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1 Einleitung

1.1 Primary Failure of Eruption

Unter Primary Failure of Eruption (PFE, Primare Durchbruchstérung) wird das
Vorliegen eines oder mehrerer primar nicht ankylosierter Zahne, welche bedingt durch
eine Storung des Durchbruchmechanismus nicht oder nur teilweise eigensténdig
durchbrechen, verstanden. Auch nach Resorption des koronal gelegenen
Alveolarknochens brechen diese Zahne nicht durch, obwohl kein mechanisches
Durchbruchshindernis vorhanden ist (Proffit & Vig, 1981).

1.1.1 Symptome der PFE

Durch eine vergleichende Studie mit klinischen und molekulargenetischen Daten
konnten Pilz et al. (2014) zeigen, dass folgende sechs der von Proffit und Vig (1981)
beschriebenen Charakteristika bei Patienten mit nachgewiesenen Mutationen des
Parathormonrezeptor-1 (PTHR1) mit einer Ubereinstimmung von 100% vorliegen.
Hierzu zahlt die Tatsache, dass posteriore Zahne haufiger betroffen sind und dass,
sofern ein anterior gelegener Zahn eine Durchbruchstérung aufweist, auch die
posterioren Zahne betroffen sind. Die von PFE betroffenen Zahne resorbieren den
koronal gelegenen Alveolarknochen und es kénnen sowohl Milch- als auch bleibende
Zahne  betroffen sein. Aufgrund der PFE kommt es zu einer
Wachstumsbeeintrachtigung des Alveolarfortsatzes in vertikaler Richtung und zu
einem schwergradig lateral offenen Biss (Pilz et al., 2014).

In der Klinik sind haufig gravierende Auswirkungen der PFE zu verzeichnen, wie
beispielsweise Beeintrachtigungen des Alveolarfortsatzwachstums. Auch sind
Dilazerationen, ein Abwinkeln der Krone im Verhdaltnis zur Wurzel, haufig
nachzuweisen. Ebenso ist zu beobachten, dass die betroffenen Z&hne héaufig im
basalen Teil von groRRen vertikalen Defekten vorliegen (Stellzig-Eisenhauer et al.,
2010).

Die Anwendung von orthodontischen Kraften beim Versuch der Extrusion bleibt stets
erfolglos und fihrt zu ankylosierten Zahnen (Decker et al., 2008; Proffit & Vig, 1981,
Raghoebar et al., 1989).



1.1.2 Epidemiologie

Nach Bacetti (2000) betragt die Pravalenz der PFE in einer Normalbevdélkerung 0,06%,

die Geschlechtsverteilung belauft sich auf ménnlich zu weiblich M 1:W 2,25.

1.1.3 Kombination von PFE mit anderen Erkrankungen

Der von Aruna et al. (2014) vorgestellte Patientenfall eines achtzehnjahrigen
mannlichen Patienten, der neben einer PFE im rechten unteren Quadranten auch
einen bukkal verlagerten Eckzahn sowie Mesiodens (zusatzliche, uberzéahlige
Zahnanlagen) im Oberkieferfrontzahnbereich hat, zeigt, dass eine PFE auch in
Kombination mit anderen Durchbruchstérungen vorkommen kann. Das Vorliegen einer
definitionsgemalen PFE in einem Quadranten schliel3t somit nicht aus, dass es in
anderen Kieferabschnitten zu weiteren Zahndurchbruchstérungen in Form von

mechanischen Hindernissen oder Verlagerungen kommen kann.

Obgleich die Diagnose einer PFE hinsichtlich der dentalen Prognose eher schlecht ist,
sind keine Falle bekannt, bei denen die PFE-Patienten mit einer PTHR1-Mutation
andere skelettale Probleme aufweisen (Frazier-Bowers et al., 2014). Bei den die PFE
verursachenden Mutationen des PTHR1 liegt ein autosomal dominantes Erbschema
vor (Decker et al., 2008; Frazier-Bowers, Puranik, et al., 2010). Im Gegensatz dazu
konnen autosomal rezessive sowie dominante Mutationen des PTHR1 auch
schwergradige Folgen wie die Blomstrand Osteochondrodysplasie (BOCD) (OMIM:
215045), Metaphysare Chondrodysplasie Typ Jansen (OMIM: 156400),
Enchondromatosis (OMIM:166000) und das Eiken-Syndrom (OMIM: 600002)
verursachen. Alle diese Krankheiten beinhalten Knorpel oder Knochendysplasien
(Duchatelet, 2005; Jobert et al., 1998).

Von Frazier-Bowers et al. (2014) wurden jedoch im Zusammenhang mit der Suche
nach PTHR1-Mutationen unter 54 Patienten auch insgesamt finf Patienten aus zwei
Familien gefunden, die neben der PFE verursachenden PTHR1-Mutation auch eine
Arthrose-Erkrankung (engl. osteoarthritis) aufwiesen. Diese Erkrankungen wurden von
Arzten diagnostiziert und manifestierten sich um das zweite bis dritte Lebensjahrzehnt
im Ricken und/oder in der Huftregion (Frazier-Bowers et al.,, 2014). Dies liel3 die
Vermutung aufkommen, dass die an der Entstehung der PFE beteiligten PTHR1-

Mutationen auch mit der Entstehung von Arthrose vergesellschaftet sind.



Es zeigte sich, dass Familienangehoérige von PFE-Patienten mit einem normalen
Zahndurchbruch trotz allem dieselbe PTHR1-Mutation in ihrem Genom trugen. Hierbei
handelte es sich um eine Mutante bei der es an der Basensequenzstelle 572 zu einer
Deletion des Adenin kam. Daraus resultierte ein Frameshift, da alle folgenden Basen
um je eine Position nach vorne verschoben wurden. Mit Ausnahme eines Probanden
wurde bei Tragern dieser PTHR1-Mutation ausnahmslos die Diagnose Arthrose
gestellt oder es waren um das zweite oder dritte Lebensjahrzehnt Arthrose-ahnliche

Beschwerden aufgetreten (Frazier-Bowers et al., 2014).

Als mdgliche Ursache fur das Vorliegen einer isolierten PFE ohne Arthrose wurde ein
dosisabhangiges Modell diskutiert. Dafiur sprechen auch die Ergebnisse der
biochemischen und radiologischen Untersuchung von Frazier-Bowers (2014), welche
den Schluss zulassen, dass fir einen funktionstiichtigen PTHR1 immer die Bildung
eines Dimers natig ist, welches zumindest im Zahnbereich aus zwei regularen PTHR1
bestehen muss, um einen normalen Zahndurchbruch zu gewahrleisten. Fir sonstiges
Gewebe kdnnte bereits ein Dimer mit nur einem regularen PTHR1 ausreichend sein
und so das Auftreten von Arthrose beeinflussen. Dies kdnnte auch erklaren, warum es
bei PTHR1-Mutationstrager nicht immer zur phanotypischen Auspragung der PFE

kommt.

Als weitere mdgliche Ursache der Arthrose wurde eine herabgesetzte Expression des
PTHR1 in Chondrozyten von Ratten wissenschaftlich belegt (Becher et al., 2010).

Eine abschlieRende Beurteilung des Zusammenhanges zwischen PFE und Arthrose

steht noch aus.

1.1.4 Molekularbiologische Ursache

Mehrere Studien gehen von einem autosomal dominanten Erbgang als Ursache der
PFE aus (Bosker et al., 1978; Brady, 1990; Dibiase & Leggat, 2000; Raghoebar et al.,
1992; Shokeir, 1974).

Diese Annahme wurde durch die von Decker et al. (2008) durchgefiuihrte Studie belegt,
dariiber hinaus kamen sie zu dem Ergebnis, dass es sich um eine Mutation im PTHR1-
Gen (MIM 168468) handelt. Dieses ist ein Mitglied der G-Protein-gekoppelten
Rezeptorfamilie 2, welcher Parathormon (PTH, MIM 168450) und Parathormon-
ahnliches Hormon (PTHLH, MIM 168470) mit gleicher Affinitdt als Rezeptor dient.
Weitere Studien von Frazier-Bowers et al. (2010; 2009; 2010) bestatigten dieses
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Ergebnis. Das Gen liegt auf dem Chromosom 3p21.31 (Decker et al., 2008; Stellzig-
Eisenhauer et al., 2010).

1.1.5 Bisherige Therapieoptionen

Aufgrund der sich ausbildenden Ankylose bei versuchter Mobilisierung durch
orthodontische Kréfte (Proffit & Vig, 1981; Raghoebar et al., 1989) sind die
Therapieoptionen stark eingeschrankt (Frazier-Bowers et al., 2007; A. C. O'Connell &
Torske, 1999; Proffit & Vig, 1981). Eine Bewegung der betroffenen Zdhne um 1-2 mm
konnte im gunstigsten Fall erreicht werden (Stellzig-Eisenhauer et al., 2010).

Nach Yatani et al. (1998) ist nach Abschluss des vertikalen Wachstums eine
prothetische Versorgung mit Onlays und Kronen zum Aufbau der Zahne mdglich. Dies
trifft allerdings nur fur die leichten Falle der PFE zu, bei der die durchgebrochenen
Zahne die Okklusionsebene nicht komplett erreicht haben. Frazier-Bowers et al. (2007)
schlagt fur schwierigere Félle die Extraktion bzw. Osteotomie der betroffenen Zahne
als Behandlungsoption vor. Im Anschluss sollte, nach eventuell bendtigter

Knochentransplantation, eine implantat-prothetische Versorgung erfolgen.

Bei chirurgisch gut zuganglicher Situation ist eine Segmentosteotomie in Betracht zu
ziehen, um auf diese Weise die betroffenen Zahne in die Okklusionsebene zu bringen
(Piattelli & Eleuterio, 1991; Proffit & Vig, 1981).

Zum Schluss eines extrem offenen Bisses im posterioren Bereich kann des Weiteren

die Option einer Distraktionsosteogenese diskutiert werden (Kater et al., 2004).

In einigen Fallen erweist sich aufgrund von grof3en alveolaren Defekten die Ver-
sorgung mit einem herausnehmbaren prothetischen Zahnersatz als sinnvoll (Siegel &
O'Connell, 1999).

1.1.6 Ausblick

Mit der bekannten Sequenzveranderung im PTHR1-Gen erdéffnet sich die Moglichkeit
eines genetischen Nachweises der Mutation im PTHR1-Gen und damit verbunden
eine Diagnosesicherung, welche unndtige Mobilisierungsversuche mit resultierender
Ankylose verhindern kann (Stellzig-Eisenhauer et al., 2010). Dieses erleichtert
zusammen mit der radiologischen und klinischen Beurteilung der oben genannten

Symptome (siehe 1.1.1) eine gesicherte Diagnose.
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1.2 Membranrezeptoren und lonenkanale

1.2.1 Aufbau von Dbiologischen Membranen und die Rolle von

Transportproteinen

Um Zellen oder Organellen als Einheit aufrechtzuerhalten, sind diese von Membranen
umgeben. Diese missen fur den kontrollierten Stoffaustausch durchléassig sein, da ein
diffusionsbasierter Stoffaustausch nur in beschranktem Mal3e mdglich ist (Rassow,
2012). Diese hydrophoben Plasmamembranen bestehen aus einer Lipiddoppelschicht
und trennen den Extra- und den Intrazellularraum voneinander ab (Pape, 2010). In der
Membran befinden sich Proteine, welche fir den Stoffaustausch und die
Kommunikation zwischen Zellen zustandig sind (Rassow, 2012). Zu diesen Proteinen
zahlen die Transportproteine, wie etwa lonenkanéle, Carrier oder Pumpen, aber auch
Rezeptorproteine fir die Kommunikation und Adhasionsmolekile, wie Integrine und
Cadherine (Pape, 2010).

1.2.2 Die Familie der Tandemporenkaliumkanéle (Kz2p-Kanéale)

Der Name Tandemporenkaliumkanal (engl. two-pore domain background potassium
channel) ist auf den Aufbau des Kanals zuriickzufiihren: die a-Untereinheit wird aus
vier Transmembransegmenten mit je zwei Porenschleifen gebildet (Enyedi et al.,
2012).

Aufgrund ihrer funktionellen und strukturellen Eigenschaften kdnnen die 15 bei
Saugetieren bekannten Kzp-Kanéle in sechs Unterfamilien eingeteilt werden (Mathie,
2007). Hierzu zahlt die TRESK Unterfamilie, sowie in alphabetischer Reihenfolge
TALK (TALK1, TALK2 und TASK?2), die TASK-Familie mit TASK1, TASK3 und TASK5
sowie THIK (THIK1 und THIK2), ebenso wie TREK (TREK1, TREK2 und TRAAK) und
TWIK (TWIK1, TWIK2 und KCNK7) (Goldstein et al., 2001; A. D. O'Connell et al.,
2002).

1.2.3 Vorkommen der TRESK Kanale

TRESK ist ein stammesgeschichtlich frih auftretendes Protein, das sowohl im Genom
von dreizehn S&augetierarten, wie auch von zwei Vogelarten und einer Amphibienart

nachgewiesen wurde (Enyedi et al., 2012).



Zunachst wurden TRESK-Kandle von Sano et al. (2003) nur im Ruckenmark
dokumentiert. Mit der Zeit kamen jedoch weitere Studien hinzu, welche das Vorliegen
dieser Kanéle auch in weiteren neuronalen Regionen des zentralen Nervensystems
sowie im peripheren Nervensystem belegten, Beispiele hierfur sind das Kleinhirn (lat.
Cerebellum), die Spinalganglien (lat. Ganglion spinale) und die GroR3hirnrinde (lat.
Cortex cerebri) (Czirjak et al., 2004; Kang & Kim, 2006; Kang et al., 2004). Daruber
hinaus konnte TRESK in anderen Geweben nachgewiesen werden, hierzu zahlen
Dunndarm (lat. Intestinum tenue), Herz (lat. Cor), Hoden (lat. Testis), Leber (griech.
Hepar) und Lunge (lat. Pulmo) sowie Milz (lat. Lien) und Niere (lat. Ren) (Dobler et al.,
2007).

1.2.4 Struktur der TRESK Kanale

TRESK verflgt Gber vier Transmembransegmente, wobei zwischen dem zweiten und
dritten Segment eine, im Vergleich zu anderen Kzp Kandlen bei Saugetieren

auRergewohnlich lange intrazellulare Schleife vorliegt (Enyedi et al., 2012).

Im Gegensatz dazu ist das C-terminale Ende besonders kurz. Da dieser Bereich bei
den Mitgliedern der TASK und TREK Unterfamilie eine wichtige regulatorische
Funktion hat, ist diese strukturelle Besonderheit beachtenswert (Enyedi et al., 2012;
Kang et al., 2005; Maingret, 2002; Noel et al., 2009; Patel et al., 1998; Washburn et
al., 2002). Die funktionelle Bedeutung des kurzen C-terminalen Endes wurde noch
nicht abschlieRend untersucht (Enyedi et al., 2012).

Fur die lange intrazellulare Schleife liegen hingegen Daten vor. Sie stellt eine wichtige
regulatorische Region dar und dient zwei Partnerproteinen als Bindungsstelle (Enyedi
et al., 2012).

1.2.5 Funktion der TRESK Kanéle

Die allgemeinen Eigenschaften von TRESK entsprechen denen der anderen Mitglieder
der Kzp-Familie (Enyedi et al., 2012). In heterologen Expressionssystemen wird den
TRESK Kanédlen die Funktion eines schwachen auswarts-gerichteten
spannungsunabhéngigen Hintergrundstromes Zu eigen, der das
Ruhemembranpotenzial aufrecht erhélt (Enyedi et al., 2012). Des Weiteren spielt
TRESK eine wichtige Rolle fir den Kaliumtransport durch die Membran und ist an der

Regulierung der Erregbarkeit sowie an der Gegenregulation der Depolarisation
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beteiligt (Enyedi et al., 2012). Unter symmetrischen Kaliumbedingungen erzeugt er
eine annahernd lineare Strom-Spannungskurve aufgrund der nahezu spannungs- und

zeitunabhéangigen Erzeugung von lonenstromen (Patel & Honore, 2001).

Im Gegensatz zu andern Kzp-Kanélen wird TRESK in heterologen Expressions-
systemen durch Calcium aktiviert (Enyedi et al., 2012). Es liegen Daten vor, wonach
die TRESK Unterfamilie, ebenso wie die TASK und TREK Unterfamilien, von G-
Protein-Rezeptor gekoppelten Prozessen reguliert wird (Mathie, 2007). Resultierend
aus der Aktivierung des Gag-Pfades werden TRESK-Kandle, beruhend auf der
Stimulierung von Calcineurin stimuliert (Mathie, 2007).

Die Bindung von Calcineurin, einer calcium/calmodulin-abhéngige Protein-
phosphatase, und dem Transkriptionsfaktor NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells)
verlauft analog zum Bindungsmechanismus von Calcineurin mit TRESK. TRESK st
der einzige bekannte lonenkanal, der Calcineurin auf diese Weise bindet (Li et al.,
2004). Bei allen Saugetieren bindet Calcineurin analog direkt an einer spezifischen
Bindungsstelle (Czirjak & Enyedi, 2006). Die Dephosporylierung der TRESK-Kanéle
fuhrt zur Aktivierung (Mathie, 2007).

Die klassischen Kanalblocker von spannungsabhangigen Kaliumkanalen, wie
Tetraethylammonium (TEA) und 4-Aminopyridine (4-AP), fuhren nicht zu einer
Hemmung der Strome des TRESK, eine Reduzierung wird jedoch durch nichtselektive

Kaliumkanalinhibitoren wie Ba?* und Chinidine erzielt (Enyedi et al., 2012).

1.2.6 Unterscheidung mTRESK und hTRESK

Aufgrund der Tatsache, dass die Aminosauresequenz von TRESK weniger als 20 %
Ubereinstimmung mit den Aminosduresequenzen der anderen Kzp Unterfamilien
aufweist, stellt TRESK eine eigene Unterfamilie dar (Dobler et al., 2007; Sano et al.,
2003). Es liegt eine Ubereinstimmung der Aminosauresequenzen von 65 % zwischen
Mus musculus (m) und Homo sapiens (h) vor, wobei jede Spezies im gesamten
Genom nur Uber eine Anlage fir TRESK verfluigt, weshalb es sich ungeachtet der
niedrigen Ubereinstimmungsrate um orthologe Untereinheiten der Kanale handelt
(Dobler et al., 2007).

