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7. Exponieren: Nach dem Trocknen wird auf die Nitrozellulose ein X-OMAT-Rontgenfilm (Kodak)
aufgdegt. Die Expostion erfolgt je nach Signdstérke zwischen 1-5 Tagen.

4. Ergebnisse

Der Vasopressin-V2-Rezeptor bestzt extrazdlulér drel Cysteine. Zwischen den beiden
konsarvierten Cysteinen C112 und C192 wird hochstwahrscheinlich eine Disulfidbriicke ausgebildet.

In diversen Publikationen wurde auf mogliche strukturgtabiliserende und damit funktionell
wichtige Eigenschaften dieser konservierten Disulfidbriicken hingewiesen (Maiti et d., 2000; Qu et
al., 1999).

Fir den V2-Rezeptor snd diverse NDI audtsende Mutationen bekannt, bel denen
zusitzliche extrazdluldre Cysteine eingefiinrt werden. Es wurde von mehreren Gruppen podiuliert,
dal? diese Cyseine die Bildung der konservierten Disulfidbriicke stéren kénnten und so z.B. fir
Bindungsdefekte verantwortlich sind (Schulz, A. et a., 2000).

Thema dieser Arbeit war es, diese Hypothese zu Uberprifen und den Defekt zu
charakteriseren, der durch die zusétzlich eingefUihrten Cysteine entsteht.

4.1 Bedeutung der konservierten Cysteinefur den V2-Rezeptor und
Charakteriserung dreer, natrlich vorkommender, mutierter

Rezeptoren mit zusatzlichen extrazellularen Cysteinen

4.1.1 Gerichtete Mutagenese der extrazelluléren Schleifen

Um kléren zu kénnen, ob die zusétzlichen Cysteine der NDI-Mutationen die konservierte
Diauifidbriicke zerstdren, mul¥e zunéchst mit Hilfe von Rezeptormutanten geklart werden, welche
Bedeutung die konservierte Disulfidbriicke des VV2-Rezeptors fr die Rezeptorfunktion hat.

Dazu wurden die konservierten Cysteine C112 und C192 mit Hilfe der gerichteten
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Mutagenese durch Serine oder Alanine ersetzt (Mutanten C112S, C112A, C192S, C192A). Wenn
die zusitzlichen Cygteine der NDI-Mutanten tatséchlich die konservierte Disulfidbriicke zerstoren,
mifden die NDI-Mutanten den gleichen Phanotyp aufweisen wie die Mutanten, bel denen die
konservierte Disulfidbriicke nicht mehr gebildet werden kann. Um dies zu Uberprifen, wurden die
NDI-Mutanten G185C und R202C ausgewahlt und in die V2-Rezeptor cDNA mit gerichteter

Mutagenese eingefiihrt (Sehe Abbildung 2).
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Abb. 2 : zweidimensionales Topologiemodell des humanen Vasopressin-V2-Rezeptors.

Alle posttranslationalen Modifikationen des Rezeptors sind aufgefiihrt: Glykosylierung am Asparagin 22,
Palmitoylierung der Cysteine C341 und C342 und die Disulfidbriicken zwischen C112 und C192. Die durch
gerichtete Mutagenese eingeflhrten Aminosaure-Austausche der konservierten Cysteine (C112S, C112A, C192S,
C192A) und der NDI-bewirkenden Mutationen (G185C und R202C) sind ebenfalls eingezeichnet.

Fur die gerichteten Mutagenesen wurde die wildtypische V2-Rezeptor cDNA auf dem
Pasmid pRCDN2 ds Templat benutzt. Die Mutagenesen wurden direkt mit Hilfe des QuikChange-
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Mutageness-Systems (s. 3.2.1) in das Plasmid engefihrt (Oligonukleotide s. 3.1.3.3). Alle
Mutationen wurden durch DNA-Sequenzierung bestétigt (s. 3.2.11) Es entsanden folgende
rekombinante Plasmide: pC112S, pC112A, pC192S, pC192A, pG185C, pR202C (s. 3.1.3.2).

4.1.2 [*H]AVP-Bindungsstudien an intakten HEK 293 Zellen

Um zu Uberprifen, ob die Mutanten des V2-Rezeptors an die Oberfléche transportiert
werden und dort den Liganden AVP binden, wurden HEK293-Zdlen in 24-Well Platen mit dlen
mutierten Plasmiden trandent trandfiziert (s 3.2.13). Anschlief3end wurden Bindungsexperimente mit
[*HJAVP an intakten HEK 293- Zd len durchgefuihrt (s. 3.2.15.1).

FUr den wildtypischen V2-Rezeptor wurde eine Bindungskurve mit einer Kp von 4.6 nM und
einer By von 5.3 pmol/mg erhdten, was im Einklang mit friheren Ergebnissen der Arbaitsgruppe
stand (Schilein et d., 1998b).

Fur die Mutanten der konservierten Cysteine C112 und C192 (C112S, C112A, C192S,
C192A) konnte keine [*H]AV P Bindung mehr nachgewiesen werden (siehe Abb. 3).

Auch die Rezeptoren mit den NDI-Mutationen zeigen keinerlel Bindung (siehe Abb. 3).

Diese Daen lassen den Schiul? zu, dal3 die konservierte Disulfidbricke for die
Ligandenbindung und /oder den intrazelularen Trangport des V2-Rezeptors essentidl ist. Fir die
NDI-bewirkenden Mutationen stehen die Ergebnisse zunéchst im Einklang mit der Hypothese, dal3
zusitzliche Cysteine die Aushildung der Disulfidbriicke storen (gleicher Phanotyp).
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Abb. 3 : Spezifische fH]AVP-Bindung fiir wildtypisch- und mutierte VV2-Rezeptoren an

intakten, transent transfizierten HEK293-Zellen.

Links: Bindungskurve des wildtypischen Rezeptors. Die Bindungskurven der mutierten Rezeptoren C112S,

C112A, C192S, C192A, G185C, R202C Uberlagern ale die x-Achse und sind deshalb nicht gezeigt. Auf der rechten
Seite sind zur besseren Ubersicht die spezifischen Werte der [°HJAVP-Bindung bei 50 nM ( Séttigung) dargestel It.
Alle Datenpunkte stellen Mittelwerte aus Duplikaten dar, die sich weniger als 10% voneinander unterscheiden.

