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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Der nephrogene Diabetes insipidus (NDI) ist eine genetisch bedingte Erkrankung, die
insbesondere durch Mutationen im Vasopressin-V2-Rezeptor (V2R) hervorgerufen wird.
Mittlerweile sind mehr als 180 krankheitsauslosende Mutationen des V2R bekannt. In ca. zwei
Dritteln der Fille bleibt der mutierte Rezeptor intrazellulér retiniert und gelangt nicht an die
Plasmamembran. Ursédchlich hierfiir ist die Qualititskontrolle von Proteinen im Verlauf des
intrazelluldren Transportwegs. Bisher wurde angenommen, dass diese Qualitdtskontrolle

hauptsédchlich im endoplasmatischen Reticulum (ER) stattfindet.

In dieser Arbeit wurde anhand verschiedener Mutanten des Vasopressin-V2-Rezeptors gezeigt,
dass auch das ERGIC (ER-Golgi-intermediate compartment) und der Golgi-Apparat eine
entscheidende Rolle bei der Qualititskontrolle spielen. In einem Zellkulturmodell mit
transfizierten HEK 293 Zellen konnten V2R-Mutanten charakterisiert werden, die in
unterschiedlichen intrazelluldiren Kompartimenten retiniert werden (im ER z.B. L62P, im ERGIC
z.B. Y205C und im Golgi-Apparat z.B. G201D). Dafiir wurden Glykosylierungs- und
Oberfldachenbiotinylierungsanalysen sowie Lokalisationsstudien mit Hilfe der Laser Scanning
Mikroskopie durchgefiihrt. Die verschiedenen intrazelluldren Lokalisationen der
Rezeptormutanten konnten anschlieBend durch elektronenmikroskopische Aufnahmen bestatigt
werden. Eine mdgliche Ursache fiir diese Differenzierung im Qualitdtskontrollsystem konnten
Strukturunterschiede der mutierten Rezeptoren sein. So zeigten ER-Mutanten im Vergleich zu

ERGIC-Mutanten ein differentes Abbaumuster nach Trypsin-Proteolyse.

Zusammenfassend konnte am Beispiel des V2R gezeigt werden, dass die Qualitdtskontrolle von
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in Sdugerzellen nicht nur im ER sondern auch im ERGIC und
im Golgi-Apparat stattfindet. Eine mogliche mechanistische Erkldrung konnte in der

unterschiedlichen Tertidrstruktur der mutierten Rezeptoren liegen.
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2 AbklUrzungsverzeichnis

2.1 Abklrzungen

ACTH
ADH
AQP2
AVP
AVPR2 Gen
Baf Al
BCIP
BFA
BiP
cAMP
cop
CPP
DMEM
DNA
EDTA
EGFP
EndoH
ER
ERAD
ERGIC
GFP
GPCR
GRP78
GRP9%
HEK
HEPES
HERG
HSP70
HSP90
ICL1
IgG
LDL
LSM
MDCK
NBT
NHS
NDI

Adrenocorticotropes Hormon
Antidiuretisches Hormon,
Aquaporin 2

Arginin-Vasopressin
Arginin-Vasopressin Rezeptor 2 Gen
Bafilomycin Al
5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
Brefeldin A

Binding immunoglobulin protein
Cyclisches Adenosinmonophosphat
Coatomer complex

Cell-penetrating peptide

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Deoxyribonucleic acid
Ethylendiamintetraacetat

Enhanced GFP

Endoglykosidase H
Endoplasmatisches Reticulum
ER-reticulum-associated protein degradation
ER-Golgi-intermediate compartment
green fluorescent protein
G-Protein-gekoppelter Rezeptor .

78 kDa Glucose Regulated Protein
94 kDa Glucose Regulated Protein

Human Embryonic Kidney

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonséure

human ether-a-go-go-related gene
70 kDa heat shock protein

90 kDa heat shock protein

erste intrazelluldre Schleife
Immunglobulin G

low density lipoprotein

Laser Scanning Mikroskop

Madin Darby Canine Kidney
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
N-Hydroxysuccinimid

nephrogener Diabetes insipidus
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PBS
PKA
PMSF
PNGaseF
POD
PVDF
QCS
ROI

SD

SDS

SDS-PAGE

TMD
VlaR
VI1bR
V2R
V-ATPase
vWF

phosphate buffered saline
Proteinkinase A
Phenylmethylsulfonylfluorid
Peptide:N-Glycosidase F
Peroxidase
Polyvinyliden-Fluorid

quality control system

region of interest

standard deviation

sodium dodecyl sulfate
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Transmembrandoméne
Vasopressin-V 1a-Rezeptor
Vasopressin-V 1b-Rezeptor
Vasopressin-V2-Rezeptor
V-Type Adenosintriphosphatase
von Willebrand Faktor

2.2 Bezeichnung der Aminosauren

Ein-Buchstaben-Code

A

<~ 2 < 3w 3O W ZICR~IZQWmDTUTO

Drei-Buchstaben-Code Name
Ala Alanin
Cys Cystein
Asp Asparaginsdure
Glu Glutaminséure
Phe Phenylalanin
Gly Glycin
His Histidin
Ile Isoleucin
Lys Lysin
Leu Leucin
Met Methionin
Asn Asparagin
Pro Prolin
Gln Glutamin
Arg Arginin
Ser Serin
Thr Threonin
Val Valin
Trp Tryptophan
Tyr Tyrosin
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4 Einleitung

Die Wasserhomdostase des Korpers wird zum grof3en Teil durch das Hormon Vasopressin
(Synonyme: Antidiuretisches Hormon, ADH, oder Arginin-Vasopressin, AVP) reguliert. Bei
einigen Krankheitsbildern wie der Herzinsuffizienz oder dem Diabetes insipidus ist die
Wasserhomdostase durch eine pathologisch erhohte Vasopressin-Sekretion oder fehlende

Vermittlung der Vasopressin-Wirkung gestort [1-2].

Vasopressin wird im Hypothalamus produziert und anschliefend im Hypophysenhinterlappen
gespeichert. Die Sekretion in die Blutbahn erfolgt auf unterschiedliche Stimuli, wie z.B. eine
ansteigende Plasmaosmolaritét, Abfall des Plasmavolumens oder des systolischen Blutdrucks [1-

2]. Die Wirkung von Vasopressin wird durch drei Rezeptoren vermittelt [Abb. 1].

Der Vasopressin-V1a-Rezeptor (V1aR), der vor allem in glatten GefdBmuskelzellen und
Herzmuskelzellen exprimiert wird, beeinflusst die Vasokonstriktion sowie Herzfunktion und ist
fiir die Entstehung einer kardialen Hypertrophie mitverantwortlich. Zusammen mit dem
Oxytocin-Rezeptor beeinflusst der V1aR die uterine Kontraktilitdit und Durchblutung. Der
Vasopressin-V1b-Rezeptor (V1bR) ist im Hypophysenvorderlappen an der Sekretionssteuerung
des adrenocorticotropen Hormons (ACTH) beteiligt [3]. AuBBerdem spielen der V1aR und der
V1bR im Hypothalamus und limbischen System eine wichtige Rolle fiir die Steuerung von
Aggressivitit und Stressbewiéltigung [4-6]. Der Vasopressin-V2-Rezeptor (V2R) vermittelt die
von Willebrand-Faktor-Sekretion der Endothelzellen [7], wird jedoch vor allem in den
Sammelrohrzellen der Niere exprimiert und steuert hier die antidiuretische Wirkung von
Vasopressin. Die Vasopressin-Rezeptoren gehoren zur gro3en Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Diese verfiigen iiber 7 Transmembrandoménen (TMD), 3
intra- und 3 extrazelluldre Schleifen sowie je einen extrazelluldren N-Terminus und
intrazellularen C-Terminus [Abb. 2]. GPCRs stellen etwa 80% aller Rezeptoren der Sdugetiere,

und sind fiir zahlreiche lebenswichtige biologische Funktionen notwendig [8].

Nach Stimulation durch Vasopressin aktiviert der V2R das Gy/Adenylylcyclase-System und der
nachfolgende Anstieg der intrazelluldiren cAMP Konzentration fiihrt iiber die Aktivierung der
Proteinkinase A (PKA) zur Fusion von Aquaporin 2 (AQP2)-haltigen Vesikeln mit der apikalen
Plasmamembran der Epithelzellen in den Sammelrohren der Niere [9]. Die Umverteilung von

AQP2 an die Plasmamembran erhdht die Wasserdurchlissigkeit des Sammelrohrepithels und ist
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Hypothalamus, limbisches System
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Abbildung 1: Wirkung von Vasopressin in Abhéngigkeit von den Vasopressin-Rezeptor-Subtypen.
ACTH — Adrenocorticotropes Hormon, AQP2 — Aquaporin 2, V1aR — Vasopressin-V1a-Rezeptor, V1bR —
Vasopressin-V1b-Rezeptor, V2R — Vasopressin-V2-Rezeptor, vVWF — von Willebrand Faktor

auf diesem Weg mitverantwortlich fiir die Freiwasser-Clearance und damit Riickresorption von

Wasser aus dem Primérharn in der Niere (Antidiurese).

Mutationen im AVPR2 Gen (arginine vasopressin receptor 2 gene) verursachen den X-chromo-
somal vererbten nephrogenen Diabetes insipidus (NDI) [Abb. 2] [10]. Der NDI fiihrt bereits im
Sduglingsalter zu Polyurie, [sosthenurie und Polydipsie unterschiedlicher Auspragung, wobei die
erkrankten Sduglinge vor allem mit Erbrechen, Trinkschwiche, Fieber und rezidivierenden
Dehydrierungen auffallen. Bleibt die Erkrankung unbehandelt, kann dies zu physischer und
mentaler Retardierung fithren. Die bisherige Therapie zielt darauf ab, eine Verringerung der
Fliissigkeitsmenge im distalen Nierentubulus durch Reduktion der glomerulédren Filtrationsrate
sowie Erhohung der Natriumreabsorption mittels Thiaziddiuretika und Indomethazin zu
erreichen [11-12]. Die bei NDI trotz Therapie groBen Urinvolumina von bis zu 20 Litern pro Tag

fithren langfristig zu sackartigen Aufweitungen der ableitenden Harnwege.