Ein entscheidender Unterschied zwischen den Spezies liegt jedoch in der pH-

Sensitivitat. Wahrend hTRESK nicht durch Anderungen des extrazellularen pH-Wertes



beeinflusst wird, reagiert mMTRESK sensibel darauf, indem bei niedrigerem pH-Wert
die Aktivitat des Kanals abnimmt (Dobler et al., 2007).

1.2.7 Parathormonrezeptor

Das PTHR1-Gen codiert fur ein 593 Aminosauren (AS) langes Protein, welches einen
Klasse Il secretin-like G-Protein-Rezeptor darstellt. Dieser enthalt ein 28 AS langes
Signalpeptid sowie eine 150 AS grolB3e extrazellulare Doméane, welche die
Hormonbindungsstelle enthélt (Roth et al., 2014). Der Rezeptor bindet PTH und
PTHLH mit gleicher Affinitat (Decker et al., 2008). Des Weiteren verfugt der Rezeptor
Uber sieben Transmembrandoméanen mit Verbindungsschleifen sowie Uber eine

intrazellulare Domane mit einem Reaktionsangriffspunkt (Roth et al., 2014).

Der PTHRL1 verfugt Gber zwei unterschiedliche Wirkmechanismen. Er kann entweder
Uber ein Gs-Protein die Adenylatzyklase aktivieren oder Uber ein Gg-Protein zur

Stimulation des Phospholipase-C-Weges fuhren (Rassow, 2012).

Die Hauptansatzpunkte des PTH stellen Knochen und Niere dar. So werden die
Osteoklasten im Knochen durch PTH aktiviert, wodurch es zur Knochenauflésung und
damit verbundener Ca?*- und Phosphat-Freisetzung kommt. In der Niere wird
hingegen die Ca?*-Resorption gesteigert und die Phosphat-Resorption gehemmt. Im
gleichen Zuge wird die Synthese von 1,25-Dihydroxycholecalciferol stimuliert
(Rassow, 2012).

Das PTHLP ist ein weiterer Ligand des PTHR1, es ist fur den Mineralhaushalt sowie
das normale Skelettwachstum relevant (Mannstadt, 1999; Rassow, 2012). Wahrend
es sich bei PTH um einen endokrinen Faktor handelt, ist PTHLP ein
autokrines/parakrines Hormon, welches fiur die chondrale Knochenentwicklung sowie
das Zusammenspiel von epithelialem und mesenchymalem Gewebe wéhrend der
Bildung der Brustdrise (lat. Glandula mamaria) und Zahne (lat. Dens) verantwortlich
ist (Cormier et al., 2003).

In der Zahnentwicklung ist der PTHR1 sowohl im benachbarten Mesenchym der
Zahnanlage als auch im Alveolarknochen nachweisbar, wohingegen die Expression
von PTHLH auf die Epithelschicht begrenzt ist (Calvi et al., 2004; Philbrick et al., 1998).
Es konnte gezeigt werden, dass die fur den Zahndurchbruch benétigte
Alveolarknochenresorption nur bei funktionstiichtigem Zahnfollikel erfolgreich
stattfinden kann. Gleiches gilt fir die Osteosynthese, welche die aus der
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Zahnwanderung resultierende Krypte im Kieferknochen von basal wieder auffullt
(Canhill & Marks, 1980; Cielinski et al., 1995; Craddock & Youngson, 2004; Marks et
al., 1983; Wang & McCauley, 2011; Wise & Fan, 1989; Wise & King, 2008).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Roth et al. (2014) konnten mit ihrer Sequenzierungsanalyse von 70 PFE-Patienten ins-
gesamt 30 Variationen des PTHR1 Genes isolieren, von denen zwolf heterozygote
Varianten als pathogen klassifiziert wurden. Dartber hinaus wurden sechzehn
Variationen entdeckt, welche noch nicht genauer klassifiziert sind und deren Einfluss
auf die Krankheitsausprdgung noch unbekannt ist. Bei den zwei verbleibenden
Variationen handelt es sich um verbreitete Polymorphismen.

Die isolierte Variante W339* (1016G>A) mit einer Abbruchmutante von p.(Trp339%*)
wurde im Rahmen dieser Studie als pathogen klassifiziert. Zu den noch nicht genauer
klassifizierten Varianten mit unklarer Auswirkung auf die Krankheitsauspragung zahlt
G452E (1355G>A) mit einem AS-Austausch von p.(Gly452Glu), einer missense-
Mutation (Roth et al., 2014).

Im Rahmen dieser Arbeit sollen elektrophysiologisch die Auswirkungen der Mutationen
auf das Verhalten und die Funktionsfahigkeit des PTHR1 gezeigt werden, um so eine

eventuelle Pathogenitat von G452E (1355G>A) nachzuweisen.

Auch die bereits durch die Sequenzierungsergebnisse als pathogen klassifizierte
Variante W339* (1016G>A) wird einer elektrophysiologischen Prifung unterzogen.

Durch die Erzeugung einer neuen, nicht im Patientenkollektiv von Roth et al. vor-
gefundenen Mutante G452A (1355G>C) soll Uberprift werden, ob sich durch die
strukturelle Ahnlichkeit der substituierten AS die Funktion des PTHR1 wieder

herstellen lasst.

Der Nachweis der Pathogenitdt von G452E (1355G>A) wirde die Zuordnung von
Patienten mit dieser Variation des PTHR1-Genes zum Kollektiv der PFE-Patienten
erlauben. Dies hétte Auswirkungen auf die Therapie, da aufgrund der genetischen
Analyse unnétige, nicht zielfihrende Therapieversuche unterlassen werden kdnnten.
Dies wirde dem Patienten wie auch dem Behandler viele zeitraubende und

frustrierende Fehltherapien ersparen.



2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien, Puffer und Losungen

2.1.1 Badlosung zur Aufbewahrung von Oozyten

Die Oozyten von Xenopus laevis (X. laevis) wurden in einer Badlésung aufbewahrt,
deren Zusammensetzung der Extrazellularldsung von X. laevis entspricht (siehe
Tabelle 1). Durch das Antibiotikum Gentamycin soll die Ansiedlung und das Wachstum
von Bakterien und Pilzen wahrend der Kaultivierung verhindert werden. Das
hinzugeflgte Natriumpyruvat (NaPyr) ermdoglicht die Aufrechterhaltung des

Zellstoffwechsels der Oozyten.

Substanz Menge [mM]

NacCl 96,0
KCI 2,0
CaClz 1,8
MgCl2 1,0
HEPES 5,0
NaPyr 2,5
Gentamycin 100 pg/ml
Es wurde mit 1 M NaOH auf pH 7,4

titriert.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Badldsung ND96*

2.1.2 Messldsung

Da die Zusammensetzung von ND96 der Extrazellularfliissigkeit von X. laevis
entspricht, wurde diese als Messloésung eingesetzt (siehe Tabelle 2). Die
Zusammensetzung entspricht im Wesentlichen der Zusammensetzung der Badlésung.
Bei der Verwendung als Messlésung wurde auf die Zugabe von Gentamycin und

Natriumpyruvat verzichtet.
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Substanz Menge [mM]

NaCl 96,0
KCI 2,0
CacCl2 1,8
MgCI2 1,0
HEPES 5,0
Es wurde mit 1 M NaOH auf pH 7,4

titriert.

Tabelle 2: Zusammensetzung von ND96

2.1.3 Waschldsung

Zum Vereinzeln der Oozyten wurde ND96 ohne Ca?* (pH 7,4) zusammen mit

Worthington Collagenase verwendet.

Substanz Menge [mM]

NacCl 96,0
KCI 2,0
MgCl2 1,0
HEPES 5,0
Es wurde mit 1 M NaOH auf pH 7,4

titriert.

Tabelle 3: Zusammensetzung von ND96-Ca2+

2.1.4 Parathormon

Um die Aktivitdt des Parathormonrezeptors zu testen, wurden 50 ml der Messlésung
ND96 mit 0,1 mM PTH bis auf eine Endkonzentration von 100 nM versetzt. Zur
homogenen Vermengung wurde die Mischung eine Minute (Min) mittels maschinellen

Schittelns vermengt.
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2.1.5 5x MOPS Laufpuffer

Substanz Menge
NaAc 3,289
MOPS 20,90 g
0,5 M EDTA (pH 8) 10,00 ml
DEPC-H20 800,00 ml
Es wurde auf 1 Liter aufgefillt und ein
pH-Wert von 7,0 eingestellt.
Der Laufpuffer wurde steril filtriert und
lichtgeschutzt aufbewahrt.
Tabelle 4;: Zusammensetzung 5x MOPS Laufpuffer
2.1.6 Auftragspuffer
Substanz Menge
1x MOPS Laufpuffer
Formaldehyd 6,5%
Formamide 50,0%
Glycerol 5,0%
EDTA 0,1 mM
BPB 0,025%
Tabelle 5: Auftragspuffer
2.1.7 50x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer)
Substanz Menge
Tris 121,00 g
Essigsaure, rein 28,55 ml
0,5M EDTA 50,00 ml

Mit ddH20 wurde auf 500 ml aufgefullt
und ein pH-Wert von 8,0 eingestellt.

Tabelle 6: Zusammensetzung TAE 50x
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2.1.8 TE-Puffer (Tris-EDTA-Puffer)

Substanz Menge [mM]
Tris pH 7,4 10,0
EDTA 1,0

Es wurde ein pH-Wert von 8 ein-
gestellt.

Tabelle 7: Zusammensetzung TE-Puffer

2.2 Nukleinsauren

Fur die Experimente wurden folgende lonenkandle der Spezies Mus musculus (m) und

Homo sapiens (h) verwendet.

MTRESK  NM_207261 pSGEM 51 c-DNA

TASK1 pSGEM 29  c-DNA
PTHRL(WT) pSGEM 165
PTHR1(G452E) pSGEM 166
PTHR1(W339%) pSGEM 167
PTHR1(G452A) PpSGEM 172

2.3 Oligonukleotide

Primer fir die Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) von
MTRESK:

Sense-Sequenz: 5-ggggaaggccaggggatgc-3’
Antisense-Sequenz: 5’-agagcgctcaggaaggaccagt-3’

Grofe 303 bp
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Mutageneseprimer fur die PTHR1-Mutante G452A:
Sense-Sequenz: 5-cttcaactccttccaggcattttttgtcgcaatcat-3’

Antisense-Sequenz: 5’-atgattgcgacaaaaaatgcctggaaggagttgaag-3’

- dNTPs Deoxinucleotide Solution Set (New England BioLabs Inc., Ipswich, USA)
Bestellnummer: N0446S

- m7G(5)ppp(5’) G-cap (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)
Bestellnummer: 10904988001

- Ribonucleoside triphosphate Set (Boehringer, Mannheim, Deutschland)
Bestellnummer: 1277057

- ssRNALadder (New England BioLabs Inc., Ipswich, USA) Bestellnummer: N0362S

- t-Plasmid-DNA (eurofins MWG operon, Ebersberg, Deutschland)

2.4 Enzyme

- Collagenase Typ 2 (Cell Systems Biotechnologie Vertrieb GmbH, Troisdorf,
Deutschland) Bestellnummer:4177
DNAsel recombinant (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)
Bestellnummer: 04716728001
PfuTurbo DNA Polymerase (Agilent Technolgies, Santa Clara, Kalifornien, USA)
Bestellnummer: 600252
Restriktionsenzym Dpnl (New England BioLabs Inc., Ipswich, USA)
Bestellnummer: RO176S
RNase Inhibitor (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)
Bestellnummer: 0335402001
T7 RNA-Polymerase (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)
Bestellnummer: 10881775001

2.5 Antibiotika

- Ampicillin sodium salt (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA)
Bestellnummer: A-9518
- Gentamycin sulfate salt (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA)

Bestellnummer: GO55000-1EA
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2.6 Hormon

- Parathormon (PTH) (Tocris Bioscience, Bristol, Grof3britannien) Bestellnummer:
411775

2.7 Verwendete Reaktionskits

- NucleoBond Xtra Midi 50 (Macherey-Nagel GmbH & Co KG, Diren, Deutschland)
Bestellnummer 740410.50

- NucleoSpin Plasmid Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co KG, Diren, Deutschland)
Bestellnummer 740588.250

- QuikChange™ Mutagenese (Aligent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA)
Bestellnummer: 200523

- RNeasy® MinElute™ Cleanup Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande) Bestellnummer:
74204

2.8 Verwendete Losungen und Chemikalien

- 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS) (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis,
Missouri, USA) Bestellnummer: M-1254BPB

- Bromphenolblau (USB Corporation, Clevland, Ohio, USA) Bestellnummer: 12370

- Calciumchloriddihydrate (CaClz) (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA)
Bestellnummer: C3881

- Chloroform  (Sigma-Aldrich  Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA)
Bestellnummer: 32211

- Diethylpyrocarbonat (DEPC) (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA)
Bestellnummer: D5758

- Ethanol (J.T. Baker, Center Valley, Pennsylvania, USA) Bestellnummer: 8006

- Ethidiumbromidlésung 0,025% (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland)
Bestellnummer: HP 47.1

- Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri,
USA) Bestellnummer: E5134

- Formaldehydesolution 37% (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA)
Bestellnummer: 252549

- Formamid (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA) Bestellnummer: F-

9037
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Glycerol (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA) Bestellnummer: G5516
Guanosintriphosphat (GTP) (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA)
Bestellnummer: G9002

HEPES (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA) Bestellnummer: H3375
Kaliumchlorid (KCI) (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA)
Bestellnummer: P4504

LB-Medium (Lennox) (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland)
Bestellnummer: X964.1

LE-Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland)
Bestellnummer: 840004

Magnesiumchloride (MgCl2) (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA)
Bestellnummer: M9272

Midonigreen (Ethidiumbromid 0,025) (Nipon Genetics, Duren, Deutschland)
Bestellnummer:MG 02

Natriumacetat (NaAc) (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA)
Bestellnummer: S8750

Natriumchlorid (NaCl) (Riedel den Hean, Seelze, Deutschland) Bestellnummer:
31434

Natriumpyruvat (NaPyr) (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA)
Bestellnummer: P2256

Roti Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Carl Roth GmbH Co KG, Karlsruhe,
Deutschland) Bestellnummer: A 156.3

Tris Base (Sigma-Aldrich  Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA)
Bestellnummer: T1503

2.9 Verwendete Gerate

ALA Scientific Instrument 12031041 (ALA Scientific Instruments, Inc., Farmingdale,
New York, USA)

Binokular Stemi SV11 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

Binokular Wild Heerbrugg 204946 (Wild Heerbrugg AG, Heerbrugg, Schweiz)
Biofuge Pico (Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau, Deutschland)
Brutschrank Memmert IPP 30 (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,
Deutschland)

Feinwaage Shinko Denshi Modell PF (Vibra Shinko Denshi Co., Ltd., Tokyo, Japan)
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- Gelkammern (verschiedene) (Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland)

- Gene Quant pro RNA/DNA Calculator (Biochrom Ltd., Cambridge, GroR3britannien)

- HEKA Sutter Instrument Co Model-97 (Novota, USA)

- Memmert Modell IPP 30 (Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland)

- Multimage TM Light Cabinet (Alpha Innotech Corporation, San Leandro,
Kalifornien, USA)

- Nanoliter 2010 (World Precision Instruments Inc., Sarasota, USA)

- pH-Meter Hanna HI991001 (Hanna Instruments, Inc., Woonsocket, Rhode Island,
USA)

- Power Supply Consort E861 (Cleaver Scientific Ltd., Warwickshire, GroRRbritannien)

- Rotamax 120 (Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Schwabach, Deutschland)

- Schittelbrutschrank Edmund Buhler Modell TH 15 (Edmund Buhler GmbH,
Hechingen, Deutschland)

- Schittelbrutschrank Innova 4330 (New Brunswick Scientific, Hamburg,
Deutschland)

- Sprout Minizentrifuge (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland)

- Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland).

- VortexGenie2 (Scientific Industries, Inc., Bohemia, New York, USA)

2.10 Verbrauchsmaterial

- Deckglaschen 12 mm Hartenstein Bestellnummer: DKRO

- Elektrodenglas, GB150F-8P with Filament 0,86x1,5x80 mm (Science Products
GmbH, Hofheim, Deutschland)

- Elektrodenglas 3,5 Drummond #3-000-203-G/X Replacement Tubes (Schuett24
GmbH, Goéttingen, Deutschland)

- Pasteurpipetten aus Glas (Brand, Wertheim, Deutschland) Bestellnummer: 747720

- Eppis verschieden GroRRen (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

- 12-Well-Platten Cellstar® (greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)
Bestellnummer: 665180

- Pipettenspitzen  verschiedene  Grof3en und  Ausflihrungen (Biozym
Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf und Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

- Pipetten 5-25 ml (greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)
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- PCR SoftTubes (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland)
Bestellnummer: 711080

- Falco Tube Cellstar® 50 ml (greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)
Bestellnummer: 227261

2.11 Computerprogramme

- Macintosh Computer (Apple Inc.,Coupertino, USA)

- Pulse/Pulsfit (HEKA Elektronik, Lambrecht, Deutschland)

- IGOR Pro 6.3 (Wavemetrics, Portland, USA)

- Statistica (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA)

- Microsoft Office Word und Excel 2013 (Microsoft Corporation, Redmond, USA)

2.12 Molekularbiologische Methoden
2.12.1 Mutagenese

Um gezielt Mutationen in die bekannte PTH-Rezeptorsequenz einzubringen, wurde
eine Mutagenese nach QuikChange™ Mutagenese Protokoll durchgefiihrt. Als

Template diente t-Plasmid-DNA.

Durch die pfu-Polymerase kénnen mittels PCR sequenzexakte DNA-Amplifikate erzielt

werden.

