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1. Einleitung

1.1 Uberblick

Rezeptoren sind Proteinkomplexe, die sowohl Uber eine Erkennungs- als auch
Uber eine Signalfunktion verfiigen und so einer Zelle ermdglichen, extrazellulare
Reize zu empfangen und mit einer spezifischen Antwort auf diese zu reagieren.
Auf diese Weise ist es einer Zelle in einem multizellularen Organismus maoglich,
Zellkommunikation mit anderen Zellen oder mit ihrer Umwelt zu betreiben und
damit die physiologische Homdostase des Organismus aufrecht zu erhalten.

In eukaryotischen Zellen werden zytosolische und membranstandige
Rezeptoren unterschieden. Die Parathormon-Rezeptoren sind
membranstandige Rezeptoren mit sieben Transmembrandomé&nen. Zudem sind
sie an G-Proteine gekoppelt und gehoéren zur Superfamilie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Bis heute sind drei Parathormon-Rezeptor-
Typen bekannt, ihre Liganden PTH, PTHrP und TIP39 sind Peptide bzw.

Peptidhormone.

1.2 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Die Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) stellt die gréRte
membranstandige Rezeptorfamilie dar. Im menschlichen Genom wurden Uber
800 Gene, die fir GPCRs codieren, identifiziert (Pierce et al. 2002, Hill 2006).
Sie vermitteln die Effekte von vielen, sehr unterschiedlichen Liganden wie
Lichtquanten, lonen, Duftstoffen, kleinen Molekilen und Proteinen (Bockaert
und Pin 1999). Diese Vielfalt spiegelt die Bedeutung der GPCRs in vielen
verschiedenen physiologischen Prozessen wider und erkléart die zentrale Rolle,
die GPCRs in der Medizin spielen: Viele Erkrankungen lassen sich auf
Mutationen in GPCR-Genen zurlckfihren und etwa die Halfte aller modernen
Medikamente wirken auf GPCRs (Gilchrist 2010, Pape et al. 2014).



Obwohl GPCRs sehr unterschiedliche Primarstrukturen aufweisen, teilen sie
einige gemeinsame Strukturmerkmale: Die hochkonservierte Grundstruktur wird
von sieben 20-25 Aminosauren umfassenden hydrophoben Doméanen gebildet,
die die Plasmamembran a-helikal durchspannen und durch je drei alternierende
intra- und extrazellulare Schleifen verbunden sind. Der Amino-Terminus
befindet sich extrazellular, der Carboxyl-Terminus intrazellular. (Strader et al.
1994, Strader et al. 1995)

extrazellular

OO

XOOOOOOOOOO

CAAXN XX N

intrazellular

Abb. 1-1: Schematische Darstellung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors

Die  Grundstruktur eines  G-Protein  gekoppelten Rezeptors besteht aus sieben
Transmembrandoméanen (TM1-TM7), welche durch je drei intra- und extrazellulare Schleifen (i1-i3,
el-e3) verbunden sind. Weiter besitzen GPCRs einen extrazelluldren N-Terminus und einen
intrazellularen C-Terminus. Die a-Untereinheit des G-Proteins ist mit dem Rezeptor verbunden, die
B- und y-Untereinheiten sind membranstandig.

Abbildung modifiziert nach Nature Reviews Drug Discovery GPCR Questionnaire Participants
(2004), adapted by permission from Macmillan Publishers Ltd: [Nat Rev Drug Discovery] Nature
Reviews Drug Discovery GPCR Questionnaire Participants (2004), copyright 2004

1.2.1 Signaltransduktion tber G-Proteine

GPCRs vermitteln ihre Zellantworten nicht direkt, sondern l|6sen Uber
heterotrimere G-Proteine eine intrazellulare Signalkaskade aus. Dabei werden
Effektorproteine aktiviert, die ihrerseits sekundare Bodenstoffe, sog. Second
Messenger, freisetzen. Erst diese vermitteln die zellulare Antwort. Der Vorteil

dieser mehrstufigen Signaltransduktion liegt in der Verstarkung des



ursprunglichen Signals. So kann ein einzelner aktivierter Rezeptor eine Vielzahl
nachgeschalteter Effektoren aktivieren und damit zu einer Signalamplifikation
beitragen. Zudem wird die Komplexitdt der Signaltransduktion durch

unterschiedliche Kombination der Komponenten gesteigert. (Loffler et al. 2007)

Die membranstandigen heterotrimeren G-Proteine bilden eine Unterfamilie der
G-Proteine und bestehen aus einer a-, B- und y-Untereinheit. Mindestens
37 Gene fur die verschiedenen G-Proteinuntereinheiten sind in Saugertieren
bekannt (Neves et al. 2002). Die (- und die y-Untereinheit bilden eine
funktionelle Einheit, die sich nur unter denaturierenden Bedingungen
voneinander trennen lasst (Hamm 1998).

G-Proteine besitzen die Fahigkeit, GTP zu binden und dessen Hydrolyse in
GDP zu katalysieren. Bei der Signaltransduktion dienen sie als molekulare
Zeitschalter, da sie zwischen einem inaktiven und aktiven Zustand hin- und
herschalten kénnen. (Simon et al. 1991)

Im inaktiven Zustand ist das intrazellular an den Rezeptor gebundene
heterotrimere G-Protein an seiner a-Untereinheit mit GDP beladen. Wird der
Rezeptor durch einen extrazellularen Liganden aktiviert, bewirkt dieser eine
Konformationsanderung des Rezeptors, die zum Austausch von GDP gegen
GTP an der a-Untereinheit fuhrt. Das G-Protein wird dadurch aktiviert,
dissoziiert in seine a- und By-Untereinheiten und l6st sich vom Rezeptor.
Sowohl Ga als auch GBy sind nun unabhangig voneinander in der Lage,
synergistisch oder auch antagonistisch mit verschiedenen Effektorproteinen zu
interagieren. Die Aktivierung oder Inaktivierung des Effektorproteins erfolgt
durch kovalente Modifikationen, haufig durch Phosphorylierung, und fuhrt zur
Bildung von Second Messengern. Diese bewirken schlie3lich die zellulare
Antwort, bei der es sich beispielsweise um eine Veranderung der
Genexpression, des Stoffwechsels, der Zelldifferenzierung, des Zytoskeletts
und der Proliferation und Apoptose handelt.

(Simon et al. 1991, Strader et al. 1994, Loffler et al. 2007)



Die Art der zellularen Effekte hangt wesentlich vom Typ des G-Proteins ab,
wobei die Effekte sowohl Giber Ga als auch tber GBy vermittelt werden kdnnen
(Neves et al. 2002). Nach den unterschiedlichen a-Untereinheiten werden die
heterotrimeren G-Proteine in vier Familien eingeteilt: Gs, Gio, Gg11 und G113
(Hepler und Gilman 1992, Hamm 1998). Diese besitzen je nach Klasse
unterschiedliche Effektoren und Second Messenger, die vereinfacht in der

folgenden Tabelle zusammengefasst wurden:

G-Protein : Second Beispiele
. Effektorprotein .

Familie Messenger Liganden

Gs-Familie Adenylatcyclase 1 CAMP 1 Glucagon,
Prostaglandin E2

Gi-Familie Adenylatcyclase | CAMP | Glutamat,
Angiotensin

Gqg-Familie Phospholipase CB 1 IPs 1, DAG 1, Angiotensin,

Cca*" 1 Serotonin

Gi13-Familie Rho-GEF 1 Rho-Kinasen 1t Thromboxan A2,

Bradykinin,

Abkirzungen: CAMP: cyclisches  Adenosinmonophosphat; IP3: Inositol-1,4,5-trisphosphat;
DAG: Diacylglycerol; Rho-GEF: Rho GTPase nucleotide exchange factor; 1 Aktivierung/Bildung;
| Inaktivierung/Abbau Zusammengefasst nach Loffler et al. (2007) und Siehler (2009).

1.2.2 Klassifizierung G-Protein gekoppelter Rezeptoren

Es existieren verschiedene Klassifizierungen der GPCRs, die meist auf
Sequenzhomologien innerhalb der Klassen und phylogenetischen Analysen
basieren. Eine bekannte Klassifizierung ist die A-F-Klassifizierung, bei der man
sechs Familien unterscheidet, wobei die Familien A-C die drei Hauptfamilien
darstellen. Pheromon-Rezeptoren von Hefen bilden die kleineren Familien D
(STE2-Rezeptor) und E (STE3-Rezeptor), Familie F beinhaltet wenige
cAMP-Rezeptoren des Schleimpilzes Dictyostelium Discoideum. (Kolakowski
1994, Gether 2000)



Familie A

Die Familie der Rhodopsin / B2-adrenerger Rezeptor-ahnlichen Rezeptoren ist
die groéR3te und bisher am besten untersuchte GPCR-Familie. Rezeptoren dieser
Familie werden von sehr unterschiedlichen Liganden aktiviert, weshalb die
Mitglieder weiter in sechs Untergruppen gegliedert werden (Kolakowski 1994).
Die Homologie innerhalb der Familie A ist gering und beschréankt sich auf
wenige hoch konservierte Aminosauren. Bei allen Mitgliedern findet man das
DRY-Motiv am cytoplasmatischen Ende von TM3, das an der G-Protein-
Aktivierung Dbeteiligt ist (Wilbanks et al. 2002). Weitere hochkonservierte
Aminosauren liegen innerhalb der Transmembrandomanen (s. Abb. 1-2).
Darlber hinaus besitzen die meisten Rezeptoren ein oder mehrere
palmitoylierte Cysteinreste innerhalb des C-Terminus. Durch diese zusatzliche

Membranverankerung entsteht eine 4. intrazellulare Schleife. (Gether 2000)

Familie B

Die Familie der Glucagon-verwandten Rezeptoren umfasst etwa 20
verschiedene Rezeptoren fur eine Vielzahl von Peptidhormonen und
Neuropeptiden wie Glucagon, PTH, PTHrP, Calcitonin, Sekretin und VIP
(vasoaktives intestinales Peptid) (Gether 2000).

Charakteristisch ist der lange, etwa 100 AS umfassende N-Terminus, der sechs
hochkonservierte Cystein-Reste fir die Ausbildung von Disulfidbricken enthalt
(Ulrich et al. 1998). AulRer der Disulfidbriicke zwischen el und e2, haben
Rezeptoren der Familie B keine weiteren gemeinsamen Merkmale mit der
Familie A, die hochkonservierten Aminosauren innerhalb der
Transmembrandoménen liegen an anderen Positionen als in Familie A (s. Abb.
1-2).

Familie C

Die Familie der metabotropen Neurotransmitter-Rezeptoren ist durch einen
besonders langen N-Terminus (500-600 AS) gekennzeichnet. Weiter finden
sich zwei disulfidbriickenbildende Cysteinreste zwischen el und e2, die die

einzigen gemeinsamen konservierten Bereiche mit den Familien A und B



darstellen. Zur Familie C gehdren unter anderem die metabotropen Glutamat-
und GABA-Rezeptoren, Kalzium-Rezeptoren, sowie Pheromon-Rezeptoren von
Saugern.

(Kolakowski 1994, Gether 2000)

Familie A Familie B Familie C

Abb. 1-2: Schematische Darstellung der drei groRen GPCR-Familien A, B und C

Gekennzeichnet sind hoch konservierte Positionen (schwarze Buchstaben in weien Kreisen),
konservierte  Disulfidbriicken  (weie Buchstaben in schwarzen Kreisen) und die
Palmitoylierungsstelle am C-Terminus der Familie A.

Abbildung entnommen aus Gether (2000), DOI: 10.1210/edrv.21.1.0390, reprinted with permission of
Oxford University Press on behalf of the Endocrine Society


https://doi.org/10.1210/edrv.21.1.0390

1.3 Parathormon-Rezeptoren

1.3.1 Parathormon-Rezeptor Typ 1 (PTH1R)

Der Parathormon-Rezeptor Typ 1 (PTH1R), auch PTH/PTHrP-Rezeptor
genannt, gehort zur Familie B der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Er wurde
erstmals 1991 von Juppner und Mitarbeitern aus Nierenzellen des Opossums
geklont und charakterisiert (Juppner et al. 1991).

Exprimiert wird der PTH1-Rezeptor vor allem in Knochen- und Nierenzellen, wo
er die Kalzium- und Phosphatwirkungen des PTHs vermittelt. Aber auch in sich
entwickelnden Geweben wird PTH1R exprimiert und vermittelt dort die
morphogenetischen Wirkungen von PTHrP. So konnte eine PTH1R-Expression
unter anderem auch in folgenden Geweben nachgewiesen werden: Aorta,
Harnblase, Haut, Herz, Hirn- und Kleinhirn, Hoden, Leber, Lunge, Nebennieren,
Ovar und Skelettmuskel (Urena et al. 1993).

Das PTH1R-Gen ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 3 lokalisiert und
bestent aus 14 kodierenden Exons. Das Rezeptorprotein wird von 593
Aminosauren gebildet, wovon 22 Aminosduren auf die N-terminale
Signalsequenz entfallen, die jedoch wahrend der intrazellularen Prozessierung
entfernt wird. (Gardella und Vilardaga 2015)

Die N-terminale Extrazellulardoméane ist mit etwa 190 AS (Pioszak et al. 2009,
Pioszak et al. 2010) - wie fir GPCRs der Familie B Ublich - relativ lang, der
C-Terminus umfasst etwa 130 AS (Gardella und Vilardaga 2015).

Die innerhalb der Familie B typischen sechs hochkonservierten Cysteinreste fir
die Ausbildung der Disulfidbriicken in der Extrazellulardoméne liegen an den
Positionen C48/C117, C108/C148 und C131/C170 (Gensure et al. 2005,
Pioszak und Xu 2008). Sie stabilisieren die Sekundarstrukturelemente der
Extrazellulardoméne, welche in einer dreilagigen a-B-Ba Konformation
angeordnet ist und dadurch eine Tasche fur die Ligandenbindung bildet
(Pioszak und Xu 2008).



Abb.

1-3: Primé&rstruktur des humanen Parathormon-Rezeptor Typ 1

Dargestellt ist die Primarstruktur des hPTH1R mit der prognostizierten Lage der sieben
Transmembrandoméanen. Der N-Terminus befindet sich extrazellular, der C-Terminus intrazellular.
Das Dreieck markiert die Stelle, an der die Signalsequenz abgespalten wird.

Abbildung modifiziert nach Gensure et al. (2005): Reprinted from Gensure et al. (2005), Copyright
(2005), with permission from Elsevier

Abb.

1-4: Tertidrstruktur der Extrazellulardoméne des hPTH1Rs mit gebundenem PTH(15-34)

Die PTH1R-Extrazellulardomane (griin) bildet eine dreilagige a-B-Ba-Konformation, in der dadurch
entstehenden langlichen Tasche bindet der Ligand PTH(15-34) (gelb). Die Disulfidbricken sind
ebenfalls gelb dargestellt, die gestrichelte rote Linie deutet den nicht dreidimensional dargestellten
Bereich der Extrazellulardoméne zwischen den Aminosduren 57 und 105 an. Abb. B entspricht der
um 90° gedrehten Abb. A.

Abbildung entnommen aus Pioszak und Xu (2008), Copyright (2008) National Academy of Sciences,
U.S.A.



1.3.1.1 Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung

Zur Aktivierung des PTH1-Rezeptors sind die 34 Aminoséuren langen
N-terminalen Fragmente von PTH als auch von PTHrP ausreichend. Sie binden
mit hoher Affinitat an den Rezeptor und bewirken eine komplette Signalantwort.
(Mannstadt et al. 1999, Gardella und Juppner 2000)

Durch Studien an mutierten und trunkierten Liganden konnte herausgefunden
werden, welche Bereiche fir die Bindung und Aktivierung des Rezeptors
verantwortlich sind. So sind Bereiche innerhalb des Fragments (15-34)
entscheidend fur die Rezeptorbindung, wéahrend dem Fragment (1-14) die
Rezeptoraktivierung zugeschrieben wird (Gardella und Vilardaga 2015).

Das Fragment (7-34) stellte sich dagegen als effektivster Antagonist heraus,
welcher zwar mit hoher Affinitdt an den Rezeptor bindet, aber keine
Signalantwort auslost (Horiuchi et al. 1983, Rosenblatt 1986, Nutt et al. 1990).

PTH ® (D 00 | O00006 U0 HOARMCON 06
PTHrP @) D 06 60  B06006H 66 0060030 OO
TIP39 COALACOEARERERARLLAALESREIGNEYMNHEDLWVD
_ Antagonist .
Aktivierung ‘
— s o — Bindung

Abb. 1-5: Aminosauresequenzen der Liganden PTH, PTHrP und TIP39

Dargestellt sind die N-terminalen Aminosduresequenzen von PTH, PTHrP und TIP39, sowie die
Mindestlangen der PTH-Fragmente, die fiir die Aktivierung des PTH1-Rezeptors (PTH(1-14)), die
Bindung an den Rezeptor (PTH(15-34)) und die Hemmung des Rezeptors (PTH(7-34)) nétig sind.
Farblich hervorgehoben sind des Weiteren alle homologen Aminoséauren.

Abbildung modifiziert nach Gardella und Vilardaga (2015), with permission from The American
Society for Pharmacology and Experimental Therapeutics

Die Bindung der Liganden an den Rezeptor erfolgt in zwei Schritten und kann in
einem vereinfachten Modell, dem ,Two-Site“-Bindungsmodell, beschrieben
werden: So bindet als erstes der C-terminale Abschnitt des Fragments (1-34),
der die Bindungsdomane darstellt, an den N-terminalen Bereich der

Extrazellulardoméne (sog. N-Domane). Im zweiten Schritt interagiert der



N-terminale Abschnitt des Liganden, der die Bereiche der Rezeptoraktivierung
beinhaltet, mit den sieben Transmembrandomé&nen und den extrazellularen
Schleifen (sog. J-Domane) des PTH1Rs. (Castro et al. 2005, Gardella und
Vilardaga 2015)

PTH und PTHrP binden dabei als amphiphatische a-Helices in der langlichen
Rezeptor-Tasche, die durch die oben beschriebene a-B-Ba-Konformation der
Extrazellulardomane entsteht. Die Bindung erfolgt bei PTH und PTHrP zwar
nicht identisch, aber sehr ahnlich. (Pioszak und Xu 2008, Pioszak et al. 2009)
Die initiale Bindung des Agonisten erfolgt sehr schnell (140 ms), wahrend die
Aktivierung des Rezeptors einer langsameren Kinetik (~1 s) folgt (Castro et al.
2005).

Die Aktivierung des Rezeptors fihrt schlieBlich zu einer komplexen
Konformationséanderung der Transmembrandoméanen und der intra- und
extrazellularen Schleifen, die zur Folge hat, dass die zytoplasmatischen
Abschnitte des Rezeptors fur G-Proteine zuganglicher werden (Gether 2000).
Fir die Transmembrandomé&nen und die verbindenden Schleifen konnte die
Kristallstruktur im Gegensatz zur Extrazellulardomane bis heute noch nicht
aufgeklart werden.

1.3.1.2 Signaltransduktion

Der aktivierte PTH1-Rezeptor |6st nun eine intrazellulare Signalkaskade aus,
die vorrangig uber die a-Untereinheit eines stimulierenden G-Proteins, Gas,
eingeleitet wird (Schwindinger et al. 1998, Gensure et al. 2005, Gardella und
Vilardaga 2015). Gas aktiviert die membranstandige Adenylatcyclase, welche
die Bildung des Second Messengers cAMP aus ATP katalysiert. Schlief3lich
kommt es zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). (Loffler et al. 2007)

Der PTHI1R nutzt jedoch auch weitere Signalwege: Dazu gehért der Signalweg
uber Gagq (Offermanns et al. 1996, Pines et al. 1996), welches die
Phospholipase CB aktiviert, wodurch Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PIP2) zu Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) hydrolysiert

wird. Dies fuhrt zur Freisetzung intrazellular gespeicherten Kalziums durch IP3
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sowie zur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) durch DAG und Ca®* (Loffler
et al. 2007).

Auch der Gap- und Gags-Signalweg, bei der RhoA-abhangig die
Phospholipase D (PLD) aktiviert wird (Singh et al. 2005), sowie MAP-Kinase-
Signalkaskaden (Gesty-Palmer et al. 2006) gehéren zu den von PTH1R
genutzten Signalwegen, letztere tber G-Protein-abhangige als

auch -unabhangige Mechanismen.

PTH PTHrP
Phospholipase C (#) PTHR Adenylatcyclase ()
extrazellular
J ATP intrazellular
PKC P\ (
(aktlv) cAMP
PKA PKA
(aktiv)
Ca?

Abb. 1-6: Schema der intrazelluldren Signalkaskaden des PTH1R

PTH1-Rezeptor koppelt nach Bindung von PTH oder PTHrP sowohl an Gas (links abgebildet) als
auch Gag (rechts abgebildet), welche die klassischen Signalwege des PTH1R darstellen. Die
Signalkaskaden sind im Text erlautert.

Abbildung modifiziert nach Vilardaga et al. (2011), Fig. 2; with permission of Springer
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1.3.2 Parathormon-Rezeptor Typ 2 (PTH2R)

Mit dem PTH2-Rezeptor wurde 1995 von Usdin und Mitarbeitern ein weiterer
Parathormon-Rezeptor entdeckt, der ebenfalls zur Familie B der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren gehért. Northern Blots von humaner mRNA zeigen,
dass PTH2R vor allem im Gehirn, Pankreas, Hoden und der Plazenta exprimiert
wird (Usdin et al. 1995).

Vergleicht man die Aminosauresequenz des PTH1-Rezeptors mit der des
PTH2-Rezeptors, so ist der PTH2R mit 550 AS um 43 AS kdrzer und zeigt eine
Sequenzibereinstimmung von etwa 50% (Usdin et al. 1995, Mannstadt et al.
1999). Erste funktionelle Studien an humanen PTH2-Rezeptoren in HEK-293
und COS-7 Zellen zeigten eine Aktivierung durch PTH, nicht aber durch PTHrP
(Usdin et al. 1995, Behar et al. 1996). Nachfolgende Untersuchungen an PTH2-
Rezeptoren, die aus der Ratte isoliert wurden, zeigten jedoch, dass PTH am
PTH2-Rezeptor der Ratte ein schwacherer Ligand ist, als am humanen PTH2R
(Hoare et al. 1999). Dies fuhrte zu dem Schluss, dass es einen weiteren
endogenen Liganden fur PTH2R geben muss, welcher noch im selben Jahr mit
der Entdeckung von TIP39 (Usdin et al. 1999) gefunden wurde.

1.3.3 Parathormon-Rezeptor Typ 3 (PTH3R)

Der PTH3-Rezeptor wurde 1999 von Rubin und Jippner aus dem Zebrafisch
isoliert: Der Rezeptor besteht aus 542 Aminosauren und zeigt eine Homologie
von 67% mit hPTH1IR und 59% mit hPTH2R. Er interagiert bevorzugt mit
hPTHrP statt mit hPTH. (Rubin und Jippner 1999)

Der PTH3-Rezeptor kommt nur in Vogeln und Fischen vor, nicht aber in
Saugern. Weiter konnte bislang auch weder eine biologische Funktion, noch ein

entsprechender Ligand identifiziert werden. (Gardella und Vilardaga 2015)
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1.4 Liganden der Parathormon-Rezeptoren

1.4.1 Parathormon (PTH)

Das Parathormon (PTH, Synonym: Parathyrin) ist der namensgebende Ligand
des Parathormon-Rezeptors. Es ist ein Peptidhormon aus 84 AS, das in den
Hauptzellen der Nebenschilddrisen (Glandulae parathyroideae) gebildet wird.
Sein Gen ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 lokalisiert (Philbrick et al.
1996).

