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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Angabe lber Rechte an Erfindungen, die mit Hilfe von staatlich geférderter Forschung und Entwick-
lung gemacht worden sind

[0002] Ein Teil der Arbeit, die wahrend der Entwicklung dieser Erfindung angefertigt wurde, nutzte US-Regie-
rungsgelder. Die US-Regierung hat gewisse Rechte an dieser Erfindung.

Gebiet der Erfindung

[0003] Die vorliegende Erfindung betrifft G Protein gekoppelte Rezeptoren. Spezieller, Testverfahren fir Gq
Protein gekoppelte Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten werden bereitgestellt. Es werden auch stabil trans-
fizierte Zelllinien bereitgestellt.

Verwandter Stand der Technik

[0004] Das Nebenschilddriisenhormon (PTH) ist ein bedeutender systemischer Regulator der Knochener-
neuerung und von dem nahe verwandten Peptid PTHrP, das weitgehend in erwachsenem und fétalem Gewebe
exprimiert wird, wird angenommen, dass es wichtige parakrine Aktionen verursacht, besonders bei der Ent-
wicklung von Knorpel und Knochen (Dempster, D. W., et al., Endocrine Rev 14, 690-709 (1993); Lanske, B.,
et al., Science 273, 663-666 (1996); Lee, K., et al., Endocrinology 137, 5109-5118 (1996); Rixon, R. H., et al.,
J Bone Miner Res 9, 1179-1189 (1994)). Exogen verabreichtes PTH (bt beachtliche Effekte auf die Knochen-
masse in vivo, auf die Art, von der die Dosis an PTH kritisch abhangt, und auf das sich ergebende zeitliche
Profil der Konzentration des zirkulierenden Peptids aus (Dempster, D. W., et al., Endocrine Rev 14, 690-709
(1993)). Also fiihrt die andauernde Belastung hoher PTH-Konzentrationen zur Nettoknochenresorption und
Osteopenie, wahrend eine zeitweilige Verabreichung kleiner Dosen zur verstarkten Nettoknochenbildung flhrt
— ein Ergebnis, das groRes Interesse an dem moglichen Nutzen von PTH, oder PTH-Analoga, als Anabolika
zur Steigerung der Knochenmasse und zur Pravention oder Behandlung von metabolischen Knochenkrank-
heiten, einschliel3lich Osteoporose, schirte (Dempster, D. W., et al., Endocrine Rev 14, 690-709 (1993), Whit-
field, J. F., and Morley, P., Trends Pharmacol Sci 16, 382-386 (1995)).

[0005] Sowohl PTH als auch PTHrP kénnen denselben Rezeptor, den PTH/PTHrP-Rezeptor (PTHR), aktivie-
ren, der von verschiedenen Arten, einschlieRlich Ratte, Opossum, Maus, Schwein und Mensch kloniert wurde,
und von dem bewiesen wurde, dass er in Knochenzellen exprimiert wird (Abou-Samra, A. B., et al., Proc Natl
Acad Sci USA 89, 2732-2736 (1992); Juppner, H., et al., Science 254, 1024-1026 (1991); Schneider, H., Eur J
Pharmacol 246, 149-155 (1993); Bringhurst, F. R., et al., Endocrinology 132, 2090-2098 (1991); Pines, M., et
al., Endocrinology 135, 1713-1716 (1994)). Aktivierung der PTHR in Osteoblasten ruft mehrere parallele Sig-
nalereignisse hervor, einschliellich der Aktivierung der Adenylatcyclase (AC), Phospholipase C (PLC) und zy-
tosolische freie Kalziumiibergénge bzw. Anderung der zytosolischen freien Kalziumkonzentration (Abou-Sam-
ra, A. B., et al., Proc Natl Acad Sci USA 89, 2732-2736 (1992), Juppner, H., et al., Science 254, 1024-1026
(1991), Bringhurst, F. R., et al., Endocrinology 132, 2090-2098 (1993), Dunlay, R., and Hruska, K., Am J Physiol
258, F223-231 (1990); Fujimori, A., et al., Endocrinology 128, 3032-3039 (1991); Yamaguchi, D. T., et al., J Biol
Chem 262, 7711-7718 (1987)). Die Verknupfungen zwischen den einzelnen dieser individuellen Signalereig-
nisse und den endgultigen ganzheitlichen Gewebeantworten auf PTH, wie Veranderungen der Gesamtkno-
chenmasse, bleiben groRtenteils unbestimmt. Es wurde berichtet, dass PTH-Analoga, die AC selektiv zu akti-
vieren scheinen, einen vollstdndigen anabolischen Effekt auf Knochen erzeugen kénnen, die der zeitweiligen
Verabreichung in vivo folgen. (Rixon, R. H., et al., J Bone Miner Res 9, 1179-1189 (1994), Whitfield, J. F., and
Morley, P., Trends Pharmacol Sci 16, 382-386 (1995), Whitfield, J. F., et al., Calcif Tissue Int 58, 81-87 (1996)).
Solche Beobachtungen deuteten darauf hin, dass einzelne zweite Messenger der PTHR tatséachlich mit spezi-
fischen Gewebeantworten verkniipft sein kénnen und dass deshalb das Muster von PTHR-Signalereignissen,
genau wie ihre Intensitat, sowohl die qualitativen als auch die quantitativen Aspekte der Antwort in den Kno-
chen vorschreiben kénnen. Die Angelegenheit wird durch die Tatsache verkompliziert, dass man vermutet,
dass in Knochen ausgereifte Osteoklasten nicht PTHRs exprimieren und sie darum diese Einflisse des PTH
nur indirekt Gber die Antworten wahrnehmen missen, die von den benachbarten Zellen, wie Osteoblasten oder
Knochenmarkbindegewebszellen, verursacht werden, die diese Rezeptoren exprimieren (Dempster, D. W., et
al., Endocrine Rev 14, 690-709 (1993), McSheehy, P., and Chambers, T., Endocrinology 118, 824-828 (1986)).
Die Weise, wodurch solche osteoblasischen oder Bindegewebs-PTH-Zielzellen den Nachbarzellen der osteo-
klastischen Linie komplexe Informationen Ubermitteln kdnnten, die feine Unterschiede in zeitlichen oder Kon-
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zentrationsprofilen der PTH-Belastung widerspiegelt, bleibt unklar.

[0006] Auffallige Desensibilisierungen und Down-regulation von PTHRs haben eine auf hohen Ligandkonzen-
trationen folgende Belastung beschrieben (Fujimori, A., et al., Endocrinology 128, 3032-3039 (1991),
Abou-Samra, A-B, et al., Endocrinology 129, 2547-2554 (1991); Mitchell, J., und Goltzman, D., Endocrinology
126, 2650-2660 (1990); Fukayama, S., et al., Endocrinology 131, 1757-1769 (1992)) und es wurde kurzlich
berichtet, dass das Muster von Signalereignissen, die durch Ratten-PTHR erzeugt wurden, stark von dem
Grad seiner Expression auf der Zellenoberflache beeinflusst wird (Guo, J., et al., Endocrinology 136,
3884-3891 (1995)). Speziell kam es vor, dass das Ausmal} der PLC-Anwort in direkter Beziehung zu der Dichte
der erreichbaren PTHRs auf der Oberflache der stabil transfizierten LLC-PK1-Zellen ber einen Expressions-
bereich (40.000 bis 300.000 Rezeptoren pro Zelle), der nicht die maximale AC-Antwort beeinflusste, stand
(Guo, J., et al., Endocrinology 136, 3884-3891 (1995)).

[0007] Der menschliche PTHR wurde bisher in Zellkulturen exprimiert (Pines, M., et al., Endocrinology 135,
1713-1716 (1994), Schneider, H., et al., FEBS Lett 351, 281-285 (1994), Pines, M., et al., Bone 18, 381-389
(1996)), aber seine Signaleigenschaften wurden noch nicht vollstandig aufgeklart. Insbesondere die Ande-
rungsffekte in der Expression von menschlichen PTHR auf die Beschaffenheit der Signaltransduktions-
antwort(en) hin wurden nicht systematisch analysiert. Bestimmte amino- oder carboxyl-terminal abgestumpfte
PTH-Analoga, wie PTH(3-34), PTH(7-34) und PTH(1-31), wurden bisher gefunden, die eine selektive Aktivie-
rung nur eines Teils der Ublichen zweiten Messenger der PTHR aufweisen (Rixon, R. H., et al., J Bone Miner
Res 9, 1179-1189 (1994), Whitfield, J. F., and Morley, P., Trends Pharmacol Sci 16, 382-386 (1995), Fujimori,
A., et al., Endocrinology 128, 3032-3039 (1991), Abou-Samra, A. B., et al., Endocrinology 135, 2588-2594
(1994); Azarani, A., et al., J Biol Chem 271, 14931-14936 (1996); Chakravarthy, B. R., et al., Biochem Beefiest
Res Commun 171, 1105-1110 (1990); Fujimori, A., et al., Endocrinology 130, 29-36 (1992); Jouishomme, H.,
et al., Endocrinology 130, 53-60 (1992); Janulis, M., et al., Endocrinology 133, 713-719 (1993)). Das
hPTH(1-31)-Analogon soll AC, aber nicht PKC aktivieren und sogar auffallige anabolische Effekte bei Ratten,
deren Eierstocke entfernt wurden, beibehalten (Rixon, R. H., et al., J Bone Miner Res 9, 1179-1189 (1994),
Jouishomme, H., et al., J Bone Miner Res 9, 943-949 (1994)). Die Bestatigung solch selektiver Signalwirkung
durch menschliche PTHRs wiirde eine wichtige zusatzliche Begriindung fiir die Entwicklung dieser signalspe-
zifischen PTH-Peptide fir den klinischen Gebrauch bereitstellen. Darum gibt es einen Bedarf in der Technik
zur Charakterisierung der Antworten, die durch PTHR vermittelt werden.

Zusammenfassung der Erfindung

[0008] Die jetzigen Erfinder isolierten und charakterisierten zahlreiche Subklone von gut charakterisierten nie-
renepithelialen LLC-PK1-Zelllinien, die insgesamt einen breiten Bereich von stabil transfizierten menschlichen
PTHRs exprimieren. Es kam vor, dass, wie bei dem Ratten-PTHR, der menschliche Rezeptor bei Rezeptorex-
pressionsgraden weit unter denen, die firr die PLC-Aktivierung benétigt werden, AC maximal aktiviert. Weiter
ist das zeitliche Muster und das Ausmal} der PLC-Aktivierung in diesen Zellen stark abhangig von der Dichte
der menschlichen PTHRs auf der Zelloberflache jenseits eines Bereichs der Expression Uber dem, der eine
maximale AC-Aktivierung auslést. Uberraschenderweise kam es vor, dass hPTH(1-31) und hPTH(1-34) PLC
und zytosolisch freie Kalziumibergange entsprechend per menschlicher PTHR aktivieren und zudem, dass
hPTH(1-31) andere, eher zeitverzdgerte biologische Antworten auf PTH in diesen Zellen vollstandig induziert,
was von cAMP-unabhangigen Signalwegen abhangt. Diese Entdeckungen weisen auf eine mdgliche physio-
logische Funktion der PTHR-Regulation und unterschiedliche Signalwirkung in der Gestaltung der ganzheitli-
chen Zellantwort in Geweben wie Knochen oder Niere und sie lassen erkennen, dass die Ligandenselektivitat
der menschlichen PTHRs sich von der der PTHRs anderer Arten unterscheiden kann.

[0009] Auch haben die jetzigen Erfinder einen komfortablen und sensitiven spektrophotometrischen Biotest
entwickelt, der auf die Aktivierung von entweder AC oder PLC per menschliche PTHR in diesen Zellen antwor-
tet, und haben ihn, zusammen mit anderen Messmethoden, angewendet, um zu zeigen, dass Analoga wie
PTH(3-34) und PTH(1-31), vorher entdeckt als signalselektive Agonisten in Rattenzellen, verschiedene Spek-
tren biologischer Aktivitaten per menschliches PTHR aufweisen kénnen.

[0010] Die jetzigen Erfinder stellen ein Verfahren bereit zum Bestimmen, ob eine interessierende Verbindung
ein Agonist oder Antagonist eines Gq Protein gekoppelten Rezeptors ist, umfassend:
a) Bereitstellen einer Zelllinie, die Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (u-PA) exprimiert und welche eine
inhibierte Proteinkinase A (PKA) Aktivitat aufweist;
b) Bereitstellen eines Expressionsvektors, umfassend eine Nukleotidsequenz, die fiir einen Gq Protein ge-
koppelten Rezeptor kodiert, wobei der Rezeptor normalerweise nicht in der Zelllinie von Schritt a) exprimiert
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wird.

c¢) Einbringen des Expressionsvektors in die Zelllinie, dabei Bereitstellen von stabil transfizierten Zellen;
d) Kontaktieren der stabil transfizierten Zellen mit der interessierenden Verbindung; und

e) Messen der u-PA-Aktivitat des Zellkultureniberstandes der Zellen des Schritts d).

[0011] Die vorliegende Erfindung umfasst weiter ein Verfahren zur Bestimmung, ob die interessierende Ver-
bindung ein Agonist oder Antagonist eines Gq gekoppelten Rezeptors ist, unter Verwendung von
LLC-PK1-Zellen, die eine inhibierte Proteinkinase A (PKA) Aktivitat aufweisen, mit dem oben beschriebenen
Verfahren. Die vorliegende Erfindung stellt weiter ein Verfahren zur Bestimmung, ob eine interessierende Ver-
bindung ein Agonist oder Antagonist von menschlichen PRHR ist, mit dem oben beschriebenen Verfahren be-
reit.

Kurzbeschreibung der Abbildungen

[0012] Abb. 1A-Abb. 1B. Kompetitive Radioligand-Bindung an menschliche PTH/PTHrp-Rezeptoren, die in
LLC-PK1-Zellen stabil exprimiert werden. LLC-PK1-Zellen, die (Abb. 1A) 950.000 Rezeptoren/Zelle (HKRK
B7) oder (Abb.1B) 280.000 Rezeptoren/Zelle (HKRK B28) stabil exprimieren, wurden mit
125-[Nle®"®, Tyr**]oPTH(1-34) in Bindepuffer fiir 6 Std. bei 15°C in der Gegenwart oder Abwesenheit von stei-
genden Konzentrationen an nicht radioaktiven Liganden inkubiert. Scatchard-Plots werden in den Einsatzen
gezeigt. Jeder Punkt stellt den Mittelwert + [SEM] der dreifachen Bestimmungen dar. Die Gesamtbindung der
Radioliganden bewegt sich von 15.000-30.000 cpm/Vertiefung, und die nichtspezifische Bindung war 2-5 %
der Gesamtbindung.