Ansatz der Polymerisierungsreaktion:

5ul  10x pfu-Polymerase Reaktionspuffer
Xyl (20 bzw. 50ng) Template Plasmid-DNA
1,4 pl Mutagenese Primer #1 (10 pmol/ul)
1,4 pl Mutagenese Primer #2 (10 pmol/ul)

1l dNTPs (je 2,5 mM)

Mit ddH20 wurde auf ein Endvolumen von 50 ul aufgefullt. Dann wurde 1 pl pfu-
Polymerase (2,5 U/ul) hinzugefiigt und die Ansatze wurden zentrifugiert. Rechnerisch

wurde die Menge an benotigter Template Plasmid-DNA ermittelt.
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Folgende Temperaturzyklen wurden im Thermocycler angesetzt:
Einleitende Denaturierung 95 °C 1 Minute

16 Temperaturschleifen wie folgt:

Denaturierung 95 °C 30 Sekunden
Anlagerung 55 °C 1 Minute
Elongation 68 °C 10 Minuten (=2 Min/1 kb Plasmidlange)

Nach abgeschlossener PCR wurden die Reaktionsansatze zum Verdau mit 1 pl
Restriktionsenzym Dpn1l versetzt. Die Ansatze wurden vermengt und zentrifugiert und
es erfolgte eine Inkubation im Brutschrank fur eine Stunde bei 37 °C. Durch Dpnl
wurde spezifisch nur die Template Plasmid DNA verdaut. Es blieben die in vitro

polymerisierten DNA-Strange zurick.

Zur Transformation wurden 2 pl der verdauten Mutagenese-Ansatze in E. coli
transformiert. Hierzu wurden kompetente E. coli Zellen in der log-Phase verwendet, in
welcher eine exponentielle Vermehrung stattfindet und die Zelle die hinzugefiigte DNA
gut verwenden. 2 pl der DNA wurden zigig auf die Zellen pipettiert und vorsichtig

gemischt.

Nach 30 Minuten Inkubationszeit auf Eis kamen die Ansatze fur 45 Sekunden bei
42 °C in den Thermomixer. Es folgte die sofortige Lagerung auf Eis fur eine Minute.
Nach Zugabe von 400 pl LB-Medium ohne Antibiotikum wurden die Reaktionsgefal3e
fur exakt eine Stunde im Schittelbrutschrank geschiittelt.

Im Anschluss wurden flir jede Mutante je ein Ansatz mit 100 pl bzw. 400 ul auf
vorgewarmten Agar-Antibiotikaplatten (Ampicillin) ausgestrichen. Die umgedrehten
Platten inkubierten bei 37 °C tber Nacht im Dunkeln.

2.12.2 Picken von Mutantenkolonien

Mithilfe eines sterilen Zahnstochers wurde eine Kolonie aufgenommen, isoliert und in
das vorbereitete Medium gegeben. Fiur das Medium wurden 4 pl Ampicillin mit 4 ml
LB-Medium vermengt. Der Deckel des Reaktionsgefalles wurde nicht vollstdndig
verschlossen, sondern nur aufgelegt, damit ein Sauerstoffaustausch gewahrleistet

war. Es folgten 10 Stunden Inkubation im Schuttelbrutschrank.
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2.12.3 Préaparation von Plasmid DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte nach dem Protokoll ,Nucleon Spin®
Plasmid: Isolation of high-copy plasmid DNA from E.-Coli“ der Firma Macherey-Nagel.
Die heute als Standard geltende Minilysat-Methode wurde dabei angewandt, um
Plasmid-DNA ohne Hydrathulle zu erzeugen.

Es wurden zweimal 1,5ml der gesattigten E. Coli-LB-Kultur aus 2.12.2 in ein
gemeinsames Reaktionsgefd? gegeben. Dieses wurde 30 Sekunden bei

11.000 Umdrehungen in der Minute (rpm) bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert.

Das Pellet wurde in 250 pl Buffer A1 geltst. Nach anschlieender Zugabe von 250 pl
Buffer A2 wurde die Probe durch achtmaliges invertieren gut vermengt. Nach finf
Minuten Inkubationszeit bei RT folgte die Zugabe von 300 ul Buffer A3. Erneut wurde
die Probe achtmal invertiert und im Anschluss finf Minuten mit 11.000 rpm bei RT

zentrifugiert.

750 pl des Uberstands wurden auf ein NucleonSpin® Plasmid Column gegeben. Dieser
wurde dann unter RT in einer Minute bei 11.000 rpm durch die Membran zentrifugiert.

Der Durchfluss wurde verworfen.

Nach Zugabe von 600 ul Buffer A4 auf die Membran wurde erneut eine Minute unter
RT bei 11.000 rpm zentrifugiert und der durchgeflossene Uberschuss entfernt. Durch

zweiminutiges Zentrifugieren bei 11.000 rpm unter RT wurde die Membran getrocknet.

Die NucleonSpin® Plasmid Column wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefa platziert
und mit 50 pl Buffer AE versetzt. Es erfolgte eine Inkubation fur eine Minute bei RT
und im Anschluss die abschlieBende Zentrifugation fur eine Minute bei 11.000 rpm
unter RT.

Die DNA befand sich nun im 1,5 ml Reaktionsgefal3.

2.12.4 Spektrale Konzentrationsbestimmung

Zur Vorbereitung fur die spektrale Konzentrationsbestimmung mit dem Gene Quant
pro RNA/DNA Calculator wurden die Proben mit DEPC-H20 im Verhaltnis 1:50
verdinnt. Nach Kalibrierung des Gerates mit ddH20 erfolgten die Messungen.
Eventuell vorhandene Luftblasen wurden durch leichtes Aufstol3en des Messkorpers

auf die Arbeitsplatte zuvor entfernt.
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2.12.5 Midi Prep

Fur die Midi Prep nach dem Protokoll von Macherey-Nagel GmbH & Co KG erfolgte

das Anlegen einer Uber-Tag-Kultur der Mutanten gefolgt von einer Uber-Nacht-Kultur.

Das Medium fur die Uber-Tag-Kultur entstand durch Vermengen von 4 ml LB-Puffer
mit 4 pl Ampicillin. Die Kultur wurden wie bereits unter 2.12.2 beschrieben mit einer

Kolonie angeimpft und fur sechs Stunden im Schittelbrutschrank inkubiert.

Nach dieser Zeit wurde 1 ml der jeweils triilbsten Uber-Tag-Kultur in ein Medium aus
40 ml LB Puffer mit 40 pl Ampicillin gegeben. Das Becherglas wurde mit abgedeckter
Offnung tiber Nacht im Schuttelbrutschrank inkubiert.

Die Uber-Nacht-Kultur wurde am néachsten Morgen in ein Falcon Tube tberfuhrt und
zehn Minuten bei 4.000 rpm bei einer Temperatur von 4 °C zentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 8 ml RES mit RNase gelost.

Nach Zugabe von 8 ml LYS folgte das fiunfmalige Invertieren des Falcon. Die folgende
Inkubationszeit betrug funf Min bei RT. Das Hinzupipettieren von 8 ml NEU wurde

gefolgt von 10- bis 15-maligem invertieren.

Zum Auffangen der Flussigkeit beim Waschen der S&ulen wurde ein grofR3es Auf-
fangbehaltnis installiert. Die 12 ml EQU wurden langsam uber den Filterrand

hinzugeflgt, nachdem die Saulen kurz zuvor noch dreimal invertiert worden waren.

Nach vollstandigem Durchlauf der vorangegangenen Flissigkeit wurden erneut 5 ml
EQU auf die Filter gegeben. Im Anschluss wurden die Filter entfernt und entsorgt und
die Saulen mit 8 ml WASH gewaschen. Die Elution erfolgte mit 5 ml ELU.

Zur gesammelten Flussigkeit wurden 3,5 ml Isopropanol hinzugegeben und dann

gemischt. Es folgte eine zweiminitige Inkubationszeit bei RT.

Nach 50 Min Zentrifugation mit 4.000 rpm bei 4 °C wurde der Uberstand verworfen.
Das entstandene Pellet wurde mit 2 ml 70%igem eiskaltem EtOH gewaschen. Der
anschlieBenden zehnminitigen Zentrifugation mit 4.000 rpm bei 4 °C folgte die
vorsichtige vollstandige Entfernung des Uberstandes. Das Pellet wurde 10 bis 15 Min

luftgetrocknet bevor es in 500 ul TE gel6st wurde.

Fur die folgende spektrale Konzentrationsbestimmung wurde eine finfzigfache

Verdinnung mit autoklaviertem H20 erstellt.
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2.12.6 In vitro Transkription von c-RNA flr die Expression

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Transkripte wurden unter der Kontrolle der
T7-Polymerase synthetisiert, mit deren Hilfe spezifisch die Protein-codierende cDNA-
Sequenz hinter dem Promotor im Klonierungsvektor kloniert werden konnte. Die

entsprechende RNA-Polymerase synthetisierte im Anschluss die gewtinschte mRNA.

Fur die Linearisierung wurde die klonierte DNA mit dem Restriktionsenzym Nhel

geschnitten. Der Linearisierungsansatz (100 ul) war wie folgt zusammengesetzt:
20 Wl DNA + 5ul Nhel + 10 pl Puffer 2 + 65 ul DEPC — H,0

Es erfolgte die einstiindige Inkubation bei 37 °C im Brutschrank. Durch Zugabe von
Chloroformphenol wurde die Reaktion gestoppt. Auf das Durchmischen mittels

mechanischem Schutteln folgte die finfmindtige Zentrifugation.

Um den Erfolg des Verdaus zu kontrollieren, wurde eine Agarosegelelektrophorese
durchgefuihrt. Fur die Herstellung des Agarosegels wurden 56 mg Agarose in 70 ml
TAE Laufpuffer im Becherglas in der Mikrowelle unter gelegentlichem schwenken
geldst. Nach Zugabe von 2,8 ug Midonigreen folgte das luftblasenfreie AusgieRen des
Agarosegels. Nach Einsetzen des Rechens wurde das Gel abgedeckt, um es vor Licht

Zu schutzen.

Fur das Gel zur Kontrolle des Verdaus wurden zu 2 pl der geschnittenen bzw.
ungeschnittenen DNA, noch 2 ul Bromphenolblau-Puffer und 8 ul DEPC-H20

hinzugegeben.

Nach dem Auftragen der Ansétze auf das Gel wurde dieses bei 120 mV fur eine Stunde
unter Lichtausschluss laufen gelassen.

Die obere Phase des Ansatzes wurde in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt. Zur
verbleibenden Phenolphase wurden 100 pul DEPC-H20 hinzugeflugt. Es folgte das
erneute Vermengen und funfminitige Zentrifugieren. Die Nachextraktion wurde zum

bereits gesammelten Uberstand hinzugefligt.

Durch Zugabe von 400 pl Chloroform, vermengen und erneutem zentrifugieren wurde
die DNA gereinigt. Es erfolgte die Abnahme des Uberstands mit anschlieRender

Volumenbestimmung.
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Fur die Lagerung bei -18 °C tber Nacht wurde folgende Fallung angewendet:

; 1
Uberstand + 10 Volumen NaAc + ( 2,75 x Volumen) Ethanol absolut

Hierfir wurde 3 M NaAc mit einem pH von 5,2, sowie eiskaltes Ethanol (100%)

verwendet.

Zu Beginn des zweiten Arbeitstages der in vitro Transkription erfolgte die
dreiBigmindtige Zentrifugation der Fallungen. Nach dem Waschen der Anséatze mit
500 ul Ethanol (70%, kalt) erfolgte die nhochmalige Zentrifugation fir zehn Minuten.
AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und das Pellet durch Inkubation bei 40 °C

mit offenem Deckel getrocknet.

Das getrocknete Pellet wurde in 25 ul RNAse-freiem Wasser aufgenommen und
geldst. Es folgte die spektrale Konzentrationsbestimmung. Hierfir wurde eine 2%ige

Verdinnung erzeugt.

Nach Bestimmung der Konzentration der DNA erfolgte die Mischung der
Transkriptionsansatze. Hierfur wurde eine DNA-Konzentration von 300 pug bendtigt.
Die Bestimmung der Menge an bendtigter DNA ergab sich rechnerisch, basierend auf

den ermittelten DNA-Konzentrationswerten der Ansatze.

Substanz Menge [ul]
DNA-Template X
DEPC-H20 20-x

ATP (10mM) 5

CTP (10mM) 5

UTP (10mM) 5

GTP + m7 G (5)ppp(5)G-cap 5

10x Transkriptionspuffer 5
RNAse-Inhibitor 2,5
RNA-Polymerase T7 2,5

Tabelle 8: Zusammensetzung der Transkriptionsanséatze

Um die gewlnschte Konzentration von 10 mM fir die RNA-Nukleotide zu erzielen

wurden diese im Verhaltnis 1:10 verdinnt.
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Das von der Firma Roche Diagnostics GmbH bezogene 5 Ende mit Phosphorylierung
und G-cap wurde vor der Verwendung mit 5 pl 20 mM GTP sowie 45 ul DEPC-H20

vermengt.

Die zusammengestellten Transkriptionsansatze wurden vermengt und zentrifugiert. Es

folgte die einstindige Inkubation bei 37 °C.

Anschliel3end wurden 5 pl DNAse hinzugefugt und nach grindlichem Vermengen und

Zentrifugieren erneut fur 15 Minuten im 37 °C Brutschrank inkubiert.

Der Reaktionsstopp der Transkription erfolgte durch Zugabe von 200 pl Phe-
nolchloroform. Die Transkripte wurden gemischt und nach funfminutigem Zentri-
fugieren wurde der Uberstand abgenommen und in einem neuen ReaktionsgefaR
gesammelt. Zur Nachextraktion wurden 100 ul DEPC-H20 zum Transkriptat gegeben,
welches erneut gemischt und funf Minuten zentrifugiert wurde. Nach Abnahme des
Uberstandes und Hinzufiigen zum bereits gesammelten Uberstand wurde die Menge

des Uberstandes bestimmit.

Fur die Lagerung bei -18 °C tber Nacht wurde erneut folgende Fallung angewendet:

, 1
Uberstand + 1o Volumen NaAc + ( 2,75 x Volumen) Ethanol absolut

Hierfir wurde 3 M NaAc mit einem pH von 5,2, sowie eiskaltes Ethanol absolut (100%)

mit -18 °C verwendet.

Zu Beginn des dritten Arbeitstages der in vitro Transkription erfolgte die
dreiBigminutige Zentrifugation der Fallungen bei RT. Nach dem Waschen der Ansatze
mit 200 pl Ethanol (70%, kalt) erfolgte erneut eine Zentrifugation fur zehn Minuten.
AnschlieRend wurde der Uberstand entfernt und das Pellet bei 40 °C mit offenem

Deckel getrocknet.

Das getrocknete Pellet wurde in 10 ul RNAse-freiem Wasser aufgenommen und

gelost.

2.12.7 Aufreinigung der RNA

Zur Aufreinigung der in der in vitro Transkription erzeugten RNA wurde das RNeasy®
MinElute™ Cleanup Kit der Firma Qiagen verwendet. Es erfolgte das Vorgehen

entsprechend der Anleitung des Herstellers.
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Die bei der in vitro Transkription erzeugte und in 10 ul RNAse-freiem Wasser
vorliegende RNA wurde durch Zugabe von weiteren 90 pl RNAse-freiem Wasser auf
ein Volumen von 100 pl aufgefullt. Es wurden 350 ul Buffer RLT hinzugefuigt und der
Ansatz gut vermischt. Zu der so verdiinnten RNA wurden 250 pl kaltes Ethanol (100%)

hinzugefligt und gut vermengt.

Der Ansatz wurde auf ein RNeasy® MinElute spin column gegeben, welches in einem
2 ml Reaktionsgefal3 platziert worden war. Der Ansatz wurde fir 15 Sekunden bei
10 000 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Durchfluss entsorgt und das
RNeasy® MinElute spin column in einem neuen Reaktionsgefal platziert. Nach
Zugabe von 500 pl Buffer RPE wurde der Ansatz erneut fur 15 Sekunden bei
10 000 rpm zentrifugiert, um die Membran zu reinigen. Die durchgeflossene

Flussigkeit wurde verworfen.

Nach Zugabe von 500 pl 80%igem kalten Ethanol wurde der Ansatz fur zwei Minuten
bei 10 000 rpm zentrifugiert. Der entstandene Durchfluss wurde samt Reaktionsgefafd
entsorgt. Das RNeasy® MinElute spin column wurde in ein neues 1,5ml
Reaktionsgefal} platziert. Durch Zugabe von 14 ul RNase-freiem Wasser direkt auf die
Membran wurde beim einmindtigem Zentrifugieren auf Hochstgeschwindigkeit mit
geschlossenem Deckel die RNA aus der Membran gel6st und befand sich daraufhin

im Durchfluss.

2.12.8 Agarosegel zur Uberpriifung der Transkription

Zum Abschluss der in vitro Transkription bzw. nach der Aufreinigung der RNA wurde

ein Agarosegel zur Uberpriifung durchgefiihrt.

Fur das Agarosegel wurden 0,6 g analytischer Agarose abgewogen und mit Milipore
auf 30 ml aufgefillt. Unter Erhitzen und gelegentlichem Schwenken wurde die Agarose

geldst und anschlieRend bei 65 °C im Wasserbad gelagert.

Nach Zugabe von 8 ml 5x MOPS wurden unter dem Abzug 7 ml Formaldehyd (37%)
hinzugeflgt und zilgig vermischt. Es folgte das luftblasenfreie Ausgiel3en des

Agarosegels.
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2.12.9 Ansatze fur das Agarosegel

Zunachst wurde der Auftragspuffer (Tabelle 5) hergestellt. Hierfir wurden zum

Auftragspufferaliquot 2 Tropfen Ethidiumbromid hinzugeftigt.
Die Ansatze wurden wie folgt gemischt:

2 ul RNA + 8l Auftragspuffer = 10ul
Des Weiteren wurde ein Ansatz mit RNA Marker wie folgt gemischt:

3 ul RNA Marker + 8 ul Auftragspuffer = 11l

Die Ansatze wurden anschlieRend fir zehn Minuten im Thermomixer bei 65 °C in-
kubiert.

