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5. Diskussion

Ba enem Grof¥al dler bekannten extrazdluléren NDI-verursschenden  V2-
Rezeptormutationen werden zusétzliche Cysteine eingefiihrt. Diestritt vor dlem im ersten und zweiten
extrazd luléren Loop auf.

Zid dieser Arbeit war es, den Mechanismus aufzukléren, Uber den die zusdtzlichen
extrazdluléren Cysteine einen NDI-bewirkenden Rezeptordefekt vermitteln.

Spezidl sollte die Hypothese Uberprift werden, ob diese Cysteine die Aushildung der

konsarvierten Disulfidbriicke storen.

Fir G-Protein gekoppelte Rezeptoren konnte ene Bedeutung der konservierten
Diaulfidortcke fur die Funktionditdt und die korrekte Bildung der Ligandenbindungsdoméne
nachgewiesen werden (M 3-muskarinerger Acetylcholin-Rezeptor, Kurtenbach et a., 1990; P2Y,
Rezeptor, Moro et al., 1999; Secretin-Rezeptor, Asman et d., 2000; Rhodopsin, Karnik et d.,
1988). Wird diese Bricke nicht ausgebildet, kommt es entweder zum Verlus der
Ligandenbindungseigenschaften von an die Zdloberfléche trangportierten Rezeptoren (Thromboxan
Rezeptor, D’Angdlo et d., 1996; Tachykinin NK;-Rezeptor, Elling et d., 2000; Gonadotropin-
Redlisng-HormonRezeptor, Cook et a., 1999) oder zu einer durch das Qualitéts-Kontrollsysem
des endoplasmatischen Retikulums vermittelten Retention der Rezeptoren (M3-muskarinerger
Acetylcholin-Rezeptor, Zeng et al., 1999; Rhodopsin, Karnik et a., 1988).

Beim Rhodopsin fihrte der Austausch eines der konsarvierten Cysteine (C187Y) zum
Funktionsverlugt (keine Chromophorenbildung) und zum Krankheitshild der Retinitis pigmentosa
(Hwaet d., 1999). Be einer C187A Subgtitution konnte ein vallig veréndertes Pigment Retinal noch
binden. Bei Austausch des konservierten Cysteins C110 gegen Alanin, Phenyldanin oder Tyrosin
kam es durch eine Verschiebung der konservierten Disulfidbriicke (S-S Verbindung jetzt zwischen
C185 und C187) zum Verlust der Retinabindungsféhigkeit.

Der M3-muskarinerge Acetylcholin-Rezeptor der Ratte (Savarese et al., 1992) zeigte nach
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Mutation der konsarvierten Cygteine gegen Serin keine Bindung und keine G-Proteinkopplung.
Gleiches wurde fir den GnRH Rezeptor beschrieben (Cook et al., 1997). Ohne die Disulfidbriicke
bif¥e der Rezeptor seine Funktionditét ein (Mutationen der konservierten Cysteine gegen Alanin).
Alle oben genannten Baegpide zeigen die Bedeutung der konsarvierten Disulfidbriicke fur die
Funktion von GPCR's.

Fur den V2-Rezeptor wurde in verschiedenen Vertffentlichungen darauf hingewiesen, dal3
NDI-bewirkende Mutationen, die in den Rezeptor extrazdluldr ein zusitzliches Cystein einfihren,
einen Einflul3 auf die konservierte Disulfidbriicke haben kénnten (van den Ouwdand, AM.W. et d.,
1992, Yokoyama, K. et a. 1996, Ala, Y. et a. 1998, Schoneberg et a., 1998). Der
Funktionsverlust wére damit eher durch die eingefiihrte Aminosdure as durch die Elimination der

bestehenden bedingt.

In dieser Arbeit konnte fir den humanen Vasopressin-V2-Rezeptor gezeigt werden, dal3 die
konsarvierten Cydteinreste in der ersten und zweiten extrazdlul&en Schleife und die durch se
gebildete Disulfidbricke fir den effizienten intrazdlul&ren Trangport und fur  die
Ligandenbindungseigenschaften des Rezeptors ausschlaggebend sind.