[0013] Abb. 2A-Abb. 2B. Stimulierung der cAMP-Anreicherung in LLC-PK1-Zellen, menschliche
PTH/PTHrP-Rezeptoren exprimieren. Zyklisches AMP wurde in sauren Extrakten von Zellen gemessen, die
nach der Zugabe von gekennzeichneten Peptiden und einer Inkubation bei 37°C fiir 20 min prapariert wurden.
Abb. 2A zeigt die Antworten auf hPTH(1-34), bei den angegebenen Konzentrationen, in HKRK B7 Zellen (+;
950.000 Rezeptoren pro Zelle) und HKRK B28 Zellen (o; 280.000 Rezeptoren pro Zelle). Abb. 2B zeigt die
Antworten in HKRK B28 Zellen auf: hPTH(1-34) (0), hPTH(1-31) (A), hPTH(3-34) (m), hPTH(7-34) (o),
PTHrp(1-36) (&) und sCT (A). Ergebnisse werden als Mehrfaches des Grundwerts dargestellt. Jeder Punkt
stellt den Mittelwert £+ SEM der dreifachen Bestimmungen dar.

[0014] Abb. 3. Einfluss der PTH/PTHrP-Rezeptorendichte auf die Maximalaktivierung von PLC durch PTH in
LLC-PK1-Zellen, menschliche Rezeptoren exprimieren. Der Maximalanstieg der IP,-Produktion, dargestellt als
Prozentanteil eines Grundwerts, wird fir LLC-PK1-Zellen, die verschiedene Dichten von menschlichen (m) und
Ratten- (o) PTH/PTHrp-Rezeptoren exprimieren, gezeigt. Zellen wurden fiir 30 min mit hPTH(1-34) bei einer
Konzentration von 1000 nM stimuliert, welche die Maximalaktivierung dieser Antwort auslost (s. Abb. 4B). Je-
der Punkt stellt den Mittelwert + SEM von drei Experimenten, dreifach ausgefuhrt, dar. Das Verhaltnis zwischen
PLC-Aktivitdt und Rezeptorexpression wird schematisch durch die gestrichelten Linien fur die Ratten- (links)
und die menschlichen (rechts) Rezeptoren gezeigt.

[0015] Abb. 4A-Abb. 4B. Vergleich von Zeit- und Dosis-Abhangigkeit der IP,-Produktion zwischen HKRK B7
und HKRK B28 Zellen. Abb. 4A zeigt HKRK B7 Zellen (*) und HKRK B28 Zellen (o), die mit hPTH(1-34) (1000
nM) fiir die angegebene Zeit stimuliert wurden. Abb. 4B zeigt Zellen, die mit hPTH(1-34) bei den angegebenen
Konzentrationen fiir 30 min (HKRK B7) oder 4 min (HKRK B28) stimuliert wurden. Ergebnisse werden als Pro-
zent des Grundwerts dargestellt und jeder Punkt ist der Mittelwert + SEM von drei Experimenten, dreifach aus-
gefihrt.

[0016] Abb. 5A-Abb. 5D. Antwort von zytosolischem freiem Kalzium auf hPTH in LLC-PK1-Zellen, die
menschliche PTH/PTHrp-Rezeptoren exprimieren. Zytosolisches freies Kalzium wurde in Fura-2-AM-angerei-
cherten zusammenflieRenden einschichtigen Zellrasen gemessen. Antworten wurden gemessen in HKRK B7
Zellen nach Zugabe von hPTH(1-34) (Abb. 5A) oder hPTH(1-31) (Abb. 5B); in HKRK B28 Zellen nach
hPTH(1-34) (Abb. 5C); und in AB45 Zellen nach hPTH(1-34) (Abb. 5D). Grundkonzentrationen an zytosoli-
schem freiem Kalzium und diejenigen nach Zugabe von sCT in diesen Zelllinien waren nahezu identisch — z.
B. 20-50 nM bzw. 400-500 nM. Diese gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ flir mindestens 5 unabhangige
Versuche mit jeder Zelllinie.

[0017] Abb. 6A-Abb. 6B. Stimulierung von Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (u-PA) Sekretion durch
LLC-PK1 Zellen. Urokinase-Typ Plasminogenaktivator-Aktivitdt wurde im aufbereiteten Medium von (Abb. 6A)
HKRK B7 Zellen oder (Abb. 6B) HKRK B28 Zellen gemessen, 16 Std. nach Zugabe von Agonisten wie folgt:
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hPTH(1-34) (Konzentration angegeben in nM), 8BrcAMP (1 mM), TPA (100 nM) oder sCT (1000 nM). Ergeb-
nisse sind in Ploug units/Vertiefung angegeben, wobei gereinigte menschliche Urokinase als Standard benutzt
wird. Jeder Balken stellt den Mittelwert + SEM von einem reprasentativen Experiment dar, das dreifach ausge-
fuhrt wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden in tiber 10 Einzelexperimenten erreicht.

[0018] Abb. 7. Stimulierung von u-PA-Aktivitdt in LLC-PK1-Zellen, die dominant-negative Inhibierung von
Proteinkinase A exprimieren. Sekretion von u-PA wurde nach 16 Std. nach Zugabe von Agonist zu AB45 Zellen
gemessen, welche menschliche PTHRs und REV AB, ein dominant-negativer Inhibitor von PKA, co-exprimie-
ren. Ergebnisse sind in Ploug units/Vertiefung angegeben, wobei gereinigte menschliche Urokinase als Stan-
dard benutzt wird. Jeder Punkt stellt den Mittelwert £ SEM von einem reprasentativen Experiment dar, das drei-
fach ausgefiihrt wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden in mindestens 5 Einzelexperimenten erreicht.

[0019] Abb. 8. Regulierung der Phosphataufnahme durch PTH in HKRK B7 und HKRK B28 Zellen. Phosphat-
aufnahme wurde in HKRK B7 Zellen (ausgefillte Balken) und HKRK B28 Zellen (leere Balken) nach einer In-
kubation fur 6 Std. in serumfreiem Medium, enthaltend Vehikel, hPTH/PTHrp-Peptide (1000 nM), BBrcAMP (1
mM), TPA (100 nM) oder sCT (1000 nM), gemessen. Vorbereitende Experimente (nicht gezeigt) zeigten Maxi-
malantworten auf hPTH/PTHrp-Peptide bei Konzentrationen von 1000 nM oder dartber. Ergebnisse sind als
Prozentanteil des Grundwerts dargestellt und jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + SEM eines reprasen-
tativen Experiments, das dreifach ausgefiihrt wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden in mindestens 5 Einzelex-
perimenten erreicht.

[0020] Abb. 9. Stimulierung von u-PA-Sektretion durch hPTH(1-31) und hPTH(1-34) in HKRK B7 Zellen. Uro-
kinase-Typ PA Aktivitat wurde 16 Std. nach Zugabe von hPTH(1-34) (+) oder hPTH(1-31) (A) bei den angege-
benen Konzentrationen gemessen und sind in Ploug units/Vertiefung angegeben, wobei gereinigte menschli-
che Urokinase als Standard benutzt wird. Jeder Punkt ist der Mittelwert £+ SEM eines reprasentativen Experi-
ments, das dreifach ausgefiihrt wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden in mindestens 6 Einzelexperimenten er-
reicht.

[0021] Abb. 10. Stimulierung der Anreicherung von zyklischem AMP durch hPTH(1-31) und hPTH(1-34) in
LLC-PK1 Zellen, die Ratten-PTHRs exprimieren. Anreicherung von zyklischem AMP wurde als Antwort auf
hPTH(1-34) () oder hPTH(1-31) (A) in EWS Zellen gemessen, die 320.000 Ratten-PTHRs pro Zellen expri-
mieren. Ergebnisse sind als Mehrfaches des Grundwertes dargestellt.

[0022] Die obigen Abbildungen sind hilfreich zum Verstandnis der Erfindung und beziehen sich auf die Refe-
renzbeispiele 1-3.

Detaillierte Beschreibung der bevorzugten Ausfliihrungsformen

[0023] Die jetzigen Erfinder haben LLC-PK1-Zelllinien entwickelt, welche menschliches PTHR exprimieren.
Die vorliegenden Untersuchungen von klonierten LLC-PK1-Zelllinien, die insgesamt einen breiten Bereich der
Expression von stabil transfizierten menschlichen PTHRs umspannen, haben abhangig von der Rezeptordich-
te Unterschiede in hPTH-Signalwirkung und biologischer Aktivitat gezeigt, die eine wichtige Funktion fir die
Regulierung der Expression menschlicher Rezeptoren beim Anpassen der Art, als auch des Ausmalies, der
Zellantwort auf das Hormon erkennen lassen.

[0024] Eine stabil transfizierte Zelllinie wird verwendet, umfassend LLC-PK1 Zellen, welche menschliche
PTHR exprimieren. Eine Zelllinie ist eine Population von Zellen desselben Typs, die zum unbestimmten Uber-
leben in Kultur imstande ist. Mit ,stabil transfizierter Zelllinie" ist gemeint, dass die Zelllinie in einer Weise ge-
andert worden ist, um ein Polypeptid zu exprimieren, welches es normalerweise nicht exprimiert. Mit ,exprimie-
ren" ist gemeint, dass ein Strukturgen in mRNA transkribiert wird und dass diese mRNA translatiert wird, um
ein Polypeptid zu produzieren. LLC-PK1-Zellen sind Schweinenierenepithelzellen, welche Calcitonin- und Va-
sopressinrezeptoren exprimieren, aber normalerweise nicht PTHR exprimieren und von der American Type
Culture Collection, ATCC Nr. CL-101, erhaltlich sind. Der menschliche PTHR ist ein Rezeptor, welcher sowohl
menschliches PTH als auch menschliches PTHrP binden kann. Der menschliche PTHR ist bisher kloniert wor-
den (Schneider et al., Eur. J. Pharmacol. 246, 149-155 (1993); Adams et al., Biochem. 34, 10553-10559
(1995)). Darum werden LLC-PK1-Zellen, die menschliche PTHR exprimieren, "stabil transfiziert" genannt.

[0025] Es wurde bereits gezeigt, dass u-PA von LLC-PK1-Zellen als Antwort auf die Aktivierung von sowohl

PKA- als auch PKC-Wegen durch Calcitonin abgesondert wird (Jans, D. A., und Hemmings, B. A., FEBS Lett
205:127-131 (1986)). Die jetzigen Erfinder haben noch einmal bestatigt, dass, in LLC-PK1-Zellen, sowohl
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PKA- als auch PKC-Wege mit der u-PA-Produktion verkntipft sind. Die jetzigen Erfinder haben einen spektro-
photometrischen Biotest entwickelt, der die u-PA-Produktion, und damit die PKA- oder PKC-Aktivierung, in die-
sen Zellen misst. Gs und Gq Proteine aktivieren den PKC-Weg und steigern damit die u-PA-Produktion in
LLC-PK1-Zellen. Ein Agonist eines Gs oder Gq Protein gekoppelten Rezeptors steigert die u-PA-Produktion in
Zellen, welche u-PA exprimieren. Ein Antagonist eines Gs oder Gq Protein gekoppelten Rezeptors inhibiert die
Aktivitat eines Gs oder Gq Protein gekoppelten Rezeptoragonisten, dabei nimmt die u-PA-Produktion in Zellen,
die u-PA exprimieren, beziglich allein zugegebenen Agonisten ab.

[0026] Andere Zelllinien als LLC-PK1 exprimieren u-PA. Diese Zelllinien kénnten, wenn sie inhibierte Prote-
inkinase A (PKA) Aktivitat aufweisen, unter Verwendung des Verfahrens der vorliegenden Erfindung genutzt
werden, um zu bestimmen, ob eine Verbindung ein Agonist oder Antagonist eines Gq Protein gekoppelten Re-
zeptors ist. Beispiele von Zelllinien, die u-PA exprimieren, schlief3en ein, sind aber nicht beschrankt auf: HE-LU
(Rifkin) (ATCC Nr. CRL-7717); LLC-MK2 (ATCC Nr. CCL-7); NMR (ATCC Nr. CRL 1743); LLC-RK1 (ATCC Nr.
CCL-106); und MIA PaCa-2 (CRL-1420).

[0027] Daher schlief3t eine weitere Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur Bestim-
mung, ob eine interessierende Verbindung ein Agonist oder Antagonist eines Gq Protein gekoppelten Rezep-
tors ist, ein, umfassend:
a) Bereitstellung einer Zelllinie, die Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (u-PA) exprimiert und die eine in-
hibierte Proteinkinase A (PKA) Aktivitat aufweist;
b) Bereitstellung eines Expressionsvektors, umfassend eine Nukleotidsequenz, die fiir einen Gq Protein ge-
koppelten Rezeptor kodiert, wobei der Rezeptor normalerweise nicht in der Zelllinie von Schritt a) exprimiert
wird;
c¢) Einbringen des Expressionsvektors in die Zelllinie, wodurch stabil transfizierte Zellen bereitgestellt wer-
den;
d) Kontaktieren der stabil transfizierten Zellen mit der interessierenden Verbindung; und
e) Messen der u-PA-Aktivitat des Zellkulturiberstands der Zellen von Schritt d).

[0028] Eine bevorzugte Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Bestimmung, ob
eine interessierende Verbindung ein Agonist oder Antagonist eines Gq Protein gekoppelten Rezeptors ist, un-
ter Verwendung des oben beschriebenen Verfahrens. Eine besonders bevorzugte Ausflihrungsform der vorlie-
genden Erfindung ist ein Verfahren zur Bestimmung, ob eine interessierende Verbindung ein Agonist oder An-
tagonist eines Gq Protein gekoppelten Rezeptors ist, unter Verwendung von LLC-PK1-Zellen im oben be-
schriebenen Verfahren, die eine inhibierte Proteinkinase (PKA) A Aktivitat aufweisen. Eine andere besonders
bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Bestimmung, ob eine interes-
sierende Verbindung ein Agonist oder Antagonist von menschlichen PTHR ist, unter Verwendung des oben be-
schriebenen Verfahrens.

[0029] Eine ,interessierende Verbindung" kénnte ein Peptid, ein Polypeptid, ein Fragment eines Polypeptids,
ein biologisch neutrales Molekiil oder ein synthetisches Molekdl sein. Beispiele von Verbindungen, die Agonis-
ten oder Antagonisten von Gq Protein gekoppelten Rezeptoren sein kénnten, sind Hormone, Hormonanaloga
und Antikorper.

