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1 Einleitung

1.1 Parathormon (PTH)

1.1.1 Biosynthese und Metabolismus

Obwohl geringe Mengen an Parathormon-mRNA im Hypothalamus der Ratte detektiert
wurden, sind die Nebenschilddriisen in Sdugern der einzige nachgewiesene Syntheseort
von PTH (1). Parathormon (Parathyrin; PTH) findet sich in allen bisher erforschten
Sdugetierarten als ein Peptidhormon bestehend aus einem Singuldrstrang von 84
Aminoséuren (AS) mit einem Molekulargewicht von 9300g/mol.

Das humane PTH-Gen wurde in enger Nachbarschaft zu dem fiir Calcitonin auf dem
kurzen Arm des Chromosom 11 lokalisiert. (2,3)

Das urspriingliche Genprodukt ist das Préproparathormon, bestehend aus 115 AS. (4)
Die tliberwiegend hydrophoben 25 AS der Pridsequenz dienen dem Transport ins raue
endoplasmatische Retikulum, wo sie mittels einer Peptidase entfernt werden. Durch
proteolytische Abspaltung der restlichen 6 aminoterminalen AS im Golgi-Apparat wird
das Proparathormon zum intakten PTH, das entweder in sekretorischen Vesikeln oder

frei im Cytosol bis zur Sekretion gelagert wird (5-7).

Proteolyse des intakten PTH wird hauptsichlich durch den Gehalt an
Extrazelluldrkalzium bestimmt (8). So findet bei Hyperkalzdmie bereits eine Spaltung in
der Nebenschilddriise statt, um die Sekretion des biologisch aktiven PTH den
Erfordernissen anzupassen. Innerhalb des Blutkreislaufs hat intaktes PTH (1-84) eine
Halbwertszeit von ungefidhr 2 Minuten, ehe es entweder einer proteolytischen Spaltung
in den Kupffer-Zellen der Leber (60-70%) unterzogen oder durch glomerulére Filtration
in den Nieren ausgeschieden wird (20-30%) (9,10). Die Aufnahme durch Zielzellen
spielen hierbei nur eine untergeordnete Rolle (5).

Nach der raschen Proteolyse in der Leber gelangt vor allem das carboxyterminale PTH-

Fragment in die Zirkulation zuriick, das im gesunden Kdrper eine Halbwertszeit von 20-



40 Minuten aufweist. Diese kann allerdings bei Niereninsuffizienz noch stark ansteigen,
da die Ausscheidung hauptsichlich durch glomeruldre Filtration erfolgt.

Obwohl nur die aminoterminale Region des PTH-Molekiils fiir dessen Bioaktivitét
bendtigt wird, gibt es Hinweise auf einen Rezeptor, der spezifisch das carboxyterminale
PTH-Fragment erkennt. (11) Ausserdem scheint der Carboxyterminus Einfluss auf die
Osteoklastenaktivitdt und die Kollagen-Gen-Expression in Chrondrozyten zu nehmen

und wird bei der Abspaltung der Prosequenz bendétigt. (5), (7), (12-17)

1.1.2 Regulation der Synthese und Sekretion

In wvivo ist die extrazellulire = Kalziumkonzentration der  wichtigste
Regulationsparameter: Hypokalzimie fiihrt zum einen iiber einen Ca’’-Rezeptor zur
PTH-Sekretion aus der Nebenschilddriise, zum anderen hat es einen Anstieg von PTH-
mRNA zu Folge. (18,19)

1,25(0OH»)Ds besitzt auch eine negative Riickkopplung auf die PTH-Transskription (20).
Mehrere Studien belegen dariiber hinaus eindrucksvoll, dass die zusidtzliche Injektion
von 1,25(OH,)D; die effektivsten Analoga zur PTH-Gen-Downregulation darstellen,
was eine Therapiemdglichkeit im Falle eines sekunddren Hyperparathyreoidismus ist.
Des weiteren iiben auch Phosphat, Glukokortikoide, cAMP, Proteinkinase A und C und
Ostrogene Einfluss auf die PTH-Genexpression aus. (21,22)

1.1.3 Physiologie und Pathophysiologie

Neben Calcitonin und 1,25-Dihydroxyvitamin D3 ist PTH der wichtigste Regulator des
Kalziumhaushalts durch seine Wirkung auf Niere und Knochen. An der Niere steigert
PTH die lo-Hydroxylase-Aktivitdt, wodurch vermehrt 1,25-Dihydroxyvitamin D;
gebildet wird. Dies bewirkt an der Darmschleimhaut eine gesteigerte
Kalziumreabsorption, eine verstirkte Kalzifizierung neuen Osteoids und eine renale
Reabsorption von Kalzium und Phosphat. PTH verstdrkt ebenfalls in der Niere die

Kalziumreabsorption, hemmt jedoch die des Phosphats, um somit regulatorisch auf den



Phosphathaushalt einzuwirken. (23) Dies wird durch eine Reduktion der
Oberflachenexpression des Natrium-abhdngigen Kotransporters Npt2 erzielt.

Am Knochen wirkt das PTH auf kontroverse Weise:

1. Knochenkatabol: PTH bewirkt eine sofortige Freisetzung (<1 h) von Kalziumionen
aus der Matrix. Es vermittelt aber auch Langzeit-Kalzium-Metabolismus, in dem es
direkt Osteoblasten stimuliert, was wiederum eine Synthese und/oder Aktivierung von
Osteoklasten-Differenzierungs-Faktoren (TRANCE, RANKL/ Osteoprotegerin Ligand)
zur Folge hat. (24)

2. Knochenanabol: Mehrere Tiermodell- und Menschenstudien konnten eindrucksvoll
darlegen, dass die intermittierende Gabe von PTH zu einer Massenumverteilung von
kortikalen zu trabekuldren Knochenanteilen fiihrt, wie sich dies auch beim milden

Hyperparathyreoidismus findet. (25 - 28)

Beim Uberfunktionszustand der Nebenschilddriise werden drei Formen unterschieden:
dem relativ hiufigen primdren Hyperparathyreoidismus (pHPT) liegt eine autonome
Uberfunktion zugrunde. Der sekundire Hyperparathyreoidismus (sHPT) dagegen
entsteht durch reaktive PTH-Mehrsekretion aufgrund einer Hypokalzdmie bei
Niereninsuffizienz oder gastrointestinalen Absorptionsstdrungen. Entwickelt sich im
Verlauf eines sHPT eine Hyperkalzdmie, so spricht man von einem tertidren HPT.
Ursache hierflir ist aber nicht eine neu aufgetretene Autonomie, sondern ein
Missverhéltnis zwischen PTH-Sekretion und -Bedarf.

Die potentielle Rolle von PTH als einem der moglichen Toxine der Urdmie ist von
laufendem Interesse. Neben den klassischen Zielorganen Knochen und Niere wirkt es
im Falle eines PTH-Exzesses auch auf Gehirn, Herz, glatte Muskulatur, Lungen,
Erythrozyten, Lymphozyten, Pankreas, Nebennieren und Testes. (29)

Der Hypoparathyreoidismus entsteht meist durch iatrogene Schiddigung, seltener
idiopathisch  (Autoimmungenese?) oder durch Aplasie (Di-George-Syndrom).
Leitsymptom ist die hypokalzdmische Tetanie mit dem typischen Trousseau-Zeichen.

(30)



1.2 Parathormon-related-Protein (PTHrP)

1.2.1 Biosynthese und Metabolismus

Mit dem Parathormon-related-Protein (PTHrP) wurde 1987 das zweite Mitglied der
Parathormonfamilie entdeckt. (31 - 33)

Das humane PTHrP wird von einem Gen, lokalisiert am kurzen Arm des Chromosoms
12, kodiert. (34) Das humane Gen fiir PTHrP ist mit 3 Promotoren, 9 Exons und einem
komplexen Muster des Splicings weitaus komplizierter als das humane PTH-Gen.
Dennoch weisen die Proteinstrukturen und die Ahnlichkeiten in der Genorganisation auf
eine evolutiondre Verwandtschaft hin. Im Gegensatz zu PTH wird PTHrP jedoch von
nahezu jeder Zelle und jedem Gewebe innerhalb des Korpers produziert. (32)

Der reifen PTHrP-Sequenz geht eine Préprosequenz, bestehend aus 36 zusitzlichen
Aminosduren, voraus. Durch alternatives = RNA-Splicing  entstehen  drei
Proteinisoformen aus 139, 141 oder 173 Aminosduren, welche bis AS 139 identisch
sind. Die Isoformen werden mittels einer Prohormon-Konvertase innerhalb der
sezernierenden Zelle geschnitten. (35) Auf diese Weise entstehen das aminoterminale
Fragment PTHrP(1-36), das zu einer Bindung an den klassischen PTH/PTHrP (=PTH1)-
Rezeptor imstande ist, das ,Midregion“-Fragment PTHrP(37-94) wund das
Carboxyterminale PTHrP-Peptid (107-139) (=Osteostatin). Daher ist PTHrP ein
sogenanntes Polyhormon, ein Vorldufer von verschiedensten biologisch aktiven
Peptiden, und gleicht in dieser Hinsicht dem Proopiomelanocortin aus der Hypophyse,
dem ACTH, MSH, B-Lipotropin, und die Endorphine und Enkephaline entstammen.
(35-37)

1.2.2 Regulation der PTHrP-Produktion

Fiir einige Faktoren konnte gezeigt werden, dass sie Einfluss auf die PTHrP-Expression
nehmen. So stimuliert zum Beispiel das Prolaktin in laktierenden Mammae die PTHrP-
Translation, ebenso wie Ostrogengaben und intrauterine Nidration. (38,39) In

kultivierten glatten GefiBmuskelzellen senken Glukokortikoide und Vitamin Ds; die



PTHrP-Produktion, wohingegen Wachstumsfaktoren stimulierend wirken. Diese
modulierenden Stoffe spielen eine teilweise wichtige Rolle in der Kontrolle der PTHrP-
Produktion durch Tumore. Man versucht die PTHrP-Uberproduktion der Tumorzellen
durch Gabe von nicht-hyperkalzamischen Dosen Vitamin Ds-Analoga, die den Einfluss

der Wachstumsfaktoren verhindern zu minimieren.

1.2.3 Physiologie und Pathophysiologie

PTHrP wurde 1982 als der verantwortliche Faktor fiir die Ausbildung des
paraneoplastischen Syndroms der malignen Hyperkalzdmie identifiziert, die 10-20%
aller Tumorpatienten im Laufe ihrer Krankheit entwickeln. 1987 gelang schlielich die
Isolierung des PTHrP aus verschiedenen Tumoren, die eine Hyperkalzdmie
verursachen. (31), (40 - 43) Bei Frauen neigt besonders das Mammakarzinom, bei
Mainnern das Bronchialkarzinom vom Plattenepithel-Ca-Typ, zur Ausbildung einer
Hyperkalzdmie, die klinisch dem primidren Hyperparathyreoidismus gleicht.
Pankreasinselzelltumore, Phdochromozytome und das adulte T-Zell-Leukémie-
Syndrom sezernieren PTHrP, ebenso wie es fiir einige Fille des Multiplen Myeloms
und der Sarkoidose vermutet wird.

Wabhrscheinlich ist das PTHrP auch fiir die Ausbildung anderer Komorbiditdten bei
Tumorerkrankungen wie z.B. Kachexie oder Knochenmetastasen verantwortlich. (44)
So zeigten Patientinnen mit PTHrP-positivem Mamma-Ca eine weitaus grofere
Wahrscheinlichkeit fiir die Metastasierung in Knochen als die PTHrP-negativen
Tumoren. (45) Neutralisierende Antikorper gegen PTHrP konnten die osteolytischen
Metastasen reduzieren. (46)

Ganz im Gegensatz zur humoralen Tumorhyperkalzdmie, in der PTHrP ein klassisches
,endokrines Hormon darstellt, hat es unter normalen Umstinden vorwiegend eine
parakrin und /oder autokrin vermittelte Funktion.

Diese offensichtlich physiologischen Aufgaben erscheinen &uflerst komplex und
beinhalten:

1) Regulation transepithelialen Ca*'-Transport (Niere, Plazenta, Eileiter, Brustdriise)

2) Relaxanz glatter Muskulatur (Gefaf3e, Intestinum, Uterus, Blase)



3) Regulation von Zellproliferation, Differenzierung

4) Apoptose wichtiger bzw. notwendiger Entwicklungsfaktor

(26), (35), (37), (47 - 55)

FEine detaillierte Information {iber

Expression und Wirkung von PTHrP in

verschiedensten Zellen und Geweben gibt Tabelle 1.1

Expression Wirkung
Mesenchym
Knorpel Proliferation der Chondrozyten
Inhibierung terminaler Differenzierung
und Apoptose der Chondrozyten
Knochen Stimulierung/Inhibierung der

Glatte Muskulatur (vaskulér,
Myometrium, Harnblase)

Knochenresorption
Freisetzung nach Dehnung; relaxiert glatte
Muskulatur

Herzmuskel Positiver chronotroper Stimulus;
indirekt positiver inotroper Stimulus
Skelettmuskel Unbekannt
Epithel
Mamma Induktion der Morphogenese der
Einsprossung; Sekretion in Milch; evtl.
Rolle bei Laktation
Epidermis Unbekannt
Haarfollikel Inhibierung von Anagen
Magen-/Darmtrakt unbekannt
Zahnschmelz Induktion von osteoklastischer Resorption
des dariiberliegenden Knochens
Endokrines Gewebe
Nebenschilddriise Stimulation plazentaren Calciumtransports
Pankreas Stimulation von Insulin Sekretion und
Wachstum
Hypophyse unbekannt
Plazenta Calcium Transport ?
ZNS freigesetzt von cerebelldren Neuronen als

Antwort auf L-Typ Calcium Kanéle;
Rezeptoren im Cerebellum, Hippocampus
und Hypothalamus

Tab. 1.1 Expression und vermutete Wirkung von PTHrP in den

verschiedenen Geweben (36), (56)




Die aussagekriftigsten Einblicke in die Schliisselfunktionen des PTHrP in der normalen
Knorpel-und Knochenentwicklung ergaben Untersuchungen an Méiusen, in denen das
PTHrP-Gen gezielt durch homologe Rekombination ausgeschaltet worden war. Im
heterologen Zustand waren Aussehen, Verhalten und Fertilitdt unbeinflusst. Im Laufe
ihres Lebens entwickelten sie jedoch eine Osteopenie, trotz normaler Regulation des
Ca’"-und Phosphathaushalts. Wurden beide PTHrP-Allele gleichzeitig ausgeschaltet,
starben die Tiere trotz gesunder Grofle und Aussehen wéhrend oder kurz nach der
Geburt. Eingehendere Untersuchungen ergaben multiple Skelettanomalien, sowie
friihzeitige Reifung und Apoptose der Chondrozyten. Uberexpression des PTHrP-Gens
bewirkte hingegen eine unzureichende enchondrale Ossifikation. In der Regulation der
enchondralen Knochenbildung steht PTHrP unter der Kontrolle des Morphogens Indian
hedgehog. (50), (57,58),

PTHrP iibernimmt auch in der Haut-, Haar- und Brustdriisenentwicklung, ebenso wie
bei der Zahneruption eine fiihrende Rolle. Bei PTHrP-Knockout-Médusen fehlt der
Mutter-Kind-Kalziumgradient, was auf die Funktion als Hauptregulator des plazentaren
Ca’’-Transport hinweist. (59)

Neue Studien konnten zeigen, dass PTHrP auch intrakrin als nukledres/nukleoldres
Protein in bestimmten Geweben wirkt. Diese Lokalisation ist Zellzyklus abhéngig,
durch die mittlere Region (AS 88-106) vermittelt und involviert den Kernrezeptor

Importin B1. (60)

1.3 Tuberoinfundibularpeptid (TIP39)

Die Tatsache, dass der PTH2-Rezeptor in verschiedenen Gehirnnuclei exprimiert wird,
aber im Gehirn keine mRNA kodierend fiir PTH detektiert werden kann, legt die
Vermutung nahe, dass neben PTH ein weiterer Ligand fiir den PTH2-R existieren muss.
Erste Hinweise fiir einen selektiven Liganden des PTH2-R im bovinen Hypothalamus
gab es 1997 (61). 1999 gelang schlieBlich die Extraktion des ,,Tuberoinfundibular
Peptide of 39 Residues*(TIP 39) mit einem Molekulargewicht von 4504.5 g/mol. TIP
39 geht wahrscheinlich aus einem Propeptid hervor. Hinweise auf posttranslationale

Modifikationen existieren aber nicht. (62,63)



Untersuchungen des PTH2-R-Verteilungsmusters im ZNS ermdglichen einen Einblick
in die mogliche physiologische Rolle des TIP39. Zum einen koénnte es in der
Hypothalamus-Hypophysenhormon-Freisetzung involviert sein, zum anderen konnte
eine starke Rezeptorexpression im Hinterhorn und Trigeminusnerv und -kern detektiert
werden, deren Hauptaufgabe in der Schmerzweiterleitung liegt. Unterstiitzung findet
diese These durch induzierte intrazellulire cAMP-Erhohung in diesen Neuronen, die
eine potenzierte Nozizeption zur Folge hatte. Auch auBerhalb des ZNS weisen
verschiedene Organe eine relativ hohe PTH2-R-Expression auf: so konnte TIP39 auch
die Somatostatin produzierenden D-Zellen der Pankreasinseln, die Ca*‘-Homgostase
und kardiovaskuldre Funktion beeinflussen (64,65). Daneben scheint es in allen bislang
untersuchten Spezies hochkonserviert zu sein, iiber den PTH-2 Rezeptor die
Adenylatcyclase zu aktivieren und einen intrazelluldren Calciumanstieg zur Folge zu

haben. (66)

1.4 Rezeptoren fiir PTH und PTHrP

1.4.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Neben Ionenkandlen und iiber Enzymaktivierung wirkenden Rezeptoren stellen G-
Protein-gekoppelte-Rezeptoren =~ (GPCR) die  grofite  Gruppe unter den
Membranrezeptoren dar. Mehr als 1000 unterschiedliche GPCR wurden seit der
Klonierung der ersten Rezeptoren vor mehr als einer Dekade identifiziert. Die

chemische Vielfalt der endogenen Liganden ist sehr gross: Photonen, Ionen,

kleinmolekulare Substanzen wie z.B. Katecholamine , aber auch die groflen
Glykoproteine.
Trotz des mannigfaltigen Ligandenspektrums weisen —  basierend auf

Hydrophobizititsstudien - alle GPCR eine dhnliche Struktur und Signaltransduktion auf:
eine singuldre Polypeptidkette durchspannt die Zellmembran genau siebenmal. Dadurch

entstechen neben sieben Transmembranregionen (TM), eine unterschiedlich lange



extrazelluldre aminoterminale Doméne, ein intrazelluldrer Carboxyabschnitt und jeweils

drei extra-und intrazellulidre Schleifen.

Heterotrimere G-Proteine (o.,,y) bilden die funktionelle Verbindung zwischen
extrazellulirem Signal und intrazelluldrer Verdnderung der second messenger und/oder
der Ionenkonzentration. Der aktivierte Rezeptor katalysiert den Austausch des GDP im
inaktiven gegen GTP im aktiven Zustand der o— Untereinheit. Dies bewirkt, dass die
o~ Untereinheit vom PBy-Komplex, der durch nicht-kovalente Krifte zwischen beiden
Untereinheiten zu einer funktionellen Einheit verbunden wird, wegdiffundiert und mit
den fiir die biologische Antwort verantwortlichen Proteinen assoziiert. Die intrinsische
GTPase-Aktivitdt der o— Untereinheit und deren Anlagerung an den PBy-Komplex
beendet die Aktivitit des G-Proteins und damit die Signaliibertragung. Auch den - und

v-Untereinheiten werden zusdtzliche Signalfunktionen zugesprochen. (67)

Die bis jetzt bekannten 23 verschiedenen G o— Untereinheiten werden in 4 Subfamilien
(Gs, Gi, Gg, Gi2) anhand ihrer Aminosdurendhnlichkeit unterteilt: G-Familie aktiviert
Adenylatzyklase und Ca** und hemmt Na'-Kanile, die Pertussistoxin-sensitive Gi-
Familie hemmt cAMP und Ca®" und stimuliert K'-Kanile und die Pertussistoxin-
insensitive Gg-Familie aktiviert die Phospholipase C. Der genaue Effekt der Gi,-Familie

ist bis dato noch unbekannt. (68 - 82, 283)



1.4.2 Die Familie der Sekretin-/ PTH/PTHrP-/ Calcitoninrezeptoren

Die Familie der Sekretindhnlichen Rezeptoren, auch als Klasse II der GPCR bezeichnet,
umfasst beinahe 20 verschiedene Rezeptoren fiir eine Vielzahl von Neuropeptiden, zu
denen auch die Rezeptoren fiir PTH und PTHrP gezéhlt werden.