Die unspezifische Bindung trug in keinem Experiment mehr als 30% zur totalen Bindung bei. Ahnliche Ergebnisse

wurden in drei unabhangigen Ergebnissen erhalten.

4.1.3 Adenylylzyklase-Assay mit isolierten Membranen von transient
transfizierten HEK293-Zellen

Zur Messung der Adenylylzyklase-Aktivitét der Mutanten wurden HEK293-Zdlen in 60
mm-Schaen mit dlen mutierten Plasmiden transient trandfiziert (s. 3.2.13). Anschlief3end wurde nach
Simulation mit AVP die Adenylylzyklase- Aktivitét der Gesamtmembranen mit Hilfe des Umsatzes
von [*P|ATP bestimmt.

Der wildtypische Rezeptor zeigte eine Doss-Wirkungs-Kurve, deren ECso Wert (1.9 nM)
im Einklang mit friiheren Daten stand (Schiilein et d., 1998b).

Wie in Abbildung 4 erschtlich, flhrte der Austausch der konservierten Cysteine C112 und
C192 gegen Serin oder Alanin zu einem inaktiven Rezeptor. Die Rezeptormutante G185C zeigte
ebenfals keine Aktivitét.

Fur den mutierten Rezeptor R202C konnte trotz des negativen Bindungsassays eine
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Stimulierung der Adenylylzyklase nachgewiesen werden (Sehe Abb. 4). Die Kurve war sark nach
rechts verschoben (ECs, Wert 65.3 nM) und die EC»x War im Vergleich zum WT um 35%
reduziert. Offendchtlich sind bei diesem mutierten Rezeptor niedrigaffine Bindungsstellen vorhanden,
die sch nur mit dem wesentlich sengtiveren Adenylyzyklase- Assay nachweisen lassen.
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Abb. 4 : Adenylylzyklase-Aktivitatsassays fur den wildtypischen und die mutierten V2-
Rezeptoren an Gesamtmembranen von trangient transfizierten HEK 293 Zédllen.

Die Daten stellen Mittelwerte zweier, voneinander unabhdngiger Experimente dar (jeweils in Duplikaten
durchgefiihrt). Auf der linken Seite sind nur die Dosis-Wirkungskurven fir den wildtypischen Rezeptor (ECs, =
1.9 nM) und die R202C-Rezeptormutante (ECs, = 65.3 nM) dargestellt. Die Dosis-Wirkungs-Kurven der mutierten
Rezeptoren C112S, C112A, C192S, C192A, G185C Uberlappen mit der x-Achse und sind deshalb nicht gezeigt. Zur
besseren Ubersicht sind auf der rechten Seite alle Werte nach Stimulierung mit 10uM AVP (maximale

Stimulierbarkeit) dargestellt. Die Werte fir die Duplikate der einzelnen Experimente unterscheiden sich weniger as
10%.

Die bel den Rezeptormutanten beobachteten Funktionsverluste kdnnten, wie oben erwahnt,
darauf zurlckzufUhren sein, dald die AVP-Bindung durch die fehlende oder verschobene
Disulfidbriicke angch nicht mehr gewéhrleigtet ist. Eine andere Moglichkeit wére eine durch die
gewanddte Cysteingtruktur veranderte dreidimensionde Struktur des Proteins, so dal? das Qudlitéts-
Kontrollsystem des ER den Rezeptor nicht mehr passieren lasst und der Transport zur Oberfléche
unterbrochen wird.

Um heraus zu finden, welche der beiden Mdglichkeiten fir die in dieser Arbeit hergestellten
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Mutanten zutrifft, wurde der intrazdlul&e Transport der Proteine mit Hilfe von GFP-

Fusiongproteinen untersucht.

4.1.4 Fusion der V 2-Rezeptor-M utanten mit GFP

Fur die Kongtruktion der entsprechenden GFP-Fusionen wurden die Sl/PfIMI-Fragmente
der Plasmide pRCDNZ2, pC112S, pC112A, pC192S, pC192A, pG185C und pR202C (s. 3.1.3.2)
in den GFP-Expressionsvektor pEGFP-N1 kloniert (s. 3.2.1). Dieser Vektor kodiert fur eine 27
kDa Variate des ,, Green Fluorescence Proteins’ (EGFP = red shifted GFP). Dabel entstanden
folgende rekombinante Plasmides WT.GFP, pC112S.GFP, pC112A.GFP, pC192S.GFP,
pC192A.GFP, pG185C.GFP und pR202C.GFP. Die GFP-Anteile wurden dabel mit dem Rest
K367 im C-Terminus fusioniert (s. Abb. 5).

Wir dnd davon ausgegangen, dal3 der GFP-Antel die V2-Rezeptorfunktion nicht
beeintréchtigt (Schilein et a., 1998; Oksche et al., 1998).
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Abb. 5: Zweidimensionales Topologiemodel der V2-Rezeptor-GFP-Fusionsproteine.

GFPist mit K367 fusioniert. Als Beispiel ist der wildtypische V2-Rezeptor (pEU367.GFP) dargestellt.

4.1.5 Lokalisation der GFP-markierten V2-Rezeptor-Mutanten in
HEK293-Z€len

Um die mutierten Rezeptoren in der Zelle lokdiseren zu kénnen, wurden HEK293-Zdlen
mit den Plasmiden C112S.GFP, C112A.GFP, C192S.GFP, C192A.GFP, G185C.GFP, und
R202C.GFP transent trandfiziert (s. 3.2.13) Die GFP-Huoreszenzen der Zellen wurden mit Hilfe
des Laser- Scanning-Mikroskops (LSM) anadysert (s. Abb. 6, links, grin).

Die Plasmamembranen der gleichen Zdlen wurden mit dem eigenfluoreszierenden Farbstoff
Trypanblau geférbt, was in den Abbildungen aufgrund der besseren Auswertbarkeit ds rot
dargestellt wird (s. Abb. 6, Mitte, rot).

Eine computergestitzte Uberlagerung der griinen GFP- und der roten Trypanblau
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Huoreszenzsignae zeigt der rechte Tell der Abb. 6. Gelbe Bereiche weisen auf Kolokdisation hin,

aso auf Rezeptoren, die zur Plasmamembran trangportiert wurden.