Nach Abschluss der zehn Minuten wurden die Ansatze auf das Gel aufgebracht und

bei 80 mV flr eine Stunde laufen gelassen.

2.13 Elektrophysiologische Methoden

2.13.1 Xenopus laevis als heterologes Expressionssystem

Die Verwendung von Oozyten des Modellorganismus X. laevis als Expressionssystem
bietet viele Vorteile. Ein grundlegender liegt in der einfachen Gewinnung der selbigen.
Ebenso ermdglicht ihrer Gro3e von 1,3-1,5 mm eine einfache Handhabung. Durch die
grol3e Anzahl an freien und gebundenen Ribosomen wird eine hohe Translationsrate
erzielt. Hierdurch wird die Untersuchung von exogenen, Uber mRNA kunstlich
eingebrachten und dann eingebauten Proteinen wie z.B. lonenkanalen begunstigt. Es

liegt jedoch eine Latenzzeit von einem bis zu mehreren Tagen vor.

Durch Agonisten induzierte Stimulation kdnnen in den Oozyten sehr schnelle
elektrische Antworten ausgeldst werden, welche abhangig sind vom Milieu in welchem
sich die Oozyten befinden, ebenso wie vom Zustand der Oozyten. Oozyten im Stadium
IV-V der Prophase, mit klar ausgepragter animaler und vegetativer Hemisphare,

eignen sich besonders gut.
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2.13.2 Vorbereitung der Xenopus-Oozyten

Die Operation von X. laevis Weibchen, sowie die Entnahme der Oozyten wurden von

einem Mitglied der Arbeitsgruppe Wischmeyer durchgefihrt.

Zur Aufreinigung der Oozyten wurden 0,04 g der Collagenase Typ 2 mit 20 ml ND96
ohne CaClz vermengt. Das 50 ml Reaktionsgefald wurde gut durchmischt bevor es in
eine Petrischale entleert wurde. Der Uberstand der Oozyten wurde abgekippt. Die
Oozyten wurden in die Collagenase-L6sung hinzugegeben und die Petrischale auf
dem Plattformschuttler fur 2,5 bis 3 Stunden bei RT geschuttelt, bis sie defollikuliert

und vereinzelt waren.

Zum Waschen der Oozyten wurde die Collagenase-Lésung mit einer 25 ml se-
rologischen Pipette abgesaugt. Im Anschluss wurde frisches ND96-Ca?* Waschlésung
auf die Oozyten gegeben. Nach mehrmaligem Schwenken, wurde die Flissigkeit
erneut abgesaugt. Der Vorgang wurde viermal wiederholt. Beim funften Waschen
wurden die ND96* Badlosung verwendet. Die Oozyten wurden in eine frische

Petrischale tberfuhrt. Die Lagerung erfolgte im Brutschrank bei 19 °C.

2.13.3 Injektion von RNA

Zur Injektion der RNA in die wie oben beschrieben vorbereiteten Oozyten (siehe
2.13.2) wurden die RNAs zunachst in einem Gefald vermengt, es erfolgte die
Zusammenfuhrung von je 1 pl mTRESK-RNA mit je 1 pl PTHR1-Mutanten-RNA. Vier
Ansétze wurden vorbereitet: PTHR1-WT, PTHR1-Mutante G452E, PTHR1-Mutante
W339* und PTHR1-Mutante G452A.

Die Kombinationen wurden gemischt und anschlieBend zentrifugiert. Die hergestellten
Injektionspipetten (siehe 2.13.5) wurden mit Mineraldl gefillt in den Nanoliter 2010
eingebracht. Hiermit wurde die RNA aufgesogen. Unter Verwendung des
Stereomikroskops wurden die Oozyten manuell selektiert und nur Oozyten mit einem
klar definierten Pol wurden zur Injektion herangezogen. Die RNA wurde durch
vorsichtiges Einstechen in oberen Bereich der Oozyten injiziert. Pro Oozyte erfolgte
eine Abgabe von 32,2 nl RNA.
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2.13.4 Kultivierung der Oozyten

Nach erfolgter Injektion wurden die Oozyten mit Hilfe einer Glaspipette in 12-Well-
Platten mit ND96* Badlosung gegeben. Es erfolgte eine gleichméaRige Verteilung,
sodass pro Vertiefung circa 10 Oozyten aufbewahrt wurden. Die Aufbewahrung
erfolgte bis zum Tag der Messung im 19 °C Brutschrank.

Schadhafte oder geplatzte Oozyten wurden im Rahmen der visuellen Kontrolle
aussortiert. Gegebenenfalls wurde das ND96* mit NaPyr und Gentamycin,

ausgetauscht.

2.13.5 Herstellung der Injektions- und Messpipetten

Die fur die Injektion benétigten Pipetten wurden mit Hilfe des Gerates HEKA Sutter
Instrument Co Model-97 hergestellt. Dafir wurden die Glaskapillaren mit oben
genanntem Gerat erhitzt und auseinander gezogen. Fiur die Messpipetten wurden
analog die aus Borsitsilikat mit Filament bestehenden Réhrchen verwendet. Die so
gewonnenen zwei Pipettenspitzen wurden mit einer Federschere unter dem Binokular

eingekurzt. Der Durchmesser an der Spitze betrug dann 1-3 pm.

Vor Verwendung wurden die Injektionspipetten luftblasenfrei mit Mineraldl gefullt, die

Messpipetten wurden analog mit 3 M KCI gefillt.

2.13.6 Ganzzellenableitung mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (Two-electorde-voltage clamp =
TEVC) wurden samtliche elektrophysiologischen Messungen dieser Arbeit durch-

gefuhrt.

Diese von Hodgkin et al (1952) weiterentwickelte Technik, basierend auf der Ent-
wicklung von Marmont, Cole und Hodgkin et al. (1949), ermdglicht die Messung von
Leitfahigkeit und lonenstrémen an elektrisch erregbaren Zellen. Die Ableitung des
Stromes erfasst die gesamte Zellmembran und ermdglicht die Messung der

auftretenden lonenstrome.

Fur die Messung befand sich die Oozyte in einer ND96-Ldsung, ebenso wie zweli

Referenzelektroden. Nacheinander wurden eine Spannungselektrode und eine

Stromelektrode auf die Membran aufgesetzt. Durch leichtes Klopfen auf die Halterung

der Messelektrode wurde ein Einstechen in die Zellmembran herbeigefuhrt. Die
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Spannungselektrode dient zur Messung des vorherrschenden Membranpotentials (Ist-
Wert), wahrend Uber die zweite Elektrode Spannung angelegt werden kann. Hierdurch
wird das gewtinschte Membranpotenzial (Soll-Wert) erreicht. So kann indirekt der
Strom gemessen werden, welcher Uber die Zellmembran fliel3t. Er entspricht der
Strommenge, die zur Aufrechterhaltung des Soll-Wertes benotigt wird. Mit der TEVC

ist es moglich, sehr stabil den induzierten Strom Uber mehrere Minuten zu messen.

2.13.7 Aufbau des Messstandes

Der Messplatz fur das TEVC befand sich auf einem schwingungsgedampften Tisch

und setzte sich aus den folgenden Geraten zusammen:

Ein Stereomikroskop, Uber welches das Einstechen der Elektroden in die Oozyten
kontrolliert werden konnte, sowie zwei Mikromanipulatoren, welche die

dreidimensionale Bewegung der Glaselektroden ermdglichten.

Des Weiteren Pipetten und eine Plexiglasschale mit Vertiefung zur Fixierung der zu
messenden Oozyte sowie ein Perfusionssystem. Das Perfusionssystem erlaubte die
Umspulung der Oozyte mit verschiedenen Losungen und bestand aus 35 ml Spritzen,
welche ND96 bzw. PTH enthielten. Durch den Drei-Wege-Hahn an der Spitze der
Spritzen konnte der Abfluss aus dem Perfusionssystem geregelt werden. Polyethylen-
Schlauche stellten die Verbindung zwischen Perfusionssystem und Messkammer dar.
Um mechanische Irritationen der Oozyte zu vermeiden, betrug der Abstand zwischen
Schlauchende und Oozyte fixationsbedingt circa 1 cm. Durch eine Pumpe wurde die
Uberschussige Flussigkeit kontinuierlich abgesaugt. Als Verstarker wurde der TURBO
TEC-10 C verwendet.

2.13.8 Messprotokoll

Alle Messungen erfolgten bei RT. Es wurden die folgenden Messprotokolle fur die

TEVC-Messung an X. laevis Oozyten verwendet:

Zu Beginn jeder Messung wurden Spannungsrampen (Rampen) gefahren, welche die
Storm-Spannungsbeziehung darstellen (siehe Abbildung 1 A). Dazu wurde das
Haltepotential innerhalb von 2000 ms kontinuierlich von einer Hyperpolarisation von -
150 mV auf eine Depolarisation von 60 mV erhoht. Auf diese Weise konnte tberpruft

werden, ob der charakteristische TRESK-Strom vorhanden und ausreichend stark
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exprimiert wurde, bevor die weiteren Messungen gestartet wurden. Bei ungentgender

Expression wurde die Oozyte verworfen.

Es folgten einfache ,Many Jumps“Messungen (Maju), ausgehend von einem
Haltepotenzial von -60 mV (siehe Abbildung 1 C). Hierbei wurden im Abstand von 3 s
Messwerte bei +30 mV erhoben. Diese Messungen wurden unter Zugabe von ND96
begonnen. Nachdem sich stabile Messwerte eingependelt hatten, wurde fir eine feste
Zeitspanne PTH in der Konzentration 100 nM auf die Oozyte gegeben, der ND96
Zufluss wurde solange durch das Perfusionssystem unterbunden. Nach Beendigung
der PTH-Zugabe erfolgte mit ND96 ein Auswaschen des zuvor zugefugten PTH.

Im Detail stellte sich der Messablauf wie folgt dar: Zu Beginn wurde je eine Rampen-
Messung durchgefuhrt. Es folgte eine Maju-Messung, diese wurde zuerst fur 30 s (20
Messwerte) unter Zugabe von ND96 durchgefihrt. Es folgten 210 s (70 Messwerte)
unter Zugabe von PTH. Die Messreihe wurde mit 360s (120 Messwerte) unter ND96

Zugabe abgeschlossen.

Es wurden ebenfalls Rampen unter der Zugabe von PTH angelegt, um das Vor-
handensein des charakteristischen TRESK- Stromes zu Uberprifen und die
Aktivierung darzustellen. Auch nach erfolgreichem Auswaschen des PTH erfolgte die

Ableitung von Rampen, um die Riickkehr zum Ausgangszustand darzustellen.

Dies geschah in folgender Reihenfolge: Nach 90 s (20 Messwerte) unter ND96 wurde
die erste Rampen-Messung durchgefihrt. Eine weiteren folgte nach 90 s unter PTH
(30 Messwerte).Dies wurde nach 120 s (40 Messwerte) unter PTH sowie nach
abschlieBender Zugabe von ND96 fir 360 s (120 Messwerte) wiederholt.

Des Weiteren wurden IV-Messungen durchgefiuihrt, welche die Strom-Spannungs-
Beziehung darstellen (siehe Abbildung 1 B). Hierfiir wurden die Oozyten ausgehend
vom Haltepotenzial auf bestimmte Spannungsstufen geklemmt und fur 500 ms
gehalten. Diese erfolgten ebenfalls sowohl unter der Zugabe von ND96, als auch unter

PTH wodurch ebenfalls die Aktivitdt abgeleitet werden konnte.
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Abbildung 1: Elektrophysiologische Messprotokolle

(A) Rampen: Unter konstanter Potentialdanderung wurden die Oozyten innerhalb von 2000 ms
ausgehend von einer Hyperpolarisation von -150 mV auf +60 mV depolarisiert; (B) I1V: Ausgehend vom
Haltepotenzial wurden die Oozyten auf bestimmte Spannungsstufen geklemmt und fur 500 ms gehalten.
Es wurden 10 mV-Schritte von -70 mV bis +70 mV durchlaufen; (C) Maju: Ausgehend vom
Haltepotenzial (-60 mV) wurde im 3-s-Abstand das Potenzial sprunghaft auf +30 mV erhght.

2.14 Statistische Methoden

Fur die statistische Auswertung wurde als Ausgangswert (A) ein arithmetisches Mittel
gewahlt. Dieses wurde aus dem Wert zu Beginn der PTH-Zugabe (W2) und dem
Wert  (W1) Auf

schwankungsbedingte falsch hohe bzw. niedrige Werte ausgeglichen werden.

allerersten gemessenen ermittelt. diese Weise sollen

(W2 — W1)
2

Als Maximum (M) wurde stets der Wert angenommen, welcher 60 s nach Zugabe von
PTH gemessen wurde, hierdurch sollten falsch positive Werte durch einzelne

UberschieRende Werte verhindert werden.
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Abbildung 2: Definition der Messpunkte

Die Strecke setzt sich zusammen aus dem ersten gemessenen Wert (W1) und dem zu Beginn der PTH-
Zugabe gemessenen Wert (W2). Das Maximum (M) ist durch einen Kreis markiert. Der schwarze dicke
Balken gibt den Zeitraum der PTH-Zugabe an.

31



Die Aktivierung (AK) wurde ausgehend von A in Relation zu M ermittelt, selbiges gilt

fur die ermittelte prozentuale Veranderung (P).
AK =M —-A

P_M
T A-1

Fur die weitere statistische Auswertung wurde das Programm Statistica verwendet.
Durch Anwendung des Kolomogorov-Smirnov-Tests wurde Uberprift, ob eine
Normalverteilung der Messwerte vorliegt. Wenn keine Normalverteilung vorlag,
wurden im Anschluss der Kruskal-Wallis-Test sowie der Mann-Whitney-U-Test

durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Kontrolle des Verdaus nach der in vitro Transkription

Aufgrund der unterschiedlichen Mobilitat geladener Molekile in einem homogenen
elektrischen Feld kommt es zu unterschiedlicher Auftrennung der Molekile in der
Gelmatrix. Da die Ladungsdichte von Nukleinsauren weitestgehend identisch ist, wirkt
sich priméar die Gesamtladung auf die Wanderungsgeschwindigkeit aus. Diese steht in

direkter Relation zur Struktur und Grof3e des Molekills.

Aufgrund der daraus resultierenden unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten
von geschnittener und ungeschnittener DNA wurde dieses Prinzip nach durchgeftihrter

in vitro Transkription zur Kontrolle des erfolgreichen Verdaus angewandt.

Die dafur angelegten Proben (siehe 2.12.6) wurden mit Bromphenolblau-Puffer
versetzt, um in der abschlieRenden Untersuchung des Gels mittels Absorption die

Banden sichtbar zu machen.

Abbildung 3 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer Gelelektrophorese zur
Verdaukontrolle. Sdmtliche im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Verdaue wurden
durch Gelelektrophorese kontrolliert.
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Abbildung 3: Agarose-Gel zur Kontrolle des Verdaus der DNA

Das Gel zeigt: DNA-Marker (1), PTHR1(WT) ungeschnitten (2), PTHR1 (WT) geschnitten (3), PTHR1
(W339*) ungeschnitten (4), PTHR1 (W339*) geschnitten (5), PTHR1 (G452E) ungeschnitten (6), PTHR1
(G452E) geschnitten (7), PTHR1 (G452A) ungeschnitten (8), PTHR1 (G452A) geschnitten (9), DNA-
Marker (10).

Das Gel zeigt neben den zwei Banden fur die DNA-Marker (siehe Abbildung 3 Nummer
1 und 10) die Banden der unterschiedlichen DNA-Ansétze des PTHR1-WT sowie der
PTHR1-Mutanten.
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Die jeweiligen geschnittenen Proben weisen exakt eine Bande auf die in ihrer
zurlckgelegten Laufstrecke aufgrund ihrer Grol3e, in allen Fallen hinter den Banden

der ungeschnittenen Proben zurtickbleibt.

Dies bestatigt den erfolgreichen Verdau der unterschiedlichen Ansatze, was in der
Unterteilung der Bande aufgrund der unterschiedlichen Molekilgrof3en deutlich wird.

Die entsprechende RNA-Polymerase synthetisierte im Anschluss an eine positiv
ausgewertete Gelelektrophorese durch die weiteren Arbeitsschritte die gewinschte
MRNA (siehe 2.12.6).

3.2 Gelelektrophorese zur Uberprifung der Transkription

Nach abgeschlossener in vitro Transkription wurde die erzeugte RNA mittels eines
Reaktionskits gereinigt, bevor diese im weiteren Verlauf fir die Injektion in die X. laevis
Oozyten verwendet wurde. Um den Erfolg der in vitro Transkription sicherzustellen,

erfolgte die Prifung von Proben der aufgereinigten RNA mittels Gelelektrophorese.

Durch die Verdiunnung der Proben mit einem ethidiumbromidhaltigen Auftragspuffer
konnten die bei der Gelelektrophorese erzeugten Banden mittels Fluoreszenz sichtbar

gemacht werden.
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Abbildung 4: Agarose-Gel zur Uberpriifung der in vitro Transkription nach RNeasy®
Von links nach rechts: RNA-Marker (1), PTHR1 (WT) (2), PTHR1 (W339*) (3), PTHR1 (G452E) (4),
PTHR1 (G452A) (5)

Abbildung 4 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer Gelelektrophorese mittels
Agarosegel nach abgeschlossener in vitro Transkription mit angeschlossener

Aufreinigung der RNA.

Durch den aufgebrachten RNA-Marker (siehe Abbildung 4 Nummer 1) ist eine
GroRRenbestimmung der Proben-RNA aufgrund der Lage der Bande mdglich. Die Lage
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der Banden entspricht der zu erwarteten Gréf3e nach erfolgreich durchgefthrter in vitro

Transkription.

Die Starke der Fluoreszenz lasst Ruckschlisse auf die Konzentration der
aufgebrachten Proben zu. Wahrend die Banden der Proben drei, vier und funf stark
fluoreszieren, ist dies bei der zweiten Probe schwacher ausgepragt. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass die Probe des PTHR1-WT (2) anteilig weniger RNA enthalt als

die Proben der Mutanten.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte separat mittels spektraler

Konzentrationsbestimmung.