Die charakteristischen Eigenschaften dieser Familie erstrecken sich neben einem langen
extrazelluliren Aminoterminus von durchschnittlich 100 AS, einer 30-60%
Sequenzhomologie, die sich vor allem auf die transmembranédren Regionen konzentriert,
und mindestens zwei Glykosilierungsstellen, unter anderem auf die Konservierung acht
extrazelluldrer Cysteine, die durch Bildung von Disulfidbriicken entscheidenden
Einfluss auf die Tertidrstruktur des Rezeptors haben. (83) Strukturelle
Gemeinsamkeiten zu den beiden anderen Familien der GPCR bestehen auBler der
Disulfidbriicke zwischen den Cysteinen des ersten und zweiten Extrazelluldrschleife
nicht.

Aufgrund der Tatsache, dass alle Rezeptoren dieser Familie via Gs-Einheit an den
cAMP-/AC-  Signalweg  koppeln, diirften  Erkenntnisse  beziiglich  der
Ligandenaktivierung des PTH/PTHrP-Rezeptors auch auf die anderen Mitglieder dieser

Gruppe iibertragbar sein und vice versa. (84,85)

1.5 Der PTH-1 Rezeptor

1.5.1 Charakterisierung

Neben der Klonierung des PTH/PTHrP-Rezeptors (=PTH1-R) des Oppossums im Jahre
1991 gelang auch die weiterer Sdugetiere: der der Ratte, der Maus, des Schweins und
der des Menschen, wobei der humane und der des Schweins mit 96% die grof3te
Homologie zueinander zeigen. (54), (86 - 89)

Der humane PTHI1-R besteht aus 593 AS und ist an den klassischen Zielorganen des
Parathormons, Knochen und Niere, identisch. (90)

Mit Hilfe autoradiographischer Methoden und durch das Einsetzen polyklonaler
Antikorper gegen Epitope des PTH1-R konnte dieser auch in Herz- und Skelettmuskel,



Haut, Mamma, Uterus, Plazenta, Ovar, Testis und Leber, sowie an Endothel und glatter
Muskulatur lokalisiert werden. (91,92) Des weiteren konnte auch eine Exprimierung in
Zellkernen detektiert werden, was die Vermutung nahe legt, dass PTH und/oder PTHrP
eine gewisse Rolle in der nukledren Physiologie haben. (93) AuBBerdem ist der PTHI-R
von lebenswichtiger Notwendigkeit, da die Ausschaltung seines Gens, beim Menschen
auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3 lokalisiert, bei der Maus zu multiplen
Skelettfehlbildungen fiihrt, die noch in utero letal sind.

(51), (84), (94 - 100)

1.5.2 Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung

Trotz einer nur kurzstreckigen Sequenzhomologie im aminoterminalen Abschnitt (1-13)
bindet der PTH-1 Rezeptor den Liganden PTH, aber auch PTHrP mit gleicher Affinitit.
Bislang fand sich kein Hinweis auf eine weitere Interaktion des carboxyterminalen
Endes bzw. der mittleren Region mit dem Rezeptor. (11), (98), (101 - 104) Das Peptid
TIP 39 aktiviert den PTH1-R zwar nicht, wird aber mit einer moderaten Affinitét
gebunden (105)

Das Bindungsverhalten des hPTH1-R wird ausfiihrlich unter 5.3 diskutiert

Stimulation von PTH1-R exprimierenden Zellen durch PTH(1-34) oder PTHrP(1-34)
kann mindestens zwei intrazelluldre second-messenger-Signalwege aktivieren: iiber G
die Adenylatzyklase mit anschlieBender cAMP-Akkumulation und Aktivierung der
(cAMP-abhéngigen) Proteinkinase A. Die Ankopplung an G, bedingt die Aktivierung
der Phospholipase C mit konsekutiver Akkumulation von Diacylglycerol (DAG) und
Inositoltrisphosphat (IP3). DAG hat die Aktivierung der Proteinkinase C zufolge. IP;
bindet {iber einen spezifischen Rezeptor ans endoplasmatischen Retikulum und setzt auf
diese Weise Ca*"-Ionen frei. (67), (106 - 129)

Uber die physiologische Rolle dieser beiden Signalwege liegen zwar nur wenige
Informationen vor, jedoch gibt es Hinweise auf die Signaltransduktionsmechanismen.

(119)



Die Determinanten fiir den cAMP/PKA-Signalweg scheinen im Aminoterminus der
Liganden PTH und PTHrP zu liegen. (130) Uber die Aminosiuren, verantwortlich fiir
Aktivierung des PLC/PKC-Signalweges, liegen dagegen kontroverse Ergebnisse vor:
das PTH-Tetrapeptid mit den AS 28-32 war zur Stimulation der PKC-Aktivitét in einer
Ratten Osteosarkom Zelllinie imstande. (131-133) Zellen, transfiziert mit
rekombinantem Ratten/human PTHI1-R, zeigten zwar nach PTH(1-30)-Stimulation eine
PLC-Aktivierung, jedoch blieb dies mit PTH(3-34) aus. (134)

Nach Untersuchungen mit PTH1-R-Mutationen zu urteilen scheinen der zweite und
dritte intrazellulire Loop iiber das Gq-Protein fiir die Aktivierung des PLC-Signalwegs

notwendig zu sein und der dritte Intrazelluldrloop zusétzlich iiber Gs an das AC-Signal.
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Abbildung 1.1

Schema der intrazelluldren Signalibertragung des PTH/PTHrP-
Rezeptors.

Durch Aktivierung des stimulierenden G-Proteins Gg wird die
Adenylatcyclase (AC) stimuliert, welche intrazelluléres
zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) als ,Second
messenger“ freisetzt. Ein zweilter Signalweg fihrt Uber das
G-Protein Gg zur Aktivierung der Phospholipase C (PL-C),
was zu einem Anstieg an intrazelluldrem Diacylglycerol
(DAG), Inositoltrisphosphat (IP;) und Calcium fiihrt. Uber
die nachfolgende Aktivierung z.B. der Proteinkinasen (PK-A,
PK-C) werden zellspezifische biologische Antworten
vermittelt. Die hemmenden Einfliisse des G-Proteins G; auf
die Adenylatcyclase werden durch PK-A verstdrkt und durch
Pertussistoxin (PTX) gehemmt.



1.5.3 Regulation der Signaliibertragung

Desensitisierung ist ein Anpassungsmechanismus in biologischen Systemen, der als
Schutz vor Dauerstimulation mit nachfolgenden Schadigungen dient. Bei G-Proteinen
lauft der Desensitivierungsprozess in mehreren Schritten ab, was letztendlich zu einer
Downregulation der auf der Zelloberfliche exprimierten Rezeptoranzahl fiihrt:

1.) der Rezeptor wird von den G-Proteinen entkoppelt,

2.) es schliet sich eine intrazelluldrer Sequestration an,

3.) Dephosphorylierung durch spezifisch Phosphatasen mit anschliessender

Resensitivierung,

4.) Abbau von Proteinen und reduzierter stabile mRNA.
Man unterscheidet bei der schnellen Desensitivierung die Agonisten-spezifische oder
Homologe von der Agonisten-unspezifischen oder heterologen.
Zwei Arten von Proteinen spielen eine grofle Rolle in der homologen Desensitivierung:
G-Protein-gekopplte-Rezeptor-Kinasen (bis heute sind mindestens sechs kloniert), die
den ligandenaktivierten Rezeptor an mehreren Ser-und Thr-Resten am intrazelluldren C-
Terminus phosphorylieren, was die Bindungsaffinitit des Rezeptors filir inhibitorische
B-Arrestine erhoht, die durch ihre Bindung in einer maximalen homologen
Desensitivierung mit Verhinderung der Anschaltung nachfolgender Signalwege
resultiert. (135 - 142)
Die heterologe Desensitivierung ist durch die Phosphorylierung der second-messenger-
abhiéngigen Kinasen, PKA und PKC, charakterisiert, die neben den agonisten-
stimulierten auch die unaktivierten Rezeptoren einer Zelle betrifft. Dies flihrt nach
Ligandenstimulation zu einem Wirkungsverlust sowohl des cAMP- als auch des PLC-
Signalweges. (143 - 147)
Neueren Studien nach folgt bereits der alleinigen PTH-Bindung an den PTHI-R eine
phosphorylierungsunabhingige Abschwéchung des Signalverhaltens. (148 - 150)
Zusitzlich scheinen Regulatoren des G-Protein-Signallings (RGS-Proteine) in der
Desensitivierung der G-Protein-Aktivierung von Bedeutung zu sein, da sie die

intrinsische GTP Hydrolyse durch die Go-Untereinheit zu steigern vermogen. (151)



Die Ligandenbindung zieht auch eine Internalisierung des Rezeptors durch Endozytose
nach sich, iiber deren Aktivierungsmechanismus allerdings noch kontrovers diskutiert

wird. (137), (152 - 158)

1.6 Der PTH2-Rezeptor

1.6.1 Charakterisierung

Uberraschend konnte 1995 ein weiterer Rezeptor fiir PTH kloniert werden, dessen
Funktion jedoch auch heute noch weitgehend ungeklirt ist. (159) Das kodierende Gen
wurde am langen Arm von Chromosom 2 lokalisiert. (160) Eine Mutation in diesem
Genort wurde flir eine Form der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) berichtet, aber in
situ Hybridisierungen konnten keine PTH2-R-mRNA im oberen Motoneuron oder in
Hirnstammmotorkernen detektieren, wie es fiir ALS anzunehmen sein miisste.

Zum humanen PTH1-R besteht eine etwa 70%-ige Sequenzhomologie, wobei ca. 50%
der Aminosduren identisch sind, die sich auf weite Teile der transmembrandsen
Abschnitte sowie auf die drei intrazelluldren Schleifen erstreckt.

Durch verschiedenste Lokalisationsmethoden versucht man die physiologische
Bedeutung ndher aufkliren zu konnen. Erste Northern-Blot-Untersuchungen zeigten
starkste Expression im Gehirn, gefolgt von Pankreas, Testes und Plazenta. (161)
Sensitivere in situ Hybridisierungstechniken lokalisierten in Rattengewebe den hochsten
PTH2-R-mRNA-Gehalt im kardiovaskuldren System und im exokrinen Pankreas. Eine
starke Expression des PTH2-R zeigten auch Lunge, Herz und Gehirn, wohingegen
besonders im Vergleich mit PTHI-R-mRNA nur &uflerst geringe Mengen an PTH2-R-
mRNA in der Niere detektiert werden konnte. (162) Aufgrund technischer
Schwierigkeiten beim Arbeiten mit kalzifizierten Geweben konnte die PTH2-R-
Verteilung im Knochen nicht untersucht werden. Mit Hilfe neuerer
immunhistologischen Studien liess sich zudem der PTH2-.R in verschiedenen Zellen
endokriner Gewebe nachweisen, darunter parafollikuldrer Schilddriisenzellen und

pankreatische D-Zellen.



1.6.2 Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung

Ebenso wie der PTHI-R spricht auch der PTH2-R auf zwei unterschiedliche Liganden
an. Nur ist es in seinem Fall PTH und TIP39, die mit ungeféhr gleicher Affinitdt an den
PTH2-R binden und iiber Stimulation der G-Einheit eine intrazelluldre Aktivierung der
AC/cAMP-Signalkaskade bedingen. Den zweiten intrazelluliren Signalweg iiber Gy,
PLC und IP; vermag keines der beiden Peptide zu aktivieren. Zur Bindung von PTHrP
mit nachfolgender Signalkaskade ist der PTH2-R dagegen nicht imstande. (163,164)
Der Vergleich der Aktivierung von humanem und Ratten-PTH2-Rezeptor durch PTH
erbrachte, dass es sich hierbei ebenfalls um einen leichten potentiellen Agonisten am
Ratten-PTH2-Rezeptor handelt, was wiederum eine physiologisch wichtige Rolle eines
endogenen Liganden fiir den hPTH2-R in den Hintergrund treten ldsst und dagegen fiir
TIP39 als den eigentlichen potentiellen Liganden spricht. (165)

Mittels PTH/PTHrP-Hybridliganden und Punktmutationen wurden die fiir die
Bindungsselektivitidt verantwortlichen Epitope des PTH2-R weitgehend identifiziert,

was unter 5.4 diskutiert wird.

1.7 Der PTH3-Rezeptor

1999 gelang die Klonierung eines weiteren Rezeptors fiir PTH vom Zebrafisch (zPTH-
3R), welcher eine 61%-ige Homologie zum zPTHI1-R aufweist, im Vergleich zum
zPTH-2R allerdings eine geringere Ahnlichkeit bietet. FuguPTHrP und hPTHrP wird
mit hoher Affinitdt gebunden, im Gegensatz zu hPTH, mit anschliessender Aktivierung
des cAMP/Ac-Signalwegs. Zu einer agonisten-induzierten [P3-Antwort ist der zZPTH3-R
nicht fahig. (166,167)



1.8 GPCR-Krankheiten

Gestorte GPCR Signaltransduktion kann sowohl aus quantitativen und/oder qualitativen
Verdnderungen der Rezeptoren und der G-Proteine resultieren, eingeschlossen
verdnderte Expressionsdichte oder posttranslationale Modifikationen. Eine Anzahl von
Studien beschreiben alterierte Signaltransduktionen bei Hypertension und im Alter,
deren pathophysiologische Signifikanz allerdings noch bewiesen werden muss.
Mutationen konnten ganz im Gegensatz dazu in G-Proteinen und GPCR eindeutig
identifiziert werden, die eine Verdnderung der Signalwege mit teilweise verheerenden
pathophysiologischen Auswirkungen zur Folge haben.

Die Natur der Mutationen wird vereinfachend in ,gain-of-function und ,,loss-of-
function” unterteilt. Loss-of-function-Mutationen blockieren die normale mRNA-
und/oder Proteinsynthese und/oder Rezeptorfunktion und filhren so zu einer
verminderten  Signaliibertragung.  Gain-of-function-Mutationen = dagegen  sind
definitionsgemdl dominant. Schon heterozygote Keimbahnschidigungen fithren zu

einer klinischen Ausprigung mit verstérkter Signaltransduktion. (49), (168 - 173)

1.8.1 Chondrodysplasie vom Typ Blomstrand

Der autosomal-rezessive Chondrodysplasie vom Typ Blomstrand liegt ein
Funktionsverlust des PTHI-R zugrunde, der durch vorzeitige Knochenreifung mit
beschleunigter Chondrozytendifferenzierung meist noch in utero letal ist. Bisher
konnten zwei unterschiedliche Punktmutationen fir diese ,loss-of-function®-
Erkrankung identifiziert werden. Die eine fiihrt durch veridndertes maternales Splicing
zu einer Deletion von 11 Aminoséuren in der 5. TM, wobei das viterliche Gen aus noch
ungeklirten Griinden nicht exprimiert wird, was einen Nullphdnotyp des PTHI-R zur
Folge hat. Die andere Mutation tauscht Prolin an Position 132 gegen Leucin aus, was

die Bindung von PTH und PTHrP an den Rezeptor verhindert. (174 - 177)



1.8.2 Chondrodysplasie vom Typ Jansen

Diese autosomal-dominante Erkrankung ist durch eine agonisten-unabhingige
Aktivierung des cAMP-Signalweges des PTH1-R charakterisiert. Neben Zwergwuchs
und einer abnormalen Regulation des enchondralen Knochenwachstums geht diese
Krankheit mit einer schweren PTH/PTHrP-unabhingigen Hyperkalzdmie und
Hypophosphatimie einher.

Der Austausch von His223Arg, Thr410Pro und Ile458Arg konnten bisher als die
zugrunde liegenden ,,Gain-of-function“-Mutationen identifiziert werden, wobei das
Einbringen der Mutation His223Arg in transgene Miuse einen den mit PTH1-R oder
PTHrP iiberexprimierten Mdusen vergleichbaren Phénotypen hervorbrachte, was eine

plausible Erklarung fiir die Skelettanomalien darstellt. (178 - 180)

1.8.3 Pseudohypoparathyreoidismus (PHP)

Der Pseudohypoparathyreoidismus(PHP) ist charakterisiert durch eine Resistenz gegen
die Wirkung des PTH mit konsekutiver Hypokalzidmie und Hyperphosphatimie
kombiniert mit einer reaktiv erhohten PTH-Serumkonzentration. Die Ursache dieser
Erkrankung liegt nicht in einem Defekt des Rezeptors, sondern in einem mangelhaften
intrazelluldren Signalweg.

Verschiedene Unterformen werden hierbei beschrieben: Typ I mit fehlender cAMP-
Antwort auf PTH und Typ II mit eingeschrinkter Wirkung des PTH-induzierten
intrazelluliren cAMP-Anstiegs.

Dem PHP Ia liegt eine heterozygote ,,Loss-of-function“-Mutation im G,0-Gen mit
konsekutiv folgender ca. 50%-iger Reduktion der Expression der G,o-Untereinheit,
wodurch die cAMP-Antwort nach Hormonstimulation vermindert wird. Die Erkrankung
kann mit Signaltransduktionsdefekten an weiteren GPCR einhergehen, unter ihnen auch
fir TSH und Gonadotropin. Oder sie wird kombiniert mit dem Syndrom der
Albright'schen hereditdren Osteodystrophie (AHO; Fettleibigkeit, Minderwuchs,

Skelettanomalien) vorgefunden.



Beim Pseudopseudohypoparathyreoidismus findet sich dieser Phénotyp wie bei
verminderter Gs0-Expression und AHO, allerdings ohne Hormonresistenz. (181)

Beim PHP Ib besteht eine ausschlieBliche Resistenz gegen PTH, ohne
Entwicklungsanomalien oder Strukturdefekten im PTHI-R wie lange vermutet wurde.
Das verantwortliche Gen konnte zwar inzwischen auf Chromosom 20q lokalisiert
werden, die Ursache der verminderten cAMP-Produktion nach PTH ist jedoch noch
nicht geklart. (182,183)

Beim PHP II findet sich nach PTH-Stimulation eine normale intrazellulire cAMP-
Akkumulation, weswegen ein Defekt in der nachgeschalteten Signalkaskade vermutet

wird.



2 Fragestellung

Der Mechanismus, welcher den GPCR eine Unterscheidung verschiedener Liganden
ermoglicht, ist immer noch ungekldrt. Der GPCR fiir PTH und PTHrP (=PTHI1-R)
bindet PTH und das strukturell recht unterschiedliche PTHrP. Beide Liganden
aktivieren mit etwa vergleichbarer Potenz eben diesen PTH1-R, indem sie sowohl an
die intrazellulire AC als auch an die PLC ankoppeln. Ein vor einigen Jahren
iiberraschend kloniertes neues Mitglied der Sekretin/PTH/Calcitonin-Familie (= Familie
B) der GPCR, der PTH2-R, antwortet jedoch nur nach Bindung von PTH bzw. TIP 39,
nicht aber nach PTHrP, mit einem intrazelluldiren cAMP-Signal. Allerdings sind weder

hPTH noch TIP39 in der Lage, eine intrazelluldre IP3-Antwort auszulosen.

Welche strukturellen Gegebenheiten des PTH2-Rezeptors ermdglichen diese effiziente
Ligandendiskriminierung?

Analysen der Rezeptor-Liganden-Interaktion und die Aufkldrung dieses Komplexes
sind ein Schliisselelement im Design spezifischer Rezeptoragonisten und —antagonisten
mit bedeutendem therapeutischen Potential.