Einleitung

extrazellular

intrazellular

Abbildung 2: Zweidimensionales Topologiemodell des Vasopressin-V2-Rezeptors (V2R) und Lage der
krankheitsverursachenden Mutationen. Der V2R ist ein 41 kDa groer G-Protein-gekoppelter Rezeptor und besteht
aus 371 Aminosduren (im Ein-Buchstaben-Code dargestellt). Die Rot markierten Aminosduren charakterisieren
Positionen von Missense oder Nonsense Mutationen. Zahlen stehen dabei fiir mehr als eine Mutation im selben
Codon. Andere Mutationsarten sind in dieser Abbildung nicht dargestellt. Die extrazelluldren, transmembranéren
und zytoplasmatischen Dominen sind in Ubereinstimmung mit Mouillac et al [13] dargestellt. An Position N22
weist der V2R eine N-Glykosylierung und an Positionen C341 und C342 je eine Palmitoylierung auf. Des weiteren

besteht eine Disulfidbriicke zwischen den Cysteinen an den Positionen 112 und 192. (aus Fujiwara et al. [14]).

Aktuell sind mehr als 180 krankheitsauslosende Mutationen im AVPR2 Gen beschrieben, davon
48% Missense Mutationen, 9% Nonsense Mutationen, 23% Frameshift Deletionen oder
Insertionen, 4,4% In-frame Deletionen oder Insertionen, 1,42% Splice-Site Mutationen und
16,6% groBere Deletionen (http://www.medicine.mcgill.ca/nephros) [15-16]. Ungefdhr zwei
Drittel der Mutationen fiihren zu fehlgefalteten Rezeptoren, die vom Qualititskontrollsystem
(quality control system, QCS) der Zelle erkannt und intrazellulér retiniert werden und damit

nicht die Plasmamembran als Zielkompartiment erreichen.
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Neben dem X-chromosomal vererbbaren nephrogenen Diabetes insipidus werden auch viele
andere Erkrankungen durch fehlgefaltete und damit transportdefekte Membranproteine
hervorgerufen. Zu diesen gehoren z.B. zystische Fibrose (Mutationen im Gen fiir den cystic
fibrosis transmembrane regulator), hereditire Retinitis pigmentosa (Mutationen im Rhodopsin
Gen), famildre Hypercholesterindmie (Mutationen im Gen fiir den low density lipoprotein
(LDL)-Rezeptor), hereditires Long QT-Syndrom (Mutationen im humanen ether-a-go-go-
related Gen (HERG)) und das Laron-Syndrom (Mutationen im Gen fiir den Somatotropin-
Rezeptor) [17-24]. Fiir eine mogliche kausale Therapie werden 2 Strategien verfolgt. Mit Hilfe
so genannter pharmakologischer Chaperone kann iiber eine Stabilisierung von korrekten und
damit transportkompetenten Faltungszustinden der jeweiligen Membranproteine eine Reduktion
der Interaktion mit Komponenten des QCS erreicht und so der intrazelluldre Transport
unterstiitzt werden. Als pharmakologische Chaperone werden membranpermeable Rezeptor-
Liganden eingesetzt. Diese sind spezifisch und in geringen Konzentrationen wirksam [26-29].
Der bisher erste klinisch erprobte Ansatz einer kausalen Therapie des NDI beruht auf der
Verwendung von Vasopressin-Rezeptor-Antagonisten im Sinne pharmakologischer Chaperone,
wobei nicht fiir alle untersuchten Mutanten ein Effekt beobachtet wurde [17, 26-27]. Die
Einnahme von Relcovaptan (V1aR-Antagonist) fiihrte in einer Pilotstudie mit 5 NDI Patienten
und insgesamt 3 verschiedenen AVPR2-Mutationen zu verringerten 24h-Urinvolumina und einer
verringerter Trinkmenge bei gleichzeitig erhohter Urinosmolaritét [30]. Die zweite Strategie
besteht in der Entwicklung von Inhibitoren des QCS. Diese Strategie ist insbesondere dann
Erfolg versprechend, wenn die mutierten Proteine noch eine Restfunktion aufweisen, jedoch
aufgrund der intrazelluldren Retention nicht in ausreichendem Maf3e an den Zielwirkort (z.B. die
Plasmamembran) gelangen, wie bei der Mutante AF508 der zystischen Fibrose [24]. Hier sind
z.B. so genannte zellpenetrierende Peptide (cell-penetrating peptides, CPPs) in der Diskussion
[31], die aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen und iiber eine Verdanderung der
intrazelluldren Calciumkonzentration wahrscheinlich Komponenten des QCS im ERGIC

hemmen konnen [32-35].

Der intrazelluldre Transportweg (secretory pathway) umfasst mehrere Stationen der
Qualitdtskontrolle, die sicherstellen, dass nur Proteine in der korrekten Tertidr- und/oder
Quartérstruktur ihren jeweiligen Zielort erreichen [Abb. 3] [36]. Der bisher am besten
untersuchte Abschnitt der Qualititskontrolle ist das ER-stdndige QCS. Die einzelnen
Komponenten des ER-stidndigen QCS sind Proteine, die als molekulare Chaperone bezeichnet
werden. Dazu gehoren z.B. klassische Chaperone wie BiP (GRP78) aus der Familie der HSP70-
Proteine (70 kDa heat shock protein) und Endoplasmin (GRP94) aus der Familie der HSP90-
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Proteine, Lektin-Chaperone wie Calnexin/Calreticulin und verschiedene andere Enzyme wie die

Protein-Disulfid-Isomerasen oder Cyclophiline und FK-Bindungsproteine [37].

ER
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Abbilddung 3: Zusammenfassung verschiedener Szenarien der Qualitdtskontrolle entlang des intrazelluldren
Transportwegs. Korrekt gefaltete Proteine werden aus dem ER hinaus transportiert (). Fehlgefaltete Proteine
werden normalerweise zundchst im ER retiniert und erfahren durch ER-stindige Chaperone eine Unterstiitzung der
Faltung (I1). Fehlgefaltete Proteine kdnnen aber auch im ER aggregieren (transient oder permanent) (I11) oder in das
Zytosol transportiert werden, wo sie der proteasomalen Degradation (ERAD) (1V) zugefiihrt werden oder
aggregieren (V). Einige fehlgefaltete Proteine kdnnen bis in den Golgi-Apparat gelangen, wo sie dann retiniert (VI),
zum ER zuriick (VII) oder zu Lysosomen fiir die weitere Degradation (VIII) transportiert werden. (aus Trombetta et

al. [38]).

Fehlgefaltete und/oder fehlassemblierte Membranproteine zeigen eine prolongierte Interaktion
mit den einzelnen Komponenten des QCS im ER. Dies kann zu einer Akkumulation im ER
fiihren und schlielich zum ER-assoziierten Abbau iiber das Proteasom [39-41]. Auch eine

Akkumulation im Zytoplasma als Aggresom ist moglich [42].

Mittlerweile gibt es mehrere Hinweise dafiir, dass die Qualitatskontrolle von intrazelluldren
Proteinen nicht alleine im ER stattfindet. Obwohl in der Abb. 3 von Trombetta et al. noch nicht
10
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berticksichtigt, spielt neben dem ER auch das ERGIC (ER-Golgi-intermediate compartiment) fiir
die Qualitétskontrolle von Proteinen eine Rolle [43-46]. So konnten Mutanten des vesicular
stomatitis virus G protein [47] und der Sucrose-Isomaltase [43] auch das ERGIC und den cis-
Golgi-Apparat erreichen. Fiir die alpha-Kette des nichtassemblierten T-Zell Rezeptors konnte
eine Rezirkulation zwischen dem ERGIC und dem ER nachgewiesen werden [48], wobei der
retrograde Transport vom ERGIC zum ER durch das coatomer complex | (COPI)-haltige
Vesikelsystem vermittelt wurde [49-50]. Der Mechanismus, durch den das ER-stédndige QCS
einige Mutanten passieren ldsst, ist nur in Ansdtzen gekldrt. Als ursdchlich werden bestimmte
Aminosduresequenzen (Transport- und Retentionssignale) und Faltungszustéinde der
Membranproteine bzw. der jeweiligen Mutanten angesehen [51]. Uber die Beteiligung des
Golgi-Apparats am QCS ist bisher wenig bekannt [52]. In Hefen konnte erstmals gezeigt werden,
dass der Golgi-Apparat fiir die Qualitdtskontrolle einiger Proteine wie den Eisen-Transport-
Komplex, die Proteinase A und das Wscpl-Protein eine Rolle spielt [44, 53-54]. In diesem Fall
wird {iber den Golgi-Apparat ein Riicktransport zum ER initiiert, um dann in einem weiteren
Schritt die Membranproteine der Degradation zuzufiihren [54-55]. Alternativ dazu scheint in
Hefen aber auch iiber den Golgi-Apparat ein Weitertransport mit nachfolgender Degradation in
endosomal/ lysosomalen Kompartimenten moglich zu sein [56]. In Sdugerzellen konnte fiir eine
Mutante des gap junction-Proteins Connexin 46 eine Akkumulation im ERGIC und Golgi-
Apparat gezeigt werden. Uber die Bildung eines Retentionsmotivs kam es hier zu einer
transportdefekten Connexinvariante [46]. Fiir GPCR ist iiber eine Qualitédtskontrolle im Golgi-

Apparat bisher nichts bekannt [52, 55].

Mit der hier vorliegenden Arbeit und den bereits publizierten Daten [32, 57] konnte gezeigt
werden, dass das ERGIC eine wichtige Rolle in der Qualitétskontrolle des V2R spielt. Die
Moglichkeit von V2R-Mutanten das ERGIC zu erreichen, scheint von den verschiedenen
Faltungszustdnden der jeweiligen V2R-Mutante abhéngig zu sein. AuBBerdem konnte zum ersten
Mal gezeigt werden, dass eine V2R-Mutante im Golgi-Apparat akkumuliert, und somit auch der

Golgi-Apparat eine Funktion im Rahmen der Qualititskontrolle hat.
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5 Material und Methoden

Alle Experimente wurden im Labor von Priv. Doz. R. Schiilein am Leibniz-Institut fiir
Molekulare Pharmakologie in Berlin-Buch durchgefiihrt. Falls nicht anders vermerkt, wurden
alle Chemikalien und Reagenzien von Sigma Aldrich (Miinchen, Deutschland), MERCK
(Darmstadt, Deutschland) oder Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

5.1 V,R-Konstrukte und DNA-Manipulationen

Material Hersteller

Plasmid pEGFP.N1 Clontech Laboratories, Heidelberg,
Deutschland

FS Dye Terminator Kit Perkin Elmer, Weiterstadt, Deutschland

Qiagen Plasmid Mini Kit® Qiagen, Deutschland

Qiagen Plasmid Midi Kit® Qiagen, Deutschland

QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Als Vorlage fiir die Generierung der einzelnen Mutationen des V2R wurde ein Plasmid genutzt,
das den C-terminal GFP-fusionierten humanen V2R codiert [58]. Grundlage hierfiir war das
Plasmid pEGFP.N1. An die Aminoséure K367 des wildtypischen V2R wurde die in ihrer
Fluoreszenz nach Rot verschobene GFP-Variante (EGFP, [59]) fusioniert. Dem resultierenden
Konstrukt V2R.GFP fehlen die 4 C-terminalen Aminosédurereste. Fiir V2R.GFP wurden im
Vergleich zum wildtypischen Rezeptor dhnliche pharmakologische Eigenschaften sowie die
gleiche polarisierte intrazelluldre Verteilung nachgewiesen [60]. Mit Hilfe des QuikChange®
Site-Directed Mutagenesis Kit wurden die Mutationen L62P, Y205C, G201D eingefiigt. Die
resultierenden Rezeptoren sind damit ebenfalls GFP-Fusionsproteine. Die dafiir notwendigen
Oligonucleotid-Primer wurden anhand der Nukleotidsequenzen der Patientenmutationen
generiert [61-64]. Die DNA-Sequenzen wurden durch Sequenzierung mit Hilfe des FS Dye

Terminator Kit kontrolliert.