[0030] Ein ,Agonist eines Gq Protein gekoppelten Rezeptors" ist eine Verbindung, die mit einem Gq Protein
gekoppelten Rezeptor wechselwirkt und den Gq Protein gekoppelten Rezeptor aktiviert. Ein ,Antagonist eines
Gq Protein gekoppelten Rezeptors" ist eine Verbindung, die die agonistinduzierte Aktivierung eines Gq Protein
gekoppelten Rezeptors inhibiert.

[0031] Ein ,Gq Protein gekoppelter Rezeptor" ist ein Rezeptor, der, wenn er an seinen dazugehérigen Ligan-
den gebunden ist, ein Gq Protein aktiviert. Einige Rezeptoren kdnnen sowohl Gs als auch Gq Proteine aktivie-
ren, wahrend einige nur Gq Proteine aktivieren. Vorzugsweise sollten die Gq Protein gekoppelten Rezeptoren,
die in der vorliegenden Erfindung verwendet werden, imstande sein, Gq Proteine der Zellen zu aktivieren, die
in dem Verfahren der vorliegenden Erfindung genutzt werden. Beispiele von Gq Protein gekoppelten Rezep-
toren schliefien ein, aber sind nicht beschrénkt auf, das TRH-, Thrombin- und PGF,,-Rezeptoren. Ein Beispiel
eines Rezeptors, der sowohl Gs als auch Gq Proteine aktiviert, ist der Calcitonin-Rezeptor.

[0032] Wie hier verwendet ist ein ,Expressionsvektor" ein Vektor umfassend ein Strukturgen, das mit einer
Expressionskontrollsequenz betriebsfahig gekoppelt ist, so dass das Strukturgen exprimiert werden kann,
wenn der Expressionsvektor in einer geeigneten Gastzelle stabil transfiziert ist. Zwei DNA-Sequenzen werden
Lbetriebsfahig gekoppelt" genannt, wenn die Art der Kopplung zwischen den Nukleinsduremolekilen nicht (1)
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zu der Einleitung einer Rasterverschiebungsmutation fiihrt, (2) die Fahigkeit der Promotorregionsequenz, die
Transkription der gewlinschten Sequenz zu steuern, beeintrachtigt oder (3) die Fahigkeit der gewlinschten Se-
quenz, durch die Promoterregionsequenz transkribiert zu werden, beeintrachtigt. Darum wiirde eine Promotor-
region mit einer gewtinschten Nukleinsduresequenz betriebsfahig gekoppelt sein, wenn der Promotor imstan-
de ware, eine Transkription dieser Nukleinsauresequenz hervorzurufen. Bevorzugte Promotoren schlielen
den Promotor des Mause-Metallothionein-I-Gens (Hamer, D. et al., J. Mol. Appl. Gen. 1, 273-288 (1982)), den
HSV-Thymidin-Kinase Promoter (McKnight, S. Cell 31, 355-365 (1982)) oder den frihen Promotor des SV40
(Benoist, C. et al., Nature 290, 304-310 (1981)) ein.

[0033] Die Expression von Gq Protein gekoppelten Rezeptoren in Zellen kann durch Einflihrung eine Verstar-
kersequenz in den Expressionsvektor gesteigert werden. Verstarker sind cis-acting-Elemente der DNA, allge-
mein mit einer Grofe von ungefahr 10 bis 300 bp, die wirken, um die Transkriptionsaktivitat eines Promotors
zu steigern. Erlduternde Beispiele von Verstarkern schlielen ein, sind aber nicht beschrankt auf, den
SV40-Verstarker, der auf der spaten Seite des Replikationsstartpunkts bei 100 bis 270 bp gelegen ist; der Ver-
starker des friihen Promotors des Zytomegalie-Virus; der Verstarker des Polyomavirus auf der spaten Seite
des Replikationsstartpunkts; und den Verstarker des Adenovirus.

[0034] Die Expressionsvektoren kdnnen eine induzierbare Expression der Nukleinsauresequenz ermdgli-
chen. Bevorzugt von diesen Vektoren sind Vektoren, die eine Expression ermdéglichen, die durch Umweltfak-
toren induzierbar ist, die leicht zu manipulieren sind, wie Temperatur oder Nahrstoffzusatze.

[0035] Die Expressionsvektoren kdnnen auch einen selektierbaren Marker zur Vermehrung in stabil transfi-
zierten Zellen enthalten. Reprasentative Beispiele selektierbarer Marker schlieRen Dihydrofolatreductase-, Hy-
gromycin- oder Neomycin-Resistenz ein.

[0036] Ein Expressionsvektor kann kommerziell bereitgestellt werden oder er kann durch irgendein Klonie-
rungsverfahren, das auf dem Gebiet gut bekannt ist, hergestellt werden. Bevorzugte Expressionsvektoren
schlie®en ein, aber sind nicht beschrankt auf, pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1 und pSG erhaltlich bei Stra-
tagene; psVK3, pBPV, pMSG und pSVL erhaltlich bei Pharmacia und pcDNAIneo erhaltlich bei Invitrogen. An-
dere geeignete Vektoren werden dem Fachmann leicht ersichtlich sein.

[0037] Der Expressionsvektor kann in die Gastzelle durch eine geeignete Methode eingefiihrt werden, die die
Infektion, Transduktion, Transfektion, Transvektion, Elektroporation und Transformation einschlieen. Solche
Verfahren werden in vielen Standardlaborhandbichern, wie Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology
(1986), beschrieben.

[0038] Mit ,nicht normalerweise in der Zelllinie exprimiert" ist gemeint, dass der Gq Protein gekoppelte Re-
zeptor nicht in einer feststellbaren Hohe in der Zelllinie, die in dem Verfahren der vorliegenden Erfindung ver-
wendet wird, exprimiert wird.

[0039] Mit ,Kontaktieren der stabil transfizierten Zellen mit einer interessierenden Verbindung" ist gemeint,
dass die interessierende Verbindung zu den stabil tranzfizierten Zellen in irgendeinem geeignete Verfahren zu-
gegeben werden. Dies kann das exogene Zugeben der Verbindung in vitro oder in vivo oder zudem die Trans-
fektion der Zellen, um die Verbindung zu exprimieren, einschlieBen. Wenn die Verbindung exogen zugegeben
wird, kann ein Carrier verwendet werden. Der Carrier sollte kompatibel mit der Lebensfahigkeit der Zelle sein.
Beispiele fiir Carrier schlief3en ein, aber sind nicht beschrankt auf, DMSO, MeOH/EtOH, Wasser, Tris und HE-
PES.

[0040] Die interessierende Verbindung kann hoch aufgereinigt, teilgereinigt oder ungereinigt sein. Interessie-
rende Verbindungen kénnen allein oder in Kombination zu stabil transfizierte Zellen zugefugt werden. Beim Zu-
fiigen der Verbindungen in Kombination kdnnen synergistische Effekte auf den Gq gekoppelten Rezeptor fest-
gestellt werden.

[0041] Mit ,Messen der u-PA-Aktivitat" wird qualitatives oder quantitatives Messen oder Abschéatzen des Gra-
des der u-PA-Aktivitat entweder direkt (z. B. durch Bestimmen oder Abschatzen der absoluten u-PA-Aktivitat)
oder relativ (z. B. durch Vergleich der u-PA-Aktivitat der stabil transfizierten Zelllinie, die mit einer interessie-
renden Verbindung kontaktiert wurde, mit einer stabil transfizierten Kontrollzelllinie, die nicht mit der interessie-
renden Verbindung kontaktiert wurde) angestrebt. Vorzugsweise wird die u-PA-Aktivitat in der stabil transfizier-
ten Zelllinie, die mit einer interessierenden Verbindung kontaktiert wurde, mit der u-PA-Aktivitat von entweder
einer stabil transfizierten Zelllinie, die nicht mit der interessierenden Verbindung kontaktiert wurde, oder einer
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untransfizierten Zelllinie, die mit der gleichen interessierenden Verbindung kontaktiert wurde, oder mit beiden
verglichen werden.

[0042] Ein bevorzugtes Verfahren zur Messung der u-PA-Aktivitat wird unten in Beispiel 3 beschrieben. In
Kiirze, ein Aliquot des Uberstandes von stabil transfizierten Zellen wird auf eine saubere Mikroplatte (ibertra-
gen. Ein ,Uberstand" ist das fliissige Medium, das von den Zellen entfernt wurde. Ein Puffer zum Testen der
u-PA-Aktivitat wird zugegeben. Die Mikroplatte wird fir eine geeignete Zeitdauer inkubiert und die Reaktionen
werden mit dem Beendigungspuffer gestoppt. Das Absorptionsvermdgen des kolorimetrischen Produkts wird
gemessen.

[0043] Vorzugsweise wird bei der Bestimmung, ob die interessierende Verbindung ein Agonist ist, die Verbin-
dung zu einer stabil transfizierten Zelllinie zugefligt und der Grad der u-PA-Aktivitat wird gemessen oder abge-
schatzt und mit dem Grad der u-PA-Aktivitat in stabil transfizierten Zelllinien, die nicht in Kontakt mit der inter-
essierenden Verbindung gekommen sind, verglichen.

[0044] Bei der Bestimmung, ob eine interessierende Verbindung ein Antagonist ist, sollten sowohl die inter-
essierende Verbindung als auch ein bekannter Agonist zu den stabil transfizierten Zellen zugefligt werden. Der
Agonist und der potentielle Antagonist kénnen in irgendeiner Reihenfolge (z. B. der Agonist zuerst und dann
der potentielle Antagonist oder der potentielle Antagonist zuerst und dann der Agonist) sowie gleichzeitig zu-
gefugt werden. Nach Kontaktieren der Zellen mit sowohl einem Agonisten als auch der interessierenden Ver-
bindung, wird der Grad der u-PA-Aktivitat in den stabil transfizierten Zellen gemessen oder abgeschéatzt und
mit dem Grad der u-PA-Aktivitat in stabilen transfizierten Zellen verglichen, die allein mit dem Agonisten kon-
taktiert wurden.

[0045] Nachdem die Erfindung allgemein beschrieben wurde, wird das Gleiche leichter in Bezug auf die fol-
genden Beispiele verstanden werden, die nur zur Verdeutlichung beigebracht werden.

Beispiel 1
Plasmid-Transfektion und Isolation von Klonen

[0046] Die klonierte Zelllinie LLC-PK1, die aus der Schweineniere abgeleitet wurde, (Bringhurst, F. R., et al.,
Endocrinology 132, 2090-2098 (1993)) und Subklone, die nach der stabilen Transfektion mit menschlicher
PTH/PTHrp-Rezeptor-cDNA isoliert wurden, wurden in DMEM, das mit 7 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomy-
cin mit oder ohne 1000pg/ml G418 (alle von GIBCO-BRL, Grand Island, N.Y.) ergénzt wurde, bei 5 % CO, in
Luft aufbewahrt. Um Zelllinien zu praparieren, die die menschlichen PTH/PTHrp-Rezeptoren exprimieren, wur-
de der zusammenflielende einschichtige Zellrasen mit einer menschlichen PTH/PTHrp-Rezeptor-cDNA in
ganzer Lange, die in dem Expressionsvektor pcDNAIneo von Saugetieren (Invitrogen, Sand Diego, Calif.) auf-
gebaut wurde, transfiziert (Schipani, E., et al., Science 268, 98-100 (1995)). In einigen Fallen wurden die Zellen
mit der Rezeptor-cDNA und einem Plasmid, der fiir eine dominant-negative PKA-regelnde Untereinheit-Mutan-
te, ,REV AB", kodiert, co-transfiziert (Clegg, C. H., et al., J. Biol Chem 262, 13111-13119 (1987)). Transfektio-
nen wurden unter Verwendung der Kalziumphosphat-Ausfallungstechnik, wie bereits beschrieben (Bringhurst,
F. R., et al., Endocrinology 132, 2090-2098 (1993)), durchgefihrt.

[0047] EIf klonierte Zelllinien wurden aus einer Gesamtmenge von tber 100 unabhangigen Subklonen aus-
gewabhlt, um ein breites Angebot an Rezeptorexpression beizubringen (Tabelle 1).

Tabelle 1. Expression des menschlichen PTH/PTHrP-Rezeptors und Signalwirkung in klonierten LLC-PK1-Zel-
len

[0048] Subklone von LLC-PK1-Zellen, die mit hPTHR-cDNA stabil transfiziert wurden, wurden mit kompetiti-
ver Radioliganden- (Scatchard) Bindungsanalyse und bei maximalen Signalantworten (Mittelwert + SD Mehr-
faches oder Prozent des Grundwertes) auf hPTH(1-34) (1000 nM) analysiert. Alle Werte wurden von mindes-
tens zwei oder drei Experimenten, die dreifach ausgefuhrt wurden, erhalten. Anhaufung zyklischer AMP und
IP,-Bildung in Kontrollversuchen bewegten sich von 3 bis 10 pmol/Vertiefung bzw. von 1000 bis 1500 cpm/Ver-
tiefung.

