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2. Einleitung

G Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) spiden ene entscheidende Rolle fur die
Sgndtransduktion von Zdlen. Se sind sowohl an der Erkennung korpereigener Molekile (wie
Hormone, Neurotransmitter und Wachstumsfaktoren), as auch an der Ubermittlung von Signalen
(sensorische, wie Licht, Duft, Geschmack und durch Pharmaka hervorgerufene) beteiligt.

Die Familie der GPCR hildet bei Wirbetieren mit bisher rund 2000 beschriebenen
Rezeptortypen die grofde Proteinfamilie (Bockaert and Pin, 1999). Es wird geschétzt, dal3 1-3 %
des menschlichen Genoms fur GPCR codieren. In anderen Spezies, z.B. Caenorhabditis elegans
wurden ca. 1100 GPCR- Sequenzen nachgewiesen, was sogar ca. 5 % des Genoms dieser Spezies
entspricht (Bargmann, 1998).

GPCRs konnen in der Evolution sehr weit zurtick verfolgt werden. So schlagen auch frihe
Pflanzen (Pakidou-Dymock et d., 1998), Hefen (Dohiman et d., 1991) und Schleimpilze
(Dictyostelium discoideum) (Devreotes. 1994) mit Hilfe der GPCR den Weg der
Sgndtransduktion en. Sdlbgt in Protozoen und in frihen diploblastischen Metazoen wurden von
New et a. (1998) G Protein-gekoppete Rezeptoren nachgewiesen.

G Protein-gekoppelte Rezeptoren sind heptahdikae Typ [11-Membranproteine mit einem
extrazelularen N- und enem intrazdlularen C-Terminus. Se werden nach Vergleich der
Aminosiuresequenzen von Bockaert et d. (1999) in dral Hauptfamilien untergliedert, die nur wenig
Homologien zueinander aufweisen.

Die Familie |, zu der die meisen Rezeptoren gehdren, wird zusétzlich noch folgendermal3en
untergliedert:

Familie la Zu dieser Gruppe gehoren Rezeptoren fur kleine Liganden, wie Rhodopsin und der
[3-adrenerge Rezeptor. Die Bindungsregion liegt hier in ener Tasche, die von den seben
Transmembrandomanen (TM-1 — TM-VI1) gebildet wird.

Familielb: Zu dieser Familie gehtren die Peptid- Rezeptoren. Die Ligandenbindungsstelle wird
durch Teile der extrazdlul&ren Schleifen und der oberen Regionen der Transmembrandoménen

gehildet.
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Familielc: In diessr Gruppe findet man die Glykoproteinhormonrezeptoren, die einen sehr
langen N-Terminus besitzen. Die Ligandenbindung erfolgt hierbe hauptsichlich im Bereich des
extrazeluldren N-Terminus.

Die Familie Il der GPCR hat dhnliche Eigenschaften wie die Gruppe Ic, zeigt zu dieser aber
keinerled  Sequenzhomologien. Zu den Liganden z&hlen hier die Hormone mit hohem
Molekulargewicht, wie Glucagon, Sekretin u.a.

Zur Familie 11l gehoren der metabotrope Glutamat- Rezeptor (MGIuRs), der Ca- sendng-
Rezeptor, verschiedene Pheromon-Rezeptoren und der GABAg-Rezeptor. Es wird spekuliert, dal
die langen extrazeluldren Doménen dieser Rezeptoren auch selbst ds aktivierender Ligand agieren

koénnen.

Abb.1: Einteillung und Diversitat von GPCR.

(nach Bockaert et al., 1999) Dargestellt sind drei Hauptfamilien der GPCR ( I, I1, Il ). Die Familie| gliedert sichin
die Unterfamilien la, b, und Ic. Weitere Erlauterungen siehe Text.