Die PTH-Synthese erfolgt, wie auch bei anderen Peptidhormonen Ublich,
zundchst als 115 AS langes Pra-Pro-PTH. Durch die -cotranslationale
Abspaltung der 25AS langen Pré-Sequenz am N-Terminus im rauen
endoplasmatischen Retikulum und anschlieBend der 6 AS umfassenden Pro-
Sequenz im Golgi-Apparat entsteht schlielich das intakte PTH (PTH(1-84)).
(Habener et al. 1978, Mannstadt et al. 1999, Friedman 2004)

Die Sekretion wird abhangig von der Konzentration an ionisiertem Kalzium im
Blutplasma tber sog. Ca’*-Sensing Rezeptoren auf den
Nebenschilddrisenzellen reguliert (Brown et al. 1993). Dabei handelt es sich
um G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die bei niedrigen Plasmakalziumspiegeln
aktiviert werden und in der Folge die PTH-Synthese und die Exozytose der
Sekretvesikel steigern. Bei einem hohen Plasmakalziumspiegel wird die PTH-
Sekretion dagegen entsprechend einer negativen Rickkopplung gehemmt.
(Loffler et al. 2007)

Die Halbwertszeit von intaktem PTH im Blutkreislauf betragt durch den Abbau in
den Kupffer'schen Zellen der Leber und den Tubuluszellen der Nieren nur
wenige Minuten (Hruska et al. 1981, Bringhurst et al. 1988), unter in-vitro
Bedingungen ist PTH dagegen uber 72h stabil (Rickard et al. 2006).

Die physiologische Wirkung erfolgt schlie3lich tiber PTH-Rezeptoren, wobei zur

Rezeptoraktivierung das 34 AS lange N-terminale Fragment (PTH (1-34))
ausreichend ist (Mannstadt et al. 1999).
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In S&ugern ist PTH der wichtigste Regulator der Kalziumhomd@ostase. Die
Konzentration des Gesamtkalziums im Serum betragt 2,1-2,6 mmol/l, davon
liegt etwa die Halfte ionisiert vor (Silbernagl und Despopoulos 2007). Uber
verschiedene Mechanismen in Niere, Darm und Knochen bewirkt PTH die

Wiederanhebung eines zuvor abgesunkenen Kalziumspiegels:

Im distalen Tubulus der Nieren stimuliert PTH die Rickresorption von Kalzium
aus dem Priméarharn. Gleichzeitig hemmt PTH auch die Rickresorption von
Phosphat im proximalen Tubulus. Der Abfall der Phosphatkonzentration im
Plasma fihrt dadurch zu einem Anstieg der Kalziumkonzentration, da die
Konzentrationen von freiem Kalzium und freiem Phosphat mit ihrem Produkt
Kalziumphosphat im reversiblen Gleichgewicht stehen. (Lullmann-Rauch 2006,
Loffler et al. 2007)

In der Niere aktiviert PTH die 1a-Hdyroxylase, ein Enzym der Calcitriol-
Biosynthese, und verstarkt damit indirekt die Calcitriol-abhangige
Kalziumresorption im Dunndarm (Lullmann-Rauch 2006, Pape et al. 2014).

Im Knochen, der mit 99% fast das gesamte Kalzium des Korpers enthélt,
steigert PTH die Resorption von mineralisiertem Knochenmaterial, was zur
Kalziumfreisetzung fuhrt (Silbernagl und Despopoulos 2007). Die Hauptwirkung
wird dabei jedoch nicht von den Knochen-abbauenden Osteoklasten vermittelt,
sondern vielmehr von den Osteoblasten, die die Differenzierung von
Osteoklasten-Vorlauferzellen zu Osteoklasten stimulieren: So sezernieren
Osteoblasten, die den PTH-Rezeptor auf ihrer Oberflache exprimieren, PTH-
abhangig den Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL), ein Protein aus der
Familie der Tumornekrosefaktoren. Dieser bindet an seinen Rezeptor RANK,
der von den Osteoklasten-Vorlauferzellen exprimiert wird, was die
Differenzierung der Osteoklasten-Vorlaufer zu Osteoklasten induziert.
(Teitelbaum 2000, Keck und Pecherstorfer 2003)

Neben dieser osteokatabolen Wirkung, kann PTH auch osteoanabol wirken.

Dieser Effekt wurde bereits 1932 von Selye beschrieben und wird

ausschlief3lich durch eine intermittierende Gabe von PTH hervorgerufen. Der
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genaue Mechanismus ist noch immer nicht vollstandig geklart, zu Grunde liegt
aber eine Zunahme der Osteoblastenzahl. Pharmakologisch wird dieser Effekt
zur Behandlung von schwerer Osteoporose genutzt. Seit 2003 ist PTH(1-34)
dafur unter der Wirkstoffbezeichnung Teriparatid in Deutschland zugelassen.
(Dobnig 2004)

1.4.2 Parathormon-verwandtes Protein (PTHrP)

Das Parathormon-verwandte Protein (Parathyroid Hormone-related Protein,
PTHrP) ist ein weiterer Ligand des PTH1-Rezeptors. Es tragt seinen Namen
aufgrund seiner hohen strukturellen Homologie zu PTH im N-terminalen
Aminosaurenbereich, sowie durch seine PTH-ahnliche Wirkung auf Knochen
und Nieren.

Das PTHrP-Gen ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 12 lokalisiert und
bestent aus acht Exons, deren Expression von drei unterschiedlichen
Promotoren reguliert wird (Philbrick et al. 1996). Durch alternatives Splei3en
entstehen unterschiedliche mRNA-Transkripte, die fir drei verschiedene
humane PTHrP-Isoformen mit 139, 141 oder 173 Aminosduren codieren
(Yasuda et al. 1989).

PTHrP zeigt zu PTH eine Sequenzhomologie von acht Aminosauren im Bereich
(1-14) und drei Aminosauren im Bereich (15-34) (s. Abb. 1-5). Im weiteren
Sequenzverlauf liegen keine weiteren Ubereinstimmungen vor (Philbrick et al.
1996).

Wie auch beim PTH ist fur eine vollstdndige Aktivierung des PTH1-Rezeptors
das N-terminale Fragment (1-34) ausreichend (Kemp et al. 1987). Es konnte
gezeigt werden, dass die Bindungsaffinitat zum Rezeptor fur PTHrP (1-36) und
PTH (1-34) identisch ist und eine Ligandenbindung in beiden Féllen dieselben
intrazellularen Signalwege auslost (Abou-Samra et al. 1992). In der
Vergangenheit wurde daher fir diese Abschnitte eine gemeinsame
Tertiarstruktur angenommen (Philbrick et al. 1996), neuere
Rontgenstrukturanalysen zeigen, dass PTH und PTHrP im Aminosaurenbereich
(15-34) tatsachlich &hnliche Konformationen, namlich eine amphiphatische
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a-Helix, einnehmen, wenn sie an den Rezeptor binden (Pioszak und Xu 2008,
Pioszak et al. 2009, Gardella und Vilardaga 2015).

PTHrP wurde 1987 erstmals in Verbindung mit Untersuchungen am Syndrom
der Tumorhyperkalzdmie aus Karzinomzellen isoliert (Burtis et al. 1987,
Moseley et al. 1987, Strewler et al. 1987). Bei der Tumorhyperkalzamie
(Humoral Hypercalcemia of Malignancy, HHM) handelt es sich um ein
paraneoplastisches Syndrom, bei dem solide Tumoren PTHrP in den Kreislauf
sezernieren, welches dann durch seine PTH-&hnliche Wirkung eine
Hyperkalzamie und die damit verbundenen klinischen Symptome hervorruft
(Kanaji et al. 2014). Eine HHM tritt bei etwa 5-10% aller Tumorpatienten auf
(Strewler und Nissenson 1990).

Neben dieser pathologischen Funktion, die endokrin vermittelt wird, finden sich
auch physiologische Funktionen von PTHrP, die tUberwiegend parakrin oder
autokrin vermittelt werden. Eine Vielzahl verschiedener Gewebe synthetisiert
und exprimiert PTHrP. Dazu gehdren die Haut, Blutgefale, glatte Muskulatur,
Zahnknospen, Chondrozyten der Wachstumsfugen, Knochen, Nieren,
Neuronal- und Gliagewebe (Datta und Abou-Samra 2009). Andere Autoren
sprechen davon, dass PTHrP im Laufe des Lebens in jedem Gewebe und
Organ des Kérpers zu einem bestimmten Zeitpunkt in der Fetalentwicklung oder
im Erwachsenenleben einmal exprimiert wird (Philbrick et al. 1996).

Auf die bedeutende Rolle von PTHrP in der Entwicklung weisen unter anderem
die Studien an Knock-out M&ausen von Karaplis und Mitarbeitern (1994) hin:
Mause, die homozygot auf PTHrP-Null-Mutationen waren, starben nach ihrer
Geburt und zeigten  skelettale @ Deformierungen  mit  vorzeitiger
Chondrozytendifferenzierung und akzelerierter Knochenbildung.

Im Skelett ist PTHrP an der Regulation der enchondralen Ossifikation beteiligt.
Das von unreifen Chondrozyten sezernierte PTHrP aktiviert die auf
proliferierenden Chondrozyten exprimierten PTH1-Rezeptoren. In der Folge
werden die Chondrozyten langer in der Proliferationsphase gehalten und ihre
Differenzierung in hypertrophe Zellen wird verzdgert. Dabei resultiert ein
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Langenwachstum der Rohrenknochen an der epiphysaren Wachstumsfuge.
(Kronenberg 2006)

Die aus zahnarztlicher Sicht wichtigste Funktion hat PTHrP beim
Zahndurchbruch, dem Herauswachsen des vollstandig von Knochen
umgebenen Zahns in die Mundhdhle (Philbrick et al. 1998). Zwar ist der genaue
Mechanismus noch unklar, die Voraussetzung, dass Osteoklasten, den
Knochen uber der Zahnkrone resorbieren missen, um einen Durchbruchsweg
zu schaffen, ist dagegen unbestritten (Marks und Schroeder 1996).

So konnten Philbrick und Mitarbeiter zu Beginn des Zahndurchbruchs erhdhte
Expressionen von PTHrP im Schmelzepithel und von PTH1R im angrenzenden
Zahnmesenchym und Alveolarknochen nachweisen. Bei PTHrP-Knock-out-
Mausen, bei denen PTHrP ausschlief3lich in den Chondrozyten exprimiert wird
um letale Fehlbildungen zu verhindern, bildete sich dagegen kein
Durchbruchsweg. (Philbrick et al. 1998). Nakchbandi und Mitarbeiter konnten
zeigen, dass PTHrP flur die Formierung der Osteoklasten erforderlich ist. Fehlt
PTHrP oder fuhrt die Bindung von PTHrP an seinen Rezeptor nicht zu der
gewunschten Rezeptorantwort, so formieren sich im weiteren Verlauf des
Zahndurchbruchs keine Osteoklasten, der Zahndurchbruch misslingt und der
Zahn bleibt impaktiert. (Nakchbandi et al. 2000)

Warum dieser PTHrP-Funktionsverlust bei betroffenen Patienten nur auf den
Zahndurchbruch beschrénkt ist, wahrend andere Funktionen von PTHrP und

PTH1R physiologisch ablaufen, ist derzeit noch unklar.

Eine weitere Rolle spielt PTHrP unter anderem beim Wachstum und der
Differenzierung der Haut (Wysolmerski et al. 1994) und der Brustdrise (Hens
und Wysolmerski 2005), bei der Regulation des transepithelialen
Kalziumtransports in der Plazenta, wobei dieser nicht durch PTH1R vermittelt
wird (Kovacs et al. 1996), sowie bei der Relaxation von glatter Muskulatur, wo
PTHrP als Antwort auf mechanische Dehnung exprimiert wird (Yamamoto et al.
1992). In Blutgefallen wird so durch eine PTHrP-vermittelte Muskelrelaxation
eine Vasodilatation hervorgerufen, die zur Senkung des Blutdrucks flhrt
(Massfelder und Helwig 1999).
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1.4.3 Tuberoinfundibulares Peptid aus 39 Aminoséauren (TIP39)

Das dritte Mitglied der PTH-Ligandenfamilie ist das Tuberoinfundibuléare Peptid
aus 39 Aminosauren (TIP39), welches auch als PTH2 bezeichnet wird. Es
wurde 1999 von Usdin und Mitarbeitern aus dem Hypothalamus des Rindes
isoliert, 2002 wurde das humane TIP39-Gen von John und Mitarbeitern
identifiziert. Obwohl TIP39 nur eine begrenzte Sequenzhomologie zu PTH zeigt,
ist die dreidimensionale Struktur ahnlich (Piserchio et al. 2000).

TIP39 ist ein PTH2-Rezeptor-Agonist und bindet auch an den PTH1-Rezeptor,
wirkt an diesem jedoch als schwacher Antagonist (Gensure et al. 2005). Auch
die Bindungsaffinitat ist an PTH2R etwa 20fach hoher als an PTH1R (Hoare et
al. 2000a).

Eine hohe Genexpression wurde beim Menschen im Gewebe des zentralen
Nervensystems, in der Trachea und der fetalen Leber, sowie in geringerem
MalRe in Herz und Niere nachgewiesen (Hansen et al. 2002). Sezerniert wird
TIP39 im adulten Gehirn der Ratte von Zellen des Thalamus, Hypothalamus
und des Truncus cerebri (Dobolyi et al. 2003). Hinweise auf mdgliche
biologische Funktionen von TIP39 geben Untersuchungen am Ratten- und
Mausmodell: So wird TIP39 unter anderem eine neuroendokrine Rolle in der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren- und der Hypothalamus-Hypophysen-
Gonadenachse (Ward et al. 2001), sowie eine auto- oder parakrine Rolle in der
Spermatogenese (Usdin et al. 2008) zugeschrieben. Weitere Studien deuten
auch auf eine Rolle in der Nozizeption (Dobolyi et al. 2002) und
Thermoregulation (Dimitrov et al. 2011) hin.
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1.5 Kaliumkanale

Kaliumkanale sind Transmembranproteine, die Poren durch die lipophile und
hydrophobe Zellmembran bilden. Sie ermdglichen so selektiv den passiven
Transport von Kalium-lonen entlang eines elektrochemischen Gradienten von
einer Membranseite zur anderen.

Kaliumkanéle sind mit ca. 80 Kanalproteinen (Pape et al. 2014) die gré3te und
zugleich vielfaltigste Gruppe aller bekannten lonenkanale. Sie kommen sowohl
in eukaryotischen als auch in prokaryotischen Zellen vor und stammen
phylogenetisch von einer gemeinsamen Urform ab (Derst und Karschin 1998).
Im menschlichen Organismus finden sich Kaliumkanéle in jeder einzelnen Zelle
(Sano et al. 2003). Sie sind daher an einer Vielzahl von Prozessen im Korper
beteiligt. Dazu gehoren aul3er der Kaliumhomoostase und
Membranerregbarkeit beispielsweise auch die Osmoregulation,

Signaltransduktion und Sekretionsprozesse (Derst und Karschin 1998).

Allen bisher geklonten Kaliumkanélen gemeinsam ist, dass ihre Untereinheiten
eine konservierte Sequenz von acht Aminosauren (TXXTXGY/FG) besitzen, die
als Selektivitatsfilter den spezifischen Kaliumtransport ermdglicht (Heginbotham
et al. 1994). Sie ist Teil der Porendoméane (P), welche sich stets neben zwei
Transmembrandoménen (TM) befindet. Nach der Anzahl weiterer
Transmembrandoménen lassen sich Kaliumkanéle in drei Strukturklassen
einteilen (Gutman et al. 2003):

Die  Untereinheiten der ersten Klasse bestehen aus sechs
Transmembrandomé&nen und einer Porendoméne (6TM/1P). Es handelt sich um
spannungsabhangige Kaliumkanale (K,) und Kalzium-aktivierte Kaliumkanale
(Kca)-

Die zweite Klasse umfasst die einwartsgerichteten (Kj), die ATP-sensitiven
(Katp) und die G-Protein-gekoppelten Kaliumkanéle. lhre Untereinheiten
bestehen aus zwei Transmembrandomanen und einer Porendoméne (2TM/1P).
Funktionelle Kanale entstehen dabei erst durch die Zusammenlagerung von

vier Untereinheiten zu Tetrameren.

19



Bei der dritten Klasse handelt es sich um die sogenannten Tandemporen- oder
auch Zwei-Porendomanen-Kaliumkanale (K.p-Kanale), deren Untereinheiten
aus vier Transmembrandomanen und zwei Porendomanen (4TM/2P) bestehen.
Funktionelle Kanéle entstehen hier aus Dimeren. Die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Kanale TASK-1 und TRESK sind Mitglieder dieser Strukturklasse.

1.5.1 Tandemporen-Kaliumkanale

Durch die Analyse verschiedener Prokaryotengenome wurde 1995 mit TOK1
der erste Tandemporen-Kanal in der Bierhefe Saccharomyces cerevisiae
entdeckt. Besonders war, dass die Untereinheiten des Kanals erstmals in einem
Protein zwei P-Domanen mit der fir Kaliumkanale typischen konservierten
Aminosaurensequenz, sowie acht Transmembrandoméanen aufwiesen. Die
Expression des TOK1-Gens in Xenopus laevis Oozyten zeigte funktionell einen
auswarts gleichgerichteten Kaliumstrom. (Ketchum et al. 1995)

Im folgenden Jahr konnten die Gene fur ahnliche Untereinheiten (4TM/2P) aus
dem neuromuskuldaren Gewebe der Fruchtfliege Drosophilia melanogaster
(Goldstein et al. 1996) und mit TWIK-1 auch die Gene fir den ersten Kyp-Kanal
beim Sauger geklont und untersucht werden (Lesage et al. 1996a).

Die humanen Tandemporen-Kaliumkanalproteine bestehen aus 307 bis 499
Aminosauren (Lesage und Lazdunski 2000), besitzen jedoch nur eine geringe
Sequenzhomologie von 19-58% (Lesage und Lazdunski 2000, Sano et al.
2003). lhre gemeinsamen Strukturmerkmale sind die vier
Transmembrandoméanen und zwei Porendoméanen mit der Anordnung TM1-P1-
TM2-TM3-P2-TM4. Weiter besitzen sie einen kurzen zytosolischen N-Terminus
und einen langen, ebenfalls zytosolischen C-Terminus. (Karschin 2001)

Zwischen den Segmenten TM1 und P1 befindet sich ein auffallend grof3er,
konservierter extrazellularer Aminosaurenabschnitt, der bei der Dimerisation
von Bedeutung ist, da diese Uber Disulfidbriicken zwischen Cysteinresten

dieses extrazellularen Loops erfolgt (Lesage et al. 1996b).
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extrazellular

TM1

intrazellular
N

Abb. 1-7: Membrantopologie eines Tandemporen-Kaliumkanals

Schematische Darstellung einer Untereinheit. Die beiden porenbildenden Doménen P1 und P2
werden je von zwei als graue Zylinder dargestellte Transmembrandomanen (TM1-TM4) flankiert.

Bis heute sind beim Menschen 15 verschiedene Gene fir Kyp-Kanéle bekannt.
Die Nomenklatur dieser K*-Kanal-Klasse ist jedoch uneinheitlich. Gangig sind
sowohl die Gen-basierten Namen KCNK 1-18 der Human Genome
Organization (HUGO), die die Reihenfolge ihrer Entdeckung wiedergeben, als
auch die in der Literatur haufig verwendeten Akronyme, die sich auf
pharmakologische und funktionelle Eigenschaften der einzelnen Kanaéle
beziehen (O'Connell et al. 2002). Hier werden weiter die sechs Untergruppen
TWIK, TREK, TASK, TALK, THIK und TRESK unterschieden. Die Einteilung
erfolgt dabei entsprechend der Sequenzhomologie (Lotshaw 2007), weshalb
beispielsweise TASK-2, der nur 33% Sequenzibereinstimmung mit TASK-1
besitzt (Buckingham et al. 2005), trotz seiner Sauresensitivitat nicht zur TASK-

Untergruppe, sondern zur TALK-Untergruppe gehort.
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TALK-2
(KCNK17)  TASK-2
(KCNKS5)

TALK-1
(KCNK16)

TWIK - Tandem of P domains in Weak Inward

rectifying K*-channel
TRAAK
(KCNK4)

TREK-2
(KCNK10)

TASK-1

(KCNK3) TREK-  TWIK-Related K*-channel

TASK-3 . " +
(KCNK9) TASK - TWIK-related Acid-Sensitive K™-channel

TREK-1 TASK-5 TALK - TWIK-related Alkaline pH activated

(KCNK2) (KCNK15) .
K"-channel
THIK - Tandem-pore domain Halothane
THIK-2 L N
KCNK7 (KCNK12) Inhibited K*-channel
TWIK-1 TRESK - TWIK-Related Spinal cord K*-channel
(KCNK1) k-2 (KCNK13)
(KCNKS) TRAAK - TWIK-Related Arachidonic Acid
TRESK stimulated K*-channel *

(KCNK18)

Abb. 1-8: Phylogenetischer Stammbaum der humanen Tandemporen-Kaliumkanale und
Decodierung der Akronyme

A: Die 15 humanen Kzp-Kanale werden in die farblich gekennzeichneten Untergruppen (s. Text)
unterteilt. Es sind sowohl die Akronyme als auch die Gen-basierten Namen angegeben. Die Kanéle
KCNK8, KCNK11 und KCNK14 existieren nicht (Enyedi und Czirjak 2010). Das Genprodukt von
KCNK?7 hat sich bisher nicht als funktionaler Kanal erwiesen (Goldstein et al. 2005)

Abbildung erstellt in Anlehnung an Liu et al. (2004) und Kindler und Yost (2005)

B: Decodierung der Akronyme nach Lotshaw (2007); * TRAAK gehort zur TREK-Gruppe und stellt
selbst keine Untergruppe der Kzp-Kanale dar.

Tandemporen-Kaliumkanale werden besonders stark in Neuronen exprimiert,
kommen aber auch in vielen anderen erregbaren und nicht-erregbaren Zellen
von Eukaryoten vor (Talley et al. 2001, O’Connell et al. 2002 (Tab. 1)).