Fur den wildtypischen, GFP-markierten V2-Rezeptor wurde eine Uberlappung der GFP-
Signde mit den Trypanblau Sgnden der Plasmamembran gefunden (s. Abb. 6, WT, rechts, gelb).
Dies zeigt, dal3 der wildtypische Rezeptor erwartungsgemald zur Zelloberflache trangportiert worden
ist. Bel den GFP-Signde im Zdlinneren konnte es Sch um V2-Rezeptoren handeln, die auf dem
Weg zur Plasmamembran sind. Es konnte sch bel den intrazdlul&en Sgnaen jedoch auch um
Rezeptoren handeln, die aufgrund der Uberexpression retiniert werden.

Im Gegensatz zu WT.GFP wurden bel Alanin-Subdtitutionen der beiden konservierten
extrazdluléren Cysteinen (C112A.GFP, C192A.GFP) hauptsachlich intrazellulére GFP Signde
gefunden. Hier konnte durch die Uberlagerung mit Trypanblau nur eine geringe Menge an der
Zdlobeflache lokdiset werden. Diese Ergebnisss wurden mit den hier nicht gezeigten
Serinsubstitutionen (C112S.GFP, C192S.GFP) bestitigt.

Aus diesen Befunden kann man schluf¥olgern, dal3 die zwischen den beiden konservierten
Cysteinen gebildete Disulfidbriicke fir den korrekten, intrazdluldren Trangport notwendig ist. Dadie
wenigen, an die Oberfléche gdangten mutierten Rezeptoren aber nicht binden kénnen (sehe Abb.
3), kann man auch folgern, dal3 die konservierten Cysteine zusétzlich fir die Ligandenbindung wichtig
snd.

Fir die beiden NDI-Mutanten G185C.GFP und R202C.GFP wurden GFP-Fluoreszenzen
detektiert, die mit denen des WT.GFP vergleichbar waren. Diese beiden Rezeptoren kénnen daher
as bindungsdefekt, aber transportkompetent beschrieben werden.

Der Trangportdefekt der Mutanten C112.GFP und C192.GFP, bel denen die konservierte
Disulfidbrticke nicht mehr ausgebildet werden kann, deutet an, dal? hier die Fatung des Rezeptors so
dark beainflud ist, dal3 das Quditéas-Kontrollsysem des ER die Fehlfdtung erkennt und den
Rezeptor im Zdlinneren zuriickhdt. Die NDI-Mutanten G185C.GFP und R202C.GFP sind dagegen
nur bindungs-, nicht aber transportdefekt. Man kann daraus schluf¥olgern, dal3 diese beiden
Mutanten hochstwahrscheinlich die konservierte Disulfidbriicke nicht beeinflussen.
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Abb. 6 (siehe nachste Seite) : Lokalisation von GFP-markierten V2-Rezeptoren in der

Plasmamembran von lebenden, transent transfizierten HEK 293-Zd len.

Auf Deckglasern gewachsene Zellen wurden mit den Plasmiden pC112A.GFP, pC192A.GFP, pG185C.GFP, und
pR202C.GFP transient transfiziert. Die Bilder zeigen x/y-Scans der Zellen. Die GFP-Fluoreszenzen der Rezeptoren
sind in griin dargestellt (linke Seite). Mitte: Nach Aufnahme der GFP-Fluoreszenz wurde die Plasmamembran
derselben Zellen mit Trypanblau geférbt und diese Fluoreszenz auf einem zweiten Kanal aufgenommen (Mitte in
rot). Die Uberlagerung der linken und mittleren Bilder zeigt in Gelb Kolokalisation an, d.h. die Rezeptoren die zur
Plasmamembran transportiert worden sind (rechte Seite). Die GFP-Fluoreszenz ist nur bei erfolgreich transfizierten

Zellen sichtbar, wahrend die Trypanblau-Fluoreszenz der Zelloberflache an jeder Zelle im Blickfeld zu sehen ist.
Mal3stab: 25 pm.
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GFP-Fluoreszenz Trypan Blau Uberlagerung
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4.2 Entwicklung eines dreidimensionalen Rezeptor modells

Die hohe Anzahl bekannter NDI-Mutationen mit zusétzlichen extrazelul&ren Cyseinen legt

Protein Datenbank zu finden waren (Abb. 7).

Peptid-Sequenzen
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nahe, dal3 die Defekte durch die eingefligten Cysteine und nicht etwa durch die diminierten Reste
hervorgerufen werden. Wenn die zusétzlichen Cysteine der Mutanten G185C und R202C die
konservierte Disufidbriicke nicht aufl6sen, sellt sch die Frage nach weiteren Méglichkeiten fir enen
cyseingpezifischen Effekt. Um dieser Frage nachzugehen, wurde in Zusammenarbeit mit Gerd
Krause (FMP, Berlin) ein dreidimensionales (3D) Rezeptormodell (Abb. 8) entworfen, bel dem vor
dlem die extrazdluléren Regionen berlickschtigt wurden. Die Berechnungen basieren auf

Konformationen identischer oder dhnlicher Fragmente anderer Proteine, die in der Brookhaven 3D

Datenbank-Identifkationsnummern

1SRY, 1ASZ, 1CAU
1MMO, 1IMVD, 1XND
1PWY

1ERI

1MrY, 1IMVO

1SHV

2LV

1EDE, 1BVP, 1OWP, 1PKN, 1XI M 2CCY

1BVP
2EBN

1QB2, 1HKS, 1QOR, 1ST3, 2PGD, 4PFK
1BDG

1GVF, 2AAA, 6TAA

1Q80

2ASR, 2LI G

1BXS

1ANS, 1A2V

1CDG 1GOF, 1LCE, 1LTE, 1PRC, 1RI N, 1SBA, 2CP4
3MDD, 1HVE

1VNC, 1VNE

1BBT

1PRC

1MGL
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Abb. 7 (sehevorherige Seite) : Zuordnung von Proteinfragmenten ausder der Brookhaven

3D Protein Datenbank zu den extrazellularen Domanen des V,-Rezeptors.