Die Mutanten C112S, C112A, C192S und C192A waren an der Zdloberfléche in deutlich
geringeren Mengen as der wildtypische Rezeptor detektierbar (Abb. 6). In Bindungsstudien an
intakten Zdlen und Adenylycycdlase- Assays mit Gesamtmembranen konnte zusétzlich gezeigt werden,
dal3 die Mutanten keinerlei Aktivitét hatten. (Abb. 3,4).

Warum Mutationen der konservierten extrazelluléren Cysteine den Transport der Rezeptoren
an die Oberflache verringern oder verhindern, ist im Detail unklar. Wahrscheinlich erkennen aber die
Chaperone des Qualitéts-Kontrollsystemns im endoplasmatischen Retikulums die auf den Verlugt der
Disulfidbriicke beruhende Konformationsanderung des Rezeptors und haten den Rezeptor im ER
zuriick (Review Trombetta & Helenius, 1998). Dal3 die konservierten extrazdluléren Cysteine und
die zwischen hnen geknipfte Disulfidbriicke eine Bedeutung fUr das Einsortieren des Proteins in
Trangportveskd haben, ist eher unwahrscheinlich. Derartige Sortierungssignale wurden bis jetzt bel
membrangandigen Proteinen nur auf zytoplasmatischer, den veskul@en Hullproteinen zugewandter
Seite beschrieben (Fiedler et d., 1996; Nishimuraet d., 1997).
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In dieser Arbeit wurden zwel der NDI-verursachenden V2- Rezeptormutationen untersucht,
die zusitzliche Cysteine in den Rezeptor einfiihren. Die Rezeptormutationen G185C und R202C
zeigten im Vergleich zu den Mutanten der konsarvierten Cysteine einen deutlich unterschiedlichen
Phanotyp. Beide Rezeptoren wurden wie der wildtypische Rezeptor zur Plasmamembran
trangportiert, wiesen aber Bindungsdefekte auf. Dieser andere Phanotyp deutete an, dal3 die
zusitzlichen Cydeine der NDI-bewirkenden Mutante die Ausbildung der konservierten
Disulfidbriicke nicht beainflussen.

Der NDI-verursachende Rezeptor G185C war vollsténdig an der Zelloberflache (Abb. 3).

Eine durch Cotte et a. (1998) beschriebene Subdtitution von G185 durch Asparagin
beanflu¥e die AVP-Bindung dagegen nicht. Dies bedeutet, das die Aminosaure Glutamin an der
Postion 185 an dch fir die Rezeptorbindungsfahigkeit nicht wichtig is. Es konnte dso
gechlu¥olgert werden, dald der gefundene Ligandenbindungsdefekt auf das eingefiihrte Cystein
sebst zurtickzufiihren ist. Wenn dieses zusiizliche Cysein die konservierte Disulfidbriicke nicht
beeintréchtigt, der Defekt aber trotzdem auf das Cystein selbst zurtickzufUhren ist, wie ig die
Aushildung eines Rezeptordefektes dann zu erkléren?

Eine Mdglichkeit war die Knipfung einer zweiten Disulfidbriicke.

Bling et d. (2000) beschrieben fir den Neurokinin-1-Rezeptor, dal3 die konservierte
Disulfidbrticke nach Einfiihrung enes zusétdichen Cysteins nicht beeintréchtigt wird. Stattdessen wird
eine zweite Briicke zwischen zwe nichtkonservierten Cysteinen gebildet. Diese Situation kdnnte auch
bei Mutanten des V2-Rezeptors mit zusétzlichen Cysteinen gegeben sain.

Fur die G185C-Mutante wird die Aushildung einer zweiten Disulfidbriicke zwischen dem
zusitzlichen Cygein und dem dritten, im humanen Vasopressin-Rezeptor befindlichen Cystein C195
auch durch unser Strukturmodell unterstiitzt. Wie in der Saitenansicht des V2-Rezeptorsin der Abb.
10B zu erkennen, liegt der Rest G185 in einer Hohe mit dem C195, so dal3 eine Verknlpfung dieser
beiden Reste leicht moglich ist. Die Bildung einer zweiten Disulfidbriicke konnte den Zugang zum
groleren Tell der Ligandenbindungstasche verschliel¥en und/oder die Bindungsregion in weiter unten
gelegenen Tellen verandern. Dies kdnnte dazu fuhren, dal3 der Ligand, wie beobachtet, nicht mehr
binden kann. Die zweite Disulfidbriicke wirde aber die Gesamtrezeptorstruktur nicht wesentlich
verandern, was die, ebenfalls beobachtete, erhadtene Transportkompetenz der Mutante erklaren
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wirde.