Mit ihrer Entdeckung wurde das molekulare Korrelat der bereits Mitte des 20.
Jahrhunderts beschriebenen Hintergrundstrome in erregbaren Membranen
gefunden (Hodgkin et al. 1952). Hintergrundleitfahigkeiten beeinflussen die
Erregbarkeit von Zellmembranen, indem sie die Lange, Frequenz und
Amplitude von Aktionspotentialen kontrollieren und entscheidend zur
Stabilisation des Ruhemembranpotentials beitragen (Goldstein et al. 2001).
Kop-Kanale erzeugen einen spannungs- und zeitunabhangigen Strom, der unter
symmetrischen Kaliumkonzentrationen beidseits der Membran eine lineare
Strom-Spannungskurve zeigt (Patel und Honore 2001). Unter physiologischen
Bedingungen, also bei hoher intrazellularer und niedriger extrazellularer

K*-Konzentration, lasst sich die Strom-Spannungskurve dagegen mit der
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Goldman-Hodgkin-Katz Gleichung fur offene Gleichrichter beschreiben, der
Kaliumfluss ist  dann entsprechend dem Konzentrationsgefalle
auswartsgerichtet. Kop-Kanéle verhalten sich also wie ein K*-selektives Loch in
einem elektrischen Feld, weshalb sie auch ,Leak Channels“ genannt werden.
(Goldstein et al. 2001, Hille 2001, O'Connell et al. 2002)

Untersuchungen zeigen jedoch, dass die ,offenen Gleichrichter” nicht immer

offen sind, sondern ihre Aktivitdt auf sehr komplexe Weise regulieren. Es

bestehen zwar Unterschiede zwischen den verschiedenen Untergruppen, als

wichtige Regulatoren sind jedoch unter anderem zu nennen:

e pH-Anderungen (Duprat et al. 1997, Rajan et al. 2000),

e Anderung des Sauerstoffpartialdrucks (Buckler et al. 2000, Kim et al. 2009)

e Warme (Maingret et al. 2000a, Kang et al. 2005),

e mechanische Dehnung der Zellmembran (Patel et al. 1998, Xian Tao et al.
2006),

e ungesattigte Fettsduren und Lysophospholipide (Lesage et al. 2000,
Maingret et al. 2000b),

¢ Inhalations- und Lokalanasthetika (Kindler et al. 1999, Patel et al. 1999,
Talley und Bayliss 2002) oder

e Neurotransmitter tber G-Protein gekoppelte Rezeptoren (s. Kapitel 1.5.2 und
1.5.3)

152 TASK-1

Der TASK-1 Kanal (TWIK-related Acid Sensitive K*-channel) umfasst 395
Aminosauren und wurde erstmals 1997 von Duprat und Mitarbeitern
beschrieben.

Unter  physiologischen  Bedingungen  zeigt TASK-1 mit einem
auswartsgleichrichtenden zeit- und spannungsunabhéngigen Strom die
typischen Eigenschaften eines Kyp-Kanals. Sein Name leitet sich von seiner
Sauresensitivitdt ab, da der Kanal bereits innerhalb physiologischer Bereiche

hochsensibel auf extrazellulare pH-Anderungen reagiert: So erreicht TASK-1
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bei einem extrazellularen pH-Wert von 7,7 90 % seiner maximalen Stromstarke,
bei pH 6,7 jedoch nur noch 10 %. (Duprat et al. 1997)

TASK-1 lasst sich zudem durch Hypoxie inhibieren (Buckler et al. 2000),
aktiviert wird er dagegen durch extrazellulare Alkalisierung (Duprat et al. 1997)
und durch klinisch relevante Konzentrationen von Inhalationsanasthetika wie
Halothan und Isofluran (Patel et al. 1999, Sirois et al. 2000, Talley und Bayliss
2002).

Entscheidend fir die Auswahl von TASK-1 flir die vorliegende Arbeit ist die
Tatsache, dass auch verschiedene Neurotransmitter tber G-Protein gekoppelte
Rezeptoren in der Lage sind, den TASK-Strom zu hemmen. Dies konnte fir
eine Vielzahl von Rezeptoren gezeigt werden, die alle an G-Proteine der Gag-
Familie koppeln, darunter die TRH-, Serotonin- und Glutamat-Rezeptoren
(Talley et al. 2000, Chemin et al. 2003).

Uber welche Signalwege das aktivierte Gag-Protein letztendlich mit dem Kanal
interagiert, konnte bisher nicht geklart werden. Diskutiert werden unter anderem
eine durch die Hydrolyseprodukte von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PIP2) vermittelte Kanalinhibition, sowie eine durch den PIP,-Abbau vermittelte,
als auch eine direkte Kanalinhibition durch das aktivierte Gag-Protein (Mathie
2007 (Abb. 2)). Fur andere Autoren ist auch ein alternativer, bisher

unentdeckter Signalweg vorstellbar (Karschin 2001, Bayliss et al. 2003).

TASK-1 ist im menschlichen Korper weit verbreitet, seine mRNA konnte unter
anderem in Gehirn, Lunge, Prostata, Herz, Niere, Uterus, Pankreas, Plazenta
und Darm nachgewiesen werden (Duprat et al. 1997). Physiologisch bzw.
pathophysiologisch wird TASK-1 eine Rolle in der Chemorezeption im Glomus
caroticum (Buckler et al. 2000, Kim et al. 2009), in der Regulation der
Aldosteronsekretion (Davies et al. 2008), in der Modulation autoimmuner
Entzindungen (Bittner et al. 2009), sowie in der Entwicklung und Zonierung der
Nebennierenrinde, bei der ein TASK-1-Knock-out zu einem primaren

Hyperaldosteronismus fihrt (Heitzmann et al. 2008), zugeschrieben.
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153 TRESK

Der TRESK-Kanal (TWIK-Related Spinal cord K'-channel) wurde als letztes
Mitglied der Tandemporen-Kaliumkanale 2003 von Sano und Mitarbeitern
(2003) entdeckt: Er umfasst 385 Aminoséauren, zeigt aber nur eine geringe
Sequenzibereinstimmung (13,5-19,7%) mit anderen Kyp-Kanalen und bildet
daher eine eigene Untergruppe. Sein Name lasst sich auf seine damalige
Klonierung aus dem Riickenmark (engl., spinal cord) zuriickfihren (Sano et al.
2003).

Tatsachlich findet sich die starkste Expression in den Hinterwurzel- und
Trigeminalganglien, TRESK wird aber auch in mehreren Ganglien des
vegetativen Nervensystems, wie beispielsweise in den Grenzstrangganglien
und im Ganglion stellatum, exprimiert (Dobler et al. 2007, Lafreniere und
Rouleau 2011). Seine mRNA konnte bei der Maus auch auf3erhalb neuronaler
Gewebe wie Leber, Hoden, Milz, Herz und Lunge nachgewiesen werden,
humane TRESK-Kandle finden sich dagegen nur in neuronalem Gewebe
(Dobler et al. 2007).

Die physiologische Rolle von TRESK liegt in der Modulation der Nozizeption
(Chae et al. 2010, Tulleuda et al. 2011, Kollert et al. 2015). Eine Mutation im
TRESK-Gen wird in Verbindung mit dem Krankheitsbild der Migrane mit Aura
gebracht (Lafreniere et al. 2010).

Untersuchungen zeigen, dass TRESK-Kanale leicht auswartsgleichrichtende,
spannungsunabhangige Hintergrundstrome erzeugen, die durch ungesattigte
freie Fettsauren, intrazellulare pH-Anderungen, nicht-selektive
Kaliumkanalblocker, Ba** und Quinidin gehemmt werden kénnen, nicht aber
von den klassischen Ky-Kanalblockern Tetraethylammonium (TEA) und
4-Aminopyridin (4-AP) (Sano et al. 2003, Enyedi et al. 2012).

Weiter ist TRESK der einzige Kyp-Kanal, der durch die Anderung von
intrazellularem Kalzium reguliert werden kann (Czirjak et al. 2004). Diese
Eigenschaft ermdglicht es auch, dass Gag-Proteine TRESK-Kanale aktivieren,
was ebenfalls einzigartig unter den Kyp-Kandlen ist. Dabei fuhrt die Bindung
eines Agonisten an seinen Gg-gekoppelten Rezeptor zur Abspaltung der Gag-
Untereinheit, die in der Folge die Phospholipase C (PLC) aktiviert. Diese spaltet
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Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  (PIP,) in Diacylglycerol (DAG) und
Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3). IP3; setzt intrazellulares Kalzium frei, wodurch
Calcineurin aktiviert wird. Die Kalzium/Calmodulin-abhdngige Phosphatase
Calcineurin bindet nun direkt an die PQIVID-Sequenz einer intrazellularen
Schleife des TRESK-Proteins und dephosphoryliert dieses, was schlief3lich zur
Aktivierung des TRESK-Kanals fuhrt (Czirjak und Enyedi 2006).

Czirjak und Mitarbeiter (2004) zeigten, dass Agonisten Gq4-Protein gekoppelter
Rezeptoren und anderer Kalzium-mobilisierender Rezeptoren den TRESK-
Strom um das 5-15fache steigern kénnen. Diese Eigenschaft wurde in der
vorliegenden Arbeit zur Untersuchung der Mutanten des G-Protein gekoppelten

Rezeptors PTH1R genutzt.
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1.6 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit basiert auf den Untersuchungen von Roth und
Mitarbeitern (2014), die 30 Parathormon-Rezeptor-Mutationen bei Patienten mit
dem Krankheitsbild der primaren Zahndurchbruchsstorung (Primary Failure of
Eruption, PFE) identifizierten. Dafir wurden die PTH1R-Gene von 70 Patienten
mit klinisch und rontgenologisch diagnostizierter PFE sequenziert.

Im Folgenden wurden Pathogenitats-Vorhersagen der Mutationen getroffen.
Nur 12 Mutationen konnten dabei als eindeutig pathogen und PFE-
verursachend identifiziert werden. Ausgehend davon sollen in der vorliegenden
Arbeit nun vier Mutationen, die in der Pathogenitats-Vorhersage als
“‘wahrscheinlich schadlich eingestuft wurden, funktionell charakterisiert werden.
Bei den vier Mutationen handelt es sich jeweils um eine missense-Mutation, bei
der der Austausch einer einzelnen Base in der DNA-Sequenz zum Einbau einer

abweichenden Aminosaure im Protein fuhrt.

Ziel der vorliegenden Arbeit soll es sein, die Aktivitat der Parathormon-Rezeptor
Mutanten unter Verwendung des Xenopus Oozyten-Expressionssystems mittels
dem Prinzip der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme indirekt tiber die Kopplung
an Tandemporen-Kaliumkanale zu messen, um so Aussagen uber ihre Funktion

treffen zu kénnen.

Es erfolgt eine Unterteilung der vorliegenden Arbeit in drei Teilabschnitte:

Der erste Teilabschnitt beschaftigt sich mit der Herstellung der Mutanten.

Im zweiten Teilabschnitt wird die Aktivitat der Parathormon-Mutanten im
Vergleich zum Parathormon-Wildtyp durch Kopplung an den Tandemporen-
Kaliumkanal TASK-1 gemessen.

Dieses Ergebnis wird im dritten Teil durch die Kopplung an einen weiteren

Tandemporen-Kaliumkanal Uberprift. Hierzu wird der Kanal TRESK verwendet.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Standardchemikalien wurden von den
Herstellerfirmen Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe), Sigma Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim am Albuch) und Biozym Scientific GmbH (Hessisch

Oldendorf) in Analysequalitat bezogen.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

12-Well-Zellkulturplatten CELLSTAR®

Einmal-Injektionskantile
Handschuhe SensiCare lce®

Injektionskapillaren 3.5“Drummond
#3-000-203-GX Replacement Tubes

Messkapillaren GB150F-8P
0.86x1.50x80mm with filament

Mikroreaktionsgefalle
Petrischalen 92x16mm, 35x10mm
Pipettenspitzen SafeSeal-Tips®

Rohrchen CELLSTAR® Tubes
15ml, 50ml

Serologische Pipetten CELLSTAR®
5ml, 10ml, 50ml

Verschlussfolie Parafim® M

Greiner Bio-One__InternationaI GmbH,
Kremsmiunster, Osterreich

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Medline Industries, Inc., Mundelein, IL,
USA

Drummond Scientific Co., Broomall, PA,
USA

Science Products GmbH, Hofheim

Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt AG & Co, Nirnbrecht

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich

Greiner Bio—One__InternationaI GmbH,
Kremsmiunster, Osterreich

Pechiney Plastic Packaging, Menasha,
WI, USA
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2.1.3

Verwendete Gerate und Apparaturen

Gerat Hersteller
Brutschranke:
Brutschrank Typ 400HY Bachofer GmbH, Reutlingen

Peltier-Kihlbrutschrank IPP 30
Schiuttelbrutschrank Innova™ 4330

Eisbereiter
AF 200

Elektrophysiologie:
Computer Power Mac G4
Kaltlichtquelle KL 1500
Micropipette Puller P-97 Flaming/Brown
Mikroinjektionspumpe Nanoliter 2010

Patch clamp EPC 9
Pumpe

Verstarker Turbo Tec-C

Geldokumentation:
Multiimage™ Light Cabinet

Digital Graphic Printer UP-D890
Heizblock:
Thermomixer 5436

Magnetrihrer:
PCTB

Mikroskope:
Binokular Stemi SV 11

Wild M3z

pH-Meter:
HI 991001

Photometer:
GeneQuant pro RNA/DNA Calculator

Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach

New Brunswick Scientific Co., Inc.,
Enfield, CT, USA

Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, IL,
USA

Apple Inc., Cupertino, CA, USA
Schott AG, Mainz
Sutter Instruments Co., Novato, CA, USA

World Precision Instruments, Inc.
Sarasota, FL, USA

HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH,
Lambrecht

ALA Scientific Instruments, Farmingdale,
NY, USA

npi electronic GmbH, Tamm

Alpha Innotech Corporation, San
Leandro, CA, USA

Sony Corporation, Minato, Tokio, Japan

Eppendorf AG, Hamburg

IKA GmbH & Co KG, Staufenim Breisgau

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Wild Heerbrugg AG, Heerbrugg, Schweiz

HANNA instruments, Woonsocket, RI,
USA

Biochrom Ltd., Cambridge, England
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Pipetten und Pipettierhilfen:

Accu-jet© pro Brand GmbH + Co KG, Wertheim
Eppendorf Reference 2 Eppendorf AG, Hamburg
Schiittler:
Rotamax 120 Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Schwabach
Spannungsgerat:
Electrophoresis Power Supply E861 Consort bvba, Turnhout, Belgien
Thermocycler:
T Professional Trio Thermocycler Biometra GmbH, Géttingen
Vortexer:
Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY,
USA
Waage:
PF-R150 Shinko Denshi Co., Ltd., Tokio, Japan
Wasserbad:
WB 10 Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach
Zentrifugen:
Biofuge pico Kendro Laboratory Products GmbH,
Hanau
Megafuge 1.0R Heraeus Holding GmbH, Hanau
sprout™ mini-centrifuge Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, USA

2.1.4 Rezepte fur Nahrmedien, Puffer, Gele und Losungen

Als Loésungsmittel wurde Reinstwasser (ddH,O) aus der Anlage Milli-Q®
Synthesis A10 (Merck KGaA, Darmstadt) verwendet, welches zusatzlich mit
dem Millipak® 0,22um Membran-Filter (Merck KGaA, Darmstadt) gefiltert
wurde. Fur Loésungen, die mit RNA in Kontakt treten, wurde 1%iges DEPC-H,0
(2 ml DEPC ad 1l ddH,0) verwendet.

Nahrmedien und Loésungen fur die Molekularbiologie wurden autoklaviert oder

steril filtriert.
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Nahrmedien fir E. coli und Xenopus laevis Oozyten

Bezeichnung

Inhaltsstoffe

LB-Medium

LB-Platten

ND 96-Oozyteninkubationslésung

Agarose-Gelelektrophorese

20 g LB Broth Base
ad 1l ddH,O

28 g LB Agar
ad 800 ml ddH,0O

96 mM NacCl

2 mM KCI

1 mM MgCl, « 6H,0

1 mM CaCl, * 6H,0

5 mM HEPES

2 mM Natriumpyruvat

100 pg/ml Gentamicin

mit NaOH auf pH 7,4 einstellen

Bezeichnung

Inhaltsstoffe

1x MOPS

5x MOPS

6x Brompuffer

50x TAE-Puffer

RNA-Auftragspuffer

40 ml 5x MOPS
160 ml ddH,O

0,1 M MOPS (pH 7)
40 mM Natriumacetat
5 mM EDTA (pH 8)

2,5 ml Bromphenolblau (1%)
3 ml Glycerol (30%)
ad 10 ml ddH,O

2 M Tris
1 M Acetat
50 mM EDTA (pH 8)

10 ml 5xMOPS

8,5 ml Formaldehyd (37%)
25 ml Formmide

2,5 ml Glycerol

20 pl EDTA (250 mM, pH 8)
1,25 ml Bromphenolblau (1%)
ad 50 ml DEPC-H,0O
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Losungen fur Elektrophysiologische Arbeiten an Xenopus laevis Oozyten

Bezeichnung Inhaltsstoffe

Kollagenase-Ldsung 20 ml ND 96-Lésung ohne Ca*
0,04 g Kollagenase Typ 2 (385 U/mg)
(Worthington Biochemical
Corporation, Lakewood, NJ, USA)

ND 96-L6sung 96 mM NacCl
(Badlosung) 2 mM KCI
1 mM MgCl,
1 mM CacCl,
5 mM HEPES
mit NaOH auf pH 7,4 einstellen

ND 96 ohne Ca** 96 mM NaCl
2 mM KCI
1 mM MgCl,
5 mM HEPES
mit NaOH auf pH 7,4 einstellen

PTH-L6sung entsprechend gewiinschter Konzentration:
(Messlosung) PTH(1-34), human
(Tocris Bioscience, Bristol, England)
ad ND 96-L6sung

2.1.5 Reagenziensets (Kits)

Kit Hersteller
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren
NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren

2.1.6 Biologische Materialien

e Eschericha coli (E. coli)

e Xenopus laevis Oozyten
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2.1.7 Molekularbiologische Materialien

Antibiotika
e Ampicillin (50 pg/ml)
e Gentamicin (100 pg/ml)

cDNA-Klone

Die cDNA-Klone von hTASK-1 und hTRESK wurden in der Arbeitsgruppe
Molekulare Elektrophysiologie (Physiologisches Institut, Universitat Wirzburg)
isoliert und in den Oozyten-Expressionsvektor pSGEM subkloniert. Der humane
PTH1R cDNA-Klon wurde von Herrn Professor Lohse (Pharmakologisches
Institut, Universitat Wirzburg) zur Verfigung gestellt und von der Arbeitsgruppe
Molekulare Elektrophysiologie in den Vektor pPSGEM subkloniert.

Die fir die vorliegende Arbeit bendtigten Mutationen im PTH1R-Protein wurden
wie in Kapitel 2.2 beschrieben hergestellt.

Enzyme, Inhibitoren und Puffer

Name Hersteller

Apa | (50 U/ul) New England Biolabs GmbH, Frankfurt

DNAse (10 U/ul) Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim
Dpn | (20 U/ul) New England Biolabs GmbH, Frankfurt

Eco Rl (20 U/ul) New England Biolabs GmbH, Frankfurt

NEB 2-Puffer (10x) New England Biolabs GmbH, Frankfurt

NEB 4-Puffer (10x) New England Biolabs GmbH, Frankfurt

Nhe | (10 U/ul) New England Biolabs GmbH, Frankfurt

PfuTurbo DNA-Polymerase Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA
(2,5 U/ul)

PfuTurbo Polymerase Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA
Reaktionspuffer (10x)

RNAse-Inhibitor (40 U/ul) Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim
T7 RNA-Polymerase (20 U/pul) Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim
Transkriptionspuffer (10x) Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim
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Marker und Nukleotide

Name

Hersteller

Desoxyribonukleotid-Triphosphate
dATP, dCTP, dUTP, dGTP

je 100 mM

M'G(5")ppp(5)G-cap
Ribonukleosid-Triphosphate

ATP, CTP, UTP, GTP

je 100 mM

RNA-Marker ssRNA Ladder

New England Biolabs GmbH, Frankfurt

Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim
Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim

New England Biolabs GmbH, Frankfurt

Bezeichnung

Inhaltsstoffe

DNA-Marker

TE-Puffer

Plasmidvektor

30 pl Phi X 174 DNA-Hae 11l Digest
(New England Biolabs GmbH, Frankfurt)
60 pl Lamda DNA-Hind Il Digest
(New England Biolabs GmbH, Frankfurt)
70 ul TE-Puffer
40 ul 6x Brompuffer
10 mM Tris
1 mM EDTA
ad 100 ml ddH,0
mit NaOH auf pH 7,4 einstellen

In der vorliegenden Arbeit wurde der Vektor pSGEM verwendet.

Dieser wurde vom pGEMHE-Vektor (Liman et al. 1992) abgeleitet und besitzt

3118 Basenpaare, einen T7 und einen SP6 Promotor, 3 und 5 UTRs eines

Xenopus B-Globin Gens, sowie einen Polylinker, der von der multiple cloning

site des pBluescript Vektors abgeleitet wurde. Stromaufwarts des SP6

Promotors befinden sich vier Restriktionsstellen (Sph I, Pac I, Sfil, Nhe 1), die

zur Vektorlinearisierung genutzt werden konnen. Weiter besitzt der Vektor eine

Ampicillin-Resistenz-Kassette, die zur Selektion genutzt werden kann.

Der Vektor wurde 1994 von Dr. Michael Hollmann (Max-Planck-Institut far

Experimentelle Medizin, Géttingen) hergestellt.
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Primer

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Eurofins MWG Operon,
Ebersberg bezogen.

Die Sequenzen der Mutagenese-Primer sind der folgenden Tabelle zu

entnehmen.

Name Sequenz

PTH1R [P119L] sense 5'-ccacatcctgtgctggctgctgggggceaccagg-3°
antisense 5'-cctggtgcccccagcagccagcacaggatgtgg-3-

PTH1R [H442D] sense 5'-gctctggcaagtccagatggactatgagatge-3°
antisense 5'-gcatctcatagtccatctggacttgccagagc-3°

PTH1R [L232R] sense 5‘-cctgtccttcatgcggegcegcecgtga-3°
antisense 5'-gctcacggcgcegecgcatgaaggacagg-3

PTH1R [L292P] sense 5'-tcctttacttcccggecaccaactac-3°
antisense 5'-gtagttggtggccgggaagtaaagg-3°

2.1.8 Computerprogramme

e ApE - A plasmid Editor v1.17, Wayne Davis, University of Utah, USA

e EndNote X.7.0.2, Thomson Reuters, New York City, NY, USA

e IBM SPSS Statistics 22, IBM, Armonk, NY, USA

e |IGOR Pro 4.1, WaveMetrics Inc., Lake Oswego, OR, USA

e Microsoft Office® 2010 (Word, Excel, PowerPoint), Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA

e Microsoft Paint, Windows-8-Version, Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA

e PULSE + PULSEFIT, HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht
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2.2 Molekularbiologische Methoden

Um den Parathormon-Rezeptor PTH1R und vier seiner Mutanten im Xenopus
Oozyten-Expressionssystem elektrophysiologisch untersuchen zu kdnnen,
wurden zunéchst ausgehend vom cDNA-Klon des PTH1R Wildtyps die
bendtigten DNA-Konstrukte hergestellt. Hierfir wurde jeweils eine Base
ausgetauscht, was zum Einbau einer abweichenden Aminosaure in das

Rezeptorprotein fuhrte:

Name der Mutante Basenaustausch
PTH1R [P119L] c356t

PTH1R [H442D] c1324g

PTHIR [L232R] t695¢

PTH1R [L292P] t875¢c

Zur Expression in Xenopus laevis Oozyten wurden sowohl diese DNA-
Konstrukte als auch die cDNA-Klone der Kyp-Kanale TASK-1 und TRESK in

injizierbare cRNA transkribiert.

