzip: Es werden Rohrchen
verwendet, die mit monoklonalem Antikorper gegen cAMP beschichtet sind. In dieses Rohrchen
wird zusammen mit der Probe eine konstante Menge an ['*’I]-cAMP gegeben. Diese Radioakti-
vitdt wird durch die zu messende Probe kompetitiv verdringt, so dass die an den Antikorper ge-
bundene Radioaktivitit welche nach der Entfernung des Uberstandes gemessen wird, umgekehrt
proportional zur cAMP-Konzentration der Probe ist.

Nach Herstellung einer Verdiinnung im Verhiltnis 1:20 oder 1:50 wurden 100 pl dieser Verdiin-
nung in Antikdrperbeschichtete Rohrchen pipettiert und nach Zugabe von 500 pl mit ['*]-
cAMP 18 h bei 4 °C inkubiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde die gebundene Radioak-
tivitdt im y-Counter gemessen. Aus den im Kit mitgelieferten Standards konnte eine Eichkurve
erstellt werden. Somit konnte unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors die cAMP-
Konzentration der Proben bestimmt werden. Die Auswertung der Graphen erfolgte mittels des

Programms GraphPad PRISM™ 4.0.

3.5.3 Messung der akkumulierten Gesamtinositole nach Stimulation mit PTH(1-34) oder

TIP39

Hierzu wurden die Zellen in 6-Loch-Platten mit einer Dichte von 500.000 Zellen pro Loch in
Triplikaten ausgesét. 24 h vor dem eigentlichen Versuch erfolgte eine Beladung der Zellen mit
2 uCi/ ml Myo-[*H]-Inositol. Nach dieser Inkubation wurde der radioaktive Uberstand abge-
saugt und die Zellen mit 1 ml Versuchsmedium (DMEM, 5 % FCS, 20 mM Hepes-Puffer,
10 mM Lithiumchlorid) gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen mit 1 ml Versuchsmedium,
versetzt mit der jeweiligen Konzentration an PTH(1-34) oder TIP39, 1 h bei 37 °C/5 % CO,
inkubiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt und 1 ml 20 mM Ameisensiure, zur Lyse der
Zellen, zugegeben. Nach einer Inkubation von 60 min bei 4 °C wurde der Uberstand in Glasrdhr-
chen tberfiihrt und NasOH (1:10 verdiinnt) zugegeben, bis ein pH-Wert von 7 bis 8 erreicht

wurde. Mittels Anionen-Austausch-Chromatographie wurden die akkumulierten Gesamtinositole



Methoden 69

abgetrennt. Hierzu wurden Poly-Prep-Sdulen (BioRad) mit 1,4 ml Ionenaustauscher AGI1-X8
Resin (0,5 g Resin / ml H,0) beladen. Das Zelllysat wurde auf die Sdulen gegeben und anschlie-
Bend in sechs Durchgéingen mit je 4 ml Waschpuffer (60 mM Natriumsalz der Ameisensiure,
5 mM Borax ) gewaschen. Die radioaktiven Geamtinositole wurden mit 0,5 ml Elutionspuffer
(2 mM Ammoniumsalz der Ameisensdure, 0,1 M Ameisensdure) eluiert und nach Zugabe von
4,5 ml Szintillationsfliissigkeit (Ready Protein+) im -Counter gemessen.

Die Auswertung der Graphen erfolgte mittels des Programms GraphPad PRISM™ 4.0.

3.5.4 Pharmakologische Hemmung von Proteinkinasen

Eine spezifische Hemmung der Proteinkinase A (PKA) erfolgte mit dem Isoquinolin-
Sulfonamid-Derivat H-89 [36], fiir das gezeigt werden konnte, dass vor allem die PKA-
abhingige Phosphorilierung des PTHI1-Rezeptors blockiert wird. Durch das Bisindolylmaleimid-
Derivat GF 109203X kann die Proteinkinase C (PKC) spezifisch gehemmt werden. In diesem
Fall wird ebenfalls die PKC-abhingige Phosphorilierung des Rezeptors verhindert.

Bei den jeweiligen Versuchen wurden die Zellen mit den Inhibitoren fiir 1 h bei 37 °C vorinku-
biert, bevor der eigentliche Versuch folgte. H-89 wurde in einer Konzentration von 30 uM einge-

setzt, GF 109203X hingegen in einer Konzentration von 6 uM.

3.5.5 Formelzusammenfassung zur Berechnung der Bindungsdaten

3.5.5.1 Berechnung von ICsy/ ECsy -Werten:

Aus den Daten der Verdrangungskurven konnten mittels des Programms GraphPad Prism™ 4.0
die ICsp-Werte (= halbmaximale inhibitorische Konzentrationen) der verschiedenen Rezeptoren
errechnet werden. Als Voraussetzung hierfiir gilt, dass beide Kompetitoren (unmarkiertes und
markiertes Peptid), im Falle des Gleichgewichts, reversibel an eine Bindungsstelle binden. Das

Programm berechnet den ICsp-Wert nach folgender Gleichung:

(gesamt —unspezifisch)

Y =unspezifisch +

| 410/ 8PTH-log ICs, (1)
mit:
PTH: eingesetzte Konzentrationen an unmarkiertem Parathormon (PTH in nM)
Y: gemessene cpm bei unterschiedlichen Konzentrationen an unmarkiertem PTH
,gesamt’: gemessene cpm bei Abwesenheit von unmarkiertem PTH

, unspezifisch”: gemessene cpm bei einer sdttigenden Konzentration an unmarkiertem PTH
1C50: Konzentration an unmarkiertem PTH, das die Hilfte der spezifischen Bindungsstellen be-
setzt (Angabe in nM)
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Analog zu den ICsp-Werten der Bindung werden die ECsp-Werte fiir den cAMP-Assay und den

Inositol-Assay berechnet.

3.5.5.2 Berechnung der auf der Zelloberfliche exprimierten Rezeptoranzahl

Die Gleichung nach Cheng and Prusoff [33] lautet wie folgt:

— ICSO
K; = 30 5
1+ [Radioligand ] (2)
K d
mit :
K;: Affinitétskonstante (Affinitdit des Rezeptors zum Liganden)
ICsy: Konzentration an unmarkiertem PTH, das die Hdlfte der spezifischen Bindungsstellen be-

setzt (nM )- siehe Gleichung (1)
[Radioligand]: Konzentration an radioaktiv markiertem PTH (nM)

Ky: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante

Unter den gewdhlten experimentellen Bedingungen einer homologen, kompetitiven Bindung mit
[1251]-PTH<< PTHyunmarkiert Und der Annahme, dass radioaktiv markiertes PTH ([1251] PTH) und
unmarkiertes Peptid (PTH) die gleichen Affinitdten zum Rezeptor besitzen, folgt aus der Glei-
chung nach Cheng und Prusoff:

K4 =K ;=1C,, -[Radioligand] 3)

Weiterhin sollten die Annahmen gelten, dass zum einen nur eine sehr geringe Menge des Radio-
liganden an den Rezeptor bindet und somit die freie Konzentration in der Losung nicht verdndert
wird. Zum anderen darf es zwischen den einzelnen Liganden kein Zusammenwirken geben. Das
bedeutet, dass die Bindung des Liganden an eine Bindungsstelle nicht die Bindungsaftinitit einer
anderen Bindungsstelle beeinflusst. Wenn die Bindung reversibel ist und dem Gesetz der Mas-

senerhaltung folgt so gilt im Falle des Gleichgewichts:

— Bmax X X ( 4)
K, +X
mit:
Y: spezifische Bindung (gesamt-unspezifisch) (cpm)

Konzentration des Radioliganden (nM) [Radioligand]
B bei vélliger Sdttigung gebundene Stoffmenge (nM)

Ky: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante
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Nach Einsetzen von Gleichung (3) in Gleichung (4), Umformung und dem Umstand, dass 1 mol

aus 6,022*10> Teilchen besteht, ergibt sich folgende Formel fiir die Gesamtzahl der Rezepto-

ren / Zelle:
B _ 1
Rezeptoren/ Zelle = —0 x 6,022 x 103 x1077 x——— 5
[Radioligand | Zellzahl )
(K, +[Radioligand |
wobei:
Zellzahl: tatsdchliche am Versuchstag vorhandene Anzahl an Zellen pro Loch
By: spezifische gebundene Counts (gesamt - unspezifisch)

[Radioligand]: Konzentration des Radioliganden (nM)

Berechnung der Konzentration des Radioliganden:

C(cpm)/Y(cpm/ fmol) y 0.001( pmol / fmol)

[Radioligand] = v (ml) 0.001(liter / ml) ©)
mit:

gemessenen cpm

Y: Spezifische Aktivitit des Radioliganden (fiir ['*’I] markierte Peptide gilt eine initale spezifische
Aktivitit von 2200 Ci / mmol. Dieser Wert muss aber in cpm / fmol umgerechnet werden (siehe un-
ten))

V: Volumen der Losung, welche gezdhlt wurde (in den hier dargestellten Veruchen betrug das Lo-
sungsvolumen 210 ul)

Umrechnung der spezifischen Aktivitdt des Radioliganden (Y) von Ci / mmol in cpm / fmol.

Hierbei gilt, dass 1 Ci 2,22*10'* Zerfillen pro Minute entspricht:

Ci
Y(cpm/ fmol) = Z( )x2,22x E (7)
mmol
mit:
Y: Spezifische Aktivitdt des Radioliganden in cpm / fmol
Z: Angabe der spezifischen Radioaktivitdt in Ci/ mmol (dieser Wert kann dem Beipackzettel des Ra-

dioliganden entnommen werden)
E: Effizienz des Counters (wobei 1 = 100 %,). Im Falle des verwendeten Berthold LB2111 y-Counters
betrug die Effizienz 75 % (= 0,75)
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Um die tatsdchliche Konzentration des Radioliganden am Tag der Bindung zu errechnen, muss
die errechnete Konzentration des Radioliganden ([Radioligand], Gleichung (6)) mit der am Ver-

12]]-Liganden multipliziert werden. Die Werte fiir die

suchstag geltenden Zerfallskonstante des [
Zerfallskonstante von ['*’I]-PTH (1-34) konnen aus dem mitgelieferten Datenblatt entnommen
werden.

Mit diesen Formeln wurde ein Excel-Datenblatt erstellt, welches es ermdglicht, nach Eingabe der
gemessenen Werte aus den Bindungsexperimenten, die Rezeptorzahl pro Zelle fiir die jeweiligen

Zelllinien zu ermitteln.

3.6 Messung von freigesetztem intrazellulirem Ca’" nach PTH-Stimulation

Zur Messung des freigesetzten, intrazelluldren Kalziums nach PTH Stimulation wurden die Zel-
len auf poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) beschichteten, runden Deckglédschen (@ 40 mm) mit einer
Zelldichte von 50.000 Zellen / ml ausgesét. Das Flaichenwachstum der Zellen wurde durch einen
sterilen Plastikring (@ 1 cm), welcher auf das Deckglas aufgesetzt wurde, begrenzt. Nach einer
Wachstumsphase von 48 h bei 37 °C /5 % CO, hatten die Zellen eine 50 %ige Konfluenz er-
reicht und konnten fiir die Messung verwendet werden.

Vor Versuchsbeginn wurden die Zellen dreimal mit Puffer C (25 mM Hepes, 0,4 mM MgCl,,
5mM KCl, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 25 mM D-Glucose (pH = 7,4)) gewaschen und an-
schlieBend 30 min bei 37 °C /5 % CO; mit 5 uM Fluo-3 AM beladen. Nach erneutem dreimali-
gen Waschen der Zellen mit Puffer C zum Entfernen des extrazelluldren Fluo-3 AM, wurde das
runde Deckglas in eine luftdichte, Temperatur kontrollierbare FCS-2 Perfusionskammer (Biop-
techs Inc. Butter, PA, USA) eingespannt und auf dem Mikroskoptisch befestigt. Die Zellen wur-
den zunéchst mit magnesiumfreiem Puffer perfundiert. Alle Perfusionslosungen (Puffer C, PTH
oder Thrombin) wurden mittels Spritzenpumpen (PHD 2000, ZAK, Marktheidenfeld) mit einer
Durchflussrate von 500 pl / min {iber Teflon-Schlduche in das System eingebracht. Die Messun-
gen erfolgten nach Erwédrmen der Glasoberfliche der Deckgliser auf 30 °C mit einem konfoka-
len Lasermikroskop (BioRad MRC-1024), welches mit einem einem Krypton-Argon Laser aus-
gestattet war.

Veridnderungen der intrazelluldren Kalziumkonzentrationen ([Ca*"];) wurden als relative Ande-
rungen der Fluo-3 AM assoziierten Fluoreszenzintensitit gegeniiber dem Hintergrund darge-
stellt. Hierzu wurden etwa 20 einzelne Zellen markiert und zusétzlich der schwarze Hintergrund
ausgewahlt. Die Anregung von Fluo-3 AM erfolgte bei einer Wellenldnge von 486 nm und konn-
te mittels der von BioRad stammenden ,,LaserSharp-Aquisition” Software aufgezeichnet und

verwaltet werden.



Methoden 73

Zur Bestimmung des freigesetzten intrazelluldren Kalziums wurden die Zellen mit unterschiedli-
chen Konzentrationen an hPTH (1-34) (1 nM, 10 nM, 100 nM und 1000 nM, geldst in Pufter C
versetzt mit 1 % BSA) stimuliert. Als Positivkontrolle erfolgte eine Stimulation der Zellen mit

Thrombin (2 units / ml).

3.7 Untersuchung der B-Arrestin Translokation mittels konfokaler Mikro-
skopie

Um eine Translokation von B-Arrestin darzustellen, wurde zunéchst ein ,,green-fluorescent prote-
in“ (GFP)-gekoppeltes B-Arrestin 2 bendtigt. Dieses Plasmid wurde freundlicherweise von Jean-
Pierre Vilardaga (Pharmakologie, Universitit Wiirzburg) zur Verfiigung gestellt.

Zu untersuchende stabile Zelllinien wurde auf 60 mm Gewebekulturschalen ausgesét, so dass am
nichsten Tag eine Konfluenz von ca. 50 % erreicht war. An diesem Tag wurde mit Hilfe des
Transfektionsreagenz Effectene (Qiagen) eine transiente Transfektion mit 2 pg DNA pro Ansatz
durchgefiihrt (siche 3.4.3.3). Nach einer Inkubation von 24 h wurden die Zellen aus einer Gewe-
bekulturschale auf die sechs Locher einer 6-Loch Platte verteilt, in die zuvor jeweils ein steriles
Deckglas gelegt wurde. Nach einer weiteren 24 stiindigen Inkubation bei 37 °C /5 % CO, wur-
den die Zellen mit 1000 nM hPTH (1-34) oder mit 1000 nM TIP39 fiir 10 min bei Raumtempera-
tur stimuliert. Nach dem Abnehmen des Mediums und ziigigen Waschen mit 1 ml eikaltem PBS
wurden die Zellen 20 min in 4 % Paraformaldehyd fixiert und anschlieend auf einem Objekt-
trager in 60 %igem Glycerol eingebettet. Die so behandelten Zellen konnten nun mit Hilfe eines
Olimmersionsobjektivs (40x) und einem konfokalen Fluoreszensmikroskops (Leica, TCS

NT / SP) ausgewertet werden.
3.8 “Yeast-two-Hybrid”-Methoden

3.8.1 Kultur von Saccharomyces cerevisiae (Bierhefe)

Wie Bakterienzellen konnen auch Hefezellen in Fliissigkultur und auf Agarplatten geziichtet
werden. Die optimale Inkubationstemperatur fiir Hefe liegt bei 30 °C. Hefezellen benétigen ein
Medium (Minimalmedium, SD-Medium), welches Glukose als Kohlenstoffquelle enthdlt. Au-
Berdem miissen verschiedene Salze vorhanden sein, die als Lieferanten fiir Stickstoff, Phosphor
und Spurenelemente dienen. Ein besseres Wachstum kann erreicht werden, wenn die Hefezellen
in Vollmedium (YPD) geziichtet werden. Dieses Medium enthélt aulerdem Protein- und Hefe-
zell-Extrakte, die zusitzlich Aminosduren, Nukleotidvorstufen, Vitamine und andere Metaboli-

ten liefern.
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Wenn eine Inkubation im Vollmedium erfolgt, findet die Teilung von Hefezellen alle 90 min

statt.

3.8.1.1 Flissigkultur von Saccaromyces cerevisiae

Fiir den Hefe-Screen wurden zwei verschiedene Hefestimme verwendet. Zum einen der Stamm
AH109 (Reportergene: HIS3, ADE2, LacZ), sowie der Stamm Y187 (Reportegen: LacZ). Beide
Stimme wurden in YPD-Medium kultiviert, da sie auxotroph fiir die Aminoséuren Adenin,
Histidin, Leuzin und Tryptophan sind. Wenn die Stimme mit verschiedenen Vektoren transfor-
miert wurden, so wurde die Auxotrophie fiir bestimmte Aminosduren durch diese Vektoren
komplementiert. Die Stdimme wurden dann in den entsprechenden Minimalmedien kultiviert.

Eine Inkubation der Fliissigkultur erfolgte bei 30 °C und 200 rpm fiir 24 h Stunden.

3.8.1.2 Kultur von Saccaromyces cerevisiae auf Agar-Platten

Um eine Plattenkultur zu erhalten wurden entweder 200 ul Zellsuspension mit einem Drigalski-
Spatel ausgestrichen oder aus einem Glycerolstock wurde mit einer Impfose etwas von der Ober-
fliche abgekratzt und dieses durch Ausstreichen auf der Platte verteilt. Die Platten wurden mit
Parafilm umwickelt, um ein Austrocknen zu verhindern und anschliefend, mit der Unterseite

nach oben, fiir 3 bis 5 Tage bei 30 °C im Brutschrank inkubiert.

3.8.1.3 Glycinkultur von Saccaromyces cerevisiae

Hefezellen konnen in 15 %igem Glycerol bei —80 °C fiir fiinf Jahre gelagert werden. Hierzu
wurde 1 ml einer Hefekultur in der spdten logarithmischen Phase oder der frithen stationéren

Phase mit 210 pl 86 %igem, steril filtriertem Glycerol versetzt und diese bei -80 °C eingefroren.

3.8.2 Verpaarung von haploiden Hefezellen
Aus den haploiden Stimme AH109 vom Paarungstyp Mat a und dem haploide Stamm Y187

vom Paarungstyp Mat a kann durch Verpaarung ein diploiden Stamm erzeugt werden [91]. Die
Verpaarung ist eine gute Alternative zur Methode der Co-Transformation, um zwei Plasmide in
eine Hefezelle zu bringen.

Fiir die Verpaarung wurden 0,5 ml YPD-Medium in ein steriles 15 ml Plastikrohrchen pipettiert.
Das Medium wurde mit jeweils einer Kolonie von beiden haploiden Stimmen angeimpft und die
Zellklumpen durch kréftiges Riitteln zerstort. Die Inkubation erfolgte 24 h bei 30 °C und
200 rpm. Dann wurden die Zellen abzentrifugiert und in 200 pl 0,5 x YPD-Medium resuspen-

diert und anschlieBend auf den entsprechenden Selektionsplatten ausgestrichen.
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3.8.3 Transformation von Hefe nach der Lithiumacetat-Methode

Die Transformation wurde nach H. Ito et al. [118] durchgefiihrt. Modifiziert ist die Methode
nach J. Hill, R. H. Schiestl und D. Gietz [78, 108, 203].

Stock-Losungen:

Heringssperma-Trager-DNA: 10 mg / ml

50 % Polyethylenglycol 3350: 50 g Polyethylenglycol 3350 wurden mit sterilem
H,O auf 100 ml aufgefiillt. Damit sich das Pulver
16st wurde die Losung auf 50 °C erwirmt.

100 % DMSO

10 x TE-Puffer: 0,1 M Tris-HCI, 10 mM EDTA (pH = 7,5). Die Lo6-
sung wurde durch autoklavieren sterilisiert und in
10 ml Aliquots bei —20 °C gelagert.

10 x LiAc-Losung: I M Lithiumacetat (pH = 7,5) wurde ebenfalls au-
toklaviert und in Aliquots bei —20 °C gelagert.

fiir 10 ml Losung:
PEG / LiAc-Losung: 40 % Polyethylenglykol 4000 8 ml 50 % PEG 4000
1 x TE-Puffer 2ml 10 x TE
I x LiAc-Losung 2ml 10 x LiAc

3.8.3.1 Herstellung kompetenter Hefezellen

Eine Kolonie von einer Agar-Platte wurde in 1 ml YPD-Medium gebracht und fiir 5 min stark
geschiittelt (Vortexer) um alle Zellklumpen zu zestéren. Diese Starterkultur wurde in 50 ml
YPD-Medium gegeben und bei 30 °C mit 250 rpm fiir 16 bis 18 h inkubiert, bis die stationdre
Phase erreicht war (ODggo > 1,5). Am nichsten Tag wurden 30 ml der Ubernachtkultur in 300 ml
YPD-Medium pipettiert. Die ODggo betrug nun zwischen 0,2 und 0,3. Die Kultur wurde fiir ca.
3 h bei 30 °C und 230 rpm inkubiert, bis eine ODggo von 0,4 bis 0,6 erreicht worden war. Die
Zellsuspension wurde in 50 ml Plastikrohrchen aufgeteilt und in der Zentrifuge (Hettich) bei
1000 x g fiir 5 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets in je-
weils 7 ml sterilem TE-Puffer resuspendiert. Die Suspensionen wurden zusammengefiihrt und
nochmals bei 1000 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum verworfen und

das Pellet in 1,5 ml sterilem 1 x TE / 1 x LiAc resuspendiert.
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3.8.3.2 Transformation der Hefezellen

In einem sterilen 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdl wurden 100 ng zu transformierende DNA
und 100 pg Heringssperma-DNA (10 pg / ml) gemischt. Dann wurden 10 pul kompetente Hefe-
zellen hinzupipettiert und durch vortexen gut vermischt. Nach Zugabe von 600 pul steriler
PEG / LiAc-Losung und vortexen fiir 10 s wurde der Ansatz fiir 30 min bei 30 °C und 200 rpm
inkubiert. Nach Zugabe von 70 ul DMSO und mischen durch Invertieren, wurden die Hefezellen
fiir 15 min einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Danach wurden die Zellen fiir 2 min auf Eis
abgekiihlt und anschlieBend 5 s bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen in 0,5 ml sterilem 1 x TE-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden nun auf den

entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert und fiir 3 bis 5 Tage bei 30 °C inkubiert.

3.8.4 “Yeast—two-Hybrid”-Screen

Das Prinzip des hier verwendeten Matchmaker Gal4-,,Yeast-two-Hybrid* System 3 ist wie folgt:
Das Koder-Protein wird als Fusionsprotein mit einer Gal4-Bindungsdoméne exprimiert. Im Ge-
genzug werden die cDNAs aus der Bibliothek als Fusionsproteine mit einer GAl4-
Aktivierungsdomédne exprimiert. Wenn das Koderprotein mit einem Fusionsprotein aus der Bib-
liothek interagiert, dann werden Gal4-Bindungs- und Aktivierungsdoméne in rdumliche Nihe

gebracht, so dass ein Ablesen von vier Reportergenen ermdglicht wird (siehe Abb. 3-2).

Library
protein

Bait
protein

DNA-BD

transcription b‘
! GALUAS | minimal promater Reporter gene

Abb. 3-2: Prinzip eines “Yeast-two-Hybrid Screens”. Das Koderprotein (,,Bait protein®) wird als

Fusionsprotein mit einer DNA-Bindungsdoméne (DNA-BD) exprimiert. Hingegen werden die
cDNAs aus der Bibliothek (,,Library protein®) als Fusionsproteine mit einer Aktivierungsdoméne
(AD) exprimiert. Interagieren beide Proteine miteinander, so wird die AD in rdumliche Néhe zur

DNA-BD gebracht und die Transkription eines Reportergens ermoglicht.

Das Koder-Plasmid wurde mittels der LiAc-Methode (siehe 3.8.3) in einen Hefestamm (AH109)
der Paarungstyps Mat a gebracht und auf SD/-Trp-Platten selektioniert. AnschlieBend wurden
50 ml SD/-Trp-Medium mit einer Kolonie angeimpft und iiber Nacht bei 30 °C und 250 rpm
inkubiert. Die Zellen wurden am nichsten Tag abzentrifugiert (1000 x g, 5 min) und in 5 ml

SD/-Trp resuspendiert. In einem 2 1-Kolben wurden 50 ml 2 x YPDA / Kanamycin-Medium vor-
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gelegt und mit 5 ml des Stammes AH109, welcher das Koder Plasmid enthielt, angeimpft. In der
Zwischenzeit wurde 1 ml der pretransformierten, humanen-Nieren cDNA-Bibliothek (Clontech),
kloniert in den Stamm Y 187- Mat a, bei RT aufgetaut und sofort zu dem 50 ml-Ansatz gegeben.
Die Inkubation erfolgte tiber 24 h bei 30 °C und 30 - 50 rpm. Am néchsten Tag wurden die Zel-
len abzentrifugiert (1000 x g, 10 min, RT) und in 10 ml 0,5 x YPDA / Kanamycin resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde in jeweils 200 pl-Ansdtzen zur Hilfte auf groflen (@ 15 cm)
SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp-Platten (hohe Stringenz) und zum anderen Teil auf niedrig stingenten
Platten (SD/-His/-Leu/-Trp) ausplattiert und fiir 3 bis 8 Tage bei 30 °C im Brutschrank inkubiert.
Nach finf Tagen wurden die ersten Kolonien gepickt und auf frische
SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/ X-a-Gal-Platten (hohe Stingenz), welche auf der Riickseite der Platte
mit einem Raster versehen waren, gesetzt. Nachdem diese Kolonien vier Tage bei 30 °C inku-
biert worden waren, wurden aus den Hefezellen der Kolonien, die gewachsen waren und sich

blau verfdrbt hatten, Plasmide pripariert (siche 3.8.5).

3.8.5 Plasmidpriparation aus Hefe

Zur Plasmidisolation wurden 0,5 ml entsprechendes Minimalmedium mit einer Hefekolonie an-
geimpft und gut resuspendiert. Nach einer Inkubation bei 30 °C und 200 rpm iiber Nacht wurden
die Hefezellen mittels Zentrifugation (14.000 rpm, 5 min) pelletiert, der Uberstand entfernt und
das Pellet erneut in 50 pl Medium aufgenommen. Nach Zugabe von 10 pl Lytikase (5 units / pl),
wurde die Zellsuspension sofort gut gemischt und nach einer weiteren Inkubation der Reaktions-
gefdle bei 37 °C fiir 1 h bei 230 rpm 10 ul 20 % SDS zugegeben. Die Proben wurden anschlie-
end bei -20 °C eingefroren (ca. 1 h) und nach dem Auftauen gut gemischt um die Zellen kom-
plett zu lysieren. Um die Plasmid-DNA zu isolieren wurde das Probenvolumen mit TE-Puffer
(pH = 8,0) auf 200 pl aufgefiillt und mit 200 pl Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol (25:24:1)
versetzt. Die Proben wurden mit dem Schiittler auf hochster Stufe fiir 5 min gemischt und an-
schlieBend bei 14.000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Die wéssrige Phase (obere Phase) wurde in
ein neues 1,5 ml Reaktionsgefall iiberfiihrt und mit 8 pl 10 M Ammoniumacetat versetzt. An-
schlieBend wurden 500 pl 95 — 100 % Ethanol zugegeben und die Proben 1 h bei -20 °C einge-
froren. Durch Zentrifugation bei 14.000 rpm fiir 10 min wurde die Plasmid-DNA pelletiert und
nach Entfernen des Uberstandes und anschlieBendem Trocknen des Pellets in 20 ul H,O

resuspendiert.

3.8.6 Priparation von Proteinextrakten aus Hefe

Die Proteinextraktion aus Hefe erfolgte mit der TCA-Methode. Zunichst werden die Hefezell-
wiénde mit physikalischen und chemischen Methoden zerstort. Dabei ist es wichtig die mannig-

faltigen Proteasen, die nun aus der Hefe freigesetzt werden, zu inhibieren.
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3.8.6.1 Vorbereitung der Hefezellen zur Proteinextraktion

5 ml Medium (Minimalmedium oder YPD-Medium) wurden mit einer Kolonie von einer Platte
angeimpft und bei 30 °C und 200 rpm {iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurden 50 ml
Medium mit dieser Ubernachtkultur angesetzt und bei 30 °C und 200 rpm geschiittelt, bis eine
ODggo zwischen 0,4 und 0,6 erreicht wurde. Aus diesem Wert wurden die ODgyy Einheiten be-
rechnet. Hierzu wurde der gemessene ODgo9 Wert von 1 ml mit der Gesamtmenge der Kultur
multipliziert (hier immer 55 ml).

Die Kultur wurde sofort auf Eis gekiihlt und in ein Zentrifugenréhrchen, welches halb mit Eis
gefiillt war, iberfithrt. Nach einer Zentrifugation bei 1000 x g, fiir 5 min bei 4 °C wurde
der Uberstand verworfen und das Pellet in 50 ml eiskaltem H,O resuspendiert. Nach einem er-
neuten Zentrifugationsschritt (1000 x g, 5 min, 4 °C) wurde das Pellet in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.8.6.2 Prdparation der Proteine mittels der TCA-Methode

TCA-Puffer: 20mM  Tris-HCI (pH = 8,0)
50mM  Ammoniumacetat
2 mM EDTA
500 pl Proteaseinhibitoren (1 Tablette geldst in 1 ml H,O)

SDS / Glycerol-Losung: 7,3 % SDS
29,1 %  Glycerol
83,3 mM Tris-Base
0,025 % Bromphenolblau

Tris / EDTA-Losung: 200 mM  Tris-Base
20mM  EDTA

TCA-Laemmli-Puffer: vor Gebrauch immer frisch ansetzen:
480 pl SDS / Glycerol-Losung
400 pl Tris / EDTA-LOsung
50 pul B-Mercaptoethanol
20 pul Proteinaseinhibitor-Losung

50ul  H,0

20 % Trichloressigsdure: 20g TCA mit H,O auf 100 ml aufgefiillt
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Das eingefrorene Zellpellet wurde auf Eis aufgetaut (10 - 20 min) und mit 100 pl eiskaltem
TCA-Puffer pro 7,5 ODggo-Einheiten versetzt. Die Suspension wurde in Eppendorf-
Reaktionsgefdfle iiberfiihrt und 100 pl Glaskiigelchen und 100 ul 20 % TCA pro 7,5 ODggo-
Einheiten dazu pipettiert. Die Zellsuspension wurde insgesamt fiinfmal fiir 1 min bei RT gevor-
text, wobei die Reaktionsgefa3e zwischendurch fiir 30 s auf Eis gestellt wurden. Nach Absetzen
der Glaskiigelchen wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefdB pipettiert (= 1. Zellextrakt).
Die Glaskiigelchen wurden mittels zweimaligem vortexen fiir jeweils 1 min mit 500 pl aus ei-
nem 1:1 Gemisch von 20 % TCA und TCA-Puffer gewaschen. Der Uberstand stellte das
2. Zellextrakt dar, welches mit dem ersten vereinigt wurde. Danach wurde fiir 10 min bei
14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand entfernt und die pelletierten Proteine nochmals
kurz zentrifugiert um die restliche Fliissigkeit zu entfernen. Das Pellet wurde in TCA-Laemmli-
Puffer resuspendiert (10 pul / 1 ODggo-Einheit). Nach dem Aufkochen bei 100 °C im Hitzeblock
fiir 10 min wurde nochmals fiir 10 min bei RT und 14.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal {iberfiihrt. Die Proben wurden direkt auf ein SDS-Gel

geladen und mittels eines Western-Blots analysiert (siehe 3.3.5).
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung eines hochkonservierten Abschnitts der siebten
Transmembrandoméne des PTH1-Rezeptors (P1R)

Zu der Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren gehoren eine Vielzahl verschiedener Mit-
glieder, die unter anderem auf Grund ihrer Ahnlichkeit der Aminosiuresequenz in die verschie-
denen Klassen eingeteilt werden. Ein Ansatz zur Identifizierung wichtiger funktioneller Bereiche

ist ein Aminosduresequenzvergleich.

4.1.1 Sequenzvergleich verschiedener G-Protein gekoppelter Rezeptoren der Klasse 11

Vergleicht man die Sequenzen verschiedener G-Protein gekoppelter Rezeptoren der Klasse I, so
findet sich ein auffillig hoch konservierter Bereich innerhalb des siebten Transmembran-
abschnitts.

Durch computergestiitzte Sequenzanalyse mittels ClustalW (http://www?2.ebi.ac.uk/clustalw/)
wurde ein genauer Sequenzvergleich der Aminosdureabfolge der siebten Transmembrandoméne

von verschiedenen G-Protein gekoppelten Rezeptoren der Klasse I erstellt (Abb. 4-1).

Rezeptoren der Klasse II % Aminoduresequenz

PTH1-Rezeptor (Homo sapiens) 100 MHYEMLENSFQGFEFVAII [ YCF C? GEVQAEIKKSWSRWTLAL
PTH1-Rezeptor (Sus scrofa) 95 MHYEMLENSFQGFFVAITI|YCFE|C| N| GEVOAEIKKSWSRWTLAL
PTH1-Rezeptor (Rattus norvegicus) 90 MHYEMLENSFQGFFVAII | YCF|C| N| GEVQAEIRKSWSRWTLAL
PTHl1-Rezeptor (Mus musculus) 90 MHYEMLENSFQGFFVAII|YCFE|C| N| GEVOQAEIRKSWSRWTLAL
PTH1-Rezeptor (Didelphis virginiana) 79 MHYEMLENSFQGFFVAII|YCF|C| N| GEVOAEIKKSWSRWTLAL
PTH2-Rezeptor (Homo sapiens) 45 MHCELFENSFQGFFVSII|YCY|C| N| GEVQAEVKKMWSRWNLSV
Secretin-Rezeptor (Homo sapiens) 37 LFFELALASFQGLVVAVL | YCF | L| N| GEVQLEVQKKWQQWHLRE
VIP-Rezeptor (Homo sapiens) 35 MVFELVVGSFQGEFVVAIL|YCF| L| N| GEVOAELRRKWRRWHLQG
Wachstumshormon-RF-R. (Homo sapiens) 32 LPLELGLGSFQGFIVAIL|YCF|L| N|QEVRTEISRKWHGHDPEL
Glucagon-Rezeptor (Homo sapiens) 30 | LFTELSFTSFQGLMVAIL|YCF|V| N|NEVQLEFRKSWERWRLEH
Corticotropin-RF-Rezeptor (H.sapiens) 28 | IYFNSFLESFQGFFVSVF | YCF| L| N| SEVRSATRKRWHRWQDKH
Calcitonin-Rezeptor (Homo sapiens) 27 DYVMHSLIHFQGFFVATI | YCF| C| N| NEVQTTVKRQWAQFKIQW

Abb. 4-1: Vergleich verschiedener Rezeptoren der Klasse II von G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Dar-
gestellt ist ein Ausschnitt der Aminosduresequenz des Bereichs der siebten Transmembrandoméne. Der homo-
loge Bereich ist grau hinterlegt. In Spalte 2 ist die Homologie der gesamten Aminosduresequenz zum humanen
PIR wiedergegeben. Folgende Genbank-Zugriffsnummern wurden verwendet: PTH1Rezeptor (Homo sapiens,
L04308), PTHI1-Rezeptor (Sus scrofa, U18315), PTH1-Rezeptor (Rattus norvegicus, M77184), PTH1-Rezeptor
(Mus musculus, X78936), PTH1-Rezeptor (Didelphis virginiana, M74445), PTH2-Rezeptor (Homo. sapiens,
U25128), Secretin-Rezeptor (Homo sapiens, U20178), VIP-Rezeptor (Homo sapiens, U11087), Wachstums-
hormon-RF-Rezeptor (Homo. sapiens, 1L.01406), Glucagon-Rezeptor (Homo sapiens, U01104), Corticotropin-
RF-Rezeptor (Homo sapiens, X72304), Calcitonin-Rezeptor (Homo sapiens, X69920);
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Dabei zeigt sich eine sehr starke Homologie zwischen den unterschiedlichen Rezeptoren inner-
halb des nahe dem Cytosol gelegenen Abschnittes der siebten Transmembrandoméne. Das Motiv
,»YCFXN* findet sich ebenso als hochkonservierte Aminosdureabfolge in Rezeptoren wieder, die

eine Gesamthomologie zum humanen PTH1-Rezeptor von unter 30 % besitzen.

4.1.2 Generierung von Mutationen im Kkonservierten Bereich der siebten

Transmembrandomiine (TM7-Mutanten)

4.1.2.1 Punktmutationen des ,, YCFXN “-Motivs

Um den hoch konservierten Bereich, der sich im Opossum PTH1-Rezeptor von AS 453 bis
AS 457 erstreckt, ndher zu charakterisieren, wurden die vier homologen Aminosiduren des
»YCFXN“-Motivs punktmutiert. Es erfolgte jeweils ein Austausch gegen die Aminosdure Ala-
nin. Die Aminosdure Alanin wurde deshalb gewihlt, weil es sich hierbei um die Aminosdure mit
der einfachen Seitenkette ,,-CH3* handelt. Somit wird verhindert, dass eine rdumliche Behinde-
rung anderer Aminosduren oder unerwiinschte ionische Interaktionen auftreten und auf diese
Weise die Sekundir- und Terzidrstruktur beeinflusst wird. Dies ware vor allem der Fall, wenn
Aminosduren mit ausgeprigten Seitenketten, wie z.B. die Aminoséuren Prolin oder Phenylala-
nin, oder Aminosduren mit geladenen Seitenketten (Lysin, Arginin) eingefiigt wiirden.

Zusitzlich zu den Punktmutationen wurde eine Deletionsmutante erzeugt, bei welcher der Ami-

453 45
N¥7

nosdureabschnitt Y komplett entfernt wurde.

Eine Ubersicht der generierten Rezeptormutanten ist in Abbildung 4-2 dargestellt.
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Abb. 4-2: Schematischer Ausschnitt der Sequenz der siebten Transmembrandoméne des Opos-
sum P1R. Der hoch konservierte Bereich, welcher hier genauer untersucht werden soll, ist grau hin-
terlegt. Es wurde jeweils eine Aminosédure dieses Bereichs gegen die Aminosdure Alanin ausge-
tauscht. Des weiteren wurde eine Kombination der Mutanten Y453 A und N457A erzeugt. Aulerdem
wurde die Deletion der Aminosiuren 453 bis 457 vorgenommen.
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Die Punktmutationen wurden mittels ,,site-directed““~-Mutagenese eingefiigt. Hierzu wurde ein
Teilbereich der Opossum PTH1-Rezeptor cDNA von der Basenpaarposition 1360 bis 1587
amplifiziert, da sich an diesen Stellen Restriktionsschnittstellen finden, welche nur einmal in der

gesamten PTH-Rezeptor-Sequenz vorkommen, so dass ein spéteres subklonieren ermoglicht

wurde.
Pos. Pos.
1587
1360 YCFXN
||
ApaLl — -

P Primer 1-5 ¢ NCIOI
: Primer6 Primer 8

Primer 7

Abb. 4-3: Lage der Primer zur Generierung der TM7-Einzelmutanten. Die Sequenz der Primer ist in
Kapitel 2.9.1 dargestellt. Die hier verwendete Nummerierung ist mit der Nummernvergabe der Auflis-
tung der Primer im Kapitel 2.9.1 identisch. Die Positionen 1360 und 1587 geben die Stellen der Basen
wieder, an denen sich im Opossum PTH1-Rezeptor die dargestellten Restriktionsschnittstellen (ApaLl
und Ncol) wiederfinden. Die Langenverhéltnisse der Primer sind nicht proportional zu der dargestellten
Sequenz.

Zundchst wurden fiinf unterschiedliche PCR-Ansétze (siche 3.2.14) mit den Primern 1-5 (fiir die
Mutationen Y453A, C454A, F455A, N457A und Del453-457) als 5'-Primer und Primer 8 als 3°-
Primer durchgefiihrt. Diese PCR-Produkte wurde jeweils als Vorlage fiir eine weitere PCR mit
Primer 6 und 8 verwendet, um dann im Anschluf} eine dritte PCR-Runde mit den Primern 7 und
8 und dem PCR-Produkt aus Runde zwei als Vorlage, durchzufiihren. Die Schnittstellen
fiir ApaLl und Ncol lagen innerhalb der Primersequenz, so dass ein anschlieBender Restriktions-
verdau (siehe 3.2.7) der PCR-Produkte mit diesen Enzymen durchgefiihrt werden konnte.

Aus dem Vektor pBluescript II SK (+), mit der Opossum PTH1-Rezeptor cDNA als Insert, wur-
de mittels eines Kpnl und Ncol Doppelverdaus die PIR-cDNA bis auf den C-Terminus (ab Pos
1587) herausgeschnitten, wobei sich die Kpnl-Schnittstelle im Bereich der ,,multiple cloning
site” (MCS) am 5°-Ende der Rezeptor-DNA befindet. Durch einen Restriktionsverdau mit Kpnl
und ApaLl wurde die cDNA des P1R bis Position 1360 isoliert. AnschlieBend erfolgte eine Drei-
fachligation aus den beiden isolierten Fragmenten und dem restriktionsverdauten PCR-Fragment.
Die verschiedenen, mutierten cDNAs wurden tiiber die Schnittstellen Kpnl und Notl

aus pBluescriptIISK(+) in den Expressionsvektor pCEP4 umkloniert.

4.1.2.2 Konstruktion einer Doppelmutante

Aus den Ergebnissen der Untersuchungen der oben beschrieben Mutanten (siehe 4.1.3), folgte

die Konstruktion einer Doppelmutante aus Y453A und N457A. Die Kombination dieser beiden
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Punktmutationen wurde deshalb gewahlt, weil ein Zusammenhang zwischen polaren Aminosau-
ren der Transmembrandoménen und der Rezeptorfunktion beschrieben wird. Bei Y** und N*’

handelt es sich um die beiden einzigen polaren Aminoséuren des ,,Y CFXN‘“-Motivs.

Primer 9 Primer 10

N457A
Kpnl l I Notl
| I
Y453A
pBluescript Il SK (+) -[opPTH1R-Y453A]

(4,8kb)

Abb. 4-4: Lage der Primer fiir die Doppelmutante Y453A/N457A. Als Vorlage fiir die PCR dien-
te die Plasmid-DNA der Einzelmutante Y453A im Vektor pBluescript II KS (+). Die Langenverhalt-
nisse der Primer sind nicht proportional zu der dargestellten Sequenz. Die Sequenz der Primer ist in
Kapitel 2.9.1 aufgefiihrt und stimmt mit der dort angegebenen Nummerierung iiberein.

Mittels einer durch Pfu-Polymerase ablaufenden PCR-Reaktion wurde die komplette Plas-
mid-DNA, durch Verwendung der Primer 9 und 10, amplifiziert. Die Primer 9 und 10 wurden
dabei so konzipiert, das ihre 5°-Enden in der Sequenz exakt nebeneinander zu liegen kommen.
Nach Uberpriifen der Richtigkeit durch Sequenzierung, wurde die cDNA der Doppelmutante
Y453A/N457A in pCEP4 iiber die Restriktionsschnittstellen Kpnl und Notl subkloniert.