Die NDI-bewirkende Mutaion R202C war ebenfdls transportkompetent und
bindungsdefekt. Dies deckt sich mit Daten von Tsukaguchi et a. (1995). Ala et d. (1998) zegte,
dal? die Deetionsmutante DR202 ebenfdls an die Zeloberflache transportiert wurde, dort aber
bindungsdefekt war.

Aufgrund des transportkompetenten Phénotyps ist anzunehmen, dald auch die Mutation
R202C die konservierte Disulfidbriicke nicht beainflud. Nach Aussage des Strukturmodells (Abb.
10) ist, ebenso wie be der G185C-Mutate, die Aushbildung einer zweten Disulfidbricke
wahrscheinlich. Diese konnte auch hier die Ligandenbindung beantréchtigen, ohne die
Gesamtstruktur des Rezeptors so zu storen, dal3 es zu einem Transportdefekt kommt.

Im Gegensatiz zur G185C-Mutante konnte aber fur die R202C-Mutante im wesentlich
sengtiveren Adenylylzyklase-Assay eine Restaktivitét des Rezeptors nachgewiesen werden (ECs
um das 35-fache erhoht, E..x = 65% des WT). Diese Aktivitét ist wahrscheinlich auf niedrigaffine
Bindung von AV P zurtickzufiihren, die im Bindungsassay nicht nachweisbar war.

Im Vergldch zum [*H]AVP-Bindungsssssy war das Ausmal der Adenylylzyklase-
Simulierbarkeit be der R202C-Mutante jedoch Uberraschend (Eqyax = 65% des WT). Geht man
naherungsveise von einem 35-fach erhdhten Kp-Wert aus (entsprechend der Erhéhung der ECs),
wllte @ne spezifische Bindung spitestens bei einer Konzentration von 350 nM [°*H]JAVP
nachzuweisen sain, was aber nicht der Fal war. Moglicherweise geht im Fal der R202C-Mutante
ene niedrig affine Bindungssele mit ener Konformation enher, die ene effektivere G-Protein
Kopplung zul &%.

Um enen weteren Anhdtspunkt fur die Bildung der zweten Disulfidbriicke bei den
Mutanten G185C und R202C zu erhdten, wurde zusdtzlich C195 gegen Serin bzw. Alanin
ausgetauscht. In diesen Doppemutanten kann es nicht zur Bildung einer zusétzlichen Disulfidbriicke
kommen, da nur drel extrazdlulare Cysteine vorhanden sind. Im giingtigsten Fdl sollten die in ihrer

Funktion gestorten Rezeptormutantan daher wieder funktionsfahig sein.

Schulz, A. et a. (2000) beschrieben, dal3 das Cystein an der Stelle 195 an sich keinen
Einfluld auf die Funktion des Vasopressn- Rezeptors hat. Alle Effekte in diesen Doppe mutanten sind
aso nicht auf den Cysteinaustausch zurtickzufUhren.
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Die Subgtitution des Restes C195 in den beiden NDI-bewirkenden mutierten Rezeptoren
bewirkt tatsachlich wieder Rezeptoren mit wildtypischen Kp-Werten fir die AV P-Bindung.

Unterschiede gab es alerdings bel den B~ Werten. Wahrend die By der Doppelmutante
G185C/C195A.GFP mit der des Wildtyps vergleichbar war, waren die fir die Doppe mutante
R202C/C195A.GFP deutlich reduziert (Abb. 16, 17). Lokaiserungsstudien mit Hilfe der Laser-
Scanning-Mikroskopie (Abb. 18), Andysen des Glykosylierungsstatus (Abb. 19) und die
Biotinylierungsassays (Abb. 20) zeigten Ubereingimmend, dal3 die reduziete Bno  der
Doppelmutante  R202C/C195A.GFP weder auf eine geringere Expresson noch auf enen
verminderten Trangport an die Zdloberflache zurlickzuflihren sain kann. Eine mogliche Erklarung
dieses Befundes wére, dal? diese Doppdmutante an der Zelloberflache in einem gemischten Zustand
aus funktiondlen und nicht funktiondlen Rezeptoren vorliegt. Das durch die zwete Mutation
freigewordene Cystein in der Pogtion 202 kdnnte initid einen ingtabilen Faltungszustand bewirken,
der sowohl die Aushildung enes bindungskompetenten as auch die enes bindungsdefekten
Rezeptors ermdglicht.