Eine hochkonservierte Eigenschaft aller Rezeptoren der Familie B der GPCR ist die
Lokalisation von sechs extrazelluliren Cysteinen, die sowohl zur Expression intakter
Rezeptoren von Noten sind als auch durch mogliche Disulfidbriickenbildung
untereinander einen entscheidenden Einfluss auf das Bindungsverhalten ausiiben.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit ist, dass zwei Cysteine, prdsent in der 3.
Extrazellularschleife des PTH2-R, nicht aber in der des PTHI-R, dessen
Ligandenspezifitdt bedingen. Tatsdchlich fiihrte das Ausschalten eines entsprechenden
Cysteins im Opossum-PTH2-R zu einem exprimierten Rezeptor, der PTHrP zu einem
gewissen Grad binden und darauthin auch den AC/cAMP-Signalweg aktivieren konnte.
(184)

Es liegt daher die Vermutung nahe, dass diese beiden Cysteine des PTH2-R entweder
durch Disulfidbriickenbildung untereinander oder zu den restlichen Cysteinen in der
extrazelluldren Region die sterische Konfiguration der Rezeptoren und somit auch deren

Bindungs- und Signalverhalten &ndern kdnnen.



Auf diesen Ergebnissen und Annahmen basierend, war daher Gegenstand diesen
Projekts zundchst das FEinfligen verschiedener Punktmutationen in die cDNA des
humanen PTH1-R. Es wurden Konstrukte konzipiert zur Einfligung beider Cysteine
einzeln (Ala426Cys und Tyr443Cys) oder kombiniert (Ala426Cys/Tyr443Cys). Nach
Expression der drei mutierten Rezeptoren und beider Wildtyp-Rezeptoren war Ziel, das
Ligandenbindungsverhalten und somit die Expression intakter Rezeptoren an der
Zelloberflache zu untersuchen. Studien des Signalverhaltens beziiglich des AC/cAMP-
und des PLC/IP;- Signalwegs, ebenso wie Internalisierungsassays strebten dann die

vollstdndige Charakterisierung der mutierten Rezeptoren an.



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Die laboriiblichen Feinchemikalien wurden in p.A. Qualitdt , soweit nicht gesondert
aufgefiihrt, von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Roche
(Mannheim), Fluka (Buchs, Schweiz) und Life Technologies (Eggenstein) bezogen.
Allgemeine Verbrauchsmaterialien waren von Greiner (Frickenhausen), Falcon (New
Jersey, U. S.A), Eppendorf (Hamburg), Sigma (Deisenhofen) und Life Technologies
(Eggenstein).

3.1.2 Losungen, Medien und Puffer

Alle gebrauchlichen Losungen, Medien und Puffer wurden, soweit nicht anders erwihnt
nach den Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel, F.M. et al 1997) bzw. nach
Sambrook et al. (1989) hergestellt.

3.1.3 Enzyme

Restriktionsenzyme:

BamHI 5'...G{GATCC...3 Invitrogen

EcoRI 5'...GLAATTC...3° Invitrogen

HindIII 5...ALAGCTT...3’ MBI Fermentas

NotI 5'...GClGaGeeae..3 Invitrogen

Nsil (Mph1103I) 5...ATGCAIT...3" Boehringer Mannheim
Sacl 5'...GAGCT!C...3’ MBI Fermentas

Sapl 5'...GCTCTTCNINNN...3" |New England Biolabs
SplI (Pf123I) 5'...ClGTACG...3’ MBI Fermentas
SspBI (BsP14071) 5'...TLGTACA..3’ MBI Fermentas




Sonstige:

Pfu DNA Polymerase
Calf-Intestine-Alkaline-Phosphatase
T4-DNA-Ligase

RNAse A

3.1.4 Kits

Rapid DNA Ligation Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAfilter™ Plasmid Maxi Kit

3.1.5 Langen-/Gewichtsmarker

dX174 DNA/Hae I1I Markers
KB DNA-Ladder
Low DNA MASS™.-Ladder

Stratagene
MBI Fermentas
Gibco BRL

Sigma

Boehringer Mannheim
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

Promega
Lifetech
Lifetech



3.1.6 Primer

Die aufgefiihrten Primer wurden fiir die PCR-Klonierung von der Firma MWG Biotech
(Ebersberg) synthetisiert.

A) PTH 1 Sacl for:

5" ACCGGGTGCTGGGACTTGAGCTCCGGGAACAAAAAGTGGATC 3
Sacl

B) PTH 1 A->C rev:
Ala426Cys
5 CCAGAGCGTCCCTGAGACCTCGGTGTATGGT_GT@CATGAAGAC 3
SspBI (=Bsp14071)

C) PTH 1 Arev:
Ala426
5 CCAGAGCGTCCCTGAGACCTCGGTGTATGGTGTCATGAAGAC 3

D) PTH 1 Sapl Y->C rev:

Tyr443Cys
5
GAAGGAGTTGAAGAGCATCTCJACAATGCATCTGGACTTGCCAGAGCGTCC
Cc3

Sapl Nsil (=Mph1103I)

E) PTH 1 Sapl Y rev:
Tyr443
5
GAAGGAGTTGAAGAGCATCTCGTGCATCTGGACTTGCCAGAGCGTCCC
3
Sapl



3.1.7 Vektoren

A) Expressionsvektor pCEP4 (Invitrogen, San Diego, CA, U.S.A.)

Der episomale Expressionsvektor pCEP 4 ist ein 10.4 kb schweres Plasmid, auf dem
Epstein-Barr-Virus basierend. Neben dem EBV — Replikationsstartpunkt (oriP) und
einem nukledren Antigen (EBNA-1), was eine extrachromosomale Replikation in
humanen und primaten Zellen erlaubt, besitzt es einen CMV-Promotor (hohe
Transkriptionsrate der jeweils eingefligten DNA) und eine ca. 60 Basenpaare grofie
,multiple cloning site*. Durch sein Ampicillin-Resistenz-Gen wird eine Selektion in
E.coli — Bakterien ermdglicht. Die Selektion in der Zellkultur erfolgt durch
Hygromycin. Dieser Vektor kann sowohl fiir stabile als auch fiir transiente Infektionen

benutzt werden.

B) pUC19 (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

Bei pUC19 handelt es sich um ein kleines (2.7 kb) high-copy-Plasmid, das von E.coli-
Bakterien abgeleitet wurde. Seine hohe Kopierungseffizienz resultiert aus dem
Ausschalten des rop Gens und einer Punktmutation im Replikon rep des Promotors
pMBI. Es besitzt ebenfalls ein Ampicillin-Resistenz-Gen (bla (Ap")) und eine ca. 60

Basenpaare gro3e Klonierungsstelle (185)

3.1.8 Peptide und Tracer

Die eingesetzten PTH-/PTHrP-Peptide wurden von der Firma Bachem (Heidelberg/
Torrance, CA, U.S.A.) bezogen:

e hPTH (1-34) mit einem MW von 4117.8g/mol (#H-4835)

e rPTH (1-34) amid Nle**' Tyr’* mit einem MW von 4037.2g/mol (#H-5525)

e PTHrP (1-34) amid mit einem MW von 4016.7 g/mol (#H-9095)

e PTHrP (1-86) mit einem MW von 9902.2 g/mol (#H-9815)



Fir die Bindungsstudien wurde das PTHrP (1-86) (Bachem) von der Firma

Immundiagnostik (Bensheim) mit '*

J radioaktiv markiert. Die Herstellung erfolgte
nach der Chloramin-T-Methode mit anschlieBender Reinigung durch Gelfiltration auf
Sephadex G25. Nach Angaben des Herstellers betrug die spezifische Aktivitdt des
markierten Peptids zum Zeitpunkt der Herstellung 96.5 uCi/ug.

Der Grofiteil der Bindungsstudien wurde allerdings mit dem kommerziell vertriebenen
['*°J]-rPTH (1-34) amid Nle**'Tyr’* (#NEX 353) von NEN (Boston, MA, U.S.A.)

durchgefiihrt. Die spezifische Aktivitdt betrug 529 uCi/ug.

3.1.9 Zelllinie HEK 293E+ (human embryonic kidney)

Humane embryonale Nierenzellen HEK-293 mit konstitutiver Expression des EBNA-1-
Proteins des Ebstein-Barr-Virus wurden von Invitrogen (San Diego, CA, U.S.A.)
bezogen. Der CMV Promotor kontrolliert das EBNA-1 Gen, was zu einer hohen
Expression fithrt. Vektoren mit einem EBV- Replikationsstartpunkt (oriP) — wie in
dieser Arbeit pCEP4 - werden in diesen Zellen in hoher Anzahl exprimiert. Daneben
beinhaltet das EBNA-1-Protein eine Neomycin-Resistenz, so dass ein Selektionsdruck

durch Geneticin (G418 Sulfat ) erfolgt.

3.1.10 Besondere Verbrauchsmaterialien

MYO-[*H]-Inositol #TRK 912 Amersham

(mit Stabilizer PT 6-271, 37 MBq in 1ml)

Sentivals #592928 Beckman Coulter Instruments
Szintillatorfliissigkeit Beckman Coulter Instruments
Ready Protein #586604

Ionenaustauscher AG 1-X8 Resin #140- BioRad

1444

Poly-Prep-Séulen #731-1550 BioRad

Hygromycin B #843555 Boehringer Mannheim



Bisindolylmaleimid-Derivat GF 109203X
Isoquinolin-Sulfonamid-Derivat H-89
6-Loch-Platten #3516

12-Loch-Platten #3513

cAMP-RIA-Kit #1117

Dulbecco’'s modified Eagle Medium

(DMEM) mit Glutamaxx #31966-021

Hepes-Puffer IM #15630-056

Lipofect AMINE ™Reagent #18324-020

Penicillin-Streptomycin(10 000 U/ml)
#15140-122

Trypan Blue Stain 0.4% #15250-061

24-Loch-Platten #662160

75 ml Gewebekulturflaschen #658170

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

(PBS)
#H15-002
Fetales Kilberserum (FKS) #P30-1902
Vacuflo PV05013
Rohrchen fiir Bindungsassy #55.476
Rohrchen fiir cAMP-Assay #55.532
Albumin, bovine 99% (#A-7638)

98% (#A-7030)
DMSO #D-2650
Geneticin Solution ( G418 ) #G-7034
Isobutyl-Methylxanthin (IBMX) #1-7018
Trypsin-EDTA-Solution #T-4299

Calbiochem

Calbiochem

Costar

Costar

Coulter-Immunotech (Krefeld)
GIBCO

GIBCO
GIBCO
GIBCO

GIBCO
Greiner
Greiner

PAA-Labarotories, Linz

PAN

Schleicher & Schiill, USA
Sarstedt

Sarstedt

Sigma

Sigma
Sigma
Sigma

Sigma



3.1.11 Laborgerite

B-Counter LS 6000 IC Beckmann
v-Counter LB 2111 Berthold
Gelelektrophoresekammern:

“Gel Electrophoresis Apparatus” #21087 GIBCO

“Gel Electrophoresis System” #1068BD Life Technologies
“Sub-Cell” Model 192 BioRad

“Mini SubCell GT” BioRad

Inkubator Forma Scientific
Photospektrometer Eppendorf
Thermocycler Eppendorf
Vacuumpumpe #165 1754 BioRad
Wasserbad Memmert
Zentrifugen:

Kiihlzentrifuge Heraeus
Laborzentrifuge Rotanta 96 RC Hettich
Tischzentrifuge Eppendorf

3.1.12 Computerprogramme

Endnote 5.0 Bibliographie
Excel 2000 Tabellenkalkulation

Graph Pad Prism 3.0

Statistische Auswertung der Bioassays,

graphische Darstellung

Word 2000

Textverarbeitung




3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Strategien

Fir die vorliegende Arbeit lagen die cDNAs der humanen PTHI1- und PTH2-
Rezeptoren subkloniert in dem episomalen Expressionsvektor pCEP4 vor. Der PTH1-
Rezeptor, subkloniert in pCEP4, diente als Matrize im ersten Schritt der Uberlappungs-
Extensions-PCR. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden allerdings in den PTHI-
Rezeptor, subkloniert in pUC19, eingefiigt. Neben seiner bedeutend kleineren GroBe,
welche unter anderem eine hohere Transformationsrate begiinstigt, zeichnet er sich
durch seine Féhigkeit als ,high-copy“-Plasmid aus, was grole DNA-Ausbeuten
ermoglicht. Zur Transfektion in Zelllinien eignet er sich nicht, weshalb die mutierten

PTH1-Rezeptorsequenzen in den pCEP4-Vektor zuriickkloniert wurden.

3.2.1.1 Klonierungen

Uber die Schnittstellen der Restriktionsenzyme EcoRI und BamHI wurde die cDNA des
humanen PTHI-Rezeptors aus pCEP4 (insgesamt ca. 12kb) in den Polylinker von
pUCI19 (insgesamt ca. 4.6 kb) einkloniert.

hPTHI-R-pUC19 wurde anschlieBend zuerst mit Sacl, nach Aufreinigung mittels des
PCR-Purification-Kits mit HindIII verdaut und die so erhaltenen beiden DNA-Banden
mit der GroBe von 3700 bp und 900 bp auf einem Agarosegel aufgetrennt. Ein
Restriktionsverdau mit Sapl entfernte vom entstandenen 900 Basenpaare langen Insert
eine 250-bp-Sequenz, das zweite Insert, das aus dem Schritt der PCR mit dem Einfiigen
der einzelnen Mutationen hervorging.

Nach der Ligation der beiden Inserts in pUC19 mit dem Rest des PTHI1-Rezeptors
wurden die mutierten cDNAs des PTHI1-Rezeptors iiber Notl und Spll (=PfI231I) in
pCEP4 zuriickkloniert.



3.2.1.2 Uberlappungs-Extensions-PCR

Die ,,Overlap-Extension“-PCR wurde nach der Methode von Ho et al. (186) mit der
nativen Pfu-DNA-Polymerase (Stratagene) in jeweils zwei Schritten durchgefiihrt,
wobei der humane PTH1-Rezeptor im pCEP4-Vektor als Matrize diente. In der ersten
Reaktion wurde ein 5'externer Primer mit einem an den Gegenstrang bindenden
internen Primer kombiniert. Nach Aufreinigung und Extrahierung aus einem
Agarosegel wurde in der zweiten Reaktion das erhaltene PCR-Produkt verldngert,
indem der 5'externe Primer mit einem 3 antisense externen Primer kombiniert wurde,
der eine 12 Aminoséduren lange komplementire Sequenz zum Template aufwies. Das so
gewonnene PCR-Fragment wurde erneut extrahiert, geschnitten und in pUC19 mit der

PTH1-Rezeptor-DNA einkloniert.

3.2.1.3 Rezeptor-Mutanten

Die Mutante Ala426Cys tauscht am N-terminalen Ende der dritten Extrazelluldrschleife
des humanen PTH1-Rezeptors das Alanin gegen das entsprechende Cystein aus, prasent
an Position 383 des PTH2-Rezeptors. Im ersten Schritt wurde der 42 Basenpaare lange
S'externe PTHI-Sacl-for-Primer mit dem 45 Basenpaare langen internen
Oligonukleotid PTH1-A->C rev kombiniert, das neben der Ala426Cys-Mutation noch
eine stille Mutation mit einer zusitzlichen Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym
SspBI (=Bsp14071) zur Erfolgskontrolle einfiigte. In der zweiten Reaktion diente der
PTH1-Sapl-Y-rev, bestehend aus 51 Basenpaaren, als externer 3 antisense Primer. Das
Produkt der letzten PCR-Reaktion wurde iiber die Schnittstellen Sacl und Sapl in
pUC19 mit der PTH1-Rezeptor-cDNA einkloniert.

Die Mutante Tyr443Cys liegt dagegen am carboxyterminalen Ende der dritten
Extrazelluldrschleife und tauscht das Tyrosin gegen das entsprechende Cystein aus
(Aminosdure 399 des PTH2-Rezeptors ). Als interner Primer der ersten Reaktion diente
hier das PTH1-A->C-rev-Oligonukleotid, ohne das Einfligen des Cysteins an Position

426, wohingegen der zweite externe Primer PTH1-Sapl-Y->C-rev das Tyrosin zum



Cystein mutierte und auch hier eine zusétzliche Schnittstelle, Nsil (=Mph1103I), zur
Verifizierung einfiigte.

Die Doppelmutation Ala426Cys,Tyr443Cys kam durch das simultane Einfligen beider
Mutationen zustande, indem sowohl der interne 3° PTH1-A->Y-rev als auch der externe

3 antisense PTH1-Sapl-Y->C-rev-Primer verwendet wurden.



3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden {liber Agarose-Gele, an die eine Spannung angelegt wird, nach
ithrer Grof3e aufgetrennt. Je nach der Liange der aufzutrennenden Fragmente wurden 0.8-
2.5% Gele hergestellt. Hierzu wurden die entsprechenden Mengen an Agarose und
IXTBE in der Mikrowelle zum Sieden gebracht und nach Abkiihlen auf ca. 50°C in das
vorbereitete Schiff gegossen. Die DNA-Proben in 1x Puffer wurden unter Anlegen
einer Spannung von 20-90 V mit 1xTBE als Laufpuffer aufgetrennt. Danach wurde das
Gel fiir 10-30 Minuten in ein Ethidiumbromidbad gegeben. Die DNA-Banden lieen
sich schliesslich unter UV-Licht sichtbar machen, da der DNA-interkalierende Farbstoff
Ethidiumbromid unter UV-Licht fluoresziert.

3.2.2.2 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um eine Religation von linearisierter Vektor-DNA nach Restriktionsverdau in einer
Ligationsreaktion zu verhindern, wurden die 5’-Phosphatgruppen an den Enden der
DNA-Strdange mittels calf intestine phosphatase (CIP) entfernt. Hierzu wurde zum
Restriktionsansatz Syl 10xReaktionspuffer gegeben und mit aqua dest. zu einem
Gesamtvolumen von 49ul aufgefiillt. Nach Zugabe von 1ul CIP (1U/1ul) wurde der
Ansatz 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Das Enzym wurde danach durch 15-miniitige
Inkubation bei 85°C deaktiviert.

3.2.2.3 Eluierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegel

Im Agarosegel aufgetrennte DNA-Banden konnen unter schwacher UV-Bestrahlung
ausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (fiir Fragmente von 70bp-
10kb) aus der Agarose eluiert werden. Bei der Anwendung des Kits wird die Agarose

in einem Hochsalzpuffer geschmolzen, die DNA an eine Silica-Membran gebunden und



mit ethanolhaltigem Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wird die DNA entweder in
aqua dest. ( fiir sofortige enzymatische Reaktionen) oder in TE (zur Aufbewahrung)

eluiert.

3.2.2.4 Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanolprizipitation von DNA

Diese Techniken kommen zur Anwendung, wenn Proteine oder feste Molekiile aus
wassrigen Losungen entfernt, oder wenn DNA-Losungen aufkonzentriert werden
miissen. Das Protokoll eignet sich zur Aufreinigung von kleinen Volumina (<0.4ml) zu
Konzentrationen von < Img/ml.

Die zu reinigende DNA-LOsung wurde hierzu mit aqua dest. auf 500ul aufgefiillt. Nach
Zugabe von einem Volumen Phenol wurden beide Phasen durch Invertieren gemischt
und 2 Minuten zentrifugiert.

Proteine gehen hierbei in die Interphase iiber, wihrend die DNA in der wiéssrigen Phase
verbleibt.

Die obere wissrige Phase wurde anschlieBend in ein neues Reaktionsgefdl3 {iberfiihrt,
ein Volumen Chloroform (CHCls/Isopentanol 24:1) zugegeben, danach durch
Invertieren gemischt und 2 Minuten zentrifugiert. Dieser Schritt wurde einmal
wiederholt.

Zur Aufkonzentrierung und Entsalzung von DNA-Losungen schlieft sich nun die
Ethanolféllung an.

Nach Zugabe von 1/10 Volumen 3M Natrium-Acetat pH 5.8 und zwei Volumen
absolutem Ethanol wurde die Losung durch Invertieren gemischt und eine Stunde bei —
20°C inkubiert (wurde die DNA fiir eine Transfektion bendtigt, erfolgte die Inkubation
iiber Nacht). Anschliessend wurde das Gemisch flir 30 Minuten zentrifugiert, mit 70%

Ethanol gewaschen und in der geeigneten Menge TE bzw. aqua dest. resuspendiert.