4.1.3 Bindungseigenschaften und Signaltransduktion der TM7-Mutanten

4.1.3.1 Bindungseigenschaften der TM7-Mutanten im Vergleich zum Opossum PTHI-Rezeptor

Durch eine kompetitive Verdrangungstudie kdnnen die Bindungseigenschaften des Liganden (in
diesem Fall hPTH (1-34)) zum WT-Rezeptor und zu den mutierten Rezeptoren ermittelt werden.
Hierzu verwendet man eine konstante Menge an radioakiv markiertem Peptid (Radioligand),
wohingegen das unmarkierte Peptid in unterschiedlichen Konzentrationen zum Ansatz gegeben
wird. Anhand einer Reihe verschiedener Konzentrationen von unmarkiertem hPTH (1-34) wird
iiber die radioaktiv markierten hPTH (1-34)-Molekiile die Konzentrationsabhangigkeit der Re-
zeptor-Ligandenbindung dargestellt. Mittels dieser Sittigungskurve konnen Parameter, wie die
Bindungskonstante und die Rezeptorzahl ermittelt werden. Die Berechnungsgrundlagen und

Formeln sind in Kapitel 3.5.5 néher dargestellt und ausgefiihrt.
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Abb. 4-5: PTH Bindungseigenschaften
A des Opossum PTH1-Rezeptors
m Y453A (opPTH1R) und der TM7-Mutanten.
125004
J + N457A Dargestellt sind repriasentative Verdréin-
® YAS3AINASTA gungskurven (von drei unabhingigen
10000+
E oPPTHIR Experimenten) mit radioaktiv markier-
N tem [1251]-Nl1e8,21Tyr34 rPTH (1-34)-
g 75004
s amid und hPTH (1-34) als Ligand. HEK
= 293E+-Zellen wurden mit der WT-
£ 5000
by Rezeptor-DNA  und den mutierten

cDNA's stabil transfeziert. Gezeigt sind
die Messpunkte, zusammen mit der
Kurvenangleichung mittels einer nichtli-
nearen Regression. Die Kurvenpunkte
sind Triplikate (Mittelwert = S.E).

A: Vergleich des WT-Rezeptors mit den
Mutanten-Rezeptoren Y453A, N457A
und Y453A/N457A.

B: Darstellung der Mutanten-Rezeptoren
C454A und F455A im Vergleich zum
opPTHI1R (WT-Rezeptor).

Wie aus der Abbildung 4-5 ersichtlich ist, werden sowohl der Wildtyp-Rezeptor (opPTHIR), als

auch alle mutierten Rezeptoren gut an der Zelloberfliche exprimiert. Die Deletionsmutante

Del433-457 zeigte keine Expression ihrer Rezeptoren auf der Oberfldche der Zelle. Deswegen

wurde die Mutante in dieser Abbildung und im weiteren Verlauf nicht weiter untersucht und

dargestellt.
Die Mutanten C454A, F455A, N457A und die Kombinationsmutante Y453A/N457A zeigen im

Kurvenverlauf keinen wesentlichen Unterschied zum WT-Rezeptor (Abb. 4-5). Wie auch aus

Tabelle 4-1 ersichtlich, unterscheiden sich diese Mutanten nicht wesentlich in der maximal ge-

bunden Radioaktivitit, bezogen auf die gesamte eingesetzte Menge des Radioliganden. Die
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Menge der spezifisch gebundenen Radioaktivitit lag beim WT-Rezeptor und bei diesen Mutan-
ten zwischen 15 - 20 % der zugesetzen Radioaktivitét.

Beziiglich der spezifischen gebundenen Radioaktivitit verhilt sich die Mutante Y453 A auffillig.
Diese kann im Vergleich zum WT (15 % spezifische Bindung) die doppelte Menge an Radioak-
tivitdt binden (30 % spezifische Bindung). Dies ist ein Hinweis auf eine héhere Expressionsdich-

te dieses Rezeptors auf der Zelloberfliche im Vergleich zum WT-Rezeptor.

Weiterhin konnen aus den Daten der Verdringungskurven, mittels des Programms GraphPad
Prism™ 4.0, die ICso-Werte (= halbmaximale inhibitorische Konzentrationen) der verschiedenen
Rezeptoren errechnet werden.

Diese ICsp-Werte sind in der Tabelle 4-1 zusammengefasst.

Rezeptor gebundene Radioaktivi- ICe (M) Expressionsdichte
tat (%) (Rezeptoren / Zelle)
hPTH (1-34)
Y453A 30,1 £4,5 47,8+9,2 2.100.000
C454A 17,5+3,3 258+17,5 1.100.000
F455A 16,8 £3,2 32,5+ 18,5 1.600.000
N457A 20,1 £2.3 32,2+ 14,0 1.400.000
Y453A/N457A 19,1£29 154+£122 * 1.000.000
opPTHIR 143+1,2 43,5 +£28,5 1.500.000

Tab. 4-1: Zusammenfassung der errechneten und gemessenen Werte fiir den WT-Rezeptor und
die Rezeptor-Mutanten. In der Spalte ,,gebundene Radioaktivitat (%) ist der Prozentsatz der ge-
bundenen Radioaktivitit, ausgehend von der gesamten eingesetzten Radioaktivitit (cpm), angege-
ben. Die Werte sind Mittelwerte (+ S.D.) aus zwei unabhéngigen Bindungsexperimenten, derenWer-
te jeweils im Triplikat bestimmt wurde. Die ICs,-Werte wurden mit dem Programm GraphPad
Prism™ 4.0 errechnet, und sind die Mittelwerte (+ S.D.) aus mindestens 5 unabhéngigen Bindungs-
experimenten. Die Expressionsdichte der Rezeptoren auf der Zelle wurde, wie in Kapitel. 3.5.5 be-
schrieben, errechnet.

*Die Mutante Y453A/N457A zeigt gegeniiber dem WT einen signifikant erniedrigten 1Cs-Wert
(p<0,01)

Die in der Literatur angegebenen ICso- Werte fiir den WT-Rezeptor liegen zwischen 3 und 6 nM
[70]. Der hier um den Faktor 10 hoher liegende Wert, der sowohl beim WT-Rezeptor, als auch
bei den mutierten Rezeptoren auftritt, ist auf die Verwendung des pCEP4-Expressionsvektors
zuriick zu fiihren, da es in dem verwendeten System (Kombination mit HEK 293 E+) zu einer
stark erhohten Expression der Rezeptor-DNA kommt und in der Folge zu einer Rechtsverschie-

bung der Verdringungskurve. Die Grundlage fiir die Berechnung der ICso-Werte setzt die An-
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nahme voraus, dass die zugegebene Menge an radioaktiv markiertem Liganden, durch die Bin-
dung an den Rezeptor, nicht verdndert wird. Durch eine zu hohe Rezeptoranzahl auf der Zell-
oberflache gilt diese Annahme nicht mehr uneingeschréinkt. Die Folge hiervon ist eine Verschie-
bung der Kurve nach rechts.

Durch den ICso-Wert kann die Affinitdt des Liganden zum Rezeptor beschrieben werden. Im
Falle der Mutanten Y453A, C454A, FA55A und N457A zeigt sich, dass diese Rezeptoren eine
dhnliche Affinitit wie der WT-Rezeptor zum Liganden besitzen. Die Doppelmutante
Y453A/N457A dagegen besitzt eine bessere Affinitdt zum Liganden, als dies der WT zeigt. Dies
driickt sich in einem signifikant erniedrigten 1Cso-Wert (p < 0,01) aus.

Wie sich schon im erhdhten Wert der maximal gebundenen Radioaktivitdt abgezeichnet hat, liegt
Zahl der Rezeptoren / Zelle flir die Mutante Y453 A am hochsten. Jedoch bewegen sich alle Wer-
te der mutierten Rezeptoren in einem Bereich, der nicht wesentlich vom WT-Rezeptor abweicht
(1 - 2 Mio. Rezeptoren / Zelle). Das bedeutet, dass mogliche Unterschiede in der Signaltransduk-

tion nicht auf wesentlich unterschiedliche Rezeptorzahlen zuriick zu fiihren sind.

4.1.3.2 Signaltransduktion der TM7-Mutanten

Die Signaltransduktion der verschiedenen Rezeptormutanten wurde sowohl fiir den Adenylat-
zyklase-Weg, als auch fiir den PLC-abhingigen Signalweg untersucht.

Der PTH1-Rezeptor koppelt sowohl an den cAMP-Signalweg, als auch an den PLC-Signalweg
an. Da die erzeugten Mutationen in der Transmembrandoméne 7 im Modell sehr nahe am Cyto-
sol liegen oder eventuell in dieses hineinragen, konnten diese Aminosduren eine Rolle bei der
Ankopplung an die Signalwege spielen. Es ist ebenso denkbar, dass es bei einer Aktivierung des
Rezeptors durch den Liganden zu einer Verdnderung der Lage der Aminosduren kommt, so dass
diese dann fiir die Ankopplung weiterer Proteine in Betracht kommen. Im Folgenden wurden die
beiden Signalwege der unterschiedlichen Mutanten hinsichtlich ihres Signalverhaltens und dabei
eventuell auftretender Unterschiede in der Signaltransduktion betrachtet.

A. cAMP-Signalweg

In Abbildung 4-6 ist der Verlauf der cAMP-Akkumulation nach Stimulation mit verschiedenen
Konzentrationen an hPTH (1-34) dargestellt. Es zeigt sich, dass die mutierten Rezeptoren
N457A, C454A und F455A keinen Unterschied zum Opossum WT-Rezeptor (opPTH1R) beziig-
lich des Kurvenverlaufs zeigen. Auch innerhalb der ECso-Werte sind bei diesen mutierten Rezep-
toren keine signifikanten Unterschiede zum Opossum WT-Rezeptor festzustellen (Tabelle 4-2).
Die maximale PTH-abhéngige cAMP-Akkumulation wurde 15 Minuten nach Zugabe einer ho-
hen PTH-Konzentration (1000 nM) gemessen. Vergleicht man die maximale cAMP-Produktion
dieser drei Mutanten (C453A, F455A und N457A) mit denen des WT-Rezeptors so ist ebenfalls
kein Unterschied zu verzeichnen (Abb. 4-7).
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Abb. 4-6: cAMP-Produktion der Zellen (in pmol / 1 Mio. Zellen) nach Stimulation der Zellen
mit unterschiedlichen Mengen an hPTH (1-34). Das akkumulierte cAMP wurde mittels kommer-
ziell erhéltlichem RIA gemessen. Die Kurve ist representativ fiir drei unabhéngig durchgefiihrte Ex-
perimente. Die Kurvenpunkte ergeben sich aus den Mittelwerten (+ S.E.) einer Triplettbestimmung.
A: Vergleich der Mutanten Y453A, N457A und Y453A/N457A mit dem Opossum PTH1-Rezeptor
(opPTHIR)

B: Vergleich der mutierten Rezeptoren C454A und F457A mit dem WT-Rezeptor (opP1R).

Der Rezeptor der Mutante Y453 A zeigt auch ohne PTH-Stimulation eine erhdhte basale cAMP-
Produktion (opPTHIR: 15 pmol/ 1 Mio. Zellen; Y453A: 130 pmol /1 Mio. Zellen; (Tabel-
le 4-2). Dies gibt moglicherweise einen Hinweis auf eine konstitutiv aktive cAMP-Produktion
dieser Rezeptor-Mutante. Im weiteren zeigt sich hier, trotz der hohen Rezeptordichte dieser Re-
zeptormutante, dass eine grolere Menge an hPTH (1-34) nétig ist, um die halbmaximale cAMP-
Stimulation zu erreichen (opPTH1R: ECsy= 0,04 = 0,037; Y453A: ECso= 0,24 + 0,008). Dieser
Wert ist signifikant gegeniiber dem WT-Rezeptor erhoht (p < 0,05).

Betrachtet man die maximale cAMP-Produktion, nach Abzug der basal produzierten
cAMP-Menge, so zeigt die Mutante Y453 A eine ebenfalls signifikant erh6hte cAMP-Produktion
(p <0,05) im Vergleich zum WT-Rezeptor (Abb. 4-7).
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ay AN Aamsionin
(%)

Y453A 0,24 + 0,008 * 1224 19,3 **

C454A 0,03 + 0,021 106 + 18,9

F455A 0,04 = 0,051 94 + 28,9

N457A 0,08 = 0,098 108 +21,2

Y453A/N457A 0,41 0,041 * 59 £ 8,7 **

opPTHIR 0,04 + 0,037 100

Tab. 4-2: ECs,-Werte und maximal akkumuliertes cAMP der unterschiedlichen Rezeptoren.
Die ECso-Werte sind Mittelwerte aus drei unabhingigen Experimenten (£ S.D.).

* Die ECsp-Werte der Mutanten-Rezeptoren Y453 A und Y453A/N457A sind signifikant gegeniiber
dem WT erhoht (p < 0,005).

Die Werte der maximalen cAMP-Akkumulation sind Mittelwerte (£ S.D.) der prozentualen Aktivitit
der mutierten Rezeptoren im Vergleich zum WT-Rezeptor. Die Zahlenwerte ergeben sich aus vier
unabhéngig gemessenen cAMP-Assays.

**Die maximale cAMP-Produktion der mutierten Rezeptoren Y453A und Y453A/N457A sind ge-
geniiber dem WT-Rezeptor signifikant erhoht, bzw. erniedrigt (p < 0,005).

700

600 -

500 -

400

300

200 -

cAMP (pmol) / 1 Mio. Zellen

100 -

Y453A/
Y453A C454A F455A N457A N457A opPTH1R

Abb. 4-7: Maximale cAMP-Produktion der TM7-Mutanten und des WT-Rezeptors
(opPTHI1R). Die Werte errechnen sich aus der Differenz des maximal akkumulierten cAMP, ab-
ziiglich der Basalproduktion der Zellen. Eine Stimulation der Zellen wurde mit 1000 nM
PTH (1-34) durchgefiihrt.

* Die Mutante Y453A/N457A zeigt eine signifikant erniedrigte cAMP-Produktion gegeniiber dem
WT-Rezeptor, die Mutante Y453A eine signifikant erhohte cAMP-Produktion gegeniiber dem
WT-Rezeptor (p < 0,05).

Die Rezeptor-Mutante Y453A/N457A zeigt gegeniiber dem WT-Rezeptor eine signifikant er-
niedrigte maximale cAMP-Produktion (Abb. 7-7). Beim Vergleich der ECso-Werte erkennt man,

dass diese Mutation des Rezeptors einen signifikant erhohten Wert gegeniiber dem WT-Rezeptor
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aufweist (opPTH1R: ECsy = 0,04 + 0,037; Y453A/N457A: ECsp = 0,41 + 0,041; p< 0.05). Das
bedeutet, dass hohere Mengen an hPTH (1-34) notwendig sind, um den cAMP-Weg zu stimulie-

ren.

B. Inositolphosphat-Signalweg

Die generierten Rezeptor-Mutanten wurden im weiteren auch auf ihr Verhalten beziiglich des
Inositol-Phosphatweges untersucht. Nach einer 24-stiindigen Inkubation der Zellen mit
2 uCi/ml Myo-[3H]-Inositol wurden die Zellen mit einer maximalen Konzentration von
3000 nM hPTH (1-34) stimuliert und die akkumulierten Gesamtinositolphosphate anschlieBend

im B-Counter gemessen.

7000
*
6000 -
Basalwert
5000 Stim ulation mit 3000 nM PTH

4000

3000 -

cpm /1 Mio. Zellen

2000

1000

Y453A C454A F455A N457A Y453A/ opPTHIR
N457A

Abb. 4-8: Graphische Darstellung der maximal akkumulierten und radioaktiv markierten Ge-
samtinositolphosphate der TM7-Mutanten im Vergleich zum WT-Rezeptor. Die Zellen wurden
24 h vor der Stimulation mit 2 pCi / ml Myo-[*H]-Inositol beladen. Die /ila Balken zeigen die Basal-
werte, welche fiir die einzelnen Mutanten-Rezeptoren und den WT-Rezeptor gemessen wurden. Dun-
kelrot dargestellt sind die gemessenen Werte nach Maximalstimulation mit 3000 nM hPTH (1-34) fiir
1 h bei 37 °C. Jeder Wert wurde in Triplikaten bestimmt.

* p <0.005: signifikant unterschiedlich gegeniiber dem WT-Rezeptor

Der Opossum PTHI-Rezeptor (opPTH1R) zeigt nach Stimulation mit 3000 nM hPTH (1-34)
einen fiinffachen Anstieg der Gesamtinositole gegeniiber dem Basalwert.

Die meisten der untersuchten Mutanten zeigen im Vergleich zum WT-Rezeptor eine verdnderte
Signalantwort. Die Rezeptor-Mutante F455A jedoch verhélt sich so wie der WT-Rezeptor und

zeigt einen dhnlich hohen Wert der akkumulierten Gesamtinositolphosphate.
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Auffallig zeigt sich die Mutante Y453A, welche im Gegensatz zum WT-Rezeptor (opPTH1R)
eine doppelt so hohe Inositolproduktion wie der WT aufweist.

Die Mutanten C454A und N457A zeigen eine signifikante Reduktion der Ankopplung an den
Inositolphosphatweg, wobei die Mutante N457A nur 45 % des Gesamtinositolanstiegs des
WT-Rezeptors besitzt und die Mutante C454A nur 35 % der Gesamtproduktion, bei einer maxi-

malen Stimulation von 3000 nM.

Rezeptor Gesamtinositol-Ansammlung im

Vergleich zum WT-Rezeptor (%)

Y453A 282+103,5 *
C454A 44 £343 *
F455A 75+ 41,4
N457A 474149 *
Y453A/N457A 0
opPTHIR 100

Tab 4-3: Zusammenfassung der maximalen Gesamtinositolproduktion in %, ausgehend vom
Opossum PTH1-Rezeptor (opPTHIR). Dic Werte wurden aus 2 verschiedenen Inositolphosphat
(IP)-Assays berechnet (= S.D.).

* p <0,005: die maximale IP-Produktion der mutierten Rezeptoren Y453A, N457A und
Y453A/N457A sind gegeniiber dem WT-Rezeptor signifikant erh6ht, bzw. erniedrigt.

4.1.3.3 Messung der intrazelluldren Kalziumausschiittung der TM7-Mutanten

Der Anstieg des liber den Phospholipase C-Signalweg intrazelluldr freigesetzten Kalziums kann
tiber die Messung eines Fluoreszenzmarkermolekiils angezeigt werden. Die Zellen werden vor
der Messung mit dem membranpermeablen Kalzium-sensitiven Fluoreszensfarbstoff Fluo-3 AM
beladen. Wird intrazelluldres Kalzium freigesetzt, dann geht es mit Fluo-3 AM einen Chelat-
komplex ein, was zu einer Verschiebung der Fluoreszenzintensitdt fiihrt. Diese Fluoreszenz kann
mit einem 488 nm Argon-Laser angezeigt werden. Die hier dargestellten Werte lassen keinen
SchluB auf die freigesetzte Menge an intrazelluldren Kalzium zu. Es kann nur ein relativer Wert
im Vergleich zum Basalwert des Hintergrunds gemessen werden. Dies ist auch der Grund dafiir,
dass die gemessenen und in den Diagrammen dargestellten maximalen Werte zwischen den Ver-
suchen, welche unabhingig durchgefiihrt wurden, erhebliche Unterschiede aufweisen, und dem-

nach auch nicht in eine genau quantifizierbare Beziehung zueinander gesetzt werden konnen.

In den folgenden Diagrammen ist der Verlauf der Kurven dargestellt, welche die Freisetzung des

intrazelluldren Kalziums nach PTH-Stimulation oder nach Thrombingabe aufzeigen.
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Abb. 4-9: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca*‘];) von untransfezierten
HEK 293 E+-Zellen. Die Stimulation wurde mit 1000 nM PTH und mit Thrombin (2 units / ml)
durchgefiihrt. Die Gabe der Stimulationssubstanz erfolgte {iber den Zeitraum von 1 min. Die graue
Linie gibt die gemessene Intensitdt des Hintergrunds wieder. Die schwarze Linie zeigt die liber die
Zeit ermittelte Intensitdt der Fluoreszenz der gemessenen Zellen auf. Bei dieser Kurve handelt es
sich um den Mittelwert der Fluoreszenzintensitit von 20 verschiedenen, gemessenen Zellen. Auf der
y-Achse sind als Skalierung ,,willkiirliche Einheiten aufgetragen.

Als Kontrollzellen wurden untransfezierte HEK 293 E+-Zellen mit 1000 nM hPTH (1-34) fiir
1 min stimuliert. Die nicht transfezierten Zellen, denen der PTH1-Rezeptor fehlt, reagieren nicht
auf eine PTH-Stimulation (Abb. 4-9). Als Kontrollreaktion fiir funktionsfahige Zellen wurde mit
2 units / ml Thrombin fiir 1 min stimuliert. Es zeigt sich eine deutliche Zunahme der Fluores-
zenz, woraus auf eine Freisetzung des intrazelluldren Kalziums durch Aktivierung des Throm-
bin-Rezeptors geschlossen werden kann.

Die Stimulation der Zellen welche stabil mit dem Opossum PTH1-Rezeptor transfeziert wurden,
erfolgte zunédchst mit 10 nM PTH (Abb. 4-10). Schon bei dieser Menge an PTH, bei welcher eine
Gesamtinositolproduktion mit der angewendeten Methode noch nicht messbar ist, kann eine
Ausschiittung des intrazelluldren Kalziums beobachtet werden. Zur Kontrolle wurden diese Zel-
len nach einer dreiminiitigen Pause nochmals fiir 1 min mit 2 units / ml Thrombin stimuliert, was
ebenfalls zu einer massiven Ausschiittung des intrazelluldren Kalziums fiihrte.

In einem weiteren Experiment konnte gezeigt werden, dass nach einer Stimulationsabfolge von
10 nM, 100 nM und anschlieBend 1000 nM PTH, die Fluoreszenz bei der dritten Stimulation
geringer ausfillt, woraus auf eine Desensitisierung des Rezeptors oder nachfolgender Signalwe-
ge geschlossen werden kann (Daten nicht gezeigt). Da in diesem Experiment bei einer nachfol-

genden Thrombingabe wiederum eine starkes Fluoreszenzsignal messbar wurde, ist die beobach-
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tete Abschwichung des Signals nicht auf eine allgemein verminderte Reaktion der Zellen zuriick
zu fiihren.

In einer weiteren Messung zeigte sich (Daten nicht dargestellt), dass es beim Opossum PTHI-
Rezeptor erst nach einer Stimulation mit 10 nM PTH ( wie in Abb. 4-10 gezeigt) zu einer mel3-
baren intrazelluldren Kalziumausschiittung kommt, wohingegen bei einer Stimulation mit 1 nM

PTH noch keine Verdnderung in der Fluoreszensintensitét aufgezeigt werden kann.

op PTH1R

140

10 nM PTH Thrombin

Fluoreszenzintensitit

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540
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Abb. 4-10: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca®*'];) von 293 E+-Zellen
welche stabil mit dem Opossum PTH1-Rezeptor transfeziert wurden. Zunichst wurde fiir 1 min
mit 10 nM PTH stimuliert. Nach dreiminiitigem Waschen der Kammer mit Puffer C wurde als Kon-
trolle fiir 1 min Thrombin (2 units / ml) auf die Zellen gegeben. Die Kurve (schwarz) basiert auf dem
Mittelwert von 20 unabhingig gemessenen Zellen. Die graue Kurve stellt die gemessene Intensitit
des Hintergrunds dar. Auf der y-Achse sind als Skalierung ,,willkiirliche Einheiten* aufgetragen.
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Abb. 4-11: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca®*'];) von HEK 293 E+-
Zellen, welche die Rezeptor-Mutante Y453A auf der Zelloberfliche exprimieren. Es wurde fiir
1 min mit 1 nM hPTH (1-34) stimuliert. Nach 3 Minuten Auswaschen der Kammer mit Puffer C
wurde fiir eine weitere Minute mit 10 nM hPTH (1-34) stimuliert. Bei der dargestellten Kurve
(schwarz), handelt es sich um den Mittelwert aus 22 unabhingig voneinander gemessenen Zellen.
Die Intensitét des Hintergrunds ist in grau dargestellt. Auf der y-Achse sind als Skalierung ,,willkiir-
liche Einheiten aufgetragen.
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Fiir die Mutante Y453 A kann hingegen schon bei einer einminiitigen Gabe von 1 nM PTH ein
deutlicher Anstieg des intrazelluldren Kalziums gemessen werden (Abb. 4-11). Eine weitere
Stimulation der Zellen mit 10 nM PTH, nach einer Pause von 3 Minuten, ergibt ebenfalls ein

eindeutiges, kaum in der Intensitdt geringeres, Signal.
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Abb. 4-12: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca®’];) von HEK 293 E+-
Zellen, welche die Rezeptor-Mutante C454A auf der Zelloberfliche exprimieren. Es wurde fiir
I min mit 1 nM PTH stimuliert. Nach Auswaschen der Kammer fiir 2 min mit Puffer C wurde fiir
eine weitere Minute mit 10 nM PTH stimuliert. Eine weitere Stimulation mit 100 nM PTH und
1000 nM PTH erfolgte nach einer jeweils weiteren Pause von 2 Minuten. Als Kontrolle wurde an-
schliefend eine Stimulation mit 2 unit / ml Thrombin durchgefiihrt. Die dargestellte Kurve (schwarz)
wurde aus dem Mittelwert von 20 gemessenen Zellen ermittelt. Der Hintergrund ist als graue Linie
dargestellt. Auf der y-Achse sind als Skalierung ,,willkiirliche Einheiten aufgetragen.

Die Zellen, welche die Rezeptor-Mutante C454A auf der Zelloberfliche expremieren, wurden
zunéchst mit steigenden Konzentrationen an hPTH (1-34) stimuliert (1 nM, 10 nM, 100 nM und
1000 nM PTH). Die PTH-Gabe erfolgte jeweils fiir I Minute mit einer circa zweiminiitigen Pau-
se vor der nichsten Stimulation (Abb. 4-12). Wahrend dieser Zeit wurde die Kammer mit Puffer
C gespiilt. In dieser Messung wird deutlich, wie es sich auch aus der Gesamtinosi-
tolphosphatproduktion ableiten ldsst, dass kaum intrazelluldres Kalzium {iber den Phospholipase
C-Signalweg freigesetzt wird.

Zur Kontrolle, ob die Zellen funktionsfihig beziiglich der intrazelluldren Kalziumausschiittung
sind, wurden die Zellen im Anschluss mit 2 units / ml Thrombin stimuliert. Es zeigte sich, dass

es sich beziiglich der Kalziumausschiittung um funktionstiichtige Zellen handelte.
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Abb. 4-13: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca’'];) von HEK 293 E+-
Zellen, welche die Rezeptor-Mutante F455A auf der Zelloberfliche exprimieren. Es wurde fiir 1
min mit 1 nM PTH stimuliert. Nach einer Pause von 2 Minuten und Auswaschen der Kammer mit
Puffer C wurde fiir eine weitere Minute mit 10 nM PTH stimuliert. Eine weitere Stimulation mit
100 nM PTH erfolgte nach einer weiteren Pause von ca. 5 Minuten. Die Kurve (schwarz) berechnet
sich aus dem Mittelwert der gemessenen Fluoreszenz von 20 markierten Zellen. Die Intensitét des
Hintergrunds ist als graue Linie dargestellt. Auf der y-Achse sind als Skalierung ,,willkiirliche
Einheiten* aufgetragen.

Untersuchungen der Mutante F455A (Abb. 4-13) beziiglich der Fihigkeit durch den Phospholi-
pase C-Signalweg intrazelluldres Kalzium auszuschiitten, wurde durch eine erste Stimulation mit
1 nM PTH durchgefiihrt. Bei dieser geringen PTH-Konzentration zeigten die Zellen keine merk-
liche Verdnderung in der Intensitdt der Fluoreszenz. Nach einer zweiminiitigen Pause wurden die
Zellen erneut mit 10 nM PTH stimuliert. Diese Konzentration reichte aus, um intrazellular Kal-
zium auszuschiitten. Auffillig bei dieser Mutante ist, dass die Abnahme der Fluoreszenz bis auf
das Basalniveau deutlich zeitverzogert statt findet.

Eine weitere Stimulation mit 100 nM PTH ergab einen geringeren Anstieg des Maximalwertes,
was eventuell auf eine Desensitisierung des Rezeptors oder nachgeschalteter Signalwege zuriick

zu fihren ist.
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Abb. 4-14: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca®'];) von HEK 293 E+-
Zellen, welche die Rezeptor-Mutante N457A auf der Zelloberfliche exprimieren. Es wurde fiir
1 min mit 1 nM PTH stimuliert. Nach einer Pause von 2 Minuten wurde im folgenden fiir eine Minu-
te mit 10 nM PTH stimuliert. Eine erneute Stimulation mit 100 nM PTH erfolgte nach einer weiteren
Pause von ca. 3 Minuten. Basierend auf dem Mittelwert aus 21 markierten und gemessenen Zellen
wurde die oben dargestellte Kurve (schwarz) ermittelt. Der Hintergrund ist als graue Linie darge-
stellt. Auf der y-Achse sind als Skalierung ,,willkiirliche Einheiten* aufgetragen.

Die Mutante N457A (Abb. 4-14) zeigt, wie der WT-Rezeptor, keinen messbaren Anstieg des
intrazelluldren Kalziums nach einer Stimulation mit 1 nM PTH. Hingegen kann, wie beim WT-

Rezeptor eine Freisetzung von Kalzium nach einer erneuten Stimulation mit 10 nM PTH und

100 nM PTH beobachtet werden.

Auch fiir die Mutante Y453A/N457A kann bei der Kalzium-Messung nur eine kaum me@bare
Anderung der Fluoreszenzintensitit angezeigt werden. In Folge wurde die Konzentration von
1 nM iiber 10 nM auf 100 nM PTH gesteigert. Die Stimulation erfolgte fiir jeweils eine Minute,
mit einer dazwischen liegenden Pause von drei Minuten. Dies entspricht auch den Erwartungen
aus den Messungen der Gesamtinositole, da auch in diesem Fall kein Anstieg der Inosi-
tolphosphate, nach einer maximalen Stimulation von PTH, messbar war. Die Funktionsfahigkeit

der Zellen wurde mit einer abschlieBenden Thrombinstimulation nachgewiesen.
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Abb. 4-15: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca’'];) von HEK 293 E+-
Zellen, welche die Rezeptor-Mutante Y453A/N457A auf der Zelloberfliche exprimieren. Es
wurde fir 1 min mit 1 nM PTH stimuliert. Nach einer Pause von ca. 2 Minuten, in welcher die
Kammer mit Puffer C gewaschen wurde, erfolgte als nichstes fiir eine weitere Minute eine Stimula-
tion mit 10 nM PTH. Nach einer weiteren zweiminiitigen Pause wurden die Zellen mit 100 nM PTH
stimuliert. Zur Kontrolle wurde eine abschlieBende Stimulation mit 2 units / ml Thrombin durchge-
fiihrt. Bei der dargestellten Kurve (schwarz), handelt es sich um den Mittelwert aus 20 voneinander
unabhéngig gemessenen Zellen. Die Hintergrundintensitét ist als graue Linie dargestellt. Auf der y-
Achse sind als Skalierung ,,willkiirliche Einheiten* aufgetragen.
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4.2 Charakterisierung von PTH1-/ PTH2-Rezeptor Hybridmutanten

4.2.1 Vergleich der humanen PTH2-Rezeptor (P2R) Aminosiuresequenz mit der huma-
nen PTH1-Rezeptor-Aminosiuresequenz (P1R)

Vergleicht man die Aminoséuresequenz des humanen P2R mit der Sequenz des humanen P1R so
ergibt sich eine Sequenzhomologie, bezogen auf identische Aminosduren, von 45 % (berechnet
mit dem Programm ClustalW). Dabei erkennt man, dass der Prozentsatz der identischen Amino-
sduren innerhalb der sieben Transmembrandoménen besonders grof3 ist [233]. Aber auch die
Abschnitte der drei intrazelluldren Schleifen weisen, bis auf wenige Aminosdureunterschiede,

sehr hohe Gemeinsamkeiten auf.

Austausch
C-Terminus
an Pos. 416

Abb. 4-16: Schematische Darstellung des PTH2-Rezeptors (P2R) mit seinen 550 Aminoséuren.
Gezeigt ist die vermutete Lage der sieben Transmembrandoménen (TM1-7) mit den verbindenden
extrazelluldren und intrazelluldren Schleifen (IC = intrazelluldrer Bereich; EC = extrazelluldrer Be-
reich). Konservierte Aminosduren des P2R zum P1R sind durch schwarze, ausgefiillte Kreise darge-
stellt. Ein Teil der nicht konservierten Aminosduren der zweiten und dritten intrazelluldren Schleife
sind farbig dargestellt. Die Aminosduren der zweiten Schleife, welche in dieser Arbeit durch die ent-
sprechenden Aminoséuren des P1R ausgetauscht worden sind, sind griin markiert. Ebenso die Ami-
nosduren der dritten Schleife, welche rof unterlegt sind. Die Stelle an welcher der C-Terminus des
P2R durch den C-Terminus des P1R ausgetauscht wurde, wird durch einen blauen Pfeil dargestellt.
Diese Darstellung ist angelehnt an die Abbildung von P.Turner et al. [228].
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Von lida-Klein et al. [115] wurde gezeigt, das die Aminosdure-Abfolge ,,EKKY* im Bereich der
zweiten intrazelluldren Schleife des PIR der Ratte fiir die Ankopplung an den Phospholipase C-
Signalweg eine entscheidende Rolle spielt.

Ebenso finden sich im N-terminalen Bereich der dritten intrazelluldren Schleife des Opossums
P1R Aminoséuren, die fiir die Ankopplung an den Inositolphosphat-Signalweg von entscheiden-
der Bedeutung sind [114].

Im Gegensatz zum P1R, zeigt der P2R keine Ankopplung an den Phospholipase C-Signalweg.
Durch schrittweise Angleichung der humanen PTH2-Rezeptorsequenz an den humanen PTHI1-
Rezeptor sollte nun versucht werden, die Ankopplung an diesen Signalweg mit verschiedenen
erzeugten Mutanten (Abb. 4-16) zu rekonstituieren.

Hierzu wurde zunichst ein verdnderter Rezeptor erzeugt, welcher eine Angleichung der Amino-
sduren der zweiten Schleife beinhaltete. Da die Aminosiure-Abfolge ,, EKKY>'7>2% eine wichti-
ge Rolle bei der Ankopplung an den Phospholipase C-Weg spielt, wurde diese Abfolge durch die
Mutation DT?"2->EK?” wieder hergestellt. Daraus ergibt sich die Mutante P2R-L2.

Ahnliches wurde fiir die dritte intrazellulire Schleife durchgefiihrt, indem durch den Austausch
der Aminosiuren IW***->LR*" der N-terminale Bereich dieser Schleife an den P1R angeglichen
wurde. Diese Mutante wird im folgenden P2R-L3 genannt.

Die Aminosdureunterschiede innerhalb des C-Terminus sind, wie in Abbildung 4-16 dargestellt,
wesentlich grofer. Deshalb wurde der komplette C-Terminus des P2R durch den C-Terminus des
P1R ausgetauscht. Diese Mutante wird im folgenden als P2R-P1T bezeichnet. Ausserdem wurde
eine Kombination der einzelnen Mutanten der zweiten und dritten Schleife generiert (P2R-L2/3),

sowie eine Mutante, die sich aus allen drei Mutationen zusammensetzt (P2R-L2/3-PIT).

4.2.2 Konstruktion von Hybridmutanten des PTH1- und PTH2-Rezeptors
Die Rezeptor cDNAs fiir die Mutanten P2R-L2, P2R-L3 und P2R/P1T wurden freundlicherwei-

se von Markus R. John zur Verfiigung gestellt. Diese Mutanten wurden mittels ,,overlap-
extension“-PCR generiert und in den Expressionsvektor pCEP4 subkloniert.

Zur Erstellung der Doppelmutante aus P2R-L.2 und P2R-L3 (P2R-L2/3) wurden, aus methodi-
schen Griinden, die beiden einzelnen Mutanten P2R-L2 und P2R-L3 in den Klonierungsvektor
pBluescript II KS(+), tiber die Schnittstellen Kpnl und Notl, eingebaut. Eine Analyse der Re-
striktionsschnittstellen der Mutanten P2R-L2 und P2R-L3 zeigte, dass sich eine einzeln vor-
kommende Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym BstAPI im Sequenzbereich befindet, welcher
zwischen den beiden eingefiigten Mutationen in der zweiten und dritten Schleife liegt. Durch
Restriktionsverdau der beiden cDNAs mit den Enzymen Kpnl und BstAPI konnten zwei Frag-

mente isoliert werden. Zum einen der vollstindige Vektor mit dem C-terminalen Bereich (bein-
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haltet P2R-L3-Mutation) des PTH2-Rezeptors mit einer Gesamtgrofle von 4,2 kb. Des weiteren
ein 1,0 kb groBes Fragment mit dem N-terminalen Bereich des PTH2-Rezeptors, welcher die
Mutation in der zweiten intrazelluldren Schleife trdgt. Diese beiden Fragmente wurden ligiert
und das Plasmid zur Kontrolle sequenziert. Die cDNA der Doppelmutante P2R-L2/L.3 wurde
anschlieBend {iber die Restriktionsschnittstellen Kpnl und Notl in den episomalen
Expressionsvektor pCEP4 zuriick kloniert.

Zur Konstruktion einer Mutante aus der Kombination von P2R-L2, P2R-L3 und P2R/P1T war es
notig den Vektor pCEP4, welcher die cDNA fiir die Mutante P2R-L2/L3 beinhaltet, mit dem
Enzym Sacl partiell zu verdauen. Im Sequenzbereich zwischen der dritten intrazelluldren Schlei-
fe und dem C-Terminus findet sich eine Sacl-Schnittstelle, welche in der weiteren Sequenz nicht
mehr vorkommt. Allerdings weist der Vektor pCEP4 zwei weitere Sacl-Schnittstellen auf, so
dass es notig war einen Partialverdau mit Sacl und Kpnl durchzufiihren. Durch den Verdau des
Plasmids mit der P2R-P1T-Mutante wurde ein 11,6 kb grofes Fragment isoliert, welches die
Sequenz des Vektors und den C-terminalen Anteil des PTH1-Rezeptors (P1T-Anteil) beinhaltete.
Durch einen weiteren Verdau der Mutante P2R-L2/L.3 mit den Enzymen Kpnl und Sacl konnte
der restliche Anteil des PTH2-Rezeptors isoliert werden. Durch die Ligation der beiden isolierten
Fragmente wurde die Mutante P2R-L2/L3/P1T generiert. Zur Kontrolle wurde die Plasmid-DNA

sequenziert.

4.2.3 Bindungseigenschaften und Signaltransduktion der Hybrid-Rezeptoren

4.2.3.1 Bindungseigenschaften der Hybrid-Rezeptoren im Vergleich zu den humanen PTHI-
und PTH2-Rezeptoren (PIR, P2R)

Wie auch fiir die TM7-Mutanten beschrieben (siehe 4.1.3), wurden auch fiir die Hybridmutanten
kompetitive Verdrangungsstudien durchgefiihrt (Abb. 4-17, Fig. A und B). Da fiir den P2R als
physiologischer Ligand das Peptid TIP39 diskutiert wird [234], wurden die Bindungseigenschaf-
ten der WT-Rezeptoren und der daraus abgeleiteten Mutantenrezeptoren sowohl fiir hPTH (1-
34), als auch fiir TIP39 iiberpriift.

A. Bindungsexperimente mit hPTH (1-34) als Ligand

In ersten Bindungsexperimenten mit den Hybridmutanten, wurde ebenfalls das Problem der
Rechtsverschiebung der Verdrangungskurven durch eine zu hohe Rezeptorexpression auf der
einzelnen Zelle deutlich, wie dies schon bei den vorher untersuchten TM7-Mutanten zu beobach-
ten war. Um dieses Phinomen, welches durch den pCEP4-Expressionsvektor in Kombination
mit HEK 293 E+-Zellen auftaucht, zu unterbinden, wurden die Zellen, vor der Aussaat mit nicht

transfezierten 293 E+-Zellen im Verhiltnis 1:10 verdiinnt. Im Gesamtansatz wird so die Menge
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der vorhandenen Rezeptoren pro Loch reduziert. Die rechnerische Vorraussetzung fiir die Be-
rechnung der Expressionsdichte der Zellen, dass die Konzentration des radioaktiven Liganden im

Ansatz durch die Bindung an den Rezeptor nicht wesentlich verdndert wird, ist somit wieder

hergestellt.
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Abb. 4-17: Bindungseigenschaften der Hybridrezeptoren im Vergleich zu den Wildtyp-
Rezeptoren P1R und P2R nach PTH-Stimulation. Dargestellt sind reprisentative Verdringungs-
kurven (aus zwei unabhingigen Experimenten) mit radioaktiv markiertem ['*’I]-
Nle**'Tyr**rPTH (1-34) amid und hPTH (1-34) als Ligand. HEK 293 E+-Zellen wurden mit der
WT-Rezeptor-DNA und den ¢cDNA’s der Hybrid-Rezeptoren stabil transfeziert. Gezeigt sind die
Messpunkte, zusammen mit der Kurvenangleichung mittels einer nichtlinearen Regression. Die Kur-
venpunkte sind die Mittelwerte (+ S.E.) aus einer Triplettbestimmung.

A: Vergleich der WT-Rezeptoren P1R und P2R mit den Mutanten P2R-L2, P2R-L3 und P2R-L2/3.
B: Darstellung der Mutanten P2R-P1T und P2R-L2/3-PIT im Vergleich zu PIR und P2R (WT-
Rezeptoren).

Alle Rezeptoren werden auf der Zelloberfldche exprimiert (Abb. 4-17). Hinsichtlich des Kurven-
verlaufs der Verdrangungskurve des P2R und der Hybrid-Mutanten besteht kein wesentlicher
Unterschied. Die Verdringungskurve des P1R ist um etwa eine Zehnerpotenz nach links ver-
schoben, was in einer besseren Affinitdt des Liganden zu diesem Rezeptor begriindet liegt. Die
maximale spezifische, gebundene Radioaktivitit (Tabelle 4-4, “gebundene Radioaktivitdt (%))
liegt bei allen Rezeptoren im Bereich von 10 - 15 % der gesamten eingesetzten Radioaktivitét.