8/31



DE 698 29483 T2 2006.04.27

Tabelle 1

Subklone Rezeptor Sichtbarer K, cAMP- IP;-Bildung

Anzahl/Zelle (nM) Anreicherung (% des

-10% Grundwertes)
Menschlicher
Rezeptor
HKRK B64 90 1,3 13+£2 116+ 18
HKRK C53 120 1,2 58+ 16 112+4
HKRK B28 280 1,8 103+ 17 107 £ 1
HKRK C101 330 1,6 94 + 1 114 £ 11
HKRK C27 340 2,2 64+ 8 113£10
HKRK C30 600 2,8 -- 192 +44
HKRK B5 840 3,9 -- 462 + 47
HKRK B57 900 5,6 -- 243 +31
HKRK B7 950 4,5 99+ 10 298 +21
HKRK B54 1020 6,4 -- 287+ 19
HKRH C58 1030 3,6 -- 642 + 106
Rattenrezeptor
EW29 190 2,5 148+ 16 289+ 16
EWS 320 2,3 130+ 6 480 + 14
Beispiel 2

Radioligandenbindung

[0049] Eine spezifische Bindung an den PTH/PTHrp-Rezeptor wurde mit einigen Modifikationen wie bereits
beschrieben (Bringhurst, F. R., et al., Endocrinology 132, 2090-2098 (1993)) gemessen. In Klrze, die Zellen
wurden in Platten mit 24 Vertiefungen bzw. 24-well-Platten bei einer Dichte von 2,5-10° Zelle/Vertiefung verteilt
und fiir weitere zwei Tage vor der Untersuchung kultiviert. Die Zellrasen wurden mit eiskaltem Puffer A [50 mM
Tris-HCI (pH 7,7), 100 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 5 mM KClI, 0,5 % FBS und 5 % heiRinaktiviertes Pferdeserum]
gespdilt und dann mit '?l-gekennzeichnetem [Nle®'®, Tyr**] Rinder- (b) PTH(1-34) (1-10° cpm/Vertiefung) mit
oder ohne gekennzeichnetem Peptid in 0,5 ml Puffer A fiir 6 Std. in einem kalten Raum (2-8°C) inkubiert. Die
Bindungsreaktion wurde durch Absaugen des Inkubationsgemischs beendet, wonach die Zellen zweimal mit
0,5 ml des eiskalten Puffers A gewaschen wurden. Nach Auflésen der Zellen mit 0,5 ml Lysis-Puffer (0,5 N
NaOH + 0,1 % Triton X-100) wurden Messungen der Radioaktivitdt und Proteinmessungen durchgefihrt, um
die Rezeptoranzahl pro Zelle durch Scatchard-Analyse zu berechnen, wie bereits beschrieben (Bringhurst, F.
R., et al., Endocrinology 132, 2090-2098 (1993)). Alle Reagenzien wurden, wenn nicht anders angegeben, von
Sigma (St. Louis, MO) bezogen und alle Isotope wurden von Dupont-New England Nuclear (Boston, MA) er-
worben. Das [Nle®'®, Tyr**]bPTH(1-34) wurde durch das Chloramine-T-Verfahren radioiodiert und wie bereits
beschrieben gereinigt (Bringhurst, F. R., et al., Endocrinology 132, 2090-2098 (1993)).

[0050] Radiolinganden-Konkurrenz-Tests und Scatchard-Analysen fiir zwei reprasentative Zelllinien, HKRK
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B7 und HKRK B28, die 950.000 bzw. 280.000 hPTHRs pro Zelle exprimieren, sind in Abb. 1 gezeigt. Eine
Scatchard-Analyse fiir alle der ausgewahlten Zelllinien zeigte im Bereich der PTHR-Expression von 90.000 bis
1.000.000 aktive Stellen pro Zelle mit sichtbaren K,'s zwischen 1 und 7 nM (Tabelle 1). In jedem einzelnen Fall
war die Scatchard-Analyse linear, vereinbar mit einer einzigen Klasse von hochaffinen Bindungsstellen. Das
nachfolgende Beispiel, das unten beschrieben wird, wurde an zwei Zelllinien durchgefihrt, die als reprasenta-
tiv aus denen ausgesucht wurden, die relativ hohe (HKRK B7) bzw. niedrige (HKRK B28) Dichten an hPTHRs
exprimieren.

Beispiel 3
Signalwirkung menschlicher PHTR in LLC-PK1-Zellen
Verfahren
Peptide und andere Reagenzien

[0051] Alle Reagenzien wurden, wenn nicht anders angegeben, von Sigma (St. Louis, MO) bezogen und alle
Isotope wurden von Dupont-New England Nuclear (Boston, MA) erworben. [Nle®'®, Tyr**]bPTH(1-34),
[Tyr*InPTH(1-34), hPTH(1-31), hPTH(3-34), hPTH(7-34) und PTHrp(1-36) wurden mit carboxyl-terminalen
Amidgruppen synthetisiert. Das [Nle®'®, Tyr**|bPTH(1-34) wurde durch das Chloramine-T-Verfahren radioio-
diert und wie bereits beschrieben gereinigt (Bringhurst, F. R., et al., Endocrinology 132, 2090-2098 (1993))

Zellulare cAMP-Anhaufung

[0052] Zellen wurden in 24-well-Platten mit einer Dichte von 2,5-10° Zellen/Vertiefung verteilt und fir weitere
zwei Tage vor der Untersuchung kultiviert. Die Zellen wurden mit 0,5 ml eiskaltem Puffer B [10 mM HEPES (pH
7,4), 130 mM NacCl, 5 mM KCI, 1,2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 1,2 mM Na,HPO,, 5 mM Glucose und 0,1% heifin-
aktiviertes BSA], der mit 1 mM Isobutylmethylxanthin (IBMX) erganzt wurde, gespilt und auf Eis gelegt. Die
Aufbereitungen wurden zu jeder Vertiefung in 0,25 ml IBMX-ergéanzten Puffer zugefiigt, nach denen die Platten
bei 37°C fir 15 Minuten inkubiert wurden. Der Puffer wurde dann schnell abgesaugt, die Platten wurden schnell
in flissigen Stickstoff gebracht und die gefrorenen einlagigen Schichten wurden nacheinander direkt in 0,5 ml
50 mM HCI aufgetaut. Das extrahierte cAMP wurde dann unter Verwendung eines handelsublichen RIA-Kits
(Dupont-New England Nuclear, Boston, MA) gemessen. Die Ergebnisse wurden als Mehrfaches des Grund-
wertes ausgedrickt, wobei die Basisgrade sich zwischen 38 und 128 pmol/mg Protein/15 min bewegten. Der
Basisgrad der cAMP-Anh&ufung in nativen LLC-PK1-Zellen wurde nicht einheitlich in Subklonen verandert, die
Wildtypen des PTH/PTHrp-Rezeptors exprimieren.

Inositol-1,4,5-triphosphat- (IP,;) Produktion

[0053] Zellen wurden in 24-well-Platten mit einer Dichte von 2,5-10° Zellen/Vertiefung verteilt und fiir weitere
zwei Tage vor der Untersuchung kultiviert. Die Zellen wurden bei 37°C fir 16 Std. vor den Tests mit 3 pCi/ml
[*H]myo-Inositol im Versuchsmedium (serum- und inositolfreies DMEM (GIBCO-BRL, Grand Island, NY) er-
ganzt mit 0,1 % BSA) gekennzeichnet. Nach Waschen der Zellen mit vorgewarmtem Versuchsmedium, das 30
mM LiCl enthalt, wurden sie mit 0,25 ml des Versuchsmediums, das 30 mM LiCl und Stimulatoren (oder Vehi-
kel) enthalt, bei 37°C fiir verschiedene Intervalle (1-30 min) inkubiert. IP,-Bildung wurde durch Absaugen und
sofortige Zugabe von 0,5 ml eiskaltem 5 %igen TCA gestoppt. Die sauren Extrakte wurden dann zweimal mit
zwei Raumteilen wassergesattigtem Ether extrahiert und mit konzentrierter NaOH und Tris-Base (Endkonzen-
tration = 10 mM) vor der Chromatographie auf AG 1X8 Anionenaustauschsaulen (Bio-Rad, Richmond, CA) bei
pH 7,4 eingestellt, wie beschrieben (Guo, J., et al., Endocrinology 136, 3884-3891 (1995)). Nach Eluieren der
anderen Fraktionen (freies [*H]myo-Inositol, Glycerophosphat-inositol, IP, und IP,), wurden die IP,-Fraktionen
gesammelt und ihr Gehalt an Radioaktivitat wurde durch Flissigszintillationsspektroskopie (Beckman, Modell
LS 6000IC) bestimmt.

Messung von zytosolischem freiem Kalzium

[0054] Zytosolisches freies Kalzium wurde mittels dualer Fluoreszenz in Zellen gemessen, die mit dem
Ca?*-empfindlichen intrazelluldren Prifstoff Fura-2 beschickt wurden. Die Zellen wurden auf Deckglaser mit ei-
ner Dichte von 40.000-600.000/cm? verteilt und fiir zwei Tage wie oben beschrieben inkubiert. Die Deckglaser
wurden vor dem Beschicken in phosphatfreiem Puffer B, der 4 yM Fura-2-AM (Molecular Probes, Eugene, OR)
einhalt, fir 30 min bei Raumtemperatur (22°C) zweimal mit PBS gewaschen. Nach zweimaligem Waschen mit
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furafreiem Puffer B wurden die Deckglaser in eine Kivette gesteckt, die 2 ml phosphatfreien Puffer B bei 37°C
enthielt, und die Emission bei 510 nm wurde als Antwort auf die wechselnde Anregung bei 340 und 380 nm
unter Verwendung eines ratiometrischen PTI Deltascan Fluoreszenzspektrometers mit einer Anregungs- und
Emissionsbandbreite von 2 nm Gberwacht. Nach Erreichen einer stabilen Grundlinie wurden die Agonisten mit-
tels Austausch in 2 ml frischen Puffer eingebracht, zu dem 10-20 pl des konzentrierten Agonisten-Vorrats (oder
Vehikel allein) zugefligt wurden. Peptid-Vorrate wurden in 0,1 %-iger Trifluoressigsaure angesetzt, lonomycin
und Phorbolester wurden in Dimethylsulfoxid gelést und andere Additive wurden in Wasser angesetzt. Maxi-
mum und Minimum der Fluoreszenzsignale wurden durch Einwirkung der modifizierten Puffer, die 1 uM lono-
mycin plus 20 mM Kalzium bzw. 2 mM EGTA in nomineller Abwesenheit von Kalzium enthalten, erhalten und
die Autofluoreszenz wurde mit Hilfe der Signale, die in Gegenwart von lonomycin plus 2,5 mM MnCl, erhalten
wurden, abgeschatzt. Zytosolisches freies Kalzium wurden dann wie bereits beschrieben (Bringhurst, F. R., et
al., Endocrinology 132, 2090-2098 (1993)) bestimmt.

Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (u-PA)

[0055] Zellen wurden in 96-well-Platten mit einer Dichte von 6-10* Zellen/Vertiefung verteilt und am folgenden
Tag verwendet. Die Zellen wurden einmal mit 0,2 ml gewaschen und dann erneut mit 0,1 ml vorgewarmtem
DMEM, das 0,05 % BSA enthalt, versorgt. Nach dem Zugeben jedes Stimulators wurden die Platten zurick in
den Inkubator bei 37°C fir 16 Std. gebracht. Aufbereitetes Medium (5 pl) wurde dann aus jeder Vertiefung auf
eine saubere Mikroplatte Ubertragen. Reaktionen wurden durch Zugabe von 50 pl u-PA-Test-Puffer [90 mM
Tris-HCI (pH 8,8), 0,45 % Triton X-100, 14 ug/ml menschliches Plasminogen (Calbiochem, San Diego, CA) und
0,4 mg/ml S-2251 Plasminsubstrat (D-Val-Leu-L-Lys-NH-Np) (Sigma, St. Louis, MO)] initiiert. Die Platten wur-
den erst bei 37°C fir 15 min und dann bei Raumtemperatur (22°C) fiir 30 min inkubiert. Die Reaktionen wurden
durch Zugabe von 10 pl eiskalter 25 %-iger Essigsaure gestoppt. Das Absorptionsvermdgen des kolorimetri-
schen Produkts wurde bei 40 nm innerhalb 1 Std. gemessen. Die Aktivitat wurde in Ploug units/Vertiefung an-
gegeben, wobei gereinigte menschliche Urokinase (Calbiochem) als Standard benutzt wurde.

Zellulare Phosphataufnahme

[0056] Zellen wurden in 24-well-Platten mit einer Dichte von 2,5-10° Zellen/Vertiefung verteilt und fir weitere
zwei Tage vor der Untersuchung kultiviert. 24 Stunden vor dem Versuch wurden die Zellen erneut mit 0,5 ml
DMEM, das 0,1 % BSA enthalt, versorgt. Am nachsten Tag wurden die Zellen erneut mit serumfreiem Medium
(DMEM + 0,1 % BSA) versorgt, das Wirkstoffe oder Peptide enthalt, und die Inkubationen wurden bei 37°C bei
5 % CO, in Luft fir weitere 6 Std. fortgefiihrt. Die Zellen wurden dann mit vorgewarmten Puffer B ohne BSA
und Na,HPO, gewaschen und wurden dann bei 37°C fiir 5 min in 0,25 ml desselben Puffers, der [**P]or-
tho-Phosphate (4 pCi/ml) und 0,1 mM Na,HPO, enthalt, inkubiert. Die Phosphataufnahme wurde durch Zuge-
ben von 1 ml eiskaltem natriumfreiem ,Stopp-Puffer" [10 mM HEPES (pH 7,4), 140 mM Cholinchlorid und 5
mM Natriumarsenat] beendet, gefolgt von weiterem zweimaligem Waschen mit demselben Puffer. Die entwas-
serte Zellschicht wurde dann in 0,5 ml Lysis-Puffer aufgeldst und die mit den Zellen verbundene Radioaktivitat
wurde mittels Cerenkov-Zahlung bestimmt, wie bereits beschrieben (Guo, J., et al., Endocrinology 136,
3884-3891 (1995)).

Ergebnisse

[0057] Die Untersuchungen der Eigenschaften von menschlichen PTHRSs, die stabil in LLC-PK1-Zellen expri-
miert werden, haben zwei wichtige Beobachtungen gezeigt. Die erste ist die Entdeckung, dass unabhangig von
der Ligandenkonzentration die Dichte der menschlichen PTHR auf der Zelloberflache ein Schliisselfaktor des
Ausmales der individuellen Signalantworten auf PTH ist und dass diese Veranderungen Uber ziemlich unter-
schiedliche, hauptsachlich nicht-Uberlappende, Bereiche der Rezeptorendichte eintreten. Im Zuge dieser Un-
tersuchungen wurden auch hPTHR-Dichte-abhangige Unterschiede im zeitlichen Profil der PLC-Antwort beo-
bachtet, und ein Hinweis der Funktion fur PKA beim Aufrechterhalten des anfanglichen Cytosol-Kalziumsig-
nals, das durch PTH in diesen Zellen ausgeldst wird, wurde erfasst. Die zweite bedeutende Entdeckung ist,
dass das mutmallich signalselektive PTH-Analogon hPTH(1-31) keinesfalls signalselektiv in Zellen ist, die
menschliche PTHRs tragen, auch wenn seine PLC-Aktivierungskapazitat in Zellen, die das Ratten-PTHR ex-
primieren, ziemlich reduziert ist. Diese Ergebnisse weisen auf feine Unterschiede in den Ligand-Rezep-
tor-Wechselwirkungen zwischen menschlichen PTHRs und den PTHRs anderer Arten und legen nahe, dass
aus dem Rattenmodell abgeleitete Schlussfolgerungen mit Vorsicht auf das menschliche PTHR-Expressions-
system Ubertragen werden sollten.
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Einfluss der Dichte auf der Zelloberflache auf die Signaleigenschaften der exprimierten hPTHRs

[0058] Eine maximale PTH-abhangige cAMP-Anreicherung wurde in menschlichen PTHR-transfizierten
LLC-PK1-Subklonen nach einer Inkubation fir 15 min mit einer hohen Konzentration (1000 nM) an hPTH(1-34)
bestimmt (Tabelle 1). Wie bereits fir LLC-PK1-Zellen, die Ratten-PTHRSs stabil exprimieren (Guo, J., et al., En-
docrinology 136, 3884-3891 (1995)), berichtet, war die maximal Adenylatcyclase-Antwort von der Dichte der
menschlichen PTHRs auf der Oberflache oberhalb eines relativ kleinen Schwellwerts relativ unabhangig (rela-
tiv zu dem, der fir die PLC-Aktivierung erforderlich ist — s. unten). Im Fall des menschlichen PTHR jedoch
scheint dieser Schwellwert zur Sattigung der maximalen AC-Aktivierung zwischen 120.000 und 280.000 (Ta-
belle 1) zu liegen, was mindestens 6- bis 10-fach héher ist als das, was vorher fir die Ratten-PTHR beobachtet
wurde (Guo, J., et al., Endocrinology 136, 3884-3891 (1995)). Wie erwartet war eine Aktivierung von AC durch
hPTH(1-34) in hPTHR-exprimierenden LLC-PK1-Zellen konzentrationsabhangig und wie in Abb. 2A gesehen
waren die EC,,'s (ndherungsweise 1 nM) und die Maximalantworten in den Zelllinien HKRK B28 und HKRK B7
identisch.