3.2.2.5 Ligation von linearen DNA-Fragmenten mit der T4-DNA-Ligase

DNA-Fragmente werden miteinander durch den Aufbau von Phosphodiesterbindungen
zwischen dem 3 OH-Ende eines Fragmentes und dem 5° Phosphat-Ende des anderen
Fragmentes verkniipft. Diese Reaktion wird von einer Ligase unter ATP-Verbrauch
katalysiert. Dazu miissen die Enden der DNA-Fragmente entweder komplementére
einzelstringige Uberhinge (sticky ends) oder keine Uberhénge (blunt ends) haben.

Mit der T4-Ligase wurde dephosphorylierte Vektor-DNA (enthdllt die bakterielle
Ampicillinresistenz) mit phosphorylierter Insert-DNA zu einem replikationsfahigen
zirkuldren Plasmid ligiert.

Zur Anwendung kamen entweder die T4-DNA-Ligase (GibcoBRL) oder der Rapid-
DNA-Ligation Kit (Boehringer Mannheim), wobei jeweils Vektor-DNA mit einem
mindestens dreifachen molaren Uberschuss an Insert-DNA in einem Gesamtvolumen
von 20ul je nach Angaben des Herstellers fiir 1 Stunde bzw. 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert wurden. Bei der Ligation von zwei Inserts war das Vektor :

1.Insert : 2.Insert -Verhiltnis ebenfalls 1:3:3.

3.2.2.6 Herstellung kompetenter E. coli DH5o-Zellen

Losung I: 30mM Kaliumacetat
50mM Manganchlorid
100mM Rubidiumchlorid
10mM Calciumchlorid
15% Glycerin
Der pH-Wert von Losung I wurde mit Essigsdure auf 5,8 eingestellt, steril filtriert und

bei 4°C gelagert.

Losung II: 10mM MOPS
75 mM Calciumchlorid
10mM Rubidiumchlorid
15% Glycerin



Losung II wurde mit NaOH auf pH 7 eingestellt, steril filtriert und bei 4°C gelagert.

Die Herstellung kompetenter Bakterienzellen erfolgte nach Nishimura et al. (1990).
Hierbei wurde 1ml einer bakteriellen Ubernachtkultur in 100ml LB-Medium iiberfiihrt
und solange bei 37°C unter stdndigem Schiitteln (200U/min) inkubiert, bis sie in die
mittlere logarithmische Phase Wachstumsphase gelangten (bei DHS5ou entspricht dies
einer ODgoo = 0.37; ca. 2-3h bei 100ml). Danach wurde die Kultur 10 min. auf Eis
gestellt, bevor die Bakterien bei 4°C mit 4000 rpm flir Smin. abzentrifugiert wurden.
Der Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet in 30ml eiskalter Losung 1
gelost. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt fiir 5 min. bei 4°C und 4000 rpm
wurde das Pellet schlieBlich in 8 ml Losung IT geldst und als 100pl-Aliquots bei —80°C

bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

3.2.2.7 Transformieren von Bakterien

Bei der Transformation wird Plasmid-DNA in Bakterien aufgenommen, um diese zu
vermehren. Durch ein auf dem Plasmid befindliches prokaryontisches
Ampicillinresistenzgen gelangen in Ndhrmedium mit Ampicllin nur plasmidhaltige
Bakterien zur Vermehrung.

Fiir die Transformation standen entweder kommerziell bezogene Subcloning Efficiency
DH50™ Competent Cells (GibcoBRL) oder eigens zuvor kompetent gemachte DH50.-
Zellen (siehe 3.2.1.6) zur Verfligung. Die Bakterien (100l pro Aliquot) wurden auf Eis
aufgetaut. Zu der Bakteriensuspension wurden ca. 50 ng der zu transformierenden
Plasmid-DNA pipettiert und vorsichtig gemischt. Nach 30-miniitiger Inkubation auf Eis,
wurden die Bakterien bei exakt 42°C fiir 90 sec. im Wasserbad erhitzt und anschlieBend
fiir 2 min. auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 900ul LB-Medium ohne Ampicillin wurde
der Ansatz fiir 1h bei 37°C im Bakterienschiittler (ca.180U/min) inkubiert, um die
Expression der Antibiotikaresistenz zu erlauben. Nach Zentrifugation bei 3750rpm fiir
10 min. wurde das Bakterienpellet nach Abnahme des Uberstandes im verbleibenden

100ul LB-Medium wieder aufgenommen und auf ampicillinhaltigen Agarplatten



ausgestrichen. Die Platten wurden bei 37°C im Bakterienbrutschrank iiber Nacht
inkubiert.

3.2.2.8 Glycerolstocks von Bakterienstimmen

Um Bakterienstimme linger lagern zu kénnen wurde Iml einer Ubernachtkultur mit

500 pl 87% sterilem Glycerin versetzt und bei —80°C zur Lagerung eingefroren

3.2.2.9 Polymerase-Chain-Reaction (=PCR)

Die Reaktionen wurden auf Eis angesetzt, um falsche Primerbindung (misspriming) zu
verhindern. Fiir den Thermocycler wurden 0.5 ml ReaktionsgefiBle verwendet. Eine
Uberschichtung mit Mineraldl war hierbei nicht nétig, da der Deckel des Gerites

beheizt ist.

Der PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:
Iul  Template (= 500 ng DNA)
Iul  Primer 1 (100 pmol/ul)
Iul  Primer 2 (100 pmol/ul)
2ul  ANTP  (jeweils 10 mM)
Sul  10xPuffer
38ul aqua destillata
2ul  native Pfu DNA Polymerase (2.5U/ul) als letztes zugeben!!
50ul



Die PCR wurde im Thermocycler mit folgendem Programm durchgefiihrt:

Denaturierung 95°C 45" Ix
Denaturierung 95°C 45" ]

Annealing 60°C 45" r 25x
Elongation 72°C 130

Finale Extension 72°C 10° Ix
Konservierung 4°C oo

3.2.2.10 Plasmid-DNA Extraktion

3.2.2.10.1 Analytische Plasmid-DNA Isolierung (Mini-Préparation)

Die Methode der Plasmid-Isolierung durch alkalische Lyse wurde zur Analyse der nach
einer DNA-Klonierung auf den Agarplatten ausgewachsenen Kolonien verwendet.

Hierzu wurden die Bakterien aus einer 1.5 ml Ubernachtkultur abzentrifugiert und das
Pellet in 100ul GTE-Puffer mit Lysozym durch Vortexen gelost. Nach 5-miniitiger
Inkubation bei RT wurden 200ul alkalische SDS hinzugegeben, invertiert und 5 min.
auf Eis inkubiert. Die Bakterien werden so mittels Lysozym und SDS lysiert, was zu
einer Denaturierung der Proteine fiihrt. Durch den alkalischen pH der Losung wird
chromosomale und Plasmid-DNA denaturiert. Nach Zugabe von 150ul KAc
(Neutralisationslosung) und 5-miniitiger Inkubation auf Eis kann jedoch nur Plasmid-
DNA renaturieren, da der hohe Salzgehalt der Losung die Renaturierung von Proteinen
und chromosomaler DNA verhindert. Diese prézipitieren und konnen durch
Zentrifugation fiir 2 min. abgetrennt werden. Der Uberstand wurde nun in ein frisches
Eppendorf-Cap iiberfiihrt und einer Ethanolprédzipitation (3.2.1.4) unterzogen. Das
Pellet wurde in 50ul einer Losung von 49.5ul 1xTE bzw. a.d. und 0.5u1 RNAseA
(0.1mg/ml) resuspendiert. Die DNA war nun rein genug fiir Probespaltungen, um zu

ermitteln, welche der gepickten Klone die gewiinschte Plasmid-DNA erhielten. Die



Restriktionsverdaue erfolgten in der Regel mit Sl Mini-DNA-L&sung und 0.5ul Enzym
in einem Gesamtansatz von 20ul.

Wurde die DNA zum Sequenzieren (kommerziell durch die Firma MWG Biotech)
bendtigt, kam der QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) zum Einsatz, da somit eine

hohere Reinheit und Ausbeute (bis zu 20ug) erreicht werden konnte.

3.2.2.10.2 Quantitative Plasmid-DNA-Gewinnung: Maxi-Priparation tiber QIAGEN-
Séulen

Zur Gewinnung gréflerer Mengen spezifischer Plasmid-DNA wurden Priparationen
iiber sogenannte QIAfilter'™ Plasmid Maxi Saulen durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA
bindet hierbei an eine Silicamatrix und wird nach zwei Waschschritten wieder eluiert.
Die auf diese Weise gewonnene DNA ist relativ rein und ldsst sich sehr gut fiir

Transfektionen verwenden.

3.2.2.11 Restriktionsverdau von DNA

Die Spaltung von Plasmid- bzw. PCR-DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte
nach den Anleitungen der Hersteller der Enzyme. Analytische Spaltungen wurden mit
0.5-1ug DNA in 20ul Reaktionsvolumen, préparative mit 2-5ug in 30ul durchgefiihrt.
Um einen moglichst vollstindigen Verdau zu gewéhrleisten, wurde Enzym in 2-
Sfachem Uberschuss zugegeben und fiir 2h, teilweise auch iiber Nacht, inkubiert.
Enzyme, die Star-Activity (unspezifisches Schneiden bei langer Inkubation, grofler
Enzymmenge oder falscher Salzkonzentration) aufweisen konnen, wurden nur fiir 1h
inkubiert.

Fiir Doppelverdaue wurde nach Mdglichkeit ein Puffer ausgewéhlt, in dem nach den
Tabellen der Hersteller beide Enzyme funktionierten. War dies nicht moglich, wurde die
DNA zunéchst mit einem Enzym verdaut, phenolisiert und mit Ethanol gefillt (3.1.2.4)
bzw. mit Hilfe des PCR-Purification-Kit (Qiagen) aufgereinigt, und anschlieBend mit

dem zweiten Enzym gespalten.



Trat der Fall ein, dass neben den Schnittstellen fiir die Klonierungsstrategien die
benutzten Restriktionsendonukleasen auch innerhalb der zu klonierenden DNA-
Fragmente Schnittstellen aufwiesen, wurde nach dem Prinzip des Partialverdaus
vorgegangen: dieser wird durch eine Verdiinnungsreihe des verwendeten
Restriktionsenzms erreicht. Hierzu wurde die bendtigte Menge an Plasmid-DNA und
entsprechendem Reaktionspuffer in einem Endvolumen von 100ul gelost und auf Eis
gestellt. Alle nachfolgenden Schritte wurden ebenfalls auf Eis durchgefiihrt. Nachdem
der DNA-Puffer-Mix auf fiinf E-Caps (30-20-20-20-10ul) aufgeteilt und zum ersten 4U
an Enzym gegeben und vorsichtig vermischt worden war, wurde eine serielle
Verdiinnung durchgefiihrt, so dass Endvolumen von jeweils 20ul vorlagen. Nach 15-
miniitiger Inkubation 37°C-Wasserbad, wurden die Reaktionen durch Zugabe des
IxPuffers gestoppt. Mittels DNA-Agarose-Gelelektrophorese wurden die entstandenen

Restriktionsprodukte aufgetrennt und die benotigte Bande eluiert.

3.2.3 Zellbiologische Methoden

3.2.3.1 Zellkultur von humanen embryonalen Nierenzellen HEK-293

Humane embryonale Nierenzellen HEK- 293 (human embryonic kidney cells) mit
konstitutiver Expression des EBNA-1 Proteins des Ebstein-Barr-Virus (Invitrogen, San
Diego, CA, U.S.A.) wurden in 75 ml Gewebekulturflaschen bei 5% CO; und 37°C im
Begasungsbrutschrank in feuchter Atmosphére kultiviert. Das verwendete Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) with Glutamax war dabei mit 10 % fetalem
Kilberserum (FKS), 20 mM Hepes- Puffer und 1 % Penicillin/ Streptomycin (10 000
U/ml) ergédnzt. Unter diesen Bedingungen betrug die Verdopplungszeit ca. 24 - 36 h, so
dass die Zellen alle 4- 5 Tage im Verhéltnis 1:10 gesplittet und in frische Kulturflaschen
iiberfiihrt wurden. Hierbei wurden die Zellen in der Regel nach Abnahme des
Kulturmediums einmal mit 5 ml PBS gewaschen. Durch eine 0.05%
Trypsin/0.02%EDTA-L6sung (2ml) wurden die Zellen geldst. Diese Trypsinwirkung
wurde durch 8 ml Kulturmedium abgestoppt und entweder fiir Versuche bzw. auf

frische Kulturflaschen ausgesiit.



3.2.3.2 Transfektion von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde in HEK-293-Zellen zur stabilen und zur transienten

Proteinexpression transfiziert.

3.2.3.2.1 Stabile Transfektion mit Lipofektamin

Am Tag vor der Transfektion wurden in einer 6-Loch-Platte HEK-293-Zellen so
ausgesit, dass sie am nidchsten Tag zu 50-80% konfluent waren (i.d.R. 250000
Zellen/well). Die Zellen wurden nach einem Waschschritt mit serumfreien Medium
(DMEM mit 20 mM Hepes- Puffer und 1% Penicillin/ Streptomycin) fiir 5 h mit einem
Mix aus 900ul serumfreien Medium, 60 pl Lipofektin und 9ug DNA (geldst in 20 pl
sterilem Tris- EDTA- Puffer) pro Loch bei 37°C inkubiert. Zuvor war das serumfreie
Medium mit Lipofektin fiir 30 min, nach Zugabe der DNA nochmals fiir 15 min
vorinkubiert worden.

In den Expressionsvektor pCEP 4 ist unter anderem ein Gen eingebaut, das den Ziel-
zellen Resistenz gegen Hygromycin verleiht. So konnten die Zellen im Anschluss fiir
ca. zwei Wochen mit Hygromycin selektioniert werden, nachdem die erforderliche
Hygromycin- Konzentration (250pg/ml) vorher durch Austestung mittels Absterbe-
kurven an nicht transfezierten Zellen bestimmt worden war. Ein Teil der so
transfezierten und selektionierten HEK 293- Zellen wurde wie oben beschrieben in

Kultur genommen oder eingefroren.

3.2.3.2.2 Transiente Transfektion mit Lipofektamin

Die transiente Transfektion erfolgte weitestgehend nach dem Protokoll der stabilen
Transfektion, allerdings wurden folgende Anderungen vorgenommen:

e HEK-293-Zellen wurden bis zu einer 50-80%-Konfluenz in T75-Flaschen wachsen
gelassen

¢ 3ug DNA wurde in 800ul serumfreien Medium gelost



e 50ul Lipofectamin wurden mit 750l serumfreien Medium vermischt

e beide Ansdtze wurden zusammen fiir 30 min bei RT inkubiert, bevor sie fiir Sh bei
37°C auf die Zellen kamen

e 24h nach Medienwechsel wurden die Zellen abtrypsiniert, gezdhlt und fiir die
entsprechenden Versuche ausgesit

e die sich anschlieBenden Versuche wurden in der Regel innerhalb eines Zeitraumes

von 72 h post transfektionem durchgefiihrt

3.2.3.2.3 Transiente Transfektion mit FuGENE™ 6

FuGENE™S6, ein nicht-liposomales Transfektionsreagenz, weist im Gegensatz zu den
herkdmmlichen Transfektionsmethoden und -reagenzien eine &usserst hohe
Transfektionsrate auf, zeigt nahezu keine Zytotoxizitét, funktioniert ausgesprochen gut
in Gegenwart und in Abwesenheit von Serum und erfordert nur geringe
Protokolloptimierung.

Ebenso wie bei der transienten Transfektion mit Lipofektin wurden HEK 293 in T75 bis
zu einer 50-80% - Konfluenz wachsen gelassen. 15ul FuGENE™6 wurden direkt in
485ul Serum-freies Medium pipettiert und fiir 5 min bei RT inkubiert. Das verdiinnte
Transfektionsreagenz wurde darauthin tropfchenweise zu Sug DNA (gelost in 25ul
sterilfiltriertem 1xTE) hinzugefiigt und fiir 30 min bei RT ruhen gelassen. Ohne einen
vorherigen Medienwechsel wurde der FIGENE™6-DNA-Mix auf die Zellen gegeben
und fiir 24 h im Brutschrank inkubiert. Am ndchsten Tag wurden die Zellen

abtrypsiniert, gezahlt und fiir die entsprechenden Versuche ausgesit.

3.2.3.3 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Um auf stabil transfizierte Zelllinien in niedrigen Passagen zuriickgreifen zu koénnen
ohne eine wiederholte Transfektion durchfithren zu miissen, wird ein Teil der Zellen

nach Selektion in fliissigem Stickstoff bei —196°C eingefroren.



Nach Abtrypsinieren und Resuspendieren wurden die Zellsuspensionen bei 800rpm und
4°C fiir 6 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1.8
ml Einfriermedium (DMEM, 10% FCS, 7.5% DMSO beides sterilfiltriert, 1%
Pen/Strep) resuspendiert, in ein Kryorohrchen iiberfiihrt und sofort auf Eis gestellt. Die
Zellen wurden 24h bei —80°C gelagert, ehe sie in fliissigen Stickstoff gegeben wurden.

Das Auftauen erfolgte rasch in einem 37°C-Wasserbad. Der Inhalt des Kryoréhrchens
wurde in ein groBeres Falcon-Rohrchen tiberfithrt und langsam wurde das gewohnte
Kulturmedium dazu pippettiert bis eine Gesamtmenge von 10ml erreicht war. Dadurch
konnte das DMSO aus den Zellen diffundieren, ohne dass diese platzten. Nach
Zentrifugation und Resuspendierung in normalem Kulturmedium wurden die Zellen in
T75-Kulturflaschen iiberfiihrt. Am niichsten Tag wurde der Uberstand durch frisches

Kulturmedium ersetzt und wie gewohnt subkultiviert.

3.3 Bindungsstudien

Die mit den mutierten Ala426Cys-, Tyr443Cys- bzw. doppelmutierten Rezeptoren
ebenso wie mit den beiden Wildtyp-PTH-Rezeptoren transfezierte und nicht
transfezierte HEK 293- Zellen wurden so in 24- Loch- Platten ausgesidt (400000
Zellen/ml, 0,5 ml/ Loch), dass sie nach ca. 72 h konfluent waren. Nach Absaugen des
Kulturmediums wurde pro Loch 0,5 ml Versuchsmedium (DMEM mit 5 % FKS, 0,5 %
BSA (98%) und 10mM Hepes- Puffer) zugegeben und fiir 1 h bei 37°C vorinkubiert.
Nach erneutem Absaugen des Uberstandes wurden 150 pl Versuchsmedium in jedes
Loch gegeben und die jeweilige Konzentration hPTH (1-34) bzw. PTHrP (1-34) als
Triplikat in 30pl Versuchsmedium gelost dazu pipettiert (z.B. 30 pl a 21 nM fiir eine
Endkonzentration von 3 nM in 210pl Gesamtvolumen). Ebenfalls in 30ul
Versuchsmedium wurde nun eine konstante Menge ['*°J]- rPTH 1-34 amide von NEN
(50 000 cpm/ Loch) zugegeben (die entsprechende Menge wurde jeweils am
Versuchstag ermittelt) und bei Raumtemperatur fiir 1 h inkubiert. Nach diesem
Inkubationszeitraum wurden die Platten auf Eis gestellt, das Medium abgesogen und die

Locher dreimal mit 0,5 ml eiskaltem Versuchsmedium vorsichtig gewaschen, ehe die



Zellen mit 0,5 ml NaOH pro Loch lysiert wurden. Nach 30 min wurde das Lysat
vorsichtig einmal auf- und abpipettiert und in Rohrchen tliberpipettiert. Letzter Vorgang

wurde wiederholt und das gepoolte Lysat im Gamma- Counter flir 2 min gemessen.