Die Berechnung der Expressionsdichte (Tabelle 4-4) mittels der Formeln aus Kapitel 3.5.5 zeigt,
dass die Menge, der auf der Zelloberfliche vorhandenen Rezeptoren im wesentlichen vergleich-
bar ist. Nur fiir die Hybridmutante P2R-L2/3 ergibt sich, im Vergleich zu den anderen Mutanten,
eine erhohte Rezeptorzahl. Eine dhnliche Expressionsdichte der Rezeptoren auf den Zellen ist
wichtig, um zu zeigen, dass eventuelle Unterschiede im Signalverhalten nicht auf eine unter-

schiedliche Menge an Rezeptoren zuriick zu fiihren sind.
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Rezeptor gebundene Radioak- ICs9 (nM) Expressionsdichte
tivitat (%) (Rezeptoren / Zelle)
hPTH (1-34)
P1R 17,0+5,5 4,6 1.300.000
P2R 11,0+ 3,1 19,1 1.100.000
P2R-L2 11,1+ 0,07 20,0 2.700.000
P2R-L3 9,5+0,3 19,2 1.450.000
P2R-PIT 6,1 £1,5 12,6 1.150.000
P2R-L.2/3 9,8 £2,8 29,3 3.500.000
P2R-L2/3-P1T 8,1+29 42,1 1.500.000

Tab. 4-4: Zusammenfassung der errechneten Werte fiir die WT-Rezeptoren (P1R, P2R) und
die Hybrid-Mutanten. In der Spalte ,,gebundene Radioaktivitat (%) ist der Prozentsatz der gebun-
denen Radioaktivitit, ausgehend von der gesamten eingesetzten Radioaktivitit (cpm), angegeben.
Die Werte sind Mittelwerte (+ S.D.) aus zwei unabhéngigen Bindungsexperimenten, welche jeweils
in Triplettwerten bestimmt wurden.

Die ICsp-Werte wurden mit dem Programm GraphPad Prism™ 4.0 errechnet. Diese Werte beziehen
sich auf die oben dargestellte kompetitive Verdrangungskurve und sind reprasentativ fiir zwei unab-
héngige Bindungsexperimente.

Die Expressionsdichte der Rezeptoren auf der Zelle wurde, wie in Kapitel 3.5.5 beschrieben, errech-
net. Die hier aufgefiihrten Werte, stellen die berechneten Rezeptorzahlen dar, welche mit 10 multip-
liziert wurden, da die Zellen im Experiment 1:10 verdiinnt waren.

Weiterhin kann aus der kompetitiven Verdringungstudie die halbmaximale inhibitorische Kon-
zentration (ICso-Wert) ermittelt werden (Tabelle 4-4). Der in der Literatur angegebene ICso-Wert
des P1R liegt bei 3 - 6 nM [70]. Der in diesem Fall mit Hilfe des Programms GraphPad Prism™
4.0 berechnete 1Cso-Wert liegt fiir den PIR bei 4,6 nM.

Fiir den P2R gilt, dass hPTH (1-34) einen ebenso hoch affinen Liganden darstellt, wie fiir den
P1R [72], [38]. Die halbmaximale, inhibitorische Konzentration liegt hier zwischen 10 - 20 nM.
Der in diesen Experimenten errechnete Wert ist mit den Literaturwerten vergleichbar (P2R: 1Cs
=19,1 nM).

Die fiir die Hybrid-Rezeptoren ermittelten 1Cso-Werte (ICsp= 12 - 40 nM) liegen ebenfalls inner-
halb des fiir den P2R angegebenen Bereichs. Allerdings zeigen die Doppelmutante (P2R-L2/3)
und die Mutante P2R-L2/3-P1T etwas schlechtere Affinitidten zum Liganden (ICso= 30 - 40 nM),
als dies fiir die restlichen Hybrid-Rezeptoren der Fall ist.
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B. Bindungsexperimente mit TIP39 als Ligand

Da der P2R als Ligand ebenso TIP39 bindet, wurden die WT-Rezeptoren (P1R, P2R) und die
daraus abgeleiteten Hybrid-Rezeptoren auch hinsichtlich der TIP39-Bindung untersucht.

In folgender Abbildung (Abb. 4-18) ist die kompetitive Verdrangungskurve, mit TIP39 als nicht-
radioaktiv markierter Ligand, dargestellt. Als radioaktiv markierter Ligand wurde
51rPTH (1-34) verwendet. Es wird gezeigt, dass auch TIP39 in der Lage ist hPTH (1-34) vom

Rezeptor zu verdringen.
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Abb. 4-18: Bindungseigenschaften der Hybridrezeptoren im Vergleich zu den Wildtyp-
Rezeptoren P1R und P2R nach TIP39-Stimulation. Dargestellt sind reprisentative Verdrin-
gungskurven (von zwei unabhingigen Experimenten) mit radioaktiv markiertem ['*I]-
Nle**'Tyr**rPTH (1-34) amid und hTIP39 als Ligand. HEK 293 E+-Zellen wurden mit der WT-
Rezeptor-DNA und den cDNA's der Hybrid-Rezeptoren stabil transfeziert. Gezeigt sind die Mess-
punkte, zusammen mit der Kurvenangleichung mittels einer nichtlinearen Regression. Die Kurven-
punkte sind Triplikate (Mittelwert + S.E).

A: Vergleich der WT-Rezeptoren P1R und P2R mit den Mutanten P2R-L2, P2R-L3 und P2R-L2/3.
B: Darstellung der Mutanten P2R-P1T und P2R-L2/3-PIT im Vergleich zu PIR und P2R (WT-
Rezeptoren).

Die ICsp-Werte und die maximal gebundene Radioaktivitit der einzelnen Rezeptoren sind in
Tabelle 4-5 zusammengefasst.

Eine Bindung von TIP39 an den P2R erfolgt mit &hnlicher Affinitét, wie dies fiir hPTH (1-34)
der Fall ist (ICso = 29,4 nM (TIP39) vs. 19,1 nM (PTH)). Fiir den P1R kann eine wesentlich
schlechtere Affinitdt gegeniiber TIP39 gezeigt werden (ICso = 116,4 nM (TIP39) vs. 4,6 nM
(PTH)). Wie in fritheren Arbeiten gezeigt [98], wirkt TIP39 am PIR als kompetitiver Antagonist
zum biologisch aktiven Teil von hPTH (hPTH (1-34)).

Fiir die vom P2R abgeleiteten, mutanten Rezeptoren (P2R-L2, P2R-L3, P2R-P1T, P2R-L2/3 und
P2R-L2/3-PIT) sind die Affinitdten zu TIP39 vergleichbar mit dem P2R (ICso= 15 - 55 nM).
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Die maximale, spezifische, gebundene Radioaktivitit (Tabelle 4-5, “genundene Radioaktivitét
(%)) liegt bei allen Rezeptoren im Bereich von 12-21 % der eingesetzten Radioaktivitit und

damit etwas hoher, als dies fir hPTH (1-34) der Fall ist.

Rezeptor ICso (nM) gebundene(l}/‘z:)dloaktlvniit
TIP39

PIR 116,4 17,8

P2R 29,4 21,0

P2R-L3 48,0 14,6

P2R-L2/3 31,0 16.2

P2R-L2/3-P1T 56,1 17.0

Tab. 4-5: Zusammenfassung der errechneten Werte fiir die WT-Rezeptoren (P1R, P2R) und
die Hybrid-Mutanten. Die I1Cs,-Werte wurden mit dem Programm GraphPad Prism™ 4.0 errech-
net. Diese Werte beziehen sich auf die oben dargestellte, kompetitive Verdrangungskurve und sind
repréasentativ fiir zwei unabhédngige Bindungsexperimente.

In der Spalte ,,gebundene Radioaktivitdt (%) ist der Prozentsatz der gebundenen Radioaktivitét,
ausgehend von der gesamten eingesetzten Radioaktivitit (cpm), angegeben. Diese Werte beziehen
sich auf die oben dargestellte Verdrangungskurve.

4.2.3.2 Signaltransduktion der Hybrid-Rezeptoren

Sowohl der humane PIR, als auch der humane P2R koppeln iiber das G-Protein Gy an den
cAMP-Signalweg an. Dieser Signalweg kann beim P1R iiber die Liganden hPTH (1-34) oder
PTHrP aktiviert werden [3]. Im Gegensatz dazu, ldsst sich der P2R nicht iiber PTHrP aktivieren
[233], wohl aber iiber das von T.B. Usdin [234] isolierte Neuropeptid TIP39. Am PIR zeigt
TIP39 keine Stimulation der Signalwege.

Der P1R kann auBlerdem tiber die Aktivierung des G-Proteins G4, nach Stimulation mit hPTH (1-
34) oder PTHrP, an den PLC-Signalweg ankoppeln. Dies ist beim P2R nicht méglich, weder
nach Stimulation mit hPTH (1-34), noch nach Stimulation mit TIP39.

Da sich die hier untersuchten Rezeptor-Hybride vom P1R und P2R ableiten, wurde ihr Signal-
verhalten sowohl nach Stimulation mit hPTH (1-34), als auch nach Stimulation mit TIP39 unter-

sucht.
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A. Insositolphosphat-Signalweg

Von lida-Klein et al. [115] wurde gezeigt, dass die Mutation der zweiten intrazelluldren Schleife
des P2R der Ratte, durch den Austausch der Aminoséuren ,,EKKY>'">?%¢ in das Aminosiuremo-
tiv ,,DSEL*, dazu fiihrt, dass der Inostiolphosphatweg nach Stimulation mit PTH nicht mehr ak-
tiviert wird. In weiteren Versuchen wurden die Aminosdurepositionen E*', K*'® und Y% ein-
zeln, in die jeweiligen Aminosduren des oben genannten Motivs, abgedndert. Auch die Punktmu-
tationen fiihrten zu einer erheblichen Reduktion der Inositolphosphat-Antwort.

In einer weiteren Arbeit von Z. Huang et al. [114] wurde gezeigt, dass N-terminal liegende Be-
reiche der dritten Schleife des Opossum P1R, ebenfalls einen kritischen Bereich fiir die Gg-
Ankopplung darstellen.

Basierend auf diesen Untersuchungen wurde nun versucht mittels den erzeugten P2R/PIR-
Hybridrezeptoren die Aktivierung des Inositolphosphatwegs zu rekonstituieren. Die gemessene

Akkumulation der Gesamtinositolphosphate der verschiedenen Rezeptoren ist in Abbildung 4-19

dargestellt.
Gesamtinositolphosphatproduktion nach Stimulation mit 1000 nM PTH(1-34)
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Abb. 4-19: Akkumulation von radioaktiv markiertem Gesamtinositolphosphat in Zellen, welche
die P2R-P1R-Hybridmutanten und die WT-Rezeptoren (P1R, P2R) exprimieren. Die Zellen
wurden 24 h vor der Stimulation mit 2 uCi / ml Myo-[*H]-Inositol beladen. Die /ila Balken zeigen die
Basalwerte, welche fiir die einzelnen Mutanten und die WT-Rezeptoren gemessen wurden. Dunkelrot
dargestellt sind die gemessenen Werte nach Maximalstimulation mit 1000 nM hPTH (1-34) fiir 1 h bei
37 °C. Jeder Wert wurde in Triplikaten bestimmt (+ S.D.).

Im Fall der hier untersuchten Hybrid-Rezeptoren sollte zunichst versucht werden, mit punktuel-
len Angleichungen des P2R, an intrazelluldre Bereiche des P1R, den Inositolphosphat-Signalweg
wieder herzustellen. Sowohl die Angleichung der zweiten, als auch der dritten intrazelluldren

Schleife fiir sich alleine genommen, flihrt nicht zu einer messbaren Akkumulation der Gesamti-
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nositolphosphate. Auch eine drastischere Angleichung an den P1R, durch den Austausch des
kompletten C-Terminus, ist nicht in der Lage auf eine Stimulation mit hPTH (1-34) durch Ak-
kumulation von Inositolphosphat zu reagieren.

Im weiteren wurden die Kombinationen der einzelnen Hybrid-Rezeptoren (P2R-L2/3 und P2R-
L2/3-P1T) untersucht. Auch in diesen Fillen konnte keine messbare Akkumulation festgestellt
werden.

Nicht dargestellt sind die Messungen nach Stimulation mit TIP39, da auch in diesem Falle keine

Verianderung des Signalweges beobachtet werden konnte.

Gesamtinositolphosphatproduktion nach Vorinkubation mit PK-Hemmern und

anschlieBender Stimulation mit 1000 nM PTH (1-34)
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Abb. 4-20: Akkumulation von radioaktiv markiertem Gesamtinositolphosphat nach Behand-
lung mit Proteinkinasehemmern (PK-Hemmer). Vergleich von Zellen, welche die P2R-P1R-
Hybridmutanten und die WT-Rezeptoren (P1R, P2R) exprimieren. Die Zellen wurden 24 h vor
der Stimulation mit 2 uCi / ml Myo-[*H]-Inositol beladen. Am Versuchstag erfolgte eine Vorinkuba-
tion mit 30 uM H-89 (PKA-Hemmer) und 6 uM GF 109203X (PKC-Hemmer) fiir 1 h bei 37 °C.
Die lila Balken zeigen die Basalwerte, welche fiir die einzelnen Mutanten und die WT-Rezeptoren
gemessen wurden. Dunkelrot dargestellt sind die gemessenen Werte nach Maximalstimulation mit
1000 nM hPTH (1-34) fiir 1 h bei 37 °C. Jeder Wert wurde in Triplikaten gemessen (£ S.D.).

Zur Unterstiitzung der vorher aufgezeigten Ergebnisse wurden die Zellen mit Proteinkinaseinhi-
bitoren (H89, GF 109203X) behandelt (Abb. 4-20), bevor die eigentliche Messung der Gesamti-
nositolphosphate folgte. Dies bedeutet, dass der Rezeptor nicht mehr einer PKA /PKC-
vermittelten Phosphorilierung ausgesetzt ist. Als Folge dieser Hemmung, kommt es zu einem
fiinf- bis zehnfach hoheren Anstieg der Gesamtinositolphosphate, im Gegensatz zu den nicht
behandelten Zellen. Dieser Effekt kann gut in Abbildung 4-20 beobachtet werden. Vergleicht
man die gesamte akkumulierte Radioaktivitdt des P1R mit der in Abbildung 4-19 gemessenen
Radioaktivitét, so kann man deutlich die Verstirkung des Signals um den achtfachen Wert er-

kennen (Anstieg von ~2000 cpm auf ~16.000 cpm). Aber trotz dieser ,,Verstirkung* der Inosi-
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tolphosphat-Antwort durch Proteinkinase-Hemmer, kann bei den Hybrid-Rezeptoren keine Inosi-

tolphosphat-Akkumulation beobachtet werden.

B. cAMP-Signalweg nach Stimulation mit hPTH (1-34)

Wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben, spielen die Bereiche der zweiten und dritten intrazelluldren
Schleife eine wesentliche Rolle bei der Ankopplung des Rezeptors an den Inositolphosphat-
Signalweg. Die in den oben erwéhnten Publikationen untersuchten mutierten Rezeptoren wurden
auch auf ihr Signalverhalten beziiglich des cAMP-Signalweges untersucht. Dabei zeigen diese
Mutationen der zweiten intrazelluldren Schleife keine wesentlichen Unterschiede zum PTHI-
Rezeptor, in Bezug auf den cAMP-Signalweg [115]. Die N-terminale Region der dritten intrazel-
luldren Schleife hingegen besitzt einen negativen Einfluss, sowohl auf den Inositolphosphat-
Signalweg, als auch den cAMP-Signalweg [114]. Auf Grund der Hinweise aus diesen Publikati-
onen, dass Bereiche der intrazelluldren Schleifen Einfluss auf den cAMP-Weg nehmen kdnnten,
wurden auch die hier generierten Rezeptormutanten hinsichtlich der cAMP-Akkumulation unter-
sucht.

In Abbildung 4-21 ist der Verlauf der cAMP-Akkumulation der Hybrid-Rezeptoren im Vergleich
zu den WT-Rezeptoren (PIR und P2R) dargestellt, nachdem die Zellen mit unterschiedlichen

Konzentrationen an hPTH (1-34) stimuliert wurden.
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Abb. 4-21: cAMP-Produktion der Zellen (in pmol / 1Mio Zellen) nach Stimulation der Zellen
mit unterschiedlichen Mengen an hPTH (1-34). Das akkumulierte cAMP wurde mittels kommer-
ziell erhéltlichem RIA gemessen. Die Kurve ist representativ fiir drei unabhéngig durchgefiihrte Ex-
perimente. Die Kurvenpunkte ergeben sich aus den Mittelwerten (+ S.E.) einer Triplettbestimmung.
A: Vergleich der Mutanten P2R-L2, P2R-L3 und der Kombination P2R-L2/3, sowohl mit dem hu-
manen PIR als auch mit dem humanen P2R

B: Vergleich der mutierten Rezeptoren P2R-P1T und P2R-L2/3-P1T mit den beiden WT-Rezeptoren
(P1R und P2R).
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Der Vergleich der beiden WT-Rezeptoren untereinander zeigt, dass hPTH (1-34) den PIR in
Bezug auf die cAMP-Antwort besser stimulieren kann, als den P2R. Dieser Effekt wird auch im
Vergleich der ECso-Werte (Tabelle 4-6) sichtbar, welche fiir den P1R mindestens um den Faktor
10 niedriger liegt, als dies fiir den P2R der Fall ist. Im Gegensatz hierzu findet man bei der ma-
ximalen cAMP-Akkumulation dieser beiden Rezeptoren, keinen signifikanten Unterschied (Abb.
4-22).

Die Hybrid-Rezeptoren zeigen beziiglich ihres Kurvenverlaufs nach hPTH (1-34) Stimulation
und hinsichtlich ithrer ECso-Werte eine wesentlich deutlichere Ubereinstimmung mit dem P2R,
als mit dem P1R.

Wie auch im Fall der Verdnderung der zweiten intrazelluldren Schleife des P1R gezeigt wurde
[115], hat eine Abwandlung des P2R, in Richtung PTH1-Rezeptor, wie durch die Mutante P2R-
L2 dargestellt, ebenfalls keinen Einfluss auf das cAMP-Signalverhalten (ECso: P2R = 0,56 nM +
0,29 nM; P2R-L2 = 0,41 nM + 0,26 nM). Ebenso ist kein signifikanter Unterschied in der ma-
ximalen cAMP-Akkumulation zu sehen (Abb. 4-22 und Tabelle 4-6).

Rezeptor ECs¢ (nM) max. cCAMP im Ver-

gleich zum P2R (%)
hPTH (1-34)

P1R 0,04 +0,01 120,2 +£28,4

P2R 0,56 + 0,29 100

P2R-L2 0,41 +0,26 82,1 +11,5

P2R-L3 1,26 £ 0,66* 74,5+16,3 *

P2R-P1T 0,65+ 0,39 349+ 18,5 **

P2R-L2/3 1,51+ 1,15%" 62,1 £12,1 *

P2R-L1/3-PIT 2,06+ 1,38%" 63,7+6,9 *

Tab. 4-6: Zusammenfassung der ECs)-Werte der unterschiedlichen Hybrid-Rezeptoren im
Vergleich zu den WT-Rezeptoren (P1R und P2R) und Gegeniiberstellung des maximal akku-
mulierten cAMP (%) im Vergleich zum P2R. Die ECs,-Werte sind Mittelwerte aus fiinf unabhin-
gigen Experimenten (+ S.D.). Die EC5p-Werte im Vergleich zum P1R sind fiir die Rezeptoren P2R-
L3, P2R-L2/3 und P2R-L2/3-PIT signifikant erhdht (*p < 0,005). Im Vergleich zum P2R zeigt sich
eine signifikante Erhohung (+: p < 0,005) fiir die Rezeptoren P2R-L.2/3 und P2R-L2/3-P1T.

Die %-Werte in Bezug zum P2R wurden aus jeweils fiinf verschiedenen cAMP-Assays berechnet
(x S.E.). Die Rezeptoren P2R-L2, P2R-L3, P2R-P1T, P2R-L2/3, und P2R-L2/3-P1T zeigen gegen-
iiber dem P2R eine signifikant erniedrigte cAMP-Akkumulation nach Stimulation mit 1000 nM
hPTH (1-34) (*: p <0,05; **: p <0,0001)
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Erstaunlicherweise ist fiir den Hybrid-Rezeptor P2R-L3 im Vergleich zum P2R eine grofBBere
Menge an hPTH (1-34) nétig um den halbmaximalen Effekt zu erreichen
(ECso: P2R = 0,56 nM £ 0,29 nM; P2R-L3 = 1,26 nM £ 0,66 nM). Auch die maximale Menge
an produziertem cAMP ist signifikant gegeniiber dem P2R vermindert. Im reziproken Fall wurde
gezeigt, dass eine Verdnderung der dritten intrazelluldren Schleife im Bereich des N-terminalen
Abschnittes zu einer drastischen Verminderung der cAMP-Antwort fiihrt [114]. So scheint auch
im Fall der Hybrid-Mutanten dieser Bereich fiir eine Ankopplung an G, eine Rolle zu spielen.
Die Kombination der Mutanten P2R-L2 und P2R-L3 (P2R-L2/3) zeigt nochmals eine Ver-
schlechterung beziiglich des halbmaximalen Effekts (ECsp: P2R=0,56nM =+ 0,29 nM;
P2R-L2/3 = 1,51 nM £1,15 nM) und ebenso im Hinblick auf die maximale akkumulierte
cAMP-Menge (Abb. 4-22 und Tabelle 4-6).

maximale cAMP-Akkumulation nach Stimulation mit 1000 nM PTH (1-34)
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Abb. 4-22: Maximale cAMP-Produktion der P2R-Hybride im Vergleich zu den beiden WT-
Rezeptoren P1R und P2R. Die Werte errechneten sich aus der Differenz des maximal akkumulier-
ten cAMPs abziiglich der Basalproduktion der Zellen (+ S.D.) und stammen aus vier unabhéngigen
Versuchen, bei denen die Werte jeweils in Triplikaten bestimmt wurden. Alle Werte wurden auf
1 Mio. Zellen standardisiert. Die Rezeptoren P2R-L3, P2R-P1T, P2R-L2/3 und P2R-L2/3-P1T zei-
gen gegeniiber dem P2R eine signifikant erniedrigte maximale cAMP-Produktion (*: p < 0,05). Der
Rezeptor P2R-P1T zeigt auch gegeniiber dem PIR eine signifikant erniedrigte maximale cAMP-
Akkumulation (+: p < 0,005)

Durch die Angleichung des P2R an den PIR, durch einen Austausch weiter Teile des
C-Terminus, dndert sich der halbmaximale Effekt dieser Mutante ( P2R-P1T) gegeniiber dem
WT-Rezeptor nicht merklich (ECsp: P2R = 0,56nM + 0,29 nM; P2R-P1T =0,65 nM
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+ 0,39 nM). Bemerkenswert ist die extreme Verringerung der maximalen cAMP-Akkumulation
(Abb. 4-22 und Tabelle 4-6) beziiglich des P2R, aber auch gegeniiber dem P1R.
Erstaunlicherweise kann durch eine Kombination aller Mutationen, wie dies in der Rezeptor-
Mutante P2R-L2/3-PIT verwirklicht wurde, das cAMP-Signal im Vergleich zum
P2R-P1T-Rezeptor merklich verbessert werden. Allerdings zeigt sich beim halbmaximalen Ef-
fekt ein signifikant erhohter Wert im Vergleich zum PTH2-Rezeptor (ECsp: P2R = 0,56 nM +
0,29 nM; P2R-L2/3-P1T = 2,06 nM = 1,38 nM).

C. cAMP-Signalweg nach Stimulation mit TIP39
Da am P2R, das neu gefundene Peptid TIP39 hochstwahrscheinlich als physiologischer Ligand
agiert, wurde der cAMP-Signalweg der Hybrid-Rezeptoren, die sich in groflen Bereichen vom

P2R ableiten, auch hinsichtlich der Stimulation mit TIP39 untersucht.
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Abb. 4-23: cAMP-Produktion der Zellen (in pmol / 1 Mio Zellen) nach Stimulation der Zellen
mit unterschiedlichen Mengen an hTIP39. Das akkumulierte cAMP wurde mittels kommerziell
erhéltlichem RIA gemessen. Die Kurve ist representativ fiir zwei unabhéngig durchgefiihrte Experi-
mente. Die Kurvenpunkte ergeben sich aus den Mittelwerten (= S.E.) einer Triplettbestimmung.

A: Vergleich der Mutanten P2R-L2, P2R-L3 und der Kombination P2R-L2/3, sowohl mit dem hu-
manen PIR als auch dem humanen P2R

B: Vergleich der mutierten Rezeptoren P2R-P1T und P2R-L2/3-P1T mit den WT-Rezeptoren (P1R
und P2R))

In Abbildung 4-23 ist der Anstieg des akkumlierten cAMPs nach Stimulation mit unterschiedli-
chen TIP39-Konzentrationen dargestellt. Wie schon in anderen Arbeiten beschrieben [110] und
in Abbildung 4-23 nochmals bestétigt, ist der P1R mit TIP39, beziiglich des cAMP-Signalwegs,

nicht stimulierbar.
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Bei der Stimulation des P2R mit TIP39, findet im Vergleich zur Stimulation mit hPTH (1-34),
eine Verschiebung der Dosis-Wirkungskurve nach links statt (ECso: P2ZR/PTH = 0,56 nM +
0,29 nM; P2R / TIP39 = 0,11 nM =+ 0,09 nM). Die maximale cAMP-Akkumulation &ndert sich
im Vergleich der beiden Peptide nicht merklich.

Wie auch nach Aktivierung der Hybrid-Rezeptoren durch hPTH (1-34) erkennbar, folgt die Mut-
ante P2R-L2 in ihren Eigenschaften dem P2R. Dies zeigt sich im gleichen Wert der halbmaxima-
len Konzentration (ECso: P2R=0,11 nM + 0,09 nM; P2R-L2 = 0,14 nM =+ 0,12 nM) ebenso,
wie im maximal akkumulierten cAMP (beide 500 pmol / 1 Mio. Zellen).

Bemerkenswert ist, dass der Hybrid-Rezeptor P2R-L3 nach hPTH (1-34)-Gabe merklich schwe-
rer zu aktivieren ist, als mit TIP39. Im Fall dieses Peptids, tritt kein Unterschied zum WT-
Rezeptor auf. (ECsp: P2ZR=0,11 nM = 0,09 nM; P2R-L3 = 0,16 nM + 0,03 nM). Der Effekt des
niedrigeren maximalen cAMP-Wertes, wird durch TIP39 wieder aufgehoben. Auch hier ist das

maximale cAMP vergleichbar mit dem P2R (Abb. 4-24 und Tabelle 4-7).

Rezeptor ECsy (nM) max. cAMP im Ver-

gleich zum P2R (%)
TIP39

P2R 0,11 +0,09 100

P2R-L2 0,14+0,12 91+ 16,4

P2R-L3 0,16 = 0,03 99 + 13,5

P2R-P1T 0,11+0,14 28 £ 3,4 **

P2R-12/3 0,22 +0,14 77 + 4,0%

P2R-L1/3-P1T 0,30+0,17 83 +£3,3*

Tab. 4-7: Zusammenfassung der ECs-Werte und Gegeniiberstellung des maximal akkumulier-
ten cAMPs (%) im Vergleich zum P2R nach Stimulation mit TIP39. Die ECs,-Werte sind Mit-
telwerte aus zwei unabhéngigen Experimenten (+ S.D.). Innerhalb dieser Werte zeigt sich kein signi-
fikanter Unterschied zum WT-Rezeptor (P2R).

Die %-Werte in Bezug zum P2R wurden aus jeweils zwei verschiedenen cAMP-Assays berechnet
(= S.D.). Die Rezeptoren P2R-P1T ,P2R-L2/3 und P2R-L2/3-PIT zeigen gegeniiber dem P2R eine
signifikant erniedrigte cAMP-Akkumulation nach Stimulation mit 1000 nM TIP39 (*: p < 0,005; **:
p <0,0001)

Der Austausch des kompletten C-Terminus (P2R-P1T) zeigt beziiglich des cAMP-Wegs nach
TIP39-Stimulation den gleichen Effekt wie nach PTH-Aktivierung. Der halbmaximale Effekt
bleibt gegeniiber dem WT-Rezeptor gleich (ECsp: P2R= 0,11 nM + 0,09 nM; P2R-P1T =
0,11 nM £ 0,14 nM), aber die maximale cAMP-Akkumulation ist deutlich vermindert (Abb. 4-24
und Tabelle 4-7).
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Interessanterweise wird die halbmaximale Konzentration durch Aktivierung des Rezeptors P2R-
L2/3 mit TIP39 nicht signifikant verandert (ECso: P2R = 0,11 + 0,09; P2R-L2/3 = 0,22 + 0,14),
wie dies durch PTH der Fall ist. Aber die niedrigere cAMP-Antwort nach TIP39-Gabe bleibt
bestehen.

Auch die Kombination aller Mutationen zeigt keine signifikante Anderung des ECso-Wertes
(ECsp: P2R = 0,11 £ 0,09; P2R-L2/3-P1T = 0,30 £+ 0,17). Ebenso bleibt die bessere Anbindung
dieser Mutante an das G-Protein G nach TIP39-Stimulation, im Vergleich zum P2R-P1T, beste-

hen.

maximale cAMP Akkumulation nach Stimulation mit 1000 nM TIP39
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Abb. 4-24: Maximale cAMP-Produktion der P2R-Hybride im Vergleich zum P2R. Die Werte
errechneten sich aus der Differenz des maximal produzierten cAMPs abziiglich der Basalproduktion
der Zellen (£ S.D.) und stammen aus zwei unabhéngigen Versuchen, bei denen die Werte jeweils in
Triplikaten bestimmt wurden. Alle Werte wurden auf 1 Mio. Zellen standardisiert. Die Rezeptoren
P2R-L2 und P2R-L3 zeigen gegeniiber dem WT-Rezeptor keine verdnderte Signalantwort. Hingegen
ist bei den Rezeptoren P2R-L2/3 und P2R-L2/3-P1T eine niedrigere maximale cAMP-Produktion
(*: p <0,05), im Vergleich zum P2R zu erkennen. Weiterhin kann man beim Rezeptor P2R-P1T, im
Vergleich zum P2R, eine hoch signifikant erniedrigte maximale cAMP-Akkumulation beobachten
(**:p<0,001).

4.2.3.3 Messungen der intrazelluliren Kalziumausschiittung der Hybrid-Mutanten

Um die Aktivierbarkeit des PLC-Signalweges (siche 4.2.3.2-Abschnitt A) zu iiberpriifen und zu
bestdtigen wurde sowohl bei den WT-Rezeptoren, als auch den Hybrid-Rezeptoren der Anstieg
des intrazelluldren Kalziums gemessen. Die Methode wurde, wie in Kapitel 3.6 beschrieben,

durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3AM beladen. Eine Verin-
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derung der intrazelluliren Kalziumkonzentration ([Ca®]) kann so als relative Anderung der
Fluo-3AM assoziierten Fluoreszenzaktivitdt gegeniiber dem Hintergrund dargestellt werden.

Wie in Abbildung 4-25 gezeigt, konnte schon mit einer Konzentration, welche dem halbmaxima-
len Effekt der cAMP-Stimulation mit hPTH (1-34) gleicht, ein deutlicher Anstieg des intrazellu-
laren Kalziums gemessen werden. Die Abnahme des Signals nach weiteren PTH-Gaben, trotz
ansteigender PTH-Konzentrationen, spiegelt die Desensitisierung des Rezeptors wieder. Eine
Desensitisierung des Rezeptors wird durch die Phosphorilierung des Rezeptors durch Proteinki-
nasen und der Bindung von B-Arrestinen verursacht. Das bedeutet, dass sich der Rezeptor, auch
nach einer erneuten, kurzfristigen Stimulation mit dem Liganden in einem inaktiven Zustand
befand und somit keine Signaltransduktion gemessen werden konnte.

Die anschlieende Stimulation mit Thrombin bewies, dass es sich auch nach mehrmaligem Sti-

mulieren der Zellen und Waschen der Kammer um lebende Zellen handelte.
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Abb. 4-25: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca®'];) in HEK 293 E+-
Zellen welche stabil mit dem humanen PTH1-Rezeptor transfeziert wurden. Die Messung wur-
de in einer Perfusionsmesskammer durchgefiihrt. Zunédchst wurde fiir 1 min mit 1 nM PTH stimu-
liert. Nach zweiminiitigem Waschen der Kammer mit Puffer C wurde mit 10 nM PTH, nach einer
weiteren zweiminiitigen Pause mit 100 nM PTH und anschlieend mit 1000 nM PTH stimuliert. Als
Kontrolle fiir das Uberleben der Zellen wurde fiir 1min mit Thrombin (2 units / ml) stimuliert. Die
schwarze Kurve stellt den Mittelwert aus der Fluoreszenzintensitdt von 20 markierten Zellen dar.
Die Hintergrundintensitit ist als graue Linie dargestellt. Auf der y-Achse sind als Skalierung ,,will-
kiirliche Einheiten ,,aufgetragen.

Im Gegensatz zum PIR lésst sich beim P2R, auch nach extrem hohen PTH-Konzentrationen,
keine intrazelluldre Kalziumausschiittung nachweisen (Abb. 4-26). Dies bekriftigt die Ergebnis-

se aus den Inositolphosphat-Experimenten, da eine Ausschiittung des intrazelluldres Kalziums
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ebenfalls Folge der Aktivierung der PLC ist. Da dieser Signalweg durch den P2R nicht aktiviert
wird, kommt es auch nicht zu einem Anstieg des intrazelluldren Kalziums.
Eine generelle Funktion der Zellen wurde durch Thrombin nachgewiesen, da hier ein messbarer

Kalziumanstieg beobachtet werden konnte.
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Abb. 4-26: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca®'];) in HEK 293 E+-
Zellen, welche den PTH2-Rezeptor auf der Zelloberfliche exprimieren. Die Messung erfogte in
einer Perfusionsmesskammer. Es wurde fiir 1 min mit 100 nM PTH stimuliert. Nach einer Pause von
drei Minuten wurde im folgenden fiir eine Minute mit 1000 nM PTH stimuliert. Die Funktionalitt
der Zellen wurde durch Gabe von 2 units / ml Thrombin bestitigt. Die Kurve (schwarz) bezieht sich
auf den Mittelwert von 20 unabhéngig gemessenen Zellen. Durch die graue Linie wird die Intensitét
des Hintergrunds dargestellt. Auf der y-Achse sind als Skalierung ,,willkiirliche Einheiten* aufgetra-
gen.

In den folgenden Abbildungen fiir die Hybrid-Mutanten (Abb. 4-27 bis Abb. 4-31) zeigt sich ein
ebenfalls mit den Insitolphosphatmessungen iibereinstimmendes Bild. Bei keiner der Mutanten
konnte nach Stimulation mit hohen hPTH (1-34)-Konzentrationen ein mef3bares Kalziumsignal
erreicht werden.

Die Funktion der Zellen wurde in allen Experimenten durch eine Stimulation mit Thrombin

nachgewiesen.
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Abb. 4-27: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca2+]i) in HEK 293 E+-
Zellen, welche den Hybrid-Rezeptor P2R-L.2 auf der Zelloberfliiche exprimieren. Die Zellen
wurden fiir 1 min mit 100 nM PTH in einer Perfusionsmesskammer stimuliert. Nach einer Pause von
ca. 3 Minuten, in welcher die Kammer mit Puffer C gewaschen wurde, erfolgte eine weitere einmi-
niitige Stimulation mit 1000 nM PTH. Zur Kontrolle wurde eine abschlieBende Stimulation mit
2 units / ml Thrombin durchgefiihrt. Die dargestellte Kurve (schwarz) stellt den berechneten Mittel-
wert aus 20 unabhingig gemessenen Zellen dar. Die Fluoreszenz des Hintergrunds ist in grau darge-
stellt. Auf der y-Achse sind als Skalierung ,,willkiirliche Einheiten* aufgetragen.
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Abb. 4-28: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca’'];) in HEK 293 E+-
Zellen welche stabil mit dem Hybrid-Rezeptor P2R-L3 transfeziert wurden. Zunichst wurden
die Zellen fiir 1 min mit 100 nM PTH in einer Perfusionsmesskammer stimuliert. Nach dreiminiiti-
gem Waschen der Kammer mit Puffer C wurde mit 1000 nM PTH stimuliert. Als Kontrolle fiir das
Uberleben der Zellen wurde fiir 1min Thrombin (2 units / ml) auf die Zellen gegeben. Die Kurve
(schwarz) stellt den Mittelwert aus 20 gemessenen Zellen dar. Die Intensitdt des Hintergrunds ist in
grau dargestellt. Auf der y-Achse sind als Skalierung ,,willkiirliche Einheiten aufgetragen.
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Abb. 4-29: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca*'];) in HEK 293 E+-
Zellen, welche den P2R-P1T auf der Zelloberfliche exprimieren. Die Zellen wurden fiir 1 min in
einer Perfusionsmesskammer mit 100 nM PTH stimuliert. Nach einer Pause von drei Minuten und
Auswaschen der Kammer mit Puffer C, wurde im folgenden fiir eine Minute mit 1000 nM PTH sti-
muliert. Als Kontrolle fiir das Uberleben der Zellen wurde fiir 1 min Thrombin (2 units / ml) auf die
Zellen gegeben. Die schwarze Kurve ist der Mittelwert aus 20 unabhingig gemessenen Zellen. Die
Bestimmung der Hintergrundintensitét ist als graue Linie dargestellt. Auf der y-Achse sind als Ska-
lierung ,,willkiirliche Einheiten* aufgetragen.
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Abb. 4-30: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca®*'];) in HEK 293 E+-
Zellen, welche stabil mit dem Hybrid-Rezeptor P2R-L2/3 transfeziert wurden. Es wurde in ei-
ner Perfusionsmesskammer fiir Imin mit 10 nM PTH stimuliert. Nach einer Pause von 3 min wurde
im folgenden fiir | min mit 100 nM PTH stimuliert. Nach einem weiteren Auswaschen der Kammer
fir 2 min mit Puffer C, wurde zum Abschlu 1000 nM PTH auf die Zellen gegeben. Die
Funktionalitit der Zellen wurde durch eine abschlieBende Gabe von 2 units / ml Thrombin bestitigt.
Diese Kurve (schwarz) stellt den Mittelwert von 20 gemessenen Zellen dar. Die
Hintergrundintensitiat ist als graue Linie dargestellt. Auf der y-Achse sind als Skalierung
»willkiirliche Einheiten* aufgetragen.
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Abb. 4-31: Messung der Freisetzung von intrazellulirem Kalzium ([Ca®*'];) in HEK 293 E+-
Zellen, welche stabil mit dem Hybrid-Rezeptor P2R-L2/3-P1T transfeziert wurden. Die Zellen
wurden fiir Imin mit 100 nM PTH in einer Perfusionsmesskammer stimuliert. Nach einer Pause von
2 min wurde im folgenden fiir 1 min mit 1000 nM PTH stimuliert, nach einem weiteren Auswaschen
der Kammer fiir 3 min mit Puffer C, wurde eine abschlieBende Stimulation mit 2 units / ml Throm-
bin durchgefiihrt, um die Funktionalitit der Zellen zu bestitigen. Diese Kurve (schwarz) stellt den
Mittelwert von 20 gemessenen Zellen dar. Die Hintergrundintensitét ist als graue Linie dargestellt.
Auf der y-Achse sind als Skalierung ,,willkiirliche Einheiten* aufgetragen.

4.2.4 Translokation von B-Arrestin 2-GFP nach Stimulation mit hPTH (1-34) oder TIP39

Die Signaltransduktion und Regulation von G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) erfordert
die Interaktion dieser Rezeptoren mit mindestens drei Gruppen von Proteinen. Dies sind G-
Proteine, G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKs) und Arrestine [150]. Durch eine Akti-
vierung des Rezeptors wird dieser durch GRKSs phosphoriliert und es erfolgt eine Rekrutierung
von Arrestin aus dem Cytosol. Eine anschlieende Rezeptorinternalisierung erfordert hierbei die
Bindung von Arrestinen, wobei die Bindung dieser Arrestine, nicht die Rezeptorkonformation
bendtigt, welche fiir eine Ankopplung an G-Proteine (G, und Gg) notig ist [241]. Allerdings wird
durch die Ankopplung von Arrestin an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR) eine an-
schlieBende Entkopplung der G-Proteine erwirkt und somit eine Beendigung der Agonisten-
vermittelten Signaliibertragung erreicht [84].

In folgender Abbildung (4-32) ist die Lokalistaion von B-Arrestin 2-GFP dargestellt. Sowohl die
mit den WT-Rezeptoren stabil transfezierten Zellen (P1R, P2R), als auch die stabil mit den mu-
tierten Rezeptoren transfezierten Zellen, wurden mit hPTH(1-34) oder mit TIP39 stimuliert und
die Lokalisation des GFP-gekoppelten B-Arrestin 2 mittels konfokaler Lasermikroskopie visuali-

siert.
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) ) 10 min. 10 min.
unstimuliert  pTH (1-34) TIP 39

P1R Abb. 4-32:
Lokalisation von B-Arrestin 2-
GFP in HEK 293E+-Zellen,
welche die WT-Rezeptoren
P2R oder die Hybrid-Rezeptoren
exprimieren.
Die stabilen Zelllinien wurden
transient mit B-Arrestin 2-GFP
transfeziert. Nach einer Inkuba-
P2R-L2 tion von 48 h wurde entweder fiir
10 min mit 1000 nM PTH (1-34)
(jeweils Bild 2) oder mit
1000 nM TIP39 (jeweils Bild 3)
P2R-L3  stimuliert. Als Kontrolle dienten
nicht stimulierte Zellen (jeweils
Bild 1). Nach der Stimulation

wurden die Zellen mit 4 % Para-

formaldehyd fir 20 min fixiert.
P2R-P1T ,
Die Auswertung erfolgte mit
Hilfe eines Olimmersionsobjek-
tives (40x) und einem konfoka-
len Laser-mikroskop. Die Wild-
P2R-L2/3 typ-Rezeptoren sind in Reihe A
(P1R) und Reihe B (P2R) darge-
stellt. Die Hybridrezeptoren sind
in den Bilderreihen C (P2R-L2),

D (P2R-L3), E (P2R-PIT), F

P2R-L2/3
PIT (P2R-L2/3) und G (P2R-L2/3-
P1T) aufgezeigt.

Die Untersuchung der Hybrid-Rezeptoren im Hinblick auf die Signaltranduktion {iber die ,,se-

-

cond messenger“-Wege des cAMP und Inositolphosphat ergab Unterschiede, welche sich auf
den Adenylatzyklaseweg beschranken. In friiheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Rek-
rutierung von Arrestinen einen Einfluss auf den Internalisierungsproze3 von G-Protein gekoppel-
ten Rezeptoren besitzt. Im Folgenden sollte nun tliberpriift werden, in wie weit eine strukturelle

Angleichung des P2R an den P1R, die Ankopplung von B-Arrestin 2 beeinflusst und einen mog-
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lichen Effekt auf die Internalisierung der untersuchten Rezeptoren hat. Da es sich hierbei um
Hybridrezeptoren handelt, die im extrazelluliren Bereich vollstindig dem P2R entsprechen,
wurde sowohl mit hPTH (1-34), als auch mit TIP39 als Ligand die Translokation von
-Arrestin 2 untersucht.