Die GPCR-vemittdte Signdtransduktion efolgt nach Bindung enes Liganden Uber
heterotrimere GProteine. Durch Mutagenesen und biochemische Analysen von Rezeptoren, wie
dem Rhodopsin und dem (3adrenergen Rezeptor, konnte gezeigt werden, dal3 nach Aktivierung
durch den Liganden die G Protein-Kopplungstelle durch eine Anderung der relativen Orientierung
von TM-I11 und TM-V1 zuganglich wird (Farrens et d. 1996, Bourne 1997). Struthers et a. (2000)
beschrieben, dal? die Konformationsanderung dabel nur sehr wenig ausgeprégt i, da die Einfiihrung
von dre zusizlichen Disulfidverbindungen, die die Transmembrandomé@nen des Rhodopsins
miteinander verbinden, keine Reduktion der Signaltransduktion aud dsten.
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2.1 Intrazelularer Transport von GPCR

Der intrazellulare Transport von GPCR igt wichtig, da eine Signaltransduktionskette nur dann
funktionieren kann, wenn die Rezeptoren in ihrem , richtigen” Membrankompartiment lokdisert and.

Wie andere integrde Membranproteine auch, werden die GPCR noch wéhrend der
Trandation in die Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) eingefaddt. Bel diesem Prozef3
wird die endgiltige Orientierung des Proteins festgelegt (Rappoport, 1990). Im ER findet ebenfdls
die Fdtung der Rezeptoren datt. Die Fatung erfahrt eine Quditétskontrolle. Nur korrekt gefatete
Proteine kdnnen in Vesiken aus dem ER Uber die einzelnen Abschnitte des Golgi- Apparates zum
Trans-Golgi-Network (TGN) transportiert werden (Kaiser und Ferro-Novick, 1998). Vom TGN
aus werden die Membranproteine zu ihren , richtigen* Zidkompartimenten (zur Plasmamembran, ER,
Endo- oder Lysosomen) der Zele transportiert, wo Se ihre Funktion ausiiben. In Epithelzellen
koénnen Membranproteine in zwei unterschiedlich Plasmamembrankompartimente, in die apikae und
basolaterdle Membran, transportiert werden. Fir GPCR it Uber Signde, die den intrazellularen
Transport der Rezeptoren steuern, wenig bekannt.

Ein wdterer wichtiger intrazdlul&rer Transportweg ist die  Agonistenvermittelte
Interndiserung/Sequesdtrierung der Rezeptoren  in - Clathrin-Veskd. Als  Tel énes
Desenghiliserungsprozesses werden GPCR auf das Ligandensgnd hin von der Oberflache in
Veskeln abgeschnirt und in en friihes endosomales Kompartiment transportiert. Eine Gruppe von
Rezeptoren gelangt nach Dissoziation des Agonisten erneut an die Zdloberfléche. In der anderen
Gruppe findet man kein Recyding. Hier werden die Rezeptoren zusammen mit dem Agonigten in
spéten endosomalen Kompartimenten und Lysosomen abgebaut (Oksche et d., 2000).

2.2 Struktur der G Protein-gekoppelten Rezeptoren

Gemeinsame srukturelle Merkmae dieser Proteine sind ein extrazdlulérer N-Terminus (7-
595 Aminosiuren), en intrazdluldrer C-Terminus (12-359 Aminoséuren), sowie ene recht
konsarvierte transmembranare  Struktur, die aus dSeben hydrophoben a-Helices (20-27
Aminosduren fir jede Helix) besteht. Die TMs |, 1V und VII sind dabel sgnifikant hydrophober als
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die TMs II, I, V und VI, die mehr ionische und/oder neutrde Reste aufweisen. Die
Transmembrandoménen sind in der Aufscht entgegen dem Uhrzeigersinn (von TM-I bis TM-VII)
angeordnet  und scheinen  enen  zentrden Kand zu  bilden. Se snd  Uber
Wassergtoffbriickenbindungen und Salzbriicken jedoch so eng miteinander verbunden, dal3 sich
keine Pore analog der lonenkande bilden kann (Ji et ., 1998).

Die einzdnen Transmembrandomanen werden durch dre intrazdluldre (IL1, IL2, IL3) und
dre extrazdluldre (EL1, EL2, EL3) Schleifen miteinander verbunden. Die Grof3e der Schieifen liegt
zwischen 5230 Aminosduren. Die erste extrazdllulére Schleife ist bel 92 % dler GPCRs mit der

zweiten Uber eine Diaulfidbriicke verbunden.

Da his vor kurzem keine hochauflosende Krigdlstruktur von GPCR publiziert wurde,
versuchte man Strukturinformationen tiber Computermodelle zu erhdten. Grundlage bildete dabel die
niedrig-aufgdoste Struktur (~7,5 A in der Membranebene und 165 A in der senkrechten
Ausrichtung) des Frosch-Rhodopsins (Gilbert, 1994).