Zur Vermehrung der entsprechenden Plasmide wurde der E. coli Stamm DH5a verwendet. Die
Plasmidaufreinigung im kleinen bzw. grolen Mafistab erfolgte nach den Empfehlungen des
Herstellers mit dem Qiagen Plasmid Mini Kit® bzw. dem Qiagen Plasmid Midi Kit®. DNA-

Manipulationen wurden nach den Handbiicher von Sambrook und Russel durchgefiihrt [65].
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5.2 Zellkultur

Material Hersteller

FuGENE 6 Roche, Mannheim, Deutschland

G418 Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden,
Deutschland

Lipofectamine 200 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Jasco FP-6500 Fluoreszenzspektrometer Jasco, Great Dunmow, UK

Zellzéhler Casi®1 Casy, Schéife System, Deutschland

Human Embryonic Kidney (HEK) 293 Zellen wurden mit 5% CO, in Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) kultiviert. Das Medium enthielt zusétzlich 10% (v/v) fetales
Kailberserum, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin. Die Selektionierung von stabil
transfizierten HEK 293 Zellklonen erfolgte durch Zugabe von 400 pg/ml G418 zum Medium.

Die Transfektionen von HEK 293 Zellen mit den oben beschriebenen Plasmiden erfolgte mittels
FuGENE 6 oder Lipofectamine 2000 entsprechend der Anleitung des Herstellers. Falls
notwendig, erfolgte eine Expressionskontrolle der V2R-Mutanten iiber eine fluorimetrische
Quantifizierung der GFP-Fluoreszenz-Signale. Dafiir wurden stabil transfizierte HEK 293
Zellklone auf einer 100 mm-Schale kultiviert. Nach 48 h Wachstum wurden die Zellen nach
Trypsin-vermitteltem Abldsen von der Kulturschale und Vereinzeln der Zellen zweimal mit
eiskaltem PBS (140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM KH,POy; pH 7,4) gewaschen.
Anschliefend wurde eine Probe zur Zellzdhlung entnommen. Der Rest der Suspension wurde in
eiskaltem Lysepufter (1% Triton X-100, 0,1% SDS, 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM
Na,EDTA, 40 mM PMSF, 1 pg/ml Trasylol, 100 mM Benzamidin, pH 8,0) aufgenommen und
fiir 1 h inkubiert. Unlosliche Anteile wurden abzentrifugiert (20 min, 28 000 x g, 4 °C) und eine
durch die Zellzihlung definierte Menge des Uberstandes fiir die Messung der GFP-Fluoreszenz
verwendet (A(Exitation) = 486-490 nm; A(Emission) = 500-750 nm). Die Zellzédhlung erfolgte
mit dem Zellzéhler Casi®]1.

5.3 Immunprazipitation und Glykosylierungsanalyse

Material Hersteller
Denaturierungspuffer New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Endoglykosidase H (EndoH) New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
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Peptide:N-Glycosidase F (PNGaseF) New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
anti-GFP Antikorper, monoklonal Clontech, Heidelberg, Deutschland

anti-Maus IgG, konjugiert mit alkalischer Dianova, Hamburg, Deutschland
Phosphatase, polyklonal

Zur Vorbereitung der Immunprézipitation wurde Protein A-Sepharose fiir 30 min mit Puffer A
(50 mM Tris-HCIL, 150 mM NacCl, 1 mM Na,EDTA, Triton-X 100 1% (v/v), SDS 0,1% (w/v),
0,5 mM PMSF, 1,4 pg/ml Aprotinin, 3,2 pg/ml Trypsininhibitor, 0,5 mM Benzamidine; pH 8,0)
inkubiert und anschlieend dreimal mit Puffer A gewaschen. Die so vorbereitete Protein A-
Sepharose wurde mit einem polyklonalen anti-GFP Serum [66] in Puffer A fiir mindestens 3 h
inkubiert. Die Sepharose wurde durch Zentrifugation (5 min, 500 x g, 4 °C) von Puffer A und

dem iiberschiissigen anti-GFP Serum getrennt.

Fiir die Prazipitation der Rezeptoren wurden transient transfizierte HEK 293 Zellen 24 h nach
Transfektion verwendet. Die transfizierten Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen, in Puffer A aufgenommen und fiir 1 h lysiert. Unldsliche Anteile wurden
abzentrifugiert (12 000 x g, 30 min, 4 °C). AnschlieBend wurde der Uberstand fiir 3 h mit der
Antikorper-gekoppelten Protein A-Sepharose inkubiert. Danach wurde zweimal mit Puffer B
(Puffer A, aber mit 500 mM NaCl und Triton-X 100 0,5% (v/v)) und einmal mit Puffer C
(Puffer B ohne NaCl) gewaschen. Die prézipitierten Proteine wurden mit einem
Denaturierungspuffer oder einem Probenpuffer (62,5 mM Phosphatpuffer, pH 7,0, Glycerol 2%
(v/v), SDS 2% (w/v), Bromphenol Blau 0,1% (w/v), Mercaptoethanol 5% (v/v)) eluiert. Fiir die
Glykosylierungsanalyse wurden die in Denaturierungspuffer aufgenommenen Prazipitate mit
EndoH oder PNGaseF nach den Empfehlungen des Herstellers inkubiert. Die auf diese Weise
prézipitierten und behandelten Rezeptoren wurden fiir die weitere Darstellung mit Hilfe einer
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) getrennt. Anschlie3end erfolgte ein
Westernblot auf Nitrozellulose. Die Detektion der Rezeptoren erfolgte mit einem monoklonalen
anti-GFP Antikdrper (1:4 000) und mit alkalischer Phosphatase gekoppeltem anti-Maus IgG
(1:5000). Die immunoreaktiven Proteinbanden wurden durch Inkubation mit NBT/BCIP in 10
mM Tris-HCI (pH 9,5) sichtbar gemacht.

5.4 Biotinylierung von Oberflachenproteinen

Material Hersteller

POD Substratlésung, Lumi-Light Solution Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
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Sulfo-NHS-Biotin Perbio Science, Bonn, Deutschland
anti-Biotin Antikorper, monoklonal Dianova, Hamburg, Deutschland
anti-Maus IgG, konjugiert mit Peroxidase, Dianova, Hamburg, Deutschland
polyklonal

Lumi-Imager F1 Roche, Mannheim, Deutschland

Fiir die Biotinylierung von Plasmamembranproteinen wurden transient oder stabil transfizierte
HEK 293 Zellen fiir 30 min bei 4 °C mit 0,5 mg/ml Sulfo-NHS-Biotin inkubiert. Bei dieser
Methode werden alle Plasmamembranproteine mit Biotin markiert. Die Durchfithrung bei 4 °C
verhindert die Internalisierung von Oberfldchenrezeptoren und Biotin. Anschlieend wurden die
Zellen dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen, mit Puffer A lysiert und eine Immunprézipitation
mit einem polyklonalen anti-GFP Serum durchgefiihrt (siehe oben). Die prézipitierten
Rezeptoren wurden fiir die weitere Darstellung mittels SDS-PAGE getrennt und auf
Polyvinyliden-Fluorid (PVDF)-Membran geblottet. Die Detektion erfolgte mit einem
monoklonalen anti-Biotin Antikdrper (1:3 000) und Peroxidase-konjugiertem anti-Maus 1gG

(1:2 500). Die immunoreaktiven Proteinbanden wurden nach Inkubation mit POD Substratlosung

mit dem Lumi-Imager F1 detektiert.

5.5 Limitierte Proteolyse von Gesamtmembran-Praparationen

Material Hersteller

anti-Kaninchen IgG, konjugiert mit alkalischer | Dianova, Hamburg, Deutschland

Phosphatase, polyklonal

Ultrabeschaller B. Braun 1000L, Labsonic, Deutschland

Fiir die Gesamtmembran-Priparation wurden transient transfizierte HEK293 Zellen verwendet.
Die transfizierten Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in PBS-I (PBS mit
0,5 mM PMSF, 1,4 pg/ml Aprotinin, 3,2 pg/ml Trypsininhibitor, 0,5 mM Benzamidin)
aufgenommen und mittels Ultraschall homogenisiert (1 Impuls, 10 s). Die Gesamtmembranen
und das Zytoplasma wurden durch Zentrifugation (1 h, 150 000 x g, 4 °C) getrennt und das
Membranpellet erneut in PBS-I aufgenommen und homogenisiert. Die so erhaltenen Proben
wurden in Aliquots aufgeteilt und anschlieBend mit aufsteigenden Trypsin-Konzentrationen
(zwischen 0-150 pg/ml) fiir 30 min bei 4 °C behandelt. Die Proben wurden in Probenpuffer
aufgenommen und fiir die weitere Darstellung mittels SDS-PAGE getrennt. Anschlie3end

erfolgte ein Westernblot auf Nitrozellulose. Die Rezeptoren wurden mit einem polyklonalen
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anti-GFP Serum [66] und mit alkalischer Phosphatase konjugiertem anti-Kaninchen IgG
(1:5 000) detektiert.