3.3 Spektrale Konzentrationsbestimmung

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten spektralen Konzentrationsbestimmungen
dienten als  Zwischenschritte  fir die  verschiedenen  durchgefihrten
molekularbiologischen Methoden (siehe 2.12). Hierzu erfolgte eine Verdinnung der
Proben.

Die ermittelten Ergebnisse wurden im Anschluss unter anderem fir die Berechnung
der bendtigten Menge an DNA fur die Fortsetzung der in vitro Transkription

herangezogen.

3.4 Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Der Parathormonrezeptorl-Wildtyp und die drei unterschiedlichen Mutanten wurden
zusammen mit TRESK in X. laevis Oozyten injiziert. Nach Expression wurden sie mit
Hilfe von TEVC elektrophysiologisch untersucht. Hierfir wurden Rampen-, Maju- und
IV-Messungen an insgesamt 62 Oozyten durchgefiihrt. Die unterschiedlichen

Ergebnisse werden in den folgenden Unterkapiteln dargestellt.

3.4.1 Wirkung von Parathormon auf den PTHR1-Wildtyp

Um die Rolle des PTHR1 im Zusammenhang mit PFE genauer klaren zu kénnen,
wurde der Rezeptor zusammen mit mMTRESK in X. laevis Oozyten exprimiert um auf
diesem Wege die elektrophysiologische Reaktion des G-Protein-gekoppelten

Rezeptors auf die Zugabe von PTH zu untersuchen.
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Abbildung 5: TEVC-Ableitungen von TRESK-Strémen mit PTHR1 Wildtyp

(A) Rampe von -150 bis +60 mV vor (schwarz) und nach Zugabe von 100 nM PTH (grau);
(B) Spannungssprung nach +30 mV ausgehend vom Haltepotenzial (-60 mV) zeigt Aktivierung von
TRESK, Verstarkung nach Zugabe von 100 nM PTH (grau); (C) Langzeitableitung (10 Min) zeigt den
Zeitverlauf der verstarkten Aktivierung von TRESK durch PTH-Applikation; (D) Quantifizierung der PTH-
induzierten TRESK-Strome, hellgraue Saule unter ND96-Zugabe, dunkelgrau Séaule unter PTH-Zugabe,
der Querbalken gibt die Signifikanz an (n=17).

Bei TRESK handelt es sich um ein Mitglied der Kzp-lonenkanalfamilie, welcher einen
leichten auswartsgleichrichtenden und spannungsunabhéangigen Kaliumkanal darstellt
(Kang et al., 2004; Sano et al., 2003). TRESK kann Uber einen G-Protein-gekoppelten
Sieben-Helix-Rezeptor aktiviert werden. Dieser Effekt wurde bisher fir muskarinische
M3-Rezeptoren und fur weitere an Gq-gekoppelte Rezeptoren beschrieben (Czirjak et
al., 2004; Fink et al., 1996). Die Aktivierung uber den Gq-Signalweg verursacht einen
Anstieg des intrazellularen Ca?*-Spiegels sowie eine Dephosphorylierung des Kanals
(Czirjak & Enyedi, 2006; Czirjak et al., 2004). Durch Zugabe von Agonisten des
Rezeptors kann es zu einer vielfachen Erhdhung der TRESK-Stromen kommen
(Enyedi et al., 2012).

Mittels TEVC wurden diese Strome elektrophysiologisch untersucht. In diesem
Rahmen wurden zuerst Rampen-Messungen (n=17) durchgefuhrt, mit welchen die

erfolgreiche Expression von TRESK Uberpruft wurde.

Durch Erhéhung des Haltepotenzials von -150 mV auf 60 mV innerhalb von 2000 ms
wurde eine charakteristische Spannungsrampe erzeugt, welche den auswarts-
gerichteten Strom bei positivem Membranpotenzial zeigt. Dies ist exemplarisch in

Abbildung 5 A dargestellt. Hier wurde sowohl der Ausgangszustand (schwarze Werte),
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als auch der Zustand nach Zugabe von 100 nM PTH dargestellt (graue Werte). Es
zeigt sich, dass es nach Zugabe von PTH zu einer starken Erhéhung des auswarts-
gerichteten TRESK-Stromes kam. Die charakteristische Form des TRESK-Stromes

blieb erhalten.

Auch nach Abschluss der Maju- und IV-Messungen (siehe unten) wurden weitere
Rampen-Messungen (n=3) durchgefihrt (Daten nicht dargestellt), auch hier blieb der
typische TRESK-Strom erhalten und ging nach dem Auswaschen des PTH auf sein

Ausgangsniveau zurtck.

Die in Abbildung 5B dargestellte 1V-Messung (n=3) soll als Beispiel fir die
durchgefiihrte Untersuchung der Strom-Spannungs-Beziehung dienen, welche sowohl
im nicht aktivierten Zustand unter Zugabe von ND96 (schwarze Werte) als auch im
aktivierten Zustand unter 100 nM PTH (graue Werte) abgebildet ist. Hierbei ist ein

klarer Anstieg der Messwerte zu verzeichnen.

Im weiteren Verlauf wurden Maju-Messungen (n=17) als Messprotokoll verwendet
(siehe 2.13.8). Bei diesen Messungen wurde ausgehend vom Haltepotenzial (-60 mV),
im 3-s-Abstand das Potenzial sprunghaft auf +30 mV erhoht. Dieses Potenzial wurde
fur 200 ms gehalten. Abbildung 5 C zeigt eine exemplarische Messkurve bei TRESK-
Aktivierung unter Zugabe von 100 nM PTH sowie das Verhalten nach Unterbindung

des PTH-Zuflusses und der erneuten Zugabe von ND96.

Bei der Messlosung ND96 handelt es sich um eine Flussigkeit, deren
Zusammensetzung der physiologischen Extrazellularflissigkeit von X. laevis

entspricht.

In Abbildung 5 D ist die Aktivierung von TRESK mit PTHR1-WT unter Zugabe von
100 nM PTH im Vergleich zu TRESK unter ND96 in einem Saulendiagramm
zusammengefasst. Es zeigt sich somit eine signifikante Verstarkung des
auswartsgleichrichtenden Stromes unter PTH-Zugabe im Vergleich zu Messungen des

Membranpotenzials in physiologischer Extrazellularlésung.

Auch die Zeitkonstante der Aktivierung, welche mit Hilfe der IV-Messungen ermittelt
wurde, bleibt erhalten (siehe Abbildung 5 B), was darauf schlie3en lasst, dass durch
PTH selektiv der TRESK-Strom aktiviert wird. Auch bei Klemmung des
Membranpotenziales auf +30 mV flr langere Zeit zeigt sich nach der Applikation des
Agonisten (100 nM PTH) eine Aktivierung des TRESK-Stromes Uber einen Zeitraum

von circa 30 s. Die sich anschliel3ende Inaktivierung unter ND96 beansprucht einen
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wesentlich langeren Zeitraum. Nach Auswaschen des Agonisten kehrt der
Auswartsstrom auch nach 10 Minuten nicht vollstandig auf das Ausgangsniveau
zurlck (siehe Abbildung 5 B).

Durch die Zugabe von PTH ist eine Aktivierung von TRESK zusammen mit PTHR1-
WT um 260,47% (n=17, p<0,01 Mann-Whitney-U-Test) ausgehend vom
Ausgangszustand erzielt worden. Dies entspricht einer Steigerung um
6,95 YA +/- 1,74 YA bei einem Standardfehler von 43,25%. Nach Unterbindung des
PTH-Zuflusses und Auswaschen des selbigen mit ND96 war ein klarer Rickgang der
Messwerte auf Werte von 4,49 pA+/- 3,32 pA mit Anndherung an die Ausgangswerte
(durchschnittlich 2,51 pA +/- 0,11 pA) zu beobachten.

Dieses Experiment zeigt, dass der PTH-Rezeptor nicht nur an Gs-Proteine ankoppelt,
sondern parallel auch Gber Gq-Proteine aktiviert werden kann, wie es auch fur andere,

vorwiegend Gqg-gekoppelte Rezeptoren gezeigt werden konnte (Kollert, 2015).

3.4.2 Wirkung von Parathormon auf die PTHR1-Mutation G452E

Zur genaueren Klarung der Auswirkungen der PTHR1-Mutation G452E auf das
Verhalten und die Funktionsfahigkeit des Rezeptors und den Nachweis einer
maoglichen Pathogenitat, wurde die Rezeptormutation zusammen mit mTRESK in X.

laevis Oozyten exprimiert und mittels TEVC elektrophysiologisch untersucht.
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Abbildung 6: TEVC-Ableitungen von TRESK-Strémen mit PTHR1 G452E

(A) Rampe von -150 bis +60 mV vor (schwarz) und nach Zugabe von 100 nM PTH (grau);
(B) Spannungssprung nach +30 mV ausgehend vom Haltepotenzial (-60 mV) zeigt keine Aktivierung
von TRESK nach Zugabe von 100 nM PTH (grau); (C) Langzeitableitung (10 Min) zeigt den Zeitverlauf
der Reaktion von TRESK nach PTH-Applikation; (D) Quantifizierung der PTH-induzierten TRESK-
Strome, hellgraue Saule unter ND96-Zugabe, dunkelgraue Saulen unter PTH-Zugabe, der Querbalken

gibt die Signifikanz an (n=14).

Die im Rahmen der Studie von Roth et al. (2014) durchgefihrte
Sequenzierungsanalyse von 70 PFE-Patienten resultierte in der Isolierung von
30 Variationen des PTHR1-Rezeptors. Darunter befanden sich sechzehn Variationen,
welche noch nicht genauer klassifiziert wurden und deren Einfluss auf das
Krankheitsbild noch unbekannt ist. Zu diesen zahlt G452E (1355G>A) mit einem AS-
Austausch, eine missense-Mutation (Roth et al., 2014). Diese Mutation ist in der

Transmembrandomane der siebten Helix des G-Protein-gekoppelten Rezeptors
lokalisiert.

Hierbei ist die mittlere Base des Tripletts 452 (Basensequenzstelle 1355) mutiert. Die
Basensequenz des im WT vorkommenden Glycins (GGG, GGA, GGC oder GGU)
wurde so verandert, dass anstelle der Base Guanin ein Adenin eingebaut wurde. Dies

hatte die neue Basensequenz des Glutamat (GAG oder GAA) zur Folge.

Die ersetzte AS Glycin zeichnet sich durch ihre strukturelle Einfachheit, fehlende
Seitenkette sowie ihr hydrophiles Verhalten aus. Im Vergleich dazu verfligt das
Glutamat Uber eine lange Seitenkette, hat die doppelte molare Masse von Glycin und
ist schlecht in Wasser l6slich (Rassow, 2012).

Die primar durchgefuhrten Rampen-Messungen (n=14) zeigten durch die Ableitung

der charakteristischen Spannungsrampe die Expression von TRESK und dienten als
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Voraussetzung fur die weiteren Messungen. Dieser auswartsgleichrichtende Strom bei
positivem Membranpotenzial ist exemplarisch in Abbildung 6 A dargestellt. Es erfolgte
die Darstellung des Ausgangszustands (schwarze Werte), ebenso wie des Zustandes
nach Zugabe von 100 nM PTH (graue Werte). Es zeigt sich, dass die Werte nach
Zugabe von PTH kaum zu erkennen sind, da diese mit den Werten unter ND96 fast
Ubereinstimmen, was sich auch im Erhalt der charakteristischen Form des TRESK-

Stromes wiederspiegelt.

Auch nach Abschluss der Maju- und 1V-Messungen (siehe unten) wurde eine weitere
Rampen-Messung (n=5) durchgefiihrt (Daten nicht dargestellt), auch hier blieb der

typische TRESK-Strom erhalten und es zeigte sich keine Erhéhung der Werte.

Abbildung 6 B zeigt eine exemplarische IV-Messung (n=5). Auch hier sind aufgrund
einer fehlenden Aktivitatssteigerung die Werte unter Zugabe von PTH (graue Werte)
nicht signifikant verschieden zu den Werten unter physiologischem ND96 (schwarze
Werte).

Zur weiteren Quantifizierung der Ergebnisse wurden Maju-Messungen (n=14) nach
dem unter 2.13.8 beschriebenen Messprotokoll durchgefuhrt. Ein Ergebnis dieser
Messungen ist exemplarisch in Abbildung 6 C dargestellt. Trotz der sprunghaften
Erhéhung des Potenzials auf 30 mV, ausgehend vom Haltepotenzial (-60 mV), im
Abstand von 3 s, welches dann fiir 200 ms gehalten wurde, zeigt die exemplarische
Messkurve keine Steigerung der Messwerte unter der Zugabe von PTH (100 nM) fur
210 s. Auch die anschlielende Zugabe der physiologischen Messlosung ND96 fuhrt

nicht zu Anderungen.

Das Saulendiagramm in Abbildung 6 D stellt die Aktivitat der PTHR1-Mutante G452E
in Relation zu TRESK und TRESK mit PTHR1-WT unter Zugabe von 100 nM PTH dar.
Es zeigt sich, dass es bei der Mutante G452E zu keiner signifikanten Verstarkung des

auswarts-gerichteten Stromes unter PTH-Zugabe kommt.

Da auch im Falle von G452E die Zeitkonstante der Aktivierung, die durch die IV-
Messungen gezeigt wurde, erhalten blieb (siehe Abbildung 6 B), ist davon
auszugehen, dass der TRESK-Strom weiter vorliegt, aber aufgrund der Mutation im
Rezeptor nicht aktiviert wird. In den durchgeflihrten Maju-Messungen zeigt sich trotz
Applikation von PTH fir 210 s keine Steigerung der Aktivitdt und die Werte bleiben
auch in der folgenden Zeit bis zur Beendigung der Messung konstant im Bereich des
Ausgangsniveaus (siehe Abbildung 6 C).
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Die gemessene Amplitude weist durch die Zugabe von PTH eine prozentuale
Veréanderung der Aktivitat von TRESK zusammen mit der PTHR1-Mutante G452E von
577% +/-6,56% (n=14, p>0,01 Mann-Whitney-U-Test) auf, was quantitativen
Messwerten von 0,21 pA entspricht. Wahrend der gesamten Messung werden
ausgehend von Ausgangswerten im Bereich von 2,05 pA +/- 0,16 pA durchschnittlich

maximal Werte von 2,15 pA +/-0,18 pA gemessen.

Dieses Experiment zeigt, dass es bei der PTHR1-Mutante G452E nicht zu einer
Aktivierung unter der Zugabe von 100 nM PTH kommt, und der vorhandene TRESK
Strom erhalten bleibt.

3.4.3 Wirkung von Parathormon auf die PTHR1-Mutation W339*

Um die Pathogenitat dieser PTHR1-Variation auch auf elektrophysiologischer Ebene
zu bestatigen wurde die PTHR1-Mutante W339* ebenfalls zusammen mit mMTRESK in
X. laevis Oozyten zur Expression gebracht und im Anschluss die Reaktion auf PTH-
Zugabe untersucht.
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Abbildung 7: TEVC-Ableitungen von TRESK-Stroémen mit PTHR1 W339*

(A) Rampe von -150 bis +60 mV vor (schwarz) und nach Zugabe von 100 nM PTH (grau);
(B) Spannungssprung nach +30 mV ausgehend vom Haltepotenzial (-60 mV) zeigt kaum Aktivierung
von TRESK nach Zugabe von 100 nM PTH (grau); (C) Langzeitableitung (10 min) zeigt den Zeitverlauf
der Reaktion von TRESK auf PTH-Applikation; (D) Quantifizierung der PTH-induzierten TRESK-Strome,
hellgraue Saule unter ND96-Zugabe, dunkelgraue Saulen unter PTH-Zugabe, der Querbalken gibt die
Signifikanz an (n= 13).
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Zu den von Roth et al. (2014) isolierten pathogenen Variationen des PTHR1-Genes
zahlt die Variante W339*, bei welcher es zu einem AS-Austausch kommt. Aufgrund
des Austauschs von Alanin zu Guanin an der Basensequenzstelle 1016 befindet sich
an der zuvor fur das Tryptophan (UGG) codierenden Stelle nun die Sequenz fir einen
Abbruch der Translation (UGA), der zu einem Abbruch des Peptids fuhrt. Es handelt
sich somit um eine nonsense-Mutation durch Einbau eines Stopcodons, welche auf
einem einfachen AS-Austausch basiert. Diese Mutation liegt ebenfalls in der
Transmembrandomane einer Helix vor. Allerdings nicht wie G452E in der siebten Helix
sondern bereits in der vierten Helix des G-Protein-gekoppelten Rezeptors mit seinen

insgesamt sieben Transmembrandomanen.

Um die Pathogenitat dieser Variation auch auf elektrophysiologischer Ebene zu
bestétigen, wurde die PTHR1-Mutante W339* ebenfalls zusammen mit mMTRESK in X.
laevis Oozyten zur Expression gebracht, um im Anschluss die Reaktion auf die PTH-

Zugabe zu untersuchen.

Nach den einleitend durchgeflihrten Rampen-Messungen (n=13) mit Ableitung der fur
TRESK-Strome charakteristischen Stréme (siehe exemplarisch Abbildung 7 A) wurde
deutlich, dass es auch bei der PTHR1-Mutante W339* zu keiner Aktivitatssteigerung

kam.

Unter Erhalt der typischen Spannungsrampe zeigt sich kaum ein Unterschied
zwischen den schwarzen Ausgangswerten und den unter Zugabe von 100 nM PTH
ermittelten grauen Werten. Der auswarts-gerichtete TRESK-Strom blieb nahezu

konstant.

Die nicht dargestellten Rampen-Messungen nach Abschluss der erfolgreich
durchgefuihrten Maju- und IV-Messungen (n=3) zeigten ebenfalls charakteristische
TRESK-Strome ohne gesteigerte Aktivitat.