In der oben dargestellten Abbildung (Abb. 4-32) sind die Ergebnisse aufgezeigt, welche nach
einer zehnminiitigen Stimulation mit dem jeweiligen Liganden zu erkennen waren. Als Kontrolle
wurden nicht stimulierte Zellen gegeniibergestellt.

Wie zu erwarten war, folgte auf eine Stimulation des PIR mit hPTH (1-34) eine Rekrutierung
von B-Arrestin 2 aus dem Cytosol. Nach zehn Minuten konnte in diesem Fall auch schon die
Internalisierung des Rezeptors beobachtet werden (Bild A2). Nach Stimulation der PIR expri-
mierenden Zellen mit TIP39 war keine Translokation von B-Arrestin 2 zu erkennen (Bild A3),
wie dies auch im Fall der Kontrolle zu sehen war (Bild Al).

Erstaunlicherweise ist fiir Zellen welche den P2R exprimieren nach Stimulation mit hPTH (1-34)
keine Translokation von B-Arrestin 2 an die Zellmembran zu erkennen gewesen (Bild B2).
Durch die Aktivierung des P2R durch den physiologischen Liganden TIP39, konnte hingegen
deutlich eine B-Arrestin 2 Lokalisation an der Membran beobachtet werden (Bild B3). Allerdings
zeigt ein Vergleich mit Bild A2, dass es in diesem Fall ein langsamerer Prozef zu sein scheint,
da hier nach zehn Minuten hauptsichlich eine Lokalisation an der Membran, aber nur in Anfan-
gen internalisierte Vesikel im Cytosol zu sehen waren.

Im weiteren zeigten alle Zellen, welche die auf dem P2R basierenden Hybrid-Rezeptoren expri-
mieren ein dhnliches Bild, wie der P2R selbst. Eine Stimulation mit hPTH (1-34) zeigte bei kei-
nem der Rezeptoren eine erkennbare Translokation von B-Arrestin 2 an die Membran (Bild C2-
G2). Durch eine Aktivierung der verschiedenen Hybridrezeptoren durch TIP39, konnte bei allen
untersuchten Zellen, mit Ausnahme der P2R-L2/3- Rezeptors ein extremer Internalisierungspro-
zel3 beobachtet werden (Bild C3-E3, G3). Bei diesen Rezeptorhybriden scheint der Vorgang der
B-Arrestin 2-Translokation schneller vonstatten zu gehen, als beim P2R selbst. Hingegen konnte
man beim Rezeptorkonstrukt P2R-L2/3 (Bild F3) eine &dhnlich verlangsamte [B-Arrestin 2-

Rekrutierung beobachten, wie dies auch beim PTH2-Rezeptor zu erkennen war.



Ergebnisse 119

4.2.5 Aktivierung von MAP-Kinasen nach Stimulation mit hPTH (1-34) und hTIP39

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) sind wichtige Regulatoren des Zellwachstums und
der Zelldifferenzierung. Fiir G-Protein gekoppelte Rezeptoren wurde gezeigt, dass eine Aktivie-
rung von MAP-Kinasen iiber viele verschiedene Signalwege ablaufen kann. Daran beteiligt sein
konnen Proteinkinase A, Proteinkinase C, aber auch eine ,,second messenger‘-unabhingige Ak-
tivierung ist moglich.

Fiir einen Teil der hier untersuchten Rezeptormutanten sollte nun die Aktivierung der MAP-
Kinasen p42 und p44 (benannt nach dem Molekulargewicht von 42 kDa bzw. 44 kDa) untersucht
werden. Diese Proteine werden auch als ERK1/2 (extracellular-signal related kinase 1 and 2)
bezeichnet. ERK-Proteine werden durch die Phosphorilierung von spezifischen Tyrosinen und
Threoninen innerhalb eines charakteristischen ,, Thr-Glu-Tyr*“-Motivs aktiviert [40, 41]. Fiir eine
vollstindige enzymatische Aktivierung ist die Phosphorilierung an beiden Positionen unbedingt
notwendig [179]. Als Antwort auf eine Aktivierung, werden durch pERKI1/2 weitere
»downstream® liegende Komponenten an Serinen und Threoninen phosphoriliert. ,,Upstream®
liegendende Komponenten von ERK1/2 beinhalten MAP-Kinasen-Kinasen (MEK), MEK-
Kinasen und Raf-1 [179].

Wie durch den unten dargestellten Western Blot gezeigt wird (Abb. 4-33), kam es in den
verschiedenen Zellen erst nach einer Stimulation mit 10 % FCS zu einer Phosphorilierung von
ERK1/2. Zellen welche 24 h ohne Serum gehalten wurden und keiner Stimulation unterzogen
wurden, zeigten keine nachweisbare Phosphorilierung von ERK1/2.

Nach einer fiinfminiitigen Stimulation mit hPTH (1-34) in P1R-transfezierten Zellen war eine
deutliche Zunahme von ERK1/2 im phosphoriliertem Zustand (= pERK1/2) zu erkennen. Die
Menge an pERK 1/2 nahm nach 15 min wieder ab, was sich in einer schwicheren Bande &uf3erte.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch eine Stimulation von P1R exprimierenden Zellen
mit hTIP39 keinerlei Aktivierung von ERK1/2 statt fand.

Im Gegenzug hierzu konnte bei Zellen, welche den P2R exprimieren, sowohl nach Stimulation
mit hPTH (1-34), als auch nach Stimulation mit hTIP39 eine Phosphorilierung von ERK1/2 nach
5 min beobachtet werden. In diesem Fall wurde die Abnahme der aktivierten MAP-Kinasen nach
15 min noch deutlicher.

Fiir die untersuchten Rezeptorhybride ergab sich ein dhnliches Bild, wie fiir den P2R. Auch hier
war bei den untersuchten Hybriden, sowohl nach Stimulation mit hPTH (1-34), als auch nach
Stimulation mit hTIP39 eine Aktivierung von ERK1/2 messbar, welche nach 15 min einer deut-
lichen Reduktion unterlag. Die bei der Hybridmutante P2R-L2/3 deutlich schwécheren Banden

ergaben sich aus einer geringeren Menge eingesetzten Protein. Dieses wird dadurch deutlich,
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dass auch die Banden fiir die FCS-stimulierten Ansétze deutlich schwicher ausfielen, als dies bei

den anderen untersuchten Zellextrakten der Fall war.

Kontrole ~ FCS  hPTH(1-34) hTIP 39

5min 15min 5min 15min 5min 15 min
P1R == — - TTPERKIR
P2R EE = == == — —pERKI2
P2R-P1T S e e = TPERKI2
P2R-L2/3 = == = — pERK2
I_:>|::21F\-)|-_L213 -——— =— — == —— = PpERKI2

Abb. 4-33: Aktivierung von ERK 1/2 nach Stimulation mit hPTH (1-34) und hTIP39.

HEK 293 E+- Zellen, welche stabil die WT-Rezeptoren (P1R, P2R) oder die Hybrid-Rezeptoren
(P2R-PIT, P2R-L2/3, P2R-L2/3-P1T) exprimieren, wurden fiir 5 min oder 15 min mit 100 nM
hPTH (1-34) oder mit 100 nM hTIP39 stimuliert. Die Zellen wurden 24 h vor dem Versuch in se-
rumfreiem Medium geziichtet. Die Kontrolle beinhaltet unstimulierte Zellen und dient als negative
Kontrolle. Als positive Kontrollreaktion wurden die Zellen mit 10 % FCS stimuliert. Nach Extrakti-
on der Gesamtproteine, nach der Laemmli-Methode, erfolgte der Nachweis von pERK1/2 mittels
Western Blot.
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4.3 Identifikation intrazellulirer Interaktionspartner des humanen

PTH1-Rezeptors

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Identifikation von neuen intrazelluldren Interak-
tionspartnern des humanen PTH1-Rezeptors. Die Methode der Wahl bestand hier in der Anwen-
dung eines ,,Yeast-two-Hybrid“-Systems (siche 3.8.4). Mit dieser Methode kann eine cDNA-
Bibliothek nach neuen Interaktionspartnern durchsucht werden. Als sogenannte ,,Kdderplasmi-
de* wurden sowohl der 136 Aminosduren lange C-Terminus des Rezeptors verwendet als auch

die dritte intrazelluldre Schleife mit einer Lange von 27 Aminosduren.

4.3.1 Die Herstellung der ,, Kdoderplasmide*

Der PTH1-Rezeptor besitzt, im Vergleich zu anderen G-Protein gekoppelten Rezeptoren, einen
sehr langen cytosolischen C-Terminus. Dieser konnte einen wesentlichen Anteil an der Interakti-
on mit anderen Proteinen spielen.

Die dritte intrazelluldre Schleife wurde deshalb als ,,Kdderprotein® gewihlt, da sie im Gegensatz
zu den anderen beiden intrazelluldren Schleifen eine noch ausreichend lange Aminoséuresequenz

besitzt, um in einem Hefe-Screen als ,,Kdderprotein® verwendet werden zu konnen.

Folgende ,,Kdderplasmide* wurden konstruiert:

1. Ein ,,Koderplasmid®, welches fiir den kompletten intrazelluldr gelegenen C-Terminus
des PTHI-Rezeptors, einschlieflich des , YCFXN“-Motivs der siebten Trans-
membrandoméne kodiert. Der klonierte Aminosduresequenzabschnitt beginnt mit Ami-
nosiure Y** und endet mit Aminosiure M

die Bezeichnug ,,CTERM* verwendet.

. Im Folgenden wird fiir dieses Konstrukt

2. Ein weiteres ,,Koderplasmid“ wurde durch Klonierung des Sequenzabschschnitts der
dritten intrazelluldren Schleife des PTH1-Rezeptors konstruiert. Dieser Sequenzabschnitt
beginnt mit Aminosdure R*® und endet mit Aminoséure S*°. Im weiteren Verlauf dieser

Arbeit wird dieses Konstrukt mit ,,IZL-3“ bezeichnet.

Diese Abschnitte des PTH1-Rezeptors wurden mittels PCR (siehe 3.2.14) gewonnen. Als Vorla-
ge fiir diese PCR diente die cDNA des humanen PTH1-Rezeptors, welche in fritheren Experi-
menten in den pCEP4 Expressionsvektor kloniert wurde. Die Amplifizierung erfolgte fiir den
»CTERM*“-Abschnitt mit dem Primerpaar Nr. 13 und Nr. 14. Fiir den ,,IZL-3“-Abschnitt wurden
die Primer Nr. 11 und Nr. 12 verwendet (siehe 2.9.1). Anschlieend wurde die DNA in den Vek-
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tor pCRII-TOPO kloniert. Aus diesem konnten die beiden Fragmente mittels Restriktionsverdau,
mit Hilfe der Enzyme BamHI und Notl, herausgeschnitten werden. Diese Restrikti-
onssschnittstellen wurden wahrend der PCR iiber die Primer in die Sequenz eingefiigt. Im An-
schluss wurden die beiden Fragmente in den fiir den ,,Yeast-two-Hybrid“-Screen bendtigten
Vektor pGBKT?7 subkloniert.

Die Korrektheit der Sequenzen wurde durch Sequenzierung bestétigt.

4.3.2 Screenen einer humanenen Nierenbibliothek

Der PTH1-Rezeptor wird neben dem Knochen auch in der Niere, einem weiteren wichtigen
Zielorgan expremiert. Deswegen wurde fiir die Suche nach neuen Interaktionspartner eine
pretransformierte ¢cDNA-Bibliothek verwendet, welche aus Nierengewebe gewonnen wurde.
Diese cDNA-Bibliothek ist kommerziell erhiltlich und wurde von der Firma Clontech bezogen.
Die cDNAs aus der kommerziell eerworbenen Bibliothek sind in den Vektor pACT2 kloniert.
Die Screening-Prozedur wurde, wie in Kapitel 3.8.4 beschrieben, durchgefiihrt.

Aus dem Ansatz von diploiden Hefezellen, die jeweils ein ,,Kdderplasmid®“ und ein Plasmid mit
einer cDNA aus der Bibliothek trugen, wurden 25 hoch stringente und 25 schwach stringente
Platten ausgestrichen (siehe 3.8.1.2). Nach acht Tagen wurden die gewachsenen Kolonien, so-
wohl von den hoch stringenten (SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp), als auch von den schwach stringenten
(SD/-His/-Leu/-Trp) Platten nochmals auf hoch stringente Platten, welche mit X-o-Gal behan-
delt wurden (SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/ X-a-Gal), umgesetzt.

4.3.3 Identifizierung verschiedener intrazelluliirer Interaktionspartner des PTHI-

Rezeptors

4.3.3.1 Ergebnisse aus dem Screen mit der dritten intrazelluldren Schleife (IZL-3) als Koder

Von den schwach stringenten Platten konnten nach acht Tagen insgesamt 288 Kolonien auf
SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/ X-a-Gal-Platten umgesetzt werden. Von den hoch stringenten Platten
wurden insgesamt 191 Kolonien umgesetzt. Nach weiteren acht Tagen wurden 51 Kolonien von
den urspriinglich hoch stringenten Platten und 33 Kolonien von den urspriinglich schwach strin-
genten Platten vereinzelt und die Plasmide daraus gewonnen. Letztendlich wurden 40 Plasmide
vom 5 Ende her ansequenziert und analysiert.

Mittels der NCBI-Datenbank BlastN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) wurden die gefunde-

nen Sequenzen identifiziert.



Ergebnisse 123

Eine Auswahl der sequenzierten und identifizierten Plasmide ist in Tabelle 4-8 zusammenge-
fasst. Bei allen aufgefiihrten und identifizierten Klonen handelt es sich um humane Proteine. Die
Identitdt der sequenzierten Abschnitte stimmte in allen Fallen zu 100 % mit der in der Datenbank

gefundenen Sequenz iiberein.

Genbank- Genbank- Hiu-
Klon Protein Zugriffs- Zugriffs- figkeit
nummer- nummer- n =40
Nukleotid Protein
[-17,1-21, actin-binding protein (ABP-278) NM 001457 NP_001448 4 x

173, 1137 _ pilamin B

I-5,1-58, Niemann-Pick disease, Typ C2 (NPC2) NM 006432 NP_006423 3x
1-76

I1-3,1-40, Na'/K'-ATPase, betal polypeptid NM 001677 NP_001668 3x
1-73, (ATPIB1)

I-6 Metallothionein 2A BC007034 1 x

1-70 Endothelin Rezeptor (EDNRB) NM 000115 NP_000106 1 x

II-3 Phosphoglucomutase 1 (PGM1) NM_ 002633 NP 002624 Ix

II-10 Na"/ K"-ATPase, beta3 polypeptid NM_ 001679 NP 001670 I x
(ATPIB3)

II-15 Laminin, beta 2 (LAMB2) NM_ 002292 NP 116126 I x

Tab. 4-8: Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem ,Yeast-two-Hybrid-Screen® mit dem
1Z1.-3 als ,,Kdoderplasmid“. Die Bezeichnung der Klone wurde willkiirlich gew#hlt und ergibt sich
aus dem Schema, welches fiir die Kennzeichnung der einzelnen Kolonien auf den Selektionsplatten
aufgebracht wurde. Die Genbank-Zugriffsnummern erlauben einen schnellen Zugriff auf die in der
NCBI-Datenbank gespeicherten Informationen, sowohl zum Protein, als auch zum Nukleotid.

In der Spalte ,,Haufigkeit™ ist angegeben, wie oft dieses Protein unter den 40 identifizierten Protei-
nen vorkam. Alle Proteine sind Proteine der Spezies Homo sapiens und weisen mit den in der Da-
tenbank gefundenen Sequenzen eine Identitit von 100 % auf.

Bei vier der gefundenen Klone handelt es sich um Teile des humanen, mitochondrialen Genoms.
Diese Klone konnen als ,,falsch positiv ausgeschlossen werden. Des weiteren wurden einige

,»ORFs“ (offene Leseraster) gefunden, die fiir kein in der Datenbank bekanntes Protein kodieren.

Die Bibliotheksplasmide 1-17, I-21, I-73 und II-37 enthalten Teile der cDNA von Filamin B.
Filamine sind u.a. fiir die rdumliche Vernetzung von Actin-Filamenten in der Zelle verantwort-
lich. Fiir Filamin B ist die Interaktion mit dem cytoplasmatischen Teil des Glycoproteins Ib al-
pha beschrieben [220]. In Endothelzellen spielt Filamin B wahrscheinlich fiir die Funktion von
Glycoproteins Ib alpha eine Rolle.
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Die analysierten Plasmide I-5, I-58 und I-76 kodieren fiir ein Protein, welches bei der Niemann-
Pick-Krankheit Typ C von Bedeutung ist. Hierbei handelt es sich um eine vererbte Stoffwechsel-
storung, welche durch einen Defekt im Gen, welches flir das Protein NPC2 kodiert, ausgelost
wird. Das Protein NPC2 besitzt eine Lipid-Erkennungsstelle und ist in die Regulation des Trans-
ports von Cholesterol innerhalb des spiten endosomalen / lysosomalen Systems involviert. Bei

der Niemann-Pick-Krankheit ist der Transport von Cholesterin durch die Zelle gestort [66].

Bei den gefundenen Bibliotheksplasmiden I-3, 1-40 und I-73 handelt es sich um eine Polypetid-
kette, die einen Teil der Na™ / K'-ATPase-B-Untereinheit darstellt. Der Klon II-10 kodiert eben-
falls fiir einen Teil der Na™ / K'-ATPase-B-Untereinheit. Die Na" / K'-ATPase ist eine Protonen-
pumpe, welche unter Verbrauch von ATP Kalium aus der Zelle und Natrium in die Zelle
schleust. Diese Protonenpumpe spielt auch in der Niere eine wichtige Rolle, wo Glukose durch
den Natrium-Glukose—Transporter reabsorbiert wird. Der dazu benétigte Na* / K'-Gradient wird

durch die Na" / K'-ATPase aufrecht erhalten.

Die analysierte cDNA des Klons I-6 kodiert fiir ein Metallothionein. Metallothioneine (MTs)
sind niedrig molekulare Proteine mit extrem hohem Schwermetall und Schwefelgehalt. Sie spie-
len in der Fixierung und der Regulation der Konzentrationen von Zink und Kupfer in der Zelle
eine Rolle. Aulerdem dienen Metallothioneine der Neutralisation von toxischen Elementen, wie

Kadmium und Quecksilber. Dieses Protein wurde als ,,falsch positiv* bewertet.

Bei einem weiteren analysierten Plasmid handelt es sich um die ¢cDNA des Endothelin B-
Rezeptors (I-70). Der Endothelin B-Rezeptors (EDNRB) ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor
der Klasse I. Durch Aktivierung des Rezeptors durch den Liganden Endothelin, wird der Inosi-
tolphosphat / Calcium-Signalweg und der cAMP-Siganlweg aktiviert [54]. Bekannt ist, dass ein
Gendefekt des Rezeptors ein zentraler Ausloser der Hirschsprung-Krankheit ist [190, 223]. Die-
ser Rezeptor kann trotz alledem als ,,falsch positiv* ausgeschlossen werden, da im Screening-
Experiment nur ein 1,1 kb langer Teilabschnitt des Rezeptors als Interaktor gefunden wurde.
Dieser Abchnitt kodiert fiir den groBten Teil des extrazelluldr liegenden N-Terminus des Endo-
thelin-Rezeptors, so dass ein Interaktion mit intrazelluldren Abschnitten des PTH1-Rezeptors

nicht moglich ist.

Die durch den Klon II-3 identifizierte Phosphoglucomutase (PGM1) ist ein Enzym, welches so-
wohl beim Galaktose-Metabolismus, als auch beim Glykogen-Abbau den Umbau von Gluko-
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se-1-Phosphat in Glukose-6-Phosphat, katalysiert. PGM1 wurde 1992 erstmals isoliert und cha-
rakterisiert [252].

Als letzter gefundener Interaktionspartner mit der dritten intrazelluldren Schleife konnte das Pro-
tein Laminin beta 2 (LAMB2) identifiziert werden, welches zu der groBen Gruppe der Laminine
zihlt. Laminine besitzen eine wichtige Funktion bei der Bildung und Stabilisierung der Basalla-
mina der Plasmamembran. Allerdings handelt es sich bei LAMB2 um ein nukledres Lamin, wel-
ches sowohl mit anderen Laminen, als auch mit Chromatin interagieren kann [86]. Da es sich um

ein Kernprotein handelt, kann dieser Fund als ,,falsch positiv bewertet werden.

4.3.3.2 Ergebnisse aus dem Screen mit dem C-Terminus (CTERM) als*“ Koder

Von den schwach stringenten Platten konnten nach acht Tagen insgesamt 765 Kolonien auf
SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/ X-a-Gal-Platten umgesetzt werden. Von den hoch stringenten Platten
wurden insgesamt 66 Kolonien umgesetzt. Diese 66 Kolonien sind auch nach weiteren acht Ta-
gen auf SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/ X-a-Gal-Platten gewachsen und zeigten eine starke Blaufar-
bung. Von den urspriinglich schwach stringenten Platten sind nur 33 Kolonien gewachsen und
wiesen eine Blaufarbung auf. Aus den letztendlich {ibrig geblieben Kolonien wurden die Plasmi-

de isoliert, anschlieend davon 50 Plasmide ausgewéhlt, sequenziert und analysiert.

In Tabelle 4-9 sind die gefundenen ,,Beuteproteine®, welche mit dem ,,CTERM* als Kdder ge-
funden wurden aufgelistet. Die Identifikation der sequenzierten Plasmide erfolgte mittels Durch-

suchen der Datenbank des NCBI.

Ebenso, wie bei der Verwendung des ,IZL-3* als Koder, wurden mit dem ,,CTERM-
Koderplasmid*“ zwei Klone identifiziert, bei denen es sich um Teile des humanen, mitochondria-
len Genoms handelt. Diese Klone konnen als ,,falsch Positive ausgeschlossen werden.

Des weiteren wurden auch hier einige ,,ORFs* (offene Leseraster) gefunden, die fiir kein in der
Datenbank bekanntes Protein kodieren.

Ein Klon konnte als ribosomales Protein identifiziert werden und ist somit ,,falsch positiv*. Drei

der sequenzierten Klone lieferten keine brauchbare und auswertbare Sequenz.
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Genbank- Genbank- Hiu-
Klon Protein Zugriffs- Zugriffs- figkeit
nummer- nummer- n =150
Nukleotid Protein
A17, A31 Metallothionein BC007034 2x
A13,J10 Zink-Finger-Protein 106 (ZFP106) XM 031736 NP 071918 2x
B6, K5 tripatite motif-containing 2 (TRIM2) NM 015271 NP 056086 2 x
Na'/K'-ATPase, beta 1 polypeptid
A23,C12 (ATPIBI) NM 001677 NP _001668 2x
A 32, BI5 Heat shock Protein 40 kDa Protein 1 NM 006145 NP 006136 2 x
(HSPF1) - -
A21 Humanes capping Protein alpha U03851 AAC 00534 1x
A5 Glykosamin (N-acetyl)-6-Sulfatase NM 002076 NP 002067 1 x
A6 Ferrochelatase NM 000140 NP 000131 1x
Serin-Protease 11 (IGF bindend)
A8 (PRSS11) NM 002775  NP_002766 1x
A7 Calcium-sensing Rezeptor (CaSR) S83176 AAB46873 1x
cold inducible RNA-Bindungsprotein
A43 (CIRBP) NM 001280 NP 061271 1x
adipose differentiation-related Protein
B8 (ADFP), Adipophilin XM 048266 NP 001113 1x
Cubilin (intrinsischer Faktor-
J16 Cobalamin Rezeptor) (CUBN) NM 001081 NP 001072 1x
membranspezifische Serinproteasel
J17 AF133086 AAF00109 1Ix
(MT-SP1)
J18 Crystallin, alpha B (CRYAB) NM 001885 NP 001876 1x
A 28 PDZ domain containing 1 (PDZK1) NM 002614 NP 002605 1x
B17 complement component 7 (C7) NM 000587 NP 000578 1x
2 RABI (Mitglied der RAS Oncogen- v\ 1 g46674 NP 004152 1x
Familie) - -
K 19 Matrix Gla Protein (MGP) M5270 NP 000891 1x

Tab. 4-9: Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem ,,Yeast-two-Hybrid-Screen“ mit CTERM
als ,,Koéderplasmid“. Die Bezeichnung der Klone ist willkiirlich gewahlt und ergibt sich aus dem
Schema, welches fiir die Kennzeichnung der einzelnen Kolonien auf den Platten angebracht wurde.
Die Genbank-Zugriffsnummern erlauben einen schnellen Zugriff auf die in der NCBI-Datenbank ge-

speicherten Informationen, sowohl zum Protein, als auch zum Nukleotid.

In der Spalte ,,Haufigkeit* ist angegeben, wie oft dieses Protein unter den 50 identifizierten Protei-
nen vorkam. Alle Proteine sind Proteine der Spezies Homo sapiens. Die sequenzierten Abschnitte
weisen mit den in der Datenbank gefundenen Sequenzen eine Identitét von 100 % auf.
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Das zweimal gefundenen Metallothionein-Protein (Klon A17, A31) kann ebenso, wie unter Ka-

pitel 4.3.3.1 beschrieben, als ,,falsch positiv* ausgeschlossen werden.

Das Zink-Finger-Protein 106 (ZFP106), welches durch die Klone A13 und J10 identifiziert wur-
de, besitzt drei Zinkfingermotive. Bei der Maus wurde der H3a-Lokus als Homolog zum huma-
nen zfpl06-Gen charakterisiert [260]. Da Zinkfingermotive bei der Bindung von Proteinen an

DNA eine Rolle spielen, sind diese Plasmide als typisch ,,falsch positiv“ zu bewerten.

Die Klone B6 und K5 kodieren fiir ein Protein, welches zur sogenannten TRIM-Familie zihlt.
Aus der Familie der ,tripartite motif*‘-Proteine (TRIM) sind zum jetzigen Zeitpunk 37 Mitglieder
identifiziert [194]. Die Proteine dieser Familien enthalten drei Zink-bindende Doménen, jeweils
eine B-Box vom Typl und 2, sowie eine RING-Finger-Doméne und ein ,,Coiled-Coil*“-Motiv,
welche zusammen genommen auch als BRCC-Motiv bezeichnet werden. Das gefundene Protein

TRIM2 ist an cytoplasmatischen Filamenten lokalisiert. Seine Funktion ist nicht bekannt.

Die durch die Klone A23 und C12 identifizierten ,,heat-shock“-Proteine, mit einem Molekular-
gewicht von 40 kDa (HSPF1), sind als typisch ,,falsch Positive* bekannt.

,»Capping“-Proteine (CP) sind Actin-bindende Proteine und bestehen aus einer o- und einer
B-Untereinheit. Das Plasmid A21 kodiert fiir die a-Untereinheit. Capping-Proteine sind wichtig

fiir den Zusammenbau der Actinfilamente und fiir die Zellmobilitat [103].

N-Acetylglukosamin-6-Sulfatase, ist ein Enzym, welches durch Klon AS identifiziert wurde.
Dieses Enzym kommt in der Leber vor, wo es als physiologisches Substrat Heparin, einen gerin-
nungshemmenden Stoff, umsetzt [64]. Der PTH1-Rezeptor wird ebenfalls in der Leber expri-
miert [230]. Ein weiteres Substrat der N-Acetylglukosamin-6-Sulfatase ist Keratansulfat, wel-
ches sich in Knorpel und Cornea findet.

Das durch Klon A6 identifizierte Enzym Ferrochelatase [167] findet sich in den Mitochondrien,
wo es in der Him-Synthese die Insertion von Eisen (Fe’") in Protophorphyrin IX katalysiert. Als

mitochondriales Enzym kann Ferrochelatase als ,,falsch positiv* bewertet werden.

Klon A8 kodiert fiir eine IGF-bindende Serinprotease [261], welche zur Trypsin-Familie der
Serinproteasen gezédhlt wird. Es handelt sich hierbei um ein sekretiertes Enzym, welches die Ei-
genschaft besitzt IGF’s (insulin-like growth factors) die Moglichkeit zu verleihen IGF-bindende

Proteine zu spalten.
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Der Calcium-sensing Rezeptor (CaSR) wurde mit Klon A7 als Interaktionspartner des
»CTERM* identifiziert. Dieser Rezeptor gehort zur Klasse III der G-Protein gekoppelten Rezep-
toren. Nach Stimulation durch extrazellulires Ca** kommt es zur Aktivierung des Inosi-
tolphosphat-Wegs und als Folge zu einer Inhibierung der PTH-Sekretion [65]. Auch hier kann,
wie schon fiir den Endothelin-Rezeptor beschrieben, die gefundene Interaktion als ,,falsch posi-
tiv bewertet werden. Bei dem identifizierten, interagierenden Abschnitt im ,,Yeast-two-Hybrid-
Screen® konnte eine 1,7 kb groB3e Teilsequenz bestimmt werden, welche fiir einen extrazelluldren
N-terminalen Teilbereich des Calcium-sensing Rezeptors kodiert. Eine wahre Interaktion mit

dem dem intrazelluldr liegenden C-Terminus des PTH1-Rezeptors ist somit ausgeschlossen.

Die Sequenz des Klons A43 kodiert fiir ein kélteinduzierbares RNA-bindendes Protein (CIRP).
Mikroorganismen und Sdugetierzellen reagieren auf einen Kéltestress mit der Synthese von be-
stimmten Proteinen, welche in verschiedenen Zellprozessen, wie z.B. der Transkription, Transla-
tion und der Rekombination eine Rolle spielen. Ein solches Protein ist CIRP, welches in der kil-
teinduzierten Supression der Zellpoliferation involviert ist [170]. In Méusezellen wurde CIRP als
nukleoplasmatisches Protein identifiziert [171] und kann deswegen als ,,falsch positiv ausge-

schlossen werden.

Adipophilin (Klon B8) ist auf der Oberfliche von Fetttropfchen lokalisiert. Das Ansteigen des
Adipophilin-mRNA-Spiegels ist ein frither Indikator fiir die Adipocytendifferenzierung [104].

Klon J16 kodiert fiir das Protein Cubilin (CUBN). Cubilin ist ein Mutiligandrezeptor mit 27
CUB-Domainen, welcher zum einen fiir die intestinale Absorption des intrinsischen Faktors Co-
balmin im Darm sorgt und zum anderen fiir die Vermittlung einer selektiven Proteinreabsorption

im renalen Tubus verantwortlich ist [11].

Die durch Klon J17 identifizierte membranstindige Serinprotease (MT-SP1) wurde im Zusam-
menhang mit flinf weiteren Proteasen identifiziert, welche aus Prostatakarzinomgewebe isoliert
wurden. MT-SP1 besitzt eine Transmembrandomine, zwei CUB-Doménen, vier LDLR-
»repeats® und eine Serinprotease-Domine. Dieser Protease wird eine mogliche Rolle in der Dif-
ferenzierung von Prostatagewebe und beim Wachstum von Prostatakarzinomen zugeschrieben

[222].

Crystalline, wie durch Klon J18 identifiziert, sind eine gro3e Familie aus sehr stabilen Proteinen,

die hauptsédchlich in der Vertebratenlinse vorkommen. Hier sorgen sie fiir die Transparenz und
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den Brechungsindex der Linse [45]. Crystalline wurden aber auch in Niere, Herz und Skelett-

muskel gefunden [126].

Die Komplementkomponente C7 (Klon B17) ist ein Teil des Komplementsystems, welches aus
einer Gruppe von Serumproteinen besteht [83]. Diese Proteine sind an der Kontrolle von
Entziindungen, der Aktivierung von Phagozyten und der lytischen Zerstérung von
Zellmembranen beteiligt. Das Komplementsystem wird durch die Interaktion mit dem
Immunsystem aktiviert. Da es sich um Serumproteine handelt kann eine physiologisch sinnvolle

Interaktion mit dem intrazelluldren Teil des PTH1R ausgeschlossen werden.

Klon C2 identifiziert das Protein RAB1, welches ein Mitglied der RAS-Onkogenfamilie ist.
RABI, sowie andere Mitglieder dieser Familie, besitzen GTPase-Aktivitit und sind sowohl in
sekretorsische und biosyntethische Signalwege, als auch in der Endozytose involviert [258]. Fiir
jedes RAB-Protein ist eine charakteristische Verteilung an bestimmten Zellmembranen vorhan-
den und jedes Organell besitzt mindestens ein RAB-Protein auf seiner cytosolischen Oberfliche.
RABI findet man sowohl auf dem Endoplasmatischen Retikulum, als auch auf der Membran-

oberfldache des Golgi-Apparats.

Matrix-Gla-Protein (MGP), welches durch Klon K19 identifiziert wurde, ist ein Vitamin K-
abhéngiges Protein, welches erstmals aus bovinem Knochen isoliert wurde. MGP wird auch in
hohem Mal3e in Herz, Lunge und Niere exprimiert. In Knochenzellen kommt es durch Vitamin D

zu einer Hochregulierung von MGP [26].

Das durch den Klon A28 kodierte Protein, ist als PDZ-Protein identifiziert worden. In einer kiirz-
lich veroffentlichten Publikation [152] wurde NHERF2, welches ebenfalls zur Klasse der PDZ-
Proteine gehort, als Interaktionspartner mit dem C-Terminus des PTH1-Rezeptors beschrieben.
Dieses Protein spielt eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion des PTH1-Rezeptors. PDZ-
Proteine gewinnen fiir den Ablauf von Zellfunktionen in zunehmendem Malle an Bedeutung.
Deswegen wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit das PDZK1-Protein ndher untersucht und

charakterisiert.
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4.3.4 Charakterisierung des PDZ-Proteins PDZK1

PDZ-Proteine sind Proteine mit sogenannten PDZ-Doménen, welche aus 80 - 100 Aminosduren
bestehen. Das durch den Hefescreen identifizierte PDZ-Protein PDZK1 besitzt eine Lédnge von
519 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 63 kDa. Durch eine Motiv-Suche innerhalb
der Pfam-Datenbank (http://www.sanger.ac.uk/Pfam/search.shtml) konnten vier PDZ-Dominen
innerhalb dieses Proteins identifiziert werden. PDZK1 ist bis jetzt bekannt bei Homo sapiens
(NP_002605) [134], Mus musculus (NP_067492) [246], Rattus norvegicus (NP_113900) [42]
und Oryctolagus cuniculus (AAO34667).

In Abbildung 4-34 ist ein Proteinsequenzvergleich der bekannten PDZKI1-Proteine der
verschiedenen Spezies aufgezeigt. Das bei der Maus (Mus musculus) bekannte PDZK1-Homolog
mit der Bezeichnung Diphor-1, besitzt ebenso wie das humane Protein eine Linge von 519
Aminoséduren. Das Protein des Kaninchens (Oryctolagus cuniculus) ist mit 518 Aminosduren nur
um eine Aminosdure verkiirzt. Hingegen zeigt das PDZK1-Protein der Ratte (Rattus norvegicus)
eine Liange von 523 Aminosduren. Die in dieser Abbildung gezeigten PDZ-Doménen wurden

mittels einer Pfam-Datenbankanalyse ermittelt.

Vergleicht man die Identitdt der Aminosduren der einzelnen Spezies miteinander, so findet man
beim PDZK1-Protein des Menschen eine Homologie von 84 % im Vergleich zur Proteinsequenz
des Kaninchens. Die PDZK1-Proteine von Maus und Ratte weisen mit 78 % bzw. 77 % eine
geringere Identitdt mit dem humanen Protein auf.

Die PDZ-Dominen sind im Falle des PDZK1 80 - 82 Aminosduren lang. Innerhalb dieser Do-
minen finden sich im Vergleich der vier bekannten Spezies die grofiten Homologien mit bis zu
95 % (Vergleich der PDZ1-Domine von Mensch und Kaninchen). Die ,,Linker*“-Regionen zwi-

schen den einzelnen Doménen sind dabei jedoch wesentlich unterschiedlicher.
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Abb. 4-34: Proteinsequenzvergleich der bekannten PDZK1-Proteine von Homo sapiens
(NP_002605), Oryctolagus cuniculus (AAO34667), Rattus norvegicus (NP_113900) und Mus
musculus (NP_067492). Grau hinterlegt sind die Aminosduren, welche identisch zum humanen
PDZK 1-Protein sind. Die gelben Boxen kennzeichnen die vier verschiedenen PDZ-Doménen, die fiir
das Protein bekannt sind (ermittelt durch Pfam-Datenbankrecherche). Der Sequenzvergleich wurde

mit dem Programm ClustalW erstellt. Die Kennzeichnung unterhalb der Sequenzen bedeutet:

*- identische Aminosduren
. - ahnliche Aminosduren
: - sehr dhnliche Aminosduren
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4.3.5 Kartierung der Bindungsdoméne von PDZK1 mit dem PTH1-Rezeptor

Durch weitere Hefe-Interaktionstests, soll die bindende PDZ-Domine von PDZK1 mit dem

PTH1-Rezeptor ermittelt werden.

4.3.5.1 Konstruktion der einzelnen PDZ-Domdnen

Zunichst wurde die gesamte cDNA von PDZK1 mit Hilfe der RT-PCR (siehe 3.2.18) und den
Primern Nr. 17 und Nr. 18 (siehe 2.9.1) amplifiziert. Als Template diente eine humane gesamt-
RNA-Priparation aus der Niere. Das erhaltene PCR-Produkt wurde in den pCRII-TOPO-Vektor
subkloniert.

Fiir die durch die Pfam-Datenbankanalyse ermittelten vier PDZ-Dominen wurden Primer konzi-
piert, welche es erlaubten die einzelnen Doménen mittels PCR zu amplifizieren. Als Template
wurde die zuvor klonierte gesamt-DNA von PDZK1 verwendet. Die Lage der Primer ist in Ab-
bildung 4-35 dargestellt. Mit Hilfe der Primer wurde jeweils am 5'-Ende und am 3’-Ende eine
Sfil-Schnittstelle eingefiigt, welche es erlaubte nach einer erfolgten TOPO-Klonierung des PCR-
Produkts, die einzelnen cDNA’s der Doménen in den Hefevektor pPGADT7 zu subklonieren. Ein
vorliegen der PDZ-Doménen im richtigen Leseraster wurde durch Dequenzierung bestdtigt. Die

korrekte Expression der PDZ-Doménen als Fusionsprotein mit einer Gal4-Domine war somit

gewdhrleistet.
PDZK1
AS |9 89 ‘i35 215 242 322 378 457
PDZ 1 PDZ 2 PDZ 3 PDZ 4
) —
Primer 19 Primer 20
4—-
Primer 21 Primer 22
—
Primer 23 Primer 24
Primer 55 F:rimer 26

Abb. 4-35: Lage der Primer fiir die Amplifizierung der einzelnen PDZ-Domiinen von PDZK1.
Die Primersequenz ist in Kapitel 2.9.1 aufgefiihrt. Jeder Primer besitzt am 5'-Ende eine Sfil-
Schnittstelle. Uber die 3’-Primer wurde in alle Konstrukte ein Stop-Codon eingefiigt. Die Linge der
hier dargestellten Primer ist nicht proprtional zur Lange der einzelnen Doménen.

AS: Aminosédureposition ausgehend vom kompletten PDZK 1-Protein

Die auf diese Weise hergestellten Vektoren ( PDZ-Doménen in pGADT7) wurden in den Hefe-
stamm Y 187 transformiert und mit dem schon vorhandenen Stamm AH 109-(pGBKT7-CTERM)

verpaart. Die diploiden Hefezellen wurden auf verschiedenen Selektionsplatten getestet.
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4.3.5.2 Ermittlung der PDZ-Bindungsdomdne fiir den PTH1-Rezeptor

Zur Interaktionspriifung wurden sowohl die Hefestimme mit den einzelnen Plasmiden, als auch

die verpaarten diploiden Hefezellen auf Selektionsplatten ausgestrichen.

Die nachfolgende Tabelle 4-10 zeigt die Ergebnisse aus dem Interaktionstest.

-Leu/X-0-Gal -Trp/X-a-Gal

»Koder* »Beute* Phiinotyp Phiinotyp
CTERM --- 0 +++, weily

--- PDZ1 +++, weill %]

— PDZ2 +++, weily 0]

PDZ3 +++, weily %]

- PDZ4 +++, weil} 0
Roser oL LTy AL
CTERM PDZ1 +++ +++ +++, blau
CTERM PDZ2 +++ + 0]
CTERM PDZ3 +++ %) %)
CTERM PDZ4 +++ + 0]

Tab. 4-10: Zusammenfassung des Interaktionstests. Die Stirke der gefunde-
nen Reportergenaktivitit wurde in folgende Kategorien eingeteilt. Die Einteilung erfolgte anhand der
Anzahl der gewachsenen Kolonien:

+++ - starke Interaktion

++ - durchschnittliche Interaktion

+ - schwache Interaktion

O - keine Interaktion

--- nicht bestimmt

,»blau“ bedeutet eine Aktivierung des Mell-Repotergens, wodurch es zu einem Umsetzen des zuge-
geben X-a-Gal in einen blauen Farbstoff kommt. ,,weill* bedeut, dass die Kolonien das Mell-Gen
nicht exprimieren.

Zur Kontrolle, ob durch die einzelnen Doménen eine Autoaktivierung des Hefe-Systems hervor-
gerufen werden kann, wurden die Hefestimme, welche nur mit den Vektoren der einzelnen Do-
méinen transformiert waren, auf SD/-Leu/X-a-Gal und SD/-Trp/X-a-Gal ausgestrichen. Im Falle
des ,,Koderplasmids® pGBKT7-(CTERM), fand kein Wachstum auf SD/-Leu/X-a-Gal-Platten
statt. Die Kolonien auf den SD/-Trp/X-o-Gal-Platten waren wei. Da der C-Terminus in den
Vektor pGBKT?7 subkloniert wurde, welcher es dem Hefestamm ermdéglicht Tryptophan herzu-

stellen, war ein Wachstum der Zellen auf den Selektionsplatten moglich. Da die Kolonien aber
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weil} geblieben sind zeigt dies, dass der Vektor exprimiert wird, aber eine Autoaktivierung nicht
statt findet.

Im umgekehrten Fall wurden die einzelnen Doménen in den Hefevektor pPGADT?7 kloniert. Diese
Hefezellen kdnnen nun Leuzin selbst herstellen, nicht aber Tryptophan. Es fand deswegen kein
Wachstum auf SD/-Trp/X-a-Gal-Platten statt, hingegen sind auf SD/-Leu/X-a-Gal Kolonien
gewachsen, diese blieben aber weil. Dies bedeutet, dass auch im Fall der einzelnen Doméinen
keine Autoaktivierung stattfindet.

Zur Kontrolle, ob die Verpaarung der Hefezellen erfolgreich war, wurden die diploiden Stimme
auf SD/-Leu/-Trp-Platten ausgestrichen. Nur wenn die Hefezelle durch das Vorhandensein bei-
der Plasmide in der Lage ist, sowohl die Aminosdure Trytophan als auch Leuzin autotroph zu
produzieren, ist auf diesen Platten ein Wachstum moglich.