3.4 Internalisierungsstudien

HEK-293-Zellen, die stabil die beiden Wildtyp- und die drei mutierten Rezeptoren
exprimierten, wurden so in 12-Loch-Platten ausgesit (250000 Zellen/ml; 1ml/Loch),
dass sie nach 72 Stunden konfluent waren. Vor dem Experiment wurden die Zellen mit
Iml DHB (serumfreies Dulbecco’s modified Eagle’s Medium mit 20mM Hepes und 1%
BSA) fiir 1h bei 37°C inkubiert. Nachdem die Platten 10 min bei RT geruht hatten,
erfolgte eine Inkubation mit 475ul DHB, versetzt mit 50000cpm '*J-rPTH (1-
34)amide, fiir die angegebenen Zeitrdume (z.B. 5-10-20-40 min). Die Reaktion wurde
gestoppt, indem die Platten auf Eis gestellt und zweimal mit 1ml eiskaltem PBS
(Phosphate buffered saline) gewaschen wurden, um freien Liganden zu entfernen. Die
Zellen wurden fiir 2x5 min mit 0.5ml acid wash-Losung (50mM Glycin, 0.1M NaCl, pH
3) inkubiert, um Radioligand, der an der Zelloberfldche spezifisch gebunden war, zu
entfernen. Der Uberstand wurde separat gesammelt und im y-Counter als acid-wash-
Fraktion gemessen. Die Zellen wurden mit Iml 1M NaOH lysiert und die internalisierte
Radioaktivitdt wurde ebenfalls gemessen.

Der Prozentsatz der Internalisierung wurde anhand folgender Formel berechnet:

cpm internalisiert x 100

cpm internalisiert + cpm acid-wash



3.5 Messung der Aktivierung des AC/ cAMP — Signalweges

3.5.1 Akkumulation von cAMP

Zur Stimulation der intrazelluliren cAMP- Produktion wurden die Rezeptor-
transfezierten HEK 293-Zellen und nicht transfezierte Kontrollzellen in 12- Loch-
Platten ausgesdt (250 000 Zellen/ml, Iml/ Loch) und ca. 72 h bis zur Konfluenz
wachsen gelassen. Dann wurde nach Absaugen des Mediums 1 ml/ Loch Versuchs-
medium (DMEM mit 1 mM IBMX 1 % BSA, 20 mM Hepes- Puffer) zugegeben, in
dem die jeweiligen Versuchssubstanzen (z.B. 0 - 5 uM hPTH 1-34, Triplikate pro
Konzentration) geldst waren. Nach Inkubation fiir 15 min bei 37°C wurde der Uber-
stand abgesaugt und das intrazelluldr akkumulierte cAMP durch Zugabe von 1ml
95%igem Ethanol (pH 3)/ Loch extrahiert. Nach 2 - bzw. 24 - stiindiger Inkubation (2h
bei 4°C, 24 h bei -20°C) und Uberfiihrung der Suspension in RShrchen wurde der
Alkohol durch Eindampfen unter Stickstoff vollstindig entfernt und das verbliebene
cAMP mit 1ml/ Rohrchen Assaypuffer des cAMP- RIA- Kits resuspendiert.

3.5.2 Messung von cAMP im Radio- Immuno- Assay

Das Prinzip des eingesetzten cAMP- RIA- Kit ist die Verwendung von mit mono-
klonalen Antikérpern gegen cAMP beschichteten Rohrchen in denen eine konstante

Menge ['*

J]-cAMP durch das cAMP in der zu messenden Probe kompetitiv verdrangt
wird. Die an den Antikdrper gebundene Radioaktivitit, die nach der Entfernung des
Uberstandes gemessenen wird, ist also umgekehrt proportional zur cAMP-
Konzentration in der Probe.

Nachdem die resuspendierten Proben mit Assaypuffer 1: 100 verdiinnt worden waren,
wurden 100 pl der Verdiinnung mit 500 pl des Tracers (entspricht ca. 60 000 cpm/
Rohrchen) in die mit Antikorpern beschichteten Rohrchen pipettiert und fiir ca. 18 h bei
4°C inkubiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde die an den Antikdrper gebundene

Radioaktivitdt im Gamma- Counter gemessen. Durch das Ermitteln einer Eichkurve

unter Verwendung von cAMP- Standardkonzentrationen des RIA- Kits konnte daraus



unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors die cAMP- Konzentration in der Probe

berechnet werden.

3.6 Messung der Aktivierung des PLC/ IP; — Signalweges

HEK 293- Zellen, die jeweils einen der zu untersuchenden Rezeptoren exprimierten,
wurden hierbei metabolisch radioaktiv vormarkiert:

Die Zellen wurden so in 6- Loch- Platten ausgesét (400 000 Zellen/ml, 1ml/ Loch), dass
sie 72 h spéter konfluent waren. 24 h vor Versuchsbeginn wurde das Medium abgesaugt
und 1 ml/ Loch Kulturmedium mit 2 pCi/ ml Myo- [H]- Inositol zugegeben (entspricht
2 ul Myo- [*H]- Inosito/ml Kulturmedium). Nach 24-stiindiger Inkubation im
Brutschrank wurde der radioaktive Uberstand abgesaugt und jedes Loch mit 1 ml
Versuchsmedium (DMEM mit 10% FKS, 20 mM Hepes- Puffer, 1 % Penicillin/
Streptomycin und 10 mM Lithiumchlorid) gewaschen. Dabei wurde noch einmal fiir 15
min bei 37°C inkubiert und die Platten vorsichtig geschwenkt, bevor das Medium
abgesaugt wurde.

In 1 ml/ Loch Versuchsmedium gelost wurde nun die jeweilige Konzentration hPTH
1-34 als Triplikat zugegeben und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach Absaugen des Uber-
standes wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 ml eiskalter Ameisensdure (20 mM)
pro Loch gestoppt. Die Platten wurden darauthin fiir 60 min bei 4°C inkubiert, der
Uberstand in je ein Réhrchen pipettiert und die Ameisensiure durch Zugabe von 75 ul
verdiinnter Ammoniumhydroxid - Losung in jedes Rohrchen neutralisiert, nachdem
zuvor die erforderliche Menge ermittelt worden war.

Gesamtinositolphosphat wurde dann von anderen [’H]- markierten Substanzen iiber
Minigelchromatographiesidulen abgetrennt und im Betacounter gemessen: Poly — Prep -
Séulen wurden mit 1,4 ml lonenaustauscher AG 1 -X8 Resin (ca 0,5 g/ml, resuspendiert
in aqua dest., mehrfach gewaschen) beschickt und bis zum Gebrauch feucht gehalten.
Nachdem 60 pl jeder Probe in kleine Szintillatorrohrchen iiberfiihrt worden waren, um
nach Zugabe von 250ul Szintillatorfliissigkeit die Gesamtmenge der von den Zellen
aufgenommenen Radioaktivitit im Betacounter zu messen, wurde der restliche Inhalt
der Rohrchen auf je eine Sdule aufgetragen und vollstindig durchlaufen gelassen. In

jede Sdule wurde darauthin vorsichtig 3 - 4 mal je 8 ml Auswaschpuffer A (60 mM



Natriumsalz der Ameisensdure [4,08 g/1] und SmM Borax [1,91 g/1]) gegeben. Dann
wurde Gesamtinositolphosphat durch dreimalige Zugabe von 0,5 ml Elutionspuffer E
(2M Ammoniumsalz der Ameisensdure [126,12 g/1] und 0,1 M Ameisensdure [4,2
ml/1]) pro Sdule eluiert und getrennt in je einem Szintillatorrhrchen aufgefangen. Die
Proben wurden dann nach Zugabe von jeweils 4,5 ml Szintillatorfliissigkeit fiir 5 min

im Betacounter gemessen.

3.7 Pharmakologische Hemmung von Proteinkinasen

Isoquinolin-Sulfonamid-Derivat H-89  (Calbiochem) wurde als spezifische
Hemmsubstanz der Proteinkinase A (PKA) eingesetzt (187), fiir das gezeigt werden
konnte, dass es vor allem die PKA- abhidngige Phosphorylierung des PTH 1- Rezeptors
blockiert (188). Es wurde eine Konzentration von 30uM gewdhlt bei einer 60-
miniitigen Vorinkubationszeit bei 37°C. Die Stock-Konzentration betrug 3mM (1mg in
6421l Aqua dest. geldst) und wurde 1:100 verdiinnt.

Fir die spezifische Hemmung der Proteinkinase C (PKC) wurde das
Bisindolylmaleimid- Derivat GF 109203X verwendet, das effektiv die PKC- abhédngige
Phosphorylierung verhindert. (189) Die Konzentration betrug hier 6uM bei einer
Inkubation von 60 Minuten bei 37°C. Die Stock-Konzentration von 3mM (250ug in
203ul DMSO) wurde folglich 1:500 verdiinnt.

PKA und PKC bezeichnet dabei keine spezifische Kinase, sondern die jeweilige Gruppe

der Isoenzyme.

3.8 Datenverarbeitung und Statistik

Alle Experimente wurden mindestens dreimal durchgefiihrt. Repréisentative
Experimente sind in dieser Arbeit dargestellt. Die angegebenen Daten gelten fiir 1
Million Zellen. Am Versuchstag wurde daher fiir jede untersuchte Zelllinie eine
Zellzéhlung an zusitzlich ausgesdten Zellen durchgefiihrt, um die gemessenen Werte

auf 1 Million Zellen beziechen zu konnen. Die Experimente wurden als



Triplikatbestimmungen durchgefiihrt, wobei die Werte als Mittelwert + SEM (Standard

error of mean) angegeben sind.

Aus den Bindungsstudien wurden zum einen die Expressionsdichte der an der
Zelloberfliche exprimierten Rezeptoren sowie die Bindungsaffinititskonstante Kp
ermittelt. Zum anderen wurde unter der Annahme der Konkurrenz der unmarkierten und
radioaktiv markierten Peptide um eine Bindungsstelle (one site competition) aus den
Verdriangungskurven die IC 5o berechnet.

Durch die Messwerte der Rezeptor- tragenden Zellinien wurde mit dem Computer-
programm Prism unter der Annahme einer nicht linearen Regression eine

Ausgleichskurve gelegt.

Bei den Messungen von akkumulierten second messengern wurde dazu von einer
sigmoidalen Dosis- Wirkungs- Kurve mit variabler Steigung ausgegangen und die
entsprechende Option in Prism bei der Erstellung der Ausgleichskurven gewihlt

(sigmoidal dose response [ variable slope]).

Alle Abbildungen beziiglich der Datenverarbeitung, die Berechnung der Parameter
Bmax, Kb, ICso/ ECso und die Signifikanzberechnungen (zweiseitiger t- test) wurden auf
einem Macintosh Computer mit dem Programm Graph Pad Prism 3.0 fiir Macintosh

(Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, U.S.A.) erstellt.



4 Ergebnisse

4.1 Bindungsstudie an den Wildtyprezeptoren PTH1-R und PTH2-R sowie den
einzelne Aminosiuren mutierten Ala426Cys-R, Tyr443Cys-R und der
Doppelmutante Ala426,Tyr443Cys-R

Nach Konstruktion der mutierten Rezeptor-cDNA wurde die cDNA der Mutanten und
die der beiden Wildtyprezeptoren P1R und P2R in den Vektor pCEP4 subkloniert und
stabil in humane embryonale Nierenzellen HEK 293 transfeziert und expremiert. Als
erstes wurden an diesen Zellinien Bindungsstudien durchgefiihrt, um den Nachweis der
Rezeptorexpression an der Zelloberfliche zu erbringen. Aus diesen Radio-Rezeptor-
Assays wurde dann die Bindungsaffinititskonstante (Kp) und die Expressionsdichte der

Rezeptoren an der Zelloberfliche (Bmax) ermittelt.

Wie unter 3.3 Bindungsstudien beschrieben wurden HEK-293-Zellen, die entweder mit
Ala426Cys-, Tyr443Cys-, Ala426,Tyr443Cys-, PTH1- oder PTH2-Rezeptor stabil

transfeziert waren, mit [125J

]-rPTH(1-34)amid als Tracerpeptid und steigenden Mengen
(0 bis 3uM) an unmarkiertem hPTH(1-34) bzw. PTHrP(1-34) als kompetitiven
Liganden inkubiert, um die spezifische Bindung zu messen. Zur Ermittlung der
unspezifischen Bindung wurden dabei nicht transfezierte HEK-293-Zellen
mituntersucht.

Der Versuchsautbau wurde so gewihlt, dass die beiden potentiellen Liganden hPTH(1-
34) und PTHrP(1-34) an den einzelnen Zellinien miteinander verglichen werden
konnten. Um den zeitlichen Versuchsablauf exakt einhalten zu konnen, wurden die
Bindungsstudien in zwei Etappen durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass fiir den ersten
Versuch je zwei Platten mit PTHI-, PTH2-Rezeptor oder der Doppelmutante
Ala426,Tyr443Cys ausgesidt wurden und im Radio-Rezeptor-Assay mit jeweils den
gleichen ansteigenden Konzentrationen an hPTH(1-34) bzw. PTHrP(1-34) untersucht
wurden.

Bindung von radioaktiv markierten Peptiden an einen Rezeptor ist normalerweise
reversibel und temperaturabhidngig. Unter 37°C ist die Menge der membrangebundenen

Radioaktivitit hoher als unter 4°C (Kiihlschrank). Allerdings ist bei hdheren



Temperaturen im nachfolgenden Schritt der Verlust an abgewaschener Radioaktivitét
ebenfalls grosser. Die nachfolgend aufgefiihrten Bindungsstudien wurden an stabil

transfezierten Zellen bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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Abbildung 4.1 Spezifische Bindung von ['*°J]-rPTH(1-34)amid
an mit PTH-1 R, PTH-2 R und der Doppelmutante Ala426,
Tyr443Cys stabil transfezierten HEK 293-Zellen.

Wie unter 3.3 beschrieben wurde eine konstante Menge Tracer
['?°J]-rPTH(1-34)amid in  Abhdngigkeit der  steigenden
Konzentrationen an den kompetitiven Liganden hPTH(1-34) und
PTHrP (1-34)verdrédngt. Datenverarbeitung und Kurveninter-
pretaton siehe Material und Methoden 3.3 und 3.8

Ein charakteristischer Parameter der Bindungsaffinitit eines Radioliganden an den
Rezeptor ist die bendtigte Konzentration an Radioligand, welcher an 50% der zur

Verfiigung stehenden, sdttigbaren Bindungsstellen bindet. Dies wird indirekt durch die



verschiedenen Konzentration an kompetitiven, unmarkierten Liganden ermittelt. Die
Konzentration an unmarkiertem, nativem Ligand, welche bendtigt wird zu einer 50%-
igen Verdrangung an den zur Verfiigung stehenden Bindungsstellen (ICso) wird
normalerweise als Anndherung an die Dissoziationskonstante K; (Konzentration an
bendtigtem Radioligand zur Bindung an 50% der Bindungsstellen) angenommen. Die
ICso wird durch steigende Konzentrationen an unmarkiertem Peptid in Anwesenheit
einer konstanten Menge an Radioligand ermittelt. Solange die Konzentration an
zugegebenem Radioligand zwischen 1-10% der Dissoziationskonstante liegt hat er
einen zu vernachlissigenden Einfluss an halbmaximalen Inhibition.

Aus den Verdrangungskurven der Zellinien wurden folgende 1Cso-Werte ermittelt:

Rezeptor Kompetitiver Ligand ICso-Wert (nM)
PTH1-Rezeptor hPTH(1-34) 32,64
(23,26 —45,80)
PTH2-Rezeptor hPTH(1-34) 126,80 *
(70,17 —230,10)
Ala426,Tyr443Cys-Rezeptor hPTH(1-34) 37,63
(25,22 - 56,14)
PTH1-Rezeptor PTHrP(1-34) 59,68
(35,63 -99,97)
PTH2-Rezeptor PTHrP(1-34) 31850
(11697-87450)
Ala426,Tyr443Cys-Rezeptor PTHrP(1-34) 39,01

(22,79 — 66,76)

Tabelle 4.1 ICso-Werte der Verdrdngungskurven aus Abbildung
4.1

Die Daten sind angegeben als Mittelwerte mit einem
Vertrauensintervall von 95 % (in Klammern)

® = signifikant erhdht im Vergleich zum ICs, - Wert des
PTH-1 Rezeptors (p < 0,05)fir den kompetitiven Liganden
hPTH(1-34)

b= signifikant erhéht im Vergleich zum ICsy — Wert des

PTH-1 Rezeptors (p < 0,01)fir den kompetitiven Liganden
PTHrP (1-34)




In der nichsten Bindungsstudie wurden der PTHI1-Rezeptor und die beiden einzelnen
Mutationen Ala426Cys und Tyr443Cys auf die gleiche Weise mit hPTH(1-34) und
PTHrP(1-34) als kompetitivem Liganden untersucht.
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Abbildung 4.2 Spezifische Bindung von ['*°J]-rPTH(1-34)amid
an mit PTH-1 R und den Singelmutanten Ala426Cys bzw.
Tyr443Cys stabil transfezierten HEK 293-Zellen

in Abhédngigkeit der steigenden Konzentrationen an den
kompetitiven Liganden hPTH(1-34) und PTHrP(1-34)



Aus den Verdrangungskurven der Zellinien wurden folgende 1Cso-Werte ermittelt:

Rezeptor Kompetitiver Ligand ICso-Wert (nM)

PTH1-Rezeptor hPTH(1-34) 36,63
(18,68 —71,18)

Ala426Cys-Rezeptor hPTH(1-34) 63,55
(44,88 — 89,98)

Tyr443Cys-Rezeptor hPTH(1-34) 57,79

(37,99 — 87,93)

PTHI1-Rezeptor PTHrP(1-34) 42,73
(31,12 —58,69)

Ala426Cys-Rezeptor PTHrP(1-34) 68,94
(52,21 -91,03)

Tyr443Cys-Rezeptor PTHrP(1-34) 64,00

(36,48 —112,30)

Tabelle 4.2 ICso-Werte der Verdrangungskurven aus Abbildung

4.2
Die Daten sind

angegeben als
Vertrauensintervall von 95 % (in Klammern)

Mittelwerte mit

einem

Aus diesen Daten der kompetitiven Bindungsstudie konnte die Bindungsaffinitits-

konstante Kp und Expressionsdichte der Rezeptoren an der Zelloberfliche bestimmt

werden. Dabei wurden fiir die einzelnen Rezeptoren folgende Werte ermittelt:

Rezeptor Bindungsaffinitats- Expressionsdichte
konstante Ky (nM) (Rezeptoren/ Zelle)

PTH1-Rezeptor 24,8 0,74 * 10°
(0,11 - 1,37 * 10%

PTH2-Rezeptor 385,2 1,85 *10°
(1,14 — 2,56 * 10°)

Ala426Cys-Rezeptor 103,8 1,34 * 10°
(1,16 — 1,53 * 10°%)

Tyr443Cys-Rezeptor 62,4 0,60 * 10°
(0,52 — 0,68 * 10°)

Ala426,Tyr443Cys-Rezeptor 53,8 0,40 * 10°

(0,36 — 0,44 * 10°)

Tab 4.3 Bindungsaffinitdtskonstante

dichte der
Die Daten sind

stabil
angegeben als
Vertrauensintervall von 95 % (in Klammern)

Kp und Expressions-
transfezierten
Mittelwerte mit

Rezeptoren
einem




Die Aktivierung des PLC/ IP; — Signalweges wurde hauptsidchlich an transient
transfezierten Zellinien untersucht, weshalb auch an diesen mehrere Bindungsstudien
durchgefiihrt wurden, um von einer Expression der beiden Wildtyp- und der punkt-
bzw. doppelmutierten Rezeptoren mit untereinander vergleichbarer Rezeptordichte
ausgehen zu konnen. Der Radio-Rezeptor-Assay erfolgte ebenfalls mit ['*°J]-rPTH(1-
34)amid als Tracerpeptid und steigenden Mengen (0 bis 3uM) an unmarkiertem
hPTH(1-34). Die Inkubation mit radioaktivem und unmarkiertem Peptid erfolgte hierbei
iber einen Zeitraum von 3 Stunden auf Eis bei 0°C, um die unspezifische Bindung

moglichst gering zu halten.
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Abbildung 4.3 Kompetitive Bindung an HEK 293-Zellen,
transient transfeziert mit PTH-1 R, PTH-2 R, den Ala426Cys
bzw. Tyr443Cys punktmutierten und dem Ala426, Tyr443Cys
doppelmutierten Rezeptoren im Vergleich zZu nicht
transfezierten HEK 293-Kontrollzellen.