5.6 [(H]AVP Bindungsstudien

Material Hersteller

["H]AVP Du Pont, Bad Homburg, Deutschland
Szintillator Aquasafe 3000 Plus Zinsser Analytic, Deutschland
Fliissig-Szintillations-Messer FHT 111M, Contamat, Deutschland
Graph-Pad Prism Version 3.02 GraphPad software. San Diego, USA
RadLig Software 6.0 Cambridge, UK

Die Bindungsstudien mit [’HJAVP (Arginin-Vasopressin) wurden an intakten, transient
transfizierten HEK 293 Zellen durchgefiihrt. [*H]AVP (2,4 TB/mmol) wurde in Dulbecco's PBS
(D-PBS) (0,9 mM CacCl,, 0,5 mM MgCl,, 2,7 mM KCI, 136,9 mM NaCl, 1,5 mM KH,PO,, 8,1
mM, Na,HPOg, pH 7,4) verdiinnt. Fiir die Bindungskurven wurden Konzentrationen zwischen
0,1 und 50 nM ["H]AVP verwendet. Die unspezifische Bindung wurde durch die Zugabe von
jeweils 10 uM unmarkiertem AVP erfasst. Die Zellen wurden zweimal mit D-PBS gewaschen
und anschlieBend mit den Vasopressin-Losungen (["H]JAVP fiir totale Bindung, ["HJAVP und
AVP fiir unspezifische Bindung) fiir 2 h bei 4 °C inkubiert. Die Durchfiihrung bei 4 °C
verhinderte die Internalisierung und Degradation von Oberflichenrezeptoren. Anschliefend
wurden die Zellen dreimal mit eiskaltem D-PBS gewaschen und in 0,1 M NaOH fiir 30 min bei
Raumtemperatur lysiert. Das Lysat wurde zusammen mit Szintillator (Aquasafe 3000 Plus,
Zinsser Analytic, Deutschland) in ein Szintillationsgefal tiberfiihrt und die Radioaktivitédt mit

einem Fliissig-Szintillations-Messer (Beta-Zéhler) bestimmt.

Um die spezifische Bindung zu berechnen, wurde die Differenz aus totaler Bindung und
unspezifischer Bindung bestimmt. Die weitere Datenauswertung erfolgte mit Hilfe der RadLig
Software 6.0 und Graph-Pad Prism Version 3.02. Die Kp- und B.x-Werte (fiir Affinitit und

Anzahl der Rezeptoren) wurden durch eine iterative, nicht lineare Regression berechnet.

5.7 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie und Immunfluoreszenz

Material Hersteller

Mountingmedium, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Shandon ImmuMount®
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Trypanblau Seromed, Berlin, Deutschland

anti-58K Golgi Antikdrper, monoklonal | Abcam, Cambridge, UK

anti-ERGIC 53 Antikorper, monoklonal | Axxora, Griinberg, Deutschland

anti-Maus-Cy3 IgG, polyklonal Dianova, Hamburg, Deutschland

Laser Scanning Mikroskop, Carl Zeiss Microlmaging, Jena, Deutschland
LSM510-META

Image J http://rsbweb.nih.gov/ij/

Plugin: MBF ,,Image J for Microscopy* Collection

Zeiss LSM510-META Software Carl Zeiss Microlmaging, Jena, Deutschland

Transient transfizierte HEK 293 Zellen wurden auf Poly-L-Lysin beschichteten 30 mm-
Deckglésern kultiviert. Fiir die Mikroskopie wurden die Zellen mit PBS (37 °C, pH 7,4)
gewaschen und sofort in eine beheizbare Kammer fiir Objekttrager iiberfiihrt und mit PBS
iberschichtet. Die Zellmembran der lebenden Zellen wurde durch Farbung mit 0,05%
Trypanblau dargestellt. Die GFP-Fluoreszenzsignale des wildtypischen Rezeptors und der
einzelnen Mutanten wurden mit einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM510-META)
und den folgenden Einstellungen erfasst: multitrack mode; Objektiv: 100x/1,3 Ol; optische
Schichtdicke < 2,0 um; Aexe = 488 nm, Argon Laser, BP Filter = 505-530 nm. Die
Fluoreszenzsignale von Trypanblau wurden in einem zweiten Kanal mit folgenden Einstellungen
aufgenommen: A¢y = 543 nm, He Ne laser, LP Filter = 560 nm. AnschlieBend wurde ein

Uberlagerungsbild berechnet.

Fiir die Quantifizierung der Rezeptor-GFP-Signale an der Plasmamembran wurde im
Trypanblau-Bild die Plasmamembran als ROI (region of interest, polygonal) markiert. Diese
ROI wurde in die GFP-Aufnahme der gleichen Zellen transferiert und eine zweite ROI generiert,
die den Zellinnenraum ohne den Zellkern umfasste. AnschlieBend wurden die durchschnittlichen
GFP-Fluoreszenz-Signale in beiden ROI’s gemessen (Zeiss LSM510-META Software und
Image J) und nach dem Abzug des Hintergrundsignals die Ratio aus membrandrer und

intrazellularer GFP-Intensitit gebildet.

Fiir die Immunfluoreszenzuntersuchungen wurden transient oder stabil transfizierte HEK 293
Zellen auf Poly-L-Lysin beschichteten 12 mm-Deckgldschen kultiviert und falls notwendig mit
1 uM Bafilomycin A1 (Baf A1) fiir 3,5 h oder 5 pg/ml Brefeldin A (BFA) fiir 1 h behandelt.
AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit Krebs-Ringer-HEPES-Puffer (130 mM NaCl, 4,7
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mM KCl, 2,5 mM CaCl,, 1,2 mM KH,POq4, 1,2 mM MgSOy4, 5,5 mM Glukose und 10 mM
HEPES, pH 7,4) gewaschen und mit Fixans (2,5 % (v/v) Paraformaldehyd, 100 mM
Natriumcacodylat, 100 mM Sucrose, pH 7,5) fiir 30 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 0,2 % (v/v) Trition X-100 in PBS fiir 15
min bei Raumtemperatur permeabilisiert und erneut gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
Féarbung der fixierten HEK 293 Zellen mit einem monoklonalen anti-ERGIC 53 Antikorper
(1:1000) oder einem monoklonalen anti-58K Golgi Antikorper (1:100). Als Sekundérantikorper
wurde ein Cy3 konjugierter anti-Maus Antikorper (1:300) verwendet. Danach wurden die
Deckglédser mit Mountingmedium auf dem Objekttriger fixiert. Die GFP- und Cy3-Fluoreszenz-
signale wurden am Laser Scanning Mikroskop (LSM) wie oben beschrieben mit den folgenden
Einstellungen detektiert: optische Schichtdicke < 0,8 um; multitrack mode; GFP: Aex.: 488 nm,
Argon laser, BP filter: 500-530 nm; Cy3: Aexe: 543 nm, HeNe laser, LP filter: 560 nm. Das
Uberlagerungsbild wurde berechnet. Fiir die nachfolgende Quantifizierung der Kolokalisation
der GFP-Fluoreszenzsignale mit dem Golgi-Markerprotein wurde der Golgi-Apparat als ROI
(polygonal) anhand der Fluoreszenzsignale des 58K Golgi-Markerproteins dargestellt. In der
GFP-Aufnahme (entspricht dem wildtypischen V2R oder den einzelnen Mutanten) wurde der
Rest der Zelle ohne den Zellkern durch eine zweite ROI definiert. AnschlieBend wurden die
durchschnittlichen GFP-Fluoreszenz-Signale in beiden ROI’s gemessen (Zeiss LSM510-META
Software und Image J) und nach dem Abzug des Hintergrundsignals die Ratio aus den

Fluoreszenzsignalen im Golgi-Apparat und dem Rest der Zelle gebildet.

5.8 Immunogold-Elektronenmikroskopie

Material Hersteller

anti-ERGIC 53 Antikorper, monoklonal Axxora, Griinberg, Deutschland

anti-GFP Antikdrper, polyklonal Molecular Probes/Invitrogen, Eugene, USA

Die Immunogold-Elektronenmikroskopie wurde im Labor von J. Klumperman (Department of
Cell Biology, University Medical Center Utrecht, Niederlande) durchgefiihrt. Stabil transfizierte
HEK 293 Zellklone mit anndhernd gleich starker Rezeptor-GFP-Fluoreszenz wurden
selektioniert. Die Zellen wurden fiir 2 h bei Raumtemperatur durch die Zugabe von 2%
Formaldehyd und 0,2% Glutaraldehyd (in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4) fixiert. Danach wurde
dreimal mit Phosphatpuffer gewaschen und die Zellen in 1% Gelatine aufgenommen. Die Zellen
wurden abzentrifugiert und in 12% Gelatine (37 °C) resuspendiert. Anschlieend wurden die

Zellen erneut zentrifugiert und die Gelatine auf Eis ausgehirtet. Das Pellet wurde in kleine
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Blocke geschnitten und jeweils iiber Nacht bei 4 °C mit 2,3 M Sucrose in 0,1 M Phosphatpuffer

(pH 7,2) inkubiert. Die Blocke wurden dann auf Nadeln fixiert und im fliissigen Stickstoff

eingefroren. Danach wurden 50-60 nm dicke Schnitte (Gefrierschnitt) hergestellt. Die einzelnen

Schnitte wurden mit den Primédrantikdrpern (anti-GFP fiir die Mutante G201D bzw. anti-
ERGIC 53 und anti-GFP fiir die Mutanten L62P und Y205C) und Protein A-Gold (10°nm
Goldpartikel fiir GFP, 15°nm Goldpartikel fiir ERGIC 53) behandelt [32, 67].