Es konnte gezeigt werden, dass die PDZ-Doméinen 2 bis 4 nicht mit dem C-Terminus des PTH1-
REZEPTOR interagieren. Die wenigen Kolonien, die auf den schwach stringenten Platten
(SD/-His/-Leu/-Trp) gewachsen sind, sind auf eine schwache His3p-Expression (= Hefe HIS3-
Protein) zuriick zu fithren. Das Problem hétte durch ein Einstellen der Selektionsplatten mit 3-
AT (3-Amino-1,2,4-Triazol) behoben werden konnen. 3-AT ist ein Inhibitor der His3p-
Expression und kann somit ein nicht erwiinschtes Hintergrundwachstum von Zellen, die keine
HIS3-Expression besitzen, verhindern [51]. Da die Zellen auch auf hoch stringenten Platten
(SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-a-Gal) getestet wurden, wurde in diesem Fall darauf verzichtet.

Es zeigte sich in diesem Hefetest eindeutig, dass nur die PDZ 1-Doméne von PDZK1 mit dem
C-Terminus des PTH1-REZEPTOR interagieren kann. Dieses wurde zum einen durch das starke
Wachstum, sowohl auf den schwachen, als auch auf den hoch stringenten Platten deutlich. Auf
der anderen Seite wurde zusétzlich auf ein drittes Reportergen getestet, welches zu einer starken
Blaufirbung der Kolonien fiihrte. Dies ist auf die Expression des Mell-Gens zuriick zu fiihren,
welches fiir a-Galaktosidase kodiert. Durch Umsetzung von X-a-Gal durch dieses Enzym farben

sich die Kolonien blau.

4.3.6 Ein 3D-Modell der PDZ1-Domine von PDZK1

Mit Hilfe eines automatisierten Protein-Modelling Servers, welchen die Firma Glaxo Welcome
Inc. im Internet zur Verfiigung stellt, kann mit Hilfe des Programms ProMod-II ein vergleichen-
des Proteinmodelling durchgefiihrt werden [88, 208]. Bei dem erstellten Modell handelt es sich
um ein Homologiemodell, welches durch den Vergleich der errechneten Sekundérstruktur des

Zielproteins mit der bekannten 3D-Struktur eines dhnlichen Proteins erstellt wurde.
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Die durch das Modelling erhaltenen Proteinstrukturen sind hoch spekulativ und ermdéglichen es
nur eine hypothetische 3D-Struktur des Proteins zu bekommen. Fiir genauere Aussagen ist eine
exakte Analyse z.B. mittels Rontgenstrukturanalyse unbedingt notwendig.

Eine Datenbankanfrage fiir ein 3D-Modell der PDZ1-Démane von PDZK1 lieferte ein Modell,
welches auf der PDZ1-Doméne von NHERF-1, einem ebenfalls mit dem PTHI1R-Rezeptor inter-
agierendes PDZ-Protein, basiert. Als zu analysierender Proteinabschnitt von PDZK1 wurden die
Aminosduren im Bereich von Aminosdure 9 bis 89 verwendet. Die in diesem Bereich des
PDZK1-Proteins ermittelte Sequenzhomologie mit der PDZ1-Domine von NHERF-1 liegt bei
53,6 %.

Das Modell der PDZ1-Domédne von NHERF-1, welches fiir das Protein-Modelling verwendet
wurde, basiert auf Rontgenstrukturanalysen von S. Karthikeyan und Kollegen [127].

NHERF1: PDZ1 '\ — Carboxyl- PDZK1: PDZ1 «— Carboxyl-
Bindungsloop ,  Bindungsloop

NH,
NH,

Abb. 4-36: 3D-Modell der PDZ1-Dominen von NHERF-1 und PDZKI1. Das Modell fiir die
PDZ1-Doméne von NHERF-1 ist der PDB-Datenbank entnommen (Zugriffsnr: /G90); Das Modell
fiir die PDZ1-Doméne von PDZK1 wurde mit Hilfe des Protein-Modelling-Servers (Swiss-Model:
http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html) und dem Programm ProMod-II erstellt.

aA und aB bezeichnen die beiden a-Helices (rof). Durch BA—BF sind die sechs Faltblattstringe ge-
kennzeichnet (blau).

Ein Vergleich beider Modelle zeigt sehr hohe strukturelle Ahnlichkeiten. Auffillig aber ist, dass
die PDZ1-Domine von PDZK1 einen, gegeniiber der PDZ1-Domine von NHERF-1, verkiirzten
[B-Faltblattstrang besitzt und somit einen verldngerten Carboxyl-Bindungsloop. Da dieser
Strang im Bereich der Bindungstasche fiir C-terminale Proteinabschnitte liegt, konnte dies even-
tuell bei der Auswahl der Bindungspartner eine Rolle spielen. Ein weiterer Unterschied besteht

in dem ebenfalls deutlich verkiirzten fC-Faltblattstrang.
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4.3.7 Analyse der molekularen Determinanten fiir die Bindung von PDZK1 an den

PTH1-Rezeptor

M3« auf. Nach dem in der

Der PTH1-Rezeptor weist am C-Terminus die Sequenz ,,ETV
Einleitung (siehe 1.6.3) beschriebenen Schema fiir die Einteilung der Erkennungsmotive von
PDZ-Proteinen, handelt es sich in diesem Fall um eine Erkennungssequenz der Klasse |
(,,S/T-X-0“-COOH; wobei X: beliebige Aminosdure; ®@: hydrophobe Aminoséure). In der Ar-
beit von M. J. Mahon und Kollegen [152] wird gezeigt, dass der PTHI1-Rezeptor {iber dieses
Erkennungsmotiv die PDZ-Proteine NHERF-1 und NHERF-2 bindet. Im Falle des Proteins
NHERF-2 wurde die zweite PDZ-Doméne als interagierende Domine beschrieben. Wie in Kapi-
tel 4.3.8 und 4.3.9 gezeigt wird, bindet PDZK1 an den C-Terminus des PTH1R. Dies legt die
Vermutung nahe, dass auch in diesem Fall eine Bindung an diesem Aminosduremotiv statt fin-
det.

Um zu iiberpriifen, ob die PDZ1-Doméne von PDZK1, welche als Interaktor mit dem PTHI1R
identifiziert wurde (siehe 4.3.5), die strukturellen Eigenschaften besitzt, die fiir eine Bindung von
Klasse I-Proteinen nétig sind, wurde ein Aminosdurevergleich mit der dritten PDZ-Doméne von
PSD-95 angestellt. PSD-95 (,,postsynaptic-density-protein®) ist eines der ersten beschriebenen
PDZ-Proteine. Dieses Protein wird im Gehirn exprimiert und ist dort fiir die Organisation ver-
schiedener Ionenkanile und Rezeptoren an der Membran verantwortlich [132, 137]. In einer Ar-
beit von D. A. Doyle und Kollegen [49] konnten die Aminosduren, welche die molekulare Basis
fiir eine Peptiderkennung durch PDZ-Proteine darstellen, mittels Rontgenstrukturanalyse aufge-
klart werden. Als bindendes Peptid wurde ein kurzer Peptidabschnitt mit der Aminosiureabfolge
,» Lhr-Lys-Asn-Tyr-Lys-Gln-Thr-Ser-Val“ verwendet.

Um diese molekularen Eigenschaften, welche fiir die dritte PDZ-Domine von PSD-95 beschrie-
ben wurden mit den PDZ-Dominen von PDZK 1, NHERF-1 und NHERF-2 zu vergleichen, ist in
Abbildung 4-37 eine Gegeniiberstellung dieser Doménen aufgezeigt. Die Proteine NHERF-1 und
NHERF-2 wurden deshalb in die Betrachtung mit einbezogen, da es sich hierbei ebenfalls um
PDZ Proteine handelt, deren Interaktion mit dem PTH1-Rezteptor beschrieben worden ist [152].
Man findet einige konservierte Aminosduren innerhalb der hier verglichenen PDZ-Doménen.
Dabei handelt es sich zum einen um Aminosduren die fiir die strukturellen Eigenschaften der
Doménen verantwortlich zu sein scheinen. So ist z. B. der Hauptteil der hydrophoben konser-
vierten Aminosduren an der Bildung der hydrophoben Kernstruktur beteiligt. Zum anderen zei-
gen einige der konservierten Glycinreste eine Beteiligung bei der Anordnung der Hauptkette des
Peptidabschnitts. Die Eigenschaften dieser konservierten Aminosduren legen die Vermutung

nahe, dass eine allgemeine strukturelle Ahnlichkeit innerhalb der Familie der PDZ-Proteine
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herrscht. Auf dieser Begebenheit basiert auch das in Kapitel 4.3.6 dargestellte 3D-Modell der
PDZ1-Doméne von PDZK1.
Weiterhin spielen einige dieser konservierten Aminosduren eine wichtige Rolle in der Funktiona-

litdt einer solchen Doméne (diese sind in der Abb. 4-37 griin hinterlegt) [49].

Carboxyl-
BA Bindungsloop BB BC oA BD BE
— - - s B g
PDZKl—PDZl_ —-—-—| RECKLS| KQEGONYG | FFLRI| EKDTEG |HLVR VV| EKCS|PAEKA|G-LQDG|DRVLRI|NG|VEl V 56
PDZK1-PDZ2 —-——| -LCYLV| KEG-GSYG |FSLKT| VQGKKG |VYMT DI|TPQG|VAMRA|G-VLAD|DHLIEV|NG|EN| V 54
PDZKI—PDZ37 ——-—| RIVEMK| KGS-NGYG |FYLRA| GSEQKG |QIIK DI|DSGS|PAEEA|G-LKNN|DLVVAV|NG|ES| V 55
PDZKI—PDZ47 —-—| KLCRLA| KGE-NGYG |FHLNA| IRGLPG |SFIK EV| QKGG|PADLA|G-LEDE|DVIIEV|NG|VNl V 55
NHERFI—PDZl_ —-—-—| RLCCLE| KGP-NGYG | FHLHG| EKGKLG |QYIR LV|EPGS|PAEKA|G-LLAG|DRLVEV|NG|EN| V 55
NHERF1-PDZ2__ ———| RLCTMK| KGP-SGYG | FNLHS| DKSKPG |QFIR SV| DPDS|PAEAS|G-LRAQ|DRIVEV|NG|VCl M 55
NHERFZ—PDZli ——-—| RLCHLR| KGP-QGYG | FNLHS| DKSRPG |QYIR SV| DPGS|PAARS|G-LRAQ|DRLIEV|NG|QONl V 55
NHERFZ—PDZZi —--—| RLCRLV| RGE-QGYG | FHLHG| EKGRRG |QFIR RV|EPGS|PAEAA|A-LRAG|DRLVEV|NG|VN| V 55
PSD—95—PDZ3_ REP| RRIVIH| RGS-TGLG|FNIVG| GEDGEG [IFIS FI| LAGG|PADLS|GELRKG|DQILSV|NG|VDl L 59
. . . * | * 3 * . . * . * .. . * % .
oB BF
— T —— —
PDZK1-PDZ1 DKEE [ HMQVVDLV R|KS GN|SVTLLVL|---- 80
PDZKI—PDZ27 EDAS |HEEVVEKV K|KS GS|RVMFLLV|DKET 82
PDZKl—PDZ37 ETLD|HDSVVEMI R|KG GD|QTSLLVV|DK-- 81
PDZKI—PDZ4_ LDEP|YEKVVDRI Q|SS GK|NVTLLVC|G--- 80
NHERF1-PDZ1 EKET|HQQVVSRI R|AA LN|AVRLLVV|---- 79
NHERFI—PDZZi EGKQ|HGDVVSAI R|AG GD|ETKLLVV|DR-- 81
NHERFZ—PDZli EGET|HHQVVQRI K|AV EG|QTRLLVV|---- 79
NHERFZ—PDZZi EGLR|HAEVVASI K|AR ED|EARLLVV|DP-- 81
PSD—95—PDZ3_ RNAS |HEQAAIAL K|NA GQ|TVTIIAQ|YK-- 85

Abb. 4-37: Vergleich der einzelnen PDZ-Doménen von ausgewéihlten PDZ-Proteinen. Die Se-
kundérstrukturelemente sind als Pfeile dargestellt (blau: B-Faltblattstrange; rot: a-Helices). Die Li-
nien (schwarz) stellen die verbindenden Schleifen dar. Aminosduren der PDZ3-Doméne von PSD95
und deren vermutliche Gegenstiicke der PDZ-Doménen von NHERF1, NHERF-2 und PDZK1, wel-
che im Fall von PSD-95 als interagierende Aminosduren mit dem Peptid identifiziert wurden, sind
griin hinterlegt. Folgende Peptidabschnitte wurden verwendet: PDZK1-PDZ 1 (AS 8-87), PDZK1-
PDZ 2 (AS 135-216), PDZK1-PDZ 3 (AS 242-322), PDZK1-PDZ 4 (AS 377-456), NHERF1-PDZ 1
(AS 14-91), NHERF1-PDZ 2 (AS 154-231), NHERF2-PDZ 1 (AS 11-88), NHERF2-PDZ 2 (AS
151-228), PSD-95-PDZ 3 (AS 309-393);

Im folgenden soll nun gezeigt werden, in wie weit eine Ubereinstimmung beziiglich der relevan-
ten Aminosduren fiir die Funktionalitit innerhalb der verschiedenen PDZ-Doménen von PDZK1,
NHERF-1 und NHERF-2 mit der dritten PDZ-Doméne von PSD-95 vorhanden ist.

Fiir PSD-95 wurde gezeigt, dass die Bindung des C-terminalen Teils des gebundenen Peptids in
einer Bindungstasche an der Oberfldche der Doménen stattfindet, wobei die C-terminale Amino-
sdure in einer vorstehenden Einhdhlung zu liegen kommt. Dabei wird die Bindungstasche von
drei Strukturelementen gebildet: der Carboxyl-Bindungsloop, dem BB-Faltblatt und der oB-
Helix.
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Die kurz auf das BA-Faltblatt folgende Aminosaure ist im Fall von PSD-95 ein Arginin (K). Die-
se Aminosdure bindet iiber ein hoch konserviertes Wasserstoffmolekiil an die C-terminale Ami-
nosdure Valin (Position Py). An dieser Stelle findet sich bei der an den PTH1-Rezeptor binden-
den PDZI1-Domine von PDZK1 ein Lysin (K) und ebenso bei allen weiteren Doménen von
NHERF-1 und NHERF-2. Arginin und Lysin sind sehr nahe verwandte Aminosduren und unter-
scheiden sich nur in einer zusétzlichen Aminogruppe der Arginin-Seitenkette. AuBerdem zeigen
noch viele weitere PDZ-Doménen, welche Klasse I-Peptide binden, an dieser Position ein Lysin.
Daraus folgernd scheinen sowohl Lysin, als auch Arginin an dieser Position zur Funktionalitét
beizutragen.

In Teilen des Carboxyl-Bindungsloops und z. T. in das fB-Faltblatt hineinragend findet sich das
»GLGF“-Motiv, welches unter anderem fiir diese Proteinfamilie namensgebend ist. Bei der
PDZ 1-Doméne von PDZKI1 findet sich an dieser Stelle die Aminosdureabfolge ,,NYGF*“. Fiir
PSD-95 wird gezeigt, dass vor allem jeweils iiber die Stickstoffatome der Hauptkette von Leuzin
(L), dem zweiten Glycin (G) und dem darauf folgenden Phenylalanin (F) eine
Wasserstoffbriickenbindung zum Valin (Position Py) des gebundenen Peptids vorhanden ist. Da
sich aber auch in allen Domédnen der NHERF-Familie an Stelle des Leuzins ein Tyrosin (Y)
findet und die PDZ-2 Domiéne von NHERF-2 an den PTH1-Rezeptor bindet, scheint auch ein
Tyrosin an dieser Position toleriert zu werden und ebenfalls fiir eine Wasserstoffbriickenbindung
zur Verfligung zu stehen.

Ebenso wie die Stabilisierung der C-terminalen Aminosédure (Position Py) des gebundenen Pep-
tids durch verschiedene Wasserstoftbriickenbindungen wichtig ist, scheint die Ausbildung von
Wasserstoftbriickenbindungen zwischen der Aminosdure an Position P, und dem Histidin (H,
aB-Helix) von Bedeutung zu sein. Wie in obiger Abbildung dargestellt, zeigt das Histidin der
aB-Helix einen sehr hohen Konservierungsgrad, was auf eine entscheidende Rolle bei der Bin-
dung des Peptids hinweist.

Nicht alle Aminosduren, die bei der Bindung von PSD-95 an sein Peptid von Bedeutung sind,
findet man bei den involvierten PDZ-Dominen fiir die Bindung an den PTH1-Rezeptor. Trotz-
dem sind kritische Aminoséuren meist gleich oder zumindest strukturell verwandt. Unterschiede
an manchen Aminosdurepositionen kdnnten wiederum einen Hinweis auf selektive Bindungsei-

genschaften geben.



Ergebnisse 139

4.3.8 Koimmunprizipitation von PDZK1 und dem PTH1-Rezeptor

Das durch einen ,,Yeast-two-Hybrid-Screen® identifizierte PDZK 1-Protein soll im weiteren Ver-
lauf als direkter Interaktionspartner des PTHI-Rezeptors durch ein Koimmunprézipitations-
Experiment bestitigt werden. Die Methode der Koimmunprézipitation beruht auf der Bindung
zweier in vitro translatierter Proteine, welche als Fusionsproteine mit verschiedenen
Proteinanteilen (Himagluttinin-Tag oder c-Myc-Tag) exprimiert werden. Durch den Protein-Tag
kann mit dem entsprechenden Antikorper der Protein-Protein-Komplex aus der Losung
prazipitiert werden. Die Herstellung von Fusionsproteinen mit einem Tag-Anteil war nétig, da
fiir die beiden hier untersuchten Proteine zu diesem Zeitpunkt kein spezifischer Antikorper
vorhanden war. Zum spdteren Nachweis auf einem Polyacrylamidgel, wurden diese Proteine

durch den Einbau von [S**]-Methionin radioaktiv markiert.

4.3.8.1 Konstruktion der Plasmide fiir die Koimmunprdzipitation

Das fiir den Hefe-Screen verwendete “Kdderplasmid” pGBKT7-(CTERM) wurde auch fiir die
Koimmunprézipitation verwendet. Der Vektor pGBKT7 ist so konzipiert, dass an den
N-Terminus der klonierten DNA, sowohl die GAL4-Bindungsdoméne, welche fiir den Hefe-
Screen bendtigt wird, als auch ein c-myc-Tag angehingt wird. Dieser erlaubt es dieses Protein
fiir die Prézipitation mit einem Antikdrper gegen diesen Proteinanteil zu verwenden.

Die PDZKI1-DNA wurde mittels RT-PCR und dem Primerpaar Nr. 27 und Nr. 28 (siehe 2.9.1)
aus einer gesamt-RNA-Préparation der Niere amplifiziert. Durch die Primer wurde zusétzlich
eine Sfil-Schnittstelle eingefiigt, um die DNA im folgenden {iber diese Schnittstellen in den Vek-
tor pPGADT?7 zu klonieren. Dieser Vektor enthélt sowohl die GAL4-Aktivierungsdomine fiir den

Hefe-Screen, als auch einen HA-Tag fiir die Immunpréazipitation.

4.3.8.2 In vitro Translation und Koimmunprdzipitation von PDZKI mit dem C-Terminus des

PTH]I-Rezeptors

Die beiden Proteine (PDZK1 und CTERM) wurden mit Hilfe des ,,TNT®coupled Retikulocyte-
Lysat“-Systems von Promega in vitro transkribiert und translatiert. Die Synthese erfolgte unter
Zugabe von [S*’]-Methionin. Nach erfolgreicher Herstellung der Proteine wurden diese iiber
Nacht bei 4 °C miteinander inkubiert. Nach Zugabe von jeweils einem der beiden Antikorper
(HA-Antikorper oder c-Myc-Antikorper), einer weiteren Inkubation fiir 2 h und dem anschlie-
Benden Ausfillen des Protein-Protein-Antikdrper-Komplexes mit Protein A-Kiigelchen, erfolgte
der Nachweis auf einem Polyacrylamidgel.

Das Ergebnis ist in Abbildung 4-38 dargestellt.
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Abb. 4-38: Koimmunprizipitation von PDZK1 mit dem C-Terminus des PTH1-Rezeptors. Die
Koimmunprézipitation erfolgte mit in vitro translatierten Proteinen von PDZK1 und dem
C-Terminus des PTH1-Rezeptors (CTERM). In Spur 1 ist als Orientierung zur Groenbestimmung
ein Gewichtsstandard aufgetragen. Spur 2 und 3 sind die positiven Kontrollen der beiden verschie-
denen Ansétze. Spur 4 und 5 stellen das eigentliche Koimmunpréazipitations-Experiment dar. In Spur
4 wurde der c-Myc-Antikorper verwendet, in Spur 5 der HA-Antikorper. Spur 6 und 7 sind die da-
zugehorigen Negativkontrollen.

Zur Kontrolle der Prazipitation durch den entsprechenden Antikdrper wurde sowohl der
C-Terminus (CTERM) alleine mit dem c-Myc-Antikorper, als auch das PDZK1-Protein mit dem
HA-Antikorper aus der Losung gefillt. Bei beiden Proteinen kann auf Hohe der erwarteten Pro-
teingrofBe von ca. 20 kDa fiir den C-Terminus (CTERM) und 65 kDa fiir PDZK1 eine Bande
detektiert werden. Die Bande fiir den C-Terminus zeigt nach der Auftrennung auf dem SDS-
Polyacrylamidgel ein etwas hoheres Molekulargewicht, als dies rein rechnerisch ermittelt wurde
(http://bioinformatics.org/sms/). Auf Grund der dreidimensionalen Struktur des Proteins ist die-
ses Phianomen jedoch nicht ungewdhnlich. Die Negativkontrollen, bei denen das jeweilige Prote-
in mit dem entgegengesetzten Antikorper inkubiert wurde, ist zumindest bei PDZK1 und dem
c-Myc Antikdrper komplett negativ. Bei der Inkubation des CTERM mit dem HA-Antikorper ist
eine schwache Bande zu erkennen, was bedeuten kann, dass dieser Antikdrper zwar schwach,
aber unspezifisch an den C-Terminus bindet.

Eine Koimmunprézipitation von PDZK1 mit dem C-Terminus in Kombination mit dem c-Myc-
Antikorper erwies sich als erfolglos. Allerdings zeigt sich bei der Kombination des C-Terminus

mit PDZK1 und dem HA-Antikorper eine deutliche Bande auf Hohe des CTERM-Proteins. Dies
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bedeutet, dass es moglich ist den C-Terminus des PTH1-Rezeptors mit dem PDZK1-Protein aus
der Losung zu fillen. Zwar erscheint auch bei der Negativkontrolle diese Bande, diese ist aber
im Gegensatz zu der hier auftauchenden Bande wesentlich schwécher. Dies gibt einen ersten
Hinweis darauf, dass auch auflerhalb des Hefesystems diese beiden Proteine miteinander inter-

agieren.

4.3.9 GST-Pull-down von PDZK1 mit dem C-Terminus des PTH1-Rezeptors

Da die Koimmunprézipitation nur einen ersten Hinweis auf die Interaktion des PTH1-Rezeptors
mit PDZK1 geben konnte, sollte dieser Befund durch einen GST-pull-down bestitigt werden.
Hierzu wird ein Protein welches als ,,Kdder* dienen soll, mit einem GST-Tag (Glutathion-S-
Transferase) verbunden. Dieses Fusionsprotein kann nun an Glutathion-Sepharose (immobilisier-
tes Glutathion) binden. Diese mit dem Kdoder-Protein ummantelte Sepharose wird anschlieSend
mit Zelllysat oder verschiedenen Proteinpriparationen inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen
der Sepharose und anschliefendem Versetzen der Sepharose mit ,,SDS-Loading*-Puffer konnen

die Proben mittels Western Blot analysiert werden.

4.3.9.1 Klonierung des C-Terminus des PTHI-Rezeptors in einen GST-Expressionsvektor

Um den C-Terminus des PTHI1-Rezeptors mit einem GST-Anteil zu fusionieren, wurde die
cDNA des C-Terminus, welche zu einem fritheren Zeitpunkt in den Hefevektor pGBKT7 klo-
niert wurde, mit den Restriktionsenzyme Sall und EcoRI herausgeschnitten und in den GST-
Expressionsvektor pGEX-5X-1 umkloniert. Zur Kontrolle wurde der Vektor sequenziert. Die
einklonierte DNA befand sich im Leseraster mit dem GST-Anteil.

Dieser Vektor wurde in BL21-Codon+-Bakterienzellen transformiert. Diese Zellen exprimieren
einen spezifischen Prokaryonten tRNA-Pool und sind so fiir die Expression von prokaryonti-

schen Proteinen sehr gut geeignet.

4.3.9.2 Induktion von GST-Fusionsprotein
Die Bakterien welche mit dem pGEX-5X-1 Vektor oder dem pGEX-5X-1-(CTERM) transfor-

miert wurden, wurden in einer 1 1-Kultur hochgezogen und anschlieend bei einer ODgyy von
0,4 - 0,6 mit IM IPTG induziert. Durch IPTG wird das lacI?-Genprodukt, welches als Repressor

dient inaktiviert und es kommt zu einer verstarkten Expression des einklonierten Gens.

In Abb. 4-39 ist der Verlauf der Induktion dargestellt.
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Abb. 4-39: Verlauf der Induktion von GST-Protein und GST-CTERM-Protein. Die Induktion
erfolgte mit 1 M IPTG fiir 5 h. Es wurde vor der Induktion und nach jeder weiteren Stunde 1 ml
Bakteriensuspension abgenommen, abzentrifugiert und mit 20 pl SDS-Load vesetzt. Dieses diente
zur Verlaufskontrolle der Induktion.

A: Verlauf der Induktion von GST,;

B: Verlauf der Induktion von GST-CTERM; Zur GréBenbestimmung ist in der linken Spur ein Pro-
teinstandard (BenchMark prestained Proteinstandard, Bio-Rad) aufgetragen.

Wie hier deutlich zu erkennen ist, nahm die Menge an gewiinschtem Protein im Verlauf von flinf
Stunden deutlich zu. Eine Expression vor der Induktion mit 1M IPTG ist kaum oder gar nicht zu
erkennen. Die Proteingréfen fiir GST mit ca. 30 kDa und fir GST-CTERM mit ca. 45 kDa
stimmen gut mit den erwarteten Grofen iiberein.

Nach Beenden der Induktion wurden das GST-Protein und das Fusionsprotein GST-CTERM
gereinigt und an Glutathion-Sepharose gebunden. Diese ummantelte Sepharose wurde fiir den

GST-pull-down eingesetzt.

4.3.9.3 GST Pull-down von PDZK1
Wie in Kapitel 4.3.10 anhand einer RT-PCR gezeigt wird, wird PDZK1 auch in 293E+-Zellen

exprimiert. Allerdings konnte im Western Blot, dieses Protein nur schwach oder gar nicht nach-
gewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis konnte zum einen an der geringen
exprimierten Menge und zum anderen an der schlechten Qualitdt des Antikdrpers liegen. Aus
diesem Grund wurden HEK 293 E+ Zellen mit dem Expressionsvektor pCMV-(PDZK1) tran-
sient transfeziert, um eine ausreichende Menge an PDZK1-Protein fiir den GST-Pull-down in
den Zellen vorliegen zu haben. Zum Einsatz kamen sowohl Proteinextrakte aus nicht transfezier-
ten HEK 293 E+-Zellen, als auch mit PDZK1 transient transfezierte Zellen.

Fiir das Pull-down Experiment wurden sowohl 200 pg Gesamtproteinextrakt von nativen HEK-
Zellen als auch von transient mit PDZK1 transfezierten HEK-Zellen mit GST-Sepharose oder
mit GST-CTERM-Sepharose iliber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach sehr griindlichem Waschen
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mit PBS wurde die Sepharose in SDS-Loading Puffer aufgenommen und auf einem Acrylamid-
gel, mit anschlieBendem Western Blot, analysiert. Zur Kontrolle wurden Gesamtproteinextrakte

aus den Zellpréparationen mit auf das Acrylamidgel aufgetragen.
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Abb. 4-40: GST-Pull-down von PDZK1 mit dem C-Terminus des PTH1-Rezeptors. Fiir den
Western Blot wurde ein spezifischer Antikorper gegen PDZK1 (aus Hithnchen (chicken)) in einer
Verdiinnung von 1:25 eingesetzt. Der Nachweis erfolgte mit einem an Meerrettichperoxidase-
gekoppelten chicken-IgG-Sekundarantikorper (Verdiinnung 1:1000) und anschlieBender Luminol-
reaktion. 1: Gesamtproteinextrakt aus transient transfezierten HEK 293 E+-Zellen (20 ng)

2: Gesamtproteinextrakt aus untransfezierten HEK 293 E+-Zellen (20 pg) 3: GST-Sepharose mit
H,O inkubiert 4: GST-Sepharose mit Gesamtproteinextrakt (200 pg) aus untransfezierten
HEK 293 E+-Zellen 5: GST-Sepharose mit Gesamtproteinextrakt (200 pg) aus transient transfezier-
ten HEK 293 E+-Zellen 6: GST-CTERM-Sepharose mit H,O inkubiert 7: CTERM-Sepharose mit
Gesamtproteinextrakt (200 pg) aus untransfezierten HEK 293 E+-Zellen 8: CTERM-Sepharose mit
Gesamtproteinextrakt (200 pg) aus transient transfezierten HEK 293 E+-Zellen; Zur Kontrolle der
Proteingrof8en wurde auf der linken Seite ein Proteinstandard (BenchMark prestained Proteinstan-
dard, BioRad) aufgetragen.

Wie aus Abbildung 4-40 ersichtlich, kann PDZK1 in transient transfezierten Zellen nachgewie-
sen werden (Spur 1). Die erwartete Proteingrof8e von 63 kDa fiir PDZK1 stimmte mit der hier
erscheinenden Bande gut iiberein. In untransfezierten HEK-Zellen konnte keine Bande detektiert
werden, da die Expression in diesem Falle unter der Nachweisgrenze lag (Spur2).

Eine unspezifische Bindung von PDZK1 sowohl an Glutathion-Sepharose, als auch an GST-
Protein kann ausgeschlossen werden, da weder bei der Inkubation von GST-Sepharose
mit Proteinextrakt aus transfezierten noch aus unstransfezierten Zellen eine Bande detektiert
werden konnte (Spur 4 und 5).

Eindeutig ist, dass mit dem C-Terminus des PTH1-Rezeptors PDZK1 aus dem Gesamtproteinex-
trakt von transient transfezierten Zellen herausgefiltert werden kann. Dies zeigte sich in einer
klar definierten Bande in Spur 8. Dies bedeutet, dass das Ergebnis der Koimmunprézipitaion
durch einen GST-Pull-down bestétigt werden konnte. PDZK 1 bindet in vitro an den C-Terminus

des PTH1-Rezeptors.
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4.3.10 Expression von verschiedenen PDZ-Proteinen und MAP17 in diversen Zelllinien

4.3.10.1 Expression von PDZK1 in verschieden Zelllinien

Um einen Uberblick iiber das Vorhandensein von PDZK1-mRNA in verschiedenen Zelllinien zu
bekommen, wurden verschiedenen RNA-Priparationen aus unterschiedlichen Zellen mittels
RT-PCR und PDZKI1 spezifischen Primern auf ein eventuelles Vorhandensein von PDZKI1-
spezifischer mRNA untersucht.

Das Gen fiir PDZKI ist aus 8 Exons und 7 Introns aufgebaut. Dies wurde mit Hilfe der NCBI-
Datenbank ermittelt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/).

Die Primer wurden so konzipiert, dass diese in jeweils zwei unterschiedlichen Exons des
PDZK1-Gens zu liegen kamen. In diesem Fall lag der 5'-Primer (siche 2.9.1, Nr. 34 ) in Exon 1
und der 3 -Primer Primer (siche 2.9.1, Nr.35 ) in Exon 2. So konnte ausgeschlossen werden, dass
es sich bei der detektierten Bande um eine Amplifikation von genomischer DNA handelte.
Durch eine Amplifikation von DNA wiirde es zu einer 2 kb gro3en Bande kommen, da die Pri-
mer in diesem Fall eine Intronstruktur von ca. 1,7 kb {iberspannen und diese ebenso amplifiziert
wiirde. Findet aber eine Amplifizierung der mRNA statt, so erscheint im Fall der PDZK1-mRNA
eine 300 bp groB3e Bande.

Mittels der Trizol-Methode (siehe 3.2.17) wurde die RNA aus den verschiedenen Zellen gewon-
nen. Diese RNA diente als Vorlage fiir eine RT-PCR. Um eine semi-quantitative Aussage iiber
die Menge der vorhandenen mRNA machen zu konnen, wurde die RT-PCR mit unterschiedli-
cher Zyklenzahl durchgefiihrt. In diesem Fall wurde eine Zyklenanzahl zwischen 30 Zyklen und
40 Zyklen gewihlt.

In Abb. 4-41 ist eine Zusammenfassung der verschiedenen RT-PCRs dargestellt.
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Abb. 4-41: RT-PCR mit RNA aus verschiedenen Zellen unter Verwendung PDZKI-
spezifischer Primer. Pro Ansatz wurde 1 pg gesamt-RNA eingesetzt. Die Zyklenzahl wurde zwi-
schen 30 und 40 gewahlt. Eine Beschreibung der Zelllinien findet sich in Kapitel 2.12. Zur Groflen-
bestimmung wurde 10 ul eines 1 kb-Markers (Stratagene) aufgetragen.

Aus dem Gesamtansatz der RT-PCR bestehend aus 50 pl, wurden 10 pl mit Puffer versetzt und
auf einem 1 %-igen Agarosegel analysiert. Als Kontrolle, zum Ausschluss von falsch positiven
Ergebnissen, wurde ein Ansatz pro RT-PCR ohne RNA pipettiert. Wie aus Abbildung 4-41 Bild

I ersichtlich, war keine Kontamination der Losungen und Primer zu beobachten.
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In OK-Zellen (Bild D), in MDCK-Zellen (Bild E), sowie in den aus diesen Zellen entstandenen
Subklonen MDCK-C7 (Bild G) und MDCK-C11 (Bild F), war keine PDZK1-spezifische RNA
nachweisbar.

Da es sich bei OK-Zellen um Nierenzellen von Didelphis marsupialis virginiana (nordafrikani-
sches Opossum) und bei MDCK-Zellen um Nierenzellen von Canis familiaris (Cockerspaniel)
handelt, besteht die Moglichkeit, dass die Primer, welche fiir die humane Sequenz konzipiert
wurden, hier nicht spezifisch sind und somit keinen Nachweis ermoglichen. Fiir beide Spezies
wurde PDZK1 bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht kloniert. Deswegen ist ein Sequenzver-
gleich der Primer mit der PDZK1-DNA dieser Spezies nicht moglich.

Bei der Zelllinie ROS 17 /2.8 handelt es sich um eine Osteosarkomlinie von Rattus norvegicus.
In Zyklus 40 war eine schwache Bande zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass PDZK1-RNA
in dieser Linie exprimiert wird. Das humane Primer-Paar scheint in diesem Fall auch fiir die Rat-
te eine gewisse Spezifitit zu besitzen. Vergleicht man die Sequenzen der verwendeten Primer, so
findet sich mit dem humanen 5’-Primer eine 56 %ige Identitdt mit der Rattensequenz. Beim
3"-Primer sind es 75 % Identitdt im Vergleich der Rattensequenz zur humanen PDZK1-Sequenz.
Die humanen Linien SaoS-2 (Osteosarkom-Linie) und HEK 293 E+ (humane embryonale Nie-
renzellen) zeigten eine gute Expression der PDZK1-mRNA. Dies gibt einen guten Hinweis dar-
auf, dass PDZK1 auch als Protein in diesen Linien vorkommt.

Die groBite Menge an PDZK1-mRNA war in COS7-Zellen nachzuweisen. Hier wurde schon bei
der niedrigsten Zyklenzahl von 30 eine klare Bande erkennbar. Bei COS7-Zellen handelt es sich
um Nierenzellen von Cercopithecus aethiops (Malawi-Meerkatze). Die Primer sind anscheinend
auch in diesem Falle kompatibel. Ein kldrender Sequenzvergleich ist aber mangels fehlender

Sequenzinformation auch hier nicht moglich.

4.3.10.2 Expression von MAP17, NHERF-1 und NHERF-2 in verschiedenen Zelllinien
NHERF-1 und NHERF-2 sind ebenfalls PDZ-Proteine, die durch einen Hefe-Interaktionstest

identifiziert wurden und mit dem PTHI-Rezeptor interagieren. In PS120-Zellen iibernimmt
NHERF-2 eine Regulatorfunktion in der Signaltransduktion [152]. Auf Grund der wichtigen
Rolle von NHERF-Proteinen in der Signaltransduktion des PTHI1-Rezeptors, wurde das Vor-
kommen der RNA von NHERF-1 und NHERF-2 in verschiedenen Zelllinien untersucht (Tabelle
4-11).

MAP17 (membrane-associated protein of 17 kDa) ist ein membranstindiges Protein mit einem
Molekulargewicht von 17 kDa. Fiir eine Translokation von PDZK1 an die Zellmembran ist die-
ses Protein unbedingt notwendig [79]. PDZK1 kann {iber die PDZ4-Doméne an MAP17 binden.
Da fiir weitere Untersuchungen der Interaktion des PTH1-Rezeptors mit PDZK1 das Vorhanden-
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sein von MAP17 essentiell ist, wurde auch die Expression von MAP17-RNA in den unterschied-
lichen, zur Verfiigung stehenden Zelllinien, untersucht.

Fiir alle hier untersuchten RNAs wurde bei der Konzeption der Primer ebenfalls darauf geachtet,
dass ein Exon-Intron-Bereich iiberspannt wurde, um die Amplifikation von genomischer DNA
auszuschlielen. Fiir den Nachweis von NHERF-1 wurden die Primer Nr. 43 und Nr. 44, fir
NHERF-2 Primer Nr. 45 und Nr. 46 und fiir MAP17 Primer Nr. 51 und Nr. 52 verwendet (siche
2.9.1).

Zellen human NHERF-1 NHERF-2 MAP17 PDZK1
ROS 17/2.8 - + + %) %)
COS-7 - +++ (%) %) +++
HEK 293 E+ + +++ +++ %) +
MDCK - e + ++

MDCK-C7 - +++ + ++ %)
MDCK-C11 - +++ + ++ %)
SaoS-2 + +++ -+ %) ++
OK - 0 + 0] %)
HT-29 + +H+ +++ +++ ++

Tab. 4-11: Zusammenfassung der verschiedenen RT-PCRs mit RNA aus verschiedenen Zellen
und Verwendung spezifischer Primer fiir NHERF-1, NHERF-2 und MAP17. Pro Ansatz wurde
1 pg gesamt-RNA fiir die RT-PCR eingesetzt. Die Zyklenzahl fiir die RT-PCR wurde zwischen 30
und 40 gewihlt. Anhand des Auftauchens einer Bande wihrend einer bestimmten Zyklenanzahl und
deren Intensitdt wurde die Expressionsstérke in verschiedene Kategorien eingeteilt.

@: keine Bande sichtbar

+: zwischen Zyklus 38 - 40 auftauchen einer Bande

++: zwischen Zyklus 34 - 36 auftauchen einer Bande

+++: bei Zyklenanzahl von 30 intensive Bande erkennbar

Eine Beschreibung der Zelllinien findet sich in Kapitel 2.12. In der Spalte ,,human® ist angegeben,
ob die dargestellte Zelllinie humanen Ursprungs ist.

NHERF-1 RNA konnte in den meisten Zelllinien detektiert werden. Bei der schwachen Expres-
sion in ROS 17/2.8 Zellen ist zu bedenken, dass es sich hier um spezifische Primer fiir die huma-
ne Sequenz handelt, ROS 17/2.8-Zellen aber aus der Ratte stammen. NHERF-1 wurde fiir Rattus
norvegicus noch nicht kloniert, aber fiir die nahe verwandte Spezies Mus musculus. Bei einem
Sequenzvergleich der Maussequenz mit der humanen NHERF-1 Sequenz finden sich im Bereich
des 5’-Primers vier Fehler, bei einer Gesamtlinge des Oligonukleotids von 30 bp. Fiir den

3’-Primer konnen drei Fehler bei einer Gesamtlinge von 35 bp bestimmt werden. Da davon aus-
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zugehen ist, dass sich die Sequenz von Maus und Ratte sehr dhnlich sind, ist mit einer guten U-
bereinstimmung des humanen Primer auch fiir die Sequenz der Ratte zu rechnen.

Fiir NHERF-1 ist der Nachweis in OK-Zellen negativ. Allerdings muss hierbei beriicksichtigt
werden, dass die verwendeten humanen Primer eventuell nicht kompatibel sind. In diesem Fall
kann also nicht ausgeschlossen werden, dass NHERF-1 nicht doch expremiert wird. In MDCK-
Zellen war eine starke Bande schon bei einer Zyklenzahl von 30 zu erkennen. Die konnte bedeu-
ten, dass die Primer eine gute Homologie zu der Sequenz von NHERF-1 von Canis familiaris
besitzen. Die schwichere Expression von NHERF-2 RNA in MDCK-Zellen, kann sowohl auf
eine geringere Expression, aber auch auf eine nicht sehr gute Spezifitdt der Primer hindeuten.
NHERF-2 RNA war in HEK-293 E+ Zellen, in SaoS 2-Zellen und in HT-29-Zellen sehr gut
nachweisbar. Die schwache Expression in ROS17/2.8 Zellen und in COS-7 Zellen konnte wie-
derum ein Problem der Spezifitit sein.

Fiir MAP17 gilt eindeutig, dass in HEK 293E+-Zellen und in der humanen Zelllinie SaoS-2 kei-
ne RNA nachweisbar war. Hingegen fand sich in der humanen Kolonkarzinom-Zelllinie HT-29
eine sehr gute Expression. Auch in den Nierenzellen von Canis familiaris konnte die RNA von
MAP17 in ausreichender Menge nachgewiesen werden. Fiir alle anderen untersuchten Zelllinien
gilt, dass keine MAP17 RNA nachweisbar war. Allerdings muss auch in diesen Féllen die
Spezifitit der Primer berticksichtigt werden.