Uberlappende Fragmente sind den entsprechenden extrazelluldren Schleifen (ECL1, ECL2 and ECL3) und einer
Region des N-Terminus des V,-Rezeptors zugewiesen. Die V,-Rezeptor Sequenz ist in schwarz dargestellt. Grolze
Buchstaben stehen fir identische Reste, kleine Buchstaben fir &hnliche Reste. Die Datenbank-
Identifikationsnummern der Proteine sind auf der rechten Seite gezeigt. Das Vorhandensein von mehr als einer
Identifikationsnummer weist auf identische oder @hnliche Fragmente bei verschiedenen Proteinen hin. Fir die

spatere Berechnung des Modells wurden in diesem Fall ausschlie@lich die ersten angegebenen Fragmente

verwendet.

Das Strukturmodell der extrazelluléren Schleifen des V,- Rezeptors wurde auf der Basis eines
friher veroffentlichten Moddls der intrazdluléren und transmembran&en Doménen (Krause e d.,
2000) schrittweise durch Zusammenfligen der Konformation der Proteinfragmente entwickelt. Die
Stabilitét des entstandenen Modells wurde durch Mol ekiildynamik- Smulationen Gberpriift.

Abb. 8 (dehe nachste Seite) : Strukturmodell der extrazellularen Doménen des

Vasopressin-V2-Rezeptors.

(A) Aufsicht des Modells (extrazelluldr). Die konservierte Disulfidbriicke ist zwischen den extrazelluldren
Cysteinen C112 und C192 ausgebildet. Das freie, nicht konservierte Cystein C195 des Rezeptors ist gelb
dargestellt. Griin gekennzeichnet sind die Positionen, an denen bei NDI-Mutationen zusétzliche Cysteine
eingefiihrt werden (R106, R181, G185, R202 und Y 205). Der ECL2 (grau) bildet eine U-férmige Schleife, die den
Eingang zum grofReren Teil der Ligandenbindungstasche umschliefst. C195 befindet sich an der Oberflache des
Rezeptors (ungefdhr in der Mitte des Molekils) und ist fir die bei NDI-Mutationen eingefihrten Cysteine gut

erreichbar. (B) Seitenansicht des Rezeptormodells. Die Transmembrandomanen (TM) sind nummeriert.
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Fur den Vasopressan-V2-Rezeptor wird vermutet, dal3 AVP mit seinem zyklischen Tell in
eine grol¥ere Tasche bindet, die von den oberen Teillen der Transmembrandomane 3 (TM3), TM4,
TM5, TM6 und dem extrazelluldren Loop 2 (ECL2) gebildet wird. Das Gterminae Ende bindet
dagegen in eine von den TM2, TM3, TM7 und Tellen der ECL1, ECL2, ECL3 gebildeten, kleinere
Mulde.

In der Auf- und Setenanscht des Rezeptormodels (Abb. 8) sind ale reevanten
Aminosiurereste gekennzeichnet (extrazdlulére Cysteine C112, C192, C195 und die NDI-
Mutationen). Das Modell zeigt, dal3 der Eingang zur grof3eren Bindungstasche von einer U-dhnlichen
Schleife umgeben ig, die vom zweiten extraze luldren Loop gebildet wird.

Zusétzlich zu den konservierten Cysteinen C112 und C192 enthdt der V2-Rezeptor noch
einen freien, nicht konservierten extrazdluléren Cysteinrest (C195). Dieses C195 liegt in der Mitte
der extrazelluléren Region des V2-Rezeptors, genau an der Spitze der U-&hnlichen Schleife, in der
Néhe der NDI bewirkenden, zusitzlichen Cydteine. Es besteht aso die Moglichkelt, dal? die
zusitzlichen Cygteine der NDI-Mutanten mit C195 eine zweite Disulfidbriicke bilden kénnten und
dadurch die Ligandenbindungsfahigkeiten beeintrachtigen wirden. Die Ausbildung ener zweiten
Disulfidbriicke wére auch aus energetischen Griinden moglich, da die Sulfhydrylgruppe (SH-Gruppe)
desfreien Cysteins hoch resktiv ist.

4.3 Einflul3 von C195 auf die Rezeptor funktion

Fur die beiden bereits untersuchten mutierten Rezeptoren (G185C und R202C) igt die
Bildung einer zweiten Dsulfidbriicke unter Beteiligung des C195 sehr gut denkbar. Der einfachste
Nachwes einer zweiten Disulfidbriicke wéare die Wiederherstellung der Rezeptorfunktion durch die
Mutation von C195 bea den NDI-Mutanten. Be den entstehenden Doppe mutanten
(G185C/C195A, R202C/C195A) konnte unter diesen Bedingungen keine zweite Disulfidbriicke
augyebildet werden. Im gindigden Fdl <olite dadurch die Bindungsféhigkeit bzw. die
Transportfahigkeit der NDI-Mutanten wiederhergestelIt werden.

Fur die Untersuchung solcher Doppd mutanten mufte zuerst sichergestellt werden, dal3 C195
selbgt keinen Einflud auf die Rezeptorfunktion hat.
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4.3.1 Gerichtete M utagenese von C195

C195 wurde mit Hilfe der gerichteten Mutagenese gegen Serin und Alanin (Sehe Abb. 9)
ausgetauscht (sehe 3.1.3.3 fur die benutzten Oligonukleotide). Das Plasmid pRCDN2 diente as

Template; die resultierenden Plasmide waren pC195S und pC195A (s. 3.2.1).
Fur die Konstruktion der entsprechenden GFP-Fusionen wurden die Sl/PfIMI-Fragmente

der Plasmide pC195S und pC195A (s. 3.1.3.2) in den GFP-Expressionsvektor pEGFP-N1 kloniert
(s. 3.2.1). Dabe entstanden die rekombinanten Plasmide pC195S.GFP und pC195A.GFP. Alle

Mutationen wurden durch Sequenzierungen bestétigt (s 3.2.11).

C195S
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Abb. 9 : zweidimensionales Topologiemodell des humanen Vasopressin-V2-Rezeptors.

Die durch gerichtete Mutagenese eingefiihrten Aminosaure-Austausche des Cysteins (C195S, C195A) wurden

eingezeichnet. Siehe auch Legende Abb. 2.
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Mit den GFP-Fusionsproteinen der oben genannten Rezeptormutanten C195S und C195A
wurden PHJAVP Bindungsstudien und Adenylyzyklaseassays durchgefiihrt. Alle Rezeptoren waren
an dar Plasmamembran lokdisert und funktionell (graphische Ergebnisse nicht gezeigt). Se
unterschieden sch in ihren Eigenschaften unwesentlich vom wildtypischen Rezeptor (WT.GFP Kp =
3,4 nM gegen Kp = 3,6 nM fur C195S.GFP und Kp = 5,8 nM fiur C195A.GFP; WT ECso = 1.3
nM gegen 29 nM fir C195A.GFP und 3.2 nM fir C195S.GFP). Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit denen von Schulz et d. (2000), die fir ene C195A Mutante des V2-Rezeptors
ebenfalls wildtypische Eigenschaften fanden.