[0059] In vorangehenden Untersuchungen, die die Expression von Ratten PTHRs in LLC-PK1-Zellen ein-
schlossen, kam es vor, dass eine maximale PLC-Aktivierung durch PTH, die als bei 30 min eingeflihrtes Ge-
samt-IP, gemessen wurde, in enger Beziehung mit der Dichte der Ratten-PTHRSs Uber einen weiten Bereich
der Expression (z. B. von 20.000 bis 400.000 Rezeptoren pro Zelle) stand, die klar den Schwellwert der Re-
zeptor-Dichte Ubertraf, der fir die Sattigung der maximalen AC-Aktivierung erforderlich ist (Guo, J., et al., En-
docrinology 136, 3884-3891 (1995)). Ebenso, wie in Abb. 3 und in Tabelle 1 gezeigt, war die PLC-Aktivierung
stark abhangig von der PTHR-Dichte in den LLC-PK1-Subklonen, die menschliche PTHRs exprimieren. Wie
im Fall der AC-Aktivierung war die relative Effizienz, mit der menschliches PTHR mit PLC gekoppelt ist, in die-
sen Zellen naherungsweise 3-5-mal weniger als die des Rattenrezeptors — z. B. ungefahr 3-5-mal mehr
menschliche als Rattenrezeptoren waren fur eine gleichwertige Aktivierung von PLC erforderlich.

[0060] In verschiedenen Zelllinien, die auf PTH reagieren, die eine geringere Anzahl an PTHRs exprimieren
—z.B. UMR 106 Zellen (ndherungsweise 70.000 Rezeptoren pro Zelle) — wurde ein Muster einer sehr schnel-
len, aber kurzlebigen PLC-Aktivierung beschrieben (Yamaguchi, D. T., et al., J Biol Chem 262, 7711-7718
(1987)). Ein Versuch, zu bestimmen, ob solch ein kurzlebiges Muster der Abwesenheit einer fortwahrenden
PLC-Aktivierung in LLC-PK1-Zellen, die weniger als 400.000 menschliche PTHRs exprimieren, unterliegen
kénnte, wurde in vorbereitenden Untersuchungen vorgenommen, die ansteigendes IP, an einem friiheren Zeit-
punkt (4 min) in HKRK C53, HKRK B28 und HKRK C101 Zellen (120.000, 280.000 bzw. 330.000 PTHRs pro
Zelle), aber nicht in HKRK B64 Zellen (90.000 aktive Stellen pro Zelle) gezeigt haben (Daten werden nicht ge-
zeigt). Der Zeitverlauf der PLC-Aktivierung wurde dann detaillierter in HKRK B28 Zellen untersucht und mit
dem in HKRK B7 Zellen verglichen. Wie in Abb. 4A gezeigt wurde kurzlebige PTH-stimulierte IP,-Bildung in
HKRK B28 Zellen innerhalb der ersten wenigen Minuten der PTH-Einwirkung beobachtet. Diese Antwort er-
reichte ihren H6hepunkt bei 4 min und wurde gefolgt von einem schnellen Abfall zu Basisgraden in 10 min. Im
Gegensatz dazu, wie bereits fur LLC-PK1-Zellen, die 300.000 Ratten-PTHRs/Zelle exprimieren, berichtet wur-
de (Guo, J., et al., Endocrinology 136, 3884-3891 (1995)), stieg die IP,-Bildung in HKRK B7 Zellen weiterhin
zwischen 10 und 30 Minuten an, obwohl eine schnellere Einleitungsphase auch in diesen Zellen offensichtlich
war.

[0061] Die verschiedenen zeitlichen Muster der PTH-induzierten PLC-Aktivierung, die in HKRK B28 und
HKRK B7 Zellen beobachtet wurde, wiesen auf verschiedene Mdglichkeiten, einschliellich einer umfangrei-
cheren Desensibilisierung, die die schwachere PLC-Antwort in HKRK B28 Zellen schneller beseitigen kénnten,
oder mdgliche Verstarkung, durch héhere Rezeptorexpression, einer schwacher gekoppelten, aber einem un-
terschiedlichen Mechanismus der IP;-Bildung in den HKRK B7 Zellen hin. In dem Bestreben diese zu unter-
scheiden, wurde abgeschatzt, ob, wie in anderen Systemen berichtet (Menniti, F., et al., Mol Pharmacol 40,
727-733 (1991)), die Konzentrationsabhangigkeit fur die schnellen (z. B. 4 min) verglichen mit den anhaltenden
(z. B. 30 min) PLC-Antworten in HKRK B28 bzw. HKRK B7 Zellen verschieden sein kdnnte. Wie in Abb. 4B
gezeigt waren jedoch, obwohl die Ausdehnung der Maximalantworten bei 4 min in HKRK B28 und bei 30 min
in HKRK B7 sehr verschieden waren, die EC,;'s der beiden Antworten identisch (ndherungsweise 20-30 nM)
und ahnelten dem, was bereits fur den Ratten-PTHR in diesen Zellen berichtet wurde (Guo, J., et al., Endocri-
nology 136, 3884-3891 (1995)). Aullerdem war auch, wie in Tabelle 2 gezeigt, die spezifische Wirksamkeit der
Liganden beider Antworten ahnlich, insofern eine PLC-Aktivierung durch hPTH(1-34) und hPTHrP(1-36) inner-
halb jeder Zelllinie ibereinstimmend war, und weder hPTH(3-34) noch hPTH(7-34) zeigten in keinem Fall ir-
gendeine einheitlich nachweisbare Aktivitat. Insgesamt weisen diese Ergebnisse nicht auf wichtige Unterschie-
de in der Ligand-Rezeptor Kopplung oder -Selektivitat zwischen der kurzlebigen PLC-Antwort in HKRK B28
und der anhaltenden Antwort in HKRK B7 hin.
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Tabelle 2. Aktivierung von Phospholipase-C durch PTH- oder PTHrP-Peptiden in HKRK B7 und HKRK B28 Zel-
len.

[0062] HKRK B7 Zellen und HKRK B28 Zellen, vorher mit [*H]myo-Inositol beschickt, wurden mit jedem Pep-
tid (1000 nM) fir 30 min bzw. 4 min inkubiert. Die Bildung von IP, wird ausgedriickt als ein Prozentanteil der
Menge, die in vehikelbehandelten Kontrollversuchen gemessen wurde.

Tabelle 2
Peptid HKRK B7 HKRK B28
(1000 nM) (30 min Stimulation) (4 min Stimulation)
Kontrollversuch 100+ 5 100+ 3
-hPTH (1-34) 298 + 24 172+ 9
hPTH (1-31) 275 £ 21 170 £ 14
hPTH (3-34) 103+ 1 85+9
hPTH (7-34) 122+ 7 92+£10
hPTHrP (1-36) 93+6 160+ 9

[0063] Unter den erwarteten Konsequenzen der PLC-Aktivierung durch die menschlichen PTHR in
LLC-PK1-Zellen ware eine Abgabe an von intrazellularen Vorraten abgesondertem Kalzium (Bringhurst, F. R.,
et al., Endocrinology 132, 2090-2098 (1993), Dunlay, R., und Hruska, K., Am J Physiol 258, F223-231 (1990),
Yamaguchi, D. T., et al., J Biol Chem 262, 7711-7718 (1987), Pines, M., et al., Bone 18, 381-389 (1996)). Dem
gemal wurde zytosolisches freies Kalzium in HKRK B28 und HKRK B7 Zellen nach Einwirkung auf
hPTH(1-34) gemessen. Wie in Abb. 5 gezeigt verursacht eine Zugabe von hPTH(1-34) (100 nM) zu Zellrasen
aus Fura-2-AM-beschickien Zellen einen schnellen Anstieg an zytosolischem freiem Kalzium, das seinen
hdchsten Punkt bei 400-600 nM innerhalb von 20 s erreicht und danach langsam abfallt. Kein signifikanter Un-
terschied im Ausmal oder Zeitverlauf dieser Antwort wurde zwischen HKRK B7 und HKRK B28 (vgl. Abb. 5A
und Abb. 5C) beobachtet, trotz der groReren IP,-Antwort in den HKRK B7 Zellen (Abb. 4A).

[0064] Um die Moglichkeit zu untersuchen, dass eine Aktivierung des cAMP-Weges fiir die Antwort mit zyto-
solischem freiem Kalzium auf PTH in diesen Zellen verantwortlich sein kénnte, wurden AB45-Zellen unter-
sucht, in denen menschliche PTHRs (370.000/Zelle) mit REV AB, einem dominant-negativer Inhibitor von so-
wohl basaler als auch hormonahnlicher Proteinkinase A (PKA), co-exprimiert werden (Clegg, C. H., et al., J
Biol Chem 262, 13111-13119 (1987), Fukayama, S., et al., Endocrinology 134, 1851-1858 (1994)). Wie in Abb.
SD gezeigt wurde weiterhin eine kraftige zytosolische Kalziumantwort auf hPTH(1-34) in diesen cAMP-resis-
tenten Zellen beobachtet und war von vergleichbarem Ausmalf’ mit der, die in HKRK B28 Zellen, die auf cAMP
reagieren und die eine ahnliche Anzahl an hPTHRs exprimieren beobachtet wurde. Darum wurde der schnelle
Anstieg an zytosolisches freies Kalzium, der durch Aktivierung der hPTHR in diesen Zellen offenbar ausgeldst
wurde, nicht durch cAMP vermittelt.

[0065] Interessanterweise wurde jedoch beobachtet, dass der Kalziumibergang schneller in den cAMP-re-
sistenten AB45 Zellen abfiel als in HKRK B28 Zellen, die sich dem Basisgrad innerhalb von nur 2-3 min anna-
hern (Abb. SD). Dies kam trotz der Tatsache vor, dass das Ausmaf und zeitliche Muster der IP,-Bildung in
AB45 Zellen fast identisch mit denen in HKRK B28 Zellen war (Daten nicht gezeigt). Weder 8BrcAMP (1 mM)
noch der aktive Phorbolester TPA (100 nM) riefen eine schnell Kalziumantwort hervor (nicht gezeigt). Diese
Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass das Ausmalf’ der anfanglichen Antwort von zytosolischem freiem
Kalzium in engster Beziehung mit einer PLC-Aktivierung stand, wahrend die Dauer der Antwort Giberwiegend
durch die Aktivierung des PKA-Wegs beeinflusst worden sein kénnte, moglicherweise durch verstarktes Ein-
dringen von extrazellularem Kalzium (Yamaguchi, D. T., et al., J Biol Chem 262, 7711-7718 (1987)).

Regulation der biologischen Antworten durch PTH

[0066] Um zu bestimmen, ob die Veranderungen der Signaleffizienz und -selektivitat, die bei verschiedenen
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Graden der Expression an menschlichen PTHR- in LLC-PK1-Zellen beobachtet wurde, aus Anderungen der
ganzheitlichen distalen biologischen Antworten auf PTH resultieren kénnte, wurden zwei gut beschriebene hor-
monale Antworten in diesen Zellen untersucht -Absonderung von u-PA und natrium-abhangiger aktiver Trans-
port von anorganischem Phosphat.

[0067] Eine Absonderung des Urokinase-Typ Plasminogenaktivators (u-PA) durch LLC-PK1-Zellen als Ant-
wort auf eine Aktivierung von sowohl PKA- als auch PKC-Wegen mittels Calcitonin wurde bereits berichtet
(Jans, D. A., und Hemmings, B. A., FEBS Lett 205, 127-131 (1986)). Dieser Test wurde variiert, um einen prak-
tischen spektrophotometrischen Biotest bereitzustellen, zum Anzeigen der Aktivierung von AC oder PLC durch
die menschlichen PTHR in diesen Zellen. Wie in Abb. 6 gezeigt I16ste eine Inkubation mit hPTH(1-34) fir 16
Std. einen Dosis-abhangig Anstieg der u-PA-Absonderung von sowohl HKRK B7 als auch HKRK B28 Zellen
aus. In beiden Zelllinien, 8BrcAMP und TPA, verursachten auch auffalligerweise pharmakologische Aktivato-
ren von PKA bzw. PKC diese Aktivitat, was noch einmal bestatigt, dass sowohl die PKA- als auch PKC-Wege
mit der u-PA-Produktion gekoppelt sind. Die maximale Produktion von u-PA durch HKRK B7 als Antwort auf
hPTH(1-34) war gréRer als die in HKRK B28, sowohl absolut gesehen als auch in Relation zu anderen Agonists
wie Calcitonin oder 8BrcAMP (Abb. 6).