Fiir die meisten untersuchten Zelllinien konnte die Sequenziibereinstimmung der Primer nicht
iiberpriift werden, da die untersuchten Proteine (NHERF-1, NHERF-2 und MAP17) fiir die un-
terschiedlichen Spezies (Rattus norvegicus, Cercopithecus aethiops, Canis familiaris und Di-
delphis marsupialis virginiana) noch nicht kloniert wurden. Eine Ausnahme hiervon bildet die
Sequenz von MAP17 von Rattus norvegicus. Ein Vergleich der Primer ergibt hier den Befund,
das sich im 5’-Primer mit einer Gesamtlinge von 27 bp sechs Fehler in der Ubereinstimmung
finden und fiir den 3’-Primer mit einer Gesamtldnge von 26 bp vier Fehler. Das Ausmal3 der
nicht iibereinstimmenden Basen ist auf die Lénge des Primers betrachtet vernachlissigbar, so

dass der negative Befund in ROS17/2.8 Zellen als korrekt zu bewerten ist.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden wichtige neue Erkenntnisse {iber die PTH-Rezeptorfamilie
gewonnen. Ziel dieser Arbeit war es, die Aktivierung der ,,second-messenger Wege, insbeson-
dere den Mechanismus der Ankopplung an G-Proteine ndher aufzuklidren und dariiber hinaus
eventuell einen allgemeinen Kenntnisgewinn fiir die Klasse II der G-Protein gekoppelten Rezep-
toren zu erzielen. Der Einsatz verschiedener, sich ergédnzender Strategien untergliedert die Arbeit
in drei Teilbereiche. Im ersten Teil der Arbeit wurde die Frage untersucht welchen Einfluss ver-
schieden Aminosduren der siebten Transmembrandoméne des PTH1-Rezeptors auf die Signal-
wege besitzen. Der zweite Teil der Arbeit beschéftigte sich mit PTH1 / PTH2-Rezeptorhybriden,
die zunichst hinsichtlich der zwei wichtigsten ,,second messenger*“-Wege untersucht wurden. Im
weiteren Verlauf wurde zusitzlich die Aktivierung weiterer Signalereignisse nach Stimulation
der verschiedenen Rezeptorhybride untersucht. Der letzte Teil dieser Arbeit widmete sich der
Identifizierung neuer Interaktionspartner der PTH1-Rezeptors. Hierfiir kam die Methode des

,» Y east-two-Hybrid*“-Systems zum Einsatz.

5.1 Der Einfluss von hoch konservierten Aminosiuren der siebten Trans-
membrandomiéine auf den PKA- und PKC-Signalweg

Ein Vergleich von verschiedenen Rezeptoren der Klasse II (siehe 4.1.1, Abbildung 4-1) zeigt,
dass das ,,YCFXN“-Motiv der siebten Transmembrandomine (TM?7) eine besonders hoch kon-
servierte Aminosdureabfolge dieser Rezeptorklasse darstellt. Dieser hoch konservierte Bereich
wurde durch Mutagenesestudien auf die Bedeutung dieser Region, fiir die Ankopplung an die
zwei wichtigsten Signalwege, tiberpriift. Beim PTH1-Rezeptor des Opossums konnten in diesem
Bereich vier verschiedene Punktmutationen erzeugt werden (Y453A, C454A, FA55A, N457A).
Zusitzlich gelang die Konstruktion einer Deletionsmutante, die diesen Bereich umfasst
(Del 453-457). Eine weitere Rezeptormutante wurde durch die Kombination von zwei Punktmu-
tationen erstellt (Y453A/N457A). Da ein Zusammenhang zwischen polaren Aminosiduren der
Transmembrandominen und der Rezeptorfunktion beschrieben wird [70], wurde eine Kombina-
tion dieser beiden Aminoséuren gewahlt, da es sich hierbei um die beiden einzigen polaren Ami-
nosauren des ,,Y CFXN“-Motivs handelt.

In allen Féllen wurde ein Austausch gegen die Aminosdure Alanin vorgenommen, welche eine
strukturell kleine, apolare und hydrophobe Aminosdure (Seitenkette —CH3) darstellt. Bei einem
Austausch gegen z. B. Phenylalanin oder Prolin wiirde es eventuell durch die bei diesen Amino-
sduren vorkommende, ausgeprégte Seitenkette zu einer Verdnderung der Sekundéir- und Terziar-

struktur kommen. Auf der anderen Seite muss aber beriicksichtigt werden, dass der Austausch im
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Fall der Aminosduren Y453 und F455 zu Alanin, auf Grund der sehr unterschiedlichen Seiten-
ketten, umgekehrt einen Einfluss auf die Sekundér- und Terzidrstruktur nehmen kann und darin

eine mogliche Erklarung fiir die aufgezeigten Ergebnisse begriindet liegt.

5.1.1 Einfluss von polaren Aminosiuren der Transmembrandominen auf die Bindungs-

affinitit

HEK?293 E+-Zellen, welche die hergestellten Rezeptormutanten exprimieren, konnten als stabile
Zelllinien etabliert werden. Die Identitit der Rezeptormutanten-DNA wurde zunédchst durch Se-
quenzierung bestitigt und deren erfolgreiche Expression mittels kompetitiver Verdringung
nachgewiesen. Fine Ausnahme stellte die Deletionsmutante (Del 453-457) dar, deren DNA-
Sequenz zwar als korrekt bestétigt wurde, die aber dennoch nicht erfolgreich an der Oberflache
der Zelle exprimiert werden konnte. Eine plausible Erklérung hierfiir ist, dass durch die Deletion
von fiinf Aminoséduren eine inkorrekte Faltung des Proteins entsteht. Eine moglicherweise damit
im Zusammenhang stehende drastische Anderung der Konformation kdnnte z. B. bewirken, dass
die Signalsequenz des PTHI1-Rezeptors [122] nicht mehr abgespalten werden kann. Eine Folge
hiervon wire die Unterbrechung des Transportweges iiber das endoplasmatische Retikulum (ER)
und den Golgi-Apparat an die Membran.

Alle weiteren Rezeptormutanten zeigten eine gute und gleichméfige Expression auf der Zell-
oberflache, mit einer errechneten Rezeptordichte zwischen ein und zwei Mio. Rezeptoren pro
Zelle. Die Bindungsaffinititen der verschiedenen Rezeptoren, mit Ausnahme der Mutante
Y453A/N457A, waren dabei vergleichbar mit dem Wildtyp opPTHI1-Rezeptor. In der Gesamt-
heit zeigte sich jedoch eine Abweichung der gemessenen ICso-Werte um den Faktor 10 vom Li-
teraturwert des PTH1-Rezeptors, welcher zwischen 3 - 6 nM liegt [70]. Diese Abweichung ist
durch eine hohe Rezeptordichte auf der Zelloberfliche zu erkldren. Diese hohe Rezeptordichte
ist in diesem Fall auf eine Kombination von HEK 293 E+-Zellen mit dem Expressionsvektor
pCEP4 zuriick zu flihren (siehe 2.12). In einem Kontrollversuch konnte gezeigt werden, dass
durch ein Verdiinnen der Zellen mit nicht-transfezierten Zellen der ICso-Wert korrigiert werden
konnte, da im Gesamtansatz die Rezeptorzahl pro Loch dadurch abahm. Die fiir die Berechnun-
gen verwendete Annahme, dass die Konzentration des Radioliganden durch die Bindung an die
Rezeptoren nicht verdandert wird, wurde hierdurch wieder hergestellt. Wie sich aus weiteren Un-
tersuchungen zeigte, ist das relative Verhiltnis der ICso-Werte bei beiden Versuchsansitzen ver-
gleichbar, so dass demnach ein Riickschluss auf eventuelle Abweichungen der ICsp-Werte zum
WT-Rezeptor gezogen werden konnte.

Betrachtet man die Doppelmutante Y453 A/N457A, so zeigte diese im Vergleich zum opPTHI-
Rezeptor eine verbesserte Affinitit (opP1R: 43,5 nM + 28,5 nM vs. Y453A/N457A: 15,4 nM =+
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12,2 nM) zum verwendeten Liganden hPTH (1-34). In einigen friiheren Arbeiten wurde gezeigt,
dass fiir die Bindung des Liganden beim PTH-Rezeptor insbesondere der N-terminale Abschnitt
des Rezeptors und Bereiche der dritten extrazelluldren Schleife von Bedeutung sind [125, 148].
Durch Untersuchungen an Rezeptorchimiren verschiedener G-Protein gekoppelter Rezeptoren
verstdrken sich jedoch die Hinweise, dass nicht nur einzelnen Bereichen eine bestimmte Funkti-
on zugeordnet werden kann, sondern dass ein Zusammenspiel multipler Doménen von Bedeu-
tung sein kann [23, 112]. Ein wichtiges Prinzip fiir das Zusammenwirken der Doménen wurde an
der [B-adrenerge Rezeptorfamilie aufgezeigt, bei welcher polare Aminosduren der Trans-
membrandoménen (TM) einen wichtigen Beitrag fiir die Bindungsaffinitit und Ligandenspezifi-
tit leisten [5, 216]. Diese polaren Aminosduren innerhalb der Transmembrandominen stellen
auch hier eine wichtige Komponente fiir die Aufrechterhaltung der Rezeptorstruktur dar [5], wo-
bei Interaktionen von Aminosduren der TM2 mit der TM7 von besonderer Bedeutung sind. Auch
bei Untersuchungen am Ratten-PTH1-Rezeptor konnte gezeigt werden, dass verschiedene polare
Aminosduren der TM2 und der TM7 miteinander interagieren und so fiir die Rezeptorstruktur
und dessen Funktion wichtig sind [70]. So wurde in der Arbeit von T. Gardella und Kollegen
gezeigt, dass die Mutation der polaren Aminosdure Arginin (R233) der TM2 und die Verinde-
rung der polaren Aminosdure Glutamin (Q451) der TM7 zu einer drastischen Reduktion der
Bindungsaffinitit fiihren. Erstaunlicherweise wird durch die Kombination beider Mutationen
dieser Effekt aufgehoben. Allerdings zeigt diese Doppelmutante den kompletten Verlust sowohl
der cAMP-Signalantwort, als auch der Inositolphosphat-Antwort. Dies deutet darauf hin, dass
die TM2 und die TM7 funktionell gekoppelt sind.

Bei der hier untersuchten Doppelmutante Y453 A/N457A gehoren beide Aminoséduren der Grup-
pe der polaren Aminosduren an, welche in den hier angefiihrten Untersuchungen durch die apo-
lare Aminosdure Alanin ersetzt wurden. Die Kenntnis der rdumlichen Ausrichtung der Amino-
sduren in diesen Rezeptorabschnitten konnte, basierend auf Modellannahmen und aus indirekten
Hinweisen, gewonnen werden. Detaillierte Hypothesen hierzu kdnnen aus der Auswertung um-
fangreicher Interaktionsdaten von Mutationsexperimenten der PTH-Rezeptorfamilie und der
Verwendung der bekannten rdumlichen Struktur des Bakteriorhodopsins generiert werden. In
einer solchen, von W. Schifer, Roche Diagnostika GmbH, Penzberg, durchgefiihrten Untersu-
chung (personliche Mitteilung, unpublizierte Daten) wird die Stellung der Aminosdure Y453 als
in Richtung TM2 ausgerichtet vorhergesagt. Die Seitenkette der Aminosdure N457 hingegen, ist
in diesem Modell in die Lipidschicht gerichtet. Wie auch fiir die oben beschriebenen Untersu-
chungen am B—adrenergen Rezeptor und am Ratten-PTH1-Rezeptor gezeigt, stehen auch die hier
verdnderten polaren Aminosduren im Zusammenhang mit einer verdnderten Affinitdt des Rezep-

tors zum Liganden, die sich in diesem Fall verstirkend auf die Bindung des Liganden an den
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Rezeptor auswirkte. Im Hinblick auf die Einzelmutationen (Y453A und N457A), die nicht zu
einer Verdnderung der Bindungsaffinitit gegeniiber dem WT-Rezeptor fiihrten, scheint es sich so
zu verhalten, dass erst durch die Verdnderung beider Aminosduren die Rezeptorstruktur dahin-
gehend verdndert wird, dass ein besseres Anbinden des Liganden an den Rezeptor ermoglicht

wird, ein einzelner Austausch der Aminosduren aber nicht ausreichend ist.

5.1.2 Auswirkungen der Mutationen auf die Ankopplung an G-Proteine

Fiir viele G-Protein gekoppelte Rezeptoren sind geladene Aminosduren innerhalb der Trans-
membrandomédnen entscheidend fiir die Rezeptorfunktion. Basierend auf Untersuchungen am
Katecholaminrezeptor und am G-Protein gekoppelten Rezeptor fiir Photonen wurde ein Modell
erstellt, indem die sieben Transmembranhelices von G-Protein gekoppelten Rezeptoren so zuein-
ander in Kontakt treten, dass durch spezifische Helix-Helix-Interaktionen der Rezeptor in einem
inaktiven Zustand stabilisiert werden kann [227]. Durch die Bindung von Agonisten an den Re-
zeptor wird die Position der Helices zueinander verdndert, so dass durch eine Konformationsin-
derung von cytoplasmatischen Bereichen die Aktivierung von G-Proteinen ermoglicht wird

[218].

5.1.2.1 Anderung der Ankopplung und partielle konstitutive Aktivierung des cAMP-Signalwegs
durch die TM7-Rezeptormutanten

Fiir den opPTH1-Rezeptor konnte nach Stimulation mit 1000 nM hPTH (1-34) eine maximale
Akkumulation von 500 pmol cAMP pro 1 Mio. Zellen gemessen werden (sieche 4.1.3.2). Der
nach Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen an hPTH (1-34) ermittelte halbmaxima-
le Wert (ECs) lag bei 40 pM. Die Messung des intrazellular akkumulierten cAMPs fiir die mu-
tierten Rezeptoren zeigte, dass die Verdnderungen der Aminosduren zu Alanin an Position C454,
F455 und N457 keinen Einfluss auf die Ankopplung an das G-Protein Gy nehmen. Wie fiir den
Wildtyp opPTHI1-Rezeptor konnte auch fiir die Mutanten eine vergleichbare maximale ange-
sammelte cAMP-Menge (=500 pmol pro 1 Mio. Zellen) gemessen werden. Ebenso bewegten
sich die halbmaximalen Werte in einem Bereich von 30 bis 80 pM, welche vergleichbar mit dem
WT-Rezeptor sind.

Auffallig hingegen verhielt sich die Mutante Y453A, bei der ein hoherer halbmaximaler Wert
gefunden wurde (240 pM). Trotzdem zeigte diese Mutante in der maximal angesammelten
cAMP-Menge einen signifikant erhohten Wert (550 pmol) im Vergleich zum WT-Rezeptor
(490 pmol). Da die basale cAMP-Akkumulation deutlich {iber dem des opPTH1-Rezeptors liegt
(opPTHI1R =20 pmol vs. Y453A = 150 pmol), handelt es sich in diesem Fall um eine konstitu-
tiv aktive Mutation. Eine durch konstitutiv aktive PTH1-Rezeptoren verursachte Erkrankung

beim Menschen ist die metaphysdre Chondrodysplasie vom Typ Jansen. Diese duflert sich in
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einer verzogerten enchondralen Knochenbildung die zu Zwergwuchs flihrt. Ein weiteres Merk-
mal dieses Krankheitsbildes ist eine Hyperkalzdmie und Hypophosphatdmie. Die bei einem
Screen von Patienten identifizierten Rezeptormutationen zeigen zwei unterschiedliche Punktmu-
tationen des PTH1-Rezeptors. Im ersten Fall handelt es sich um den Austausch der AS Histidin
an Position 223 (TM2) zu Arginin, im anderen Fall liegt ein Austausch der Aminosédure Threonin
an Position 410 (TM6) zu Prolin vor [207]. Beide Mutationen bewirken, dass das basal produ-
zierte cAMP um den Faktor sechs hoher liegt als beim WT-Rezeptor. Das Ausmal} der konstitu-
tiven Aktivierung des cAMP-Signalweges stimmt also recht genau mit dem unserer Rezeptor-
mutante iiberein, was die Annahme einer vergleichbaren Konfiguration des Rezeptors moglich
erscheinen ldsst. Weitere genetischen Untersuchungen an Patienten fiihrten zu der Entdeckung
einer neuen Punktmutation, welche sich in der Transmembrandoméne 7 befindet, und ebenfalls
fiir die Chondrodysplasie vom Typ Jansen verantwortlich gemacht werden kann. Hier findet ein
Austausch der AS Isoleuzin an Position 458 zu Arginin statt [206]. Die analoge Aminosaure Iso-
leuzin findet sich beim hier untersuchten opPTH1-Rezeptor an Position 452, welche die direkt
benachbarte Aminosdure der hier untersuchten Mutante Y453A darstellt. Da die beiden neben-
einander vorkommenden Aminosduren jeweils fiir eine konstitutiv aktive Rezeptormutation ver-
antwortlich sind, konnte dieser Bereich eine wesentliche Rolle in der Stabilisierung des Rezep-
tors im aktiven Zustand spielen. Basierend auf 3D-Modellen von G-Protein gekoppelten Rezep-
toren und im Weiteren der Vergleich von Sequenzen, der zur Identifizierung von konservierten
Aminosduren fiihrt, kann gezeigt werden, dass unter anderem in der TM7 aromatische Amino-
sduren (vor allem Tyr) an wichtigen intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt
sind. Diese vermitteln den Ubergang zwischen verschiedenen Konformationsstadien und spielen
somit eine wichtige Rolle in der Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung [227]. Da es sich bei
Tyrosin um eine aromatische Aminosédure handelt, kann durch den Austausch in die Aminoséure
Alanin, mit einer wesentlich kleineren Seitenkette, die Konformation des Rezeptors moglicher-
weise so verdndert werden, dass der Zustand eines inaktiven Rezeptors nicht erreicht werden
kann und eine Dauerstimulation, auch ohne Aktivierung durch den Liganden, statt findet.

Mit dieser Punktmutation ist es erstmals gelungen, durch gezielten Austausch einer Aminosédure
einen konstitutiv aktiven PTH1-Rezeptor zu generieren. Alle bisher bekannten konstitutiv akti-
ven Rezeptormutanten wurden ausschlielich durch Analyse von defizienten PTH1-Rezeptoren
von Patienten mit metaphysdrer Chondrodysplasie vom Typ Jansen ermittelt. Mit dieser Rezep-
tormutante steht ein geeignetes Werkzeug zur Verfiigung, um die Suche nach inversen Agonisten
des PTH1-Rezeptors, welche eine spontane Rezeptorsignalaktivitit unterdriicken konnen, fortzu-
setzen. Die Entwicklung von inversen Agonisten ist ein erster Schritt, um Krankheiten zu behan-

deln, die im Zusammenhang mit rezeptoraktivierenden Mutationen stehen [71].
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Betrachtet man die Doppelmutante (Y453 A/N457A), benotigt diese im Gegensatz zum opPTHI-
Rezeptor eine hohere hPTH (1-34)- Konzentration um den halbmaximalen Effekt zu erreichen
(ECso: Y453A/N457A =410 pM vs. opPTHIR = 40 pM). Auch die Gesamtmenge an akkumu-
liertem cAMP entspricht nur der Hilfte des WT-Rezeptors (Y453A/N457A = 250 pmol vs.
opPTHIR = 490 pmol). Erstaunlich ist, dass durch die Kombination einer konstitutiv aktiven
Mutation, mit dem Austausch einer polaren, aromatischen Aminosdure in eine apolare Amino-
sdure, mit dem Austausch einer weiteren polaren Aminosiure (Asparagin) zu Alanin, diese Ei-
genschaft aufgehoben werden kann und sich teilweise sogar in das Gegenteil verwandeln ldsst.
Dies zeigt, dass durch die Kombination dieser beiden Mutationen der Rezeptor auf der einen
Seite seine Eigenschaft zuriick erhilt sich in einem inaktiven Zustand befinden zu kénnen, aber
auf der anderen Seite scheint eine durch diese Mutation ausgeldste Anderung der Rezeptorkon-
formation eine schlechtere Ankopplung an das G-Protein G zu bewirken. Diese verminderte

Ankopplung findet trotz verbesserter Affinitdt des Rezeptors zum Liganden statt.

5.1.2.2 Die Transmembrandomdiine 7 besitzt wichtige strukturelle Eigenschaften fiir die An-

kopplung an den PLC-Signalweg

Da der PTH1-Rezeptor auch iiber den PLC-Signalweg Informationen an die Zelle vermittelt,
wurden die hergestellten Rezeptormutanten auch hinsichtlich ihres Aktivierungspotentials des
Inositolphosphatwegs untersucht. Im weiteren Verlauf dieses Signalwegs kommt es unter ande-
rem durch die Bindung von Inositolphosphat an einen Inositolphosphatrezeptor zur Freisetzung
von intrazellulirem Kalzium [8]. Fiir die hier untersuchten Rezeptormutanten wurde iiber die
gemessenen Daten aus den Inositolphosphatversuchen hinaus zusétzlich die Freisetzung von
intrazelluldarem Kalzium nach Stimulation mit hPTH (1-34) gemessen.

In Mutagenesestudien an G-Protein gekoppelten Rezeptoren wurde immer wieder gezeigt, dass
hoch konservierte Bereiche, vor allem auch Bereiche der siebten Transmembrandoméne, eine
fundamentale Rolle in der Erhaltung der Rezeptorkonformation spielen und wichtig sind, um
grundlegende Eigenschaften des Rezeptors zu erhalten, wie z.B. Bindung des Liganden, G-
Protein-Kopplung und Signalweiterleitung [67].

Fiir den opPTH1-Rezeptor wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass nach maximaler Stimulation mit
hPTH (1-34) ein fiinffacher Anstieg der Gesamtinositole gegeniiber dem Basalwert zu mesen ist.
Zu einer Ausschiittung von intrazellulirem Kalzium kam es bereits nach einer Stimulation der
transfezierten Zellen mit lediglich 10 nM hPTH (1-34), wobei der Basalwert wieder nach 75-80 s
erreicht wurde.

Als Kontrolle fiir die Intaktheit des {liber extrazelluldre Rezeptoren vermittelten Anstiegs des
intrazelluldren Kalziums wurde bei allen Zellen eine zusétzliche Thrombinstimulation gewihlt,

um auszuschlieBen, dass ein beobachteter Effekt einer nicht erfolgten oder verminderten intrazel-
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luldren Kalziumfreisetzung, nicht in einem zelluldren Defekt begriindet liegt, sondern tatsédchlich
durch die opPTH1-Rezeptormutanten bedingt ist. Eine Stimulation der Zellen ist durch 2 units /
ml o-Thrombin mdglich, wobei auch hier der Basalwert nach einer Zeitspanne von 70-80 s er-
reicht wurde. In Untersuchungen von M. Babich wird aufgezeigt, dass die Mobilisierung von
intrazelluldrem Kalzium durch hPTH (1-34) und durch Thrombin in UMR106-Zellen iiber zwei
verschiedene Rezeptoren vermittelt wird [4].

Fiir den PLC-Signalweg sind deutlich hohere halbmaximale Wirkkonzentration notwendig, als
fiir den cAMP-Signalweg. In einer Arbeit von A. lida-Klein und Kollegen [116] wird in COS-7
Zellen gezeigt, dass ein kritischer Wert der Rezeptorzahl {iberschritten werden muss, damit der
Inositolphosphatweg messbar aktiviert wird. Weiterhin wird deutlich, dass in Relation zur Re-
zeptorzahl sowohl cAMP als auch Inositolphosphat ansteigen. Unsere untersuchten Rezeptor-
mutanten wiesen nach Berechnung aus den Bindungsdaten eine Rezeptordichte von ein bis zwei
Mio. Rezeptoren pro Zelle auf (siehe 4.1.3.1). Die bei A. lida-Klein ermittelte minimale Rezep-
torzahl fiir eine messbare Inositolantwort liegt im Bereich von 100.000 bis 200.000 Rezeptoren
pro Zelle, so dass die hier berechneten Rezeptorzahlen in jedem Fall ausreichend waren um eine
mogliche Stimulation des Inositolphosphatwegs nachzuweisen.

Die in dieser Arbeit maximal gemessenen cAMP-Werte zeigten bei allen Rezeptoren, trotz nicht
vollig identischer Rezeptorzahlen, keine signifikanten Unterschiede. So kann ein Effekt beziig-
lich des PLC-Signalwegs nicht durch eine hohe Abweichung in den Rezeptorzahlen begriindet
werden.

Die hier untersuchten TM7-Mutanten lassen sich auf Grund ihrer unterschiedlichen Inosi-
tolphosphatantwort in zwei Gruppen unterteilen:

Fiir die Mutante Y453A war nach Stimulation mit 3000 nM hPTH (1-34) eine doppelt so hohe
Ansammlung an markiertem Inositol messbar, als dies fiir den WT-Rezeptor der Fall war. Eine
Freisetzung von intrazelluldrem Kalzium war hier schon ab einer Konzentration von 1 nM nach-
weisbar. Ebenso fiel die gemessene Fluoreszenzintensitit nach einer Zeitspanne von 70-80 s
wieder auf das Basalniveau zuriick. Zu beachten ist, dass keine Kalibrierung der gemessenen
Fluoreszenzintensitdt stattfand, so dass zwischen den untersuchten Rezeptoren keine quantifi-
zierbaren Vergleiche gezogen werden konnten.

Im Gegensatz zur Rezeptormutante Y453 A konnte fiir den WT-Rezeptor bei einer Konzentration
von 1 nM hPTH (1-34) noch keine Freisetzung von intrazellulirem Kalzium gemessen werden.
Dieser Befund, zusammen mit der erhohten maximalen Inositolphosphatproduktion der Y453A-
Mutante, gibt einen Hinweis darauf, dass trotz gleicher Affinitit zum Liganden, diesem Rezeptor
eine verbesserte Ankopplung an das G-Protein G4 moglich ist. Betrachtet man die drei analysier-

ten Punktmutationen, welche fiir die Chondrodysplasie vom Typ Jansen verantwortlich sind, so
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zeigt sich, dass die Mutationen H223R und T410P eine deutlich reduzierte Inositolphosphat-
Akkumulation im Vergleich zum WT-Rezeptor besitzen [207]. Hingegen zeigt die spéter identi-
fizierte Mutation I[458R, welche sich in direkter Nachbarschaft zur Mutation Y453A im
opPTH1-Rezeptor findet (hier 1452), eine gleich starke Inositolantwort wie der WT-Rezeptor
[206]. Im Gegensatz zu den Mutationen der Transmembrandomine 2 (H223R) und 6 (T410P)
scheinen die Aminosiduren Y453 und 1452 der Transmembrandoméne 7 keinen negativen Ein-
fluss auf die Kopplung an das G-Protein G4 zu nehmen, sondern wie im Fall der Y453 A-Mutante
sogar eine Verbesserung der Antwort zu ermoglichen.

Auf der anderen Seite stehen die Mutationen C454A und N457A, die eine deutliche Reduktion
im Hinblick auf die Aktivierung des PLC-Signalweg zeigten. Eine besondere Mutation wurde
durch den Y453A/N457A-Rezeptor erreicht, welcher trotz verbesserter Affinitdt zum Liganden
einen kompletten Ausfall dieses PLC-Signalwegs zur Folge hatte.

Fiir die Mutante C454A wurde das Ergebnis der Gesamtinositolmessungen auch durch die Mes-
sung der intrazelluldren Kalziumfreisetzung bestétigt, welche nach Stimulation mit ansteigenden
Konzentrationen an hPTH (1-34) einen nur sehr schwachen Anstieg der Fluoreszenz zeigte. Ein
Nachweis einer verminderten Ankopplung an den PLC-Signalweg der Mutante N457A konnte
zundchst nicht bestétigt werden, da hier wie beim WT-Rezeptor nach Stimulation mit 10 nM
hPTH (1-34) ein Fluoreszenzsignal messbar wurde. Allerdings hétte einen Vergleich der Intensi-
taten zwischen hPTH (1-34) und Thrombin moéglicherweise einen Hinweis auf eine verminderte
Kalziumausschiittung geben kdnnen. Somit ist nicht vollig auszuschlie8en, dass eine verringerte
Kalziumausschiittung, welche iiber den PLC-Signalweg ausgelost wird, trotzdem vorhanden ist.
Fiir die Doppelmutante Y453 A/N457A wurde durch die Messung von intrazelluldarem Kalzium
nach PTH-Stimulation deutlich, dass der Austausch dieser Aminosdure (N457A) von kritischer
Bedeutung ist, da auch nach einer hohen hPTH (1-34)-Dosis keine Fluoreszenz messbar war.

In drei unabhédngigen Untersuchungen kann die Bedeutung eines Asparagins (N) oder einer
Asparaginsdure (D) der TM7 auch an anderen G-Protein gekoppelten Rezeptoren gezeigt wer-
den. So zeigen Experimente am Cholecystokinin B-Rezeptor, die wichtige Rolle eines hoch kon-
servierten Asparagin oder einer Asparaginsdure innerhalb eines (N/D)PX;.3Y-Aminoséduremotivs
fir die Ankopplung an Gg Die generierte Rezeptormutante N391A des Cholecystoki-
nin-B Rezeptors zeigt das gleiche Expressionsniveau in COS7-Zellen wie der WT-Rezeptor,
jedoch ist diese Rezeptormutante nicht mehr in der Lage den PLC-Signalweg zu aktivieren. Dies
zeigt, dass dieses Asparagin an der G4-Protein-Ankopplung beteiligt ist [67].

Die Bedeutung von Asparaginen oder Asparaginsduren in der TM7 wird auch durch zwei
Punktmutationen am p-Opioid-Rezeptor deutlich. Hier wurde das konservierte Asparagin der

TM7 durch Asparaginsiure ersetzt und eine hoch konservierte Asparaginsdure der TM2 durch
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Asparagin ausgetauscht. Beide Einzelmutationen haben extrem negative Auswirkungen auf die
Kopplung an G-Proteine. Erstaunlich ist, dass durch die Kombination beider Mutationen dieser
negative Effekt wieder riickgéingig gemacht werden kann. Dies deutet auf eine enge Verbindung
dieser beiden AS der TM2 und TM7 und ihre wichtige chemische Eigenschaft hin [256]. Fiir den
Gonatropin-releasing Hormon-Rezeptor gilt die reziproke Ausgangssituation. Hier findet sich ein
Asparagin in der TM2 und eine Asparaginsdure in TM7. Auch hier kénnen durch eine Kombina-
tion beider reziproken Mutationen die urspriinglichen Eigenschaften des Rezeptors wieder her-
gestellt werden [259].

Weitere Untersuchungen zur Kopplung der TM2 und TM7 in G-Protein gekoppelten Rezeptoren
findet man in der Literatur beim Thyrotropin-releasing Hormon-Rezeptor. Bei diesem Rezeptor
findet sich sowohl in TM2 als auch in TM7 ein hoch konserviertes Asparagin. Die Einzelmutati-
onen zu Alanin fiihren zu einer Verringerung der Aktivitit des Rezeptors, wohingegen eine
Kombination dieser beiden Einzelmutationen einen komplett inaktiven Rezeptor zur Folge hat
[180].

Vergleicht man die verschiedenen Mitglieder der Klasse Il von G-Protein gekoppelten Rezepto-
ren, so findet sich bei allen mindestens ein Asparagin in der TM2, wie dies auch fiir den opPTH-
Rezeptor der Fall ist. In Analogie mit den Mutationen des Thyrotropin-releasing Hormon-
Rezeptors konnte die Verringerung der Inositolphosphatantwort durch die Mutante N453A durch
eine Verdnderung der Verbindung zwischen der TM7 und der TM2 des PTH1-Rezeptors erklér-
bar sein. Durch die Mutation Y453A ist eine Verdnderung gelungen, die sowohl in Bezug auf
den cAMP-Signalweg als auch auf den PLC-Signalweg dem Rezeptor eine deutlich verbesserte
Signaliibertragung ermdoglicht.

Ein weiteres hilfreiches Analogiemodell ist der B-adrenerge Rezeptor. Dieser besitzt ein konser-
viertes Tyrosin innerhalb der TM7, welches zusammen mit anderen Aminosduren der TM1 und
TM2 eine polare Tasche bildet, in die ein Aminosduremotiv der TM3 mit der Aminosédureabfol-
ge ,,DRY* eingebettet ist. Nach Aktivierung des Rezeptors findet eine Verschiebung dieses Mo-
tivs ins Cytoplasma statt und ermoglich die Ankopplung an G-Proteine. Verdnderungen der in-
tramolekularen Strukturen beziiglich der polaren Tasche fithren zu einer konstitutiven Aktivie-
rung des Rezeptors [201]. Dies legt die Moglichkeit nahe, dass durch eine Verdnderung des
Y453 zu Alanin auch im PTH-Rezeptor eine dauerhafte Konformationséinderung, unabhingig
von einer ligandeninduzierten Aktivierung, beziiglich der Gs-Ankopplung zustande kommt und
dass diese Konformationséinderung zusitzlich eine bessere Ankopplung an G4 ermdglicht. Aller-
dings scheint diese Eigenschaft durch die hier erzeugte Doppelmutante aufgehoben zu werden,
da durch die Kombinationsmutante die Ankopplung an den PLC-Signalweg komplett unterbun-

den wurde. So besitzt die Verdnderung beider Aminosduren einen so hohen Einfluss auf die
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Konformation des Rezeptors nach Aktivierung, dass eine G-Protein Ankopplung nicht mehr
stattfinden kann.

Die Rezeptormutante F455A zeigte zwar in der Aktivierung des Inositolphosphat-Signalwegs
keinen signifikanten Unterschied zum WT-Rezeptor, aber der Zeitverlauf der Fluoreszensintensi-
tit zeigte eine deutliche Verzogerung bis zum Wiedererreichen des Basalwerts. Die Zeitspanne
lag hier zwischen fiinf und sechs Minuten und war somit um das fiinffache ldnger als beim
WT-Rezeptor. Normalerweise kommt es nach einer Aktivierung des Rezeptors durch seinen Li-
ganden und anschliefender Aktivierung der Signalwege zu einer raschen Desensitisierung des
Rezeptors und als Folge zu einem Entkoppeln der G-Proteine. Im Anschluss daran wird der Re-
zeptor internalisiert [60, 153]. Der durch die Rezeptormutation F455A verzégerten Abnahme des
freigesetzten, intrazelluldren Kalziums liegt moglicherweise eine verzogerte Entkopplung von Gq
zu Grunde.

In einer Arbeit von J. P. Vilardaga und Kollegen konnte, durch das Einfiigen von zwei Histidi-
nen in der dritten und sechsten Transmembranhelix des PTHI-Rezeptors, eine Zinkionen-
Bindungstelle generiert werden. Nach Zugabe von Zn (II) zum Versuchsansatz, wird Helix 3 mit
Helix 6 durch eine Zinkionen-Briicke verbunden, so dass der Rezeptor in einer Konformation
stabilisiert wird, die es nicht mehr ermoglicht an G-Proteine anzukoppeln. Daraus wird ersicht-
lich, dass eine relative Bewegung dieser beiden Helices zueinander eine wichtige Funktion in der
Ankopplung, sowohl an G, als auch an G4 darstellt [241].

Die Aminosédure F455 des PTHI1-Rezeptors wird, basierend auf dem Modell von Dr. W. Schifer,
in Richtung Helix 6 ausgerichtet vorhergesagt (personliche Mitteilung von Dr. W. Schifer, Ro-
che Diagnostika GmbH, Penzberg), was auf eine mogliche Interaktion dieser Aminosdure mit
der sechsten Transmembranhelix hindeutet. Wenn diese Aminosdure mit Helix 6 interagiert, wi-
re es durchaus moglich, dass durch die Mutation F455A die Verbindung zu Helix 6 gestort wird
und die relative Verschiebung von Helix 2 zu Helix 6 beim Zuriickkehren in die inaktive Kon-
formation verzogert wird.

Mit dem Desensitisierungsprozess und der anschlieBenden Internalisierung des Rezeptors geht
eine PB-Arrestin Rekrutierung aus dem Cytosol einher, wodurch die Bindung von B-Arrestin an
den Rezeptor eine Entkopplung der G-Proteine bewirkt und als Folge die Agonisten-vermittelte
Signaliibertragung unterbrochen wird [141, 185]. Eine Analyse der B-Arrestin Translokation zu
unterschiedlichen Zeitpunkten, im Vergleich zum WT-Rezeptor, konnte Aufschluss dariiber ge-
ben, ob moglicherweise durch eine verlangsamte Rekrutierung von B-Arrestin eine Verzdgerung
in der Terminierung der Signaliibertragung zustande kommt.

Zusammenfassend kann aus den hier erstellten Rezeptormutanten der Schluss gezogen werden,

dass im ,,YCFXN‘“-Aminosduremotiv der siebten Transmembrandoméne, welches sich in allen
9
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G-Protein gekoppelten Rezeptoren der Klasse II wieder findet, eine wichtige strukturelle Deter-
minante der Signalankopplung, sowohl an den cAMP-, als auch an den PLC-Signalweg enthalten
ist.

Fiir die Ankopplung an G-Proteine ist anhand verschiedener Untersuchungen gezeigt worden,
dass die relativen Stellungen der Helices untereinander von entscheidender Bedeutung sind. Zu-
sammen mit den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass sich im
cytosolnahen Bereich der siebten Transmembrandoméne ein wichtiger Abschnitt fiir die Erhal-

tung der Konformation des Rezeptors, sowohl im inaktiven als auch im aktiven Zustand befindet.
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5.2 Funktionelle Charakterisierung von PTH1-/ PTH2-Rezeptorhybriden

Ein Aminosiurevergleich des PTH2-Rezeptors mit dem PTH1-Rezeptor zeigt eine Uberein-
stimmung der identischen Aminosduresequenz von 45%, eine Gegeniiberstellung der &hnlichen
Aminosiuren eine Ubereinstimmung von 70%. Ein beachtlicher Teil der identischen Aminosiu-
ren ist hier innerhalb der sieben Transmembrandoménen [233] und der drei intrazelluldren
Schleifen zu finden. In funktioneller Hinsicht besteht zwischen den beiden Rezeptoren ein we-
sentlicher Unterschied fiir die Signaltransduktion. Der PTH1-Rezeptor vermittelt Signale sowohl
tiber den Adenylatzyklaseweg, als auch iiber den PLC-Signalweg. Fiir den PTH2-Rezeptor ist
jedoch bekannt, dass eine Signalweiterleitung nur iiber den Adenylatzyklaseweg, nicht aber den
PLC-Weg statt findet. Eine Reihe von Publikationen beschiftigt sich damit, die strukturellen
Eigenschaften und Bedingungen zu analysieren, die fiir diese Selektivitdt verantwortlich sind.
Die hierfiir generierten und untersuchten Mutanten-Rezeptoren, welche sowohl einen positiven
als auch einen negativen Einfluss auf die Signaltransduktion besitzen, zeigen sich dabei iiber
einen weiten Bereich der Rezeptorsequenz verteilt. Auch N-terminale, extrazelluldre Bereiche
konnen indirekt die Signaltransduktion beeinflussen [156].

Ein Uberblick analysierter Mutationen von G-Protein gekoppelten Rezeptoren findet sich unter
http://www.cmbi.kun.nl/7tm/mutation/receptors_mut.html.

Durch verschiedene Mutationen, vor allem in den intrazelluldren Schleifen, kann in vielen Fillen
eine Abschwichung, sowohl des PLC-Signalwegs, als auch des Adenylatzyklasewegs erreicht
werden [114, 115]. In dieser Arbeit wurde nun gegenteilig der Versuch unternommen, durch
schrittweise Angleichung der intrazelluldren Sequenz des PTH2-Rezeptors an den PTHI-
Rezeptor, die Eigenschaft des PTH1-Rezeptors an den PLC-Siganlweg zu koppeln, auf den
PTH2-Rezeptor zu iibertragen.

Ein weiteres Merkmal, welches diese beiden Rezeptoren unterscheidet, ist die Bindung der Li-
ganden: Der PTH1-Rezeptor kann durch PTH und PTHrP, nicht aber durch TIP39 aktiviert wer-
den [68]. Der PTH2-Rezeptor hingegen wird durch TIP39 und ebenso wie der PTH1-Rezeptor
durch PTH aktiviert, nicht aber durch PTHrP. TIP39 ist hochst wahrscheinlich der physiologi-
sche Ligand fiir den PTH2-Rezeptor [110, 233]. Dafiir spricht unter anderem, dass sowohl der
PTH2-Rezeptor als auch TIP39 im Gehirn expremiert werden. PTH hingegen wird im Gehirn
nur in geringen Mengen expremiert. Weiterhin zeigt TIP39 eine bessere Affinitdt zum PTH2-
Rezeptor als PTH und aktiviert diesen selektiv. An den PTH1-Rezeptor kann TIP39 zwar binden,
aber es kommt zu keiner Aktivierung des Rezeptors [236]. Die Funktion von Ligand und Rezep-

tor bei der Schmerzempfindung [47], der Regulation des Blutdrucks und der Einfluss auf die
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Hypothalamus-Hypophysen-Achse [248] sind weitere Aspekte, die fiir TIP39 als physiologi-
schen Liganden des PTH2-Rezeptors sprechen.

5.2.1 Intrazellulire Rezeptormutationen verindern die Ligandenbindungscharakteristika

nicht

Die generierten Rezeptormutanten wurden stabil in HEK 293 E+-Zellen transfeziert.
HEK 293 E+-Zellen sind in diesem Fall moglicherweise ein gutes Zellsystem, da sie eine Unter-
suchung in einem homologen, humanen Modell erlauben. Mit Hilfe einer kompetetiven Verdréin-
gungstudie wurden diese Zellen beziiglich ihrer Bindungseigenschaften untersucht.

Die hier berechneten halbmaximalen inhibitorischen Konzentrationen fiir die WT-Rezeptoren
entsprachen exakt den in der Literatur angegeben Werten. Fiir den humanen PTH1-Rezeptor lag
der ICso-Wert bei einer Konzentration von 4,6 nM (Literaturwert: 4-6 nM [70]). An den PTH2-
Rezeptor band hPTH (1-34) schlechter, mit einer halbmaximalen inhibitorischen Konzentration
von 19,1 nM (Literaturwert: 10-20 nM).

Die Affinitdt von hPTH (1-34) wich bei den untersuchten Hybridmutanten nicht von der Affini-
tit des Wildtyp PTH2-Rezeptor ab. Dies zeigte sich durch die berechneten ICso-Werte, welche
bei allen Rezeptorhybriden in einem Bereich zwischen 12 nM und 40 nM lagen. Ebenso waren
alle ermittelten Rezeptorzahlen untereinander vergleichbar (1 — 3 Mio. Rezeptoren/Zelle). Bei
den mit TIP39 durchgefiihrten Bindungsexperimenten konnten die gleichen Eigenschaften be-
schrieben werden, wie auch schon in frither durchgefiihrten Experimenten aufgezeigt wurde [98].
Auch nach Stimulation mit TIP39 wichen die Hybridrezeptoren nicht wesentlich von den Bin-
dungseigenschaften des Wildtyp-PTH2-Rezeptors ab.

Mit den hier durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Hybridrezeptoren,
beziiglich der Liganden-Bindungseigenschaften nicht unterscheidbar vom PTH2-Rezeptor wa-
ren. Ein verdndertes Signalverhalten der Hybridrezeptoren im Vergleich zum PTH2-Rezeptor ist
somit nicht auf unterschiedliche Bindungseigenschaften der Liganden zuriick zu fiihren, sondern

alleine mit den eingebrachten Veridnderungen in Zusammenhang zu bringen.

5.2.2 Ist eine Ubertragung von Signaleigenschaften vom PTH1-Rezeptor auf den PTH2-

Rezeptor durch Angleichung bestimmter Aminosiuren moglich?