4.3.2 Lokalisation der GFP-markierten V2-Rezeptor-Mutanten in
HEK293-Zdlen

Die GFP-Huoreszenzen der Rezeptor-Mutanten (195S.GFP und C195A.GFP) wurden in
lebenden, trangent trandfizieten HEK293-Zdlen (s 3.2.13) mit Hilfe des Laser-Scanning-
Mikroskops (LSM) lokdisert (s. Abb. 10, links, griin). Die Zdloberfl&che wurde mit Trypanblau
gefarbt (s. Abb. 10, Mitte, rot). Eine computergestiitzte Uberlagerung der griinen GFP- und der
roten Trypanblau- Fluoreszenzsignade zeigt in gelb Kolokaisation an (s. Abb. 10, rechts, gelb).

Fur die C195-Mutanten wurden &hnliche Bilder wie beim Wildtyp erhdten, dh. die
Fluoreszenz war vorwiegend an der Plasmamembran lokdisert. De Rezeptoren C195S.GFP und
C195A.GFP werden dso, wie der wildtypische Rezeptor, an die Zelloberfléche transportiert.

Zusammengefald konnte bei den C1955/A-Mutationen kein Einflul? auf die Rezeptorfunktion
festigestelt werden. Die Aminosaure Cystein in der Position 195 ist an Sich weder fur den Transport
noch fir die AVP-Bindung von Bedeutung. Beide Mutanten sollten aso zur Uberprifung der
Hypothese der Ausbildung ener zweiten Disulfidbriicke bei den NDI-auddsenden Mutanten
gesignet san.
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GFP Trypan Blau Uberlagerung

C1958S.
GFP

C195A.
GFP

Abb. 10 : Lokalisation von GFP-markierten V2-Rezeptoren in der Plasmamembran von

lebenden, transent transfizierten HEK 293-Zdlen.

Auf Deckglasern gewachsene Zellen wurden mit den Plasmiden pC195A.GFP und pC195S.GFP transient
transfiziert. Die Bilder zeigen x/y-Scans der Zellen. Links: GFP-Fluoreszenzen der Rezeptoren in grin. Mitte: Nach
Aufnahme der GFP-Fluoreszenz wurde die Plasmamembran derselben Zellen mit Trypanblau geférbt und die
Fluoreszenz auf einem zweiten Kanal aufgenommen. Die Trypanblau-Fluoreszenzen sind in rot dargestellt. Rechts:
Die computergestiitzte Uberlagerung der linken und mittleren Bilder. Eine gelbe Farbung zeigt Kolokalisation an,

d.h. die Rezeptoren die zur Plasmamembran transportiert werden. Mal3stab: 25 pm.
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4.4 Die Substitution von C195 fuhrt zur Wieder her stellung eines
funktionellen Phanotyps bei den Rezeptor mutanten G185C und
R202C

Um zu Uberprifen, ob durch die gleichzeitige Mutation von C195 der Defekt bel den NDI-
Mutanten aufgehoben werden kann, wurde de C195A Mutation mit Hilfe gerichteter Mutagenesein
die Rezeptormutanten G185C und R202C eingefiihrt.

4.4.1 Gerichtete Mutagenesen fiir die Doppel mutationen

Die hierfur benutzten Oligonukleotide Snd unter 3.1.3.3 beschrieben. Es entstanden folgende
rekombinante Plasmide: pG185C/C195S.GFP, pG185C/C195A.GFP, pR202C/C195S.GFP,
pR202C/C195A.GFP (s. 3.1.3.2). Alle Mutationen wurden durch DNA-Sequenzierungen bestétigt.

4.4.2 Pharmakologische Charakterisierung der Doppelmutanten in
transent transfizierten HEK293-Zellen mit Hilfe von [*H]AVP-
Bindungsstudien und Aktivitétsmessungen der Adenylylzyklase

Die Plasmide der Doppemutanten wurden in HEK293-Zdlen transent trandiziert (s
3.2.13). [*H]JAVP-Bindungskurven (s. 3.2.15.1) wurden an intakten Zellen aufgenommen (Abb. 11,
links). Adenylylzyklase-Assays (s. 3.2.16) wurden mit den Gesamtmembranen der Zelen
durchgefiihrt (Abb. 11, rechts). Als Kontrollen diente der WT.GFP und die entsprechenden NDI-
Einzd mutanten.

Fur beide Doppemutanten wurden Bindungskurven mit wildtypischen Kp-Werten erhdten
(5.2 nM fir G185C/C195A.GFP vs. 5.4 nM fur WT.GFP, 2.1 nM fur R202C/C195A.GFP vs. 4.7
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nM for WT.GFP). Die B..-Werte waren dagegen unterschiedlich. Wéhrend sich der Wert von
G185C/C195A .GFP nur unwesentlich vom Wildtyp unterschied (0.62 pmol/mg vs. 0.93 pmol/mg),
war der Ba-Wert von R202C/C195A .GFP deuitlich reduziert (0.24 pmol/mg vs. 0.98 pmol/mg).
Durch die zusétzliche C195A Mutation konnten bel dlen NDI-Mutanten wieder wildtypische
EChax-Werte erreicht werden. Die ECsy-Werte der Doppe mutanten lagen im wildtypischen Bereich
oder waren geringfligig nach rechts verschoben (3.4 nM fur G185C/C195A.GFP vs. 3.4 nM fur
WT.GFP vs. 159 nM fur die Einzelmutante G185C.GFP; 33,20 nM fir R202C/C195A.GFP vs.
3.8 nM fur WT.GFP vs. 503 nM fiir die Einzed mutante R202C.GFP). cAMP wurde beim Nachwel's
im Adenylylzyklase- Assay auch ba den mit GFP-gekoppeten Einze mutanten gebildet, was wir, wie
in Abb. 4 schtbar, fir die Mutante R202C schon zeigten, nicht aber flr die ungekoppelte G185C-
Mutante. Trotzdem zeigen diese Ergebnisse, im Einklang mit den Bindungsexperimenten, dal3 die
Funktion der NDI-Rezeptormutanten durch eine zusizliche C195A-Mutation wiederhergestel It

werden kann.
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Abb. 11 : Charakteriserung der Doppelmutanten n transient transfizierten HEK 293-

Zdlen.