5.9 Statistik

Material

Hersteller

SPSS version 12.0

SPSS, Chicago, USA

Statistische Analysen wurden mit Hilfe des Student’s t-test (SPSS version 12.0) durchgefiihrt

und P-Werte<0,05 als statistisch signifikant gewertet.
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6 Ergebnisse

6.1 Intrazellulare Retention der V2R Mutanten L62P, G201D und Y205C

Zuerst wurde der Glykosylierungszustand der NDI-verursachenden Mutanten im Vergleich zum
wildtypischen V2R analysiert. Dafiir wurden die jeweiligen Rezeptoren in transient transfizierten
HEK 293 Zellen exprimiert und anschlieBend immunprizipitiert (polyklonales anti-GFP Serum).
Auf dem Westernblot erfolgte dann der Nachweis mit einem monoklonalen anti-GFP-Antikorper
[Abb. 4]. Die zuvor beschriebenen zwei immunoreaktiven Banden mit einer molekularen Masse
von ca. 60 und 70-75 kDa konnte im Falle des wildtypischen V2R in den unbehandelten Proben
nachgewiesen werden [Abb. 4A] [68]. Die 60 kDa Bande, jedoch nicht die 70-75 kDa Bande,
war empfindlich gegeniiber der Behandlung mit Endoglykosidase H (EndoH). Dies zeigt die
GroBenverdnderung der Bande auf eine molekulare Masse von ca. 57 kDa. Die 57 kDa Bande
reprasentiert die nicht-glykosylierte Form des GFP-fusionierten wildtypischen V2R. Die 60 kDa
und die 70-75 kDa Banden waren beide empfindlich gegeniiber einer Behandlung mit Peptide:N-
Glycosidase F (PNGaseF). Daher représentiert die 60 kDa Bande die so genannte mannosereiche
Form, die im ER gebildet wird. Die 70-75 kDa Bande reprasentiert die komplex glykosylierte
Form des Rezeptors, die erst im Golgi-Apparat vervollstindigt wird [57]. Der V2R besitzt
auBlerdem an N-terminalen Serin- und Threonin-Resten eine O-Glykosylierung, die ebenfalls erst
im Golgi-Apparat vervollstindigt wird [69]. Die O-Glykosylierung wird nicht durch eine
Behandlung mit PNGaseF entfernt und daher wurde die GréBe der komplex glykosylierten Form
nach PNGaseF-Behandlung nicht auf 57 kDa reduziert. Die Mutanten L62P und Y205C waren
ohne Behandlung nur in der mannosereichen Form nachzuweisen [Abb. 4B]. Dies impliziert eine
Retention der Mutanten im frithen intrazelludren Transportweg (early secretory pathway). Im
Fall der Mutante G201D lieB sich ein nahezu wildtypisches Bandenmuster erkennen, d.h. auch
hier war die mannosereiche Form und die komplex glykosylierte Form detektierbar. Es ist jedoch
auffillig, dass die exprimierte Rezeptormenge im Vergleich zum wildtypischen V2R reduziert

war [Abb. 4B].
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Abbildung 4: (A) Glykosylierungsanalyse des wildtypischen V2R, der in transient transfizierten HEK 293 Zellen
exprimiert wurde. Die Rezeptoren wurden mit EndoH oder PNGaseF behandelt und im Westernblot mit einem
monoklonalen anti-GFP Antikdrper detektiert. Die komplexe Glykosylierung (*) und O-Glykosylierung (#) werden
erst im Golgi Apparat vervollstindigt. Ebenfalls dargestellt sind die unmodifizierte Form (*) und die mannosereiche
Form (°, Modifizierung im ER).

(B) Glykosylierungsanalyse der V2R Mutanten L62P, Y205C und G201D in transient transfizierten HEK 293
Zellen. Die Rezeptormutanten wurden mit PNGaseF behandelt oder blieben unbehandelt. Die Mutanten L62P und
Y205C wiesen keine komplex glykosylierten Formen (*) auf.

(C) Biotinylierung von Zellmembranproteinen mit anschlieBender Immunprézipitation mit einem anti-GFP Serum.
Die biotinylierten Proteine wurden im Westernblot mit Hilfe eines anti-Biotin Antikdrpers detektiert. Im Vergleich
zu den Mutanten L62P und Y205C wird die Mutante G201D in einem geringeren Mal3e als der Wildtyp, an der

Zelloberflache exprimiert.

Um den Transport zur Plasmamembran weiter zu untersuchen, wurden Biotinylierungsanalysen
durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden nur die komplex glykosylierten Rezeptoren an der
Plasmamembran nachgewiesen. HEK 293 Zellen wurden transient transfiziert und die
Oberflachenproteine anschlieend biotinyliert. Zur Minimierung der Internalisierung und

nachfolgender Degradation von Plasmamembranproteinen wurde der Versuch bei 4 °C

21



Ergebnisse

durchgefiihrt [70-72]. Im Gegensatz zum wildtypischen V2R sind die Mutanten L62P und
Y205C nicht an der Plasmamembran nachzuweisen [Abb. 4C] [57]. Im Fall der Mutante G201D
konnte eine schwache Bande biotinylierter Rezeptoren detektiert werden. Dies verdeutlicht den

vorhandenen, jedoch deutlich geringeren Transport zur Plasmamembran im Vergleich zum

wildtypischen V2R [Abb. 4C].

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass neben dem
wildtypischen V2R lediglich die Mutante G201D im Rahmen der Funktionsstudien eine
spezifische [’ H]AVP-Bindung an der Plasmamembran intakter HEK 293 Zellen aufwies [Abb.
5]. Fiir die Mutanten L62P und Y205C konnte keine spezifische [?H]AVP-Bindung detektiert

werden.
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Abbildung 5: Spezifische [’H]AVP Bindung an intakten HEK 293 Zellen, die den wildtypischen V2R oder die
jeweiligen Mutanten transient exprimierten. Eine spezifische Bindung war nur fiir den wildtypischen V2R sowie fiir
die Mutante G201D nachweisbar. (A) zeigt eine reprasentative Bindungskurve des wildtypischen V2R (Kp
2,46+0,36 nM) und der G201D Mutante (Kp = 3,64+0,52 nM). (B) zeigt die Ergebnisse der Bindungsanalyse mit
einer [’HJAVP Konzentration von 50 nm, d.h unter Sittigungsbedingungen. Als Negativkontrollen (Ctr) wurden

nicht transfizierte Zellen verwendet. Die Sdulen reprasentieren Mittelwerte=SD von 3 unabhédngigen Experimenten.
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Fiir die Mutante G201D war die maximale [*H]JAVP-Bindung im Vergleich zum wildtypischen
V2R stark reduziert. Die Kp-Werte waren aber sehr dhnlich (V,R.GFP:

Bimax = 2,48 + 0,24 pmol/mg; Kp = 2,46 £+ 0,36 nM; G201D.GFP: Byax = 0,13 + 0,01 pmol/mg;
Kp = 3,64 £ 0,52 nM). Der Vergleich der [PH]AVP Bindung im Sattigungsbereich (50 nM
[*H]AVP) zeigte fiir die Mutante G201D eine maximale Bindung (dpm/well) von nur

14,4% + 1,3% des wildtypischen V2R. Dies ldsst darauf schlielen, dass nur eine limitierte

Menge an Rezeptoren dieser Mutante an die Plasmamembran gelangt.

Fiir die Mutante G201D deutet das Vorhandensein einer komplex glykosylierten Form im
Immunoblot [Abb. 4] und der Nachweis eines stark reduzierten Plasmamembran-Signals in der
Biotinylierungsanalyse und den Bindungsstudien [Abb. 4 und 5] an, dass ein bedeutender Anteil
der G201D Rezeptoren offensichtlich erst in spiateren Kompartimenten des intrazelluléren
Transportwegs retiniert wird. Um dies ndher zu beleuchten, wurden Untersuchungen zur der
intrazelluldren Lokalisation der verschiedenen Mutanten und des wildtypischen V2R

durchgefiihrt.

Die Untersuchung an lebenden, transient transfizierten HEK 293 Zellen mit Hilfe der Laser
Scanning Mikroskopie erlaubt die Betrachtung der GFP-Fluoreszenzsignale (griiner Kanal, Abb.
6) der einzelnen Rezeptoren auf Einzelzellebene. Fiir die gleichzeitige Detektion der
Plasmamembran erfolgte unmittelbar vor der Aufnahme eine Farbung mit Trypanblau (roter
Kanal, Abb. 6). Dieser Farbstoff lagert sich unspezifisch an die Plasmamembran, ohne in die
Zelle zu penetrieren [58]. In Ubereinstimmung mit publizierten Daten [60], war der wildtypische
V2R hauptsichlich an der Plasmamembran lokalisiert [Abb. 6]. Dies wird deutlich durch die
Uberlagerung der GFP-Fluoreszenzsignale mit den Signalen des Plasmamembranmarkers
Trypanblau. Im Gegensatz dazu wurden die GFP-Fluoreszenzsignale der Mutanten L62P und
Y205C nur intrazelluldr detektiert. Die diffuse, retikuldre Verteilung der GFP-Fluoreszenzen

deutet an, dass die Mutanten im frithen intrazelluldren Transportweg im ER retiniert bleiben.
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Y205C L62P V2R

G201D

Abbildung 6: Laser Scanning Mikroskopie von intakten HEK 293 Zellen, die den wildtypischen V2R oder die
Mutanten L62P, Y205C, G201D (griiner Kanal) transient exprimierten. Die Zellmembran wurde mit Trypanblau
(roter Kanal) markiert und das Uberlagerungsbild (Merge) wurde berechnet. Eine Kolokalisation zeigt sich im
Uberlagerungsbild in Gelb. Der Pfeil zeigt auf die perinukleiire Anreicherung der GFP-Signale der Mutante G201D.
Dies ist ein Hinweis auf eine Retention in post-ER-Kompartimenten. Die Bilder zeigen reprisentative Zellen aus

mindestens drei unabhéngigen Experimenten. Maf3stab=5 um.
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In Ubereinstimmung mit den [’H]AVP Bindungsdaten konnte im Fall der Mutante G201D ein
kleiner Teil der Rezeptoren auch an der Plasmamembran detektiert werden. Die Quantifizierung
der Kolokalisation von GFP- und Trypanblau-Fluoreszenzsignalen bestétigte diese Ergebnisse
[Abb. 7]. Die Mehrheit der G201D-Fluoreszenzsignale war jedoch nicht diffus intrazellulér
verteilt, wie dies bei den v.a. im ER retinierten Mutanten L62P und Y205C der Fall war. Die
Mutante G201D akkumulierte perinukleér (Pfeil in Abb. 6]. Dies ist ein Hinweis, dass die
Mutante G201D in einem post-ER-Kompartiment retiniert wird.

[y ]
1

Ratio (Membran/Intrazellular)

V2R L62P Y205C G201D

Abbildung 7: Quantitative Analyse der Kolokalisation der GFP-Fluoreszenzsignale mit der Plasmamebran nach

Laser Scanning Mikroskopie von intakten HEK 293 Zellen, die den wildtypischen V2R oder die Mutanten L62P,
Y205C oder G201D transient exprimierten. Die Plasmamembran wurde mit Trypanblau markiert. Dargestellt sind
die durchschnittlichen Einzelzell-Ratios der GFP-Fluoreszenz an der Plasmamembran vs. dem Rest der Zelle ohne
Zellkern. Die Sdulen repréisentieren Mittelwerte£SD (n>20 Zellen). Der Stern (*) markiert die signifikant hdhere

Ratio fiir V2R und G201D im Vergleich zu den Ratios der Mutanten L62P und Y205C (P-Werte < 0,001).