[0068] Weil die Empfindlichkeiten und Ausmafie der cAMP-Antworten auf PTH in diesen zwei Zelllinien iden-
tisch waren, schien es mdglich, dass die grofkere maximale u-PA-Antwort auf PTH, die in HKRK B7 verglichen
mit HKRK B28 Zellen beobachtet wurde, die anhaltende Aktivierung von PLC, die nur in den HKRK B7 Zellen
beobachtet wurde, widerspiegeln kénnte. AuRerdem ahnelte die EC;, zur Stimulation der u-PA-Produktion
durch hPTH(1-34) (10-20 nM) mehr dem zur Aktivierung der IP,-Bildung (20-30 nM) als zur cAMP-Anreiche-
rung (1 nM), besonders in HKRK B7 Zellen. Auch die maximale u-PA-Antwort auf PTH war héher als die des
8BrcAMP in HKRK B7 (aber nicht in HKRK B28 Zellen), in Konsistenz mit der Aktivierung, durch die reichlicher
vorhandenen hPTHRs in diesen Zellen, eines zusatzlichen, PKA-unabhangig Mechanismus. Ein weiterer Hin-
weis auf die Beteiligung eines cAMP-unabhangigen (vermutlich PKC-abhangigen) Mechanismus der PTH-in-
duzierten u-PA-Absonderung in diesen Zellen wurde unter Verwendung cAMP-resistenter AB45 Zellen erreicht
(Abb. 7). Wie erwartet war die u-PA-Antwort auf 8BrcAMp in diesen Zellen fast ausgeldscht, wahrend die auf
Phorbolester gut erhalten war. Die PTH-Antwort, wie die auf Calcitonin, wurde drastisch abgeschwécht, aber
blieb signifikant groRer als die, die mit einer maximalen Konzentration an 8BrcAMP erreicht wurde. Dies Er-
gebnis bestatigt weiter eine Funktion fir Mechanismen beim Vermitteln einer PTH-stimulierten u-PA-Absonde-
rung in diesen Zellen unabhangig von PKA.

[0069] Es wurde bereits berichtet, dass eine Stimulation von natrium-abhangiger Phosphataufnahme nach
Aktivierung der Ratten-PTHR in LLC-PK1-Zellen hauptsachlich durch den PLC/PKC-Weg vermittelt wurde
(Guo, J., et al., Endocrinology 136, 3884-3891 (1995). Ahnliche Beobachtungen wurden durch andere in
CHO-Zellen berichtet (Kaufmann, M., Mol Cell Endocrinol 104, 21-27 (1994)). Die Regulation dieser Antwort
durch PTH in HKRK B7 und HKRK B28 Zellen, die die menschlichen PTHR exprimieren, wurde deshalb unter-
sucht. Wie in Abb. 8 gezeigt wurde die Phosphataufnahme durch hPTH(1-34) in diesen Zellen signifikant sti-
muliert. Dieser PKC-abhangige Einfluss of PTH(1-34), der sowohl in HKRK B28 als auch in HKRK B7 Zellen
beobachtet wurde, wies darauf hin, dass die kurzlebige PLC-Antwort, die in den HKRK B28 Zellen beobachtet
wurde, ausreichend war, um diese langer anhaltende biologische Antwort hervorzurufen. Diese Schlussfolge-
rung wurde weiter durch die Beobachtung unterstiitzt, dass eine Phosphataufnahme auch mehr als zweifach
durch PTH(1-34) in den cAMP-resistenten AB45 Zellen stimuliert wurde (Daten nicht gezeigt), in denen, wie
oben angemerkt, das einzig messbare PTHR-Signal die kurzlebige Stimulation von PLC und der damit verbun-
dene Anstieg an zytosolischem freiem Kalzium war.

[0070] Auswirkungen von Veranderungen der PTHR-Dichte auf eine ligandenabhangige Aktivierung der AC-
und PLC-Effectoren wurden beobachtet, die, obwohl sie unter Verwendung eines nichthomologen Modellsys-
tems in vitro erreicht wurden, wichtige physiologische Folgen haben kénnten. Unterschiede in spezifischen
Mustern und relativen Intensitaten der intrazellularen Signale der zweiten Messenger, die durch PTHR-Aktivie-
rung erzeugt wurden, kdnnen besonders in Osteoblasten oder Knochenmarkbindegewebszellen beim Uber-
tragen von Informationen Uber verschiedene zeitliche Muster und Konzentrationsprofile des zirkulierende PTH
sowohl zu der unmittelbaren Zielzelle als auch zu den Nachbarzellen der osteoklastischen Linie kritisch sein,
dass sie schlussendlich hochgradig verschiedene Auswirkungen auf Knochen haben kdnnten (Dempster, D.
W., et al., Endocrine Rev 14, 690-709 (1993)). Dementsprechend kénnen Einblicke in mégliche Mechanismen
solcher verschiedenartiger Signalwirkung entscheidend fir das Verstehen der unterschiedlichen Mechanis-
men sein, denen die anabolischen und katabolischen Auswirkungen von PTH auf Knochen in vivo zugrunde
liegen missen. Der Einfluss der Rezeptorexpression auf den ,Signalphanotyp" der PTHR kénnte auch bei re-
gulierenden Antworten der Knorpelzellen auf hohe lokale Konzentrationen von PTHrP im sich entwickelnden
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Knochen wichtig sein (Lanske, B., et al., Science 273, 663-666 (1996), Lee, K., et al., Endocrinology 137,
5109-5118 (1996)).

[0071] Ein Mechanismus fiir solch verschiedenartige Signalwirkungen, der einfach auf Veranderungen der
extrazellularen Ligandkonzentration basiert, ist aus friiheren Untersuchungen ersichtlich, in denen erhebliche
Unterschiede der Ligandenempfindlichkeit (EC,,) der AC- und PLC-Antworten auf PTH von einer anfanglichen
Einwirkung der naturlichen Zellen auf PTH beobachtet worden sind (Schneider, H., Eur J Pharmacol 246,
149-155 (1993), Pines, M., et al., Endocrinology 135, 1713-1716 (1994), Guo, J., et al., Endocrinology 136,
3884-3891 (1995), Pines, M., et al., Bone 18, 381-389 (1996), Kaufmann, M., Mol Cell Endocrinol 104, 21-27
(1994)). Die jetzigen Erfinder berichten ahnlich auffallige Unterschiede in der Empfindlichkeit der AC- und
PLC-Antworten auf PTH in LLC-PK1-Zellen, die hPTHRs exprimieren — z. B. war die EC,,, die zur Aktivierung
von AC beobachtet wurde, 10-100-fach geringer als die zur PLC-Stimulation.

[0072] Ein anderer Mechanismus von verschiedenartigen Signalwirkungen kénnte eine unverhaltnismaRige
Desensibilisierung der PTHR-Kopplung auf verschiedene G Proteine einschliel3en, die der ersten Einwirkung
auf den Liganden folgen. Die Desensibilisierung der PTHR-Signalwirkung wurde weit reichend beschrieben
(Mitchell, J., und Goltzman, D., Endocrinology 126, 2650-2660 (1990), Abou-Samra, A. B., et al., Endocrinolo-
gy 135, 2588-2594 (1994), Fukayama, S., et al., Endocrinology 134, 1851-1858 (1994) Yamamoto, I., et al.,
Endocrinology 122, 1208-1217 (1988), Freyaldenhoven, A. M., et al., Am J Physiol 262, E87-E95 (1992)), und
Unterschiede, die unter den verschiedenen Transduktionswegen hinsichtlich der zeitlichen Muster und Ausma-
Re dieser Desensibilisierungsereignisse bekannt sind, konnten auch die relative Intensitat der nachfolgenden
Signalwirkung entlang jeder Route regulieren.

[0073] Ein dritter Mechanismus zum Erzeugen verschiedenartiger Signalwirkungen wurde aufgrund der fri-
heren Entdeckung, dass die relativen Ausmalfe der maximalen AC- und PLC-Signale auffallig verschieden wa-
ren, vorgeschlagen, der abhangig von der Anzahl der Ratten-PTHRSs ist, die auf der Zelloberflache exprimiert
wurden (Guo, J., et al., Endocrinology 136, 3884-3891 (1995)). Darum beeinflussten fir jede gegebene extra-
zellulare Ligandenkonzentration Schwankungen der Anzahl der rPTHRs auf der Zelloberflache nicht nur das
Ausmal eines gegebenen intrazellularen Signals, sondern auch seine Intensitat bezuglich der anderer Signa-
le, die dadurch die Muster der intrazelluldren Signaltransduktion unabhangig von den Veranderungen der Li-
gandkonzentration verandern. Die vorliegenden Untersuchungen weisen darauf hin, dass dieser unterschied-
liche Einfluss der Rezeptorexpression auf die AC- verglichen mit der PLC-Signaleffizienz auch auf menschliche
PTHRs angewendet werden kann und ohne irgendeine Veranderung in den EC,y's der individuellen Antworten
auftreten kann. Analoge Ergebnisse wurden kurzlich fur den Vergleich von AC-Signalwirkung und der Signal-
wirkung von zytosolischem freiem Kalzium in HEK-293 menschlichen Nierenzellen berichtet, die eine verschie-
dene Anzahl menschlicher PTHRs exprimieren (Pines, M., et al., Bone 18, 381-389 (1996)). Diese Trennung
der Veranderungen der Ligandenempfindlichkeit von den Veranderungen der Effizienz von G Protein- und/oder
Effektor-Kopplung weist darauf hin, dass die strukturellen Faktoren des PTHR, die an Agonisterkennung und
-aktivierung beteiligt sind, relativ unabhéangig von denen, die an G Protein-Effektor-Wechselwirkung beteiligt
sind, wirken kénnen. Die physiologische Relevanz dieser Beobachtungen wird von den erheblichen Verande-
rungen der Expression der PTHR unterstiitzt, von denen bekannt ist, dass sie in Knochenzellen oder wahrend
wiederholter PTH-Einwirkung in vitro oder in vivo vorkommen (Mitchell, J., und Goltzman, D., Endocrinology
126, 2650-2660 (1990), Abou-Samra, A. B., et al., Endocrinology 135, 2588-2594 (1994), Fukayama, S., et al.,
Endocrinology 134, 51-1858 (1994), Yamamoto, |., et al., Endocrinology 122, 08-1217 (1988); Freyaldenho-
ven, A. M., etal., Am J Physiol 262, 7-E95 (1992); Forte, L., et al., Am J Physiol 242, 54-E163 (1982); Bellorin,
F. E., et al., Kidney Int 47, -44 (1995)). AuRerdem wurde die Veranderung der endogenen PTHR-Expression
innerhalb des Bereichs, der bei LLC-PK1-Zellen untersucht wurde, in anderen Zellesystemem beschrieben, in
denen endogene PTHR-Gene exprimiert werden (Yamamoto, |., et al., Endocrinology 122, 1208-1217 (1988),
Shukunami, C., et al., J Cell Biol 133, 457-468 (1996)).

[0074] Verschiedene zusatzliche Aspekte der Signaleigenschaften von hPTHRs, die hier beobachtet wurden,
sind erwdhnenswert. Erstens ist es von Interesse, dass die Effizienzen, mit denen der menschliche PTHR an
die AC und PLC-Antworten in LLC-PK1-Zellen koppelt, erheblich und abgestimmt vermindert wurden, wenn
sie mit denen fir die entsprechenden Antworten in Zellen verglichen werden, die Ratten-PTHRs exprimieren.
Dies ist zum Beispiel sehr deutlich in Abb. 3, wo ungefahr 3-5-fach mehr menschliche als Ratten-PTHRs er-
forderlich waren, um eine vergleichbare Maximalaktivierung von PLC zu erhalten. Ein entsprechender Unter-
schied in der Effizienz der AC-Kopplung wurde nach Vergleich der Daten fir die hPTHR in Tabelle 1 mit Ergeb-
nissen vorgeschlagen, die bereits fur Ratten-PTHRs in diesen Zellen berichtet wurden (Guo, J., et al., Endo-
crinology 136, 3884-3891 (1995)). Diese ,Bewegung nach rechts" der Beziehung zwischen der Gesamtsig-
naleffizienz und der Rezeptorendichte kann eine wesentliche Eigenschaft des menschlichen PTHR oder alter-
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nativ eine relative Arteninkompatibilitdt zwischen dem menschlichen Rezeptor und den intrazellularen Signal-
transducer, die durch die Schweinezellen exprimiert werden, die hier verwendet wurden, widerspiegeln. Effizi-
enteres Koppeln von transfizierten menschlichen PTHRs mit einer Signalwirkung von PLC oder zytosolischem
Kalzium wurde in Primaten-Zellen oder Zellen menschlichen Ursprungs beobachtet (Pines, M., et al., Bone 18,
381-389 (1996), Schipani, E., et al., Science 268, 98-100 (1995)). Direkte Vergleiche der Funktionen von trans-
fizierten Ratten- und menschlichen PTHRs in Zellen, die von einem weiteren Artenbereich abgeleitet werden,
werden gebraucht, um diese Angelegenheit zu klaren.

[0075] Zweitens kam es vor, dass nicht nur das Ausmalf3, sondern auch das zeitliche Profil der |P,-Antwort
(bei maximalen Ligandkonzentrationen) mit der Rezeptorendichte in Beziehung standen. Besonders die
PLC-Antwort bei niedrigeren PTHR-Expression-Graden war kurzlebig, dauerte weniger als 10 min, wahrend
die, die bei héheren PTHR-Dichten ausgel6st wurden, erheblich [anger anhaltend war. Die Erklarung fir diesen
Unterschied ist nicht unmittelbar klar. Der Mechanismus bzw. die Mechanismen des schnellen Abfalls vom Gip-
fel des gemessenen IP,, der in den HKRK B28 Zellen beobachtet wurde, was typisch fur viele Rezeptorant-
worten ist (Berridge, M., und Irvine, R., Nature 341, 197-205 (1989)), ist mdéglicherweise komplex und kénnte
beinhalten

(a) Beendigung des anfanglichen Reizes (durch Rezeptor-Desensibilisierung oder Internalisierung),

(b) Verringerung eines begrenzten Reservoirs an Membran-Phosphat-idylinositol-4,5-bisphosphat-Subst-

rat, das fur den PTHR zuganglich ist (beispielsweise in Gegenwart von Lithium (Nahorski, S. R., et al.,

Trends Pharmacol Sci 12, 297-303 (1991))), oder

(c) schnelle Einfihrung von Enzymen, die Inositolpolyphosphate verstoffwechseln — besonders die Inosi-

tol-1,4,5-trisphosphat-5-phosphatase —, die teilweise durch Aktivierung von PKC vermittelt werden kann

(Nahorski, S. R., et al., Trends Pharmacol Sci 12, 297-303 (1991), Shears, S. B., Biochem J 260, 313-324

(1989)).