(Links) Spezifische fHJAVP-Bindung intakter HEK293-Zellen, die G185C/C195A.GFP und R202C/C195A.GFP
exprimierten. Als Kontrolle dienten der wildtypische, GFP-markierte Rezeptor und die entsprechenden NDI-
bewirkenden Einzelmutante (G185C.GFP, R202C.GFP). Allen Werten liegen Duplikate zugrunde, die sich in weniger
als 10% voneinander unterscheiden. Die unspezifische Bindung betrug in keinem Experiment mehr als 30% der
totalen Bindung. (Rechts) AVP-Dosis-Wirkungs-Kurve zur Aktivitdtsmessung der Adenylylzyklase mit
Membranen von HEK293-Zdllen, die G185C/C195A.GFP und R202C/C195A.GFP exprimierten. Als Kontrollen
dienten Membranen, die den wildtypischen GFP-markierten Rezeptor und die NDI-Einzelmutanten exprimierten
(G185C.GFP, R202C.GFP). Allen Werten liegen Duplikate zugrunde, die sich weniger as 10% voneinander
unterscheiden.
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4.4.3 Lokalisation der GFP-markierten V 2-Rezeptor-Doppel mutanten
G185C/C195A.GFP und R202C/C195A.GFP in HEK 293-Z€dllen

In den PHJAVP Bindungsexperimenten wurde gefunden, dal? die By der Doppelmutante
R202C/C195A .GFP sgnifikant niedriger liegt as die des WT.GFP. Dies kann entweder auf die
verminderte Expression des Proteins und /oder auf den verringerten Transport an die Zelloberflache
zuriickzufihren sein, was auf der Freisetzung des Cysteins an der Position 202 beruhen kénnte.

Um die Expression und die zelulére Vertellung der Doppa mutanten zu untersuchen, wurden
ihre GFP-Fuoreszenz-Signde in trangent trandfizierten HEK 293- Zdlen mit Hilfe des LSM analysert
(s. 3.2.17).

Die Oberflache der Zellen wurde mit Trypnablau angefarbt (s. 3.2.17). Die Uberlagerung
beider Huoreszenzen (s. 3.2.17) zeigt die Rezeptoren an, die in der Plasmamembran lokdisert snd

(sehe Abb. 12).
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GFP-Fluoreszenz Trypan Blau Uberlagerung

WT.GFP

G185C/C195A.
GFP

R202C/C195A.
GFP

Abb. 12 : Lokalisation der GFP-markierten Doppemutanten in der Plasmamembran von

lebenden, transient transfizierten HEK 293-Zdllen.

Auf Deckglésern gewachsene Zellen wurden mit den Plasmiden pG185C/C195A.GFP und pR202C/C195A.GFP
transient transfiziert. Die Bilder zeigen x/y-Scans der Zellen. Links: GFP-Fluoreszenzen der Rezeptoren in grin.
Mitte: Nach Aufnahme der GFP-Fluoreszenz wurde die Plasmamembran derselben Zellen mit Trypanblau geféarbt
und die Fluoreszenz auf einem zweiten Kanal rot aufgenommen. Rechts: Die computergestiitzte Uberlagerung
beider Bilder. Eine gelbe Farbung zeigt Kolokalisation an, d.h. Rezeptoren, die an die Plasmamembran transportiert

wurden. Mal3stab: 25 um. Die Ergebnisse wurden in vier unabhéngigen Experimenten verifiziert.



Saite 69/96

Wie in Abb. 12 zu sehen, dand die Fuoreszenzagnde beider Doppdmutanten
G185C/C195A.GFP und R202C/C195A.GFP denen des WT sehr ahnlich. Diese Bilder zeigen,
dald3 beide Mutantan in, untereéinander und mit dem Wildtyp, vergleichbaren Mengen zur
Zd|oberflache transportiert werden.

Diese Ergebnisse legen nahe, dal3 die bei den Bindungsversuchen gefundene verringerte Brax
des Rezeptores R202C/C195A.GFP nicht durch einen Transport- oder Expressionsdefizit zustand
kommt.

4.4.4 Nachweis der GFP-markierten V 2-Rezeptor-Doppel mutanten
G185C/C195A .GFP und R202C/C195A.GFP auf HEK293-Zd len mit
Hilfe der Biotinylierung

Um den in den LSM-Experimenten gefundenen Transport der Doppemutanten zu
bestétigen, wurden Biatinylierungsexperimente mit intakten, trandent trandfizierten HEK293-Zdlen
durchgeftinrt.

Dabel wurden die mit Sulfo-NHS-Biotin markieren Oberfl&chenproteine intakter Zellen mit
Neutravidin prézipitiert und auf eine SDS-PAGE aufgetragen. Die Detektion der Rezeptoren erfolgte
im Immunoblot mit polyklonaem anti- GFP Antiserum und anti-Kaninchen *#1-1gG.

Als Postivkontrolle fir den Transport diente WT.GFP, as Negativkontrolle die
transportdefekte, NDI-bewirkende Deletionsmutante DL 62-R64.GFP (Krause et a., 2000) des
V2-Rezeptors.
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Abb. 13 : Nachwes der GFP-markierten Doppemutanten G185C/C195A.GFP und
R202C/C195A.GFP an der Zdloberflache von trandent transfizierten HEK 293 Zellen.

Membranproteine intakter Zellen werden mit Sulfo-NHS-Biotin markiert, mit Neutravidin isoliert und auf eine SDS-
PAGE aufgetragen. Die Rezeptoren wurden im Immunaoblot mit polyklonalem anti-GFP Antiserum und anti-

Kaninchen '®I-IgG detektiert. Als Positivkontrolle fiir den Transport an die Oberflache diente WT.GFP, als
Negativkontrolle die transportdefekte NDI-bewirkende Deletionsmutante DL62-R64.GFP (Krause et a., 2000).