Fir das Moddling der Transmembrandoménen wurde die evolutiondre Konservierung
mancher Aminosiurereste oder deren Hydrophilie beriickschtigt. Man bezog sch in der
Strukturberechnung zusitzlich auf Reste, die fir Ligandenbindung durch die Formierung des inneren
hydrophilen Raums des Rezeptors von ausschlaggebender Bedeutung sind. Diese Reste bestimmen
damit die lipid-unzugangliche Oberflache jeder transmembranéren Hédix, ihre eingeschrankte
Rotationsmoglichkeit und die Tiefe des Einankensin die Membran (Lomize et d., 1999).

Anfang des Jahres 2000 wurde von Palczewski et d. die Krigdlstruktur des Rhodopsins mit
einer Auflésung von 2,8 A beschrieben, die die Berechnung der Struktur G Protein-gekoppelter

Rezeptoren stark vereinfachen wird.

2.3 Bedeutung der Disulfidbricken von GPCR fur die
L igandenbindung

Die Bindung des Liganden gellt die erste Reaktion in der Signakette dar, die Uber einen G
Protein-gekoppelten Rezeptor vermittelt wird. Wie und an welchen Stdllen im Detall @n Ligand an
einen GPCR bindet, ist bei alen GPCR-Klassen bidang noch recht unklar.
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Fur die Ausbildung der Ligandenbindungstasche spiden die konservierten extrazelularen
Cysteine von GPCR eine entscheidende Rolle.

Die Rolle diesr Cyseine wurde zuers mit chemischen Methoden beim b-adrenergen
Rezeptor untersucht. Nach Behandlung der Rezeptoren mit Disulfid- reduzierenden Agenzien konnten
die Rezeptoren den Liganden nicht mehr binden (Wright et d., 1983). Aus diesen Experimenten
wurde geschlossen, dal? zwischen den konservierten Cysteinen eine Disulfidbriicke gebildet wird und
dal3 diese fur die Ligandenbindung essentidl| ist.

Die hauptsachliche chemische Resktion fur die Ausbildung der Disulfidbriicken ist der
Thiol/Disulfid Austausch

RS + RSSR; ® R,S + R,;SSR;

be dem das Thiolat-Anion R;S en Schwefdatom der Disulfid-Verbindung RSSR; verschiebt.

Disulfidoriicken werden durch zwe solcher Thiol/Disulfid- Austausch- Resktionen mit Hilfe eines
Redox-Reagents geformt und reduziert. Der erste Schritt |auft dabel Uber sogenannte ,,mixed
disulfide bonds* zwischen dem Protein und dem Redox- Reagent.

Wichtig fur die Formierung von Disulfidbriicken ist der Abstand der Cysteéin-Reste. Die
beiden Schwefdlatome brauchen fir den Thiol/Disulfid- Austausch eine definierte Néhe. Dieser
kritische, nicht zu Uberschreitende Abstand zwischen zwel Cysteinen kann auch fir die Aufkldrung
der Sekundér-, Tertiar- und Quartidrstruktur eines Proteins genutzt werden und damit andere
abstands-messende Methoden, wie z.B. den FHuoreszenz-Resonanz-Energie Trandfer und den

nuklearen Overhauser-Effekt der NM R- Spektroskopie erganzen (Wedemeyer et al., 2000).

Spater wurde mit Hilfe gerichteter Mutagenesen bestétigt, dal? diese Disulfidbriicken durch
ihre drukturgabiliserenden Eigenschaften eine wichtige Rolle fir die Funktiondité und
Bindungsféhigkeit der Rezeptoren spien.

Bam Rinder-Rhodopsin erhidten Davidson et a. (1994) durch den Austausch der
konservierten Cysteine gegen Alanin ingtabile Metarhodopsin 11- und I11- Intermediate und damit
eine reduzierte Transducin-Aktivierung. Die Mutation des dritten, nicht konservierten extrazdluldren
Cydeins hatte dagegen, im Verglech zum Wildtyp, keine Verénderungen zur Folge (Karnik et d.,
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1988). Cydein-Mutationen in den transmembranden Bereichen erbrachten ebenfdls enen
wildtypischen Phanotyp.