2.2.1 Herstellung der Parathormon-Rezeptor Mutanten
2.2.1.1 Mutagenese

Fur den gezielten Austausch der Nukelotidbasen in der DNA des PTH1R-
Wildtyps wurde das QuikChange™ Mutagenese Protokoll verwendet. Hierbei
wird das komplette doppelstrangige DNA-Plasmid mit zwei komplementéar
liegenden Primern amplifiziert. Die Sequenzen der verwendeten Primer
beinhalten bereits den Basenaustausch und sind Kapitel 2.1.7 zu entnehmen.
Als Polymerase wurde die PfuTurbo DNA-Polymerase gewéhlt, da diese eine
proof-reading-Funktion besitzt und glatte Enden (,blunt-ends®) produziert. Der
Ansatz der Polymerisierungsreaktion fiur die Mutagenese wurde wie folgt

pipettiert:
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5ul PfuTurbo Polymerase-Reaktionspuffer

X Wl Template Plasmid-DNA (20 oder 50 ng)
1,4 pl Mutagenese-Primer sense (10 pmol/ul)
1,4 pl Mutagenese-Primer antisense (10 pmol/pul)

jelul Desoxyribonukleotid-Triphosphate (je 2,5 mM)
ad 50 uI ddH,0O
1 pl PfuTurbo Polymerase (2,5 U/pl)

Es wurden die folgenden Temperaturschleifen im Thermocycler gewabhilt:

Einleitende Denaturierung 95°C 1 min

14 Temperaturschleifen:

Denaturierung 95°C 30s
Anlagerung 55°C 1 min
Elongation 68°C 8 min

Im Denaturierungsschritt werden die Wasserstoffbriicken der komplementéren
Basenpaare durch Erhitzen auf 95°C zerstort. Es entstehen Einzelstréange, an
welche sich die Primer nach dem Abkihlen auf 55°C durch
Wasserstoffbriickenbildung anlagern (Anlagerungsschritt). Im Elongationsschritt
wird schlie3lich die DNA synthetisiert. Bei ihrem Temperaturoptimum von 68°C
katalysiert die Pfu-Polymerase sukzessive die Ankniupfung der jeweils zum
Einzelstrang komplementaren Desoxynukleotide an das 3'-Ende des Primers
bzw. an das zuvor angeknlpfte Nukleotid. Diese Schritte werden 14 Mal

wiederholt, um eine hohe Anzahl neu synthetisierter DNA-Strange zu erhalten.

Nach Beendigung der Mutagenese im Thermocycler wurden die
Reaktionsansatze mit 1 pl Dpn | Restriktionsenzym versetzt und eine Stunde
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Dpnl schneidet nur an seiner

Erkennungssequenz gatc, wenn das Adenosin methyliert ist. Da die Template

37



Plasmid-DNA aus Bakterien stammt und somit methyliert ist, bleiben nur die

nicht-methylierten in-vitro polymerisierten DNA-Strénge zurick.

2.2.1.2 Transformation

Bei der Transformation werden Plasmide zur natirlichen Vervielfaltigung in
Bakterien eingebracht. Hierfir wurden E. coli-Bakterien gewéhlt. Die Zellen
wurden von Katharina Gerber (Physiologisches Institut, Universitat Wrzburg)
durch Behandlung mit Kalziumchlorid kompetent gemacht und in Glycerin
bei -80°C gelagert. Dadurch werden die E. coli Bakterien zur Aufnahme freier
Plasmid-DNA aus dem sie umgebenden Medium befahigt.

Die langsam auf Eis aufgetauten Zellsuspensionen wurden nun mit je 2 ul DNA
versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end folgte ein Hitzeschock flr
45 s bei 42°C im Heizblock, welcher zur Aufnahme der Plasmide in die Zellen
fuhrt. Danach wurden die Zellen erneut fir 1 min auf Eis gestellt. Zur weiteren
Inkubation wurden 400 pl LB-Medium zugegeben und im Schiittelbrutschrank
(150 rpm, 37°C) fur eine Stunde gelagert. Durch eine Schraglagerung und das
Schutteln erhielten die E. coli-Bakterien ausreichend Sauerstoff.

Mit einem Drigalskispatel, der mit 70%igem vergalltem Alkohol abgeflammt
wurde, wurden je Ansatz 100 pl oder 400 pl Suspension auf vorgewarmte Agar-
Platten mit Ampicillin ausplattiert und diese Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank

inkubiert.

2.2.1.3 Plasmid DNA-Praparation aus 4 ml Bakterienkulturen - MINI

Zur Préaparation der Plasmid-DNA aus E.coli musste zunéchst eine
Flissigkultur angelegt werden. Daflr wurde je eine Einzelkolonie des Plasmid-
tragenden Bakterienstamms ausgewdahlt und diese mit einem autoklavierten
Zahnstocher in 4 ml LB-Medium mit Ampicillin geimpft und tber Nacht bei 37°C
im Schittelbrutschrank (150 rpm) inkubiert.

Am nachsten Morgen wurde zunachst ein Osenausstrich zur Aufbewahrung der

plasmidtragenden Bakterien auf einer LB-Platte mit Ampicillin vorgenommen,
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bevor die Bakteriensuspension dann zentrifugiert (10 min, 4000 rpm) und das
Bakteriensediment mit Hilfe des Kits ,NucleoSpin® Plasmid“ (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diren) nach Herstellerangaben weiterverarbeitet wurde.
Dabei erfolgt die Plasmidisolierung Uber eine alkalische Lyse der
Bakterienzellwand, die Plasmid-DNA wird an einer Silica-Saule gebunden und
durch Waschschritte von Proteinen, RNA und anderen Verunreinigungen
befreit. SchlieRBlich wird die Plasmid-DNA aus der Saule eluiert. Alle

verwendeten Puffer und Saulen wurden mitgeliefert.

Die Konzentration der gewonnenen Plasmid-DNA wurde anschlie3end mit
einem Photometer bei einer Wellenlange von 260 nm in einer Quarzkivette
bestimmt. Basierend auf der Lichtabsorption einer 1:50 verdinnten DNA-
Losung, erfolgt die automatische Berechnung der Konzentration nach dem
Lambert-Beer'schen Gesetz. Die Konzentration wird in ng/ul angegeben.

Weiter lasst sich die Reinheit der DNA auf dem Gerat ablesen: Da das
Absorptionsmaximum fir Proteine bei 280 nm liegt, kann durch Berechnung
des Quotienten OD,5,/OD2go €ine Aussage Uber die Verunreinigung der Probe
durch Proteine getroffen werden. Ein Verhéltnis von 1,8 spricht fur eine reine
DNA-Isolierung, ist die DNA kontaminiert, so ist dieser Wert kleiner. Analoges
gilt fur den Quotienten 0ODy5/OD23, der ein Indikator fir weitere
Verunreinigungen, z.B. mit Polysacchariden ist. Auch dieser Wert wird

automatisch vom Gerat angezeigt.

Zusatzlich wurde zur Kontrolle der Praparation ein Testverdau mit den
Restriktionsenzymen Apal und EcoRlI und eine anschlieRende
Gelelektrophorese des Verdaus durchgefuhrt.

Dazu wurde folgender Ansatz pipettiert:

0,5pul  Plasmid-DNA

1l NEB 4-Puffer

7,5u  ddH;O

0,5 pl  Restriktionsenzym Apa |

39



Der Ansatz wurde fir 50 min bei 25°C im Heizblock inkubiert. AnschlieRend
wurde das Enzym bei 65°C im Wasserbad deaktiviert. Es folgte die Inkubation
des Verdaus mit dem Restriktionsenzym Eco Rl fir 25 min bei 37°C im
Brutschrank.

Fir die Gelelektrophorese wurde ein 1%iges Agarose-Gel mit 1 pl
Ethidiumbromid-L6sung in TAE-Puffer verwendet. Die Beladung erfolgte je mit
dem vollstandigen Verdau und 2 pl 6x Brompuffer. Als Marker wurden 4 pl
DNA-Marker verwendet. Die Laufzeit betrug 40 min bei 100 V angelegter

Spannung.

2.2.1.4 Sequenzierung

Die Sequenzierung der Klone erfolgte durch die Firma Eurofins MWG Operon in
Ebersberg.

Die DNA-Proben wurden als Premixed Samples, bestehend aus je 1500 ng
DNA und 1,5 ul eines Primers in einem Gesamtvolumen von 15 pl, versandt.
Als Primer dienten pSGEMreverse, PTHSeql und T7.

2.2.1.5 Plasmid DNA-Praparation aus 40 ml Bakterienkulturen - MIDI

Nachdem die Ergebnisse der Sequenzierung zeigten, dass alle Klone ihre
Mutation an der gewlnschten Stelle enthalten, wurde zur Gewinnung gro3erer
Plasmid-DNA-Mengen eine Praparation aus 40 ml Bakterienkulturen
durchgefuhrt.

Dazu wurde zunéchst eine Vorkultur (4 ml LB-Medium mit Ampicillin) aus dem
Osenausstrich der Plasmidpraparation aus 4 ml Bakterienkulturen angelegt, die
etwa 7h bei 37°C im Schittelbrutschrank (150 rpm) inkubiert wurde.
AnschlieBend wurde 1 ml dieser Vorkultur in 40 ml LB-Medium mit Ampicillin
gebracht und tber Nacht im Schiittelbrutschrank (37°C, 150 rpm) inkubiert.

Die Isolation der Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte schlieBlich mit dem Kit
,NucleoBond® Xtra Midi/Maxi“ (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren). Auch
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hier richtete sich die Vorgehensweise nach den Herstellerangaben. Es wurden
die mitgelieferten Puffer und Saulen verwendet.

2.2.2 RNA-Synthese

Die cDNA der hergestellten Klone sowie des PTH1R [WT] und der Kyp-Kanale
TASK-1 und TRESK musste nun in eine mRNA umgeschrieben werden, um

spater zur Expression in Xenopus laevis Oozyten verwendet werden zu kdnnen.

2.2.2.1 Linearisierung des Expressionsvektors

Zunachst wurde der Expressionsvektor pPSGEM an seiner Restriktionsstelle
Nhe | linearisiert. Dazu wurde folgender Ansatz pipettiert und drei Stunden im
Brutschrank (37°C) inkubiert:

X Ml 15 pg klonierte DNA
5ul Restriktionsenzym Nhe |
10 pl NEB 2-Puffer

ad 100 pl  ddH,O

AnschlieRend erfolgte eine Gelelektrophorese zur Kontrolle des kompletten
Verdaus. Dazu wurde ein 0,8%iges Agarose-Gel mit 1 ul Ethidiumbromid-
Losung in TEA-Puffer verwendet. Die Beladung erfolgte mit je 2 ul Verdau, 2 pl
6x Brompuffer und 8 pl ddH20. Als Marker wurden 4 pl DNA-Marker verwendet.
Die Laufzeit betrug 40 min bei 100 V.

2.2.2.2 Phenol-Chloroform-Extraktion und Fallung

Um die linearisierte DNA von Proteinfragmenten zu reinigen, wurde eine
Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefuhrt. Dazu wurden dem
Restriktionsverdau 200 pl Phenol-Chloroform im Verhaltnis 1:1 hinzugefiigt, das

Gemisch gevortext und zentrifugiert (13000 rpm, 5 min). Hierbei sammeln sich
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Proteine in der unteren, organischen Phenolphase und werden denaturiert. Die
obere wassrige Phase enthélt die DNA. Diese wurde vorsichtig abgenommen.
Es folgte eine zweite Extraktion mit 100 pl DEPC-H,O (13000 rpm, 5 min). Die
gesamte gewonnene wassrige Phase wurde einer Nachextraktion mit 400 pl
Chloroform unterzogen, um restliches Phenol aus der L6sung zu entfernen.

Zur Ruckgewinnung der DNA wurde die Losung anschliel3end bei -20°C uber
Nacht gefallt. Dazu wurden dem Volumen 1/10 Volumen Natriumacetat (3 M,
pH 5,2) und das 2,75x Volumen Ethanol (100%, -20°C) zugegeben. So entsteht
eine saure, wenig polare Umgebung, die die Loslichkeit der DNA verringert. Die
DNA fallt aus und bildet nach dem Zentrifugieren (13000 rpm, 30 min) am
folgenden Tag ein Pellet am Boden des Reaktionsgefal3es. Dieses wurde mit
500 pl Ethanol (70% in DEPC-H,0O, -20°C) gewaschen, luftgetrocknet und in
25 pl DEPC-H,0 resuspendiert.

Es erfolgte eine photometrische Konzentrationsbestimmung.

2.2.2.3 In-vitro Transkription

Der Ansatz fur die Transkription der linearisierten DNA wurde wie folgt
pipettiert:

X Hl 3 ug linearisierte DNA

20-x uI  DEPC-H,0

5 ul ATP (10 mM)

5 pl CTP (10 mM)

5 ul UTP (10 mM)

5 pl GTP+m’G(5)ppp(5')G-cap (10 mM)
5ul Transkriptionspuffer

2,54l  RNAse-Inhibitor

2,5u  T7 RNA-Polymerase

Die Verwendung des GTP Cap-Analogons GTP+m’G(5')ppp(5')G-cap dient der
Stabilisierung der mRNA im Zytoplasma der Xenopus Oozyte und schiitzt diese

so vor dem Abbau durch Endonukleasen. Weiter spielt die Cap eine Rolle in der
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Initiation der Translation. Die Verwendung fuhrt somit zu einer Steigerung der
Translationsrate der mRNA-Produkte.

Der Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Flr weitere
15 min wurden 5 pul DNAse zugegeben, die den Abbau der DNA-Matrize
katalysiert.

Die neu synthetisierte mRNA wurde anschlielend wie bereits zuvor
beschrieben mit einer Phenol-Chloroform-Extraktion und Fallung aufgereinigt.

Das gewaschene RNA-Pellet wurde in 10 pl DEPC-H20 resuspendiert.

Zur Konzentrationskontrolle wurde eine Gelelektrophorese mit einem 1,5%igen
RNA-Agarose-Gel durchgefuhrt. Daftr wurden 0,6 g Agarose mit 30 ml ddH,O
aufgekocht und auf 65°C im Wasserbad abgekihlt. Nach Zugabe von 8 ml
5x MOPS und 7 ml Formaldehyd (37%) konnte das Gel ausgegossen werden.
Der RNA-Auftragspuffer (200 pl) wurde mit 1 pl Ethidiumbromid-Losung
versetzt. Die Beladung erfolgte schlieRlich mit je 2 ul Transkript und 8 pl RNA-
Auftragspuffer, sowie 3 ul RNA-Marker und 8 pl RNA-Auftragspuffer, wobei alle
Proben zuvor fir 10 min auf 65°C erhitzt wurden. Als Laufpuffer diente
1x MOPS, die Laufzeit betrug eine Stunde bei 100 V.

Die Konzentrationen der RNA-Proben lie3en sich nun durch den Vergleich mit
dem Marker grob abschatzen.

Die RNA wurde bis zu ihrer Injektion in Xenopus laevis Oozyten bei -20°C
gelagert und bei Bedarf aus der bei der Midi-Praparation gewonnenen cDNA
analog der hier beschriebenen Vorgehensweise neu transkribiert.
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2.3 Elektrophysiologische Methoden

Die funktionelle Charakterisierung von Parathormon-Rezeptor Mutanten wurde
iIm Oozyten-Expressionssystem des sudafrikanischen Krallenfroschs Xenopus

laevis mittels der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC) durchgefuhrt.

2.3.1 Xenopus laevis-Oozyten als heterologes Expressionssystem

Die Verwendung von Oozyten des Sudafrikanischen Krallenfrosch Xenopus
laevis als heterologes Expressionssystem geht auf den Entwicklungsbiologen
John Gurdon (Gurdon et al. 1971) zurick und stellt heute eine etablierte
Technik fur Untersuchungen an Membranproteinen wie lonenkanalen,
Transportern und Rezeptoren dar.

Eine heterologe Expression bezeichnet die Proteinbiosynthese von Genen einer
Spezies in einem Fremdorganismus. Humane Parathormon-Rezeptoren und
Kaliumkanale kbénnen so in der Xenopus-Oozyte synthetisiert, posttranslational
modifiziert und in die Zellmembran eingebaut werden.

Bei Xenopus-Oozyten handelt es sich um Keimzellen, die in der Prophase |
arretiert sind. Dumont (1972) teilt sie in sechs Stadien innerhalb dieser Phase
ein. Zur Injektion von cRNA eignen sich die Stadien V und VI, die Uber
ausreichend endogene Proteine verfligen, um exogene Proteine zu
exprimieren. Sie zeichnen sich durch eine Grof3e von 1,0-1,3 mm aus und
besitzen weiter eine optische Polarisierung in eine dunkle, zytoplasma- und
ribosomenreiche, animale und eine helle, hauptsachlich dotterhaltige,
vegetative Hemisphére.

Die weitgehend undifferenzierten, omnipotenten Oozyten zeigen aufgrund ihrer
grolen Anzahl an Ribosomen hohe Translationsraten, die eine schnelle
Proteinbiosynthese ermoglichen. Weitere Vorteile, Xenopus-Oozyten als
zellulares Expressions- und Translationssystem injizierter, in-vitro transkribierter
CcRNA zu nutzen, liegen in der Grol3e der Oozyten, welche Mikroinjektionen und

ein relativ leichtes Anstechen mit Messelektroden erlauben, sowie die einfache

44



Gewinnung der Oozyten und die weitgehend unkomplizierte, unsterile Haltung
der Krallenfrésche.

Letztendlich spielt die Tatsache, dass die Oozyten nur wenige stdrende
endogene lonenkanale exprimieren und Uber die Second Messenger Systeme

cAMP und IP3 verfugen, fur die vorliegende Arbeit eine entscheidende Rolle.

2.3.2 Vorbereitung der Xenopus laevis Oozyten

Die Oozyten von Xenopus laevis befinden sich in lobusartigen Gebilden, den so
genannten Mesovarien, im Bauchraum des Krallenfroschs. Die Operation zur
Entnahme von Teilen dieses Ovariensacks erfolgte unter Tricaine-Narkose
durch Sina Kollert (Physiologisches Institut, Universitat Wirzburg).

Da sich die Oozyten in Gewebe aus Bindegewebe, Follikel- und Ovarienepithel
befinden, wurden sie anschlieBend einer enzymatischen Defollikulierung
unterzogen. Dazu wurde das Gewebe mittels Pinzette und Schere manuell in
Stiucke, die etwa 15 Oozyten enthielten, separiert und dann in Kollagenase-
Losung fur 2 Stunden auf einem Schittler bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlielend wurden die Oozyten durch mehrmaliges Waschen in ND 96-
Lésung von dem Enzym und Geweberesten gereinigt, in ND 96-
Oozyteninkubationslésung tberfihrt und bis zur Injektion mit cRNA am selben
Tag im Brutschrank bei 19°C aufbewahrt.

Zur Injektion mit cRNA wurden Oozyten der Stadien V und VI, die gleichmaRig
rund und unversehrt waren, eine scharfe farbliche Grenze zwischen dem
animalen und vegetativen Pol zeigten und eine gleichméaRige Farbe der
jeweiligen Hemisphare ohne Marmorierung aufwiesen, unter mikroskopischer
Sichtkontrolle ausgewahlt.

Die Injektionskapillaren wurden jeweils unmittelbar vor dem Gebrauch mit
einem Mikropipetten-Puller aus dunnwandigen Borosilikatglaskapillaren
automatisch hergestellt. Die Spitzen wurden so gekappt, dass ihr
AuRRendurchmesser ca. 2-5 pm betrug. Die Injektionskapillare wurde dann mit

Mineral6l luftblasenfrei beflllt und in eine Mikroinjektionspumpe eingespannt.
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Unter mikroskopischer Sichtkontrolle wurde cRNA in die Kapillare aufgesogen
und eine definierte Menge von 32,2 nl in die Oozyte injiziert. Als Hilfsmittel
dienten dabei ein in drei Ebenen beweglicher Mikromanipulator und ein
kammartiger Einsatz in der Injektionskammer, der eine sichere Positionierung
der Oozyten ermdglichte. Die cRNA wurde zuvor bereits im Verhaltnis
Rezeptor : Kaliumkanal = 1:1 gemischt und so verdunnt, dass ca. 5-8 pg cRNA
pro Oozyte injiziert wurden.

Die Oozyten wurden nach der Injektion in ND 96-Inkubationslésung im

Brutschrank bei 19°C gelagert. Die Expressionsdauer betrug etwa 48 Stunden.

2.3.3 Das Prinzip der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC)

Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (Two-electrode voltage clamp, TEVC)
ist eine in den 1940er Jahren entwickelte Methode, die auf Kenneth Cole und
George Marmont zurtickgeht (Guan et al. 2013) und es ermdglicht, elektrische
Strome Uber Zellmembranen indirekt zu messen.

Zur Durchfuihrung werden zwei Elektroden bendétigt, die durch die Zellmembran
gestochen werden: Die erste Elektrode ist die Spannungselektrode (E,). Sie
misst das Membranpotential gegen eine Referenzelektrode (Egr) in der
Badloésung. Im Ruckkopplungsverstarker wird das gemessene Potential mit
einem zuvor festgelegten Sollpotential verglichen. Bei einem Abweichen von
diesem Sollpotential wird Uber die Stromelektrode (E;) genau so viel Strom
(Kompensationsstrom lcomp) in die Oozyte appliziert, dass das Sollpotential
wieder erreicht wird. Die Zelle wird also auf ein bestimmtes Membranpotential
"geklemmt", ihr Membranpotential bleibt konstant.

Andert sich nun die Membranleitfahigkeit und es kommt zu lonenbewegungen
durch die Zellmembran, so entspricht der generierte Kompensationsstrom exakt
dem Strom, der durch die Membran flief3t, jedoch mit umgekehrter Polaritat. Der
Membranstrom ist somit indirekt bestimmbar und ermdglicht Aussagen Uber die

Aktivitat von lonenkanalen.
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Abb. 2-1: Prinzip der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Das Membranpotential der Oozyte wird von der Spannungselektrode Ey gegen die
Referenzelektrode Er gemessen und vom Verstéarker aufgenommen. Das Membranpotential wird im
Ruckkopplungsverstarker mit dem Sollpotential verglichen, bei einem Abweichen wird eine
Kompensationsspannung Veomp €rzeugt, die einen Kompensationsstrom ber die Stromelektrode E,,
in die Oozyten appliziert. Weiter wird eine Erdungselektrode Eg bendtigt.

2.3.4 Aufbau des Messplatzes

Der Messplatz setzte sich aus einem Stereomikroskop zur Betrachtung der
Messkammer, zwei Mikromanipulatoren, mit denen die Elektroden in die Oozyte
eingestochen  wurden, einem Rulckkopplungsverstarker und einem
Pulsgenerator, sowie einem Computer mit der entsprechenden
Messplatzsoftware, zusammen.

Die Messkammer bestand aus Kunststoff. Mittig war eine Vertiefung zur
Aufnahme der Oozyte eingelassen und seitlich eine weitere fur die Referenz-
und Erdungselektroden. Weiter endeten in der Messkammer das Zu- und das
Ableitsystem fur die Bad- und Messlésungen.

Als Zuleitsystem wurden 50 ml Spritzen als Vorratsbehélter fir Lésungen
verwendet, die je mit einem Drei-Wege-Hahn reguliert werden konnten. Uber
ein Schlauchsystem flossen die Lésungen mit einer Geschwindigkeit von etwa
2 ml/min in die Messkammer. Das Ableitsystem bestand aus einem in die
Messkammer hineinragenden Rohrchen und einer daran angeschlossenen
Saugpumpe. So konnten die Losungen kontinuierlich langsam abgesaugt
werden. Die Bad- und Messlosungen in der Messkammer wurden so alle 20 s

vollstandig ausgetauscht.
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Als Badldsung diente stets ND 96-Ldsung, die in ihrer
Elektrolytzusammensetzung in etwa der extrazellularen Flissigkeit im
Froschorganismus entspricht. Nach Applikation der Messlésung wurde ND 96-
Losung auch als Auswaschlésung verwendet. Wenn nicht anders angegeben,
wurde als Messlosung eine 100 nM PTH-LOsung verwendet.