Die Uberpriifung der Strom-Spannungs-Beziehung wurde auch bei dieser Variante der
PTHR1-Mutation mit Hilfe von IV-Messungen (n=3) durchgefihrt. Die Abbildung 7 B
stellt sowohl den Zustand unter physiologischer Messlésung ND96 (schwarze Werte)
wie auch den Zustand unter Zugabe von PTH 100 nM (graue Werte) fur 210 s dar. Es
ist ein leichter, nicht signifikanter Anstieg der Aktivitat unter PTH-Zugabe im Vergleich

zum Ausgangszustand im physiologischen Milieu zu verzeichnen.

Die im weiteren Verlauf des Messprotokolls (siehe 2.13.8) durchgefiihrten Maju-
Messungen (n=13) zeigen bei der sprunghaften Erh6hung des Potenzials auf +30 mV
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im 3-s-Abstand, eine nicht signifikante Reaktion der PTHR1-Mutante W339* auf die
Zugabe von PTH (100 nM). Eine exemplarische Messkurve ist mit Abbildung 7 C
gegeben. Hier ist auch ersichtlich, dass es nach einem nicht signifikanten Anstieg der
Messwerte zu einem schnellen Rickgang auf das Ausgangsniveau kommt. Die sich
der 210 s langen PTH-Zugabe anschlieBende Auswaschung mit der physiologischen

Messlosung ND96 zeigt konstant Werte im Bereich der Ausgangswerte.

Abbildung 7 D stellt in einem Saulendiagramm die ermittelten Werte der als pathogen
klassifizierten PTHR1-Mutante W339* (Roth et al., 2014), dem PTHR1-WT sowie der
noch nicht genauer klassifizierten PTHR1-Mutante G452E gegentber. Im Vergleich zu
G452E liegt bei W339* eine leicht gesteigerte Aktivitdt des auswartsgleichrichtenden
Stromes unter PTH-Zugabe vor. In Relation zu den von PTHR1-WT unter PTH-Zugabe
erzielten Werten, wird die beobachtete Aktivitat der PTHR1-Mutante W339* relativiert.

Durch die IV-Messungen (siehe Abbildung 7 B) kann bestétigt werden, dass die
Zeitkonstante der Aktivierung erhalten bleibt, was den Schluss zulasst, dass der durch
PTH selektiv aktivierte TRESK-Strom auch bei der PTHR1-Mutante W339* vorhanden

ist.

Bei der Klemmung des Membranpotenziales fur langere Zeit auf +30 mV (siehe
Abbildung 7 C) ist nach Applikation von PTH (100 nM) eine nicht signifikante
Aktivierung zu verzeichnen, welche jedoch durch ND96 sehr schnell inaktiviert wird

und im Anschluss konstant niedrige Messwerte liefert.

Durch die Zugabe von PTH ist eine Anderung der Aktivitat von TRESK zusammen mit
der PTHR1-Mutante W339* um 12,54% +/-5,09% (n=13, p>0,01 Mann-Whitney-U-
Test) erzielt worden. Die gemessenen Werte lagen ausgehend von den
durchschnittlichen Ausgangswerten von 1,92 pA +/- 0,15 pA im Mittel Uber alle
durchgefiihrten Messungen maximal bei 2,15 pA +/- 0,15 pA. Zum Abschluss der
Messung wurden durchschnittiche Werte im Bereich von 1,84 pA +/- 1,89 pA

gemessen.

Diese Messreihe zeigt, ebenso wie die vorangegangenen, die Kopplung der PTHR1-
Mutante an den TRESK-Kanal. Die ermittelten Messwerte bestérken die von Roth et
al. vorgenommene Zuordnung der PTHR1-Mutante W339* zu den fir PFE pathogenen

Gen-Variationen.
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3.4.4 Wirkung von Parathormon auf die PTHR1-Mutation G452A

Als Kontrolle zu den erfolgten Messungen der im Patientenkollektiv der PFE-Patienten
isolierten PTHR1-Mutante G452E, wurde die PTHR1-Mutante G452A erzeugt und auf
elektrophysiologischer Ebene mittels Expression von mTRESK zusammen mit der
Mutante in X. laevis Oozyten zur Expression gebracht, um im Anschluss die Reaktion

auf PTH-Zugabe zu untersuchen.
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Abbildung 8: TEVC-Ableitungen von TRESK-Stromen mit PTHR1 G452A

(A) Langzeitableitung (27 Min) zeigt den Zeitverlauf der verstarkten Aktivierung von TRESK durch PTH-
Applikation; (B) Quantifizierung der PTH-induzierten TRESK-Strome, hellgraue S&aule unter ND96-
Zugabe, dunkelgraue Séulen unter PTH-Zugabe, der Querbalken gibt die Signifikanz an (n=18).

Bei der PTHR1-Mutante G452A handelt es sich nicht um eine von Roth et al. isolierte

Mutante, diese Mutation wurde ausschlief3lich im Labor erzeugt und bisher nicht im
Kollektiv der PFE-Patienten nachgewiesen.

Nach erfolgreicher Durchfiihrung von Messungen der PTHR1-Mutante G452E mit den
unter 3.4.2 beschriebenen Ergebnissen, stellte sich die Frage, in wieweit der
Austausch einer einzelnen AS an der AS-Sequenzstelle 452 im PTHR1 die
Funktionalitat des PTHR1-Rezeptors beeinflussen kann und ob durch diesen AS-
Austausch die Funktionalitat des PTHR1-WT wieder hergestellt werden kann.

Mit Hilfe der Mutagenese wurde deshalb ein AS-Austausch an der AS-Sequenzstelle
452 in der siebten Transmembrandomane des PTHR1 vorgenommen, sodass im

Gegensatz zum naturlich vorkommenden Glycin nunmehr ein Alanin eingebaut wurde.

Die Mutation fand an der mittleren Base des Tripletts 452 statt (Basensequenzstelle
1355). Hierbei wurde die Basensequenz des Glycins (GGG, GGA, GGC oder GGU)
so verandert, dass anstelle der Base Guanin ein Cytosin eingebaut wurde. Dies hatte
die neue Basensequenz des Alanin (GCG, GCA, GCC oder GCU) zur Folge.

Wahrend die ersetzte AS Glycin keine Seitenkette vorzuweisen hat, verfiigt das durch

die Mutation eingebaute nicht-essenzielle Alanin Uber eine kurze Seitenkette und ein
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chirales Zentrum. Sie ist dartber hinaus genauso wie das Glycin gut in Wasser l6slich
(Rassow, 2012). Im Vergleich zu dem Glutamat, welches bei G452E eingebaut wurde,

liegt hier ein nicht so gro3er Unterschied zwischen den eingebauten AS vor.

Um nun die Auswirkungen dieser kunstlich geschaffenen Mutation auf das Verhalten
und die Funktionalitdt des PTHR1 zu untersuchen, wurde die Mutante in X. laevis
Oozyten zur Expression gebracht, welche mithilfe von Rampen-Messungen (n=18)

Uberpruft wurde.

Durch Erhéhung des Haltepotenzials von -150 mV auf 60 mV innerhalb von 2000 ms
wurde eine charakteristische Spannungsrampe erzeugt, welche den auswarts-
gerichteten Strom bei positivem Membranpotenzial zeigt (Daten nicht dargestellt). Es
ist eine leichte Erhéhung des auswarts-gerichteten TRESK-Stromes unter Zugabe von

PTH nachzuweisen.

Auch nach Abschluss der Maju- und 1V-Messungen (siehe unten) wurde eine weitere
Rampen-Messung (n=7) durchgefiihrt (Daten nicht dargestellt), auch hier blieb der
typische TRESK-Strom erhalten und ging nach dem Auswaschen des PTH auf sein

Ausgangsniveau zurtick.

Nach dem unter 2.13.8 beschriebenen Messprotokoll wurden die Maju-Messungen
(n=18) durchgefiuihrt. Abbildung 8 A zeigt exemplarisch ein Ergebnis dieser
Messungen, hierbei wird ein Anstieg der Messwerte zum Zeitpunkt der Zugabe von
100 nM PTH ersichtlich, der nach Unterbindung des PTH-Zuflusses und
anschlieBender Zugabe der physiologischen Messlésung ND96 in einem erneuten
Absinken der Messwerte resultiert. Diese Messung dauerte insgesamt 1600 s, wobei
fur 210 s PTH (100 nM) zugegeben wurde.

Das Saulendiagramm in Abbildung 8 B stellt die ermittelten Aktivierungen unter
Zugabe von 100nM PTH des PTHR1-WT und der unterschiedlichen PTHR1-
Mutationen anschaulich gegentber. Hier zeigt sich bei der PTHR1-Mutante G452A im
Vergleich zur im Patientenkollektiv der PFE-Patienten vorkommenden Variante G452E
eine deutliche Steigerung der Aktivierung. Im Verglich zum PTHR1-WT fallt diese
jedoch geringer aus. Von den drei getesteten PTHR1-Mutanten stellt G452A diejenige

mit der grol3ten Aktivierung dar.

Durch die Zugabe von PTH ist eine Aktivierung von TRESK zusammen mit der PTHR1-
Mutante G452A von durchschnittlich 91,02% (n=18, p<0,01 Mann-Whitney-U-Test)
erzielt worden. Der Standardfehler der Aktivierung lag bei +/-26,17%. Die maximalen
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gemessenen Werte zum Zeitpunkt M (siehe Abbildung 2) lagen im Rahmen von
8,48 YA +/- 0,37 pA. Nach Unterbindung des PTH-Zuflusses und Auswaschen mit
ND96 war ein klarer Rickgang der Messwerte auf Werte von 5,24 pA+/- 3,02 pA) mit
einer Anndherung an die Ausgangswerte (durchschnittlich 4,61 pA +/- 0,16 pA) zu
beobachten.

3.4.5 Zusammenfassung der TEVC-Messungen mit TRESK und PTHR1

10

Stromstarke [HA]

N

I
| ' | '
0

WT G452E wW339* G452A

Abbildung 9 Zusammenfassung der Aktivierung von TRESK mit PTHR1

Die hellen Saulen geben je die durchschnittliche Aktivitat unter ND96 zu Beginn der Messung an, bei
den dunklen Saulen handelt es sich um die durchschnittliche Aktivitdt nach Zugabe von PTH zum
Zeitpunkt M (siehe Abbildung 2). Die Standardfehler sind durch die diinnen Balken abgebildet (n=62).

Die obenstehende Abbildung 9 fast noch einmal die in den vorangegangenen
Abschnitten dargestellten Ergebnisse zusammen. Handelte es sich in den bisherigen
Abbildungen zur Aktivierung immer um die Darstellung des n-fachen Wertes im
Vergleich zu mTRESK, so sind hier die bei den Messungen erzielten Stromstarken

[MA] dargestellt.

Die Saulen sind paarweise angeordnet, wobei jedes Sdulenpaar fir eine Variante des
PTHRZ1 steht. Die linke helle Saule gibt den jeweiligen durchschnittichen gemessenen
Wert zum Zeitpunkt A (siehe Abbildung 2) unter Zugabe des physiologischen ND96
an. Durch die rechte dunkle Saule werden die im weiteren Verlauf der Maju-
Messungen erzielten Messwerte zum Zeitpunkt M (siehe Abbildung 2) unter Zugabe
von 100 nM PTH verdeutlicht. Der jeweils zugehdrige Standardfehler ist durch den

dunnen Balken am oberen Ende der Saule angegeben.

Bei dem Vergleich der Ausgangswerte unter ND96 fallt auf, dass diese fur die im
Patientenkollektiv der PFE-Patienten vorkommenden Variationen wie den PTHR1-WT
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und die PTHR1-Mutanten G452E sowie W339* auf einem &hnlichen Niveau im Bereich
von 1,88 bis 2,31 pA liegen. Nur die zur Kontrolle erzeugte PTHR1-Mutante G452A
weist deutlich hdéhere Stromstarken im Bereich von 4,49uA +/- 0,16 pA auf. Die
Standardfehler dieser Ausgangsmesswerte liegen bei allen PTHR1-Mutanten im
Bereich von 0,14 bis 0,16 pA, wohingegen der PTHR1-WT mit 0,08 pA einen fast 50%
niedrigeren Standardfehler vorzuweisen hat. Somit weisen die im Patientenkollektiv
vorkommenden Variationen im angewandten Expressionssystem ein analoges

Ausgangsverhalten bezuglich ihrer Stromstarken auf.

Bei Betrachtung der unter Zugabe von 100 nM PTH erzielten Werte der Maju-
Messungen fallen sofort groRe Unterschiede zwischen PTHR1-WT und den
natirlichen PTHR1-Mutanten G452E und W339* auf. Die PTHR1-Mutante G452A,
welche nicht im Patientenkollektiv isoliert wurde, besticht durch ein abweichendes
Verhalten im Vergleich zu den anderen Mutanten. Das Expressionssystem mit
Koexpression des zu Uberprifenden Rezeptors zusammen mit dem lonenkanal
MTRESK zeigt, dass ihr Verhalten dem des PTHR1-WT entspricht.

Durch den Kolmogorov-Smirnov-Test wurden die ermittelten Daten auf Normal-
verteilung Gberpruft, hierbei wurden sowohl fir die PTHR1-WT-Messungen (n=17) als
auch fur die Messungen der unterschiedlichen PTHR1-Mutanten (n=13) Werte von
p<0,05 ermittelt. Bei einem p-Wert <0,05 kann nicht von einer Normalverteilung der

Daten ausgegangen werden.

Mit dem Kruskal-Wallis-Test wurde aufgrund der fehlenden Normalverteilung ein
gleichzeitiger Vergleich aller vier Gruppen beziglich der Signifikanz durchgeftihrt. Es
wurde ein Ergebnis von p<0,01 erzielt was hoch signifikant belegt, dass sich die

Gruppen unterscheiden.

Die Betrachtung der paarigen Saulen des PTHR1-WT im Vergleich zu den anderen
drei Saulenpaaren verdeutlicht, dass es sich hierbei um das Saulenpaar mit der
starksten Veranderung der Stromstarke handelt. Dies zeigt sich auch in den
experimentell erzielten Werten. Die zum Zeitpunkt M gemessenen maximalen Werte
lagen im Bereich von 9,27 pA +/-0,50 pA. Diese stehen den niedrigen
Ausgangswerten von 2,32 pA +/-0,08 HA gegentber. Wie unter 3.4.1 bereits
dargestellt, werden nach Unterbindung der Zugabe von PTH und Auswaschen des
selbigen mit ND96 fir 360 s zum Abschluss der Maju-Messungen wieder Werte im
Bereich von 4,49 YA +/- 3,32 YA erzielt, was einer Annéherung an die Ausgangswerte

deutlich macht; diese werden jedoch nicht ganz erreicht.
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Im Vergleich dazu ist die Anderung der Saulen der von Roth et al. im Patientenkollektiv
isolierten PTHR1-Mutante G452E deutlich geringer. Bei dieser noch nicht genauer
klassifizierten Variante mit unklarer Auswirkung auf die Krankheitsauspragung konnte
lediglich eine Aktivitdtsanderung um 0,22 pA ermittelt werden, wobei der
Standardfehler bei +/- 0,22 pA lag. Die maximal gemessenen Werte zum Zeitpunkt M
lagen hier bei 2,15 pA +/- 0,18 pA, was noch unter dem Niveau der Ausgangswerte
des PTHR1-WT lag. Zum Ende der Maju-Messungen wurden Werte von
1,86 pA +/- 1,84 pA erzielt. Dies verdeutlicht die signifikante Auswirkung der
missense-Mutation, welche die Funktionsfahigkeit des PTHR1, durch Einbau eines

Glutamat unterbindet.

Ein ahnliches Verhalten zeigte auch die von Roth et al. im Patientenkollektiv isolierte
und als pathogen klassifizierte PTHR1-Mutante W339*. Hier lag eine durchschnittliche
Aktivitatsdnderung von 0,22 pA vor, wobei sich der Standardfehler auf 0,11 pA belief.
Ausgehend vom ermittelten durchschnittlichen Ausgangswert zum Zeitpunkt A von
1,88 pA +/-0,14 pA wurden im weiteren Verlauf der Messungen maximal Werte von
2,15 pA +/- 0,15 pA erhoben. Der letzte erhobene Messwert, nach erfolgter
Auswaschung des zuvor zugegebenen PTH durch Zugabe von ND96 fiir 360 s, lag im
Bereich von 1,84 pA +/- 1,89 yA, was wie bereits bei der PTHR1-Mutante G452E
beobachtet, unter dem Ausgangsniveau der Messreihe lag. Diese Werte
verdeutlichen, dass resultierend aus dem Einbau eines Stopcodons die Funktion des
PTHR1 nicht mehr aufrechterhalten werden kann.

Im Vergleich dazu weist die kinstlich erzeugte PTHR1-Mutante G452A, welche nicht
bei PFE-Patienten isoliert wurde, ein interessante Reaktion auf die Zugabe von
100 nM PTH auf. Ausgehend von Messwerten im Bereich von 4,49 pA +/- 0,16 pA
werden unter der Zugabe von PTH im weiteren Verlauf steigende Werte erfasst. Diese
beliefen sich zum Zeitpunkt M auf maximale Werte von bis zu 8,48 YA +/- 0,37 YA, was
einer Aktivitatsanderung um 3,98 YA +/- 1,23 PA entspricht. Im Vergleich zum PTHR1-
WT werden also, was die Stromstarke betrifft, &hnlich hohe Werte erzielt. Zum
Vergleich, beim PTHR1-WT lagen die maximalen Werte bei 9,27 pA +/- 0,50 pA. Bei
Betrachtung der ermittelten Abschlussmesswerte nach erfolgter Auswaschung des
PTH durch Zugabe von ND96 wird deutlich, dass sich diese mit 5,24 pA +/- 3,03 pA
wieder den ermittelten Ausgangswerten anndhern, das Ausgangsniveau von
4,49 pA +/- 0,16 pA jedoch nicht ganz erreichen. Dies verdeutlicht, dass es aufgrund
der durchgefuhrten Mutation wieder zu einer Funktionsfahigkeit des Rezeptors kommt

und die Aktivitatssteigerung aufgrund der PTH-Zugabe reversibel ist.
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Nach Betrachtung des Verhaltens der verschiedenen PTHR1-Mutanten und des
PTHR1-WT wird deutlich, dass sich zwei Gruppen mit unterschiedlichen Reaktionen
auf die Zugabe von 100 nM PTH bilden lassen. Dies waren zum einen die beim
Patienten nachgewiesenen PTHR1-Mutanten G452E und W339*, zum anderen der
PTHR1-WT und die kunstlich erzeugten PTHR1-Mutante G452A.