Am Rhodopsn wurden im Zusammenhang mit Cydenen enige krankhetsauddsende
Mutationen beschrieben, die zur Retinitis pigmentosa fuhren. Zu diesen Mutationen gehtren sowohl
der Austausch der konservierten Cysteine gegen andere Aminosauren (C110F, C110Y, C187Y)
(Hwa et d., 1999) ds auch die Einfihrung enes zusitzlichen Cydens in die zweite intradiskae
Schieife (Y178C). Der mdgliche Defekt, der durch die Mutation der konservierten Cysteine
hervorgerufen wird, ist mit den oben genannten Ergebnissen (Austausch der konservierten Cysteine
bem Rinder-Rhodopsin) gut erklarbar. Fur die Y178C Mutante wurde spekuliert, dal3 das
zusétzliche Cystein die konservierte Disulfidbriicke beeinflufd und/oder auflést (Sung et d., 1991).

Fir den Tachykinin-Rezeptor zeigten Elling et d. (2000), dal3 auch hier die Disulfidbriicken
fUr die Ligandenbindung notwendig snd. Savarese et d. (1992) zeigten dhnliches fir den M1-
muskarinergen Acetylcholin-Rezeptor.

Fur den M3-muskarinergen Acetylcholin-Rezeptor wurden sich widersprechende Arbeiten
publiziert. Zeng et d. (1999) beschrieben, dal? die konservierten Disulfidverbindungen zwer fir eine
effiziente Oberfléchenexpresson, nicht aber flr ene korrekte Fatung und GProtein-Aktivierung
notwendig sind (Mutationen C140A, C220A). Savaree et d. (1992) fanden hingegen nach
Augtausch der konservierten Cysteine eine reduzierte Ligandenbindungsaffinitét und eine geringere
Bildung des second messengers.

Auch der Austausch der konservierten Cysteine des Gonadotropin-Reeasng-Hormon-
Rezeptors (GNRH) (Cook et a., 1997) und des mOpioid- Rezeptors (Zhang et d., 1999) fihrten zu
ener dark reduzierten funktiondlen Antwort (GnRH — keine Bindung; p Opioid Rezeptor — keine

Bindung, keine second messenger Aktivitét).

Der b,-adrenerge Rezeptor verflgt extrazellulér Uber vier Cysteine, zwel konservierte und
zwe nichtkonservierte. Bel diesem Rezeptor werden die Disulfidbriicken aber, anders as be
anderen GPCRs, zwischen je einem konsarvierten und einem nicht-konservierten Cystein (C106-
C191 und C184-C190) ausgebildet. Beide Disulfidbriicken and fir die Ligandenbindung essentiell
(Nodaet a., 1994).

Beim Thromboxan Rezeptor sind ebenfdls vier extrazdlulare Cysteine vorhanden (D’ Angelo
et d., 1996). Die Mutationen der konservierten Cysteine (C105S und C183S) fihrten zu einem
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Verlug der Ligandenbindung. Mutationen der nichtkonservierten Cysteine fuhrten dagegen zu keinen
(C11S) oder nur zu geringen Beeintrachtigungen der Bindungskompetenz (C102S), so dal? hier nicht
klar i, ob ebenfals zwe Disulfidbriicken ausgebildet werden.

In 8hnlicher Weise scheinen auch die vier, besm P2Y ;- Rezeptor vorhandenen extrazd lul&ren
Cydene Disulfidbriicken auszubilden und damit eine Voraussetzung fir die Ligandenbindung zu
schaffen (Moro et d., 1999).

2.4 Heter omerbildung von GPCR mit Hilfe von Disulfidbr ticken

Traditionell besteht die Idee, dal? sch das stéchiometrische Verhdtnis zwischen Rezeptor
und G-Protein wie 1:1 verhdt. Neuere Arbeiten weisen jedoch darauf hin, dal3 dieses klassische
Modell der Rezeptor/G-Protein Kopplung Uberholt ist.

So wurde gezeigt, dal3 eine Heterodimer-Bildung der GABAgR1- und GABAgR2- Subtypen
Voraussetzungen flr den Trangport der Rezeptoren an die Zelloberfléche sind (Kuner et d., 1999).

Auch Jordan und Devi (1999) konnten am k- und d-opioid-Rezeptor Heterodimere mit
verschiedenen Ligandenbindungs- und funktiondllen Eigenschaften nachweisen.