6.2 Detektion der Mutante Y205C im ERGIC

Im Folgenden wurde die intrazelluldre Lokalisation der einzelnen Mutanten genauer untersucht.
Unter steady state-Bedingungen lésst sich mittels LSM eine Lokalisation von Rezeptoren im
ERGIC dhnlich wie fiir das ERGIC-Markerprotein (ERGIC 53) nicht eindeutig nachweisen [49].
Daher wurden die Zellen mit Baf A1 behandelt. Diese Substanz blockiert den mdglichen
retrograden Transport der Rezeptormutanten und fiihrt damit zur Anreicherung der Rezeptoren
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im ERGIC, wenn die Mutante dieses Kompartiment erreichen kann. Die Beeinflussung des
anterograden Transportwegs und insbesondere des Golgi-Apparates ist dabei nur minimal [73].
HEK 293 Zellen wurden mit den Rezeptorkonstrukten transient transfiziert und nachfolgend fiir
3 h mit Baf A1 behandelt. Diese Behandlung fiihrte im Fall der Y205C Mutante zu einer
perinukledren Anreicherung und es zeigte sich in dieser Region eine Kolokalisation der GFP-
Signale mit dem ERGIC-Markerprotein ERGIC 53 [Abb. 8] [57]. Im Vergleich dazu zeigte die
Mutante L62P trotz Behandlung mit Baf A1 weiterhin eine diffuse intrazelluldre Verteilung.
Eine Behandlung von HEK 293 Zellen im steady state mit Baf A1 hatte keine Auswirkungen auf
die intrazelluldre Verteilung des wildtypischen V2R oder der Mutante G201D [Abb. 8]. Mittels
Immunfluoreszenzuntersuchungen konnte hier keine signifikante Kolokalisation mit dem
ERGIC-Markerprotein nachgewiesen werden. Man kann folgern, dass eine Qualitdtskontrolle der
Mutante Y205C nicht nur im ER sondern auch im ERGIC stattfindet. Auch im Fall der Mutante
G201D deuten die Ergebnisse an, dass die Rezeptormutante moglicherweise erst in einem post —

ER Kompartiment retiniert wird.
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GFP ERGIC 53 Merge

Y205C L62P V2R
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Abbildung 8: Laser Scanning Mikroskopie von fixierten HEK 293 Zellen, die den wildtypischen V2R oder die
Mutanten L62P, Y205C, G201D (griiner Kanal) transient exprimierten. Nach Behandlung der Zellen mit
Bafilomycin A1l fiir 3 h wurden diese fixiert. Das im ERGIC lokalisierte Protein ERGIC 53 wurde mit einem
monoklonalen anti-ERGIC 53 Antikorper detektiert und mit einem CY 3-konjugierten Sekundérantikdrper (roter
Kanal) visualisiert. Das Uberlagerungsbild (Merge) wurde berechnet. Eine Kolokalisation zeigt sich in gelber Farbe
und weist auf eine Retention im ERGIC hin. Die Bilder zeigen reprisentative Zellen aus mindestens drei

unabhéngigen Experimenten. Maf3stab=5 pm.
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6.3 Unterschiede in den Faltungszustanden der Mutanten L62P und

Y205C

Fiir die Mutante G201D konnte nach Baf A1-Behandlung keine Kolokalisation mit dem ERGIC-
Marker (ERGIC 53) gezeigt werden. Das perinukledre Kompartiment, in dem diese Mutante
ohne Bafilomycin akkumuliert, konnte daher der Golgi-Apparat sein. Zunéchst jedoch sollte
analysiert werden, ob die unterschiedliche Lokalisation der Mutanten L62P und Y205C durch
unterschiedliche Faltungszustinde der Rezeptormutanten bedingt wird. Um dies zu untersuchen,
wurden Experimente mit limitierter Proteolyse durchgefiihrt. Unterschiedliche Faltungszustdnde
der Rezeptoren fiihren zu alternativen freiliegenden Angriffsstellen fiir die Serinprotease Trypsin
und damit zu unterschiedlich groBen Rezeptorfragmenten. Ziel war es daher, zu sehen, ob sich
das Degradationsmuster und damit der Faltungszustand von Mutanten unterscheidet, die

ausschlieBlich im ER retiniert werden oder die das ERGIC erreichen konnen.

Fiir die limitierte Proteolyse wurden Membranpréparationen von transient transfizierten

HEK 293 Zellen verwendet. Die Proben wurden mit aufsteigenden Konzentrationen an Trypsin
inkubiert und die Degradationsprodukte mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf einem
Westernblot mit einem polyklonalen anti-GFP Serum detektiert [Abb. 9]. Es konnten nur die
Fragmente detektiert werden, die C-terminal noch GFP-Anteile enthielten. Im Falle des
wildtypischen V2R konnte in den unbehandelten Proben die komplex glykosylierte Form und
auch die mannosereiche Form nachgewiesen werden [Abb. 9, zum Vergleich: Abb. 4A und B].
Die Behandlung mit Trypsin fiihrte zu zwei prominenten Degradationsprodukten mit einer
geschitzten molekularen Masse von 41 bzw. 32 kDa [Abb. 9]. Die Rezeptor-Mutanten zeigten in
den unbehandelten Proben das gleiche Muster wie in den Glykosylierungsanalysen. Hier wurde
lediglich eine kriftige Bande detektiert, die der mannosereichen Form entspricht. Nach
Trypsinverdau konnten fiir die Mutante L62P mindestens drei immunoreaktive
Degradationsprodukte (47, 41 und 32 kDa) bereits ab einer Trypsin-Konzentration von

37,5 ng/ml detektiert werden. Im Gegensatz dazu konnten bei der Mutante Y205C keine 47 kDa
Bande detektiert werden und die 41 kDa Bande war sehr schwach. Die Degradationsprodukte
des wildtypischen V2R &hneln denen der Mutante Y205C, die 41 kDa Bande war aber bereits bei
niedrigen Trypsin-Konzentrationen (>15 pg/ml) detektierbar.
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Abbildung 9: Limitierte Proteolyse von V2R-Mutanten. Membranpréparationen von transient transfizierten HEK
293 Zellen, die den wildtypischen V2R oder die Mutanten L62P bzw. Y205C exprimierten, wurden mit steigenden
Trypsin-Konzentrationen (0-150 pg/ml) behandelt. Immunreaktive Proteine wurden auf einem Westernblot mit
Hilfe eines polyklonalen anti-GFP-Serum und mit alkalischer Phosphatase konjugiertem anti-Kaninchen IgG

detektiert. Der Westernblot ist reprisentativ fiir sechs unabhingige Experimente. # komplex glykosylierte Form,
* mannosereiche Form, « 47 kDa Degradationsprodukt, # 41 kDa Degradationsprodukt, 4 32 kDa

Degradationsprodukt (aus Hermosilla et al. [S7].

Zusammenfassend zeigt dies, dass sehr wahrscheinlich unterschiedliche Faltungszustinde die

verschiedenen intrazelluldren Lokalisationen der Mutanten bedingen.

In weiteren Arbeiten aus der Arbeitsgruppe [57] konnte gezeigt werden, dass Mutanten, die das
ERGIC erreichen, hochstwahrscheinlich iiber eine direkte Interaktion des COP I-Komplexes der
retrograden Transportvesikel mit einem RXR-Retentionssignal in der dritten intrazelluldren

Schleife des V2R wieder zuriick in das ER transportiert werden.

6.4 Die Mutante G201D akkumuliert im Golgi-Apparat

Bisher konnte gezeigt werden, dass es Mutanten des V2R gibt, die zum einen im ER verbleiben
(L62P) und zum anderen in das ERGIC gelangen kdnnen (Y205C). Die Mutante G201D zeigt
zwar eine perinukleédre Lokalisation [siche Abb. 6], scheint aber innerhalb des Transportwegs
erst nach dem ERGIC zu akkumulieren, da eine Behandlung mit Baf A1 zu keiner signifikanten
Kolokalisation mit dem ERGIC-Markerprotein fiihrte. Als ndchstes wurde daher die
Kolokalisation der Mutanten mit dem Golgi-Markerprotein Formiminotransferase-

Cyclodeaminase (58K Golgi) mit Hilfe von Immunfluoreszenz und LSM untersucht [Abb. 10].
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Abbildung 10: Laser Scanning Mikroskopie von fixierten HEK 293 Zellen, die den wildtypischen V2R oder die
Mutanten L62P, Y205C, G201D (griiner Kanal) transient exprimieren. Das im Golgi-Apparat ansissige Protein
Formiminotransferase Cyclodeaminase wurde als Golgi-Marker verwendet, mit einem 58K Golgi Antikdrper
detektiert und mit einem Cy3-konjugierten Sekundirantikdrper (roter Kanal) visualisiert. Das Uberlagerungsbild
(Merge) wurde berechnet. Eine Kolokalisation ist durch die gelbe Farbe zu erkennen und deutet auf eine Retention
im Golgi-Apparat. Die Bilder zeigen repréasentative Zellen aus mindestens vier unabhingig von einander

durchgefiihrten Experimenten. Mafistab=5 pm.

Fiir die Mutante G201D wurde im LSM eine deutliche Kolokalisation der GFP-Signale mit dem
58K Golgi-Markerprotein detektiert [Abb. 10]. Dies konnte durch die Quantifizierung der
Kolokalisation bestétigt werden [Abb. 11].
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Fiir die Mutanten L62P und Y205C sowie fiir den wildtypischen Rezeptor liel3 sich keine
signifikante Kolokalisation mit dem 58K Golgi-Markerprotein nachweisen. Auch die Hemmung
des retrograden Transportes durch Bafilomycin A1 bewirkte keine diesbeziigliche Anderung. Die
Mutante G201D wies eine deutliche Kolokalisation mit dem 58K Golgi-Markerprotein auf, die
durch die Behandlung mit Baf A1 deutlich reduziert wurde [Abb. 11]. Dies konnte darauf
hindeuten, dass die Mutante G201D nicht den retrograden Transportweg nutzt, sondern nach
Erreichen des Golgi-Apparats in Endosomen degradiert wird. Auch nach einer Behandlung mit

BFA kam es zu einer Abnahme der Kolokalisation.
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Abbildung 11: Quantitative Analyse der Kolokalisation der Rezeptoren mit dem 58K Golgi-Markerprotein
basierend auf den LSM-Daten nach Immunfluoreszenz. Dargestellt sind die durchschnittlichen Einzelzell-Ratios der
GFP-Fluoreszenz (entspricht den Rezeptormutanten) im Golgi-Apparat vs. dem Rest der Zelle ohne Zellkern. Die
mit dem wildtypischen V2R oder den Mutanten L62P, Y205C, G201D transient transfizierten HEK 293 Zellen
wurden mit Bafilomycin Al (graue Séule, Baf A1) oder Brefeldin A (weifle Sdule, BFA) behandelt oder blieben
unbehandelt (schwarze Sdule). Die Saulen reprasentieren Mittelwerte=SD (n>20 Zellen). Die Sterne (*) markieren
einen signifikanten Unterschied zwischen unbehandelten Zellen und Zellen nach Behandlung mit Bafilomycin A1l

oder Brefeldin A (P-Werte < 0,001).