Fir die Messelektroden wurden Borosilikatglaskapillaren mit Filament mittels
eines Mikropipetten-Pullers automatisch gezogen und ihre Spitzen gekirzt, so
dass ihr Widerstand spater 1-3 MQ betrug. Die fertigen Glaselektroden wurden
mit 3 M Kaliumchlorid luftblasenfrei befillt. Chlorierte Silberdréhte wurden in die
Glaselektroden eingefiihrt und dienten als Elektrodendrahte. Uber
entsprechende Halter wurden die Elektroden an den Mikromanipulatoren
befestigt.

Die Elektroden wurden jeweils zu Beginn einer Messreihe hergestellt und

konnten fur mehrere Messungen verwendet werden.

Die Herstellernachweise der verwendeten Gerate und Materialien sind im

Kapitel 2.1 aufgefuhrt.

2.3.5 Spannungsprotokolle der Pulsmessungen

Fur die Messungen wurde die Software Pulse und Pulse fit (HEKA) verwendet,
mit welcher der Ablauf der elektrophysiologischen Messungen gesteuert und
die gewonnenen Daten zeitgleich graphisch dargestellt werden konnten. Dabei
gilt, dass auswartsgerichteter Strom stets mit positivem Vorzeichen und
einwartsgerichteter Strom stets mit negativem Vorzeichen dargestellt wurden.
Das Klemmpotential wurde vor Beginn jedes Versuchs auf -60 mV eingestellt.
Dieser Wert entspricht in etwa dem Membranpotential nativer Oozyten.

Folgende Messprotokolle wurden zur Steuerung der in der vorliegenden Arbeit
angewandten Messungen verwendet: Spannungsrampen, Spannungsspriinge

und kontinuierliche Spannungsspringe.
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Spannungsrampe:

Bei diesem Protokoll wurde die Zellmembran auf -100 mV hyperpolarisiert und
dann mit konstanter Potentialanderung innerhalb von zwei Sekunden auf

+60 mV depolarisiert.

Spannungssprunge:

Vom Klemmpotential (-60 mV) ausgehend wurde die Zellmembran auf
bestimmte Spannungsstufen geklemmt, die jeweils fir 500 ms gehalten wurden.
In 20 mV-Schritten wurden die Klemmpotentiale von -100 mV bis +60 mV

durchlaufen.

Kontinuierliche Spannungsspriinge:

In Abstanden von drei Sekunden wurde die Zellmembran ausgehend vom
Klemmpotential (-60 mV) fur die Dauer von 200 ms auf +30 mV depolarisiert.
Mit diesem Protokoll konnte der Membranstrom Uber die gesamte Versuchszeit

bestimmt werden.

A B C
+60 mV +60 mV
+30 mV
-60 mV -60 mV- —-60 mV
-100 mV -100 mV
2000 ms 500 ms 200 ms

Abb. 2-2: Spannungsprotokolle

Alle Spannungsprotokolle wurden ausgehend von einem Klemmpotential von -60 mV durchgefihrt.
A: Spannungsrampe von -100 bis +60 mV Uber 2000 ms.

B: Spannungsspriinge Uber je 500 ms bei Spannungsstufen von -100 bis +60mV in 20 mV-Schritten.
C: kontinuierliche Spannungsspriinge alle 3 s tiber 200 ms bei +30 mV.
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2.4  Auswertung der Daten

2.4.1 Statistik

Soweit nicht anders bezeichnet, werden alle gewonnenen Daten im Text als
arithmetische  Mittelwerte + Standartfehler des Mittelwerts (SEM) fir
n Messungen angegeben. Auch in Diagrammen wird zusatzlich zum
arithmetischen Mittelwert der SEM eingezeichnet. Die Formulierung
,2durchschnittlich“ bezieht sich stets auf den arithmetischen Mittelwert.

In jeder Versuchsreihe wurde wenn nicht anders angegeben fir n eine Anzahl
>10 gewahlt, um verschiedene Einflussgrof3en wie die Qualitat der Oozyten,
aulRere Einflusse (z.B. Temperatur, Luftdruck, Materialermidung etc.) und
technische Fehler zu berlcksichtigen.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS. Die Daten wurden
mit dem Shapiro-Wilk-Test auf ihre Normalverteilung getestet und anschlieRend
mit der Bonferroni-Methode auf Signifikanz geprift. Dabei wurde eine
Irrtumswahrscheinlichkeit p fir p<0,05 als signifikant angenommen. Ist also

p<0,05, so ist die getestete Hypothese mit 95% Wahrscheinlichkeit zutreffend.

2.4.2 Graphische Darstellung

Die Originalableitungen aus Pulse & Pulse fit wurden in die Software
IGOR Pro® importiert, bearbeitet und graphisch dargestellt. Saulendiagramme
wurden mit Microsoft Excel erstellt. Fir schematische Darstellungen und

Modifizierungen von Abbildungen wurde Microsoft Paint verwendet.
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3. Ergebnis

3.1 Molekularbiologie

3.1.1 Herstellung der Parathormon-Rezeptor Mutanten

Zur Herstellung der Parathormon-Rezeptor Mutanten wurde die cDNA des
Parathormon-Rezeptor Wildtyps auf dem Plasmid-Vektor pSGEM genutzt. Es
folgte die Mutagenese mit Primern, die den jeweiligen in den Mutanten
gewunschten Basenaustausch in ihrer Sequenz bereits beinhalteten. Die neu
synthetisierte  DNA wurde zur Vervielfaltigung in E. coli transferiert.
Anschlie3end folgte die DNA-Préaparation aus der Bakterienkultur.

Zur Kontrolle der Praparation wurde ein Testverdau mit den
Restriktionsenzymen Apal und EcoRI sowie eine anschliellende

Gelelektrophorese des Verdaus durchgefihrt.

Das Verfahren der Elektrophorese ermdglicht es, Gemische ionischer
Substanzen wie negativ geladene DNA in einem elektrischen Feld zu trennen.
Bei der Gelelektrophorese wird als Tragermaterial eine Gelmatrix genutzt, durch
deren Poren die zu trennenden Proben wandern.

Kleinere DNA-Fragmente wandern dabei schneller zur Anode als groRere.
Molekile ahnlicher Grof3e lagern sich zu Banden zusammen, die durch die
Zugabe von Ethidiumbromid, welches mit Nukleinsauren interkaliert, unter UV-
Licht sichtbar gemacht werden. Als Referenz dient ein Marker aus DNA-

Molekilen, deren Lange bekannt ist.

Abb. 3-1 zeigt das Ergebnis der Gelelektrophorese. Aufgrund der
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit verdauter und unverdauter
DNA, wurde die Elektrophorese zur Kontrolle des Testverdaus nach der DNA-

Praparation verwendet. Das Gel zeigt neben den Banden des DNA-Markers (M)
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die Banden der mit Apal und Eco Rl geschnittenen DNA einer jeweiligen
Mutante (a), sowie die Banden der jeweiligen unverdauten DNA (b).

M 1a 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b

23130 — [ f—
T

4361 — B S g ----
=) = =) b

(bp)

Abb. 3-1: Agarose-Gel zur Kontrolle des Testverdaus nach DNA-Préaparation

1%iges Agarose-Gel mit 1 pl Ethidiumbromid-Lésung in TAE-Puffer bei 100 V angelegter Spannung
und 40 min Laufzeit. Die Plasmid-DNA wurde von den Restriktionsenzymen Apal und Eco RI
geschnitten (jeweils Bande a einer Mutante). Zum Vergleich dienen die jeweils als b
gekennzeichneten Banden mit unverdauter DNA.

M: DNA-Marker, 1: PTH1R [P119L], 2: PTH1R [H442D], 3: PTH1R [L232R], 4: PTH1R [L292P]

Die Proben der zweifach geschnittenen Plasmide zeigen zwei hell leuchtende
Banden, wobei je eine Bande klar weiter als die Bande des dazugehotrenden
ungeschnittenen Plasmids gewandert ist, was den erfolgreichen Verdau der

jeweiligen Probe bestétigt.

3.1.2 DNA-Sequenzierung

Die nach der Plasmid-Praparation erhaltenen DNA-Klone wurden im Folgenden
sequenziert. Die Ergebnisse der DNA-Sequenzierung der verschiedenen
Parathormon-Rezeptor Mutanten zeigen, dass der Austausch einer einzelnen
Nukleinbase in der DNA je zum Einbau einer anderen Aminosaure im
Rezeptorprotein fuhrt:

Der Austausch von Cytosin an Position 356 der Nukleinbasensequenz durch
Thymin fuhrt dazu, dass aus dem fir die Aminosdure Prolin codierenden
Basentriplett ccg das fur Leucin codierende Triplett ctg wird.

Wird an Position 1324 Cytosin durch Guanin ersetzt, so wird statt Histidin

Asparaginsaure in die Aminosaurensequenz des PTH1R eingebaut.
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Aus der Aminosaure Leucin wird durch den Einbau von Guanin statt Thymin an
Position 695 die Aminoséure Arginin.
Wird an der Basensequenzposition 875 Thymin gegen Cytosin getauscht, so

codiert der Abschnitt fir Prolin statt fir Leucin.

PTHIR [P119L] > c356t PTH1R [H442D] 2> ¢1324qg
cC w P L G Q M H Y E
349 tgc tgg ccg ctg ggg 363 1318 cag atg cac tat gag 1332
349 tgc tgg ctg ctg ggg 363 1318 cag atg gac tat gag 1332
cC W L L G Q M D Y E
PTHR1 [L 232R] 2>1695¢ PTHIR [L292P] > t875c
F M L R A Y F L A T
688 ttc atg ctg cgc gcc 702 868 tag ttc ctg gcc acc 882
688 ttc atg cgg cgc gcc 702 868 tag ttc ccg gcc acc 882
F M R Y E Y F P A T

Abb. 3-2: Sequenzierung der Nukleinbasen der Parathormon-Rezeptor-Mutanten

Dargestellt sind die Aminoséauren- und Nukleinbasensequenzen des Wildtyps und unterhalb die
Sequenzen der jeweiligen Mutante. Die betreffenden Basen und Aminosauren sind grau unterlegt.

Bei den durch Mutagenese herbeigefiihrten Punktmutationen handelt es sich

somit um missense-Mutationen.

3.1.3 RNA-Synthese

Um die DNA des Parathormon-Rezeptors, seiner Mutanten, sowie die DNA der
Kop-Kanale in die fur die Injektion in Xenopus Oozyten bendtigte RNA zu
transkribieren, wurde die Plasmid-DNA zunachst durch das Restriktionsenzym
Nhe | linearisiert. Zur Kontrolle des Verdaus erfolgte abermals eine
Gelelektrophorese.

Abb. 3-3 zeigt das Ergebnis der Gelelektrophorese: Die Gele zeigen neben den

Banden des DNA-Markers (M) die Banden der jeweiligen unverdauten Plasmid-
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DNA (a), sowie die Banden der mit Nhe | geschnittenen DNA einer jeweiligen
Probe (b).

M 1a 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5a 5b M 6a 6b 7a 7b

23130 — k57 - WS

4361 — - e
1353 —

(bp)

Abb. 3-3: Agarose-Gel zur Kontrolle der Vektor-Linearisierung

0,8%iges Agarose-Gel mit 1 pl Ethidiumbromid-Losung in TAE-Puffer bei 100V angelegter
Spannung und 40 min Laufzeit. Die Plasmid-DNA wurde vom Restriktionsenzym Nhe | geschnitten
(jeweils Bande b). Zum Vergleich dienen die jeweils als a gekennzeichneten Banden mit unverdauter
Plasmid-DNA.

M: DNA-Marker, 1: PTHIR [WT], 2:PTHI1R[P119L], 3:PTH1R [L292P], 4:PTHIR [L292P],
5: PTH1R [H442D], 6: TASK-1, 7: TRESK

Die linearisierten Proben weisen je nur eine Bande auf, die eine kirzere
Laufstrecke zurickgelegt hat als die Banden der ungeschnittenen Plasmid-
DNA. Dies bestatigt den erfolgreichen Verdau der Proben.

Es folgte die Herstellung der RNA durch in-vitro Transkription nach zuvor
beschriebenem Protokoll. Die Uberpriifung der aufgereinigten RNA erfolgte
mittels Gelelektrophorese, bevor die RNA schlieBlich zur heterologen

Expression in Xenopus Oozyten injiziert wurde.

Abb. 3-4 zeigt das Ergebnis der Gelelektrophorese: Die Gele zeigen neben den
Banden des RNA-Markers (M) die Banden der hergestelliten RNA (1-7).
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Abb. 3-4: Agarose-Gel zur Kontrolle der in-vitro Transkription

1,5%iges Agarose-Gel mit 1 ul Ethidiumbromid-Lésung in 1xMOPS-Puffer bei 100 V angelegter
Spannung und einer Stunde Laufzeit.

M: RNA-Marker, 1: PTH1R [WT], 2:PTH1R[P119L], 3:PTH1R [L292P], 4: PTH1R [L292P],
5: PTH1R [H442D], 6: TASK-1, 7: TRESK

Die Banden der RNA des Parathormon-Rezeptors und seiner Mutanten legen
eine kurzere Strecke zuriick als die der Kyp-Kandle, was der unterschiedlichen
Basenlange der Transkripte entspricht.

Aus der Starke der Fluoreszenz der Banden lasst sich weiter die RNA-
Konzentration der jeweiligen Probe ableiten, wobei eine starke Fluoreszenz fur

eine hohe Konzentration steht.
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3.2 Elektrophysiologie

3.2.1 Inhibition von TASK-1 durch den G4-gekoppelten Rezeptor PTH1IR

Das erste Ziel des elektrophysiologischen Teils dieser Arbeit bestand in der
Uberprifung der Sensitivitat des Kap-Kanals TASK-1 auf die Aktivierung des
Parathormon-Rezeptors durch die Bindung seines Liganden Parathormon.
Hierfir wurden TASK-1 Kandle und Parathormon-Rezeptoren zeitgleich
heterolog in Xenopus laevis Oozyten exprimiert und anschliel3end mittels der
Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC) elektrophysiologisch untersucht.
Die Messungen erfolgten nach den zuvor beschriebenen Messprotokollen
(Spannungsrampen, Spannungsspriinge und kontinuierliche Spannungs-
springe) und je Oozyte zunachst in ND 96-Badléung (kurz: ND 96), dann in
PTH-haltiger Messlosung (kurz: PTH) und anschliel3end nach dem Auswaschen
des PTHSs zur Kontrolle ein weiteres Mal in ND 96-Badl6sung.

Fir eine Vielzahl G4-gekoppelter Rezeptoren, konnte bereits gezeigt werden,
dass ihre Aktivierung zu einer Hemmung des TASK-1 Stroms fihrt (Talley et al.
2000, Chemin et al. 2003). Auch PTH1R nutzt den Signalweg Uber Gag: Die
Phospholipase C wird aktiviert, wodurch Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PIP2) zu Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) hydrolysiert
wird. Es kommt zur Freisetzung intrazellular gespeicherten Kalziums durch 1P3
sowie zur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) durch DAG und Ca*". (s. Abb.
3-5A)

An welcher Stelle der Gag-Signalweg nun mit dem TASK-1 Kanal interagiert,

konnte jedoch bisher nicht geklart werden.

Nach 48-stiindiger Inkubation der koexprimierenden Oozyten konnte zunachst
anhand des Messprotokolls fur Spannungsrampen gezeigt werden, dass die
Oozyten den TASK-1 Kanal exprimierten (s. Abb. 3-5B). Dafur wurde die
Zellmembran auf -100 mV hyperpolarisiert und dann mit konstanter

Potentialanderung innerhalb von zwei Sekunden auf +60 mV depolarisiert. Die
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dabei gemessene  Strom-Spannungskurve  folgt dem  flir  einen
auswartsgerichteten K*-Strom typischen Verlauf und zeigt einen immer groRer
werdenden Strom. Bei Membranpotentialen oberhalb des K*-Umkehrpotentials
werden Auswartsstrome beobachtet, wobei die Amplitude unter Zugabe der
PTH-haltigen Messlosung im Vergleich zur Badlésung ND 96 sichtbar kleiner
ist. Die Charakteristik des Stromes bleibt jedoch erhalten. Da die
K*-Konzentration in den Xenopus Oozyten deutlich groRer ist, als in der Bad-
und der Messlosung (je 2 mM), ist der gemessene Auswartsstrom deutlich
groéBer als der Einwartsstrom. ND 96-Losung entspricht in ihrer
Elektrolytzusammensetzung in etwa der extrazellularen Flissigkeit des

Froschorganismus.

A ?TH B
N PTHIR
Phospholipase C ()
% . [WA]
\ 30

PKC

P
(aktiv)

Abb. 3-5: Koexpression von TASK-1 mit PTH1R [WT]

TASK-1-Kandle und Parathormon-Rezeptoren vom Wildtyp wurden zeitgleich heterolog in Xenopus
Oozyten exprimiert.

A: Schematische Darstellung der Kopplung des PTH1-Rezeptors an den Gag-Signalweg: Der durch
Bindung von PTH aktivierte PTH1-Rezeptor koppelt an die a-Untereinheit eines Gg-Proteins. Dieses
dissoziiert von der By-Untereinheit und aktiviert die Phospholipase CB, wodurch
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu DAG und I[Pz hydrolysiert wird. Dies fuhrt zur
Freisetzung intrazellular gespeicherten Kalziums durch 1Pz sowie zur Aktivierung der Proteinkinase C
(PKC) durch DAG und ca®'. Teile der Abbildung entnommen aus Vilardaga et al. (2011), Fig. 2; with
permission of Springer

B: Spannungsrampen von -100 mV bis +60 mV Uber 2s in ND 96-Badlésung (schwarz) und
PTH-haltiger Messlésung (blau). Der K*-Auswartsstrom wird durch Zugabe von PTH gehemmt.

Es folgte die weitere funktionelle Charakterisierung des Parathormon-Rezeptor
Wildtyps mit dem Spannungsspriinge-Protokoll:
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Hierfr wurde das Membranpotential ausgehend vom Haltepotential von -60 mV
in 20 mV-Sprungen fur je 500 ms auf -100 bis +60 mV geklemmt, wodurch die
Spannungsabhangigkeit der TASK-1 Strome gezeigt werden konnte.

Wahrend Spannungen von -60 mV und héher Auswartsstrome hervorrufen,
Uberwiegen bei Spannungen von -80 und -100 mV die Einwartsstrome (s. Abb.
3-6 A). Wird die PTH-haltige Messlosung appliziert und das Messprotokoll neu
gestartet, so verringern sich die Stromamplituden deutlich gegentber der
Messung in ND 96-Badlésung, wobei auch hier Membranspannungen
von -60 mV und hoher Auswartsstrome erzeugen.

Wird das PTH durch ND 96-Badlbésung wieder ausgewaschen, so steigt der

inhibierte Strom wieder an, die Hemmung durch PTH ist damit reversibel.

Depolarisiert man TASK-1 und PTHI1R [WT] koexprimierende Oozyten
ausgehend vom Haltepotential (-60 mV) auf +30 mV, so zeigen diese einen
eindeutig sichtbaren Auswartsstrom. Das Membranpotential von +30 mV wurde
gewahlt, da TASK-1 Kanale in diesem Spannungsbereich hohe, messbare
Auswartsstrome generieren. Bei der Zugabe von PTH wurden deutlich
geringere Auswartsstrome gemessen, der TASK-1 Strom wurde durch PTH
gehemmt. (s. Abb. 3-6 B)

Diese Depolarisierung der Oozytenmembran auf +30mV wurde beim
Messprotokoll der kontinuierlichen Spannungsspriinge alle 3 s wiederholt. So
konnte das Verhalten der Auswartsstrome Uber einen langeren Zeitpunkt
beobachtet werden (s. Abb. 3-6 C): In ND 96-Badlésung zeigt TASK-1 zunachst
einen hohen, stabilen Auswartsstrom. Wird PTH-haltige Messlésung (100 nM)
hinzugegeben, kommt es zu einer raschen Hemmung des Stromes. Die Strom-
Zeitkurve féllt steil ab. Wird PTH durch Zugabe der Badlésung wieder
ausgewaschen, so erreicht die Stromstarke nach wenigen Minuten wieder ihren
Ausgangswert.

Im Mittel ergab sich eine TASK-1 Inhibition durch PTH auf 52,11 % + 3,60 %
(n=28) des zuvor unter ND 96 gemessenen Ausgangsstroms (s. Abb. 3-6 D).
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Abb. 3-6: Funktionelle Charakterisierung des Parathormon-Rezeptor Wildtyps durch Kopplung an

den TASK-1 Kanal

Die Aktivierung des PTH1R [WT] durch PTH fihrt zu einer deutlichen Inhibition von TASK-1.

A: Spannungsspriinge von +60 bis -100mV in 20 mV-Spriingen fur je 500 ms in ND 96-Badlésung,
bei Zugabe von PTH und nach dem Auswaschen des PTHs mit Badldsung.

B: Spannungssprung von -60 mV auf +30 mV tber 200 ms in ND 96-Badléung (schwarz) und unter
Zugabe der PTH-haltigen Messlésung (blau).

C: Représentative Messung einer TASK-1 und PTH1R [WT] koexprimierenden Oozyte. Wéahrend
kontinuierlichen Membranpotentialspriingen auf +30 mV wurde PTH hinzugegeben, was zu einer
reversiblen Hemmung des TASK-1 Stroms fiuhrte.

D: Darstellung der quantitativ zusammengefassten Messungen im S&ulendiagramm. Unter Zugabe
von PTH reduziert sich die TASK-1 Stromamplitude auf durchschnittlich 52 % des unter ND 96
gemessenen Ausgangswertes.

Basierend auf den Untersuchungen von Roth und Mitarbeitern (2014) sollten

nun

die zuvor hergestellten Parathormon-Rezeptor Mutanten, die durch den

Austausch einer einzelnen Base in der DNA-Sequenz zum Einbau einer

anderen Aminosaure im Rezeptorprotein fihren, funktionell charakterisiert und

mit den Ergebnissen des Wildtyp-Rezeptors verglichen werden.
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3.2.2 Koexpression von TASK-1 mit der Mutante PTH1R [P119L]

Bei dem durch Mutagenese hergestellten und durch Basensequenzierung
Uberpruften Parathormon-Rezeptor [P119L] wurde die Nukleinbase Cytosin an
Position 356 durch Thymin ersetzt. Dies fuhrt zum Austausch der Aminosaure
Prolin durch Leucin an Position 119 der Aminosaurensequenz. Die Lage dieser
Mutation befindet sich in der prognostizierten Primarstruktur nach Gensure et
al. (2005) in der Extrazellulardomane des Rezeptors (s. Abb. 3-7 A).

Nach  48-stindiger Inkubation der TASK-1 und PTHI1R [P119L]
koexprimierenden Oozyten wurden zunéchst TASK-1 Strome anhand von
Spannungsrampen nachgewiesen. Die Strom-Spannungskurve zeigte bei
konstanter Potentialanderung von -100 mV bis +60 mV einen fir TASK-1
typischen Verlauf mit hohen Auswartsstromen oberhalb des Umkehrpotentials.