Zeng et d. (2000) zeigten Dimer bzw. Oligomer-Bildung bem M 3-muskarinergen Rezeptor.
Diese Oligomere, die an die Zdloberflache trangportiert werden und dort den Liganden binden
konnen, setzen sch sowohl nicht-kovaent ds auch Uber Disulfid-Austausch aus den Monomeren
Zusammen,

Auch beim metabotropen Glutamat-Rezeptor (MGIUR) (Okamoto et d., 1998; Robbins et
a., 1999) und beim Cacium-sensing Rezeptor (Bai et d., 1998) wurde die Fahigkeit nachgewiesen,
Uber Disulfidbriicken verbundene Rezeptordimere zu bilden. Bel diesen Dimeren, die ebenfdls
funktionsfahig an der Oberfléche zu finden sind, spidlen die Cysteine des langen extraze luldren N-
Terminus ene Rolle. Welche Regionen genau fur die Bildung solcher Hetero- bzw. Homodimere in

Frage kommen, ist aber zum grofdten Teil ungeklért.

2.5 Struktur und Funktion des humanen Vasopressin-V2-Rezeptor
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Der humane Vasopressn-V2-Rezeptor (V2-Rezeptor) gehdrt zur Familie 1lader G Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCR).

Der Rezeptor wird in polariserten Epithelzdlen sowohl in situ (Prinzipazelen des
Sammelrohres der Niere) as auch in vitro (Madin-Darby canine kidney cdls Typ Il, MDCKII)
vorwiegend in der basolaterden Membran exprimiert (Schilein et d., 1998b ; Andersen-Beckh et
d., 1999). Der Rezeptor vermittelt die antidiuretische Wirkung des Hormones Arginin-Vasopressin
(AVP).

Das V2-Rezeptor Gen liegt auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms (Xq28; Seibold et dl.,
1992) und kodiert ein Protein von 371 Aminosauren (Birnbaumer et al., 1992).

Der Vasopressin-V2-Rezeptor verfugt Uber drel extrazdluére Cysteine; C112 in der ergten
und C192 sowie C195 in der zweiten extrazelluldren Schlefe. Eine Disulfidbriicke wird dabel
wahrscheinlich zwischen den beiden konservierten Cysteinen C112 und C192 gebildet. Pavo et 4dl.
konnten schon 1990 zeigen, dal3 der V2-Rezeptor in isolierten Membranen unter Einwirkung von

Sulfhydryl Reagenzien in der Bindung inhibiert wird.

Der Rezeptor wird auch an weiteren Stdllen posttrandationd modifiziert:

Im G Terminus befinden sich zwe pamitoylierte Cysteinreste (C341 und C342), Uber die
der C-Terminus nicht kovaent in der Plasmamembran verankert ist. So kommt es zur Aushildung
elner sogenannten vierten intrazelluldren Schieife (Krause et ., 2000).

An Posgtion N22 des N-Terminus efolgt im ER und frihen Golgi Appaat ene N-
Glykosylierung (Schilein et d., 1996b). Die Threonin- und Serinresten des N-Terminus werden im
Golg-Apparat O-glykosyliert (Sadeghi und Birnbaumer, 1999).

Die biologische Funktion der N-Glykaosylierung ist bis heute sowohl beim V2-Rezeptor ds
auch bel anderen GPCR nicht vollkommen verstianden. Trombetta und Helenius (1998) wiesen nach,
dal? die N-Glykasylierung in einem engen Zusammenhang zum Canexin- bzw. Cdretikulin-System
gehen kann. Diese Chaperone konnen inkorrekte oder unvollsténdige Glykosylierungen erkennen
und as Tell des Quditétskontrollsystems des ER’s fehlgefdtete Proteine im ER zurlickhdten. Fur
vide Proteine sielt die N-Glycosylierung damit fir die Fatung ene essentidle Ralle. Bem V2-
Rezeptor scheint dies jedoch nicht der Fal zu sein. Die nicht-glykosylierte Mutante des V2-
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Rezeptors zeigt in seiner Funktionditét keinen wesentlichen Unterschied zum wildtypischen Rezeptor
(Sadeghi et d., 1997b).