Der Vergleich der PTHR1-Mutanten G452E mit der PTHR1-Mutante W339*
verdeutlicht, dass sie nicht nur ahnliche Ausgangswerte haben, sondern auch die
Anderung der Aktivitat fast gleich ausfallt. Bei den zum Zeitpunkt M gemessenen
Werten wurde mit 2,15 pA der identische Wert ermittelt. Auch das Verhalten nach der
Unterbindung der PTH-Zugabe und der abschlieRenden Umspullung der Oozyte mit
physiologischem ND96 zeigt bei beiden Mutanten ein Absinken der Werte unter das

Niveau der Ausgangswerte.

Im Gegensatz dazu unterschieden sich der PTHR1-WT und die PTHR1-Mutante
G452A stark in ihren Ausgangswerten. Bei der PTHR1-Mutante G452A waren diese
fast doppelt so hoch wie beim PTHR1-WT und lagen damit tendenziell im Bereich der
zwei im vorangegangen Absatz beschriebenen Mutanten. Jedoch rechtfertigt die
Reaktion auf die Zugabe von 100 nM PTH die Zusammenfassung der zwei PTHR1-
Varianten zu einer Gruppe. So weisen beide zum Zeitpunkt M eine klare Steigerung
ihrer Aktivitat auf. Die kinstliche PTHR1-Mutation G452A hatte im Vergleich zum
PTHR1-WT zwar eine deutlich geringere Anderung vorzuweisen, doch lag diese weit
uiber dem Niveau der Anderungen der anderen gemessenen PTHR1-Mutanten. Auch
die maximal gemessenen Werte lagen nah beieinander. Bei der Analyse des
Verhaltens nach Beendigung der PTH-Zugabe und anschlieender Auswaschung
desselben mit ND96 fir 360 s zeigt sich, dass sich die abschlieRend erfassten
Messwerte bei beiden PTHR1-Varianten wieder dem Ausgangsniveau anndhern,
wobei die Annaherung bei der PTHR1-Mutante G452A starker ausgepragt ist. Hier
wurden abschlieBRende Werte erzielt, die nur 0,75 pdA dber dem mittleren
Ausgangswert lagen, wohingegen beim PTHR1-WT noch fast doppelt so hohe Werte

wie zu Beginn der Messung vorlagen.

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass es bei den im Kollektiv der
PFE-Patienten isolierten Mutanten G452E und W339* aufgrund der missense- und
nonsense-Mutationen kaum zu einer Anderung der Aktivitat nach Zugabe von 100 nM
PTH kam, wohingegen beim PTHR1-WT ebenso wie bei der kinstlich erzeugte

PTHR1-Mutante G452A eine deutliche Aktivitdtsanderung nachweisbar war.
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3.4.6 Reproduktion der TEVC-Ergebnisse mit dem Expressionssystem TASK
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Abbildung 10: TEVC-Ableitungen von TASK-Stromen mit PTHR1 Wildtyp

(A) Rampe von -150 bis +60 mV; (B) Langzeitableitung (10 Min) zeigt den Zeitverlauf der verstarkten
Inhibierung von TASK1 durch PTH-Applikation; (C) Quantifizierung der PTH-induzierten TASK-Stréme
(n=11).

Neben der Verwendung von TRESK als Expressionssystem fiir die Uberprufung der
Reaktion des PTHR1 auf 100 nM PTH, gibt es noch weitere mogliche lonenkanale die
als Expressionssysteme angewandt werden kodnnen. Exemplarisch wurden
Messungen mit dem lonenkanal TASK durchgefiihrt, welcher im Gegensatz zum

TRESK inhibiert wird.

Bei TASK1 handelt es sich ebenfalls um ein Mitglied der K2p-Familie, das selektiv fur
K*-lonen ist und so Hintergrund- oder Leckstréme von Zellen bildet (Lotshaw, 2007).
Daruiber hinaus lasst sich TASK durch Anderungen des extrazellularen pH-Wertes
beeinflussen, diese Sensitivitat liegt bereits in einem Bereich nahe des
physiologischen pH-Wertes vor (Duprat et al., 1997). Auch besteht die Mdglichkeit,
den Kzp-Kanal Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zu regulieren, dies geschieht
Uber die Verwendung von Neurotransmittern (Mathie, 2007). Ein Beispiel hierfir stellt
der Neurotransmitter Serotonin dar, der voraussichtlich Gber die Aktivierung der a-
Untereinheit des Gag-gekoppelten Rezeptors zur Hemmung der TASK-Strome fuhrt
(Chen et al., 2006; Washburn et al., 2002).

Fur die Untersuchung des Verhaltens von TASK zusammen mit PTHR1 wurden alle
Protokolle und Messungen analog zu denen in dieser Arbeit bereits fir das Vorgehen
bei TRESK beschriebenen Weise durchgefihrt.
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Die entsprechenden RNAs wurden in Oozyten von X. laevis im Verhaltnis 1:1 injiziert
und fur zwei Tage im Brutschrank inkubiert. Um die erfolgreiche Expression zu
Uberprufen, wurden zu Beginn der TEVC-Messungen Spannungsrampen von -150mV
bis +60mV durchgefuhrt, diese dienten der Darstellung der Strom-
Spannungsbeziehung. Fir die weiteren Messungen wurden nur diejenigen Oozyten
herangezogen, die ein konstantes Umkehrpotenzial zwischen -60 mV und -100 mV

aufwiesen und somit den TASK-Strom ausreichend stark exprimierten.

Bei den folgenden Maju-Messungen wurden ausgehend vom einem Haltepotenzial
von -60 mV in Abstdanden von 3 s, Messwerte mit den Veranderungen bei einem
Potenzial von +30 mV erhoben. Ebenso wie bei den TRESK-Messungen wurden diese
zuerst unter physiologischem ND96 durchgefiihrt bevor fur 90s 100 nM PTH
zugegeben wurde. Zum Auswaschen des PTH wurde abschlie3end wieder ND96

zugegeben.

Die Ergebnisse dieser Messungen mit PTHR1-WT sind exemplarisch in Abbildung
10 A dargestellt. Es zeigte sich, dass es unter der Zugabe von 100 nM PTH zu einem
Absinken der erhobenen Messwerte aufgrund der Inhibierung von TASK um
durchschnittlich 52,02% +/-3,98% kam. Durch das Auswaschen mit ND96 konnte im
Anschluss ein Wiederanstieg der Messwerte auf 4,81 pA +/-1,52 pA erzielt werden.
Dies entspricht einer Annaherung an die Ausgangswerte, welche im Bereich von
5,28 pA +/-1,67 pA lagen. Im Verlauf der gesamten Messungen wurden resultierend
aus der Inhibierung der TASK-Strome die minimalsten Werte mit durchschnittlich
2,41 YA +/-1,67 pA erfasst.

Dieser Versuchsaufbau wurden analog auch mit den PTHR1-Mutanten G452E, W339*
sowie G452A getestet.
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Abbildung 11: TEVC-Ableitungen von TASK-Stromen

(A) Langzeitableitung (10 Min) zeigt den Zeitverlauf der verstarkten Inhibierung von TASK1 durch PTH-
Applikation bei den unterschiedlichen PTHR1-Variationen; (B) Quantifizierung der PTH-induzierten
TASK-Strome (n=58).

Die obenstehende Abbildung 11 A gibt einen Uberblick tber die erzielten Ergebnisse
der Maju-Messungen bei den unterschiedlichen PTHR1-Variationen. In Abbildung
11 A (1) ist ein deutliches Absinken der gemessenen Stromstarke nach Zugabe von
100 nM PTH zu erkennen. Nach Beendigung der PTH-Zugabe ist ein Wiederanstieg

der Messwerte zu verzeichnen.

Bei den Messungen der PTHR1-Mutante G452E zusammen mit TASK (siehe
Abbildung 11 A (2)) ist ein solches Absinken der Messwerte nicht zu erkennen. Die
prozentuale Veranderung im Vergleich zum Ausgangswert lag durchschnittlich bei
9,33% +/-5,55%, dieser befand sich in einem Bereich von 3,53 pA +/-1,18 pA. Das
beim Betrachten der obenstehenden exemplarischen Maju-Messung beobachtete
Ausbleiben des Absinkens der Kurve l&sst sich auch statistisch belegten. So wurden
im Verlauf der Messungen unter PTH-Zugabe nur minimale Werte von 3,12 pA +/-
1,04 pA gemessen, welche somit knapp unter dem Ausgangswert liegen. Ein Absinken
der Werte, welche den Ruckschluss auf eine Inhibierung des TASK-Stromes zur Folge
hatte, blieb somit aus.

Ein ahnliches Verhalten zeigte die in Abbildung 11 A (3) dargestellte PTHR1-Mutante
W339*. Hier lag die prozentuale Veranderung zum Ausgangswert bei durchschnittlich
0,80%. Die ermittelten Werte lagen zu Beginn bei 4,51 pA +/-1,13 pA und veranderten
sich im weiteren Verlauf unter PTH-Zugabe auf Werte von 4,52 pA +/-1,13 A um am
Ende der Messung Werte von 4,69 pA +/-1,17 pA vorzuweisen. Das Vorliegen eines
ausreichend starken TASK-Stromes, war zuvor durch Rampen-Messungen uberprift

worden.
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Im Gegensatz dazu zeigt der Verlauf der PTHR1-Mutante G452A ein Absinken der
Messwerte unter der Zugabe von 100 nM PTH. Dieses Verhalten spiegelt sich
aufgrund der groRen Standardabweichung von 15,39% nicht eindeutig im
Saulendiagramm (siehe Abbildung 11 B) wieder. Es wurden jedoch in den
durchgefuihrten Messungen Inhibierungen des TASK-Stromes um bis zu 38,96%

erzielt.

Dies steht im Gegensatz zu den ermittelten Werten der PTHR1-Mutanten G452E und
W339* bei denen lediglich Werte von 0,80 bis 9,33% Inhibierung, bei Standardfehlern

von 5,55 bis 8,66%, erzielt wurden.

Durch die Verwendung von TASK als weiteres Expressionssystem konnten gezeigt
werden, dass die mit TRESK erzielten Ergebnisse auch unter Verwendung des von

TASK genutzten Gs-Signalweges reproduzierbar sind.
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4 Diskussion

4.1 Ursachen der PFE

Durch die von Frazier-Bowers und Roth et al. durchgefihrten Studien, zur Analyse der
Genstruktur des PTHR1 bei Patienten mit, nach den Kriterien von Proffit und Vig
(1981), diagnostizierter PFE, konnten zahlreiche PTHR1-Mutationen isoliert werden.
Diese Mutationen standen im Verdacht fur die Entstehung der PFE verantwortlich zu

sein.

Wahrend einige PTHR1-Mutationen bereits als pathogen klassifiziert sind, wie die
PTHR1-Mutante W339*, so bedirfen andere noch der Abklarung bezuglich ihrer
Pathogenitat und ihres Einflusses auf die Entstehung und Auspragung einer PFE. Fur
die missense-Mutation G452E des PTHR1, welche von Roth et al. (2014) im
Patientenkollektiv isoliert wurde, erfolgte der Nachweis im Rahmen dieser Arbeit.

Dartber hinaus wurde elektrophysiologisch das Verhalten der bereits als pathogen
klassifizierten PTHR1-Mutation W339* untersucht und mit Hilfe der kiinstlich erzeugten
PTHR1-Mutante G452A erfolgte eine Kontrolle der Messungen mit der PTHR1-
Mutante G452E.

4.1.1 Die PTHR1-Mutante G452E und ihre Rolle bei der PFE

Die Ergebnisse der TEVC-Messungen der PTHR1-Mutante G452E, welche einen AS-
Austausch von Glycin zu Glutamat zur Folge hat, zeigen einen signifikanten
Unterschied bei der Reaktion auf 100 nM PTH im Vergleich zum PTHR1-WT.

Die geringe Anderung der Aktivitat des TRESK-Stromes um lediglich 5,77% machen
deutlich, dass der RTHR1 aufgrund der Mutation nicht mehr funktionstiichtig ist. Eine
Reaktion in Form einer Aktivierung des mTRESK blieb aus. In den durchgefuhrten
Maju-Messungen konnte kein Anstieg der Messwerte durch einen auswarts-
gerichteten K*-Strom aufgezeichnet werden. Selbiges gilt fir die Rampen- und IV-

Messungen.

Aufgrund der Mutation im siebten Transmembranbereich des PTHR1 kam es zu einem
kompletten Funktionsverlust des Rezeptors. Eine mogliche Ursache hierfir liegt in der
ausgetauschten AS. War zuvor an der AS-Sequenzstelle der Code fur die einfache AS
Glycin vorhanden, die nicht Gber Seitenketten verflgt und hydrophil ist, so wurde diese

durch Glutamat ersetzt. Das Glutamat weist in seiner Struktur eine lange Seitenkette
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auf und verfugt Uber die doppelte molare Masse wie das Glycin. Hinzu kommt, dass
die neu eingebaute AS nur schlecht wasserl6slich ist. Diese Unterschiede in Struktur
und Eigenschaften der AS machen deutlich, weshalb sich das Verhalten des PTHR1

hin zum volligen Funktionsverlust ge&ndert hat.

Die analog mit TASK durchgefihrten Messungen der PTHR1-Mutante G452E
bekraftigen dieses Ergebnis, da auch bei diesem Versuchsaufbau nur eine prozentuale
Veranderung der Aktivitat um 9,33% im Vergleich zu den Ausgangswerten erzielt

wurde.

Diese Ergebnisse bestatigen somit die Vermutung, dass es sich bei der PTHR1-
Mutante G452E um eine pathogene Variante handelt. Die Austauschmutation G452E
war bereits bei PFE-Patienten nachgewiesen worden und konnte somit im Rahmen
dieser Arbeit als eindeutig pathogen klassifiziert werden. Dies geht auch aus den von
Subramanian et al. (eingereicht 2016) durchgefuihrten Messungen an HEK-Zellen

hervor.

4.1.2 Die PTHR1-Mutante W339* und ihre Rolle bei der PFE

Mit der PTHR1-Mutante W339* wurde eine bereits in der Literatur als pathogen
klassifizierte Variante des PTHR1 untersucht (Roth et al., 2014). Die natirlich
vorkommende proteinogene AS Tryptophan verfugt tber in ihrer Seitenkette Cber ein
aromatisches Indol-Ringsystem und zeichnet sich durch ihr lipophiles Verhalten aus.
Da es sich bei der PTHR1-Mutante W339* um eine Mutante mit Abbruch der
Translation in der vierten Transmembrandomane des Rezeptors handelt, ist es nicht

verwunderlich, dass dies zu einem kompletten Funktionsverlust des PTHRL1 flhrt.

Dieses Ergebnis wurde mit den TEVC-Messungen bestétigt. Zwar wies die PTHR1-
Mutante W339* eine Anderung der Messwerte um 12,54% auf, doch lag auch hier mit
5,09% ein verhaltnismaRig grolRer Standardfehler vor. Bei Betrachtung der unter 3.4.3
aufgeflihrten realen Messwerte wird deutlich, dass die Prozentangabe einen falschen
Eindruck vermittelt und die Anderung der Aktivitat der Kombination von mTRESK mit
PTHR1-Mutante W339* sehr gering ausfallt.

Bei der Betrachtung der Maju-Messungen wird deutlich, dass es nicht zu einem K*-
Auswartsstrom bedingten Anstieg der Werte kommt. Auch die Rampen- und IV-

Messungen verhalten sich entsprechend.
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Identische Beobachtungen konnten auch bei den durchgefihrten Messungen mit
TASK-Strémen erzielt werden, bei denen die Inhibierung lediglich 0,80% betrug, was

Messwerten von 0,18 YA entspricht.

Diese Ergebnisse bestatigen die bereits in der Literatur verdffentlichte Annahme, dass
es sich bei der PTHR1-Mutante W339* um eine pathogene Variation des PTHR1
handelt und werden ebenfalls durch die HEK-Zellmessungen von Subramanian et al.
(eingereicht 2016) bestétigt.

4.1.3 Die PTHR1-Mutante G452A und ihre Rolle bei der PFE

Waéahrend es sich bei den anderen untersuchten PTHR1-Mutationen um nattrlich
vorkommende Variationen handelt, wurde die PTHR1-Mutante G452A im Labor

erzeugt, um die Ergebnisse von G452E zu uUberprifen.

Die naturlich vorkommende AS Glycin wurde durch eine AS mit &hnlichen
Eigenschaften ersetzt. Zwar besitzt Alanin eine kurze Seitenkette, doch unterscheidet
diese sich nur um ein CHs-Gurppe von der Struktur des reguldr vorkommenden
Glycins. Auch hinsichtlich der Ldslichkeit in Wasser liegen keine Unterschiede vor,
beide AS sind gut in Wasser l6slich. Gleiches gilt fir die Molare Masse, welche sich

bei den beiden AS nicht wesentlich unterscheidet.

Aufgrund des hier vorliegenden AS-Austausches von Glycin zu Alanin im Vergleich
zum PTHR1-WT konnte ein Anstieg der Aktivitdt des PTHR1 in Kombination mit
MTRESK unter Zugabe von 100 nM PTH erzielt werden. Dieser lag mit 91,02%
signifikant Uber den Ergebnissen der anderen untersuchten PTHR1-Mutanten. Die
Maju-Messungen zeigen deutlich einen K*-Auswartsstrom bedingten Anstieg der
ermittelten Messwerte sowie ein erneutes Absinken der Aktivitat nach Unterbindung
der PTH-Zugabe mit Anndherung an die Ausgangswerte.