Vordaten zeigen, dass BFA {iiber eine ARF-Inhibierung die Dissoziation von 3-COP von den

Golgi-Membranen bewirkt und damit iiber die Reduktion der Membranstabilitét eine Auflosung

31



Ergebnisse

des Golgi-Apparats und Umverteilung von Golgi-Proteinen (zumeist zuriick ins ER) verursacht
[74]. Dabei verbleiben einige ,,Golgi Vesikel Reste* (Golgi remnants), die sich punktformig in
der Zellperipherie anordnen [75-76]. Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die Mutante
G201D im Golgi-Apparat akkumuliert und dass der Golgi-Apparat an der Qualitédtskontrolle
dieser Mutante beteiligt ist.

Transiente Transfektionen fiihren zu einer Uberexpression der jeweiligen Proteine. Dies kénnte
im Fall der Mutanten Y205C und G201D zu einer Sattigung des QCS und nachfolgend zu der
beobachteten Anreicherung im ERGIC bzw. Golgi-Apparat fithren. Um dies auszuschlief3en,
wurden stabil transfizierte HEK 293 Zellklone generiert, die ein unterschiedliches
Expressionsniveau aufwiesen (insbesondere niedrig exprimierende G201D- und Y205C -
Zellklone sowie hoch exprimierende L62P-Zellklone). Erneut durchgefiihrte
Immunfluoreszenzuntersuchungen zur Anreicherung im ERGIC bzw. im Golgi-Apparat zeigten
keine relevanten Unterschiede im Vergleich zu den Ergebnissen der transient transfizierten HEK
293 Zellen (Daten nicht gezeigt). Die jeweiligen Expressionsniveaus scheinen daher keine
entscheidende Rolle bei der Akkumulation der Mutanten im ERGIC und/oder Golgi-Apparat zu

spielen.

Um die Akkumulation der Mutante G201D im Golgi-Apparat zu verifizieren, wurden in
Zusammenarbeit mit Kollegen aus Utrecht die stabil transfizierten HEK 293 Zellklone auch
mittels Immunogold-Elektronenmikroskopie untersucht. Hierfiir wurden stabil transfizierte HEK
293 Zellklone verwendet, die im Vergleich zu den bereits publizierten Zellklonen der Mutanten
L62P und Y205C ein dhnliches und insgesamt hohes Expressionsniveau aufwiesen [32]. Die
Kontrolle des Expressionsniveaus erfolgte wihrend der Generierung der stabil transfizierten
Zellen mittels fluorimetrischer Analyse der GFP-Signale (siche Methoden). Fiir die Mutante
G201D erfolgte eine GFP-Markierung mit 10 nm Goldpartikel [Abb. 12]. Die Daten von
Oueslati et al. zeigen die Mutante L62P in ER-Zisternen, jedoch nicht im ERGIC oder anderen
post-ER Kompartimenten [32]. Im Gegensatz dazu konnte die Mutante Y205C im ER, ERGIC
und in geringem Umfang auch im cis-Golgi-Apparat nachgewiesen werden [32]. Fiir die Mutante
G201D lieB sich eine kréftige Markierung der Golgi-Membranen nachweisen [Abb. 12].
Zusitzlich war die Mutante G201D auch im ER, im trans-Golgi-Netzwerk, an der
Plasmamembran und in endosomalen Kompartimenten/multivesikuldren Strukturen
(multivesicular bodies) nachweisbar [Abb. 12B]. Diese Daten decken sich vollstindig mit den

oben erwihnten Ergebnissen und verfeinern diese.
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Abbildung 12: Immunogold-Elektronenmikroskopie von stabil transfizierten HEK 293 Zellen, die die V2R-
Mutante G201D exprimieren. Es erfolgte eine Markierung von GFP (10 nm Goldpartikel) zur Detektion der Mutante
G201D. Diese zeigte eine vermehrte Anreicherung im Golgi-Apparat (G in A). Zusétzlich wurden aber auch
Rezeptoren im ER, dem trans-Golgi-Netzwerk, der Plasmamembran und in Endosomen (E in B) detektiert.

Mafstab=200 nm.

Zusammenfassend zeigen die hier vorliegenden Ergebnisse, dass unterschiedliche V2R-
Mutanten in verschiedenen Kompartimenten des intrazelluldren Transportwegs eine

Qualititskontrolle erfahren. Man kann derzeit drei Klassen von Mutanten unterscheiden:

1) Mutanten, die ausschlieBlich im ER verbleiben (z.B. L62P),

2) Mutanten, die das ERGIC erreichen und von dort wieder ins ER zuriick transportiert
werden (z.B. Y205C),

3) Mutanten, die in geringem Umfang die Plasmamembran erreichen, aber auf dem Weg

dorthin liberwiegend im Golgi-Apparat akkumulieren (z.B. G201D).

Somit schient nicht nur das ER sondern auch das ERGIC und der Golgi-Apparat eine Rolle fiir
die Qualitétskontrolle des V2R zu spielen.
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7 Diskussion

In dieser Arbeit wurden transportdefekte Mutanten des G-Protein-gekoppelten Vasopressin-V2-
Rezeptors untersucht, die nephrogenen Diabetes insipidus verursachen konnen. Es konnten drei
verschiedene Phinotypen dieser transportdefekten Mutanten charakterisiert werden. Die Mutante
L62P wird ausschlieBlich im ER retiniert, die Mutante Y205C kann dagegen das ERGIC
erreichen. Die Mutante G201D akkumuliert auf dem Weg zur Plasmamembran im Golgi-

Apparat.

Bisher konnte nur fiir wenige Proteine gezeigt werden, dass das ERGIC und insbesondere der
Golgi-Apparat relevante Kompartimente fiir die Qualitdtskontrolle sind [47-48, 52, 55]. Es ist
nicht eindeutig geklért, ob es spezielle Voraussetzungen gibt, die den Transport einer
Rezeptormutante aus dem ER heraus ermdglichen. Eine Uberexpression der Rezeptoren in dem
hier verwendeten Zellkulturmodell konnte zu einer Séttigung des ER-stédndigen
Qualititskontrollsystems flihren, so dass die dem ER nachgeschalteten Abschnitte des
Transportwegs, wie das ERGIC und auch der Golgi-Apparat die Qualitdtskontrolle iibernehmen
miissten. Auch wenn fiir Hefen eine Stress-induzierte Abséttigung des ER-standigen
Degradationssystems (ERAD) gezeigt werden konnte [77], bleibt diese Erklarung fiir das hier
verwendete Zellkulturmodell der HEK 293 Zellen unwahrscheinlich. Auch ein hohes
Expressionsniveau der Mutante L62P fiihrte zu einer ausschlieBlichen ER-Retention. Dagegen
akkumulieren die Mutanten Y205C und G201D auch bei niedriger Expression im ERGIC bzw.
Golgi-Apparat. Eine wahrscheinlichere Moglichkeit, fiir ein Entkommen aus dem ER konnte in
den unterschiedlichen Faltungszustinden der jeweiligen Mutanten zu suchen sein. So kdnnten
einige Proteine im ER nicht als defekt erkannt werden und eine Qualitidtskontrolle in post-ER
Kompartimenten hétte dann die Funktion eines zweiten Sicherheitsnetzes. Die Untersuchungen
der limitierten Proteolyse unterstiitzen diese Hypothese. Im Vergleich zum Degradationsmuster
der L62P Mutante, die im ER retiniert wird, zeigt die Mutante Y205C hinsichtlich der
Degradationsprodukte eine wesentlich groBere Ubereinstimmung mit dem wildtypischen V2R.
Dies konnte in weiteren Untersuchungen der Arbeitsgruppe auch fiir andere Mutanten verifiziert
werden [57]. Es ergab sich ein nahezu spezifisches Degradationsmuster fiir ausschlieBlich im ER
retinierte Mutanten (L62P, AL62-R64, S167L) und fiir Mutanten, die das ERGIC erreichen
konnen (R143P, Y205C, V226E, InsQ292, R337X) [57]. AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass
die ERGIC-Mutanten sehr wahrscheinlich ein RXR-Retentionssignal in der dritten
intrazelluldren Schleife des V2R exponieren, das mit dem COP [-Komplex der retrograden
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Transportvesikel interagiert und die Rezeptormutante so zum ER zuriickfiihrt [57].

Die L62P Mutation ist am Ubergang der ersten transmembraniren Domiine zur ersten
intrazelluldren Schleife lokalisiert (TMD1/ICL1) und scheint den starksten Faltungsdefekt zu
induzieren, da die Mutante ausschlieBlich im ER retiniert wird und der Transport auch nicht mit
pharmakologischen Chaperonen wiederhergestellt werden kann [27, 32]. Im Falle des
Rhodopsin, dass zur gleichen Familie der GPCR wie der V2R gehért, interagiert der Ubergang
TMDI1/ICL1 mit einer alpha-Helix im proximalen Anteil des C-Terminus des Rezeptors [78].
Entsprechend dem Modell von Risler et al. [79] gibt es eine 82%ige Ahnlichkeit des proximalen
C-terminalen Abschnitts des V2R mit dem des Rhodopsin. Es ist daher gut nachvollziehbar, dass
eine Mutation am Ubergang TMD1/ICL1 des V2R (L62P) eine schwerwiegende Anderung der
Struktur und damit eine gravierende Fehlfaltung hervorruft. Im Vergleich dazu ist die Y205C
Mutation im C-terminalen Anteil der dritten extrazelluldren Schleife lokalisiert, und induziert
einen weniger schwerwiegenden Faltungsdefekt [57]. Der Ubergangsbereich von der dritten
extrazelluldren Schleife zur fiinften transmembrandren Doméne ist fiir die Ligandenbindung und
-spezifitit wichtig [62, 80-81]. Tyrosin an der Position 205 und auch Glycin an der Position 201
sind hoch konservierte Aminosduren innerhalb der Vasopressin-Rezeptor-Familie mit
unterschiedlichen Liganden wie z.B. Vasopressin, Vasotocin, Isotocin, Mesotocin, Qxytocin [82-
83]. Fiir Mutationen an der Position Y205 des V2R wird diskutiert, dass sie zu einer Fehlfaltung
der Bindungstasche fiihren [82-83]. Dieser Defekt konnte beziiglich der Gesamtrezeptorstruktur
weniger schwerwiegend sein und vom ER-stdndigen QCS nicht erkannt werden. Im Gegensatz
zur Mutante Y205C kann die Mutante G201D den Golgi-Apparat und sogar in geringem Umfang
die Plasmamembran erreichen. Dies fiihrt in Ubereinstimmung mit den hier gezeigten
Bindungsstudien zu dem klinischen Phénotyp eines partiellen Diabetes insipidus [62]. Daher
kann spekuliert werden, dass die Mutante G201D im Vergleich zur Mutante Y205C wiederum
zu einem geringeren Faltungsdefekt fiihrt und das die Erkennung dieses Defekts erst in den

spéteren Stufen des QCS moglich ist.