[0076] Substratverringerung scheint eine unwahrscheinliche Erklarung in dem System zu sein, da eine
Peak-Rate der Substrathydrolyse und IP,-Bildung bei 4 min sogar groRer in den HKRK B7 Zellen mit der langer
anhaltenden Antwort war. Es ist jedoch noch nicht bekannt, ob die Verteilung von exprimierten PTHRs (ber die
Membranen dieser polarisierten Epithelzellen bei allen hPTHR-Expression-Graden, die untersucht wurden,
gleich bleibend ist. Es ist zum Beispiel mdglich, dass eine PTHR-Verteilung mehr auf niedrigere Raten der Re-
zeptorsynthese beschrankt werden koénnte, die die Grolie des Substratreservoirs, die fir den Rezeptor in sol-
chen Zellen erreichbar ist und eine ,lokale" Substratverringerung erlaubt, beschranken kénnte. Es wurde ber-
legt, die langer anhaltende PLC-Antwort in HKRK B7 Zellen kdnnte einfach auf einer intensiveren und langwie-
rigeren Aktivierung der Enzyme beruhen, die durch eine viel grofRere Anzahl an erreichbaren Rezeptoren ge-
starkt wurde, die in einer aktiven Konfiguration in diesen Zellen gehalten werden, was ausreichend war, die
Phosphate, die im Verstoffwechseln des IP; eingebunden sind, nahezu zu séattigen (Shears, S. B., Biochem J
260, 313-324 (1989)). Die Ergebnisse scheinen meist konsistent mit dieser Mdglichkeit zu sein, da kein Unter-
schied in der EC,,'s der Antworten festgestellt werden konnte, die bei 4 min verglichen mit 30 min gemessen
wurden, noch gab es einen offensichtlichen Unterschied, der in der Ligandenselektivitat festgestellt wurde, der
auf verschiedene Mechanismen hinweisen kénnte. Im Gegensatz zu diesen Unterschieden in den PLC-Ant-
worten, erscheint eine Aktivierung von AC durch PTH, Uber die ersten 15 min in beiden Zelllinien identisch statt-
zufinden. AuBerdem wurde in nicht gezeigten Experimenten auch durch direkte Messung von Enzymaktivitat
bei Intervallen bis zu 24 Std. nach Zugabe von 1000 nM pPTH(1-34) Uberprift, das dies das Wahre der langer
anhaltenden PKA-Antworten in diesen Zellen ist.

[0077] Ein drittes interessantes Merkmal der hPTHR-Signalwirkung in diesen Zellen betrifft die Antworten des
zytosolischen Kalziums, die beobachtet wurden. Angesichts der Unterschiede, die oben in PLC-Aktivierungs-
profilen zwischen HKRK B28 und HKRK B7 Zellen diskutiert wurden, der weithin akzeptierten Meinung, dass
IP, ein bedeutender Faktor der Kalzium-Abgabe aus intrazelluldren Vorraten wahrend einer Aktivierung von G
Protein-gekoppelten Rezeptoren (Berridge, M. J., Nature 361, 315-325 (1993)) ist, und des jiingsten Beweises
an permeabilisierten HEK-293 Zellen, die menschliche PTHRs exprimieren, dass PTH und IP, um eine Abgabe
aus demselben intrazellularen Reservoir an Kalzium zu konkurrieren scheinen (Pines, M., et al., Bone 18,
381-389 (1996)), ist es vielleicht Uiberraschend, dass die Ubergange von zytosolischem freiem Kalzium, die
durch PTH in diesen beiden Zelllinien ausgelést werden, so gut wie identisch sowohl in der Zeit als auch im
Ausmal waren. Die Ergebnisse mit cAMP-resistenten AB45 Zellen wiesen darauf hin, dass die anhaltende
Phase der Erhéhung an zytosolischem freiem Kalzium mit einer Aktivierung des PKA in Beziehung stehen
kann — moglicherweise durch Unterstitzen des Eindringens von extrazellularem Kalzium (Yamaguchi, D. T., et
al., J Biol Chem 262, 7711-7718 (1987)) — aber die anfangliche Phase der Kalzium-Antwort schien unabhangig
von PKA zu sein. Weiterhin lieferten andere Experimente, in denen auch Forskolin, 8-bromo-cAMP und Phor-
bolester scheiterten Kalzium-Antworten auszulésen, keinen Hinweis fiir eine direkte Beteiligung von PKA oder
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PKC beim Ausldsen dieser Antwort. Es wurde gefolgert, dass die schnelle Antwort von zytosolischem Kalzium
auf PTH in engster Beziehung zu dem anfénglichen Ansteigen an IP, in diesen Zellen steht und dass weiterhin
die Menge an IP;, die akut in HKRK B28 Zellen erzeugt wird, obwohl weniger als die, die in HKRK B7 Zellen
produziert wird, ausreichend sein muss, um eine maximale Abgabe an Kalzium von dem intrazellularen Reser-
voir, das auf IP, reagiert, zu erhalten.

Signalwirkung und biologische Aktivitat von hPTH-Analoga

[0078] Verschiedene PTH-Analoga sollen eine Signalselektivitat in Zellen nichtmenschlichen Ursprungs, die
auf PTH ansprechen, zeigen. Diese schlieRen PTH(3-34) und PTH(7-34) ein, die in einigen Systemen gezeigt
habe, dass sie PKC und/oder Ubergénge an zytosolischem Kalzium selektiv aktivieren (Fujimori, A., et al., En-
docrinology 128, 3032-3039 (1991), Abou-Samra, A. B., et al., Endocrinology 135, 2588-2594 (1994); Azarani,
A., et al., J Biol Chem 271, 14931-14936 (1996); Chakravarthy, B. R., et al., Biochem Biophys Res Commun
171, 1105-1110 (1990); Fujimori, A., et al., Endocrinology 130, 29-36 (1992); Jouishomme, H., et al., Endocri-
nology 130, 53-60 (1992); Janulis, M., et al., Endocrinology 133, 713-719 (1993)), und PTH(1-31), das AC,
aber nicht PKC in Ratten-Knochenkrebszellen und urspriinglich Ratten-Milzzellen aktivieren soll (Rixon, R. H.,
etal., J Bone Miner Res 9, 1179-1189 (1994), Whitfield, J. F., und Morley, P., Trends Pharmacol Sci 16, 382-386
(1995), Jouishomme, H., et al., Endocrinology 130, 53-60 (1992)). Weil solche Fragmente als Kandidaten fur
den klinischen Gebrauch in Betracht kamen (Dempster, D. W., et al., Endocrine Rev 14, 690-709 (1993), Whit-
field, J. F., und Morley, P., Trends Pharmacol Sci 16, 382-386 (1995)), wurde bestimmt, ob diese Analoga die
erwartete Signalselektivitat mittels menschlicher PTHRs zeigen wurde.

[0079] Wiein Abb. 2B gezeigt wurde eine Aktivierung von AC in HKRK B28 Zellen durch hPTH(3-34) bei Kon-
zentrationen von 10 nM und daruber signifikant angeregt, obwohl die Antwort auf 1000 nM dieses Peptids nur
16 % der Maximalantwort auf hPTH(1-34) war. Menschliches PTH(7-34) scheiterte, AC zu aktivieren, bei allen
getesteten Konzentrationen, wahrend die Antworten auf hPTHrP(1-36) und hPTH(1-31) nicht von denen auf
hPTH(1-34) zu unterscheiden waren. Ahnliche Versuche wurden in Experimenten mit HKRK B7 Zellen erhalten
(Daten nicht gezeigt).

[0080] Bei Untersuchungen bei Konzentrationen von 1000 nM aktivierten weder hPTH(3-34) noch
hPTH(7-34) PLC signifikant, selbst in HKRK B7 Zellen, die nahezu 1 Million Rezeptoren pro Zelle exprimieren
(Tabelle 2). Im Gegensatz dazu stimulierten sowohl hPTHrP (1-36) als auch unerwarteterweise hPTH(1-31)
PLC gleichermafien wie hPTH(1-34) in sowohl HKRK B28 (bei 4 min) als auch HKRK B7 (bei 30 min). Mensch-
liches PTH(1-31) (100 nM) aktiviert auch zytosolische freie Kalzium-Ubergange in HKRK B7 Zellen vollstandig
(Abb. 5B), wahrend weder hPTH(3-34) noch hPTH(7-34) (100 nM) diese Antwort hervorrufen (nicht gezeigt).

[0081] Im u-PA-Biotest, der hauptsachlich von einer PKA-Aktivierung abhangig ist, aber auch eine PKA-un-
abhangige Signalwirkung widerspiegelt (wie oben beschrieben), waren die Aktivitaten von hPTH(3-34),
hPTH(7-34) und hPTH(1-31) Ubereinstimmend in ihren Signaleigenschaften. Also war hPTH(3-34) teilweise
aktiv (50-60 % oder maximale Antwort auf hPTH(1-34)), wahrend hPTH(7-34) inaktiv war und hPTH(1-31) voll-
standig aktiv war (Tabelle 3, Abb. 9). Besonders eine maximale Aktivierung der u-PA-Sekretion durch
hPTH(1-31) war identisch mit der von hPTH(1-34) selbst in HKRK B7 Zellen (Abb. 9, Tabelle 3), wo eine ma-
ximale PTH-Aktivitat diejenige, die mit maximaler pharmakologischer Aktivierung von PKA mit 8BrcAMP erhal-
ten wird, ubertrifft, und in AB45 Zellen (Abb. 7), wo PKA (und seine Wirkung von 8BrcAMP) fast komplett blo-
ckiert ist und die Restaktivitdt von PTH vermutlich fast vollstandig durch PKA-unabhangige Signale vermittelt
ist. Ebenso zeigten sowohl in HKRK B28 als auch in HKRK B7 Zellen hPTH(1-31) und hPTH(1-34) (wie auch
hPTHrP(1-36)) vergleichbare maximale Aktivierung der Phosphataufnahme, die PKC-abhangig in diesen Zel-
len ist (Guo, J., et al., Endocrinology 136, 3884-3891 (1995)), wahrend hPTH(3-34) und hPTH(7-34) wie er-
wartet inaktiv war (Abb. 8).

Tabelle 3. Stimulierung der u-PA-Sekretion von hPTH/PTHrp-Peptiden in HKRK B7 und HKRK B28 Zellen

[0082] Zellen wurden mit den gekennzeichneten Peptiden (1000 nM) fir 16 Std. vor einer Messung von ab-
gesondertem u-PA inkubiert, das im Medium vorlag, die als Prozentteil der Aktivitat, die in vehikelbehandelten
Kontrollversuchen gemessen wurde, ausgedriickt wird. Die gezeigten Werte sind die Mittelwerte + SEM von
dreifachen Bestimmungen.
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Tabelle 3
Peptid HKRK B7 HKRK B28
(1000 nM)
hPTH (1-34) 100+ 5 100+ 8
‘hPTH (1-31) 101 +9 101 +6
hPTH (3-34) 57+3 50x1
hPTH (7-34) 1x1 0+2
hPTHrP (1-36) 885 97+9

[0083] Die vollstandige Aquivalenz der Signalwirkung und biologischen Eigenschaften von hPTH(1-31) und
hPTH(1-34), die mittels transfizierter menschlicher PTHRs in diesen LLC-PK1-Zellen beobachtet wurde, war
recht unerwartet, da dieses Analogon ohne Aktivitat in zellularen Biotests einer PKC-Aktivierung sein soll, trotz
vollstandiger Wirksamkeit in Bezug auf die Stimulation von AC in Rattensystemen (Rixon, R. H., et al., J Bone
Miner Res 9, 1179-1189 (1994), Joishomme, H., et al., Endocrinology 130, 53-60 (1992), Neugebauer, W., et
al., Biochemistry 34, 8835-8842 (1995)). Es wurde festgestellt, ob die offensichtliche Diskrepanz zwischen den
Entdeckungen der jetzigen Erfinder und dem friheren Bericht in Beziehung mit dem Unterschied der Rezep-
torarten stehen kénnte. Dementsprechend wurden die Auswirkungen der hPTH(1-34) und hPTH(1-31) in
LLC-PK1-Zellen (EWS), die Ratten-PTHRs exprimieren, verglichen. Beide Peptide aktivierten AC in EW 5 Zel-
len gleichwertig (Abb. 10). Wie in Tabelle 4 gezeigt war eine maximale IP,-Erzeugung durch hPTH(1-31) mit-
tels dem Ratten-PTHR in EWS Zellen (und in 3 anderen rPTHR-exprimierenden Zelllinien) mit ndherungsweise
70 % so grof® wie die durch hPTH(1-34), wahrend eine u-PA-Produktion bei 16 Std. identisch war in Bezug auf
100 nM beider Peptide. Eine Stimulation der Phosphataufnahme durch die zwei Peptide war auch identisch.
Also war die Fahigkeit von hPTH(1-31), PLC und andere cAMP-unabhangigen Antworten mittels den PTHR zu
aktivieren, nicht auf den menschlichen Rezeptor beschrankt, sondern wurde auch in LLC-PK1-Zellen beobach-
tet, die rekombinante Ratten-PTHRs exprimieren. Die PLC-Antwort auf hPTH(1-31) kann in Bezug auf
hPTH(1-34), mittels den Ratten-PTHR, unauffallig beeintrachtigt sein, wahrend der menschliche Rezeptor un-
fahig zu sein scheint, zwischen diesen beiden Liganden zu unterscheiden.

Tabelle 4. Vergleich von hPTH(1-34) und hPTH(1-31) in LLC-PK1-Zellen, die Ratten-PTHR exprimieren.

[0084] Antworten auf hPTH(1-34) oder hPTH(1-31) (1000 nM) wurden in EWS Zellen gemessen, die 320.000
Ratten-PTHRs pro Zelle exprimieren. Jeder Wert ist das Mittel £+ SEM eines reprasentativen Experiments, das
dreimal ausgefiihrt wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden in mindestens 3 Einzelexperimenten erhalten. Die un-
auffalligste Absenkung der IP,-Bildung, die mit hPTH(1-31) in Bezug auf hPTH(1-34) beobachtet wurde, wurde
in 3 anderen LLC-PK1-Zelllinien bestatigt, die Ratten-PTHRs exprimieren (z. B. EW29, AR-C38 und AR-B44,
die 190.000, 630.000 bzw. 800.000 PTHRs/Zelle), in denen eine maximale I1P,-Bildung nach hPTH(1-31) (als
% der hPTH(1-34)-Wirkung) 75 %, 77 % bzw. 64 % betrug.