Der V2-Rezeptor wird nach seiner Aktivierung durch den Liganden Arginin-Vasopressn
(AVP) im GTerminus reversbel phosphoryliert. Von anderen G Protein-gekoppelten Rezeptoren
well3 man, dad die Phosphorylierung fur die Rezeptor-Desendtivierung und auch fir die
Internaliserung wichtig ist. Die phosphorylierten Rezeptoren kdnnen mit dem inhibitorischen Protein
[3-Arredin interagieren, das zum einen die G-Proteine verdréngen, zum anderen aber auch die
Clathrin-vermittelte Endozytose der Rezeptoren bewirken kann (Attramada et d., 1992).

Fur den V2-Rezeptor konnte eine Phosphorylierung der Serine S362, S363, S364 im G-
Terminus nachgewiesen werden (Birmbaumer et al.,, 1992), die fir Desengtivierung und
Interndiserung wichtig sind (Oakley et d., 2000).

Die Interndiserung des V2- Rezeptors erfolgt sehr schndl in Clathrin-Vesken (Pfeffer et d.,
1998). Bisher fehlt aber jeglicher Bewels eines Recyclings zur Plesmamembran. Wahrschenlich wird
der V2-Rezeptor in endosomalen Kompartimenten oder Lysosomen abgebaut (Oakley et d., 2000).

2.6 Die Funktion des V2-Rezeptors

Die Fahigkeit der Niere, den Urin bei einem Wasserdefizit zu konzentrieren, it fir das
Uberleben der terrestrisch lebenden SAugetiere von zentraler Bedeutung. Die Reguldion des
Wasserhaushdtes unterliegt einer strengen Kontrolle: Die Erhdhung der Plasmaosmolaitét (>2%)
oder eine Verminderung des Plasmavolumens (>10%) fihren zur Sekretion des antidiuretischen
Hormons (ADH) bzw. AVP.

AVP wird bae Wasserdefizit im Organismus von der Neurohypophyse freigesetzt und
bewirkt die Erhdhung der Wasserrlickresorption hauptsachlich in der Medulla der Niere.

AVP ig en zyklisches Nonapeptid, dessen Aminosduresequenz bei den SAugetieren
identisch igt. Nur das Hausschwein und Beutdtier enthalten in Podtion 8 angelle eines Arginin- einen
Lysn-Rest.

AVP wird bem Menschen ds AVP-NPII-Prgprohormon von den magnozeluléren

Neuronen der Nuclei supraopticus et paraventricularis im Hypothdamus gebildet und im
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Hypophysenhinterlgppen gespeichert. Vor der Hormonausschiittung kommt es zur Prozessierung des
Préprohormons, so dal3 nur AVP und das Trégerprotein NP1 ins Blut gelangen (Review Oksche
und Rosenthal, 1999).

Der Mechanismus der AV P-vermitteten Sgndtransduktion verlauft wie folgt: Die Stimulation
des V2-Rezeptors durch das antidiuretische Hormon AVP fiihrt Uber eine Konformationsénderung
des Rezeptors zur Aktivierung des heterotrimeren GProteins G, welches zur Simulierung der
membrangtdndigen Adenylyl-Zyklase fuhrt. In der Folge wird aus ATP der Botenstoff zyklisches
Adenosinmonophosphat (CAMP) gebildet. Durch den Angtieg von CAMP kommt es zur Aktivierung
der cAMP-abhéngigen Proteinkinase (PKA). Nach der Phosphorylierung des wassersdektiven
Kands Aquaporin 2 (AQP2) durch die PKA wird dieses Protein in der Membran von intrazelluléren
Vesken in die apikae Membran der Prinzipalzdllen trandoziert. Durch den Kand kann nun Wasser
in die Zdle endringen und in der Folge Uber die AQP3- und AQP4-Kande der basolateraen
Membran in das Intergtitium zurlickzuflie®en. Die trebende Kraft fir diese hormongesteuerte
Antidiurese ist der osmotische Gradient (hauptséchlich NaCl und Harngtoff) zwischen dem Lumen
des Sammerohrs und dem Interstitium der inneren Medulla (Review: Klufdmann et d., 2000).