Fihrt man das Messprotokoll mit denselben Oozyten in PTH-haltiger
Messlosung statt in ND 96-Badlosung durch, so andert sich die Strom-
Spannungskurve der einzelnen Oozyten nicht, die gemessene Stromstéarke hat
fur jede Oozyte in den unterschiedlichen Losungen denselben Betrag (s. Abb.
3-7 B).
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Abb. 3-7: Koexpression von TASK-1 mit PTH1R [P119L]

TASK-1 und PTH1R [P119L] wurden zeitgleich heterolog in Xenopus Oozyten exprimiert.

A: Darstellung der Primarstruktur des PTH1-Rezeptors. Die Mutationsstelle ist gekennzeichnet.
Abbildung modiziert nach Gensure et al. (2005): Reprinted from Gensure et al. (2005), Copyright
(2005), with permission from Elsevier

B: Spannungsrampe von -100 mV bis +60 mV Uber 2 s. Die Strom-Spannungskurve zeigt einen fir
TASK-1 typischen Verlauf mit hohen K*-Auswértsstromen oberhalb des Umkehrpotentials.
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Zur weiteren funktionellen Charakterisierung der Mutante PTHI1R [P119L]
wurde auch hier zunachst das Spannungsspriinge-Protokoll herangezogen.
Beim Durchlaufen der Spannungsspringe von -100 bis +60 mV in 20 mV-
Schritten konnte die selbe Spannungsabhangigkeit der TASK-1 Stréme gezeigt
werden wie zuvor beim Wildtyp: Bei Spannungen von -60 mV und hoher
Uberwiegen Auswartsstrome, bei Spannungen von -80 und -100 mV
Einwartsstrome (s. Abb. 3-8 A).

Die Zugabe von PTH-haltiger Messlosung andert das Verhalten der TASK-1

Kanale nicht, die gemessenen Stromstarken sind nahezu identisch.

Depolarisiert man die Oozytenmembran ausgehend vom Haltepotential
von -60 mV auf +30 mV, so zeigen auch die TASK-1 und PTHI1R [P119L]
koexprimierenden Oozyten einen eindeutig sicht- und messbaren
Nettoauswartsstrom. Dieser bleibt jedoch bei Zugabe von PTH nahezu
unverandert (s. Abb. 3-8 B). Es ist keine eindeutige Inhibition des TASK-1

Stroms wie bei den Wildtyp-Rezeptoren exprimierenden Oozyten erkennbar.

Um das Verhalten der Auswartsstrome uber einen langeren Zeitpunkt zu
beobachten, wurde gemall dem Messprotokoll der kontinuierlichen
Spannungsspringe die Depolarisierung der Oozytenmembran auf +30 mV alle
3 s wiederholt. In ND 96-Badlésung zeigte TASK-1 dabei einen hohen, stabilen
Auswartsstrom, welcher durch die Zugabe der PTH-haltigen Messlosung nicht
beeinflusst wurde. Auch das anschlielende Auswaschen des PTHs durch
ND 96 zeigte keine Anderung des TASK-1 Stroms (s. Abb. 3-8 C).

Quantitativ.  zusammengefasst ergab sich unter PTH-Zugabe eine
durchschnittliche TASK-1 Stromamplitude von 104,71% % 2,60% (n=14) des
zuvor unter ND 96 gemessenen Ausgangswerts (s. Abb. 3-8 D).
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Abb. 3-8: Funktionelle Charakterisierung der Mutante PTH1R [P119L] durch Kopplung an TASK-1

Die Aktivierung von PTH1R [P119L] durch PTH fuihrt nicht zur Inhibition von TASK-1.

A: Spannungsspriinge von +60 bis -100mV in 20 mV-Spriingen fir je 500 ms in ND 96-Badlésung.
Die Zugabe von PTH &ndert die gemessenen Stromstarken nicht (nicht dargestellt).

B: Spannungssprung von -60 mV auf +30 mV tber 200 ms in ND 96-Badl6ung (schwarz) und unter
Zugabe der PTH-haltigen Messldsung (blau).

C: Reprasentative Messung einer TASK-1 und PTH1R [P119L] koexprimierenden Oozyte. W&hrend
kontinuierlichen Membranpotentialspringen auf +30 mV wurde PTH hinzugegeben, welches das
Verhalten des TASK-1 Stroms jedoch nicht beeinflusste.

D: Darstellung der quantitativ zusammengefassten Messungen im Saulendiagramm. Unter Zugabe
von PTH betragt die TASK-1 Stromamplitude durchschnittlich 105 % des unter ND 96 gemessenen
Ausgangswertes.

3.2.3 Koexpression von TASK-1 mit der Mutante PTH1R [H442D]

Der Parathormon-Rezeptor [H442D] tragt seine Mutation aufgrund des
herbeigefuhrten Austauschs von Cytosin durch Guanin an Position 1324 seiner
Nukleinbasensequenz. Folglich wird statt Histidin Asparaginsaure an Position
442 in die Aminosaurensequenz des Rezeptorproteins eingebaut.

In der prognostizierten Priméarstruktur des PTH1R nach Gensure et al. (2005)
liegt die Mutation in der dritten extrazellularen Schleife des heptahelikalen
Rezeptors (s. Abb. 3-9 A).
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Auch bei dieser Mutante wurde zun&chst nach 48-stindiger Inkubation der
koexprimierenden Oozyten der TASK-1 Strom anhand des Spannungsrampen-
Messprotokolls nachgewiesen. Bei der Hyperpolarisation der Oozytenmembran
auf -100 mV und anschlieBender konstanter Potentialanderung bis auf +60 mV
zeigten auch Oozyten, die diese Mutante exprimierten, die fir TASK-1 typische
Strom-Spannungskurve mit hohen Kaliumauswartsstromen oberhalb des
Umkehrpotentials (s. Abb. 3-9 B). Die Kurven anderten sich bei Zugabe von
PTH nicht.
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Abb. 3-9: Koexpression von TASK-1 mit PTH1R [H442D]

TASK-1 und PTH1R [H442D] wurden zeitgleich heterolog in Xenopus Oozyten exprimiert.

A: Darstellung der Primérstruktur des PTH1-Rezeptors. Die Mutationsstelle ist gekennzeichnet.
Abbildung modifiziert nach Gensure et al. (2005): Reprinted from Gensure et al. (2005), Copyright
(2005), with permission from Elsevier

B: Spannungsrampe von -100 mV bis +60 mV Uber 2 s. Die Strom-Spannungskurve zeigt einen fir
TASK-1 typischen Verlauf mit hohen K*-Auswértsstrdmen oberhalb des Umkehrpotentials.

Durch das Spannungsspringe-Protokoll konnte auch die Mutante
PTH1R [H442D] weiter funktionell charakterisiert werden. Es zeigte sich
dieselbe Spannungsabhangigkeit der TASK-1 Strome beim Durchlaufen der
Spannungsspringe von -100 bis +60 mV in 20 mV-Schritten wie zuvor beim
Wildtyp: Bei Spannungen von -60 mV und hoher Uberwiegen in der Regel
Auswartsstrome, bei Spannungen von -80 und -100 mV Einwartsstrome. Das
Umkehrpotential der abgebildeten Oozyte war jedoch héher, so dass auch eine
angelegte Spannung von -60 mV Nettoeinwartsstrome zeigten (s. Abb. 3-10 A).
Die Zugabe von PTH-haltiger Messlésung ruft ein identisches Verhalten der
TASK-1 Kanale hervor wie zuvor in ND 96-Badlésung. Die Stromamplituden je

angelegter Spannung sind in beiden Loésungen vergleichbar.
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Die Depolarisation der Oozytenmembran auf +30 mV fuhrt auch bei TASK-1
und PTH1R [H442D] koexprimierenden Oozyten zu einem eindeutig sicht- und
messbaren Nettoauswartsstrom, welcher sich jedoch bei Zugabe von PTH nicht
signifikant andert (s. Abb. 3-10 B).

Auch bei dieser Mutante wurde das Verhalten des Auswartsstroms Uber einen
langeren Zeitraum und in verschiedenen Loésungen durch die Anwendung des
Protokolls der kontinuierlichen Spannungsspringe (Depolarisation auf +30 mV
alle 3s) beobachtet: In ND 96-Badlosung zeigte TASK-1 einen hohen
gleichmafigen Auswartsstrom. Die Zugabe von PTH-haltiger Messlosung sowie
das anschlieRende Auswaschen des PTHs durch ND 96 veranderte diesen
nicht, die Strom-Zeit Kurve beschreibt annahernd eine Gerade (s. Abb. 3-10 C).
Im Mittel ergab sich unter PTH-Zugabe eine TASK-1 Stromamplitude von
96,17% = 2,70% (n=15) des zuvor unter ND 96 gemessenen Ausgangswerts (s.
Abb. 3-10 D).
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Abb. 3-10: Funktionelle Charakterisierung der Mutante PTH1R [H442D] durch Kopplung an TASK-1

Die Aktivierung von PTH1R [H442D] durch PTH fuhrt nicht zur Inhibition von TASK-1.
A: Spannungsspriinge von +60 bis -100 mV in 20 mV-Springen fir je 500 ms in ND 96-Badldsung.
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B: Spannungssprung von -60 mV auf +30 mV (ber 200 ms in ND 96-Badléung (schwarz) und unter
Zugabe der PTH-haltigen Messlésung (blau).

C: Reprasentative Messung einer TASK-1 und PTH1R [H442D] koexprimierenden Oozyte. Wahrend
kontinuierlichen Membranpotentialspringen auf +30 mV wurde PTH hinzugegeben, welches das
Verhalten des TASK-1 Stroms jedoch nicht beeinflusste.

D: Darstellung der quantitativ zusammengefassten Messungen im Saulendiagramm. Unter Zugabe
von PTH betragt die TASK-1 Stromamplitude durchschnittlich 96 % des unter ND 96 gemessenen
Ausgangswertes.

3.2.4 Koexpression von TASK-1 mit der Mutante PTH1R [L232R] und
der Mutante PTH1R [L292P]

Die Parathormon-Rezeptor Mutante [L232R] wurde durch den Einbau von
Guanin statt Thymin an Position 695 ihrer Nukleinbasensequenz hergestelit.
Das betroffene Basentriplet codiert dadurch nicht mehr fir Leucin, stattdessen
wird Arginin an die Position 232 des Rezeptorproteins eingebaut.

In der prognostizierten Primarstruktur des PTH1R nach Gensure et al. (2005)
liegt die Mutation in der zweiten Transmembrandoméne des sieben

Transmembrandoméanen umfassenden Rezeptors (s. Abb. 3-11 Al).

Auch die Mutante PTH1R [L292P] liegt innerhalb einer Transmembrandomane,
jedoch in der dritten (s. Abb. 3-11 A2).

Fir ihre Herstellung wurde an der Basensequenzposition 875 Thymin gegen
Cytosin getauscht, sodass in das Rezeptorprotein die Aminosdure Prolin statt

Leucin an Position 292 eingebaut wird.

Zum Nachweis des TASK-1 Stroms wurde auch bei den Oozyten, die TASK-1
und eine dieser beiden Mutanten koexprimierten, nach 48 Stunden gemaf dem
Spannungsrampen-Protokoll die Oozytenmembran auf -100 mV hyperpolarisiert
und mit konstanter Potentialanderung bis auf +60 mV depolarisiert. Auch hier
zeigt sich fur beide Untersuchungsgruppen die fir TASK-1 typische Strom-
Spannungskurve mit immer hoher werdenden Auswartsstromen oberhalb des
Umkehrpotentials. Die Amplitude andert sich bei Zugabe von PTH bei beiden
Mutanten nicht (s. Abb. 3-11 B1&2).
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Dies wird durch die Beobachtung je eines einzelnen Spannungspulses
von -60 mV auf +30 mV bestétigt: Fur beide Untersuchungsgruppen ist ein
hoher stabiler Auswartsstrom in ND 96-Badlésung zu beobachten, der sich
durch Zugabe der PTH-haltigen Messlosung nicht signifikant anderte (s. Abb.
3-11 C1&2).

Auch bei kontinuierlichen Spannungsspringen auf +30 mV zeigte sich fur beide
Mutanten ein Auswartsstrom, der unabhéngig von der Bad- und Messlésung
war (s. Abb. 3-11 D1&2).

In der quantitativen Auswertung ergab sich schlief3lich im Mittel fur die Mutante
PTH1R [L232R] unter PTH-Zugabe eine TASK-1 Stromamplitude von
97,80% £ 2,76% (n=16) wund fur die Mutante PTH1R [L292P] eine
Stromamplitude von 100,77% + 1,97% (n=18) des jeweils zuvor unter ND 96

gemessenen Ausgangswerts (s. Abb. 3-12).
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Abb. 3-11: Funktionelle Charakterisierung der Mutanten PTH1R [L232R] und PTH1R [L292P] durch

Kopplung an TASK-1

TASK-1 und PTHI1R [L232R] sowie TASK-1 und PTHI1R [L292P] wurden zeitgleich heterolog in
Xenopus Oozyten exprimiert. Die Aktivierung von PTH1R [L232R] und PTH1R [L292P] durch PTH
fuhrt nicht zur Inhibition von TASK-1. Die Abbildungen der Mutante PTH1R [L232R] sind links, die
der Mutante PTH1R [L292P] rechts dargestellt:

Al & A2: Darstellung der Primarstruktur des PTH1-Rezeptors. Die Mutationsstelle ist jeweils
gekennzeichnet. Abbildungen modifiziert nach Gensure et al. (2005): Reprinted from Gensure et al.
(2005), Copyright (2005), with permission from Elsevier

B1 & B2: Spannungsrampen von -100 mV bis +60 mV Uber 2 s. Die Strom-Spannungskurven zeigen
einen fir TASK-1 typischen Verlauf.

C1 & C2: Spannungssprung von -60 mV auf +30 mV (ber 200 ms in ND 96-Badldung (schwarz) und
unter Zugabe der PTH-haltigen Messldsung (blau).

D1 & D2: Reprasentative Messung einer TASK-1 und PTHI1R [L232R] bzw. PTHI1R [L292P]
koexprimierenden Oozyte. Wéhrend kontinuierlichen Membranpotentialspriingen auf +30 mV wurde
PTH hinzugegeben, welches das Verhalten des TASK-1 Stroms jeweils nicht beeinflusste.
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3.2.5 Funktionsverlust des Parathormon-Rezeptors durch den

Austausch von Aminosauren

Wie den oben dargestellten Untersuchungen zu entnehmen ist, fihrt ein
Austausch bestimmter Aminoséduren im Parathormon-Rezeptor zu einem
Funktionsverlust des Rezeptorproteins. Die Messdaten der elektro-
physiologischen Untersuchungen dieser Mutanten zeigen bei der Zugabe von

PTH einen signifikanten Unterschied zu denen des Wildtyps:

Unter Verwendung des Messprotokolls der kontinuierlichen Spannungsspringe,
bei dem das Membranpotential alle 3 s fur 0,2 s auf +30 mV depolarisiert
wurde, wurde die Stromamplitude einer Oozyte in ND 96-Badlésung - gleich
welche PTH1R-Variante diese exprimiert - als 100 % definiert. Nach Zugabe
PTH-haltiger Messlosung wurde eine durchschnittliche Stromamplitude je
PTH1R-Variante fur n Messungen berechnet.

Dabei wurden die naturlich vorkommenden sog. run-up- und down-Effekte der
Oozyten berucksichtigt, indem durch die Messpunkte zu den Zeitpunkten 30 s
und 3 s vor Beginn der PTH-Applikation eine Gerade gelegt wurde, wobei an
allen Punkten auf der Geraden die Stromamplitude definitionsgemaR 100 %
betragt.

So ergibt sich fir den PTH1-Rezeptor Wildtyp eine durchschnittliche
Stromamplitude nach PTH-Zugabe von 52,11 % + 3,60 % (n=28). Der
TASK-1 Strom reduziert sich also um 47,89 % und hat sich somit verglichen mit
seinem Ausgangswert nahezu halbiert.

Dagegen zeigen sich fur die Mutanten keine signifikanten Anderungen der
Stromamplituden nach Zugabe der PTH-haltigen Messlésung:

Fur die Mutante PTHL1R [P119L] erhoht sich der durchschnittliche Strom auf
104,71% + 2,60% (n=14), fur die Mutante PTH1R [H442D] ergibt sich eine
durchschnittliche Stromamplitude von 96,17% + 2,70% (n=15), auch bei
Mutante PTHI1R [L232R] reduziert sich der Strom in geringem Ausmaf auf
durchschnittlich 97,80% + 2,76% (n=16). Nahezu konstant mit durchschnittlich
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100,77% £ 1,97% (n=18)  Dbleibt die  Stromamplitude von  Mutante
PTH1R [L292P].
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Abb. 3-12: Quantitative Zusammenfassung der normierten Stromamplituden im Saulendiagramm

Zusammenfassende Darstellung der Messergebnisse im Saulendiagramm: Betragt die Amplitude
des auswartsgerichteten Kaliumstroms durch den TASK-1 Kanal einer Oozyte in der Badlésung
ND 96 100 %, so sinkt die Stromamplitude nach Zugabe von PTH bei Oozyten mit Wildtyp-
Rezeptoren auf durchschnittlich nur noch 52 %, wahrend die Stromamplituden der Mutanten-
exprimierenden Oozyten keine signifikante Anderungen unter PTH zeigen. Die Stromamplituden
wurden je bei einem Membranpotential von +30 mV mit dem Protokoll der kontinuierlichen
Spannungsspriinge gemessen.

Innerhalb der einzelnen Untersuchungsgruppen ergibt sich fir die Messdaten
nach dem Shapiro-Wilk-Test jeweils eine Normalverteilung (p>0,05).

Nach der Bonferroni-Methode bestehen bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p<0,05 zwischen jeder einzelnen untersuchten Mutante und dem Wildtyp
signifikante Unterschiede, nicht aber zwischen den verschiedenen Mutanten.
Die getestete Hypothese, dass sich die Mutanten PTHI1R [P119L],
PTH1R [H442D], PTH1R [L232R] und PTH1R [L292P] bei Zugabe von PTH
jeweils signifikant anders verhalten als PTH1R [WT], ist somit mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95% zutreffend.

Ein Austausch dieser entsprechenden Aminosauren fuhrt also zu einem
Funktionsverlust des Parathormon-Rezeptors Typ 1, wenn man die deutliche
Reduzierung des TASK-1 Stroms bei Kopplung an den Wildtyp nach PTH-
Applikation als Verhalten bei voller Rezeptorfunktion definiert. Bei den

untersuchten Mutationen handelt es sich somit Loss-of-function-Mutationen.
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3.2.6  Aktivierung von TRESK durch den G4-gekoppelten Rezeptor
PTH1R

Um die durch die Kopplung mit dem TASK-1Kanal gewonnenen
Messergebnisse zu Uberprifen, wurden die Messreihen mit einem weiteren
Tandemporen-Kaliumkanal wiederholt. Dafir wurde TRESK verwendet, der
durch die Kopplung an einen Gg-gekoppelten Rezeptor im Gegensatz zu
TASK-1 aktiviert wird:

Die Aktivierung von TRESK durch G4-gekoppelte Rezeptoren erfolgt tiber einen
intrazellularen Signalweg, der sich an die Bindung von PTH an PTHIR
anschliel3t und tber die Aktivierung der PLC zur Spaltung von PIP, in DAG und
IP; fuhrt. IP3; setzt intrazellulares Kalzium frei, wodurch Calcineurin aktiviert
wird. Die Kalzium/Calmodulin-abhangige Phosphatase Calcineurin bindet nun
direkt an die PQIVID-Sequenz einer intrazellularen Schleife des TRESK-
Proteins und dephosphoryliert dieses, was schlie3lich zur Aktivierung des
TRESK-Kanals fuhrt (Czirjak und Enyedi 2006).

Das Vorgehen erfolgte analog zu den Untersuchungen an TASK-1 und begann
mit der Uberprifung der Sensitivitat des TRESK-Kanals auf die Aktivierung des
Parathormon-Rezeptors durch die Bindung seines Liganden Parathormon: Fur
die Messungen wurden TRESK-Kanale und Parathormon-Rezeptoren des
Wildtyps zeitgleich heterolog in Xenopus Oozyten exprimiert und mittels der
Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC) elektrophysiologisch untersucht.
Die Messreihen dienten zur qualitativen Uberpriifung der durch Koexpression
des Rezeptors mit dem TASK-1 Kanal gewonnenen Messergebnisse, nicht

jedoch zur quantitativen Uberprifung.

Es wurde auch hier zunachst anhand des Messprotokolls der Spannungsrampe
Uberprift, ob die Oozyten den TRESK-Kanal exprimierten. Dabei zeigte sich
eine fir TRESK typische Strom-Spannungskurve mit einem mit zunehmendem
Membranpotential immer grof3er werdenden Strom. Die Stromamplituden bei
Membranpotentialen oberhalb des Umkehrpotentials waren dabei sichtbar
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gro3er als die Amplituden unterhalb des Umkehrpotentials. Unter Zugabe von
PTH vergroRRerten sich die Amplituden deutlich (s. Abb. 3-13 A).

Durch kontinuierliche Spannungsspriinge ausgehend vom Haltepotential
von -60 mV auf +30 mV alle 3 s konnte die Anderung des Auswartsstroms unter
Ein- und Auswaschung PTH-haltiger Messlésung beobachtet werden. Auch hier
wurde ein Potential von +30 mV gewahlt, da TRESK als Kyp-Kanal bei diesem
Potential hohe Kaliumauswartsstréme zeigt.

Eine PTH-Zugabe fihrte zu einer raschen und deutlichen Erh6hung des
Kaliumauswartsstroms. Diese ist vollstandig reversibel, der Auswaschvorgang
und das damit verbundene Absinken der Stromstéarke erfolgte jedoch langsamer
(s. Abb. 3-13 B).

Es konnte auch gezeigt werden, dass die Aktivierung konzentrationsabhangig
ist. Die Sattigungskonzentration ist mit 10 nM fast erreicht. Mit hoherer
Konzentration von 100nM ist eine starkere  Aktivierung des
Kaliumauswartsstroms kaum erreichbar. Alle folgenden Messungen wurden mit
einer PTH-Konzentration von 100 nM durchgefiihrt, um den hdchstmdglichen

Auswartsstrom zu erreichen.
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Abb. 3-13: Funktionelle Charakterisierung des Parathormon-Rezeptor Wildtyps durch Kopplung an
den TRESK-Kanal

TRESK-Kanéle und Parathormon-Rezeptoren des Wildtyps wurden zeitgleich heterolog in Xenopus
Oozyten exprimiert. Die Aktivierung von PTH1R durch PTH fiihrt zu einer deutlichen Aktivierung von
TRESK.

A: Spannungsrampen von -100 mV bis +60 mV in An- und Abwesenheit von PTH. Der basale
Auswartsstrom wurde durch Zugabe von PTH stark erhoht.

B: Reprasentative Messung einer Oozyte mit dem Protokoll der kontinuierlichen Spannungsspriinge
auf +30 mV alle 3 s wéhrend des Ein- und Auswaschens unterschiedlicher PTH-Konzentrationen.
Die PTH-Zugaben sind konzentrationsabhangig und vollstandig reversibel.

C: Einzelner Spannungspuls Gber 200 ms auf +30mV unter PTH (blau) und ND 96 (schwarz).

3.2.7 Koexpression der PTH1R-Mutanten mit TRESK

Im Folgenden wurden die Parathormon-Rezeptor Mutanten jeweils mit TRESK-
Kanalen zeitgleich heterolog in Xenopus Oozyten exprimiert.