Tabelle 4
Peptid IP;-Bildung Phosphataufnahme u-PA-Aktivitit
(1000 nM) (% des Grundwertes) (% des Grundwertes) (units/Vertiefung)
Kontrollversuch 100+ 5 100+ 2 0,8+0,3
hPTH (1-34) 444 + 31 1302 43,5+1,8
hPTH (1-31) 316 + 35 134+ 3 41,2+£1,2

[0085] Im Hinblick auf die weithin postulierte(n) Verbindung(en) zwischen spezifischer PTHR-erzeugter Sig-
nale der zweiten Messenger und bestimmten biologischen Wirkungen der Hormone in solchen Geweben wie
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Knochen oder Niere (Dempster, D. W., et al., Endocrine Rev 14, 690-709) (1993), Rixon, R. H., et al., J. Bone
Miner Res 9, 1179-1189 (1994), Whitfield, J. F., und Morley, P., Trends Pharmacol Sci 16, 382-386 (1995), Dun-
lay, R., und Hruska, K., Am J. Physiol 258, F223-231 (1990), Janulis, M. et al., Endocrinology 133, 713-719
(1993)), war es von groRem Interesse, die Eigenschaften der verschiedenen gestutzten hPTH(1-34) Analoga
in Zellen, die den menschlichen PTHR exprimieren, zu untersuchen.

[0086] Eine schwache, aber signifikante Aktivierung von AC (und u-PA-Sektretion) durch hPTH(3-34), aber
keine Aktivierung, die durch PLC oder zytosolisches Kalzium stimuliert wurde, wurde beobachtet. Diese Ergeb-
nisse stehen im Gegensatz zu anderen Berichten, die hauptsachlich auf Nagetiermodelle basieren, in denen
PTH(3-34)-Peptide allgemein einen Verlust der AC-Aktivierung mit verhaltnismaRiger Bewahrung der
PLC/PKC- oder Kalzium-stimulierenden Aktivitdt gezeigt haben (Fujimori, A., et al., Endocrinology 128,
3032-3039 (1991), Abou-Samra, A. B., et al., Endocrinology 135, 2588-2594 (1994); Azarani, A., et al., J Biol
Chem 271, 14931-14936 (1996); Chakravarthy, B. R., et al., Biochem Biophys Res Commun 171, 1105-1110
(1990); Fujimori, A., et al., Endocrinology 130, 29-36 (1992); Jouishomme, H., et al., Endocrinology 130, 53-60
(1992); Janulis, M., et al., Endocrinology 133, 713-719 (1993), Azarani, A., et al., J Biol Chem 270,
23166-23172 (1995)). In transfizierten HEK 293 Zellen, die 400.000 menschliche PTHRs pro Zelle exprimier-
ten, beobachtete Pines et al. schwache, aber signifikant Abfalle von sowohl AC als auch zytosolischem freiem
Kalzium als Antwort bei 10 nM [Nle®'® Tyr**]bPTH(3-34)amid (Pines, M. et al., Bone 18, 381-389 (1996)), wah-
rend keine PLC- oder Kalzium-Antworten auf hPTH(3-34)amid bei 100 nM beobachtet wurden. Auf der ande-
ren Seite scheiterten andere auch daran, eine Aktivierung von PKC oder zytosolischen Kalzium-Ubergangen
durch PTH(3-34)-Peptide in Ratten- und anderen nicht-menschlichen Zellsystemen nachzuweisen (Reid, I., et
al., Am J Physiol 252, E45-E51 (1987); Civitelli, R., et al., Endocrinology 125, 1204-1210 (1989); Tamura, T,
et al., Biochem Biophys Res Commun 159, 1352-1358 (1989)). Es scheint dadurch wahrscheinlich, dass diese
Unterschiede den Unterschieden in den experimentellen Systemen oder in den Arten und der Struktur der
PTHRs, die beteiligt waren, oder der jeweiligen PTH(3-34)-Peptide, die verwendet wurden, zuzuschreiben sein
kénnen.

[0087] Uberraschender war die Entdeckung, dass hPTH(1-31) véllig gleichwertig mit hPTH(1-34) beziiglich
der Aktivierung von AC, PLC, zytosolischen Kalzium-Ubergéngen, u-PA-Sekretion und Phosphataufnahme in
LLC-PK1-Zellen war, die hPTHRs exprimieren. Vorher soll hPTH(1-31) AC-Aktivitat erhalten haben, aber ohne
PKC-stimulierender Aktivitat sein. (Rixon, R. H., et al., J Bone Miner Res 9, 1179-1189 (1994), Jouishomme,
H., et al., J Bone Miner Res 9, 943-949 (1994), Neugebauer, W., et al., Biochemistry 34, 8835-8842 (1995)).
Diese Beobachtungen bildeten die Basis des Vorschlags, dass das Region-hPTH (Jouishomme, H., et al., J
Bone Miner Res 9, 943-949 (1994); Schipani, E., et al., Science 268, 98-100 (1995); Clegg, C. H., et al., J Biol
Chem 262, 13111-13119 (1987); Menniti, F., et al., Mol Pharmacol 40, 727-733 (1991); Fukayama, S., et al.,
Endocrinology 134, 1851-1858 (1994)) eine zentrale Region zur Aktivierung von PKC mittels dem PTHR um-
fasst (Whitfield, J. F., und Morley, P., Trends Pharmacol Sci 16, 382-386 (1995), Jouishomme, H., et al., 3 Bone
Miner Res 9, 943-949 (1949)). Darum wurden Experimente, in denen Ratten, deren Eierstdcke entfernt wurden
und denen taglich hPTH(1-31)-Injektionen gegeben wurde, Steigerungen der Knochenmassen verglichen mit
denen, die mit hPTH(1-34) durchgefiihrt wurden, zeigten, weithin interpretiert als Hinweis einer grundlegenden
Funktion fur die cAMP/PKA-Kaskade in der anabolischen Wirkung von PTH auf Knochen (Rixon, R. H., et al.,
J Bone Miner Res 9, 1179-1189 (1994), Whitfield, J. F., et al., Calcif Tissue Int 58, 81-87 (1996)). Obwohl PKC
nicht direkt gemessen wurde, wurde sowohl eine Antwort von zytosolischem Kalzium auf hPTH(1-31), die
durch cAMP-Analoga nachgeahmt werden konnte, als auch eine kraftige Stimulierung der Phosphataufnahme,
eine biologische Antwort, von der bereits gezeigt wurde, dass sie in erster Linie mit einer Aktivierung von PKC
in diesen Zellen gekoppelt ist, beobachtet (Guo, J., et al., Endocrinology 136, 3884-3891 (1995)). Darum ist
der direkte Beweis der PLC-Aktivierung durch hPTH(1-31) mittels dem hPTHR bemerkenswert und erhéht die
wichtige Mdglichkeit, dass die Ligandenselektivitdt der menschlichen PTHR erheblich von denen der Rat-
ten-PTHR abweichen kénnen (angesichts all der friiheren Arbeiten, die in Rattensystem durchgefiihrt wurden).
Solch eine Schlussfolgerung wiirde wichtige Folgen fir Bemihungen haben, die auf das Entwickeln klinisch
natzlicher signal-selektiver PTH-Analoga auf der Basis von Biotest bei Ratten ausgerichtet sind (Whitfield, J.
F., und Morley, P., Trends Pharmacol Sci 16, 382-386 (1995)).

[0088] Um auf die Frage weiter einzugehen, wurden die Aktivitdten von hPTH(1-34) und hPTH(1-31) in
LLC-PK1-Zellen, die Ratten-PTHRs exprimierten, verglichen. Uberraschenderweise kam es vor, dass die Ak-
tivitaten der beiden Peptide auch in diesem System fast nicht zu unterscheiden waren, obwohl eine maximale
PLC-Aktivierung durch hPTH(1-31) signifikant gesenkt wurde — auf 60 % der maximalen Antwort auf
hPTH(1-34). Diese Entdeckungen sind unvereinbar mit friheren Beschreibungen von hPTH(1-31) als einem
cAMP-selektiven Analogon in Rattenzellen und weisen darauf hin, dass die gesamte Breite der cAMP-unab-
hangigen Aktivitaten von hPTH(1-31), die mittels hPTHRs in LLC-PK1-Zellen beobachtet wurden, nicht ganz
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auf den menschlichen PTHR beschrankt sind. Deshalb wirde der Unterschied in PTHR-Arten an sich nicht
ausreichen, den Unterschied zwischen den vorliegenden Entdeckungen in den HKRK Zellen und denen, von
denen bereits von anderen unter Verwendung von Rattenzellen berichtet wurde, zu erklaren (Rixon, R. H., et
al., J Bone Miner Res 9, 1179-1189 (1994), Jouishomme, H., et al., J Bone Miner Res 9, 943-949 (1994), Neu-
gebauer, W, et al., Biochemistry 34, 8835-8842 (1995)).

[0089] Es gibt verschiedene mogliche Erklarungen fir die offensichtlichen Unterschiede zwischen den vorlie-
genden Entdeckungen und denen von friheren Untersuchungen des hPTH(1-31)-Peptids. Erstens wurden
verschiedene Antworten gemessen. PLC, zytosolisches freies Kalzium und bestimmte distale biologische Aus-
wirkungen, von denen bekannt ist, dass sie mit einer PLC/PKC-Aktivierung in LLC-PK1-Zellen gekoppelt sind,
wurden gemessen, wahrend Jouishomme et al. PKC an nicht-entnommenen Membranen, aber nicht an PLC
oder zytosolischem freiem Kalzium gemessen hat (Rixon, R. H., et al., J Bone Miner Res 9, 1179-1189 (1994),
Jouishomme, H., et al., J Bone Miner Res 9, 943-949 (1994)). Es ist bekannt, dass PKC durch andere als PLC
vorgeschaltete Effektoren reguliert werden kann (Exton, J., J Biol Chem 265, 1-4 (1990)). Zweitens wurde die
frihere Arbeit unter Verwendung von ROS 17/2 Knochenkrebszellen oder Primarkulturen von Ratten-Milzlym-
phozyten, die eher endogene als transfizierte Ratten-PTH-Rezeptor-Gene exprimieren, durchgefiihrt (Rixon,
R. H.,, et al., J Bone Miner Res 9, 1179-1189 (1994), Jouishomme, H., et al., J Bone Miner Res 9, 943-949
(1994)). Die ROS 17/2 Zellen exprimieren fast zweifellos den gleichen rPTHR, der hier untersucht wurde, da
sie die Quelle der ROS 17/2.8 Subklone waren, von denen die rPTHR-cDNA ursprunglich kloniert wurde, und
die dann benutzt wurde, die rPTHR-exprimierenden LLC-PK1-Zellen zu schaffen, die in Experimenten verwen-
det wurden (Abou-Samra, A. B., et al., Proc Natl Acad Sci USA 89, 2732-2736 (1992), Bringhurst, F. R., et al.,
Endocrinology 132, 2090-2098 (1993), Guo, J., et al., Endocrinology 136, 3884-3891 (1995)). Auf der anderen
Seite ist es durchaus mdglich, dass ROS 17/2 Zellen und Milzzellen wechselnde Rezeptorenarten fir PTH ex-
primieren, die die Antwort(en) auf hPTH(1-31) in diesen Zellen beeinflusst haben kénnten. Zum Beispiel wurde
ein PTH-Rezeptor mit offensichtlicher C-terminaler Spezifitat, der noch nicht vollstandig charakterisiert ist, in
ROS 17/2.8 Zellen beschrieben (Inomata, N., et al., Endocrinology 136, 4732-4740). Drittens unterscheiden
sich die ROS 17/2 und Rattenmilz-Zellsysteme in anderer Art von den rPTHR-transfizierten LLC-PK1-Zellen,
die untersucht wurden:

(a) von der Expression von PTHRs auf der Oberflache ist bekannt oder wahrscheinlich, dass sie niedriger

als die in den LLC-PK1-Zellen ist, die verwendet wurden,

(b) rPTHRs sind eher an Ratten als an Schweine G Proteine gekoppelt, und

(c) die relativen Mengen der verschiedenen Subtypen der exprimierten G Proteine und Effektorenzymen

kdnnte sehr verschieden sein.

[0090] Die Angelegenheit der niedrigen PTHR-Expression kann besonders wichtig sein. Die Daten weisen
darauf hin, dass die Wirksamkeit des hPTH(1-31)-Peptids fur eine PLC/PKC-Aktivierung mittels dem Rat-
ten-PTHR in Bezug auf die von hPTH(1-34) maRig erniedrigt ist (bis 40 %). Angesichts des wichtigen Einflus-
ses der Rezeptorendichte auf eine PLC-Signalwirkung, die beschrieben wurde, scheint es mdglich, dass dieser
Unterschied in der Wirksamkeit fir PLC zwischen hPTH(1-34) und hPTH(1-31) in Zellen verstarkt werden
kdnnte, die weniger rPTHRs exprimieren, als es die hier verwendeten LLC-PK1-Zellen tun. Andererseits wurde
kein Verlust der PLC-stimulierenden Wirksamkeit mittels dem menschlichen PTHR fir hPTH(1-31) gefunden,
selbst in Zellen (HKRK B28), in denen die Oberflachendichte des menschlichen PTHR nah am Minimum war,
das zum Nachweis des Signals erforderlich ist.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Bestimmen, ob eine interessierende Verbindung ein Agonist oder ein Antagonist eines
Gq Protein gekoppelten Rezeptors ist, umfassend:
(a) Bereitstellen einer Zelllinie, die urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (u-PA) exprimiert und welche eine in-
hibierte Proteinkinase A (PKA) Aktivitat aufweist;
(b) Bereitstellen eines Expressionsvektors, umfassend eine Nukleotidsequenz, die fiir einen Gq Protein gekop-
pelten Rezeptor kodiert, wobei der Rezeptor normalerweise nicht in der Zelllinie von Schritt (1) exprimiert wird;
(c) Einbringen des Expressionsvektors in die Zelllinie, wodurch stabil transfizierte Zellen geschaffen werden;
(d) Kontaktieren der stabil transfizierten Zellen mit der interessierenden Verbindung; und
(e) Messen der u-PA Aktivitat des Zellkulturiberstandes der Zellen von Schritt (d).

2. Verfahren gemafly Anspruch 1, bei dem die Zelllinie LLC-PK1 ist und eine inhibierte Proteinkinase A
(PKA) Aktivitat aufweist.
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3. Verfahren gemaR Anspruch 1, bei dem der Gq Protein gekoppelte Rezeptor humanes PTHR ist.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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