In Ubereingimmung mit den LSM-Experimenten konnte fir den Wildtyp und die beiden
Supressormutanten G185C/C195A.GFP und R202C/C195A.GFP in der Plasmamembran die
gleichen Mengen der 75-80 kDa komplex-glykosylierten Form gefunden werden. Diese Ergebnisse
bestétigen, dal? die reduzierte Brnax Von R202C/C195A.GFP nicht auf einen verringerten Transport
des Rezeptors an die Oberfléche zurlickzufiihren i<t
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4.6 C195in der Evolution desV2-Rezeptors

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 C195 des V 2-Rezeptors fr die Aushildung der
Krankheit nephrogener Diabetes ingpidus eine wichtige Rolle spidt. Diese Aminosdure macht den
Rezeptor sengtiv fir  Mutationen, die zusitzliche, extrazdlulé&re Cydeine  enfligen.
Bemerkenswerterweise zeigt ein Alignment aler bekannten Vasopressin-V2-Rezeptoren (Abb. 14),
dal3 bei den Rezeptoren von Schwein, Ratte, Maus, Rind und Hund in der Position 195 kein Cystein
vorhanden is. Dies wirft die Frage auf, wann dieser ,,ungiingtige® Rest in der Evolution eingeftihrt

wurde.
192 195

Mensch RNVEGGSGVTHeWARFAEPWGRRT YV
Schwein RDVADGSGVLOOWASFAEPWE_RAYV
Rind RDV * DGSGVL I8WARFAEPWGL. RAYV
Hund RDVGNGSGVL I8WAHFAEPWGL RAYV
Ratte RDVGNGSGVFOISWARFAEPWG. RAYV
Maus RDVGNGSGVFOISWARFAEPWG. RAYV

Abb. 14 : Vorkommen von C195 bei ver schiedenen Sauger spezies.

Dargestdllt ist die zweite extrazellulére Schleife der V2-Rezeptoren verschiedener Wirbeltiere. Das Alignment
wurde mit der SWISS-PROT und der EMBL Datenbank durchgefiihrt. Das konservierte Cystein C192 und das
nichtkonservierte C195 sind in Schwarz dargestellt.

Dieser Frage nachgehend, wurden die Sequenzen fir die zweite extrazdluléare Schleife des
Rezeptors von verschiedenen Primaten DNA's amplifiziert und sequenziert. Uberraschenderweise
findet sch C195 nicht bel dlen Primaten. Neuwdt- und Altwelt-Affen weisen an diesr Stele @n
Serin bzw. Arginin auf. Erst bel den Gibbons it an der Stelle 195 ein Cystein vorhanden. C195
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wurde damit erst vor 20-30 Millionen Jahren bel Primaten eingeftinrt.

Arg | Neuwelt-
Affen

Ser_ | Altwelt-
Affen

CYs | Gibbon

Cys | Orangutan

n.d. | Gorilla

____Cys | schimpanse

____CYS | Mensch
[ | | | | | |
30 25 20 15 10 5 0

Millionen Jahre zuriick

Abb. 15: Konservierung von C195 bel Primaten.

Rezeptorsequenzen fir die zweite extrazelluldre Schleife wurden bei den angegebenen Primaten von der
genomischen DNA amplifiziert und anschlief?end sequenziert. Der phylogenetische Stammbaum der Primaten

wurde von Goodman (1996) (ibernommen.

Die Sengtivitét des V2-Rezeptors fir Mutationen, die zusétzliche Cysteine enfihren, beruht
auf dem freien Cysteinrest C195. Deshab wurde auch der Frage nachgegangen, wie vide G-Protein
gekoppelte Rezeptoren der Klasse 1 mit konservierter Disulfidbriicke eine ungerade Anzahl
extrazdlul&r vorkommender Cydeine aufweisen. Be diesen Rezeptoren konnten, durch die
EinflUhrung enes zusitzlichen Sulfhydrylrestes, ebenfals veranderte Eigenschaften auftreten.

Wie Abb.16 zeigt, gibt es unter 397 Rezeptoren nur 18 (4,5%) Rezeptoren mit einer
ungeraden Anzahl von Cygteinen. Wenn man die Rezeptoren an Sch bewertet und die Auftellung auf
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verschiedene Spezies ignoriert, Snd es sogar nur 12. Das Vorhandensein einer ungeraden Anzahl

extrazelulérer Cysteineist damit in dieser Proteinfamilie sehr sdten.

Nt T1
V2r _hum (5| M_MASTTSAVPGHPSL PSL PSNSSQERPL DTRDPLLARAE]
Opsd_hum|3| ... MNGTEGPNFYVPFSNATGVVRSPFEYPQYYLAEPWOESM,|
Opsd_bov (3| ... MNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEAPQYYLAEPWOFSM.|
Opsd_rat [3| ... ... MNGTEGPNFYVPFSNI TGVWRSPFEQPQYYLAEPWORESM,|
DAAr _IMDU |5 o e MGNSSATEDGGL LAGRGPESL GTGAGL GGAGAAA
DAAr _rat |5 ot MGNSSATGDGGL L AGRGPESL GTGTGL GGAGAAA
ROr_BOV |3 MAESGTLPTGFGELEVLAV]
ROr UM |3 MAETSALPTGFGELEVLAV]
Blar_mou |5 ... MGAGAL AL GASEFHENL SSAAPL PDGAATAARL L VL ASPPASL L PPASEGSAPL SQOWTAGM
Blar_rat |5 ................ MGAGALAL GASEmL SSAAPLPDGAATAARL L VL ASPPASL L PPASEGSAPL SQOWTAGM
HN2r _NUM|B| MAPNGTASSFEL DSTAGKI T1 |
5h2a_rat |7|  MEI LGEDNI SLSSI PNSLMQLGDGPRL YHNDFNSRDANTSEASNWITT DAENRTNL EGYLPPTIELSI LHLQEKNWS
5h2b_rat |5 ... MASSYKMBEQSTI SEHI LQKTIEDHLI L TDRSGLKAESAAEEMKQT AENQGNTVHWA
5h2c_hum|(5| ... ... MVNLRNAVHSFLVHLI GLL SVSPVAAI VTDI FNTSDGGRFKFPDGVQNWP)
5h5b_nou (5 ... MEVSNL SGATPGL AFPPGPESESDSPSSGRSMESTPGGL | LPGREPPFSAFTVLM
5hSb_rat [5| ... MEVSNLSGATPG AFPPGPESESDSPSSGRSMESTPGGL| LSGREPPFSAFTVLM,
Ssri_hum|(3| ... MFPNGT ASSPSSSPSPSPGIIGEGGESRGPGAGAADGVEEPGRNASQNGTL SEGQGSAI LI |
Ghr_pigl3 ... MANSASPEQNQNHESAI NSS! LLTQGNLPTLTLSPNI R