Ein wesentlicher Unterschied zwischen dem PTH1-Rezeptor und dem PTH2-Rezeptor besteht in
der Eigenschaft an den G4-Signalweg zu koppeln. Der PTH1-Rezeptor zeigt schon eine messbare
Aktivierung des Inosiolphosphatwegs nach Stimulation mit einer Konzentration von 10° M PTH
[116]. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, konnte im Vergleich zum PTHI-Rezeptor
beim PTH2-Rezeptor erst nach Stimualtion mit einer hohen Dosis von 10°® M PTH ein geringer

Anstieg der Gesamtinositole, als Mal} fiir die Aktivierung der G4-Proteine, gemessen werden. In
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diesen Experimenten war auch die Menge des gesamten akkumulierten Inositolphosphats sehr
unterschiedlich. So konnte fiir den PTH1-Rezeptor nach Stimulation mit 10® M PTH ein sechs-
facher Anstieg beobachtet werden. Fiir den PTH2-Rezeptor betrug dieser Anstieg nur das 1,5-
fache gegeniiber dem Basalwert. Noch deutlicher kam dies zum Ausdruck, wenn die Zellen mit
Proteinkinaseinhibitoren vorbehandelt wurden. Hier lag der Wert fiir das gemessene akkumulier-
te Gesamtinositol beim PTH1-Rezeptor 13 mal hoher als der Basalwert. Fiir den PTH2-Rezeptor
erreichte dieser Wert, nach Stimulation mit 10® M PTH, nur das Doppelte des Basalwerts. Die-
ser geringe Anstieg ist fiir die hier untersuchte Aussage, ob eine Anndherung an die Antwort des
PTHI1-Rezeptors erzielt werden kann, vernachlédssigbar. Fiir die spéter beschrieben B-Arrestin
Rekrutierung konnte dieses Phdnomen allerdings von Bedeutung sein.

Wird im PTHI1-Rezeptor das Aminosduremotiv ,,EKKYm'm“ der zweiten intrazelluldaren
Schleife, welche eine wichtige Region in der Ankopplung an den Inositolphosphatweg darstellt,
durch die Aminosdureabfolge ,,DSEL* ersetzt, so verliert der Rezeptor die Féhigkeit an den Ino-
sitolphosphatweg zu koppeln [115]. Der Adenylatzyklaseweg bleibt durch diese Mutation unbe-
einflusst. Das Verdndern einzelner Aminosduren dieses Bereichs fiihrt in allen Féllen nur zu ei-
ner Verringerung der PLC-Signalantwort, nicht aber, wie durch den Austausch des Gesamtmo-
tivs ,,DSEL* zu ,,AAAA*, zu einem Totalausfall der Inositolphosphatantwort [115]. Die durch
uns generierte Mutante P2R-L.2, stellt eine Angleichung dieses Bereichs der zweiten intrazellulé-
ren Schleife des PTH2-Rezeptors an den PTH1-Rezeptor dar. Wie aber durch die Stimulation
dieser Mutante sowohl mit hPTH (1-34) als auch mit TIP39 gezeigt werden konnte, ist alleine
durch die Angleichung der zweiten intrazelluldren Schleife an den PTH1-Rezeptor eine Kopp-
lung an G, wie beim PTH1-Rezeptor nicht rekonstituierbar.

Auch fiir die Mitglieder der Klasse I der G-Protein gekoppelten Rezeptoren kann die dritte intra-
zelluldre Schleife als wichtige strukturelle Region fiir die Kopplung an G-Proteine identifiziert
werden, wie dieses z.B. anhand des B-adrenergen Rezeptors gezeigt wird [177, 214]. Ebenso
kann fiir die Klasse II der G-Protein gekoppelten Rezeptoren die Wichtigkeit der dritten intrazel-
luldren Schleife fiir eine Ankopplung an G-Proteine aufgezeigt werden. Untersuchungen am
PTH1-Rezeptor des Opossum zeigen, dass sowohl der Austausch der Aminosdureabfolge
,,TKLR381'384“ der dritten intrazelluldren Schleife zu ,,AAAA*, als auch die Verdnderung der
C-terminal gelegene Aminosdureabfolge ,,ETNA385'388“ zu ,, AAAA", eine deutliche Reduktion
der Inositolphosphatantwort zur Folge haben [114]. Ein Austausch der einzelnen Aminosduren
des ,,TKRL**'?**_Motivs zu der Aminosiure Alanin zeigen aber fiir die im PTH2-Rezeptor vom
PTH1-Rezeptor abweichenden Positionen ,,R3 8¢« und ,,L384“ keine signifikante Abschwéchung in
der Ankopplung an den Inositolphosphatweg. Da die Aminosdureabfolge ,,ETNA*3* genay

381-384«c

so auch im PTH2-Rezeptor vorkommt, nicht aber ,,TKRL , wurde der Bereich der dritten
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Schleife des PTH2-Rezeptor durch die Mutante P2R-L3 der PTH1-Rezeptorsequenz in diesem
Abschnitt gleichgesetzt. Trotz des Ergebnisses aus der Arbeit von Z. Huang [114], dass die ein-
zelnen Aminosiuren ,,R383“ und ,,L384“ keinen direkten Einfluss auf den PLC-Signalweg besit-
zen, kann dennoch nicht ausgeschlossen werden, dass ein Zusammenspiel mehrerer Aminosau-
ren eines Bereichs statt findet. Wie auch schon fiir die TM7-Mutanten diskutiert wurde, konnte
auch im Fall der Hybrid-Rezeptoren zwar keine unmittelbare Beeinflussung, aber eventuell eine
indirekte Einflussnahme vorhanden sein. Trotz dieser Uberlegungen war es auch durch die Mut-
ante P2R-L3 nicht mdglich eine messbare Antwort beziiglich des Inositolphosphatwegs zu be-
kommen.

Wie in der Arbeit von J. P. Vilardaga et al. gezeigt wird [241], stehen die Helices der TM3 und
TM6 des PTH1-Rezeptors iiber verschiedene Aminosiuren in Kontakt. Eine Anderung des Zu-
sammenspiels beider Helices, z.B. durch Verdnderung einzelner Aminosiuren, hat eine negative
Auswirkung, sowohl fiir die Kopplung an G als auch an Gg. So ist es denkbar, dass auch auf3er-
halb der Transmembranabschnitte ein Zusammenwirken verschiedener Bereiche eines Rezeptors
zur vollstindigen Funktionalitit beitragen. Ein mogliches Zusammenwirken der zweiten und
dritten intrazelluldren Schleife wurde in dieser Arbeit mit der Kombinationsmutante P2R-1.2/3
untersucht. Aber auch durch diese intrazelluldre Angleichung an den PTHI1-Rezeptor konnte
keine Aktivierung des PLC-Signalwegs erzielt werden.

Da der gesamte C-terminale Abschnitt des PTH2-Rezeptors sehr unterschiedlich zum PTHI-
Rezeptor ist, wurde im weiteren hier der Versuch unternommen, durch den kompletten Aus-
tausch dieses C-terminalen Abschnitts durch die Sequenz des PTH1-Rezeptors, eine Ankopplung
zu ermoglichen. Aber auch die daraus resultierende Mutante P2R-P1T brachte keinen messbaren
Anstieg der Gesamtinositolphosphate. So war es letztlich auch nicht mdglich, durch eine drasti-
sche Angleichung des intrazelluldren Bereichs an den PTHI1-Rezeptor, nimlich durch Kombina-
tion aller Einzelmutanten (= P2R-L2/3-P1T), eine Ankopplung an G4 zu erwirken.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde ein empfindlicheres Verfahren angewendet, um die
Daten aus den Insoitolphosphatmessungen zu bestétigen. Die Messung der akkumulierten Ge-
samtinositole wurde hierzu nach Behandlung der Zellen mit PKA- und PKC-Hemmern durchge-
fiihrt. Dieses bewirkt beim PTH1-Rezeptor einen erhdhten Anstieg der Gesamtinositole um das
finf- bis zehnfache. Trotzdem konnte auch in diesen Experimenten keine messbare PLC-
Antwort sowohl beim Wildtyp-PTH2-Rezeptor, als auch bei den Hybridrezeptoren gefunden
werden.

Eine weitere sensitive Methode die Aktivierung des G- gekoppelten Signalweges zu {iberpriifen,
ist die Messung des intrazelluldr ausgeschiitteten Kalziums nach Stimulation der verschiedenen

Rezeptoren. So konnte fiir den PTHI-Rezeptor schon ab einer Konzentration von 10° M
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PTH (1-34) ein deutlicher Anstieg des intrazelluldr ausgeschiitteten Kalziums gemessen werden.
Sowohl fiir den PTH2-Rezeptor, als auch fiir die von diesem Rezeptor abgeleiteten Hybrid-
Rezeptoren war kein Fluoreszenzsignal detektierbar. Die Methode der Messung der akkumulier-
ten Gesamtinositolphosphate und die Messung des Anstiegs des intrazelluliren Kalziums zeigte
iibereinstimmend, dass nach Stimulation der mit den Hybridrezeptoren transfezierten Zellen,
keine Ankopplung an den Inositolphosphatweg statt fand.

Interessante Versuche aus der Literatur zeigen aber, dass es mdglich ist Eigenschaften von einem
Rezeptor auf den anderen zu iibertragen, indem man die dritten intrazelluldren Schleifen aus-
tauscht. So ist es moglich dem [2-adrenergen Rezeptor (2AR), welcher nur an den
G,-Signalweg koppelt ein Anbinden an den Gg-Signalweg zu ermoglichen, indem ein grofer
Anteil der dritten intrazelluldren Schleife gegen den entsprechenden Anteil des alphal-
adrenergen Rezeptors (alpha(1B)AR) ausgetauscht wird [39]. In einem weiteren Experiment
kann bestitigt werden, dass ein Ubertragen von Signaleigenschaften von einem Rezeptor auf
einen anderen Rezeptor durch den Autausch von intrazelluldren Bereichen moglich ist. Der
M1-muscarine-cholinerge Rezeptor (M1AChR) kann an den Gg-Signalweg, nicht aber an den G-
Signalweg ankoppeln. Das Ersetzen der dritten intrazelluldren Schleife des M1AChR, durch den
entsprechenden Anteil der dritten Schleife aus dem [2-adrenergen Rezeptor, tibertrigt die Eigen-
schaft an den cAMP-Siganlweg zu koppeln auf den M1AChR. Dieser chimidre M1AChR kann
nun sowohl an G, als auch an G, ankoppeln [254]. Auch wenn in diesen Fillen eine Ubertragung
von Eigenschaften von einem auf den anderen Rezeptor moglich war, zeigen die in dieser Arbeit
dargestellten Ergebnisse, dass trotz fast vollstindiger intrazelluldrer Angleichungen des PTH2-
Rezeptors, an den PTH1-Rezeptor, keine Kopplung an das G4- Protein statt findet.

Eine mogliche Erkliarung fiir den iiberraschenden Befund, dass sich der Inositolphosphatweg
durch verschiedene Angleichungen an den PTHI-Rezeptor nicht rekonstituieren lésst, liegt in
dem Zusammenwirken mehrerer Teilsequenzen, nicht nur innerhalb cytosolischer Abschnitte,
sondern auch solcher, welche innerhalb von Transmembranabschnitten liegen. Wie auch an Un-
tersuchungen der Transmembrandomine 7 des PTH1-Rezeptors gezeigt wurde (sieche 5.1), ist es
durchaus moglich, dass Aminosiuren die in den Transmembranabschnitten zu finden sind einen
entscheidenden Einfluss auf die Kopplung an die G-Proteine nehmen konnen. Nicht zuletzt da-
durch, dass diese den Rezeptor in einer Konformation stabilisieren, welche die Ankopplung an
G-Proteine erst ermdglicht. Daraus wird ersichtlich, dass nicht nur einzelne Aminoséuren an der
Kopplung unterschiedlichster Proteine an den Rezeptor verantwortlich sind, sondern dass der

Gesamtkontext, indem sie sich befinden, entscheidend dazu beitréagt.
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5.2.3 Wie wirkt sich eine Angleichung des intrazelluliren Bereichs des PTH2-Rezeptors

an den PTH1-Rezeptor auf den cAMP-Signalweg aus?

Eine intrazellulirer Angleichung grofler Teilbereiche des PTH2-Rezeptors an den PTHI-
Rezeptor konnte die Eigenschaft des PTHI1-Rezeptors an den Gg-Signalweg zu koppeln nicht
ibertragen. Jedoch konnten aus diesen Hybridrezeptoren wichtige, neue Erkenntnisse iiber das
Zusammenspiel bestimmter Bereiche flir die Ankopplung an den cAMP-Weg gewonnen werden.
Fiir G-Protein gekoppelte Rezeptoren der Rhodopsin-Familie, auch Klasse I genannt, zeigt eine
Vielzahl von Studien, dass eine Aktivierung von G-Proteinen durch Aminosduren der zweiten
und dritten intrazelluldren Schleife und durch proximale Teile des C-Terminus reguliert wird
[174, 251]. Hingegen ist die erste intrazelluldre Schleife der Klasse I von G-Protein gekoppelten
Rezeptoren fiir eine G-Protein Ankopplung meist nicht von Bedeutung [5, 251]. Auch anhand
von Hybridrezeptoren, bei denen die erste intrazelluldre Schleife des Glukagon-Rezeptors gegen
die erste intrazelluldre Schleife des Dopamin-Rezeptors ausgetauscht wurde wird deutlich, dass
dieser Bereich zwar fiir die Proteinfaltung und Oberfldchenexpression wichtig ist, aber nicht bei
der Ankopplung von G-Proteinen eine Rolle spielt [43]. Allerdings fiihrt der Austausch der zwei-
ten und dritten intrazelluldren Schleife des Glukagon-Rezeptors gegen die erste Schleife des Do-
pamin-Rezeptors zu einer deutlichen Reduktion der cAMP-Antwort. Eine Kombination beider
Mutationen zieht sogar einen kompletten Verlust der Adenylatzyklaseantwort nach sich.

Durch die in dieser Arbeit generierten Hybridrezeptoren P2R-L2 und P2R-L3 wird eine Anglei-
chung an die zweite und dritte intrazelluldre Schleife des PTH1-Rezeptors vorgenommen. Die
Mutante P2R-L2 unterscheidet sich dann nur noch durch zwei Aminosiduren von der zweiten
intrazelluldren Schleife des PTH1-Rezeptors. Der Unterschied zum PTH1-Rezeptor in der dritten
intrazelluldren Schleife reduziert sich, durch die Hybrid-Mutante P2R-L3, auf vier unterschiedli-
che Aminosduren. Allerdings liegen die ausgetauschten Bereiche dann in einem anderen Umfeld
von Aminosduren, nidmlich dem des PTH2-Rezeptors.

Fiir den PTH1-Rezeptor wird in einer Arbeit von A. lida-Klein und Kollegen gezeigt, dass es
durch die Abwandlung der Aminosiureabfolge ,,EKKY>'"**% der zweiten intrazelluldren Schlei-

fe in die Aminosiureabfolge , DSEL’'722%«

nur zur Beeintrichtigung des PLC-Signalwegs
kommt, dass diese Verdnderung aber keinen Einfluss auf den cAMP-Signalweg nimmt [115].
Dieses wird durch die in dieser Arbeit generierte Mutante P2R-L2 auch fiir den PTH2-Rezeptor
belegt, da hier sowohl das maximal akkumulierte cAMP , als auch der halbmaximale Wert mit
dem des Wildtyp-PTH2-Rezeptors iibereinstimmten. Die oben genannten Befunde von A. lida-
Klein et al. und die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass die Verdnderungen in

der zweiten intrazelluliren Schleife keinen wesentlichen Einfluss auf die Rezeptorstruktur und

somit auf die Ankopplung an das G-Protein G; nehmen.
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Der C-terminale Bereich der dritten intrazelluldren Schleife hingegen hat einen erheblichen Ein-
fluss auf die Ankopplung an den cAMP-Signalweg. Wie schon in einer anderen Arbeit fiir den
PTHI1-Rezeptor gezeigt wird, ergibt eine Mutation des ,, TKLR**'***-Motivs zu ,AAAA* eine
um die Hélfte reduzierte Aktivierung der Adenylatzyklase im Vergleich zum WT-Rezeptor.
Auch der halbmaximale Effekt ist deutlich gegeniiber dem WT-Rezeptor verringert. Erstaunlich
ist, dass nach Verinderung des ,, TKLR**'~**“_Motivs an jeder einzelnen Position zu Alanin nur
die Mutanten T381A und K382A zu einer Reduktion der cAMP-Antwort fiihren, nicht aber die
Einzelmutationen L383A und R384A [114]. Zwar zeigte die in dieser Arbeit untersuchte Mutan-
te P2R-L3 einen deutlich schlechteren halbmaximalen Effekt gegeniiber dem PTH2-Rezeptor
(P2R-L3 = 1,26 nM % 0,66 nM vs. P2R = 0,56 nM * 0,29 nM), allerdings ist die Reduktion des
gesamten cCAMP hier nicht so deutlich ausgepragt.

Ein Vergleich der Untersuchungen von Z. Huang et al. mit den hier dargestellten Ergebnissen fiir
die Hybrid-Mutante P2R-L3 zeigt, dass nicht immer ein Umkehrschluss aus schon untersuchten
Mutationen gezogen werden kann. Zwar gehdren der PTHI1-Rezeptor und der PTH2-Rezeptor
der selben Klasse von G-Potein gekoppelten Rezeptoren an und auch strukturell weisen beide
Rezeptoren hohe Gemeinsamkeiten auf, dennoch ist die Auswirkung einer Mutation, welche sich
zwar an einer vergleichbaren Position innerhalb der untersuchten Rezeptoren befindet, nicht
auch automatisch auf einen nahe verwandten Rezeptor zu {ibertragen. Somit tragt auch die Um-
gebung dieser Aminoséduren einen entscheidenden Faktor zur Funktionsfahigkeit eines Rezeptors
bei. Untermauert wird dies durch die Kombination der Einzelmutanten, resultierend im Hybrid-
rezeptor P2R-L2/3, welcher eine deutlich schlechtere Ankopplung an das G-Protein Gs besitzt
und ebenso einen deutlich schlechteren halbmaximalen Effekt aufweist (P2R-L2/3 = 1,51 nM *
1,15 nM vs. P2R = 0,56 nM + 0,29 nM).

Eine mogliche Kooperativitit verschiedener Bereiche eines Rezeptors bei der Bindung an
G-Proteine wird durch die Eigenschaften der in dieser Arbeit untersuchten Mutante P2R-1.2/3-
P1T eindrucksvoll dargestellt. So ist die Einzelmutante P2R-P1T, die durch den Austausch des
C-Terminus des PTH2-Rezeptors durch den C-Terminus des PTHI1-Rezeptors hervorgegangen
ist, stark in der Aktivierung des cAMP-Signalwegs eingeschrinkt. Die maximale Antwort betragt
nur noch ca. 35 % des PTH2-Rezeptors. Hingegen kann durch die Kombination aller einzelnen
Mutanten (P2R-L2/3-P1T) die Bindung an Gs zum groBten Teil wieder hergestellt werden. Die-
ser Hybrid-Rezeptor erreicht wieder ca. 65 % des gesamten akkumulierten cAMPs des
WT-Rezeptors nach Stimulation mit hPTH (1-34). Das durch den Austausch des C-Terminus
entstandene Defizit im cAMP-Weg kann durch eine Kombination mit den Mutationen der zwei-

ten und dritten intrazelluldren Schleife teilweise wieder ausgeglichen werden, so dass dieser Be-
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fund den Schluss zulédsst, dass eine Interaktion zwischen den beiden intrazelluldren Schleifen und
dem C-Terminus besteht.

Alle hier dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf eine Stimulation der Rezeptoren mit
hPTH (1-34). Der oben beschriebene Effekt wird bei der Durchfithrung der Experimente mit
TIP39 als Liganden noch deutlicher. Die maximale cAMP-Antwort fiir die Hybrid-Mutante
P2R-P1T liegt mit hPTH (1-34) bei 35 % gegeniiber dem PTH2-Rezeptor. Nach Stimulation mit
TIP39 konnen hingegen nur noch 25 % des gesamten akkumulierten cAMPs des PTH2-
Rezeptors gemessen werden. Im Weiteren zeigt die Hybrid-Mutante P2R-L2/3-P1T nach Stimu-
lation mit hPTH (1-34) eine Rekonstitution des cAMP-Signals, welches nun 64 % des PTH2-
Rezeptors betrdgt. Drastischer zeigt sich die verbesserte Ankopplung an den cAMP-Signalweg
nach Stimulation mit TIP39. Hier sind sogar 83 % des akkumulierten cAMPs vom PTH2-
Rezeptor messbar. Da die Ergebnisse mit TIP39 noch deutlicher ausfallen, zeigen diese Untersu-
chungen, das der oben beschriebene Effekt nicht in einem ligandenspezifischen Phinomen be-
griindet liegt.

In der Vergangenheit wurde durch unterschiedliche Experimente gezeigt, dass es durch die Ver-
anderung kleiner Aminosdureabfolgen oder sogar einzelner Aminosduren [114] mdglich ist die
Ankopplung an verschiedene Signalwege sowohl positiv, als auch negativ zu beeinflussen. In
manchen Féllen ist es sogar gelungen, eine Selektivitit fiir den einen oder anderen Signalweg zu
erreichen [115].

Zusammenfassend lédsst sich durch die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, dass es
einfacher ist, einen Signalweg welcher durch den WT-Rezeptor aktiviert werden kann durch
unterschiedliche Aminosdureverdnderungen abzuschwéchen, als eine Ankopplung eines im WT-
Rezeptors nicht vorkommenden Signalwegs zu erreichen. Durch die Vielzahl der untersuchten
Mutationen an den verschiedensten Positionen eines Rezeptors wird deutlich, dass die Verdnde-
rung einer einzelnen Aminosiure viele unterschiedlicher Verdnderungen im gesamten Rezeptor
nach sich ziehen kann und es somit nicht moglich ist eine universale Konsensussequenz fiir die

Ankopplung an G-Proteine zu definieren.

5.2.4 Eine durch den Liganden induzierte Translokation von B-Arrestin2 ist beim PTH2-
Rezeptor und dessen Hybridrezeptoren unabhiingig von einer G-Protein Aktivie-
rung

Wichtige Regulatorproteine im Zusammenhang mit der Inaktivierung von G-Protein gekoppelten

Rezeptoren sind die beiden Arrestin-Isoformen B-Arrestinl und B-Arrestin2. Als Antwort auf

eine Aktivierung des Rezeptors und die hdufig damit in Zusammenhang stehende Phosphorilie-

rung des Rezeptors durch G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKs), kommt es zur Rekru-
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tierung von B-Arrestinen aus dem Cytosol. Der entstehende Rezeptor-Arrestin-Komplex ist in
vielen Féllen fiir die anschlieBende Internalisierung notwendig [57]. Beim PTH1-Rezeptor findet
eine Co-Internalisierung mit B-Arrestin statt [31]. Die Desensitisierung und anschlieBende Endo-
zytose erfolgt beim PTH1-Rezeptor {iber einen Dynamin— und Clathrin-abhéngigen Weg [29, 60,
241]. Es wurde in fritheren Untersuchungen gezeigt, dass B-Arrestin Clathrin mit hoher Affinitét
bindet und dort als Adaptor zwischen dem aktivierten, phosphorilierten Rezeptor und den
»Clathrin-coated“-Vesikeln fungiert [58, 84, 142]. Nach dem Ablosen des Liganden (PTH)
schliefBt sich ein Recyclingprozess an, der aber B-Arrestin unabhédngig ist [31]. Ob der PTH2-
Rezeptor einer dhnlichen Regulation unterliegt ist bis zum heutigen Zeitpunkt nicht aufgeklirt
und sollte in dieser Arbeit ndher untersucht werden.

Verschiedene strukturelle und funktionelle Rezeptoruntersuchungen deuten darauthin, dass eine
G-Protein Aktivierung und die darauf folgende Endozytose des Rezeptors nicht in Zusammen-
hang stehen und diese Prozesse von unterschiedlichen Konformationen des Rezeptors abhédngig
sind. Dies wird durch verschiedene Versuchsansitze z. B. fiir den PTH1-Rezeptor [14, 241], den
B-2-adrenergen Rezeptor [34], den Endothelin-Rezeptor [9] oder den Cholecystokinin-Rezeptor
[196] gezeigt.

Fiir den PTH1-Rezeptor konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Rekrutierung von
B-Arrestin2 aus dem Cytosol an die Zellmembran nach Stimulation mit hPTH (1-34) statt findet,
dessen Folge die Internalisierung des Rezeptors ist. Dies kann durch die nach zehn Minuten
sichtbaren griin-fluoreszierenden Vesikel im Cytosol gezeigt werden. Hierbei handelt es sich um
B-Arrestin-GFP, welches zusammen mit dem Rezeptor iiber ,,Clathrin-coated“-Vesikel den In-
ternalisierungsprozess durchlduft.

In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass fiir den PTH2-Rezeptor nach Stimulation
mit 1000 nM hPTH (1-34) keine Rekrutierung von B-Arrestin2 an die Membran statt findet. Es
ist bekannt, dass die Rekrutierung von B-Arrestin an den PTH1-Rezeptor von einer bestimmten
Rezeptorkonformation abhingig ist, die sich aber von den Konformationen, welche fiir die An-
kopplung an den cAMP- und PLC-Signalweg notwendig sind, unterscheidet [241]. Auch fiir den
PTH2-Rezeptor trifft dieses offenbar zu, da trotz einer starken cAMP-Signalantwort nach Stimu-
lation mit hPTH (1-34) eine B-Arrestin2 Translokation an die Membran nicht zu beobachten ist.
Auch die mit einer B-Arrestin Translokation einhergehende Internalisierung ist fiir den PTH2-
Rezeptor nach Stimulation nicht nachweisbar. In einer Arbeit von A. Bisello und Kollegen kann
gezeigt werden, dass eine Internalisierung des PTH2-Rezeptor beobachtet werden kann, wenn
die beiden Regionen, ndmlich der N-terminale Bereich des PTH2-Rezeptors und die dritte extra-

zelluldre Schleife, welche fiir die Bindungsselektivitidt verantwortlich gemacht werden, gegen
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diese Regionen des PTHI1-Rezeptors ausgetauscht werden. Ein Austausch der dritten intrazellu-
laren Schleife und des gesamten C-Terminus hingegen zeigt keine Internalisierung des Rezeptors
nach Stimulation mit hPTH (1-34) [15].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass weder eine Angleichung der dritten in-
trazelluldren Schleife an den PTH1-Rezeptor, noch der Austausch des C-Terminus, welcher beim
PTHI1-Rezeptor fiir eine B-Arrestin Interaktion verantwortlich gemacht werden kann [14, 61,
241], eine Rekrutierung von B-Arrestin bewirken konnte. Ebenso war durch die Angleichung der
zweiten intrazelluldren Schleife an den PTH1-Rezeptor und durch die Kombination aller Mutati-
onen keine B-Arrestin Translokation und eine anschlieBende Internalisierung beobachtbar. Die-
ses, und die trotz der Mutationen mehr oder weniger messbare cAMP-Antwort bei allen Hybrid-
rezeptoren, untermauert den Befund, dass nur die durch einen bestimmten Liganden ausgeldste
Konformationsédnderung zu der notwendigen Rezeptorkonstellation fiihrt, welche fiir die Rekru-
tierung von B-Arrestin notwendig ist. Die Ankopplung an G-Proteine hingegen spielt in diesem
Fall keine Rolle.

Die Visualisierung der -Arrestin2 Lokalisation nach der Stimulation mit TIP39 zeigte, dass fiir
den PTHI1-Rezeptor keine Rekrutierung aus dem Cytosol beobachtet werden kann. TIP39 wirkt
am PTHI1-Rezeptor als Antagonist, weil es zwar als Ligand gebunden wird, aber eine Signal-
tibertragung durch die Kopplung von G-Proteinen unterbleibt [110]. Durch Bindung des Ligan-
den TIP39 wird offensichtlich keine Konformationséinderung am Rezeptor ausgeldst, die fiir eine
B-Arrestin Translokation hinreichend ist.

Der PTH2-Rezeptor hingegen ist in der Lage nach einer Aktivierung durch TIP39 B-Arrestin2
aus dem Cytosol an die Zellmembran zu bringen. In einer kiirzlich erschienenen Studie wird
angenommen, dass eine Rekrutierung von B-Arrestin im Zusammenhang mit einer PKCp-
Aktivierung durch den PTH2-Rezeptor steht. Nach Aktivierung des Rezeptors kommt es zu einer
Verlagerung dieses Proteins aus dem Cytosol an die Membran [15]. Experimente in der hier vor-
liegenden Arbeit konnten zeigen, dass iiber die Messung der akkumulierten Gesamtinositole
nach der Rezeptoraktivierung mit 1000 nM TIP39 ein geringer Anstieg messbar wurde (Daten
nicht gezeigt). Diese wesentlich geringere Aktivierung der PKCP durch den PTH2-Rezeptor im
Vergleich zum PTH1-Rezeptor zeigen auch die in der Arbeit von A. Bisello und Kollegen verof-
fentlichten Aufnahmen. Die dargestellte Fluoreszenz durch PKC-GFP ist am PTH2-Rezeptor
durch 100 nM TIP39 wesentlich schwicher, als dies fiir den PTH1-Rezeptor nach Stimulation
mit 100 nM hPTH (1-34) gezeigt werden kann [15].

Eine Diskrepanz ergibt sich allerdings fiir die Aktivierung des PTH2-Rezeptors durch
hPTH (1-34). Unsere Experimente zeigten sowohl nach Stimulation mit hPTH (1-34), als auch

mit TIP39 einen messbaren Inositolphosphatanstieg. Hingegen wurde von A. Bisello und Kolle-



Diskussion 170

gen bei der Verwendung von PKCB-GFP, als indirekter Nachweis der Gq-Protein-Ankopplung,
keine Rekrutierung von PKCB -GFP nachgewiesen. Was hier allerdings beachtet werden muss,
ist die Tatsache, dass eine Rekrutierung von PKCB-GFP bereits nach einer Simulation von 100
nM mit dem jeweiligen Liganden gemessen wurde. Im Fall der Inositolphosphatmessung ist die-
ser Anstieg erst nach einer sehr hohen Konzentration der Liganden zu beobachten (1000 nM).
Weiterhin ist wahrscheinlich die Sensitivitdt des radioaktiven Inositolphosphat-Assays wesent-
lich geringer, als die Visualisierung von PKC durch ein GFP-Konstrukt. So ist nicht auszuschlie-
Ben, dass der PTH2-Rezeptor bei geringeren Konzentrationen von TIP39 PKC an die Membran
rekrutieren kann, nach Stimulation mit hPTH (1-34) hingegen nicht. Eine Ausnahme bilden die
hier untersuchten Hybridrezeptoren P2R-L2, P2R-L3, P2R-PIT und P2R-L2/3. Bei diesen Mut-
anten kann auch nach einer Stimulation mit 1000 nM TIP39 kein Anstieg der Inositolphospha-
tantwort gemessen werden. Die Lokalisation von B-Arrestin an der Zellmembran durch TIP39
unterscheidet sich jedoch in diesen Féllen auch nicht von der Lokalisation des PTH2-Rezeptors.
Da ein indirekter Nachweis der Gg-Protein-Aktivierung durch PKCB-GFP hoéchst wahrschein-
lich sensitiver ist, als eine Messung der akkumulierten Gesamtinositolphosphate, ist es im Weite-
ren notwendig auch die hier erzeugten Hybridrezeptoren auf die Fahigkeit PKCB-GFP zu rekru-
tieren zu untersuchen. Moglicherweise kann dadurch ein Zusammenhang zwischen einer PKC-
Aktivierung und der Rekrutierung von -Arrestin an die Membran bestitigt werden.

In jedem Fall lassen die hier dargestellten Ergebnisse auch fiir den PTH2-Rezeptor den Schluss
zu, dass es sich bei der Rekrutierung von B-Arrestin aus dem Cytosol an die Zellmembran um
einen durch den Liganden bestimmten Effekt handelt. Dieser Vorgang ist offenbar unabhingig

von einer G-Protein-Aktivierung durch TIP39.

5.2.5 Aktivierung von Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK) durch hPTH (1-34)
und TIP39

Es gibt viele Anhaltspunkte dafiir, dass die Signaltransduktion {iber G-Proteine alleine nicht aus-
reichend ist, um die Vielzahl der zelluliren Antworten zu erklidren die durch G-Protein gekoppel-
te Rezeptoren vermittelt werden. Wichtige Regulatoren des Zellwachstums und der Zelldifferen-
zierung sind z.B. die Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK).

Um die nicht vorhandene Ankopplung des PTH2-Rezeptors und dessen hier generierten Hybrid-
rezeptoren an den PLC-Signalweg weiter aufzukldren, wurde im weiteren auch die Aktivierung
von Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK) untersucht, welche in unterschiedlichen Mo-
dellsystemen oft von einer PLC-Aktivierung abhingig sind.

Fiir den PTH1-Rezeptor konnten wir zeigen, dass nach Expression in HEK 293E+-Zellen und
anschlieBender Stimulation mit 100 nM PTH (1-34) nach fiinf Minuten eine Zunahme der
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phosphorilierten Form der MAP-Kinase ERK1/2 (extracellular-signal related kinasel and 2) zu
beobachten ist. Diese Aktivierung ist zeitlich begrenzt. Im Western Blot konnte dewegen nach
15 Minuten eine deutliche Reduktion der phosphorilierten Form nachgewiesen werden (siche
4.2.5). Mit TIP39 ist keine Aktivierung von ERK1/2 méglich.

Fiir den PTH2-Rezeptor konnte hier zum ersten mal gezeigt werden, dass nach der Expression in
HEK293E+-Zellen sowohl nach PTH (1-34) Stimulation, als auch nach TIP39-Stimulation die
Aktivierung von ERK1/2 erfolgt. Gezeigt wird dies nach einer PTH (1-34) und einer TIP39 Sti-
mulation und der nach 5 Minuten detektierbaren Bande in beiden Féllen. Eine zeitliche Begren-
zung konnte auch hier sowohl nach PTH (1-34) als auch nach TIP39 Stimualtion gezeigt werden,
da die Bande nach 10 Minuten deutlich schicher ausfiel.

Die Umstidnde zur Aktivierung von MAP-Kinasen sind entscheidend vom verwendeten Zellsys-
tem abhéngig. So erfolgt in der Osteoblastenzelllinie UMR-106 die Aktivierung von ERK1/2
{iber den PTHI-Rezeptor nur nach Stimulation mit niedrigen Dosen an PTH (~10"'M). Hinge-
gen kann durch hohe PTH-Konzentrationen (~10™M) keine Aktivierung nachgewiesen werden
[219]. In CHO-Zellen (Ovarialzelllinie des Hamsters) verhilt es sich wie bei den in dieser Arbeit
verwendeten HEK293 E+-Zellen. Hier sind hohe PTH-Konzentrationen notwendig um die
phosphorilierte Form von ERK1/2 nachzuweisen [239].

Ebenso wie unterschiedliche Konzentrationen in den verschiedenen Zellsystemen notwendig sein
konnen, ist es auch von den verwendeten Zellen anhingig welche Signalwege fiir eine Aktivie-
rung von ERK1/2 notwendig sind. So erfolgt in UMR-106 Zellen die Aktivierung von ERK1/2
tiber den PLC-Signalweg [219]. In CHO-Zellen hingegen ist diese Aktivierung cAMP-abhéngig
[239]. In dem in dieser Arbeit verwendeten Zellsystem ist die Aktivierung von ERK1/2 unab-
hingig vom PLC-Signalweg, da hier fiir den PTH2-Rezeptor und die davon abgeleiteten Hybrid-
rezeptoren gezeigt werden konnte, dass eine Ankopplung an Gq nicht statt fand, aber dennoch die
Aktivierung von ERK1/2 sowohl durch hPTH (1-34) als auch durch TIP39 moglich war.

Im Zusammenhang mit dem Angiotensin II Typla-Rezeptor (AT1aR) wird gezeigt, dass es bei
diesem Rezeptor sowohl iiber die Aktivierung von Gq4 zur Phosphorilierung von ERK1/2 kommt,
dass aber auch ein B-Arrestin-abhidngiger Weg existiert. Wird in COS-7 Zellen, welche den
ATla-Rezeptor expremieren B-Arrestin liberexprimiert, kommt es nach Stimulation mit Angio-
tensin zu einer Reduktion der Inositolphosphat-Hydrolyse, aber im Gegenzug zu einer gesteiger-
ten Stimulation der ERK1/2-Phosphorilierung [225]. In der vorliegenden Arbeit konnte eine Ak-
tivierung der MAP-Kinase ERK1/2 durch B-Arrestin ausgeschlossen werden, da der PTHI-
Rezeptor und die davon abgeleiteten Hybrid-Rezeptoren nach Stimulation mit hPTH (1-34) kei-
ne B-Arrestin-Translokation an die Membran zeigten, aber trotzdem ein Anstieg des phosphori-

lierten ERK1/2 nachweisbar war.
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Mit Hilfe der Untersuchungen der B-Arrestin-Translokation und der Aktivierung der MAP-
Kinase ERK1/2 konnte hier gezeigt werden, dass die Aktivierung von ERK1/2 durch den PTH2-
Rezeptor in HEK293E+-Zellen unabhédngig von einer PLC-Aktivierung ist. AuBBerdem konnte
gezeigt werden, dass diese Aktivierung auch nicht die Translokation von B-Arrestin an die

Membran benétigt.
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5.3 Analyse der Interaktion des humanen PTH1-Rezeptors mit intrazelluli-
ren Proteinen

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es neue intrazellulire Interaktionspartner des
PTH1-Rezeptor zu identifizieren. Hierzu wurden der Abschnitt der dritten intrazelluldren Schlei-
fe (IZL-3) und der C-terminale Bereich (CTERM) des PTH1-Rezeptors als ,,Kdder* fiir ,,Y east-
two-Hybrid“-Experimente verwendet. Diese beiden Anschnitte stellen zusammen ca. 80-85% der
intrazelluldren Interaktionsfldche des Rezeptors dar und iibernehmen, wie auch in den vorange-
gangenen Teilabschnitten dieser Arbeit gezeigt, eine wichtige Rolle in der Ankopplung an ver-
schiedene Signaltransduktionswege. Die Niere ist ein wichtiges Zielorgan der PTH-Wirkung und
exprimiert in vielen Anteilen den PTH1-Rezeptor. Aus diesem Grund wurde fiir das ,,Screening*

eine Nieren-cDNA-Bibliothek verwendet.

5.3.1 Identifizierung eines PDZ-Proteins

Die Durchfiihrung des ,,Yeast-two-Hybrid“-Experiments fiihrte zu einer Vielzahl positiver Kolo-
nien, sowohl mit dem ,,IZL-3-K&derplasmid®, als auch mit dem ,,CTERM-Kd6derplasmid®. Somit
war die erste Voraussetzung erfiillt, dass die als ,,Koder* verwendeten Rezeptorteilabschnitte, als
Fusionsprotein mit einer GAL4-Bindungsdomine, in der Lage sind mit anderen Fusionsprotei-
nen zu interagieren und im Zellkern der Hefe eine Aktivierung der Reportergene zu bewirken.
Eine Autoaktivierung der beiden verwendeten ,,Kdderplasmide™ wurde durch Tests auf Mini-
malmedium-Platten ausgeschlossen. Eine Zusammenstellung der verschiedenen Interaktions-
partner findet sich in Kapitel 4.3.3, Tabelle 4-8 und Tabelle 4-9. Eine Einschétzung beziiglich
eventueller falsch positiver Klone ist ebenfalls in Kapitel 4.3.3 aufgelistet.

Aus der Liste der verschiedenen identifizierten Interaktionspartner wurde das PDZK 1-Protein als
potentiell hoch relevantes Interaktionsprotein ausgewidhlt. Eine Analyse mit Hilfe der Motiv-
Datenbank ,,Pfam* (http://www.sanger.ac.uk/Pfam/search.shtml) zeigte, dass es sich hier um ein
PDZ-Protein mit vier PDZ-Dominen handelt. Weitere Protein-Motive konnten mit Hilfe der
,,Pfam-Datenbank‘ in PDZK1 nicht ermittelt werden. Auf Grund verschiedener Hinweise auf die
Wichtigkeit von PDZ-Proteinen untersuchten wir das gefundene PDZ-Protein PDZK1 weiter.

In der letzten Zeit haben die sogenannten PDZ-Proteine in der Organisation von Proteinkomple-
xen an der Plasmamembran zunehmend an Bedeutung gewonnen. Auflerdem wird ihnen eine
wichtige Rolle als Adhésionsmolekiile in der Signaltransduktion zugeschrieben [55]. Eine Rolle
von PDZ-Proteinen fiir den PTHI1-Rezeptor konnte erstmals durch M. Mahon und Kollegen ge-
zeigt werden. In dieser Arbeit von M. Mahon und Kollegen wurden, ebenfalls unter Verwendung

des C-Terminus als ,,Koéderplasmid“, die PDZ-Proteine NHERF-1 und NHERF-2 (Na'/H" ex-
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changer regulatory factor) als Interaktionspartner des humanen PTHI1-Rezeptors identifiziert.
Diesen Proteinen kommt offenbar eine Rolle in der Regulation der Signaltransduktion des
PTHI1-Rezeptors zu. Als Zellen zur in vivo Untersuchung wurden in diesem Fall PS120 Zellen
verwendet. PS120 ist eine Fibroblastenzelllinie des Hamsters, welche NHERF-1 und NHERF-2,
sowie den PTHI1-Rezeptor nicht expremiert. Es wird dort gezeigt, dass in PS120-Zellen, durch
Kotransfektion dieser Zellen mit dem PTHI-Rezeptor und NHERF-2 eine Verschiebung der
Signalantwort zu Gunsten des PLC-Signalwegs statt findet. Dieses geschieht durch die Stimula-
tion des inhibitorischen G-Proteins Gy, [152].

Da in unseren Versuchen durch den Hefetest nur ein vorldufiger Hinweis auf eine relevante In-
teraktion in Sdugetierzellen moglich ist, wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit eine Bestéti-
gung der Interaktion von PDZK1 mit dem PTHI1-Rezeptor durch zwei weitere unterschiedliche
Ansitze, welche nicht auf einem Hefesystem basieren, erbracht. Zum einen konnte die Interakti-
on durch Koimmunprézipitation bestétigt werden. Der entsprechende C-terminale Abschnitt,
welcher auch als ,,Koder* im Hefe-Interaktionstest Verwendung fand, wurde als Fusionsprotein
mit einem c-Myc Tag erfolgreich in vitro translatiert. Eine in vitro-Translation war ebenfalls fiir
das komplette PDZK1, mit einer Lange von 519 Aminosduren, moglich. Dieses Protein konnte
erfolgreich als Fusionsprotein mit einem HA-Tag transkribiert und translatiert werden. Eine In-
kubation beider Proteine und die anschlieBende Immunprézipitation mit einem der entsprechen-
den Antikorper zeigte, dass PDZK1 mit dem C-Terminus des PTH1-Rezeptors interagieren kann.
Die Immunprézipitation war nur mit einem der beiden Antikérper moglich. Eine Erklidrung hier-
fiir konnte in einer schwachen und temporér begrenzten Bindung der beiden Proteine liegen.
Eine zusitzliche Bestdtigung der Interaktion konnte durch ein ,,GST-pull-down“-Experiment
erbracht werden. Der C-Terminus des PTH1-Rezeptors, welcher als Fusionsprotein mit einem
GST-Anteil (Glutathion-S-Transferase) in Bakterien exprimiert wurde, konnte nach erfolgreicher
Aufbereitung an Glutathion-Sepharose gebunden werden. Nach Zugabe von Zelllysat aus tran-
sient mit pcDNA3.1-PDZKI1 transfezierten HEK 293 E+-Zellen, konnte das gebundenen PDZK 1
mittels eines spezifischen Antikorpers in der SDS-PAGE nachgewiesen werden.