Auch bea dem wesentlich senstiveren Adenylylzyklase-Assay  konnten  wir  ene
Wiederherstdlung der  Rezeptorfunktion zeigen. Der  ECs-Wert der  Doppemutante
G185C/C195A.GFP Uberschnitt sch mit dem des Wildtyps und der ECso-Wert der Mutante
R202C/C195A.GFP war leicht nach rechts verschoben (siehe Abb. 11). Im Vergleich zu den GFP-
gekoppelten NDI-aud 6senden Einzemutanten konnte so eine Restitution der Rezeptorfunktionalitét
nachgewiesen werden.

Die fur die Einzdmutante R202C schon gezeigte CAMP-Bildung (Sehe Abb. 4) wiederholte
gch ewateewese im Adenylylzyklase-Assay der GFP-gekoppelten Mutante. Auch fur die
G185C.GFP-Mutante wurde in diessm Assay — im Gegensatz zur ungekoppelten Mutante —
Adenylylzyklase-stimulierende Aktivitdt nachgewiesen. Diese Aktivitét ist in diesem Fdl auf das
Vorhandensain des GFP-Restes zurilickzufiihren, der den mutierten Rezeptor zu stabiliseren scheint.

Bam V2-Rezeptor gibt es neben G185C und R202C noch weitere Mutationen, die
extrazdluldr zusitzliche Cygtene enfihren und Diabetes indpidus hervorrufen. Das Cystein des
mutierten Rezeptors R106C liegt nach unserem Strukturmoddl in derselben Ebene wie die
zusétzlichen Cysteine der Mutanten G185C und R202C. Es konnte adso dhnlich leicht mit C195
verknipft werden. Die funktiondlen Eigenschaften der R106C Mutante sind zwar noch nicht
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beschrieben worden, eine Bildung ener zweten Disulfidoriicke erscheint aoer hier ebenfdls sehr
wahrscheinlich.

Dassdlbe diirfte fir den Rezeptor R181C gelten. Obwohl dessen zusizliches Cystein weiter
im Rezeptorinneren liegt, ist es trotzdem dicht genug am C195, um eine zwete Disulfidbriicke
aushilden zu konnen. Dies simmt auch mit den von Pan et d. (1995) verdffentlichten Daten Uberein,
nach denen dieser mutierte Rezeptor zwar bindungsdefekt i, aber zur Plasmamembran trangportiert
wird. Der Phanotyp entspricht damit dem der G185C- und R202C- M utanten.

Hwa et d. (1999) und Kono et d. (1998) beschrieben fir Rhodopsin nach Einflhrung eines
zusitzlichen extrazeluldren Cydens die Bildung ener Disulfidbriicke zwischen einem konservierten
und einem nicht konsarvierten Cystein. Auf den ersten Blick wére dies auch fir den V2-Rezeptor
denkbar. Angtelle der konservierten Briicke und der postulierten zweiten Disulfidbriicke zwischen
dem vorhandenen C195 im V2-Rezeptor und dem zusétzlich eingefiihrten Cystein kdnnte, angdehnt
an die oben genannte Verdffentlichung, Disulfidbriicken zwischen je eéinem konservierten und einem
nicht konservierten Cystein entstehen (z.B. die Kombination C112 mit C195 und C192 mit C185
oder C112 mit C185 und C192 mit C195). Fur den Vasopressn-V2-Rezeptor Snd alerdings die
zuletzt genannten Kombinationen nicht sehr wahrscheinlich, da in jedem Fal die konsarvierte
Disulfidbriicke aufgel6st wird. Dies mifde zu trangportdefekten Rezeptoren fihren, die aber nicht
beobachtet wurden.

Der direkte Nachwels der Bildung einer zweiten Disulfidbriicke bel den entsprechenden V2-
Rezeptormutanten sollte eines der zukinftigen Ziele sain.