Weitere Unterstiitzung erhdlt die Hypothese, dass die unterschiedliche intrazelluldre Lokalisation
der Mutanten durch unterschiedliche Faltungszustéinde bedingt ist, aus Untersuchungen mit
pharmakologischen Chaperonen. So konnte gezeigt werden, dass nichtpeptidische V2R-
Antagonisten, wie die Substanzen SR121463B (Satavaptan) und SR49059 (Relcovaptan) helfen
konnen, einige der transportdefekten NDI-verursachenden V2R Mutanten an die

Plasmamembran zu transportieren [26-27]. Jedoch konnte der Transport der ausschliefSlich im
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ER retinierten Mutante L62P durch eine Behandlung mit SR121463B nicht wiederhergestellt
werden [27]. Dies zeigt, dass hier die Ligandenbindungstasche offensichtlich nicht mehr korrekt
gefaltet ist. Auch die von Oueslati et al. verdffentlichten Untersuchungen iiber CPPs unterstiitzen
die Idee der intrazelluldren Lokalisation in Abhédngigkeit von den unterschiedlichen
Faltungszustidnden [32]. Die CPPs Penetratin und KLAL kdnnen intrazelluldr bereits in geringen
Konzentrationen den Transport der Mutante Y205C positiv beeinflussen. Dagegen wird die
intrazelluldre Lokalisation der Mutante L62P nicht beeinflusst. Penetratin und KLAL erreichen
nach Endozytose und Translokation auf dem retrograden Transportweg den Golgi Apparat und
schlieBlich auch das ERGIC, jedoch nicht das ER [32, 84-85]. Ubereinstimmend mit den
Lokalisationsdaten der Mutanten wurde die Mutante Y205C als post-ER-Mutante durch die
Behandlung mit CPPs an die Plasmamembran transportiert. Als moglicher Mechanismus, der
hinter dieser Chaperon-artigen Wirkung der CPPs steht, wird derzeit die Verdnderung der

intrazellularen Calciumkonzentration diskutiert [32].

Auch die Lokalisation der Mutation innerhalb des V2R (intra- vs. extrazelluldr vs. TMD) konnte
zu unterschiedlichen Phénotypen in Bezug auf die intrazelluldre Lokalisation der Mutanten
fithren. In Hefen zeigten Untersuchungen, dass Membranproteine mit luminalen Mutationen vom
QCS erkannt werden, welches in diesem Fall erst im Golgi-Apparat wirksam wird [86]. Wéhrend
des intrazelluldren Transports des V2R sind die Positionen G201 und Y205 hochst-
wahrscheinlich luminal am Ubergang zur fiinften a-Helix gelegen. Die Fihigkeit einer Mutante,
das ER zu verlassen, konnte ebenso durch die Lokalisation der Mutation im V2R in rAumlicher
Néhe zum N- oder C-Terminus des Rezeptors bedingt sein. So kdnnte die Néhe der Mutation zur
Glykosylierung im N-Terminus (an Position N22) eine Rolle spielen. Denkbar wére in diesem
Fall eine leichtere Detektion der Mutationen durch die Lektin-Chaperone
Calnexin/Calreticulin/ERp57 als Komponenten des ER-stdndigen QCS [87]. Dies bestitigten
Untersuchungen von Vogelbein et al. [88]. Eine Interaktion von V2R-Mutanten mit Calnexin
und HSP70 wurde umso unwahrscheinlicher, je ndher die Mutation im Bereich des C-Terminus
lag. Gleichzeitig wurde jedoch eine Retention im ER umso wahrscheinlicher je weiter sich die
Mutationen im Bereich der transmembrandren Doménen befanden (im Vergleich zu den intra-

/extrazelluldren bzw. luminalen/cytoplasmatischen Bereichen der Rezeptoren).

Die Notwendigkeit einer Behandlung mit Baf A1 zur Darstellung der ERGIC-Lokalisation der
Mutante Y205C ldsst darauf schlieBen, dass diese Mutante im steady state normalerweise in das

ER zuriicktransportiert wird. Bafilomycin A1 bewirkt iiber eine Hemmung der V-ATPase die
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Blockade des retrograden Transportwegs [89]. Ein Alternativweg vom ERGIC aus wire die
Degradation auf einem bis jetzt nicht bekannten Weg. Sollte ein solcher Weg ebenfalls Baf A1-
sensitiv sein, so wiirde dies zu einer Anreicherung im ERGIC nach Behandlung mit Baf A1
filhren. Eine Behandlung mit Baf A1 bewirkte dagegen keine Akkumulation der Mutante G201D
im Golgi-Apparat. Die Qualitdtskontrolle der Mutante G201D scheint also nicht den retrograden
Transportweg zu beinhalten. Zudem zeigte sich nach der Behandlung mit Brefeldin A eine
Abnahme der Kolokalisation des 58K Golgi-Markers mit der Mutante G201D. BFA bewirkt tiber
eine ARF-Inhibierung die Dissoziation von 3-COP von den Golgi-Membranen. Dadurch kommt
es zu einer Reduktion der Membranstabilitit und Auflosung des Golgi-Apparats sowie einer
Umverteilung von Golgi-Proteinen zuriick ins ER [74]. Nach Behandlung mit BFA bilden sich
auflerdem so genannte Golgi remnants, die sich punktformig in der Zellperipherie anordnen [75-
76]. Es konnte gezeigt werden, dass diese vesikelartigen Golgi remnants positiv fiir die
Formiminotransferase-Cyclodeaminase sind, die in den vorliegenden Experimenten als 58K
Golgi-Marker verwendet wurde [75-76]. Damit wére die reduzierte Kolokalisation der Mutante
G201D mit dem 58K Golgi-Marker erklarbar durch eine jeweils unterschiedliche intrazellulédre
Lokalisation nach Behandlung mit Brefeldin A. Wihrend der 58K Golgi-Marker am
wahrscheinlichsten in den Golgi remnants zu finden wire, konnte die Mutante G201D in das ER
zuriicktransportiert oder auch zu den Lysosomen fiir eine nachfolgende Degradation transportiert
worden sein. Jedoch ist bisher nicht bekannt, ob eine lysosomale Degradation von Proteinen aus
dem Golgi-Apparat auch nach Behandlung mit Brefeldin A und damit Zerstdrung des Golgi-
Apparats moglich ist.

In der Elektronenmikroskopie konnte die Mutante G201D neben dem Golgi-Apparat, der
Plasmamembran und dem ER auch in endosomalen Kompartimenten nachgewiesen werden.
Diese endosomalen Signale konnten Rezeptoren entsprechen, die an der Plasmamembran
konstitutiv internalisiert wurden, wie dies fiir den wildtypischen V2R bekannt ist. Nach
Internalisierung wird der wildtypische V2R nicht erneut an die Plasmamembran gebracht
(Recycling), sondern wird nach Polyubiquitinierung einer lysosomalen Degradation zugefiihrt
[90-91]. Interessanterweise wurde vor kurzem fiir das WSc1p-Protein gezeigt, dass eine
Qualitétskontrolle im Golgi-Apparat den Weg iiber die so genannten multivesikuléren
Korperchen als endolysosomales Kompartiment nimmt. Dieser Weg wird liber die E3 Ubiquitin
Ligase RspSp vermittelt [56]. Es ist nicht unwahrscheinlich, dass eine Qualitdtskontrolle der
Mutante G201D einen dhnlichen Mechanismus beinhaltet und dass die Mutante direkt {iber den

Golgi-Apparat oder aber {iber die Plasmamembran zum Lysosomen transportiert wird [52].
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Fiir Hefen sind einige Faktoren in der Diskussion, die die Qualitétskontrolle im Golgi-Apparat
vermitteln konnten. Dazu gehoren die direkt im Golgi-Apparat lokalisierte E3 Ubiquitin Ligase
Tullp und auch der vacuolar protein receptor Vps10p [44]. Die V2R Mutante W164S rekrutiert,
wéhrend sie an der Plasmamembran ist, Hitze-Schock-Proteine und den E2-E3 Komplex
(Ubiquitinierungs-Komplex), um nachfolgend einer lysosomalen Degradation zugefiihrt zu
werden [52]. Dies wird als Komponente des QCS an der Plasmamembran angesehen und konnte
auch fiir die Mutante G201D eine Rolle spielen. Im Vergleich zum wildtypischen V2R war die
Expression der Mutante G201D an der Plasmamembran stark reduziert, wahrend die komplex
glykosylierte Form des Rezeptors weiterhin zu einem substantiellen Anteil vorhanden war. Dies
ist in Ubereinstimmung mit Daten zur Mutante G201D, die fiir Madin Darby Canine Kidney
(MDCK) Zellen erhoben wurden [92]. Die nun gezeigten Kolokalisationsstudien mit dem 58K
Golgi-Marker erweitern diese Befunde, da gezeigt werden konnte, dass die Mutante G201D im
Golgi-Apparat von HEK 293 Zellen akkumuliert. Es ist aber auch nicht ausgeschlossen, dass die
Akkumulation der Mutante G201D im Golgi-Apparat aufgrund eines durch die Mutation
gestorten Golgi-Exit-Signals verursacht wird. Wahrend es fiir das ER einige Hinweise fiir Exit-
Signale gibt, ist diesbeziiglich zum Golgi-Apparat nur sehr wenig bekannt [51]. Eine kiirzlich
erschienene Arbeit konnte zeigen, dass derartige Signale nicht durch ein einfaches Sequenzmotiv
gebildet werden, sondern dass auch die Tertidrstruktur des Proteins hier eine entscheidende Rolle

spielt [93].

Zusammenfassend zeigen die hier vorliegenden Daten in Sdugerzellen, dass die
Qualitédtskontrolle des V2R nicht nur im ER sondern auch im ERGIC und im Golgi-Apparat
stattfindet. Eine mogliche mechanistische Erklarung hierfiir ist die unterschiedliche Faltung der
Rezeptoren in Abhéngigkeit von der jeweiligen Mutation. Diese Ergebnisse konnten auch fiir

andere GPCR von Bedeutung sein.
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