Weitere V2-Rezeptor vermittelte Effekte sind die Riickresorption von Na™ und CI im dicken
aufsteigenden Teil der Henleschen Schieife des Nephrons, die tiber den Natrium-Kalium-2-Chlorid-
Transporter (NKCC) verlauft (Kim et d., 1999) und eine erhohte Expresson der in der
basolateradlen Membran lokaisierten Na'/K *-ATPase (Charlton und Baylis, 1990). In dem zuletzt
genannten Nephronsegment werden ferner der apika lokdiserte, ATP-reguliete Kdiumkand
(ROMK) und der basolateral lokdisierte, nierenspezifische Chloridkana (CIC-K) Uber AVP und
V2-Rezeptoren reguliert (Kim et d., 1999). Uber diese Proteine kommt es ebenfals zu einer

Versdrkung der AV P-vermittelten Wasserrtickresorption.

Im Sammerohr exidtiert zusitzlich eine Interaktion von Aldosteron und AVP. AVP gsimuliert
Uber den V2-Rezeptor die 1113-Hydroxysteroiddehydrogenase, welche endogene Glukokortikoide
(Cortisol und Corticogteron) inaktiviert. Dadurch wird die selektive Aktivierung von intrazdluléren
Mineraokortikoidrezeptoren (MR) durch Aldosteron gewéahrleistet (Alfaidy et d., 1997). Auf diese
Weise unterstiitzt AV P zusétzlich die Aldosterongesteuerte Riickresorption von Na'.
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2.7 Rolleder Cysteine beim nephrogenen Diabetesinsipidus (NDI)

Zahlreiche Erkrankungen bem Menschen und Tier werden durch Mutationen in
Rezeptorgenen hervorgerufen. Ein Beispid fir eine solche Erkrankung it der X-chromosomal
vererbte nephrogene Diabetes insipidus (NDI), dem Mutationen im Gen des V2-Rezeptors
zugrunde liegen (Rosenthd et a., 1992; Review Oksche und Rosenthd, 1998). Be dieser
Krankheit ist die Sengtivitét der Niere fir AVP verringert oder nicht mehr vorhanden, d.h. die
regulierte Wassarrtickresorption ist nicht mehr maglich.

Im V2-Rezeptor snd Uber 170 Mutationen beschrieben worden, wobel die Halfte missense-
Mutationen snd. Die meigen dieser Mutationen liegen in den Transmembrandoméanen des
Rezeptors. Diese Mutationen beeinflussen die Faltung des Rezeptors sehr stark und fiihren héufig zu
ener intrazdlularen Retention der mutierten Rezeptoren durch das Qualitétskontrollsystem des ER
(Oksche et al., 1998; Krause et al., 2000).

Im Gegensatz zu den haufigen Mutationen in der transmembrandren Doméne findet man in
den intra- und extrazeluléren Rezeptorbereichen verhdtnismddg wenige Mutationen. Hier ist aber
bemerkenswert, dal?3 die Mehrheit der krankheitsauddsenden Mutationen in den extrazelluldren
Loops mit Cysteinen in Zusammenhang dehen. Bel einer ersen Klasse von Mutationen werden
zusitzlich Cysteine eingeftihrt. Dazu gehdren die Mutationen R106C (Bichet et d., 1994), R181C
(Pan et a., 1992,1994; Bichet et d., 1994; Schoneberg et a., 1998), G185C (van den Ouweland et
a., 1992), R202C (Tsukaguchi et al., 1995; Bichet et ., 1994), R203C (van den Ouweland et dl.,
1992) und Y 205C (van den Ouweland et d., 1992; Wildin et d., 1994; Y okoyama et d., 1996).
Be der zweten Klasse der Mutationen wird das konservierte Cystein der ersten extrazeluldren
Schleife C112 gegen Tyrosin (Albertazzi et d., 2000) oder C112 gegen Arginin (Szalai et d., 1998)
ausgetauscht.

Wahrend es logisch erscheint, dald der Austausch der konservierten Cysteine gravierende
Konsequenzen fur die Rezeptorstruktur haben miile, ist der Mechanismus, Uber den die zusitzlichen
Cydeine einen Rezeptordefekt vermitteln, unbekannt. Die Aufklérung dieses Mechanismus war
Gegenstand meiner Doktorarbeit.
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2.8 Zidsetzung

Die nahdiegengte Hypothese fur die Erklarung des Defekts, der durch die zusitzlichen
Cysteine ausgel 6t wird, i, dal3 diese Reste die Aushildung der konservierten Disulfidbriicke stéren
und eine dternative Briicke mit einer der beiden konservierten Cysteine bilden.

Die Hypothese der dternativen Briickenbildung wurde im Rahmen dieser Arbeit Uberprift.