Mit Hilfe von DTT kann ganz dlgemein die Exigenz von Disulfidbriicken verifiziert werden,
da das Reagenz bestehende Briicken reduziert. Noda et a. (1994) bewiesen die Verknipfung
zweier Cydene des [3-adrenergen Rezeptors mit Hilfe dieser reduzierenden Substanz. In der
elektrophoretischen Auftrennung zeigte dieses mit DTT behandelte Protein ein anderes Laufverhdten
as das ndive Protein. Auch beim Einsatz von b-Mercaptoethanol kommt es zur Reduktion der
vorhandenen Disulfidverbindungen. Das reduzierte Protein hat im Gd eine wesentlich langsamere
Laufgeschwindigkeit. Durch den Vergleich des Laufverhdtens von reduziertem und nichreduziertem
Protein kann leicht auf das V orhandensein einer Disulfidbriicke geschlossen werden. Mit Hilfe dieser
Methoden ist aber weder die Tatsache festzustellen, dal? zwei Disulfidbriicken gebildet werden, noch

die genaue Pogtionierung dieser.
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Freie SH-Gruppen von Membranproteinen konnen mit N-Ethylmaemid markiert werden
(Bose et d., 1997; Kurtenbach et d., 1990; Kono et al., 1998). Mit Hilfe dieser Methode kénnte
man zeigen, ob in den NDI-Mutanten G185C und R202C noch freie Cysteinreste vorhanden sind.
Das Fehlen einer solchen Markierung wirde zeigen, dal3 keine freien SH-Gruppen vorhanden sind
und tatséchlich zwe Briicken gebildet werden. Die Erhohung der molekularen Masse des G Protein-
gekoppdten Rezeptorproteins nach Kopplung des N-Ethylmdemid an Sulfhydrylgruppen kann
durch dektrophoretische Trennung im SDS-Gel |eicht nachgewiesen werden.

Eine Mdglichkeit, um die Lage der Disulfidbriicken genau zu lokaiseren, besteht in der
Rezeptor-1solierung mit folgender proteolytischen Spatung (z.B. mit Trypsin oder Chymotrypsin)
und dem Nachweis der disulfidverbundenen Fragmente im Massenspektrometer. Aus der Grofie der
gefundenen Fragmente lief3e sch dann auf die Verknipfung der Cysteine schlief3en. Da es aber sehr
schwierig i, eine ausreichende Menge des Rezeptors zu isolieren, bedarf diese Methode intensiver

Vorbereitungen.

Desweiteren sollte in der Zukunft Uberpriift werden, ob bei den noch nicht untersuchten V2-
Rezeptormutanten R181C und R106C ebenfals eine zweite Disulfidbriicke gebildet wird.

Ein néchger, noch zu untersuchender Punkt snd mdgliche Funktionen von C195 im
menschlichen V2-Rezeptor, die durch Bindung und AC-Assay nicht erfald werden. Dieser Rest ist
nur bei htheren Primaten im V2-Rezeptor vorhanden und eigentlich nachtellig, da er den Rezeptor
fir Cygein-Mutationen sengtiv macht. Es sdlt sch die Frage, wozu diessr Rest in der Evolution
eingefihrt wurde.

Eine mogliche Erkl&rung wéare die Betelligung dieses Restes an der Dimeriserung des
Rezeptors. Wess et a. (2000) beschrieben, dald der N-Terminus, der C-Terminus und auch
transmembrandre Regionen des M 3-muskarinergen Acetylcholin-Rezeptors an einer Dimeriserung
betelligt sein kénnten. Fur den Gonadotropin- Releasing-Hormon Rezeptor wurde postuliert, dal3 ein
fraer Cysenrest (C14A) in die Dimerbildung involviert sein kdnnte (Cook et a., 1997). Die
Betaligung enes a@nzdnen N-teminden Cydens an der Dimeriserung ist berats be nicht
verwandten Rezeptoren gezeigt worden, wie z.B. dem epidermalen Wachstums-Faktor-Rezeptor
und dem Insulin-Rezeptor. Wenn C195 aber beim V2-Rezeptor eine Dimeriserung vermittlt,
dirften die Rezeptoren der Nicht-Primaten und der niederen Primaten durch das Fehlen des
Cygtensin Pogtion 195 nur Monomere bilden, was experimente | Uberprift werden mife.