| T2 ECL1 T3| T4 ECL2 T5| T6 ECL3 T7

V2r_hum |5 | WKATDR . FRGPDAL[SRA| AQRNVE. . . . . GGSGVTOWAGFAE . . . . PWERRTY| AVDPEAP. . . LEGAPFV~——
Opsd_hum|3| | TSLHG. . YFVFGPTQSNL| SRYI . . . . . .. PEGLQ DY. . YTLKPEVNNESF| FTHQG. . . SNFGPI FMT~—~
Opsd_bov [3| | TSLHG. . YFVFGPTAeNL| SRVl . . . . . .. PEGV] DY. . YTPHEETNNESF| FTHQG. . . SDFGPI FMTI ~~~
Opsd_rat (3| | TSLHG. . YFVFGPTASNL| SRYI . . . . . .. PEGVQ DY. . YTLKPEVNNESF| FTHQG. . . SNFGPI FMT~—~
D4dr_nou |5 | SEVQGG VW.LSPRUSDT| NDVP. . . . . . .. GRDPAVIRL. . . ........ ENRDY| AL ... VSPRLVS~—~
D4dr_rat |5 | SEGGV... W.LSPRLEDT| NDVP. . . . .. .. GROPTV[SRL. . . ... ... .. EDRDY| ALﬁI. .. VSPRLVS~~~
Rgr_bov |3 | SLLRR...\WPYGSEQeQA| GHYD. . . .. .. YEPLGT@®TLDY. . . . SRGDRNFTSF| Tl ADA. . . TSI SPKLQW-—~
Rgr _hum |3 | SLLRR... WPYGSDd®QA| GHYD. . . . . . . YEPL LDY. . . . SKGDRNFTSF| VI ADV. . . TSI SPKLQV-—~
Blar_nou (5 || VWWER . WEYGSFHEEL | WARAESDEARRCYNDPKEI®DF. . . .. . .. . .. VTNRA| AFHRDL . . . . VPDRLFV~—~
Blar_rat |5 || VVWGR . WEYGSFHSEL | WARAESDEARRCYNDPK®DOF. . . .. . .. . .. VTNRA| AFHRDL . . . . VPDRLFV~~~
Hh2r _hum|5| | YQLSEK. . WSFGKVASN | WNSRNETSKG. . NHTTSKI&KV. . . .. ... .. QUNEVY| GLRGD. . . DAl NEVLEA——~
5h2a_rat |7| | TI LYGYR WPLPSKL[®Al | LQDDSK. . . . . . VFKEGS® L. .......... ADDNF| VI [BKESIBNENVI GALLN~~~
5h2b_rat [5| | TI MFEAT. WPLPLAL[SPA| | EADWV. . . . . . NAHNI TE@EL. . ... ... TKDRFGSF| AL salg TTLKTLLQ-~~
5h2c_hum|5| | Al LYDYV. WPLPRYLI®PV| LRDEEK. . . . . VFVNNTTOVL. . ... ... ... NDPNF| VLEK LVEKLLN-~~
5h5b_rou |5 | SELSAGRRWOLGRSL[®HV| WEEAYD. . . ... . ARLQR®QV. . . .. ... .. SQEPSY| PL ... LPPI WKS~—~
5h5b_rat |5 | SELSAGRRWQLGRSLI®HV| WGEAYD. . . .. .. ARLQR®QV. ... ... ... SQEPSY| PL ... LPPI WKS~~—~
Ssri_hum|3| | TLLRH... WPFGALL[R | RTAANS. . . . . .. NVLMVP. . . EPAQRW.VGF| VFAEQ. . . . . DDATVSQ-—~
Ghr_pig|3 | WITVQ . WAGEFL®KV| RM HLADSSGQ TEGFSQOVTHGS. . . FPQANHQAFY | WFDPEMVN RVSDPVNH-~~

Abb. 16 : Extrazdlulare Doménen von Klasse | GPCR, die eine ungerade Anzahl von

Cysteinen aufweisen.

Die Sequenzen wurden den SWISS-PROT und EMBL Datenbanken entnommen. Das Alignment zeigt nur die
Sequenzen des N-Terminus (Ntt) und der extrazellul&ren Schleifen (ECL1, ECL2 und ECL 3); die Ubergénge zu den
Transmembranregionen sind angegeben (T1-T7). Konservierte Gysteine sind schwarz, nicht konservierte grau
markiert. Die Zahlen hinter der Rezeptorbezeichnung stellen die gesamte Anzahl der extrazelluléren Cysteine des
entsprechenden Rezeptors dar. Die Rezeptorabkirzungen wurden direkt aus den oben genannten Datenbanken
Ubernommen: v2r_hum, humaner V asopressin-V,-Rezeptor; opsd_hum, humanes Rhodopsin; opsd_bov, bovines
Rhodopsin; opsd_rat, Rhodopsin der Ratte; d4dr_mou, D4-Dopamin-Rezeptor der Maus; d4dr_rat, D4-Dopamin-
Rezeptor der Ratte; rgr_bov, boviner RPE-retinal G Protein-gekoppelter Rezeptor; rgr_hum, humaner RPE-retinal G
Protein-gekoppelter Rezeptor; blar_mou, beta-1-adrenerger-Rezeptor der Maus, blar rat, beta-1-adrenerger-
Rezeptor der Ratte; hh2r_hum, humaner histamin-2-Rezeptor; 5h2a_hum, humaner 5hydroxy tryptamine-2a-
Rezeptor; 5h2b rat, Shydroxytryptamine-2b-Rezeptor der Ratte; 5h2c_hum, humaner Shydroxytryptamine-2c-
Rezeptor; 5h5b_mou, Shydroxytryptamine-5b-Rezeptor der Maus; 5h5b_rat, 5-hydroxytryptamine-5b-Rezeptor
der Ratte; ssr1_hum, humaner somatostatin-1-Rezeptor; grhr_pig, gonadotropin-releasing-Hormon-Rezeptor vom

Schwein.