Das Tracerpeptid [12°J]-rPTH (1-34) amid wurde durch

steigenden Mengen (0 bis 3uM) an unmarkiertem hPTH(1-34)
bei einer 3-stindigen Inkubation auf Eis bei 0°C wverdrangt

Aus dieser Bindungsstudie, wie auch aus der Studie an stabil transfezierten HEK-293
Zellen, errechnete sich ein signifikant ( p < 0,05) nach rechts verschobener 1Cso — Wert
fir PTH-2 R im Vergleich zum PTH-1 R fiir die Bindung von hPTH(1-34) bei
ansonsten vergleichbaren Ergebnissen fiir die mutierten Rezeptoren.

Mit Ausnahme von Ala426Cys, wo der ICso— Wert liber dem des PTH-1 R lag, liegen
die iibrigen Cystein-Mutationen zwischen denen des PTH1-R und des PTH2-R.

Rezeptor ICs0-Wert (nM)
PTH1-Rezeptor 39,69
(31,85 —-49,46)
PTH2-Rezeptor 198,7°
(106,80 — 369,60)
Ala426Cys-Rezeptor 75,65
(62,91 —90,97)
Tyr443Cys-Rezeptor 26,17
(20,60 —33,24)
Ala426,Tyr443Cys-Rezeptor 35,18
(27,60 —44,85)

Tabelle 4.4 ICso-Werte der Verdrdngungskurven aus Abbildung

4.3

Die Daten sind angegeben
Vertrauensintervall von 95

a

= gsignifikant erhoht

Mittelwerte mit einem
(in Klammern)

im Vergleich zum ICsy - Wert des
PTH-1 Rezeptors ( p < 0,05)



Alle Rezeptorkonstrukte waren auch bei der transienten Transfektion in vergleichbarer

Menge auf der Zelloberfliche exprimiert mit einer Dichte von 0,4 — 1,4 x 10° pro Zelle.

Rezeptor Bindungsaffinitats- Expressionsdichte
konstante Ky (nM) (Rezeptoren/ Zelle)

PTHI-Rezeptor 88,24 0,70 * 10°
(0,66 — 0,74 * 10°

PTH2-Rezeptor 165,20 0,89 *10°
(0,79 — 0,99 * 10°%)

Ala426Cys-Rezeptor 148,90 1,40 * 10°
(1,30 — 1,40 * 10°%)

Tyr443Cys-Rezeptor 652,60 0,40 * 10°
(0,37 — 0,46 * 10°%)

Ala426,Tyr443Cys-Rezeptor 123,50 0,63 * 10°
(0,60 — 0,67 * 10°%)

Tab 4.5 Bindungsaffinitédtskonstante Kp und Expressions-
dichte der transient transfezierten Rezeptoren
Die Daten sind angegeben als Mittelwerte mit einem
Vertrauensintervall von 95 % (in Klammern)

Die Bindungsstudien mit TIP 39 sind Gegenstand einer anderen Arbeit und werden

daher hier nicht gesondert erwéhnt.




4.2 Internalisierungsstudien

HEK-293-Zellen, die stabil die beiden Wildtyp- und die drei mutierten Rezeptoren
exprimierten, wurden wie unter 3.4 beschrieben in einem Versuchsaufbau untersucht

und der Prozentsatz der Internalisierung berechnet.
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Abbildung 4.4 Zeitlicher Verlauf der Internalisierung wvon

1255_rPTH (1-34)amide an den Wildtyp- und punkt-/bzw.
doppelmutierten Rezeptoren.

Nach 20-miniitiger Inkubation wird beim PTH-1 R ein durchschnittliche maximale
Internalisierung von 70% erreicht, beim PTH-2 R hingegen nur 38%. Die mutierten
PTH1-Rezeptoren liegen nach 20 Minuten zwar unter den Werten des WT-PTH-1R,
allerdings nicht signifikant (Ala426 Cys 60%, Tyr443Cys 53% und Ala426, Tyr443Cys
54%). Dies sind die gemittelten Werte mehrerer Internaliserungsstudien, Abbildung 4.4.

entspricht einem charakteristischen Beispiel.




Nach 2,5 Minuten ist kein signifikanter Unterschied der Internalisierung der einzelnen

Rezeptoren messbar.

4.3 cAMP-Signalweg des Ala426Cys-, Tyr443Cys- und Ala426,Tyr443Cys-

Rezeptors

Nach Bindung eines agonistisch wirkenden Liganden an einen Rezeptor wird
normalerweise der Rezeptor aktiviert und die intrazelluldre Kaskade in Gang gesetzt.
Daher sollte im Idealfall eine quantitative Korrelation zwischen Ligandenbindung und
Liganden-induzierter zelluldrer Antwort zu finden sein. Wenn man die kaskadenartige
Signaltransduktion mit nachfolgend wiederholter Amplifikation der Signalantwort
vernachldssigt, sollte idealerweise eine zur 50%igen Besetzung der zur Verfligung
stehenden Rezeptoren benétigte Ligandenkonzentration (ICsyp) der Konzentration an
Peptid entsprechen, welche zur halbmaximalen Stimulation der Zellantwort (ECsg)
benotigt wird. Sollte der ECso- Wert eines Liganden niedriger als dessen ICsy —Wert
liegen, kann dies bedeuten, dass die Bindungsstellen des radioaktiv markierten
Liganden nicht mit den Stellen des natiirlichen Liganden gleichzusetzen sind, welcher
die intrazelluldre, biologische Kaskade der Zellantwort aktiviert. Dieser Fall kann aber
auch auftreten, wenn die Konzentration der markierten Peptide iiber der
Dissoziationskonstante der jeweiligen Bindungsreaktion liegt. Ein anderer
Erklirungsansatz ist sicherlich auch, wenn nur ein Bruchteil der zur Verfligung
stehenden, auf der Zelloberfliche exprimierten Rezeptoren fiir eine maximale
Zellantwort occupiert werden muss. In diesem Fall ist von iiberzéhligen Rezeptoren zu
sprechen. Dies kann insbesondere in Expressionssystemen geschehen, wo — wie in
unserem Fall - ein Rezeptor-Protein {iberexprimiert wird. Die Menge an exprimierten
Rezeptoren kann die Anzahl an Rezeptoren libersteigen, welche zur Ankopplung an die
endogene Transduktionskaskade benotigt wird. Dies scheint bei den vorliegenden
Versuchen mit Ankopplung an die cAMP-Kaskade der Fall zu sein, da die ECso-Werte
bis zu 1000fach unter den ICso-Werten liegen.

Nach Stimulation mit hPTH(1-34) bzw. PTHrP(1-34) wurde das cAMP-Signal von

stabil transfezierten HEK-293-Zellen gemessen, welche entweder einen der beiden



Wildtyp-Rezeptoren PIR bzw. P2R oder die punkt-/doppelmutierten Ala426Cys-,
Tyr443Cys- und Ala426, Tyr443Cys-Rezeptoren exprimierten.
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Abbildung 4.5 Akkumulation von intrazelluldrem cAMP in
Abhidngigkeit der Stimulation mit hPTH(1-34)

HEK 293-Zellen mit den beiden Wildtyp-Rezeptoren und den
punkt- bzw. doppelmutierten Rezeptoren wurden wie unter 3.5
Messung der Aktivierung des AC/cAMP-Signalweges Dbeschrie-
ben fir 15 Minuten mit hPTH(1-34) in unterschiedlichen
Konzentrationen inkubiert

Stimulation mit hPTH(1-34) erzeugte in allen rezeptortransfezierten HEK-293-Zellen
eine PTH-abhdngige intrazellulire Akkumulation von cAMP. Die Zellinien, welche mit
dem Wildtyp-PTH-1- und den punkt-/doppelmutierten Rezeptoren transfeziert waren,
zeigten einen vergleichbaren halbmaximalen Effekt (ECsy), wohingegen der der PTH-2-

Rezeptor-transfezierten Zellen signifikant nach rechts (p< 0,01) verschoben war. Nach



maximaler Stimulation erreichten die mit den mutierten PTH-Rezeptoren transfezierten
HEK-293-Zellen ein ca. 20% (Ala426Cys-R, Tyr443Cys-R) bzw. 46% (Ala426,
Tyr443Cys-R) hoheres maximales cAMP-Signal als die Zellen mit dem PTH-1-
Rezeptor. Die PTH-2-Rezeptor transfezierte Zelllinie akkumulierte ebenfalls bis zu 48%
mehr an cAMP. Hier muss allerdings die mehr als 2,5-fach hohere Expressionsdichte
des PTH-2 R in der stabilen Transfektion beriicksichtigt werden (PTH-2 R 1,85 *10°
versus PTH-1 R 0,74 * 10°)

Rezeptor ECs-Wert (nM)

PTH1-Rezeptor 0,065
(0,001 - 0,275)

PTH2-Rezeptor 1,86"
(1,130 -3,071)

Ala426Cys-Rezeptor 0,091
(0,050 - 0,165)

Tyr443Cys-Rezeptor 0,148
(0,082 —0,264)

Ala426,Tyr443Cys-Rezeptor 0,208
(0,116 —0,375)

Tabelle 4.6 ECs,-Werte der hPTH(1l-34)-abhidngigen Akkumula-

tion von intrazelluldrem cAMP aus Abbildung 4.5

Die Daten sind angegeben als Mittelwerte mit einem

Vertrauensintervall von 95 % (in Klammern)

® = signifikant erhdéht versus ECsgq - Wert des PTH-1
Rezeptors ( p < 0,01 )

Die Stimulation mit PTHrP(1-34) zeigte in den Zelllinien, transfeziert entweder mit
dem PTH-1-oder den mutierten Rezeptoren, eine dhnliche Dosis-Wirkungs-Kurve. Die
mit dem PTH-2-Rezeptor transfezierten Zellen waren jedoch zu keiner cAMP-

Akkumulation fahig (p < 0,0001).
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Abbildung 4.6 hPTHrP(1-34) abhdngige Akkumulation von
intrazelluldrem cAMP

HEK 293-Zellen mit den beiden Wildtyp-Rezeptoren und den
punkt- bzw. doppelmutierten Rezeptoren wurden wie unter 3.5
Messung der Aktivierung des AC/cAMP-Signalweges Dbeschrie-
ben fir 15 Minuten mit hPTHrP(1-34) in unterschiedlichen
Konzentrationen inkubiert



Rezeptor ECs-Wert (nM)

PTH1-Rezeptor 0,012

(0,004 —0,038)
PTH2-Rezeptor k.A.

Ala426Cys-Rezeptor 0,024
(0,015 —0,040)

Tyr443Cys-Rezeptor 0,024
(0,016 — 0,036)

Ala426,Tyr443Cys-Rezeptor 0,020
(0,009 —0,042)

Tabelle 4.7 ECso-Werte der PTHrP(1-34) -abhidngigen
Akkumulation von intrazelluldrem cAMP aus Abbildung 4.6

Die Daten sind angegeben als Mittelwerte mit einem
Vertrauensintervall von 95 % (in Klammern)

Das neu entdeckte TIP39 wurde in separaten cAMP-Signaltransduktionsstudien mit den
beiden Liganden hPTH(1-34) und PTHrP(1-34) an Zellinien, transfeziert mit dem PTH-
1-, PTH-2- und dem doppelmutiertem Ala426, Tyr443Cys-Rezeptor, verglichen.
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Abbildung 4.7 Vergleich der intracellulédren CAMP-
Akkumulation in PTH-1R, PTH-2R und doppelmutierten
Alad426,Tyr443Cys-R exprimierenden HEK293-Zelllinien

Bei der PTH-2-Rezeptor-Zellinie ergab die Stimulation mit TIP39 (ECso = 0,243

[0,191 — 0,309]) eine gegeniiber der Stimulation mit hPTH(1-34) (ECso= 2,529 [1,672 —
3,826]) signifikant nach links verschobene Dosis-Wirkungs-Kurve (p < 0,01).

Dagegen erzeugte TIP39 bei den PTH-1- und den doppelmutierten Rezeptor-Zellen

keine intrazellulire cAMP-Akkumulation.



Rezeptor Ligand ECso-Wert (nM)
PTH1-Rezeptor hPTH(1-34) 0,076
(0,042 -0,139)
PTHrP(1-34) 0,083
(0,042 - 0,152)
TIP 39 k.A.
PTH2-Rezeptor hPTH(1-34) 2,529
(1,672 —3,826)
PTHrP(1-34) k.A.
TIP 39 0,243°
(0,191 - 0,309)
Ala426,Tyr443Cys-Rezeptor hPTH(1-34) 0,092
(0,060 —0,143)
PTHrP(1-34) 0,092
(0,056 —0,141)
TIP 39 k.A.

Tabelle 4.8 Vergleich der ECso-Werte der hPTH(1-34)-,
PTHrP(1-34) - und TIP39-abhidngigen Akkumulation von
intrazelluldrem cAMP aus Abbildung 4.8

Die Daten sind angegeben als Mittelwerte mit einem
Vertrauensintervall von 95 % (in Klammern)

® = signifikant erniedrigt versus ECspo-Wert des PTH2-R fir
hPTH(1-34) (p < 0,01)




4.4 IP-Signalweg des Ala426Cys-, Tyr443Cys- und Ala426,Tyr443Cys-Rezeptors

Untersucht wurde das Inositolphosphatsignal von transient transfezierten HEK-293-
Zellen, die entweder einen der beiden Ursprungsrezeptoren PIR bzw. P2R oder die
punkt-/doppelmutierten Ala426Cys-, Tyr443Cys- und Ala426, Tyr443Cys-Rezeptoren
exprimierten. In unseren Studien mit stabil transifizierten HEK-293-Zellen war die
Rezeptordichte vergleichbar mit der der transient transfizierten Zelllinien, allerdings
fanden keine direkt vergleichbaren Bindungsstudien transient versus stabil (in dieser

Arbeit nur mit stabil transfizierten HEK-293-Zellen) statt.

4.4.1 IP-Anstieg nach Stimulation mit hPTH(1-34)

Wie zu erwarten war, zeigte nach hPTH(1-34)-Stimulation die Zelllinie, transfeziert mit
dem PIR, einen etwa vierfachen Anstieg der Inositolphosphat -Akkumulation iiber dem
Basalwert (ECso = 20,60 [3,8 — 111,7]). Ebenso errcichten die Zellen mit den
punktmutierten Rezeptoren ein ca. 3,5-fach (Tyr443Cys) bis 4-fach (Ala426Cys)
hoheres IP-Signal nach Maximalstimulation mit 3uM hPTH(1-34).

Dagegen zeigten die Zelllinien, welche den doppelmutierten Rezeptor
Ala426,Tyr443Cys ( p = 0.0004) oder den P2R ( p = 0,0005) exprimierten, selbst nach
einstlindiger Stimulation mit 3uM hPTH(1-34) keinen IP-Anstieg {iber dem Basalwert.
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Abbildung 4.8 hPTH(1l-34)abhidngige Akkumulation von intra-
zelluldrem Inositolphosphat.

Wie unter 3.6 Messung der Aktivierung des PLC/ IP;3; -
Signalweges beschrieben wurden HEK 293-Zellen, welche mit
den PTH 1-R, PTH 2-R, Alad26Cys-—, Tyrd43Cys- und
Alad26,Tyr443Cys-Rezeptoren transfeziert waren, fiur 1
Stunde mit unterschiedlichen Konzentrationen an hPTH(1-34)
stimuliert

4.4.2 1P-Anstieg nach Stimulation mit PTHrP(1-34)

Die maximale IP-Antwort schien bei dem PTH-1-Rezeptor hier schon nach Stimulation
mit 1uM PTHrP(1-34) erreicht, nach welcher sich ein zehnfacher Anstieg an

intrazellulirem Inositolphosphat messen liess. Der Ala426Cys-Rezeptor zeigte hier eine



cirka dreifache maximale IP-Antwort. Dagegen wurde bei dem Tyr443Cys-Rezeptor
nur noch etwas mehr als der doppelte maximale Anstieg gemessen, wobei der ECs
Wert signifikant unter dem von P1R lag (p = 0,01).

Auch nach Stimulation mit PTHrP(1-34) waren weder der P2R (p < 0,0001) noch der
Ala426,Tyr443Cys-Rezeptor ( p <0,0001) zu einem IP-Signal fdhig.
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Abbildung 4.9 hPTHrP(l1l-34)abhidngige Akkumulation von intra-
zelluldrem Inositolphosphat.

Wie unter 3.6 Messung der Aktivierung des PLC/ IP;3; -
Signalweges beschrieben wurden HEK 293-Zellen, welche mit
den PTH 1-R, PTH 2-R, Alad26Cys-—, Tyrd43Cys- und
Alad26,Tyrd443Cys-Rezeptoren transfeziert waren, fiur 1
Stunde mit unterschiedlichen Konzentrationen an hPTHrP(1-
34) stimuliert



4.4.3 IP-Antwort nach Blockierung der einzelnen Proteinkinasen

Um moglicherweise ein nur sehr geringes IP-Signal des doppelmutierten Ala426,
Tyr443Cys-Rezeptors nach Stimulation mit dem Agonisten hPTH(1-34) nicht zu
iibersehen, wurde der Versuchsablauf zusétzlich mit einer einstiindigen Vorinkubation
mit den spezifischen Hemmstoffen von PKA (H-89) und PKC (GF109203X) ergénzt.
(187), (189)
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Abbildung 4.10 hPTH(1-34) abhdngige Akkumulation von
intrazelluldrem Inositolphosphat nach Hemmung der
Proteinkinasen A und C.

Wie unter 3.7 Pharmakologische Hemmung von Proteinkinasen
beschrieben erfolgte vor der Inkubation mit hPTH(1-34) eine
einstindige Vorinkubation mit den Inhibitoren H-89 (30 uM)
und GF109203X (6 uM)

(*** p = 0,0005)

Hierbei zeigte zwar der PIR nach Stimulation mit hPTH (1-34) nicht den erwarteten
zehnfachen IP-Anstieg iiber dem Basalwert, sondern ebenfalls wieder einen cirka

vierfachen, doch weder der P2R noch der Ala426, Tyr443Cys ergaben eine IP-Antwort.
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Abbildung 4.11 hPTHrP(1l-34) abhdngige Akkumulation von
intrazelluldrem Inositolphosphat nach Hemmung der
Proteinkinasen A und C.

Wie unter 3.7 Pharmakologische Hemmung von Proteinkinasen
beschrieben erfolgte vor der Inkubation mit hPTHrP(1-34)
eine einstindige Vorinkubation mit den Inhibitoren H-89 (30
uUM) und GF109203X (6 uM)

*** p < 0,0001

Auch nach Stimulation mit PTHrP(1-34) zeigten diese beiden Rezeptoren keine IP-

Akkumulation.



5 Diskussion

5.1 Aktuelle Studie

5.1.1 Bindung

Unter der Hypothese, dass zwei Cysteine in der dritten Extrazelluldrschleife des PTH-2
Rezeptors dessen Ligandenspezifitit von hPTH - moglicherweise auch von TIP39 -
bedingen, wurden in der vorliegenden Arbeit durch Punktmutationen entweder einzeln
oder kombiniert zwei extrazelluldre Cysteine in den PTH-1 Rezeptor eingefiihrt:
Ala426>Cys, Tyr443>Cys und Ala426, Tyr443>Cys. Die Transfektion dieser wie auch
der Wildtyp-Rezeptoren in HEK 293-Zellen filihrte zu einer stabilen Expression
funktionsfihiger ~Rezeptoren auf der Zelloberfliche. Eine Anderung des
Bindungsverhaltens mit einem sogenannten Switch zum PTH-2 Rezeptor wurde nicht
gesehen, sondern alle mutierten Rezeptoren zeigten eine vergleichbare Bindung,
insbesondere von PTHrP. Das Bindungsverhalten von TIP39 (potenter Agonist am
PTH-2R), was v.a. Gegenstand einer anderen Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe war,
wurde durch Einfiigen der beiden Cysteine in den PTH-1 R nicht veréndert. TIP39
bindet an PTH-1R mit einer moderaten Affinitit (ICso = 10~ - 10 ® M), wohingegen es
am PTH-2R mit einer hoheren Affinitdt mit einer ICso von ca. 10 bindet, vergleichbar
mit der von hPTH. (190) An der Doppelmutante wurde eine Affinitdt im Bereich von
ICso= 107 gemessen. (191)



Extrazellular @@ AS 426 @@%G—Am—

Intrazellular

Abbildung 5.1

Darstellung der sechsten und siebten transmembranidren
Domédne mit dem dritten Extrazelluldrloop aus der Sequenz
des hPTH1-R.