Die Spannungsrampen zeigten auch hier die fur TRESK typischen Strom-
Spannungskurven mit hohen und zunehmenden Auswartsstromen oberhalb des
Umkehrpotentials. Eine Zugabe von PTH anderte die Kurven aber nicht.

Auch bei den kontinuierlichen Spannungsspriingen zeigten die Oozyten zwar
einen hohen Kaliumauswartsstrom bei angelegten Membranspannungen von
+30 mV, beim Einwaschen der PTH-haltigen Messlosung anderte sich dieser
jedoch nicht. Die Stromamplituden blieben konstant, von kleineren run up- oder
down-Effekten abgesehen.
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Abb. 3-14: Koexpression der Parathormon-Rezeptor Mutanten mit TRESK

Dargestellt sind links die Spannungsrampen von -100 bis +60 mV uber 2000 ms, die die typischen
Strom-Spannungskurven eines TRESK-Stroms zeigen, sowie rechts die kontinuierlichen
Spannungsspriinge alle 3 s tber 200 ms bei +30 mV je einer représentativen Oozyte der einzelnen
Mutanten. Die Spannungsmessungen zeigen, dass das Einwaschen der PTH-haltigen Messl6sung
die Stromamplitude nicht &ndert.

A: Mutante PTH1R [P119L]; B: Mutante PTH1R [H442D]; C: Mutante PTH1R [L232R]; D: Mutante
PTH1R [L292P]

Diese Ergebnisse bestatigen, dass die hier untersuchten Mutationen Loss-of-
function-Mutationen sind. Der Austausch einer bestimmten Aminosaure im

Rezeptorprotein fihrt zu einem Funktionsverlust des Parathormon-Rezeptors.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird nachgewiesen, dass es sich bei den
untersuchten Mutationen im Parathormon-Rezeptor um Loss-of-function-
Mutationen handelt.

Durch Koexpression der Rezeptoren mit Tandemporen-Kaliumkanalen und
anschlieBender elektrophysiologischer Untersuchung mittels der Zwel-
Elektroden-Spannungsklemme (TEVC) konnte gezeigt werden, dass eine
Bindung von Parathormon an den Rezeptor nur beim Wildtyp-Rezeptor eine
Rezeptorantwort hervorruft, nicht jedoch bei den Parathormon-Rezeptor
Mutanten.

Die Untersuchungen von Roth und Mitarbeiten (2014) stellen den
Zusammenhang zwischen diesen Gen-Mutationen und dem Krankheitsbild der
priméaren Zahndurchbruchsstérung (PFE) her, welcher im Folgenden diskutiert
werden soll. So wurden alle vier untersuchten missense-Mutationen von Roth
und Mitarbeitern in ihrer Pathogenitat als ,wahrscheinlich schadlich eingestuft.
Durch die vorliegende Arbeit kdnnen diese Mutationen nun als ,pathogen® und

damit PFE-verursachend bezeichnet werden.

4.1 Ursachen des Funktionsverlusts der Parathormon-

Rezeptor Mutanten

4.1.1 Funktionsverlust der Mutante PTH1R [P119L]

Die durchgefihrten TEVC-Messungen bestatigen einen Funktionsverlust des
Rezeptors PTH1R [P119L], der einzig auf den Austausch der Aminosaure
Prolin gegen Leucin an Position 119 zurtickgefuhrt werden kann.

Wahrend eine Aktivierung der Wildtyp-Rezeptoren durch PTH eine Inhibition
des auswartsgerichteten K*-Stroms von TASK-1 Kanalen auf 52,11 % + 3,60 %

ihres Ausgangswertes hervorruft, kann eine TASK-1 Inhibition bei
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PTHI1R [P119L] exprimierenden Oozyten nicht festgestellt werden. Der
durchschnittliche Strom erhohte sich sogar auf 104,71% +2,60% des
Ausgangswertes. Dabei kann eine Aktivierung von TASK-1 ausgeschlossen
werden, die leichte Erhéhung gegeniber dem Ausgangsstrom ist mit
endogenen Effekten der Oozyten zu erklaren.

Zwischen den Messwerten des Wildtyps und der Mutante besteht ein
signifikanter ~ Unterschied  (p<0,05), wodurch die Hypothese des
Funktionsverlustes der Mutante mit einer Wahrscheinlichkeit von 95%

zutreffend ist.

Messungen mit den Messprotokollen der Spannungsrampen und
Spannungsspringen, sowie schliel3lich die Wiederholung der Messreihe mit

dem Kzp-Kanal TRESK bestétigten dieses Ergebnis.

Bei der Mutante PTH1R [P119L] erfolgt der Austausch von Prolin gegen Leucin
an Position 119 der Aminosaurensequenz, welche sich in der
Extrazellulardomane des Rezeptors befindet (Gensure et al. 2005).

Chemisch handelt es sich bei Prolin eigentlich nicht um eine Aminoséure,
sondern um eine Iminoséaure, da sie einen Pyrrolidinring enthélt. Prolin ist
unpolar, gut wasserldslich und mit einer molaren Masse von 115 g/mol leichter
als Leucin (131 g/mol). Leucin ist dagegen auch unpolar, jedoch schlecht
wasserloslich und tragt eine aliphatische, verzweigte Seitenkette.

(Loffler et al. 2007, Horn 2009)

Fur eine Erklarung des Funktionsverlustes ist auch ein Vergleich mit der
Mutante [L292P] hinweisgebend, die dem gegensatzlichen Austausch von
Prolin und Leucin entspricht. Wichtig sind dabei die unterschiedlichen
Mutationsstellen. So befindet sich Aminosaure 119 in der Extrazellulardoméne
und damit in einer hydrophilen Umgebung, Aminosaure 292 dagegen in der
lipophilen dritten Transmembrandoméane (Gensure et al. 2005).

Wird das gut wasserlgsliche Prolin nun in der Extrazellulardomane durch das

schlecht wasserldsliche Leucin ersetzt, so kann das die Struktur des
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Rezeptorproteins nachhaltig stéren. Auch die unterschiedliche molare Masse
kann eine Rolle spielen.

Dagegen hat Leucin in der Transmembrandomane die Aufgabe, durch seine
lipophile Eigenschaft das Protein in der Membran zu verankern. Diese Aufgabe
kann das hydrophile Prolin nicht leisten, was ein Grund fur den Funktionsverlust
von PTH1R [L292P] sein kann.

4.1.2 Funktionsverlust der Mutante PTH1R [H442D]

Auch bei der Mutante PTH1R [H442D] konnte durch TEVC-Messungen gezeigt
werden, dass sich die durchschnittliche Stromamplitude nach Zugabe von PTH
im Vergleich zum Wildtyp nicht signifikant andert. Der durchschnittliche Strom
der Mutante betrug nach PTH-Zugabe 96,17% * 2,70% des Ausgangswerts,

was einen Funktionsverlust des Rezeptorproteins bestatigt.

Die Mutationsstelle dieser Mutante befindet sich in der dritten extrazellularen
Schleife (Gensure et al. 2005), wo an Position 442 der Aminosaurensequenz
Histidin gegen Asparaginsaure ausgetauscht wird.

Histidin und Asparaginsdure gehoren beide zu den geladenen Aminosauren,
sind beide polar und schlecht wasserloslich. Wéahrend Histidin jedoch als
Seitenkette einen stickstoffhaltigen Imidazolring hat, bei physiologischem
pH-Wert ein Proton aufnimmt und basisch ist, ist Asparaginsaure mit einem
pKs-Wert von 4,0 sehr sauer, gibt bei physiologischem pH-Wert ein Proton ab
und enthalt eine kurze, unverzweigte aliphatische Seitenkette mit nur zwei
C-Atomen, was mit 133 g/mol zu einer geringeren molaren Masse fuhrt, als das
Histidin (155 g/mol).

(Loffler et al. 2007, Horn 2009)

Verantwortlich flr den Funktionsverlust des Rezeptors ist vermutlich, neben den
weiteren oben aufgeflihrten unterschiedlichen Eigenschaften der beiden
Aminosauren, hauptsachlich die Aziditat der Asparaginsaure: Diese fuhrt bei
einem physiologischen pH-Wert zu einer negativ geladenen Seitenkette im
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Gegensatz zur positiv geladenen Seitenkette des Histidins, was einen
bedeutenden Unterschied zwischen den beiden getauschten Aminosauren

darstellt.

4.1.3 Funktionsverlust der Mutante PTH1R [L232R]

Die durchschnittliche Stromamplitude bei TEVC-Messungen der Mutante
PTH1R [L232R]  betrug  nach PTH-Zugabe  97,80% = 2,76%  des
Ausgangswerts. Dies stellt im Vergleich zum Wildtyp keine signifikante
Rezeptorantwort auf die Ligandenbindung dar, was einen Funktionsverlust der
Mutante bestatigt.

Bei dieser Mutante wird Leucin an Position 232 der Aminosaurensequenz
gegen Arginin ausgetauscht. Die Mutationsstelle befindet sich in der zweiten
Transmembrandoméne des Rezeptorproteins (Gensure et al. 2005).

Wahrend Leucin wie zuvor beschrieben eine unpolare, schlecht wasserlosliche
Aminosaure ist, handelt es sich bei Arginin um eine gut wasserldsliche,
geladene Aminosaure, die polar und mit einem pKs-Wert von 12,5 sehr basisch
ist und unter physiologischen Bedingungen ein Proton aufnimmt. Als
Besonderheit trAgt Arginin eine Guanidinogruppe in ihrer Seitenkette,
wohingegen Leucin eine aliphatische, verzweigte Seitenkette besitzt. Auch die
molare Masse unterscheidet sich: Arginin ist mit 174 g/mol schwerer als Leucin
(131 g/mol).

(Loffler et al. 2007, Horn 2009)

Fur die Erklarung des Funktionsverlust der Mutante PTH1R [L232R] spielen
auch hier die gegensatzlichen Eigenschaften der ausgetauschten Aminoséuren
und die Mutationsstelle eine Rolle. Die unterschiedliche Polaritat scheint dabei
der entscheidendste Aspekt zu sein: Wahrend das Leucin des Wildtyps unpolar
ist, ist das Arginin der Mutante sehr polar. Arginin gilt dabei als die hydrophilste
aller Aminoséuren. Betrachtet man dies vor dem Hintergrund der

Mutationsstelle, die sich in der dritten Transmembrandoméane und somit in der
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hydrophoben Doppellipidschicht befindet, kdnnte das die entscheidende
Ursache des Funktionsverlusts darstellen.

4.1.4 Funktionsverlust der Mutante PTH1R [L292P]

Auch die Ergebnisse der TEVC-Messungen der Mutante [L292P] ergeben im
Vergleich zum Wildtyp einen signifikanten Unterschied bei der Reaktion auf die
Zugabe von PTH. Der TASK-1 Strom wurde bei mutantenexprimierenden
Oozyten nicht inhibiert und betrug nach PTH-Zugabe durchschnittlich
100,77% + 1,97% des Ausgangswerts.

Bei dieser Mutante wird Leucin an Postition 292 der Aminosaurensequenz
gegen Prolin ausgetauscht, was dem gegenséatzlichen Austausch zur Mutante
[P119L] entspricht. Die Mutationsstelle befindet sich in der dritten
Transmembrandoméne (Gensure et al. 2005).

Eine mdgliche Erklarung fur den Funktionsverlust des Rezeptorproteins ist die
geringere Membranverankerung durch den Austausch des lipophilen Leucins
gegen das hydrophile Prolin, was unter 4.1.1 bereits erlautert wurde.

Ein weiterer Grund ist vermutlich die Tatsache, dass Transmembrandomanen in
der Regel aus einer a-Helix bestehen, Prolin jedoch durch seinen Pyrrolidinring
als ,Helixbrecher” gilt: Es lasst sich nicht ohne weiteres in eine a-Helix einbauen
und fahrt so zu groBRen Abweichungen in der Sekundéarstruktur des Proteins an

der Mutationsstelle.
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4.2 Regulation von Kyp-Kanélen durch G-Protein gekoppelte

Rezeptoren

Die in der vorliegenden Arbeit vorgenommene funktionelle Charakterisierung
des Parathormon-Rezeptors und seiner Mutanten basiert auf einer indirekten
Messung der Rezeptoraktivitdt. Direkt gemessen wurden dabei die
Kaliumstrome der Tandemporen-Kaliumkanéle TASK-1 und TRESK, wobei in
friheren Studien bereits gezeigt werden konnte, dass diese durch G-Protein
gekoppelte Rezeptoren reguliert werden kénnen.

Mit den Untergruppen TASK, TREK und TRESK, verfigt die Klasse der
Tandemporen-Kaliumkanale Utber mehrere, durch G-Protein gekoppelte
Rezeptoren regulierbare Kanalproteine (Mathie 2007): So werden TASK- und
TREK-Strome durch GPCRs inhibiert, TRESK-Strome dagegen aktiviert.

Die heterologe Koexpression von Rezeptor und lonenkanal in Xenopus-
Oozyten ermdoglicht es zudem die Second Messenger Systeme cAMP und IP3
der Oozyten zu nutzen. Gleichzeitig exprimieren die Oozyten nur wenige, die

Messungen stérende, endogene lonenkanale.

4.2.1 Inhibition von TASK-1 durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Fir eine Vielzahl Gg-gekoppelter Rezeptoren konnte bereits gezeigt werden,
dass ihre Aktivierung zu einer Hemmung des TASK-1 Stroms fuhrt. Dazu
gehoren unter anderem die Rezeptoren von TRH (Thyrotropin Releasing
Hormon), Serotonin und Glutamat (Talley et al. 2000, Chemin et al. 2003),
sowie Angiotensin Il (Czirjak et al. 2000) und Acetylcholin (Millar et al. 2000).

Der Parathormon-Rezeptor Typ 1, der zur Familie B der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren gehdrt, koppelt nach seiner Aktivierung zwar vorrangig an Gas,
nutzt aber auch den Signalweg tber Gag (Offermanns et al. 1996, Pines et al.
1996). Hierbei wird die Phospholipase CB  aktiviert, wodurch
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) zu Diacylglycerol (DAG) und

79



Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) hydrolysiert wird. Es kommt zur Freisetzung
intrazellular gespeicherten Kalziums durch [Pz, sowie zur Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) durch DAG und Ca*". (Loffler et al. 2007)

Die Mechanismen, Uber welche Gagy oder eine Komponente der intrazellularen
Signalkaskade mit dem TASK-1 Kanal interagieren, sind noch nicht aufgeklart
und werden kontrovers diskutiert:

Nach Mathie (2007) ist es sowohl denkbar, dass die Kanalinhibition entweder
durch die Hydrolyseprodukte von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP>)
oder durch den PIP,-Abbau vermittelt wird, als auch dass die Kanalinhibition
direkt durch das aktivierte Gag-Protein vermittelt wird.

Besana und Mitarbeiter (2004) kommen zum dem Schluss, dass die TASK-1
Inhibierung abh&ngig von der Proteinkinase C (PKC) sei.

Die Untersuchungen von Schiekel und Mitarbeitern (2013) legen dagegen nahe,
dass die Inhibition von TASK-1 durch die Aktivierung der Phospholipase C
(PLC) vermittelt ist.

FUr andere Autoren ist auch ein alternativer, bisher unentdeckter Signalweg
vorstellbar (Karschin 2001, Bayliss et al. 2003).

Trotz des unklaren Kopplungsmechanismus von TASK-1 und PTH1R, konnte in
der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Kopplung eines
Gq-gekoppelten Rezeptors an den Tandemporen-Kaliumkanal TASK-1 ein
geeignetes Instrument darstellt, um einen GPCR funktionell zu untersuchen.

4.2.2  Aktivierung von TRESK durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Im Gegensatz zum TASK-1 Kanal werden TRESK-Kanale durch den
Gy-Signalweg aktiviert, wobei TRESK der einzige Kzp-Kanal ist, der durch die
Anderung von intrazellularem Kalzium reguliert werden kann (Czirjak et al.
2004, Mathie 2007).
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Der Kopplungsmechanismus von TRESK mit Gg-gekoppelten Rezeptoren
konnte bereits vollstandig aufgeklart werden:

Durch Untersuchungen von Czirjak und Mitarbeiter (2004) konnte anhand des
muskarinischen M1-Rezeptors, des Angiotensin lI-Rezeptors und des
Lysophospholipid- (LPA-) Rezeptors, die alle an G4-Proteine koppeln, gezeigt
werden, dass eine Erhéhung des intrazellularen Ca** zu einer Aktivierung des
in  Xenopus Oozyten koexprimierten TRESK-Kanals fihrt. Fur den
Gi-gekoppelten  muskarinischen M2-Rezeptor, der eine inhibierende
Signalkaskade auslost, trafen diese Beobachtungen jedoch nicht zu. Die
Aktivierung von TRESK ist spezifisch fur Kalzium-mobilisierende Rezeptoren
und betrug in dieser Studie das 5-15fache des Ausgangswerts.

Weiter konnte herausgefunden werden, dass die TRESK-Aktivierung nicht
durch direkte Ca?*-Bindung hervorgerufen wird, sondern durch Calcineurin,
welches den TRESK-Kanal dephosphoryliert:

Die Bindung eines Agonisten an seinen Gg-gekoppelten Rezeptor flhrt zur
Abspaltung der Gag-Untereinheit, die in der Folge die Phospholipase C (PLC)
aktiviert. Diese spaltet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in
Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat  (IP3). IP3; setzt
intrazellulares Kalzium frei, wodurch Calcineurin aktiviert wird. Die
Kalzium/Calmodulin-abhangige Phosphatase Calcineurin bindet nun direkt an
die PQIVID-Sequenz einer intrazellularen Schleife des TRESK-Proteins und
dephosphoryliert dieses, was schliel3lich zur Aktivierung des TRESK-Kanals
fuhrt (Czirjak und Enyedi 2006).

Die Tatsache, dass man den Kopplungsmechanismus von TRESK und
Gq-gekoppelten Rezeptoren bereits aufklaren konnte, macht TRESK im
Vergleich zu TASK-1 zwar auf den ersten Blick interessanter als Instrument zur
Charakterisierung von G4-gekoppelten Rezeptoren. Jedoch macht es durchaus
Sinn beide Kandle zu nutzen, da mit TASK-1 und TRESK sowohl ein
inhibierender als auch ein aktivierender Kanal zur Verfiigung steht und

Ergebnisse mit einem zweiten Kanal verifiziert werden kénnen.
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4.3 Mutationen im PTH1R-Gen fuhren zu primaren

Zahndurchbruchsstorungen

4.3.1 Mechanismus des physiologischen Zahndurchbruchs

Um das Krankheitsbild der primaren Zahndurchbruchsstérung (PFE) verstehen
zu konnen, soll im Folgenden zunéchst der physiologische Zahndurchbruch
erlautert werden:

Der Zahndurchbruch ist definiert als die Bewegung eines Zahnes vom Ort
seiner Entwicklung im Alveolarfortsatz bis zu seiner funktionellen Position in der
Mundhdhle (Massler und Schour 1941). Im Rahmen der physiologischen
Zahnentwicklung bildet sich zunachst innerhalb des Kieferknochens die
Zahnkrone aus, erst danach bildet sich die Wurzel (Proffit und Frazier-Bowers
2009). Der Zahndurchbruch beginnt wahrend des Wurzelwachstums, wobei
noch nicht abschlieBend geklart werden konnte, durch welche Mechanismen
dieser gesteuert wird (Proffit und Frazier-Bowers 2009). Verschiedene
Hypothesen wurden dazu diskutiert, viele davon konnten jedoch bereits

widerlegt werden.

Cahill und Marks (1980) konnten zeigen, dass das Vorhandensein des
Zahnfollikels, welcher durch biochemische Signalwege die Resorption des
koronalen Alveolarknochens zur Schaffung des Durchbruchswegs und die
Knochenapposition am basalen Rand der entstehenden Krypte reguliert, fir den
Zahndurchbruch zwingend notwendig ist.

Konkret bedeutet dies, dass Retikulumzellen im Zahnfollikel PTHrP
sezernieren, das seinerseits eine Uberexpression zweier anderer Peptide
veranlasst: CSF-1 (Colony Stimulating Factor-1) und RANKL (Receptor
Activator of NF-kB Ligand) (Yao et al. 2007, Frazier-Bowers et al. 2010a).
CSF-1 und RANKL veranlassen Monozyten dazu, sich zu Osteoklasten
auszudifferenzieren. CSF-1 fihrt gleichzeitig — im Sinne einer negativen

Ruckkopplung — Uber seine Bindung an den Rezeptor CSF-1R zu einer
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Verringerung der RANKL-Expression, sodass die ubermafige
Ausdifferenzierung von Osteoklasten verhindert wird (Wittrant et al. 2009).

Auch die Studien von Philbrick und Mitarbeitern (1998) bestatigen die Rolle von
PTHrP bei der Bildung des Durchbruchswegs: bei PTHrP-Knock-out-Mausen,
bei denen PTHrP ausschlief3lich in den Chondrozyten exprimiert wird um letale
Fehlbildungen zu vermeiden, bildete sich kein Durchbruchsweg, die Zahne
blieben impaktiert.

Ein weiterer Regelkreis beeinflusst das voriibergehende Uberwiegen der
Osteoklasten- uUber die Osteoblastentatigkeit: die Expression des
Osteoprotegerins (OPG), eines Zytokins, welches die Osteoklastentatigkeit
hemmt. Dieses ist im Zahnfollikel voriibergehend herunterreguliert, wahrend der
Durchbruchsweg geschaffen wird (Wise et al. 2002b, Heinrich et al. 2005).

Die Knochenapposition am basalen Rand der alveolaren Krypte setzt eine
Stimulierung der Aktivitat der Osteoblasten voraus. Diese wird durch die
Expression von BMP2 (bone morphogenetic protein 2) vermittelt, welches vor
allem in der basalen Region des Zahnfollikels nachgewiesen wurde (Wise und
Yao 2006, Yao et al. 2007, Yao et al. 2010).

Sobald die Zahnkrone die Mundhohle erreicht, beginnt der préafunktionale
Wachstumsschub. Dieser endet, sobald der Zahn die Okklusionsebene erreicht
hat. (Proffit und Frazier-Bowers 2009)

4.3.2 Die priméare Zahndurchbruchsstorung (PFE)

Die primare Zahndurchbruchsstérung (Primary Failure of Eruption, PFE,
MIM #125350) wurde 1981 erstmals von Proffit und Vig als eigenstandiges
Krankheitsbild beschrieben, bei dem ein primér nicht ankylosierter Zahn
aufgrund einer Storung im Durchbruchsmechanismus selbst nicht oder nicht
vollstandig durchbricht. Dies fuhrt zu zahlreichen klinischen Symptomen, die in
einem lateral offenen Biss resultieren.

Die Pravalenz betrdgt nach Baccetti etwa 0,06 %, wobei Frauen haufiger
(M1:W 2,25) betroffen sind (Grover und Lorton 1985, Baccetti 2000).
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Aktuellere Studien unter Einbeziehung molekulargenetischer Untersuchungen
stehen jedoch aus.

Die klinischen und radiologischen Befunde der PFE koénnen wie folgt
zusammengefasst werden (Proffit und Vig 1981, Frazier-Bowers et al. 2007,
Pilz et al. 2014):

e der posteriore Bereich ist starker betroffen als der anteriore Bereich,

e wenn ein anterior gelegener Zahn betroffen ist, sind auch die posterior
von ihm gelegenen Zahne betroffen,

e der koronal gelegene Alveolarknochen wird resorbiert, doch der Zahn
bricht nicht oder unvollstéandig durch,

¢ Milch- und bleibende Zahne kdénnen betroffen sein,

e es kommt zu Wachstumsbeeintrachtigungen des Alveolarknochens, vor
allem in der Vertikalen,

e es resultiert ein lateral offener Biss,

e Oft ist das Gebiss asymmetrisch betroffen; die Manifestation kann uni-
oder bilateral sein,

e die betroffenen Molaren liegen meist am basalen Kieferrand und

e oft zeigen die Wurzeln der betroffenen Molaren Dilazerationen.