Dies lasst den Schluss zu, dass die PTHR1-Mutante G452A trotz AS-Austausches zu
einem funktionstiichtigen PTHR1 fahrt, obgleich die Aktivitat deutlich hinter dem
PTHR1-WT mit 260,47% zuriickbleibt.

Bei den Messungen der TASK-Strome konnte dieses Ergebnis aufgrund einer grof3en
Standardabweichung von 15,39% nicht eindeutig bestatigt werden. Es wurden aber
Messungen mit prozentualen Veranderungen von bis zu 38,96% erzielt, welche somit
ein analoges Verhalten der PTHR1-Mutante G452A zu ihrem Verhalten bei

Messungen unter Verwendung von TRESK aufweist.
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Im Hinblick auf die oben dargestellten sehr &hnlichen Eigenschaften der beiden
ausgetauschten AS ist dieses Verhalten des PTHR1 darauf zurtickzufihren, dass
dieser AS-Austausch kaum einen Einfluss auf die Proteinstruktur des Rezeptors hat

und somit dessen Funktionalitat nicht beeinflusst.

Dies steht im Gegensatz zur PTHR1-Mutante G453E, bei der durch den Einbau einer
wesentlich gréReren AS die Proteinstruktur starker beeinflusst wird und es so zu einem
Funktionsverlust des Rezeptors kommt. Mit dem Vergleich der PTHR1-Mutanten
G452E und G452A wird deutlich, wie sehr eine Punktmutation die Funktion eines
kompletten Rezeptors zerstort und so zum Krankheitsbild der PFE fuhren kann.

4.2 lonenkandle als Monitor flr Rezeptorstérungen

Die Ergebnisse dieser Arbeiten machen deutlich, wie sich Aussagen uber
Rezeptorstérungen durch eine Koexpression von zu Uberprifenden Rezeptoren

zusammen mit lonenkanalen erzielen lassen.

Enyedi (2012) zeigte, dass sich TRESK-Strome durch Agonisten von Ggq-Protein-
gekoppelten Rezeptoren um ein vielfaches erhéhen lassen, als Beispiel wurde eine

Aktivierung des M1-cholinergen-Rezeptors genannt.

Die Daten von Mathie (2007) zeigen, dass die TRESK-, TREK und TASK-Familien von
G-Protein-Rezeptor-gekoppelten Prozessen reguliert werden kénnen. Da TRESK-
Kanéale durch eine Erhéhung des intrazellularen Ca?*-Spiegels aktiviert werden, fihren
Prozesse, die einen solchen Anstieg nach sich ziehen, zu einer Aktivierung von
TRESK.

Dies kann durch Gg-gekoppelte Rezeptoren geschehen (Czirjak et al., 2004; Mathie,
2007). Nachdem der Ligand an den Rezeptor gebunden hat, kommt es zur
Konformationsanderung des Rezeptors mit Abspaltung der Gq-Untereinheit. Dies fuhrt
zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC), welche im weiteren Verlauf das
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP2) spaltet. Es entstehen Inositoltriphosphat
(IP3) und Diacylglycerol (DAG). Das erzeugte IP3 fuhrt zur Freisetzung von Ca?* aus
intrazellularen  Speichern, welches im weiteren Verlauf Calcineurin, eine
Calcium/Calmodulin-abhangige Phosphatase, aktiviert, welche den TRESK-Kanal
dephosphoryliert (Czirjak & Enyedi, 2006; Czirjak et al., 2004).

Mathie (2007) zeigte, dass auch fur TASK, neben der Regulation der Aktivitat durch

Anderung des extrazellularen pH-Wertes, die Moglichkeit einer Regulation tber G-
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Proteine-gekoppelte Rezeptoren besteht (Duprat et al., 1997). Der Neurotransmitter
Serotonin stellt hierflir ein Beispiel dar. Die Hemmung der TASK-Stréme resultiert hier
vermutlich aus der Aktivierung der Gg-Untereinheit des G-Protein-gekoppelten
Rezeptors (Chen et al., 2006; Washburn et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Klasse |l secretin-like G-Protein-Rezeptor fir das
Parathormon zusammen mit TRESK beziehungsweise TASK exprimiert. Da die
Hauptaufgabe von G-Protein-Rezeptoren in der Signaltransduktion von extra- nach
intrazellular liegt, fuhrte die Stimulation des PTHR1, durch extrazellulares PTH,
intrazellular Gber Gs-Proteine zu einer Aktivierung der Adenylatzyklase
beziehungsweise Uber Gg-Proteine zur Stimulation des Phospholipase-C-Weges
(Rassow, 2012). Basierend auf der Tatsache, dass TRESK Uber den Gg-gekoppelten
Rezeptor aktiviert werden kann, resultiere eine Aktivierung des PTHR1 durch die
Zugabe von 100 nM PTH in einer Aktivierung des TRESK- beziehungsweise in einer
Inhibierung des TASK-Stromes (Czirjak & Enyedi, 2006; Czirjak et al., 2004; Kollert,
2015).

Die verwendeten lonenkanédle TRESK und TASK aus der Kzp-Familie, konnten auf
diesem Wege dazu beitragen, die Mutation im Parathormonrezeptor funktionell zu
Uberpriufen. So wurden die Pathogenitat, wie auch die fehlende Pathogenitat der
verschiedenen PTHRI1-Mutationen nachgewiesen, wodurch der Weg fur eine

eindeutige Diagnostik und zielfiihrende Therapie der PFE geebnet wird.

4.3 Therapie der PFE

Die erfolgreiche Therapie der PFE setzt eine interdisziplindre Zusammenarbeit voraus
um fur den Patienten ein zufriedenstellendes Ergebnis zu erzielen (Stellzig-Eisenhauer
et al., 2010).

Nach dem heutigen Stand der Wissenschaft stellt die Extrusionstherapie keine
Therapieoption bei der PFE mehr dar, da es aufgrund der angewandten
orthodontischen Krafte zu einer Ankylose des betroffenen Zahnes kommt (Proffit &
Vig, 1981; Raghoebar et al., 1989). Dadurch wird das Knochenwachstum des
betroffenen Kieferknochenabschnittes noch mehr gehemmt, als dies ohnehin schon
aufgrund der PFE der Fall ist. Die Tatsache, dass die Zahne nicht auf Extrusionskrafte
reagieren, lasst zu dem Schluss kommen, dass es sich bei der durch die PTHR1-
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Mutation verursachte PFE um ein dauerhaftes Problem handelt, welches nicht nur zum

Zeitpunkt des physiologischen Zahndurchbruches vorliegt (Aruna et al., 2014).

Unabhangig von der zu unterlassenden Extrusionstherapie sollte aber dennoch, vor
allem aufgrund der durch die PFE verursachten Wachstumshemmung, eine frihzeitige
kieferorthopadische Uberwachung und Behandlung stattfinden.

Auch wenn eine kieferorthopadische Behandlung von Kindern und Jugendlichen, die
sich noch im Wachstum befindlichen, vorerst nicht zu einer Wiederherstellung der
vollstandigen Kaukraft und der Einstellung der Z&hne in die Okkklusionsebene fihrt,
so kann doch bis zum Abschluss des vertikalen Wachstums bereits mittels
Funktionskieferorthopadie das Wachstum der Kiefer angeregt werden und so die
intermaxillare Beziehung hin zu einer Skelettale Klasse | angestrebt werden. Auf diese
Weise werden die Grundlagen fir eine physiologische Entwicklung des
stomatognathen Systems geschaffen.

Durch eine interdisziplinare Zusammenarbeit zwischen Kieferorthopadie, Prothetik,
Mund-Kiefer-Gesichts- und Oralchirurgie kann ein individuell auf den Patienten
abgestimmter Therapieplan erstellt werden, der auf dessen Bedurfnisse und Wiinsche
hinsichtlich Funktionalitdt, Kaukomfort und Art der prothetischen Versorgung
ausgerichtet ist. Die Einbeziehung des Patienten in die Therapieplanung tragt hierbei

wesentlich zur Akzeptanz des Ergebnisses bei.

Eine mogliche chirurgische Therapie stellt die Repositionierung des gesamten
Alveolarsegmentes samt der betroffenen Zahne unter Vermeidung eines Nervus-
alveolaris-inferior-Traumas dar (Piattelli & Eleuterio, 1991). Diese Gefahr besteht vor
allem im Hinblick auf die Tatsache, dass die von PFE betroffenen Zéhne meist im

basalen Teil der Mandibula angelegt sind.

Hinsichtlich prothetischer Versorgung ist es in nicht so schwergradigen Fallen mdglich
die Zahnkronen, sofern diese das Gingivaniveau erreicht haben und die Gingiva
durchbrochen wurde, mit Onlays, Kronen und/oder Bricken oder durch
Teleskoparbeiten so zu versorgen, dass mithilfe der prothetischen Versorgung eine
durchgangige Okklusionsebene geschaffen werden kann. Dabei muss auch hier auf
ein abgeschlossenes vertikales Wachstum geachtet werden, bevor die definitive

Versorgung vorgenommen werden kann (Yatani et al., 1998).
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Auch die Extraktion der betroffenen Zahne mit anschlieendem Knochenaufbau oder
Segmentosteotomie und anschlie3ender implantat-prothetischer Versorgung kann

eine Therapieoption darstellen (Frazier-Bowers et al., 2007; Piattelli & Eleuterio, 1991).

4.4 Moglichkeiten der Diagnostik der PFE

Grundlage fur samtliche Behandlungs- und Therapieoptionen ist die richtige und
frhzeitige Diagnose der PFE. Pilz et al. (2014) konnten zeigen, dass bereits das
Vorliegen von sechs der von Proffit und Vig im Jahre 1981 aufgestellten Merkmale

einer PFE eine eindeutige Zuordnung der Erkrankung ermdglichen.

Aufgrund der von Roth et al. sowie Frazier-Bowers erzielten Isolierung von zahlreichen
mit PFE assoziierten PTHR1-Mutationen im Genom der betroffenen Patienten ist es
nun maoglich, eine gesichertere Diagnose zu stellen (2014; 2014). Dies erlaubt bei
neuen Patienten, bei denen die von Proffit und Vig aufgestellten Kriterien hinsichtlich
oralem und rontgenologischem Befund zutreffen, die Sicherung der Diagnose mittels
Genanalyse. Dies hat zur Folge, dass aussichtslose kieferorthopédische Therapien
unterlassen werden und die Patienten von vornherein entsprechend der Diagnose PFE

zielfihrend therapiert werden kdnnten.

Die Diagnose mittels Genanalyse kann zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht alle PFE-
Falle eindeutig diagnostizieren, da es unter denen von Roth et al. (2014) aufgezeigten
PTHR1-Mutationen noch Varianten gibt, die noch nicht hinsichtlich ihrer Pathogenitét
getestet wurden. Diese wurden zwar bei PFE-Patienten isoliert, bedurfen aber noch
einer weiteren Uberpriifung. Des Weiteren konnte Frazier-Bowers (2014) Falle
aufzeigen, bei denen zwar im Genom eine PFE-spezifische Mutation des PTHR1

vorlag, es jedoch nicht zur ph&notypischen Auspragung kam.

Es ist somit fraglich, ob bereits jetzt alle PFE-Falle eindeutig mittels Genanalyse
diagnostiziert werden kénnen. Fir die PTHR1-Mutationen G452E und W339* konnte
in dieser Arbeit ein signifikanter Funktionsverlust des PTHR1 nachgewiesen werden.
Somit ist nach erfolgter Detektion dieser Mutanten in der Genanalyse die klare

Diagnose einer PFE zu stellen.

Ob es neben den bekannten PTHR1-Mutationen noch Variationen oder gar noch
andere Ursachen fur die Entstehung einer PFE gibt, muss noch abschlie3end geklart
werden. Diese Vermutung wurde bereits von Frazier-Bowers (2014) aufgestellt, da
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unter den untersuchten PFE-Patienten auch Patienten ohne funktionelle Mutationen

des PTHR1 waren, die dennoch eine PFE aufwiesen.
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5 Zusammenfassung

Die von Proffit und Vig (1981) als Primary Failure of Eruption (PFE, Primére
Durchbruchstérung) klassifizierte Zahndurchbruchstdérung resultiert klinisch haufig in
schwergradigen Auswirkungen. Hierbei handelt es sich um Beeintrachtigungen des
Wachstums des Alveolarfortsatzes, ebenso wie Dilazerationen, grol3e vertikale
Defekte und schwergradige lateral offene Bisse.

Die eindeutige Diagnostik und Abgrenzung der PFE von anderen
Zahndurchbruchstérungen gestaltete sich bis zur Bestimmung der zugrunde liegenden
Ursachen als sehr schwierig. Aufgrund von Fehldiagnosen kam es héaufig zu
Behandlungsmisserfolgen.

Um die PFE schneller und spezifischer diagnostizieren zu kénnen, ist das Wissen tber
die zugrunde liegenden Mutationen des Parathormonrezeptor 1- Genes (PTHRL1-

Genes), welche bei PFE-Patienten isoliert wurden, von grof3er Bedeutung.

Im Zuge vorangegangener Studien wurden bereits einige Mutationen des PTHR1 als
pathogen klassifiziert, hierzu zahlt die PTHR1-Mutante W339*, eine Abbruchmutante,
welche auf einem Basenaustausch beruht. Darlber hinaus liegen Daten zu potenziell
pathogenen  Genvariationen, wie die PTHRI1-Mutante @ G452E, eine
Aminosaureaustausch-Mutante, vor. Der Nachweis ihrer Pathogenitat wirde die

Diagnosestellung sichern.

Um die Pathogenitat der PTHR1-Variationen nachweisen zu kdnnen, wurde ihre RNA
in X. laevis Oozyten injiziert. Der PTHR1 wurde zusammen mit mMTRESK, einem
Kaliumkanal, exprimiert und im Anschluss auf sein Verhalten bei Zugabe von 100 nM

Parathormon (PTH) mit elektrophysiolgischen Messungen untersucht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die bei nicht an PFE
erkrankten Menschen vorkommende Variante des PTHR1 (PTHR1-WT) eine
Aktivierung von 260,47% im Vergleich zu den Ausgangswerten unter einer
physiologischen Lésung (ND96) zeigte. Im Gegensatz dazu konnte bei der bereits als
pathogen Kklassifizierten PTHR1-Variation W339* kein signifikanter Anstieg der
Aktivitdt unter PTH-Zugabe nachgewiesen werden. Fir die potenziell pathogene
PTHR1-Mutante G452E konnte ebenfalls keine signifikante Aktivitatssteigerung als

Reaktion auf die Zugabe des Agonisten PTH nachzuweisen ermittelt werden.

Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass es sich bei der PTHR1-Mutante G452E

ebenfalls um eine pathogene Variation des PTHR1-Genes handelt, genauso wie bei
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der als pathogen klassifizierten Variation W339* des PTHR1, da beide in den

durchgefiihrten Messungen dasselbe Verhalten zeigen.

Die als Kontrollgruppe kinstlich erzeugte Mutante G452A des PTHR1 zeigte hingegen
eine signifikante Aktivierung von 91,02% im Vergleich zu den gemessenen
Ausgangswerten unter physiolgischem ND96. Durch einen einfachen
Aminosaureaustausch wurde die Basensequenz des Rezeptors so verandert, dass die
Funktion trotz der Mutation wieder hergestellt werden konnte. Dies geschah durch den
Einbau eines Alanins anstelle des naturlich vorkommenden Glycins. Im Gegensatz zu
dem Einbau von Glutamat, bei der im Patientenkollektiv isolierten PTHR1-Mutante

G452E, bei welcher die Funktionsfahigkeit nicht mehr vorliegt.

Die gemessene Aktivitat ist zwar geringer als beim WT, legt aber nahe, dass es im
Falle dieser kinstlichen Mutation nicht zu einer Krankheitsauspragung kommt, da die
Reaktion in ihrer Gesamtheit der des PTHR1-WT entspricht. Dies wird auch durch die
signifikante Erh6hung des auswarts-gerichteten K*-Stromes deutlich, der sich analog
zum gesunden PTHR1 verhdlt. . Es konnte somit die Funktionsfahigkeit der
kinstlichen PTHR1-Mutante G452A nachgewiesen werden. Die gesamten erzielten
Ergebnisse waren durch die Abbildung von klinischen Befunden auf molekularer
Ebene in Oozyten mdglich. Durch die Kombination eines Kalium-Kanales mit dem
krankheitsspezifischen Rezeptor konnte das Verhalten des Rezeptors anhand des
mittels TEVC-Messungen ermittelten Verhaltens des Kalium-Kanales abgebildet

werden.

Bei dem verwendeten Kalium-Kanal handelte es sich um mTRESK, welcher mit dem
Parathormonrezeptor 1 zusammen exprimiert wurde. Durch die Zugabe des
spezifischen Rezeptoragonisten PTH kam es bei den funktionsfahigen Variationen des
Rezeptors zu einer Konformationsdnderung des G-Proteins. Diese resultierte im
weiteren Verlauf in einem Anstieg des intrazellularen Calcium-Spiegels und einer
Aktivierung von Calcineurin. Die Dephosphorilierung des Kalium-Kanales mTRESK,

welche zu einer Aktivitatssteigerung des Kanals fiihrte, war die Folge.

Dies verdeutlicht, wie auch zukinftig durch die Kooexpression von
krankheitsspezifischen Rezeptoren und elektrophysiologisch ableitbaren Stromen, die
Bedeutungen und Auswirkungen von Mutationen auf molekularer Ebene funktionell

nachgewiesen werden kdnnen.

Die vorliegende Arbeit erbringt somit unter Verwendung dieses Expressionssystems

den Nachweis dafir, dass es sich bei der im Patientenkollektiv isolierten PTHR1-
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Mutante G452E um eine pathogene Variation des PTHR1-Genes handelt. Zudem
konnten die vorangegangenen Ergebnisse, wonach es sich bei der ebenfalls im
Patientenkollektiv isolierten PTHR1-Mutante W339* um eine pathogene Mutation

handelt bestétigt werden.

Patienten mit diesen Genvariationen kdnnen somit eindeutig die Diagnose PFE

erhalten und entsprechend zielfihrend therapiert werden.
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