Grau unterlegte AS stellen die Homologien zwischen hPTH1-
und hPTH2-Rezeptor dar. Schwarz unterlegte AS markieren die
vorgenommenen Mutationen im PTH1-R zu den entsprechenden AS
des hPTH2-R: Ala426Cys-Mutation, Tyr443Cys-Mutation und die
Doppelmutation Ala426,Tyr443Cys.

5.1.2 Internalisierung

Im Gegensatz zur Rezeptor-vermittelten Endozytose von Macromolekiilen wie z.B.
LDL oder Transferrin, welche der nutritiven Zellversorgung mit Cholesterol bzw. Eisen
dienen, ist die Funktion der Internalisierung von signaltransduzierenden Rezeptoren und
deren Liganden weniger klar. Sequestrierung durch liganden-induzierte Internalisierung
verhindert eine erneute Aktivierung durch hydrophile Liganden und somit eine

Uberstimulation des Rezeptors. Allerdings bedeutet Rezeptor -Internalisierung auch



zugleich Desensitizierung, wobei hierflir Ser-, Thr- und Tyr-Reste des (PTH)/PTHrP-
Rezeptors als Schliisselelemente fiir die Phosphorylierung identifiziert werden konnten
(192). Die Mutation der Aminosdure Tyrosin zu Cystein an Position 443 des hPTHI-R
bewirkte zwar eine Reduktion der Internalisierung (nach 20 Minuten: Tyr443Cys 53%
im Vergleich zum hPTH-1 Rezeptor mit 70%), allerdings nicht signifikant, so dass dies
am Internalisierungsprozess nicht entscheidend beteiligt sein diirfte. Der internalisierte
Anteil von PTH-2 Rezeptor lag nach 20 Minuten bei 38%. Interessant wire, diese
Internalisierungsstudien an den vorliegenden Zellinien auch mit den jeweiligen

Antagonisten durchzufiihren, um genaueren Einblick zu erhalten.

5.1.3 AC/cAMP-Signalweg

Die Stimulation mit hPTH(1-34) erzeugte in allen rezeptortransfezierten HEK-293-
Zellen eine PTH-abhédngige vergleichbare intrazelluldre Akkumulation von cAMP.

PTHrP(1-34) rief in den Zellinien, transfeziert entweder mit dem PTH-1-oder den
mutierten Rezeptoren eine dhnliche Dosis-Wirkungs-Kurve hervor, ohne signifikante
Anderung der maximalen intrazelluliren cAMP-Antwort oder des halbmaximalen
Effekts (ECso), insbesondere war keine Anderung der Ligandenspezifitit erkennbar.

TIP 39 aktivierte weder am humanen PTH-1 Rezeptor noch an der Doppelmutante
Ala426, Tyrd443Cys die intrazellulire cAMP-Akkumulation und wirkt somit als ein
Antagonist. Am PTH-2 Rezeptor kommt es hingegen bereits in 10-fach geringeren
Konzentrationen von TIP 39 als von hPTH zu einer cAMP-Bildung (Agonist) (190).
Das Einfligen der beiden extrazelluliren Cysteine hatte hierauf keinen entscheidenden

Einfluss.

5.1.4 PLC-/IP;-Signalweg

Sehr {berraschend waren die Ergebnisse der Assays zur Untersuchung der

intrazelluliren PLC/IP;-Signalantwort, zumal bislang die hierflir verantwortlichen



Rezeptorepitope nur im Intrazelluldrraum selbst und nicht in den transmembraniren
Regionen bzw. gar im Extrazelluldrraum identifiziert werden konnten.

So zeigte selbst nach Inhibition mit den spezifischen Hemmstoffen von PKA (H-89)
und PKC (GF109203X) weder der PTH-2 Rezeptor — wie zu erwarten war — allerdings
auch nicht der doppelmutierte Ala426,Tyr443Cys Rezeptor eine Akkumulation von
intrazelluldrem Inositoltrisphosphat. Es ist bekannt, dass die Aktivierung des PLC-IP3-
Signalwegs u.a. auch abhidngig von der Rezeptordichte ist. (193 - 195). Da in der
vorliegenden Arbeit die gemessene Rezeptordichte der transienten Transfektion bei den
Wildtyp-Rezeptoren wie auch bei der Doppelmutation allerdings vergleichbar war
(Ala426, Tyr443Cys 0,63 * 10°, PTH-1 R 0,70* 10°, PTH-2 R 0,89 * 10°), sollte dies

mit diesem Ergebnis nicht interferieren.

5.2 Wichtige Strukturen in Ligand und Rezeptor, welche die Ankopplung an den
PLC-Signalweg bedingen

Schon seit ldngerem ist bekannt, dass die Determinanten fiir den cAMP/PKA-Signalweg
im Aminoterminus von PTH und PTHrP liegen. Uber die Aminosduren, die
verantwortlich fiir Aktivierung des PLC/PKC-Signalwegs sind, liegen dagegen
kontroverse Ergebnisse vor: PTH-Tetrapeptid mit den AS 28-32 war zur Stimulation
der PKC-Aktivitdt in einer Ratten Osteosarkom Zelllinie imstande. (131 - 133)

Zellen, transfiziert mit rekombinantem Ratten/human PTHI-R, zeigten zwar nach
PTH(1-30)-Stimulation eine PLC-Aktivierung (196), jedoch blieb dies mit PTH(3-34)
aus.(197)

Aber selbst das hPTH (1-28)-Analoga ruft neben einer AC- auch eine PLC- Antwort
hervor, der Austausch von Serin an Position 1 gegen Glycin hingegen fiithrt zu einer
verminderten PLC-Aktivitit bei noch vollstdndig erhaltenem AC-Signalweg. Somit ist
auch der duBerste Aminoterminus des PTH kritisch fiir die PLC-Aktivierung.(198)
Verantwortliche Epitope auf Rezeptorseite flir die Ankopplung an die intrazelluldren
Signalwege wurden bisher nur im Intrazelluldrraum selbst und nicht in den

transmembrandren Regionen bzw. gar im Extrazelluldrraum identifiziert.



Nach Untersuchungen mit PTH1-R-Mutationen zu urteilen scheinen der zweite und
dritte intrazelluldre Loop iiber das Gq-Protein an den PLC-Signalweg zu koppeln

(199,200) und die dritte Intrazellularschleife zusétzlich {iber G5 an das AC-Signal.(201)

5.3 Die Komplexitit des Bindungsverhaltens des PTH1-Rezeptors

Die strukturelle Basis der Bindungsmechanismen der beiden potenten Liganden des
PTHI-R, PTH und PTHrP sowie die anschliessend induzierte Rezeptorkon-
formationsdnderung wurde zahlreichen intensiven Studien unterzogen, die notwendige
Regionen sowohl in den Liganden als auch im Rezeptor selbst identifiziert haben,
welche fiir die extrazellulire Bindung und das anschlieBende intrazellulire Signal
bendtigt werden.

Verschiedenste Mutageneseuntersuchungen (chimire, punktmutierte oder verkiirzte
Rezeptoren und Liganden) lieferten eine Fiille von indirekten Hinweisen auf die
Rezeptor-Hormon-Interaktion, die mit Hilfe von photoreaktiven PTH und PTHrP-
Analoga in sogenannten photo-affinity-cross-linking-Studien Unterstiitzung fanden.
(202 - 205)

Demnach scheinen an der komplexen Wechselwirkung vor allem drei Rezeptordomidnen
teilzuhaben: dullerste und  juxtamembranire aminoterminale Region,
Extrazelluldrschleifen und Transmembrandoménen. (110), (184), (202), (206 - 211), (
275)

Struktur-Funktions-Studien der Hormone und ihrer Analoga legen ein einfaches Schema
fiir die Liganden-Rezeptor-Interaktion nahe: der C-terminale Abschnitt der Liganden
(AS 15-34) scheint die wichtigste Bindungsdomdne des Peptids zu sein, die in
Wechselwirkung mit der duflersten aminoterminalen Region des Rezeptors tritt (AS23
des PTHrP mit dem Rezeptorabschnitt [23-40]; AS 19 von PTH und PTHrP mit dem
extrazelluliren Ende der TM2 des PTHI1-R ). (212 - 216), (280)

Dieser C-Terminus wird dariiber hinaus auch als relevant fiir die Aktivierung der

Proteinkinase C vermutet. (131 - 134)



Die Hauptaktivierungsdomédne liegt im aminoterminalen Abschnitt (AS1-14) des
Liganden, der mit dem Rezeptor an den membrandurchspannenden Helices inklusive
der Extrazelluldrloops interagiert.(217 - 221), (279)

Dieser Abschnitt konnte sogar noch auf eine kiirzere Sequenz im Aminoterminus der
Liganden eingegrenzt werden, wobei die Region der ersten 5 AS als hochst kritisch fiir
die Aktivierung sowohl des PTHI-R als auch des PTH2-R gilt. Bereits eine Deletion
nach der zweiten AS fiihrte zu einem wesentlich schwicheren cAMP-Signal, ohne
hingegen die Bindungsaffinitdt zu beeintrichtigen. Damit {ibereinstimmend ist PTHrP
(5-36) ein potenter Antagonist an beiden PTH-Rezeptoren.(222)

Biochemische Photoaffinity-cross-linking-Studien mit photoreaktiven PTH- und
PTHrP-Analoga erginzen Mutageneseuntersuchungen, indem sie direkte bimolekulare
Liganden-Rezeptoren-Interaktionen lokalisieren, die auf einzelne bzw. nur wenige AS
eingegrenzt werden konnen. Diese Methode identifizierte bis jetzt insgesamt vier
Kontaktstellen im PTH1-R: AS 1 des Liganden tritt mit Met 425 des Rezeptors in TM 6
am Beginn der 3. Extrazelluldrschleife(223), AS 13 mit dem Abschnitt [Glul82-
Met189] am juxtamembrandren Ende des N-Terminus. Mutationen in diesem Abschnitt
weisen darauthin, dass die Seitenkette des Lys 13 des PTH eine Wechselwirkung mit
Arg 186 eingeht.(224,225) Zu é&hnlichen Ergebnissen gelangte eine weitere
Arbeitsgruppe, die eine Interaktion der hydrophoben AS Phe 184 und Leu 187 mit AS
14 des PTH vermutet.(226)

AS 23 ( Phe in PTHrP ) tritt mit einem 18 AS langen Abschnitt ( AS 23-40 ) am
Aminoterminus des PTH1-R in Kontakt. Nachfolgende Mutagenesestudien grenzten die
Kontaktstellen auf nur noch zwei einzelne AS ein: Thr 33 und Glu 37.(227)

Erst kiirzlich gelang der erste Beweis einer vierten Kontaktstelle, ndmlich eine
Interaktion zwischen der Hauptbindungsdomine des PTH mit dem ersten
Extrazelluldrloop. (228) Die Néhe zwischen Lys 27 im PTH und Leu 261 des PTH1-R
lieferten zusitzliche neue Einblicke in die Natur der bimolekularen Rezeptor-Liganden-
Interaktion und unterstreicht eindeutig die Bedeutung der Extrazelluldrschleifen in der
PTH-PTH1-R-Wechselwirkung. (229) Die Ergebnisse dieser Arbeit erginzen und
redefinieren das auf Experimente basierende Modell des PTH-PTH1-R-Komplexes. Die
beiden relativ benachbarten Aminoséuren 23 und 27 des Liganden interagieren mit

weitentfernten Doménen des Rezeptors: Aminoterminus und erstem Extrazelluldrloop.



Auf der Basis der strukturellen Gegebenheiten des PTH(1-34) bzw. PTH(1-21) formt
die C-terminale Region des Hormons eine sekundire o-Helix und positioniert so die AS
23 und 27 in die entsprechenden Richtungen.(228), (280), (282)

Die Hauptaktivierungsdomine liegt aber im aminoterminalen Abschnitt des Liganden
(AS 1-14), der mit der juxtamembranidren Region des extrazelluliren Aminoterminus
(AS 13 des PTH mit 173Phe-189Met des Rezeptors, vermutlich R186), sowie mit der
dritten extrazelluldren Schleife (AS 1 des PTH mit 425Met des Rezeptors) in Kontakt
tritt.

Schliisselstellen flir die Ligandenbindung oder Rezeptorfunktion im PTHI1-R bzw.

PTH2-R und den Hormonen PTH und PTHrP finden sich in Tabelle 5.1. aufgelistet.

PTH-1 Rezeptor Ligand Funktion
Thr’; Gln®’ (7-34) Region
Trp”’, GIn™ Ser' und Val’
Ser’” Tle’!, Thr*”’ Arg” in PTH Signalspezifitét
Leu™, Ile’® Ile ’ in PTH Ligandenselektivitit
AS 1,2 in PTH cAMP/PKA-Signal
N-Terminus des PTH Phospholipase C/PKC
Lys™" (in TM2) AS 19 in PTH und PTHrP
Crosslinking-Studien
Aminosduren(23-40)-Region Bpa™
(Trp in hPTH,
Phe in hPTHrP)
Arg™ Bpa"
(Lys in hPTH und PTHrP)
Met** Bpa1
(Ser in hPTH,
Ala in hPTHrP)
PTH-2 Rezeptor Ligand Funktion
le™, Tyr'"® His ° in PTHrP Ligandenselektivitit
Ile™, Tyr'"*, Cys™”’ cAMP-Akkumulation
nach PTHrP =
Ligandenspezifitit
Phe™ in PTHrP ( Trp in Bindung an PTH-2 R mit
PTH) hoher Affinitét

Tabelle 5.1 Auswahl

Epitope fir die Interaktion im PTH-1 Rezeptor bzw.
Rezeptor und den Liganden PTH,

einiger wichtiger Aminosduren und

PTHrP

PTH-2




Soweit korrelieren die Ergebnisse der Mutageneseuntersuchungen mit denen der
Photoaffinity —Studien des PTHI1-R und auch Daten anderer GPCR-II-Rezeptoren

zeigen eine gewisse Ahnlichkeit in ihren Liganden-Rezeptor-Interaktionen.(230)

Weitaus schlechter aufgekliart ist die sich der Aktivierung anschliefende
Konformationsianderung der transmembrandren Region einschliesslich der extra- und
intrazelluliren Schleifen, welche als Schliisselelement im Signaltransduktions-
mechanismus der GPCR vermutet wird. (231) Es gibt Hinweise, dass polare AS in der
2. TM das Bindungsverhalten, aber auch das Signalverhalten entscheidend
mitbeeinflussen. (232), (202) Sicher ist hierbei die Interaktion des polaren Arg233 in
TM2 mit GIn451 in TM7, die die Konformation des Rezeptors sowohl im aktiven als
auch im inaktiven Zustand stabilisieren diirften. (233) Das Ergebnis der Interaktion von
TM 2 und 7 stimmt iiberein mit anderen topologischen Modellen. (234-237), (238) Aber
auch Trp 437 und GIn 440 in der 3. Extrazelluldrschleife beeinflussen die
Ligandenbindung. (207)

Sowohl die transmembraniren Regionen als auch die Extrazelluldrschleifen scheinen
demnach an der Formation einer Ligandenbindungstasche beteiligt zu sein.

Ergebnisse der Liganden-Rezeptor-Interaktion in Studien des PTH1-Rezeptors kdnnen
womodglich in gewissem Mal} auf andere Rezeptoren der Klasse II der G-Protein-
gekoppelten-Rezeptoren  iibertragen =~ werden, = was  Untersuchungen  mit
Chimirenrezeptoren und — Liganden unterstreichen.

Daneben werden Antagonisten des PTH-1 Rezeptors als potentieller therapeutischer
Nutzen im Hinblick auf maligne Hypercalcaemie (HHM) oder Hyperparathyreoidismus
diskutiert, wie z.B. bTIP (7-39) oder mTIP (7-39). (239)
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Abbildung 5.2

Schematische Darstellung wichtiger AS fiir die Interaktion
von PTHl1-Rezeptor und PTH oder PTHrP als Ligand, welche mit
Hilfe von Mutagenese oder photochemischen Cross-linking-
Studien detektiert wurden und eine wichtige Rolle in der
Ligandenbindung bzw. Rezeptorfunktion spielen.
Rezeptoraminosduren und -position entsprechen der Sequenz
des hPTHl1-Rezeptors.

Schwarz unterlegte Aminosduren des Rezeptors markieren die
Aminos&duren, welche bei PTH1-R- Mutationen die
Chondroplasie Typ Blomstrand (P132, loss-of-function) bzw.
Typ Jansen (H223, T410, I458, gain-of-function) zur Folge
haben.

Grau unterlegte Rezeptoraminosduren markieren wichtige
Epitope des PTH1-R , welche flir die Kopplung an den AC-
(G182) bzw. PLC-Signalweg bendtigt werden.

Die vier Positionen im Liganden, welche durch photoreaktive
Benzophenon-Gruppen ersetzt wurden fir photochemical-
crosslinking-Studien, sind markiert. Die Pfeile zu den
korrespondierenden AS im Rezeptor oder Regionen geben die
moglichen Verbindungsstellen an.



5.4 Wie gelingt dem PTH2-Rezeptor seine Ligandenspezifitit?

Uber die biologische Bedeutung des PTH2-Rezeptors ist zwar bis jetzt nur wenig
bekannt, doch dank seiner einzigartigen Ligandenspezifitit gibt es Hinweise auf
Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Ligand.

Mit Hilfe von PTH/PTHrP-Hybridliganden konnten die fiir die Bindungsselektivitit des
PTH2-R verantwortlichen Epitope weitgehend identifiziert werden. So ermdglichte die
Substitution von Phe 23 gegen Trp ( im PTH ) eine Bindung von PTHrP an den PTH2R.
(240) Kombiniert mit dem Austausch von His 5 gegen Ile fiihrte dies sogar zu einer
Ankopplung an den nachgeschalteten cAMP/AC-Signalweg.(240,241)

Durch gezielte Punktmutationen des PTH2-R gegen die entsprechenden AS des PTH1-
R fanden sich auf Rezeptorseite Epitope flir die Ligandenspezifitit im Bereich der drei
Extrazelluldrschleifen und der transmembrandren Regionen. Der Austausch von Ile 244
gegen Leu 289 (extrazellulires Ende von TM 3) und Tyr 318 gegen Ile 363 (C-
Terminus der 2. Extrazelluldrschleife) fiihrte im PTH2-Rezeptor nach Stimulation mit
PTHrP zu einem signifikant erhdhten intrazelluliren cAMP-Spiegel. (184), (242)

Die Daten beider Mutationen weisen auf eine Interaktion mit AS 5 des Liganden
hin.(242)

Weitere Determinanten lassen die Ergebnisse einer anderen Arbeit vermuten. Eine
cAMP-Antwort nach PTHrP- Bindung erzeugte auch vor allem der Austausch von Cys
397 gegen Tyr 443 (TM 7) und F400L, wobei beide Mutationen kombiniert am
stirksten an die Adenylatcyclase koppelten. (184)

Die Tatsache, dass durch den Austausch des Cysteins an Position 397 im PTH2-
Rezeptor gegen das entsprechende Tyrosin des PTH1-Rezeptors der so mutierte PTH2-
R zu einer Bindung von PTHrP mit anschliessender Aktivierung des cAMP/AC-
Signalwegs fihig war, stiitzt die Hypothese der vorliegenden Arbeit.