Somit wurde in dieser Arbeit in drei unabhdngigen Versuchsansitzen gezeigt, dass PDZK1 an

den C-Terminus des PTH1-Rezeptors bindet.

Ein Durchsuchen der Gendatenbank des National Institut of Health (NIH) zeigt, dass PDZK1 bis
zum jetzigen Zeitpunkt bei Homo sapiens, Oryctolagus cuniculus, Rattus norvegicus und Mus
musculus bekannt ist. Ein Vergleich der Proteinsequenzen dieser Spezies zeigt sehr hohe Homo-
logien innerhalb der durch Pfam-Datenbankrecherche ermittelten PDZ-Doménen. Die verbin-

denden Regionen weichen jedoch stirker voneinander ab. Ein Beispiel hierfiir zeigt ein Ver-
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gleich der Sequenzen fiir PDZK1 von Mensch und Ratte. Hier findet man innerhalb der PDZ1-
Domine eine Homologie auf Proteinebene von 91 %. Der Grad der Homologie fiir die PDZ2-
Domine liegt bei 89 %. Hingegen wird fiir die verbindende Region zwischen der PDZ1- und der
PDZ2-Doméne nur eine Sequenzidentitit von 61 % erreicht. Der hohe Konservierungsrad inner-

halb der vier PDZ-Doménen gibt einen Hinweis auf eine dhnliche Funktion bei allen Spezies.

5.3.2 Bestimmung der interagierenden PDZ-Domiéine mit dem PTH1-Rezeptor

Das als Interaktionspartner des PTH1-Rezeptors identifizierte PDZ-Protein PDZK1, besteht aus
vier PDZ-Dominen [134]. Die verschiedenen PDZ-Doménen eines Proteins konnen dabei mit
unterschiedlichen anderen Proteinen in Kontakt treten. Ebenso wie durch die Bindungssequenz
des Zielproteins, ist auch durch die PDZ-Doméne eine gewisse Spezifitdt fiir die Zielproteine
vorhanden [55]. In der vorliegenden Arbeit wurden die vier bekannten PDZ-Doménen von
PDZK1 einzeln auf ihre Fahigkeit iiberpriift an den C-Terminus des PTHI1-Rezeptors zu binden.
Nach Amplifikation jeder einzelnen Doméne mittels PCR aus der gesamten cDNA von PDZK1
und anschlieBender Klonierung in den Vektor pGADT7 wurde die Expression der Doménen als
Fusionsprotein mit einer GAL4-Aktivierungsdomédne ermoglicht. Im anschlieBenden Hefe-
Interaktionstest konnte die PDZ1-Domine von PDZK1 eindeutig als die einzige interagierende
PDZ-Doméne mit dem C-Terminus des PTHI1-Rezeptors identifiziert werden.

Die Erkennungssequenz des PTH1-Rezeptors wurde nicht niher eingegrenzt. Durch die Ver-
wendung des C-terminalen Abschnitts in allen Interaktionsversuchen, muss sich jedoch das
Erkennungsmotiv im C-Terminus befinden. Fiir eine Vielzahl von PDZ-Proteinen ist bekannt,
dass sie bevorzugt an die vier letzen Aminosduren des C-terminalen Abschnitts des Zielptoteins
binden [237]. Fiir NHERF-1 und NHERF-2 wird gezeigt, dass die Bindungsstelle dieser beiden
PDZ-Proteine innerhalb der letzen vier Aminosiuren ,,ETVM>*% des PTH1-Rezeptors lokali-
siert ist. Durch den Austausch der einzelnen Aminosduren zu Alanin kann durch M. Mahon und
Kollegen weiterhin gezeigt werden, dass durch eine Verdnderung von T°°' zu Alanin und M
zu Alanin eine Bindung nicht mehr moglich ist [152]. Auch fiir das PDZ-Protein PSD-95
(postsynaptic-densitiy-protein), welches mit der dritten PDZ-Doméne an ein Klasse I Erken-
nungsmotiv bindet, ist die Aminosdure an Position P, (Threonin) entscheidend an der Bindung
beteiligt [49] (Eine ndhere Berschreibung der Klassifikation der Erkennungsmotive findet sich in
Kap. 1.6.3). Um eine Beteiligung des Klasse I Erkennungsmotivs an der Bindung von PDZK1 zu
testen, wurde eine PTHI1-Rezeptormutante generiert, bei welcher die letzte Aminoséure des C-
Terminus M zu Alanin verindert wurde. Diese Rezeptormutante (M593A) kann in zukiinfti-
gen Experimenten dazu verwendet werden eine Bestdtigung der Bindung von PDZK1 an das C-

terminal gelegene Aminosduremotiv zu finden. Dieses kann zunéchst durch ein weiteres GST-
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Pull-down-Experiment versucht werden, indem der nativen Rezeptor als Vergleich herangezogen
wird. Im Weiteren kann eine Transfektion von PDZK1 in HEK 293E+-Zellen, welche die Rezep-
tormutante M593 A exprimiert, Aufschluss liber mégliche Unterschiede in der Signaltransduktion
geben. Dadurch konnte eine erste mogliche Funktion des PDZK 1-Proteins untersucht werden.

Obwohl die Bestdtigung noch aussteht, ist zu vermuten, dass auch von PDZK 1 das Erkennungs-

motiv ,,ETVM>***%*« des PTH1-Rezeptors als Bindungsstelle verwendet wird.

5.3.3 Strukturanalyse der PDZ1-Domine von PDZK1

Mittels einer Datenbankabfrage konnte fiir die erste PDZ-Domine (PDZ1) von PDZK1 ein 3D-
Modell erstellt werden, welches anhand der Struktur der PDZ1-Doméne von NHERF-1 model-
liert wurde. Das Modell fiir die PDZ-1 Domine von NHERF-1 selbst basiert dabei auf Rontgen-
strukturanalysen von S. Karthikeyan und Kollegen [127].

Ein wichtiges strukturelles Merkmal aller PDZ-Domidnen ist der zwischen dem
BA-Faltblattstrang und dem BB-Faltblattstrang vorhandene Carboxyl-Bindungsloop. Dieser be-
sitzt eine entscheidende Rolle in der Spezifitit der Bindung des Zielproteins. So ist die Fahigkeit
der Stabilisierung des Carboxyl-Bindungsloops ein wichtiger Aspekt bei der Erkennung des Pep-
tids durch die PDZ-Doméne [49]. Vergleicht man die Modelle der PDZ1-Doméne von PDZK1
mit dem Modell der PDZ1-Doméne von NHERF-1 (siche Kapitel 4.3.6), so zeigen sich hohe
strukturelle Ahnlichkeiten. Ein entscheidender Unterschied aber besteht in der Linge des vor-
hergesagten PB-Faltblattstrangs, welcher wesentlich kiirzer ist und somit in einem verliangerten
Carboxyl-Bindungsloop der PDZ1-Domine von PDZK1 resultiert. Betrachtet man die Amino-
sduresequenz der PDZI-Doméne im Vergleich zu anderen PDZ-Doménen (siehe 4.3.7,
Abb. 4-37) so findet sich eine zusétzliche Aminosdure (Glycin) im Bereich des Carboxyl-
Bindungsloops. Ebenfalls abweichend von dem ubiquitér vorkommenden ,,GLGF*“-Motiv findet
man bei der PDZ1-Doméne von PDZK1 ein ,,NYGF“-Motiv. In diesen Unterschieden konnte die
Spezifitit dieser Doméne fiir den C-Terminus des PTH1-Rezeptors begriindet liegen.

Ein weiteres, mit PDZK1 interagierendes Protein ist der Na/P;-Transporter Typ Ila der Niere. Als
interagierende Doméne mit dem Na/Pi-Transporter kann in der Arbeit von S. M. Gisler und Kol-
legen die PDZ3-Doméne identifiziert werden [80]. Diese bindet an den C-Terminus des
Na/P;-Transporter Typ II. Als Erkennungssequenz des Na/Pj-Transporter kann das am C-
terminalen Ende liegende ,,TRL“-Motiv bestimmt werden [80]. Auch hier handelt es sich um ein
Erkennungsmotiv der Klasse 1. Weiterhin zeigte ein Aminosdurevergleich der PDZ1-Domine
mit der PDZ3-Domine von PDZK1, dass innerhalb der PDZ3-Domaéne ein ,,GYGF“-Motiv im
Carboxyl-Bindungsloop identifiziert werden kann. Die zusitzliche Aminosdure, wie fiir die

PDZ1-Domine beschrieben, findet sich hier nicht. Diese Unterschiede, in einer der entscheiden-
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den Bindungsregionen, konnten fiir die Spezifitit der verschiedenen Doménen von PDZK1 ver-

antwortlich sein.

5.3.4 Expression von PDZKI1 in verschiedenen Zelllinien

Um weitere Untersuchungen mit PDZK1 in Zellkulturmodellen durchzufiihren zu kénnen, wur-
den mehrere etablierte Zelllinien auf die Expression von PDZK1 untersucht. Mit Hilfe der RT-
PCR konnte ein Uberblick iiber das Vorkommen von PDZK1-mRNA in den Zellen geschaffen
werden. Eine falsch-positive Bande, durch die Amplifikation von genomischer DNA, wurde
durch die gewéhlten Primer vermieden: Bei der Konzeption der Primer wurde beriicksichtig,
dass sich der zu amplifizierente Bereich iiber eine Exon-Intron-Grenze erstreckte.

Die Expression von PDZK1 in Nierengewebe wurde schon anhand von Northern Blot-Analysen
gezeigt [134]. Die mRNA von PDZK1 konnte von uns mit Hilfe der RT-PCR auch in COS-7-
Zellen, in HEK 293 E+-Zellen und in SaoS-2-Zellen nachgewiesen werden, wobei es sich bei
COS-7-Zellen und HEK 293 E+-Zellen um Zelllinien handelt, welche aus Nierengewebe stam-
men. Da COS-7-Zellen von Cercopithecus aethiops abstammen, scheint die Aminosduresequenz
von PDZK1 dieser Spezies, im Bereich der Primer gut mit der humanen Sequenz {ibereinzu-
stimmen. Eine Expression von PDZK1 im Knochen konnte bis jetzt noch nicht gezeigt werden.
Durch die humane Osteosarkom-Tumorzelllinie SaoS-2 konnte das Vorkommen der PDZKI1-
mRNA in Knochen bestétigt werden. Bei der Bewertung dieses Ergebnisses muss jedoch beriick-
sichtigt werden, dass PDZK1 in verschiedenen Karzinomen hoch reguliert wird [133] und somit
eventuell nur in Tumorzellen des Knochens, nicht aber in normalem Knochengewebe PDZK1 zu
finden ist.

In den anderen untersuchten Zelllinien konnte PDZK1 nicht nachgewiesen werden. Dies lésst
jedoch nicht sicher den Schluss zu, dass hier keine Expression statt findet. So sind ROS17/2.8-
Zellen, MDCK-Zellen und OK-Zellen nicht humanen Ursprungs. Da MDCK-Nierenzellen von
Canis familiaris abstammen besteht hier die Mdglichkeit, dass die Primer nicht mit dieser Spe-
zies kreuz reagieren. Dies gilt ebenfalls fiir die Osteosarkom-Tumorzelllinie von Rattus norvegi-
cus ROS17/2.8 und die aus der Niere von Didelphis marsupialis virginiana stammende OK-

Zelllinie.

5.3.5 Beteiligung von PDZK1 an der Regulation des Phosphattransports in der Niere

PDZ-Proteine sind wichtige Komponenten bei der Organisation und Anordnung von Membran-
transportern und Rezeptoren. AuBBerdem konnen sie der Verankerung von Komponenten dienen,
die an den regulatorischen Prozessen der Zelle beteiligt sind [73]. In den proximalen Tubuluszel-
len der Niere kann unter anderem die Expression der PDZ-Proteine PDZK1 und NHERF-1 ge-
zeigt werden [80, 245]. Fiir NHERF-1 kann eine Interaktion mit dem Na'/H'-Austauscher
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(NHE-3) [145], dem Na/P;-Transporter Typ Ila [80] und dem PTH1-Rezeptor [152] gezeigt wer-
den. Die regulatorische Bedeutung von NHERF-1 wird durch die in diesem Protein vorkommen-
de Ezrin-Bindungsstelle klar. Ezrin wird an dieser Stelle an NHERF-1 gebunden und dient als
Anker fiir Proteinkinase A. Es wird gezeigt, dass der Komplex aus PKA und NHERF-1 wichtig
fiir die Phosphorilierung des NHE-3 ist [250]. Eine weitere regulatorische Funktion besitzt
NHERF-1 in der Signaltransduktion des PTH1-Rezeptors [152].

Als Interaktionspartner des ebenfalls in der Niere exprimierten PDZK1 wurde ebenso wie fiir
NHERF-1 der Na/P;-Transporter Typ Ila identifiziert[80]. Im Weiteren wurde das Membran-
assoziierte Protein MAP17 als Interaktionspartner fiir PDZK1 gefunden [133]. In der vorgeleg-
ten Arbeit wurde nun durch unterschiedliche Versuchsansitze gezeigt und bestétigt, dass auch
der PTHI1-Rezeptor als Interaktionspartner fiir PDZK1 funktioniert. Allerdings konnte fiir
PDZK1 bis zum jetzigen Zeitpunkt noch keine regulatorische Funktion beschrieben werden.

Im Zuge dieser Arbeit wurde versucht mit einem PDZK1-GFP Fusionsprotein eine Lokalisation
von PDZKI1 an die Membran zu detektieren, nachdem PTHI1-Rezeptor exprimierende HEK-
Zellen mit hPTH (1-34) stimuliert wurden (Daten nicht gezeigt). Zeitgleich wurde von S. Priba-
nic und Kollegen in OK-Zellen nachgewiesen, dass eine Lokalisation von PDZK1 nur durch das
Vorhandensein des Membran-assoziierten Proteins MAP17 mdglich ist. Die Interaktion von
PDZK1 mit MAP17 findet iiber die PDZ4-Doméne statt und ist Vorraussetzung fiir eine apikale
Lokalisation von PDZKI1 in renalen proximalen Tubuluszellen. Hingegen ist eine apikale Lokali-
sation von MAP17 vom PDZK1-Protein unabhéngig [189]. Mit Hilfe der Methode der RT-PCR
und spezifischen Primern fiir MAP17 konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden dass
HEK 293 E+-Zellen MAP17 nicht exprimieren (siche 4.3.10, Tabelle 4-11) und somit eine
Grundvoraussetzung fiir eine Membranlokalisation in diesen Zellen mdglicherweise nicht gege-
ben ist. Eine Assoziation von PDZK1 mit MAP17 kann in der Arbeit von S. M. Gisler und Kol-
legen anhand verschiedener Versuchsansitze (Hefe-Interaktionstests, Koimmunprézipitation)
gezeigt werden. Hingegen ist eine Interaktion von NHERF-1 mit MAP17 bisher nicht gezeigt
worden [79].

Verschiedene Untersuchungen des PDZK 1-Proteins deuten auf eine mogliche Beteiligung an der
Regulation des Phosphattransports in der Niere hin. Unter normalen physiologischen Bedingun-
gen werden bis zu 80 % des Phosphats (P;) im proximalen Tubulus der Niere reabsorbiert. Der
Hauptteil der Reabsorption erfolgt hierbei iiber den Na/P;-Transporter Typ Ila. In Méausen bei
denen die Expression des Na/P;-Transporters Typ Ila unterdriickt wird, kommt es zu einer

70 %igen Reduktion des Natrium-Phosphat Transports [6], wobei die verbleibende Transportak-
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tivitiat nicht PTH-abhéngig ist. Somit wird der Hauptteil der Phosphatabsorption iiber eine PTH-
abhingige Regulation des Na/P;-Transporters Typ Ila bewerkstelligt [10].

Eine mogliche Funktion von PDZK1 beim Menschen kann anhand des homologen Proteins der
Ratte, bezeichnet als Diphor-1(,,dietary P;-regulated RNA-1%), postuliert werden. In der Ratte
wird Diphor-1 vor allem im Cortex der Niere exprimiert. Unterzieht man Ratten einer phosphat-
armen Didt, so kann im Cortex der Rattenniere eine erhohte Expression von Diphor-1 mRNA
nachgewiesen werden. Ebenso hat der Phosphat-Entzug eine Erhéhung der Na/Pi-Transporter
Typ Ha-mRNA zur Folge [42]. Ein Zusammenhang von Diphor-1 mit der Regulation des Phos-
phathaushalts durch den Na/P;-Transporter Typ Ila kann durch eine Koexpression von Diphor-1
und dem Na/P;-Transporter Typ Ila in Xenopus laevis Oozyten gezeigt werden. Die Koinjektion
dieser beiden cRNAs hat eine Erhohung der Natrium-abhéngigen Phosphataufnahme um das 1,7-
fache zur Folge, gegeniiber Oozyten die nur mit Na/P;-Transporter Typ Ila-cRNA alleine inji-
ziert wurden [42].

Auch fiir das humane PDZK 1-Protein kann eine Interaktion mit dem humanen Na/P;-Transporter
der Niere nachgewiesen werden [80]. Anhand dieser Interaktion und der sehr hohen Sequenzho-
mologie von Diphor-1 mit PDZK1 (siehe 4.3.4), ldsst sich auf eine dhnliche Funktion schliefen.
Anhand von in vivo Experimenten an OK-Zellen kann gezeigt werden, dass die Behandlung der
Zellen mit hPTH (1-34) die Internalisierung des Na/P;-Transporters vom Typ Ila zur Folge hat
[181]. Diese Internalisierung erfolgt mit Hilfe von sogenannten ,,Clathrin-coated“-Vesikeln
[131].

Zwar wurde in der Arbeit von S. M. Gisler und Kollegen [79] die Hypothese aufgestellt, dass
kein Hormonrezeptor, wie z. B. der PTH1-Rezeptor oder der B2-adrenerge Rezeptor in der Lage
ist an PDZK1 zu binden. Jedoch konnte in der vorgelegten Arbeit eindeutig gezeigt werden, dass
eine Interaktion von PDZK1 mit dem PTH1-Rezeptor statt findet. Folgend aus dieser Tatsache
und den Befunden aus Experimenten mit Diphor-1 der Ratte kann ein mogliches Modell des
Phosphattransports in der Niere unter Beteiligung von PDZK 1 aufgestellt werden:

Ist ein niedriger Phosphatspiegel vorhanden, wird sowohl der Na/P;-Transporter Typ Ila, als auch
PDZK1 vermehrt expremiert. Durch die Interaktion von PDZK1 mit dem Na/P;-Transporter Typ
ITa kommt es zu einer erhdhten Phosphatreabsorption in den proximalen Tubuluszellen der Nie-
re. Diese Interaktion erfolgt iiber die PDZ3-Doméne von PDZK1 mit dem Na/Pj-Transporter Typ
ITa, wobei MAP17 als Ankermolekiil fiir PDZK1 fungiert und mit diesem Protein iiber dessen
PDZ4-Domine interagiert. Ist der Phosphatspiegel des Blutes niedrig, dient PDZK1 somit als
positives Regulatorelement.

Im Falle eines erhohten Phosphatspiegels kommt es zu einer vermehrten Ausschiittung von PTH.

Die Stimulation des PTH1-Rezeptors durch PTH in der Niere bewirkt eine Kopplung des Na/P;-
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Transporters Typ Ila an den PTH1-Rezeptor iiber das Adapterprotein PDZK1. Hierbei bindet
PDZK1 {iber seine PDZ1-Domine an den PTH1-Rezeptor. Auch in diesem Fall fungiert MAP17
als Ankerprotein und ermoglicht es PDZK1 an die Membran zu translozieren. Wirkt PDZK1 als
Adapter zwischen dem Na/P;-Transporter Typ Ila und dem PTHI-Rezeptor so ist es moglich,
dass der Na/P;-Transporter Typ Ila durch eine Kointernalisierung mit dem PTH1-Rezeptor von
der Membranoberfldche verschwindet und somit die Riickresorption von Phosphat vermindert
wird. PDZK1 wirkt in diesem Fall als negatives Regulatorelement.

Ein erster Schritt, um diese Hypothese zu iiberpriifen, konnte die Bestimmung der Kointernali-
sierung des Na/P;-Transporters Typ Ila mit dem PTH1-Rezeptor sein, indem man sich fluoreszie-
rende Proteine (CFP, YFP, RFP, GFP; ,,fluorescent proteins*) zu Nutze macht. Hierzu exprimiert
man sowohl den Rezeptor, als auch den Na/P;-Transporter Typ Ila mit jeweils unterschiedlich
fluoreszierenden Proteinanteilen in ein und der selben Zelle. Nach PTH-Stimulation kdnnte eine
Lokalisation sowohl des Rezeptors, als auch des Transporters bei der fiir den fluoreszierenden
Proteinanteil ensprechenden Wellenldnge sichtbar gemacht werden. Anschliessend miisste eine
mogliche Koexistenz in den Internalisierungsvesikeln durch eine Uberlagerung der Bilder iiber-
priift werden.

Einen weiteren Ansatzpunkt bieten die von O. Kocher und Kollegen generierten Knock-out
Mause, die PDZK1 nicht mehr expremieren [135]. Die generierten homozygoten Méuse entwi-
ckeln sich normal und zeigen keine auffilligen phanotypischen Verdnderungen. Fiir einige lo-
nenkanéle (Aquaporin 1 und CAT-2 (Kationen / Aminosiuren-Transporter)) konnte eine verédn-
derte Expression gezeigt werden. AuBBerdem wurde bei diesen knock-out Miusen ein erhohter
Serum-Cholesterin-Wert gemessen. Eine Verdnderung der Expression des Na/P;-Transporter Typ
ITa konnte nicht gezeigt werden. Allerdings zeigen die PDZK1-knock-out Mause im Vergleich
zu den Wildtyp-Maiusen eine erniedrigte Phosphatausscheidung im Urin. Um einen Zusammen-
hang von PDZK1 mit der Phosphatregulation in der Niere ermitteln zu konnen, kénnte man so-
wohl die PDZK 1-knock-out Miuse, als auch die WT-Maiuse einer phosphatreichen Didt unter-
ziehen und im Anschluss nochmals die Phosphatausscheidung im Urin bestimmen. Besteht ein
Zusammenhang zwischen einer PDZK1-Expression und der Phosphatregulation in der Niere,
wiirde man bei den knock-out-Mausen eine geringere Toleranz gegeniiber einer phosphatreichen
Nahrung nachweisen konnen. Einen &dhnlichen Effekt miisste man mit der Gabe einer hohen Do-
sis an PTH erreichen, welche den Miusen injiziert wird. Ein erhohter Phosphatspiegel hat nor-
malerweise eine vermehret PTH-Ausschiittung zur Folge und im weiteren eine dadurch erhdhte
Phosphatausscheidung iiber die Niere [10]. Die Behandlung von PDZKI1-knock-out-Méusen
sollten im Falle einer PDZK1-Beteiligung nach PTH-Gabe nicht mit einer erhdhten Phosphat-

ausscheidung iiber die Niere im Vergleich zu den WT-Mausen einhergehen.
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Zusammenfassend konnte im dritten Teil der vorgelegten Arbeit durch verschiedene Versuchs-
ansitze gezeigt und bestétigt werden, dass eine Interaktion des PDZ-Proteins PDZK1 {iber die
PDZ1-Domine mit dem PTHI1-Rezeptor statt findet. Weiterhin wurde die Expression von
PDZKI1-mRNA in verschiedenen Zellinien, unter anderem auch in Zelllinien die aus Nierenge-
webe abstammen, nachgewiesen. Auf Grund der verschiedenen Untersuchungen und Uberlegun-

gen kann eine Beteilung von PDZK 1 am Phosphattransport in der Niere postuliert werden.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungen und Anglizismen

°C Grad Celcius

AC Adenylatzyklase

AD Aktivierungsdoméane

AS Aminosdure

Assay Experiment

BD Bindungsdoméne

blunt- end ,stumpfes“ Ende

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CFP cyan fluorescent protein = blau fluoreszierender Proteinanteil

c-Myc-Tag c-Myc-Anhang

counts counts per minute = radioaktive Zerfille pro Minute

CTERM Bezeichnung des C-terminalen Abschnitt des PIR als ,,Koder” fiir den ,,Yeast-two-
Hybrid Screen*

DAG Diacylglycerol

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium

DNA Desoxyribonukleinsdure

dsDNA double-strand DNA = Doppelstrang-DNA

ECs halbmaximale effektive Wirkkonzentration

FCS fotales Kéalberserum

FRET fluorescence resonance energy transfer

GFP green fluorescent protein = griin fluoreszierender Proteinanteil

G; inhibierendes G-Protein

GPCR G-protein coupled receptor= G-Protein gekoppelter Rezeptor

G-Protein Guanosintrisphosphat (GTP)-bindendes Protein

GRK G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase

G, stimulierendes G-Proein

GST Glutathion-S-Transferase

h Stunde

HA-Tag Hamagluttinin-Anhang

HEK 293 E+ humane embryonale Nierenzellen stabil mit dem EBV-Origin transfeziert

hP1IR PTHI1-Rezeptor des Menschen

hPTH (1-34) humanes Parathormon mit 34 AS

hPTHrP humanes Parathormon-related-protein

IBMX Isobutyl-Methylxanthin

ICs halbmaximale effektive Hemmkonzentration

Insert kurzes DNA-Fragment

IP Inositolphosphat

1P, Inositoltrisphospha

1ZL-3 Bezeichnung der dritte intrazelluldren Schleife des PIR als ,,Koder” fiir den Yeast-two-
Hybrid Screen*

kb kilo Basenpaare

Kp Bindungsaffinitdtskonstante

kDa kilo Dalton

MAPK mitogen activated protein kinases, Mitogen aktivierte Proteinkinasen

min Minute

MW molecular weight = Molekulargewicht

NMR nuclear magnetic resonance = Kernspinresonanz

OD optische Dichte

opPIR PTH1-Rezeptor des Oossums

ORF open reading frame = offenes Leseraster

PIR PTH1-Rezeptor

P2R PTH2-Rezeptor

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR polymerase chain reaction = Polymeraseketten- Reaktion
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pERK1/2
PKA
PKC
Plasmid
PLC
Primer
RFP

RIA
RNA
rpm

RT

s

S.D.

S.E.
Screen/screening
ssDNA
sticky end
TIP39
™

U

WT
yeast
YFP

phosphorylated extracellular-signal related kinase 1/2
Proteinkinase A (cAMP abhingige Proteinkinase)
Proteinkinase C

Klonierungsvektor

Phospholipase C

DNA-Oligonukleotid

red fluorescent protein = rot fluoreszierender Proteinanteil
Radio- Immuno-Assay

Ribonukleinsdure

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

Sekunde

,standard deviation” = Standardabweichung

,standard error® = Standardfehler

Suche/durchsuchen

single-strand DNA = Einzelstrang-DNA

,Kklebriges* Ende

tuberoinfindubular peptide of 39 AA = tuberoinfindibulares Peptid aus 39 AS
Transmembrandoméne

units = Einheiten

Wildtyp-(Rezeptor)

Hefe

yellow fluorescent protein = gelb fluoreszierender Proteinanteil



Anhang 198

7.2  Publikationen

Veroffentlichung in wissenschaftlicher Zeitschrift

Ein Teil dieser Arbeit ist zur Verdffentlichung eingereicht bei ,,Endocrinology*:

Ulla Heindel, Thomas Wobbe, Markus John, Bruno Allolio and Eberhard Blind

., Signaling properties of the parathyroid hormone 2 receptor tuned by the molecular interplay of
type 1 receptor’s intracellular domains*

Vortrage

U. Heindel, S. Schmitt, J.-P. Vilardaga, B. Allolio, E. Blind
“Critical role of a conserved Tyr453 residue in the seventh transmembrane helix of the parathy-

roid hormone receptor for its coupling to phospholipase C but not to adenylyl cyclase”
44. Symposium DGE und 35. Jahrestagung DDG, Miinchen, 2000

U. Heindel, T.Wobbe, M.Weber, M.John, E. Blind

,Characterization of PTH receptor epitopes involved in inostitol phosphate signaling using chi-
meric PTH-1/PTH-2 receptor hybrid constructs®

46. Symposium DGE, Goéttingen, 2002

U. Heindel, S. Meyer, B. Allolio, E. Blind

,ldentification of proteins interacting with the intracytolplasmatic C-terminal tail of the PTH
receptor”

47. Symposium DGE, Kéln, 2003

E.M. Endress, U. Heindel, A .EBwein, W. Schifer, B. Allolio, E. Blind

“Possible role of cysteine residues in the third extracellular loop of the human PTH-2 receptor
for its ligand specifity”

44. Symposium DGE und 35. Jahrestagung DDG, Miinchen, 2000

O. Jakob, U. Heindel, B. Allolio, E. Blind

“Tuberoinfundibular peptide of 39 residues (TIP39) acts as a potent agonist of the human PTH-2
receptor (P2R) and as an antagonist for the human PTH-1 receptor (P1R)”

45. Symposium DGE, Magdeburg, 2001



Anhang 199

Posterprisentationen

U. Heindel, J.-P. Vilardaga, B. Allolio, E.Blind

(1.Posterpreis)

»Die Aminosduren Tyr-453 und Asn-457 in der siebten Transmembrandoméine des Parathormon-
Rezeptors spielen eine wichtige Rolle fiir dessen Ankopplung an den Phospholipase C-
Signalweg

2. Bad Briickenauer Wintertagung der Medizinischen Universititsklinik Wiirzburg, Bad Briicke-
nau, 2001

U. Heindel, T.Wobbe, M.Weber, E.Blind

»Charakterisierung der fiir den Inositolphopsphat-Signalweg notwendigen Abschnitte des
PTH-Rezeptors mittels PTH1R/PTH2R-Hybridkonstrukten

Alumni-Treffen der Medizinischen Klinik der Universitiat Wiirzburg, Wiirzburg, 2002

0O.Jakob, U.Heindel, B.Allolio, E.Blind

»Das neu entdeckte tuberoinfindibulére Peptid aus 39 Aminosduren (TIP39) ist ein potenter A-
gonist am humanen PTH2-Rezeptor (P2R) und ein Antagonist am humanen PTHI-Rezeptor
(P1R)

2. Bad Briickenauer Wintertagung der Medizinischen Universititsklinik Wiirzburg, Bad Briicke-
nau, 2001

0. Jakob, E.M. Endress, U. Heindel, B. Allolio, E. Blind

“Tuberoinfindibular peptide of 39 residues (TIP39) interacts both with the human PTH-1 recep-
tor (P1R) und the human PTH-2 receptor (P2R)”

Osteologie 2001, Wiesbaden, 2001

E.M. Endress, U. Heindel, A.EBwein, W. Schifer, B. Allolio, E. Blind

“Role of the cysteine residues in the third extracellular loop of the PTH receptor for ligand speci-
ﬁty”

23" Annual Meeting of the American Society for Bone and Mineral Research, Phoenix, Arizona,
USA, 2001



Anhang 200

Curriculum Vitae

Personliche Daten

Ulla Heindel

geboren am 23.12.1972 in Wiirzburg
ledig

Ausbildungsweg und Schule

09/79-07/83 Grundschule Ebrach

09/83-07/89 Gymnasium FLSH Schlof3 Gaibach / AuBBenstelle Gerolzhofen
09/89-07/92 Gymnasium FLSH Schlof3 Gaibach

11/92-09/98 Studium der Biologie

an der Bayerischen Julius-Maximilians Universitit Wiirzburg
Abschluss: Diplom
08/97-08/98 Diplomarbeit am Lehrstuhl fiir Genetik der Universitit Wiirzburg
Thema:
,untersuchungen zur Omb Funktion bei Drosophila melanogaster*
04/99-02/04 Promotionsstudium, im endorinologischen Labor von

Prof. Dr. med. Bruno Allolio, Medizinische Klinik der Universitdt Wiirzburg

Berufstitigkeit

04/99-02/04 wissenschaftliche Mitarbeiterin im Endokrinologischen Labor der
Medizinischen Klinik der Universitdt Wiirzburg

seit 08/04 Novartis Pharma GmbH, Niirnberg

im Bereich Medizin - klinisches Studienmanagement



	Einleitung
	Überblick
	G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR)
	Strukturelle Eigenschaften von G-Protein gekoppelten Rezeptoren
	Ligandenbindung und Aktivierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren
	Signalübertragung von G-Protein gekoppelten Reze�
	Klassifizierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren

	Liganden des PTH1- und PTH2-Rezeptors
	Parathormon (PTH)
	Biosynthese und Metabolismus
	Physiologische Wirkung von PTH

	Parathormon-related Protein (PTHrP)
	Molekulare Eigenschaften von PTHrP
	Physiologische Wirkung und Metabolismus von PTHrP

	Tuberoinfundibiläres Peptid aus 39 Aminosäuren �

	Der PTH/PTHrP-Rezeptor (PTH1-Rezeptor, P1R)
	Allgemeine Struktur des PTH1-Rezeptors
	Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung
	Signaltransduktion und Rezeptorregulation

	Der PTH2-Rezeptor (P2R)
	Allgemeine Struktur des PTH2-Rezeptors
	Ligandenbindung und Signaltransduktion am PTH2-Rezeptor

	PDZ-Proteine
	Eigenschaften und Funktionen von PDZ-Proteinen
	Aufbau einer PDZ-Domäne und strukturelle Bindung�
	Strukturelle und chemische Eigenschaften des Bindungsproteins

	Zielsetzung

	Material
	Chemikalien
	Laborgeräte
	Sonstige Materialien und Reagenzien
	Kits \(kommerzielle Reagenziensätze\)
	Molekulargewichtsmarker für DNA und Proteine
	Peptide
	Enzyme
	Antikörper
	Primer
	Sequenzspezifische Primer
	Vektorspezifische Primer

	Plasmide
	Bakterien- und Hefestämme
	E.coli-Stämme
	Saccharomyces cerevisiae

	Zelllinien
	Medien für die Bakterienkultur
	Medien für die Hefekultur
	Lösungen und Materialien für die Zellkultur und 
	Computerprogramme und Internet-Adressen
	Computergestütze Sequenzanalyse
	Computerprogramme


	Methoden
	Bakterienkultur
	Kultur auf Platten
	Kultur im Flüssigmedium
	Kurzeitige Konservierung von Bakterienstämmen
	Langfristige Lagerung von Bakterienstämmen \(Gl�
	Bestimmung der optischen Dichte \(OD\) aus ein�
	Herstellung chemisch kompetenter Zellen
	Herstellung elektrokompetenter Zellen

	Molekularbiologische Standardmethoden
	Isolierung von Plasmid DNA aus Bakterienzellen
	alkalische Mini-Präparation
	Plasmid-Präparation nach Qiagen

	Plasmid-Maxi-Präparation
	Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA
	DNA-Konzentrationsbestimmung aus Agarosegelen
	DNA-Fällung
	DNA-Reinigung mittels Phenol / Chloroform
	Enzymatische Spaltung von DNA (Restriktionsverdau)
	Agarose-Gelelektrophorese
	Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
	Qiagen-Kit:
	Millipore-Kit (Montage Gel Extraktions-Kit)

	Dephosphorilierung von 5`-Enden mit alkalischer Phosphatase aus Shrimps
	Ligation von DNA-Fragmenten
	Transformation chemisch kompetenter Zellen
	Transformation elektrokompetenter Zellen
	Polymerasekettenreaktion (PCR)
	Konzeption von Primern für die PCR
	Durchführung der PCR

	Klonierung mit dem TA Cloning Kit (Invitrogen)
	Ligation
	Transformation in Top10F´-Zellen

	Sequenzierung von DNA
	Isolierung von RNA aus Zellen
	Reverse-Transkriptions-PCR (RT-PCR)

	Proteinchemische Standardmethoden
	Isolierung von Proteinen aus Zellen
	Proteinbestimmung nach Bradford
	SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
	Färbung von Proteinen mit Coomassie-Brilliantbla�
	„Western-Blotting“ \(Immunoblotting\)
	Immundetektion und Luminolnachweis
	Nachweis von phosphorilierten MAP-Kinasen
	In-vitro Transkription und Translation
	Koimmunpräzipitation von Proteinen
	Induktion von GST-Fusionsproteinen
	Aufreinigung von GST-Fusionsprotein
	GST ”pull-down”-Assay
	Membranpräparation aus Zellen

	Zellkultur
	Allgemeine Zellkulturtechniken
	Zentrifugation von Zellen
	Bestimmung der Zellzahl
	Einfrieren von Zellen
	Auftauen von Zellen

	Kultivieren von Zelllinien
	Kultur von humanen embryonalen Nierenzellen \(HE
	Kultur von COS-7 und OK-Zellen
	SaoS-2- Zellen:
	Kultur von MDCK-Zellen
	Kultur von ROS17 / 2.8 Zellen

	Transfektion von Zelllinien
	Transfektion von Zellen mit Lipofectamin (Invitrogen):
	Transfektion von Zellen nach derKalzium-Phosphat-Methode:
	Transfektion von MDCK-Zellen mit Effectene (Qiagen):


	Bioassays
	Kompetitive Verdrängungsreaktion mit radioaktiv �
	Bestimmung des akkumulierten cAMP nach PTH-Stimulation
	Stimulation der Zellen mit hPTH (1-34) oder TIP39
	Messung des akkumulierten cAMP mit Hilfe eines Radio-Immuno-Assays (RIA)

	Messung der akkumulierten Gesamtinositole nach Stimulation mit PTH(1-34) oder TIP39
	Pharmakologische Hemmung von Proteinkinasen
	Formelzusammenfassung zur Berechnung der Bindungsdaten
	Berechnung von IC50 / EC50 -Werten:
	Berechnung der auf der Zelloberfläche exprimiert�


	Messung von freigesetztem intrazellulärem Ca2+ n�
	Untersuchung der ß-Arrestin Translokation mittel�
	“Yeast-two-Hybrid”-Methoden
	Kultur von Saccharomyces cerevisiae (Bierhefe)
	Flüssigkultur von Saccaromyces cerevisiae
	Kultur von Saccaromyces cerevisiae auf Agar-Platten
	Glycinkultur von Saccaromyces cerevisiae

	Verpaarung von haploiden Hefezellen
	Transformation von Hefe nach der Lithiumacetat-Methode
	Herstellung kompetenter Hefezellen
	Transformation der Hefezellen

	“Yeast–two�Hybrid”-Screen
	Plasmidpräparation aus Hefe
	Präparation von Proteinextrakten aus Hefe
	Vorbereitung der Hefezellen zur Proteinextraktion
	Präparation der Proteine mittels der TCA-Methode



	Ergebnisse
	Charakterisierung eines hochkonservierten Abschni
	Sequenzvergleich verschiedener G-Protein gekoppelter Rezeptoren der Klasse II
	Generierung von Mutationen im konservierten Berei
	Punktmutationen des „YCFXN“-Motivs
	Konstruktion einer Doppelmutante

	Bindungseigenschaften und Signaltransduktion der TM7-Mutanten
	Bindungseigenschaften der TM7-Mutanten im Vergleich zum Opossum PTH1-Rezeptor
	Signaltransduktion der TM7-Mutanten
	Messung der intrazellulären Kalziumausschüttung 


	Charakterisierung von PTH1-/ PTH2-Rezeptor Hybridmutanten
	Vergleich der humanen PTH2-Rezeptor \(P2R\) Am�
	Konstruktion von Hybridmutanten des PTH1- und PTH2-Rezeptors
	Bindungseigenschaften und Signaltransduktion der Hybrid-Rezeptoren
	Bindungseigenschaften der Hybrid-Rezeptoren im Vergleich zu den humanen PTH1- und PTH2-Rezeptoren (P1R, P2R)
	Signaltransduktion der Hybrid-Rezeptoren
	Messungen der intrazellulären Kalziumausschüttun

	Translokation von ß-Arrestin 2-GFP nach Stimulat�
	Aktivierung von MAP-Kinasen nach Stimulation mit hPTH (1-34) und hTIP39

	Identifikation intrazellulärer Interaktionspartn�
	Die Herstellung der „Köderplasmide“
	Screenen einer humanenen Nierenbibliothek
	Identifizierung verschiedener intrazellulärer In�
	Ergebnisse aus dem Screen mit der dritten intraze
	Ergebnisse aus dem Screen mit dem C-Terminus \(C

	Charakterisierung des PDZ-Proteins PDZK1
	Kartierung der Bindungsdomäne von PDZK1 mit dem �
	Konstruktion der einzelnen PDZ-Domänen
	Ermittlung der PDZ-Bindungsdomäne für den PTH1-R

	Ein 3D-Modell der PDZ1-Domäne von PDZK1
	Analyse der molekularen Determinanten für die Bi�
	Koimmunpräzipitation von PDZK1 und dem PTH1-Reze�
	Konstruktion der Plasmide für die Koimmunpräzipi
	In vitro Translation und Koimmunpräzipitation vo�

	GST-Pull-down von PDZK1 mit dem C-Terminus des PTH1-Rezeptors
	Klonierung des C-Terminus des PTH1-Rezeptors in einen GST-Expressionsvektor
	Induktion von GST-Fusionsprotein
	GST Pull-down von PDZK1

	Expression von verschiedenen PDZ-Proteinen und MAP17 in diversen Zelllinien
	Expression von PDZK1 in verschieden Zelllinien
	Expression von MAP17, NHERF-1 und NHERF-2 in verschiedenen Zelllinien



	Diskussion
	Der Einfluss von hoch konservierten Aminosäuren �
	Einfluss von polaren Aminosäuren der Transmembra�
	Auswirkungen der Mutationen auf die Ankopplung an G-Proteine
	Änderung der Ankopplung und partielle konstituti�
	Die Transmembrandomäne 7 besitzt wichtige strukt�


	Funktionelle Charakterisierung von PTH1- / PTH2-Rezeptorhybriden
	Intrazelluläre Rezeptormutationen verändern die 
	Ist eine Übertragung von Signaleigenschaften vom�
	Wie wirkt sich eine Angleichung des intrazellulä�
	Eine durch den Liganden induzierte Translokation 
	Aktivierung von Mitogen aktivierten Proteinkinase

	Analyse der Interaktion des humanen PTH1-Rezeptor
	Identifizierung eines PDZ-Proteins
	Bestimmung der interagierenden PDZ-Domäne mit de�
	Strukturanalyse der PDZ1-Domäne von PDZK1
	Expression von PDZK1 in verschiedenen Zelllinien
	Beteiligung von PDZK1 an der Regulation des Phosphattransports in der Niere


	Literaturverzeichnis
	Anhang