Als Ursache der PFE wurden erstmals von Decker und Mitarbeitern (2008)
Mutationen im PTH1R-Gen identifiziert, die seitdem von weiteren
Arbeitsgruppen um weitere Mutationen erganzt werden konnten. Wahrend
zunachst angenommen wurde, dass es sich um ein isoliertes, nicht
syndromales Krankheitsbild handelt, deuten neuere Untersuchungen auf ein
erhohtes Risiko fur eine frihzeitige Osteoarthritis bei Mutationstragern hin
(Frazier-Bowers et al. 2014), wobei eine abschlieBende Beurteilung noch

aussteht.
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4.3.3 Differentialdiagnosen von Zahndurchbruchsstdérungen

Von der primaren Durchbruchsstorung sind sowohl die lokale als auch die
systemische Durchbruchsstérung zu unterscheiden.

Die meisten Faélle von Durchbruchsstérungen sind lokalen Faktoren
zuzuschreiben, welche sich aber meist nur auf einzelne Z&hne beschréanken
(Raghoebar et al. 1989, Raghoebar et al. 1991). Dabei sind die Weisheitszahne
und die Eckzédhne am haufigsten betroffen (Raghoebar et al. 1991), wéahrend
die ersten und zweiten Molaren nur selten betroffen sind (Farman et al. 1978),
was ein Unterschied zur PFE darstellt. Die urséchlichen Faktoren sind vielfaltig
und reichen unter anderem von einer Barriere im Durchbruchsweg durch
beispielsweise Uberzahlige Zahne, Odontome oder Zysten, Uber abnorme
Zahnkeimlagen, Platzmangel und Dilazeration bis zur Ankylose (O'Connell und
Torske 1999, Proffit und Frazier-Bowers 2009, Pilz et al. 2014).

Systemische Faktoren findet man vor allem bei Patienten mit Syndromen.
Hierbei sind meist mehrere Zahne betroffen. Als Beispiele sind die Syndrome
Dysostosis cleidocranialis, ektodermale Dysplasie, Gardener-Syndrom, Down-
Syndrom und das Apert-Syndrom zu nennen. (Wise et al. 2002a, Pilz et al.
2014)

4.3.4 Mutationen im PTH1-Rezeptor als Ursache der primaren

Zahndurchbruchsstorung

Die molekulargenetische Ursache der priméaren Zahndurchbruchsstérung (PFE)
sind heterozygote Mutationen im PTH1R-Gen. Diese ursachliche Rolle konnte
2008 erstmals von Decker und Mitarbeitern durch eine Linkage-Analyse in vier
Familien mit jeweils mindestens zwei Betroffenen nachgewiesen werden.
Seitdem wurden weitere Mutationen im PTH1R-Gen bei Patienten mit PFE
beschrieben, bei denen es sich um Spleil3-, Frameshift-, nonsense- und
missense-Mutationen handelt (Decker et al. 2008, Frazier-Bowers et al. 2010Db,
Risom et al. 2013, Roth et al. 2014).
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Die hier genannten Mutationen sind Loss-of-function-Mutationen. In
japanischen Patienten wurden zudem auch missense-Mutationen beschrieben,
bei denen nicht ndher charakterisiert wurde, ob es sich hierbei um Loss-of-

function- oder Gain-of-function-Mutationen handelt (Yamaguchi et al. 2011).

Die von Yamaguchi und Mitarbeitern nachgewiesenen missense-Mutationen
wurden jedoch von ihnen selbst und spater von Roth und Mitarbeitern (2014)
als nicht sicher pathogen eingestuft, wobei nun durch die vorliegende Arbeit mit
[P119L] eine dieser Mutationen als Loss-of-function-Mutation charakterisiert
werden konnte. Auch in spateren Studien wurden PTH1R-Varianten unklarer
Pathogenitat bei betroffenen Patienten nachgewiesen (Frazier-Bowers et al.
2014, Roth et al. 2014). Dazu gehoéren die Mutationen [H442D], [L232R] und
[L292P], welche ebenfalls in der vorliegenden Arbeit als Loss-of-function-

Mutationen charakterisiert werden konnten.

Im Falle der PFE deutet somit die Studienlage darauf hin, dass verschiedene
Klassen von Loss-of-function-Mutationen des PTH1R-Gens urséchlich sind.

Der Funktionsverlust einer Genkopie fuhrt hierbei zu einer Haploinsuffizienz des
PTH1-Rezeptors (Frazier-Bowers et al. 2014, Roth et al. 2014).

Bindet ein Ligand an den PTH1-Rezeptor, so lagert sich dieser mit einem
weiteren Rezeptor zu einem Dimer zusammen, wodurch zwei Signalkaskaden
ausgelost werden: die Aktivierung der Adenylatcyclase und der
Phospholipase C, wobei die Aktivierung der Phospholipase C eine wesentlich
hdhere Ligandenkonzentration erfordert als die Aktivierung der Adenylatcyclase
(Offermanns et al. 1996).

Frazier-Bowers und Mitarbeiter (2014) vermuten daher, dass die Aktivierung
Uber die Phospholipase C nur in Geweben mit héchster PTHrP-Konzentration
wie beispielsweise im Zahnkeim ablauft. Dies wirde erklaren, warum nur in
diesen Geweben eine Haploinsuffizienz des mutierten PTH1R besteht. In allen
anderen Geweben genigt eine niedrigere Dichte intakter Rezeptoren, wie sie

auch durch eine einzelne intakte Genkopie erzeugt werden kann. In diesen
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Geweben - beispielsweise dem Knochen- kommt es erst dann zu

Krankheitsmanifestationen, wenn auch die zweite Genkopie inaktiviert wird.

Es wurde schon vor Aufklarung der genetischen Ursache beschrieben, dass die
PFE oft familiar auftritt und die Stammbaume mit autosomal-dominanten
Erbgéangen vereinbar sind (Frazier-Bowers et al. 2007). Es treten jedoch auch
Simplex-Falle auf (Pilz et al. 2014), vereinbar mit de-novo-Mutationen. In
Familien mit autosomal-dominanter Vererbung von pathogenen PTH1R-
Mutationen weisen jedoch nicht alle Mutationstrager klinische Zeichen einer
PFE auf (Frazier-Bowers et al. 2014). Dies deutet auf die unvollstdndige

Penetranz einzelner Mutationen hin.

Zudem wurde bei einigen Mutationstragern in betroffenen Familien eine
frihzeitige - im zweiten bis dritten Lebensjahrzehnt auftretende - Arthrose von
Wirbelsaule und Hiftgelenken beschrieben (Frazier-Bowers et al. 2014). Dies
ist ein Hinweis auf eine variable Expressivitit von PFE und Arthrose bei
pathogenen PTH1R-Mutationen. Da eine Verbindung zwischen PTH1R-
Mutationen und frihzeitiger Arthrose bisher nur in zwei Familien nachgewiesen
wurde, kann die Arthrose noch nicht definitiv zum Krankheitsbild hinzugezéhlt
werden. Um zu entscheiden, ob eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation
besteht - ob bestimmte Mutationen im PTH1R-Gen also eher zu einer Arthrose
oder eher zu einer PFE fihren -, sind weitere Analysen der klinischen und
genetischen Daten Betroffener notwendig (Frazier-Bowers et al. 2014).

Schlief3lich wurde kirzlich erstmals ein autosomal-rezessiver Vererbungsmodus
fur PTH1R-Mutationen in einer einzigen konsanguinen Familie mit PFE
beschrieben — hier ist ebenfalls noch abzuwarten, ob ein solcher durch weitere
Daten bestéatigt wird (Jelani et al. 2016).
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4.3.5 Therapie der primaren Zahndurchbruchsstérung

Im Allgemeinen werden retinierte Z&ahne kieferorthopadisch extrudiert und
harmonisch in den Zahnbogen eingestellt, oft ist zuvor eine chirurgische
Freilegung des Zahns notwendig. Im Falle einer primaren Durchbruchsstérung
stellt die kieferorthopé&dische Extrusion jedoch keine Behandlungsoption dar, da
die betroffenen Zahne wunter Applikation kieferorthopadischer Kréfte
ankylosieren und weitere Zahnbewegungen unmdéglich machen, die
Okklusionsebene wird daher nicht erreicht (Proffit und Vig 1981, Frazier-Bowers
et al. 2010b). Bestenfalls lassen sich die Zdhne um 1-2 mm bewegen (Proffit
und Vig 1981). Somit ist eine gesicherte Diagnose PFE vor Beginn einer
Therapie wichtig, welche durch eine Genanalyse erfolgen kann (Frazier-Bowers
et al. 2010b).

Obwohl eine kieferorthopédische Behandlung nicht zum Erfolg fuhrt, empfiehlt
es sich dennoch Kinder, die sich noch im Wachstum befinden,
funktionskieferorthopadisch zu Uberwachen, da die PFE mit einer
Wachstumshemmung der betroffenen Kieferknochenregion einhergeht. So kann
frihzeitig das skelettale Wachstum in Richtung einer Klasse | beginstigt
werden, was zur physiologischen Entwicklung des cranio-mandibularen
Systems beitragt und fir eine spatere Versorgung einen prothetischen Vorteil

darstellt.

Die Wahl der geeigneten Therapie hangt schlie3lich weitestgehend vom
Ausmald der Durchbruchsstérung und des alveolaren Knochendefekts ab und
ist in der Regel erst nach Abschluss des vertikalen Wachstums realisierbar.
Eine konservative Behandlung ist in leichten Fallen angezeigt: Zum Ausgleich
von Infrapositionen kénnen Onlays und Kronen eingesetzt werden, sobald das
vertikale Wachstum abgeschlossen ist (Yatani et al. 1998).

In moderateren Fallen ist die Extraktion mit anschlielRender
Implantatversorgung und gegebenenfalls vorherigem Knochenaufbau angezeigt
(Frazier-Bowers et al. 2007), wobei Zahnimplantate grundsatzlich erst gesetzt
werden sollen, wenn das gesamte Kieferwachstum weitgehend abgeschlossen
ist (Koeck und Wagner 2005).
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Weiter koénnen in chirurgisch gut zuganglichen Regionen eine
Segmentosteotomie (Proffit und Vig 1981, Piattelli und Eleuterio 1991, Frazier-
Bowers et al. 2007), sowie bei einem posterior extrem offenen Biss eine
Distraktionsosteogenese (Kater et al. 2004) diskutiert werden.

In Fallen mit groBem alveolarem Knochendefizit ist herausnehmbarer
Zahnersatz schlie3lich oft die einzig realisierbare Behandlungsoption (Siegel
und O'Connell 1999).

4.4  Weitere mit PTH1R-Mutationen vergesellschaftete

Erkrankungen

Neben der PFE gibt es weitere Erkrankungen, die auf Mutationen im PTH1R-
Gen zurtckzufihren sind. Ihre Auspréagung ist im Gegensatz zur PFE jedoch

syndromal, was bedeutet, dass mehrere Gewebe bzw. Organe betroffen sind.

4.4.1 Blomstrand Osteochondrodysplasie (BOCD)

Die Blomstrand Osteochondrodysplasie (BOCD, MIM #215045) ist eine seltene
autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung, die mit Loss-of-function-Mutationen
im PTH1R-Gen assoziiert ist. Beschrieben wurden sowohl Genmutationen, die
zu verandertem mRNA-Splicing, zu einem Frameshift oder zu dem
Aminosaurenaustausch [P132L] fuhren.

BOCD manifestiert sich in einem schweren Fehlbildungssyndrom mit extrem
verkirzten Gliedmaf3en (Mikromelie) und zeigt rontgenologisch eine erhéhte
Knochendichte im gesamten Skelett und ein akzeleriertes Knochenalter.

Der Ausfall des PTHrP-Signals beschleunigt die Differenzierung der
Chondrozyten und somit auch die Knochenformation. Durch die akzelerierte
Differenzierung verkurzt sich die Proliferationszeit, was zur Verkirzung der

Rohrenknochen fihrt.
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Weitere Symptome sind unter anderem ein ossifizierter Larynx, kurze dicke
Rippen, Mikrogenie, Makroglossie, vorzeitige Dentition, Hydrops fetalis,
intestinale Malrotation und eine Lungenhypoplasie. Die betroffenen Kinder
versterben perinatal.

(Blomstrand et al. 1985, Jobert et al. 1998, Zhang et al. 1998, Karperien et al.
1999, Hoogendam et al. 2007, Witkowski et al. 2013)

4.4.2 Metaphysare Chondrodysplasie Typ Jansen (JMC)

Die metaphysare Chondrodysplasie vom Typ Jansen (JMC, MIM #156400) ist
eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung, die auf Gain-of-function-
Mutationen im PTH1R-Gen zurlckzufihren ist. Bisher wurden dafur die
Mutationen [H223R], [T410P], [T410R], [1458K] und [I458R] identifiziert, die zu
einer Liganden-unabhangigen Aktivierung des cAMP-Signalwegs fuhren.

JMC manifestiert sich in den ersten Lebensjahren und fiihrt sowohl zu
Stoérungen in der Kalzium- und Phosphationenhomdostase, sowie zu Stérungen
in der Entwicklung der Epiphysenfugen bei den betroffenen Patienten. Es
resultieren ein disproportionaler Kleinwuchs und Knochendeformationen mit
kurzen, gebogenen Extremitaten und vergréf3erten Gelenken. Der radiologische
Befund zeigt eine generalisierte Demineralisierung, die zu Frakturen fihren
kann, sowie zu rachitisdhnlichen Veranderungen in den Metaphysen. Im Labor
lassen sich eine Hyperkalzamie und eine Hypophosphatamie nachweisen. Im
Gegensatz zur Blomstrand Osteochondrodysplasie ist IMC nicht letal.

(Schipani et al. 1995, Schipani et al. 1996, Schipani et al. 1999, Bastepe et al.
2004, Savoldi et al. 2013, Witkowski et al. 2013)

4.4.3 Ollier-Krankheit

Die multiple Enchondromatose (MIM 166000), nach der WHO-Terminologie
auch Ollier-Krankheit genannt, ist eine Entwicklungsstérung, die sich durch das
Auftreten multipler Enchondrome definiert. Enchondrome sind intraossare,

benigne Knorpeltumore, die sich in unmittelbarer Nahe zum Knorpel der
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Epiphysenfugen, wo die enchondrale Ossifikation stattfindet, bilden. Die
klinischen Symptome treten meist bereits in der ersten Lebensdekade,
asymmetrisch und sehr variabel auf und fuhren unter anderem zu
Deformierungen des Skeletts und Langenunterschieden der GliedmalRRen.
Weiter besteht ein Risiko einer malignen Transformation zu Chondrosarkomen.
(Silve und Juppner 2006, Witkowski et al. 2013)

Bislang konnten die vier PTH1R-Mutationen [G121E], [A122T], [R150C] und
[R255H] mit der Enchondromatose in Verbindung gebracht werden. Sie
vermindern die Rezeptorfunktion, indem sie entweder die Ligandenbindung
oder die Expression des Rezeptors an der Zelloberflache beeintrachtigen.
(Hopyan et al. 2002, Couvineau et al. 2008)

444 Eiken-Syndrom

Das Eiken-Syndrom (MIM #600002) ist eine sehr seltene autosomal-rezessiv
vererbte Skelettdysplasie, die sich auf die nonsense-Mutation [R485%]
zurickfuhren l&sst.

Klinisch auf3ert sich das Syndrom in einer multiplen epiphyséaren Dysplasie und
einer extrem retardierten Ossifikation, vor allem der Epiphysen, des Beckens,
der FURBe und der Hande. Die Erkrankung konnte bisher nur bei Mitgliedern
einer einzigen Familie diagnostiziert werden.

(Eiken et al. 1984, Duchatelet et al. 2005)
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4.5 Ausblick

In den letzten Jahren vollzog sich auch in der Zahnmedizin ein Wandel von der
phanotypischen Charakterisierung hin zur genotypischen Entschliisselung eines
Krankheitsbildes. Das alleinige Wissen um die ursachlichen Gene bringt die
Zahnmedizin jedoch nur bedingt voran. Die Ubertragung der Laborergebnisse in
die praktische Zahnmedizin und insbesondere in die Therapie muss weiter
vorangetrieben werden. Eine korrekte und genetisch verifizierte Diagnose PFE
kann dem Patienten, aber auch dem Kieferorthopaden, eine jahrelange und
frustrierende Behandlung ersparen. Bei Zahnretentionen, denen keine
genetischen Ursachen zugrunde liegen, ist dagegen die kieferorthopadische
bzw. die kombinierte kieferorthopéadisch-chirurgische Behandlung Mittel der

Wahl und auch erfolgsversprechend.

Es bleiben jedoch noch offene Fragen, die es in der Zukunft zu beantworten gilt:
So muss geklart werden, wie eine eindeutig nachweisbare Mutation in einem
Rezeptor, der fur die Regulation der Kalzium-Homo6ostase, den
Knochenmetabolismus und der Skelettentwicklung verantwortlich ist, trotzdem
nur selektiv Einfluss auf die Entwicklung hat.

Warum brechen bei einer PFE-verursachenden Mutation im PTH1R-Gen nur
einzelne Zahne nicht durch, wahrend sich die betroffenen Patienten - von der
betreffenden Kieferregion abgesehen - ansonsten normal entwickeln?

Legt man das Phanomen der Haploinsuffizienz zur Beantwortung dieser Fragen
zu Grunde, so bleibt weiter die Frage, weshalb bleibende Frontzahne und meist
auch das Milchgebiss nicht betroffen sind.

Es stellt sich weiter die Frage, weshalb von PFE betroffene Zahne ankylosieren,
sobald eine kieferorthopadische Kraft ausgeubt wird? Sollte man dies aufklaren

kénnen, so ergeben sich daraus gegebenenfalls neue Behandlungsoptionen.

Die zukunftige Forschung am Krankheitsbild der PFE erdffnet au3erdem die
Mdglichkeit, neue Erkenntnisse Uber den bislang nicht vollstandig aufgeklarten

Mechanismus des physiologischen Zahndurchbruchs zu sammeln.
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5. Zusammenfassung

G-Protein  gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) regulieren eine Vielzahl
physiologischer als auch pathophysiologischer Prozesse im menschlichen
Korper. Verankert in der Zellmembran vermitteln sie die Transduktion &uf3erer
Stimuli zur Aktivierung nachgeschalteter Signalwege.

Durch die Aktivierung Adenylatcyclasen-, Phosphlipasen C- und Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK)- abhéngiger Signalwege, vermittelt der zur
Familie B der GPCRs gehdrige Parathormon-Rezeptor PTH1R die endokrine
und parakrine Wirkungen des Parathormons (PTH) und des Parathormon-
verwandten Proteins (PTHrP). Diese sind die Regulation der Kalzium-

Homoostase, des Knochenmetabolismus und der Skelettentwicklung.

In dieser Arbeit wurden vier Mutationen im PTH1-Rezeptor untersucht, die
durch Roth und Mitarbeiter (2014) in den Zusammenhang mit dem
Krankheitsbild der primaren Zahndurchbruchsstérung (PFE) gebracht wurden.

Die nach Proffit und Vig (1981) als ,Primary Failure of Eruption® benannte
Durchbruchsstorung bezeichnet den Befund, bei dem ein priméar nicht
ankylosierter Zahn aufgrund einer Stérung im Durchbruchsmechanismus selbst
nicht oder nicht vollstandig durchbricht. Als molekulargenetische Ursache
konnten erstmals von Decker und Mitarbeitern (2008) Mutationen im PTH1R-
Gen festgestellt werden, die seitdem von weiteren Arbeitsgruppen um weitere

Mutationen erganzt werden konnten.

Die vier untersuchten Mutanten sind PTHI1R [P119L], PTH1R [H442D],
PTH1R [L232R] und PTHI1R [L292P]: Bei den durch Mutagenese
herbeigefuhrten Punktmutationen handelt es sich jeweils um eine missense-
Mutation, bei der der Austausch einer einzelnen Base in der DNA-Sequenz zum

Einbau einer anderen Aminosaure im Protein fuhrt.
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Es folgte die funktionelle Charakterisierung des Parathormon-Rezeptors und
seiner Mutanten, welche auf einer indirekten Messung der Rezeptoraktivitat
basierte. Direkt gemessen wurden dabei die Kaliumstrome der Tandemporen-
Kaliumkanale TASK-1 und TRESK, wobei in friheren Studien bereits gezeigt
werden konnte, dass diese durch Gg-Protein gekoppelte Rezeptoren reguliert
werden konnen: So werden TASK-Strome durch GPCRs inhibiert, TRESK-
Strome dagegen aktiviert (Mathie 2007).

TASK-1 Kanale und Parathormon-Rezeptoren wurden zeitgleich heterolog in
Xenopus laevis Oozyten exprimiert und anschlielend mittels der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme (TEVC) elektrophysiologisch untersucht.

Nach Zugabe von PTH (100 nM) ergab sich nach Kopplung an den TASK-1
Kanal fur den PTH1R-Wildtyp eine durchschnittliche Stromamplitude von
52,11 % % 3,60 % (n=28). Der TASK-1 Strom reduzierte sich somit um 47,89 %,
was in etwa einer Halbierung des Ausgangswertes entsprach.

Dagegen zeigten sich fiir die PTH1R-Mutanten keine signifikanten Anderungen
der Stromamplituden nach Zugabe der PTH-haltigen Messldsung.

Die Untersuchungen wurden mit dem TRESK-Kanal wiederholt. Hier zeigte sich
eine deutliche TRESK-Aktivierung durch Kopplung an den PTH1R-Wildtyp beim
Einwaschen von PTH. Bei den Mutanten kam es ebenfalls nicht zu einer

signifikanten Anderung der Stromamplitude durch PTH-Zugabe.

Ein Austausch dieser entsprechenden Aminoséuren fihrt somit zu einem
Funktionsverlust des Parathormon-Rezeptors Typ 1, wenn man das Verhalten
des PTH1R-Wildtyps bei Kopplung an den entsprechenden Kyp-Kanal als
Verhalten bei voller Rezeptorfunktion definiert. Bei den untersuchten
Mutationen handelt es sich daher um Loss-of-function-Mutationen.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die von Roth und Mitarbeitern in
ihrer Pathogenitat als ,wahrscheinlich schadlich® eingestuften Mutationen durch
die vorliegende Arbeit nun als ,pathogen® und damit PFE-verursachend

bezeichnet werden kdnnen.
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Die zahnmedizinische Relevanz dieser Ergebnisse liegt darin begrindet, dass
durch eine genetisch gesicherte Diagnose PFE, die Kkorrekte und
erfolgversprechendste Behandlungsoption gewahlt werden kann. Von PFE
betroffene Zahne ankylosieren nach Applikation kieferorthopéadischer Krafte und
konnen nicht weiter bewegt werden. Somit kann nach der Diagnose PFE ein
individuelles Behandlungskonzept erstellt werden, das sich nach dem Ausmalf3
der Durchbruchsstérung richtet. Langjahrige und frustrierende
kieferorthopadische Behandlungen bleiben dem Patienten, aber auch dem

Kieferorthopaden erspart.
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