Daneben scheinen auch Bereiche im aminoterminalen extrazelluldren Rezeptorabschnitt
die Ligandenselektivitdt des PTH2-R entscheidend mitzupriagen. (184), (208,209),(242)
Mit Hilfe dieser Ergebnisse der PTH-Rezeptoren ebenso wie auch die verwandter
Rezeptoren (Rhodopsin) und derer Liganden lassen sich molekulare Modelle der
Rezeptor-Liganden-Interaktion erstellen: die Ligandenselektivitit des PTH2-R, vor

allem die mangelnde Bindung von His5-Analoga, scheint unter anderem auf



ungiinstigen sterischen Verhéltnissen der dritten extrazelluldren Schleife zu basieren,
die durch sperrige aromatische Seitenketten (z.B. F386 und F 401) am extrazelluliren
Ende von TM 6 und TM 7 hervorgerufen zu werden. Der Ersatz dieser Aminosduren
durch kleinere, hydrophobe Aminosduren (Leu, Val, Ala) kdnnte die Bindungstasche
vergrossern und somit dem PTH2-R eine Bindung von His 5 ohne sterische Hindernisse
ermOglichen.(243)

Trotz groBer extrazelluldrer Strukturunterschiede zwischen beiden Rezeptoren fiir das
Parathormon zeigt der PTH2-R bei der Bindung von PTH eine dem PTHI-R
vergleichbare  Liganden-Rezeptor-Interaktion. Durch = Photoaffinity-cross-linking-
Studien konnte gezeigt werden, dass auch hier die erste Aminosdure des Liganden in
Wechselwirkung mit dem Rezeptor am Ubergang von TM 6 zum 3. Extrazellulirloop
(innerhalb Ser 364 bis Met 395, vermutlich V 380) tritt und AS 13 das C-terminale
Ende des Aminoterminus [Glu 138 — Met 147 ] kontaktiert.(244)

Um die physiologische Rolle des PTH-2 Rezeptors besser untersuchen und verstehen zu
konnen sind Untersuchungen u.a. mit Antagonisten, welche mit hoher Affinitit an den

Rezeptor binden, von grossem Vorteil. (245)

5.5 Disulfidbriickenbildungen im Extrazelluliirraum der Rezeptoren

Eine hochkonservierte Eigenschaft aller Rezeptoren der Klasse II der GPCR ist die
Lokalisation von acht Cysteinen im extrazelluldren Abschnitt: die ersten sechs befinden
sich in der aminoterminalen Domidne und jeweils eines in der ersten und zweiten
extrazelluldren Schleife. Diese Cysteine {iben einen entscheidenden Einfluss auf die
Expressionsfahigkeit intakter Rezeptoren und somit auch auf deren Bindungsverhalten
aus.(246 - 254, 278)

Schon seit ldngerem ist die Existenz einer Disulfidbriicke zwischen dem Cystein an
Position 281 (1. Extrazellulirschleife) und dem Cystein an Position 331
(Aminoterminus der 2. Extrazelluldrschleife) bekannt. (206) Interessanterweise ist diese
Eigenschaft nicht nur dem PTHI-Rezeptor oder gar der Secretin/PTH/Calcitonin-
Familie vorbehalten, sondern in nahezu allen GPCR (schitzungsweise 92%)

anzutreffen.(255 - 260, 271, 273)



Im Jahr 2000 gelang der Nachweis, dass auch die sechs aminoterminalen Cysteine des
PTHI-R ein bestimmte Disulfidbriickenbildung aufweisen: Cys 131 und Cys 170, Cys
106 und Cys 146, Cys 48 und Cys 117 gehen jeweils eine kovalente Bindung
untereinander ein (261).

Das selbe Disulfidbriickenmuster konnte 2002 ebenfalls fiir den GLPI1-Rezeptor
nachgewiesen werden: ausgehend vom C-terminalen Ende des Aminoterminus in
Richtung der ersten Aminosdure interagieren auch hier das erste Cystein mit dem
dritten, das zweite mit dem flinften und das vierte mit dem sechsten. (262)
Auch die Corticotropin-releasing Faktor Rezeptoren Typ 1 und Typ 2B folgen diesem
Muster. (276, 284-286). Die letztgenannten Studien, u.a. auch die NMR-Studien legen
nahe, dass nicht-glykosylierte amino-terminale Fragmente weder mit der
Plasmamembran noch mit einer intakten transmembrandren Rezeptordomaine
verbunden sind.

Insgesamt lassen diese Studien auf eine ausgeprigte Homologie unter den Rezeptoren
der Klasse II der GPCR beziiglich ihrer extrazelluliren dreidimensionalen Struktur

schlieflen.

Die einzigen Studien, welche andere Muster der Disulfidbriickenbildung nahe legen
sind Studien mittels funktioneller Einzel- und Doppelmutationen (Corticotropin-

releasing Faktor 1 Rezeptor Qi et al. (286), Sekretin Rezeptor Lisenbee et al. (274)).

Studienart Rezeptor Disulfidbriicken Referenz
Einzel-/Doppelmutationen CRFR1 1-3, 2-6, 4-5 286
Einzel-/Doppelmutationen SecR 1-3, 2-6, 4-5 274
Biochemisch Cross-Linking CRFRI1 1-3, 2-5, 4-6 284
Biochemisch Cross-Linking CRFR2B 1-3, 2-5, 4-6 285
NMR CRFR2p 1-3, 2-5,4-6 287
Biochemisch Cross-Linking PTHR1 1-3, 2-5, 4-6 261
Biochemisch Cross-Linking GLP-1R 1-3, 2-5, 4-6 262

Tabelle 5.2 Disulfidbriickenbildung der Klasse II der G-
protein-gekoppelten Rezeptoren
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Abbildung 5.3 Schematische Darstellung der konservierten
Cysteine im extrazelluldren Teil des hPTH1(PTHrP)- und des
hPTH2-Rezeptors.

Die ersten Zahlen geben die Position 1im hPTH1-R, die
zweiten Zahlen die korrespondierende Position im hPTH2-R
an. Die ersten sechs Cysteine Dbilden untereinander
Disulfidbricken, welche die Linien untereinander markieren.

Wie bei bislang allen GPCR fiihrte auch die Mutation von Cys 118 (1.
Extrazellularschleife) und Cys197 (2. Extrazelluldrschleife) im Chemokine-Rezeptor
CCR6 zu einer Abnahme der Rezeptorexpression auf der Zelloberfliche, Aufthebung der
intrazelluldren Signalantwort und zu einer Abnahme der internalisierten Rezeptoren.
Das Ausschalten der beiden weiteren Cysteine (Cys36 am N-terminalen Abschnitt und
Cys 288 in der 3. Extrazelluldrschleife) hatte hingegen keinen signifikanten Effekt auf
Rezeptorexpression oder -funktion. Anstelle der Ausbildung einer Disulfidbriicke dieser

beiden Cysteine gelang der direkte Nachweis freier SH-Gruppen. Demzufolge scheint



der Chemokin-Rezeptor CCR6 nur eine Disulfidbriicke zwischen erstem und zweiten
Extrazelluldrloop zu bilden, welche fiir eine addquate Konformation funktionsfihiger
Rezeptoren benodtigt wird. (263, 277) Auch beim humanen neuronalen Cannabinoid
Rezeptor scheinen lediglich zwei Cysteine (Cys 257 und 264) fiir eine ausreichende
Rezeptorexpression und — funktion bendtigt zu werden. (270)

Spezifisch fiir den Angiotensin II Typ 1 Rezeptor scheinen eine Disulfidbriicke
zwischen Cysl8 und Cys274 sowie die dritte Extracelluldrschleife fiir die
Rezeptoraktivierung und —internalisierung eine Rolle zu spielen, dhnlich wie auch bei

den Rezeptoren fiir Bradykinin, Endothelin und Purin. (272)

5.6 PTH — PTHrP — TIP 39: ein Strukturvergleich

Sowohl intaktes PTHrP (1-86) als auch das aminoterminale Fragment PTHrP (1-34)
binden mit annéhernd gleicher Affinitdt wie PTH an die PTH1-Rezeptoren, exprimiert
von Nieren- und Knochenzellen, und 16sen dieselben Signalwege aus. (264,265)

Die Sequenzhomologie zwischen PTH und PTHrP beschriankt sich auf die 13
aminoterminalen Aminosduren, von denen 8 identisch sind. Die Domiéne, die fiir die
Bindung beider Peptide an den PTH1-R verantwortlich ist, scheint hingegen im C-
terminalen Abschnitt 14-34 zu liegen, in dem jedoch lediglich drei AS homolog sind.
(213)

Bei einem Sequenzvergleich der drei Peptide PTH, PTHrP und TIP39 finden sich nur
noch 5 AS, welche identisch sind. TIP39 &dhnelt eher dem PTH, da 7 der 19 C-
terminalen AS des bovinen TIP39 mit nahezu allen klonierten PTH-Sequenzen gleich
sind. Die Wichtigkeit der N-terminalen AS des PTH und PTHrP fiir die Aktivierung der
rezeptornachgeschalteten Signalwege ist schon seit langem bekannt. (266,267) Die
hohe strukturelle Ahnlichkeit zwischen TIP(3-8) und PTH(1-6) legt daher die
Vermutung nahe, dass diese Hormonabschnitte eine &dhnliche Aufgabe besitzen.
Bisherigen Studien zufolge ist das verkiirzte TIP39 (7-39)- Analog ein hochpotenter
selektiver PTH-1-R-Antagonist, wohingegen die Affinitdt an den PTH-2 R verloren
geht. Die N-terminalen AS des TIP39 kontrollieren dessen Spezifitit an beiden PTH-
Rezeptoren. (105), (239), (268), (281)



Neben Photoaffinity-cross-linking-Studien und Mutagenseprojekten mit Liganden und
Rezeptoren spielt die Aufkldrung der Tertidrstruktur mittels Hochauflosungs-NMR, CD
und Computersimulation eine bedeutende Rolle im Verstidndnis der Liganden-Rezeptor-

Interaktion.

Humanes PTHrP

-0 DODDRAREEBDEOOAEDHDOAEDRND...

Humanes PTH

-8V QLVERCORTANCOUAVEIIRKKOQDVBENEVLAOBOND. ..

Ratten PTH
N-VOEDQOVENOOREI AV OIIRKKOODVANEVSOMEOVQ. ..
Bovines PTH

OOV EROORIASOUANVEIRKKOQDVENEVLABONS...

Bovines TIP39

Abbildung 5.4

Sequenzvergleich der aminoterminalen Enden des hPTHrP,
hPTH, rPTH und DbPTH sowie komplette Sequenz des bovinen
TIP39.

Homologe AS sind in schwarz, konservierte AS in grau
unterlegt. Die rechteckigen Umrandungen stellen o-helikale
Peptiddomdnen dar.

Ahnlich wie bei PTH (1-34) besteht auch TIP 39 aus zwei stabilen a-Helices an den N-
und C-Termini, die durch eine Region ohne Sekundirstruktur getrennt werden. Die N-
terminale Helix zeigt eine hohe strukturelle und sequentielle Ahnlichkeit mit PTH, was
auf eine dhnliche Funktion in der Rezeptoraktivierung deuten ldsst. Die C-terminale
Helix hingegen unterscheidet sich in Grdosse und Amphipathie, was einen

unterschiedlichen Bindungsmodus der beiden Peptide untermauert. (269)



Insgesamt stellt sich die Frage, inwieweit Inositol selbst eine Riickkopplung auf
intrazelluldrer Ebene auf die Signalkaskade hat.

Daneben sollte in einem néchsten Schritt die Disulfidbriickenbildung der in dieser
Arbeit mutierten PTH-Rezeptoren untersucht werden. Dies kann zum Beispiel zum
einen durch NMR-Spektroskopie oder molekulare dynamische Simulation erfolgen,
zum anderen konnen Versuche mit einer reduzierenden Substanz (z.B. Thiosulfonat
oder 2-Nitro-5-Thiosulobenzolsdure) durchgefithrt werden mit anschliessend
chromatographischer Analyse (bei 220 und 423nm) (261). Insbesondere wird die Frage
aufgeworfen, ob und inwiefern die Disulfidbriickenbildung von extrazelluldren

Cysteinen beinflusst wird.



6 Zusammenfassung

Die Mechanismen der Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung von GPCR in der
Unterfamilie der Sekretin-/Parathormon Rezeptoren sind bislang nicht vollstindig
verstanden. Am PTH-1 Rezeptor wird sowohl nach Bindung des Liganden PTH als
auch von PTHrP, nicht aber nach Stimulation mit TIP 39, die intrazelluldire Kaskade
mit Aktivierung von cAMP- und IP;.Signal ausgelost. Der PTH-2 Rezeptor antwortet
jedoch nur nach Bindung von PTH bzw. TIP 39 — was den potenteren Agonisten von
beiden darstellt — mit einer intrazelluliren Akkumulation von cAMP. Keines der beiden
Peptide stimuliert die intrazelluldre IP3- Antwort des PTH-2 Rezeptors. PTHrP aktiviert
dagegen am PTH-2 Rezeptor keinen der Signalwege.

In einer Arbeit von P.R. Turner konnte 1998 gezeigt werden, dass das Ausschalten eines
Cysteins in der dritten extrazelluldren Schleife des Opossum-PTH2-R zu einem
erfolgreich exprimierten Rezeptor fiihrte, der PTHrP zu einem gewissen Grad binden

und darauthin auch den AC/cAMP-Signalweg aktivieren konnte. (184)

Als Basis dieser Arbeit wurde die Tatsache herangezogen, dass zwei Cysteine (eines
davon dquivalent mit dem u.a. ausgeschalteten Cystein an Position 397 des Opposum-
PTH-2 Rezeptors in der Arbeit von P.R. Turner ) in der 3. Extrazelluldrschleife des
PTH2-R présent sind, nicht jedoch in der des PTHI1-R, dessen Ligandenspezifitit
bedingen. Daher wurden in diesem Projekt zuerst die Mutationen in die cDNA des
humanen PTHI-R eingefligt: entweder beide Cysteine einzeln (Ala426Cys und
Tyr443Cys) oder kombiniert (Ala426Cys/ Tyr443Cys).

Die Transfektion dieser wie auch der Wildtyp-Rezeptoren in HEK 293-Zellen fiihrte zu
einer stabilen Expression funktionsfihiger Rezeptoren auf der Zelloberfldche. Eine
Anderung des Bindungsverhaltens der Liganden konnte dabei jedoch ausgeschlossen
werden. Alle mutierten Rezeptoren zeigten eine vergleichbare Bindung, insbesondere
auch von PTHrP. Das Bindungsverhalten von TIP39, was v.a. Gegenstand einer anderen
Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe war, wurde durch Einfligen der beiden Cysteine in den

PTH-1 R ebenfalls nicht verdandert.



Stimulation mit hPTH(1-34) erzeugte in allen rezeptortransfezierten Zellinien eine
vergleichbare intrazelluldre Akkumulation von cAMP.

PTHrP(1-34) rief in den Zellinien, transfeziert entweder mit dem PTH-1-oder den
mutierten Rezeptoren, eine dhnliche Dosis-Wirkungs-Kurve hervor, ohne signifikante
Anderung der maximalen intrazelluliren cAMP-Antwort oder des halbmaximalen
Effekts (ECs), insbesondere war keine Verschiebung der Ligandenspezifitit erkennbar.
TIP 39 aktiviert weder am humanen PTH-1 Rezeptor noch an der Doppelmutante
Ala426, Tyrd443Cys die intrazellulire cAMP-Akkumulation und wirkt somit als ein
Antagonist. Die Hypothese der Funktion dieser beiden Cysteine konnte somit falsifiziert
werden unter der annahme, dass sich die beiden Aminosduren im Kontext der

jeweiligen Rezeptoren dhnlich verhalten.

Uberraschend waren hingegen die Ergebnisse der Untersuchung der intrazelluliren
PLC/IP;-Signalantwort, zumal bislang hierflir verantwortliche Rezeptorepitope nur im
Intrazelluldirraum selbst und nicht in den transmembrandren Regionen oder im
Extrazelluldrraum identifiziert werden konnten. Hier zeigte die Doppelmutation Ala426,
Tyr443Cys selbst nach Hemmung der spezifischen Hemmstoffen von PKA (H-89) und
PKC (GF109203X) keine Akkumulation von intrazelluldrem Inositoltrisphosphat — wie
auch die Zellen transfeziert mit dem PTH-2 Rezeptor bekanntermafen zu keiner
intrazelluldren IP3;-Antwort befdhigt sind. Ein denkbarer Mechanismus konnte zum
Beispiel eine leichte Verschiebung der an den beiden Cysteinresten anliegenden
transmembrandren Regionen TM 1-3 sowie 4-5 sein, die eine verdnderte

Rezeptorankopplung von Signalmolekiilen an der Zellinnenseite bewirken kdnnten.

Inwieweit es sich hierbei um eine moglicherweise durch Disulfidbriickenbildung
untereinander oder zu anderen Epitopen in der extrazelluliren Region geénderte
sterische Konfiguration des Rezeptors an sich handelt oder eine extrazelluldr gelegene
Schliisselstelle fiir die Aktivierung des intrazelluliren PLC-/IP3-Signalwegs vorliegt
miissen weiter Untersuchungen kldren, evtl. auch photo chemical crosslinking.
Insbesondere stellt sich auch die Frage, welchen therapeutischen Nutzen dies in der

Therapie der Osteoporose haben konnte.
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Bmax, Rezeptorexpressionsdichte
Bpa, para-Benzyoyl-L-Phenylalanin
BSA, bovines Serumalbumin
cAMP, zyklisches Adenosinmonophosphat
cpm, counts per minute
CRF1/2B, Corticotropin-releasing Faktor Rezeptor Typ 1
DAG, Diacylglycerol
DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium
DNA, Desoxyribonucleinsdure
ECs, halbmaximale effective Wirkkonzentration
FKS, fotales Kilberserum
G-Protein, Guanosintrisphosphat (GTP)- bindendes Protein
Gi, inhibierendes G-Protein
Gs, stimulierendes G-Protein
GLP-1R, Glukagon-like Peptid 1 Rezeptor
GPCR, G-Protein gekoppelte Rezeptoren
GTP, Guanosintrisphosphat
HEK 293-Zellen, human embryonal kidney cells, humane embryonale Nierenzellen
hPTH, humanes Parathoromon
hPTHrP, humanes Parathormon-related-Protein
IBMX, Isobutyl-Methylxanthin
I1Cso, halbmaximale effektive Hemmkonzentration
IP, Inositolphophat
IP;, Inositoltrisphospat
Kp, Bindungsaffinitidtskonstante
MW, molecular weight, Molekulargewicht
PCR, polymerase chain reaction, Polymeraseketten-Reaktion
PK-A, Proteinkinase A (=cAMP-abhingige Proteinkinase)
PK-C, Proteinkinase
PL-C, Phospholipase C



PTH, Parathormon

PTHrP, Parathormon-related-Protein
PTHI1-R, PTH/PTHrP-Rezeptors
PTX, Pertussistoxin

RIA, Radioimmunoassay

rpm, Umdrehungen pro Minute

RT, Raumtemperatur

rPTH, Rattenparathormon

SecR, Sekretin Rezeptor

TIP39, tuberoinfundibularpeptide of 39 residues
TM, Transmembrandoméine

WT, Wildtyp (-Rezeptor)

ZNS, zentral nervoses System

zPTH-3R, PTH-3 Rezeptor des Zebrafisches
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11/1995 - 05/2002 Julius-Maximilians-Universitdt Wiirzburg:
Studiengang Humanmedizin

09/1997 Physikum

09/1998 Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung

03/2001 Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

05/2002 Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung

02/99 - 08/02 Promotionsarbeit in der Sektion Endokrinologie,
Medizinische Klinik der Universitdt Wiirzburg,
Arztlicher Direktor Professor Dr. med. G. Ertl

Praktische Erfahrung

1998 - 2000 Famulaturen
(Allgemeinmedizin, Anésthesie, Innere Medizin)

03 - 04/2000 Famulatur im Palmerston North Hospital,

Neuseeland, Abteilung Innere Medizin
04 - 07/2001 Erstes Tertial des Praktischen Jahres: Chirurgie,
Hospital of Castlebar, Irland



07 - 11/2001

12/2001 - 03/2002

Berufstatigkeit

08/2002 - 10/2006

seit 11/2006

Zweites Tertial des Praktischen Jahres: Neurologie,
Kantonsspital, St. Gallen, Schweiz
Drittes Tertial des Praktischen Jahres: Innere

Medizin, Poliklinik, Universitétsspital, Wiirzburg

Assistenzirztin, Klinik fiir Neurologie,
Kantonsspital St. Gallen, Schweiz
Assistenzirztin, Psychiatriezentrum Luzern-Stadt,

Luzern, Schweiz



